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摘要：从嘉陵江河床沉积物分离获得一株多环芳烃(PAHs)降解菌株 QYQ-1,经 16S rRNA序列比对､平均核苷酸一致性值计算与全基因组系统发育分

析,鉴定其为杰氏假单胞菌(Pseudomonas jessenii).菌株 QYQ-1具有广泛的温度(15~40℃)和 pH值(5~9)适应范围、优良的耐盐性(0.5%~5%)和良好的重

金属抗性(Cu2+、Zn2+、Co2+、Mn2+、Cd2+),尤其具有耐低温(15℃)、耐高盐(5%)和耐重金属的独特优势,其最佳降解条件为温度 35℃,pH值为 7,可在 48h

内对 100mg/L萘降解率达到 97.7%.此外,其还可以高效降解苯甲酸和苯酚等芳香族化合物.基因组分析表明,菌株 QYQ-1具有多种 PAHs降解过程中的

关键基因,包括完整的苯甲酸盐降解与邻苯二酚邻位裂解通路,还含有水杨酸羟化酶、细胞色素 P450、原儿茶酸 3,4-双加氧酶等有关 PAHs降解的关键

基因.同时,还携带大量铜、锌、钴、锰、镉等重金属抗性基因.此外,菌株 QYQ-1 还具有强大的铁摄取系统.这拓展了菌株 QYQ-1 的应用范围,不仅可

以用于 PAHs污染场地的环境修复,还具有应用于重金属和 PAHs复合污染场地环境修复的潜力. 
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Abstract：A strain of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) degrading bacteria, QYQ-1, was isolated from the sediments of the 

Jialing River bed. Through 16S rRNA sequence alignment, calculation of average nucleotide identity, and whole-genome 

phylogenetic analysis, it was identified as Pseudomonas jessenii. The strain QYQ-1 exhibits a wide adaptive range for temperature 

(15~40°C) and pH (5~9), excellent salt tolerance (0.5%~5%), and good heavy metal resistance (Cu2+, Zn2+, Co2+, Mn2+, Cd2+). It has 

a unique advantage in withstanding low temperatures (15°C), high salinity (5%), and heavy metals. The optimal degradation 

conditions are at a temperature of 35°C and a pH of 7, achieving a degradation rate of 97.7% for 100mg/L naphthalene within 

48hours. Additionally, it can efficiently degrade aromatic compounds such as benzoic acid and phenol. Genomic analysis indicates 

that the strain QYQ-1 possesses various key genes involved in the degradation of multiple PAHs, including a complete pathway for 

benzoate degradation and a meta-cleavage pathway for catechol. It also contains critical genes related to PAHs degradation, such as 

salicylate hydroxylase, cytochrome P450, and protocatechuate 3,4-dioxygenase. Additionally, it carries a significant number of 

resistance genes for heavy metals such as copper, zinc, cobalt, manganese, and cadmium. Furthermore, strain QYQ-1 has a robust 

iron uptake system. This expands the application range of strain QYQ-1, making it suitable not only for environmental remediation 

of PAHs-contaminated sites but also for potential use in environments contaminated with both heavy metals and PAHs. 

Key words：Pseudomonas jessenii；polycyclic aromatic hydrocarbons；degradation；heavy metals；whole genome sequencing；

genome analysis 

 

多环芳烃(PAHs)是环境中一类由 2个或 2个以

上苯环组成的持久性有机污染物,主要来源于人类

的能源利用过程和有机物的不完全热解等
[1]
.PAHs

具有致畸性、致突变性和致癌性,可以通过生物累积

和环境暴露等方式传递,给生态环境和人体健康造

成潜在威胁
[2]
.PAHs 能够通过干湿沉降和界面交换

留存在土壤和水体中
[3]
,大量累积在河床湿地中,部

分河床沉积物或土壤中的 PAHs 浓度高于生态风险

阈值
[4-5]

.研究表明,微生物代谢在 PAHs 的迁移转化

和去除过程中占有重要地位,是环境中 PAHs去除的

主要途径
[6]
.河床湿地环境蕴藏着数量巨大,代谢类

型众多与突变类型多样的微生物,是 PAHs污染生物

修复的主体,存在污染物的地方往往会出现相应的 
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降解微生物,并存在着强或弱的生物降解作用
[7-8]

,容

纳近 90% PAHs污染的土壤环境中
[9]
,大量微生物的

作用更有待发掘. 

假单胞菌(Pseudomonas)在外来化合物的转化

和环境污染修复方面具有巨大潜力,可以降解各种

有机底物,包括石油、氯水杨酸盐和抗生素等
[10-11]

.

部分假单胞菌在 PAHs的分解中承担着重要作用,包

括铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)、恶臭假

单胞菌 (Pseudomonas putida)和施氏假单胞菌

(Pseudomonas stutzeri)等,其多被发现于受 PAHs 污

染的土壤或水体环境中
[12-13]

.首次报道的杰氏假单

胞菌(Pseudomonas jessenii)是从天然矿泉水中分离

的 P. jessenii CIP 105274
T[14]

.P. jessenii是一种重要

的根际促生菌 ,可以有效降低螺壳状丝囊霉

(Aphanomyces cochlioides)和瓜果腐霉 (Pythium 

aphanidermatum)等植物病原真菌的危害
[15]

.同时,P. 

jessenii 对植物根结线虫(Meloidogyne)也有一定的

抑制作用
[16]

.此外,P. jessenii还能够合成可生物降解

的聚羟基烷酸酯与生物表面活性剂等
[17-18]

,在农业

与工业生产方面具有巨大的应用潜力. 

迄今为止仅报道了 7 株 P. jessenii 的基因组草

图,其研究通常聚焦在植物根际促生和抗病性,尚无

比较基因组学与PAHs降解相关报道,P. jessenii潜在

的环境修复能力仍未得到评估.在本文中,从重庆市

嘉陵江河床沉积物分离并鉴定到一株具有 PAHs 降

解能力的新颖菌株,命名为 P. jessenii QYQ-1.通过

基因组分析发现其具备环境修复能力,并通过实验

进行了功能验证.此外,还基于比较基因组学,系统地

分析了 P. jessenii的遗传多样性与环境修复功能,并

对分类错误的 P. jessenii 进行重新分类.由此,对 P. 

jessenii 的代谢能力和环境修复潜力提供新的认识,

同时为其他 P. jessenii 的基因组的组装提供有价值

的参考. 

1  材料与方法 

1.1  菌株 QYQ-1的分离、培养与鉴定 

1.1.1  菌株分离  菌株 QYQ-1分离自重庆市嘉陵

江河床沉积物(29.57N,106.57E),采样深度为 10cm,

将沉积物样品混合后取1g沉积物于10mL无菌水中

充分振荡,制备菌悬液.将菌悬液稀释 100 倍后加入

PP液体培养基,35℃,180r/min条件下进行富集培养.

将富集培养物在 PP 固体培养基上连续划线,分离得

到单菌.现菌株 QYQ-1以甘油菌形式保藏于本实验

室-80℃冰箱与中国普通微生物菌种保藏管理中心

(保藏号:CGMCC 1.61914). 

1.1.2  培养基与主要试剂  菌株QYQ-1培养于PP

液体培养基(g/L):胰蛋白胨 10,酵母提取物 5,氯化钠

10,氨苄青霉素 0.5,两性霉素 B 0.00025.PP固体培养

基(g/L):胰蛋白胨 10,酵母提取物 5,氯化钠 10,琼脂

粉 1.52%(w/v),氨苄青霉素 0.5,两性霉素 B 0.00025.

无机盐培养基(g/L):(NH4)2SO4 2,MgSO4·7H2O 0.2, 

KH2PO4 1.5,Na2HPO4·12H2O 1.5,CaCl2·2H2O 0.01, 

Fe2SO4·7H2O 0.03,MnSO4·H2O 0.01,ZnSO4·7H2O 

0.01, CoSO4·7H2O 0.005.如无特殊说明,本项研究中

的药剂均购买自上海麦克林生化科技股份有限公

司,纯度均为分析纯. 

1.1.3  菌株鉴定  菌株 QYQ-1 以 1%(v/v)接种于

PP液体培养基,35℃,180r/min培养 12h,用接种环挑

取菌液平板划线于 PP固体培养基继续培养至长出

单菌落.然后,挑取单菌落于含有 10µL无菌水的 EP

管中,95℃裂解 5min 后作为 PCR 扩增模板.利用细

菌通用引物 27F和 1492R对菌株 16S rRNA基因进

行PCR扩增,通过琼脂糖凝胶电泳验证PCR产物的

完整性后进行 Sanger 测序.测序结果上传至美国国

家生物技术信息中心(NCBI)进行 BLAST 比对,确

定和其一致性最高的 16S rRNA 基因序列.利用

MEGA 7.0
[19]

构建 16S rRNA基因系统发育树,采用

邻位加入法,Kimur 双参数模型,1000 次 Bootstrap

来评估所建进化树的准确性.此外,还使用平均核苷

酸一致性(Average Nucleotide Identity,ANI)值计算、

全基因组系统发育分析和 GTDB-Tk 数据库
[20]

进

行了菌种鉴定. 

1.2  菌株 QYQ-1的生长特性与降解实验 

1.2.1  生长特性  菌株 QYQ-1 以 5%(v/v)接种于

PP液体培养基,35℃,180r/min震荡培养,定期取菌液

测定 OD600,绘制生长曲线,确定其处于对数生长期

(OD600=1)的具体时间,便于后续取样.以同样接种、

培养与取样的方法和时间 ,测定不同温度 (15~40

℃)、初始 pH值(5~9)、盐度(NaCl 0.5~5%)与金属离

子(Cu
2+
、Zn

2+
、Co

2+
、Mn

2+
、Cd

2+
 1mmol/L)下的生

长情况.本实验均设置 3个平行,以无额外添加的 PP

液体培养基体系作为空白对照. 
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1.2.2  降解实验  以萘作为 PAHs代表性污染物与

唯一碳源,使用丙酮为溶剂,按 100mg/L 浓度添加到

降解体系中,测定其在不同温度(15~40℃)、初始 pH

值(5~9)条件下对萘的降解情况.以苯甲酸、苯酚作

为芳香族化合物代表性污染物与唯一碳源 ,按

100mg/L 浓度添加到降解体系中.将处于对数生长

期的 QYQ-1 菌液以 5%(v/v)接种于含特定浓度的

萘、苯甲酸、苯酚的无机盐培养基中,于实验设定温

度、摇床转速 180r/min条件下避光培养,定时取样测

定体系中的萘、苯甲酸、苯酚的浓度.使用气相色谱

仪(GC-FID)以外标法定量测定萘、苯甲酸、苯酚的

浓度,每次测定均设置 3 个平行,以无额外添加的无

机盐培养基体系作为空白对照. 

1.2.3  脱氢酶活性测定  通过 TTC 比色法测定菌

株 QYQ-1的脱氢酶活性.于 50mL离心管中加入反

应后的溶液、Tris-HCl(pH=8.5、0.05mol/L)、葡萄

糖(0.1mol/L)、无菌 TTC 溶液(0.5%)各 3mL,35℃恒

温培养 4h 后加入 0.4mL 硫酸与 5mL 甲苯 ,以

2000r/min 离心 15min,将红色有机相分离 ,以

5000r/min 再次离心 10min,将离心后溶液过滤,使用

分光光度计在 486nm波长处测定 OD486. 

1.3  菌株 QYQ-1的全基因组测序、组装与注释 

菌株 QYQ-1 以 1%(v/v)接种于 PP 液体培养

基 ,25℃ ,180r/min 培养 12h,使用 Bacterial/fungal 

DNA extraction kit (magnetic beads)(美吉生物,中国)

提取基因组 DNA.使用 Illumina NovaSeq 6000平台

进行高通量全基因组测序 .分别使用 FastQC 

v0.11.8
[21]
、Fastp v0.23.4

[22]
、SPAdes v3.15.3

[23]
软件

对测序产生的 reads 进行质量评估、质量控制与基

因组组装,使用 QUAST v5.0.2
[24]

评估基因组组装质

量.菌株 QYQ-1的基因组草图已经上传至 NCBI数

据库(登录号:GCA037889415.1).使用 NCBI 原核基

因组注释流程(PGAP)
[25]

进行基因组注释 ,并使用

eggNOG-mapper
[26]

将所得蛋白质组进一步注释到

碳水化合物活性酶(CAZy)、直系同源群(COG)和京

都基因与基因组百科全书(KEGG)数据库中.同时,

使用 IslandViewer4
[27]
对注释基因组中的基因组岛

(Genomic Islands,GIs) 进 行 识 别 , 使 用

CRISPRCasFinder
[28]
对菌株QYQ-1和其他8株假单

胞菌菌株基因组中的成簇规律间隔短回文重复序

列(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats,CRISPR)进行识别.此外,通过 tRNAscan-Se 

v2.0.12
[29]

软件预测 tRNA,使用 CGView
[30]
对基因组

特征进行可视化. 

1.4  比较基因组分析 

为了研究菌株 QYQ-1 与其他属内和种内的假

单胞菌的系统发育关系和功能差异,从NCBI数据库

下载了其他 22 株假单胞菌的基因组及其全部编码

序列 (CDS)进行比较基因组学分析 .同时 ,使用

fastANI v1.31
[31]
对菌株 QYQ-1与其他 22株假单胞

菌进行 ANI值计算,使用 GTDB-Tk 构建全部 23株

假单胞菌基于全基因组的系统发育树.同时,使用

TBtools
[32]
对菌株 QYQ-1、DSM 17150、LMG 

21605、UC 4332 进行共线性分析和可视化.为了比

较菌株 QYQ-1 与其他 22 株假单胞菌的功能基因,

还使用 eggNOG-Mapper 对菌株 QYQ-1 和其他 22

株假单胞菌的蛋白质组进行了全面注释. 

2  结果与讨论 

2.1  菌株 QYQ-1的全基因组组装与特征 

为了构建菌株 QYQ-1 的高质量基因组 ,在

Illumina NovaSeq 6000平台进行了高通量全基因测

序.一共获得了 3457999条 Clean reads,Phred scores

高于 Q20 的占 97.03%.菌株 QYQ-1 基因组组装与

编码基因预测结果显示,菌株 QYQ-1 基因组全长

6168333bp,GC含量为 60.0%,含有 5581条CDS,全长

5431036bp,占基因组全长的 88.05%.此外,还含有 7

条 rRNA,62条 tRNA,与P. aeruginosa相比,P. jessenii

的基因组具有更低的 GC含量(表 1). 

值得注意的是,菌株 P. jessenii QYQ-1与其他 7

株P. jessenii 的 3条Other RNA均包含 1条 ncRNA、

tmRNA和 SRP RNA,同时,菌株 QYQ-1还具有最多

RNase P RNA.在 tRNA前体的加工过程中,核糖核酸

酶 P(RNase P)可以有效切割 5’端引导序列,催化

tRNA 成熟
[33]

,与蛋白质酶相比,核糖核酸酶的催化

效率较低,是一类较为原始的催化酶
[34]

,这表明菌株

QYQ-1 可能具有更多的核糖核酸酶,在进化上更加

保守. 

CRISPR 是广泛分布于细菌和古菌基因组中的

一种特殊 DNA重复序列家族,它与 CRISPR相关基

因(CRISPR-associated, cas)共同构成了一种基于核

酸的适应性免疫系统来抵抗病毒等外源基因的入
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侵
[35]

.菌株 QYQ-1 基因组中有 5 个 CRISPR(图 1),

同时,在菌株 LMG 21605、DSM 17150、EC-S101、

E2333、PAO1分别发现 6、5、4、3、1个 CRISPR,

菌株 GO3、UC4332、LBp-160603基因组中没有发

现 CRISPR,仅在菌株 QYQ-1中发现 cas3,这表明菌

株 QYQ-1 具有 I-F 型 CRISPR-Cas 系统
[36]

,可能在

过去经历过外源 DNA 的入侵,现在它拥有比其他

Pseudomonas更好的免疫系统.同时,CRISPR-Cas系

统也被用于微生物中的基因表达调控与环境修复

功能强化
[37-38]

.Fan等
[39]

通过CRISPR基因编辑技术

改造并优化了希瓦氏菌(Shewanella oneidensis)的胞

外电子传递网络,其胞外电子传递能力(Extracellular 

electron transfer, EET)与放射性核素 U
6+
还原能力显

著提升.Li 等
[40]

使用 CRISPR 基因编辑技术调控 S. 

oneidensis MR-1内 EET相关基因的表达,增强其对

有机污染物甲基橙(Methyl orange)与典型重金属

Cr
4+
的还原能力.此外,使用 IslandPath-DIMOB 预测

方法,在菌株 QYQ-1 基因组中发现 8 个 GIs,在菌株

PAO1 中发现 6 个 GIs,且包括 3 个致病岛

(Pathogenicity Islands,PAIs). 

表 1  假单胞菌基因组基本特征 

Table 1  Genomic features of the Pseudomonas strains 

菌株 GenBank登录号 组装层次 长度(bp) GC% CDS rRNA tRNA RNase P RNA other RNA

P. jessenii QYQ-1 GCA037889415.1 Contig 6168333 60.0 5581 7 62 2 3 

P. jessenii LMG 21605 GCA900104905.1 Contig 6588452 59.5 5915 26 76 1 3 

P. jessenii DSM 17150 GCA002236115.1 Contig 6537026 59.5 5912 9 60 1 3 

P. jessenii E2333 GCA040201735.1 Contig 6240905 60.0 5631 3 62 1 3 

P. jessenii GO3 GCA003225755.1 Contig 6993317 60.0 6874 2 59 1 3 

P. jessenii EC-S101 GCA006151795.1 Scaffold 6234511 60.0 5546 4 57 1 3 

P. jessenii UC4332 GCA003353505.1 Scaffold 6127106 59.0 5591 9 60 1 3 

P. jessenii LBp-160603 GCA003205375.1 Scaffold 6766953 59.0 5987 6 62 1 3 

P. aeruginosa PAO1 GCA000006765.1 Complete 6264404 66.5 5571 13 63 1 29 

 

 

图 1  菌株 QYQ-1的基因组图谱 

Fig.1  Characteristics of the genomic of P. jessenii QYQ-1 

2.2  菌株 QYQ-1的系统发育与比较基因组分析 

将扩增得到的菌株QYQ-1的 16S rRNA基因序

列上传至NCBI数据库中进行序列比对,菌株QYQ-1

的 16S rRNA序列与 P. jessenii模式菌株 LMG 21605

的相似度最高(>99%),高于原核生物物种界限阈值

(98.7%)
[41]

,因此,初步鉴定菌株QYQ-1属于P. jessenii.

为了进一步确定菌株 QYQ-1 的分类学地位,我们下

载了 NCBI 数据库中全部 7 株 P. jessenii 与部分

Pseudomonas 内具有代表性的 15株菌株的全基因组

序列,使用 GTDB-Tk进行全基因组水平的物种鉴定,

同时,构建基于全基因组序列的系统发育树.此外,还

将全部 23株假单胞菌进行了 ANI值计算. 

基于全基因组的 23 株假单胞菌系统发育树显

示(图 2(a)),菌株 QYQ-1 与菌株 UC4332、DSM 

17150 和 LMG 21605 在系统发育上最为接近,它们

聚类在一个末端分支,进化距离最近,与基于 16S 

rRNA 的系统发育树高度相似.菌株 QYQ-1 与 P. 

jessenii 模式菌株 LMG 21605 之间的 ANI 值最高

(98.5%),与菌株 UC4332、DSM 17150 之间的 ANI

值均高于 95%,菌株 UC4332、DSM 17150 与菌株

LMG 21605 之间的 ANI 值同样高于 95%(图 2(c)),

表明菌株 QYQ-1、UC4332、DSM 17150均属于 P. 

jessenii
[42]

.此外,基于 GTDB-Tk 的全基因组菌种鉴

定结果显示,菌株 QYQ-1、UC4332、DSM 17150均

属于 P. jessenii.值得注意的是 ,原先被分类为 P. 

jessenii 的菌株 LBp-160603、E2333、EC-S101 和
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GO3与其他 4株 P. jessenii(菌株 QYQ-1、UC4332、

DSM 17150和 LMG 21605)在系统发育上存在分化,

且与其他四株 P. jessenii之间的 ANI值较低(<85%),

明显低于种内界限的 ANI 阈值(95%),此外,GTDB- 

Tk结果显示菌株 LBp-160603、E2333、EC-S101、

GO3 不属于 P. jessenii,菌株 E2333、EC-S101 分别

被分类为荧光假单胞菌与恶臭假单胞菌 ,菌株

LBp-160603、GO3 仅被分类到 Pseudomonas 水平.

结果表明,菌株 LBp-160603、E2333、EC-S101 和

GO3 在 NCBI 数据库中可能存在物种分类错误,建

议将其重新进行物种分类.以 P. jessenii 模式菌株

LMG 21605基因组作为参考序列,通过TBtools分析

P. jessenii 基因组之间的保守性和差异性(图 2(b)).

结果显示,P. jessenii 基因组之间具有大量的同源序

列,P. jessenii种内遗传稳定,突变重组较少,仅有少量

的易位、插入和缺失. 

 

图 2  菌株 QYQ-1的系统发育与基因组共线性分析 

Fig.2  Phylogenetic and genomic collinearity analysis of strain QYQ-1 

2.3  菌株 QYQ-1的生长特性 

2.3.1  菌株QYQ-1的生长曲线  菌株QYQ-1在 PP

液体培养基中接种 6h后开始进入对数生长期(图 3),细

菌数量迅速增加,在 24h 时达到峰值,后缓慢降低.综合

考虑细菌的生长速度和培养基中的细菌含量,在后续测

定中选择 24h作为菌株环境适应范围的取样时间节点. 
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图 3  菌株 QYQ-1的生长曲线 

Fig.3  The growth curve of strain QYQ-1 

2.3.2  菌株 QYQ-1 的环境适应范围  环境中的各

种理化因子是影响微生物生长的重要因素.实验结果

表明,菌株 QYQ-1 具有广谱的温度和酸碱度适应范

围,在 15~40℃、pH 值为 5~9 均能生长,最适温度为

35℃(图 4(a)),最适 pH 值为 7(图 4(b)),广谱的温度与

酸碱度适应范围有助于菌株适应各种环境,利于其在

各种复杂场地中的应用.同时,菌株 QYQ-1 还拥有极

强的耐盐性,在盐度 0.5%~5%均有明显的生长(图

4(c)),这有利于菌株在高盐废水中的应用.此外,菌株

对多种重金属离子均有良好的抗性,在 1mmol/L 的

Cu
2+
、Zn

2+
、Co

2+
、Mn

2+
、Cd

2+
金属离子添加下,菌株

QYQ-1 均有明显的生长((图 4d)).重金属与其他外源

性有机污染物常出现复合污染的情况,良好的重金属

耐受性使得菌株 QYQ-1 具有应用于重金属与其他

有机污染物形成复合污染场地的潜力. 

 

图 4  菌株 QYQ-1的生长特性 

Fig.4  The growth characteristics of strain QYQ-1 

2.4  菌株 QYQ-1PAHs降解基因鉴定与功能验证 

2.4.1  菌株 QYQ-1PAHs 降解特性  选择萘作为

PAHs代表污染物,实验共设置 6个温度梯度(15、20、

25、30、35、40℃),结果如图 5(a)所示,菌株 QYQ-1

在 15~40℃的条件下,皆可利用萘进行生长,35℃为

菌株 QYQ-1的最佳降解温度,降解率达 97.7%,30℃

次之.目前许多已有的降解菌株之所以未能成功应

用,其原因之一就是低温时活性差,本研究获得的菌

株QYQ-1在15℃和20℃仍能发挥降解作用,即使在

15℃时 ,24h 仍能对 100mg/L 的萘降解率达到
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65.44%,相较于其他已发现的 PAHs 降解菌株,菌株

QYQ-1 具有更好的温度适应性,有更广泛的温度应

用范围.实验共设置 5 个 pH 梯度(5、6、7、8、9),

其他培养条件一致,定期检测不同 pH值条件下菌株

QYQ-1 对萘的降解效率,结果如图 5(b)所示,菌株

QYQ-1 在 pH 值 5~9 的条件下皆可利用萘进行生

长,pH=7 是萘的最佳降解 pH 值,pH=6、pH=8 次

之,pH=5、pH=9条件下萘降解效率明显下降(<80%),

这可能与菌株在上述情况下的长势较差有关.结果

表明,中温条件 25~35℃,中性、弱酸、弱碱条件更有

利于菌株 QYQ-1 对萘的降解.菌株 QYQ-1 不仅能

利用萘进行生长,还具有利用苯甲酸与苯酚的能力

(图 5(c)),可以在 48h内对 100mg/L苯甲酸和苯酚降

解率达到 100%.由此可见,菌株 QYQ-1 对芳香族化

合物具有广泛的降解特性,这拓宽了其应用场景. 

在 PAHs 的生物降解过程中 ,脱氢酶可以使

PAHs 的氢原子活化并转移至特定的受氢体 ,使

PAHs被氧化
[43]

.脱氢酶活性可以一定程度上反映微

生物对有机物的氧化降解能力.结果表明(图 5(d)),

脱氢酶活性在前 6h 升高比较缓慢,6~36h 迅速升

高,36h后趋于平缓,菌株的脱氢酶活性、生长状况与

萘的降解率表现为正相关性. 

 

图 5  菌株 QYQ-1的降解特性 

Fig.5  Degradation characteristics of strain QYQ-1 

2.4.2  菌株 QYQ-1PAHs 降解基因鉴定  菌株

QYQ-1 基因组分析结果表明,其基因组上具有苯甲

酸 1,2 双加氧酶编码基因 benABC、二羟基环己二

烯羧酸脱氢酶编码基因 benD、儿茶酚 1,2-双加氧酶

编码基因 catA、黏康酸盐环异构酶编码基因 catB、

粘康酸内酯 D-异构酶 catC、羧甲基丁烯酸内酯酶

编码基因 pcaDL、乙酰辅酶 A酰基转移酶编码基因

fadAI、3-氧代己二酰辅酶 A硫解酶编码基因 pcaF,

可以组成完整的苯甲酸盐降解和儿茶酚邻位裂解

通路(图 6),这是 PAHs重要的下游降解基因簇.此外,

还发现萘与其他 PAHs 降解过程中十分重要的水杨

酸羟化酶编码基因 nah、细胞色素 P450 编码基因

gst、原儿茶酸 3,4-双加氧酶编码基因 pcaGH、乙醛

脱氢酶/乙醇脱氢酶编码基因 adh、萘双加氧酶编码

基因 nahAc、2-羟基色原酮-2-羧酸异构酶编码基因

nahD等 PAHs降解的关键基因.细胞色素 P450被证

明可以介导 PAHs 产生反式二氢二醇从而降解

PAHs
[44]

,此外,细胞色素 P450 在天然产物合成、外
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源性降解、类固醇生物合成与药物代谢中起着至关

重要的作用
[45]

.水杨酸羟化酶与原儿茶酸 3,4-双加

氧酶分别是 PAHs 的水杨酸途径与原儿茶酸途径中

的关键基因
[46]

. 

2.4.3  菌株 QYQ-1PAHs 降解机制分析  微生物

对 PAHs 的降解主要存在有氧与厌氧两种途径. 

PAHs 的有氧代谢途径中,氧气不仅是最终的电子受

体,还直接参与芳香环羟基化和芳香环裂解
[47]

.与之

相比,PAHs 的厌氧途径则主要基于还原反应来裂解

芳香环
[48]

.已验证的 PAHs 降解菌,多数是基于加氧

酶 (单加氧酶或双加氧酶 )催化的有氧途径实现

PAHs 的生物降解 .菌株 QYQ-1 基因组中存在

benABCD、catABC、pcaDL 与 fadAI 基因簇,组成

完整的苯甲酸盐降解与邻苯二酚邻位裂解途径,这

是 PAHs重要的下游降解基因簇.苯甲酸在 benABC

与benD催化下加氧脱羧为邻苯二酚,然后在 catA催

化下开环裂解为顺,顺-2,4-己二烯二酸,再经 catB、

catC与 pcaDL催化异构开环生成 3-氧代己二酸,最

终在 fadAI 与 pcaF 共同催化下生成琥珀酰辅酶 A,

进入 TCA 循环生成水和二氧化碳,实现苯甲酸盐与

邻苯二酚的完全降解.此外,基因组中还携带 gst、

nah、pcaGH、adh、nahAc、nahD等 PAHs降解的

关键基因.萘双加氧酶与水杨酸羟化酶广泛存在于

萘降解菌中,是萘降解速率的限制基因之一
[49]

.细胞

色素 P450、乙醛脱氢酶/乙醇脱氢酶在 PAHs的厌氧

降解过程中发挥着重要作用,且通常伴随着硝酸盐

还原等还原过程
[50]

.菌株QYQ-1中存在完整的同化

硝酸盐还原与异化硝酸盐还原通路,推测其可能同

时存在有氧与厌氧两种 PAHs降解途径.由此推测在

有氧条件下 ,菌株 QYQ-1 通过水杨酸途径降解

PAHs.PAHs在加氧酶、脱氢酶和醛缩酶等酶催化作

用下生成水杨酸,进入苯甲酸降解和儿茶酚邻位裂

解途径,最终进入 TCA循环实现完全降解,其潜在的

厌氧降解分子机制有待进一步解析. 

 

图 6  KEGG数据库注释基因的分类条形图 

Fig.6  The comparative analysis of annotated protein functions of P. jessenii LMG 21605, P. jessenii DSM 17150, P. jessenii 

QYQ-1, and P. aeruginosa PAO1 based on the KEGG database 

2.5  菌株 QYQ-1重金属抗性基因鉴定与分析 

2.5.1  菌株 QYQ-1 重金属抗性基因鉴定  菌株

QYQ-1对 Cu
2+
、Zn

2+
、Co

2+
、Mn

2+
、Cd

2+
等重金属

离子均具有良好的抗性(图 4(d)).通过基因组分析,

在菌株QYQ-1基因组中鉴定出 14个可能参与铜抗

性的基因(表 2),包括 3 个编码铜抗性蛋白的基因

pccA与 pcoBD.1个编码铜响应转录因子CueR的基

因(WP_102672585.1),其对维持细胞内 Cu
2+
稳态十

分重要
[51]

.WP_340317730.1、WP_340314347.1分别

编码 P型 Cu
+
转运蛋白 CopA和 P型 Cu

2+
转运蛋白

CopB.CopA 可以转运 Cu
+
与 Ag

+
,不能转运二价离

子,CopB 则主要转运 Cu
2+
,二者均属于 P 型 ATP 酶
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家族
[52]

.WP_340312925.1、WP_090454124.1编码双

组份调节系统 CusS/CusR.此外,还有 1 个编码多铜

氧化酶的基因(WP_340314233.1),1个编码铜周质蛋

白的基因(WP_057712135.1),1 个与铜/银外排系统

相关的基因簇 cusABF. 

锌是生命活动所必需的微量元素之一,可作为

许多酶的辅助因子,高浓度的锌对细胞有毒,细菌通

常采用存储或外排等策略调控锌的浓度
[53]

.菌株

QYQ-1 基因组存在常见的锌转运蛋白系统 ,由

znuAB基因簇与转录抑制因子 zur组成,基因簇编码

产物包括底物结合蛋白 ZnuA,通透酶 ZnuB 与 ATP

酶 ZnuC.基因 zur调控细菌的锌摄取过程,位于基因

znuA与 znuC之间,转录方向与 znuBC同向,与 znuA

相反
[54]

.此外,还具有 2个与锌/锰运输系统相关的基

因(WP_057712686.1、WP_340312776.1)和 1个编码

Zn
2+
/Cd

2+
输出 ATP酶的基因(WP_340312850.1). 

表 2  菌株 QYQ-1中主要重金属抗性基因 

Table 2  Heavy metal resistance related genes of strain QYQ-1 

QYQ-1ORF ID 基因 功能描述 

WP_057712179.1 pccA periplasmic copper chaperone A 

WP_090454179.1 pcoB copper resistance protein B 

WP_090454175.1 pcoD copper resistance protein D 

WP_102672585.1 cueR MerR family transcriptional regulator, copper efflux regulator 

WP_340317730.1 copA P-type Cu+ transporter [EC:7.2.2.8] 

WP_340314347.1 copB P-type Cu2+ transporter [EC:7.2.2.9] 

WP_218498243.1 copC copper resistance protein C 

WP_340312925.1 cusS two-component system, OmpR family, heavy metal sensor histidine kinase CusS [EC:2.7.13.3] 

WP_090454124.1 cusR two-component system, OmpR family, copper resistance phosphate regulon response regulator CusR 

WP_340314233.1 mmcO multicopper oxidase [EC:1.16.3.1] 

WP_057712135.1 copZ copper chaperone 

WP_340315694.1 cusA copper/silver efflux system protein 

WP_340315696.1 cusB membrane fusion protein, copper/silver efflux system 

WP_090454838.1 cusF Cu+/Ag+ efflux system periplasmic protein CusF 

WP_057712599.1 znuA zinc transport system substrate-binding protein 

WP_057712600.1 znuB zinc transport system permease protein 

WP_007989407.1 znuC zinc transport system ATP-binding protein [EC:7.2.2.20] 

WP_057716421.1 zupT zinc transporter, ZIP family 

WP_340312850.1 zntA Zn2+/Cd2+-exporting ATPase [EC:7.2.2.12 7.2.2.21] 

WP_340315712.1 arsR ArsR family transcriptional regulator, arsenate/arsenite/antimonite-responsive transcriptional repressor 

WP_223532407.1 arsC arsenate reductase (glutaredoxin) [EC:1.20.4.1] 

WP_340315710.1 arsB arsenical pump membrane protein 

WP_057715353.1 arsH arsenical resistance protein ArsH 

WP_340312632.1 yydH putative peptide zinc metalloprotease protein 

WP_057715704.1 zntB zinc transporter 

WP_008045818.1 zur Fur family transcriptional regulator, zinc uptake regulator 

WP_218494927.1 cbiK nickel transport protein 

WP_340312141.1 cobN cobaltochelatase CobN [EC:6.6.1.2] 

WP_223503310.1 vanX zinc D-Ala-D-Ala dipeptidase [EC:3.4.13.22] 

WP_057712905.1 pqqL zinc protease [EC:3.4.24.-] 

WP_057716421.1 zupT zinc transporter, ZIP family 

WP_057714654.1 modA molybdate transport system substrate-binding protein 

WP_223502676.1 modC molybdate transport system ATP-binding protein [EC:7.3.2.5] 

WP_340312099.1 modB molybdate transport system permease protein 

WP_340317412.1 modE molybdate transport system regulatory protein 

 

除铜和锌外,菌株 QYQ-1还可能对其他重金属

具有抗性,如砷、铬、钴和镍等.砷离子具有强烈的

生物毒性,是常见的环境污染物.菌株QYQ-1基因组

中鉴定出与砷抗性有关的 arsRCBH 基因簇.该基因

簇的编码产物包括调控 ars 操纵子转录过程的调控

因子 ArsR,催化砷酸盐还原为亚砷酸盐的砷酸盐还

原酶 ArsC与砷抗性蛋白 ArsH
[55]

.ArsH是一种具有

NADPH 依赖性的 FMN 还原酶,催化三价有机砷氧
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化为五价,能够效抵抗砷对细胞的氧化毒性
[56]

.细菌

一般通过铬酸盐转运蛋白 ChrA 来抵抗铬酸盐毒

性 

[57]
.菌株 QYQ-1基因组中鉴定出 2个铬酸盐抗性

基因,包括铬酸盐转运蛋白 ChrA 和铬酸盐还原酶

ChrR.此外,还鉴定出 1个编码钴螯合酶的基因(WP_ 

340312141.1)与 1 个编码镍转运蛋白的基因(WP_ 

218494927.1). 

2.5.2  菌株 QYQ-1重金属抗性基因分析  重金属

和 PAHs常在环境中形成复合污染,其环境修复相比

单一污染更加困难.复合污染环境中 PAHs降解机制

更加复杂,重金属可能具有不同的作用.研究发现,某

些降解菌能够在重金属与 PAHs 复合污染下仍然具

有高效的 PAHs 降解性能 .例如 ,Pseudomonas 

gessardii LZ-E可以在 10mg/L Cr
6+
条件下,在 48h内

对 800mg/L 萘 降 解 率 达 77%
[58]

.Bacillus 

licheniformis和Bacillus sonorensis在1%的多重重金

属(镉、锌、铜、铬)复合污染下,在 7d内对 100mg/L

的萘降解率达到 73%和 52%
[59]

.甚至在某些情况下,

一定浓度的重金属反而能促进 PAHs 的降解
[60-61]

.

基因组分析显示菌株 QYQ-1 携带多种重金属抗性

基因和基因簇,包括铜、锌、钴、镉和砷等重金属抗

性基因.迄今为止已发现在革兰氏阴性菌中存在 4

种铜抗性机制,包括 Cue、Cus、Pco 与 Cop 调控系

统
[62]

,这 4 种调控系统的相关基因均存在于菌株

QYQ-1基因组中.完整的 Cue调控系统需要 3种关

键蛋白(CueR、CueO、CopA).菌株 QYQ-1 中缺失

cueO 基因,但存在一个多铜氧化酶基因 mmcO,此

外,cueO的功能还可以由 copA替代.菌株QYQ-1中

的 Cus 系统与 Colibacillus 中的类似,都包含构成

Cu/Ag外排系统的 cusABF基因簇,编码产物包括渗

透酶 CusA、周质蛋白 CusB、膜融合蛋白 CusF.Cue

与 Cop调控系统在 Acidithiobacillus ferrooxidans
[63]

与 Ralstonia spp.
[64]

均有过相关报道.Cop 系统由

copSRABCD基因簇构成,菌株QYQ-1缺少 copSRD

基因,与 Burkholderia 中的菌株 LWK2 类似
[65]

.Pco

系统在 Colibacillus 和 P. syringae
[66]

均有发现,其基

因簇包含 4 个基因(pcoABCD),包括 1 个内膜蛋白

(PcoD),1个外膜蛋白(PcoB)和 2个周质 Cu
2+
结合蛋

白(PcoA和PcoC),该系统的表达由膜感应蛋白PcoD

与可溶性响应蛋白 PcoR 控制 .菌株 P. jessenii 

QYQ-1 具有缺陷的 Pco 调控系统,其基因组中缺少

pcoAC基因.综上所述,菌株QYQ-1具有十分复杂的

铜抗性系统 ,未来需要进一步通过实验对菌株

QYQ-1 的铜抗性机制进行深入解析 .此外 ,菌株

QYQ-1基因组中还发现许多与锌、砷酸盐和铬酸盐

等重金属抗性相关基因.如锌转运系统相关的基因

簇 znuABC、砷抗性有关的基因簇 arsRCBH 等,表

现出强大的抗重金属潜力.这说明菌株 QYQ-1不仅

可以用于 PAHs污染场地的环境修复,对于更加难以

修复的重金属与 PAHs 复合污染场地也具有潜在应

用价值. 

2.6  菌株 QYQ-1铁摄取系统 

菌株 QYQ-1在 VFDB数据库中注释到 194个

毒力因子,其中 23个基因和铁摄取(Iron uptake)有关

(图 7),参与 Pyochelin、Pyoverdine、Yersiniabactin

三种铁载体的合成.多数酶利用金属离子作为一种

辅助因子来维持正常的酶活,因此,金属离子是细菌

生存所必须的
[67]

.铁载体的存在使得细菌具有强大

的金属获取能力,它们产生的金属基团可以螯合环

境中的金属离子,使其可以适应生长条件的变化. 

Pyoverdine具有很高的铁离子亲和能力,可以高效地

螯合并摄取低铁环境中的铁元素,同时, Pyoverdine

也是一种群体感应分子,其在细菌内会不断地少量

产生
[68]

.此外,其还作为信号分子来引导内切蛋白酶

PrpL(Endo-proteinase PrpL)和外毒素 A(Exotoxin A)

的产生
[69-70]

.Pyoverdine 的合成由非核糖体肽酶

(Non-ribosomal peptide synthetases, NRPSs)主导
[71]

,

菌株 QYQ-1 基因组中具有合成 NRPSs 的完整

pvdLIJD 基因簇 .此外 ,还含有铁载体跨膜运输的

PvdE 转运蛋白,可以将成熟的铁载体释放到细胞膜

外
[72]

.另一种铁载体是 Pyochelin,其铁离子亲和能力

低于 Pyoverdine
[73]

,且参与其生物合成的基因较

少,Pyochelin最先是在 P. aeruginosa中发现的,研究

表明 ,只有当环境中的铁离子浓度变得极低时 ,P. 

aeruginosa 才会合成 Pyochelin
[74]

,Pyochelin 的存在

可以使菌株 QYQ-1 更好的适应低铁环境 . 

Yersiniabactin 是一种编码在 PAIs 上的铁载体,广泛

存在耶尔森菌科(Yersiniae)内的细菌中,其三价铁离

子结合基团包括噻唑啉、恶唑啉或甲基恶唑啉环,

其合成通过非核糖体肽酶 (NRPS)/聚酮合酶

(Polyketide synthase,PKS)混合机制进行
[75]

.菌株

QYQ-1 具有合成多种铁载体的潜力,这赋予其更好
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的环境适应能力,使其与在同一生态位的其他生物

体的竞争中更具优势. 

 

图 7  VFDB数据库注释基因的分类条形图 

Fig.7  The comparative analysis of annotated protein functions 

of Pseudomonas based on the VFDB database 

3  结论 

3.1  筛选出一株高效 PAHs 降解菌 P. jessenii 

QYQ-1.该菌株具有广泛的温度(15~40℃)和 pH 值

(5~9)适应范围、优良的耐盐性(0.5%~5%)和良好的

重金属抗性(Cu
2+
、Zn

2+
、Co

2+
、Mn

2+
、Cd

2+
).尤其

在低温(15℃)、高盐(5%)以及重金属胁迫条件下表

现出显著的抗性特征,展现出优异的应用潜力. 

3.2  菌株 QYQ-1可在 35℃、pH=7、盐度 1%条件

下,对 100mg/L萘在 48h内降解率达到 97.7%.同时,

菌株 QYQ-1 还可以高效降解苯甲酸和苯酚等芳香

族化合物,可以在48h内实现对100mg/L苯甲酸与苯

酚的完全降解. 

3.3  菌株 QYQ-1具有多种 PAHs降解过程中的关

键基因,还携带大量铜、锌、钴、砷、镉等重金属抗

性基因.此外,菌株QYQ-1还具有强大的铁摄取系统.

这些独特优势拓展了菌株 QYQ-1的应用范围,不仅

可以用于 PAHs污染场地的环境修复,还具有应用于

重金属和 PAHs复合污染场地环境修复的潜力. 
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