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摘 要:以潮间带沉积物为菌源分离出5株多环芳烃高效降解菌,基于层次决策分析法(Analytic
 

Hierarchy
 

Process,AHP)构建了多环芳烃高效降解菌群。利用层次决策分析法,对细菌的降解率及代谢活性进行比较,
并通过不同的赋值方式,构建了3组多环芳烃降解菌群:AHP-1(主观温和赋值组)、AHP-2(主观极端赋值

组)、AHP-3(客观赋值组)。实验结果表明,菌群的降解速率显著高于单菌的降解速率。在此基础上,以等比

例方式混合细菌作为对照组,研究了以上4组菌群的降解率和代谢活性。结果表明,1
 

d内,AHP-3取得了较

高的PAHs降解率(64.02%),高于AHP-1(58.75%)、AHP-2(55.17%)及对照组(54.98%)。利用层次决策

分析法这种尚未报道过的新型构建菌群的手段,可以提高PAHs的降解速率,因此,可以作为一种方法,为菌

群的构建提供理论基础。
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Abstract:
 

Five
 

strains
 

of
 

efficient
 

polycyclic
 

aromatic
 

hydrocarbons(PAHs)
 

degrading
 

bacte-
ria

 

were
 

isolated
 

from
 

intertidal
 

zone
 

sediments,
 

and
 

the
 

efficient
 

PAHs
 

degrading
 

bacteria
 

group
 

was
 

constructed
 

based
 

on
 

the
 

analytical
 

hierarchy
 

process(AHP).
 

The
 

AHP
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

degradation
 

rate
 

and
 

metabolic
 

activity
 

of
 

bacteria
 

in
 

pairs,
 

and
 

three
 

groups
 

of
 

PAHs
 

degrading
 

bacteria
 

were
 

constructed
 

through
 

different
 

evaluation
 

methods,
 

namely
 

AHP-1
 

(subjective
 

mild
 

evaluation
 

group),
 

AHP-2
 

(subjective
 

extreme
 

evaluation
 

group)
 

and
 

AHP-3
 

(objective
 

evaluation
 

group).
 

The
 

experimental
 

results
 

indicate
 

that
 

the
 

degrada-
tion

 

rate
 

of
 

the
 

microbial
 

community
 

is
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

a
 

single
 

bacterium.
 

On
 

this
 

basis,
 

a
 

control
 

group
 

was
 

constructed
 

by
 

mixing
 

bacteria
 

in
 

an
 

equal
 

proportion,
 

and
 

the
 

degradation
 

performance
 

and
 

metabolic
 

characteristics
 

of
 

the
 

above
 

four
 

bacterial
 

groups
 

were
 

studied.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

within
 

one
 

day,
 

AHP-3
 

achieved
 

a
 

high
 

degra-
dation

 

rate
 

of
 

PAHs
 

(64.02%),
 

which
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

AHP-1
 

(58.75%),
 

AHP-2
 

(55.17%)
 

and
 

the
 

control
 

group
 

(54.98%).
 

The
 

AHP,
 

a
 

new
 

method
 

of
 

constructing
 

flora
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that
 

has
 

not
 

yet
 

been
 

reported,
 

can
 

improve
 

the
 

degradation
 

rate
 

of
 

PAHs.
 

Therefore,
 

it
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

model
 

method
 

to
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

construction
 

of
 

flora.
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多环芳烃(Polycyclic
 

Aromatic
 

Hydrocarbons,PAHs)是一类由两个及两个以上苯环稠和而成的有

机污染物[1]。由于PAHs毒性强且结构稳定难降解,易对人体产生“三致”危害,因此对其加强治理刻不

容缓[2]。目前,PAHs的降解方法主要包括物理法、化学法和生物法等,由于生物法与其他两种方法相比

具有经济高效、绿色环保等优点,近年深受研究者的青睐[3]。环境中PAHs污染通常以多种组分共同存

在,呈现复合污染的特点,增加了降解的复杂性,影响了微生物的代谢活性,进而影响其对PAHs的降解

速率,且单菌难以完成对多种化合物的降解[4-5]。与单菌相比,菌群可以利用微生物之间的协同作用,提高

酶活性,形成稳定的微生物系统,实现PAHs的高效降解[6]。因此,筛选环境适应性强且降解更加高效的

细菌构建PAHs高效降解菌群具有重要的现实意义。目前,构建菌群的方法大多为正交法[7-9],构建过程

需要进行多次实验和数据分析,过程繁琐。层次决策分析法(Analytic
 

Hierarchy
 

Process,AHP)是在决策

中处理多个目标和标准的有用方法之一,基本思路是将一个复杂的决策问题分解成不同的层次,然后逐层

进行判断和评价,最终确定各个因素的权重,得出最终的评价结果[10]。层次决策分析法被广泛应用于环

境影响评价、经济效益评价、社会发展评价等领域[11-12],但运用此方法进行优化混合菌配比鲜有报道。面

对不同的细菌对PAHs的降解率及代谢活性等功能上的不同,细菌在复杂环境中的降解能力就变得难以

比较[13]。AHP可对细菌的PAHs降解率和代谢活性进行综合比较,通过计算得到不同细菌PAHs降解

能力和复杂碳源的代谢活性的综合权重,根据综合权重构建菌群,过程方便快捷[10]。因此,可以利用这种

新型方法优化混合菌配比,为菌群的配伍提供一种策略。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1)
 

实验菌株:以潮间带沉积物为菌源,以菲、蒽、芘为唯一碳源,筛选出了5株PAHs高效降解菌,经
鉴定分别属于Gordonia、Brevibacterium、Phycicoccus、Erythrobacter、Microbacterium,分别命名为Gor-1、
Bre-2、Phy-3、Ery-4、Mib-5。
2)

 

高盐LB(Luia-Betani,LB)培养基:10
 

g胰蛋白胨,5
 

g酵母提取物,30
 

g
 

NaCl,加去离子水定容至

1
 

L,pH为7.4,固体培养基添加1.5%的琼脂粉。
3)

 

MMC培养基:MgSO4·7H2O
 

7
 

g,NaCl
 

30
 

g,NH4NO3 1
 

g,Na2HPO4 3
 

g,KH2PO4 2
 

g,KCl
 

0.7
 

g,加去离子水定容至1
 

L,调pH为7.4,121
 

℃高压蒸汽灭菌20
 

min。灭菌后补加适量微量元素混合

液0.1
 

mL/L。
4)

 

微 量 元 素 混 合 液:H3BO3 0.05
 

g、ZnCl2 0.05
 

g、CuCl2 0.05
 

g、MnSO4·H2O
 

0.05
 

g、
(NH4)6Mo7O24 0.05

 

g、AlCl3 0.05
 

g、CoCl2 0.05
 

g、NiCl2 0.05
 

g,加去离子水定容至1
 

L,微量元素经

0.22
 

μm滤膜过滤除菌。
5)

 

含PAHs的MMC培养基:准确称取菲、蒽、芘各0.05
 

g置于25
 

mL棕色容量瓶中,加入丙酮定容

至25
 

mL,制成6
 

g/L的菲蒽芘混合丙酮母液,将菲蒽芘混合丙酮溶液过0.22
 

μm有机相滤膜除菌后加入

到锥形瓶中,置于超净台中,待瓶中的丙酮挥发完全后,将灭菌后的MMC液体培养基加入锥形瓶中,制成

含PAHs的MMC培养基。
6)

 

培养条件:28
 

℃、200
 

r/min的恒温培养箱中避光培养。
1.2 细菌拮抗性研究

将不同的细菌分别在高盐LB固体平板上进行两两交叉划线培养,相交于一点,随后置于28
 

℃恒温

培养箱中避光培养48
 

h,观察交叉点处是否有细菌生长。
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1.3 利用AHP开展PAHs高效降解菌群的构建

1.3.1 建立层次结构模型

采用AHP建立层次结构模型,分为3个层次[14]。A层为目标层,旨在对比分析不同细菌对PAHs
的降解能力及对31种碳源的代谢活性,得到PAHs降解细菌综合权重。B层为指标层,分别为PAHs的

降解能力B1、Biolog生态板代谢活性B2。C层为方案层,分别为不同PAHs降解菌。建立层次分析结构

模型如图1所示。

图1 层次分析结构模型

1.3.2 构造判断矩阵及一致性检验

构造判断矩阵。对于目标层,PAHs的降解能力B1的重要性高于碳源的代谢活性B2,因此B1与B2
两两比较赋值为5(1-9,取中间数值)。方案层细菌对于指标B2的相对重要程度参考颜色平均变化率

(Average
 

Well
 

Color
 

Development,AWCD)值(表1),并通过1-3标度法进行赋值;方案层细菌对于指标

B1的相对重要程度参考7
 

d内PAHs的降解率(表1),根据不同的赋值方法,构建3个成对比较矩阵:
①AHP-1(主观温和赋值组),通过1-7标度范围进行赋值;②AHP-2(主观极端赋值组),通过1-9标度

范围进行赋值;③AHP-3(客观赋值组),通过比值法进行赋值。根据AHP,将成对比较矩阵归一化为判

断矩阵,相对权重值根据每一组判断矩阵进行计算,计算方法参考文献[15-16]。通过计算得到各细菌相

应的权重值(表2)。

表1 不同细菌降解率及AWCD值

B层(指标层) Gor-1 Bre-2 Phy-3 Ery-4 Mib-5

B1(7
 

d内PAHs的降解率)/% 70.82 72.71 81.08 83.90 59.95

B2(AWCD值) 0.646
 

27 0.654
 

54 0.715
 

48 0.724
 

57 0.555
 

50

表2 不同细菌相对权重值

组别 Gor-1 Bre-2 Phy-3 Ery-4 Mib-5

AHP-1 0.1068 0.1289 0.2808 0.4335 0.0500

AHP-2 0.0828 0.1383 0.2665 0.4686 0.0438

AHP-3 0.1865 0.1908 0.2330 0.2393 0.1504

  进行一致性检验。引入一致性判

定指标CI(Consistency
 

Index)与随机

一致性指标RI(Random
 

Index)来判

断矩阵是否合理。计算公式如(1)(2)
所示,若一致性比率CR小于0.1,则
一致性检验通过,说明可按照相对权

重表示的结果进行决策,否则需要重新考虑成对比较矩阵的赋值。

CI=
(λmax-n)
(n-1)

(1)

CR=
CI
RI

(2)

式中:CI为一致性判定指标;λmax为判断矩阵的最大特征值;n为因素个数;CR 为一致性比率;RI为随机

一致性指标。
经计算,菌群的CR值如表3所示,由表3可知,3组菌群的CR均小于0.1,说明可按照相对权重表示

的结果进行决策。
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表3 一致性检验参数CR

组别
指标层B-A
判断矩阵

方案层C-B1
判断矩阵

方案层C-B2
判断矩阵

AHP-1 0 0.08 0

AHP-2 0 0.08 0.05

AHP-3 0 0.08 0

表4 不同细菌比例参数 %

组别 Gor-1 Bre-2 Phy-3 Ery-4 Mib-5

对照组 20 20 20 20 20

AHP-1 11 13 28 43 5

AHP-2 8 14 27 47 4

AHP-3 19 19 23 24 15

  复合菌群的构建:将不同细菌等比

例混合得到对照组菌群;基于AHP计

算得到的权重将细菌混合,分别得到菌

群AHP-1、AHP-2、AHP-3,菌群中各细

菌所占比例(单菌占菌群的比例)如表4
所示。
1.4 细菌悬浊液制备及生长曲线测定

将细菌接种于高盐LB液体培养基

中,置于28
 

℃、200
 

r/min的恒温培养

箱中避光富集培养48
 

h。在4000
 

r/
min,4

 

℃的条件下离心10
 

min,弃去上

清液,收集沉淀的菌体。加入6
 

mL生

理盐水(8.5%)重悬细胞沉淀以清洗细

胞,重复2次获得目的菌体。最后加入

MMC培养基重悬细胞至细胞悬液在600
 

nm波长出的吸光值(Optical
 

Density,OD)值为0.2。为了探究

菌群与细菌在降解PAHs过程中生长状况的不同,使用紫外分光光度计测量不同菌液在600
 

nm处的吸

光度值,连续测定7
 

d,做出不同细菌及菌群组合的生长曲线。
1.5 多环芳烃测定

采用高效液相色谱法对多环芳烃进行测定。检测条件:流动相选用甲醇和水(80%甲醇+20%水),流
动相流量为1.0

 

mL/min。色谱柱为C18反向色谱柱,柱温25
 

℃,采用自动进样器进样,每次进样10
 

μL。
菲、蒽、芘的检测波长分别为:254、254、250

 

nm。PAHs降解率的计算:以不接种菌剂的培养液为对照,根
据式(3)计算各细菌或菌群对PAHs的降解率(η):

η=
W0-Wx

W0
×100% (3)

式中:η为降解率,%;W0为初始PAHs浓度,mg/L;Wx为测得的PAHs浓度,mg/L。
1.6 代谢活性研究

利用Biolog生态板评价菌群的碳源代谢活性。Biolog生态板中包含31种碳源,可以分为6类,分别

为单糖/糖苷/聚合糖、酸类、氨基酸类、酯类、醇类和胺类。对于Biolog生态板数据的分析,采用AWCD
表征微生物碳源代谢活性,评估微生物群落碳源利用能力的指标。AWCD计算公式为

AWCD=
∑(Ci-R)

n
(4)

式中:AWCD 为颜色平均变化率;Ci 为不同碳源的孔吸光度值在590和750
 

nm处的差值,数值小于0.06
按0处理;R 为对照孔吸光度值,若Ci-R 为负值则按0处理;n为微孔板中碳源的数量,n=31(Biolog
生态板有31种碳源)。

图2 不同种细菌拮抗关系

2 结果与讨论

2.1 细菌拮抗性分析

拮抗作用是指一种细菌通过产生抑制另一种细菌生长的物质,
从而限制后者的生长和繁殖[17]。如果两种细菌之间不存在拮抗关

系,它们在交叉点处应该能够自由地生长并扩展。将细菌两两进行

拮抗关系研究,结果如图2所示。交叉点处没有受到抑制,表明细菌

之间不存在拮抗关系,可以进行混合构建PAHs降解菌群。
2.2 细菌与菌群的生长曲线比较分析

为探究菌群与细菌在降解PAHs过程中生长情况的不同,测定了细菌与菌群的生长曲线(图3)。由
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图3可知,菌群在第1天内生长迅速,OD600达到了0.15以上,远远高于任一细菌在600
 

nm处的吸光值。
说明菌群在第1天的生长速率远远高于细菌的生长速率,原因可能是细菌之间具有协同作用,提高了酶活

性和代谢活性,使菌群可以迅速适应高PAHs环境,利用PAHs进行生长代谢[18]。
2.3 细菌与菌群第1天对PAHs降解率分析

为探究菌群的降解速率,测定了细菌与菌群在第1天对PAHs降解率(图4)。培养1
 

d后,菌群对

PAHs的降解率远远高于单菌的降解率,对菲、蒽、芘的降解率均在50%以上。其中,AHP-3对混合

PAHs中菲、蒽、芘的降解率最高,分别为66.71%、65.22%、60.13%;对照组降解率最低,对菲、蒽、芘的

降解率分别为52.24%、58.61%、54.09%,但仍高于降解效果最好的细菌Mib-5(菲47.27%、蒽45.37%、
芘28.21%)。结果表明,菌群可以提高PAHs的降解速率,使PAHs在短时间内得到快速地降解。原因

可能是菌群具有高效协同作用,可以迅速适应环境,在短时间内生物量迅速增加,对PAHs的降解速率显

著提高[18]。细菌对芘的降解率较低,原因可能是芳香环的增加导致芘的抗降解性和疏水性增强,使细菌

生物利用性变差[18]。细菌Mib-5在1
 

d内对芘的降解率最高,可达29.21%,但是仍然低于菌群对芘的降

解能力,说明菌群促进了对高环芘的降解。原因可能是菌群组合中,各细菌提供了不同的功能酶(氧化酶、
脱氢酶、环氧化酶等),使PAHs得到更高效的降解[19]。

2.4 多环芳烃降解菌群对PAHs降解率分析

为探究菌群对PAHs的降解能力,测定了7
 

d后细菌与菌群对PAHs的降解率(图5)。由图5可知,
菌群对PAHs的降解率范围为79.86%~88.33%,AHP-3对PAHs的降解率最高,可达88.33%,高于细

菌对PAHs的降解率(59.95%~83.90%)(见表1)。原因可能是菌群较单菌存在不同的降解途径,高效

协同作用和菌株之间的共代谢作用使菌群对PAHs的降解速率显著提高[18]。
由上述结果可知,将细菌复合构建菌群后,提高了PAHs降解速率及降解率;通过客观赋值法构建的

菌群AHP-3,其PAHs降解能力高于其他菌群组合。
2.5 多环芳烃降解菌群Biolog代谢活性分析

为探究菌群在复杂环境中的代谢活性,测定了菌群对Biolog生态板中31种碳源的代谢活性(图6)。
由图6(a)可知,随着培养时间的增加,4组菌群的AWCD值均逐渐增加,说明其可以利用31种碳源进行

代谢。达到稳定后,AHP-3的AWCD值最高,说明其代谢活性最强,更容易适应不同的自然环境。根据

平衡后的AWCD值,分析不同降解菌对6类碳源的利用情况(图6(c))。菌群对6类碳源均有代谢能

力,这意味着它们在不同的环境中具有生态适应性,并且可能在多种环境中被应用于降解PAHs等复

杂有机化合物[20]。通过细菌与菌群对31种碳源的AWCD值比较可知,菌群对31种碳源的代谢活性

更强(图6(a)(b))。

09
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图6 不同种细菌与菌群对不同类型碳源的利用

3 结论

目前构建菌群常用的比较系统的方法主要为正交法,构建菌群需要进行多次实验和数据分析,过程繁

琐。因此,本文提出了一种基于PAHs降解率和31种碳源代谢活性2种指标的新型方法AHP,用于菌群

19
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的构建,方便快捷。针对不同菌群的降解率和代谢活性进行分析讨论,结果如下:
1)

 

菌群配伍后促进了PAHs的降解,第1天菌群对PAHs的降解率远高于单菌的降解率(图4)。
2)

 

基于AHP方法,按照客观赋值法构建的菌群AHP-3,其降解率及代谢活性都高于主观赋值法及

等比例混合法。
因此,基于AHP,通过客观赋值方式优化菌群配比,可以作为一种新型方法,为菌群的构建提供理论

基础。在后续研究中,可进一步探究31种碳源在菌群共代谢中发挥的作用效应及作用机制,利用宏基因

组学和转录组学探究高效降解菌群的代谢机制,为PAHs耐盐高效降解菌群的实际应用提供理论指导。
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