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前 言

环境污染已是全球关注的热点，世界各国正采取措施

对环境污染物进行无害化处理，利用微生物对环境污染物

进行降解是其中的方法之一，但目前在污染物降解这方面

实践操作还较少，主要停留在实验室水平。

本书主要利用睾丸酮丛毛单胞菌对甾类化合物及多

环芳烃类化合物具有专一消化功能，对其降解体系进行研

究，筛选出了睾丸酮丛毛单胞菌对不同底物进行降解时的

不同生长条件，并对睾丸酮丛毛单胞菌的降解酶基因 3α-

HSD /CR进行改造，以提高降解效率。

本书主要分六部分: 第 1 章介绍了土壤中主要污染物

的来源及种类;第 2 章主要介绍了利用睾丸酮丛毛单胞菌

对土壤中激素类污染物的降解;第 3 章介绍了利用睾丸酮

丛毛单胞菌对土壤中含苯残留农药的降解;第 4 章介绍了

利用睾丸酮丛毛单胞菌对土壤中多环芳烃类污染物的降

解;第 5 章介绍了利用睾丸酮丛毛单胞菌对土壤中金属类

污染物的降解;第 6 章介绍了研究成果及存在的问题。

本书的出版得到了各位老师和同事的帮助，在此表示

诚挚的谢意。由于时间所限，书中难免会有不足之处，希

望各位老师批评指正。
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第 1 章 土壤中污染物的来源及种类

1 土壤中污染物的来源

土壤中污染物的来源大致可分以下几方面:

第一，土壤中农业生产劳动的对象，人们为了提高生产

量、生产质量从而获得最大的生产效益，在向土壤中施入化

肥、农药及生长调节剂的同时也带入大量的污染物。例如，

一些人工合成的农药，环境可溶性非常差，可在土壤中存在

几十年甚至几百年。常见的人工合成的农药有杀虫剂类
( 有机磷类、有机氯类、氨基甲酸酯类、拟除虫菊酯类等) 、杀

菌剂类( 二硫代氨基甲酸酯类、苯并咪哩类、苯基酰胺类、甾

醇生物合成抑制剂等) 、除草剂类( 苯氧羧酸类、均三氮苯

类、取代脲类、磺酰脲类、二硝基苯胺类等) 等。人工合成农

药种类繁多，结构复杂大多属于高分子化合物，含有苯环的

芳香烃类，所以在土壤中能够稳定长期存在。

第二，大气和水体中的污染物进入土壤中从而使土壤

受到污染，这属于二次污染。这类浸染是人为活动引起

的，污染物主要来自于工业城市废水和固体废弃物，这些

污水未经处理或处理不符合标准用来灌溉农田，这是工业
·1·
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污水污染土壤的主要途径。随着工业的不断发展，人类生
活水平的不断提高越来越多的工业废水、废弃物和生活垃
圾排入或倾倒入土壤中，使土壤中的污染成分越来越多。

另外吸烟、汽车尾气、工业废气等等这些含有害成分非常
多的气体通过沉降给土壤带来了沉重的负担。如工业排
放的 SO2、NO 等有害气体在大气中发生反应形成酸雨以
自然降水形式进入土壤引起土壤酸化;如冶金工业烟囱排
放的金属氧化物粉尘，在重力作用下以沉降形式进入到土
壤，从而造成土壤的重金属污染; 汽油中添加的防爆剂四
乙基铅随着汽车尾气的排放而进入到大气中通过沉降进
入土壤，所以，公路周边地区的土壤污染程度最为严重。

第三，自然污染。在自然界中某些矿物质的富集中心
的附近，土壤中这些物质的含量超过土壤正常的含量范围
所以造成土壤污染。

2 土壤中污染物的种类

土壤中污染物的种类非常复杂，类型也非常多，有化
学污染、物理污染、生物污染和放射性污染等多种类型。

其中以土壤的化学污染最为普遍、复杂严重。土壤的化学
污染物质主要有无机污染物和有机污染物两大类，下面简
单作一介绍。

2. 1 无机污染物

土壤中的无机污染物包括对生物有危害作用的元素
·2·
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及化合物，主要有重金属、放射性物质和其他的一些营养
类无机元素等。重金属有汞、镉、铬、铅、砷、铜、锌、镍等;

放射性物质指铀、铯、锶等; 营养类无机化学元素包括氮、

磷、钾、硫、硼等。

2. 2 有机污染物

土壤中的有机污染物主要是化学农药，化学农药种类
繁多，目前土壤中大量使用的化学农药有 50 多种，主要是
有机氯类、有机磷类、苯酰胺类、苯氧羧酸类、多氯联苯类、

多环芳烃类、酚类等等。此外未经处理的人畜粪便中的微
生物，如肠道菌类、霍乱弧菌类、伤寒杆菌类、蠕虫类、线虫
类、寄生虫、病毒等通过施肥方式进入土壤而大量繁殖，死
亡的虫体作为有机物质在土壤中存在。

3 土壤中污染物对人类的危害

当土壤中有害物质过多，超过土壤的自净能力就会引
起土壤组成、结构和功能上的变化;微生物活动受到抑制;

有害物质或其分解产物在土壤中逐渐积累通过“土壤-植
物-人体”或通过“土壤-水-人体”间接被人体吸收而危害
人体健康。归纳起来土壤污染而带给我们的危害主要有
以下几个方面:

3. 1 直接经济损失

土壤污染导致农作物污染，严重减产。对于各种土壤
·3·
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污染造成的经济损失目前还缺少系统的调查资料。我们

仅以土壤重金属污染为例，全国每年减产粮食 1000 多万

吨，每年被重金属污染的粮食也高达 1200 多万吨，合计经

济损失高达 200 亿元人民币。

3. 2 生物品种的质量不断下降

在我国大多数城市近郊土壤都受到不同程度的污染，

许多粮食、蔬菜、水果等食物中铅、镉、铬、砷等重金属超标

或接近临界值。土壤污染除了影响农作物的卫生品质外，

还影响其他品质，如蔬菜、水果味道变差，容易腐烂;玉米、

高粱、大豆等农作物品质变差不能满足深加工的需要。

3. 3 土壤污染导致其他环境问题

例如，土壤受到污染后，含重金属污染较多的表层土

壤在风力、水力的作用下分别进入大气和水体导致大气污

染、地下水污染、生态系统退化等次生态系统环境问题。

3. 4 危害人体的健康

土壤污染会使污染物在作物体内积累，并通过食物链

富集到人体内从而影响人体健康，引发癌症或其他疾病。

如环境激素可通过食物链或直接接触等方式进入人体内，

干扰机体内分泌系统的功能，影响体内激素的合成、释放、

转运、代谢及合成等过程，干扰血浆中正常激素水平的维

持，从而对机体的生殖、发育、肿瘤发生、神经系统、免疫系
·4·
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统等产生多方面的影响。土壤中环境激素的污染使生物

与人类的持续生存和繁衍受到威胁。近年来许多国家的

政府部门、研究机构都在积极采取行动，如美国要求筛选

具有雌激素活性或能阻碍雌激素活性的化学物质，英国环

境总署也对环境激素类物质的生产和排放加以控制，且确

认此类研究为优先领域。1991 年以来，英、美、日等国家均

召开了有关环境激素的科学研讨会，1998 年欧洲环境毒理

和化学学会年会，将环境激素作为大会的重要主题，环境

激素污染迅速成为国际研究的新热点。

4 微生物对环境污染物的降解作用

微生物是地球生态系统中最重要的分解者，在环境污

染物的降解转化、资源的再生利用、环境保护等方面发挥

着非常重要的作用。利用微生物的代谢作用提高污染物

的降解速度，使污染物的浓度降低或完全无害化，是治理

环境污染的最重要的一种方法。微生物对污染物降解最

成功的例子是清除 Alaska Exxon Valdel 的海岸石油污染。

经过微生物降解近百里海岸的环境质量获得了非常大的

改进。发达国家自 20 世纪 80 年代以来对环境有益微生

物的开发、应用研究领域也取得了举世瞩目的成果。

4. 1 环境有益微生物菌剂的研发

开发利用高效的微生物菌剂在河流治理、农药化工等
·5·
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有毒有害污水的处理，高浓度有机废水的处理，以及资源

化利用方面发挥着极其重要的作用。我国环境有益微生

物研发中虽然已经筛选出了不少菌种，但是无论从数量上

还是从质量方面，以及高效菌种的应用技术方面与国外相

比都存在很大的差距。目前国外已有不少微生物菌剂进

入国内在应用技术方面显示出了极大的优势，我国也应该

充分发挥自己的研究技术，利用富集、筛选、纯化、诱变、基

因重组、细胞融合等多种手段，研究开发出适合我国国情

的微生物菌剂。

4. 2 微生物对含氯化合物的降解

含氯有机化合物在环境中可长期存在，不容易被降

解。这类化合物毒性较大，美国环境保护局公布的 129 种

优先控制污染物名单中含卤有机化合物( 以含氯有机化合

物为主) 占一半以上。目前在自然界中直接以含氯的有机

化合物作为碳源和能源的微生物很少，但是含氯有机化合

物脱氯以后的代谢产物可以被很多微生物利用和降解。

基于这一特点，研究者们选择和驯化具有多功能、高降解

性的微生物群体，使含氯有机化合物首先脱去氯原子，然

后再被微生物高效降解。

4. 3 对土壤中有机物的降解

广泛使用的除草剂氯乙异丙嗪 ( Atrazine) ，是最常在

土壤和地下污水中被检测出来的污染物之一，微生物对它
·6·
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的降解十分缓慢。有研究者从长期施用这种农药的土壤

中分离出一个混合微生物菌种，在液体培养中 7 天就可以

将 0. 56mmol /L的氯乙异丙嗪矿化 96%，在土壤中 25 天就

可以将含有该除草剂 0. 14mmol /L的土壤完全净化。

经常被用来作为木材防腐剂的五氯酚 ( PCP) 是一种

难降解的芳香烃，Colores和 Gregory M分离到了一种细菌，

在液体培养中能够降解浓度为 300mg /L 的 PCP。研究者

还确定了该菌在土壤中的降解能力:在土壤中该菌能完全

矿化从 300 ～ 1200μg /g 的 PCP。另外还有研究者报道了

用遗传工程菌来降解土壤中的多氯联苯，将多氯联苯降解

基因转入假单胞菌中，使该菌成为以多氯联苯作为碳源的

菌株。试验表明这种工程菌在土壤中生存良好并能长期

存在于土壤中。

4. 4 固体污染物的微生物降解

20 世纪中叶以后，随着人口剧增，工业化、城市化的发

展，所产生的大量固体污染物对环境带来的污染及对人体

健康的影响问题越来越为世人所关注。固体污染物种类

复杂，按成分可分为有机废物和无机废物，按形状可分为

固体废物和泥状废物，按其危害状况可分为有毒废物、有

害废物和一般废物，按其来源可分为工业废物、城市废物

和农业垃圾等。对这些固体污染物和微生物处理常用的

是堆肥法，是在有控制的条件下，利用微生物分解垃圾中

易降解有机成分的生物化学过程。在实现垃圾无害化的
·7·
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同时，堆肥过程也具有减量化和资源化的作用。通过堆肥
可减量约 30%，减重约 20%。而且堆肥还是良好的有机
肥和土壤改良剂。但堆肥的资源化作用有限，只利用了垃
圾中的微生物容易降解的有机成分，使之变成了腐殖质。

近年来，国内外在禽畜粪便的堆肥中应用非常广泛，如利
用分解性强、除臭效果好的微生物菌剂发酵禽畜粪便，从
而获得质量好的有机肥料。

微生物的广泛适应性和代谢多样性为降解环境中的
有毒物质提供了保障，当今人类面临的环境浸染、资源短
缺、生态破坏等许多重大问题都有可能从微生物的资源开
发利用中得到解决，微生物对人类的可持续发展将产生重
大的影响。

5 降解土壤中污染物的典型微生
物———睾丸酮丛毛单胞菌

睾丸酮丛毛单胞菌( Comamonas testosterone，C. test) 是
革兰氏阴性杆菌，有极端丛生鞭毛，属于丛毛单胞菌( Co-
mamonas) 属的一个种，在自然界中分布非常广泛，已报道
在土壤、江河、湖泊、人的血液、尿液、牛奶、医院周围的环
境中都能够分离到这种菌。该菌是严格好气性的化能有
机营养型的细菌，不能利用糖类但在有机酸和氨基酸上能
够生长良好。该菌能够利用睾丸酮、孕酮、胆汁酸为唯一
碳源和能源，通过分泌的各种酶的代谢活动完全消化这类
底物。此外睾丸酮丛毛单胞菌还能降解非类固醇类的药
物、杀虫剂、致癌物等，如甲吡酮、对硝基苯甲醛。研究结
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果表明:在类固醇诱导物存在的情况下，睾丸酮丛毛单胞

菌降解杀虫剂、致癌物的能力大大提高。同时该菌也能够

使一些致癌的化合物失活。因此，我们利用睾丸酮丛毛单

胞菌的降解功能除去环境中的多环芳烃类、固醇类激素等

一些非常稳定的环境污染物的前景是可观的。表 1. 1 列

出了睾丸酮丛毛单胞菌对环境中一些污染物的降解作用。
表 1. 1 睾丸酮丛毛单胞菌对污染的降解及应用酶

Table1. 1 The degradations and enzymes in C. test

菌株 基因或酶 降解物质

C. testosteroni ATCC11996 3α-HSD /CR 类固醇、塑料、杀虫剂

C. testosteroni TA441 间位开裂酶基因 tesB 类固醇、多氯联苯

C. testosteroni B-356 联苯加双氧酶 联苯类化合物

C. testosteroni BR60 cbaABC 3-氯化安香息酸盐

C. testosteroni JH5 儿茶酚 2，3-加双氧酶 4-氯酚

C. testosteroni GZ39、GZ42 nah 菲、萘、蒽

C. testosteroni T-2 TsaMB、TsaC、TsaD 对甲苯磺酸盐

C. testosteroni P15、E23 TsaMB、TsaC、TsaD 苯酚

C. testosteroni I2 TsaMB、TsaC、TsaD 3-氯苯胺

C. testosteroni Q10 TsaMB、TsaC、TsaD 喹啉、3-甲基喹啉

3α-HSD /CR基因有 774bp，编码 258 个氨基酸残基，

分子量大约为 26. 4KDa，启动子区位于 3α-HSD /CR 基因

上游 93bp 处，转录起始位点在翻译起始位点上游的 28bp

处，3α-HSD /CR 基因位于 C. testosteroni ATCC11996 基因

组的 5. 257bp 的 EcoRⅠ的片段上。在 3α-HSD /CR 基因

的下游，发现另一个类固醇代谢酶△5-3-酮类固醇异构酶

的基因 ( △5-3-ketosteroid isomerase，EC5. 3. 3. 1 ) ，△5-3-酮
·9·
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