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摘  要: 【目的】研究 Shewanella oneidensis MR-1 厌氧生物转化 2,4-二硝基甲苯(2,4-DNT)

的能力、转化过程和影响因素。【方法】以乳酸钠为电子供体, 2,4-DNT 为电子受体, S. 

oneidensis MR-1 为降解菌, 黄素为胞外电子载体, 设立四个不同的对照体系并监测各体

系在转化过程中 2,4-DNT 及其产物的动态变化。同时研究不同 2,4-DNT 浓度下细胞的生

长情况, 以及不同黄素浓度下 2,4-DNT 的降解情况。【结果】S. oneidensis MR-1 菌能够高

效还原转化 2,4-DNT 为 4-氨基-2-硝基甲苯(4A2NT)和 2-氨基-4-硝基甲苯(2A4NT), 并将

其进一步还原为 2,4-二氨基甲苯(2,4-DAT), 黄素能加速转化过程。【结论】S. oneidensis 

MR-1 菌具备高效还原转化 2,4-DNT 的能力, 为实际环境中硝基苯污染的原位修复提供科

学依据。 
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Reductive biotransformation of 2,4-dinitrotoluene by  
Shewanella oneidensis MR-1 under anaerobic conditions 
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(1. College of Biological and Environmental Engineering, Zhejiang University of Technology,  
Hangzhou, Zhejiang 310032, China) 
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Abstract: [Objective] Reductive biotransformation of 2,4-dinitrotoluene (2,4-DNT) by She-
wanella oneidensis MR-1 was evaluated under anaerobic conditions. [Methods] Four systems 
were set up where 2,4-dinitrotoluene (2,4-DNT), S. oneidensis MR-1 and flavins were used as 
electron acceptor, degrading bacteria and extracellular mediator, respectively. Concentrations of 
2,4-DNT and its metabolites were monitored by time temporal sampling. Growth of S. oneidensis 
MR-1 under different concentrations of 2,4-DNT and biotransformation of 2,4-DNT under differ-
ent concentrations of flavins were also studied. [Results] S. oneidensis MR-1 could efficiently 
biotransform 2,4-DNT to 4-amino-2-nitrotoluene (4A2NT) or 2-amino-4-nitrotoluene (2A4NT), 
both of them were further reduced to 2,4-diaminotoluene (2,4-DAT). The presence of flavins could 
accelerate the biotransformation. [Conclusion] S. oneidensis MR-1 showed a high capacity for 
biotransforming 2,4-DNT and could be further applied in the in situ bioremediation of nitroben-
zene contaminations in the environment. 

Keywords: Shewanella oneidensis MR-1, 2,4-Dinitrotoluene, Anaerobic reduction, Biotrans-
formation 

2,4-二硝基甲苯(2,4-DNT)被广泛应用于工业

生产中, 通常在生产甲苯二胺、染料和农药时作

为中间体, 以及作为前体物质用于制造产量巨大

的聚氨酯泡沫塑料[1−3]。此外, 2,4-DNT 也是火箭

推进剂生产中的主要成分[4]以及 TNT 炸药生产过

程的主要副产物[5]。然而生产使用 2,4-DNT 过程

中的不恰当操作使得许多工厂附近的地下水、土

壤和沉积物受到污染, 尤其是军工厂周围的环

境[6]。2,4-DNT 具有显著的生物毒性[7], 美国环境

保护署(Environmental protection agency, EPA)已

将其列入优先控制污染物名单[8], 其对人类的毒

性表现在对神经系统、心脏和循环系统的影响, 

以及致突变性和致癌性[9]。 

微 生 物 转 化 一 直 以 来 都 被 认 为 是 环 境 中

2,4-DNT 修复的有效途径, 首株能够完全矿物化

2,4-DNT 的菌株在二十多年前就被报道[10]。至今, 

生物降解 2,4-DNT 依旧是研究热点。有氧条件下

生 物 转 化 2,4-DNT 是 较 早 开 始 的 研 究 , 如

Lendenmann U.等[3]早在 1998 年就证明 2,4-DNT

在氧气充足的流动床生物膜反应器中能被定量

降解。然而, 在工业上应用有氧生物降解法处理

2,4-DNT 却很难达到 EPA 的排放标准[2]。较多报

道是先在厌氧条件下将 2,4-DNT 转化为稳定的中

间产物, 再将其进一步有氧降解[11−12]。最近, 在
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受到 2,4-DNT 污染的海洋沉积物中也观察到类似

降解模式, 并且发现其中 Shewanella canadensis

和 S. sediminis 起了关键作用[13]。 

Shewanella 菌属在自然环境中广泛分布, 能

利用多种多样的有机物或无机矿物作为电子供

体。据我们所知, 利用 Shewanella 菌属还原转化

2,4-DNT 至今仍未见报道, 本实验将以 S. onei-

densis MR-1 作为模式菌, 研究该菌在厌氧条件

下对 2,4-DNT 的生物转化及影响因素, 这将有助

于我们理解硝基芳香化合物在海洋沉积物中的

环境过程, 为硝基芳香化合物的原位生物修复提

供新思路, 因此具有重要的环境意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂 : 2,4- 二 硝 基 甲 苯 (2,4-DNT, 

99%)、2-氨基-4-硝基甲苯(2A4NT, 98%)、4-氨

基-2-硝基甲苯(4A2NT, 98%)和 2,4-二氨基甲苯

(2,4-DAT, 98%)均购自阿拉丁公司。用于高效液相

色谱分析(HPLC)的溶剂均为色谱级, 购自 Tedia 

(美国)公司。用于配制基础培养基的成分均购自

上海生工生物工程有限公司。 

1.1.2  菌株: S. oneidensis MR-1 由美国南加州大

学(University of Southern California)的 Kenneth 

Henry Nealson 提供。 

1.1.3  主要仪器: 高效液相色谱仪(HPLC, Waters 

e2695), 超纯水制备仪(Milli-Q water)。 

1.2  方法 
1.2.1  储备液的制备: 2,4-DNT (5 g/L)储备液用

甲醇配制并储存在棕色瓶中。乳酸钠储备液

(2 mol/L)、富马酸钠储备液(0.45 mol/L)和黄素储

备液(核黄素和黄素单核苷酸, 1:1, 250 µmol/L)均

用超纯水(Milli-Q)配制, 通过孔径为 0.22 µm 的

滤头注入到高温灭菌过的厌氧密封血清瓶中。以

上储备液均在 4 °C 恒温储存。 

1.2.2  S. oneidensis MR-1 的培养: 基础培养基

(BSM)的制备参照文献[14]的描述。在含 BSM 血

清 瓶 中 以 20 mmol/L 的 乳 酸 钠 为 电 子 供 体 , 

23 mmol/L 的富马酸钠为电子受体, 30 °C 恒温厌

氧培养 48 h。培养得到的菌液在无菌离心管中以

3 000 r/min 离心 10 min, 去上清液后用无菌 BSM

以 5:1 浓缩后得到 S. oneidensis MR-1 细胞重悬液, 

用分光光度法(600 nm)和平板计数法进行细胞数

定量(4×106−6×106 CFU/mL)。 
1.2.3  2,4-DNT 的浓度与 S. oneidensis MR-1 厌

氧生长试验 : 在 50 mL 无 菌 血 清 瓶 中 , 以

20 mmol/L 的 乳 酸 钠 为 电 子 供 体 , 分 别 添 加

2,4-DNT 50、100 和 150 µmol/L, 各添加 S. onei-

densis MR-1 细胞重悬液 1.0 mL, 30 °C 下恒温厌

氧培养 48 h 后, 取出培养液用平板计数法监测 S. 

oneidensis MR-1 生长情况。 
1.2.4  S. oneidensis MR-1 对 2,4-DNT 的生物转

化试验: 设立了 4 个反应体系, 各设 2 个平行样。

第一个体系是在 50 mL 的无菌血清瓶中通过一次

性无菌注射器添加 2,4-DNT (90 µmol/L)、乳酸钠

储备液(20 mmol/L)、黄素(5 µmol/L)和 S. onei-

densis MR-1 细胞重悬液 1.0 mL; 第二个体系未

添加黄素; 作为对照样, 第三个体系未添加细胞

重悬液; 第四个体系添加了经 95 °C 灭活 30 min

后的细胞重悬液。所有体系都在 30 °C 恒温、避

光条件下反应。为了进一步研究较长时间内

S. oneidensis MR-1 对 2,4-DNT 的生物转化情况, 

对所有体系在反应进行到第 48 h 后再次添加

2,4-DNT (约 100 µmol/L)。取样过程中, 用无菌注

射器从各个反应体系中抽取 1.0 mL 反应液以

6 000 r/min 离心 90 s, 取上清液于高效液相色谱

仪监测 2,4-DNT 残留和其降解产物生成。 

1.2.5  黄素对 S. oneidensis MR-1 转化 2,4-DNT
的影响试验: 在 50 mL 的无菌血清瓶中添加

2,4-DNT (90 µmol/L)、乳酸钠储备液(20 mmol/L)
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和 S. oneidensis MR-1 细胞重悬液 1.0 mL, 并分别

添加黄素 0, 2.5 和 5.0 µmol/L, 各设 2 个平行样, 

监测不同时间点 2,4-DNT 残留情况和其降解产物

生成情况。 

1.2.6  化学分析: 2,4-DNT 和其生成产物通过高

效液相色谱仪(C18 柱, Sun Fire, 5 µm, 4.6 mm× 

250 mm)进行监测, 进样量均为 10 µL。 

(1) 分离 2,4-DNT、4A2NT 和 2A4NT, 以甲

醇-水作为流动相, 流速为 1.0 mL/min, 其组成

为: 0−11 min 为 50% (V/V)甲醇, 11−13 min 时为

70% (V/V)甲醇。设定紫外检测器(Waters 2998, 

Photodiode Array Detector)的检测波长为 254 nm, 

得到 3 种物质的保留时间分别在 11.60、7.24 和

7.80 min。 
(2) 2,4-DAT 以乙腈-磷酸盐缓冲液(20 mmol/L, 

pH 7.0, 30/70, V/V)为流动相, 流速为 1.0 mL/min, 

检测波长为 224 nm, 其保留时间为 4.40 min。 

2  结果与分析 

2.1  S. oneidensis MR-1 以 2,4-DNT 作为唯一

电子受体生长 
3 个 2,4-DNT 初 始 浓 度 为 150 、 100 和

50 µmol/L 的体系 , 经过 48 h 的转化反应后

S. oneidensis MR-1 细胞浓度分别为 2.5×106、

2.1×106 和 1.1×106 CFU/mL (图 1)。对该数据进

行拟合发现, S. oneidensis MR-1 的最终生物量与

2,4-DNT 初始浓度基本成正比, 相关系数 R2 为

0.96, 此外未添加 2,4-DNT 的空白对照中没有

检测到微生物的生长, 表明 S. oneidensis MR-1

能够以 2,4-DNT 作为唯一的电子受体支持细胞

生长。 

在本生物转化体系中, S. oneidensis MR-1 分

别以乳酸钠和 2,4-DNT 作为唯一电子供体和电子

受体获取能量并厌氧生长, 与此同时氧化乳酸钠

来 还 原 2 , 4 - D N T,  此 过 程 中 微 生 物 生 长 和 

 
图 1  不同 2,4-DNT 浓度下 S. oneidensis MR-1 的生

长情况 
Fig. 1  Growth of S. oneidensis MR-1 under different 
concentrations of 2,4-DNT 
 
2,4-DNT 还原相耦合。微生物在 2,4-DNT 存在下

生长早有报道, Cheng J. Y.等[2]以氢气和乙醇为

底物厌氧转化 2,4-DNT, 最终两种底物是部分用

于生物转化 2,4-DNT, 部分用于支持微生物生

长, 虽然此时 2,4-DNT 转化量和底物消耗量在

化学计量上不成正比。Yang H.等[13]也报道了在

受 到 2,4-DNT 污 染 的 海 洋 淤 泥 促 进 了

Shewanella 菌属的生长。在对 S. decolorationis 

S12 厌氧还原偶氮类物质研究中发现, 微生物生

长与偶氮类物质的还原相耦合, 最终生物量与

偶氮染料的初始浓度也成正比[15]。 

2.2  S. oneidensis MR-1 生物转化 2,4-DNT 
在两个含细胞重悬液的生物体系中(图 2), 

不论黄素存在与否, 2,4-DNT (液相中初始浓度

约为 90 µmol/L)均在 24 h 内被完全降解并监测

到其降解产物的生成。而两个未添加微生物细胞

的体系或者是添加了灭活微生物细胞的非生物

对照体系中, 2,4-DNT 均没有发生降解, 也未监

测到降解产物生成。可见活性降解菌的存在是发

生 2,4-DNT 转化的关键, 两个生物体系中的转

化是微生物酶催化的结果, 属于生物转化。 
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图 2  不同体系中 2,4-DNT 的厌氧还原 
Fig. 2  Anaerobic reduction of 2,4-DNT in different 
systems 

 
2,4-DNT 在两个生物体系中的降解速率有所

不同, 在第一个体系(Cell+2,4-DNT+Flavins)和第

二个体系(Cell+2,4-DNT)中, 2,4-DNT 被完全降解

的时间分别是约 12 h 和 24 h。而 Cheng 等[2]曾在

相近的 2,4-DNT 浓度下以乙醇为底物做过生物降

解实验, 其结果显示将约 90 µmol/L 的 2,4-DNT

完全降解需要近 100 h。相比其他菌种和研究体

系, 本体系中的菌种 S. oneidensis MR-1 降解

2,4-DNT 明显更快。 

2.3  2,4-DNT 的还原转化中间产物及途径分析 
根据 HPLC 监测结果, 两个生物体系在降解

过程中都生成了中间产物2A4NT 和 4A2NT (图3), 

且随着反应进行两者又都被进一步还原生成

2,4-DAT, 类似转化过程在其他研究中也早有报

道 [5,16−17] 。 将 两 个 生 物 体 系 在 不 同 时 间 点 的

4A2NT+2A4NT+2,4-DAT 总浓度与初始 2,4-DNT

浓度进行比较, 前 48 h 反应时间内的平均比值为

99%, 后 48 h 内的平均比值达到 110%, 物质量基

本守恒。据此提出 2,4-DNT 在本实验体系中的还

原转化途径(图 4), 在此途径中 2,4-DNT 上的一个

硝基先被还原成 2A4NT 或 4A2NT, 接着第二个

硝基被逐步还原最终生成二氨基甲苯。  

值得注意的是, 两种 ANTs 中间产物的生成 

 
图 3  2,4-DNT 及其还原产物在不同时间点的浓度 
Fig. 3  Concentrations of 2,4-DNT and the biotrans-
formation products from different sampling time 

 
图 4  S. oneidensis MR-1对 2,4-DNT的厌氧生物转化

途径 
Fig. 4  The anaerobic biotransformation pathway of 
2,4-DNT by S. oneidensis MR-1 
 
速率存在差异, 4A2NT 在两个生物体系中的生成

速率及其进一步被还原为 2,4-DAT 的速率均比

2A4NT 快, 即 2,4-DNT 的对位硝基更容易被还

原。例如, 在未添加黄素的生物体系中(图 3B), 第

24 h 生成的 4A2NT 在所有物质中占 61%, 而

2A4NT 仅占 39%。这与一些生物转化 2,4-DNT

研究中报道的结果一致 [6,16−17]。相比邻位硝基, 

对位硝基位置更开阔, 溶剂化程度更高, 因而更
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容易接受电子被还原。也有研究显示, 在以乙醇

作底物厌氧降解 2,4-DNT 过程中 , 4-硝基在

2,4-DNT 浓度较低时较易被还原, 而 2-硝基则

在 2,4-DNT 浓度较高时较易被还原[18]。本实验

体系中的 2,4-DNT 浓度约为 100 µmol/L, 属于

较低范围。 

2.4  黄素对 2,4-DNT 生物降解的促进作用 
缺少黄素的第二个生物体系中 2,4-DNT 的降

解速率相比第一个体系有所减慢(图 5), 且在首

次添加 2,4-DNT 的前 48 h 中降解速率差异更大。

为了进一步研究黄素浓度对 S. oneidensis MR-1

生物转化 2,4-DNT 的影响, 在不同黄素浓度下建

立了 2,4-DNT 生物转化体系, 结果也显示, 黄素

浓度越高时 2,4-DNT 的转化速率越快(图 6), 当反

应进行到第 6 h, 黄素添加量为 5 µmol/L 的体系

中 2,4-DNT 的转化率是添加量为 0 体系的 2.3 倍。

黄素在 S. oneidensis MR-1 降解 2,4-DNT 的生物

体系中起着促进作用。 

Shewanella 菌胞外呼吸的显著特性是细胞

自身可以合成并释放出胞外电子载体, 通过电

子载体作为媒介将电子从细胞表面传递到电子 

 
图 5  两次加入 2,4-DNT 后两个生物体系中的

2,4-DNT 降解情况 
Fig. 5  Biodegradation of 2,4-DNT during two spiking 
in two biosystems  

 
图 6  不同黄素浓度下 2,4-DNT 的生物转化速率 
Fig. 6  Biotransformation rate of 2,4-DNT under dif-
ferent concentrations of flavins 
 
受体, 尤其是像 Fe (III)氧化物这类细胞通常无

法直接接触到的固体物质[19−20]。实验中添加的黄

素 由 核 黄 素 和 黄 素 单 核 苷 酸 (FMN) 组 成 , 是

Shewanella 菌常用的电子载体[21−22]。已有报道证

实, 黄素在 Shewanella 菌还原萘酚绿 B 染料[23]、

甲基橙染料[24]过程中, 都起着电子载体的作用。

2,4-DNT 是一种类似物质, 因此黄素在本生物转

化 2,4-DNT 过程中很可能也是作为电子传导物, 

S. oneidensis MR-1 在本实验的生物体系中以乳

酸钠为电子供体获取电子, 通过细胞内部电子

传递链传导将电子从细胞内膜传递到细胞外膜, 
位于细胞外的氧化态黄素从细胞表面获得电子

被还原, 通过扩散将电子传递给 2,4-DNT 后重

新被氧化, 从而促进了转化反应进行。在未添加

黄素的生物体系中 , 经过前 48 h 的生长 , S. 

oneidensis MR-1 逐步释放出了胞外电子载体, 

释放出的电子载体黄素在后 48 h 发挥功能促进

反应进行, 极大提高了该体系中的 2,4-DNT 转

化速率, 使得在后 48 h 中 2,4-DNT 在两个生物

体系中的降解速率相近。 

在缺少黄素的生物体系中 , 在反应初期培

养液中的电子载体浓度较低, 2,4-DNT 虽然发生
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转化, 但转化速率较慢, 说明 S. oneidensis MR-1

生物转化 2,4-DNT 过程中存在着其它不通过黄

素也能将电子从细胞外膜传递到 2,4-DNT 的途

径。Xiao X.等[23]以及 Cai P. J.等[24]最近的研究认

为 , 在 Shewanella 菌 , 尤其是在其模式菌 S. 

oneidensis MR-1 中, 电子除了依靠胞外电子传

导物进行传递, 也可以通过其位于细胞膜上的

诸如 MtrA、MtrB、MtrC 和 OmcA 等细胞色素

直接传递到终端电子受体。在本实验的生物转化

体系中, 溶解态的 2,4-DNT 可以直接与 S. onei-

densis MR-1 细胞的还原位点接触, 从而不依赖

黄素也能从细胞外膜上的细胞色素处获取直接

释放的电子而被还原。 

尽管 2,4-DNT 的最终还原产物 2,4-DAT 仍具

有毒性, 但大量研究表明 2,4-DAT 在有氧条件下

很容易被降解为无毒产物[11−12,25]。Shewanella 菌

在自然界中广泛存在, 且因可以利用种类繁多

的有机物作为电子供体, 对自然环境下特别是

处于好氧/厌氧边界的沉积物环境中 2,4-DNT 的

环境归属具有重要意义[26−27]。S. oneidensis MR-1

厌氧降解 2,4-DNT 至今未见报道, 本研究为利

用 Shewanella 菌修复受到 2,4-DNT 污染的自然

环境提供了重要参考。 

3  结论 

在以乳酸钠为电子供体的生物降解体系中, 

S. oneidensis MR-1 能在厌氧条件下高效地还原

转化 2,4-二硝基甲苯, 转化过程是由微生物的生

物催化完成, 其中微生物细胞的生长和 2,4-DNT

的还原过程相耦合。在转化过程中, 2,4-DNT 首

先是被还原成中间产物 2A4NT 和 4A2NT, 其中

4A2NT 是主要的中间产物, 接着苯环上的第二

个硝基再接受电子而被进一步还原为 2,4-DAT。

黄素可以加快 S. oneidensis MR-1 对 2,4-DNT 的

还原, 主要是通过作为胞外电子载体发生作用。

细胞外的电子传递除黄素传导作用外, 也同时

存在着细胞与 2,4-DNT 间的直接传递作用。 
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