
收稿日期:2008-11-20
基金项目:河南工程学院青年基金项目(Y2007031)

作者简介:崔树军(1964-),男 ,山东淄博人 , 副教授 ,主要从事环境生态学研究。

一株土壤中苯酚降解菌的分离 、鉴定及
降解特性研究

崔树军
1
,金维平

1
,张建云

1
,陈红歌

2
,张庆甫

1

(1.河南工程学院 资源与环境工程系 ,河南 郑州 451191;2.河南农业大学 生命科学学院 ,河南 郑州 450002)

摘要:采用富集培养的方法 ,从焦化废水污染的土壤中分离得到 1株能够高效降解苯酚的菌株 ,命

名为 HNGCXY.1。该菌株可以在以苯酚为惟一碳源和能源的无机培养基上生长 ,能够耐受最高

浓度为 1 000mg/L 的苯酚。对该菌株的降解性能研究表明:该菌株具有较强的苯酚降解能力 ,在

温度为 28 ～ 32℃,pH 值为 6.5 ～ 7.5 ,摇床振荡速度大于 160 r/min ,苯酚浓度为 600mg/L 的条件

下 ,单位时间内对苯酚的降解能力最强。根据其生理生化特性和 16S rDNA序列同源性分析结果 ,

将其初步鉴定为产碱杆菌(Alcaligenes sp.)。
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Abstract:A strain (HNGCXY.1)isolated f rom the phenol-contaminated soil of a coking plant

w as able to g row on pheno l as so le carbon and energy sources.The highest endurance capability of

this strain fo r pheno l w as 1000mg/L.The facto rs af fecting phenol deg rading w ere investigated.It

show ed bet ter pheno l deg rading rate at pH 6.5-7.5 ,28-32℃, rotation speed big ger than 160

r/min , the concentration of 600mg/L phenol as the substrate.It w as identif ied as Alcaligenes sp.,

based on the 16s rDNA sequences , biochemical and physio logical characteristics.
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　　苯酚是焦化 、造纸 、石油 、塑料 、纺织 、制药等工

业废水中的主要污染物 ,也是生物降解多种人工合

成化合物如杀虫剂时产生的一种中间代谢物
[ 1 , 2]

。

苯酚本身是有毒的有机化合物 ,具有使蛋白质变性

的特性 ,对水生生物 、植物和细菌生长有很大毒性 ,

并且会使饮用水和食品工艺用水散发刺激性气

味
[ 3 , 4]

,大量酚类物质及其衍生物在土壤和水体中

的排放和积累导致了生态环境的日趋恶化[ 5] 。我国

污水综合排放标准(GB8978-1996)规定的挥发酚的

一级标准 、二级标准和三级标准分别为 0.5mg/L 、

0.5mg/L 、2.0mg/ L[ 6] 。利用微生物处理是降低苯酚

污染的一条重要途径。近年来 ,国内外在苯酚生物降

解方面进行了广泛的研究 ,已经分离鉴定到许多能够

降解苯酚的细菌 、真菌[ 7] 等。这些苯酚降解菌多数是

从受苯酚污染的环境中原位采集样品 ,经过富集培养

后分离获得的
[ 8]
。

高效降解苯酚的微生物在治理含酚工业废水中

具有较大应用潜力 。为此 ,从自然环境中分离出一株
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新的高效苯酚降解菌 ,并研究了其降解苯酚的环境条

件和生长特征 ,旨在为进一步利用该菌处理苯酚污染

水体提供研究基础。

1　材料和方法

1.1　菌源土样采集

2007年 5月采集河南平顶山焦化厂排污口附近

土壤 ,所取土壤封装于无菌取样袋中 ,带回实验室

4℃冰箱保存 ,2d内进行富集培养。

1.2　培养基

富集与驯化培养基:在无机盐溶液中添加不同浓

度的苯酚(50 ～ 1 000mg/ L)配制而成。各种无机盐的

含量为(g/L):KH2 PO 4 0.5 , K2 HPO4 0.5 , MgSO4

0.2 ,CaCl2 0.1 ,NaCl 0.2 ,KNO3 1.0。

分离及保存培养基:含 500mg/L 苯酚的牛肉膏

蛋白胨固体培养基(1%蛋白胨 , 0.5%牛肉膏 , 1%

NaCl ,1.6%琼脂)。

1.3　苯酚降解菌的驯化 、筛选与分离[ 8]

取10 g菌源土壤加入到苯酚浓度为 50mg/L 的

100mL 富集培养基中 ,28℃摇床 200 r/min富集培养

2周 ,以 10%接种量再添加到新的驯化培养基中(逐

渐提高苯酚的浓度),重复 3 次。2个月后采用稀释

涂布的方法在分离培养基平板上分离筛选能以苯酚

为惟一碳源和能源的降解苯酚的菌株 。

1.4　苯酚含量的测定

采用 4-氨基安替吡啉直接分光光度法[ 9] 测定苯

酚含量。

1.5　苯酚降解菌降解性能的测定

主要考察 pH 值 、温度 、转速 、苯酚初始浓度及外

加氮源对苯酚降解菌降解性能的影响。基本试验条

件为:取苯酚浓度为 500mg/L 的无机盐培养液

50mL 于 250mL 三角瓶中 ,按 10%的接种量接入

OD600值为 0.5的种子液。以蒸馏水为空白参比 ,用

稀 HCl或NaOH 调节培养液初始 pH 值。一定时间

后测定培养液中苯酚浓度 ,每一条件 3个重复 ,计算

其平均苯酚降解率。

1.6　菌株生理生化鉴定和抗生素耐受性试验

将选育得到的菌株根据文献[ 10]的方法进行革

兰氏染色鉴定 、鞭毛染色 、氧化酶 、接触酶 、V-P 试验 、

吲哚 、过氧化氢酶 、硝酸盐还原试验。同时检验其对

氨苄青霉素 、四环素 、链霉素 、卡那霉素的耐抗性。

1.7　菌株的鉴定

用试剂盒(天根生化科技公司)提取细菌 DNA ,

以细菌通用引物 F27(Escherichia col i posi tion 8-

27)和 R1492 (Escherichia col i po sition 1510-

1492),扩增该苯酚降解菌株的 16S rDNA ,扩增片

断长度为 1.5 kb。PCR反应体系体积为 50μL ,包

括 2.5U Taq DNA 聚合酶(Takara 生物技术公

司)、5μL PCR反应缓冲液 、2.5mmol/L 的 dN TPs

2μL 、10pmo l/L 的引物各 2μL , 1μL DNA 样品。

PCR 反应条件为:94℃预变性 4min;94℃变性

1min ,55℃退火 1min ,72℃延伸 2min , 30 个循环;

最后 72℃总延伸 10min 。PCR产物经检测后送交

上海生工生物工程技术服务有限公司测序 。测序后

将序列提交到 NCBI进行 BLAS T ,进行序列同源性

分析。

2　结果

2.1　苯酚降解菌的分离与鉴定

从苯酚污染土壤中分离到 1 株高效苯酚降解

菌 ,将其命名为 HNGCXY.1。它能在以苯酚为惟

一碳源的无机盐培养基中生长 ,革兰氏染色阴性 ,6

根周生鞭毛 ,氧化酶 、接触酶阳性 、不产生吲哚 ,分别

在 50μg/mL 氨苄青霉素 、四环素 、链霉素 、卡那霉

素的 LB 培养基上检验其耐抗性 , 28
o
C 培养 24h未

发现生长菌落 ,48 h发现氨苄青霉素 、链霉素的培养

基上有菌落生长。

将 HNGCXY.1菌株 16S rDNA 测序结果提交

到 NCBI上进行 BLAS T ,其核苷酸的序列同源性分

析结果表明:该菌株的 16S rDNA 序列与多数产碱

杆菌 Alcal igenes sp.的序列同源性均在 90%以上 ,

与粪产碱杆菌 Alcal igenes f aecalis strain N8的同

源性达到 99%以上 。结合生理生化特性 ,初步鉴定

该降解苯酚的菌株属于产碱杆菌属。将其最相近的

14个 16S rDNA序列构建进化树 ,如图 1 。

　　　图 1　基于 16S rDNA序列同源性构建的菌株

　　　　　　HNGCXY.1和相关细菌的系统进化树
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2.2　苯酚降解菌生长条件与降解特性

2.2.1　苯酚浓度对菌体生长和降解能力的影响　

将 HNGCXY.1接种于发酵培养基中 ,培养基中苯酚

浓度分别为 0.1 、0.2、0.3 、0.4 、0.5 、0.6 、0.7 、0.8 、

0.9 g/ L ,在 28℃、200 r/min 的条件下摇瓶振荡培养

24h后 ,测定培养基中苯酚剩余量 ,计算苯酚降解率 ,

如图 2所示 。从图 2可知:随着苯酚浓度增加 ,苯酚

降解率逐步降低 ,但苯酚降解总量却是先增加后降

低 ,在苯酚浓度为0.6 g/L时 ,单位时间内可以获得最

大苯酚降解量。以上结果表明 , HNGCXY.1生长和

降解苯酚的最适苯酚浓度为 0.6 g/L ,苯酚浓度大于

0.6 g/ L时 ,单位时间内 HNGCXY.1菌株对苯酚的降

解能力和降解率均下降。

图 2 　苯酚浓度对 HNGCXY.1降解苯酚能力的影响

2.2.2　pH 值对菌体生长和降解能力的影响　将

HNGCXY.1接种于无机盐培养基中 ,培养基中苯酚

浓度 0.5g/L , pH 值分别为 5.0 、5.5 、6.0 、6.5 、7.0 、

7.5 、8.0 、8.5 ,在 30℃、200 r/min的条件下摇瓶振荡

培养 24h后 ,测定摇瓶中苯酚剩余量 ,并计算苯酚降

解率 ,如图 3所示。从图 3可以看出 , pH 值在 6.5 ～

7.5 , HNGCXY.1菌株对苯酚的降解能力最强;pH 值

在5.5 ～ 7.0时 ,随着pH 值增高 ,苯酚降解能力增强 ,

pH 值在 7.5 ～ 8.0时 ,随着 pH 值增高 ,苯酚降解能

力减弱。以上结果表明 , HNGCXY.1降解苯酚的最

适pH 值为 6.5 ～ 7.5。

图 3 　pH值对 HNGCXY.1降解苯酚能力的影响

2.2.3　温度对菌体生长和降解能力的影响　将

HNGCXY.1接种于牛肉膏蛋白胨培养基中 ,分别在

20℃、24℃、28℃、32℃、36℃、40℃和 200 r/min 的条

件下摇瓶振荡培养 24h 后 ,测定摇瓶中苯酚剩余量 ,

并计算苯酚降解率 ,如图 4所示。从图 4 可以看出 ,

培养温度在 20 ～ 28℃,随着温度的升高 ,菌株对苯酚

的降解率也逐渐增大;28 ～ 32℃时 ,苯酚降解率最大;

培养温度超过 32℃时 ,苯酚降解率呈快速下降趋势。

以上结果表明 ,HNGCXY.1降解苯酚的最适温度为

28 ～ 32℃。

图 4　培养温度对 HNGCXY.1 降解苯酚能力的影响

2.2.4　氮源对菌体生长和降解能力的影响　将

HNGCXY.1接种于去氮无机盐培养基中 ,分别添加

1%硫酸铵 、尿素 、硝酸钾 、蛋白胨 、酵母粉 、牛肉膏 ,

28℃、200 r/min的条件下摇瓶振荡培养 24h 后 ,测定

摇瓶中苯酚剩余量 ,并计算苯酚降解率 ,如图 5所示。

从图 5可以看出 ,以蛋白胨 、酵母粉 、牛肉膏为氮源

时 ,苯酚降解率明显大于以硫酸铵 、尿素 、硝酸钾为氮

源的降解率。

图 5　氮源对 HNGCXY.1 降解苯酚能力的影响

2.2.5　摇床转速对菌体生长和降解能力的影响　

将 HNGCXY.1接种于以硫酸铵为氮源的无机盐培

养基中 ,分别设置转速 120 、140 、160 、180 、200 、220 、

240 、260 r/min ,28℃振荡培养 24 h后 ,测定摇瓶中苯

酚剩余量 ,并计算苯酚降解率 ,如图 6所示 。随着摇

床转速增加 ,苯酚降解率逐渐上升;在 120 ～ 160

r/min时 ,随着转速加大 ,苯酚降解率增加较快;在

160 ～ 260 r/min时苯酚降解率上升缓慢。
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图 6　摇床转速对苯酚降解能力的影响

3　结论

1)采用富集培养的方法 ,从受苯酚污染的土壤

中分离得到 1株能以苯酚为惟一碳源和能源生长的

细菌。

2)16S rDNA基因序列同源性比较和系统发育

分析结果表明 ,该菌为产碱杆菌属 Alcaligenes sp.。

3)降解性能研究结果表明:该菌株具有较强的

苯酚降解能力 ,且在温度为 28 ～ 32℃, pH 值 6.5 ～

7.5 ,摇床振荡速度大于 160 r/min , 苯酚浓度为

600mg/ L时 ,单位时间内对苯酚降解能力最强。在

以有机氮为氮源的条件下 ,该菌株对苯酚的降解能力

较以无机氮为氮源的条件下好。

4　讨论

国内已有多种微生物被报道具有降解苯酚的能

力 ,如不动杆菌(Acinetobacter sp.)[ 11] 、假丝酵母菌属

(Candida sp.)[ 12] 、假单胞菌(Pseudonomonas sp.)[ 13]

和红球菌(Rhodococcus sp.)
[ 14]
等。本试验通过富集

培养的方法从焦化厂排污口的土壤中分离到一株高

效的苯酚降解菌 ,16S rRNA基因序列测定分析表明 ,

该菌为产碱杆菌属 Alcaligenes sp.,该菌株的获得进

一步充实了可降解苯酚的微生物的资源库。降解特

性研究结果表明 ,该菌株能够降解较高浓度的苯酚 ,

而且对 pH 及温度的适应范围较广 ,具有实际应用处

理废水的潜力。
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