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摘　要：从台湾某纺织厂污泥中分离得到一株能够将苯酚作为唯一碳源和能源生长的细菌。根据

其形态和生理生化反应结合１６ＳｒＤＮＡ测定分析，该菌被鉴定为假单胞杆菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）。

降解特性研究表明，该菌降解苯酚的最适ｐＨ和温度分别为８．５和３０℃，在此条件下，浓度高达５００

ｍｇ／Ｌ的苯酚能被该菌在１７ｈ内将完全降解。在动力学研究中，由于高浓度苯酚对ＣＮ６菌株的降

解过程存在底物抑制现象，故采用Ｈａｌｄａｎｅ非竞争性底物抑制模型，计算确定了模型参数μｍａｘ、犓Ｓ

和犓Ｉ分别为０．４５２ｈ
１、２８．６１７ｍｇ／Ｌ、７８２．４ｍｇ／Ｌ，该动力学方程对实验数据能很好拟合。
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　　苯酚及其衍生物是煤矿开采、石油炼制、炼焦工

业、造纸、塑料、纺织等工业废水中的主要排放物

质［１２］。研究表明，苯酚是一种毒性物质，不慎吸、食

入，均会对人体健康造成极大伤害，许多酚类更被认

为是直接的致癌物质。酚的毒性不仅对人类造成伤

害，对水生动植物亦是如此，当水中苯酚含量达到

５～２５ｍｇ／Ｌ时，就会造成鱼类的死亡，而酚苯含量

大于１００ｍｇ／Ｌ的水若用于灌溉，将会导致农作物

的减产和枯死［３４］。所以，各国水体中苯酚的含量都

做出了严格的限制［５］，中国对于污水中酚的排放标

准最大限值为２ｍｇ／Ｌ，而生活饮用水含酚的标准更

不可超过０．００２ｍｇ／Ｌ。
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目前处理含酚废水可采取生物降解、萃取、活性

炭吸附、高级氧化等方法［５］，其中生物降解法不仅安

全、经济，而且不会产生２次污染，因此各国学者在

这方面进行了大量研究［６７］。但生物降解法中的微

生物大多是从污泥中驯化得到的菌群，由于菌群内

的微生物种类繁多、关系复杂，给降解机理的研究带

来不便。

该研究从长期受苯酚污染的土壤中筛选、分离

到一株降解苯酚能力较高的细菌菌株。该菌株能以

苯酚为唯一碳源和能源生长。通过１６ＳｒＤＮＡ定序

确定该菌的菌属，并对该菌株降解苯酚的生理生化

特性和动力学进行了初步研究，旨在找到一些对酚

处理效果较好的优势菌株。

１　材料与方法

１．１　微生物

用于研究的菌株分离自台湾桃园县远东纺织厂

污水排放口污泥，由台湾元智大学分离技术实验室

提供，置于－８０℃的冰箱中保存备用。

１．２　化合物及培养基

苯酚、甲醇、甲酸为德国 ＭｅｒｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司

产品，所有药品纯度均超过９９％。实验用水为

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司 ＭｉｌｌｉＱ制备的超纯水。

ＮＢ培养（基）液：牛肉浸膏３．０ｇ／Ｌ；蛋白胨５．０

ｇ／Ｌ；固态培养基另含琼脂１５．０ｇ／Ｌ。

ＭＳ培养液：矿物质盐培养液采用 Ｈｕｔｎｅｒ’ｓ

ＭｉｎｅｒａｌＢａｓｅ
［８］，每１Ｌ培养液中含有ＫＨ２ＰＯ

４５．４４

ｇ；Ｎａ２ＨＰＯ
４５．６５ｇ；（ＮＨ４）２ＳＯ４１．００ｇ；Ｎｉｔｒｉｌｏｔｒｉａ

ｃｅｔｉｃａｃｉｄ０．２０ｇ；ＭｇＳＯ４０．２９ｇ；ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０７

ｇ；（ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２４·４Ｈ２Ｏ０．２ｍｇ；ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

８．３ｍｇ；ＥＤＴＡ３．１ｍｇ；ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１３．７ｍｇ；

ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．９ｍｇ；ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０．５ｍｇ；

Ｃｏ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ ０．３ ｍｇ；Ｎａ２Ｂ４Ｏ７ ·１０Ｈ２Ｏ

０．２ｍｇ。初始ｐＨ值为７．２±０．５。

１．３　分离和降解培养试验

富集培养：将１０ｇ纺织污水排口污泥加入１００

ｍＬＮＢ培养液中搅拌静置，取上清液作为接种液。

在２５０ｍＬ培养瓶中加入１００ｍＬＭＳ培养液、２ｍＬ

接种液、苯酚（１００ｍｇ／Ｌ）作为唯一碳源，将培养瓶

置于水浴摇床中（３０℃±０．５℃，１２０ｒｐｍ）培养。富

集的菌液约每两天转接１次，每次将５ｍＬ前次富集

的菌液转接到含有１００ｍＬ新鲜 ＭＳ培养液的培养

瓶中，同时将苯酚的浓度从１００ｍｇ／Ｌ增加到２００

ｍｇ／Ｌ，如此转接１０次。

菌株分离：将富集得到的培养菌液转接到 ＮＢ

固态培养基上，划线分离纯化，置于３０℃±０．５℃下

的培养箱中培养，如此重复直至得到纯菌株。

苯酚降解试验：在１００ｍＬ无菌 ＭＳ培养液中

加入２ｍＬ含有纯菌株的磷酸盐缓冲液作为接种

菌，将不同浓度的苯酚作为唯一的碳源加入无菌

ＭＳ培养液，置于水浴摇床中（３０℃±０．５℃，１２０

ｒｐｍ）培养，研究ＣＮ６在不同初始浓度苯酚条件下

的降解特性。ｐＨ、温度、溶氧量试验是将３００ｍｇ／Ｌ

的苯酚作为唯一碳源加入培养液中，改变ｐＨ、温度、

水浴摇床晃动速度来了解ＣＮ６在相应环境中对苯

酚的降解特性，培养条件同上。每个降解试验做３

个平行样品，间隔１ｈ进行无菌操作取样，测定生物

量和苯酚浓度。

１．４　分析方法

苯酚浓度：高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。取１ｍＬ

样品加入０．２５ｍＬＨＣｌ（３ｍｏｌ／Ｌ），均匀混合后，经

孔径为０．２μｍ的 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ针筒滤膜过滤后，用高

效液相色谱仪在２５４ｎｍ 波长用外标法进行定量。

液相色谱仪为日本ＪＡＳＣＯ９７５型，色谱柱为美国

ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＳｙｎｅｒｇｉ４（ＰｏｌａｒＲＰ（１５０ｍｍ×４．６

ｍｍ，４μｍ）），流动相为甲醇与水的混合物，按６：４

（Ｖ／Ｖ）配制（含０．１％的甲酸），流速１．５ｍＬ／ｍｉｎ，

柱温３０℃，进样量１０μＬ。

生物量：比浊法，采用ＪＡＳＣＯ公司Ｖ５５０型紫

外线可见光光谱仪在６００ｎｍ 下测定光密度值（

ＯＤ６００）。

１．５　１６ＳｒＤＮＡ测序分析和菌种鉴定

将细菌接种于ＮＢ培养液中进行１２ｈ培养后，

取１ ｍＬ 培 养 液，使 用 ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ ｍｉｎｉｋｉｔ

Ｇｅｎｅａｉｄ纯化ＤＮＡ，采用其标准流程得到ｇｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡ，并在－２０℃下保存备用。

用于 ＰＣＲ 反应的引物为 Ｍ１３Ｆ（－２０）５＇－

ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴ３＇和 Ｍ１３Ｒ（－２４）

５＇ＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣＡＴＧ３＇。ＰＣＲ反应体

系：５０μＬＰＣＲ混合物中包含细菌 ＤＮＡ１μＬ，１０

μｍｏｌ／Ｌ引物各１μＬ，ＰＣＲ 缓冲液５μＬ（ｐＨ８．３

ＴｒｉｓＨＣｌ１０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２２

ｍｍｏｌ／Ｌ，０．０１％ ｇｅｌａｔｉｎ），２．５ ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１

μＬ，Ｔａｑ聚合酶 ０．５μＬ。ＰＣＲ 反应条件：９４℃

１０ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ扩增３５个循环，最后

在７２℃保温延伸１０ｍｉｎ。纯化后的ＰＣＲ产物，由

台湾明欣生物科技公司使用 ＡＢＩＰｒｉｓｍ３７３０型基

因分析仪定序。用电子扫描电镜观察菌体形态特

征，并用１６ＳｒＤＮＡ法进行细菌鉴定。
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１．６　系统发育分析

将获取的ＣＮ６菌株１６ＳｒＤＮＡ序列在 ＮＣＢＩ

上进行 ＢＬＡＳＴ 分析比对，选取相关序列（皆为

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属），再利用ＤＮＡｍａｎ进行多重序列

比对（Ｍｕｌｔｉａｌｉｇｎｍｅｎｔ），然后构建发育树（Ｄｉｓｔａｎｃｅ

ｍｅｔｈｏｄ选取Ｋｉｍｕｒａ，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｔｒｉａｌｓ１０００次）。

１．７　生长动力学

利用ＣＮ６在不同初始浓度下的降解数据，作

出生长曲线。计算每组实验对数生长期中生长曲线

的斜率，推估出不同初始酚浓度下的比生长速率，并

用不同比生长速率值对不同初始酚浓度做图，选择

合适的动力学模型，在 ＭＡＴＬＡＢ７．０中对数据点

进行非线性回归，得出各动力学参数。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离鉴定

通过富集培养，从污泥中分离得到１株纯菌种，

可利用苯酚为唯一碳源和能源独立生长于培养基

中，暂命名为ＣＮ６。ＣＮ６在固态 ＮＢ培养基上菌

落无色透明，菌落中心略高于周围边缘。挑取单菌

落，利用扫描电镜进行个体观察，细胞呈杆状（图

１），革兰氏染色呈阴性，氧化酶为阳性和过氧化氢酶

为阴性。

图１　犆犖６扫描电镜图（７０００×）

利用菌株１６ＳｒＤＮＡ特异引物进行ＰＣＲ扩增，

得到约１．５ｋｂ的扩增产物（图２）。ＤＮＡ测序后，与

ＧｅｎＢａｎｋ细菌序列库中序列进行同源性比对，ＣＮ６

与假单胞菌属的多株细菌相似性均在９０％以上，其

中与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｈｇ４０６（ＥＵ３０４２５２．１）相

似系 数 高 达 ９８％。根 据 １６ＳｒＤＮＡ 的 序 列，

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＣＮ６的系统非根状发育树（图３）。

２．２　犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狆．犆犖６对不同浓度苯酚的降解

将ＣＮ６菌株接种在ｐＨ７．０，苯酚质量浓度分

别为３０ｍｇ／Ｌ，６０ｍｇ／Ｌ，１００ｍｇ／Ｌ，１５０ｍｇ／Ｌ，２００

ｍｇ／Ｌ，３００ｍｇ／Ｌ，４００ｍｇ／Ｌ，５００ｍｇ／Ｌ，６００ｍｇ／Ｌ

和１０００ｍｇ／Ｌ的 ＭＳ培养液中，初始接种生物量为

０．０５～０．０８ＯＤ，将其置于水浴摇床中（３０℃±

０．５℃，１２０ｒｐｍ）培养２４ｈ，持续测定细菌的生长和

苯酚降解情况，结果见图４。

图２　１６犛狉犇犖犃犘犆犚扩增

图３　犆犖６系统发育树

图４　浓度对犆犖６菌株降解苯酚的影响

从图４中可知，在初始苯酚浓度不大于５００

ｍｇ／Ｌ的培养液中，细菌生长较快，苯酚 的小时平均

降解速率随底物浓度增大而加快，由图５所示，３００

ｍｇ／Ｌ、ｐＨ７．０时，完全降解苯酚耗时９．５ｈ，平均每

小时降解３３．０５ｍｇ／Ｌ苯酚，比降解速率大，降解苯

酚能力明显高于文献记载［９１１］，但迟滞期较长；在

４００～５００ｍｇ／Ｌ时，细菌生长速度和苯酚降解速率

略有下降，但苯酚均能完全降解；当苯酚高于
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５００ｍｇ／Ｌ，细菌生长受到抑制降解能力迅速下降，

在２４ｈ内无法完全降解培养液中的苯酚；当苯酚浓

度在１０００ｍｇ／Ｌ时，细菌生长受到严重的抑制而停

滞，４８ｈ内未发现苯酚被降解。

图５　犆犖６菌株对３００狆狆犿苯酚的降解

２．３　狆犎

为了掌握ｐＨ 对菌株降解苯酚的影响，实验将

ＣＮ６菌株分别接种于苯酚质量浓度为３００ｍｇ／Ｌ、

ｐＨ值为４．５～９．５的 ＭＳ培养液中，在３０℃、１２０

ｒｐｍ下水浴摇床培养，持续无菌取样测定苯酚浓度，

所得结果见表１。

从表中可知，当ｐＨ值低于６．０或高于８．５时，

菌株对苯酚的降解速率快速下降；当ｐＨ值在７．０～

８．５时，菌株均能够快速的降解苯酚。由实验得到

的最适降解ｐＨ值为８．５，说明碱性环境更利于ＣＮ

６的生长，这是由于苯酚在水溶液中为酸性（ｐＨ＝

５．２），根据唐伟等研究
［１２１３］，苯酚对微生物的毒性随

ｐＨ值的增高而减小，因此碱性环境降低了苯酚毒性

从而加快了微生物新陈代谢。

表１　狆犎对犆犖６菌株降解苯酚的影响

ｐＨ ＯＤ 降解时间／ｈ
小时降解量／

（ｍｇ·（Ｌ·ｈ）－１）

４．５ ０．０６２７±０．００３ ─ ─

５．０ ０．２６８４±０．００５ ─ ─

５．５ ０．５８２３±０．００５ ２０．３３±１．７ １５．７４

６．０ ０．６２４０±０．００６ １３．７７±０．６８ ２３．２４

６．５ ０．６４０６±０．００４ １１．５３±０．４ ２７．７５

７．０ ０．６９２３±０．００７ １０．５０±０．３ ３０．４７

７．５ ０．６８０４±０．００７ １０．１７±０．２５ ３１．４７

８．０ ０．７２４８±０．００９ ９．５３±０．５ ３３．５７

８．５ ０．７０１９±０．０１２ ８．７５±０．３ ３６．５７

９．０ ０．０６８７±０．００３ １５．２３±１．２ ２１．０１

９．５ ０．０５２３±０．００４ ─ ─

试验中 ＭＳ培养液在３０ｏＣ时初始生物量０．０５

～０．０８；在ｐＨ４．５，５．０，９．５未观测到苯酚的降解。

２．４　温度

将ＣＮ６菌株接种于ｐＨ值为７．０、苯酚浓度为

３００ｍｇ／Ｌ的唯一碳源 ＭＳ培养液中，分别在２０℃、

２５℃、３０℃、３５℃、４０℃和４５℃条件下水浴摇床（１２０

ｒｐｍ）培养３６ｈ，每间隔半小时取样测定苯酚浓度和

生物量（ＯＤ６００），结果如图６。在２０～３０℃之间，苯

酚的降解速率以及细菌生物量（ＯＤ６００）随温度的升

高而增加。继续升高温度，高温使得细菌中酶活性

降低甚至失去。因此，３０℃是细菌生长和降解苯酚

的最佳温度，细菌中降解酶达到最大活性。

图６　温度对犆犖６菌株降解苯酚的影响

２．５　溶氧量

水中的溶解氧含量对ＣＮ６降解苯酚速率的影

响通过比较细菌在水浴摇床不同晃动速率下对３００

ｍｇ／Ｌ的苯酚的降解时间得到。当晃动速率从４０

ｒｐｍ增加到１２０ｒｐｍ，晃动速率与ＣＮ６菌株的生物

量（ＯＤ６００）和对苯酚的降解速率正相关，同时菌株可

以稳定持续的生长（图７）。

图７　晃动速度对犆犖６菌株降解苯酚的影响

这是因为ＣＮ６是兼性好氧菌，溶解氧作为一

项重要的电子受体，在微生物的生长中发挥着重要

的生理作用［１４］，摇床的晃动速率越快，质传效率就

越高，使得培养基中的溶解氧含量增高。但是，当晃

动速率持续增加，细胞浓度和降解速率则维持相对

的稳定。因此，１２０ｒｐｍ是细菌生长和降解苯酚的

５８第５期 龙腾锐，等：苯酚降解菌ＣＮ６的分离及其生长特性
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最适条件。

２．６　细胞生长动力学

根据上述试验发现，菌株ＣＮ６对苯酚的降解

能力较高，随苯酚初始浓度的增加，苯酚的降解速率

提高，但在实验中同时也发现高浓度的苯酚对降解

产生了抑制作用。因此，在建立动力学模型时，需要

选择底物抑制模型。已经有多种底物抑制模型被建

立［１５１７］，其中Ｈａｌｄａｎｅ’ｓｍｏｄｅｌ最为常见，用来描述

细胞的比生长速率模式。Ｈａｌｄａｎｅ’ｓｍｏｄｅｌ的定义

如１式
［１８］：

μ＝
１

犡
ｄ犡
ｄ狋
＝ μｍａｘ犛

犓Ｓ＋犛＋（犛
２／犓ｉ）

（１）

式中，比生长速率μ（１／ｈ）和底物浓度犛（ｍｇ／Ｌ）

由实验数据得知，而最大比生长速率μｍａｘ（１／ｈ）、亲

和性常数犓犛（ｍｇ／Ｌ）、抑制常数犓犐（ｍｇ／Ｌ）则是未

知的动力参数。其中，μｍａｘ被视为降解能力的指标，

数值愈大，代表降解速度愈快；犓犛 值与菌种对底物

的化学亲和力成反比，数值愈大，代表菌种与底物亲

和力愈差；犓犐 为抑制常数，数值愈大，代表菌种对基

质耐受力愈好。由于Ｈａｌｄａｎｅ’ｓｍｏｄｅｌ为非线性的

方程式，难以直接利用数值技术软件估算其动力学

参数，故将原式整理为２式所示：

１

μ
＝
犓犛

μｍａｘ

１（ ）犛 ＋
１

μｍａｘ犓Ｉ
犛＋

１

μｍａｘ
（２）

将实验数据代入整理后的Ｈａｌｄａｎｅ’ｓｍｏｄｅｌ，利

用 ＭＡＴＬＡＢ７．０进行非线性回归计算，如图８所

示。

图８　比生长速率的动力学拟合

得到模型参数μｍａｘ＝０．４５２ｈ
－１；犓犛＝２８．６１７

ｍｇ／Ｌ；犓犐＝７８２．４ｍｇ／Ｌ。曲线拟合的最小标准平

方差犚２ 值为０．９４。

从获得的模型参数值可知，ＣＮ６菌株的μｍａｘ、

犓犛 值较大，因此菌株对苯酚的降解速率较快，但对

苯酚的耐受性有待提高，蔡尚原等［１９２０］利用水杨酸

预培养来活化细胞，大幅降低了细胞受酚抑制的影

响，使细胞大幅提升对酚基质的抗性，可以获得更高

的抑制常数犓犐。

４　结论

１）从长期受苯酚污染的土壤中经富集培养，筛

选分离到１株革兰氏染色阴性的细菌ＣＮ６，经形态

观察、１６ＳｒＤＮＡ序列测定和系统发育分析初步鉴

定为Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．。

２）ＣＮ６能以苯酚为唯一碳源和能源生长，降解

效率高，５００ｍｇ／Ｌ的苯酚经过１７ｈ培养可完全降

解，在３００ｍｇ／Ｌ 时，平均小时苯酚降解量达到

３６．５７ｍｇ／Ｌ。

３）ＣＮ６生长和降解苯酚的ｐＨ、温度和溶氧量

范围较广，最适ｐＨ、温度分别为８．５和３０℃；最适

水浴摇床晃动速率为１２０ｒｐｍ。

４）由于高浓度苯酚时ＣＮ６菌株的降解过程存

在底物抑制现象，采用 Ｈａｌｄａｎｅ非竞争性底物抑制

动力学模型，计算确定了模型参数μｍａｘ、犓Ｓ 和犓Ｉ分

别为０．４５２ｈ－１、２８．６１７ｍｇ／Ｌ、７８２．４ｍｇ／Ｌ，模型拟

合度高，为后续生物反应器的设计和模拟提供了实

验依据。
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