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要!阿魏酸是导致很多作物产生连作障碍的自毒物质%筛选出
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株高效降解阿魏酸的细菌!初

步鉴定为葡萄球菌属!命名为
5bN+H

!研究了
5bN+H

对阿魏酸的降解特征!探讨了其降解途径%

结果表明!当无机盐培养基中阿魏酸的浓度为
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P
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!得出了菌株
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降解阿魏酸的预测模型方程%

5bN+H

降解阿魏酸的底物来源比较广

泛%菌株
5bN+H

对阿魏酸降解的可能途径是非氧化脱羧形成香草醛!再氧化形成香草酸!脱甲基

后形成原儿茶酸!最后原儿茶酸苯环裂解后分解为水和二氧化碳!最终实现阿魏酸的降解%
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阿魏酸是植物的一种化感物质&是造成作物连

作障碍的重要因素之一'有研究发现阿魏酸能够强

烈抑制幼苗根长度&可溶性糖,可溶性蛋白,叶绿素

含量以及植株体内保护酶活性急剧下降&根系中丙

二醛含量增加&造成膜的伤害&从而对作物产生自毒

作用(

*

)

'正因为土壤环境中的阿魏酸具有的生态毒

害作用&关于阿魏酸的研究已经成为农业环境的研

究热点之一'对于阿魏酸降解菌的筛选&已有很多

学者做了出色的研究工作'王晓辉等(

(

)筛选出了降

解阿魏酸的
!

株放线菌&用于降解西瓜根系分泌的

阿魏酸&甚至发现这些放线菌同时具有拮抗西甜瓜

枯萎病的双重功能'陈红歌等(

!

)发现黄孢原毛平革

菌对阿魏酸也有很好的降解作用&该菌与
!))<

=

"

P

的阿魏酸共培养
(?

后&降解率可达
GGF)GZ

'徐淑

霞等(

+

)的研究结果与之相似&发现将黄孢原毛平革

菌施入到连续种植
D0

黄瓜的大棚土壤中&阿魏酸

在内的其他酚酸的降解率达到
A+F+"Z

&连作土壤

施入阿魏酸降解菌对黄瓜连作障碍的解除具有一定

的促进作用'

尽管前人对阿魏酸降解菌进行了深入地研究&

然而&关于阿魏酸微生物降解特征尚未明了&尤其是

关于阿魏酸降解菌底物广谱性,共代谢特征和降解

动力学&以及降解途径等的研究结果鲜见报道'笔

者从作物多年连作土壤中&筛选出
*

株高效降解阿

魏酸的菌株&研究其对阿魏酸的降解特征和降解途

径&进而揭示该菌株的降解机理&为阿魏酸污染的土

壤修复提供环境材料和理论支持'

<

!

材料与方法

<A<

!

试验材料

*F*F*

!

试剂与仪器
!

b089.C"))E(+@D

高效液相色

谱仪#美国
b089.C

公司$&可变波长紫外检测器'水

相针式过滤器&超纯水电阻率为
*@F(Y

,

0

6<

f(

'

K380673NE!)))'

扫描电镜#日立公司$&

*DA)

型紫外

可见分光光度计'酚酸标准样品!香草酸,香草醛,

阿魏酸,原儿茶酸均为分析纯试剂#购自
N3

=

<0

公

司$'甲醇,乙腈为色谱纯#德国
a3C79.

公司$&其余

试剂均为国产分析纯'

*F*F(

!

培养基
!

无机盐培养基!#
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(
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(

KSc

+

*F!
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P
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a92%
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)FA<
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"

P

&

Y

=

Nc

+

DK

(

c)FA

=

"

P

&

U

KDFA

&

*(*o

蒸汽灭菌
!)<3/

&

即将冷却时加入阿魏酸
*))<

=

"

P

&液体培养基不加

琼脂'固体培养基!蛋白胨
*)

=

"

P

&酵母膏
A

=

"

P

&

'02%*)

=

"

P

&

U

KDF)

&琼脂粉
()

=

"

P

&阿魏酸
*))<

=

"

P

'

富集培养基采用无机盐培养基中加入蛋白胨
(

=

"

P

&用

于菌剂的平板培养和斜面保存'

<A=

!

试验方法

*F(F*

!

阿魏酸降解菌筛选
!

采集连作土壤&采用一

次性投加高浓度化合物的驯化方法(

A

)

&从中分离出

阿魏酸降解菌&然后逐步减少外加碳源浓度进行驯

化&得到能够以阿魏酸为唯一碳源和能源生长的菌

液'经过反复平板涂布&待菌落长好&选取不同形态

的单菌落&重新转至含有
*))<

=

"

P

阿魏酸的
YNY

液体培养基中&

!)o

,

*A).

"

<3/

摇床中振荡培养&

选择培养液变浑浊的三角瓶&纯化培养
!

次&低温冷

藏备用'

*F(F(

!

菌株生理生化特性及其鉴定
!

菌株接种到

无机盐培养基上&

!)o

,

*A).

"

<3/

振荡培养
D(7

&

高速离心后&弃上清液后加入超纯水振荡混匀&再次

离心&重复
!

次&收集菌体&冷藏备用'生理生化指

标检测与鉴定参照*伯杰细菌鉴定手册+

(

"

)

,*常见细

菌系统鉴定手册+

(

D

)和*微生物实验手册+

(

@

)中方法'

采用平板稀释涂布法测定培养液中活细菌的数量&

每个样品设置
!

个重复'

阿魏酸降解菌的鉴定采用革兰氏染色,形态学观

察和
*"N.>'5

序列分析等方法'采用
*"N.>'5Ea

#

AhE5̂ 5̂ LLL̂ 5L22L̂ 2̂L25̂ E!h

$和
*"N.>E

'5ER

#

AhE52̂ 2̂L522LL̂ LL52̂ 52LLE!h

$扩增

筛选的
*"N.>'5

片段'

S2R

反应条件如下!

GAo

预

变性
A<3/

&

G+o

变性
*<3/

&

AAo

退火
*<3/

&

D(o

延伸
(<3/

&共
!)

个循环&最后
+o

保存'

S2R

产

物纯化测序由金斯瑞生物科技有限公司完成'测序

结果利用
9̂/Q0/X

上的
H%0C8

软件进行同源性比

较&再用
Y9

=

0

软件构建系统进化树'

*F(F!

!

阿魏酸降解效能的测定
!

加入菌株悬液至

*))<P

无机盐液体培养基中#下同$&使得
(A)<P

三角瓶中细胞初始浓度为
*F+e*)

D

2aM

"

<P

#下同$'

加入阿魏酸溶液&浓度为
*))<

=

"

P

&

!)o

,

*A).

"

<3/

摇床中振荡培养&

*

,

"

,

*(

,

*@

,

(+

,

!"

,

+@

,

")

,

D(7

测

定培养基中阿魏酸浓度和细胞数量'

*F(F+

!

降解动力学研究
!

在无机盐培养基中添加

阿魏酸&浓度为
*))<

=

"

P

&调节三角瓶溶液中
U

K

D)*

第
"

期
!!!

谢
!

越!等'
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为
DF)

,

!Ao

,

*A).

"

<3/

摇床中振荡培养&分别在

*

,

!

,

"

,

G

,

*(

,

(+7

后取样&测定其中阿魏酸的残留率&

然后按照一级动力学模型拟合'设置
()

,

!)

,

+)o!

个

不同试验温度&接菌后
*7

后取样测定培养基中阿

魏酸的浓度&计算残留率'

*F(FA

!

底物广谱性试验
!

在无机盐培养基中分别

单独添加葡萄糖,乙酸,香草酸,香草醛,原儿茶酸,

苯甲酸,水杨酸和甲苯&每种成分在培养基中的浓度

处理分别为
(A

,

A)

,

*))

,

())<

=

"

P+

个浓度梯度&再

添加菌株
5bN+H

&

!)o

振荡培养
D(7

&测定
c>

"))

值'

*F(F"

!

共代谢底物试验
!

在含有
*))<

=

"

P

阿魏酸

的无机盐培养基中分别单独添加葡萄糖,香草酸,香

草醛,原儿茶酸,苯甲酸和水杨酸&每种共代谢底物的

浓度均为
A)<

=

"

P

&再接种菌株
5bN+H

&分别在
*

,

!

,

"

,

G

,

*(

,

*@

,

(+7

后测定其中阿魏酸的残留率'

*F(FD

!

阿魏酸残留率的计算
!

文中阿魏酸残留率

的计算公式为

残留率
_/

"

/

)

e*))Z

#

*

$

式中!

/

为
,

时刻阿魏酸的浓度&

<

=

"

P

%

/

)

为初始阿

魏酸的浓度&

<

=

"

P

'

*F(F@

!

阿魏酸及降解中间产物的测定
!

培养液经

*)))).

U

<

离心后&上清液微孔滤膜过滤后&采用高

效液相色谱法测定&色谱条件参照谢越等人的分析

方法(

G

)

&即色谱柱为
N

I

<<98.

I

2

*@

+F"e(A)<<

&

填料直径为
A

-

<

&柱温
(Ao

&检测波长
(@)/<

&流

速为
*F)<P

"

<3/

&进样量
()

-

P

&

5

,

H

双泵系统&

5

为乙腈&

H

为
)F)(<$%

"

P

磷酸盐缓冲溶液#通过冰

醋酸调至
U

K(F@

$'梯度洗脱条件!

)

"

*)<3/

&

AZ

5

%

*)

"

(A<3/

&

*AZ 5

%

(A

"

!A<3/

&

+)Z 5

%

!A

"

+)<3/

&

!AZ 5

%

+)

"

+A<3/

&

AZ 5

'

=

!

结果与分析

=A<

!

阿魏酸高效降解菌鉴定

!!

将降解菌驯化,分离纯化后&得到
*

株能降解阿

魏酸的细菌&命名为
5bN+H

'通过平板观察&该细

菌生长相对缓慢&菌落呈金黄色&圆形&直径
(

"

!<<

&外形光滑湿润&隆起&边缘不整齐&易用接种

环挑起'经戊二醛固定,干燥,离子溅射金后&在扫

描电子显微镜下观察&发现菌株为无芽孢杆菌&大小

为#

)FA

"

*F)

$

-

<e

#

*FA

"

(F)

$

-

<

&无鞭毛'革兰

氏染色阳性&化能异养菌&好氧或兼性厌氧&其余生

理生化性能见表
*

'

根据该菌株的形态和生理生化反应特征&对照*伯

杰细菌鉴定手册+#第九版$

(

"

)

&初步鉴定
5bN+H

为葡

萄球菌属#

G,D

&

'

=

IQFQFF)OO

&

X

$'系统进化树结果#图

*

$表 明&

5bN+H

与
G,D

&

'

=

IQFQFF)OOD

&

?QS

&

'

=

,;F)O

#

'RE)+*!(+

$具有
GGZ

的同源性&结合形态学和生理生

化结果&将
5bN+H

鉴定为葡萄球菌属细菌'

表
<

!

菌株
0S)?6

的生理生化指标检测

项目 结果

糖发酵试验

蔗糖
>

#

[

$

[

葡萄糖
>

#

[

$

[

乳糖
>

#

[

$

[

甲基红
Y&R f

#fS

#

U

K

$

f

接触酶

过氧化氢酶活性
[

柠檬酸盐利用
[

淀粉水解
[

明胶液化
f

吲哚试验
f

硫化氢试验
f

无氮培养
f

!!

注!

[

为阳性反应%

f

为阴性反应'

图
<

!

菌株
0S)?6

基于
<B)#-P0

系统发育分析

=A=

!

菌株
0S)?6

对阿魏酸的降解效能

菌株
5bN+H

可以利用阿魏酸为唯一碳源和能

源生长&其对阿魏酸的降解效能见图
(

&从图中可以

发现&在阿魏酸初始浓度为
*))<

=

"

P

条件下&菌株

5bN+H

在
*(7

时&降解了
*+F@"Z

&然后降解速率

迅速增加&

(+7

时已降解
DDF!(Z

&此后降解速率缓

慢下降&至
+@7

时&残留率已达
G@FG*Z

&至
D(7

@)*

土 木 建 筑 与 环 境 工 程
!! !!!!!!!!!!!!!!
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时&已达
GGFGDZ

&由此可见&菌株
5bN+H

在
+@7

之内基本上可以将阿魏酸降解完毕'与之相呼应&

菌株
5bN+H

的密度也随着阿魏酸的残留率的降低

而呈现相反的变化趋势&在试验开始的前
"7

内&菌

体密度基本维持在
*)

D

2aM

"

<P

范围内&随着阿魏

酸残留率的减少&菌株
5bN+H

菌体密度急剧增加&

!"7

后菌体密度已超过
*)

@

2aM

"

<P

&

D(7

时已接近

*)

G

2aM

"

<P

'阿魏酸残留率的迅速降低伴随着菌

体密度的同步增加&这说明
5bN+H

菌株对阿魏酸

具有高效降解能力'

图
=

!

以阿魏酸为唯一碳源菌株
0S)?6

的生长

和阿魏酸降解曲线

=A>

!

菌株
0S)?6

对阿魏酸降解动力学

以接菌后
*7

为起始值&以阿魏酸残留率对数

的负值
f%/

#

/

"

/

)

$#

/

)

为初始阿魏酸的浓度&

/

为
,

时刻阿魏酸浓度$对培养时间
,

作图#见图
!

$'分别

进行线性回归&得到回归方程及相关系数'研究结

果发现在
!

个不同温度下降解动力学方程具有良好

相关性&其拟合相关系数
R

( 分别为
)FGG)+

,

)FGGA*

和
)FGG)@

&因此&可以判断菌株
5bN+H

对阿魏酸

降解过程符合动力学模型中的指数模型&属于一级

反应&按照一级动力学方程(

*)

)

图
>

!

菌株
0S)?6

对阿魏酸的降解动力学

:

?

(

7

)"

?,

-

4

(

7

)

/

#

(

$

%/

(

7

)

-:

4,

0

%/

(

7

)

) #

!

$

式中!(

7

)

)为阿魏酸的初始浓度'

阿仑乌斯#

5..793-C

$认为反应的速率常数
4

与

反应温度
6

之间存在以下关系!

4

-

4

)

M

9J

U

#

:

$

0

"

R6

$ #

+

$

式中!

4

)

为方程常数%

$

0

为反应活化能&

X,

"

<$%

%

R

为气体常数&

@F!*+,

"#

<$%

0

O

$%

6

为绝对温度&

O

'

根据式#

(

$和#

+

$推导并积分可得到

(

7

)

-

4

)

M

9J

U

#

:

$

0

"

R6

$

M

,

#

A

$

由式#

(

$可以得到不同温度下的降解反应常数

4

&然后&再根据不同温度下的
4

值&用
%/4

对
*

"

6

作

线性回归&通过式#

+

$得到直线的斜率为
f$

0

"

R

&截

距为
%/4

)

&再由直线的斜率就可以求出活化能
$

0

&

具体动力学参数见表
(

'

表
=

!

菌株
0S)?6

降解阿魏酸动力学参数

温度"
o

反应速率

常数
4

活化能

$

0

#

X,

0

<$%

f*

$

方程常数

4

)

() )F)(@*

!) )F)!+*

+) )F)*"A

*GF@@ !F("e*)

f+

将式#

A

$变形为

,

-

%//

)

:

%//

4

)

M

9J

U

#

:

$

0

"

R6

$

#

"

$

将活化能
$

0

_*GF@@X,

"

<$%

&常数
4

)

_!F("e

*)

f+和
R_@F!*+,

"#

<$%

0

O

$代入式#

"

$得到

,

-

%//

)

:

%//

!F("

M

*)

:

+

M

9J

U

#

:

(!G*

"

6

$

#

D

$

式#

D

$即为菌株
5bN+H

降解阿魏酸的预测模型'

=A?

!

菌株
0S)?6

底物广谱性试验

在无机盐培养基中分别单独添加不同的有机物

作为菌株
5bN+H

的唯一碳源&振荡培养
D(7

&菌株

5bN+H

在不同底物
c>

"))

值见表
!

'从表中可以发

现&在选用的各种底物中&菌株
5bN+H

除了不能在

甲苯和乙酸中生长外&均能利用其余
"

种底物作为

唯一碳源和能源'其中在葡萄糖,香草酸,香草醛,

原儿茶酸和苯甲酸这些底物培养中&在
+

个浓度梯

度中能够良好生长&各浓度之间没有明显区别'菌

株
5bN+H

在利用水杨酸这种底物时&在
())<

=

"

P

处理浓度条件下菌液
c>

"))

值明显比
(A<

=

"

P

下降

较多&这可能是由于菌株
5bN+H

不能适应这种底

物的高浓度条件&生长状况下降导致的'而菌株

5bN+H

在苯甲酸在
+

个浓度梯度中&似乎适应较

好&甚至在
())<

=

"

P

的高浓度时&

c>

"))

值明显上

升'菌株
5bN+H

能够分别以葡萄糖,香草酸,香草

醛,原儿茶酸和苯甲酸这
"

种底物作为唯一碳源和能

源&这说明
5bN+H

底物的来源具有一定的广谱性'

G)*

第
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期
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表
>

!

菌株
0S)?6

在不同底物处理中的
Q-

BFF

值

底物
底物浓度"#

<

=

0

P

f*

$

对照
(A A) *)) ())

葡萄糖
)F)A+ )F*)Al)F))" )F**Dl)F))A )F**@l)F))+ )F*(!l)F))!

乙酸
)F)A( )F)A"l)F))( )F)AGl)F))+ )F)AAl)F))! )F)+Gl)F))(

香草酸
)F)A! )F!@"l)F))+ )F!G!l)F))A )F!G+l)F))( )F!@Dl)F))!

香草醛
)F)A+ )F(++l)F))( )F(A!l)F))! )F("+l)F))( )F("@l)F))A

原儿茶酸
)F)A( )F!ADl)F))A )F!"@l)F))! )F!D!l)F))( )F!"(l)F))+

苯甲酸
)F)A! )F*(Al)F))( )F*A+l)F))A )F*"@l)F))" )F(ADl)F))!

水杨酸
)F)A! )F*+(l)F))( )F*A(l)F))( )F*(+l)F))! )F**(l)F))!

甲苯
)F)A( )F)A!l)F))* )F)A)l)F))( )F)A!l)F))( )F)+Gl)F))!

=A@

!

不同共代谢底物对降解效果的影响

如图
+

所示&研究发现分别单独加入葡萄糖,苯

甲酸,水杨酸
!

种底物后&对菌株
5bN+H

降解阿魏

酸几乎没有任何明显影响&和对照组相似&基本上都

能够在
(A<3/

内完成阿魏酸的降解&这说明菌株

5bN+H

在降解阿魏酸的同时&可以分别共代谢葡

萄糖,苯甲酸,水杨酸
!

种底物'然而&在单独加入

香草醛,香草酸和原儿茶酸
!

种底物后&在相同的时

间内&阿魏酸的残留率均明显高于对照以及单独添

加葡萄糖,苯甲酸和水杨酸
!

种底物的处理&这说明

分别单独添加香草醛,香草酸和原儿茶酸
!

种底物&

在一定程度抑制了菌株
5bN+H

对阿魏酸的降解'

图
?

!

不同共代谢底物对阿魏酸降解的影响

=AB

!

菌株
0S)?6

对阿魏酸的降解途径

前面的试验结果显示&菌株
5bN+H

既能够利

用香草醛,香草酸和原儿茶酸作为唯一碳源和能源&

但在共代谢过程中又会对阿魏酸的降解产生抑制作

用'众所周知&当往化学反应中添加反应产物时&会

产生抑制该反应的正向进行&因此&有理由推测共代

谢中抑制阿魏酸降解的原因&有一种可能是由于在

菌株
5bN+H

降解阿魏酸的过程中&产生了香草醛,

香草酸和原儿茶酸这
!

种中间代谢产物'为了验证

这个假设&试验分析了培养
*(7

后的样品中的成

分&并与标准样品对照&通过保留时间进行定性分

析&结果见图
A

&发现培养
*(7

后的样品中除了尚未

降解的阿魏酸之外&还存在香草醛,香草酸和原儿茶

酸这
!

种物质&而对照样品中只发现阿魏酸的存在&

这说明上述
!

种物质的确是阿魏酸在被菌株

5bN+H

降解过程中产生的中间代谢物质'

图
@

!

菌株
0S)?6

降解阿魏酸中间产物的高效液相色谱分析

文献报道微生物降解阿魏酸有
D

类途径(

**

)

&其

中之一是阿魏酸可以非氧化脱羧形成
+

乙烯基愈

创木酚&然后可形成香草醛&氧化后形成香草酸'茄

病链孢(

*(

)

,宛氏拟青霉(

*!

)和凝结芽孢杆菌(

*+

)就是

通过这条路径降解阿魏酸的'产生的香草酸会继续

降解&其降解途径又可分为
+

类&其中一类降解方式

是香草酸脱甲基后形成原儿茶酸&然后原儿茶酸通过

苯环裂解最终分解为水和二氧化碳'假单胞菌菌株

KR*GG

(

*A

)

,恶臭假单胞菌(

*"

)和一些放线菌(

*D

)就能通

过该途径降解香草酸'综上所述&综合各种降解阿魏

酸的路径&再结合试验结果&推断菌株
5bN+H

是通过

非氧化脱羧形成香草醛&再氧化形成香草酸&脱甲基

后形成原儿茶酸&最后原儿茶酸苯环裂解后分解为水

和二氧化碳&最终实现阿魏酸的降解'

>

!

结论

*

$从连作土壤中分离得到
*

株高效降解阿魏酸

的细菌&命名为
5bN+H

&鉴定为葡萄球菌属细菌'

该菌可以利用阿魏酸作为唯一碳源和能源&摇瓶培

养
D(7

&

GGFGDZ

的阿魏酸可被降解'

(

$菌株
5bN+H

对阿魏酸的降解符合一级动力

)**
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学模型&反应的活化能
$

0

为
*GF@@X,

"

<$%

&降解方

程常数
4

)

为
!F("e*)

f+

'

!

$菌株
5bN+H

能够利用葡萄糖,香草酸,香草

醛,原儿茶酸,苯甲酸和水杨酸在内的
"

种底物作为

唯一碳源&底物来源具有一定程度的广谱性'在

*))<

=

"

P

阿魏酸存在的情况下&香草醛,香草酸和

原儿茶酸
!

种共代谢底物对菌株
5bN+H

有抑制作

用'

+

$菌株
5bN+H

对阿魏酸可能的降解途径是通

过非氧化脱羧形成香草醛&再氧化形成香草酸&脱甲

基后形成原儿茶酸&最后原儿茶酸苯环裂解后分解

为水和二氧化碳&最终实现阿魏酸的降解'
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