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硝基苯高效降解菌群对硝基苯好氧降解
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摘要椇硝基苯为环境有毒有害物质棳好氧条件下硝基苯的生物降解主要通过部分还原途径棶
吡啶甲酸作为副产物出现在硝基苯的部分还原途径中棳生物毒性大棳阻碍了硝基苯的降解棶本
实验分离出棾株在好氧条件下以硝基苯为惟一碳暍氮暍能源的菌株棳分别鉴定为

棬微白黄链霉菌棭暍 棬胶红酵母棭和 棬藤
黄微球菌棭棳并借助其完整细胞考查了由上述棾株菌混合而成的菌群对硝基苯的好氧降解棶结
果表明椇硝基苯经部分还原生成棽灢氨基酚棳棽灢氨基酚再进一步开环降解棶在棽灢氨基酚开环过程
中棳有吡啶甲酸生成棳吡啶甲酸被矿化成二氧化碳和水棶
关键词椇硝基苯椈好氧降解椈动力学
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棸 引  言
硝基苯广泛应用于医药暍染料暍塑料以及炸药

的生产中棶随着化工工业的发展棳对硝基苯的需求
呈明显上升趋势棳因此进入环境的量也会增多椲棻椵棶
自然界原来并不存在利用硝基苯的微生物资源棳
经过长期演化棳微生物通过产生诱导酶来利用硝
基苯作为碳源暍氮源或能源棳进行生长暍繁殖棳从而
使硝基苯得以降解或转化棶大量研究表明在好氧
条件下硝基苯的降解分为两种途径椇氧化途径和
部分还原途径棶在氧化途径中棳硝基苯在双加氧酶
的催化下生成邻苯二酚棳开环氧化棳并伴有 斘斚棴棽
的释放椲棽暍棾椵棶在部分还原途径中硝基苯还原成为
羟基苯胺棳羟基苯胺重排生成棽灢氨基酚棳棽灢氨基酚
开环生成棽灢氨基粘康酸棳棽灢氨基粘康酸再进一步
降解暍矿化棳斘斎棲棿 被释放椲棿暙棻棻椵棶同时棳由于棽灢氨基
粘康酸不稳定棳一部分发生分子内缩合反应棳失去
一分子水生成非酶催化的副产物吡啶甲酸棳吡啶
甲酸不能够被硝基苯降解细菌进一步利用棳其生
成阻碍了硝基苯的降解椲棾椵棶

本文分离筛选出棾株在好氧条件下以硝基苯
为惟一碳暍氮暍能源的菌株棳并借助其完整细胞考
查由上述棾株菌混合而成的菌群对硝基苯的好氧
降解棶

棻 材料与方法
棻棶棻 菌株分离与鉴定

以某染料厂的活性污泥为菌源棳在含棽棸棸
旐旂暏斕棴棻的硝基苯惟一碳暍氮暍能源液体培养基
中椲棻棽椵棳棾棸曟暍棻椄棸旘暏旐旈旑棴棻暍旔斎椃棶棸下富集筛选棳
得到以硝基苯为惟一碳暍氮暍能源的菌液棳然后在
固体培养基上分离纯化棳得到降解硝基苯的棾株
高效纯菌株棶菌株鉴定由中国科学院微生物研究
所菌种保藏中心完成棶
棻棶棽 菌群在硝基苯上的生长

菌群在含棽棸棸旐旂暏斕棴棻的硝基苯惟一碳暍氮暍
能源液体培养基中棳棾棸曟暍棻椄棸旘暏旐旈旑棴棻暍旔斎椃棶棸
下培养棶定期取样棳测定细胞浓度暍硝基苯浓度暍
斣斚斆含量暍斘斚棴棽 和斘斎棲棿 浓度棶
棻棶棾 完整细胞的制备

菌群在含棽棸棸旐旂暏斕棴棻的硝基苯惟一碳暍氮暍
能源液体培养基中棳棾棸曟暍棻椄棸旘暏旐旈旑棴棻暍旔斎椃棶棸
下培养至对数增长期棶在棻棽棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻暍棿曟下
离心菌液棽棸旐旈旑棳收集细胞棳用磷酸盐缓冲液
棬棸棶棸棽旐旓旍暏斕棴棻棳旔斎椃棶棸棭洗涤棽次棳悬浮在相同缓
冲溶液中棳细胞浓度以 椂椂棸表示棬 椂椂棸椊棸棶棽棭棶
棻棶棿 完整细胞对硝基苯的厌氧转化

反应体系椇磷酸盐缓冲液棬棸棶棸棽旐旓旍暏斕棴棻棳



旔斎椃棶棸棭棳完整细胞棬 椂椂棸椊棸棶棽棭棳硝基苯棬棻棸棸
旐旂暏斕棴棻棭棳厌氧培养棳无菌操作棶以等量无完整细
胞悬液作对照棶棾个平行样棶
棻棶椀 完整细胞对底物的好氧降解

反应体系椇磷酸盐缓冲液棬棸棶棸棽旐旓旍暏斕棴棻棳
旔斎椃棶棸棭棳完整细胞棬 椂椂棸椊棸棶棽棭棳底物棬棻棸棸
旐旂暏斕棴棻棭棳棾棸曟棳棻椄棸旘暏旐旈旑棴棻棳摇床培养棳无菌
操作棶以等量灭菌完整细胞棬棻棽棸曟棳棽棸旐旈旑棭悬液
作生物吸附对照棳以等量无完整细胞悬液作底物
自氧化对照棶棾个平行样棶
棻棶椂 棽灢氨基酚降解过程中的中间产物制备

反应体系椇超纯水棬旔斎椃棶棸棭棳完整细胞
棬 椂椂棸椊棸棶棽棭棳棽灢氨基酚棬棻棸棸旐旂暏斕棴棻棭棳棾棸曟棳
棻椄棸旘暏 旐旈旑棴棻棳摇 床 棿旇棳无 菌 操 作棶棻棽棸棸棸
旘暏旐旈旑棴棻暍棿曟下将反应体系离心棽棸旐旈旑棳收集上
清液棳棸棶棽棽毺旐膜过滤棾次棳斖旈旍旍旈旔旓旘斿超滤器超
滤棳斎斿旚旓斖斸旞旈斈旘旟斕旟旓冷冻浓缩棶
棻棶椃 完整细胞对硝基苯暍棽灢氨基酚暍吡啶甲酸的

降解速率
采用初速度法棶反应体系椇磷酸盐缓冲液

棬棸棶棸棽旐旓旍暏斕棴棻棳旔斎椃棶棸棭棳完整细胞棬 椂椂棸椊
棸棶棽棭棳不同初始浓度的底物棬硝基苯暍棽灢氨基酚暍吡
啶甲酸暍椂灢羟基吡啶甲酸棭棳棾棸曟棳棻椄棸旘暏旐旈旑棴棻棳
摇床棾棸旐旈旑棳计算底物降解速率棶棾个平行样棶
棻棶椄 分析方法

菌体生长通过斒斄斢斆斚斨灢椀椂棸紫外灢可见分光
光度计进行测定棳由椂椂棸旑旐 下测定的吸光度
棬 椂椂棸棭表示棶硝基苯暍斘斎棲棿 暍斘斚棴棽 分析方法见文献
椲棻棾暍棻棿椵棶中间产物的相对分子质量由斎斿旝旍斿旚旚灢
斝斸斻旊旝斸旘斾棻棻棸棸型斕斆灢斖斆确定棶流动相为椆棸棩水
棬含棻棩乙酸棭灢棻棸棩甲醇棳流速棸棶棽旐斕暏旐旈旑棴棻椈质
谱条件椇离子源为斄斝斏灢斉斢模式棳分别采用正暍负离
子模式检测棶溶液总有机碳棬斣斚斆棭分析采用
斣斚斆灢椀棸棸棸分析仪棬斢旇旈旐斸斾旡旛棳日本棭棶
棽 结果与讨论
棽棶棻 菌种鉴定

鉴定结果显示棾株菌分别为
棬微 白 黄 链 霉 菌棭暍
棬胶红酵母棭暍 棬藤

黄微球菌棭棶

棽棶棽 菌群的生长与硝基苯的降解
在以硝基苯为惟一碳暍氮暍能源的液体培养基

中棳随着菌群的生长棳椂棸旇内硝基苯完全降解棬图
棻棭棳硝基苯在紫外光区棽椂椄旑旐处的特征峰消失
棬图棽棭棶通过离子色谱分析仪和化学分析手段检
测到少量的斘斎棲棿 棳没有发现斘斚棴棽 棶

图棻 菌群在液体培养基中的生长以及硝基
苯的降解

斊旈旂棶棻 斍旘旓旝旚旇旓旀旐旈旞旚旛旘斿旓旀斺斸斻旚斿旘旈旛旐旓旑旍旈旕旛旈斾
旐斿斾旈旛旐斸旑斾旚旇斿斾斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑旓旀旑旈旚旘旓斺斿旑旡斿旑斿

图棽 硝基苯降解过程中的紫外光谱
斊旈旂棶棽 斦斨旙旔斿斻旚旘斸斾旛旘旈旑旂斾斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑旓旀旑旈旚旘旓斺斿旑旡斿旑斿
硝基苯的部分还原途径是以斘斎棲棿 的释放为

特点棳氧化途径是以斘斚棴棽 的释放为特点棶在菌群
对硝基苯的降解过程中棳斘斎棲棿 被检测出来棳没有
发现 斘斚棴棽 棶表 棻 比较了菌群和

斒斢棿椀棬部分还原途径棭对不同底
物 的 利 用棳结 果 表 明 菌 群 与

斒斢棿椀棬简称斒斢棿椀棭都利用棽灢氨
基酚棳不同的是菌群还利用吡啶甲酸棶为了进一步
研究菌群对硝基苯的好氧降解棳本文采用完整细
胞考查了硝基苯的降解机理棶

表棻 菌群和斒斢棿椀对不同碳源利用的比较
斣斸斺灡棻 斆旓旐旔斸旘旈旙旓旑旓旀旙旛斺旙旚旘斸旚斿旙旛旚旈旍旈旡斸旚旈旓旑斺斿旚旝斿斿旑斒斢棿椀斸旑斾旚旇斿旐旈旞斿斾旙旚旘斸旈旑旙
苯胺 苯酚 邻苯二酚 棽灢氨基酚 棾灢氨基酚 棿灢氨基酚 吡啶甲酸

斒斢棿椀 棴 棴 棴 棲 棴 棴 棴
菌群 棴 棴 棴 棲 棴 棴 棲

      注椇棲利用椈棴 不利用
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棽棶棾 完整细胞对底物的降解
棽棶棾棶棻 硝基苯的厌氧转化  在硝基苯的部分还
原途径中棳第一步反应为硝基还原酶催化的部分
还原反应棳硝基还原酶在好氧和厌氧条件下均具
有活性棶在厌氧条件下硝基苯仅转化为棽灢氨基
酚棳这是由于双加氧酶在厌氧条件下失活不能催
化棽灢氨基酚的开环反应棶因此本文在厌氧条件下
考查了菌群完整细胞对硝基苯的转化棶图棾显示
棸旇时棳硝基苯在棽椂椄旑旐 处有明显的特征吸收
峰椈棽旇时棳硝基苯特征吸收峰消失棳棽椄棾旑旐处出
现新的特征吸收峰棶斕斆显示硝基苯厌氧转化的
产物为单一产物棳通过与标准物质比较停留时间棳
并结合降解规律棳该物质确定为棽灢氨基酚棶因此
推测在菌群对硝基苯的降解过程中棳第一步反应
为硝基的部分还原反应棳棽灢氨基酚为还原产物棶

图棾 完整细胞对硝基苯的厌氧转化
斊旈旂棶棾 斄旑斸斿旘旓斺旈斻旚旘斸旑旙旀旓旘旐斸旚旈旓旑旓旀旑旈旚旘旓斺斿旑旡斿旑斿斺旟

旚旇斿旘斿旙旚旈旑旂斻斿旍旍旙
棽棶棾棶棽 棽灢氨基酚的好氧降解  图棿显示了菌群
完整细胞对棽灢氨基酚的好氧降解棶棸旇时棳棽灢氨基
酚在棽椄棾旑旐处有明显的特征吸收峰棶降解进行
到棻旇棳棽灢氨基酚特征吸收峰减弱棳同时在棽椂椀旑旐
处出现吸收峰椈棽旇时棳棽灢氨基酚特征吸收峰消失棳
棽椂椀旑旐处出现明显的特征吸收峰椈降解进行到椂
旇棳棽椂椀旑旐处的吸收峰消失棶

图棿 完整细胞对棽灢氨基酚的好氧降解
斊旈旂棶棿 斄斿旘旓斺旈斻斾斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑旓旀棽灢斸旐旈旑旓旔旇斿旑旓旍

斺旟旚旇斿旘斿旙旚旈旑旂斻斿旍旍旙

棽棶棾棶棾 中间产物棬 棽椂椀棭的确定 硝基苯的部分还
原途径也称棽灢氨基酚途径棳这是由于棽灢氨基酚为途
径中的中间产物棳棽灢氨基酚氧化开环生成棽灢氨基粘
康酸棳棽灢氨基粘康酸再彻底降解暍脱氨棳同时由于棽灢
氨基粘康酸不稳定棳一部分发生分子内缩合反应棳
生成不能降解的副产物吡啶甲酸棬棽椂椀棭棶这一降解
模式在许多菌体中发现棶同样在硝基芳香类化合物
的部分还原途径中棳棽灢氨基酚类化合物为中间产
物棳氧化开环生成棽灢氨基粘康酸类化合物棳棽灢氨基
粘康酸类化合物再进一步降解暍脱氨棳同时由于棽灢
氨基粘康酸类化合物不稳定棳一部分发生分子内缩
合反应棳吡啶甲酸类化合物作为不能降解的副产物
生成椲椆椵棶本文中棳在棽灢氨基酚的降解过程中棳有最大
吸收波长为棽椂椀旑旐的产物棬棽椂椀棭生成棶

图椀显示了该物质的斕斆灢斖斢图棶斕斆图中出
现一个单峰棳保留时间为棻棶椃棸棿旐旈旑棳对应于该保
留时间的质谱图显示椇棷 椊棻棽棿棶棽对应于椲灢
斎椵棲棳棷 椊棻棽棽棶棽对应于椲灢斎椵棴棳因此该物质
的分子量推测为棻棽棾棶棽椈通过与标准物质比较停
   

棬斸棭液相色谱

棬斺棭质谱
图椀 棽灢氨基酚好氧降解过程中中间产物的

液相色谱灢质谱图
斊旈旂棶椀 斕斆灢斖斢旙旔斿斻旚旘斸旓旀旚旇斿旐旈斾斾旍斿旔旘旓斾旛斻旚斾旛旘旈旑旂

旚旇斿斸斿旘旓斺旈斻斾斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑旓旀棽灢斸旐旈旑旓旔旇斿旑旓旍
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留时间棳该物质被确定为吡啶甲酸棶斣斚斆含量分
析显示椂旇时斣斚斆去除率为椆椆棶棽椃棩棳斘斎棲棿 同
时被检测出来棶结果表明在菌群完整细胞对棽灢氨
基酚的降解过程中棳棽灢氨基酚开环降解并脱氨棳最
终矿化为无害的二氧化碳和水棳同时棳副产物吡啶
甲酸也被矿化棶本文中棽灢氨基酚的降解途径以及
吡啶甲酸的形成机制需要进一步研究棳然而与以
往文献不同的是棳菌群能够降解吡啶甲酸棶
棽棶棾棶棿 吡啶甲酸的好氧降解  在磷酸盐缓冲液
棬棸棶棸棽旐旓旍棷斕棳旔斎椃棶棸棭中棳吡啶甲酸初始浓度为
棻棸棸旐旂棷斕棳棿旇内吡啶甲酸在紫外光区棽椂椀旑旐处
的特征吸收峰消失棬图椂棭椈斣斚斆含量分析显示棿旇
时棳斣斚斆去除率为椆棽棶棻椃棩棳吡啶甲酸最终矿化
为无害的二氧化碳和水棶

图椂 完整细胞对吡啶甲酸的好氧降解
斊旈旂棶椂 斄斿旘旓斺旈斻斾斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑旓旀旔旈斻旓旍旈旑旈斻斸斻旈斾斺旟旚旇斿

旘斿旙旚旈旑旂斻斿旍旍旙
棽棶棿 完整细胞对硝基苯暍棽灢氨基酚暍吡啶甲酸的

降解动力学

将硝基苯暍棽灢氨基酚暍吡啶甲酸作为菌群完整
细胞的降解底物棶完整细胞对底物的降解可以看
做是相应酶对底物的降解过程棳采用单底物酶催
化反应动力学模型棳根据 斖旈斻旇斸斿旍旈旙灢斖斿旑旚斿旑方程
将不同浓度下的底物降解速率对底物浓度作双倒

数图椲棻椀椵棬图椃棭棶

图椃 完整细胞对硝基苯暍棽灢氨基酚和
吡啶甲酸的降解动力学

斊旈旂棶椃 斈斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑旊旈旑斿旚旈斻旙旓旀旑旈旚旘旓斺斿旑旡斿旑斿棳
棽灢斸旐旈旑旓旔旇斿旑旓旍斸旑斾旔旈斻旓旍旈旑旈斻斸斻旈斾斺旟
旘斿旙旚旈旑旂斻斿旍旍旙

从图椃中得出 旐棬硝基苯棭椊棽棿椂棶椀椃旐旂棷斕棳
旐斸旞棬硝基苯棭椊棽棶椃棸旐旂棷棬斕暏旐旈旑棭椈 旐棬棽灢氨基
酚棭椊棽椄棻棶椀椄旐旂棷斕棳旐斸旞棬棽灢氨基酚棭椊棾棶棻椄旐旂棷
棬斕暏旐旈旑棭椈 旐棬吡啶甲酸棭椊棿棾棾棶棿棻旐旂棷斕棳旐斸旞
棬吡啶甲酸棭椊棾棶棿椆旐旂棷棬斕暏旐旈旑棭棶表明菌群对硝
基苯暍棽灢氨基酚降解酶的亲和力高于吡啶甲酸棶

硝基苯的好氧生物降解主要通过两种途径椇
氧化途径和部分还原途径棳其中部分还原途径更
为常见椲棻椂椵棶这是由于硝基的吸电子效应造成苯环
上电子云密度下降棳阻碍了氧化酶的亲电进攻棳更
易发生还原反应棶在斢旔斸旈旑等研究的棻椀椀株硝基
苯降解菌中棳棻椀棿株通过部分还原途径降解硝基
苯棳棻株通过氧化途径降解硝基苯棶王竞等研究的

棶斒斬棻椂椀对硝基苯的好氧降解也
为部分还原途径椲棻椃椵棶在硝基苯的部分还原途径
中棳吡啶甲酸作为非酶催化的副产物出现棶吡啶甲
酸具有生物毒性棳不能被硝基苯降解菌进一步利
用棳其生成阻碍了硝基苯的好氧降解棶本文中菌群
对硝基苯的好氧降解与以往文献报道的部分还原

途径相似棳不同的是该菌群可降解吡啶甲酸棳这一
新的代谢特性可能解决硝基苯好氧生物降解中的

瓶颈同时有助于发现新的酶系棶
棾 结  论

棬棻棭在菌群对硝基苯的降解过程中棳第一步反
应为硝基苯经部分还原生成棽灢氨基酚棳棽灢氨基酚
再进一步开环降解棳在棽灢氨基酚的降解过程中棳
有中间产物吡啶甲酸生成棶

棬棽棭不同于以往报道棳本实验中菌群可以矿化
吡啶甲酸棶
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旙旚旛斾旈斿斾棶斘旈旚旘旓斺斿旑旡斿旑斿旝斸旙旔斸旘旚旈斸旍旍旟旘斿斾旛斻斿斾旚旓棽灢斸旐旈旑旓旔旇斿旑旓旍斸旑斾棽灢斸旐旈旑旓旔旇斿旑旓旍旝斸旙斻旍斿斸旜斿斾斸旑斾
斾斿旂旘斸斾斿斾棶斈旛旘旈旑旂旚旇斿斾斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑旓旀棽灢斸旐旈旑旓旔旇斿旑旓旍棳旔旈斻旓旍旈旑旈斻斸斻旈斾旝斸旙旀旓旘旐斿斾斸旑斾旝斸旙旐旈旑斿旘斸旍旈旡斿斾旚旓
斆斚棽斸旑斾斎棽斚旚旓斾斿旂旘斸斾斿旔旈斻旓旍旈旑旈斻斸斻旈斾棶
斔斿旟旝旓旘斾旙椇旑旈旚旘旓斺斿旑旡斿旑斿椈斸斿旘旓斺旈斻斾斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑椈旊旈旑斿旚旈斻旙
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