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苯酚降解菌株GXY-1分离鉴定、降解及其粗酶特性研究
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摘要:从处理石化废水的活性污泥样品中分离得到一株能以苯酚为唯一碳源生长的菌株

GXY-1.通过形态特征、生理生化及16SrDNA序列分析,初步鉴定菌株GXY-1属于布鲁氏

杆菌属 (Brucellasp.).实验结果表明,菌株 GXY-1对土霉素和四环素不敏感,其降解苯酚

的最佳条件为温度30℃,pH7.0.在最佳条件下,GXY-1对600mg/L苯酚的降解率在60h
时达99%以上.同时GXY-1还可以利用苯胺、萘、氯苯等芳香化合物为唯一碳源生长.测定

了降解途径中相关酶的活性,表明菌株GXY-1是通过邻苯二酚1,2双加氧酶催化开环来降

解苯酚.该菌株粗酶的最适反应pH为7.8,最适反应温度为40℃.
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0 引 言

工业的不断发展造成了大量有毒污染废水的

排放,苯酚作为工业生产原料或中间体,是工业排

放废水中的主要有害污染物.含酚废水主要来源

于制药、炼焦、石油精炼、塑料等行业[1].苯酚对水

生生物具有很强的毒害作用,危害人类的神经,已
被美国环保署列入优先控制污染物和65种有毒

污染物的黑名单中[2].
处理含酚废水的方法很多,其中生物降解法

是一种经济有效且无二次污染的方法,许多学者

在这方面进行了大量研究.近年来从酚污染的环

境中分离到多种降解苯酚的微生物菌种,主要包

括蜡状芽孢杆菌属(Bacilluscereus)、醋酸钙不动

杆菌(Acinetobactercalcoaceticus)、恶臭假单胞菌

(Pseudomonasputida)[3~5]等.
本文从中石化大连石油分公司污水处理站的

活性污泥中分离筛选到一株高效苯酚降解菌,对
其进行16SrDNA的系统发育分析,考察其降解

特性,并初步分析该菌株降解苯酚的粗酶特性,以
期找到对酚类处理效果好的优势菌株,并为深入

开发该菌用于污水处理奠定基础.

1 实验材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 菌种来源 样品为中石化大连石油分公

司污水处理站的活性污泥.
1.1.2 培养基 

(1)无 机 盐 培 养 基(g/L):(NH4)2SO42,

KH2PO42,Na2HPO41.3,FeCl30.00025;去离

子水1000mL;按实际需要加入相应浓度的苯酚

和其他碳源.
(2)LB培养基(g/L):牛肉膏5,蛋白胨10,

氯化钠10;去离子水1000mL.pH7.0.固体培

养基另加入20g/L琼脂.
(3)分离纯化培养基:无机盐培养基中加入

20g/L琼脂.
1.2 实验方法

1.2.1 苯酚降解菌的富集、分离与纯化 污泥样

品按10%的接入量接种于含有200mg/L苯酚的

无机盐培养基中,摇床150r/min,30℃培养.培
养基混浊后,以10%接入量接种于培养基中,以
梯度压力式驯化法驯化,苯酚浓度梯度为400、

500、600mg/L,总驯化时间为3个月.当苯酚浓

     



度增加到600mg/L时,进行平板涂布,将平皿放

于30℃恒温培养箱中培养72h,挑取单菌落,转
接入液体无机盐培养基中,经反复涂布,最后筛选

出一株以苯酚为唯一碳源生长的菌株.
1.2.2 细菌总DNA的提取 细菌总DNA采用

溶菌酶-SDS-蛋白酶 K的方法进行提取,并用乙

醇沉淀进行纯化[6].
1.2.3 16SrDNA基因扩增、序列测定及同源性

比较 用于扩增反应的引物为一对通用引物.上
游 引 物 为 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3',下游引物为5'-TACCTTGTTACGACTT-3',
扩增片段长度约为1500bp.PCR反应体系总体

积为25μL,包括:超纯水16.2μL,10×Buffer
2.5μL,引物(25pmol/μL)各1μL,Ex-taq(5U/

μL)0.3μL.将总DNA进行稀释,取2μL作模

板加入反应体系中.PCR反应条件为94℃预变

性5min,经过30个循环,其中98℃变性20s,55
℃退火40s,72℃延伸1.5min,30个循环后,再
在72℃延伸7min.取PCR产物1μL进行1%
琼脂糖凝胶电泳,EB染色后紫外检测.用琼脂糖

凝胶纯化试剂盒(宝生物工程(大连)有限公司

TaKaRa)切胶回收PCR产物,将PCR产物克隆

到pGEM-T载体上,转化大肠杆菌感受态细胞.
16SrDNA的测序工作由宝生物工程(大连)有限

公司完成.
1.2.4 系统发育分析 将测序结果用BLAST
软件与GenBank中16SrDNA基因序列进行同

源性比较.从GenBank中得到相关菌株的序列,
与本文所测得序列一起输入ClustalX1.8程序进

行DNA同源序列排列,以邻接法构建进化树并

进行系统发育分析.
1.2.5 细菌浓度及苯酚含量的测定 菌体生物

量和苯酚含量通过JASCOUV-560紫外-可见分

光光度计进行测定.其中菌体生物量用在660nm
下测定的吸光度值(OD660)表示.

苯酚含量以在其最大特征吸收峰269nm下

测定的吸光度值(A269)表示,苯酚降解率η由下

式计算:

η=
A0-At

A0
×100%

其中A0 为0时刻苯酚的吸光度;At 为t时刻苯

酚的吸光度.

1.2.6 抗生素敏感实验 为考察菌株对抗生素

的敏感性,将常用的6种抗生素:氨苄青霉素、氯
霉素、卡那霉素、链霉素、四环素、土霉素分别加到

固体LB培养基中,30℃培养48h,观察菌落生

长情况,以不加任何抗生素的实验组为对照.
1.2.7 生长与降解实验 在无机盐培养基中,加
入600mg/L苯酚,分别考察不同pH、温度、接种

量以及摇床转速对苯酚降解以及菌株生长的影

响.
在无机盐培养基中,加入600mg/L苯酚,在

其最佳降解条件下,定时取样测定菌体生长量和

苯酚降解情况.
1.2.8 细 胞 粗 酶 液 的 制 备 将菌液在8000
r/min离心10min收集菌体,以50mmol/L的

Tris-HCl缓冲溶液 (pH8.0)洗涤3次,置于0℃
的冰-水混合水浴中,用CPX750(USA)超声波

破碎仪破碎细胞.22000r/min离心30min,收集

上清液,上清液即为粗酶液.
1.2.9 酶活力测定 酶活力A 的单位(U)定义

为反应条件下每分钟催化生成1μmol产物所需

的酶量.邻苯二酚1,2双加氧酶(C12O)活力以

在单位时间内反应产物粘康酸在260nm处的光

吸收值测定.邻苯二酚2,3加氧酶(C23O)活力

以单位时间反应生成的2-羟基粘康酸半醛在375
nm处的光吸收值测定[7].粘康酸的摩尔消光系

数ε=16mmol-1·L·cm-1,2-羟基己二烯半醛

酸的摩尔消光系数ε=12mmol-1·L·cm-1.蛋
白浓度测定采用Bradford法[8].

2 结果与讨论

2.1 菌种的分离与鉴定

从污泥样品中分离到一株能以苯酚为唯一碳

源生长的菌株 GXY-1.该菌株菌落呈乳白色,圆
形,隆起,表面湿润、光滑.革兰氏染色为阴性,不
形成芽孢和荚膜,杆状,细菌专性需氧,最适生长

温度37℃,最适pH6.6~7.4.SEM 照片如图1
所示.该菌株16SrDNA基因序列与布鲁氏芽孢

杆菌(Brucellasp.CGL-1)的16SrDNA同源性

为99%,综合其形态特征、生理生化及16SrDNA
序列分析,鉴定该菌为布鲁氏芽孢杆菌,命名为

GXY-1菌株(Brucellasp.GXY-1).
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图1 GXY-1菌株的扫描电镜照片

Fig.1 SEMofGXY-1

2.2 菌株GXY-1的系统发育分析

菌株GXY-1的16SrDNA基因序列已登录

GenBank,登录号为EF514908.将得到的序列通

过BLAST软件与 GenBank核酸序列库中的序

列进行局部同源性比较(BLASTn),结果表明

GXY-1菌株与Brucellasp.的16SrDNA序列有

较高的同源性,其中与 Brucellasp.CGL-1有

99%的同源性.参考 GXY-1菌株16SrDNA 在

GenBank的比较结果,利用ClustalX1.8软件构

建系统发育树(见图2).结合表观特征和生理生

化,确定菌株GXY-1属于变形菌门,α变形菌纲,

根瘤菌目,布鲁氏菌科,布鲁氏菌属.

Ochrobactrumanthropi(AJ867292)

OchrobactrumanthropistrainT1(DQ112028)

Ochrobactrumcytisi(AM411068)

Brucellaovis(L26168)

Brucellapinnipediae(AM158981)

Brucellasp.GYX-1(EF514908)

Brucellasp.CGL-1(DQ305288)

Rhizobiumsp.WSM749(AF325772)

Sinorhizobiumsp.L3897B(AF364848)

Mesorhizobiumsp.NH-14(AB196496)

Mesorhizobiumsp.Lo7-12(AF410897)

Phyllobacteriumsp.DSM17640(DQ431466)

Phyllobacteriumsp.STM370(AJ968698)

 

图2 GXY-1菌株16SrDNA系统发育树

Fig.2 16SrDNAphylogenetictreeofGXY-1

2.3 菌株GXY-1的抗性实验

菌株GXY-1对常见抗生素的敏感性如表1
所示.GXY-1对链霉素、氨苄青霉素、卡那霉素和

氯霉素都极为敏感,对四环素和土霉素在工作浓

度下均有抗性.

表1 菌株GXY-1抗性实验

Tab.1 ExperimentsofGXY-1resistancetoantibiotics

抗生素
储存浓度/
(mg·mL-1)

工作浓度/
(μg·mL-1)

实验结果

链霉素 10(水) 50 -

四环素 5(乙醇) 50 +

土霉素 5(乙醇) 100 +

氨苄青霉素 50(水) 100 -

卡那霉素 10(水) 50 -

氯霉素 34(乙醇) 170 -

注:+有抗性;-无抗性

2.4 环境条件对菌株GXY-1生长及苯酚降解的

影响

图3分别显示了pH、温度、接种量和摇床转

速对菌株生长及苯酚降解的影响.由图可见,菌株

GXY-1降解苯酚的最佳条件为pH7.0,温度

30℃,接种量10%,摇床转速150r/min.

2.5 菌株GXY-1生长降解曲线

图4显示了在最佳条件下菌体生长和苯酚降

解曲线(图中ρ 为苯酚浓度).如图所示,菌株

GXY-1生长经过12h停滞期后进入对数生长

期,42h以后菌株处于稳定生长期.由降解曲线

可以看出,苯酚的降解主要发生在对数生长期.

600mg/L的苯酚在60h时降解率可以达到99%
以上.生长曲线的测定对菌株的培养及生长特性

提供了参考.
近几年的苯酚降解研究中分离出大量的苯酚

降解菌.唐赟等[9]分离出的嗜热菌BF80降解6

mmol/L(约为564mg/L)的苯酚需要120h;章杰

等[10]分离出的苯酚降解菌JF-2降解600mg/L
的苯酚需要13d;刘广金等[11]分离出的一株假单

胞菌(Pseudomonassp.)降解500mg/L的苯酚

需要60h.菌株GXY-1降解能力明显高于上述诸

多已分离出的苯酚降解菌株.
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图3 pH、温度、接种量和摇床转速对GXY-1生长及苯酚降解的影响

Fig.3 EffectsofpH,temperature,inoculumandrotatingrateongrowthofGXY-1andphenoldegradation

图4 菌株GXY-1生长和苯酚降解曲线

Fig.4 ThecurvesofGXY-1growthandphenoldegradation

2.6 底物广谱性实验

为测定菌株GXY-1对其他难降解有机物的

降解情况,将该菌株接种于浓度分别为50、100
mg/L的苯胺、儿茶酚、苯甲酸等培养基溶液中,
并测定48h时菌株对它们的降解率,实验采用菌

体的接种量为10%.实验结果如表2所示,菌株

GXY-1除了可以利用苯酚作为碳源生长以外,还
可以利用苯胺、氯苯、儿茶酚等8种芳香化合物为

唯一碳源生长.因此,可以推测菌株GXY-1具有

多样的降解酶系,不仅可以催化单环芳香化合物

的降解,也可催化稠环芳香化合物的降解.菌株

GXY-1可以作为研究芳烃降解酶的良好微生物

资源,以便开发出高效微生物酶剂.

表2 菌株GXY-1对不同底物的降解率

Tab.2 Degradationratioofdifferentsubstrates
byGXY-1 %

有机物
ρ/(mg·L-1)

50 100
苯胺 95.44 92.12

儿茶酚 97.78 93.45
苯甲酸 96.43 92.36
氯苯 87.34 75.23
甲苯 76.34 67.89
萘 56.45 43.21
菲 48.98 40.64

联苯 65.23 56.26
4-氯儿茶酚 0 0

2.7 菌株GXY-1邻苯二酚双加氧酶的测定

苯酚的好氧微生物降解首先在羟化酶的作用

下生成邻苯二酚,再由邻苯二酚1,2-双加氧酶或

邻苯二酚2,3-双加氧酶作用,经邻位或间位途径

开环裂解,最后形成三羧酸循环中间物.不同的微

生物降解苯酚的机制不同,有些菌株通过邻位或
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间位途径开环裂解,也有些菌株同时具备这两种

途径[12].实验检测了菌株GXY-1的粗酶活性,表

3结果显示GXY-1具有邻苯二酚1,2-双加氧酶

酶活力,而不具有邻苯二酚2,3-双加氧酶酶活

力,因此推测该菌株是经邻位途径开环降解苯酚

的.同时,负责该反应的邻苯二酚1,2-双加氧酶

只有在底物存在时才能进行表达,属于诱导酶,这
与菌株Rhodococcussp.AN-22中C12O的情况

相反[13].而菌株在含有邻苯二酚的LB培养基中

生长时,仅有少量的活性被检测到,这可能是因为

GXY-1优先利用了培养基中的高营养组分,从而

被邻苯二酚诱导表达的C12O较少.

表3 不同基质GXY-1菌株的粗酶液中邻

苯二酚双加氧酶酶活力

Tab.3 Activitiesofcatecholoxygenasesofcrude
enzymemadefromcellsofGXY-1growing
ondifferentsubstrates

基质 底物

A/(U·mg-1)

邻苯二酚1,2
双加氧酶

邻苯二酚2,3
双加氧酶

苯酚+无机盐 邻苯二酚 4.80 0
LB 邻苯二酚 0.05 0
LB — 0 0

2.7.1 温度对酶活力的影响 用水浴加热,控制

反应温度20~70℃,将粗酶液与底物在不同温度

下反应,检测反应体系中邻苯二酚1,2双加氧酶的

酶活力.图5显示了温度对酶活力的影响.如图所

示,邻苯二酚1,2双加氧酶的酶活力在40℃达到

顶峰,随后随着温度的升高,降解酶活力逐渐降低.

图5 温度对C12O酶活力的影响

Fig.5 EffectoftemperatureonC12Oactivities

2.7.2 pH对酶活力的影响 在pH3.6~10.7
内配制不同缓冲溶液(醋酸-醋酸钠、磷酸缓冲液、
Tris-HCl及 Na2CO3-NaHCO3 缓冲液),设置不

同的pH环境,将粗酶液与底物在不同pH 缓冲

溶液中反应,检测反应体系中邻苯二酚1,2双加

氧酶的酶活力.图6显示了pH对酶活力的影响.
如图所示,邻苯二酚1,2双加氧酶的最适反应

pH为7.8,随后随着pH的升高邻苯二酚1,2双

加氧酶的酶活力下降.在pH5.8~9.4内,该酶

能保持50%以上的活力.

图6 pH对C12O酶活力的影响

Fig.6 EffectofpHonC12Oactivities

2.7.3 金属离子对酶活力的影响 在粗酶反应

最适温度和pH条件下,将粗酶与底物在含有不

同重金属离子的缓冲溶液中反应,检测反应体系

中邻苯二酚1,2双加氧酶的活性.表4显示了重

金属离子对酶活力的影响.在酶反应体系中加入

浓度为1mmol/L金属离子后,30℃测定酶活.
如表4所示,Fe3+、Ba2+、Mn2+、Ca2+、K+ 对酶

活力有不同程度的促进作用,其中作用最显著的

是Fe3+;Pb2+、Co2+、Hg2+、Ni2+、Mg2+对酶活力

有不同程度的抑制作用,Cu2+、Zn2+、Fe2+对酶活

力有较强的抑制作用,几乎没有酶活力.

表4 金属离子对C12O酶活力的影响

Tab.4 EffectofmetalionsonC12Oactivities

金属离子 Ar/% 金属离子 Ar/%
— 100 Co2+ 75.5
Fe3+ 179 Ni2+ 55.9
Ca2+ 141 Pb2+ 42.6
Mn2+ 135 Hg2+ 34.0
K+ 106 Cu2+ 0
Ba2+ 104 Zn2+ 0
Mg2+ 92.3 Fe2+ 0

3 结 论

(1)从污泥样品中分离得到一株能以苯酚为

唯一碳源生长的菌株GXY-1,初步鉴定该菌株属

于布鲁氏杆菌属(Brucellasp.GXY-1).
(2)该菌株降解苯酚的最佳条件为pH7.0,

温度30℃,转速150r/min,接种量10%;在此条

件下,对600mg/L苯酚的降解率在60h时可达
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99%以上.
(3)在以苯酚为唯一碳源生长的培养基中,检

测到了与苯酚降解相关的主要酶(邻苯二酚1,2双

加氧酶)的活性,表明该菌株通过邻苯二酚1,2双

加氧酶催化开环途径降解苯酚.邻苯二酚1,2双加

氧酶的粗酶反应最佳条件为pH7.8,温度40℃.
(4)金属离子的存在对酶活力有不同程度的影

响,Fe3+、Ba2+、Mn2+等对酶活力有促进作用,Cu2+、

Zn2+、Fe2+、Pb2+、Co2+等对酶活力有抑制作用.
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Researchonisolation,identificationofaphenol-degradingstrainGXY-1
andcharacteristicsofitsdegradationandcrudeenzyme

ZHOU Ji-ti*, GUAN Xiao-yan, QU Yuan-yuan, LI Ang, GOU Min, AI Fang-fang

(SchoolofEnvironmentalScienceandTechnology,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Astrainwhichcanutilizephenolassolecarbonsourceisisolatedfromactivatedsludgeof
petrochemicalwastewaterandidentified as Brucella sp.GXY-1 accordingto morphological,

physiologicalandbiochemicalcharacteristicsand16SrDNAsequenceanalysis.Theexperimental
resultssuggestthatthestraincantolerateoxytetracyclineandtetracycline.Theoptimumconditions
forthedegradationofphenolaretemperture30℃,pH7.0.Undertheoptimumconditions,GXY-1
candecomposeover99%ofphenol(600mg/L)within60h.GXY-1isabletodegradeotheraromatic
compounds,suchasaniline,naphthaleneandchlorobenzene.Determinationofenzymesactivitiesin
the degradation processindicates thatthe degradation of phenolis catalyzed by catechol
1,2-dioxygenase.TheoptimumconditionsfortheenzymaticreactionarepH7.8and40℃.

Keywords:phenol;biodegradation;Brucellasp.;catechol1,2-dioxygenase
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