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一株耐盐苯酚降解菌的分离、鉴定及特性研究
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摘要:从污水处理厂活性污泥中筛选到一株高效的耐盐苯酚降解菌,经形态观察及26S
rRNA序列分析鉴定为假丝酵母菌Candidasp.,命名为 W3.该菌株可以在1%~10% NaCl
环境中生长,并可以利用苯酚为唯一碳源和能源.苯酚降解的最优条件为pH=7.0,温度

30℃,NaCl质量分数5%.在NaCl质量分数为5%、苯酚浓度为1500mg/L时,12d苯酚的

降解率可达到99.8%.菌株可以在高盐条件下降解苯胺、水杨酸等多种芳香化合物,且对混

合酚具有一定的降解能力.对菌株的耐盐机理进行了初步研究,发现细胞内四氢嘧啶和甜菜

碱的含量随着盐浓度的增大而增加,表明 W3在高盐条件下以四氢嘧啶和甜菜碱作为主要的

渗透调节物质.
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0 引 言

苯酚及其衍生物对人和动植物的毒性很强,已
被列入环境优先控制污染物名单.含酚废水主要来

源于造纸、炼油、合成纤维、合成橡胶、农药等行业,

是工业排放废水中主要的污染物.在含酚废水的治

理中,利用微生物处理苯酚是一种既经济又无二次

污染的方法[1、2].近年来,从被酚类物质污染的环境

中已经分离得到多种降酚微生物菌株,如假单胞

菌 (Pseudomonassp.)、 醋 酸 钙 不 动 杆 菌

(Acinetobactercalcoaceticus)、根瘤菌(Rhizobium)、
真养产碱菌(Alcaligeneseutrophus)、藻类(alga,

Ochromonasdanica)等[3~5].最常见的酚降解菌是

假单胞菌和不动杆菌.但是我国工业特别是化工

行业所排放的含酚废水中常常含有很高浓度的盐

分[6].这种含高盐、难降解有机污染物工业含酚废

水的生物处理是一项非常迫切的任务.
本文考虑到工业含酚废水既含苯酚又含高盐

的实际情况,采用苯酚作为唯一碳源并加入一定

浓度的NaCl作为双重选择压力,通过逐步提高苯

酚浓度的驯化方法从污泥样品中筛选出一株能够

在高盐条件下利用苯酚作为唯一碳源和能源的菌

株 W3,对其进行形态观察及26SrRNA序列分

析,考察菌株 W3在高盐条件下的生长降解特性

及混酚降解能力,并对其耐盐机理进行初步探索.

1 材料与方法

1.1 培养基

实 验 采 用 无 机 盐 培 养 基,组 成 包 括

(NH4)2SO42g/L,KH2PO42g/L,Na2HPO4
1.3g/L,苯酚0.1g/L,NaCl50g/L.pH7.0左右.

1.2 菌株的分离

采用逐渐提高苯酚浓度的驯化方法,将污泥

样品按10%的接种量接种于含有100mg/L苯

酚、5% NaCl的 无 机 盐 培 养 基 中,30 ℃ 摇 床

150r/min,培养3d后,以10%接种量转至苯酚

浓度为300mg/L、含盐5%的无机盐培养基中,

继续培养.按此方式连续循环3次,直到苯酚浓度

达到1000mg/L,然后进行平板涂布,将培养皿

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,反复涂布.



1.3 菌株的鉴定及系统进化分析

1.3.1 菌株的形态 采用扫描电镜观察菌株

W3的形态,放大倍数为2000倍.
1.3.2 26SrRNA基因扩增、序列测定及同源性

比较  采 用 通 用 引 物 P1 (5'-
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3')、P2
(5'-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3')

对酵母细胞基因组进行PCR扩增.反应总体系为

20μL,其中ddH2O13.1μL,25nmol/L Mg2+

4μL,10mmol/L引物 NS1和 NS8各0.8μL,

Taq酶1U,10mmol/LdNTP0.5μL,模 板

DNA1μL(约200ng).PCR扩增过程为95℃预

变性5min,94℃变性30s,55℃退火50s,72℃
延伸2.5min,循环30次,最后72℃延伸10min
结束.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

(大连宝生物公司)切胶回收PCR产物进行测序分

析.26SrDNA的测序工作由大连宝生物公司完成.
菌株 W3 的 26SrRNA 序 列 测 序 结 果 登 录

GenBank,并用BLAST与GenBank中的26SrRNA
序列进行同源性比较.将得到的相似菌株的26S
rDNA,利用ClustalX1.8软件构建系统发育树.

1.4 环境条件对 W3生长及苯酚降解的影响

采用紫外分光光度法测量生长量和苯酚的含

量:间隔一定时间取2mL培养液,于660nm处

测量生长量,随后8000r/min离心10min,取上

清液在269nm处测苯酚的残留浓度.
(1)温度实验:在苯酚初始浓度为100mg/L,

NaCl质量分数为5%,pH7.0的无机盐培养基

中接种 W3,温度分别设定为10、15、20、25、30、

35、40、45、50℃.24h振荡培养后取样测定生物

量和苯酚的残留浓度.
(2)pH 实验:设定pH 分别为5、6、7、8、9、

10、11,24h振荡培养后取样测定生物量和苯酚

的残留浓度,其他条件同温度实验.
(3)盐度实验:苯酚初始浓度为200mg/L,

NaCl质量分数分别为1%、5%、10%,每隔12h
取样测定生物量和苯酚的残留浓度,其他条件同

温度实验.
(4)底物浓度实验:苯酚浓度分别为100、

500、1000、1500mg/L,每隔12h取样测定生物

量和苯酚的残留浓度,其他条件同温度实验.
1.5 底物广谱性实验

取50mL锥形瓶,每个锥形瓶中加入25mL
无机盐培养基,以不同的芳香化合物作为唯一碳

源和能源进行培养,48h后观察 W3的生长情况.
1.6 W3对混合酚降解能力考察

选择几种典型的酚类化合物与苯酚组成混合

体系,保证各体系中两种酚的浓度均为100mg/L,

30℃、150r/min摇床培养72h后利用高效液相

色谱考察 W3对混合酚的降解率.液相色谱条件:
色谱柱采用 ShimpeckVP-ODS(2.0mm×15
cm),流动相V(甲醇)∶V(水)=60∶40,流速

1.0mL/min,检测波长254nm,进样量10μL.
1.7 耐盐机理初步研究

1.7.1 相容性溶质的提取 选择苯酚浓度为

100mg/L的基础培养液,调节NaCl质量分数为

1%、5%、7%、10%,选取了较为典型的3种相容性

溶质:四 氢 嘧 啶、甜 菜 碱、谷 氨 酸,利 用 改 进 的

Bligh-Dyer法进行提取.在不同盐度培养基中培养

W3至OD660约为0.5,离心收集菌体,用400μL抽

提液(V(甲醇)∶V(氯仿)∶V(水)=10∶5∶4)
溶解菌体,猛烈振荡30min进行抽提.再加入等

体积(约130μL)氯仿和水,继续振荡10min.离
心(12000r/min,20min)分层收集水相、干燥.如
测定四氢嘧啶则干粉用500μL80%乙腈溶解,如
测定谷氨酸和甜菜碱则干粉用500μL水溶解.
1.7.2 相容性溶质含量的测定 四氢嘧啶含量

的测定采用液相色谱法[7];甜菜碱含量的测定采

用碘结晶沉淀法[8];谷氨酸含量的测定采用茚三

酮比色法[9].

2 结果与讨论

2.1 W3的分离与鉴定

经过多次传代驯化、反复平板涂布,分离纯化

得到一株能够以苯酚为唯一碳源生长的耐盐菌

株,命名为 W3.菌株 W3在固体培养基上菌落表

面光滑、湿润、黏稠,易挑起,菌落质地均匀,正反

面和边缘、中央部位的颜色均一,菌落呈白色,图

1是该菌株的电镜照片.
以菌株 W3的总DNA为模板,利用真菌26S

rRNAD1/D2区域通用引物进行PCR扩增,PCR
产物 经 酶 切 测 序,测 得 序 列 全 长 为 632bp,
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图1 菌株 W3的电镜照片

Fig.1 MicroscopicalphotographofstrainW3

菌株 W3 的 26SrRNA 序 列 测 序 结 果 登 录

GenBank,并 用 BLAST 与 GenBank 中 26S
rRNA序列进行同源性比较,发现菌株 W3与

Candidatropicalis的26SrRNA序列同源性达

到100%.利用ClustalX1.8软件构建系统发育树,

W3在系统中的位置如图2所示.
2.2 W3生长及苯酚降解特性研究

2.2.1 环境条件对菌体生长及苯酚降解能力的

影响 W3菌株在pH5.0~11.0内都能保持正

常的生长和降解活性,pH7.0~9.0时对苯酚的

降解率均可达到80%以上.pH 为7.0时对苯酚

的降解效果最好.W3菌株生长及降解苯酚温度

的适宜范围为10~50℃,30℃时同时达到生长

量和降解率的最大值.
W3菌株在1%~10%NaCl环境下都能进行

生长和降解苯酚.盐度在5%以下时,72h即可完

全降解200mg/L苯酚(见图3).当盐度达10%时,

W3的生长量和对苯酚的降解率随着盐浓度的增

加而降低,200mg/L苯酚完全降解需要120h.

图2 W3菌株系统发育树

Fig.2 PhylogenetictreeofstrainW3

图3 不同盐度下 W3的生长降解曲线

Fig.3 EffectofsaltconcentrationonW3biomass
andphenoldegradation

上述研究结果表明,W3生长和降解的最优

条件均为pH=7.0,30℃,生长量随盐度的增加

而降低,而在5%盐度以下,盐度对苯酚的降解速

率基本没有影响,考虑到实际的工业含酚废水通

常具有一定的盐度,不大于5%盐度的含酚废水

均适于使用 W3处理.
2.2.2 不同底物浓度对菌体生长和苯酚降解能

力的影响 研究表明,菌株的生长速率随加入苯

酚浓度ρin升高而下降,苯酚浓度越高,延滞期越

长,降解时间也越长(见 图4).苯 酚 浓 度 小 于

1500mg/L时,菌株能够完全降解苯酚.苯酚浓

度为1500mg/L时,288h苯酚的降解率可达到

99.8%.但苯酚浓度达到2000mg/L时菌株无法

生长(数据未显示).这说明高浓度的苯酚对菌株

的生长有一定抑制作用.苯酚对细胞具有毒性,其
毒性随浓度的增大而增加,由实验结果可看出,菌
株可耐受浓度高达1500mg/L,且能够维持较高

的降解率.但是当苯酚浓度继续增加时,菌株的生

长受到严重的抑制,进而影响到对苯酚的降解.
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(a)对菌株 W3生长的影响

(b)对苯酚降解的影响

图4 苯酚浓度对菌株 W3生长及苯酚降解

的影响

Fig.4 EffectofphenolconcentrationonW3growth

andphenoldegradation

2.3 底物广谱性

由表1可看出菌株 W3能够利用苯胺、氨基

酚、甲基酚、对苯二酚等多种芳香化合物作为碳源

和能源进行生长,而硝基苯、邻二硝基苯、对氯苯

胺等物质不能被利用.这可能是因为硝基和卤原

     
表1 菌株 W3对不同芳香族化合物的利用情况

Tab.1 Theutilizationofdifferentaromatic

compoundsbystrainW3

名称 可降解性 名称 可降解性

苯甲酸 + 2-硝基苯甲酸 -
水杨酸 + 对苯二酚 ++
苯胺 ++ 2,4-二氯苯酚 -

硝基苯 - 邻硝基酚 -
邻二硝基苯 - 邻甲基酚 ++
对硝基苯胺 - 对甲基酚 +

二苯胺 + 邻氨基酚 ++
邻氯苯胺 - 间氨基酚 ++
对氯苯胺 - 对氨基酚 +

注:++ 易利用,+可利用,-不利用

子的存在会降低苯环的电子云密度,较难进行亲

电反应,不易被氧化,从而影响生物降解性[10].
2.4 菌株 W3对混合酚的降解

实验选择了几种典型的芳香化合物与苯酚组

成混合酚体系,考察菌株 W3对混合酚的降解能

力.从图5可以看出,苯酚作为唯一碳源时,48h
可降解90%以上的苯酚.苯酚-对甲基酚、苯酚-对
苯二酚体系的总酚降解率也达50%以上,而苯

酚-间氨基酚体系的降解率约为40%.这可能是

因为其他酚类化合物比苯酚毒性更强,影响菌株

的生长;或者是底物之间相互作用抑制了对另一

种底物的降解.混合酚的降解属于共代谢过程,受
试混合酚体系中其他酚类化合物的毒性比苯酚更

强,更难降解,因此,当不同的酚类物质与苯酚同

时存在时,苯酚的降解率下降.不同的混合酚体系

中苯酚的降解率下降的程度不同,这可能与另一

种酚类物质的毒性大小有关,尽管混合酚体系的

苯酚降解率有所下降,但是实验结果表明 W3仍

具有用于实际含酚废水(通常含多种酚类物质)处
理的潜力.

图5 菌株 W3对不同混合酚的降解能力

Fig.5 Degradationofphenolandsubstituted

phenolbystrainW3

2.5 菌株 W3耐盐机理初步探讨

在高盐环境下,一些耐盐菌株会在细胞内积

累一些相容性物质来抵御外界高盐环境造成的负

面影响[11].相容性物质主要包括糖类、氨基酸类、
甜菜碱和四氢嘧啶,W3在1%的盐度下生长速度

最快,但能耐受至少10%的盐度,说明该菌株属

于耐盐菌.根据国外文献报道,耐盐机理主要是菌

株在细胞内积累相容性溶质,如海藻糖、甜菜碱、
四氢嘧啶等小分子来进行渗透调节,其中以四氢
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嘧啶为主.因此,利用高效液相色谱检测10%盐

度下 W3细胞提取物的四氢嘧啶含量 (见图6),
结果表明,W3细胞提取物有一个和四氢嘧啶标

样峰形特征和出峰时间均一致的吸收峰,说明

W3细胞内含有高浓度的四氢嘧啶.

(a)四氢嘧啶标样

(b)W3细胞提取物

图6 四氢嘧啶标样和 W3细胞提取物的

HPLC谱图

Fig.6 HPLCspectraofectoineandW3cellextraction

其次,本文考察了不同盐度下 W3细胞内相

容性物质积累情况.由图7可知,各种相容性溶质

的含量q均随盐度升高而增加,这是菌体为了适

应外界高渗透压而实行的渗透保护功能.在1%
NaCl条件下,细胞内积累的相容性物质以四氢嘧

啶和谷氨酸为主,但含量较低仅为0.01mmol/g.
随着盐度的增加,细胞内四氢嘧啶和甜菜碱的含

量增长速度较快,当盐度达10%时,细胞内四氢

嘧啶含量为0.27mmol/g,甜菜碱为0.16mmol/

g,而谷氨酸仅为0.06mmol/g.由此可见,四氢嘧

啶和甜菜碱的积累是 W3抵抗高盐环境的重要机

制.这两类物质作为高盐条件下常见的相容性溶

质在许多文献中均有报道[12、13].甜菜碱类中的甘

氨酸甜菜碱转运基因BetM、四氢嘧啶合成基因

EctABC都已被成功克隆,限于时间和仪器条件,

本文作者对耐盐机理的分子水平研究还在进行

中,下一步工作的目标是获取编码合成相应相容

性溶质的基因和对应的酶,从分子水平阐明相容

性溶质的合成途径.

图7 不同盐度对 W3细胞内相容性溶质积

累的影响

Fig.7 Effectsofsalinityontheaccumulationof

compatiblesolutesinW3cells

3 结 论

(1)从污水处理厂活性污泥中筛选出一株能

以苯酚为唯一碳源和能源进行生长的菌株,鉴定

为假丝酵母菌Candidasp.W3.
(2)菌株 W3能够在1%~10%的盐度下生

长并降解苯酚,在 NaCl质量分数为5%、苯酚浓

度为1500mg/L时,288h苯酚的降解率可达到

99.8%.
(3)菌株 W3可利用多种芳香类化合物,并对

苯酚-对甲酚、苯酚-对苯二酚、苯酚-间氨基酚组成

的混合酚体系具有一定的降解能力.
(4)菌株 W3在高盐环境下以四氢嘧啶和甜

菜碱作为主要的渗透调节物质.
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Isolation,identificationandcharacteristicsof
asalt-tolerantstrainforphenoldegradation

QU Yuan-yuan*, ZHOU Hao, WANG Ping, JI Guang-xin, ZHOU Ji-ti

(KeyLaboratoryofIndustrialEcologyandEnvironmentalEngineering,MinistryofEducation,

DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Asalt-tolerantphenoldegradingyeaststrainW3wasisolatedfromthesludgeofasewage
plant.ItwasidentifiedasCandidasp.bymorphologicaland26SrRNAsequenceanalysis.Thestrain

wascapableofgrowinginthemediumwith1%-10% NaClandutilizingphenolassolecarbonsource

andenergy.ItisfoundthattheoptimalconditionsforgrowthanddegradationarepH 7.0,

temperature30℃,5% NaCl.Under5% NaCl,1500mg/LofphenolisdegradedbyW3within12

daysandthedegradingrateis99.8%.Thestraincanalsodegradevariousaromaticcompounds,such

asaniline,salicylicacid,andphenolic mixturesunderhighsaltconditions.Thesalt-tolerant

mechanismofW3showsthatthelevelofectoineandbetaineinsideofcellsincreaseswithincreasing
salinity,whichindicatsthatW3canuseectoineandbetaineastheosmoprotectantinhypersaline

environment.

Keywords:phenol;salt-tolerantyeast;ectoine;betaine
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