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摘要 为 了筛选降解苯系化合物的优势菌种
,

选用城市污水处理场和石化废水处理场的活性污泥作为菌源
,

分别

以甲苯
、

乙 苯
、

邻二 甲苯
、

间二 甲苯
、

对二 甲苯
、

�
,

� , �
一

三 甲苯作为底物
�

在好氧条件下
,

驯 化
、

筛选和分离出了

能 以上述 � 种化合物作 为生长的唯 一碳源 和能 源的微生物 �� 株
,

并 对其进行了初步的鉴定
�

这些菌株的好氧生

物降解研究结果表 明
,

它们对苯系化合物具有良好生物降解能力
�

关镇词 菌株筛选
,

苯系化合物
,

好氧生物降解
�

目前
,

生物降解有机物的研究多是在厌氧

条件下进行〔,
一
�〕

,

好氧条件下的生物降解研 究较

少
�

本研究从城市污水处理 厂和石油化工废水

处理 厂 � 种活性污泥 中驯化
、

筛选和分离到能

以甲苯
、

乙苯
、

苯胺
、

邻二甲苯
、

间二 甲苯
、

对

二 甲苯和 �
,

�
,

�
一

三 甲苯作为生长唯一碳源和

能源的微生物
�
检验了这些菌株对上述化合物

的好氧生物降解能力
,

为苯系化合物生物降解

机理与代谢途径的研究提供了优势菌株
�

� 材料与方法

� � 菌源的来源和培养

分别从城市污水处理厂和石油化工废水处

理厂曝气池中取 活性污泥
,

曝气 �� � 后
,

用超

声波振荡 ��� � ��� 均匀
,

接种于新鲜的液体培

养基中
�

选用的培养基是唯一碳源培养基
�

培

养 基 � � �
� �

�
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� � � �
� ,

�
�

� � � � 酵母膏
�
培养基 �� �

� �
�

� � �� � 磷酸盐

缓 冲液 �� �
�

� � � � � � �
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�
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水溶液 �� �
�

� � � �
�

�
,

�
�

� � �� � �� � �
�

水溶液 �� �
�

� � � � �
,

�
�

� � �� �

�� ��
。

水 溶液 ��
�

�� � � � �
,

�
�

� 微量 元素溶液

� � �
�

� � � � � � � ��
� ·

�
�
�

,

� �
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� � � � � � � ��
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�

� � � � �
�
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�
�
�

� � � �
� � ·
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�
� �

�

�

种培养基的 �� 值均为 �
�

�
�

培养基接种前均高

压蒸汽灭菌
�

分别选用 甲苯
、

乙苯
、

邻二 甲苯
、

间二 甲苯
、

对二甲苯
、

�
,

�
,

�
一

三 甲苯作为微生

物生长的唯一碳源和能源
�

� � 菌种驯化和筛选

菌种的驯 化和筛选分 � 组 �编号分别为 �
、

� 和 皿 �
,

其中第 � 组和第 � 组采用一次性投加

高浓度化合物 的驯化方法
�
第 � 组采 用定时定

量补 充浓度相对较低的化合物 的驯化方法
�

�

组均为好 氧振荡培养
,

温度为 �� �
,

每个驯 化

周期结束时
,

将培养物移接 至新鲜培养基 中
,

并观察其生长情况
�

移种数次 以后
,

分 别以 无

菌 操作平板划线分离
,

每个样瓶划两个平板
,

置培养箱 ��� � �中培养一段 时间之后
,

挑取单

一菌落接种于牛肉膏斜面上
,

继续培养一段 时

间后
,

于冰箱 �� � �保存
�

驯化
、

筛选实验 条件

如表 � 所示
�

� � 菌种的观察与鉴别

观察记录菌种的生长状况
、

菌落特征
、

菌

体的形 态结构及运动形式
�

对各菌株进行革兰

氏染色与芽饱染色
�

� � 生物降解实验

��� 培养基配制和培养条件 活化富集培

,

国家自然科学基金委员会资助项 目

收稿日期
�
� � � �

一 � �
一

� �



环 境 科 学 � � 卷

表 � 驯化和筛选实验条件

组别 化合物名称 培养基类型 驯化次数
驯化周期

� �

反应液体积

� � �

化合物浓度

� � �
·

� 一 �

� � � �

� � � �

� � � �

� ��

� � � �

� � � �

� �  �

������一��������一����������
,�,自宁‘,���,口

、�产�、少、�产������二且�
、了吸、了、

胺苯苯甲乙苯

�
孟�性连
�
孟一���,���

、夕、了、夕、,户,‘,叼�‘,�
了吸、了、了、了�、

邻二甲苯

间二甲苯

对二甲苯

佣�����������
压

中中
,潇自�内了月了�了

眨�亡�叹�工���
、卫、户�少、�、��、,产,曰�‘,‘‘八‘乃了

�、了几、了吸、�‘、廿�、

苯一苯苯三一甲乙

间二甲苯

对二甲苯

三 甲 苯

养基为
� � � � � 牛 肉膏

,

�� � � � 蛋白陈
,

�� � �

� �� 饰� 一 �
�

� � 唯一碳源培养基与
“

菌源的来源

和培养
”

一节中的培养基 � �� 相同
�

将盛有唯一

碳源培养基的反应瓶灭菌后置摇床上振荡 �� �
,

在无菌条件下
,

将棉塞换成磨 口塞
,

接种并加

人化合物
,

封 口后上摇床振荡培养
�

�� � 菌悬液的制备 将选好的菌株接种于

� � � � 的活化富集培养基中
,

好氧振荡培养 ��

�
,

分别取 � � �菌液于离心管内
,

离心 �� � ��

�� � � � �� � �� �
,

然后用磷酸盐缓冲液清洗
,

离

心 � � � � !∀ # ∃∃∃ %
& � � ∋

,

反复清洗 3 次
,

制成

菌悬液备用
.
在无菌条件下进行操作

.

1
.
5 分析方法

样品预处理
:
振荡培养后 的样品瓶从摇床

上取出后立即放人冰箱中(4 ℃ )平衡 th 以上
.

然后加人 15 m l二氯甲烷
,

混匀后移至分液漏

斗中
,

振荡萃取 10 m in
,

收集有机相
,

水相再用

10 m l二氯甲烷萃取
,

合并 2 次萃取的有机相
,

定容于 15 m l容量瓶中
.

气相 色谱 法 测 定 被试 化 合物 的 浓 度
.

G C
一

g A 气相色谱仪
,

装有氢火焰检测器
,

色谱

柱为 Zm X 3 m m (i
.
d)的玻璃填充柱

,

内装 O V
-

17/C hrom osorb 101
,

高纯氮气作载气
.
柱温

:

甲苯 80 ℃ ; 邻二甲苯
、

间二甲苯和对二甲苯

10 0℃ ; 三甲苯 120 ℃
.
检测器温度

: 250 ℃
;
进

样口 温度
:
21 0℃

.

2 结果与讨论

2. 1 菌株的筛选和分离

经过 3 批的驯化和筛选实验
,

共分离出 25

个菌株
,

表 2 所示为分别从城市污水处理厂和

石化废水处理厂的活性污泥中筛选出的菌株数
.

对其中 22 个菌株进行了革兰氏染色
、

芽抱染色

及镜检
,

结果如表 3 所示
,

8 株为芽抱杆菌
,

其

它 14 株为革兰氏阴性杆菌和球菌
.

2
.
2 分离菌株对苯系化合物的生物降解

表 4 给出了分离菌株对甲苯的好氧生物降

解的结果
.
从表 4 可看出

,

实验用的 7 株菌对甲

苯的降解能力差别较大
,

其中效果最好的是 A
-

1
,

表 2 从 2 种菌源中驯化和筛选降解特定化合物的菌株/个

菌源 甲苯 乙苯 邻二甲苯 间二甲苯 对二甲苯 三甲苯

城市污水处理厂

石化废水处理厂
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表 3 菌株特征概况
, ’

菌株编号 菌落特征
革兰氏

染色
菌体
形态

菌体大小
/拜m

芽抱

染色
芽抱大小
/拌m

菌种

来源

驭化用

化合物

苯苯苯苯苯苯苯苯甲甲甲甲甲甲乙十 乙++十+十++l
一
4 让)

7一 5
一

l
¹

7

一

5

一

1
º

4

一

4

一
2

4
一
3
一

1

1 0--
4

¹

2

一
8

5
一

3

A
T M 。

¹

氏
、, :

¹

B
T M 。

º

A M
x
¹

A 。º
BMx¹
BMxº

残洛
¹

B
o x

º

A
一

1

A

一
2

压 1

C

D

乳白色
.
不规则

白色
,

粉质

白色
,

囊状

乳白色
,

光滑

干燥
,

贴培养基

白色
.
囊状

乳白色
,

不规则

乳白色
.
不规则

近无色
,

半透明

黄色
,

粘稠

白色
,

囊状

乳白色
,

枯稠

枯黄色
,

粗橄

黄色
,

光倩

橙色
,

光清

光滑
,

粘稠

粗橄
,

枯稠

乳白色
,

粘稠

桔黄色
,

光清

光滑
.
透明

光滑
,

透明

光滑
,

透明

长杆状

长杆状

球杆状

球杆状

球杆状

2
.
4一3

.
3 X 0

.
7

1
.
2 一 2

.
0 X 0

.
4

1
.
2一 2

.
2 X 0

.
4

2
.
2一 2

.
6 X 0

.
8

2
.
4一 2

.
8 X 0

.
8

1
.
0 一 1

。

3
X 0

.

4

2

.

0 一 3
.
2 X 0

.
8

2
.
2 一 3

.
3 X 0

.
8

0
.
4 一1

.
0 X 0

。

2

0

.

5 一 0
.
9 X 0

.
2

0
.
6一 0

.
8 X 0 2

0
.
2一0

.
3 X 0

.
2

O
。

4 一0
.
6 X 0

.
4

0
.
3 一0

.
5 X 0

.
2

0
.
4一 1

.
0 X 0

.
4

0
。

4 一 0
,

9 X 0

。

2

0

.

4 一0
.
7 X 0

.
2

0
。

4

1

.

2 一3
.
2 X 0

.
6

0
.
6 一1

.
0 X 0

.
2

0
.
8 一]

.
2 X 0

.
3

0
.
4 一 0

.
8 X 0

.
2

0
.
8一 1

.
2 火0

.
5

0
.
6一 0

.
8 X 0

.
4

0
.
6一 0

.
8 X 0

.
4

l
,

0 一 1
.
5 X 0

.
6

0
.
8 一1

.
3 X 0

.
6

0
。

6 一0
。

8 X
0

.

4

0

.

8 一 1
.
2 X 0

.
5

1
.
0一 1

.
4 X 0

.
6

+十+十++++

三甲苯

三甲苯

三甲苯

间二甲苯

间二甲苯

间二 甲苯

间二甲苯

邻二甲苯

邻二甲苯

AAABBBABABAABBBBBBBBBB状状状状状状状状杆 状杆杆杆杆杆杆杆杆

苯苯苯甲甲乙

间二甲苯

对二甲苯

状状状状状杆杆球杆杆杆杆 状状

短杆状

l) 菌种来琢 A 为城市污水处理厂活性污泥
,
菌种来源 B 为石化废水处理厂活性污泥

衰 4 甲苯的好权生物降解性

第一组

残留浓度
/m g

·

I

J 一 1

第二组

菌株编号 起始浓度
/m g

·

L
一 l

降解率
/%

起始浓度

/m g
·

I

J
一 l

残留浓度
/m g

.
L 一 l

降解率
/%

255401468 100,1‘任..

…
OJ4OJt了八巴,Jg‘连

几
左
‘一 山移了,‘月月了了�/月r月I

.

……
八‘今�n乙O
r�9妇q‘,�匕JUJ工勺匕J13JU」二

4223
510筋16

尸J‘b
o

�D门I
‘
LL
L

。。.。.了/

口‘‘.二n‘O材勺�一bd
盆几j�匀次
�, .人d
且

1

一
4
¹

7
一
5
一
1
¹

7
一

5

一
1
º

4
一
4
一

2

4

一

3

一
l

1 0
一

4

¹

A

一

1

5 4

,

9

5 4

。

9

5
4

.

9

5 4

。

9

5 4 9

5 4

。

9
4 6

。

8

检不出 100

表 5
.
邻二甲苯

、

间二甲苯和对二甲苯的生物降解性

化合物名称 菌株代号
起始浓度

/m g
. L 一j

残留浓度

/n堪
·

I

J 一 1

降解率

/%

检不出

检不出

检不出

检不出

检不出

检不出

检不出

3434

34
.0

10 0

100

100

100

100

100

IOC

其对甲苯的降解率达到 100 %
.
另 2 株降解效率

较好的是 7
一

5

一

1
¹ 和 4

一
3
一
l

,

7

一

5

一

1
¹ 在 2 组实验

中的降解率分别为 42 % 和 54 % ; 4
一

3

一

1 在 2 组

实验中的降解率分别为 75 % 和 46 %
,

这 2 株菌

均为好氧芽抱杆菌属 (B ac 沼us )的细菌
。

表 5 结果表明分离菌种对邻二甲苯
、

间二

甲苯和对二 甲苯的好氧生物降解的降解率均达

到了 100 %
,

其效果明显好于未经驯化筛选的混

00

OJOJ
34一绍:!8

A 以º

间二 甲茉 BM x¹

B以º

C

邻二甲苯 场
x¹

氏)x º

对二甲苯 D 30
.
9
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合菌种
.
说明这 7 株菌能以邻二 甲苯或间二 甲

苯为唯一碳源和能源
.
间二 甲苯的 3 株降解菌

分别为 B
Mx
¹

、

B
M x

º 和 C
,

它们对 间二 甲苯 的

降解率都达到 了 100 %
.
B Mx ¹ 和 B

Mx
º 菌株在

固体培养基上形成橙黄色色素
,

色素不溶于培

养基
,

菌落典型半透明
,

与黄杆菌属 (El av 砧ac
-

t
~
m )的特征很相似

,

有待于进一步鉴定
.

分离菌种对三甲苯和乙基苯的降解结果见

表 6
.
三甲苯的 4 株降解菌为 A

TMB
¹

、

A TM

B

º

、

B
T M B

¹

、

B

T M B

º 和 F
,

其中 B
TMn
º 和 F 的降解能

力稍强
,

降解率分别为 44 % 和 46 %
.
乙基苯的

降解菌 B
一

1 对不 同浓度 乙 基苯的降解率均为

100%
.

2
.
3 不同来源活性污泥筛选结果的比较

从表 3 和表 6 还可看到
,

不 同来源活性污

泥筛选结果存在着很大的差别
,

本实验中降解

效果较好 的几个菌株
,

如 甲苯降解菌 4一 3 一

1 和

A
一

1
;

三 甲苯降解菌 B
TMB
º 和 F

; 间二 甲苯降解

菌 BMx ¹ T B
Mx
º
; 邻二 甲苯的 2 株降解菌Bo

x
¹

和 B TM
B
º
;
对二 甲苯的降解菌 D 以及 乙基苯的

降解菌 B
一

1 都筛自石化废水处理厂的活性污泥
.

在相同的实验体系下
,

从城市污水处理 厂的活

性污泥中未分离出降解邻二 甲苯和对二甲苯的

降解菌
,

而在石油化工废水处理厂的活性污泥

中则分离出来
,

由于苯系化合物是石化废水 中

的一类主要的污染物
,

活性污泥对该类化合物

有一个长期驯化的过程
,

微生物种群不断地适

应环境而演化出可以降解较难降解化合物的菌

种
.

3 结论

(1 ) 筛选到 25 株能分别 以甲苯
、

乙基 苯
、

邻二 甲苯
、

间二 甲苯
、

对二 甲苯和三 甲苯为生

长的唯一碳源和能源的菌种
; 经好氧生物降解

实验检验
,

筛选出 13 株降解效果较好的菌种
,

除三 甲 苯外
,

其 它 化合物 的降解率 都达到

10 0 %
.

(2) 从石化废水处理厂的活性污泥中筛出

的苯系化合物降解菌
,

不仅数量上多于城市污

水处理厂活性污泥
.
而且其对苯系物的降解能

力也明显强于后者
.

(3) 驯化条件是优势菌 种筛选的重要制约

因素
,

定时定量地投加低浓度化合物是较好的

驯化方式
.
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