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摘要 从某化工厂污水处理车间好氧池活性污泥中分离到一株降解对氯苯胺的细菌 °≤ 菌株 该菌株能够以对氯苯胺为

唯一碳源 !氮源生长 经过对其形态特征 !生理生化 !以及 ≥ ⁄ 序列分析 该菌株初步鉴定为 ∆ιαπηοροβαχτερ进一步

研究表明 该菌株的生长过程中 氯离子释放同步于对氯苯胺降解 并且氯离子的释放量与对氯苯胺的降解量相当 其利用对

氯苯胺生长的最适温度和  分别为  ε 和 1  时间内的最适降解浓度为  1  测定了降解途径中

相关酶的活性 表明对氯苯胺经过苯胺双加氧酶初始氧化和羟基化后 芳环的裂解是由邻苯二酚  2双加氧酶催化 
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  作为氯代芳烃化合物的一族 氯代苯胺类化合

物≤≤ 在杀虫剂 !染料 !塑料和药物

等的合成中大量使用 广泛污染环境 具有致畸 !致

癌 !致突变效应 由于天然微生物缺乏降解此类化合

物的酶或酶系 故其通常难以生物降解 持久滞留于

环境 并易于生物富集 对生态环境和人体健康构成

威胁 因此 这类有毒 !难于直接降解的化合物已被

欧盟立法控制 并列在美国环保署 ∞°优先污染物

名单之中≈ 另外 除进入自然界的氯代苯胺外 它

又是氯代硝基芳烃化合物和除草剂如苯脲 !苯氨甲

酸酯和酰苯胺等的常见中间代谢产物≈ 因此 研

究氯代苯胺类化合物的生物降解对于保护环境及提

高人类健康具有重要意义 目前 相对于其他氯代芳

烃类化合物的微生物降解方面所做的大量研究工

作 人们对氯代苯胺类化合物的微生物降解研究还

很少见报道 因此 对其菌种的筛选 !代谢途径及机

理更是知之甚少 主要原因是在微生物代谢过程中

产生可使关键降解酶系失活的中间代谢产物≈

/死产物0 从而使此类化合物的降解变得非常困

难 世纪  !年代以来 国外就氯代苯胺类有

机物的生物降解进行了一些研究≈ ∗  得到了一些

降解菌 而国内还没有相关的研究 本文主要对 株

高效降解对氯苯胺的细菌 °≤ 进行了鉴定 研

究了该菌株降解对氯苯胺的生理生化特性 并初步

探讨了该菌的对氯苯胺降解酶系 

1  材料与方法

111  菌种富集 !分离纯化和培养基组成

试验样品取自南京化工总厂污水处理车间好氧

池活性污泥 污泥样品按  的接入量接种于培养

基中 于  ε !  的摇床上振荡培养 周

左右 培养基变浑浊后 再按  的接入量转接到新

的培养基中培养 周左右 如此重复  ∗ 次 然后
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在  ≥琼脂平板上划线分离 选择不同形态特征的

菌落 重新转接至加  对氯苯胺的  ≥培

养基中 相同条件下培养以验证是否具有对氯苯胺

降解能力 培养液变混后 进一步纯化 并检测氯离

子释放量 直至得到有降解能力的纯培养菌株 

培养基   ≥组成 每 含 °  

° 1  ≥# 1 酵母粉 1

微量元素溶液≈  对氯苯胺  

1 固体培养基中加入  的琼脂粉 

112  细菌生长测定和生理生化指标测定

细菌生长以 Κ 处的浊度 ⁄表示 革兰氏

染色 !碳源利用等指标测定参照文献≈ 方法进

行 

113  ≥ ⁄ °≤  扩增和序列测定

采用菌落 °≤  扩增方法 将得到的细胞裂解液

做为模板 直接用于 °≤  ≥ ⁄ 扩增的 °≤ 

反应 引 物 为 一 对 通 用 引 物 正 向 引 物 °

χ2× × × × ≤≤ × ≤ × ≤ 2χ 反 向 引 物

°χ2≤ ≤ × ≤≤ × × × × ≤ ≤ ×2χ 分别对应

大肠杆菌的 ≥  基因的  ∗ 和  ∗ 

碱基 °≤  反应体系为 Λ  ≅ ∏ Λ!

 ≤   Λ!≥  1 Λ!  

Λ!× ⁄ 酶 1 Λ°≤  反应条件为  ε 

 ε   ε   ε   个循

环  ε  °≤  产物的纯化和测序由上海申

能博彩生物科技有限公司完成 

114  酶活的测定

细胞培养及粗酶液的制备 菌株 °≤ 接入

 对氯苯胺的  ≥培养基中 于  ε !

摇床培养  然后按  对氯苯胺的

浓度再补加  次 直到 ⁄为 1 ∗ 1  

离心收集细胞 以 1的  的磷

酸缓冲液洗涤细胞 次 然后重新悬浮于相同的缓

冲液中制成细胞悬液 细胞悬液经过超声细胞破碎

器破碎 于  ε   离心  弃沉淀 

其上清液便为粗酶液 

邻苯二酚  2双加氧酶和邻苯二酚  2双加

氧酶活参照文献≈ 所述方法测定 邻苯二酚经

过邻苯二酚2 2双加氧酶和邻苯二酚2 2双加氧

酶作用后反应产物己二烯二酸和 2羟基己二烯半

醛酸 分别在  和  处有最大吸收峰 

紫外分光光度计分别测定这 个最大吸收峰处的光

吸收值的增加量 可测得双加氧酶的酶比活 反应体

系包括 1Λ邻苯二酚  磷酸盐缓冲

液  含有 1 ∗ 1 蛋白的细胞提取液 酶

促反应总体积为  己二烯二酸的摩尔消光系数

Ε  #  2羟基己二烯半醛酸的摩尔

消光系数 Ε  #  个单位的酶活力

定义为在标准测定条件下每 生成  的己

二烯二酸或 2羟基己二烯半醛酸所需的酶量 酶的

比活力蛋白质 比活力的大小 也就是酶含

量的大小 即每 酶蛋白所具有的酶活力 

115  蛋白含量的测定

采用 比色法≈测定蛋白含量 

116  对氯苯胺和氯离子的测定

对氯苯胺的测定采用高效液相色谱法

°≤ ≤2反向柱 测定波长为   流动相

为甲醇Β水  Β ς/ ς 流速为  对氯

苯胺的停留时间为 1 左右 氯离子浓度采用

氯离子复合电极测定 

2  结果与讨论

211  样品的富集培养及菌种分离纯化

污泥样经过 次富集培养后 得到的混合微生

物的培养物 它可以在含有  的对氯苯胺

的合成培养基中生长 在培养过程中通过测定培养

液中的 ⁄和对氯苯胺 !氯离子的浓度 发现该混

合培养液中的对氯苯胺的含量不断减少而氯离子浓

度不断增加数据略 说明该混合液培养物能利用

对氯苯胺生长 

上述混合培养物在对氯苯胺的  ≥平板上进

行划线分离 挑取单菌落 经过复筛 !纯化后得到一

株能以对氯苯胺为唯一碳源 !氮源和能源生长的细

菌菌株 °≤  

菌株 °≤ 在 培养基平板上培养  的

菌落为米色 !扁平圆形 !表面轻度颗粒状湿润 !边缘

轻微褶皱 直径在 1左右 革兰氏阴性 细胞直

杆状 1 Λ ≅ 1 Λ 单极毛 氧化酶阳性 不利

用任何糖类 可利用甲醇 !乙醇 !丙酮和丙二酸钠 !酒

石酸钠等盐类为碳源 但不利用柠檬酸盐 硝酸盐还

原和反硝化阳性 ⁄ 的   ≤ 摩尔分数为

1  扩增菌株 °≤ 的 ≥   部分基因 

长度为  在  中的登录号为

≠ 序列分析表明该菌株与 ∆ιαπηοροβαχτερ

νιτρορεδυχενσ≈的相似性最高为   结合菌株的

形态和生理生化特征 菌株 °≤  初步鉴定为

∆ιαπηοροβαχτερ

212  °≤ 菌株利用对氯苯胺的生长和氯离子
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的释放

把 °≤ 菌株接种于含  对氯苯胺

的合成培养基中  ε ! 摇床培养 定时取

样测定菌体生长 !氯离子释放及对氯苯胺的降解情

况 图 的结果表明 时间内  的对氯

苯胺基本被完全降解 而 等人分离的 Πσευ2

δοµ ονασ 要完全降解 1 的对

氯苯胺需要至少 时间≈ °≤ 菌株的生长

同步于对氯苯胺的降解和氯离子的释放 且

°≤ 菌株的生长曲线 !对氯苯胺的降解曲线和

氯离子的释放曲线中的迟缓期基本都在  ∗  这

一期间是对氯苯胺对细胞的相关降解酶进行诱导的

时间 然后进入对数期 ∗   约在 达到最

高的菌体生长量和最高的对氯苯胺降解率 另外 由

图 还表明 对氯苯胺的降解量与氯离子的释放量

成正比例关系 

图 1  ∆ιαπηοροβαχτερ σπ .菌株 ΠΧΑ039 利用对氯苯胺生长和

氯离子释放

ƒ  ⁄  π2∏

 ∆ιαπηοροβαχτερ°≤  ∏ π2

  ∏

213  °≤  菌株生长和降解对氯苯胺的最佳条

件

21311  最适浓度

在含有不同浓度对氯苯胺 ∗  的

合成培养基中  1 接种 °≤  菌株 在

 ε !摇床条件下培养 图 的结果表

明 在对氯苯胺浓度低于  时 °≤ 能

完全降解相应浓度的对氯苯胺 同时菌体的生长培

养液浊度与对氯苯胺浓度呈正线性关系 当对氯苯

胺浓度高于  时 底物在 内不能被完全

降解  时的降解率只有 1  并且 

°≤ 菌株在对氯苯胺浓度为  的合成

培养基中生长水平最高降解率为    故 时

间中  的对氯苯胺应为其最适降解浓度 

图 2  对氯苯胺浓度对菌株 ΠΧΑ039 生长和氯离子释放的影响

ƒ  ∏ π2   

    ∆ιαπηοροβαχτερ°≤  ∏

π2

21312  最适温度

将 °≤ 菌株接种于含  对氯苯胺

的合成培养基中 在梯度温度摇床培养 测定菌

体的生长和氯离子的释放 图  的结果表明 

°≤ 菌体生长和降解对氯苯胺的温度适宜范围

为  ∗  ε 在  ε 时达到最高的对氯苯胺降解

率 此时的对氯苯胺降解率为   平均降解量为

1 #  菌体生长达到 ⁄  1 另

外 由图 还可知道 °≤ 的生长和降解存在一

个临界温度  ε 一旦超过这个温度值 °≤ 的

生长和代谢便基本停止 因此 该菌对高温非常敏

感 建议  ∗  ε 为其的最适生长温度 

图 3  温度对菌株 ΠΧΑ039 生长和氯离子释放的影响

ƒ  ∏∏

∆ιαπηοροβαχτερ °≤  

∏ π2
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21313  最适初始 

在含  对氯苯胺的不同  合成培养

基中接种 °≤  菌株  ε !摇床培养

测定细胞的生长和氯离子的释放率 图 的结果

表明 °≤ 菌株生长细胞对对氯苯胺的降解及

其细胞生长在   ∗ 的范围内都有较高的活性 

其最佳  为 1 但 °≤ 对酸性环境敏感 

[ 时便基本停止代谢 

图 4  πΗ对菌株 ΠΧΑ039 利用对氯苯胺生长和氯离子释放的影响

ƒ  ∏  ∆ιαπηοροβαχτερ

°≤   π2

214  °≤ 菌株相关酶活的测定

据文献报道 氯代芳烃的降解代谢有 种途径 

修饰邻位开环裂解途径 位开环≈ ∗ 和间位

开环裂解途径 位或  位开环≈   它们

都是以氯代邻苯二酚为中间代谢产物的 如氯代苯

胺类化合物2≤  !2≤  !2≤  经苯胺双加氧酶初

始氧化和羟基化生成 2氯邻苯二酚和 2氯邻苯二

酚 然后再经过氯代邻苯二酚  2双加氧酶或氯代

邻苯二酚  2双加氧酶以及其他一系列酶的作用

下 最后进入三羧酸循环× ≤  生成 ≤  ! 和

≤ ≈ 为了推测 °≤ 菌株降解对氯苯胺的代

谢途径 测定了以对氯苯胺为唯一碳源和氮源培养

的 °≤ 酶活 发现了细胞内存在催化芳烃开环

的邻苯二酚  2双加氧酶而没有邻苯二酚  双加

氧酶 表明该菌株是通过间位开环裂解途径降解对

氯苯胺的 而 培养基中培养非诱导条件的菌

体细胞的酶活却很低 所以此降解酶应为诱导酶 结

果见表  

和 ƒ在研究洋葱假单胞菌 Πσευ2

δοµονασχεπαχια°对 2氯联苯的降解途径中发

现 2氯苯甲酸为中间代谢产物 然后产生 2氯邻苯

二酚 经氯代邻苯二酚  2双加氧酶进一步生成 2

氯22羟基康粘酸半醛≈ 该产物是一个极不稳定

的化合物 极易形成不可被继续分解的产物 即/死

产物0 使代谢停止 但在 °≤ 降解对氯苯胺的

过程中检测到了相应化学量的氯离子释放 表明该

菌株的对氯苯胺降解代谢途径可能与上述不同 其

降解机制 特别是脱氯机制有待进一步研究 

表 1  不同培养基中 ΠΧΑ039 细胞内邻苯二酚 2 ,32双加氧酶的酶活

×  √ 2¬ 2¬

 °≤ 

培 养 基
邻苯二酚  2双加氧酶

蛋白质#
 

邻苯二酚  2双加氧酶
蛋白质#

 

 ≥  

  

3  结论

本研究从南京化工总厂污水处理车间的污

泥样品中分离得到一株能够利用对氯苯胺做为唯一

碳源 !氮源和能源生长的细菌 °≤  初步鉴定为

∆ιαπηοροβαχτερ

菌株 °≤ 降解对氯苯胺的最佳条件是

温度  ε  1 在此条件下菌株 °≤ 能达

到最佳生长状况和最大降解率 初始浓度为 

1 的对氯苯胺 经过  培养 

菌株 °≤ 的降解率为   

在以对氯苯胺为碳源 !氮源的培养基中 检

测到了与对氯苯胺降解相关的主要酶活性 ) ) ) 邻苯

二酚  2双加氧酶 证明该菌株是通过间位开环裂

解途径降解对氯苯胺的 
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