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摘要：分离了 ! 株溴氨酸降解菌，其可以溴氨酸为唯一碳源进行降解并使其脱色，通过 !() *+,- 基因序列比较和生理生化特

性分析，将其归为鞘氨醇单胞菌属 .溴氨酸降解和菌株生长的最适条件为：温度 /&0，12 ’#&，摇床转速 !&& *3456，（,27 ）" )87

作为氮源，在此条件下，溴氨酸（!&& 493:）在 !7 ; 内的脱色率可达 <<= .低浓度 ,>?@（ A "=）对脱色有促进作用，而高浓度 ,>?@
（""=）对脱色产生抑制 .以 2>@B>6C 底物抑制模型表征溴氨酸初始浓度对脱色的影响，确定当初始浓度为! /</#$ 493:时可取

得最佳比降解速率 !#7 ;D ! .菌株不能将溴氨酸完全矿化，至反应终点 $"#7=的有机碳得到去除 .利用 E?FG) 和 2H:?FG) 分析

代谢产物显示，溴氨酸降解的中间产物是邻苯二甲酸，终产物可能为 "F氨基F/F羟基F$F溴苯磺酸或 "F氨基F7F羟基F$F溴苯磺酸，

邻苯二甲酸可经 /，7F二羟基苯甲酸途径进一步降解而被菌体利用 .
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溴氨酸（!F氨基F7F溴蒽醌F"F磺酸）是一种重要

的蒽 醌 染 料 中 间 体，其 生 产 废 水 具 有 高 色 度、高

?8U 及高盐度的特点，传统的好氧活性污泥法难以

处理 .废水中的溴氨酸成分由于具有稳定的稠环芳

香烃结构和较高的水溶性而长期滞留于环境中 .近
年来，筛选溴氨酸高效降解菌并将其应用于生物强

化处理的基础研究在国内广泛展开，已鉴定的菌株

有黄 杆 菌 +,)-’.)/012$3( dI"(［!］、动 胶 菌 4’’&,’1)
2H/［"］和鞘氨醇单胞菌 !"#$%&’(’%)* 51%’"#)&)［/，7］，

部分菌株可以溴氨酸为唯一碳、氮源生长［"，/］，在混

合菌处理体系中能稳定生存［$］.溴氨酸经单一菌株

的降解不能被完全矿化［! J 7］，但可达到有效脱色从

而降低废水色度 .
本研究中分离的高效菌 !"#$%&’(’%)* a1. R: 在

细菌分类上与 ! . 51%’"#)&)［/，7］不同，其对溴氨酸降

解的特性与已报道的菌株也有区别 .通过分析影响

溴氨酸降解的因素，鉴定主要的代谢产物，以期为该

菌株 在 溴 氨 酸 生 产 废 水 处 理 中 的 应 用 提 供 理 论

依据 .

; 材料与方法

;<; 试剂

溴氨酸（含量 <!#’’=）由浙江台州东港工贸集

团提供，外观呈红色针状晶体，在可见光下的最大吸
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收波长为 !"# $%，化学结构式见图 & ’邻苯二甲酸和

(，#)二羟基苯甲酸（ * ++,）购自 -./%0)1234.56 公司，

色谱级甲醇购自 78459 公司，其余试剂为分析纯 ’超
纯水采用密里博基础应用型系统（7.22.): 15038%.5
-;<=8%）制备 ’

图 ! 溴氨酸的化学结构

>./’& ?68%.502 <=4@5=@48 AB C11

!"# 菌株

由天津南开大学微生物系提供的混合菌中分离

纯化出一单菌株，命名为 >D，混合菌原为某化工厂

污泥经过驯化和初步筛选而来 ’菌株 >D 可以溴氨酸

为 唯 一 碳 源 生 长，经 &E- 4FG1 基 因 序 列 分 析

（H8$C0$9 登录号 I>JE#&J(）和生理生化指标测试

［广 东 省 微 生 物 分 析 检 测 中 心，登 记 号（(JJE）

KLJMM(］鉴定为 !"#$%&’(’%)* <N’ ’
!"$ 溴氨酸的降解

从固体培养基上取单菌落接入含 #JJ %/OD溴氨

酸的无机盐液体培养基，在MJP，&#J 4O%.$恒温摇床

培养至完全脱色后，! #JJ 4O%.$离心收集菌体，重悬

于 JQ( %A2OD磷酸盐缓冲液，按 &J,接种量转入含溴

氨酸的无机盐培养基中进行降解实验 ’培养基成分

（/OD）：(Q( G0(RST!，JQ" UR(ST!，JQ!（GR! ）( -T!，

JQJ& 7/-T! · VR(T，JQJ& >8-T! · VR(T，JQJJ#
?0?2(·(R(T’实验中固定其他条件而改变一个参数，

考察温度（(J W !JP）、NR（#QJ W +QJ）、摇床转速（J W
&#J 4O%.$）、溴氨酸初始浓度（&JJ W M JJJ %/OD）、氮源

种类和氯化钠浓度（J, W #,）对脱色的影响 ’
!"% 分析方法

在溴氨酸降解实验中定时取样，测定 +EEJ 表征

生物量，于! #JJ 4O%.$离心 &J %.$，测定上清液在 !"#
$% 吸光度（岛津 XY&VJJ 分光光度计）来定量溴氨酸

浓度，同时测定上清液的 ZT?（耶拿 M&JJ ZT? 分析

仪）’
降解产物分别用 H?)7-（安捷伦 E"+JG H?O#+V#

7-L 联用仪）和 RSD?)7-（安捷伦 RS &&JJ D?O7-L
Z40N -D -;<=8%）检测 ’ H?)7- 测定前将反应上清液用

( %A2OD R?2 调至 NR (QJ，乙酸乙酯萃取 M 次，合并萃

取液后用无水 G0(-T! 脱水，旋转蒸发浓缩，最后氮

吹至 JQM %D 体积 ’ 色谱条件：RS)M# 毛细管柱（(#J

!% [ JQ(#!%）；氦气为载气；进样口温度(#JP；分

流比 & \&J；柱温从#JP（保持 ( %.$）以 &J PO%.$升至

MJJP（保持 ( %.$）’质谱条件：I] 离子源，电子能量

VJ 8Y；质量扫描范围 M# W & JJJ (O , ’ RSD?)7- 色谱

条件：KTFC1^ I52.N<8 ^LC)?&" 柱（!QE %% [ &#J
%%）；柱温(#P；流动相为甲醇（1）和水（C），梯度淋

洗 1 从 (J,（保持 # %.$）经 &J %.$ 后升至 #J,（保

持 # %.$）’质谱条件：电喷雾（I-]）离子源；负离子模

式；质量扫描范围 #J W #JJ (O , ’
!"& 中间代谢产物的利用

将在含溴氨酸的无机盐培养基中富集的菌株

>D 接入含 &JJ %/OD底物的无机盐培养基，于MJP，

&#J 4O%.$恒温摇床培养，定时取样测定生物量，并测

定反应初始和终点的紫外吸收光谱 ’测试底物包括

邻苯二甲酸、邻苯二酚、水杨酸、苯甲酸、(，#)二羟

基苯甲酸和 M，!)二羟基苯甲酸 ’

# 结果与分析

#"! 菌株特点及其降解溴氨酸的影响因素

菌株 >D 为杆状革兰氏阴性菌，大小在（JQ" W
&QM!%）[（JQ# W JQE!%）’在含溴氨酸的无机盐平

板上菌落呈黄色，表面光滑，边缘整齐 ’其 &E- 4FG1
基因序列与 ! ’ #-./$0$1’2’.)%*（1CJ((!("）的同源性

高 达 ++,， 生 理 生 化 特 点 和 模 式 菌 株

! ’ #-./$0$1’2’.)%* 7R（1Z?? VJJ(+&）［E］部分相似，不

同点是可发酵葡萄糖、麦芽糖、乳糖和蔗糖（表 &），

因此将之归为鞘氨醇单胞菌属 ’
在溴氨酸初始浓度为 &JJ %/OD的条件下考察了

温度、NR 和摇床转速对菌体生长和脱色的影响（反

应时间为 &! 6）’ 当温度MJP，NR _ VQJ 时可达到最

大脱色率 ++,，生物量也在同一组实验中最高 ’ 菌

株可耐受较低的温度，(JP时脱色率为 #+Q!,，升高

温度显著抑制了脱色，M#P和!JP时脱色率分别为

MVQ(,和 +, ’ 脱色适宜的 NR 范围较窄，且碱性条

件更不利，当 NR _ EQJ 和 NR _ "QJ 时反应终点的脱

色率分别下降了 M&Q(, 和 E!Q!, ’菌株 >D 是好氧

菌，随着摇床转速上升，生物量和脱色率都在增加，

至 &JJ 4O%.$脱色率已达 +"QE,，继续提高转速对脱

色率的影响很小，表明 &JJ 4O%.$可为反应提供足够

的溶解氧 ’此外，菌株在静止条件下的脱色率也可达

E+Q+,，表明维持菌体生长所需的氧量并不高 ’
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表 ! 菌株 "# 生理生化特性

!"#$% & ’()*+,-#+,.(%/+."$ .("0".1%0+*1+.*

!!!

,2 *10"+3 45

!!

测定指标 结果 测定指标 结果

吲哚试验 6 乙酸盐!! 6
氧化酶 7 !! 糖醇发酵

接触酶 7 葡萄糖!! 7
七叶灵水解 7 麦芽糖!! 7
硝酸盐还原 6 乳糖!! 7
明胶液化 6 蔗糖!! 7
鸟氨酸、赖氨酸脱羧酶试验 6 肌醇 6

考察氮源种类对脱色影响时分别在 &88 /9:5溴

氨酸无机盐培养基中加入含氮量均等（;< /9:5）的

（=>?）@ AB?、="=BC、=>?D$、=>?=BC 和 DB（=>@ ）@ E 从

图 @ 可见，菌株可利用多种氮源对溴氨酸进行降解，

其中（=>?）@ AB? 和 =>?D$ 最易被菌体利用而分别达

到 F;GCH和 FIG;H 的脱色率，而有机氮 DB（=>@ ）@

作为氮源时脱色率仅 JIG;H E氮是微生物生长必不

可少的营养元素之一，微生物对底物分子中的氮磷

等营养元素的利用具有一定选择性，已报道的动胶

菌 !""#$"%& >’C 可以溴氨酸为唯一氮源生长，=>?D$
的添加对溴氨酸的降解有抑制作用［I］，而本实验中

菌株 45 难以利用溴氨酸分子中的氮 E

图 $ 氮源种类对脱色的影响（反应 &? (）

4+9E@ K22%.1 ,2 3+10,9%3 *,L0.% ,3 M%.,$,0+N"1+,3（&? ( 0%".1+,3）

盐浓度对维持微生物细胞渗透压有重要作用，

过高或过低都会产生抑制作用［;］E在溴氨酸的合成

及盐析后处理中均会引入大量盐类，因此有必要研

究盐度对菌株 45 降解溴氨酸的影响 E图 C 显示低浓

度 ="D$（ O @H）对脱色有促进作用，当 ="D$ 浓度在

&H时完全脱色所需的时间最短，在 @H时对脱色产

生抑制，在 CH及以上时溴氨酸不发生降解 E低盐条

件可维持细胞渗透压，加强微生物的呼吸作用，促进

细胞生长［F］，而盐度较大引起的高渗透压易使微生

物细胞发生溶胞作用而大量释放细胞组分［&8］，过多

图 % &’() 浓度对脱色的影响

4+9EC K22%.1 ,2 ="D$ .,3.%310"1+,3 ,3 M%.,$,0+N"1+,3

的 ="7 也会抑制微生物脱氢酶和氧化酶的分泌［&&］E
菌株 45 对溴氨酸的降解能力较高，在 &88 P

& <88 /9:5范围内随着初始浓度的增加比降解速率

也随之提高，但更高浓度的溴氨酸对降解产生了抑

制 E用 >"$M"3% 底物抑制模型可表示初始浓度对溴

氨酸降解的影响［&@］：

’ Q
’/"R (

)* 7 ( 7 (@

) +

（&）

式中，’/"R为最大比降解速率（(6 &）；( 为溴氨酸浓度

（/9:5）；) * 为 饱 和 常 数（/9:5）；) + 为 抑 制 常 数

（/9:5）E用 B0+9+3 JG8 软件进行拟合，可得到各参数

值：’/"R Q CG& (6 &，)* Q ;@<GI /9:5，) + Q @ C<&GF

/9:5E由图 ? 可见实测值和模拟值的相关性较高

（*@ Q 8GFFC）E 对 式（&）求 导，当 ( Q )* S )" + Q

& CFCG< /9:5 时 可 得 最 佳 比 降 解 速 率 为 ’ Q
’/"R

@ )* :)" + 7 &
Q &G? (6& E

$*$ 溴氨酸降解过程分析

溴氨酸呈现的红色是由氨基和蒽醌母体产生的

共轭作用引起的 E随着溴氨酸降解的进行，反应液的

颜色由红色渐变为无色 E由于菌株 45 以溴氨酸为唯

一碳源生长，可推测溴氨酸的蒽醌结构发生开环而

破坏了发色团 E在菌株的对数生长期，脱色率达到最

高，实验中溴氨酸浓度随时间的变化遵循零级反应

（+ Q FG;，*@ Q 8GFI）E 虽然在无机盐培养基中生

物量 不 多，但 脱 色 率 维 持 较 高 水 平，&? ( 内 可 达

FFH E初始浓度为 FCG?F /9:5 的溴氨酸，至脱色终点

!BD 去除率为 <@G?H，随着时间的延长，!BD 不再减

8@J@ 环 境 科 学 @F 卷



图 ! 溴氨酸初始浓度对比降解速率的影响

!"#$% &’’()* +’ ","*"-. /00 )+,)(,*1-*"+, +, 23()"’") 4(#1-4-*"+, 1-*(

少（图 5），可见菌株只利用了部分有机碳，并未将溴

氨酸完全矿化，这一结果与报道的 !""#$"%& 678［9］

和 ’()*+#","+&- .%+"()&#&［:8］相似 $

图 " 脱色过程中 #$%、溴氨酸浓度和生物量的变化

!"#$5 ;<-,#(2 +’ =>;，/00 )+,)(,*1-*"+, -,4 ?"+@-22 )+,)(,*1-*"+,

4A1",# 4()+.+1"B-*"+,

利用 C;DEF 在酸化后的萃取浓缩液中检测出 :
个中间产物（图 G），通过 HIF=J5 谱库检索并与标准

物质的保留时间和质谱图比较确定为邻苯二甲酸

（保留时间 K :8LM @",）$在: JJJ @#NO溴氨酸的降解

过程中，邻苯二甲酸在溶液中的残留量随反应时间

逐渐增加，在 99L5 < 达到最大值 :MLP @#NO后开始降

低 $由此推测溴氨酸的开环可能位于 MD; 和 ::D;、

:JD; 和 :9D; 间 $ C;DEF 未检测出溴氨酸和其他产

物，原因可能是物质的沸点较高，不易气化 $
67O;DEF 负离子模式可检测出溴氨酸（保留时

间 K :%LM @",），［ED6］Q 的质荷比（,N /）为 8RJL9 和

8R:LP，两者的相对丰度比接近: S:，为溴的同位素峰

（图 P）$此外，在反应培养液中检测出另一产物（保

留时间 K :L% @",），［ED6］Q 的 质 荷 比 为 9GGL9 和

图 & 溴氨酸降解产物的 ’%()* 分析

!"#$G C;DEF -,-.T2"2 +’ @(*-?+."*(2 +’ /00 4(#1-4-*"+,

9GPLM，相对丰度比同样接近: S:，表明产物分子中仍

带有溴基（图 R）$ 这一产物的含量随溴氨酸的降解

慢慢增加，至脱色终点不再发生变化 $由以上实验结

果及文献［9，:%］推测此终产物可能为 9D氨基D8D羟
基D5D溴苯磺酸或 9D氨基D%D羟基D5D溴苯磺酸，其分子

结构中较多的取代基形成的空间效应阻碍了酶与底

物的接触，使之难以被菌体利用 $

图 + 溴氨酸的 ,-.%()* 检测

!"#$P U(*(1@",-*"+, +’ /00 A2",# 67O;DEF

图 / 溴氨酸降解产物的 ,-.%()* 检测（脱色终点）

!"#$R 67O;DEF -,-.T2"2 +’ @(*-?+."*(2 +’ /00 4(#1-4-*"+,
（*<( (,4 +’ 4()+.+1"B-*"+,）

012 中间代谢产物的利用

细菌以多环芳烃为唯一碳源进行降解的过程

中，往往可利用一些代谢产物来生长［:5 V :P］$ 实验中

测试了 G 种常见的中间代谢产物是否能作为生长基
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质被菌株 !" 利用 #结果显示，菌株可以为唯一碳源

生长的有邻苯二甲酸和 $，%&二羟基苯甲酸，不能利

用邻苯二酚、水杨酸、苯甲酸和 ’，(&二羟基苯甲酸 #
由此推测，本研究中溴氨酸降解的中间产物邻苯二

甲酸可能通过 $，%&二羟基苯甲酸途径［)*］进一步降

解而被菌体利用，与报道的苯甲酸及邻苯二酚途径

不同［)%］#

! 讨论

近年来的研究显示，鞘氨醇单胞菌属的菌株可

降解多种异生型化合物，如联苯、萘、菲、芴、呋喃、咔

唑、芘、氯酚和二 英［)+］，是一类具有潜力的微生物

资源 #本实验中得到的菌株 !"#$%&’(’%)* ,-# !" 与

! # #+,-$.$/’0’,)%*的同源性高达 ++.，后者可降解多

种苯氧羧酸类除草剂［/，’0］，对蒽醌化合物的降解尚

未有报道 #
至今，关于蒽醌化合物好氧生物降解途径的研

究较为有限，且使用的多为真菌体系 # 1234［’)］探讨了

彩绒革盖菌 1’,$’23* 0+,*$.’2’, 对 )，%&二羟基蒽醌的

降解，提 出 底 物 首 先 经 类 似 拜 耳&维 利 格（567879&
:;<<;=79）途径［’’］氧化生成中间产物内酯，继而通过水

解断裂生成邻苯二甲酸，后者经脱羧反应生成苯甲

酸，继而被进一步降解 # >6??7<［’$］的研究中，黄孢原

毛平革菌 4#)%+,’.#)+5+ .#,6*’*"’,$3( 降解蒽生成了

+，)0&蒽醌，之后开环生成邻苯二甲酸 # 本研究中通

过 @A&BC 也检测到中间产物邻苯二甲酸，表明细菌

同样可通过邻苯二甲酸途径降解蒽醌化合物 #其后，

利用 >D"A&BC 检测出非挥发性的溴氨酸及终产物，

弥补了 @A&BC 单一测定的不足［’%］#由于终产物占据

溴氨酸近 (0.有机碳，具有特征质荷比，且中间产

物邻苯二甲酸可被菌体作为唯一碳源利用，由此提

出一条可能的降解途径：溴氨酸在单加氧酶作用下，

于蒽醌环的 +&A 和 ))&A 或 )0&A 和 )’&A 间加入氧，

形成 A—E 键，再经水解作用生成邻苯 二 甲 酸 和

’&氨基&$&羟基&(&溴苯磺酸或 ’&氨基&%&羟基&(&溴苯

磺酸，邻苯二甲酸经 $，%&二羟基苯甲酸途径进一步

降解，提供菌体生长所需碳源 #由于氨基是供电子基

团，溴基是吸电子基团，+&A 和 ))&A 上的电子云密度

大于 )0&A 和 )’&A 上的，因此加氧酶更易进攻 +&A 和

))&A#

" 结论

（)）菌株 !"#$%&’(’%)* ,-# !" 可以溴氨酸为唯

一碳源生长并使其脱色，最适生长和脱色条件为温

度 $0F，-> GH0，摇 床 转 速 )00 9I?;J# 氮 源 中

（K>%）’ CE% 的添加最有利于溴氨酸的降解 # 低浓度

K6A<（ L ’.）对脱色有促进作用，更高浓度的 K6A<
抑制了脱色反应 #溴氨酸初始浓度对脱色的影响可

用 >6<M6J7 底 物 抑 制 模 型 表 征，当 初 始 浓 度 为

) $+$H( ?=I"时可取得最佳比降解速率 )H% 4N ) #
（’）菌株 !" 不能将溴氨酸完全矿化，至脱色终

点 OEA 去除率为 (’H%. # 经 @A&BC 和 >D"A&BC 检

测得出，溴氨酸降解的中间产物为邻苯二甲酸，终产

物可能为 ’&氨基&$&羟基&(&溴苯磺酸或 ’&氨基&%&羟
基&(&溴苯磺酸 #由实验结果推测溴氨酸通过邻苯二

甲酸途径降解，后者可经 $，%&二羟基苯甲酸途径进

一步降解而被菌体利用 #
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《生态毒理学报》入选《中国科技论文统计源期刊》

日前，经过多项学术指标综合评定及同行多位专家评议推荐，《生态毒理学报》已被中国科技信息研究所

《中国科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）》正式收录，具体数据将在 G>>I 年第四季度对外发布 4《中国

科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）》是国内最权威的期刊评价体系 4能够入选其中是对《生态毒理学

报》期刊质量和编辑水平的充分认可，这对于创刊仅 G 年多的《生态毒理学报》而言实属难能可贵 4入选核心

期刊将成为《生态毒理学报》提高学术质量、增强学术影响力的新起点 4相信在社会各届的支持和帮助下，《生

态毒理学报》的明天将会更加美好 4
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