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摘要! 从浙江仙居某制药厂废水处理站的活性污泥中驯化(分离得到 " 株能以雌二醇""$!D@M9KC?A7;$ +’#为唯一碳源生长的细

菌菌株 +’DYB经过对其形态特征(生理生化以及 "%5 KW,3序列分析$确定该菌为一种芽孢杆菌 "=#-)$$*(MNB#B通过摇瓶实验

考察了温度(N\等因素对 +’ 微生物降解性能的影响$得出最适温度为 *(u$最佳 N\值 $‘)‘培养基中不同添加物对 +’ 降解

的影响迥异!蛋白胨(牛肉膏等有较强的促进作用’ TC’ a([8’ a(58’ a(6?’ a(6K’ a(VQ’ a等几种金属离子的抑制作用依次增强’

而投加硝酸钾(淀粉(氯化铵(6C’ a( =@’ a等物质对 +’ 降解无明显影响B在最佳实验条件下$该菌株可以在 $ ? 内将初始浓度

为 (‘) h)( FUO4的 +’ 完全降解$+" 是菌株 +’DY降解 +’ 的最初代谢产物$并且可进一步被逐渐降解’降解实验进行 ") ? 后$

初始浓度为 " FUO4的 +’ 的雌激素总体效应可被该菌株降低 #)m以上B
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!!环境雌激素"@8SAK78F@89C;@M9K7U@8M#是对生物
有机体维护正常的动态平衡(繁殖(生长及行为有不
利影响的环境化学物质B即使环境中只有少量这类
物质$也可能导致各种生物体的性激素分泌量下降(
活性减弱(精子数量减少(生殖器官异常(癌症等发
病率增加$并影响到各生物的生殖系统(免疫系统和
神经系统等 *"$’+B环境雌激素按其来源大致可分为
天然雌激素"雌二醇(雌酮(雌三醇等#(植物性雌激
素和真菌性雌激素(人工合成的雌激素 "乙炔基雌
二醇等#以及环境化学污染物 "农药(表面活性剂(
塑料制品等# **+B

"$!D雌二醇"+’#是如今诸多环境雌激素中作
用最强的一种$作用强度是其 ’ 种代谢产物雌酮
"+"#和雌三醇"+*#的 ) h" (((倍B+’ 普遍存在于
各类环境$特别是水环境中$由于 +’ 具有潜在的内
分泌干扰作用$并且普通水处理技术难以有效地去
除水中 +’$因此用微生物降解包括 +’ 在内的甾体

雌激素逐渐引起了人们的重视 *E h$+ $但此技术前提
是获得高效稳定的降解菌B迄今为止$研究人员已获
得一些 +’ 降解菌B=>GAMCPC等 *&+从活性污泥中分离

出第 " 株能够降解 +’ 的菌株 :N,N(?E).TND)*/MNB
"3/.D"#’Y7M:AF797等 *#+从污水处理厂的活性污泥

中 分 离 出 E 株 能 降 解 +’ 的 高 效 菌 株
"<ENAN-N--*(#’Y> 等 *"(+分离出 "E 株 +’ 降解菌$分
别属于 +/).ND#-"!’(=’!,*.A)/N.#(( U$#,ND#-"!’)*/(
:N-#’A)N)A!((J?E).TN/N.#(B然而$目前国内关于 +’
降解菌的报道相对较少$仅有北京工业大学纪树兰
从某避孕药生产厂废水处理站好氧池活性污泥中得

到 J?E).TND#-"!’)*/MNB]6/) *""+ (同济大学曾庆玲报
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道的 以 +’ 为 唯 一 碳 源 的 菌 株 ;(!*AN/N.#(
#!’*T).N(# 2]" *"’+ $并且都只对降解菌的降解特性进
行了初步研究$未对降解菌的 +’ 降解机制和降解
过程中雌激素活性的变化进行深入的阐述B因此$筛
选出适应中国本土环境的 +’ 高效降解菌$并对降
解活性和降解机制进行研究是开展环境雌激素生物

降解研究的重要前提B
本研究从浙江仙居某避孕药厂废水处理站好氧

池的活性污泥中驯化(分离得到 " 株能够以+’ 为唯
一碳源的芽孢杆菌 "=#-)$$*(MNB#$对该菌株的 +’
降解特性进行了分析$同时考察了降解过程中雌激
素总体活性的变化$并对该菌株的 +’ 降解机制进
行了初步的探讨$以期为含环境激素类废水的生物
强化处理提供新菌株材料及其基本特性参数B

IJ材料与方法

ILI!污泥来源
取自浙江仙居某制药厂废水处理站好氧池的活

性污泥B
ILK!活性污泥的驯化及菌种富集培养基
用于 +’ 降解菌分离和培养的无机盐培养基

"UO4#! ’̂\V0E *‘)( \̂’V0E "‘)(,C6;(‘)(1U50E
. $\’0 (‘")( ,C\60* (‘((’( 1U50E . E\’0
(‘((( *([850E .$\’0(‘((( ’( ",\E # ’17’0’E .
E\’0(‘((( ’(6>50E .)\’0(‘(("(6C6;’ . ’\’0
(‘((( )(=@50E.$\’0(‘(()$N\s$‘(‘固体培养
基中加入 ") UO4的琼脂B
用于菌体保存及菌悬液制备的 /’3培养基

"UO4#!酵母 (‘)(酪蛋白酸水解物 (‘)(可溶性淀粉
(‘)(1U50E . $\’0 (‘()(胰蛋白胨 (‘’)(葡萄糖
(‘)(丙酮酸钠 (‘*( \̂’V0E (‘*$ N\s$‘(‘固体培
养基中加入 ") UO4的琼脂B
ILM!菌种的富集(分离及纯化
将 +’ 溶于甲醇$加入到 "(( F4的无机盐培养

基$使 +’ 终浓度为 " FUO4B水浴下加热培养基$待
甲醇完全蒸发后 *"(+ $将采集的污泥按体积分数为
’(m的接种量加入到该培养基中$于 *(u$ ")(
KOFA8的摇床培养B每 ’ h* ? 更换一次营养液重复 &
周$以富集 +’ 降解细菌$淘汰对 +’ 敏感的微生物B
驯化结束以后$在琼脂平板上多次划线分离直到得
到可降解 +’ 的单菌落B
ILN!细菌生长测定和生理生化指标测定
细菌生长以 L%((表示B革兰氏染色(柠檬酸盐利

用(硝酸盐还原以及碳源利用等指标测定参照文献

*"*+的方法进行B
ILQ!菌株 "%5 KW,3扩增及菌种鉴定

W,3提取!采用 *5 柱离心式环境样品 W,3回
收试剂盒"-’‘’$上海申能博彩生物科技有限公司
提供# 提取和纯化菌种 W,3B

V6/扩增!选用细菌的通用引物 T5=&O’( 和
T5/")E"O’(‘#Eu预变性 E FA8$*) 个循环"#Eu变
性 %( M$)#u退火 %( M$$’u延伸 #( M#$最终 $’u延
伸 "( FA8$Eu保温 "( FA8BV6/扩增产物经 "‘)m
琼脂糖凝胶检验后交由上海英骏生物技术有限公司

测序B
菌株 "%5 KW,3序列分析!利用 T4352将所测

得序列与 Z@8TC8H 数据库中的 "%5 KW,3基因序列
进行同源性比较分析$选取" E(( QN左右的长度进
行比对*6;>M9@;I""‘&"#+$采用邻位连接",@AU:Q7>K
]7A8A8U$,]#法进行系统学分析"1+Z3#B
IL!!菌悬液的制备
用接种环从 Eu保存的 /’3斜面上挑取一环细

菌$接到无菌的装有 "(( F4/’3液体培养基的三角
瓶中$于 *(u( ")( KOFA8摇床培养 ’E : 至对数生长
期B然后"( ((( KOFA8离心 "( FA8$倒去上清液$加入
不含 +’ 的无菌无机盐液体培养基洗涤$再"( (((
KOFA8离心 "( FA8$倒去上清液$如此反复洗涤 * 次
后用漩涡混合器将菌体打散$最后用无机盐培养基
将菌液稀释到 L%((值为 "‘($制成菌悬液备用B
ILR!菌株对 +’ 的降解实验
在确定最适温度的实验中$培养基的 N\为

$‘($+’ 浓度为 " FUO4$选取不同培养温度"")( ’((
’)( *(( *)( E(( E)u#’在确定最适 N\实验中$培
养温度为 *(u$+’ 浓度为 " FUO4$培养基取不同
N\值"E‘)( )‘)( %‘)( $‘)( &‘)( #‘)( "(‘)#’在培
养基优化实验中$培养基的 N\为 $‘($温度为
*(u$+’ 浓度为 " FUO4$添加物分别为 (‘(" UO4的
3;* a(6>’ a(=@’ a等金属离子及 (‘" UO4不同营养物
质’在不同初始浓度 +’ 的降解实验中$培养基的 N\
为 $‘($温度为 *(u$设定不同 +’ 初始浓度 "(‘)(
"‘(( ’‘(( "(‘(( *(‘(( )(‘( FUO4#B定时取样$对
+’ 进行定性定量分析B
上述操作均做 * 次平行实验$并做空白对照B实

验中使用 ’)( F4三角瓶$装 "(( F4含+’ 的无机盐
液体培养基$菌株接种量为 ’m"体积分数#$摇床转
速为 ")( KOFA8B
ILPJ雌激素定性定量分析检测方法
雌激素的定性定量检测采用 \V%&#(D)#$),气

E"*"
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相色谱D质谱仪"Z6O15#$色谱柱为 \VD)15 毛细管
柱B检测条件!Z6条件为以氦气为载气$恒流流速为
"‘( F4OFA8$进样口温度为 ’)(uB升温程序!初始
温度为 "((u$保持 " FA8$然后以 "( uOFA8升至
’((u$再以 * uOFA8升至 *((u并保持 "( FA8B不
分流方式进样$进样体积为 ’‘( #4B15 条件!接口
温度为 ’&(u$离子源温度为 ’)(u$电离方式为+.$
电子轰击能量为 $( @-$溶剂延迟时间为 ") FA8$以
选择离子监测模式定量B样品处理!取 " F4样品离
心浓缩后取上清液$用等体积二氯甲烷萃取后转入
"‘) F4小瓶中$加入 "(( 8U+’D?E 内标$于温和氮
气流中进一步蒸发至干$残余物加入 )( #4吡啶和
"(( #4T52=3""m2165#$于 $(u下反应 *( FA8$
衍生物冷却至室温后用 Z6O15 测定分析 *"E h"%+B
ILT!雌激素总体效应的测定

+’ 以及其代谢产物的雌激素总体效应的测定
采用中国科学院生态环境研究中心提供的酵母干粉

型试剂盒B其原理为采用冷冻离心方法制备重组人
雌激素受体基因酵母干粉$该酵母能特异性结合水
溶液中的雌激素和类雌激素化合物$产生具有生物
学活性的酶$生成黄色的酶反应产物"在 E’( 8F处

有特征吸收# *"$$"&+B通过检测 LE’(值$可以定量计算
水溶液的雌激素浓度$具体方法参照文献*"#+B
本实验在 ’)( F4的三角瓶中加入 "(( F4无机

盐培养基$+’ 初始浓度为 " FUO4$菌体投加量为
’m"体积分数#$摇床转速为 ")( KOFA8$于最佳反应
条件下$在反应时间分别为 (( E( &( ") ? 时取样$
然后将其稀释 "(( 倍$测定各个样的 !D半乳糖苷酶
活性$通过 !D半乳糖苷酶活性可以看出各个样的雌
激素总体效应 *’(+B

KJ结果与讨论

KLI!分离菌株的形态和生理生化特征
经过反复分离(培养和纯化$获得 " 株能以 +’

为唯一碳源生长的降解菌株$将其命名为 +’DYB该
菌株在 /’3培养基平板上生长时$菌落为圆形$菌
落较大$边缘整齐$表面呈灰白色无光泽$不易扩张B
透射电镜观察菌株形态!短杆状$很少成链$大小为
"(‘$ h(‘&##Fk"’‘( h*‘(##F$内生孢子B图 " 为
菌株扫描电镜以及透射电镜照片$菌株生理生化实
验结果如表 " 所示B
KLKJ菌株 "%5 KW,3鉴定结果

图 IJ菌株 /K.b的扫描及透射电镜照片

=AUB"!5LC88A8UC8? 9KC8MFAMMA78 FALK7UKCN: 7RM9KCA8 +’DY

表 IJ菌株 /K.b的生理生化特性

2CQ;@"!V:<MA7;7UALC;L:CKCL9@KAM9ALM7RM9KCA8 +’DY

项目 结果 项目 结果

革兰氏染色 a 葡萄糖作用"产气# g

运动性 a 淀粉水解 a

氧化酶 a 丙二酸盐利用 a

硝酸盐"还原# a 柠檬酸盐利用 a

硝酸盐"产气# a 1B/ a

葡萄糖作用"产酸# a -BV a

!!对该菌株的 W,3进行 V6/扩增以及 "%5 KW,3
基因鉴定后$利用 T4352在 Z@8TC8H 数据库中进行
同源性检索$结果显示$该菌株的 "%5 KW,3基因序
列均与 Z@8TC8H 中许多芽孢杆菌 "=#-)$$*(MNB#的
"%5 KW,3基因序列的同源性在 ##m以上$结合菌株
的形态和生理生化特征$该菌株鉴定为芽孢杆菌
"=#-)$$*(MNB#$在芽孢杆菌属中发现降解 +’ 的菌

)"*"
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株$本研究为首次报道B图 ’ 是这该菌株及部分相关
菌株基于 "%5 KW,3基因的系统进化树B

图 KJ菌株 /K.b的系统发育树

=AUB’!V:<;7U@8@9AL9K@@7RM9KCA8 +’DY

KLMJ影响菌株降解 +’ 的因素
KLMLI!温度对 +’ 降解的影响
由图 * 可知$在温度为 ") h*(u范围内$随着

培养温度升高$菌株生长和 +’ 降解速率都随着提
高$并且在 *(u时达到最佳$+’ 降解率为 #(m’但
当温度继续升高时$菌株生长和 +’ 的降解速率都
受到一定程度的抑制B这主要是由于温度会影响微
生物膜的液晶结构(酶及蛋白质的合成与活性$进而
影响降解等生命活动B在 ") h*(u之间$随着培养
温度升高$菌株中的蛋白质和酶活性增强$生化反应
加快$生长及降解速率提高’当温度继续升高时$细
胞中某些温度敏感的物质受到不可逆的破坏$生命
活动受到抑制 *’"+B图 * 说明该细菌最适的生长(降
解温度处在 ’) h*)u之间$结合文献*"’+报道$本
研究菌株 +’DY的培养温度选择 *(uB

图 MJ温度对 /K 降解的影响

=AUB*!+RR@L9M7R9@FN@KC9>K@78 9:@?@UKC?C9A78

7R+’ Q<M9KCA8 +’DY

KLMLK!初始 N\值对 +’ 降解的影响
从图 E 看出$N\值为 E‘) 和 "(‘) 时$菌株+’DY

不能正常生长$对 +’ 的降解率不到 ")m$这是因为
在 N\为 E‘) 的过酸条件下$细胞质的理化性质可

能受到影响$酶的分子结构发生不可逆的破坏$导致
微生物对营养物质的摄取也会受到影响 *’"+B而在
N\值为 "(‘) 时$一部分 0\g离子与培养基中的离

子生成沉淀$破坏了培养基组成而不利于细菌生长B
在 N\为 %‘) h&‘) 的条件下$菌株 +’DY的降解率
在 %)m以上$降解最快的 N\值为 $‘)$降解率可以
达到 #(mB

图 NJ初始 $:值对 /K 降解的影响
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KLN!培养基组成优化实验
在培养基中添加不同的营养物质及金属离子对

+’ 降解有着不同的影响B从表 ’ 可以看出$对 +’ 降
解有促进作用的添加物及其作用程度为!蛋白胨 l

牛肉膏 l葡萄糖 l乳糖 l酵母粉 l硝酸铵B其中蛋
白胨与牛肉膏促进作用最为明显$添加后 +’ 降解
率达到 #$m以上B这可能是菌株更容易利用有机氮
源为细菌提供足够的能量$诱导其产生更多的 +’
降解酶$进而促进其对 +’ 的降解B该结果与 59>FN@
等 *’’+的报道类似B同时表 ’ 结果显示$ TC’ a( [8’ a(
58’ a( 6?’ a(6K’ a( VQ’ a几种金属离子对 +’ 降解的
抑制作用依次增强B而投加硝酸钾(淀粉(氯化铵(
6C’ a( =@’ a等物质对 +’ 降解无明显影响B

表 KJ添加物对 /K 降解的影响
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添加物 降解率Om 添加物 降解率Om 添加物 降解率Om

空白 &#‘#" 硝酸铵 #’‘’" TC’ a %(‘’*

硝酸钾 &#‘"% 酵母粉 #’‘#* [8’ a )"‘()

淀粉 &#‘’" 乳糖 #E‘"" 58’ a E’‘(*

6C’ a #(‘"% 葡萄糖 #%‘"E 6?’ a ")‘**

氯化铵 #(‘*’ 牛肉膏 #$‘*’ 6K’ a #‘’%

=@’ a #"‘’* 蛋白胨 #&‘’% VQ’ a (‘((

%"*"
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KLQJ菌株对不同浓度 +’ 的生物降解
从图 ) 可以看出$当 +’ 初始浓度为 (‘) h)(

FUO4时$$ ? 内均可被完全降解B在 +’ 初始浓度’
’‘( FUO4时$菌体很容易适应生长环境$+’ 降解率
直线上升$在 ) ? 内可以将 +’ 完全降解B+’ 初始浓
度为 "(‘(( *(‘(( )(‘( FUO4时$+’ 分别在第 )( %(
$ ? 时被完全降解B另外$从图 % 也可以看出$在 (‘)
h)( FUO4范围内$细菌的比降解速率随着 +’ 浓度
的增加而线性增加$相关系数 <’ l(‘##‘这说明该
菌能够适应较高 +’ 浓度的环境$具有较强地抵抗
+’ 毒性和降解 +’ 的能力B
上述结果表明$该菌可以在 E? 内将 " FUO4的

+’ 完全降解$降解速率略低于 Y> 等 *"(+报道的菌株

J?E).TN/N.#("在 * ? 内能完全降解 +’#$但是菌株
+’DY具有较高的 +’ 耐受能力$在 +’ 浓度高达 )(
FUO4时仍具有较高的降解效率$这一结果高于以往
的研究报道 *’*$’E+B此外$e>C8 等 *’)+研究报道$菌株
=#-)$$*((*D")$)(可以快速降解环境雌激素 W+\VB综
上所述$该菌株"=#-)$$*((*D")$)(#对环境雌激素具有
较高的耐性和降解能力B

图 QJ菌株 /K.b对不同浓度 /K 的生物降解
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KL!J最初代谢产物及雌激素活性分析
利用 Z6O15 对菌株降解 +’ 过程的中间产物

进行定性分析$结果见图 $‘根据中间代谢产物的
Z6O15 图谱和有关研究报道 *’%$’$+ $对 +’ 代谢中间
产物进行了初步鉴定B在降解体系中捕捉到 +" ""/

图 !J底物浓度与菌株比降解速率相关性分析
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图 RJ菌株降解 /K 中间产物的气相.质谱联用分析结果

=AUB$!/@M>;9M7RZ6O15 C8C;<MAM7R+’ F@9CQ7;A9@M

NK7?>L@? Q<M9KCA8 +’DY

s"*‘’"%FA8$ /OQ为 *E’‘*#$这说明 +" 是 +’ 的一
种代谢产物$这在已有报道的 +’ 降解菌中也有发
现 *#$"(+B同时图 & 也表明$随着 +’ 的逐步降解$基质
中 +" 的浓度逐渐增大$在实验第 E ? 时$+’ 被完全

$"*"



环!!境!!科!!学 *" 卷

降解$此时 +" 的浓度约为 (‘$( FUO4B在 +’ 被完全
降解以后$+" 浓度开始逐渐降低$在 & ? 内 +" 浓度
降低至 (‘’$ FUO4B此外$从反应过程中的雌激素总
体活性变化分析可见"图 ##$随着反应的进行$基质
中的雌激素总体效应不断减小$并且在降解过程中$
前 E ? 雌激素总体效应下降得较快$而在反应后期
雌激素总体效应降低得较慢$降解实验进行 ") ? 后
基质中雌激素总体效应降低了 #)m以上$这也正说
明了在反应前期 +’ 正快速地被生物降解为雌激素
活性较低的 +"$而后随着 +" 的进一步降解雌激素
活性随着减少B

图 PJ菌株 /K.b对代谢产物 /I 的生物降解
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图 TJ/K 微生物降解过程中雌激素活性的变化
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MJ结论

""# 从制药厂污水处理站的活性污泥中驯化(

分离得到 " 株降解 "$!D雌二醇的高效菌株$通过形

态学及 "%5 KW,3基因序列分析$初步鉴定该菌株
为芽孢杆菌"=#-)$$*(MNB#B

"’# 该菌株生长最适 N\值为 $‘)$最适温度为
*(uB蛋白胨(牛肉膏(葡萄糖等对 +’ 降解有较强
的促进作用’ TC’ a( [8’ a(58’ a(6?’ a(6K’ a( VQ’ a这
% 种金属离子对 +’ 降解的抑制作用依次增强B

"*# 在最佳实验条件(+’ 初始浓度为 (‘) h)(
FUO4的无机盐培养基中$+’ 均能保持降解活性$可
在 $? 将 +’ 完全降解B

"E# 菌株 +’DY降解 +’ 的最初代谢产物为 +"$
并且可进一步将 +" 逐渐降解$降解实验进行 ")?
后$雌激素总体效应可以降低 #)m以上B
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