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双菌种协同代谢酚类化合物的机制研究
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摘要!以恶臭假单胞菌和热带假丝酵母为对象$进行了苯酚(间甲酚和 ED氯酚的生物降解实验$研究了 ’ 种菌的纯培养和混合

培养方式下 * 种酚的降解特性和代谢机制B结果表明$当苯酚(间甲酚和 ED氯酚的初始浓度分别为 "((( )( 和 %( FU,4b"时$相

对于纯培养$混合培养的动力学常数 6的绝对值分别提高了 "#‘(i( ’‘%i和 E%‘EiB苯酚羟化酶和邻苯二酚 "$ ’D双加氧酶

的活性测定表明$ ’ 种菌降解苯酚均经过邻位裂解途径B采用液相色谱"[V46#和液质联用技术"46D15#进一步分析表明$混

合培养中热带假丝酵母降解苯酚和 ED氯酚分别积累的中间代谢物顺$顺D粘糠酸和 ED羧基亚甲基丁D’D烯DED交脂$以及降解间

甲酚过程中积累的中间代谢物二羟基苯甲酸( *D羟基顺$顺粘糠酸和 *D羰基己二酸能够被恶臭假单胞菌协同代谢$从而促进 *

种酚的降解B
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!!苯酚及其衍生物是一类芳香族污染物$广泛存
在于制药(炼焦(炼油(塑料(造纸和纺织等工业废水
中 )"* $对人类和环境造成了极大危害 )’* $国内外相

继把苯酚列入环境优先污染物名单 )**B生物法处理

含酚废水由于经济(高效和无二次污染等优点被广
泛研究和应用B目前$大量高效苯酚降解菌已经被筛
选出来 )E a%* $但是含酚废水往往同时含有多种难降

解化合物 )$* $限制了纯菌株生物降解的应用发展B

研究发现多种微生物的混合培养有利于它们代
谢功能的有机结合 )&* $增强降解能力和扩大降解范

围BZ@8U等 )#* 利 用 &)0(*0*00-/MNB和 :$0#$)1!2!/

I#!0#$)/\["("* 混合培养能降解苯酚的浓度高达
* ((( FU,4b"B\AG8U等 )"(* 证 实 7(*+)*2)I!(#<\;AI@
VYD(’和 3*.#.*2#/MNBVYD(& 联合培养时降解苯酚
的能力强于单一菌株B李旭春等 )""*发现红串红球菌
=D"(与混合菌降解烷基酚时具有协同作用BTG@

等 )"’*发现 :(",(*G#0"!(MNB6V/$(% 在与 7/!-B*.*2#/
MNB26V""E 共同培养时获得了降解苯酚(对氯酚和
三氯苯酚的能力B多种微生物混合培养形成好氧颗
粒在废水处理中的应用 )"* a")*和 TL>MQGC: 等 )"%*采用
E 种假单胞菌混合降解 "* 种氯代苯胺(氯代苯甲酸
和氯苯类化合物的报道$也表明了多菌种降解复杂
污染物的可行性B然而很少有报道从代谢角度阐明
多菌种混合培养的相互作用机制B

本研究选取恶臭假单胞菌和热带假丝酵母进行
苯酚(间甲酚和 ED氯酚降解实验$并检测酚类降解
过程中的胞外中间代谢物及其变化$分析了 ’ 菌种
混合培养协同代谢机制$以期为复合菌群降解污染
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物提供基础数据B

KL材料与方法

KOK!菌种及其培养
恶臭假单胞菌 7/!-B*.*2#/+-")B# feD(* 购于

中国科学院北京微生物研究所$热带假丝酵母
3#2B)B# "(*+)0#$)/购于中国微生物菌种保藏管理委
员会普通微生物中心B

恶臭假单胞菌和热带假丝酵母的活化与富集分
别采用 4T培养基和 X+V_培养基B酚类降解实验
采用无机盐培养基 "U,4b" #!,[E6;(‘E$][’V0E
(‘’$1U50E,$[’0 (‘"$=@50E,$[’0 (‘(’$6G6;’
(‘(’$痕量微量元素"1850E,[’0(Z850E(,G’170E,
$[’0(6>50E(676;’,%[’0#$N[$‘(B培养条件均为
*(s$ ’(( L,FA8 b"B
KOM!酚类降解实验

恶臭假单胞菌和热带假丝酵母分别接种于 4T
培养基和 X+V_培养基富集培养$在指数增长阶段
后期离心收获$用无机盐培养基清洗 ’ 次并分别稀
释成适宜浓度的菌悬液备用B单一酚类的降解实验
在 ’)( F4锥形瓶中进行$取适宜量的恶臭假单胞
菌(热带假丝酵母和混合菌悬液接种于 )( F4无机
盐液体培养基中$并使其初始 8%((为 (‘*$其中混合
菌种中的恶臭假单胞菌和热带假丝酵母的接种量分
别是其纯培养的一半$苯酚(间甲酚和对氯苯酚初始
浓度分别为 "((( )( 和 %( FU,4b"B每隔一定时间测
定细胞浓度和底物浓度B
KON!样品分析

苯酚(间甲酚和对氯酚的浓度测定均采用高效
液相色谱"[V46#B吸取 " F4培养液经 (‘’’ "F微
孔膜过滤后测定含量B色谱条件如下!色谱柱为
-@8>MA;D6"&"4#") "F$ E‘% FFt’)( FF#’流动相
为 Q"甲醇#|Q"水# mE|*’流速 "‘( F4,FA8 b"’柱温
*(s’检测波长为 ’&( 8FB

细胞含量采用分光光度计测定$用 8%((表示B
KOQ!酶活性的测定

苯酚羟化酶(邻苯二酚 "$ ’D双加氧酶和邻苯二
酚 ’$ *D双加氧酶的活性测定参考文献)"$*$采用分
光光度法B蛋白质含量测定采用 TLG?R7L? 法 )"&*B
KOR!高效液相色谱D质谱联用"46D15#分析

样品及其预处理方法!样品经过高速离心
""( ((( L,FA8 b"$ "( FA8#后收集上清后采用 (‘’’
"F微孔滤膜过滤除菌$再用甲酸酸化至 N[E‘($然
后用乙酸乙酯等体积萃取$萃取液经旋转蒸发仪蒸

干后重新溶于 " F4甲醇中B
液质联用由高效液相色谱"3UA;@892@C:87;7UA@M

"’(( 5@LA@M$3UA;@89.8CB$W53#和质谱"FACL720=De
$ FGMMMN@C9L7F@9@L7RTL>I@L_G;978AI$ TL@F@8$
Y@LFG8<#组成B高效液相色谱条件同 "‘* 节$质谱采
用 +5.离子源$负离子扫描模式$扫描范围".ON#!)(
a* ((($毛细管柱压为 ’‘% I-$源温为 "&(s$干燥气
和雾化气为氮气$流速分别为 %‘( 和 (‘& F4,FA8 b"B
质谱通过 TL>I@L_G9GDG8G;<MAME‘( 分析结果B

图 KL纯培养和混合培养降解苯酚&间甲酚和 Q.氯酚

=AU‘"!V:@87;$.DCL@M7;G8? EDC:;7L7N:@87;?@ULG?G9A78

Q<N>L@G8? ?>G;C>;9>L@M

ML结果与分析

MOK!* 种酚类降解特性
图 " 显示$恶臭假单胞菌(热带假丝酵母和混合

菌完全降解苯酚所用时间分别为 ’&( ’E 和 ’’ :$混
合培养比纯培养的降解速率略有提高’而纯培养和

E)(*
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混合培养完全降解间甲酚所用的时间在 E& a)( :
之间$混合培养不能够明显提高间甲酚的降解速率’
恶臭假单胞菌降解 ED氯酚在 )" : 内浓度仅仅下降
了 ’( FU,4b"$热带假丝酵母则能够在 E& : 内完全
降解B与热带假丝酵母相比$混合培养完全降解
ED氯酚所用时间缩短至 *% :$混合菌能够明显地促
进ED氯酚的降解B

在底物浓度较低的情况下$底物抑制效应可以
忽略不计$并且细胞增长量很小$因此降解动力学方
程可以表达为!;80mb6"c:$式中 6为降解速率动
力学常数 )"#*B

由表 " 可见在苯酚和 ED氯酚的初始浓度分别为
"(( 和 %( FU,4b"时$底物降解很好地符合一级动力
学特征$而间甲酚初始浓度为 )( FU,4b"时$纯菌株
与混菌均有明显的迟滞期$为考察最大降解速率$拟
合动力学方程的数据不包含迟滞期部分B表 " 中热
带假丝酵母降解苯酚(间甲酚和 ED氯酚的降解动力
学常数 6的绝对值均高于恶臭假单胞菌B与热带假
丝酵母相比$混合菌降解苯酚和 ED氯酚的动力学常
数 6的绝对值分别提高了 "#‘(i和 E%‘EiB而混合
菌降解间甲酚 6值的绝对值仅仅提高了 ’‘%iB混
合菌对 ED氯酚的降解具有明显的促进作用B
MOM!胞外代谢物液相色谱检测

在 ED氯酚降解过程中$热带假丝酵母和混合培
养菌的胞外培养液的液相色谱图有 ’ 个色谱峰$其
中保留时间为 &‘’ FA8 的是 ED氯酚的色谱峰$另外
!!!!

表 KL纯培养和混合培养降解苯酚&间甲酚和 Q.氯酚的动力学方程

2GQ;@"!_<8GFAC@d>G9A78 7R?@ULG?G9A78 7RN:@87;$.DCL@M7;G8?

EDC:;7L7N:@87;A8 N>L@G8? ?>G;C>;9>L@M

底物 菌株 动力学方程
相关系数
"D’ #

恶臭假单胞菌 ;8 0mb(‘")# ""cE‘%)$ % (‘##% $
苯酚 热带假丝酵母 ;8 0mb(‘"$E )"cE‘%(* & (‘### )

混合菌株 ;8 0mb(‘’($ $"cE‘)#’ & (‘### &
恶臭假单胞菌 ;8 0mb(‘"’’ %"c)‘’’* E (‘##& *

间甲酚 热带假丝酵母 ;8 0mb(‘")’ ""c)‘%E& ’ (‘### ’
混合菌株 ;8 0mb(‘")% ("c)‘)*" & (‘##& (
恶臭假单胞菌 ;8 0mb(‘((& ("cE‘(%& & (‘#%( *

ED氯酚 热带假丝酵母 ;8 0mb(‘"E$ ("cE‘#($ % (‘##& ’
混合菌株 ;8 0mb(‘’") ’"cE‘&)’ * (‘### )

一个是保留时间为 ’‘# FA8 的色谱峰$而在恶臭假
单胞菌的胞外培养液中只检测到 ED氯酚的色谱峰B

如图 ’$热带假丝酵母降解 ED氯酚的过程中保
留时间为 ’‘# FA8 的色谱峰随着 ED氯酚的降解逐渐
增至最大$而混合菌株降解 ED氯酚过程中该色谱峰
随着 ED氯酚的降解$先增大后减小$并在 ED氯酚降
解完全后逐渐消失B以上分析说明热带假丝酵母降
解 ED氯酚过程中不断产生并积累代谢产物$而该代
谢产物在混合菌中可以再吸收降解B相似的代谢物
积累的现象也出现在热带假丝酵母降解苯酚和间甲
酚过程中"数据未显示#B
MON!酶活性测定

在苯酚代谢途径中$由苯酚羟化形成邻苯二酚$
邻苯二酚在不同的菌中各由邻苯二酚 "$ ’D双加氧
酶或邻苯二酚 ’$ *D双加氧酶开环裂解$即分别经邻
!!

图 ML热带假丝酵母和混合菌株降解 Q.氯酚过程液相色谱图的对比

=AU‘’!67FNGLAM78 7RC:L7FG97ULGFM?>LA8U9:@?@ULG?G9A78 7REDC:;7L7N:@87;Q<3#2B)B# "(*+)0#$)/G8? ?>G;C>;9>L@
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位或间位开环途径进一步降解然后邻苯二酚开环裂
解$以上两步是整个代谢途径的关键步骤 )’(*B如表
’$热带假丝酵母和恶臭假单胞菌均具有苯酚羟化酶
和邻苯二酚 "$ ’D双加氧酶活性$而未检测出邻苯二
酚 ’$ *D双加氧酶的活性B由此可知恶臭假单胞菌和
热带假丝酵母均遵循邻位裂解途径B’ 种菌采用同
样的苯环裂解机制在降解过程中可能对中间产物协
同降解B另外热带假丝酵母的苯酚羟化酶和邻苯二
酚 "$ ’D双加氧酶活性均大于恶臭假单胞菌说明了
热带假丝酵母降解 * 种酚的速率高于恶臭假单胞菌
的原因B
MOQ!胞外代谢物 46D15 检测

表 ML恶臭假单胞菌与热带假丝酵母苯酚羟化酶和

邻苯二酚双加氧酶酶活性

2GQ;@’!+8g<F@GC9ASA9A@M7R7/!-B*.*2#/+-")B# G8?

3#2B)B# "(*+)0#$)/

酶
酶活性OW,FUb"

恶臭假单胞菌 热带假丝酵母
苯酚羟化酶 "E‘% *"‘’

邻苯二酚 "$ ’D双加氧酶 ’$‘E )%‘%

邻苯二酚 ’$ *D双加氧酶 ( (

!!查询 ]<797+8C<C;7N@?AG7RY@8@MG8? Y@87F@M
"]+YY#中苯酚(间甲酚和 ED氯酚已有的邻位裂解
代谢途径"如图 *#$并与液质联用检测结果相互对
比$初步判断胞外中间代谢物$推测协同代谢机制B

图 NLA/@@中苯酚& Q.氯酚和间甲酚邻位裂解代谢途径

=AU‘*!2:@*(",*DC;@GSGU@NG9:PG<M7R7RN:@87;$.DCL@M7;G8? EDC:;7L7N:@87;M:7P8 A8 ]+YY

!!如图 E$在热带假丝酵母降解 ED氯酚过程中$采
用 46D15 可检测到保留时间 ’‘# FA8 左右信噪比
.ON为 "*#‘( 的胞外中间代谢物B而图 *" Q#中的 ED
氯酚代谢途径中只有 ED羧基亚甲基丁D’D烯DE D交脂
在负离子模式下电离去掉一个质子的准分子离子的
.ON为 "*#‘(")1D[* b$&Lm"*#‘(#B因此推测积累
的胞外中间代谢物是 ED羧基亚甲基丁D’D烯DED交脂B

如图 )$在热带假丝酵母降解苯酚过程中检测
到信噪比 .ON为 "E"‘( 中间代谢物B由图 * "G#可
知$只有苯酚降解途径中的相对分子质量均为
"E’‘( 的中间代谢物顺$顺D粘糠酸(" c#D粘康酸内

酯和 *D羰基己二酸二烯醇内酯与之相匹配B因此可
以推测检测到的中间代谢物至少为以上 * 种化合物
之一B

如图 %$热带假丝酵母降解间甲酚过程中信噪
比 .ON分别为 ")*‘(( ")$‘( 和 ")#‘( 的胞外中间
代谢物的与图 *"C#间甲酚降解途径中准分子离子
的 .ON分别为 ")E‘(( ")$‘(( ")$‘( 和 ")#‘( 的二
羟基苯甲酸( *D羟基顺$顺粘糠酸( ’D马来酰乙酸和
*D羰基己二酸相匹配$可以推测热带假丝酵母降解
间甲酚遵循先由甲基羟化形成 *D羟基苯乙醇$再经
过 *$ ED二羟基苯甲酸苯环邻位裂解这一代谢途径B

%)(*
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图 QL热带假丝酵母降解 Q.氯酚的胞外代谢物液质谱图
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图 RL热带假丝酵母降解苯酚某胞外代谢物液质谱图
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图 !L热带假丝酵母降解间甲酚胞外代谢物液质谱图
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NL讨论

多菌种混合培养降解污染物已经有过报道$混
合菌株能够通过消除底物毒性或抑制效应 )’"$ ’’*促
进污染物降解$或能通过紧密结构空间 )")*促进信号
的流通和微生物的生长B酚类降解过程中中间代谢

物积累的现象已有发现 )’*$ ’E* $而中间代谢物在混合
菌种代谢中的作用机制很少有报道B与前面提到的
混合菌相互作用机制不同$本研究发现热带假丝酵
母和恶臭假单胞菌通过分解互补中间代谢物的作用
促进酚类物质降解B

根据前一节的结果分析$热带假丝酵母和恶臭
假单胞菌降解酚类苯环开环均遵循邻位裂解机制B
与恶臭假单胞菌相比$热带假丝酵母的苯酚羟化酶
和邻苯二酚 "$ ’D双加氧酶具有较高的活性$苯环开
环前的代谢速率较快$然而采用 46D15 检测到热带
假丝酵母在苯酚和 ED氯酚代谢中分别积累了中间
代谢物顺$顺D粘糠酸 "粘康酸内酯( *D羰基己二酸
二烯醇内酯和顺$顺D粘糠酸是能相互转化的同分异
构体#和 ED羧基亚甲基丁D’D烯DED交脂B中间代谢物
的积累$产生抑制效应在酚类降解过程中起着关键
的作用 )’)*B而在恶臭假单胞降解酚类过程中没有检
测到代谢物的积累$且在混合培养降解苯酚和 ED氯
酚过程中能吸收降解热带假丝酵母积累的中间代谢
物$降低抑制效应$从而促进了苯酚和 ED氯酚的代
谢B

间甲酚碳链结构明显区别于苯酚和 ED氯酚$热
带假丝酵母降解间甲酚先氧化甲基再形成邻苯二酚
结构$且在整个代谢过程中检测到二羟基苯甲酸(
*D羟基顺$顺粘糠酸("’D马来酰乙酸#和 *D羰基己二
酸的积累$因此可看出热带假丝酵母降解间甲酚苯
环开环前后代谢受到限制B由于苯酚羟化酶和邻苯
二酚 "$ ’D双加氧酶活性较低$即使恶臭假单胞菌在
混合培养降解间甲酚过程中吸收降解二羟基苯甲酸
开环后积累的中间代谢物$也不能明显提高间甲酚
整体代谢速率B与苯酚和 ED氯酚相比$可能是苯环
上的甲基空间阻位及代谢途径的差异对酶的诱导形
成及降解活性有很大的影响$成为了间甲酚降解速
率的限制因素B间甲酚降解初期有明显的迟滞期$也
说明了上面的推论B

QL结论

""#当苯酚(间甲酚和 ED氯酚的初始浓度为
"((( )( 和 %( FU,4b"时$混合培养的动力学常数 6
的绝对值相对于纯培养分别提高了 "#‘(i( ’‘%i
和 E%‘EiB

"’#在热带假丝酵母和恶臭假单胞菌细胞提取
物中检测到苯酚羟化酶和邻苯二酚 "$ ’D双加氧酶
活性$未检测到邻苯二酚 ’$ *D双加氧酶活性$ ’ 种
菌降解苯酚均遵循邻位裂解机制B

$)(*
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"*#采用 [V46检测到热带假丝酵母在降解 *
种酚的过程中积累了胞外中间代谢物$未检测到恶臭
假单胞菌胞外中间代谢物的积累B’ 种菌混合培养能
吸收再利用胞外中间代谢物$促进 * 种酚的降解B

"E#采用 46D15 进一步分析$热带假丝酵母在
降解苯酚和 ED氯酚过程中积累的中间代谢物分别
为顺$顺D粘糠酸 "粘康酸内酯( *D羰基己二酸二烯
醇内酯#和 ED羧基亚甲基丁D’D烯DED交脂$在降解间
甲酚过程中积累了二羟基苯甲酸( *D羟基顺$顺粘
糠酸"’D马来酰乙酸#和 *D羰基己二酸B
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