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摘要 经过 个月的驯化 从某染料厂和某毛纺厂活性污泥中分离出能够生长于  2二氯苯 !  2三氯苯和六氯

苯的 种微生物 通过测定该混合菌降解氯苯类化合物过程中的累积好氧量 !微生物生长曲线及降解产物 ≤
的释

放 证明在好氧条件下该混合菌能够以  2二氯苯和   2三氯苯为唯一碳源和能源 降解产物 ≤
浓度的变化与

微生物生长周期有关 通过好氧振荡瓶培养法测得 种氯苯的生物降解顺序为  2二氯苯≈1ΛΠ#    

2三氯苯≈ ΛΠ# 六氯苯≈ ∗ ΛΠ# 说明氯取代数越多 氯苯类化合物越难被好氧降解 

关键词 氯苯类化合物  2二氯苯   2三氯苯 六氯苯 生物降解

中图分类号 ÷  文献标识码   文章编号 222

基金项目 国家自然科学基金资助项目 环境模拟
与污染控制国家重点联合实验室开放基金支持项
目

作者简介 甘平 ∗  硕士研究生 主要研究方向为有机污
染物的降解和迁移 

收稿日期 22

Εξπεριµεντ οφ Βιοδεγραδατιον οφ Χηλοροβενζενεσ

 °ƒ ≠ •   ≤∞2∞√≥≤ ≥

 

Αβστραχτ ƒ∏         2   22
¬∏∏∏ 

⁄∏  ¬  ∏∏∏  ¬ 

∏ ∏√≤

√×∏¬

∏ 2   2 ∏ ∏× 

≤

  √ √×  2

 2≈ ΛΠ#    2≈ ΛΠ#  ¬≈ ∗ ΛΠ#

 ×∏∏∏∏

Κεψωορδσ 2  2¬

  氯苯类化合物属中度挥发的有机污染物 

难以被微生物降解 给定量研究氯苯类化合物

的生物降解带来一定困难 目前 国内外对氯苯

类化合物降解研究主要集中于通过酶活性分析

法定性探讨生物降解途径≈ ∗ 
在作定量研究

时 也绕过对目标化合物的直接测定 而通过测

定非特性参数 如累积好氧量≈ ∗ 等来表征氯

苯类化合物的生物降解 本研究首先从污水处

理厂的活性污泥中驯化出能够以氯苯类化合物

为生长基质的混合菌种 并从不同角度研究了

氯苯类化合物的生物降解 还通过直接测定目

标化合物的减少来定量表征其生物降解性 

1  试验材料和方法

111  菌种的驯化

将北京染料厂二沉池回流污泥和清河毛纺

厂气浮池污泥混合 曝气 小时 静置 滤去上

清液 取下一层浓稠污泥 接种至已灭菌的

含有 无碳培养基和 酵母膏的 磨

口三角瓶中 再加入一定量的用丙酮助溶的  

2二氯苯   2三氯苯和六氯苯为驯化物 加

塞并用封口膜密封 置于摇床  ε 振荡 频率

为 Π每 进行一次转移接种 并逐渐

增加培养基中氯苯类的浓度 直至最终浓度达

到 Π酵母膏的用量也逐渐减至  每个浓

度做 个转移接种 每次接种均做不加菌种的

第 卷第 期
年 月

环   境   科   学
∞∂ ∞×≥≤∞≤∞

∂ 




对照 

无碳培养基   ° #   

°   ≥ 1 ≥ #  

1≥ #    #  1

≤° ƒ≥ 1   

112  平板划线分离和涂布分离

将最后一轮驯化的培养液用涂布法接种于

琼脂平板  ε 恒温培养 出现不同菌落再进行

划线分离 直至分离出单一菌落时 分别挑入斜

面  ε 冰箱中保存 

平板培养基 牛肉膏 蛋白胨 

≤琼脂   1 

113  菌种的活化和菌悬液的制备

分别挑取斜面上的菌落少许 混合接种于

灭菌后的活化培养基中 于  ε 下摇床培养

活化后的菌液转移至离心管中 以 Π

离心 倾去上清液 再用磷酸盐缓冲

溶液清洗 次 最后使菌体悬浮于缓冲液中制

成菌悬液 

活化培养基 牛肉膏 蛋白胨 

≤   1 

磷酸盐缓冲溶液 称取 °# 

1溶于 蒸馏水中 称取  ° #

  1溶于 蒸馏水中 在中加

入约 1的 

114  水中氯苯类生物降解的累积好氧量测定

用于记录生物降解过程中累积耗氧量的

⁄仪有压力敏感探头 能够全过程记录培

养期间氧气的消耗 在 螺口瓶中分别加

入 无碳培养基 菌悬液 再各自加入

唯一碳源  2二氯苯   2三氯苯和六氯苯 

使其浓度分别为  2二氯苯 1Π  2

三氯苯 1Π六氯苯 1Π并做不加

碳源的微生物内源呼吸累积好氧量以作对照 

 ε 下培养 

115  微生物生长曲线及氯离子浓度的测定

采用好氧振荡瓶培养 用吸光度值表征微

生物的生长量 用降解过程中脱除的 ≤
 浓度

变化来表征化合物的降解 实验条件温度

 ε 反应瓶容积 反应液体积  2

二氯苯浓度 Π摇床转速 Π开始实

验后每隔 取出一个培养样品以供测定 采

用 光栅分光光度计来测定培养液的吸光

度 波长 Κ 培养液在此波长处有最大

吸收值 ≤
 浓度测定用日立 2型离子

色谱仪 测定前将样品经 1Λ的微孔滤膜过

滤 

116  目标化合物浓度的测定

采用好氧振荡瓶培养法 分别研究  2二

氯苯 !  2三氯苯和六氯苯的生物降解 以目

标化合物的减少来表征降解浓度 试验条件为 

温度  ε 反应瓶容积 反应液体积

摇床转速 Π试验周期 化合物

浓度  2二氯苯 1Π  2三氯苯

1Π六氯苯 1Π

水中氯苯类的测定采用液2液萃取 净化后

用 °毛细管气相色谱法测定化合物浓度 

采用电子捕获检测器 毛细管内径 1 柱

长  进样器温度  ε 检测器温度  ε 

加热区初温  ε 保持 后 以  ε Π的

速率升到  ε 再以  ε Π升到  ε 保

持 使柱中高沸点物质流出 

2  结果与讨论

211  菌种的驯化

微生物生长的判断  为了避免挥发 菌

种的驯化和培养是在封闭体系中进行的 为了

保证充足的氧气 采用大体积小液量的体系 上

层空间的氧量足以维持培养周期内微生物所

需 每一个驯化周期结束时将培养物以无菌操

作移接至新鲜培养基中 进入下一个培养周期 

微生物生长的判断采用目测法和  值比较

法 即观察培养液是否出现可见的白色絮状浑

浊 而且当将少量培养物接种到含有同样浓度

的同种化合物的新鲜培养基上时 这种浑浊又

会重新出现 而空白对照反应瓶中却不出现这

种可恢复的浑浊现象 另外 接种前后培养基的

值有所下降 这是因为微生物生长后产生酸

性代谢产物所致 这些都能够证明微生物的生
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长 

菌种鉴定  经过对从某染料厂和某毛

纺厂的活性污泥的筛选驯化最终分离出 株菌

种 它们能够生存于含有氯苯类的培养基中 在

牛肉膏琼脂平板上 各自的菌落特征分别为 

号菌斑圆形 表面光滑 半透明 乳白色 经检验

是革兰氏阴性球菌 号菌圆形 表面光滑 土

黄色 半透明 经检验是革兰氏阴性球菌 号

菌白色 表面粗糙 圆形 经检验是革兰氏阴性

球菌 号菌圆形 光滑 半透明 浅粉色 经检

验是格兰氏阳性球菌 

人工驯化的理论解释  氯苯类化合物

通常被认为是环境外来化合物 由于自然界中

的微生物缺乏相应的降解酶 所以难以被微生

物利用 但是利用微生物的遗传变异特性经过

人工驯化 在氯苯类化合物的诱导下 有些微生

物通过变种或形成诱导酶 逐步改变自身以适

应环境 产生降解或部分降解氯苯类化合物的

能力 从中获取生长所需要的碳源和能源 逐渐

形成优势菌种 

212  单一基质降解的累积耗氧量

微生物的耗氧量是反应氯苯类化合物生物

降解性的一个重要指标 本研究分别以  2二

氯苯 !  2三氯苯和六氯苯为唯一碳源和能

源 测定微生物的积累好氧量 并作了不加目标

化合物的微生物内源呼吸好氧量作为对照 结

果如图 所示 

图 1  不同氯苯类化合物的累积耗氧量曲线

ƒ1  ∏∏∏ ¬ 

  从图 可以看出 

  2二氯苯 !  2三氯苯的累积耗氧

量曲线均高于不加碳源的微生物内源呼吸线 

说明经过驯化的混合菌能以  2二氯苯和  

 2三氯苯为唯一碳源和能源 但微生物利用

二氯苯的耗氧量明显高于三氯苯 说明二氯苯

生物降解性强于三氯苯 这是因为氯取代基有

很强的电负性 能强烈吸引电子 使苯环成为一

个疏电子环 亲电的氧化酶很难从苯环上获得

电子而发生氧化反应 在有氧条件下不易为微

生物所利用 氯取代数越多 苯环上的电子云密

度越低 越难被氧化 另外氯苯类化合物的水溶

性随着氯取代数的增多而减小  2二氯苯溶

解度为 1 ≅ 
 
Π  2三氯苯溶解度

为 1 ≅ 
 
Π溶解度的减小也将影响其

生物降解性 使其变小 

 六氯苯累积耗氧量曲线低于对照的微

生物内源呼吸线 说明在饱合溶解度状态下 六

氯苯对所驯化的微生物有抑制作用 是一类化

学性质极其稳定的化合物 另外六氯苯水溶性

极低 也不易为微生物摄取 

  2二氯苯 !  2三氯苯的累积耗氧

量曲线均有明显的迟滞期 可能因为以多基质

驯化的菌种在单一基质条件下 需要一定时间

的适应 经过几代变异后才能生成催化该单一

基质的酶或酶系 另一个原因是在转移接种过

程中斜面培养基不含氯苯类化合物 缺乏相应

的选择压力 使其降解能力部分丧失 在投加特

定氯苯后还需要一定时间的适应性驯化 

213  微生物的生长和 ≤
的释放

微生物在对氯苯类化合物的降解过程中获

得生长所需的碳源和能源 并不断增殖 而降解

过程伴随着脱氯作用 通过测定微生物的生长

曲线和氯离子浓度的变化来了解氯苯类的生物

降解与微生物生长之间的关系 结果见图  

由图 可以看出微生物的繁殖经历 个时

期 迟滞期 !对数期 !平台期和衰老期 

 迟滞期第  ∗   将菌悬液接种到

含有目标污染物的新鲜培养基时 开始一段时

间内微生物并不繁殖 细胞数目几乎不增长 因

此吸光度值没有明显变化 此时细胞有较强生

理活性 微生物体积增长很快 其能量来自于目

标污染物的不断降解 因此体系中代谢产物氯

离子浓度有所增加 
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图 2  微生物的生长和氯离子的释放

ƒ1  ∏ ≤



   对数期第  ∗   这一时期体系的

吸光度值和氯离子浓度均以较大速度增加 这

是因为此时菌体分裂最快 菌体健壮 !代谢旺

盛 菌数以几何级数增加 所以称对数期 在此

时期 氯苯类化合物降解较快 

 稳定期第  ∗   这一时期菌体生

长速率逐渐下降 同时菌体死亡速度不断上升 

当菌体增加的数量和死亡的数量几乎相等时则

进入稳定期 此时吸光度值变化相对稳定 由于

新陈代谢继续进行 随着代谢产物的积累 ≤


浓度仍不断增加 但增加速率放慢 稳定期的出

现是由于培养基内营养物质的减少和有毒代谢

产物如氯代儿茶酚的积累 

衰老期 ∗   在此时期体系吸光度

值不断减小 因为菌体死亡速率大量增加 超过菌

体繁殖速率 微生物总数逐渐减少 由于菌体生理

活性不断下降 新陈代谢速率放慢 ≤
浓度将会

以一个极低的速率增加 并趋向一个平衡值 

214  通过目标化合物浓度变化表征水中氯苯

类化合物的生物降解

氯苯类化合物亲脂性较强 而亲水性较弱 

用液2液萃取法定量测定水中痕量氯苯类化合

物有较大的浓缩倍数 其回收率大于   通

过 轮水中氯苯类生物降解的好氧摇瓶实验 

发现在  ε 下  2二氯苯 !  2三氯苯的降

解速率分别为  ΛΠ# ! ΛΠ#

和 ∗ ΛΠ# ∀同样说明氯原子的引入是造

成氯代芳香化合物难以生物降解的主要原因 

随着氯取代数的增加 其生物降解性逐渐降低 

3  结论

 以  2二氯苯 !  2三氯苯和六氯苯

为混合基质 经过 个月的驯化 从某染料厂和

某毛纺厂的混合污泥中分离出 种微生物 

 微生物的累积耗氧量曲线表明 驯化

后的微生物能分别以  2二氯苯和   2三氯

苯为唯一碳源和能源 但六氯苯抑制微生物的

呼吸 

 以  2二氯苯为生长基质时 微生物

的生长经历迟滞期 !对数期 !稳定期和衰老期 

体系中氯离子浓度与微生物代谢活性有关 

 氯苯类化合物降解的难易顺序为  2

二氯苯 ≈ ΛΠ#     2三氯苯

≈1ΛΠ# 六氯苯≈ ∗ ΛΠ# 六氯

苯在培养周期内几乎不降解 说明氯原子的引

入是氯苯类难以生物降解的原因 氯取代数越

多 越难被微生物氧化 
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