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摘要：取自炼油污水处理厂曝气池的活性污泥经过苯系物定向驯化后，选育到 " 株能同时高效降解苯、甲苯、乙苯和邻二甲苯

（7-&8）的菌株 9:;<=，基于形态特征、生理生化、">0 6?’. 序列系统学分析和 7@232A 鉴定，可确定该菌株为染料分枝杆菌

!"#$%&#’()*+, #$-,(’*#+,，其为新发现的 " 株具有降解 7-&8 性能的菌株 4该菌株最佳生长温度和 BC 分别为!$D和 EF $，其对

= 种苯系物的降解优先顺序为苯、甲苯、乙苯、邻二甲苯；菌株降解苯、甲苯、乙苯和邻二甲苯的比耗氧速率分别为 ">GF !、

"E$F G、=HF ! 和 GEF = IA·（I@J·IA）K "；菌株降解 7-&8 的过程遵循 C53L5JM 动力学模型，对苯、甲苯、乙苯和邻二甲苯的最大

比降解速率分别为 $F G"N、$F =H"、$F ==! 和 $F =## O K "，菌株最大比生长速率分别为 $F !G#、$F #EN、$F "E# 和 $F "!> O K " 4
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% % 苯系化合物是一类易挥发的单环芳香类化合
物，包括苯、甲苯、乙苯、二甲苯等，简称 7-&8，广泛
应用于石油、化工、农药、纺织、造纸、油漆、制鞋等工

业生产过程，是环境中分布较广的一类有毒化合

物［"］4 7-&8 具有“三致效应”，被许多国家列入优先

控制污染物，且已被确认为强致癌物质［#］4 目前，生

物降解技术是降解这类物质的主要技术之一［!］4
已报道的降解苯系物的细菌包括假单胞菌

（.-(+/$,$0&-）［= Q >］、不动杆菌（ 1#*0(’$%&#’()）［E］、红

球 菌 （ 23$/$#$##+- ）［N］、 罗 尔 斯 通 氏 菌

（2&4-’$0*&）［H］、产碱杆菌（ 14#&4*5(0(-）、黄杆菌属
（64&7$%&#’()*+,）等，真菌主要有孢瓶霉属真菌
（84&/$93*&4$93$)&）、诺卡氏菌（:$#&)/*&）等［"$，""］4 虽
然苯系物的降解菌已有较多报道，但大部分菌株仅

能降解某 " 种或 # 种苯系化合物，且其降解效率有

待进一步提高［"#］，而对 7-&8 各物质均能实现高效
降解的菌株并不多见 4 仅 .-(+/$,$0&- 和相近种属
被报道能同时降解 7-&8［"!，"=］4 经检索相关文献，未
发现分枝杆菌 !"#$%&#’()*+, 降解 7-&8 的相关报
道 4本研究选育能同时降解苯、甲苯、乙苯、邻二甲苯
的高效菌株 !"#$%&#’()*+, #$-,(’*#+,，并对其降解
特性和动力学行为进行分析，以期为实际应用提供

理论依据 4
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!" 材料与方法

!# ! ! 活性污泥
活性污泥取自中石化镇海炼化污水处理厂曝气

池，$%& 值为 #’#( ") *+ , -，.+$$ 为) )/0 *- , +1
!# $ ! 培养基
污泥定向驯化培养基：2( ## - , + 3/4560，2( #78

- , + 9:/4560，2( 20 - , + 34/560，2( 2/’ - , + 940;<，
2( 278 - , + .-$60，2( 2"7 - , + ;:;</，2( /’ *- , +
=>;<"，2( 2"" ) *- , + .?$60，2( 20/ @ *- , + A?$60，

2( 2"0 8 *- , +钼酸铵，B4 8( / C 8( 01 添加一定浓度
苯系物作为唯一碳源 1
苯系 物 降 解 菌 筛 选 培 养 基 成 分：2( ’ - , +

34/560，2( ’ - , + 3/4560，2( 2# - , + 9:;<，#( 2 - , +
940;<，2( / - , + .-;</·74/6，2( 2/7 - , + ;:;</·
/4/6，2( "") *- , + .?$60，2( 0/@ *- , + A?$60，

2( "08 *- , +钼酸铵，#’( 2 - , + 琼脂，B4 8( 2 C 8( /1苯
系物另外添加，分别为苯、甲苯、乙苯和邻二甲苯各

/22 *- , +1
菌株降解性能评价培养基：940;< 2( # - , +，

.-;</·74/6 2( 2@ - , +，3/4560 2( /’ - , +，;:;</·
/4/6 2( # - , +，苯系物另外添加，分别为苯、甲苯、乙
苯和邻二甲苯各 #22 *- , +1
!# % ! 菌株的分离纯化
取 ’ *+ 定向驯化后能高效稳定降解苯系物的

活性污泥，用玻璃珠振荡，然后进行梯度稀释，涂布

于菌株筛选培养基上，每个梯度做 " 个平行样，"2D
培养 1 0 C ’ E 后，挑取平板上的单菌落，置于降解性
能评价培养基中，"2D，#72 F , *G?培养，将具有苯系
物降解能力的菌株进行分离纯化，最后 0D 斜面
保藏 1
!# & ! 菌株常规生理生化分析
菌株的生理生化实验方法参考《常见细菌系统

鉴定手册》

!# ’ ! 菌株的 HGI<I- 鉴定
菌株的 HGI<I- 实验方法参考文献［#’］，采用

J9/ 微孔板鉴定 1
!# ( ! 菌株耗氧速率的测定
取菌株的种子液接种于液体培养基中，过夜培

养 1用 #2 **I< , +磷酸钾缓冲液（ B4 8( 2）调整菌悬
液浓度，使菌悬液 !722为 ’( 2，置于冰上 1 将终浓度 #
**I< , +的苯系物加入预先氧饱和的 #2 **I< , +磷酸
钾缓冲液中 1 将该溶液加入反应器中，保持温度于
"2D 1 加入菌悬液于反应器中，使终浓度为 !722 K

#( 21插入 ;<:FL 氧化电极（6MNO4PQ.），"2D下测
定耗氧速率，检测时间为 ’ *G?1在反应混合液中，不
加苯系物测定菌株的内源呼吸 1
!# ) ! 菌株对苯系物的降解特性
分别从固体培养基斜面上接菌到含苯、甲苯、乙

苯和邻二甲苯的 .. 培养液中，苯和甲苯浓度为
#22 *- , +，乙苯和邻二甲苯浓度为 ’2 *- , +，"2D，
#72 F , *G?摇床培养 /0 R，进入对数生长期，作为种
子液备用 1将种子液以 /S 的接种量接入 ’2 *+ 无
机盐培养液中，根据菌对底物的耐受性及底物的水

溶性，每种底物取一系列浓度，每个浓度做 " 个平行
样，并做空白对照，"2D，#72 F , *G?定时取样，检测
苯系物浓度及菌浓度 1
!# * ! 检测与分析方法
（#）B4 ! 使用便携式 B4 计（TOT，B4 ""2G）
测定 1
（/）菌株形态观察 ! 9GLI? 普通光学显微镜、

5RG<GB M+U"2UP$P. 环境扫描电镜、VP6+ VP.U#/"2U
OP. 透射电镜 1
（"）苯系物定量分析 ! ! 液相中苯系物浓度
用有机溶剂萃取法取样，萃取：" *+ 的苯系物样品
中加入 " *+ 正己烷，在漩涡振荡器上振荡混合 #2
*G?，静置 ’ *G?，待其完全分层，取上层有机相进行
气相色谱分析 1 " 气相色谱分析条件：采用 W-G<>?X
7@)2 分析苯系物液相浓度和气相浓度，色谱柱为
45U&??IY:Z 毛细管柱（"2 * [ 2( "/ ** [ 2( ’ #*）1
汽化室、检测器（=&\）和柱箱温度分别为/#2、/22和
)2D，柱流量 # *+ , *G?，进样量 #( 2 #+1 9/ 为载气，

总流量为 ""( 0 *+ , *G?，分流比为"2] #1 氢气流量和
空气流量分别为 "2 *+ , *G?和 022 *+ , *G?1
（0）菌株生长浓度 ! 使用 8// 型可见分光光度
计测定 !722值，再根据事先做好的标准曲线得出菌

株生长浓度 1
（’）菌株 #7$ F\9W 鉴定与分析 ! 细菌 \9W 提
取和纯化采用 "$ 柱离心式环境样品 \9W 回收试剂
盒（%/( /，上海申能博彩生物科技有限公司），从细
菌基因组中对 #7$ F\9W 进行序列 5;Q 扩增，选用
细菌通用引物 H$=@ , /2 和 H$Q#’0# , /2，引物合成由
宝生物工程（大连）有限公司完成，序列分别为

H$=@ , /2：’^UWJWJO OOJWO ;;OJJ ;O;WJU"^；
H$Q#’0# , /2：’^UWWJJW JJOJW O;;WJ ;;J;WU"^1
5;Q 产物由上海英俊生物技术有限公司完成测序，
然后将测序结果同 J>?H:?L 中的基因序列进行同
源性比较分析，选取 # 022 _B左右长度进行比对

//@
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杆菌），$%&（ $’(’)*+’,-）. /0 12，3%$（ 4’5,*678）.
90 ":; $%& 和 3%$ 表示测试结果与相应数据的匹配
程度，培养 < = 后，3%$ > 20 /，$%& ? /0 12 为良好的
匹配 ;结合 #<$ +3@A 序列分析，可进一步确定菌株
属于 !"#$%&#’()*+, #$-,(’*#+,;
!" # ! 菌株 B-CD9 对苯系物降解特性
!" #" $% 菌株生长和降解苯系物的最佳条件
不同温度和 EF 下菌株 B-CD9 对苯系物的降解

和生长速率如图 ";结果表明菌株 B-CD9 生长和降解
苯系物的最适温度范围为 :2 G ":H，在"/H时达到

了最高的菌株生长率和苯系物降解率，9I = 后对混
合物中各苯系物去除率分别为苯、JI0 :K，甲苯、
J20 <K，乙苯、1I0 "K，邻二甲苯、<I0 9K ; 在 EF 为
20 / G J0 / 时，菌株 B-CD9 都能以苯系化合物为唯一
碳源生长，但生长和降解速率表现出明显不同 ; 在
EF 为 20 / 和 J0 / 时，菌株 B-CD9 的生长率和对苯系
物去除效率均较低；在 EF 为 10 / 时，菌株 B-CD9 的
生长和降解速率最快，培养 9I = 后对苯、甲苯、乙
苯、邻二甲苯的去除率分别为 J10 9K、J20 IK、
I<0 2K和 </0 2K ;

图 &% 温度和 ’( 对菌株 )*+,# 降解苯系物及其生长速率的影响

L’M; "! NCC87, OC ,8(E8+*,P+8 *64 EF O6 QRNS 48M+*4*,’O6 B- ,=8 5,+*’6

!" #" !% 菌株降解不同初始浓度的苯系物
图 9 中（ *）G（4）分别为菌株以不同浓度苯、甲

苯、乙苯和邻二甲苯为唯一碳源的降解曲线 ; 菌株
B-CD9 可对初始浓度低于 2// (M T U苯实现高效降解，
其去除率仍大于 J2K；由于甲苯在水中的溶解度较
苯低，其最高初始浓度设为 "// (M T U，当甲苯浓度

-"// (M T U时，该菌株也可快速地降解甲苯；该菌株
也可降解乙苯和邻二甲苯，但乙苯、邻二甲苯浓度分

别大于 :// (M T U和 #:2 (M T U时，其生长降解受到明
显抑制 ;上述实验结果表明，菌株 B-CD9 可分别降解
苯、甲苯、乙苯和邻二甲苯，但其对各苯系物的最高

降解浓度和降解速率存在明显区别 ;
!" #" &% 菌株对混合苯系物的降解顺序
实验控制总 QRNS 浓度为 #// (M T U，其中各组

分浓度相等 ; 菌株 B-CD9 能降解以混合体系存在的
QRNS，其对各组混合苯系物的降解先后顺序见表 #
（降解曲线未给出）; 实验结果表明，不论在二元还
是四元混合底物中，苯和甲苯首先被降解，菌株对苯

系物的降解先后顺序为苯、甲苯、乙苯和邻二甲苯，

表明其对苯系物的降解难易程度为邻二甲苯 ?乙苯
?甲苯 ?苯 ;已报道的降解菌株（如 388B 等［#<］筛选
到的红球菌）和 &*,=P+ 等［#1］报道的生物滴滤塔也
表现出对邻二甲苯较低的降解效率，邻二甲苯是 <
种苯系物中最难于生物降解的物质，这可能与其自

身的化学结构有关 ;
!" - ! 菌株耗氧速率
菌株B-CD9的呼吸速率通过氧电极测定分子氧

的吸收率来检测 ; 内源呼吸为不加目标碳源时菌株
自身的呼吸速率 ; 耗氧速率一定程度上可表征菌株
对底物的降解速率及降解能力 ;菌株 B-CD9 内源呼吸
的耗氧速率为 :J (M·（(’6·(M）V #，对苯、甲苯、乙

苯和邻二甲苯的耗氧速率分别为 #<20 "、#1/0 2、
9J0 " 和 210 9 (M·（(’6·(M）V #（表 :），明显高于
WX*E’5Y 等［#I］报道的菌株的耗氧速率 ; 菌株细胞利
用底物的耗氧速率值可从本质反映底物的氧化和降

解速率 ;菌株 B-CD9 降解苯和甲苯的耗氧速率明显高
于乙苯和邻二甲苯，表明菌株对苯和甲苯的降解能

力和降解速率远高于乙苯和邻二甲苯，符合上文获

9:I



! 期 杨卫兵等：" 株 #$%& 降解新菌株的分离鉴定及其降解特性研究

图 !" 菌株对不同浓度苯系物的降解曲线

’()* +, -.)/0102(34 56/7.8 39 2:. 82/0(4 93/ #$%& 02 1(99./.42 (4(2(0; 5345.42/02(348

表 #" 菌株 $%&’! 对苯系物的降解顺序"）

$0<;. ", =/1./ 39 <(31.)/0102(34 93/ #$%& >(?26/.8 <@ 82/0(4 <@9A+

项目 苯 甲苯 乙苯 邻二甲苯

苯 B甲苯 " C

苯 B乙苯 " C

苯 B邻二甲苯 " C

甲苯 B乙苯 " C

甲苯 B邻二甲苯 " C

乙苯 B邻二甲苯 " C

+ 种混合物 " C ! +

"）"、C、!、+ 表示降解的先后顺序

表 (" 菌株 $%&’! 对不同苯系物的耗氧速率 D >)·（>(4·>)）E "

$0<;. C, =?@).4 53486>F2(34 /02. 39 82/0(4 <@9A+ 1.)/01(4)

1(99./.42 #$%& D >)·（>(4·>)）E "

苯 甲苯 乙苯 邻二甲苯 内源呼吸

"GHI ! "JKI H +LI ! HJI + CL

得的实验结果 *
() * , 菌株 <@9A+ 降解苯系物的动力学
菌株对不同初始浓度苯系物的降解过程，采用

M0;104. 模型进行拟合，其表达式如下［"L N C"］：

! ! "
"

#"
#$

!
!>0?%

& O ’ % ’ %C ( & P

) ! "
"

#%
#$

!
)>0?%

& O ’ % ’ %C ( & P

式中，!：菌株比生长速率，: E "；)：菌株比降解速率，
: E "；"：菌浓度，>) D Q；$：时间，:；%：底物浓度，
>) D Q；!>0?：菌株最大比生长速率，:

E "；& O：半饱和系

数，>) D Q；& P：抑制系数，>) D Q；)>0?：最大比降解速

率，: E " *
对不同初始浓度苯系物的降解，菌株比生长动

力学拟合结果如图 H 所示，其中（ 0）N（ 1）分别为降
解苯、甲苯、乙苯和邻二甲苯的比生长曲线 * 在相同
浓度情况下，菌株降解苯和甲苯的比生长速率要大

于乙苯和邻二甲苯，其最大比生长速率 !>0?：苯 R甲
苯 R乙苯 R 邻二甲苯；抑制常数 & P：苯 R 甲苯 R 乙
苯 R邻二甲苯 *
菌株 <@9A+ 对不同浓度苯系物的比降解动力学

拟合结果如图 G 所示，其中（ 0）N（ 1）分别为菌株降
解苯、甲苯、乙苯和邻二甲苯的比降解动力学模型曲

线 *拟合的比降解动力学结果表明，菌株降解苯和甲

HCS
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图 !" 菌株降解苯系物比生长动力学曲线

$%&’ (! )*+,%-%, &./012 3%4+1%, 5/6+7 -/. 81.9%4 :;-<= 6+&.96%4& >?@A

图 #" 菌株降解苯系物比降解动力学曲线

$%&’ B! )*+,%-%, 6+&.9691%/4 3%4+1%,8 5/6+7 -/. 81.9%4 :;-<= 6+&.96%4& >?@A
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苯的比降解速率要明显大于乙苯和邻二甲苯，菌株

降解苯系物的最大比降解速率 !’()：苯 * 甲苯 * 乙
苯 *邻二甲苯；抑制常数 " +：苯 * 甲苯 * 乙苯 * 邻
二甲苯 ,

!" 结论

（"）选育到 " 株能高效降解 #$%& 菌株 -./01，
基于菌株形态、生理生化特征、"23 4567 序列分析
及其系统发育树和 #89:9; 鉴定，可确定菌株 -./01 为
染料分枝杆菌 #$%&’(%)*+,-. %&/.*),%-.，为新发现
的降解 #$%& 的菌株 ,
（<）菌株 -./01 的最佳生长和降解温度为!=>，
最佳 ?@ 为 AB =；该菌株可分别降解 1 种苯系化合
物，其对苯和甲苯的降解浓度和速率均高于乙苯和

邻二甲苯；在混合降解体系中，该菌株对苯系物的降

解优先顺序为苯、甲苯、乙苯、邻二甲苯，菌株降解苯

和甲苯的耗氧速率高于乙苯和邻二甲苯 ,
（!）菌株 -./01 对苯系物的降解速率及降解过
程中菌株的生长速率符合 @(:C(DE 动力学方程，其
最大比生长速率和比降解速率值符合下述规律：苯

*甲苯 *乙苯 *邻二甲苯 ,
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