
第 *’ 卷第 ’ 期
’("" 年 ’ 月

环!!境!!科!!学
+,-./0,1+,23456.+,6+

-7;B*’$,7B’
=@CB$’(""

焦化废水中酚降解菌及其降解基因的研究

曹军伟"$ *$董纯明*$曹宏斌’!$邵宗泽*!

""‘华中农业大学生命科学技术学院$武汉!E*(($(’ ’‘中国科学院过程工程研究所湿法冶金国家工程实验室$北京!

"(("#(’ *‘国家海洋局第三海洋研究所海洋生物遗传资源重点实验室$厦门!*%"(()#

摘要!酚类化合物是焦化废水的主要污染物$微生物降解在废水处理中起着主要作用B为获得焦化废水活性污泥中主要降解

菌$本研究通过富集与平板涂布对某焦化公司的 ’ 个活性污泥中的降解菌进行了分离鉴定B通过 T0_DV6/和 "%5 LW,3序列

分析去除重复菌株后$共获得分属于 ’( 个属的 ’& 个种的 ’& 株细菌$它们主要为变形菌纲 + 和 ,亚群$其中 E 株菌可能是潜

在的新种B间甲酚富集后筛选得到 ’ 株高效降解菌株 ’/"14()(+$/)(+#".%..Z65D3+D]D" 和 ’/"14()(+$/0%",(*%(//.,.4$ Z65D3,D

]D*’前者在 E& : 内对 $#" FUP4间甲酚的降解率达到 #E‘%h$而后者对 $%*FUP4间甲酚的降解率也达到了 #’‘’hB通过 V6/

从菌株 Z65D3+D"E( Z65D3+D]D"(Z65D3,D]D* 和 Z65D3,D* 得到了苯酚羟化酶基因序列B本研究所获得的降解菌新颖多样$在

工业焦化废水的处理中可能起着重要作用$有进一步研究开发的价值B
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!!焦化废水是含芳香族化合物与杂环化合物的典
型废水$其中苯酚类及其衍生物所占比例最大$占有
机物质量分数的 %(‘(&h +",B苯酚(间甲酚对哺乳动
物的毒性大$并有致癌(致突变作用$可以在人体和
动物的脂肪组织内积蓄$从而造成长期的危害B含酚
污水可使水中的生物死亡$国内外相继把苯酚列入
有毒污染物名单 +’$*,B

对于苯酚生物降解的研究$国外起步较早B目前
报道的降解菌类群包括藻类"\,3-()$(+$/# +), (丝状
真菌 +%, (酵母菌"7-.,3(/0(-(+$N$+4.4$# +$$&, (根瘤菌
"23.P(L.$# +E, (不动杆菌"<,.+"#(L$,#"-# +#, (假单胞菌
"’/"14()(+$/NOB# +"($"", (芽孢杆菌"G$,.%%1/# +"’, (产

碱 菌 " <%,$%.*"+"/# +#, ( 伯 克 霍 尔 德 氏 菌
" G1-63(%4"-.$ # +"(, ( 红 球 菌 " 23(4(,(,,1/# +#, (
Y$%.8(-$!+"*, ( N(->+"L$,#"-.1)+"E, ( F.,-(,(,,1/+"), (
<-#3-(L$,#"- ,.#-"1/+"%, ( \,3-(L$,#-1)+"$, (
2$%/#(+.$+"&$"#, ( V"(L$,.%%1/#3"-)(*%1,(/.4$/.1/+’(, 和
E%"L/."%%$ (!>#(,$+’",等B但是$国内外对间甲酚的生
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物降解报道相对较少$已报道的降解菌主要有假单
胞菌"’/"14()(+$/# +’’, (假丝酵母"N$+4.4$# +’*, (杂
色云芝"N(-.(%1/8"-/.,(%(-# +’E, (类假单胞菌的反硝
化菌 +’), (法氏柠檬酸杆菌 "N.#-(L$,#"-@$-)"-.# +’E, (
鲸脱硫杆菌"C"/1%@(L$,#"-.1),"#(+.,1)# +’%, (粪产碱
菌"<%,$%.*"+"/@$",$%./# +’$,等B另一方面$间甲酚的生
物降解比较难B目前报道的微生物能够降解间甲酚
的最大浓度仅为 %(( FUP4+’’$’%, $而已报道的微生物
对苯酚的最高可降解浓度为 ’ %(( FUP4+""$*E, (最高
耐受浓度为 * ((( FUP4+"($"),B然而$焦化(石化(油
制气(化纤(制药等行业排出含多元酚废水的酚浓度
远比这高$如有的焦化工厂排放的废水中酚类物质
的含量达几千甚至几万 FUP4+*,B所以$亟需加强对
含酚废水的高效降酚菌及其多样性的研究B为此$本
研究对焦化废水处理厂活性污泥中的酚类降解菌进
行了初步分析B

JK材料与方法

JLJK环境采样
焦化废水活性污泥取自某焦化公司废水处理厂$

3+号样品采自曝气池$3,号样品采自厌氧池B样品置
于 Er下短期保存$置于a&(r用甘油管长期保存B
JLNK培养基

4T培养基参考文献+’,’’"% 4培养基!乙酸钠
" UP4$硝酸铵 (‘’ UP4$柠檬酸三钠 (‘) UP4$营养肉
汤 (‘) UP4$蛋白胨 "( UP4$酵母膏 ’ UP4$,G6;"(
UP4’无机盐培养基 "添加不同碳源做为筛选培养
基#具体配方见文献+’#,B
JLMK降解菌分离

在有氧条件下$对活性污泥样品同时进行平板
分离和富集分离B

平板分离!将污泥样品梯度稀释至 "( a%$取
"( aE("( a) 和 "( a% 稀释度各 (‘" F4$分别涂 4T(
’"%4平板$同时设置空白对照"不添加污泥样品$添
加等量无菌水作对照#B平板放 ’&r恒温箱倒置培
养一周B挑取形态不同菌株$对应在 4T(’"%4平板
上划线纯化B

富集分离!采用逐渐提高间甲酚浓度的驯化
方法$将污泥样品按 "h的接入量接种于含有 "(
FUP4间甲酚的无机盐培养基 " *( F4# 中$摇床
"$) LPFA8$’&r培养B* ? 后以 "(h接种量转接至
间甲酚浓度为 E( FUP4的无机盐培养基 "*( F4#
中$继续培养B以此方法连续循环$分别以间甲酚
浓度为 "**(’%$(E(((%(( 和 &(( FUP4的无机盐

培养基"*( F4#进行驯化富集B含 &(( FUP4间甲
酚的无机盐培养基 " *( F4#接种(培养并变浑浊
后$将菌液梯度稀释至 "( a% $取 "( aE ("( a)和 "( a%

稀释度各 (‘" F4涂间甲酚 "%(( FUP4#无机盐平
板$放 ’&r恒温箱倒置培养$设置空白对照 "不添
加富集液$添加等量无菌水作对照#B* ? 后$间甲
酚"%(( FUP4#无机盐平板长出菌落$每个污泥样
品随机挑取 * 株菌$在间甲酚 "%(( FUP4#无机盐
平板划线纯化B
JLRK菌株酚降解能力的测定

熏蒸法验证!苯酚(间甲酚都具有一定的挥发
性B将以上分离得到的单菌在无机盐平板上划线$在
平板盖子上添加适量苯酚或间甲酚作碳源$’&r倒
置培养$观察各菌对苯酚(间甲酚的利用情况B对能
够生长的菌株进行摇瓶验证B

摇瓶初检!将熏法试验筛选得到的降解菌按
*h接种量接种到含苯酚"’(( FUP4#或间甲酚""((
FUP4# 的 *( F4无机盐培养液中$于 "$) LPFA8$
’&r培养 E& :B分别在 ((E& : 取样 "’ ((( LPFA8 离
心 ’ FA8$取上清液$测定苯酚(间甲酚含量$计算降
解率B

将降解性能较好的菌株及由富集驯化获得的菌
种接种到 *( F4苯酚 " ’(( FUP4#(间甲酚 " "((
FUP4#无机盐培养液中$"$) LPFA8$’&r培养 E& :B
设置空白对照"添加等量无菌生理盐水作对照#分
别在 ((’E(E& : 取样$测定苯酚(间甲酚含量$计算
降解率B每组试验设置 * 个平行重复B
JLQK苯酚(间甲酚含量的测定

苯酚(间甲酚含量通过紫外分光光度测定
" 5FGL95O@M型#$分别在 ’%# 8F和 ’’" 8F处测定吸
光度 +*(,B首先绘制 ’( j’(( FUP4浓度范围的标准
曲线$然后取样品于 "’ ((( LPFA8 离心 ’ FA8$取上
清液$测定苯酚(间甲酚含量B
JL!KT0_DV6/

菌落形态相似的菌株用 T0_DV6/方法进行分
析$方法参考文献+*",B
JLSK细菌 "%5 LW,3分析

提取细菌总 W,3"硅胶柱型试剂盒$上海赛百
盛基因技术有限公司#’扩增细菌 "%5 L/,3基因
"约 " )((CO# +*", ’扩增产物经纯化后送上海生工生
物工程技术服务有限公司测序B利用 W,313,
"%‘(‘E( 版#进行序列分析$并在 ,6T.数据库进行
序列 C;GN9比对分析$取其近缘菌的 "%5 LW,3序列
用 1+Z3E 软件构建系统发育树B

"%)
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JLTK苯酚羟化酶基因分析
苯酚羟化酶基因扩增引物 " " # + *’ , !V"! )pD

3ZZ632633Z326366Z362ZD*p’V’! )pD
6Z663Z 336 632223 26Z 326D*pB引 物
"’ # + ** , !FV:=!)pD6Z662Z36632ZZ36Z66
236D*p’FV:/!)pD6Z663Z33663622Z26Z
32D*pB扩增反应体系为!无菌水 *) *4$"( sV6/
C>RR@L) *4$1U6;’ " ’) FF7;P4# E *4$ ?,2VN"各
"( FF7;P4# " *4$V" " "( *F7;P4# " *4$V’ " "(
*F7;P4# " *4$/@?7$[W,3聚合酶 ’X$W,3模
板 " *4BV6/扩增程序!#)r$’ FA8’#)r$E) N’
)&r$E( N’ $’r$ E) N$共 *( 个循环’ $’r$ "(
FA8B测序及序列分析同上$测序引物为 V6/引物
V"B

NK结果与讨论

NLJK菌株分离及鉴定

NLJLJ!降解菌的分离
将经过平板酚熏法验证的菌株$根据菌落形态

进行分组$对形态相似的菌株进行 T0_DV6/扩增$
如图 " 所示B从图 " 中看出$"(’(*(E 的条带相同$
则认为它们对应菌株为同一菌株$进而只保留其中
一个菌株进行进一步研究’而 ) 和 % 比较相近$需要
从其 "%5 LW,3序列上进行区分B

通过逐渐提高摇瓶中的间甲酚浓度$最后浓度
达到 &(( FUP4$将富集液稀释涂布间甲酚 " %((
FUP4#无机盐平板$再在同样平板上划线纯化$得到
) 株形态不同菌B
NLJLNK"%5 LW,3鉴定

经 "%5 LW,3序列测定$从 ’ 个样品中共得到
’& 株序列不同的菌株$分属于 ’( 个属 ’& 个种"表
"#B其中$有 E 株是可能的新种 "见表 " 中加粗部
分#$并经过了 ’ 次重复测序验证$序列最高相似度
与模式菌 k#$hB

1!"(( CO 和 )(( CO 梯度’ "(’(* 和 E 条带相同’ ) 和 % 条带相近

图 JK部分菌株的 XCB.2-\比较

=AUB"!T0_DV6/U@;OL7RA;@7RN7F@O:@87;D?@ULG?A8UAN7;G9@N

!!将所获菌株的 "% 5 LW,3序列及 ,6T.数据库
中最高相似度模式菌株的 "% 5 LW,3序列进行聚类
分析$构建系统发育树如图 ’B系统发育分析表明$
’& 株菌分为六大类$主要是属于变形菌纲 +(,亚

群$分别占 *)‘$h和 *)‘$h$而其它四类则只占很
小的比例$分别为变形菌纲 *亚群 "$‘"h#’放线菌
门 " 3M9A87CGM9@LAG#$ "E‘*h’ 拟 杆 菌 门
"TGM9@L7A?@9@N#$ *‘%h和 厚壁菌门 "=ALFAM>9@N#$

’%)
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*‘%hB+ 亚群包含 $ 个属$种属多样性十分丰富’,
亚群包含了 ) 个属B其中的不动杆菌"<,.+"#(L$,#"-#
( 假 单 胞 菌 " ’/"14()(+$/# ( 真 养 产 碱 菌
"<%,$%.*"+"/#都是常见的酚降解菌属B

表 JK酚降解菌的 J!"&5=<鉴定
2GC;@"!.?@89ARAMG9A78 7RO:@87;D?@ULG?A8UCGM9@LAGC<"%5 LW,3

菌株编号 Z@8TG8I 中相似度最高的鉴定菌株
相似度
Ph

Z65D3+D"’ <,.+"#(L$,#"-L".;"-.+,6..)&G2 #$‘&&&

Z65D3,D’) <*-()>,"/1%)._.4("2 #&‘(’*

Z65D3,D"% <%,$%.*"+"/$[1$#.%./41Z’’##%2 ##‘&")

Z65D3+D*%
<%,$%.*"+"/@$",$%./
N>CNO‘RG@MG;AN.31"’*%#2

##‘"&"

Z65D3+D’( <%.,>,%.03.%1/4"+.#-.@.,$+/̂ %("2 ##‘"’)

Z65D3,DE( <%./3"S$+"%%$ $"/#1$-..T""2 ##‘"&#

@-".<=.R :;/,&#)%-<#+%,,@2D"<NPD URLNPT

Z65D3,D*) G$,.%%1/)"*$#"-.1).31"*E"&2 ##‘%%E

Z65D3+D$ G-"8.L$,#"-.1)"0.4"-).4./,6W0’’&%2 ##‘&%’

Z65D3,D*& N$/#"%%$+."%%$ 4"@-$*-$+/)EVA82 "((

Z65D3,D*$ N$/#"%%$+."%%$ 4"+.#-.@.,$+/,̂ ,23X2 ##‘#*’

@-".<=.JT =#&%&#)%-*#&.#-$,--.ddNTSD U!LMJU

Z65D3,D& N()$)(+$/4"+.#-.@.,$+/"’*2 ##‘$’*

@-".<=.M >,%.5#+#?%*$(+#+@9%(\8MD UQLQ!Q

Z65D3+D"# F.,-(L$,#"-.1)+$#(-."+/"2,]4"E*D’2 #&‘)#$

Z65D3,D’" ’$-$,(,,1//(%8"+#.8(-$+/W51%%*$2 ##‘)$*

Z65D3+D*# ’$#1%.L$,#"-).+$#(+"+/./̂ -D%"E2 #&‘)#"

@-".</.MJ "(6#?%*$(+-%8$%)-5"O JNJRQD U!LP!

Z65D3+D"E ’/"14()(+$/$%,$%.03.%$ 34")D’"2 ##‘*#’

Z65D3+D’& ’/"14()(+$/)"+4(,.+$ 41Z"’’*2 ##‘’E"

Z65D3+D]D" ’/"14()(+$/)(+#".%..6.V"(E&&*2 ##‘%%)

Z65D3,D]D* ’/"14()(+$/0%",(*%(//.,.4$ =V6#)"2 ##‘%%%

Z65D3+D’* ’/"14()(+$/0/"14($%,$%.*"+"/W51)("&&2 #&‘#"E

Z65D3,D% ’/"14()(+$//#1#P"-.66XZ""’)%2 ##‘*"*

Z65D3,D) ’1/.%%.)(+$/+("-#")$++..T,#2 #$‘*’"

Z65D3+D’$ J"--$#.$ )$-,"/,"+/N>CNO‘NGI>@8NAN̂ /+W2 ##‘&%$

Z65D3+D* J03.+*(L.1),%($,$"5D*2 #&‘(’*

Z65D3,D*# 73$1"-$ )",3"-+.,3"+/./24"2 ##‘’)E

NLNK酚降解能力分析
对初步筛选出的 & 株菌进行了苯酚(间甲酚降

解活性的测定"表 ’#B初步结果表明$在以酚类物质
为唯一碳源的培养基中$菌株 Z65D3+D"E 和 Z65D
3,D& 的降解能力最好$E& : 对苯酚"’(( FUP4#的
降解率分别达到 &(‘)h和 &*‘)h’菌株 Z65D3+D*"
在 )# : 内对 "(( FUP4间甲酚的降解率为 &%‘(h’
菌株 Z65D3,D& 在 E& : 内对 "(( FUP4间甲酚的降
解率为 &%‘*h’菌株 Z65D3,D*& 在 $’ : 内对 "((
FUP4间甲酚的降解率也达到 #(‘)hB

表 NKT 株分离株对苯酚和间甲酚降解活性的初步测定

2GC;@’!2@N9N78 9:@?@ULG?G9A78 GM9ASA9<7R# AN7;G9@N

菌株编号 苯酚Ph 间甲酚Ph

Z65D3+D"E &(‘) /

Z65D3+D"# / ’&‘)

Z65D3+D’$ &‘( *‘(

Z65D3+D*" / &%‘(")#:# "#

Z65D3,D% E#‘( /

Z65D3,D& &*‘) &%‘*

Z65D3,D*) ’‘E E‘"

Z65D3,D*& / #(‘)"$’:# ’#

"#摇瓶培养 )# : 的降解率’ ’#摇瓶培养 $’ : 的降解率

!!进一步分析表明$菌株 Z65D3+D]D" 和 Z65D3,D
]D* 对间甲酚的降解效果最好B菌株 Z65D3+D]D" 在
E& : 内降解 $#" FUP4间甲酚达到 #E‘%h$而菌株
Z65D3,D]D* 对 $%* FUP4间甲酚的降解也达到了
#’‘’hB它们降解间甲酚的初始浓度高于目前文献
报道过的 %(( FUP4+’’$’%,B同时$它们对苯酚也有较
好的降解效果$菌株 Z65D3+D]D" 在 ’E : 内将 " (#&
FUP4苯酚降解 $’‘&h$E& : 降解率就达到 #*‘’h’
菌株 Z65D3,D]D* 在 E& : 内对 " (#( FUP4苯酚的降
解率到达了 #E‘’h"表 *#B

表 MK! 株降解菌对苯酚&间甲酚的降解率测定

2GC;@* 1@GN>L@F@897RO:@87;G8? )DML@N7;

?@ULG?G9A78 LG9@C<% ?@ULG?A8UCGM9@LAG

菌株编号 类型
初始浓度
PFU.4a"

’E :
降解率Ph

E& :
降解率Ph

Z65D3+D]D"
苯酚 "(#$‘&’ $’‘& #*‘’
间甲酚 $#(‘$$ ’‘’ #E‘%

Z65D3,D]D*
苯酚 "(#(‘() &$‘E #E‘’
间甲酚 $%’‘$) "‘$ #’‘’

Z65D3+D*"
苯酚 ’(*‘)" &#‘E /
间甲酚 "(%‘#% #"‘’ /

Z65D3,D&
苯酚 ’)$‘"E &)‘’ /
间甲酚 "’%‘’& &#‘% /

Z65D3+D"E
苯酚 ’EE‘%" &$‘$ /
间甲酚 "")‘(% &$‘" /

Z65D3,D*&
苯酚 ’*#‘*) &)‘* /
间甲酚 "’$‘E’ &#‘E /

无菌对照
苯酚 "())‘E& E‘# )‘&

间甲酚 &)’‘*" #‘( "’‘&

!!未经驯化的菌株 Z65D3+D"E(Z65D3+D*"(Z65D
3,D&(Z65D3,D*& 对苯酚(间甲酚也有一定的降解
效果B初步分析表明$这 E 个菌株对 ’(( FUP4苯酚(
"(( FUP4间甲酚的降解率在 ’E : 可达到 #(h
左右B
NLMK苯酚羟化酶基因检测

*%)
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图 NK焦化废水分离菌株的 J!"&5=<序列系统发育树

=AUB’!V:<;7U@8@9AM9L@@7RM>;9>LGC;@N9LGA8NAN7;G9@? RL7FM7IA8UQGN9@QG9@L

对 Z65D3+D"E 等 % 株菌进行了苯酚羟化酶基
因的扩增B结果表明$有 E 株获得了预期序列B其中$
菌株 Z65D3+D"E 与 ’/"14()(+$/)"+4(,.+$ V6* 的
苯酚羟化酶基因序列的同源性最高$达到 ##h’菌
株 Z65D3+D]D" 和 Z65D3,D]D* 与 ’/"14()(+$/
01#.4$ 4̂** 的苯酚羟化酶基因序列的同源性最高$
均为 ##hB系统进化分析可见 "图 *#$来自假单胞
属的序列聚集成一个簇$而 Z65D3+D*" J03.+*(L.1)
,%($,$"5D*2$ #&h# 的苯酚羟化酶基因序列与
C.$03(-(L$,#"-NOBV63(*# 的同源性最高"##h#$但
距离假单胞属较远B

图 MKR 株菌的苯酚羟化酶大亚基基因部分片段的对比分析

=AUB*!38G;<NAN7RO:@87;:<?L7J<;GN@U@8@7R9:@R7>LN9LGA8N

E%)



’ 期 曹军伟等!焦化废水中酚降解菌及其降解基因的研究

MK结论

""#本研究从焦化废水处理厂的 ’ 个活性污泥
样品中分离(富集得到 ’& 株潜在的酚降解单菌$分
属于 % 大类(’( 个属 ’& 个种B其中的不动杆菌
"<,.+"#(L$,#"-# (假单胞菌 "’/"14()(+$/# (真养产
碱菌"<%,$%.*"+"/#都是已报道过的酚降解菌’还有一
些降解菌属$如 ’"4(L$,#"-(N$/#"%%$+."%%$ 等很少报道
有酚降解能力$特别是很少有报道降解间甲酚的能
力B已获得的酚降解菌丰富多样$有潜在应用价值B

"’#其中$有 % 株对苯酚(间甲酚具有较好的降
解效果B它们是 Z65D3+D"E"’/"14()(+$/$%,$%.03.%$
34")D’"$##‘*#’h#(Z65D3+D*""’"4(L$,#"-/$%#$+/
W51 "’"E)$ #%‘(%h#( Z65D3,D& " N()$)(+$/
4"+.#-.@.,$+/ "’*$ ##‘$’*h#( Z65D3,D *&
"N$/#"%%$+."%%$ 4"@-$*-$+/)EVA8$"((h#(Z65D3+D]D"
"’/"14()(+$/)(+#".%..6.V"(E&&*$ ##‘%%)h# 和
Z65D3,D]D* "’/"14()(+$/0%",(*%(//.,.4$ =V6#)"$
##‘%%%h#B后面的 ’ 株菌对苯酚(间甲酚的降解效
果最好$并从中扩增得到了苯酚羟化酶大亚基基因B
菌株 Z65D3+D]D" 在 E& : 内对 $#" FUP4间甲酚的
降解率达到 #E‘%h$而菌株 Z65D3,D]D* 对 $%*
FUP4间甲酚的降解率也达到了 #’‘’hB此外$从降
解菌 Z65D3+D"E 和Z65D3,D* 也扩增到了苯酚羟化
酶大亚基基因B本研究结果丰富了酚类降解菌多样
性$并为含酚废水的生物治理提供了参考B
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