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摘要：从东华理工学院北区原化学系排污口土壤中筛选到一株高效的苯酚降解细菌 $%&。该菌为球菌，革兰氏染色

阴性，能以苯酚为唯一碳源和能源生长。经 &’% ()*+ 基因部分序列分析 $%& 为 !"#$%&’%%" 属菌株（ !"#$%&’%%" ,-.
,/(012 $%&），其最高苯酚耐受和降解浓度在 !3##4567 以上，当苯酚浓度为 3##4567 和 &###4567 时，889 和 !89 可完全

降解，在 &3##4567 : !###4567 时，!89 : 3#9 可完全降解，83##4567 时降解速率最快，达 ;<=&4569。通过正交试验得

出该菌最适生长条件为 83>、-?’=3、葡萄糖 3##4567；最佳苯酚降解条件为 8#>、-?;=#、葡萄糖 3##4567。
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随着石油化工、塑料、合成纤维和焦化等工业

的迅速发展，各种含酚废水也相应增多，是目前水

体的主要污染源之一。

废水中含酚量在 34567 : 3##4567 时，适于生物

法处理，多采用好氧、厌氧 Z 好氧、活性污泥和生物

膜等方法处理［&，"］，所用微生物主要有细菌、真菌和

藻类等。与物理、化学方法相比，生物法具有经济、

高效的优点，更重要的是可以实现无害化处理，且

处理量大、无二次污染，因此应用最广，是我国含酚

废水无害化处理的主要方法。在目前筛选到的降

解苯酚的微生物中，大多数种类苯酚耐受浓度在

&3##4567 左右［!］，降解浓度在 3##4567 : &###4567
左右［!，;］，最高可达 &;##4567［<］，但许多污染源含酚

浓度较高，用这些微生物处理时必须稀释，在当今

水资源缺乏的条件下，是不现实的，为此有必要筛

选耐受力强、降解苯酚浓度更高的微生物，才能真

正实现利用微生物处理含酚废水的目的。

从长期受苯酚污染的土壤中筛选到一株高效

苯酚降解菌，对其进行了分子鉴定，并对其生物学

特性及苯酚降解特性进行了研究，为深入开发该菌

用于污水处理打下了良好基础。

< 材料与方法

<=< 材料

土样取自于东华理工大学北区原化学系排污

口。
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北京鼎国生物技术有限公司 !"# 回收试剂盒。

富集培养基：牛肉膏 $%，蛋白胨 &’%，"()* $%，苯

酚 ’+$%，定容至 &,，-. 自然。

选择培养基：（"./）0 12/ 0%，3%12/·4.02 ’+5$%，

)()*0 ’+&%，60.72/ ’+$%，"(.072/ ’+$%，定容至 &,，

-. 自然。苯酚视情况添加。固体培养基在此基础

上加 08的琼脂。

!"# 方法

!"#"! 苯酚浓度的测定方法：苯酚浓度测定采用 /
9 氨基安替比林直接光度法［0］。

!"#"# 细菌生长量：以 :’’;< 波长处测得的 !"
值表示。

!"#"$ 菌种的富集、分离、纯化和复筛：取 &’% 土

壤，加 &’’<, 无菌水搅拌均匀，制成菌悬液，静置片

刻，取 &<, 菌 悬 液 接 于 富 集 培 养 基 中，5’=、

&$’>?<@;培养 /AB。取富集培养的菌悬液 &<, 进行

梯度稀释，分别取 &’9 4、&’9 A、&’9 C 稀释 度 的 菌 液

’+&<, 涂布接种于苯酚浓度为 $’’<%?, 的选择培养

基固体平板上，5’=培养 /AB，选取菌落大者进行纯

化，获得纯种。

用选择培养基分别添加 $’’<%?, 和 0’’’<%?,
苯酚，制成梯度平板；取上述所得纯种制作 &’9 5 稀

释液，取 ’+&<, 进行涂布接种，5’=培养 /AB，挑取

高浓度苯酚区域单菌落作为试验菌株。

!"#"% 菌株的鉴定：采用文献［$］、［:］方法进行形

态和分子鉴定。

!"#"& 生长特性正交试验：选取温度、-.、葡萄糖浓

度、接种量和装液量等 $ 个因素，分别取 / 个水平（表

&），选用 ,&:（/$）正交表设计正交试验。

表 ! 正交试验因素及水平

水平
温度

（=）
-.

葡萄糖

（<%?,）

装液量

（<,）

接种量

（8）

& 0’ :+$ ’ 5’ ’+$

0 0$ 4+’ $’’ /’ &+’

5 5’ 4+$ &’’’ $’ &+$

/ 5$ A+’ &$’’ :’ 0+’

试 验 用 培 养 基 为 选 择 培 养 基，苯 酚 含 量 为

&’’’<%?,，按照相应的条件培养 &/B 时测定 !":’’和

苯酚浓度。

!"#"’ 苯 酚 降 解 试 验：分 别 配 制 苯 酚 浓 度 为

$’’<%?,、&’’’<%?,、&$’’<%?,、0’’’<%?,、0$’’<%?,、

5’’’<%?,、5$’’<%?, 和 /’’’<%?, 的选择培养基，在

正交试验确定的最佳降解条件下培养，每隔 &0B 补加

（"./）0 12/ 0%
［5］，定时取样测定苯酚浓度，重复 0 次。

# 结果与讨论

#"! 富集、分离、纯化和复筛

富集培养后经 5 次分离和纯化获得一个菌株，

对其进行苯酚梯度选择，结果如图 &，选取高苯酚浓

度端菌落（箭头所指处）作为实验菌种，代号为 71&。

图 & 梯度平板培养 /AB 结果

#"# ()! 菌株鉴定

71& 菌落为乳白色，圆形，较大，周边圆滑，不透

明。显微镜观察为球菌，革兰氏染色阴性。通过

7)D 反应扩增其 &:1 >D"# 基因，产物送上海生物技

术工程服务有限公司测序，所得 &:1 >D"# 基因部分

序列见表 0，用 E,#1F 软件比对分析与 #$%&’()’’$
*+,(-,+%’.(,/$ 同 源 性 达 CC8，因 此 确 定 71& 为

#$%&’()’’$ 属的一个菌株（#$%&’()’’$ G-H GI>(@; 71&）。

#"$ ()! 生长特性正交试验结果

由正交试验结果（表 5、表 /）可见，影响 71& 菌

株生长的因素主次顺序为：葡萄糖浓度，温度，接种

量，-.，装液量。影响 71& 菌株降解苯酚的因素主

次顺序为：葡萄糖浓度，装液量，-.，温度，接种量。

结果 最 佳 生 长 条 件 为 0$=、-.:+$、葡 萄 糖

$’’<%?,、装液量 5’<,、接种量 ’+$8，最佳苯酚降解

条件为 0’=、-.4+’、葡萄糖 $’’<%?,、装液量 /’<,、

接种量 &+’8。

#"% ()! 菌株苯酚降解试验结果

由图 0 可以看出，在苯酚浓度为 0$’’<%?, 时降

解 速 率 最 大，达 4A+&<%?B，其 次 是 苯 酚 浓 度 为

5’’’<%?, 时，降 解 速 率 为 :’<%?B；苯 酚 浓 度 为

$’’<%?,时完全降解苯酚耗时最短，但降解速率却
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表 ! "#$ 菌株的 $%# &’() 基因部分序列

表 * 正交试验结果

处理号 温度（!） "# 葡萄糖（$%&’） 装液量（$’） 接种量（(） !" 值 降解率（(）

) *+ ,-. + /+ +-. +-+)0 +-)

* *+ 1-+ .++ 2+ )-+ +-)+. ,)-1

/ *+ 1-. )+++ .+ )-. +-)+2 /+-/

2 *+ 0-+ ).++ ,+ *-+ +-))/ //-1

. *. ,-. .++ .+ *-+ +-*0. /2-.

, *. 1-+ + ,+ )-. +-++3 /+-/

1 *. 1-. ).++ /+ )-+ +-*,/ *1-1

0 *. 0-+ )+++ 2+ +-. +-/)+ /*-)

3 /+ ,-. )+++ ,+ )-+ +-*/, *+-,

)+ /+ 1-+ ).++ .+ +-. +-**, )1-3

)) /+ 1-. + 2+ *-+ +-+.+ *2-3

)* /+ 0-+ .++ /+ )-. +-*,3 )3-)

)/ /. ,-. ).++ 2+ )-. +-*1, *0-/

)2 /. 1-+ )+++ /+ *-+ +-*), *2-,

). /. 1-. .++ ,+ +-. +-/)3 //-2

), /. 0-+ + .+ )-+ +-++, ).-1

4)56 +-+0.+ +-*+/0 +-+*+0 +-)3). +-*)0/

4*56 +-*),0 +-)/3+ +-*22. +-)0./ +-).*.

4/56 +-)3./ +-)02+ +-*),. +-)../ +-),2.

4256 +-*+2/ +-)12. +-*)3. +-),3/ +-),,+

756 +-)/)0 +-+,20 +-**/0 +-+/,/ +-+,.0

4)88 /)-2.++ *+-00++ )1-1.++ )1-00 *+-00++

4*88 /)-).++ //-,/++ /1-)0++ /,-1. /)-2/++

4/88 *+-,/++ *3-+0++ *,-3+++ *2-, *1-++++

4288 *.-.+++ *.-).++ *,-3+++ *3-. *3-2/++

788 )+-0/++ )*-1.++ )3-2/++ )0-00 )+-..++

注：456，488 分别为同一因素 !" 值和降解率平均值；756，788 分别为同一因素 !" 值和降解率最大与最小值的差。
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图 ! 不同苯酚浓度 "#$ 菌株的降解情况

—!—%&&’()* —"—$&&&’()* —+—$%&&’()* —#—!&&&’()* —$$—!%&&’()* —$
$—,&&&’()* —%—,%&&’()* —-—.&&&’()*

最低为 !!/0’()1；苯酚浓度为 $&&&’()*、$%&&’()*、

!&&&’()* 时降解速率居中，分别为 ,$/,’()1、,&’()1
和 ,!’()1；在苯酚浓度为 ,%&&’()* 时，仍有降解能

力，%&1 降解率达 .&2，降解速率为 !3’()1；当苯酚

浓度为 %&&’()* 和 $&&&’()* 时，!!1 和 ,!1 可完全

降解，在 $%&&’()* 4 ,&&&’()* 时，,!1 4 %&1 可完全

降解。结果说明苯酚浓度在 !%&&’()* 4 ,&&&’()*
之间时降解效率最高，当苯酚浓度达 .&&&’()* 时还

有一定的耐受力，且有微弱的降解，由此可见 "#$ 是

一株高耐受力、高降解速率的苯酚降解菌。

表 ! 方差计算结果

变异来源 平方和 自由度 均方 ! 值 " 值

温度 &/&... , &/&$.3 $,/33.5 &/&!6&

78 &/&&33 , &/&&!6 !/0%.$ &/!$,0

葡萄糖浓度 &/$!6, , &/&.,$ .&/.&.. &/&&5,

装液量& &/&&,! , &/&&$$

接种量 &/&$&, , &/&&,. ,/!&6. &/$3$6

误差 &/&&,! , &/&&$$

总和 &/$65&

注：&该因素对实验影响极不显著，计算方差时候不参与计算

" 小结

分离到的 "#$ 菌株经鉴定属于 #$%&’()’’$ 属，而

该属微生物在国内外苯酚降解研究中未见报道，其

最适生长条件为 !%9、785/%、葡萄糖 %&&’()*，最佳

苯酚降解条件为 !&9、780/&、葡萄糖 %&&’()*。苯

酚浓度为 !%&&’()* 时，达最高降解速率 03/$’()1，

最高苯酚耐受和降解浓度在 ,%&&’()* 以上，比目前

报道的多数苯酚降解菌降解和耐受苯酚浓度更高。

由此可见，#$%&’()’’$ :7; :<=>?@ "#$ 是一株适应力较

强的高效苯酚降解菌，非常适合于处理酚浓度较高

的废水。

以上研究为该菌用于高浓度含酚废水的生物处

理打下了基础，但要应用于实际废水处理中还需作

进一步研究：（$）对其降解苯酚的动力学进行研究，

寻找合适的动力学模型，并确定各种动力学参数；

（!）研究污水中各种有毒物质对其生长及苯酚降解

效果的影响；（,）克隆苯酚降解基因，为进一步构建

基因工程菌株打下基础。
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