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不同富集和分离培养条件下的含酚废水处理 
生物膜微生物群落结构与活性比较分析 
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摘  要: 采用 Biolog 和变性梯度凝胶电泳(DGGE)技术研究了不同苯酚浓度培养对焦化废水处理

厂反硝化池生物膜样品中微生物群落结构和代谢类型的影响。DGGE 结果表明, 不同浓度苯酚和

不同培养方式富集培养后, 细菌 16S rDNA 的部分条带分布谱形发生改变, 还有部分条带只受到

了苯酚浓度变化的影响; 富集培养过程中由于碳源组成相对焦化废水简单, DGGE 条带所代表的

优势微生物多样性有所降低。Biolog 试验结果表明, 生物膜样本的细菌群落代谢能力最强; 低浓

度苯酚富集后的样品能利用的底物碳源类型最丰富。对 Biolog 试验结果的主成分分析显示, 相同

浓度苯酚富集培养后的细菌群落代谢功能多样性相似, 但从 DGGE 结果看出其结构组成产生了变

化。富集培养使样品微生物群落的代谢功能发生改变, 低浓度的苯酚富集增加了群落中微生物的

代谢类型。而不同条件获得的分离物其苯酚降解能力的初步分析也表明, 富集与分离条件对苯酚

降解菌的分离能力和得到的菌株特性具有差别。 
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Abstract: The effect of phenol concentration on the structure and function of microbial communities, which 
were cultured in different conditions using coking wastewater biofilm as seeding, was investigated by Biolog 
and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) methods. The less number of bands of cultivated sam-
ples on the denaturing gradient gel electrophoresis fingerprint of 16S rRNA gene indicated reduction of di-
versity after enrichment and cultivation. Some bands on the DGGE gel were significantly influenced by the 
phenol concentration in medium. The results of Biolog showed that the original biofilm sample had the 
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highest substrate utility capacity as measured by average well color development (AWCD). But low concen-
tration of phenol enriched sample S7 showed more diverse activity on the utility of Carboxylic acids. The 
principal component analysis (PCA) of Biolog data revealed that the metabolic patterns were similar when 
using the same phenol concentration, although the sample S7 much less similar to other cultivated samples. 
These results suggested that the enrichment and cultivation with phenol supplemented decreased the diver-
sity and also changed the metabolic function of the microbial community. Lower phenol concentration in-
creased the microbial community metabolic activity. The phenol degrading capacity of isolates from each 
samples indicated that the enrichment and cultivation condition had changed the type and property of cul-
truable bacteria. Based on these results, we concluded that the different microorganisms will be isolated un-
der different cultivation condition. 

Keywords: Phenol, Bacteria, Denaturing gradient gel electrophoresis, Enrichment and cultivation

焦化废水的组成非常复杂, 苯酚是其中一种主

要的污染物[1]。在处理焦化废水的工艺中, A1-A2-O

的处理效果较为理想的, 而废水中的有机物如苯酚

大部分是在缺氧段(A2池)去除的[2], 所以研究A2池

的微生物群落结构组成和主要污染物苯酚的关系 , 

对去除焦化废水中的污染物有着重要的意义。 

苯酚降解菌的分离是研究微生物降解苯酚的过

程和功能基因的重要方法之一, 主要的分离手段是

富集培养。而富集培养往往是采用较高浓度的苯酚

为碳源, 此时, 生长速率最高的少数种群占优势[3]。

从过去对苯酚降解菌的分离情况来看, 沈齐英等 [4]

用高浓度苯酚(500 mg/L、1000 mg/L、1500 mg/L、

2000 mg/L)作为唯一碳源富集培养的方法从炼油污

水中分离到 3 株降解高浓度苯酚的降酚菌株, 均为

Pseudomonas属细菌。Muralikrishnan等[5]从废水中分

离到Pseudomonas cepacia和Bacillus brevis, 能够降

解 2500 mg/L的苯酚。高平平等[6]采用原废水作为培

养基对焦化废水进行降酚菌分离, 得到与Alcaligenes 

faecalis、Arthrobacter nicotianae、Ochrobactrum sp.具有

较高同源性的菌株。Watanabe[7]等的研究发现, 以高

浓度(500 mg/L)的苯酚富集培养的菌株表现出的苯

酚氧化活性呈高亲和常数(high-Ks), 而通过连续恒

化富集培养的菌株表现出的苯酚氧化活性呈低亲和

常数(low-Ks), 后者是在自然环境的苯酚降解中起

主要作用的类型。为此 , 熊顺子等 [8]采用YPG、

10%YPG和LB三种无苯酚的培养基进行苯酚降解菌

的分离, 结果获得更多样的降酚菌株。然而, 目前尚

未有研究比较不同苯酚浓度对于培养过程中微生物

群落组成的影响。本研究采用不同浓度的苯酚分别

培养A2池的微生物, 用PCR- DGGE和Biolog研究苯

酚浓度对群落结构及代谢类型的影响, 以了解不同

的分离策略对培养的微生物类型的影响, 为采用合

理的分离策略提供指导。 

1  材料和方法 

1.1  材料来源 
生物膜样品取自上海焦化厂污水处理系统A2

池(缺氧处理池)。该污水处理厂采用A1-A2-O法工艺

处理含酚废水, 其中A2池的生物膜为降解有机物的

主体。PCR试剂购自TaKaRa 公司。 

1.2  培养基： 
富集用培养基(1 L)： KNO3 1.0 g, K2HPO4 0.5 g, 

MgSO4·7H2O 0.2 g, NaAc 15 mmol, 酒石酸钾钠  

15 mmol, 灭菌(1×105 Pa灭菌 20 min)后每升中加入

0.3 g苯酚(HDPL培养基)或者 0.03 g苯酚(LDPL培养

基)。分离培养基中灭菌前每升加入 15 g琼脂粉, 按

苯酚浓度分为H D P S ( 0 . 3  g / L苯酚 )和 L D P S 

(0.03 g/L苯酚)培养基。 

1.3  富集培养 
富集培养途径如图 1所示, 取 10 mL A2池生物

膜样本分别接种于 8 mL HDPL和LDPL液体培养基, 

28°C 静置培养 3 d, 然后转接于相同的新鲜培养基

中 28°C培养 2 d。吸取富集物分别稀释涂于 HDPS

和 LDPS 固体平板上, 菌落直径多数达到 1 mm~ 

2 mm后, 用 5 mL无菌生理盐水洗涤平板, 收集菌

体。回收菌液分装在灭菌的 Eppendorf 管中(含有

20%甘油)保存于−70°C冰箱。 

1.4  总 DNA 的提取 
细菌培养物总 DNA 的提取参照文献[9], 从生

物膜样品中提取总 DNA参照文献[10]。 
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图 1  富集分离途径及相应的微生物群落 
Fig. 1  Enrichment and isolation strategy 

Note: S1~S7: Microbial community name. 
 
1.5  样品 16S rRNA 基因 V3 区 PCR 扩增 

16S rRNA基因 V3区 PCR 引物设计和反应条

件参照文献[11]：P2(534r): 5′-ATTACCGCGGCTGCT 

GG-3 ′和 P3(341f) :  5 ′-CGCCCGCCGCGCGCG 
GCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTA 
CGGGAGGCAGCAG-3′ 25 μL的反应体系中含有

0.2 mmol/L dNTPs, 1×Buffer, 2 mmol/L MgCl2和

0.75 U Taq酶(TaKaRa)。引物P2和P3均为 12.5 pmol, 

DNA 模板量 10 ng。PCR反应在MiniCyclerTM (MJ 

Research Inc)上进行, PCR引物由生工(上海)有限公

司合成。 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物 , 

GDS8000凝胶成像系统(Ultra-Violet Product Ltd)照

像、记录分析结果。 

1.6  PCR 产物的 DGGE 分析 
参照Muyzer等[11]方法, 对 16S rRNA的V3可变

区的扩增产物进行DGGE分析。DGGE使用 8%聚丙

烯酰胺凝胶, 27%~55%变性梯度。电泳采用DCodeTM 

Universal Mutation Detection System (Bio- Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA), 200 V电泳 4 h。电泳

所使用的缓冲液是 1×Tris-Acetate-EDTA (TAE, pH 

8.4)。电泳胶以SYBR Green I (Amresco公司)染色 45 

min, GDS8000 凝胶成像系统(Ultra-Violet Product 

Ltd)照像。 

1.7  菌群活性的 Biolog 微平板测定 
保存的待测样品进行适当稀释后, 取 150 μL的

稀释样品加到 Biolog GN微平板孔中, 28°C培养 7 d, 

期间每隔 24 h用酶标仪测定 570 nm波长吸光值。 

1.8  Biolog 微平板数据分析 
95个孔吸光度的平均值(average well color de- 

velopment, AWCD)的计算公式为: 
AWCD = [Σ(Ci − R)]/95 

其中Ci是除对照孔外各孔吸光度值, R是对照孔
吸光度值。反应孔与对照孔的吸光度差值如果为负, 
则认为呈阴性反应且数值计为 0。阳性反应指的是, 
反应孔中的底物被利用而发生显色反应, 吸光值大
于 0.1 的认为是阳性反应。底物利用丰度值则由每
个微平板中呈阳性反应的孔数来计算[12]。 

1.9  分光光度法测定苯酚降解情况 
利用苯酚在 270 nm 处具有特异吸收峰的特 

性[13], 采用紫外分光光度法测定培养基中苯酚的降

解。选择各种条件下分离获得的菌株, 在含 0.03 g/L

苯酚的无机盐培养基中培养 4 d后, 菌液 10000×g离

心 10 min后, 取上清于 270 nm处测光吸收值, 以未

接菌的培养基为空白对照。 

2  结果和分析 

2.1  生物膜样品经不同条件培养后菌群结构的 
比较 

图 2可以看出, S1即 A2池生物膜样的条带最多, 

说明它的生物多样性也是最高的, 这是因为焦化废

水碳源组成复杂, 所以微生物种类较多, 可以看出

条带 a 在 S1 中最亮, 说明这类菌在 A2 生物膜样品

中占优势, 但是经过培养后, 条带 a变淡, 说明经过

培养后群落结构出现变化, 优势菌发生改变。经过

不同培养方法培养后, 样品泳道中出现一条共同的

亮带 g, 并且不受苯酚浓度变化的影响, 说明该类

菌对于苯酚有较强的适应能力, 从该图中也能看到

高浓度苯酚液体培养物 ( S 4 )和低浓度苯酚液体 



岳思青等: 不同富集和分离培养条件下的含酚废水处理生物膜微生物群落结构与活性比较分析 501 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 2  生物膜在不同条件下培养后 PCR-DGGE 电泳图 
Fig. 2  PCR-DGGE analysis of biofilm cultured in different 
condition 
Note: The sample of lane S1 was biofilm from A2 reactor; S2-S7 
were S1 cultured in different conditions as shown in Fig.1. 
 
培养物(S7)之间两者有很多相同的条带：如条带 e、
f、g、h、i、j。但两者之间仍有不少差异, 例如低
浓度苯酚培养物中条带 i 的亮度大大高于高浓度苯
酚培养的样品的相应条带, 说明这一条带代表的菌
在低浓度苯酚培养物中丰度更高。在液体培养中均

占优势的条带 f在平板培养的样品 S2、S3、S5、S6
中变淡甚至消失了。从图 2 中还可看出苯酚浓度对
于群落结构的影响, 条带 b、c和 d在高浓度苯酚浓
度的培养物(S2、S4、S5)中较亮, 这些菌可能能够在
较高浓度苯酚的条件下迅速生长。 

2.2  生物膜样品经不同条件培养后菌群活性的 
比较 

微生物的平均活性常用 Biolog板单孔颜色平均
变化(AWCD)表示(如图 3)。 

由图 3 可以看出, AWCD 值随着接种时间延长 
而增大, 在整个培养过程中 S6最低, S1即 A2生物 
膜样的 AWCD 值增加的速度和达到的程度高于其 
他样品 ,  这种差异在培养 4 8  h 后尤为明显。 
Garland[14]等认为微生物群落ELISA反应(以AWCD 
值表示)速度和最终能达到的程度与群落内能利用 
单一碳底物的微生物数目和种类相关。AWCD值的 
大小代表了不同方法富集培养后得到的细菌对底物 

碳源利用能力上的差异, 可以看出, 经过低浓度苯 
酚与高浓度苯酚的富集培养后, 群落细菌对 Biolog 
微孔板上碳源的利用能力发生了改变。原始 A2 生 
物膜样品具有最强的碳源利用能力, 而低浓度苯酚 
富集培养得到的细菌(S7, S2)相对高浓度苯酚富集 
培养得到的细菌来说 ,  具有较强的底物碳源利用 
能力。 
 

 
 
图 3  Biolog 板 AWCD 值随时间的变化 
Fig. 3  Bacterial activity change during the incubation on 
Biolog plate 
 

从图 4不同类型的碳源的利用情况来看, S1对
胺-酰胺类高聚物, 氨基酸类及碳水化合物类的碳源
利用量高于其培养物。在胺-酰胺类高聚物利用方面, 
除了 S1生物膜样品以外, 各个培养物的利用情况较
为相似, 均低于 S1 且相互之间差别不大。但 S7 对
羧酸类碳源的利用能力增强, 说明 S7的菌群发生了
不同于其他培养物的代谢类型变化。经过不同条件

的培养后 , 菌群对不同类型碳源各有不同的反应 , 
如 S3在培养 7 d后对碳水化合物仍只有平均 0.8左
右的光密度值, 相对 S1、S2、S7有 1.0以上的光密
度值来说利用量较少, 但在羧酸类碳源方面, S2、
S4、S5、S6培养 7 d后只有 0.6~0.8的光密度值, S3
则有 0.9 左右的光密度值。这都说明在不同浓度的
苯酚培养条件下, 菌群结构的变化导致代谢类型发
生了改变。 
 对Biolog板单孔颜色变化值, 进行PCA分析(图
5)。结果显示, PC1将各个样品的第 1天与其他的时
间点区分开来, 说明开始阶段菌群没有差异, 第 3
天后, 各个样品的碳源利用情况及代谢情况发生了
不同的变化。经过 7 d的培养, 各个孔内的碳源利用
情况发生了显著变化[15]。由图 5可以看出, A2池的
生物膜样品S1培养第 3天后和其他富集培养物明显
区分开来 ,  说明生物膜样品中微生物代谢类型 , 
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图 4  对不同碳源的利用情况 
Fig. 4  Utilization of different carbon sources 

 

 
 
图 5  不同培养物的主成分分析(PCA) 
Fig. 5  Principal component analysis (PCA) of Biolog GN 
data from different samples 
Note: Sample name were assigned as SNx, SN (S1~S7 as shown in 
Fig.1), x (biolog incubation time) 

 
对不同碳源利用情况在经过富集培养后发生了明显

的变化。从第 3天到第 7天的情况看来, PC2将 S1、
S7 与其它样品在不同的方向区分开来, 说明在不同
浓度的苯酚影响下, 微生物的群落结构及其功能发
生了一些改变, 从而对碳源的利用发生了变化。 

2.3  分离菌株苯酚降解情况分析 
空白对照的吸光值为 0.493, 共测定了 847株分

离物在苯酚培养基培养后的 270 nm吸光值。在选取 

 
 
图 6  不同样本的分离物培养后吸光值(270 nm)分布 
Fig. 6  The optical density (270 nm) distribution of isolates 
after cultured in medium containing phenol  
 
的 847株分离物中, 275株来自 S2, 245株来自 S3, 而
S5和 S6各选取了 140株和 187株, 不同样本得到的
分离物吸光值分布如图 6。 

由于苯酚在 2 7 0  n m 处有吸收峰 ,  所测的 
270 nm处的吸光值能部分代表苯酚的降解情况。很
多菌株培养后吸光值升高, 推测是较多中间代谢产
物积累造成。从图 6 可以看出, 不同富集培养方法
影响了所分离细菌的类型。高浓度苯酚富集后再在

高浓度苯酚培养基上分离(S2), 对降解苯酚的细菌
有较强的选择作用, 抑制了其他不耐高浓度苯酚的
细菌, 所以得到的分离物大部分能完全降解苯酚。
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而高浓度苯酚富集后以低浓度苯酚分离(S3)获得的
菌株中可完全分解苯酚的菌株较少, 很多不耐高浓
度苯酚的菌株得到分离。低浓度富集后再以高浓度

苯酚培养基分离时(S5), 几乎没有可完全降解苯酚
的菌株, 而以低浓度苯酚培养基分离(S6)获得较多
完全降解苯酚的菌株。S6分离获得的完全分解苯酚
的菌株应该是不耐受高浓度苯酚的, 因为在 S5中未
分离到此类菌株。 

3  讨论 

在微生物降解的过程中, 微生物的活性与群落
结构多样性是微生物生态学研究的重点。苯酚作为

一种常见的污染物, 尤其是焦化废水中主要的有毒
有害物质之一, 它的微生物降解一直是大家关注的
焦点。在苯酚降解菌的研究中, 过往的研究从多种
环境中, 用各种培养条件分离出了种类繁多的苯酚
降解菌[16−18], 通过分析他们的降酚动力学常数发现
这些降解菌存在较大差异 [7], 根据它们的降酚动力
学常数, 可以把这些苯酚降解菌分为两大类：高亲
和常数和低亲和常数, 进一步分析时发现, 高亲和
常数的降酚菌一般属于gamma变形菌纲, 在高浓度
苯酚(大于 500 mg/L)生长较快, 但并不是原始群落
中的主要降酚菌, 低亲和常数的降酚菌可能才是环
境中降解苯酚的主力军 , 而Zhang等人分离到一批
系统进化地位很相似的苯酚降解菌(16S rRNA基因
的相似性大于 99.47%), 并发现它们的苯酚降解能
力和苯酚羟化酶基因也有很大的多样性, 这加深了
我们对苯酚降解菌多样性的理解, 说明苯酚降解菌
中存在微多样性[19]。 

用稀释涂布平板分离的方法, 培养基的营养组
成和温度等培养条件对于分离物的数量和多样性存

在很大影响。Uphoff等[20]采用不同的碳源组成的培

养基对海水中的微生物进行分离培养, 发现丰富培
养基培养出来的多是gamma变形菌纲的细菌, 多种
碳源复合而成的培养基能培养出多样性较高的微生

物, 但是对于同种碳源在不同浓度下对于菌群结构
的影响还没有进行研究。在实际处理工业废水的过

程中, 污染物的浓度会随时间的变化而不同。本研
究的目的在于探讨不同浓度的同种污染物对于群落

结构的影响。也就是说如果采用不同浓度的苯酚进

行富集分离 , 可能得到不同亲和常数占优势的菌
群。本研究从采用不同浓度苯酚对生物膜进行富集

出发, 用PCR-DGGE揭示了不同浓度苯酚和培养方
式的差别对微生物群落结构的影响, 用不同浓度苯
酚富集培养后, 生物膜样本中的一些条带出现缺失,  
这是由于碳源组成相对焦化废水简单, 说明碳源组
成多样性的降低导致了菌群结构组成多样性的降

低。而随苯酚浓度和培养方式不同, 细菌 16S rDNA
的部分条带分布和亮度发生改变, 说明这些细菌类
群在不同浓度的苯酚和培养方式影响下发生了改变, 
如图 2 条带a的变化, 虽然在生物膜中占有优势, 但
是由于培养过程中使用相对单一的碳源, 在之后的
培养中逐渐失去在菌群中的优势地位 , 而条带g则
占据了优势。条带b、c、d在相对苯酚浓度较高的情
况下丰度较高, 说明虽然碳源种类, 培养条件相同, 
但是浓度不同的碳源仍然会对菌群有所影响。而条

带f只出现在液体培养方式中, 说明液体和固体培养
方式也会带来菌群结构的差异, 在固体培养基培养
的过程中, 某些在液体培养中占优势的细菌因不适
宜的环境而不再具有优势。 

虽然 PCR-DGGE/TGGE技术能够反映包括非培 
养细菌的菌群结构情况, 但是微生物群落的生态功 
能是由微生物的群落结构和活性共同决定的 ,  而 
DGGE 只能反映菌群组成情况, 但是微生物群落的 
信息不能单从序列上得到。Biolog 微平板技术起初 
被用于异养细菌的分类鉴定 [21], 1991 年Garland和 
Mills [14]开始将该技术用于微生物群落变化的研究 
后, 拓宽了它的应用范围。在近年的研究中, Biolog 
多用于评价土壤微生物的群落水平底物利用情况[22]。 
在Widmer等的研究中, 采用了 RFLP、PLFA、Biolog 
同时比较分析了土壤微生物的群落特征, 结果显示 
3 种方法均能区分不同的土壤微生物群落 ,  但 
Biolog 的聚类分析结果与其余 2 种方法的结果有所 
不同, 作者认为, Biolog的结果与微生物群落的种类 
组成关系不大, 主要显示群落中可培养部分细菌的 
功能[23]。在本研究中, 用相同苯酚富集培养的样本
具有更高的相似性, 虽然生物膜样本总体来说有较
强的碳源利用能力, 但是低浓度苯酚液体富集使得
羧酸类碳源利用能力增强, 虽然DGGE的结果显示, 
富集培养降低了生物膜中样本的微生物组成多样性, 
但是这可能与 2 种方法表征微生物群落特征方面不
一致有关, Biolog代表的是群落的部分代谢活性[12], 
而DGGE代表了群落中细菌的种类组成信息, 即生
物多样性 [11]。Biolog的实验结果说明, 不同浓度的 
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苯酚的培养改变了微生物群落的代谢活性。而分离

菌株的苯酚降解测定说明不同的富集分离方法获得

的菌株的特性差异较大。由此说明, 采用不同浓度
的苯酚进行富集和分离, 可以分离到不同类型的降
解菌株, 通过对这些不同菌株的进一步筛选, 最后
获得可以在环境中真正起降解苯酚作用的菌株。 
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