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摘  要: 从长期受壬基酚聚氧乙烯醚污染的制革废水中采集水样, 通过富集培养的方法从中筛选

到一株可以壬基酚聚氧乙烯醚为唯一碳源生长的降解菌 OPQa3。通过形态学特征观察和生理生化

试验, 结合 16S rRNA 基因序列分析, 初步鉴定菌株 OPQa3 属于短波单胞菌属 Brevundimonas sp., 

其 16S rRNA 基因序列与 Brevundimonas diminuta (EU434566.1)的相似性最高(99%)。降解菌 OPQa3

的生长周期为 24 h; 以 2%的量接种菌株 OPQa3, 保证最终 OD600=0.70, 于 746 mg/L 的壬基酚聚

氧乙烯醚培养基中, 120 h 内的降解率可达 84.5%, 菌 OPQa3 生长的最佳温度为 30 °C, 最适 pH 值

在 7 左右。降解性质粒检测结果表明, 控制菌株 OPQa3 降解壬基酚聚氧乙烯醚的基因位于质粒上。 
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Abstract: Nonylphenol polyoxyethylene (NPnEO) is a commonly used nonionic surfactant that can be 
found in all kinds of detergents and emulsifier. NPnEO has relatively low persistency in the environ-
ment; however, the great biological toxicity of NPnEO intermediate products cannot be ignored due to 
its widespread use. Bioremediation is an effective and economic method to repair the environment that 
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has been polluted by NPnEO. So researchers have paid much attention on the point. Most of these re-
searches focus on the isolation, identification and characterizing bacteria with abilities to degrade 
NPnEO. In the present study, a bacterial strain OPQa3 capable of utilizing NPnEO as sole carbon source 
was isolated from water samples collected from tannery waste treatment plant suffered long-time ap-
plication of NPnEO by enrichment method. It was preliminarily identified as Brevundimonas sp. ac-
cording to morphological characteristics, physiological-biochemical properties and the similarity 
analysis of its 16S rRNA gene sequence. The growth period of strain OPQa3 was 24 h. Inoculated 2% of 
OPQa3 solution, to give a final OD600 of approximately 0.70, to NPnEO solution that initial concentra-
tion was 746 mg/L, degradation tests showed that, the degradation rate of strain OPQa3 was 84.5% 
within 120 h, the optimum temperature is 30 °C while the optimum pH is about 7. At the same time, a 
plasmid strip was found from strain OPQa3 through plasmid detection. The experiment of plasmid 
elimination conformed that the plasmid has some relation to the ability of NPnEO degradation which is 
a degradative plasmid. 

Keywords: Nonylphenol ethoxylates (NPnEO), Degrading strain, Screening, Identification, Degradation 
characteristics 

制革企业是污染最为严重的行业之一, 其重要

特点是含有难被生物处理的有机物[1]。壬基酚聚氧

乙烯醚是一种用途广泛的非离子表面活性剂, 其降

解产物之一壬基酚被认为是有代表性的环境内分泌

干扰物(EDCs)和持久性有毒污染物(PTS)[2]。每年大

约有 40 万 t 的壬基酚聚氧乙烯醚 NPnEO (n 一般为

1−20)排放到环境中 [3], 其中约 60%通过各种途径

最终进入水环境 [4], 经污水处理后直接排入自然水

体[5−6]。英国每年大约有 37%的 NPnEO 使用后进入

了各种水体环境[7]。我国由于污水处理率还很低, 直

接排放进入环境中的 NPnEO 比例更高[8], 其环境风

险也更大。一些欧洲国家提出了一系列控制污染的

对策, 主要是通过立法或签署协议来限制这些化合

物的生产和使用 , 控制这些污染物在环境中的排

放。我国洗涤行业于 1997 年禁用 NPnEO, 但由于

行业内对于 NPnEO 的代谢认识有差异, 所以国内并

不是所有洗涤剂厂都遵守国家的禁用法规; 而在工

业领域, 尤其在洗涤剂领域, 至今尚无禁用法规。

因此, 关于 NPnEO 在我国的污染状况, 在环境多介

质迁移转化研究以及在此基础上的生态风险评价 , 

就更加重要了。微生物降解是环境中非离子表面活

性剂去除的最主要途径。关于壬基酚聚氧乙烯醚

的微生物降解国内外学者都进行了一些研究[9−11]。

Maki H 等[12]从市政污水处理厂的活性污泥中, 通过

富集培养筛选到一株高效降解 NPnEO 的菌 TR01 

(鉴定为 Pseudomonas sp.)。胡浩等[13]从湖南丽臣洗

涤厂和长沙毛巾厂排污口废水中筛选出能高效降解

非 离 子 表 面 活 性 剂 壬 基 苯 基 聚 氧 乙 烯 醚 的 菌 株

T100, 属于苍白杆菌属 Ochrobactrum sp.。 
本文从长期受壬基酚聚氧乙烯醚污染的水样中

筛选到其降解菌 OPQa3, 并对其进行了菌种鉴定和

降解特性的初步研究, 以揭示 NPnEO 生物降解的基

本规律, 并为微生物在壬基酚聚氧乙烯醚污染环境

治理中的应用提供一定的参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试试剂 
壬 基 酚 聚 氧 乙 烯 醚 (4-Nonylphenol polyeth-

oxylates glycol, NPnEO)购于 SIGMA-ALDRICH 试

剂公司。基本信息如下: CAS No.: 9016-45-9; CMC: 

0.059 Mm (20 °C−25 °C); 纯 度 >99%; 分 子 式 : 

C15H23(OCH2CH2)nOH, 其中 n=9−10。 

超纯水, 由 EASYpure®Ⅱ实验室专用纯化水机

制得。实验过程中用到的其他药品均为色谱纯或分

析纯。 

无 机 盐 培 养 基 成 分 如 下 ( g / L ) :  N a C l  2 . 5 , 
(NH4)2SO4 2.0, MgSO4·7H2O 0.3, CaCl2 0.01,  
Na2HPO4 3.7, KH2PO4 0.9, Vitamin 2.0 mL/L, Trace 
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element 1.0 mL/L。 
(1) 维生素溶液[14] (mg/100 mL): 吡哆醇盐酸盐 

10.0, 维生素 B2 5.0, 维生素 B1 5.0, 吡啶酸 5.0, 硫

辛酸 5.0, 邻氨基苯酸 5.0, 维生素 H 2.0, 维生素 Bc 

2.0, 维生素 B12 0.1。 
(2) 微量元素溶液[12] (mg/100 mL): MnCl2·H2O 

20.0, CoCl2·6H2O 4.0, Na2MO4·2H2O 26.0, 
FeCl3·6H2O 15.0, 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

制革废水样品采集于湖南裳海迪瑞特服装有限

公司污水处理厂污水排放口。 

1.2  NPnEO 降解菌的筛选 
从采集到的废水中取 1 mL 上清液, 加入到装有

50 mL 以 NPnEO 为唯一碳源的无机盐培养基的

250 mL 锥形瓶中, 放入恒温振荡培养箱中, 30 °C、

150 r/min 培养 3 d。持续驯化 30 d 后, 将此菌悬液

制成 10−1−10−7 稀释度的稀释液, 然后分别接入无机

盐培养基平板上, 倒置于 30 °C 恒温培养箱中培养。

用接种环挑取其中清晰可见的单菌落, 利用平板划

线分离法反复划线分离 , 得到的纯化菌株为可以

NPnEO 为唯一碳源生长的菌落, 即能够降解壬基酚

聚氧乙烯醚的降解菌。筛选得到的菌种保藏于 15%
的灭菌甘油中, 置于−80 °C 的冰箱中。 

1.3  NPnEO 降解菌的鉴定 
菌 株 的 形 态 及 生 理 生 化 试 验 方 法 参 照 文 献

[15−16]。 

以降解菌 OPQa3 基因组 DNA 作为模板, PCR

扩增 16S rRNA 基因。反应引物分别为 27F: 5′-AG 

AGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 和 1492R: 5′-AAG 
GAGGTGATCCAGCCGCA-3′。采用 PCR 50 μL 反

应体系进行扩增; 扩增条件为: 94 °C 3 min; 94 °C 
45 s, 55 °C 1 min, 72 °C 1 min, 循环 30 次 ; 72 °C 

7 min。 
PCR 反应产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测 ; 

PCR 产物直接送上海生工生物工程技术服务有限公

司测序。利用 BLAST 软件, 将测定得到的基因序列

与 GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) 数据库进行序

列比对分析, 获取相近典型菌株的基因序列。然后

利 用 ClustalW 和 MEGA 4.0 中 的 邻 接 法 

(Neighbor-Joining) 建立系统发育树, 进行系统发育

分析。 

1.4  生长曲线的测定 
将降解菌接入 10 mL 的 LB 培养液中 30 °C、

150 r/min 下振荡培养 24 h, 从中取 100 μL 加入

100 mL 无机盐培养基中继续培养, 每隔 0、2、4、6、

8、10、12、14、16、18、20、22、24、36、48 h 取

样, 在 600 nm 下测其光密度, 做出光密度随时间的

变化曲线(以时间为横坐标, OD600 为纵坐标), 即为

添加 NPnEO 时降解菌的生长曲线。 

1.5  NPnEO 降解菌的降解特性 
在人工配制的壬基酚聚氧乙烯醚废水中接种降

解菌, 应用高效液相色谱(HPLC)测定 NPnEO 的浓

度, 计算降解率。 

(1) HPLC 分析样品前处理。取一定体积的水样, 
8 000 r/min 离心去除菌体, 将上清置于 250 mL 具塞

三角瓶中, 加入 60 mL 二氯甲烷, 恒温振荡提取 1 h, 
减压抽滤过滤, 用 20 mL 二氯甲烷洗涤滤渣 2 次, 
合并滤液, 全部转入预先加有 40 mL 10%氯化钠水

溶液的分液漏斗中, 振摇 2 min, 静置分层, 水相再

分别用 20、10 mL 二氯甲烷萃取 2 次 , 合并有机

相 , 转入旋转蒸发仪中 , 60 °C 浓缩至 0.5 mL。转

移至加有 5 g 硅镁吸附剂的 玻 璃 层 析 柱 , 用 乙 酸

乙 酯 淋 洗 , 收 集 淋 出 液 50 mL, 浓缩至 0.2 mL, 经

氮气流吹干后用色谱甲醇定容至 1 mL。过 0.45 μm
有机滤膜后进 HPLC 测定 NPnEO 的含量。 

(2) NPnEO 的测定。Agilent 1200 型液相色谱仪; 
ZORBAX Edipse XDB-C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 
5 μm), 流动相为甲醇:水=90:10 (V/V), 柱温 23 °C, 
流速为 1 mL/min, 紫外检测器, 检测波长 226 nm, 
进样量 20 μL, 在上述条件下 , 壬基酚聚氧乙烯醚

的 保 留 时 间 为 5.378 min。 同 时 , 对 降 解 菌 在 含

NPnEO 的培养基中生长的最适温度和 pH 值条件进

行检测。 

1.6  降解性质粒检测 
对已筛选出的高效降解菌进行降解性质粒检

测, 将降解菌接种于含 100 mg/L NPnEO 的 2−5 mL 
LB 培养基中 , 30 °C、150 r/min 振荡培养 12−16 h, 

备用。 

首先对可能含有降解性质粒的菌株采用碱裂
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解法进行质粒提取 , 具体操作参见试剂盒(Z0003B 

Puprep Plasmid Mini Kit, 安比奥生物技术公司); 如

果存在质粒 , 则采用变温-SDS 法 [17]对质粒进行消

除, 影印法接种无机盐平板, 利用平板升华法来观

察是否能产生透明圈, 不产生透明圈的可能为质粒

消除突变株; 消除质粒后的突变菌株重新接种于含

NPnEO 的降解培养基上, 观察其生长状况, 同时对

质粒消除后的突变株和降解菌进行电泳检测并比较

质粒条带。 

2  结果与讨论 

2.1  降解菌的筛选 
文献表明, 壬基酚聚氧乙烯醚的降解主要依靠

细菌[18]。Mariana Lozada、Gu Xin 等[19−21]已经从活

性污泥中筛选到了壬基酚聚氧乙烯醚的降解菌。污

水排放口的废水中含有丰富的碳源以及其他供各种

细菌生长的条件 , 因此 , 污水排放口是筛选含有

降解酶潜力细菌的理想场所 [22]。这也是我们选择

污水排放口取样进行降解菌筛选的主要原因。经

过持续培养, 从以壬基酚聚氧乙烯醚为唯一碳源的

无机盐培养基中筛选到 3 个菌株, 纯化后将 3 株细

菌进行编号, 分别为 OPQa1、OPQa2、OPQa3。选

取在培养基上菌落最大的 OPQa3 进行进一步鉴定

研究。 

2.2  降解菌的鉴定 
菌 OPQa3 的细胞形态: 较细的杆状, 革兰氏阴

性菌, 细胞大小为 0.5 μm×(0.8−4.0) μm, 能运动, 有

鞭毛 , 无芽孢和荚膜 , 不产生色素等 ; 菌落形态为

扁平圆形、无光泽、粘稠、易挑取(与培养基结合不

紧密)、不透明、边缘整齐光滑、玫瑰红色且正反面

颜色一致、质地均匀、无气味、不分泌水溶性色素。 

生理生化试验可以作为鉴定细菌的依据。从表

1 可以看出, 降解菌 OPQa3 对生物大分子的水解结

果均为阴性, 表明该菌不能分泌降解生物大分子的

胞外酶; 含碳化合物的代谢试验中仅柠檬酸盐试验

为阳性, 表明该菌不具有分解葡萄糖的能力, 也没

有不同的代谢途径或代谢产物; 苯丙氨酸脱氢酶试 

表 1  生理生化试验结果 
Table 1 Results of physiological and biochemical tests of 

strain OPQa3 
试验名称 
Test items 

 试验结果 
Test results 

大分子的水解 

Hydrolysis of macromolecules 

淀粉水解试验 

Starch hydrolysis test 

油脂水解试验 

Lipid hydrolysis test 

明胶水解试验 

Gelatin hydrolysis test 

石蕊牛乳试验 

Litmus milk test 

含碳化合物的代谢 

Metabolism of carbon compounds 

糖发酵试验 

Carbohydrate fermentation test 

甲基红(MR)试验 

Methyl red (MR) test 

伏-普(VP)试验 

Voges-proskauer (VP) test 

柠檬酸盐试验 

Citrate test 

含氮化合物的代谢 

Metabolism of nitrogen compounds 

吲哚试验 

Indole test 

硫化氢产生试验 

Hydrogen sulfide production test 

产氨试验 

Ammonia gas production test 

苯丙氨酸脱氨酶试验 

Phenylalanine deaminase test 

尿素水解试验 

Urea hydrolysis test 

酶活性 

Activity of enzymes 

氧化酶试验 

Oxidase test 

过氧化氢酶试验 

Catalase test 

硝酸盐还原试验 

Nitrate reduction test 

  

 

− 

 

− 

 

− 

 

产碱 

 

 

 

− 

 

− 

 

− 

 

+ 

 

 

 

− 

 

− 

 

+ 

 

− 

 

+ 

 

 

 

− 

 

+ 

 

− 

 
   

注: +: 阳性; −: 阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 
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验和尿素水解试验结果为阳性, 吲哚试验和硫化氢

试验为阴性; 呼吸作用试验表明其体内含有细胞色

素氧化酶, 可以 O2 作为最终电子受体, 将还原型细

胞色素 c 氧化。过氧化氢酶试验阳性。硝酸盐还原

试验结果为阴性。由此可见, 降解菌 OPQa3 的呼吸

类型主要为有氧呼吸。经比较发现菌 OPQa3 的生理

生化特性与短波单胞菌多数菌株相符。 

降解菌 OPQa3 的 16S rRNA 基因的 PCR 扩增产

物 经 测 序 得 到 长 度 为 1 236 bp 的 序 列 , 其 在

GenBenk 中的登录号为 GRP234424。用 BLAST 程

序对 OPQa3 的 16S rRNA 基因序列在 GenBenk 中进

行比对分析, 结果表明降解菌 OPQa3 属于短波单胞

菌属 Brevundimonas sp., 与 Brevundimonas diminuta 

(EU434566.1)最为相似 , 相似性为 99%, 初步确立

了该菌在微生物系统发育学上的地位, 菌 OPQa3 为

高 G+C%类群。 

2.3  菌 OPQa3 的生长曲线 
如图 1 所示, 降解菌 OPQa3 几乎在接种后就进

入了对数期, 生长代谢旺盛、生长迅速、活性较强, 

该菌的光密度随着培养时间的增加成比例增大, 持

续到 24 h 左右对数期结束, 菌株进入稳定期, 在这

段时间内, 细菌数目的增殖速度下降, 数量基本保

持不变, 细菌的增长和死亡处于动态平衡, 所以本

实验选择 24 h 为一个培养周期。 
 

 

图 1  菌 OPQa3 的生长曲线 
Fig. 1  Growth curve of strain OPQa3 

2.4  菌 OPQa3 的降解特性 
高效液相色谱分析结果表明, 菌 OPQa3 具有最

大降解壬基酚聚氧乙烯醚的潜力。菌 OPQa3 在 24 h
内使壬基酚聚氧乙烯醚的浓度从 746 mg/L 降到

422 mg/L (图 2), 而菌 OPQa1、OPQa2 对 NPnEO 的

降解率较低, 均小于 15%。通过检测发现菌株在生

长对数期的降解能力最大, 这与 Yi-Wen Lin 等[23]的

研究一致。Gioia D. Di 等[24]的研究表明, 接种 25 d
后壬基酚聚氧乙烯醚的降解率为 25%。另有研究证

明 , 不同的介质环境中细菌利用壬基酚聚氧乙烯

醚的能力存在差异。例如, Sjöström Å.E.等[25]的研

究结果为壬基酚聚氧乙烯醚(NP12EO)在 0.3−10 d 内

的降解率为 65%−74%。在这次检测中, 初始浓度为

746 mg/L, 接种量为 2% (OD600=0.70)时, 120 h 内菌

OPQa3 对 NPnEO 的降解率大于 84.5% (图 3), 120 h
后, 菌 OPQa1 和 OPQa2 的降解率变化很小。 
 

 

图 2  接种菌株 OPQa3 24 h 后液谱分析结果 
Fig. 2  HPLC analysis result 24 h after OPQa3 inoculated 
 

 

图 3  接种菌株 OPQa3 120 h 后液谱分析结果 
Fig. 3  HPLC analysis result 120 h after OPQa3 inoculated  
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温度对菌体内酶的活性影响很大, 直接影响其

降解效果。在无机盐培养基中, 按 2%的菌量接入

OPQa3 菌悬液, NPnEO 的初始浓度为 100 mg/L, 于

不同温度下, 150 r/min 振荡培养, 120 h 后取样进行

检测, 结果见图 4。从图 4 可以看出, 在 25 °C−37 °C

范围内, 菌 OPQa3 对 NPnEO 都具有较好的降解效

果, NPnEO 的降解率均在 70%以上。菌株 OPQa3 在

30 °C 时生长最佳, 过低和过高的温度会抑制其生

长。原因可能是低温和高温条件下菌体内的酶活性

较低, 使其生长代谢缓慢, 另外随着时间的推移代

谢产物可能对菌体产生一定的毒性效应[26]。 
 

 

图 4  不同温度下菌株 OPQa3 的生长状况 
Fig. 4  Effects of temperature on NPnEO degradation by 
strain OPQa3 
 

为了解 pH 对菌 OPQa3 降解 NPnEO 的影响及

确定最佳 pH 条件 , 研究选取 pH 值 5.0−9.0 (pH 分

别调至 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0)条件下菌 OPQa3

对 NPnEO 的降解情况, 24 h 后测定降解菌光密度和

NPnEO 残留量并计算降解率, 结果见图 5。从图 5

可以看出, 降解菌 OPQa3 对 pH 的适应范围较宽, pH

值 6.0−7.0 范围内均有较好的降解效果且生长良好, 

在中性条件下, pH 值为 7.0 时生长得最好, 降解率高

于 80%。 

2.5  降解性质粒检测结果 
自然界中编码细菌降解复杂有机物的功能基因

大多分布在质粒上。对 OPQa3 及质粒消除突变体

进行质粒检测, 结果发现降解菌 OPQa3 有质粒存

在(图 6)。 

 

图 5  不同 pH 条件下菌株 OPQa3 的生长状况 
Fig. 5  Growth status of OPQa3 under different pH  
 

 

图 6  质粒提取与检测 
Fig. 6  Plasmid extraction and detection 
 

 

图 7  质粒消除 
Fig. 7  Plasmid elimination 
注: 1、3、4、5: 质粒消除菌; 2: 质粒未被消除菌. 
Note: 1,3,4,5: Plasmid eliminated strains; 2: A strain that still had 
plasmid. 
 

质粒消除可鉴定质粒是否与某种功能关联, 若

某种降解功能是由质粒控制, 则伴随着质粒的丢失

这种功能也会丧失。质粒消除后, 挑取 5 个单菌落

分别点种于以 NPnEO 为唯一碳源的无机盐固体培

养基上。结果表明(图 7), 只有 1 株可在无机盐培养

基中生长, 质粒检测实验证明, 这 1 株菌存在质粒, 
而其余 4 株均检测不到质粒。由此说明 , 降解菌
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OPQa3 随着质粒的消除, 其降解 NPnEO 的功能也会

丧失, 即无法在以 NPnEO 为唯一碳源的无机盐培养

基中生长。菌株的 NPnEO 降解功能由质粒控制, 此

质粒为降解性质粒。 

3  结论 

(1) 从受壬基酚聚氧乙烯醚污染的污水中筛选

到一株高效降解菌 OPQa3, 经鉴定确定为短波单胞

菌属 Brevundimonas sp.。 

(2) 降解基质的温度和 pH 值等条件影响降解

菌的降解效果。降解菌 OPQa3 的生长周期为 24 h, 
其生长的最佳温度为 30 °C, 最适 pH 值在 7.0 左右。

120 h 内该菌对 NPnEO 的最大降解率可达 84.5%, 
关于 NPnEO 的降解机理有待进一步研究。 

(3) 降解性质粒检测结果表明, 降解菌 OPQa3
对 NPnEO 的降解功能是由质粒控制的。该研究成果

为制革废水中 NPnEO 降解菌的进一步研究奠定了

基础。 
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