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研究报告 

一株新型苯胺蓝降解菌 MP-13 的代谢特征 

李锋  梁念  孙建中* 
江苏大学环境与安全工程学院生物质能源研究所  江苏 镇江  212013 

摘  要：【背景】三苯甲烷类染料的广泛使用对我国生态环境构成了极大危害，亟待开发一种经济、

高效和环境友好型的染料废水处理技术。目前，利用微生物处理染料废水被认为是一种环境友好型

的方法。【目的】通过解析菌株 MP-13 对苯胺蓝的降解特性，为该菌株在染料废水治理中的应用提

供核心理论与技术依据。【方法】从食木白蚁肠道中筛选一株苯胺蓝脱色菌，对其进行 16S rRNA

基因序列分析鉴定，确定其基本生物学特征，然后通过 FTIR、GC/MS 等分析手段解析该菌对苯胺

蓝的降解特征。【结果】菌株 MP-13 经鉴定为土白蚁特拉布尔希氏菌(Trabulsiella odontotermitis)，该

菌对苯胺蓝降解的最适温度、pH 和转速分别为 35 °C、8.0 和 180 r/min，苯胺蓝浓度为 200 mg/L 时

最大脱色率可达 97.3%，且对苯胺蓝的耐受浓度可达 1 500 mg/L。此外，FTIR 和 GC/MS 的结果表

明苯胺蓝被降解为小分子芳香族化合物。【结论】Trabulsiella odontotermitis MP-13 对苯胺蓝有较强

降解能力和较高耐受性，可作为染料废水生物修复的潜在菌株资源。 

关键词：三苯甲烷类染料，苯胺蓝，土白蚁特拉布尔氏菌，降解途径 

Degradation characteristics of a novel aniline blue-discoloring 
bacterial strain MP-13 
LI Feng  LIANG Nian  SUN Jian-Zhong* 

Biofuels Institute, School of the Environment and Safety Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang,  
Jiangsu 212013, China 

Abstract: [Background] The wide use of aniline blue, a common refractory organic pollutants, harms and 
threatens the ecological environments. Hence, it is important to develop an eco-friendly and cost-effective 
technology to treat the dye contaminated wastewater. Biological method is environmentally friendly and 
applied to deal with dye contaminated wastewater. [Objective] Our study was to provide a core theory and 
supporting technology to isolate and characterize a novel bacterial strain, Trabulsiella odontotermitis 
MP13, for its potential decolorization of dye wastewater. [Methods] Some aniline blue-decoloring bacteria 
were first isolated from the gut of a termite species, Microtermes pakistanicus, and then identified by 16S 
rRNA gene sequence analysis for their phylogeny property and other relevant biological properties. 
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Further, with a variety of evaluation methods, such as FTIR and GC/MS, the degradation characteristics of 
aniline blue by strain MP13 were analyzed. [Results] A novel bacterial strain MP-13 was identified as 
Trabulsiella odontotermitis that could tolerate and effectively degrade aniline blue up to a high 
concentration of 1 500 mg/L. The optimal temperature, pH and rotation speed for dye decolorization were 
30 °C, 8.0, and 180 r/min, respectively. The decolorization efficiency was up to 97.3%, when aniline blue 
concentration was at 200 mg/L. Further, the FTIR and GC/MS analysis showed that aniline blue was 
biotransformed into low molecular weight aromatic compounds. [Conclusion] Trabulsiella odontotermitis 
MP-13 exhibited a remarkable decolorization ability for aniline blue, suggesting its potential for industrial 
dye waste water treatment. 

Keywords: Triphenylmethane dye, Aniline blue, Trabulsiella odontotermitis, Degradation pathways 

三苯甲烷类染料是继偶氮类和蒽醌类染料之

后使用量排位第三的染料，其中包括孔雀石绿、

结晶紫、灿烂绿和苯胺蓝等，它们被广泛应用于

纺织印染、造纸、医药和生物染色等[1]。许多研究

结果表明此类染料在生产和使用过程中产生的有

色废水不仅对环境造成污染，而且能够在环境中

积累和富集后通过食物链进入到生物体内，从而

对人和动物的生命健康构成巨大、潜在的威胁[2-3]。

因此，如何利用环境友好型技术处理人工合成的

有机染料废水，已成为国内外研究者的关注热点

之一。 

染料废水的脱色降解方法主要有物理法、化

学法和生物法，其中生物法在处理过程中不会产

生二次污染，微生物能够将染料物质矿化成低毒

或者无毒的小分子化合物，因此，生物法被认为

是一种环境友好和高效低成本的方法[4]。目前，三

苯甲烷类染料降解的研究主要集中于孔雀石绿和

结晶紫，而关于微生物降解苯胺蓝的报道较少。

苯胺蓝作为一种典型的三苯甲烷类染料，不仅具

有稳定、复杂的化学结构，而且还是此类染料中

的高分子量化合物(分子结构见图 1)，在自然条件

下极难被降解。三苯甲烷类染料分子的显色基团

是碳氮键(−C=N−)[5]，微生物可以通过分泌特定的

酶催化碳氮键断裂，从而使其脱色降解为低毒或

者无毒小分子化合物。相关研究表明与三苯甲烷

类染料降解相关的酶有：漆酶、锰过氧化物酶、

木质素过氧化物酶、细胞色素 P450 单加氧酶、三

苯 基 甲 烷 类 染 料 还 原 酶 T M R 和 染 料 脱 色 酶 

 

 
图 1  苯胺蓝化学结构 
Figure 1  Structure of aniline blue 

 
TpmD 等[6]。真菌降解三苯甲烷类染料存在一定的

劣势，如生长速度慢、环境适应能力差和不易于

基因操作等。因此，生长速度快、环境适应性更

强的细菌引起研究者的极大关注。 

迄今为止，已报道有关苯胺蓝脱色降解的细

菌仅有 Streptomyces AG-56、Shewanella oneidensis 

MR-1 、 Pseudomonas aeruginosa WZR-B 、

Acinetobacter sp. EL1 、 Providencia sp. EL2 和

Weeksella virosa EL3 等[7-10]。尽管上述细菌降解苯

胺蓝表现出一定效果，但细菌降解苯胺蓝可能的

降解途径及分子机制尚不明确，因此发掘高效、

广谱的染料脱色菌种，并进一步深入研究可能的

降解途径以及参与其中的酶系等具有重要意义。 

在以往的报道中利用苯胺蓝筛选木质素降解

菌[11]，本课题组在白蚁肠道共生菌降解木质素的

筛选过程中发现多种细菌对苯胺蓝具有高效脱色

功能。在此基础上，利用多种染料对细菌脱色能

力进行检测，筛选出具有广谱脱色能力的细菌

后，对其进行分子生物学鉴定、脱色条件和降解
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产物分析，并推测苯胺蓝的降解途径，进一步丰富

三苯甲烷类染料废水处理中所需菌种资源并完善

苯胺蓝降解分子机理研究，以期为提高该菌对三

苯甲烷类染料的降解效果及实现工业化应用奠定

研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源 

2016 年 7 月于云南省西双版纳州中国科学院西

双版纳热带植物园次生雨林中采集木食性白蚁，

在被蚁蚀的腐木段中收集白蚁后，将其放于事先

底部有湿润滤纸的培养皿中带回实验室，放置于

避光的室温环境中培养待用。根据兵蚁形态特征

及 COⅡ基因序列鉴定为巴基斯坦小白蚁(Microtermes 

pakistanicus)。 

1.1.2  主要试剂及仪器 

苯胺蓝、亚甲基蓝、刚果红、苯酚红、孔雀

石绿和天青 B，国药集团化学试剂有限公司；其余

化学试剂均为国产分析纯；细菌通用 PCR 引物、

Ezup 柱式细菌基因组 DNA 提取试剂盒和 Taq DNA

聚合酶，生工生物工程(上海)股份有限公司。电泳

仪，北京六一生物科技有限公司；PCR 仪，伯乐

公司；紫外可见分光光度计，贝克曼库尔特有限

公司；傅立叶变换红外光谱仪，赛默飞世尔科技

公司；气相色谱质谱联用仪(GC/MS)，安捷伦科技

有限公司。 

1.1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，

NaCl 10.0，pH 7.2，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

分离培养基(g/L)：胰蛋白胨 5.0，酵母粉 2.5，

NaCl 5.0，琼脂 15.0，pH 7.2，1×105 Pa 灭菌 20 min，

待培养基温度降到 60 °C 以下，加入 100 mg 经过 

0.22 μm 滤膜过滤灭菌的苯胺蓝。 

复筛培养基(g/L)：胰蛋白胨 5.0，酵母粉 2.5，

NaCl 5.0，琼脂 15.0，pH 7.2，1×105 Pa 灭菌 20 min

后，待培养基温度降到 60 °C 以下，分别加入一定

量经 0.22 μm 滤膜过滤灭菌的染料(亚甲基蓝、刚果

红、苯酚红或天青 B)。 

液体脱色培养基(g/L)：胰蛋白胨 5.0，酵母粉

2.5，NaCl 5.0，CaCl2 0.1，pH 7.2，1×105 Pa 灭菌

20 min 后，加入 5 mL 经过 0.22 μm 滤膜过滤灭菌

的微量元素溶液，再加入一定量过滤灭菌的染料

(苯胺蓝、亚甲基蓝、天青 B、刚果红或孔雀石

绿 ) 。 微 量 元 素 溶 液 (g/L) ： CuSO4·5H2O 0.1 ，

ZnSO4·7H2O 0.12，MgSO4·7H2O 0.2，FeSO4·7H2O 

0.16，MnSO4·H2O 0.08。 

1.2  方法 

1.2.1  样品处理及菌株的分离纯化 

选取巴基斯坦小白蚁的工蚁在无菌水中清洗

2−3 次后，用 75%酒精对白蚁表面消毒，然后在中

性 PBS 缓冲液中漂洗。在无菌条件下，将解剖的

白蚁肠道置于无菌的 0.9%生理盐水中，然后用研

磨棒将肠道研磨成匀浆状态。肠道匀浆液用无菌

生理盐水经过一定梯度稀释后，取稀释 103、104、

105、106 倍的溶液各 100 μL 涂布于固体分离培养  

基上，将培养皿放置于 30 °C 的培养箱中培养  

2−4 d。将具有明显脱色圈的单克隆转接至 LB 培养

基中培养后，再次用固体分离培养基进行划线分

离、纯化细菌(重复 2−3 次划线)，直至得到单克

隆。纯化后的单克隆进行培养后，划线于复筛培养

基平板上，检测单克隆对其他类型染料的脱色能

力；挑取单菌落菌株继续分离纯化，获得纯菌株

后，单独接种于不同类型染料(苯胺蓝、天青 B、亚

甲基蓝、刚果红和苯酚红)固体培养基、液体苯胺蓝

和孔雀石绿验证细菌是否具有广谱染料脱色能力。

最终筛选到一株脱色圈较大且可使多种染料脱色的

细菌，然后对其进行分子生物学鉴定。 

1.2.2  细菌 DNA 提取及鉴定 

将单克隆接种于 LB 培养基中，30 °C、  

180 r/min 培养过夜，取 1 mL 培养液置于离心管

中，经 12 000 r/min 离心 2 min 后，弃上清液，收

集菌体，经无菌水漂洗后的菌体，用细菌基因组

试剂盒提取 DNA。细菌 16S rRNA 基因扩增通用引

物为 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和
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1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) ， PCR

反应体系及条件参考文献[12]。PCR 产物经 1%琼

脂糖凝胶电泳检测后，委托生工生物工程(上海)股

份有限公司对细菌序列进行双向测序。将测序完

成的 16S rRNA 基因序列拼接后，提交至 NCBI 网

站 的 GenBank 数 据 库 ， 并 进 行 BLASTn 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)相似性比对。下载

BLAST 比对序列相似性较高的菌株序列，利用

MEGA 5.05 软件计算序列相似度，同时用邻接法

(neighbor-joining method)构建菌株系统发育树，确

定物种的系统发育地位。 

1.2.3  不同培养条件对染料脱色率的影响 

将 菌 株 MP-13 接 种 于 LB 培 养 基 中 ， 在

30 °C、180 r/min 条件下培养 12 h，收集一定体积

培养液在 12 000 r/min 离心 2 min，弃上清液，用

无菌液体脱色培养基重悬后作为种子液。以 5%接

种量研究在不同温度(20、25、30、35 和 40 °C)、

pH (5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0)、转速(100、130、

150、180、和 220 r/min)条件下培养 36 h 后，细菌对

浓度为 200 mg/L 苯胺蓝溶液脱色效果的影响。同

时，考察菌株 MP-13 在接种量为 5%、30 °C 和  

180 r/min 条件下培养 36 h 后，不同初始浓度(300、

500、800、1 000 和 1 500 mg/L)对苯胺蓝溶液脱色

效果的影响。 

1.2.4  染料脱色率测定 

液体脱色培养基接菌培养一段时间后，无菌

条件下吸取 2 mL 培养液，经 12 000 r/min 离心    

2 min，取上清液，采用分光光度法在 600 nm (苯

胺蓝可见光的最大吸收峰)处测定吸光度，根据公

式(1)计算脱色率： 

η (%)=(A0－Ai)/A0×100%                     (1) 

式中 A0 表示液体脱色培养基不接细菌初始吸光

度，Ai 表示脱色培养基接种细菌经过一段时间脱色

后的溶液吸光度。 

1.2.5  紫外/可见吸收光谱分析 

取浓度为 100 mg/L 苯胺蓝溶液和降解 24 h 离

心后的上清液，用紫外可见分光光度计在波长

190−900 nm 范围内进行扫描。 

1.2.6  FTIR 分析 

苯胺蓝降解前后的 FTIR 分析方法参考文    

献[13]，具体步骤为：以浓度为 300 mg/L 苯胺蓝

脱色培养基为考察对象，分别取未经细菌处理和

经细菌降解 36 h 后的溶液各 100 mL，然后经过

0.45 μm 孔径滤头过滤，过滤液经冷冻干燥成粉末，

与 KBr 按照一定比例(质量比 1:100)混匀研磨后，压

片，进行红外光谱扫描，波数 4 000−400 cm−1。 

1.2.7  GC/MS 分析 

苯胺蓝降解产物提取步骤及分析方法参考文

献[13]，具体步骤为：取浓度为 300 mg/L 苯胺蓝脱

色培养基和经过 36 h 细菌脱色降解的培养基上清

液，用等体积乙酸乙酯萃取后，取上层有机相备

用，下层水相溶液经上述操作重复 2 次后，合并  

3 次萃取液，加入无水亚硫酸钠干燥后，经旋转蒸

发有机相至结晶，然后用色谱纯甲醇溶解结晶

物，再经 0.22 μm 滤膜过滤后，利用 GC/MS 测定 

苯 胺 蓝 降 解 后 中 间 产 物 ， 色 谱 柱 为 HP-5MS     

(30 m×0.25 mm×0.25 μm)，载气为 He，气体流速

为 1 mL/min，进样体积为 1 μL；升温程序：初始温

度 50 °C，保持 5 min，以 10 °C/min 速度升温至

280 °C，保持 10 min；进样口温度 280 °C，离子源

温度 250 °C，在电子轰击(EI)模式 70 eV 条件下，

质谱扫描范围 30−800 (m/z)。 

2  结果与分析 

2.1  苯胺蓝降解细菌的筛选与鉴定 

2.1.1  苯胺蓝脱色菌筛选 

采用平板划线法从分离固体培养基上发现多株

具有明显脱色圈的细菌，其中一株编号为 MP-13 的

细菌可以使多种类型染料脱色，结果如图 2 所示。

从图 2 中可知，菌株 MP-13 在不同染料固体培养基

中培养 24−48 h 后可以产生明显脱色圈，说明此菌

株可以分泌胞外酶使除苯胺蓝以外的染料脱色，初

步推断菌株 MP-13 具有广谱染料脱色性能。从液体

染料脱色情况来看，经菌株 MP-13 降解后的苯胺蓝

和孔雀石绿的颜色基本消失，而对照组染料颜色基 
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本没有变化，说明此菌对苯胺蓝和孔雀石绿具有较

强的脱色能力。此外，从离心后的菌体沉淀来看，

苯胺蓝溶液底部菌体呈乳白色，说明此菌对苯胺蓝

的脱色主要依靠胞外酶；而孔雀石绿溶液底部呈淡

绿色，说明此菌对孔雀石绿的脱色能力除靠分泌胞

外酶外，还有自身菌体对染料的吸附作用。 

2.1.2  苯胺脱色菌的 16S rRNA 基因序列分析 

基于 16S rRNA 基因序列分析的结果，确定菌

株 MP-13的分类地位。将双向测序获得菌株 MP-13

的 16S rRNA 基因序列，经 DNAMAN 序列拼接后 

(1 445 bp)提交至 GenBank 数据库，序列登录号为

MF455199，同时在 NCBI 数据库中进行序列相似

性比对，选取 BLAST 中相似度较高的 7 株细菌序

列，并下载相关序列后，利用 MEGA 5.05 计算细菌

序列相似度，同时利用其中的邻接法 (neighbor- 

joining method)构建细菌系统发育树(图 3)。如图 3

所示，菌株 MP-13 与 Trabulsiella odontotermitis strain 

zjsru-4 在同一个分支上，序列相似性为 99.03%，因

此 将 该 菌 株 命 名 为 Trabulsiella odontotermitis 

MP-13。 

 

 
 

图 2  菌株 MP-13 在苯胺蓝(A)、天青 B (B)、亚甲基蓝(C)、刚果红(D)、苯酚红(E)、液体苯胺蓝(F)和孔雀石绿(G)培

养基中生长时产生脱色 
Figure 2  The decolorization of aniline blue (A, F), azure B (B), methylene blue (C), congo red (D), phenol red (E) and 
malachite green (G) by strain MP-13 cultured on the medium 

 

 
 

图 3  菌株 MP-13 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetics tree based on 16S rRNA gene sequence of strain MP-13 

注：括号中序号：菌株登录号；分支点上的数字：Bootstrap 支持率；标尺刻度 0.001：序列差异的分支长度. 
Note: Numbers in parentheses: the sequence accession number; Numbers in each branch points: the percentages supported by bootstrap; 
Bar=0.001: nucleotide divergence. 
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2.2  紫外/可见吸收光谱分析 

紫外/可见吸收光谱分析表明细菌降解后苯胺

蓝的显色基团(−C=N−)被破坏，导致苯胺蓝溶液颜

色发生变化。由图 4 中可知，苯胺蓝在 196、312

和 600 nm 处具有明显吸收峰，这与文献[7]报道  

的基本一致，600 nm 处吸收峰是苯胺蓝的显色基

团。然而，经过 24 h 细菌降解后的苯胺蓝溶液，在

600 nm 处的吸收峰完全消失，并且 312 nm 处吸收

峰强度降低，而 196 nm 处吸光度显著增强。已有研

究表明，如果染料脱色依靠菌体吸附脱色，那么3个

吸收峰应该成比例降低 [14] ，由此可以证明菌株

MP-13 主要通过分泌胞外酶破坏显色官能团(−C=N−)

和其他类型化学键，从而导致苯胺蓝脱色降解。 

2.3  菌株 MP-13 对苯胺蓝的降解特性 

细菌对苯胺蓝的脱色效果受多种生长条件影

响，如培养温度、初始 pH、转速和底物浓度等。

培养基初始 pH 对细菌生长及代谢能力起着至关重

要的作用，因此考察了培养基初始 pH 对菌株

MP-13 脱色苯胺蓝的影响。由图 5A 可知，该菌的

环境适应能力较强，即在广泛的 pH 5.0−9.0 环境下

可以使苯胺蓝脱色。当 pH 为 7.0 或 8.0 时，苯胺蓝

脱色率分别达到 90.3%和 96%；当 pH 降低或者增

加时，苯胺蓝脱色率明显降低，其中 pH 为 5.0 时脱

色率降到 41.7%，而 pH 为 9.0 时脱色率可以达 
 

 
 

图 4  脱色前后苯胺蓝的紫外/可见吸收光谱 
Figure 4  UV/vis absorption spectra of aniline blue before 
and after decolourization 

到 83.6%。脱色率降低可能与细菌分泌的酶活力有

关，有研究表明三苯甲烷类还原酶在 pH 9.0 时具

有较高酶活力[15]。过碱或过酸的环境都会使细菌

脱色效率降低，该菌在偏碱环境下(pH 8.0)脱色率

最高，因此在处理偏碱染料废水时具有广泛的应

用前景。 

培养温度影响细菌生长及其所分泌胞外酶活

力，从而导致苯胺蓝的脱色效率有较大差异。由

图 5B 可知，在温度为 20−40 °C 的范围内，苯胺蓝

脱色率都大于 60%；当温度为 35 °C时，菌株 MP-13

对苯胺蓝的脱色效率达到最佳(94.3%)；当温度为

20 °C 时，苯胺蓝脱色效率最低(66%)；当温度达

到 40 °C 时，脱色率也可达到 81%。由此表明，温

度对细菌胞内外酶活性和酶促反应影响较大，进

而影响苯胺蓝脱色效率[16]。 

溶氧量是影响降解有机物速率的主要因素之

一。由图 5C 可知，随着摇床转速的增加，脱色率

也随着增加。相关研究表明三苯甲烷类染料脱色

降解过中，可能要依赖 NADH/NADPH 加氧酶，

适当增加废水中溶氧量可能促进染料脱色降解效

率[17]。当摇床转速为 180 r/min 时，菌株 MP-13 对

苯胺蓝的脱色率达到最大值 97.3%；而当转速增加

到 220 r/min 时，苯胺蓝脱色率降低到 92.6%，这可

能是由于转速达到一定值时，培养基中的溶氧基

本饱和，继续增大转速反而可能造成菌体损伤，

从而造成脱色率降低。因此菌株 MP-13 脱色降解

苯胺蓝的最佳转速为 180 r/min。 

苯胺蓝初始浓度是影响菌株 MP-13 脱色效果

的重要因素。由图 5D 可知，随着苯胺蓝浓度的增

加(浓度从 300 mg/L 上升到 1 500 mg/L)，脱色率

呈现降低趋势。在中高浓度 300 mg/L 时，脱色率

可达最高 96.5%；继续增加苯胺蓝浓度到 500、

800 和 1 000 mg/L 时，脱色率分别为 93.5%、88.6%

和 77.2%；而当浓度达到 1 500 mg/L 时，脱色率明

显降低，但仍达到 63.2%。由此可以说明苯胺蓝浓

度增加后，溶液中毒性随着增大，抑制菌体生

长，从而导致脱色率降低。 
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图 5  不同因素对苯胺蓝脱色率的影响 
Figure 5  Effect of different environment parameters on decolorization of aniline blue dye  

注：A：pH；B：温度；C：转速；D：初始浓度.  
Note: A: pH; B: Temperature; C: Rotation rate; D: Initial concentration. 
 

2.4  FTIR 分析 

红外光谱图可以直观反映苯胺蓝降解前后的

化学官能团变化情况，从而推断苯胺蓝分子结构

中可能断裂的化学键类型。由图 6 可知，降解前苯

胺蓝中存在三苯甲烷类染料的 3 个特征吸收峰   

(1 574、1 367 和 1 169 cm–1)，并且苯胺蓝降解前后

FTIR 图谱在指纹区(1 700−500 cm−1)的吸收峰强度

及吸收峰数量发生明显变化，比如：降解后光  

谱图中消失了 1 496、1 367、913 和 731 cm–1 等处

的吸收峰，并有新吸收峰出现在 1 660、1 449 和  

1 401 cm–1 处。经检索得知，在 1 574 cm–1 处的吸

收峰归因于苯环上的 C−H 伸缩；在 1 496 cm–1 处的

吸收峰归因于染料结构存在自由 N−H 基团，降解

产物中消失表明苯胺蓝支链断裂；在 1 367 cm–1 处

的吸收峰归因于 C−H 伸缩振动；在 1 169 cm–1 处  

的吸收峰是由芳香化合物 C−N 伸缩振动引起；在  

1 122 cm−1 处的吸收峰归因于 C−OH 伸缩弯曲；在

1 035 cm−1 处的吸收峰是 C−O 伸缩引起的；在  

900 cm−1 以下吸收峰都归属于芳香族化合物或苯

环，其中在降解产物中 731、652 和 593 cm−1 处的

吸收峰消失，同时在 619 cm−1 和 519 cm−1 处出现新

吸收峰，表明芳香化合物结构因降解发生化学键

断裂。降解产物中新出现的 1 660 cm−1 吸收峰归属

于芳基酮的 C=O 伸缩振动，表明芳香化合物在降

解过程中被羰基化，这一结果与 GC/MS 分析降解

产物中发现芳香酮类化合物一致。在 1 449 cm−1 和 
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图 6  苯胺蓝脱色前后的 FTIR 图谱 
Figure 6  FTIR spectra of aniline blue before and after 
decolorization 
 

1 400 cm−1 处的吸收峰，分别归因于芳香基团和

C=C 伸缩引起的，表明降解产物中还有苯环类结

构存在。综上所述，可以推断降解产物中存在

C=O、−OH、−NH2 基团及苯环结构，并由 GC/MS

进行了验证，本研究结果也与以往微生物降解三

苯甲烷类染料的报道[18-22]基本一致。 

2.5  GC/MS 分析苯胺蓝降解产物及推断其降解

途径 

通过 GC/MS 定性分析降解过程的中间代谢产

物，初步明确了菌株 MP-13 对苯胺蓝的主要代谢

特征与途径(结果见表 1 和图 7)。经细菌处理 12 h

的苯胺蓝溶液可以鉴定到 5 个新物质，保留时间分

别为 7.265、20.265、21.805、23.090 和 24.460 min，

经过与 NIST library 中标准物质图谱比对，证实  

5 种新物质分别为：2-苯乙醇、2-羟基-3,5,5-三甲

基-2-环己烯-1-酮、2,2′-亚甲基双(6-叔丁基对甲

酚 )、4,4′-二氨基二苯甲酮和 2,4,6-三羟基苯甲

醛。延长细菌降解时间到 36 h 时，共检测到   

10 种物质，除上述 5 种外，其他 5 种物质分别为

异戊酸(3.310 min)、乙苯(3.725 min)、间二甲苯

(3.815 min)、2′-氨基苯乙酮(10.025 min)和 2-(4-羟

苯基)乙醇(11.580 min)。其中 4,4′-二氨基二苯甲酮

也在其他已报道三苯甲烷类染料(孔雀石绿、结晶

紫和棉蓝)[13,21-22]中发现，由此可以证明 4,4′-二氨

基二苯甲酮是三苯甲烷类染料的主要降解中间产

物，对苯胺蓝进一步降解起主要作用。 

根据鉴定到的代谢产物并结合已报道的三苯

甲烷类染料文献[13,21-22]，推测菌株 MP-13 降解苯胺

蓝可能的降解途径(图 7)。首先，苯胺蓝在特定酶的

作用下，使显色基团碳氮键断裂，并伴随侧链断裂

生成三苯甲烷为骨架的无色物质和芳香族化合物；

随后，三苯甲烷类似物的中心碳原子发生羟基化反

应 并 伴 随 碳 碳 键 断 裂 [ 1 4 ] ， 被 羟 基 化 的 物 质 进 

 
表 1  苯胺蓝降解产物的 GC/MS 鉴定结果 
Table 1  Identification of metabolites of aniline blue by GC/MS analysis 
序号 

No. 

保留时间 

Retention time 

化学名称 

Chemical name 

分子式 

Molecular formula 

分子量 

Molecular weight

12 h 36 h

1 3.310 3-methyl-butanoic acid C5H10O2 102 － + 

2 3.725 Ethylbenzene C8H10 106 － + 

3 3.815 1,3-dimethyl-benzene C8H10 106 － + 

4 7.265 Phenylethyl alcohol C8H10O 122 + + 

5 10.025 1-(2-aminophenyl)-Ethanone C8H9NO 135 － + 

6 11.580 4-hydroxy-benzeneethanol C8H10O2 138 － + 

7 20.265 2-hydroxy-3,5,5-trimethyl-cyclohex-2-enone C9H14O2 154 + + 

8 21.805 2,2′-methylenebis [6-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-phenol C23H32O2 340 + + 

9 23.090 4,4′-diaminobenzophenone C13H12N2O 212 + + 

10 24.460 2,4,6-trihydroxybenzaldehyde C7H6O4 154 + + 

注：+：检测到；–：未检测到.  
Note: +: Detected; –: Not detected.  
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图 7  基于GC/MS结果推断菌株MP13对苯胺蓝的降解

途径 
Figure 7  The proposed biodegradation pathways of 
aniline blue by strain MP-13 based on the results of GC/MS 
 

一步发生羰基化反应生成 4,4′-二氨基二苯甲酮，而

由碳碳键断裂生成物质经过去甲基反应生成 2′-氨

基苯乙酮；最终这些物质经过一系列酶催化，开

环最终完全被矿化成二氧化碳和水。综上所述，

可知菌株 MP-13 降解苯胺蓝代谢途径与已报道的 

细菌降解孔雀石绿、结晶紫和棉蓝存在相似之处。 

3  讨论与结论 

Trabulsiella 是一类广泛存在于自然环境中的

革兰氏阴性细菌，具备降解多种类型有机污染物

的能力。本研究从高等白蚁肠道筛选分离得到一

株对苯胺蓝具有高效脱色降解能力的菌株 MP-13，

经过 16S rRNA 基因序列和系统发育分析，初步鉴

定 为 土 白 蚁 特 拉 布 尔 希 氏 菌 (Trabulsiella 

odontotermitis)。土白蚁特拉布尔希氏菌是由 Chou

等首次从白蚁肠道中分离得到[23]，目前关于此菌

的报道也都是分离于白蚁肠道，并且该菌对芳香

族化合物的降解性能还不清楚，仅在降解黄曲霉

毒素 B1 领域有所报道[24]。迄今为止，尚未见到该

菌在降解染料类有机化合物方面的报道，然而本

研究发现菌株 MP-13 具有多种类型染料的脱色能

力，并且根据报道该种菌的基因组中含有可降解双

噁苯酚和二 英等难降解物质的相关酶基因序列[24]。

因此，进一步探索该菌对苯胺蓝降解特征及代谢

途径，为将来该种菌株应用到染料废水治理中奠

定基础。 

菌株 MP-13 对三苯甲烷类的有机污染物具有

广谱性、较高浓度耐受力和降解能力，表现出了

潜在的产业化应用价值。与其他细菌相比，该菌

可在较宽的 pH (5.0−9.0)和温度(20−40 °C)范围内，

表现出对苯胺蓝较好的脱色降解能力；其中在温

度为 35 °C、pH 8.0 和转速 180 r/min 的培养条件

下，该菌对 200 mg/L 苯胺蓝的最大脱色率可达

97.3%。此外，浓度为 300−1 500 mg/L 的苯胺蓝溶

液对菌株 MP-13 的生长及脱色能力没有产生较大

的影响，即使染料浓度达到 1 500 mg/L 时，该菌对

苯胺蓝脱色率也可达到 63%以上，如果延长培养

时间脱色率会达到更高数值。在实际环境中，印

染行业废水中染料可能是多种类型共存，而菌株

MP-13 对亚甲基蓝、天青 B、刚果红、苯酚红和孔

雀石绿也具有脱色潜力，表现出了一定广谱的底

物利用能力。其次，染料废水的酸碱性直接影响

细菌的代谢能力，从不同 pH 对菌株 MP-13 降解苯

胺蓝的降解评价可知，偏碱性环境条件下，该菌

对苯胺蓝的降解能力明显优于偏酸环境，这可能是

由于苯胺蓝降解相关酶的适宜 pH 为碱性环境。 

菌株 MP-13 降解苯胺蓝的中间产物分析表明，

中心碳原子羟基化是三苯甲烷类染料降解的关键

步骤。通过 GC/MS 分析苯胺蓝降解中间产物，发

现了主要降解产物 4,4′-二氨基二苯甲酮和 2′-氨基

苯乙酮等芳香族化合物，由此可推断苯胺蓝降解

是经过一系列氧化还原反应，如：侧链断裂、羟
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基化反应、羰基化反应、去甲基化反应和芳香族

化合物开环等。以上实验结果与 Aspergillus flavus

降解孔雀石绿[25]和 Rhodococcus qingshengii JB301[1]

降解结晶紫的代谢途径具有相似性，但因苯胺蓝

的特殊化学结构又存在一定差异，如存在侧链

C−N 键断裂。 

综上所述，Trabulsiella odontotermitis MP-13 可

高效降解苯胺蓝，且具有潜在的多种染料脱色降解

能力，但该菌对三苯甲烷类染料降解转化过程中的

关键酶、降解产物有无毒性和原位降解效果有待

进一步深入研究和探讨。 
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