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一株降解对氯硝基苯的 !"#$#"%$& !" # $%&’
的分离鉴定及其降解特性

吴建峰 沈锡辉 周宇光 刘双江"

（中国科学院微生物研究所 北京 "$$$2$）

摘 要：从处理某化工厂污水的活性污泥中分离到一株降解对氯硝基苯的细菌 8)N"菌株。经过对其形态特
征、生理生化、以及 "37 -O)4序列分析，该菌株初步鉴定为 .(/$/(-$0 BP(，进一步研究表明，该菌株能够以对氯
硝基苯为唯一碳源、氮源和能源生长。生长过程中，氯离子释放同步于对氯硝基苯降解，且氯离子的释放量与对

氯硝基苯的降解量相当。该细菌利用对氯硝基苯生长的最适生长温度和 PQ分别为 #2R和 JS$。测定了降解途
径中相关酶的活性，表明初始降解过程是由对氯硝基苯还原酶催化的硝基还原反应，芳环的裂解是由 #:氨基苯
酚 "，3:双加氧酶催化。
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氯代硝基苯类化合物（8C’&-&DAH-&,+DU+D+B，8):
NB）作为重要的化工中间体被广泛用于生产和制造
橡胶、染料、农药、医用药品等，以对氯硝基苯为例，

我国 #$$$年产量为 "#万吨。氯代硝基苯等芳香族
化合物具有多种途径进入环境成为污染物，例如残

留在生产过程中排放的废水，或者由环境中含芳香

环化合物的不彻底降解和转化而来，例如硝基苯胺

和氯代硝基苯胺是农药、染料、颜料等不彻底分解产

生的［"］；我国自来水供应多采用氯化消毒，氯代硝基

苯是检测到的氯化消毒副产物之一［#］。欧共体早己

宣布氯代硝基苯是一种特别有害的化合物且在环境

中难以降解［1］，其危害包括引起人和动物的高铁血

红蛋白血症（V+HC+@&E’&,AD+@A/），并且是一种诱变剂
和致癌剂，五氯硝基苯破坏肺、肝、肾的功能，并直接

损害神经系统［!，<］。因此，研究氯代硝基苯类化合物

的生物降解对于保护环境及提高人类健康具有重要

意义。

目前，国内外就氯代苯类或者硝基苯类有机物

的生物降解进行了大量研究，而对芳环上同时存在

氯原子和硝基的氯代硝基苯类化合物的研究报道则

较少，其主要原因是当氯原子和硝基同时存在时，由

于二者的吸电子特性，导致芳环裂解更加困难。许

多能够降解氯代苯或硝基苯等芳烃衍生物的菌种并

不能降解对氯硝基苯。迄今，除了个别报道之

外［3，5］，单一菌种或混合菌种对氯硝基苯的降解能

力、降解性质等所知甚少。本文报道从处理对氯硝

基苯生产工厂废水的活性污泥中分离到一株能降解

对氯硝基苯的丛毛单胞菌属（ .(/$/(-$0）的细菌
8)N"菌株，并对该细菌降解对氯硝基苯的特性进行
了研究。

’ 材料和方法

’(’ 试剂和器材
对氯硝基苯购自北京金龙化学试剂有限公司。

高效液相色谱仪购自美国惠普公司，型号为 QW:
"$<$。离子浓度计为美国产奥利龙 232型离子浓度
计，电极采用 XYZX) 8Q)"5$型氯离子复合电极。
’() 菌种富集、分离纯化和培养基组成
试验样品取自南京化工总厂污水处理车间。污

泥样品按 "$[的接入量接种于培养基中，于 1$R、
"1$ -\@AD的摇床上振荡培养一周左右，取样测定对
氯硝基苯降解情况，待对氯硝基苯的浓度降低后，再



按 !"的接入量转接到新的培养基中培养一周左
右，如此重复 #次。然后在琼脂平板上划线分离，直
至得到纯的单菌落。

培养基（$%&）组成：每升含磷酸氢二钠 !’，磷酸
二氢钾 ()*’，$’%+,·-./ + ()(#’，微量元素溶液［0］

*12，对氯硝基苯 !)/-1134，5. -)(。固体培养基中
加入 !*’62的琼脂。
!"# 细菌生长测定和生理生化指标测定
细菌生长以光吸收值 !"7((表示。革兰氏染色、

碳源利用等指标测定参照文献［8］方法进行。
!"$ !%& ’()*扩增和序列测定
从平板中直接挑取一环菌体，加入 !((!2无菌

重蒸水中，漩涡混匀后，沸水浴 / 19:，!/((( ;619:离
心 * 19:，上清液直接用于 <=>。用于 !7% ;?@A扩
增的 <=>反应的引物为一对通用引物［!(］。正向引
物 <B：*CDAEAEFFFEAF==FEE=F=AED#C；反向引物
<;：*CDA=EE=FA==FFEFFA=EA=FD#C，分别对应于大
肠杆菌的 !7% ;>@A基因的 0 G /-和 !,8* G !*!,碱
基。<=> 反应体系（*(!2）为：!( H IJBBK; *!2、/*
113462 $’=4/ ,!2、!( 113462 L@F<M !!2、#( 513462
引物各 !!2、&%A ()*!2、LL./+ #-!2、#$% ?@A酶

(),!2。<=> 反应条件为：8*N ,19:；8*N !19:，
,0N !19:，-/N !19:，#( 个循环；-/N !(19:。<=>
产物的纯化和测序由上海申能博彩生物科技有限公

司完成。=@&!菌株 !7% ;?@A基因序列在 EK:&O:P
中的登记号为 AQ/8!*8!。
!"+ 酶活的测定
!"+"! 细胞培养及细胞裂解液制备：菌株 =@&!接
入 $%&培养基中，于 #(N、!#( ;619:的摇床上振荡
培养，待对氯硝基苯降解完后，按 !)/- 113462的浓
度补加底物一次，直到 !"7((为 ()/。0((( ;619: 离
心收集 !((12 培养液中的细胞，以 5. -)( 的
*( 113462的磷酸缓冲液洗涤细胞 /次，然后重新悬
浮于 ! 12相同的缓冲液中制成细胞悬液，细胞悬液
经过超声细胞破碎器破碎，于 ,N，/((((’离心 /R，
弃沉淀，取上清液测定酶活。

!"+", 对氯硝基苯硝基还原酶活性测定：对氯硝基
苯硝基还原酶的酶活按照文献［!!］所述方法进行。
!个单位的酶活力定义为 ! 1’ 蛋白每分钟转化
! :134的 @A?<.。
!"+"# /D氨基苯酚 !，7D双加氧酶活性测定：/D氨基
苯酚 !，7D双加氧酶的酶活按文献［!/］所述方法进
行。! 个单位的酶活力定义为 ! 1’ 蛋白每分钟生

成 ! :134的 /D氨基粘康酸半醛。
!"+"$ 邻苯二酚 !，/D双加氧酶和邻苯二酚 /，#D双
加氧酶活性测定：分别参照文献［!#，!,］方法测定。
!"% 蛋白含量的测定
紫外分光光度计测定 /0(:1处的吸收值，换算

出粗蛋白含量。

!"- 对氯硝基苯和氯离子的测定
对氯硝基苯浓度的测定采用高效液相色谱法，

选用 =D!0反向柱，检测波长为 /!( :1，流动相为乙
腈 S水 T 7(S,(（& 6&），流速为 !)( 12619:，对氯硝基
苯的停留时间为 *)7 19:左右。溶液中的氯离子浓
度用离子浓度计配合氯离子复合电极测定。氯离子

释放率为试验样品中的氯离子浓度与对照试验中的

氯离子浓度之差（113462）和对氯硝基苯初始浓度
（113462）的比值。

, 结果

,"! 样品的富集培养和菌种分离纯化
污泥样经过 ,次（约一个月）富集培养后，得到

的混合培养物可以在含有 !)/- 113462的对氯硝基
苯的培养基中生长，在培养过程中通过测定培养液

中的对氯硝基苯和氯离子的浓度，发现对氯硝基苯

的含量不断减少而氯离子浓度不断增加，说明该混

合培养物能降解对氯硝基苯并产生氯离子。

上述混合培养物在含有对氯硝基苯的平板上进

行划线分离，挑取单菌落，经过复筛、纯化后得到一

株能以对氯硝基苯为唯一碳源、氮源和能源生长的

细菌菌株 =@&!。
菌株 =@&!在 2&培养基平板上生长时，表面光

滑，边缘整齐。细胞为革兰氏阴性、直或稍弯曲杆

菌，大小约为 (),*!1 H !)*!1（图 !）。氧化酶和接
触酶阴性，严格好氧，细胞内有聚羟基丁酸颗粒，无

图 ! 菌株 .)/!的形态特征
U9’V! W4KXY;3: 19X;3’;O5RM 3B MY;O9: =@&!

AV %XO::9:’ K4KXY;3: 19X;3’;O5R（*((( H）；

&V F;O:M19MM93: K4KXY;3: 19X;3’;O5R（/(((( H）V
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内生芽孢。可以利用!! 丙氨酸、柠檬酸生长。透射
电镜观察，发现菌株 "#$%在一端生有两根鞭毛。
扩增菌株 "#$%的 %&’ ()#*全长基因，序列测

定后进行同源性分析，结果表明该菌株与睾丸酮丛

毛单胞菌（!"#$#"%$& ’(&’"&’()"%*）亲源关系最近，%&’
()#*基因相似性为 ++,。结合菌株的形态和生理
生化特征，菌株 "#$%初步鉴定为 !"#$#"%$& -./。
!"! !"#$#"%$& 菌株 #$%&利用对氯硝基苯生长
和氯离子释放

预先在 0’$培养基上培养的 "#$%菌株培养液
（+,&11 2 134）按 %,的接入量接种于含有对氯硝基
苯（%345 66789:）的培养基中，在 ;1<，%;1 (96=> 的
摇床上振荡培养，定时取样测定菌体生长、对氯硝基

苯含量和氯离子浓度。图 4表明，"#$%菌的生长和
对氯硝基苯的降解都有个短暂的迟缓期，然后进入

对数期，到第 41 ?时达到最高生长量，此时降解率
达 @5,，并且对氯硝基苯摩尔数的减少与氯离子摩
尔数的增加相当。从图 4中同时可以知道，氯离子
的释放和对氯硝基苯的降解是同步的，鉴于氯离子

测定的简便性，在以后的试验中采用氯离子的释放

率来代替对氯硝基苯的降解率。

图 ! !"#$#"%$& 菌株 #$%&利用对氯硝基苯生长
和氯离子释放

A=B/4 CDB(EFEG=7> 7H -!I?87(7>=G(7JD>KD>D E>F (D8DE-D 7H I?87(=FD

FL(=>B IL8G=MEG=7> 7H !"#$#"%$& "#$%

-!I?87(7>=G(7JD>KD>D NE- L-DF E- -78D IE(J7>，

>=G(7BD> E>F D>D(BO -7L(ID-/

!"’ 温度和培养基初始 ()对菌株 #$%&生长和对
氯硝基苯降解的影响

预先在 0’$培养基上培养的 "#$%菌株培养液
（+,&11 2 134）按 %,的接入量接种于含有对氯硝基
苯（%345 66789:）的培养基中，分别在 %;1 (96=>的摇
床，不同的温度条件下和不同初始 .P的培养基振
荡培养 % F，测定细胞的生长和氯离子释放。图 ;!*
表明，以对氯代硝基苯为唯一碳源和氮源培养，

"#$%菌株的细胞生长和对氯硝基苯降解受温度变

化的影响显著，在 4@<左右达到最高生长水平和最
高底物降解率，高于或低于此温度时细胞生长和对

氯硝基苯的降解都受到明显影响。图 ;!$表明，菌
株 "#$%比较适合在碱性条件下生长，同时，在碱性
的条件下的底物降解率也比较高，而且它的生长和

降解随 .P的变化是一致的，.P +31 是细胞生长和
对氯硝基苯降解的最佳 .P。

图 ’ 温度（*）和 ()（%）对菌株 #$%&利用氯代硝基苯
生长和氯离子的释放的影响

A=B/; Q>H8LD>ID 7H GD6.D(EGL(D（*）E>F .P（$）7> G?D B(7NG? 7H

!"#$#"%$& "#$% E>F (D8DE-D 7H I?87(=FD FL(=>B

-!I?87(7>=G(7JD>KD>D FDB(EFEG=7>

!"+ #$%&菌株的相关酶活测定
为了研究对氯硝基苯的降解途径，测定了以对

氯硝基苯为唯一碳源和氮源培养的 "#$%细胞内与
芳烃降解相关的关键酶活性，发现了细胞中存在有

催化对氯硝基苯降解初始反应的对氯硝基苯硝基还

原酶和催化芳环裂解的 4!氨基苯酚 %，&!双加氧酶
活，没有测出邻苯二酚 %，4!双加氧酶或 4，;!双加氧
酶的活性。

同时测定了以不同培养基培养的细胞中上述两

种酶的活性。从表 %中可以看出无论对氯硝基苯存
在与否，即无论是在 :$ 或 0’$ 上培养的 "#$% 细
胞，都可以测到对氯硝基苯硝基还原酶和 4!氨基苯
酚 %，&!双加氧酶的活性，可见这两种酶都是菌株
"#$%的组成酶，这一点与 REG-=MD8E等人发现在乙酸

1% 微 生 物 学 报 SS卷



钠培养基上培养的细胞同样具有 !"氨基苯酚 #，$"双
加氧酶的活性［$］的报道相同。

表 ! "#$!细胞内对氯硝基苯硝基还原酶和
%&氨基苯酚 !，’&双加氧酶的酶活

%&’() # *+,-.-,-)/ 01 !"+2(0304-,30’)45)4) 4-,303)67+,&/) &46

!"&8-4092)40( #，$"6-0:;<)4&/) -4 +)(( ):,3&+,/ 01 /,3&-4 =>?#

@)6-& !"+2(0304-,30’)45)4)
4-,303)67+,&/) A（BA8<）

!"&8-4092)40(
#，$"6-0:;<)4&/) A（BA8<）

C? !#DEF !GDFH
@I? !JDK$ !$DE#

( 讨论
本研究从南京化工总厂污水处理车间的污泥样

品中分离得到一株能够利用对氯硝基苯作为唯一碳

源、氮源和能源生长的细菌，初步鉴定为 "#$%$#&%’
/9L，命名为 =>?#。菌株 =>?#降解对氯代硝基苯的
最佳条件是温度 !JM，9N HDG，在此条件下菌株
=>?#能达到最佳生长状况和最大降解率。初始浓
度为 #D!F 880(AC的对氯硝基苯，经过 !G 2 培养，菌
株 =>?# 的降解率为 JFO，而 P&,/-.)(&等人分离的
()*+#,%-%. /9L 达到同样的效率需要 EG 2 以上［$］。
在以对氯硝基苯为碳、氮源的培养基中测到了

与对氯硝基苯降解相关的酶活性，对氯硝基苯硝基

还原酶以 >*QRN为氢供体，还原对氯硝基苯形成 !"
氨基"S"氯苯酚，这一产物的化学稳定性较低，经 !"
氨基苯酚 #，$"双加氧酶催化的双加氧作用后，芳环
裂解产生开环后的第一个产物 !"氨基"S"氯粘康酸
半醛。据文献报道，!"氨基"S"氯粘康酸半醛是一个
极不稳定的化合物，它可以自发闭环形成 S"氯吡啶
羧酸，S"氯吡啶羧酸是一个不可被继续分解的产
物［#S，#$］。在本研究中没有发现 S"氯吡啶羧酸的产生
或积累，表明菌株 =>?#在形成 !"氨基"S"氯粘康酸
半醛之后，后续的酶能够迅速把它进一步代谢，产生

供细胞生长需要的能量或其他产物。参照其它芳烃

化合物的代谢途径，通常情况下，这后续的代谢反应

由环化异构酶（=;+(0-/-8)3&/)/）催化完成，但是，无论
是在 ()*+#,%-%. /9L CT# 菌株［$］或者 "#$%$#&%’ /9L
=>?#菌株中，都没有测到该类酶的活性。因此，!"
氨基"S"氯粘康酸半醛是如何被进一步代谢，值得特
别关注。
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