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!株苯系物降解菌菌株的筛选鉴定、降解特性
及其降解基因研究

王 琳，邵宗泽"

（国家海洋局第三海洋研究所 海洋生物遗传资源重点实验室 厦门 ("&%%#）

摘 要：分别以苯、甲苯为碳源，从厦门污水处理厂活性污泥中富集筛选获得了 $株苯降解菌 D&、D$和 $株甲苯降
解菌 E$、E"。&"F 0GHI 基因鉴定结果表明 D&、E$ 属于假单胞菌属（ !"#$%&’&()" >JK），D$、E" 属于不动杆菌属
（*+,(#-&.)+-#/ >JK）。研究表明，这些菌在 JL’ ) &%的碱性范围内能很好生长。在以 %B&M（NON）苯或甲苯为唯一碳
源的无机盐培养基中，D&、D$菌在 ’$小时内对苯的降解率分别为 "’B’M、7!B$M，E$、E"菌对甲苯的降解率分别为
7$B!M、6!B6M。简并 PQG扩增、序列分析表明，这些菌含有相同的苯双加氧酶基因，表明苯降解基因在这些降解菌
中可能存在水平转移。此外，E$，E"两株菌还含有甲苯双加氧酶基因，而且 E$能在甲苯浓度为 ’%M（NON）的 RD培
养基中生长。这些降解菌在苯、甲苯污染的生物治理中有应用前景。
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苯系化合物是一类易挥发的单环芳香烃类化合

物，包括苯、甲苯、乙苯、邻、间、对二甲苯等，已被许

多国家列为优先控制污染物［&］。已报道的苯系物降

解菌主要有假单胞菌（ !"#$%&’&()"）、不动杆菌
（ *+,(#-&.)+-#/）、芽 孢 杆 菌（ 0)+,11$"）、红 球 菌
（23&%&+&++$"）、诺卡氏菌（4&+)/%,)）、罗尔斯通氏菌
（2)1"-&(,)）、产碱杆菌（*1+)1,5#(#"）等［$，(］。苯系物双
加氧酶和单加氧酶是降解过程中的关键酶，双加氧

酶是在苯环上直接加 $个氧形成儿茶酚；单加氧酶
则直接攻击苯环或者氧化侧链，进而形成儿茶酚，再

经过儿茶酚双加氧酶作用使苯环裂解，进一步被降

解后进入三羧酸循环［!，#］。

此外，苯系物降解与有机溶剂耐受相关。自从

日本 TU-V/ 和 L-0=W->?= 分离到一株能够耐受 #%M
（NON）甲苯的假单胞菌［"］以来，一些耐受高浓度有
机溶剂的菌陆续被分离到，并展开了相关研究。降

解菌耐受有机溶剂不仅对污染物的生物治理非常重

要，且在溶剂3水两相生物转化中也有很大的潜
力［’］。在国内，苯系物生物降解研究目前主要集中

在降解性能方面，如降解速率和底物浓度关系，生长

的适宜 JL、温度等［6，7］。其他方面报道较少。本研
究从城市污水中富集得到了多种苯系物高效降解

菌，并对其降解特性、基因类型进行了分析。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 样品：$%%(年 &%月采自厦门前浦污水处理
厂离心间活性污泥。

"#"#$ 试剂：苯，甲苯色谱标准，纯度大于 77B#M，
购自中国上海试剂一厂。其它试剂均为分析纯。

"#"#% 培养基：选择性无机盐培养基（XX）：每升含
H9Q5 &B%Y，XYF*!·’L$* %B’Y，HL!Q5 &B%Y，ZQ5 %B’Y，

ZL$P*! $B%Y，H9$LP*! (B%Y，JL’B%，高压灭菌后补加

适量微量元素混合液。微量元素混合液每升含

Q9Q5$ %B%$<Y，8/Q5(·"L$* %B#<Y，QVF*! %B%%#<Y，

XUQ5$·!L$* %B%%#<Y，[UF*!·’L$* %B&<Y。以苯或

甲苯作为唯一碳源，终浓度为 %B&M（NON）。苯、甲
苯及微量元素加入前经 %B$$!<孔径的滤膜过滤除
菌。

"#$ 降解菌的富集和筛选
苯系化合物降解菌的富集在含有 #%<RXX 培

养基的 $#%<R 三角瓶中进行，苯或甲苯含量为
%B&M（NON）。用硅胶塞外加 ( 层塑料薄膜密封瓶
口，以防苯系化合物大量挥发。培养条件为 $6\，
$%%0O<=U。在培养过程中每 ! ) #] 从培养液中取出



!"#$%转入 #!$%新鲜的同种培养基中。富集实验共
转移了 &次。之后，将最终的富集物梯度稀释、涂平
板（%’，()*+ ,-），./0温箱培养 1/2后分离单菌。
!"# 降解菌生理特性的测定

33培养基中分别加入苯或甲苯 !",-（454），
随机测定 . 株菌在不同温度（10、,/0、./0、
670），不同 89（891、&、7、,!）和不同盐度（!-、,-、
.-、6-）条件下的生长情况，以确定降解菌的最适
生长条件。

!"$ 降解菌对苯系物有机溶剂的耐受能力测定
将活化的 1 株菌按 ,-（454）接种量分别接入

含不同浓度苯或甲苯有机溶剂的 #!$% %’液体培养
基中，其中有机溶剂的浓度（454）分别为 ,-、6-、
#-、7-、,!-、.!-、6!-、#!-、7!-，观察其生长
情况。

!"% 菌株对苯系物的降解率测定
!"%"! 测定方法：采用好氧振荡试管培养法（试管
口径小，以减少苯系物挥发），定时采样测定苯系物

浓度，降解率 :（苯系物减少量;苯系物挥发量）5（苯
系物总量;苯系物挥发量）< ,!!-，具体如下：在
,/=$ < ,/!=$的试管中，,!$% 33培养基经高压灭
菌后，准确加入 ,!!%过滤除菌的苯或甲苯，平行做
两组。同时，将 1株菌的活化菌种用无菌 33培养
基洗涤两次，按 ,-（454）接种量分别接入 33培养
基中，以不接种的试管作为自然挥发的对照；用硅胶

塞并覆以塑料薄膜封口，于 .!!>5$?@，./0培养。在
!2和 7.2分别测定苯或甲苯的浓度。取样时，每支
试管分别取 .$+ 液体于离心管中，,61!!>5$?@ 离心
.$?@，上清液进行吹扫捕集;A*53B定量测定苯系物
浓度。

!"%"& 分析方法：吹扫;捕集条件，室温吹扫 ,,$?@，
压强 ,.!CD)，解吸温度 ,/!0，时间 6$?@，富集柱烘
烤温度 .!!0，时间 ,!$?@，传输线温度 ,!!0。

A*53B 条件，A*3B;ED.!,!（岛津公司），毛细
管色谱柱 FGH;#3B，内径 !".#$$，膜厚 !".#!$，长

度 6!$。高纯氦气为载气，柱温 #!0，以 6!05$?@
升温至 ,6/0，保持 #$?@。进样口温度 ,/!0，分流
比 ,!，柱流速 ,"6!$%5$?@，检测器温度 .!!0。
!"%"# 苯、甲苯标准曲线绘制 ：用移液管准确吸取
,!!!%苯于 ,!!$%容量瓶中用双蒸水稀释至刻度，
配制成 /7&"#$I5%的浓缩液（在溶解度范围之内），
摇匀备用。将浓缩液分别以双蒸水稀释，配制系列

苯标准溶液，分别为 ,!、#!、,!!、6!!、#!!、7!!、
/7&"#$I5%，摇匀备用。取系列标准溶液各 .$%进行
吹扫捕集;A*3B定量测定，绘制标准曲线。甲苯的
标准曲线绘制方法同苯。

!"’ !’( )*+,序列测定及系统进化树的构建
细菌总 J(K 的提取方法参考文献［,!］。

,&B >J(K D*F扩增、克隆［,,］，由上海生工完成测序。
测序结果在 (*’L进行 ’%KBG分析，取其中具有代
表性的几株细菌的 ,&B >J(K 序列，利用 J(K3K(
（MN>O?P@#",）软件构建系统进化树。
!"- 双加氧酶基因的 ./0克隆
参照已知的苯、甲苯双加氧酶的大亚基片段和

甲苯单加氧酶基因保守片段，设计如下简并引物：苯

双加 氧 酶 基 因 引 物（ QN@;R：#S;*KGAA3KAGAA
*GG*GK;6S；QN@;F：#S;KG*G*FK***KAGG*;6S），甲苯
双加氧酶基因引物（GTJ;R：#S;K**AKGAKFAKU*G
AGK**6；GTJ;F：#S;*GG*AAG*3KAGKAA;6S），甲苯
单加氧酶基因引物（ VPWK;R：#S;KKAK**GKG**BA
KFGK*AG;6S；VPWK;F：#S;AA*GAAKG*XAF**GA*BK
AAKK;6S）D*F 反应退火温度分别为 1/0、#60、
#60，D*F产物的克隆，测序同上。

& 结果

&"! 苯系物降解菌的分离与特性
经过液体富集、平板筛选，从苯、甲苯富集物中

共获得了 ,Y株菌，经过单菌验证，显示有 1株菌降
解效果显著，其中 ’,，’.菌降解苯，Z.，Z&菌降解甲
苯。降解菌的形态特征如表 ,。

表 ! 苯系物降解菌的形态特征
G)Q+N , 3P>82P+PI?=)+ =2)>)=VN>?OV?=O P[ V2N ?OP+)VNO [>P$ QN@\N@N，VP+WN@N N@>?=2$N@VO

BV>)?@O *P+P@] =P+P> G>)@O8)>N@V *P+P@] =N@VN>
>)?ON^ *P+P@] OW>[)=N _^IN =2)>)=VN>

P[ =P+P@]
*P+P@]

$P>82P+PI]
A>)$;
OV>)?@?@I

’, P>)@IN ‘ a O$PPV2，$P?OV >NIW+)> =?>=W+)> ‘
’. IP+^N@ ‘ a O$PPV2，$P?OV >NIW+)> =?>=W+)> ‘
Z. ]N++Pb ‘ a O$PPV2，$P?OV >NIW+)> =?>=W+)> ‘
Z& 8)+N ]N++Pb ‘ a O$PPV2，$P?OV >NIW+)> =?>=W+)> ‘

1#7 XK(A %?@ !" #$ c 5%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（.!!&）1&（#）



!"! 降解菌生长的最适条件
由于菌株能利用苯系物作碳源快速生长，该实

验采用含苯或甲苯的 !!培养基。图中结果为 "次
平行实验的平均值。

!"!"# 温度：随机选取 #$，%"两菌在含 &’()（*+*）
苯或甲苯的 !!培养基中，分别在 ,-、(.-、".-、
/0-和 "&&1+234培养，每隔 0 5 .6 测培养液的光密
度值 !"$&&。结果如图 (所示，两株菌在 (.-、".-、

/0-的 !"$&&值均较高，且相差不大，说明 " 株菌在

(.- 5 /0-的范围内生长较为适宜，这与它们的陆
生环境相符。

图 # 温度对菌株 $!和 %&生长的影响
7389( :6; ;<<;=> ?< >;2@;1A>B1; ?4 81?C>6 ?< D>1A34D %" A4E #$ 9 F：

G>1A34 %"；%：G>1A34 #$ 9

!"!"! 盐度 两株菌在 HAIJ 浓度分别为为 &)、
()、")、/)的含苯或甲苯的 !! 培养液中培养，
".-，"&&1+234培养，每隔 0 5 .6测定生长培养液的
光密度值 !"$&&。结果如图 "，这些苯系物降解菌在

&)、()、")的盐度中的生长光密度值 !"$&&相差不

大，且较高，而在 /)盐度中生长的 !"$&&值略低。

说明两株菌在 &) 5 ")的盐度范围都能很好的生
长。

图 ! 盐度对菌株 $!和 %&生长的影响
7389" :6; ;<<;=> ?< DAJ343>K 34 2;E3B2 ?4 81?C>6 ?< D>1A34D %" A4E #$ 9

F：G>1A34 %"；%：G>1A34 #$ 9

!"!"’ @L值：两株菌分别在 @L,、$、0、.、(&（@L(&
时，溶液有少许沉淀，可通过酌量少加硫酸镁来减少

沉淀）的含 &’()（*+*）苯或甲苯的 !!培养基中培
养，菌体的生长情况结果如图 /所示。

图 ’ 初始 ()对菌株 $!和 %&生长的影响
7389 / :6; ;<<;=> ?< 343>3AJ @L 34 2;E3B2 ?4 81?C>6 ?< D>1A34D %" A4E #$ 9

F：G>1A34 %"；%：G>1A34 #$ 9

结果表明，%" 和 #$ 菌在 @L0 5 (& 的环境条件
下能够正常生长，生长 @L 范围较宽。在 @L0 5 (&
范围内，%"和 #$菌生长最好。%"菌和 #$菌在 @L,
时仅有微弱生长。

!"’ 降解菌耐受苯系物有机溶剂的能力测定
将 %(、%"、#"、#$四株降解菌分别在含不同浓度

苯或甲苯的 M%培养基中培养 ,.6后，观察其生长情
况，结果如图 ,。%( 和 %" 菌能分别在含苯 N)和
(&)（*+*）的 M%中生长，#$和 #"菌能分别在含甲苯
N)和 0&)（*+*）M%中生长，表明 #"菌至少能够耐
受 0&)（*+*）甲苯，这为进一步研究降解菌的耐受
机理提供了菌源。

图 * *株菌对苯或甲苯耐受能力
7389, :6; 81?C>6 ?< <?B1 D>1A34D 34 M% C3>6 O;4P;4; ?1 >?JB;4;9

!"* 菌株对苯系物的降解率的测定
分别在含苯、甲苯 &’()（*+*）的培养液中于 &6

和 0"6取样，经吹扫捕集QRI!G分析测定苯、甲苯浓
度。在 &6时，苯和甲苯的浓度分别为 .0$’N28+M和
,//’N28+M（对照同）。培养 0"6后，对照管中苯和甲
苯的残余浓度分别为 0S"’.28+M、/"N’/28+M；%( 和
%"培养液中苯残余浓度分别为 "N$’(28+M、,$28+M，

NN0王 琳等：,株苯系物降解菌菌株的筛选鉴定、降解特性及其降解基因研究 9 +微生物学报（"&&$）,$（N）



降解率达到 !"#"$、%&#’$；(’和 (!培养液中甲苯
残余浓度为 ’&#")*+, 和 &%#-)*+,，降解率分别为
%’#&$和 .&#.$。结果如图 -，表明它们都能高效
的降解苯系物。

图 ! "株菌对苯或甲苯的降解率
/0*1- 2345343 67 869:343 ;3*7<;<8064 7<83= 6> >6:7 ?<@8370<9 =87<04=1

#$! %&’ ()*+序列测定及菌株系统发育分析
(’、2A和 (!、2’菌的 A!B7CDE的部分序列长度

分别为 A&&!?F、A---?F 和 A&""?F、A&-!?F；A!B 7CDE
的 G342<4H 序列号分别为 CI&-AAJA、CI&-AJ%K、
CI&-AJ%-、CI&-AJ%&。(’ 和 2A 菌同属于假单胞菌
属，两者的同源性为 %-#!"$。29<=8分析结果显示，
与 (’同源性最高的是 !"#$%&’&()" *$+,%) CIJ!J’&’
（ %%$），与 2A 同 源 性 最 高 的 是 !"#$%&’&()"
)#-$.,(&") CIAA--K%（%%$）。(!和 2’同属于不动杆
菌属，两者之间的同源性为 %%$。与 (!菌同源性最
高的是 /0,(#+&1)0+#- 1)$’)((,, =87<04 ’-JJALMLL（2）
EN"K.&JJ（%%$），与 2’ 菌同源性最高的是 / 1
1)$’)((,, =87<04 ’%AJ. EN"K.K%%（%%$）。
#$& 双加氧酶基因的克隆及其相关分析
经简并 OLP扩增，&株菌均能得到苯双加氧酶

目的片段，片段大小为 K-.?F。经序列分析，发现 &
株分离菌的苯双加氧酶片段序列完全相同，G342<4H
序列号为 CI&-AJ%J，它们与 DL2Q 上传的一组苯污
染土壤中的菌同源性最高，达到 %!$以上。经验
证，2A、2’ 可降解苯，而 (’、(! 不能降解苯。此外，
从 (’、(! 菌还获得了甲苯双加氧酶目的片段
（G342<4H序列号分别为 CI&-AJ%A、CI&-AJ%’），片段
大小为 "-K?F，其中 (’菌与 A 株降解甲苯的恶臭假
单胞菌［A’］的甲苯双加氧酶片段同源性最高，为

%%$。而 (!与 (’ 甲苯双加氧酶片段却差别很大，
同源性只有 .!#-$。

, 讨论
在目前已报道的苯系物降解菌中，假单胞菌和

不动杆菌是环境中，尤其是陆生环境中最重要的两

类降解细菌［AK，A&］。本文从厦门前浦污水处理厂分离

获得了 &株苯系物降解菌，其中有 ’株苯降解菌，分
别为鲍氏不动杆菌和铜绿假单胞菌，’ 株甲苯降解
菌，分别是鲍氏不动杆菌和恶臭假单胞菌。这些菌

均能利用较高浓度的苯或甲苯作为唯一碳源和能源

生长。席劲英等人筛选分离的 ’株高效降解甲苯的
菌株在底物浓度 J R "-)*+,的范围内能较快地降解
甲苯［.］；张小啸等人分离的苯降解菌在苯浓度 .#.
R A"#!)*+,时，能较好地降解苯［%］。而本研究降解
菌在含苯和甲苯浓度分别为 ."!#-)*+,和 &KK#-)*+
, 培养基中能快速降解，"’S 内降解率高达 !"#"$
R %’#&$。
有机溶剂一般在低浓度（小于 J#A$，T+T）下即

能杀死大多数微生物。近来发现某些假单胞菌对有

机溶剂有耐受性，它们或通过改变（增加）细胞膜脂

肪酸的不饱和度防止膜的损伤，或形成一个囊泡对

有机溶剂进行胞内蓄积，或将其泵出胞外［A-］。本文

中的 (’菌能耐受至少 "J$（T+T）的甲苯，是一株值
得深入研究的菌株。

苯系物降解菌的降解途径有多种，单加氧酶和

双加氧酶是细菌降解的关键酶［AK，A!］。本文从获得的

甲苯降解菌中均没有克隆到甲苯单加氧酶基因片

段，说明它们不存在甲苯单加氧酶诱导的降解途径。

从 ’株甲苯降解菌中均克隆到了甲苯双加氧酶的基
因片段，然而它们的序列差别较大。从包括甲苯降

解菌在内的降解菌中都克隆到了苯双加氧酶的基因

片段，且序列完全相同。说明苯降解相关基因在不

同菌株之间可能存在水平转移现象。

这些菌的特点之一是可以在碱性环境中降解苯

系物，而一般降解 2UVW的微生物的生长环境 FX值
多为中性［.，%，A"］。本文的降解菌的生长最适 FX 为
FX"R AJ，与嗜碱微生物相似。它们在碱性的污水
治理中具有优势。
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