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研究报告 

可降解吡啶的全食副球菌 B21-3 的筛选鉴定及降解特性 
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1 河北大学生命科学学院  河北 保定  071002 
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摘  要：【背景】吡啶作为一种难降解的有机污染物普遍存在于焦化、炼油、皮革和制药等行业的废

水中，并对环境造成危害。【目的】治理废水中残留的有机污染物吡啶，筛选高效降解菌。【方法】采

用富集培养和选择培养，以石家庄某污水处理厂的活性污泥为材料进行吡啶降解菌的筛选，通过形态

特征、生理生化特性、(G+C)mol%测定及 16S rRNA 基因序列系统发育分析对筛选到的降解菌进行鉴

定，并分析其对吡啶的降解特性。【结果】分离筛选到一株能以吡啶为唯一碳源和氮源生长代谢的降

解菌 B21-3，经鉴定该菌株为全食副球菌(Paracoccus pantotrophus)。菌株 B21-3 对吡啶的最适降解

温度为 32 °C，最适降解 pH 为 7.0，吡啶浓度为 100 mg/L 时降解率为 48.50%±0.02%；通过逐步提

高吡啶初始浓度对菌株进行驯化，驯化后菌株可耐受较高浓度吡啶且吡啶降解率显著增加，吡啶浓

度为 100 mg/L 时驯化后菌株 B21-3 对吡啶的降解率为 90.26%±1.70%。驯化后菌株在含吡啶的无机盐

平板上传代培养 15 代后，对吡啶的降解率为 89.39%±2.03%。【结论】菌株 B21-3 具有较强的吡啶降

解能力及降解稳定性，该菌株可作为吡啶污染水体生物修复的潜在资源。 
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Screening, identification and characterization of a pyridine 
degrading bacterium Paracoccus pantotrophus B21-3 
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Abstract: [Background] As a refractory organic pollutant, pyridine is commonly found in wastewater 
from coking, refining, leather and pharmaceutical industries, causing harm to the environment. 
[Objective] To treat pyridine contaminated wastewater, bacteria capable of degrading pyridine were 
screened. [Methods] Pyridine degrading bacteria were isolated from the activated sludge of a wastewater 
plant in Shijiazhuang by enrichment and selective medium. Bacterium B21-3 was identified by 
morphological, physiological and biochemical characteristics, (G+C)mol% assay, and 16S rRNA gene 
phylogenic analysis. The pyridine degradation characteristics were analyzed. [Results] A bacterial strain 
B21-3 that used pyridine as the sole carbon and energy source was isolated and identified as Paracoccus 
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pantotrophus. The optimal pH and temperature for pyridine degradation were 7.0 and 32 °C, respectively. 
When the initial concentration of pyridine was 100 mg/L, the degradation percentage of pyridine was 
48.50%±0.02%. After acclimation by increasing the initial concentration of pyridine, strain B21-3 
tolerated higher concentrations of pyridine and the degradation of pyridine increased significantly. Under 
the pyridine concentration of 100 mg/L, the degradation percentage of pyridine by domesticated strain 
B21-3 was 90.26%±1.70%. After the acclimatized strain B21-3 was subcultured on mineral salt plates 
supplemented with pyridine for 15 generations, the degradation percentage of pyridine was 
89.39%±2.03%. [Conclusion] Strain B21-3 had strong pyridine degradation ability with potential for 
bioremediation of pyridine contaminated wastewater. 

Keywords: Pyridine, Biodegradation, Paracoccus pantotrophus 

生物难降解有机污染物是指被微生物分解

时速度慢、降解不彻底的有机物及一些代谢产

物 [1]。吡啶(Pyridine)是含有一个氮原子的六元杂

环化合物，被广泛应用于医药、农药和染料等生产

中，属于中度毒性有机物，是一种易挥发、难降解

的恶臭污染物[2]。吡啶普遍存在于焦化、炼油、皮

革和制药等行业的废水中[3]，并且很容易通过渗透

扩散进入地下水系统，引起水资源的污染[4]。因此，

对含吡啶的工业废水进行直接有效的处理具有十

分重要的意义。 

难降解有机污染物的生物降解法是目前应用

最广、最有效的处理方法，国内外已分离出可降解

吡啶的细菌，主要归属于副球菌属(Paracoccus)[5]、

不 动 杆 菌 属 (Acinetobacter)[6] 、 申 氏 杆 菌 属

(Shinella)[3]、红球菌属(Rhodococcus)[7]、假单胞菌

属(Pseudomonas)[8]、无色杆菌属(Achromobacter)[9]、

根瘤菌属(Rhizobium)[10]、节杆菌属(Arthrobacter)[11]

等。目前对可降解吡啶菌株的研究主要集中在菌株

降解特性[12]及降解代谢途径等方面[4]，并有研究结

果显示降解吡啶的基因存在于质粒上[13-14]，从而导

致菌株质粒易丢失、吡啶降解稳定性差等问题，而

且高效降解菌因世代周期较长，特殊降解活性也

会逐渐退化。因此，基于降解性能的保证，在筛

选降解吡啶菌株的过程中不仅要考虑降解能力，

更要考虑其遗传的稳定性。本文从活性污泥中分

离 出 一 株 可降解吡啶的全食副球菌 (Paracoccus 
pantotrophus)，并对其降解特性及遗传稳定性进行

了分析。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源 

2014 年 3 月采集石家庄某污水处理厂曝气池

出水口的污泥，装入无菌瓶中带回实验室用于吡啶

降解菌的分离。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

吡啶盐酸盐，化学纯，含量≥98%，天津市光

复精细化工研究所。紫外分光光度计，上海美谱达

仪器有限公司；高速冷冻离心机，上海天美生化仪

器设备工程有限公司。 

1.1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，

NaCl 10.0，pH 7.0。固体培养基中加入 2% (质量体

积比)的琼脂。 

吡啶无机盐培养基(g/L)[15]：NaH2PO4 1.42，

KH2PO4 1.36，MgSO4·7H2O 0.216，CaCl2 0.006；

固体培养基中加入 2% (质量体积比)的琼脂；微量

元素(g/L)：MnSO4·H2O 1.69，CoCl2·6H2O 0.24，

H3B3O 1.16，Na2MoO4·2H2O 0.024，FeSO4·7H2O 

2.78，ZnSO4·7H2O 1.15，CuSO4·5H2O 0.38，吸取

l mL 微量元素加入吡啶无机盐培养基中，pH 

7.0−7.2。1×105 Pa 高压蒸汽灭菌 30 min 备用。吡

啶盐酸盐作为碳源和氮源，以去离子水配制成吡啶

含量为 10 g/L 的溶液，经有机滤膜(0.22 μm)过滤

除菌后按比例加入。 

1.2  试验方法 

1.2.1  样品的富集与菌种初筛 

将 10 g 沉积物加入到吡啶浓度为 100 mg/L 的
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无机盐培养基中，30 °C、180 r/min 振荡培养 5 d

后，以 5%的转接量转接到新的相同浓度的吡啶无

机盐培养基，连续转接 3 次。然后用生理盐水将富

集后的培养液进行梯度稀释，涂布于吡啶无机盐固

体培养基，进行菌株的分离筛选，30 °C 培养 72 h，

挑取颜色、大小不同的单菌落划线纯化后接种于

LB 培养基斜面，4 °C 保存。 

1.2.2  吡啶降解菌的复筛 

将初筛获得的菌株接种至吡啶浓度为 100 mg/L

的无机盐液体培养基中，30 °C、180 r/min 振荡培

养 3 d。吸取 5 mL 菌悬液 10 000 r/min 离心 8 min，

吸取上清进行吡啶含量的定量测定。采用紫外分光

光度法于 256 nm 波长下测定吡啶含量[16]。根据测

定值计算降解率，进行数据统计。 

降解率=[(对照吸光值−样品吸光值)/对照吸光

值]×100%。 

1.2.3  菌株的鉴定 

(1) 16S rRNA 基因序列分析 

采用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27f[17] 

(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) 和 1492r[18] 

(5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3)进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系：10×PCR 缓冲液 5 μL，dNTPs     

(2.5 mmol/L) 4 μL，引物(10 μmol/L)各 2 μL，DNA

聚合酶(5 U/μL) 0.6 μL，模板 DNA (20 ng/μL) 2 μL，

灭菌超纯水补至 50 μL。PCR 反应条件：94 °C     

5 min；94 °C 1 min，54 °C 45 s，72 °C 45 s，30 个循

环；72 °C 7 min。PCR 产物经切胶回收后由北京宝

锐 通 生 物 技 术 有 限 公 司 测 序 ， 测 序 结 果 提 交

EzTaxon 数据库(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/ 

identify)进行序列比对，选取相似性较高的序列用

Neighbor-Joining 法[19]进行分析，采用 MEGA 7.0

构建系统发育树。 

(2) 形态学及生理生化鉴定 

将菌株接种于固体 LB 培养基，30 °C 培养   

24 h 后进行鞭毛染色和革兰氏染色[20]，48 h 后观

察菌落形态。根据《常见细菌鉴定手册》[20]主要

进行了氧化酶试验、接触酶试验、VP 试验、甲基

红试验、硝酸盐还原试验等，同时进行 Biolog 试

验确定菌株对碳源的利用。 

(3) (G+C)mol%的测定 

采用 HPLC 法[21]测定菌株基因组的(G+C)mol%。 

1.2.4  菌株降解特性的研究 

将吡啶降解菌 B21-3 接种于 LB 液体培养基，

30 °C、180 r/min 培养 48 h，将培养液在 10 000 r/min

转速下离心 5 min，弃去上清液，用已灭菌的无机

盐培养基洗涤菌体 2−3 次后，用无机盐液体培养

基将洗涤后的菌体重悬并调整 OD600 为 2.0，得到

种子液。 

温度、初始 pH 对降解率的影响：将菌株 B21-3

以 2%接种量接入含 100 mg/L 吡啶的无机盐培养基

中，在不同初始温度(15、20、25、32、37 和 42 °C)

或初始 pH (5.0、6.0、7.0、8.0、9.0)条件下 180 r/min

培养 72 h，每 12 h 取样一次，同时测定菌浓度 OD600

和吡啶残余浓度，计算降解率。 

菌株的驯化：为提高菌株对污染物的耐受能

力，对吡啶降解菌 B21-3 进行驯化。将菌株接入

吡啶初始浓度为 100 mg/L 的无机盐培养基中，

32 °C、180 r/min 条件下振荡培养 72 h 后进行转

接，吡啶浓度每次增大 100 mg/L，当吡啶浓度增大

到 900 mg/L 时完成驯化。将培养液在 10 000 r/min

转速下离心 5 min，弃去上清液，用已灭菌的无

机盐培养基洗涤 2−3 次，以除去含有吡啶的培

养基组分，最后用不含吡啶的无机盐液体培养

基将菌体重悬，接入吡啶浓度为 100、200、300、

500、700、900 mg/L 的无机盐培养基中，32 °C、

180 r/min 摇床培养 96 h，测定菌株对吡啶的降解

能力，同时以未驯化的菌株为对照。 

以上每个实验均设 3 次重复，以不接吡啶降解

菌的处理作为空白对照。 

1.2.5  菌株降解吡啶的稳定性 

驯化后菌株在吡啶含量为 100 mg/L 的无机盐

固体培养基中进行 15 次传代后，接入吡啶浓度为

100 mg/L 的无机盐液体培养基中，测定菌株对吡

啶的降解能力。 
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2  结果与分析 

2.1  降解菌的筛选与鉴定 

样品富集后经初筛共得到 198 株能以吡啶为

唯一碳源和氮源生长的细菌。复筛后有 76 株细菌

可测得其吡啶降解率，17 株细菌的降解率介于

40%−50%，34 株细菌降解率介于 20%−40%，25 株

细菌的降解率低于 20%，其中菌株 B21-3 的降解

率最高。 

将菌株 B21-3 的 16S rRNA 基因序列提交

GenBank 数据库，序列登录号为 KT715779，与

EzTaxon 数据库中的序列进行比对并构建系统发

育树(图 1)。如图 1 所示，菌株 B21-3 与全食副球

菌(Paracoccus pantotrophus ATCC35512T)在同一

个分支中，序列相似性为 99.49%。根据此结果可

初步鉴定菌株 B21-3 归属于副球菌属。 

菌株 B21-3 在 LB 培养基平板上菌落呈淡粉

色，表面粘质，边缘整齐，易挑起。细胞形态为

球形。革兰氏染色阴性，不产芽孢，无鞭毛。Biolog

测定结果显示，菌株 B21-3 可利用的单糖包括

D-麦芽糖、D-海藻糖、蔗糖、D-松二糖、α-D-

葡萄糖、D-甘露糖、D-果糖、D-半乳糖、L-果糖；

醇类物质包括 D-山梨醇、D-阿拉伯醇、肌醇；

可利用氨基酸的种类包括 L-天冬氨酸、L-谷氨

酸、L-组胺、L-丝氨酸；已糖酸包括果胶、D-

半乳糖醛酸、D-葡糖酸、奎宁酸；羧酸及酯和脂

肪酸包括丙酮酸甲酯、D-乳酸甲酯、L-乳酸、L-

苹果酸、溴-丁二酸、γ-氨基-丁酸、β-羟基-D,L

丁酸、乙酰乙酸、丙酸、乙酸、甲酸。在 pH 6.0

的 1%、4% NaCl 条件下均可进行生长。能够利

用乳酸钠。利福霉素 SV、林肯霉素、硫酸四癸

钠、四唑紫、四唑蓝、萘啶酮酸、氯化锂、丁酸钠

反应呈阳性。经测定菌株 B21-3 的(G+C)mol%含

量为 69.2 mol%。根据形态特征、生理生化特征、

(G+C)mol%含量及 16S rRNA 基因系统发育分析，

菌 株 B21-3 被 鉴 定 为 全 食 副 球 菌 (Paracoccus 
pantotrophus)。 

2.2  菌株 B21-3 的降解特性分析 

2.2.1  吡啶的降解 

菌株 B21-3 能以吡啶为唯一碳源和氮源生长，

图 2 显示了菌株 B21-3 在 32 °C、pH 7.0、吡啶无

机盐培养基中的生长曲线和吡啶的降解情况。可见

吡啶的降解和菌株的生长成正相关，菌株培养的前

48 h 为快速生长阶段，此时培养基中剩余吡啶浓度

下降最快，即吡啶被降解速度最快。随着 48 h 后

菌株生长进入稳定期，剩余吡啶浓度的下降也趋于

平缓。 

 

 
 

图 1  邻接法构建菌株 B21-3 及其相关菌株 16S rRNA 基因的系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene sequences of strain B21-3 and related strains by Neighbor-Joining 
method 
注：括号内数字为 GenBank 登录号；分支数表示 1 000 次 Bootstrap 重抽样分析的支持百分比；图例 0.005 为遗传距离. 

Note: The number in parentheses is the GenBank accession number; The number of branches indicates the percentage of support for 
1 000 Bootstrap resampling analysis; The legend 0.005 is the genetic distance. 
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图 2  菌株 B21-3 的生长曲线和吡啶的降解 
Figure 2  The growth curve of the strain and degradation 
for pyridine 

 
2.2.2  温度对菌株 B21-3 生长和吡啶降解的影响 

从图 3 可以看出，降解菌 B21-3 对温度有较宽

的适应范围，在 20−42 °C 之间生长良好，尤其在

32 °C 时生长最佳，此时对吡啶的去除效果也最好。

菌株 B21-3 在 32 °C 生长 72 h 后，剩余吡啶浓度为

47.30±1.70 mg/L，降解率达到 46.80%±1.91%。 

2.2.3  pH 对菌株 B21-3 生长和吡啶降解的影响 

从图 4 可以看出，菌株 B21-3 能在 pH 6.0−8.0

的范围内生长，在 pH 7.0 的条件下生长最好，此

时菌株对吡啶的降解效果最佳。菌株 B21-3 在

32 °C、pH 7.0 的条件下生长 72 h 后，剩余吡啶浓度

为 42.00±2.42 mg/L，降解率达到 48.50%±2.97%。 

2.2.4  驯化后菌株 B21-3 对吡啶的降解率 

驯化后吡啶降解菌 B21-3 对不同底物浓度的降

解能力得到显著提高，如图 5 所示，吡啶浓度为 100、

300、500、700 和 900 mg/L 条件下，96 h 时未驯化

菌株 B21-3 对吡啶的降解率分别为 58.95%±5.40%、

33.86%±3.10%、30.10%±4.50%、26.10%±3.40%

和 22.40%±2.05%，驯化后菌株 B21-3 对吡啶的降

解率分别为 90.62%±1.70%、75.00%±5.40%、 

   
 

图 3  温度对菌株 B21-3 生长(A)和吡啶降解率(B)的影响 
Figure 3  Effect of temperature on growth (A) and degradation (B) of strain B21-3 

 

   
 

图 4  pH 对菌株 B21-3 生长(A)和吡啶降解率(B)的影响 
Figure 4  Effect of initial pH on growth (A) and degradation (B) of strain B21-3 
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图 5  驯化对菌株 B21-3 降解吡啶的影响 
Figure 5  Effect of domesticated on degradation of strain 
B21-3 

 

71.50%±3.00%、67.30%±2.10%和 63.50%±4.00%，

对相应浓度下驯化前后菌株对吡啶的降解率进行

统计分析显示 P 值均小于 0.01，说明驯化前后菌

株对吡啶的降解能力差异极显著。驯化显著提高了

菌株对吡啶的耐受性。 

2.2.5  菌株传代培养对降解率的影响 

驯化后的降解菌株 B21-3 在含有吡啶的无机

盐培养基中进行传代，15 代后测定降解率，结果

显示未传代菌株的降解率为 90.62%±1.70%，15 代后

菌株的降解率为 89.39%±2.03%，说明菌株 B21-3

对吡啶的降解具有稳定性。 

3  讨论与结论 

吡啶作为重要的工业原料被广泛使用的同时，

对环境的污染也日益严重。生物降解作为吡啶的主

要降解方式备受人们关注。目前已分离出多株可有

效降解吡啶的菌株，但是关于具有降解吡啶能力的

全食副球菌尚未见相关报道。本研究分离到可降解

吡啶的菌株 B21-3，通过 16S rRNA 基因序列分析

和生理生化实验，鉴定该菌株为全食副球菌。研究

显示全食副球菌具有脱色[22]、产生抗菌物质[23]等

能力，因此全食副球菌 B21-3 的发现为吡啶的生物

降解提供了新资源。 

该菌株是从处理药厂废水为主的污水处理厂

活性污泥中筛选得到的，这可能与细菌对环境存在

物质的趋化性有关，主要是细菌在适应外界环境的

过程中会由于物质的变化改变自身的代谢需求，增

强其对环境中化学物质的利用能力[24]。研究结果显

示，pH 对吡啶降解菌株的生长与降解能力的影响

都表现出先增加后降低的效果，这是由于偏酸或偏

碱时会使酶的分子结构受到破坏，导致菌株利用物

质的能力下降、降解率降低。吡啶降解菌 B21-3

在中性及碱性条件下降解能力明显优于酸性条件，

芽孢杆菌属、微球菌属菌株降解吡啶时也有同样现

象，这可能是因为吡啶降解过程中产生的酸性物质

使 pH 下降，不利于降解菌株的代谢[25-26]。菌株的

降解能力除跟自身的特性有关外，经过逐步增加底

物浓度对菌株进行驯化也可增强其降解能力。驯化

后菌株在吡啶浓度为 100 mg/L 时降解率达到

90.62%±1.70%，比驯化前提高了近 1 倍，这不仅

满足了制药厂废水正常负荷时处理的需求，同时也

提高了菌株对高浓度吡啶冲击的耐受性。驯化过程

显示在高浓度吡啶存在下菌体生长和降解率都有

所下降，这可能是因为吡啶浓度过高超过了菌体承

受能力范围，阻碍了菌体对吡啶的降解[6]。目前关

于吡啶降解菌的降解稳定性鲜有报道，本研究将菌

株 B21-3 传代 15 代后，其对吡啶的降解率基本不

下降，说明该菌株对吡啶降解具有遗传稳定性。 

综上所述，全食副球菌 B21-3 可有效降解难降

解有机污染物，而且具有降解稳定性，该菌株可作

为吡啶污染水体生物修复的潜在资源。 
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