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摘 要

  通过驯化富集,从受污染的土壤中分离出一株降解对硝基苯酚( p-nitrophenol, PNP)的细菌. 16S rDNA序列分析

鉴定该菌为恶臭假单胞菌 Pseudomonas sp. HY1. 在有氧, pH7 和 30 e 条件下, 该菌能利用 PNP为碳源和能源生长

并将中等浓度( 100 mgPL)的 PNP快速彻底的降解, 高浓度( 300 mgPL) PNP 条件下未检测到菌的生长和降解活性.该

菌在 15~ 40 e 和 pH 值 5~ 10 的条件下具有降解 PNP活性,其中碱性条件( pH 8~ 10)和 30 e 时活性最高.
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  硝基苯酚(Nitrophenols, NP)是一类重要的化工

原料, 广泛应用于生产杀虫剂、染料、炸药、除草剂、

医药等, 常常在生产和使用过程中被释放到环境

中
[ 1]
.许多有机磷农药如甲基对硫磷、对硫磷在环境

中水解以及其它硝基苯酚除草剂的使用, 也会造成

硝基苯酚在土壤中的累积
[ 2]
.硝基苯酚具有较高的

毒性和致突变性
[ 3]
,有些甚至是潜在的致癌物质

[ 2]
,

已被美国环保总署列为优先污染物
[ 4]
. 从使用量和

潜在的危害性来看, 对硝基苯酚( p-nitrophenol, PNP)

是最重要的单硝基酚类化合物
[ 5]
. PNP 对许多生物

有毒并可在食物链中富集
[ 6]
,因此具有健康和环境

风险, PNP的毒性及其污染的处理技术是国内外研

究的一个重要课题.

生物修复因其成本相对较低而且没有二次污染

的特点,是目前用来大规模消除环境污染的适用技

术
[ 7]
.自然界中存在的微生物种类繁多、适应性强,

具有分解多种多样人工合成的有机物的功能, 对于

减少污染、净化环境具有很大的潜力,是环境生物修

复的重要资源
[ 8]
. 筛选出高效降解菌是生物法消除

有机污染的关键步骤, 因此降解菌的分离不仅可为

污染物的生物修复提供候选的资源, 对污染物的生

物降解途径的研究也具有重要意义.目前已经分离

出不少可降解 PNP 的菌株, 包括 Arthrobacter
[ 9,10]

,

Burkholderia
[ 12]

, Ochrobactrum
[ 13]

, Pseudomonas
[ 14- 16]

,

Rhodobacter
[17]

, Rhodococcus
[ 18, 19]

, Stenotrophomonas
[ 20]

等,但由于 PNP 的强细胞毒性, 大多数降解菌只是

在较低 PNP 浓度的条件下具有降解活性
[ 20]

.本研究

的目的是分离筛选高效降解 PNP的细菌,为 PNP 的

生物修复开发资源,并分析 PNP 浓度、pH 值和温度

对其活性的影响, 为降解菌的优先利用打下基础.

1  材料与方法

111  主要试剂

PNP(分析纯, 北京市兴津化工厂) ; 乙腈(色谱

纯) ; 盐酸N-( 1-萘基)-乙二胺(分析纯, 北京化学试

剂公司) ;对氨基苯磺酸(分析纯, 天津市博迪化工有

限公司 ) ; 琼脂粉 ( Difco ) ; 琼脂糖 ( Sigma ) ; IPTG

(Merck) ; Taq 酶(TakaRa) ; pGM-T 载体和 T4 DNA 连

接酶、1 kb DNA分子量标准( TIANGEN) .

112  培养基

LB培养基
[ 21]

:胰蛋白胨 10 g, 酵母膏 5 g, NaCl

10 g, ddH2O 1 L, pH 710.

富集培养基
[ 22]

: 蛋白胨 10 g, NaCl 1110 g,

KH2PO4 110 g, 葡萄糖110 g, ddH2O 1 L, pH710.

无机盐培养基
[ 23]

: MgSO4#7H2O 112 mg, ZnSO4#

7H2O 5 mg, Na2MoO4#2H2O 215 mg, KH2PO4 340 mg,
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Na2HPO4#7H2O 670 mg, Ca( NO3 ) 2 14 mg, FeSO4#7H2O

0113 mg, ( NH4 ) 2SO4 500 mg, ddH2O 1 L, pH710.

113  PNP降解菌株的富集和分离

将5 g 采自河南安阳农药厂厂内、车间仓库及

厂外玉米地土样加入富集培养基中培养 7 d.按 5%

的接种量将富集培养物转接到 50 mL 无机盐培养基

中,以PNP 作为唯一碳源, 驯化富集 PNP 降解菌,

PNP 的初始浓度为 5 mgPL,在 30 e , 150 rpm条件下

避光振荡培养. PNP 的亮黄色消失后,再转接到新鲜

的无机盐培养基中. 如此转接驯化 6代, PNP 的浓度

从5 mgPL 逐步提高到 50 mgPL. 将最后一代无机盐
驯化培养液梯度稀释 10

- 5
后, 涂布于含有 50 mgPL

PNP 的无机盐琼脂平板上, 30 e 恒温培养. 长出单

菌落后,挑取周围变为无色的形态不同的单菌落, 连

续划线纯化,得到 PNP 降解菌的纯培养物.

114  16S rDNA基因克隆与测序

提取菌株的基因组 DNA
[ 24]

, 以基因组 DNA为

模板, 以 5c-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3c为上

游引物, 5c-TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3c为
下游引物

[ 25]
, PCR扩增 16S rDNA序列. PCR 循环条

件: 94 e , 315 min; 30个循环( 95 e 变性 1 min, 41 e

退火40 s, 72 e 延伸115 min) ; 72 e 延伸10 min. PCR

产物经 TA 克隆后, 选取阳性克隆菌株, 进行测序

(上海英骏生物技术有限公司北京测序部) .

115  菌株对 PNP降解试验

选取活性较高的菌株接种到 50 mL LB 培养基

中( PNP 的终浓度为 50 mgPL) , 同时加入 50 mgPL
PNP, 30 e , 150 rpm, 驯化培养 36 h, 分别取 1 mL 培

养液于 115 mL 的无菌离心管中, 4 000 g, 4 e 离心

10 min, 弃去上清液,将沉淀细胞用无机盐培养基洗

涤三次,重悬于 1 mL 无机盐培养基中, 作为接种用

的种子液.向 50mL pH710的无机盐培养基中加入 1

mL 种子液,使初始 OD600为011,再加入 50 LL 50 mgP

mL 的PNP 母液,使其终浓度为 50 mgPL. 每个处理
设定三个重复, 同时设定三个未接菌的空白对照, 置

于30 e , 150 rpm,培养. 在 0、2、4、6、8、10、12、取样,

分别测定 PNP 的残留量,菌密度( OD600 )以及 NO2
-

的生成量.

116  菌株对 PNP耐受浓度范围的测定

方法同 115, 细胞培养体系中 PNP 终浓度分别

为100 mgPL, 300 mgPL, 500 mgPL.每个浓度设置 2个

重复, 每隔一天取样一次,连续取样观察一周, 测定

OD600和 PNP 的残留量.

117  温度与 pH对菌株降解活性的影响

设定 6个温度(分别是 15, 20, 25, 30, 35, 40 e ,

pH= 810)和和 6个 pH(分别为 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 温

度 30 e ) . 50 mL 培养体系中含 50 mgPL 的 PNP, 菌

液初始 OD600为 0110, 于 150 rpm, 避光振荡培养. 培

养 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 12 h,各时间点分别检

测菌的生长状况( OD600 )和亚硝酸根离子的浓度.

118  分析方法

PNP 的定量采取HPLC法. 取015mL 培养液,离

心, 上清液经 0122 Lm 的微孔滤膜过滤后进行高效
液相色谱( HPLC)分析, 测定底物 PNP 的残留量和

NO2
-
含量. HPLC 测定条件为

[ 13]
: HPLC ( Agilent

1100, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) , Agilent

Zorbax Eclipse XDB-C18 column, DAD 检测器, 波长

291 nm,柱温 30 e ,柱压 71 bar, 进样量 20 LL, 流动

相: 乙腈B水(水中含有乙酸 650B1; pH 318) 15B85, 流

速 017 mLPmin.
NO2

-
含量的测定采取 Montgomery and Dymock

( 1961)方法
[26]

.吸取 50~ 100 LL 上清液于 10 mL 的

比色管中, 加无菌双蒸水至 215 mL,按绘制标准曲

线的步骤进行操作,测定样品在 540 nm处的吸光度

值, 从标准曲线上查得NO2
-
的含量.

2  结果与讨论

211  PNP降解菌株的分离与鉴定

土壤培养物在加入 PNP 为碳源的无机盐培养

基驯化富集培养 6代后,从中分离到 3株可以降解

PNP 的菌株,选取活性较高的菌株HY1做进一步鉴

定和降解特性的研究. 用 16s rRNA基因序列引物,

以该菌基因组 DNA为模板, PCR扩增出大约 115 Kb

的产物(图1) ,将其纯化后连接到 pGM-T 载体上, 转

化到 E. coil TOP10( TIANGEN)感受态细胞中, 蓝白

斑筛选出阳性克隆后进行测序.

图 1  菌株HY1 16S rRNA 基因的PCR产物
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用 BLAST 软件对菌株 HY1的 16S rRNA基因序

列和 GenBank中已经登录的序列进行相似性比较,

结果发现菌株HY1与多株恶臭假单胞菌属的序列

高度同源(表 1) , 说明该菌在分子系统发育分类学

上属于 C-变形细菌假单胞菌科假单胞菌属

(Pseudomonas) , 属于革兰氏阴性茵, 在此命名为

Pseudomonas sp. HY1.

表 1 与菌株 HY1 16S rRNA基因序列相似性高的微生物

菌株 登记号 相似性

Pseudomonas putida DQ060242 1 496P1 496( 100% )

Pseudomonas putida flt2 DQ192174 1 495P1 496( 99% )

Pseudomonas putida BCNU106 DQ229315 1 493P1 494( 99% )

Pseudomonas putida JG01 DQ458961 1 499P1 501( 99% )

Pseudomonas putida IH-2000 AB029257 1 468P1 470( 99% )

Pseudomonas putida DLL-E4 AF447394 1 498P1 501( 99% )

Pseudomonas putida PD39 DQ836052 1 496P1 499( 99% )

Pseudomonas putida PBM11 DQ087528 1 495P1 498( 99% )

Pseudomonas putida ATCC17390 AF094737 1 492P1 495( 99% )

Pseudomonas putida 5zhy AM411058 1 497P1 501( 99% )

Pseudomonas putida S18 AY741157 1 478P1 482( 99% )

Pseudomonas putida WAB1935 AM184274 1 468P1 472( 99% )

Pseudomonas putida Z24zhy AM411067 1 496P1 501( 99% )

Pseudomonas putida BM2 DQ989291 1 496P1 501( 99% )

Pseudomonas sp. PHD- 8 DQ301785 1 499P1 500( 99% )

Pseudomonas sp. ONBA-17 DQ079062 1 495P1 496( 99% )

Pseudomonas sp. EP27 AM403529 1 496P1 498( 99% )

Pseudomonas sp. WBC-3 AY040872 1 497P1 501( 99% )

212  菌株对 PNP降解活性的测定

菌株HY1能以PNP 作为唯一碳源生长,HY1在

10 h内能完全降解 50 mgPL 的 PNP, 在 PNP 降解过

程中,以化学反应计量关系释放出亚硝酸根离子, 在

PNP 完全降解时菌增长达到最大(图2) .

图 2  PNP 降解、NO2
- 生成和菌株HY1的生长曲线

213  菌株对 PNP耐受浓度范围的测定

图3是菌株HY1在含 100、300、500mgPL PNP的

无机盐培养基中的生长情况. 可见, 当 PNP 浓度为

100 mgPL 时, 菌株 HY1 在第一天时的生长达到最

大.菌的生长与 PNP 的降解是同步的, PNP 浓度为

100 mgPL, 24 h PNP被全部降解. 当 PNP 的浓度高达

300 mgPL 时,培养液中的PNP 含量没有明显变化,茵

密度无明显的增长(图 4) . 含苯酚结构的化合物在

水中的溶解度高, 在其浓度超过 015 mmolPL 时可抑
制大多数微生物的生长

[ 27]
. 有些细菌可以在高浓度

的 PNP 下具有降解活性, 但往往要经历较长时间的

生长延滞期
[ 16, 19]

.本研究表明在中性 pH 值条件下,

HY1不能耐受高浓度的 PNP, 但能耐受中等浓度的

PNP,并将 100 mgPL 的 PNP 迅速降解. 有研究表明,

在碱性条件下, PNP 毒性降低,因此适当提高培养液

的 pH 值,有可能提高 HY1的耐受范围.

图 3  菌株HY1在不同浓度 PNP下的生长曲线

图 4  菌株HY1在不同浓度 PNP下的降解曲线

214  温度对菌株代谢活性的影响

温度是影响生物生长和酶促反应的重要因素.

从图 5可以看到,在 15~ 40 e 范围内, HY1均能耐

受, 表现出一定的降解活性. 在 30 e 的培养条件下,

菌株降解活性最高, 6 h 将 50 mgPL 的 PNP 完全降

解, NO2
-
生成量达到最大; 温度低于 30 e , 随温度

的升高, PNP 的降解效果增强.在 40 e 下, HY1只表

现微弱的降解活性.

图 5 不同温度条件下 NO2
- 生成量
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215  pH值对菌株代谢活性的影响

合适的 pH 环境是生物赖以生长的基本条件,

pH值直接影响细胞的生长. 此外, 培养液的 pH 值

还可以改变 PNP 的细胞毒性. HY1在不同的 pH 条

件下对PNP 的降解活性如图6. 在酸性条件下, 菌株

降解 PNP 速率较慢, 随着 pH 的增大, 降解速率加

快,在 pH 为 9的培养条件下,菌株降解 PNP 的速率

达到最快, 6 h NO2
-
生成量在 pH 为 8, 9, 10时基本

一致, 可见HY1适合碱性条件并有较宽的碱性适应

范围.但当 pH 达到11时, 由于菌株的大量死亡,基

图 6  不同 pH 值条件下 HY1对 PNP的降解

本没相位测到 NO2
-
的生成. 有研究表明, PNP 的毒

性随 pH 的降低而增强, 生物在酸性条件下对 PNP

的降解活性下降, 这一结论与我们的研究结果相一

致.

3  结  语

Pseudomonas sp. HY1 能以 PNP 为碳源和能源

生长,在 pH 710、温度 30 e 时,当起始菌的 OD600为

011时, HY1 在 10 h内可将 50 mgPL 的 PNP 完全降

解, 在24 h内能将 100 mgPL 的 PNP 降解完全, 并以

化学计量关系释放出亚硝酸根离子,在 PNP 降解完

全时, 菌株生长也达到最大. PNP 对 HY1 具有一定

的细胞毒性, HY1能耐受中等浓度的PNP,当 PNP 的

浓度达到 300 mgPL 和 500 mgPL 时, HY1菌的生长都

受到抑制, 经过 7 d的培养,未检测到 PNP 被降解.

pH 值和温度对HY1降解 PNP 的活性有较大影响,

在碱性条件( pH 8~ 10) , 温度 30 e , 该菌的降解能

力最强.
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Abstract

A bacterial strain ( HY1) , capable of using p-nitrophenol ( PNP) as a sole source of carbon and energy, was

isolated from the pesticide-polluted soil. Analysis of the 16s rDNA gene sequence suggested that Y1 had a close

relationship to Pseudomonas putida and was designated as Pseudomonas sp. HY1. Degradation studies showed that PNP

was degraded quickly under aerobic condit ion, complete depletion of 50 mgPL and 100 mgPL of PNP was achieved in 10

h and 24 h respectively by HY1 at pH of 7 and temperature of 30 e . No growth of HY1 and PNP degradat ion by HY1

were detected when PNP concentration reached 300 mgPL in the minimal salt media. The greatest growth of HY1 was

observed at temperature of 30 e and alkaline pH ( pH 8-10) .

Key words: para-nitrophenol, biodegradation, Pseudomonas .
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