
第 31 卷第 5 期
2010 年 5 月

环 境 科 学
ENVIRONMENTAL SCIENCE

Vol. 31，No. 5
May，2010

1 株 17β-雌二醇高效降解菌的分离鉴定及降解特性

杨俊，姜理英
* ，陈建孟

(浙江工业大学生物与环境工程学院，杭州 310032)

摘要: 从浙江仙居某制药厂废水处理站的活性污泥中驯化、分离得到 1 株能以雌二醇(17β-estradiol，E2)为唯一碳源生长的细

菌菌株 E2-Y. 经过对其形态特征、生理生化以及 16S rDNA 序列分析，确定该菌为一种芽孢杆菌 (Bacillus sp. ) . 通过摇瓶实验

考察了温度、pH 等因素对 E2 微生物降解性能的影响，得出最适温度为 30℃，最佳 pH 值 7. 5. 培养基中不同添加物对 E2 降解

的影响迥异:蛋白胨、牛肉膏等有较强的促进作用; Ba2 +、Zn2 +、Sn2 +、Cd2 +、Cr2 +、Pb2 +
等几种金属离子的抑制作用依次增强;

而投加硝酸钾、淀粉、氯化铵、Ca2 +、Fe2 +
等物质对 E2 降解无明显影响. 在最佳实验条件下，该菌株可以在 7 d 内将初始浓度

为 0. 5 ～ 50 mg /L的 E2 完全降解，E1 是菌株 E2-Y 降解 E2 的最初代谢产物，并且可进一步被逐渐降解;降解实验进行 15 d 后，

初始浓度为 1 mg /L的 E2 的雌激素总体效应可被该菌株降低 95%以上.
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Isolation， Identification of 17β-estradiol ( E2 )-Degrading Strain and Its
Degradation Characteristics
YANG Jun，JIANG Li-ying，CHEN Jian-meng
(College of Biological and Environmental Engineering，Zhejiang University of Technology，Hangzhou 310032，China)

Abstract:A novel bacterium capable of degrading 17β-estradiol (E2) was isolated from the activated sludge collected from wastewater
treatment plant of an oral contraceptives producing factory in Xianju，Zhejiang. According to its morphology，physiochemical
characteristics and 16S rDNA sequence analysis，this strain was identified as Bacillus sp. The optimal pH and temperature for E2
biodegradation in shaking flasks were 7. 5 and 30℃，respectively. The enhanced action of peptone and Lab-Lemco were quite obvious;
metal ions such as Ba2 + ，Zn2 + ，Sn2 + ，Cd2 + ，Cr2 + ，Pb2 + inhibited degradation，and the actions were ordinal increasing; the addition
such as Ca2 + ，Fe2 + ，KNO3 and amylum had no obvious effect on the degradation of E2. Furthermore，this strain could degrade E2
completely within 7 days with initial concentration ranged from 0. 5 to 50 mg /L and was capable of converting E2 to estrone (E1)，then
to nonestrogenic compounds，thus 95% of initial estrogenic activities was decreased within 15 days during the biodegradation process.
Key words:17β-estradiol (E2); Bacillus sp. ; environmental estrogen; degradation characteristics; estrogenic activities

环境雌激素(environmental estrogens) 是对生物

有机体维护正常的动态平衡、繁殖、生长及行为有不

利影响的环境化学物质. 即使环境中只有少量这类

物质，也可能导致各种生物体的性激素分泌量下降、
活性减弱、精子数量减少、生殖器官异常、癌症等发

病率增加，并影响到各生物的生殖系统、免疫系统和

神经系统等
［1，2］. 环境雌激素按其来源大致可分为

天然雌激素(雌二醇、雌酮、雌三醇等)、植物性雌激

素和真菌性雌激素、人工合成的雌激素( 乙炔基雌

二醇等)以及环境化学污染物( 农药、表面活性剂、
塑料制品等)［3］.

17β-雌二醇(E2) 是如今诸多环境雌激素中作

用最强的一种，作用强度是其 2 种代谢产物雌酮

(E1) 和雌三醇(E3) 的 5 ～ 1 000倍. E2 普遍存在于

各类环境，特别是水环境中，由于 E2 具有潜在的内

分泌干扰作用，并且普通水处理技术难以有效地去

除水中 E2，因此用微生物降解包括 E2 在内的甾体

雌激素逐渐引起了人们的重视
［4 ～ 7］，但此技术前提

是获得高效稳定的降解菌. 迄今为止，研究人员已获

得一些 E2 降解菌. Fujisawa 等
［8］

从活性污泥中分离

出第 1 株能够降解 E2 的菌株 Novosphingobium sp.
(ARI-1);Yoshimoto 等

［9］
从污水处理厂的活性污泥

中 分 离 出 4 株 能 降 解 E2 的 高 效 菌 株

(Rhodococcus);Yu 等
［10］

分离出 14 株 E2 降解菌，分

别属于 Aminobacter、Brevundimonas、Flavobacterium、
Nocardioides、Sphingomonas. 然而，目前国内关于 E2
降解菌的报道相对较少，仅有北京工业大学纪树兰

从某避孕药生产厂废水处理站好氧池活性污泥中得

到 Sphingobacterium sp. JCR5［11］、同济大学曾庆玲报
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道 的 以 E2 为 唯 一 碳 源 的 菌 株 Pseudomonas
aeruginosa TJ1［12］，并且都只对降解菌的降解特性进

行了初步研究，未对降解菌的 E2 降解机制和降解

过程中雌激素活性的变化进行深入的阐述. 因此，筛

选出适应中国本土环境的 E2 高效降解菌，并对降

解活性和降解机制进行研究是开展环境雌激素生物

降解研究的重要前提.
本研究从浙江仙居某避孕药厂废水处理站好氧

池的活性污泥中驯化、分离得到 1 株能够以 E2 为唯

一碳源的芽孢杆菌(Bacillus sp. )，对该菌株的 E2
降解特性进行了分析，同时考察了降解过程中雌激

素总体活性的变化，并对该菌株的 E2 降解机制进

行了初步的探讨，以期为含环境激素类废水的生物

强化处理提供新菌株材料及其基本特性参数.

1 材料与方法

1. 1 污泥来源

取自浙江仙居某制药厂废水处理站好氧池的活

性污泥.
1. 2 活性污泥的驯化及菌种富集培养基

用于 E2 降解菌分离和培养的无机盐培养基

(g /L): K2HPO4 3. 5、KH2PO4 1. 5、NaCl 0. 5、MgSO4

· 7H2O 0. 15、NaHCO3 0. 002、MgSO4 · 4H2O
0. 000 3、ZnSO4·7H2O 0. 000 2、(NH4 ) 2Mo2O24·
4H2O 0. 000 2、CuSO4·5H2O 0. 001、CaCl2·2H2O
0. 000 5、FeSO4·7H2O 0. 005，pH = 7. 0. 固体培养

基中加入 15 g /L的琼脂.
用于菌 体 保 存 及 菌 悬 液 制 备 的 R2A 培 养 基

(g /L):酵母 0. 5、酪蛋白酸水解物 0. 5、可溶性淀粉

0. 5、MgSO4·7H2O 0. 05、胰 蛋 白 胨 0. 25、葡 萄 糖

0. 5、丙酮酸钠 0. 3、KH2PO4 0. 3，pH = 7. 0. 固体培

养基中加入 15 g /L的琼脂.
1. 3 菌种的富集、分离及纯化

将 E2 溶于甲醇，加入到 100 mL 的无机盐培养

基，使 E2 终浓度为 1 mg /L. 水浴下加热培养基，待

甲醇完全蒸发后
［10］，将采集的污泥按体积分数为

20% 的 接 种 量 加 入 到 该 培 养 基 中，于 30℃，150
r /min的摇床培养. 每 2 ～ 3 d 更换一次营养液重复 8
周，以富集 E2 降解细菌，淘汰对 E2 敏感的微生物.
驯化结束以后，在琼脂平板上多次划线分离直到得

到可降解 E2 的单菌落.
1. 4 细菌生长测定和生理生化指标测定

细菌生长以 D600表示. 革兰氏染色、柠檬酸盐利

用、硝酸盐还原以及碳源利用等指标测定参照文献

［13］的方法进行.
1. 5 菌株 16S rDNA 扩增及菌种鉴定

DNA 提取:采用 3S 柱离心式环境样品 DNA 回

收试剂盒(V2. 2，上海申能博彩生物科技有限公司

提供) 提取和纯化菌种 DNA.
PCR 扩增: 选用细菌的通用引物 BSF8 /20 和

BSR1541 /20. 94℃预变性 4 min，35 个循环(94℃ 变

性 60 s，59℃退火 60 s，72℃延伸 90 s)，最终 72℃延

伸 10 min，4℃ 保温 10 min. PCR 扩增产物经 1. 5%
琼脂糖凝胶检验后交由上海英骏生物技术有限公司

测序.
菌株 16S rDNA 序列分析:利用 BLAST 将所测

得序列与 GenBank 数据库中的 16S rDNA 基因序列

进行同源性比较分析，选取1 400 bp左右的长度进

行比对［Clustelx(1. 81)］，采用邻位连接(Neighbour
Joining，NJ)法进行系统学分析(MEGA) .
1. 6 菌悬液的制备

用接种环从 4℃保存的 R2A 斜面上挑取一环细

菌，接到无菌的装有 100 mL R2A 液体培养基的三角

瓶中，于 30℃、150 r /min摇床培养 24 h 至对数生长

期. 然后10 000 r /min离心 10 min，倒去上清液，加入

不含 E2 的无菌无机盐液体培养基洗涤，再10 000
r /min离心 10 min，倒去上清液，如此反复洗涤 3 次

后用漩涡混合器将菌体打散，最后用无机盐培养基

将菌液稀释到 D600值为 1. 0，制成菌悬液备用.
1. 7 菌株对 E2 的降解实验

在确 定 最 适 温 度 的 实 验 中，培 养 基 的 pH 为

7. 0，E2 浓度为 1 mg /L，选取不同培养温度(15、20、
25、30、35、40、45℃);在确定最适 pH 实验中，培

养温度为 30℃，E2 浓度为 1 mg /L，培养基取不同

pH 值(4. 5、5. 5、6. 5、7. 5、8. 5、9. 5、10. 5);在培

养基 优 化 实 验 中，培 养 基 的 pH 为 7. 0，温 度 为

30℃，E2 浓度为 1 mg /L，添加物分别为 0. 01 g /L的

Al3 +、Cu2 +、Fe2 + 等金属离子及 0. 1 g /L不同营养物

质;在不同初始浓度 E2 的降解实验中，培养基的 pH
为 7. 0，温度为 30℃，设定不同 E2 初始浓度(0. 5、
1. 0、2. 0、10. 0、30. 0、50. 0 mg /L) . 定时取样，对

E2 进行定性定量分析.
上述操作均做 3 次平行实验，并做空白对照. 实

验中使用 250 mL 三角瓶，装 100 mL 含 E2 的无机盐

液体培养基，菌株接种量为 2% (体积分数)，摇床转

速为 150 r /min.
1. 8 雌激素定性定量分析检测方法

雌激素的定性定量检测采用 HP6890-5975N 气

4131



5 期 杨俊等:1 株 17β-雌二醇高效降解菌的分离鉴定及降解特性

相色谱-质谱仪(GC /MS)，色谱柱为 HP-5MS 毛细管

柱. 检测条件:GC 条件为以氦气为载气，恒流流速为

1. 0 mL /min，进样口温度为 250℃ . 升温程序:初始

温度为 100℃，保持 1 min，然后以 10 ℃ /min升至

200℃，再以 3 ℃ /min升至 300℃ 并保持 10 min. 不

分流方式进样，进样体积为 2. 0 μL. MS 条件:接口

温度为 280℃，离子源温度为 250℃，电离方式为 EI，
电子轰击能量为 70 eV，溶剂延迟时间为 15 min，以

选择离子监测模式定量. 样品处理:取 1 mL 样品离

心浓缩后取上清液，用等体积二氯甲烷萃取后转入

1. 5 mL 小瓶中，加入 100 ng E2-d4 内标，于温和氮

气流中进一步蒸发至干，残余物加入 50 μL 吡啶和

100 μL BSTFA(1% TMCS)，于 70℃ 下反应 30 min，

衍生物冷却至室温后用 GC /MS 测定分析
［14 ～ 16］.

1. 9 雌激素总体效应的测定

E2 以及其代谢产物的雌激素总体效应的测定

采用中国科学院生态环境研究中心提供的酵母干粉

型试剂盒. 其原理为采用冷冻离心方法制备重组人

雌激素受体基因酵母干粉，该酵母能特异性结合水

溶液中的雌激素和类雌激素化合物，产生具有生物

学活性的酶，生成黄色的酶反应产物(在 420 nm 处

有特征吸收)［17，18］. 通过检测 D420值，可以定量计算

水溶液的雌激素浓度，具体方法参照文献［19］.
本实验在 250 mL 的三角瓶中加入 100 mL 无机

盐培养基，E2 初始浓度为 1 mg /L，菌体投加量为

2% (体积分数)，摇床转速为 150 r /min，于最佳反应

条件下，在反应时间分别为 0、4、8、15 d 时取样，

然后将其稀释 100 倍，测定各个样的 β-半乳糖苷酶

活性，通过 β-半乳糖苷酶活性可以看出各个样的雌

激素总体效应
［20］.

2 结果与讨论

2. 1 分离菌株的形态和生理生化特征

经过反复分离、培养和纯化，获得 1 株能以 E2
为唯一碳源生长的降解菌株，将其命名为 E2-Y. 该

菌株在 R2A 培养基平板上生长时，菌落为圆形，菌

落较大，边缘整齐，表面呈灰白色无光泽，不易扩张.
透射电镜观察菌株形态:短杆状，很少成链，大小为

(0. 7 ～ 0. 8)μm × (2. 0 ～ 3. 0)μm，内生孢子. 图 1 为

菌株扫描电镜以及透射电镜照片，菌株生理生化实

验结果如表 1 所示.
2. 2 菌株 16S rDNA 鉴定结果

图 1 菌株 E2-Y 的扫描及透射电镜照片

Fig. 1 Scanning and transmission micrograph of strain E2-Y

表 1 菌株 E2-Y 的生理生化特性

Table 1 Physiological characteristics of strain E2-Y
项目 结果 项目 结果

革兰氏染色 + 葡萄糖作用(产气) －
运动性 + 淀粉水解 +
氧化酶 + 丙二酸盐利用 +
硝酸盐(还原) + 柠檬酸盐利用 +
硝酸盐(产气) + M. R +
葡萄糖作用(产酸) + V. P +

对该菌株的 DNA 进行 PCR 扩增以及 16S rDNA
基因鉴定后，利用 BLAST 在 GenBank 数据库中进行

同源性检索，结果显示，该菌株的 16S rDNA 基因序

列均与 GenBank 中许多芽孢杆菌(Bacillus sp. ) 的

16S rDNA 基因序列的同源性在 99%以上，结合菌株

的形态和生理生化特征，该菌株鉴定为芽孢杆菌

(Bacillus sp. )，在芽孢杆菌属中发现降解 E2 的菌
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株，本研究为首次报道. 图 2 是这该菌株及部分相关

菌株基于 16S rDNA 基因的系统进化树.

图 2 菌株 E2-Y 的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of strain E2-Y

2. 3 影响菌株降解 E2 的因素

2. 3. 1 温度对 E2 降解的影响

由图 3 可知，在温度为 15 ～ 30℃ 范围内，随着

培养温度升高，菌株生长和 E2 降解速率都随着提

高，并且在 30℃ 时达到最佳，E2 降解率为 90% ;但

当温度继续升高时，菌株生长和 E2 的降解速率都

受到一定程度的抑制. 这主要是由于温度会影响微

生物膜的液晶结构、酶及蛋白质的合成与活性，进而

影响降解等生命活动. 在 15 ～ 30℃ 之间，随着培养

温度升高，菌株中的蛋白质和酶活性增强，生化反应

加快，生长及降解速率提高;当温度继续升高时，细

胞中某些温度敏感的物质受到不可逆的破坏，生命

活动受到抑制
［21］. 图 3 说明该细菌最适的生长、降

解温度处在 25 ～ 35℃ 之间，结合文献［12］报道，本

研究菌株 E2-Y 的培养温度选择 30℃ .

图 3 温度对 E2 降解的影响

Fig. 3 Effects of temperature on the degradation

of E2 by strain E2-Y

2. 3. 2 初始 pH 值对 E2 降解的影响

从图 4 看出，pH 值为 4. 5 和 10. 5 时，菌株E2-Y
不能正常生长，对 E2 的降解率不到 15%，这是因为

在 pH 为 4. 5 的过酸条件下，细胞质的理化性质可

能受到影响，酶的分子结构发生不可逆的破坏，导致

微生物对营养物质的摄取也会受到影响
［21］. 而在

pH 值为 10. 5 时，一部分 OH －
离子与培养基中的离

子生成沉淀，破坏了培养基组成而不利于细菌生长.
在 pH 为 6. 5 ～ 8. 5 的条件下，菌株 E2-Y 的降解率

在 65%以上，降解最快的 pH 值为 7. 5，降解率可以

达到 90% .

图 4 初始 pH 值对 E2 降解的影响

Fig. 4 Effects of initial pH on the degradation

of E2 by strain E2-Y

2. 4 培养基组成优化实验

在培养基中添加不同的营养物质及金属离子对

E2 降解有着不同的影响. 从表 2 可以看出，对 E2 降

解有促进作用的添加物及其作用程度为:蛋白胨 >
牛肉膏 > 葡萄糖 > 乳糖 > 酵母粉 > 硝酸铵. 其中蛋

白胨与牛肉膏促进作用最为明显，添加后 E2 降解

率达到 97%以上. 这可能是菌株更容易利用有机氮

源为细菌提供足够的能量，诱导其产生更多的 E2
降解酶，进而促进其对 E2 的降解. 该结果与 Stumpe
等

［22］
的报道类似. 同时表 2 结果显示，Ba2 +、Zn2 +、

Sn2 +、Cd2 +、Cr2 +、Pb2 +
几种金属离子对 E2 降解的

抑制作用依次增强. 而投加硝酸钾、淀粉、氯化铵、
Ca2 +、Fe2 + 等物质对 E2 降解无明显影响.

表 2 添加物对 E2 降解的影响

Table 2 Effects of adding nutrition on the degradation

of E2 by strain E2-Y

添加物 降解率 /% 添加物 降解率 /% 添加物 降解率 /%

空白 89. 91 硝酸铵 92. 21 Ba2 + 60. 23

硝酸钾 89. 16 酵母粉 92. 93 Zn2 + 51. 05

淀粉 89. 21 乳糖 94. 11 Sn2 + 42. 03

Ca2 + 90. 16 葡萄糖 96. 14 Cd2 + 15. 33

氯化铵 90. 32 牛肉膏 97. 32 Cr2 + 9. 26

Fe2 + 91. 23 蛋白胨 98. 26 Pb2 + 0. 00
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2. 5 菌株对不同浓度 E2 的生物降解

从图 5 可以看出，当 E2 初始浓度为 0. 5 ～ 50
mg /L时，7 d 内均可被完全降解. 在 E2 初始浓度≤
2. 0 mg /L时，菌体很容易适应生长环境，E2 降解率

直线上升，在 5 d 内可以将 E2 完全降解. E2 初始浓

度为 10. 0、30. 0、50. 0 mg /L时，E2 分别在第 5、6、
7 d 时被完全降解. 另外，从图 6 也可以看出，在 0. 5
～ 50 mg /L范围内，细菌的比降解速率随着 E2 浓度

的增加而线性增加，相关系数 R2 > 0. 99. 这说明该

菌能够适应较高 E2 浓度的环境，具有较强地抵抗

E2 毒性和降解 E2 的能力.
上述结果表明，该菌可以在 4d 内将 1 mg /L的

E2 完全降解，降解速率略低于 Yu 等
［10］

报道的菌株

Sphingomonas(在 3 d 内能完全降解 E2)，但是菌株

E2-Y 具有较高的 E2 耐受能力，在 E2 浓度高达 50
mg /L时仍具有较高的降解效率，这一结果高于以往

的研究报道
［23，24］. 此外，Quan 等

［25］
研究报道，菌株

Bacillus subtilis 可以快速降解环境雌激素 DEHP. 综

上所述，该菌株(Bacillus subtilis)对环境雌激素具有

较高的耐性和降解能力.

图 5 菌株 E2-Y 对不同浓度 E2 的生物降解

Fig. 5 Effects of initial E2 concentration on the

degradation by strain E2-Y

2. 6 最初代谢产物及雌激素活性分析

利用 GC /MS 对菌株降解 E2 过程的中间产物

进行定性分析，结果见图 7. 根据中间代谢产物的

GC /MS 图谱和有关研究报道
［26，27］，对 E2 代谢中间

产物进行了初步鉴定. 在降解体系中捕捉到 E1( tR

图 6 底物浓度与菌株比降解速率相关性分析

Fig. 6 Analysis of the relativity between the transformation

rate and substrate concentration

图 7 菌株降解 E2 中间产物的气相-质谱联用分析结果

Fig. 7 Results of GC /MS analysis of E2 metabolites

produced by strain E2-Y

= 13. 216min，m / z 为 342. 3)，这说明 E1 是 E2 的一

种代谢产物，这在已有报道的 E2 降解菌中也有发

现
［9，10］. 同时图 8 也表明，随着 E2 的逐步降解，基质

中 E1 的浓度逐渐增大，在实验第 4 d 时，E2 被完全
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降解，此时 E1 的浓度约为 0. 70 mg /L. 在 E2 被完全

降解以后，E1 浓度开始逐渐降低，在 8 d 内 E1 浓度

降低至 0. 27 mg /L. 此外，从反应过程中的雌激素总

体活性变化分析可见(图 9)，随着反应的进行，基质

中的雌激素总体效应不断减小，并且在降解过程中，

前 4 d 雌激素总体效应下降得较快，而在反应后期

雌激素总体效应降低得较慢，降解实验进行 15 d 后

基质中雌激素总体效应降低了 95% 以上，这也正说

明了在反应前期 E2 正快速地被生物降解为雌激素

活性较低的 E1，而后随着 E1 的进一步降解雌激素

活性随着减少.

图 8 菌株 E2-Y 对代谢产物 E1 的生物降解

Fig. 8 Degradation of metabolite E1 by strain E2-Y

图 9 E2 微生物降解过程中雌激素活性的变化

Fig. 9 Change of estrogenic activities during the

degradation of E2 by strain E2-Y

3 结论

(1) 从制药厂污水处理站的活性污泥中驯化、
分离得到 1 株降解 17β-雌二醇的高效菌株，通过形

态学及 16S rDNA 基因序列分析，初步鉴定该菌株

为芽孢杆菌(Bacillus sp. ) .
(2) 该菌株生长最适 pH 值为 7. 5，最适温度为

30℃ . 蛋白胨、牛肉膏、葡萄糖等对 E2 降解有较强

的促进作用; Ba2 +、Zn2 +、Sn2 +、Cd2 +、Cr2 +、Pb2 +
这

6 种金属离子对 E2 降解的抑制作用依次增强.
(3) 在最佳实验条件、E2 初始浓度为 0. 5 ～ 50

mg /L的无机盐培养基中，E2 均能保持降解活性，可

在 7d 将 E2 完全降解.
(4) 菌株 E2-Y 降解 E2 的最初代谢产物为 E1，

并且可进一步将 E1 逐渐降解，降解实验进行 15d
后，雌激素总体效应可以降低 95%以上.
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