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苯胺、苯酚及其 衍生物 被 广泛 应 用于 炼油、染 料、农

药、医药等 行业 生产中的原 料或中间体，是相关 工业排 放

废 水中的主要有害污染物组 成 成份，是 最常见的水体污染

物 [1~2]. 含苯酚废水排入水体，不仅使生化需氧量增加，还会

危害水生物繁殖与生存. 苯胺是有毒有害物质，具有致癌作

用，排放到环境中会严重污染环境和危害人体健康，因此需

严格控制在一定含量范围内 [3]. 近几十年的研究表明，许多

微生物参与了此类有机毒物的具有重要环保意义的生物降

解反应 [4]. 微生物对此类污染物的处理具有巨大的潜力，速

度快、消耗低、效率高、成本低、反应条件温和以及无二次

污染是其显著优点. 因此，利用微生物技术处理苯酚及苯胺

污染物已成为当今水污染治理的重要途径和研究方向 [5]. 目
前已经在许多菌属的微生物中发现了能够降 解高浓度苯酚

的细菌[6~7]和能够降解高浓度苯胺的细菌[8~11]，但能以苯胺和

苯酚为唯一碳源、能源生长的微生物虽有报道但未作深入研

究 [7, 9]，基于工业废水中高浓度苯胺、苯酚和相关衍生物经常

同时出现的情况[1~2]，因此分离既能降解苯胺又能降解高浓度

苯酚的高效降解菌并深入研究其降解特性就显得十分必要. 
本研究分离到一株能以苯胺和苯酚为唯一碳源、能源生

长的高效降解菌，对其进行了鉴定，研究了其降解苯胺和苯

酚的相关特性，并初步探讨了该菌株降解苯胺和苯酚的不同

降解酶体系和途径. 

1  材料与方法
1.1 菌种富集、分离纯化与培养基组成

试验样品取自成都第二污水处理厂好氧池活性污泥. 污
泥样品按10%的接入量接种于培养基中，于30 ℃ 、160 r min-1

的摇床上振荡培养1 wk左右，培养基变浑浊后，再按1%的接

入量转接到新的苯胺、苯酚浓度梯度培养基中培养1 wk左

右，如此重复3~5次. 然后在MSB琼脂平板上划线分离，选择

不同形态特征的菌落，重新转接至加1 000 mg L-1苯胺、500 
mg L-1苯酚的MSB培养基中，相同条件下培养以验证是否具

有苯胺、苯酚降解能力，培养液变浑后，进一步纯化直至得
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摘  要  从某生活污水厂活性污泥中分离到一株能够以苯胺或苯酚为唯一碳源、能源生长的高效降解菌菌株ANP. 经
形态特征、生理生化及16S rDNA序列分析，将该菌株鉴定为Delftia sp. 进一步研究表明，该菌株利用苯胺生长的最适

温度和pH分别为30 ℃和6.0，最适降解浓度为2 000 mg L-1；利用苯酚生长的最适温度和pH分别为35 ℃和8.0，最适降

解浓度为1 500 mg L-1. 苯胺、苯酚混合培养时该菌株对苯酚的降解过程要滞后于对苯胺的降解过程，但经过42 h均能

彻底降解. 研究了ANP降解苯胺和苯酚的开环途径，苯胺芳环通过间位途径裂解，苯酚芳环则是通过邻位途径裂解. 
图4 表1 参18
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到有降解能力的纯培养菌株. 
合成培养基（MSB）：每1 L含Na2HPO4 2 g，KH2PO4 0.5 

g，（NH4）2 SO4 0.5 g（含氮合成培养基加），MgSO4·7H2O 0.3 
g，微量元素溶液 [10] 5 mL，一定浓度的苯胺、苯酚，pH 7.0. 固
体培养基中加入15 g L-1的琼脂粉. LB培养基：每1 L含酵母抽

提物5 g，蛋白胨10 g，NaCl 10 g，调pH值至7.0. 
1.2  细菌生长测定和生理生化指标测定

细菌生长以600 nm处的浊度D600 nm表示. 革兰氏染色、碳

源利用等指标测定参照文献[12~13]方法进行. 
1.3  16S rDNA的PCR扩增和序列测定

细菌DNA提取和PCR产物纯化采用北京TIANGEN公司

试剂盒，16S rDNA扩增的PCR反应引物为一对通用引物，正

向引物Pf：5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3；反向引物Pr：
5-ACGGCTACCTTGTTACGACT-3 ，分别对应大肠杆菌的16S 
rRNA基因的8~27和1495~1514碱基. PCR扩增体系（50 μL）：

10×Buffer 5 μL、10 mmol/L dNTP 2 μL、5 U μL-1 Taq酶 1 μL、

25 mmol/L Mg2+ 4 μL、10 pmol μL-1 正向引物 2.5 μL、10 pmol 
μL-1 反向引物 2.5 μL、ddH2O 30 μL、模板DNA 3 μL. PCR反

应条件为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s；55 ℃ 30 s；72 ℃ 2 min，35
个循环；72 ℃ 10 min. PCR产物纯化后送上海生工测序. 
1.4  酶活力测定

邻苯二酚1，2-双加氧酶和邻苯二酚2，3-双加氧酶活参

照文献[8, 14]所述方法测定. 反应体系包括0.2 μmol邻苯二

酚、50 mmol/L磷酸盐缓冲液1 mL、含有蛋白的细胞提取液1 
mL，酶促反应总体积为3 mL. 

1个单位的酶活力定义为在标准测定条件下每1 min生成

1 nmol的己二烯二酸或2-羟基己二烯半醛酸所需的酶量. 酶
的比活力（U mg-1蛋白质）：比活力的大小，也就是酶含量的

大小，即每1 mg酶蛋白所具有的酶活力. 
1.5  蛋白含量测定

采用Bradford比色法 [15]测定蛋白含量. 
1.6  苯胺和苯酚测定

苯胺和苯酚的测定均采用标准方法[16]. 

2  结果与讨论
2.1  样品富集培养及菌种分离纯化

污泥样品经过富集培养后，得到混合微生物的培养物，

它可以在含有1 000 mg L-1苯胺和500 mg L-1苯酚的合成培养

基中生长并降解苯胺和苯酚. 将上述混合培养物在含MSB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

既能降解苯胺又能降解苯酚的菌株ANP. 菌株ANP在LB培养

基平板上培养3 d的菌落为淡黄色、圆形、边缘整齐、凸状隆

起、粘稠，菌落直径为1.5 mm左右；革兰氏阴性，细胞直杆状，

0.5 μm×1.0 μm. 氧化酶、接触酶阳性；可利用葡萄糖、柠檬酸

盐、乳酸盐等盐类为碳源；硝酸盐还原阳性，反硝化阴性. 扩

增菌株ANP菌株的16S rRNA部分基因，长度为1 475 bp，在

GenBank 中的登录号为FJ595716. 序列分析表明，该菌株与多

株Delftia sp.菌有很高的同源性，相似性最高为99%. 结合菌株

的形态和生理生化特征，将菌株ANP鉴定为Delftia sp. 
2.2  ANP菌株生长和降解苯胺、苯酚的最佳条件
2.2.1  最适初始pH    在含苯胺浓度为2 000 mg L-1、不同pH

值的合成培养基中接种ANP菌株，30 ℃、160 r/min摇床培

养3 d后取样测定细胞的生长和苯胺的含量. 在苯酚浓度为

500 mg L-1、不同pH值的合成培养基中接种ANP菌株，30 ℃、

160 r/min摇床培养3 d后取样测定细胞的生长和苯酚的含量. 
结果（图1）表明，在苯胺培养条件下，ANP菌株对苯胺的降

解对pH变化比较敏感，而细胞生长只对低pH敏感对高pH有

一定耐性，其最佳 pH为6；在苯酚培养条件下，ANP菌株在

pH=7~10范围内细胞都能良好生长并对苯酚起到有效的降

解，其最佳pH为8. 

菌株在苯胺和苯酚培养条件下的最佳pH不同，可能是

由于苯胺本身电离偏碱性，所以其最适初始pH偏酸，而苯酚

电离偏酸性，所以其最适初始pH偏碱.  
2.2.2  最适浓度    在含不同浓度（500~4 000 mg L-1）苯胺、

pH=6的合成培养基中接种ANP菌株，30 ℃、160 r/min摇床

培养3 d后取样测定细胞的生长和苯胺的含量. 在含不同浓度

（500~2 500 mg L-1）苯酚、pH=8的合成培养基中接种ANP菌

株，30 ℃、160 r/min摇床培养3 d后取样测定细胞的生长和

苯酚的含量. 结果（图2）表明，在苯胺培养条件下，ANP菌株

对含量为2 000 mg L-1及其以下的苯胺都能够有效降解，而

2 000 mg L-1以上浓度的苯胺下其降解和细胞生长都受到强

图1  pH值对ANP菌株利用苯胺、苯酚生长及降解率的影响

Fig. 1   Effect of pH on growth and degradation effi ciency of strain ANP 

图2  不同苯胺、苯酚浓度下ANP菌株的生长及降解率

Fig. 2   Cell growth and degradation effi ciency of strain ANP at different 
concentrations of aniline and phenol 
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烈抑制，最适浓度为2 000 mg L-1. 4 000 mg L-1苯胺需要7 d能

基本完全降解. 在苯酚培养条件下，ANP菌株在1 500 mg L-1

以下浓度都能有效降解，在浓度为2 000 mg L-1及以上时则生

长和降解都受到抑制，最适浓度为1 500 mg L-1. 2 500 mg L-1

苯酚完全降解需要6 d. 
2.3.3 最适温度  在含苯胺浓度为2 000 mg L-1、pH=6的合成

培养基中接种ANP菌株，不同温度、160 r/min摇床培养3 d
后取样测定细胞的生长和苯胺的含量. 在苯酚浓度为1 500 
mg L-1、pH=8的合成培养基中接种ANP菌株，不同温度、160 
r/min摇床培养3 d后取样测定细胞的生长和苯酚的含量. 结果

（图3）表明，在苯胺培养条件下，ANP菌株对低温较敏感，

在30 ℃、35 ℃时都能有效降解苯胺并生长，其最佳温度为

30 ℃；在苯酚培养条件下，ANP菌株在30~40 ℃范围内都能

有效降解和生长，其最佳温度为35 ℃. 

2.3  苯胺、苯酚混合条件下的降解
在含苯胺约1 400 mg L-1、苯酚约600 mg L-1的合成培养

基中接种ANP菌株，30 ℃、pH=6、160 r/min摇床培养每隔6 h
取样测定. 结果（图4）表明，在混合培养条件下，ANP菌株对

苯胺和苯酚都能很好地降解，在42 h就能完全降解. 42 h后，

由于苯胺和苯酚都已被降解完，菌体的生长进入衰退期. 苯
胺的降解很迅速，而苯酚的降解有一个相对的延滞期（18 h
后才开始迅速降解）. 苯胺和苯酚含量在0~6 h大幅降低，而

6~12 h降低较少，可能是由于菌株一开始是对苯胺和苯酚进

行吸附，而非直接降解造成.
2.4  ANP菌株降解苯胺和苯酚的开环途径

根据文献报道，苯胺降 解是首先通过苯胺双加氧酶的

催化使苯胺形成邻苯二酚，进而通过邻苯二酚1，2-双加氧酶

（C12O）或邻苯二酚2，3-双加氧酶（C23O）的作用开环，产

物进入三羧酸循环（TCA）进一步降解作为微生物碳源、能

源 [4, 10~11, 17]. 降解苯酚的代谢是通过苯酚羟化酶将苯酚羟基

化为邻苯二酚，邻苯二酚由邻苯二酚1，2-双加氧酶（C12O）

通过邻位途径，或经邻苯二酚2，3-双加氧酶（C23O）通过间

位途径开环，最后形成三羧酸循环中间物进一步降 解以供

微生物利用[4, 18]. 

可见，苯胺和苯酚的降 解都要通过邻苯二酚双加氧酶

进行开环，邻位和间位途径是两个独立的代谢系统. 邻位途

径生成产物为己二烯二酸，间位途径生成产物为2-羟基己二

烯半醛酸. 而根据ANP菌株在苯胺和苯酚培养条件下的最适

pH的差异和耐受温度的差异（图3），可知其降解苯胺和苯酚

的酶体系是大不相同的，通过对菌株在苯胺和苯酚分别培养

条件下测定其C12O、C23O，发现在苯胺培养条件下，其C23O
活力很高而C12O基本没有；在苯酚培养条件下，其C12O的活

力很高而C23O基本没有. 由此可知，ANP菌株对苯胺的降解

主要通过间位途径开环，而对苯酚的降 解主要通过邻位途

径开环. 在LB培养基中培养（非诱导条件）的菌体细胞没有

检测到C12O和C23O活力，表明此降解酶应为诱导酶，结果

见表1.

3  结 论
本研究从成都一生活污水厂活性污泥中分离出一株既

能降解苯胺又能降解苯酚的高效多功能降解菌ANP，能利用

苯胺为唯一碳源、能源、氮源，能利用苯酚为唯一碳源、能源

进行生长. 将该菌株鉴定为Delftia sp.
菌株ANP降解苯胺的最佳条件为pH=6，温度30 ℃，在

此条 件下，菌株能维持良 好的生长和降 解 率，最 适浓度为

2 000 mg L-1；ANP菌株降解苯酚的最佳条件为pH=8，温度35 
℃，最适浓度为1 500 mg L-1，高于已报道的最高水平1 200 mg 
L-1 [7~8]. 所以，该菌具有用于处理高浓度苯胺、苯酚废水很好

的潜力. 
在含苯胺约1 400 mg L-1、苯酚约600 mg L-1的混合培养

条件下，ANP菌株对苯胺和苯酚都能很好地降解，在42 h就

能完全降解. 苯胺的降解很迅速，而苯酚的降解有一个相对

的延滞期. 菌株一开始可能是对苯胺和苯酚进行吸附，而非

直接降解. 该菌在苯胺、苯酚混合条件下的良好降解能力为

降解成分复杂的工业废水提供了应用基础. 
研究了ANP菌株降解苯胺和苯酚的不同开环途径，表明

图3  温度对ANP菌株利用苯胺、苯酚生长及降解率的影响

Fig. 3  Effect of temperature on growth and degradation effi ciency 
of strain ANP 

图4  ANP菌株在苯胺苯酚混合培养条件下的降解作用和生长情况

Fig. 4  Degradation and growth of strain ANP under aniline and phenol 
mixed culture 

表1  不同培养基中C12O和C23O的活力
Table 1  Activities of C12O and C23O in different media
培养基 Media C12O (λ/U mg-1) C23O (λ/U mg-1)

LB media 0 0
Aniline MSB 48 5~833
Phenol MSB 4125 0
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降 解苯胺主要是通过间位开环裂解，苯酚则主要通过邻位

开环裂解，C12O和C23O是诱导酶. 
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