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摘 要：以硝基苯为碳源，采用间歇式曝气方式，经 90 d 驯化培养，从处理硝基苯废水的生物活性污泥中分离得到 13 株高效降解

菌，在厌氧环境条件分离纯化，筛选得到降解能力最强的 MY4 菌，并研究了其对不同浓度硝基苯的降解特性。结果表明，经 16S
rRNA 鉴定，MY4 菌属于兼性葡萄球菌属（Staphylococcus sp），其在 104～107 CFU·mL-1 范围内对硝基苯的去除率没有显著差异，降解

率均为 65%，硝基苯的降解速率在 3～5 d 期间达到最大。高浓度的硝基苯对微生物的降解过程存在抑制作用，随着浓度的增高，其降

解半衰期明显延长。GC-MS 分析表明，硝基苯经 MY4 菌株降解后的主要产物为苯胺。
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Abstract：13 high efficiency bacterium strains were obtained from the activated sludge in waste water contaminated with nitrobenzene after
90 days intermittent aeration. MY4 was screened out in anaerobic condition, which was identified to be the most efficient bacteria strain. Fur－
ther experiments were conducted on the biodegradation characteristics of MY4 strain. Results indicated that MY4 was Staphylococcus sp
based on the 16S rRNA analysis. No obvious distinctions were observed in the biodegradation of nitrobenzene when MY4 strain concentration
ranging from 104 to 107 CFU·mL-1. The degradation process was composed of three phases, among which the most rapid one was appeared in
first 3 to 5 days. The high concentration of nitrobenzene could posed the negative effect on biodegradation, and the half life（t1/2·d-1）of ni－
trobenzene was prolonged with its concentration increased. The prominent product in biodegradation of nitrobenzene was determined to be
aniline according to the results of GC-MS analysis.
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硝基苯是广泛应用于石油化工、染料、医药等工

业的重要原料。硝基苯类化合物具有很强的致癌和致

突变性，被列为环境优先控制的污染物，每年约超过

10 000 t 的硝基苯通过各种不同途径进入到各种环境

介质中[1]。许多硝基苯类物质通过废水排放和事故泄

漏进入到水体环境中，水体硝基苯类污染也日益受到

人们的关注。国内已有很多关于微生物法降解硝基苯

方面的研究：有研究者从河道底泥和硝基苯废水沉积

底泥，分离到 18 株以硝基苯为唯一碳源的细菌，筛选

出 5 株具有对硝基苯降解较强的菌种[2]；通过活性污

泥，低温条件下分离出一组混合菌株，以硝基苯为唯

一碳源生长，48 h 内将初始浓度为 382 mg·L-1 的硝基

苯降解[3]。硝基苯能够在好氧条件下被微生物所降解，

其中包括微白黄链霉菌、胶红酵母、藤黄微球菌、假单
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胞杆菌属、动性球菌属等[4-6]。在硝基苯微生物降解的

优化条件研究中得出，对硝基苯降解率有极显著影响

的因素依次为硝基苯初始浓度＞pH 值＞NaCl 浓度＞重

金属[7]。在厌氧条件下分离出 2 株菌株为吉氏拟杆菌

（Bacteroides distasonis）和屎拟杆菌（Bacteroides mer－
dae），硝基苯初始浓度必须低于 450 mg·L-1，1 g 葡萄

糖能共代谢还原 200～260 mg 硝基苯，还原产物为苯

胺[8]。在硝基苯的生物降解的研究过程中，不同菌属的

高效降解微生物被分离、鉴定，丰富了硝基苯生物降

解的数据库，同时在厌氧或好氧条件下的不同降解途

径和动力学特征的研究，以及驯化、筛选和鉴定技术

等方面取得很大进展。
但是，目前的研究仍然存在很大的缺陷，例如：大

多研究集中在好氧微生物方面，而相对厌氧微生物的

研究则较少；多数菌株的降解速率很低，有的需要共

代谢才能降解硝基苯，从而限制了在实际污水处理中

的应用；我国规定硝基苯废水排放标准分别为 2.0、
3.0 和 5.0 mg·L-1（GB 8978—1988）[9]，针对高浓度的硝

基苯废水处理受到限制，现有研究分离得到芽孢杆菌

属，对硝基苯最高降解浓度为 1 000 mg·L-1。实际降解

过程中，多数微生物对硝基苯的降解范围在 20～500
mg·L-1，超过这个范围，将造成微生物受毒害死亡[10]。
本研究以硝基苯为唯一碳源，通过对富含硝基苯的活

性污泥驯化、分离和筛选，得到能够降解高浓度硝基

苯污染废水的厌氧微生物，同时研究不同硝基苯初始

浓度和微生物量对降解效率的影响，探明微生物降解

产物的组成和特征，为硝基苯废水厌氧生物处理的实

际应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验所用化学试剂均为分析纯。1 000mg·L-1 硝基

苯标样购于北京百灵威化学试剂有限公司；甲醇、正己

烷为色谱纯溶剂，购于美国 FISHER 公司。
PYG 培养基（Peptone-Yeast Extract-Glucose）：胰

胨 0.5 g，大豆蛋白胨 0.5 g，0.1%刃天青水溶液 0.1 mL
（刃天青是常用的氧化还原指示剂，用于鉴定培养基

中的含氧情况，颜色变化灵敏，在无氧条件下无色，在

有氧条件下，碱性时呈蓝色，酸性时呈红色）[11-12]，蒸馏

水 100 mL，酵母提取物 1.0 g，葡萄糖 1.0 g，吐温 80
0.1 mL，半胱氨酸盐酸盐 0.05 g，盐溶液 4.0 mL，

pH6.8～7.0。
YM 培养基（Yeast extract malt extract broth）：将 3

g 酵母提取物，2 g 麦芽提取物，5 g 蛋白胨和 10 g 葡

萄糖，0.1%刃天青水溶液 0.1 mL 添加到 1 L 水中，培

养基的 pH 值因其成分的批次不同而在 5～6 之间，

121℃湿热灭菌 15 min。
1.2 水中硝基苯的分析测定

将 5 mL 正己烷加入到盛有 10 mL 硝基苯水溶液

的规格为 40 mL 螺口带盖棕色试剂瓶中（Scientific
Specialties Service Inc，Dikma），在恒温振荡器（HZQ-
C，哈尔滨市东明医疗仪器厂）上以 200 r·min-1 速率

水平振荡 30 min，然后超声萃取 20 min （频率 28
kHz），吸取上层 1 mL 正己烷溶液转入气相色谱仪

（GC-2010，日本岛津公司 Shimadzu）测定。气相色谱

条件：进样口 220 ℃，检测器 240 ℃，柱温 160 ℃（5
min）→5℃·min-1→220℃（5 min）。进样量 1 μL，分流

进样，分流比为 10∶1[13]。
硝基苯降解产物的定性分析：取 1 L 水样，以 2～3

mL·min-1 流速通过已活化（活化过程：先用 2 mL 正己

烷清洗柱床，抽空流出液，再依次加入甲醇和蒸馏水

各 5 mL，抽空流出液）的 C18-SPE 小柱，上样结束之

后，用 5 mL 去离子水清洗 C18 固相小柱，之后以 50
mL 正己烷洗脱液以 2～3 mL·min-1 流速洗脱，收集洗

脱液，氮吹浓缩至 1 mL，有机相进行气相色谱-质谱

联用分析，测定降解产物。采用气相色谱-质谱联用仪

（7890A-5975C，美国安捷伦公司），气相色谱条件：

DB-5MS 毛细管色谱柱，载气为 He，载气流量为 1
mL·min-1，分流比为 20∶1，进样口温度为 250 ℃，初始

柱温 70 ℃，升温速率为 40 ℃·min-1，终止温度 200
℃。质谱条件：E1 源，40～200 m·z-1 扫描范围，电子轰

击能量为 70 eV，离子阱温度为 150℃。
1.3 硝基苯降解菌种的驯化、分离与筛选

菌种驯化：称取 50 g 活性污泥（某化工厂硝基苯

废水生物反应池）置于 1 000 mL 三角瓶中，再加入

450 mL 0.85%的生理盐水，28～30℃下振荡 48 h。以硝

基苯为唯一碳源，采用间歇式曝气，每隔 7 d 依次加

入浓度分别为 10、50、100、500、1 000 mg·L-1 的硝基

苯溶液（某化工厂提供的硝基苯原液，工业纯），连续

驯化培养 90 d，获得硝基苯降解混合菌液。
菌种分离与纯化：吸取上述降解菌混合溶液各 1

mL，分别转入 PYG 和 YM 液体培养基（硝基苯浓度为

25 mg·L-1）的螺口试管中，PYG 液体培养基作为好氧

环境培养基，不进行充氮气处理，直接用硅胶塞封口，

而YM 培养基作为厌氧环境培养基，连续对其充氮气

12 h 后，拧盖后外部用蜡封口，在 28～30 ℃和120 r·
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min-1 转速下振荡培养 120 h，添加的刃天青氧化还原

指示剂在 PYG 培养基中显示浅蓝色，而在 YM 培养

基中显示无色。选取菌体生长明显的试管，转接到固

体培养基上。从固体平板上挑取单菌落划线分离，反

复纯化 3 次，获得 13 株以硝基苯为唯一碳源的菌株，

分别命名为 WH1～WH7（好氧培养菌）和 MY1～MY6
（厌氧培养菌）。

硝基苯高效降解菌筛选：将 13 株菌株培养液分

别按好氧和厌氧条件加入到 500 mg·L-1 的硝基苯无

菌水溶液中，降解菌浓度达到 107 CFU·mL-1，恒温培

养 15 d 后，测定硝基苯剩余含量，筛选出降解效率最

高的菌株。
1.4 MY4 菌株在不同硝基苯和微生物初始浓度下厌

氧降解特性研究

1.4.1 硝基苯降解菌加入量对降解的影响

将 MY4 菌液扩大培养，加入到浓度为 500 mg·L-1

的硝基苯水溶液中，使其降解菌浓度分别为 8.75×
104、1.75×105、8.75×105、1.75×107 CFU·mL-1，在 25～30℃
进行厌氧生物降解，每 1 d 取样测定硝基苯残留含

量，每个样品分别重复 3 次。
1.4.2 硝基苯初始浓度对降解的影响

在硝基苯浓度大约为 5、750 和 3 000 mg·L-1 的水

溶液中，分别加入 MY4 菌液，使其浓度达到8.75×105

CFU·mL-1，于 25～30℃恒温振荡（120 r·min-1）进行厌

氧生物降解，浓度为 5 mg·L-1 时，大约每 1 d 取样测

定，连续检测 5 d；浓度为 750 和 3 000 mg·L-1 时，每

隔 3 d 取样测定硝基苯残留含量，连续检测 20 d，每

个试验浓度分别重复 3 次。检测 20 d 后的剩余溶液

用于降解产物分析。
1.5 MY4 硝基苯高效降解菌株的鉴定

菌体染色及形态观察：采用 YM 培养基接种

MY4 菌株，将处于对数生长期的菌体进行革兰氏染

色，在光学显微镜下观察染色结果及细菌形态。
细菌的 16S rRNA 聚类分析：将细菌置于转速

180 r·min-1、培养温度为 30 ℃的摇床中培养 24 h，

5 000 r·min-1 离心 20 min，去上清液收集细菌菌体，用

酚-氯仿法提取 DNA 用作样板，采用 PCR 扩增仪（PE
9700，美国 Biometra Tgradient）；扩增引物为细菌的通

用引物，序列如下：

正 向 引 物 ：27f5′ -GAGAGTTTGATTTGATCCTG
GC-TCAG-3′

反向引物：1521 r5′-AAGGAGGTGATCCAGCC-3′

扩增后的产物经过 E.Z.N.A. Gel Exatraction Kit

纯化后测序（凝胶成像分析系统 ULTRA-L譈M MEGA
10，美国；电泳仪 PAC1000，美国 Bio-Rad），利用

BLAST 将菌株的 16S rDNA 的序列与 GenBank 数据

库中已登录的序列进行比较，采用 Clustel X1.8 进行

比对，进行序列同源性分析，构建系统发育树。

2 结果分析与讨论

2.1 硝基苯高效降解菌的筛选

图 1 表明 13 株微生物菌株在厌氧和好氧条件

下，硝基苯的降解率出现显著差异：厌氧条件下，MY4
菌株降解率高于 80%，其余菌株降解率均在 20%～
40%之间；好氧条件下，硝基苯的降解率总体在 30%～
70%之间，WH3 菌株降解率约为 80%。由于目前硝基

苯厌氧微生物降解的研究较少，选取去除率最高的

MY4 厌氧菌株作为实验研究对象。硝基苯能被好氧

和厌氧微生物降解，并因不同环境条件和菌种本身的

生化性质而使其降解能力产生差异[2]。通过降解率看

出，MY4 厌氧菌株在浓度为 500 mg·L-1 时 15 d 降解

率达到 81%，说明从受硝基苯污染物的污泥和废水

中获得高效厌氧生物降解菌是一可行途径。在国内

外硝基苯生物降解的研究中，许多学者提出可以通

过强化技术来提高降解效率，例如投基质葡萄糖进

行共代谢降解硝基苯，添加营养盐及其他物质提高

微生物降解活性，优化温度、溶解氧浓度、pH 值等条

件提高降解反应速率，或通过遗传工程手段构建高

效降解工程菌[14]。这些手段可以在实际修复过程中提

高水体硝基苯厌氧生物降解的可行性。
2.2 硝基苯降解菌株的形态及其鉴定

MY4 菌株电子显微镜观察结果显示，其菌落特

征为表面光滑，中间微隆起，边缘整齐，微黄，菌落直
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径小于 0.5 mm。用细菌的 16S rRNA 通用引物扩增

MY4 的 16S rRNA 序列经凝胶电泳后，在紫外灯下可

看见长约 1 500 bp 的单一条带 （图 2）。将菌株 MY4
的 16S DNA 核苷酸序列输入到 GenBank 数据库中，

在 GenBank 数据库进行 BLAST 比对，利用系统发育

树软件 Clustalv 构建发育树（图 2）。通过序列同源性

分析表明，MY4 与 GenBank 中的兼性 Staphylococcus
sp（葡萄球菌属）同源性较高，与转糖链球菌Streptococ－
cus mutans 同源性较低，与金黄色葡萄球菌 Staphy－
loccocus aureus rosenbach 同源性达 68%，与表皮葡萄

球菌 Staphylococcus.epider、头状葡萄球菌 Staphyloc－
cus capitis、解糖葡萄球菌 Staphylococcus saccharolyti－
cus 同源性达 99%，与表皮葡萄球菌 Staphylococcus.
epider 同源性达 76%。细菌 MY4 初步鉴定为兼性

Staphylococcus sp（葡萄球菌属）。葡萄球菌、链球菌、
棒状杆菌对硝基苯的降解能力可能由染色体编码所

获得。
2.3 硝基苯降解菌加入量对降解的影响

MY4 厌氧菌降解总体分为 3 个阶段：缓慢升高

期、快速降解期和平稳期。初始浓度为 500 mg·L-1 时

12 d 去除率接近 70%，见图 3，在 1～3 d 时，降解菌处

于适应调整期，降解效果不明显；在 3～5 d 时，降解菌

处于快速繁殖的对数增长期，降解率由 20%迅速上升

到 55%～65%；在 5～12 d 期间，硝基苯的降解率出现

波动，但总体呈现平稳趋势，上升幅度只有 10%。说

明 MY4 厌氧菌对硝基苯的降解主要在快速繁殖的对

数增长期，初始浓度一样的情况下，硝基苯降解菌的

添加量对降解没有直接影响。
2.4 硝基苯的初始浓度对降解效果的影响

由图 4 所示，相同时间内，低浓度硝基苯的降解

率总体高于高浓度硝基苯，第 3 d 时，初始浓度为 5、

750 和 3 000 mg·L-1 的降解率分别为 47.10%、16.33%
和 10.58%。第 5 d 时，低浓度为 5 mg·L-1 时，降解率已

经达到 89.97%，而高浓度为 750 和 3 000 mg·L-1 时降

解率才分别约为 21%和 19%。随时间的增加，降解率

呈线性趋势升高。高浓度时微生物对硝基苯的降解影

响呈滞后效应。20 d 时 3 000 mg·L-1 硝基苯的降解率

不 足 80%， 而 750 mg·L -1 的 硝 基 苯 降 解 率 达 到

89.58%。通过 SPSS 数据统计拟合，MY4 厌氧菌降解

硝基苯的动力学方程符合二阶反应方程：初始浓度为

5 mg·L-1 时，方程为

-ln（Ct/C0）＝0.060t2－0.124t＋0.116
相关系数 R2=0.973 8，半衰期（t1/2·d-1）为 3.8 d；

初始浓度为 750 mg·L-1 时，方程为

-ln（Ct/C0）＝0.005t2－0.065t＋0.274
相关系数 R2=0.973，半衰期（t1/2·d-1）为 15.9 d；

初始浓度为 3 000 mg·L-1 时，方程为

-ln（Ct/C0）＝0.002t2－0.005t＋0.059
相关系数 R2=0.990 8，半衰期（t1/2·d-1）为 18.1 d。
说明初始浓度越高，硝基苯的生物降解半衰期越

长，降解的难度增大。硝基苯初始浓度对降解产生影
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响，随着初始浓度的增加，硝基苯生物降解滞后期延

长，表现为污染物降解半衰期时间增大，硝基芳烃类

化合物对生物降解产生抑制作用[15]。
现有研究表明，硝基苯一方面为微生物的生长提

供唯一的碳源，如果浓度过低，微生物不能获得充足

营养因而生长会受到限制；另一方面硝基苯本身具

有毒性，浓度超过一定值时就会对微生物的生长造成

危害，因而浓度过高时微生物的生长也会受到抑制

作用[6]。
2.5 硝基苯降解菌的降解产物分析

从图 5 可以看出，硝基苯降解产物的 GC-MS 图谱

中有 5 个峰（a、b、c、d、e）出现，分别为 a：Benzenamine，

N-ethyl-45；b：Benzenamine，N-propyl-38；c：Benzena-
mine，N-butyl -90；d：4-tert -butylaniline 49；e：N-Me-
thyl-N-benzyl-4-oxo-4-phenyl-butyramide 72。第一

个峰出现在保留时间为 8.334 min 和 9.769 min 阶段，

硝基苯生成的产物均检出为苯胺。硝基的强电负性使

硝基苯在好氧条件下较难生物降解，而厌氧菌可将废

水中的硝基苯经亚硝基苯和苯基羟胺还原成苯胺类

物质，苯胺是其主要的代谢产物[1，16]。
在自然界主要是通过厌氧生物降解过程，还原生

成苯胺。侯轶等[17]用混合厌氧菌株研究了废水硝基苯

降解机理，结果表明，厌氧环境下硝基苯降解为苯胺，

然后苯胺氧化成邻苯二酚后再进一步降解。但是，硝

基苯在厌氧条件下产生的苯胺和对硝基苯胺，并不是

混合微生物新陈代谢最理想的碳源，通常需要添加初

级碳源，如葡萄糖等，用于刺激微生物产生相应的诱

导酶，从而使对硝基苯胺得到降解[18]。由于硝基的吸

电子性使得苯环上电子云密度下降，从而使氧化酶的

亲电子受阻，硝基苯及其衍生物难以生物降解[19]。厌

氧环境下硝基苯通常降解为苯胺，是由于硝基得电子

还原所致，其降解模型如图 6 所示。
通过 GC-MS 对硝基苯降解产物分析表明，硝基

苯厌氧生物降解的最终产物为苯胺。硝基苯生物降解

途径可分为氧化途径和还原途径，其中还原途径又分

为硝基的部分还原和苯环加氢的还原途径，氧化途径

则分为单加氧酶和双加氧酶催化的途径。对于含有

1～2 个硝基的芳香化合物，代谢途径中的第一步骤，

即芳环羟化或硝基还原及芳环断裂步骤是代谢途径

的关键，而对于多硝基芳香化合物则是通过芳环直接

加氢进行还原反应[20]。另外，有些有机物能够促进硝

基苯类污染物的生物降解，例如，吉氏拟杆菌和屎拟

杆菌等菌株能够与葡萄糖共代谢还原硝基苯，1 g 葡

萄糖共代谢还原 200～260 mg 硝基苯[8]，因而通过添加

适量的葡萄糖也会有助于硝基苯的降解[14]。

3 结论

（1）从硝基苯污染废水生物处理的活性污泥中筛

选的 MY4 菌株，经驯化后，兼性葡萄球菌属（Staphy－
lococcus sp）在厌氧环境中对水体硝基苯具有高效降

解作用。
（2）MY4 对硝基苯的降解过程分为 3 个阶段，缓

慢升高期、快速降解期和平稳期。其中在 3～5 d 时硝

基苯降解速率最大，初始浓度为 500 mg·L-1 的硝基苯

降解率能达到 55%～65%。
（3）MY4 对硝基苯的降解过程中，其接种量对降

解效率没有明显影响，而硝基苯的初始浓度将影响其

降解效率，较高浓度的硝基苯会使其厌氧降解反应产

生滞后，主要因为高浓度硝基苯对生物产生毒性后抑

制其降解效率。
（4）硝基苯厌氧生物降解过程中，通过氧化和还原

途径，产物经过亚硝基和羟基苯胺，最终降解为苯胺。
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