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孔雀石绿（Malachite green，MG）是一种合成的三苯甲

烷类工业染料，广泛用于制陶业、纺织业、皮革业、食品颜色

剂和细胞化学染色剂等领域 [1]，水产上主要作为驱虫剂、杀

菌剂、防腐剂用于预防和治疗各类水产动物的水霉病、鳃霉

病和小瓜虫病等，特别在控制和治疗水霉病上具有明显的疗

效 [2~3]. 从上世纪90年代开始，国内外学者陆续研究发现，孔

雀石绿及其代谢产物无色孔雀石绿在鱼体内和环境中残留

时间长，它们分子中含有的化学官能团——三苯甲烷被确证

具有高毒、高残留、“三致”等毒副作用 [4~7]. 因此，在我国农

业部发布的《食品动物禁用的兽药及其他化合物清单》上，孔

雀石绿属于禁用药物. 
以微生物降 解为基础的生物修复技术是消除环境中孔

雀石绿污染的有效方 法. 目前已报 道的孔雀石绿降 解菌主

要有酵母菌（Pseudozyma rugulosa）和细菌中的假单胞菌属

（Pseudomonas sp.）、芽孢杆菌属（Bacillus sp.）等 [8~16]，但很

少见节杆菌属（Arthrobacter sp.）的细菌降解孔雀石绿的报

道 . 本研究从处理印染废水的活性污泥中分离到1株以孔雀

石绿为唯一碳源生长的细菌M6，将其初步鉴定为于节杆菌属

（Arthrobacter sp.），并对其降解特性进行了初步研究. 该菌

株的获得丰富了孔雀石绿降解菌株的多样性，并为孔雀石绿

污染废水的处理提供了菌株资源. 

1  材料与方法
1.1  培养基与试剂

基础盐培养基（MSM，ρ/g L-1）：NaCl 1.00，NH4NO3 

1.00，K2HPO4 1.50，KH2PO4 0.50，MgSO4
.7H2O 0.10，pH 7.0，以

孔雀石绿作为碳源，浓度视需要添加. LB培养基（ρ/g L-1）：酵

母膏 5.00，蛋白胨 10.00，NaCl 10.00（固体加1.5%的琼脂），

pH 7.0. 

1.2  菌株分离筛选
取某染料厂废水处理池中的活性污泥3.00 g置于100 mL

孔雀石绿浓度为50 mg/L的基础盐培养基中，于30 ℃�、180 
r/min培养3 d，然后每3 d以3%的接种量转接到相同的培养基

中，转接3次. 然后取0.5 mL富集液梯度稀释，取10-4~10-7稀释

度的液体各0.1 mL涂布于加有50 mg/L孔雀石绿的固体基础

盐平板上，30 ℃培养3 d后，挑取单菌落接种于含50 mg/L孔

雀石绿的基础盐液体培养基中，30 ℃�、180 r/min摇床培养2 
d，检测其降解效果 [15]. 
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摘  要   从活性污泥中分离得到一株能以孔雀石绿为唯一碳源和能源生长的细菌M6，根据其形态、生理生化特性以

及16S rRNA基因序列相似性分析结果，将其初步鉴定为节杆菌属（Arthrobacter sp.）. 该菌株在12 h内对20 mg/L的孔雀

石绿降解率高于80%；降解孔雀石绿的最适pH为7.0，最适温度为30 ℃���������������，降解速率与初始接种量呈正相关. 研究结果

对于孔雀石绿的生物降解以及含孔雀石绿废水的处理具有重要意义. 图6 参20
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1.3  菌株鉴定
菌株形态及 生理 生化特 性 测定参照文献 [17]进行. 菌

株16S rRNA基因的克隆及序列测定和比较参照文献[18] 进

行，提取M6基因组DNA作为模板进行16S rRNA基因的扩增. 
正向引物：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，反向引物：

5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′；25 µL体系为：模板1 
µL，dNTP（25 mmol/L）2 µL，引物（1 mmol/L）各1 µL，10×
Taq缓冲液2.5 µL，Mg2+（25 mmol/L）1.5 µL，Taq酶（5 U/µL）

0.3 µL，超纯水15.7 µL. 聚合酶链式反应条件：95 ℃�，5 min；

94 ℃�，0.5 min；52 ℃�，1 min；72 ℃�，1 min；循环30次，72 ℃延

伸10 min. 采用PCR产物回收试剂盒回收扩增片段，琼脂糖胶

电泳检测扩增产物的大小（1.5 kb左右）后，将其TA克隆并测

序，将测序结果与GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)及其

Ribosomal Database Project II ������������������������ (http://rdp.cme.msu.edu)上的

相关16S rRNA基因序列进行同源性比对分析. 
1.4  孔雀石绿及其代谢产物提取和检测

样品提取参考文献[19]进行：取3 ��mL样品，加入等体积

的二氯甲烷，高速旋涡混合1 min，3 000 r/min离心5 min，弃

去上层液，再加入1/2体积的二氯甲烷，高速旋涡混合1 min，

再以3 000 r /min离心5 min，弃去上层，氮气吹至干，加入2 
mL流动相，旋涡混合1 min，经滤膜过滤后进样分析. 

液相相色谱分析条件 [20]：Waters C18反相柱；流动相：

乙腈/乙酸铵溶液（0.125 mol/L，pH 4.5）=80/20；流速：1 mL 
min-1；检测波长：622 nm；进样量：20 μL. 
1.5  菌体生长量测定

由于MG在622 nm处的吸收峰会干扰 D600 nm的测定，故

本实验采用稀释涂平板的方法来衡量菌株的生长量[20]. 取0.1 
mL培养液进行梯度稀释后涂布于LB平板上培养24 h，对菌

落计数. 

2  结果与讨论
2.1  菌株的分离及生理生化特性

筛 选 并 获得了1株能以孔雀石绿为唯一 碳源生长的细

菌，将其命名为M6. 菌落边缘整齐，淡黄色，较平坦，有光

泽，较粘稠. 该菌株为革兰氏阳性，幼龄期呈不规则的杆状，

稳定期近似球状，无芽孢. 好氧，氧化酶阴性，过氧化氢酶阳

性，能还原硝酸盐. 
2.2  菌株16S rRNA基因序列分析

以菌株M6的基因组DNA为模板，利用细菌16S rRNA基

因通用引物进行PCR扩增，得到长度约为1.5 kb的扩增产物. 
测序后在GenBank上登录，序列号为EU874451. 根据相似性比

较，菌株M6分别与Arthrobacter protophormiae 773（GenBank
登录号为EU430095）和Arthrobacter protophormiae（GenBank 
登录号为X80745）相似性均为99%. 目前，细菌分类学家的共

识是认为当某2个细菌的16S rRNA相似性大于95%时，可将其

归为同一属[17]. 因此，根据上述相似性比较结果，再结合生理

生化特性将该菌株初步鉴定为节杆菌属（Arthrobacter sp.）. 
2.3  菌株生长和孔雀石绿降解的关系

在孔雀石绿终浓度为20 mg/L的基础盐培养基中，以3%
的接种量接入用0.1 mol/L的PBS缓冲液洗涤2次的在LB培养

基中培养的M6种子液（A600 nm≈2.00），于30 ℃�、180 r/min摇床

培养，每隔12 h取样, 测定MG浓度和菌体的生长量. 从图1可

以看出，M6能以孔雀石绿为唯一碳源进行生长，在12 h内对

孔雀石绿的降解率高于80%，而且菌体数量在降解过程中呈

正相关增加. 

2.4  初始浓度对M6降解孔雀石绿的影响
在基础盐培养基中加入孔雀石绿使其终浓度分别为10、

20、50、100、150、200 mg/L. 以3%的接种量接入用0.1 mol/L
的PBS缓冲 液洗涤 2次 的 在 LB培 养基中培 养的M6种 子液

（A600 nm≈2.00），于30 ℃�、180 r/min摇床培养，每2 h取样1次，

测定孔雀石绿的残留量. 由图2可知，M6对较高和较低浓度的

孔雀石绿都有较好的降解效果，但随着孔雀石绿浓度的降低

降解速率减慢. 

2.5  pH值对M6降解孔雀石绿的影响
在pH为2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0，孔

雀石绿终浓度为20 mg/L的基础盐培养基中，以3%的接种量
接入用0.1 mol/L的PBS缓冲液洗涤2次的在LB培养基中培养
的M6种子液（A600 nm≈2.00），于30 ℃�、180 r/min摇床培养，12 h
时取样，测定孔雀石绿的残留量，结果见图3. 菌株M6总体在
酸性条件下对孔雀石绿的降解效果较好，碱性条件下较差，

图1  菌株M6以孔雀石绿为唯一碳源的生长情况
Fig. 1  Growth of strain M6 using malachite green as sole carbon source

图2  孔雀石绿初始浓度对M6降解孔雀石绿的影响
Fig. 2  Effect of initial concentrations on degradation of malachite green by 

strain M6

图3  pH值对M6降解孔雀石绿的影响
Fig. 3   Effect of pH on degradation of malachite green by strain M6
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在pH 7.0时降解效果最好. 
2.6  温度对M6降解孔雀石绿的影响

在孔雀石绿终浓度为20 mg/L的基础盐培养基中，以3%
的接种量接入用0.1 mol/L的PBS缓冲液洗涤2次的在LB培养

基中培养的M6种子液（A600 nm≈2.00），分别在15、20、25、30、
35、40 ℃温度下�，180 r/min摇床培养，12 h时取样，测定孔雀

石绿的残留量，结果见图4. 菌株M6在较低或较高温度下对

孔雀石绿的降解效果稍差，在30 ℃����������时对孔雀石绿的降解效

果最好. 

2.7  接种量对M6降解孔雀石绿的影响
在孔雀石绿 终 浓度为20 mg/L的基础盐培养基中，以

1%、2%、3%、5%、8%、10%的接种量接入用0.1 mol/L的PBS
缓冲液洗涤2次的在LB培养基中培养的M6种子液（A600 nm≈
2.00），于30 ℃�、180 r/min摇床培养，每6 h取1次样，测定孔

雀石绿的残留浓度，结果见图5. 接种量与孔雀石绿的降解速

率成正相关，但当接种量达到3%或以上时，降 解速率差 别

不大. 

2.8  金属离子对M6降解孔雀石绿的影响
在 孔雀石绿 终 浓 度 为 20 mg / L基 础 盐 培 养 基 中 加 入

CuSO4、NiSO4、CdSO4、ZnSO4、Al2(SO4)3、FeSO4、MnSO4，

使金属离子初始浓度为0.5 mmol/L，设立不加金属离子的作

为阴性对照. 以3%的接种量接入用0.1 mol/L的PBS缓冲液洗

涤2次的在LB培养基中培养的M6种子液（A600 nm≈2.00），于30 
℃�、180 r/min摇床培养，12 h取样. 结果（图6）表明，0.5 mmol/
L的Ni2+、Zn2+、Fe2+、Mn2+对孔雀石绿的降解没有显著影响，

Cu2+、Cd2+、Al3+对M6降解孔雀石绿有明显抑制作用. 

3  结 论
本研究首次从节杆菌属（Arthrobacter sp.）中分离到1株

以孔雀石绿为唯一碳源生长并能将其降 解的细菌，命名为
M6. 根据形态、生理生化特性及16S rRNA序列进行系统发育

树分析，确定该菌株属节杆菌属. 该菌株能有效降解孔雀石

绿，12 h内对20 mg/L孔雀石绿的降解率达80%以上；降解孔

雀石绿的最适温度为30 ℃���，最适pH为7.0. 降解速率与菌株的

接种量呈正相关，孔雀石绿的初始浓度和金属离子都对其降

解有影响. 
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欢迎订阅2011年《基因组学与应用生物学》

《基因组学与应用生物学》是由广西大学主管和主办，公开发行的双月刊科学期刊。广西大学聘请中国农业大学

李宁院士任主编，北京大学教授朱玉贤博士和海南省热带农业资源研究所所长方宣钧博士任执行主编，国内众多的

著名学者出任编委。

《基因组学与应用生物学》主要刊登现代生物技术的前沿学科和基础学科如基因组学、分子细胞遗传学、生化

与分子生物学、应用生物学等相关的原始研究成果。刊登植物、动物及微生物领域的生物在组织、器官、细胞、染色

体、蛋白质、基因、酶、发酵工程等不同水平上的现代生物技术等基础与应用基础研究的成果。本刊按国际标准编排，

题目摘要、图表、引用文献等均实行中英文对照，实现网上领先发表模式。

《基因组学与应用生物学》，前身是原《广西农业大学学报》，创刊于1982年。广西农业大学合并入广西大学以后

更名为《广西农业生物科学》。《广西农业生物科学》已入编《中文核心期刊要目总览》2008年版（即第五版）之综合

性农业科学类的核心期刊，是中国科学引文数据库(CSCD)来源期刊，也是中国科技核心期刊即中国科技论文统计源

期刊。2001年入选国家新闻出版总署“中国期刊方阵”，先后被国际知名检索系统——英国国际农业与生物科学研究中

心（CABI）、美国《化学文摘》（CA）、美国《剑桥科学文摘：自然科学》（CSA：NS）、英国《动物学记录》（ZR）、俄

罗斯《文摘杂志》（AJ）等收录。

承载着《广西农业生物科学》的历史与荣誉，《基因组学与应用生物学》将在新的高度开拓奋进，为现代生命科学

和应用生物学的研究与发展提供学术交流的平台，使之成为中国科学家走向世界的桥梁。

《基因组学与应用生物学》《Genomics and Applied Biology》，ISSN1674-568X，CN45-1369/Q，双月刊，双月28
日出版，国内定价：人民币￥40.00/期，人民币￥240.00/年；国际定价：美元$40.00/期，美元$240.00/年。
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