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摘要:从实验室的废水生物处理反应器内的活性污泥样本,筛选出来一株以吡啶为唯一碳、氮源的脱氮副球菌 (P aracoccu s d en itrif ican s) ,命名为

W 12;研究了温度、pH值、吡啶初始浓度和投菌量对 W12降解吡啶的影响.结果显示,在试验温度范围内高温有利于 W12降解吡啶;同时 W 12

降解吡啶的最适 pH值范围在 7~ 9;吡啶初始浓度越大降解时间越长,且投菌量越大吡啶降解越快.此外还研究了 W 12菌上赋存的质粒特性.

脉冲场试验表明, W12菌上 2个质粒的大小分别为 169 kb和 182 kb,并通过质粒消除试验证实了质粒参与了编码吡啶降解基因.
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Abs tract: A bacterial strain, W12, that could u tilize pyrid in e as th e sole source of carbon and n itrogenw as isolated from an act ivated s ludge reactor and

iden tif ied as a s train ofPa racoccus d en itrif ican s. Its ab ility to degrad e pyrid ine und er differen t cond itionsw as stud ied by ad just ing tem perature, pH, in itial

concen trat ion of pyrid ine, and cell dosage. H igher tem peratu re ( from 25e to 37e ) and h igher cel l dosage accelerated the d egradation of pyrid ine and

the opt imum pH w as 7~ 9. The degradation tim e increased as th e in it ial concen tration of pyrid in e in creased or th e cell concen trat ion decreased. In

add ition, the characteris tics of tw o p lasm ids in P. den itrif icansW12 w ere studied. Pu lsed f ield gel electroph ores is ( PFGE ) show ed that th e m olecu lar

s izes of the plasm idsw ere 169 kb and 182 kb. P lasm id elim inat ion experim en ts show ed th at th e p lasm ids m igh t be involved in en cod ing the pyrid in e

degradation gene.

Keywords: Paracoccus denitrif ican s; pyrid ine; b iodegradat ion; p lasm id cu ring; pu lse field gel electrophores is

1 引言 ( Introduction)

吡啶作为一种含氮杂环化合物, 由于其具有难

降解性,有毒性, 致畸性而使得它成为环境中备受

关注的一种污染物 ( Pado ley et al. , 2006) .较之难降

解有机物的其它处理方法, 生物处理技术因其高

效、无二次污染及低廉等特点成为一种有效的处理

方法. 目前, 有多篇文献报道了吡啶的高效菌种法,

如 Sim s等 ( 1986)从土壤中提取到一株降解吡啶的

藤黄微球菌; Lee等 ( 1994)比较研究了在悬浮状态

和固定化状态下脂肪杆菌对吡啶的降解; Rhee等

( 1997)从泥岩的氧化层中提取到一株吡啶的降解

菌,确定为诺卡氏菌 OS4; Pado ley等 ( 2006 )研究了

一株假单胞菌在活性污泥中对吡啶的生物降解. 尽

管对于吡啶的生物降解研究较多,但对于吡啶的降

解基因和降解质粒研究却较少, 仅有 Agapova等

( 1992)通过质粒消除试验和转化试验证实了一株

节杆菌属中的 2个大小分别 100M d和 80M d的质
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粒参与了吡啶的降解; 另外, M ohan等 ( 2003)从一

株假单胞菌中提取到一个质粒, 并将其转化到大肠

杆菌 DH 5A中, 从而证实该质粒为吡啶的降解

质粒.

本研究中拟考察不同温度、pH值、吡啶初始浓

度和投菌量条件下脱氮副球菌W 12对吡啶的降解,

并在W12菌中提取到质粒, 通过脉冲场电泳试验确

定质粒大小,并通过质粒消除试验了解消除质粒后

的菌株在降解吡啶的性能上的变化, 旨在了解质粒

是否参与了编码吡啶的降解基因.

2 材料与方法 (M aterials and methods)

2. 1 菌种来源
从实验室的废水生物处理反应器内采集活性

污泥样本, 以吡啶为唯一碳、氮源筛选出来一株细

菌,标号W12,经菌种鉴定,为脱氮副球菌.

2. 2 降解试验方法

投加菌制备:向 100 mL的 LB液体培养基中接

种W 12菌,加入 50 L的吡啶 (吡啶浓度大概为 500

mg#L- 1
)防止杂菌的污染及保持菌生长活力, 富集

培养 36 h.菌液离心 ( 5000 r#m in
- 1
, 5m in)后, 用无

菌水清洗 3次, 以去除 LB培养液及一些代谢产物

和杂质,再用 25mL的液体无机盐培养基重悬菌体,

制备成菌悬液.

降解实验过程:各加 1mL的菌悬液至含有一定

浓度吡啶的液体无机盐培养基中, 终体积为 100

mL.封口膜密封,在 35e , 180 r#m in
- 1
条件下振荡培

养,每隔一定时间取少量 (一般取 0. 1 mL)样品用

0. 45Lm的滤膜过滤后,对滤液进行分析测定.

2. 3 分析方法
吡啶浓度通过高效液相色谱 (岛津 LC10ADVP,

SPD10AVP UV-V is De tecto r; D iamonsil C18色谱柱,

250mm @ 4. 6 mm, 5 Lm ) 测定. 流动相为 V甲醇 BV水

= 4B1, 流速为 1 mL#m in
- 1
; 吡啶检测波长为 254

nm;喹啉检测波长为 275 nm,进样体积均为 10 L.

菌密度 OD602用分光光度计测定. OD ( optical

density)表示被检测物吸收掉的光密度, 以此来代表

菌的生长情况.

投菌量以菌干重计.测定方法:取 10mL制备好

的菌悬液, 5000 r#m in
- 1
下离心 5 m in后倒掉上清

液,将装有底部菌体的离心管放在烘箱中,在 105e

下烘干后, 取出放在干燥器中冷却后称重, 再放入

烘箱中,反复称重直至恒重.结合 2. 2节降解实验过

程的制备,投菌量M 的计算如公式 ( 1)所示.

M =
(W 1 -W 2 )

V1

@
V2

V3

( 1)

式中,W 1为总重量 ( g) , W2为离心管的空重量 ( g) ,

V1为菌悬液的体积 ( mL) , V2为投加到反应体系中

的菌液体积 (mL) , V3为反应体系的终体积 (mL) .

2. 4 质粒提取方法 (萨姆布鲁克 等, 2002)

用 LB培养基富集培养 W12菌 36 h, 离心去上

清后用 P1溶液 ( 50 mmo l# L
- 1

Tris base, pH 8. 0; 10

mmo l#L- 1
EDTA; 100 Lg#mL- 1

RNase A )溶解菌体;

加入 P2溶液 ( 200mmo l# L
- 1

NaOH; 1% SDS ), 轻柔

颠倒混匀, 室温放置 5 m in; 加入 P3溶液 ( 3. 0

mol# L
- 1
乙酸钾, pH 5. 5) , 轻柔颠倒混匀, 冰浴 20

m in, 离心后取上清液, 用酚-氯仿抽提,离心后取上

清液,用异丙醇沉淀 DNA, 离心后小心地倒出液体,

晾干后加入 70%乙醇, 已去除沉淀的盐类, 离心后

小心倒出液体,晾干至乙醇挥发干净,加入 TE溶液

( 10 mmo l# L
- 1

Tris base, pH = 8. 0; 1 mmo l# L
- 1

EDTA )溶解质粒 DNA.

2. 5 脉冲场电泳
在分子生物学中, 琼脂糖凝胶电泳是一项常用

的技术,可是普通的琼脂糖凝胶电泳可分离的 DNA

的范围在 50 kb之内, 而无法分离大片段的 DNA

( Fangman, 1978; H ersch leb, 2007) , 针对这一现象,

Schw artz等 ( 1983; 1984)发明了脉冲场电泳,其分离

的片段最高可达到 10M b. 脉冲电泳是在琼脂糖凝

胶上外加正交的交变脉冲电场, 其方向、时间与电

流大小交替改变, 每当电场方向发生改变, 大分子

的 DNA便滞留在爬行管内, 直至沿新的电场轴重

新定向后,才能继续向前移动, DNA分子越大, 这

种重排所需时间就越长.当 DNA分子变换方向的时

间小于脉冲周期时, DNA就可以按其分子量大小

分离开 (付晓燕 等, 2006) .

本研究中脉冲电泳仪使用 B io-R ad CHEF

MAPPERTM XA. 脉冲条件: 1% Agarose ( C ertified

megabase agarose, B io-Rad) ; 23B52 h电泳, 120角度,

6 V# cm
- 1
, 0. 5 @ TBE, 14e . 电泳完后取出胶, 用

SYBR-GOLD染色 30 m in ,在紫外透射仪上成像.

2. 6 质粒消除及抗性试验
质粒作为独立于染色体之外的能够自主复制

的遗传因子, 在细菌中广泛存在, 细菌的某些表型

特征, 包括抗性、代谢能力、致病性、共生现象、接合

转移等往往由质粒控制 (吴乃虎, 1998). 为了研究

W12菌赋存的质粒与W 12具有降解吡啶的能力之
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间的关系,做了质粒消除试验. 目前, 质粒消除的常

用方法有嵌合染料法和冻融法 (娄恺 等, 2002) ,前

者包括吖啶橙 ( T revors, 1986; M esas et al. , 2004;

李钧敏 等, 2005)和溴化乙锭 ( Crameri et al, 1986) ,

SDS法 ( Jungmann et al. , 1987; M ansi et al. , 2000).

质粒消除方法:实验采用吖啶橙和 SDS分别作

为消除剂对菌体进行质粒消除. 首先, 将菌富集培

养后接种至一系列含有不同浓度消除剂的 LB培养

基内, 放置于 180 r#m in
- 1
、35 e 条件下的摇床内培

养 48 h. 将上述培养液分别平板划线接种至 LB固

体培养基上,在培养箱内 35 e 下培养 48 h, 确定菌

株能够在 LB液体培养基内耐受消除剂的最高浓

度.将能够耐受消除剂最高浓度的菌株再进行质粒

提取实验,确定其质粒 DNA是否被消除.

质粒消除后降解性能的比较: 将质粒消除后的

菌在 LB 培养基中富集培养后接种至含有 500

mg#L- 1
吡啶的无机盐培养基中, 放置于 180

r#m in
- 1
、35 e 条件下的摇床内培养, 每隔一定时间

取样测吡啶浓度.

质粒消除后抗性的对比试验: 将质粒消除后的

菌划线至含有 200mg# L
- 1
的壮观霉素的 LB固体培

养基上,放置于 35 e 的恒温培养箱中.

3 结果 ( Resu lts)

图 1 不同温度下W12对吡啶降解影响

F ig. 1 Pyridine degradat ion byW 12 at d if feren t temperatu res

3. 1 温度对W 12降解吡啶的影响

试验初始吡啶浓度为 500 mg# L
- 1
, 投菌量为

01047 g#L- 1
,分别在 25、30、35和 37e 4个不同温

度下进行降解试验,做 3组平行试验,并设有空白对

照.图 1表示不同温度下吡啶浓度随降解时间的变

化,图 2表示不同温度下 W12的菌密度 OD602随降

解时间的变化.

图 2 不同温度下W12菌的生长曲线

Fig. 2 The grow th cu rve ofW12 at d ifferent tem peratu res

由图 1可以看出, 在试验温度范围内, 温度越

高,越利于W 12菌降解吡啶.当温度为 25e 和 30e
时,经过 23 h后 500 mg# L

- 1
的吡啶降解完全; 当温

度为 35e 和 37e 时, 只需 14 h吡啶即可降解完全.

这可能是因为高温较利于微生物的生长繁殖, 从而

能较快的降解目标污染物.由图 2也可以证明,在试

验温度范围内, 温度越高, 菌生长越快. 当温度为

35、37e 时, OD602在 12 h已增至最高值; 当温度为

30e 时, 14 h OD602增至最高, 而温度为 25e 时,

OD602增长很慢. 当然,不能无限制升高温度,微生物

有生长的最适温度,再高会使菌致死. 另外, 一定时

间后 OD 602会下降 (图 2) ,这是因为随着体系中吡啶

的耗尽, 没有可以利用的氮源来维持菌的生长繁

殖,从而菌种进入衰退期.

3. 2 pH对W 12降解吡啶的影响

试验初始吡啶浓度为 500 mg# L
- 1
, 投菌量为

01137 g# L
- 1
,反应体系的 pH值分别为 4、5、6、7、8、

9、10(用 1%的盐酸和 0. 5mol# L
- 1
的 N aOH调节 ) ,

设 3组平行试验, 并设有空白对照. 图 3表示不同

pH下吡啶浓度随降解时间的变化, 图 4表示不同

pH下W 12的菌密度 OD602随降解时间的变化.

由图 3、图 4可以看出, W 12菌比较利于在偏碱

性环境下生长. pH为 4、5时,不论是 OD602还是吡啶

浓度变化不大,即W12在此环境下不生长也不能降

解吡啶,这可能是过酸会破坏细胞内的电位和酶活

所致. pH为 6、7、8、9、10时, W 12均能生长.其中 pH

为 7、8、9时, W 12生长迅速,吡啶在 12 h降解完全;

pH为 10时, 吡啶在 23 h内降解完全, 而 pH 为 6
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时, 27 h吡啶降解完全.这说明, W 12降解吡啶的最

适 pH值在 7~ 9的范围内.

3. 3 吡啶初始浓度对W 12降解吡啶的影响

试验分为 6组, 吡啶初始浓度 ( C0 )分别为

4817、96. 6、209. 2、374. 4、895. 2、1398. 5 mg#L- 1
,投

菌量为 0. 310 g# L
- 1
, W 12菌对吡啶的降解过程结

果如图 5所示.

从图 5中可以看出: ¹ W12对吡啶的降解初期

存在一个延滞期, 这是因为在 LB培养基里扩大培

养W 12时未加入少量的吡啶,使得W12从 LB转接

到无机盐培养基时, 由于环境的变化, 导致W 12需

要一定的适应期,而图 1和图 3中由于 LB中加入了

吡啶, 不存在适应期. º 当吡啶初始浓度为 48. 7

mg#L- 1
时,吡啶的降解时间为 26. 7 h; 当吡啶初始

浓度为 1398. 5 mg# L
- 1
时,吡啶的降解时间为 48. 9

h.这说明, 吡啶的降解时间随着吡啶初始浓度的增

图 5 不同吡啶初始浓度下W12对吡啶的降解曲线图

F ig. 5  Pyrid in e degradat ion by W 12 at d ifferent in itia l

concentrat ions of pyrid ine

大而增大. » 吡啶初始浓度越高, 抑制期的时间也

就越长,但菌适应后, 吡啶初始浓度越高, 吡啶下降

的速度也越快.

3. 4 投菌量对W 12降解吡啶的影响

试验分为 3组, 其中 1、2、3组的吡啶初始浓度

经测定后分别为 374. 4 mg# L
- 1
、380. 7 mg# L

- 1
、

367. 9 mg#L- 1
, 投菌后菌浓度分别为 0. 310 g# L

- 1
、

0. 886 g# L
- 1
、1. 690 g# L

- 1
,结果如图 6所示. 从图 6

中可以看出, 投菌量为 0. 310、0. 886、1. 690 g# L
- 1

时,降解相同量的吡啶所需的降解时间分别为

3611、29. 9、26. 5 h, 这说明投菌量越大吡啶降解

越快.

图 6 不同投菌量下W12对吡啶的降解曲线图

F ig. 6  Pyrid ine d egradation by W 12 at d if feren t cell

concentrat ion s 

3. 5 脉冲场电泳图
试验结果如图 7所示,其中第 1道是 DNA的标
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准品 marker(M idRange PFGM arker I, NEB) ,第 2道

是W 12.由图 7可以发现, W 12共有 2个质粒, 其分

子量分别为 169 kb, 182 kb.

图 7 W12脉冲场电泳图

F ig. 7 Pu lsed field gel electrophores is of th e DNA ext racted

fromW 12

图 8 质粒消除前后W 12菌 DNA电泳结果比较

 F ig. 8  Com parison of agarose gel electrophoresis before and after

plasm id el im in at ion from W12

3. 6 质粒消除及抗性试验结果

为了研究W12菌上的 2个大质粒在 W12降解

吡啶过程中所起的作用, 分别用吖啶橙和 SDS对

W 12菌进行质粒消除试验. 吖啶橙浓度为 900. 0

mg#L- 1
, SDS浓度为 160. 0 mg# L

- 1
, 对处理后的

W 12菌再培养, 再次提取质粒,确定质粒已被消除,

结果如图 8所示. 图中, 1道为原菌 W 12, 2道为吖

啶橙消除后的W 12, 3道为 SDS消除后的W12.由图

8可以看出, 第 1道中有W12的 2条大质粒条带, 而

在 2道和 3道中却没有这 2条条带,说明经过吖啶

橙和 SDS处理后, W 12菌的 2个大质粒均已消除.

经吖啶橙和 SDS消除后的W12菌降解吡啶和

野生菌降解吡啶能力的试验结果见图 9. 从图中可

以看出,野生菌在 1 d就能将 500mg#L- 1
的吡啶降

解完全,而经吖啶橙和 SDS消除的菌与野生菌相比

不能较好地利用吡啶, 8 d后吡啶浓度才有一些下

降.在反应过程中监测了部分菌密度的 OD602, 如表

1所示, 从表 1中可以看出, 经吖啶橙和 SDS消除的

菌在反应过程中并未增长繁殖, 且空白对照在 8 d

后吡啶浓度也有一些下降; 这说明, 吡啶浓度的下

降并不是由质粒消除后的 W12菌降解的, 可能是由

于挥发或别的损失造成的. W 12菌的质粒消除试验

说明, W 12降解吡啶的能力可能与其含有的 2个质

粒有关.

图 9 质粒消除前后降解性能的比较

Fig. 9 Com parison of pyridin e b iodegradat ion b etw een w ild strain

W12 and the p lasm id-elim inated strain

表 1 质粒消除后降解试验过程中菌密度的变化

Tab le 1 Com parison of OD602 betw een the w ild strain and the p lasm id-

elim inating strain of theW12

时间 /d
经吖啶橙消除后

的菌密度

经 SDS消除后

的菌密度

0 0. 166 0. 153

0. 5 0. 092 0. 087

1. 0 0. 074 0. 068

8. 0 0. 008 0. 007

表 2表示的是W 12质粒消除前后抗性试验对

比结果.由表 2可以看出,质粒消除后的菌仍然能在

含有壮观霉素的固体培养基上生长, 说明 W12编码
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该抗性的基因不在质粒上; 而原本W 12可以在含有

潮霉素的固体培养基上生长,质粒消除后却不能在

含有潮霉素的固体培养基上生长, 这说明质粒上含

有编码该抗性的基因.这个结果可以用作W 12质粒

转化试验的一个平板筛选条件.

表 2 W12质粒消除前后抗性试验

T able 2 C omparison of an tib iot ic res is tan ce betw een the w ild strain and

the p lasm id-elim inated strain

抗生素
浓度 /

(m g# L- 1 )
W 12

质粒消除

后的 W12

头孢 100. 0 -

氯霉素 100. 0 -

壮观 200. 0 + +

卡那 100. 0 -

羧苄 100. 0 -

利福平 100. 0 -

潮霉素 100. 0 + -

四环素 100. 0 -

氨苄 100. 0 -

  注: +表示生长; -表示不生长

4 讨论 ( D iscussion)

通过研究温度、pH、目标污染物初始浓度和投

菌量等 4个因素对W12菌降解吡啶的影响, 获得了

该吡啶降解菌的降解性能.与已有文献报道的吡啶

降解菌比较发现, W 12菌具有较强的降解吡啶的能

力. Rhee 等 ( 1996 ) 研 究 了 一 株 脂 肪 杆 菌

(P imelobacter ), 在 30 e 、170 r#m in
- 1
条件下, 其完

全降解 474mg#L- 1
的吡啶需要 40 h以上; M ohan等

( 2003)研究了一株假单胞菌 (P seudomonas)对吡啶

的降解, 在 30 e 、150 r#m in
- 1
条件下, 其完全降解

750mg#L- 1
吡啶需要近 120 h; 而 W12菌在 35 e 、

180 r#m in
- 1
条件下, 降解浓度高达 1398. 5 mg# L

- 1

的吡啶仅需 48. 9 h.此外, 研究结果显示, W 12菌适

应能力较强,能在较宽泛的温度和 pH条件下生长

代谢.

目前,虽然研究人员已发现多株以吡啶为唯一

碳、氮源的降解菌株, 但仍未解析吡啶的代谢酶及

其调控基因 ) ) ) 降解基因. 相对于基因组, 细菌所

携带的质粒 DNA较小, 且往往控制着某些表型特

征, 包括抗性、代谢能力、致病性、共生现象、接合转

移等 (吴乃虎, 1998); 对于环境污染治理而言, 最

有价值的是代谢质粒, 又名降解质粒 ( degradative

plasm id) ,其上含降解某些基质的酶的基因, 可以将

复杂的有机物降解成能被其作为碳源和能源利用

的简单形式 (V an et al. , 2002) .因此,研究人员试图

发现吡啶的降解质粒, 从而迅速定位吡啶的降解基

因. M ohan等 ( 2003)报导从一株吡啶降解菌中提取

一个质粒,并将其化学转化至大肠杆菌 DH 5A中,

使受体菌能够降解吡啶, 但该研究未对这个质粒的

特性,如质粒 DNA大小、功能测序、遗传稳定性等进

行深入研究. 本研究中从 W 12菌中提取到 2个质

粒,通过质粒脉冲场电泳确定 2个质粒均在 150 kb

以上,将这 2个质粒从 W12菌细胞内消除后, 发现

质粒消除株不再能降解吡啶, 说明这 2个质粒参与

了W12降解吡啶的过程; 然而, 这还不能充分证明

这 2个质粒上带有整套的吡啶降解基因, 有待于进

一步的转化试验加以证实.

总之,脱氮副球菌W 12能够高效的降解吡啶,

且生长环境不苛刻,可作为高效降解菌应用于反应

器中处理含吡啶的难降解废水, 还可以投加到泥浆

(刘江江 等, 2006)和土壤体系进行生物修复.另外,

如果能够证实W 12菌的 2个质粒为降解质粒,可以

将它们转化到可降解其它底物 (如污染环境中常与

吡啶共存的苯酚和喹啉 )的细菌中, 则可以得到具

有多种降解功能的基因工程菌.

5 结论 ( Conclusions)

1) 在试验温度范围内, W 12菌对吡啶的降解率

随着温度的提高而增大, 高温有利于 W12的生长,

从而使得W 12能更好的降解吡啶.

2) pH值对 W12菌降解吡啶有影响, 在 pH 值

为 4、5的酸性环境中, W 12菌基本不生长, 也不利

用吡啶; W 12降解吡啶的最适 pH值范围为 7~ 9.

3) 吡啶的降解时间随着吡啶初始浓度的增大

而增大.

4) 当投菌量分别为 0. 310、0. 886、1. 690 g# L
- 1

时,降解相同浓度的吡啶所需的降解时间分别为

36. 1 h、29. 9 h、26. 5 h, 这说明投菌量越大, 吡啶降

解越快.

5) W12质粒的脉冲场电泳试验发现 W12的 2

个质粒大小分别在 169 kb和 182 kb.

6) 质粒消除试验说明, W 12菌的质粒参与了编

码吡啶降解基因, 同时抗性试验说明质粒消除后

W12不再能在含有潮霉素的无机盐平板上生长. 这

一现象可以作为日后转化试验的筛选条件之一.
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