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高效复合菌降解氯代苯胺类化合物的特性研究
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摘要：对某工业污水处理厂曝气池中活性污泥进行了分离和驯化，得到了能以氯代苯胺类化合物为

碳源的高效复合菌群；通过好氧摇瓶实验，研究了复合菌群对氯代苯胺类化合物的生物降解特性，

并对 ,种单氯代苯胺进行了生物降解动力学分析 +结果表明：复合菌群的 -.值适应范围很广，但当
-.值降至 !/#时，氯代苯胺类化合物的生物降解受到明显抑制；降低化合物的初始质量浓度、增加
微生物量及添加苯胺生长基质等，能提高复合菌对氯代苯胺类化合物的去除率；生物降解速率因氯

化苯胺中氯原子取代位置不同而不同 +
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氯代芳烃及其衍生物是化工、医药、制革、电子等行业广泛应用的化工原料、有机合成中间体和有机溶

剂，大多数可在环境中高度持留，其中有多种被美国 342列为优先监测污染物［$］+这类化合物不仅对水生生
物能产生很强的毒性，易于在生物体内富集和累积，而且通过自然水体中的微生物降解作用很难消除其影

响［!!,］+国内外已对氯代苯胺类有机物的生物降解特性进行了研究，得到了一些此类化合物的降解菌［(!%］，而
对复合菌降解氯代苯胺的研究还很少 +为此，笔者对某工业污水处理厂曝气池中的活性污泥进行了驯化和分
离，得到了能够以氯代苯胺为碳源的复合菌群，并对 ,种单氯代苯胺的生物降解动力学特性进行了研究 +

! 材料与方法
! +! 材料
$/$/$ 目标化合物
邻氯苯胺，间氯苯胺，对氯苯胺 +

$ /$/! 污泥样品
污泥样品取自南京扬子石化净水一车间曝气池出口处，污泥质量浓度为 # 5 $" 6 7 8+

$/$/, 培养基及缓冲溶液
培养基参考文献［1］的方法进行配制，缓冲溶液参考文献［)］的方法进行配制 +

! +" 方法
$/!/$ 原始菌的活化与富集
取 !""98污泥并将其放入 $"""98的烧杯中，同时加入 !""98蒸馏水，曝气 !( :后静置 +取 $" 98污泥

上清液并将其加入 *"98的灭菌液体培养基中，置恒温摇床（温度 ,";，频率 $#" < 7 9=>）培养 () :+
$/!/! 菌悬液的制备
首先将富集后的菌液放入离心机（频率 (""" < 7 9=>）离心 $" 9=>，然后倾去上清液，再用缓冲溶液清洗两

三次，使菌体悬浮于缓冲溶液 +制成的菌悬液细菌总数约为 $ ? $")个 7 98+
$/!/, 氯代苯胺降解菌的驯化
采用添加苯胺和邻氯苯胺的选择性好氧摇瓶培养方法［*］驯化可降解氯代苯胺的复合菌群 +
在 !#"98已灭菌的锥形瓶中加入 $"98菌悬液、*"98灭菌选择培养基和一定量的苯胺储备液，使苯胺

初始质量浓度达到 $"96 7 8，置恒温摇床（温度 ,";，频率 $#" < 7 9=>）培养，# @转移接种 $次，并逐渐增加驯化
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物的质量浓度 !驯化 "轮后，苯胺和邻氯苯胺的质量浓度均达到 #$ %& ’ (!取 )$ %(此驯化液接种至 *$ %(灭
菌无碳源培养基中，加入一定量的苯胺和邻氯苯胺溶液，使其质量浓度达到 +%& ’ (，在上述条件下继续驯化 "
轮 !将最后一轮的驯化液作为后续实验的接种液 !经细菌总数测定，接种液的细菌总数平均为 ,-. / )$0 个 ’ %(!
在降解实验开始前对此接种液进行高效液相色谱分析，以确保无苯胺和邻氯苯胺残留 !
) -#-" 复合菌群对氯代苯胺的生物降解实验
采用好氧摇瓶培养法研究复合菌群对氯代苯胺的生物降解特性 !取一系列已灭菌的 #+$ %(锥形瓶，分

别加入一定量灭菌无碳源培养基、接种液及氯代苯胺溶液，置恒温摇床（温度 1$2，转速 )+$ 3 ’ %45）培养 )" 6!
同时做无菌空白对照实验，样品和对照均做一组平行实验 !
氯代苯胺质量浓度用 789:3;)+#+型高效液相色谱仪测定 !实验中所选流动相为 !（甲醇）’ !（水）< ,$ ’

1$，流量为 )-$%( ’ %45，分析波长为 #"* 5%，柱温为 "$2，进样量为 #+!(!

! 结果与讨论
! !" 氯代苯胺在不同条件下的降解特性

图 " 不同初始质量浓度下
邻氯苯胺的降解曲线

#$%&" ’$()*%+,),-$(. /0+1*2 (3 !4/56(+(,.$6$.*
,- )$33*+*.- $.$-$,6 /(./*.-+,-$(.2

#-)-) 有机物初始质量浓度的影响
为了研究不同初始质量浓度下氯代苯胺的降解特性，在 *$%(无

碳源培养基中加入 )$%(接种液和一定量的邻氯苯胺储备液后进行
了生物降解实验，实验结果如图 )所示 !
由图 )可知，邻氯苯胺的最终降解率随着邻氯苯胺初始质量浓

度的增加而逐渐降低，)" 6 时的降解率分别为 0*-.=，+.-1=，
1,-+=，同时，达到平衡状态的时间也逐渐延长 !这说明，邻氯苯胺初
始质量浓度对复合菌降解邻氯苯胺的效果有较大影响 !从毒理学角度
看，氯代苯胺类化合物能与微生物机体内的亲核成分（如蛋白质、酶等）

发生亲电作用，从而会破坏机体的正常新陈代谢过程［)$］!因此，随着溶
液中邻氯苯胺质量浓度的增加，更多的邻氯苯胺分子将穿过生物膜进

入微生物体内，并与机体靶位发生强烈的不可逆键合，从而会大大增强

邻氯苯胺的毒性，使一些微生物的代谢受到抑制，甚至停止 !
# -)-# 微生物量的影响
为了研究微生物量对邻氯苯胺去除率的影响，在一定量的灭菌无碳源培养基中分别加入 )$ %(，#$ %(，

"$%(，0$%(的接种液和邻氯苯胺储备液（邻氯苯胺初始质量浓度为 )$ %& ’ (）后进行了生物降解实验，实验
结果如图 #所示 !
由图 #可知，增加溶液中的微生物量，邻氯苯胺的去除率会有所提高 !这说明，环境中的微生物量对氯代

苯胺类化合物的降解效果有直接影响，有效菌的数量越多，所催生出的可降解氯代苯胺的酶或酶系就越多，并

最终导致被降解的氯代苯胺量越大 !因此，提高溶液中的微生物量，有助于提高氯代苯胺的生物降解效果 !
# -)-1 添加生长基质的影响
为了研究添加苯胺对邻氯苯胺生物降解的影响，在 *$%(的无碳源培养基中加入 )$%(的接种液和一定

量的邻氯苯胺和苯胺溶液后进行了生物降解实验，实验结果如图 1所示 !

图 ! 不同加菌量条件下邻氯苯胺的降解曲线
#$%&! ’$()*%+,),-$(. /0+1*2 (3

!4/56(+(,.$6$.* ,- )$33*+*.- 70,.-$-$*2 (3 8,/-*+$,

图 9 苯胺存在条件下邻氯苯胺的降解曲线
#$%&9 ’$()*%+,),-$(. /0+1*2 (3
!4/56(+(,.$6$.* :$-5 ;5*.(6 ,))*)
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由图 !可知，未添加苯胺时，初始质量浓度为 "# $% & ’的邻氯苯胺的最终去除率为 ()*!+，而当苯胺存
在时，邻氯苯胺的降解出现了迟滞期，但邻氯苯胺的最终去除率有了提高，达到 ,-*.+ /这说明，添加苯胺有
助于邻氯苯胺的生物降解，共代谢作用明显 / 012%34$等［""］认为，微生物对共代谢中的毒性反应具有自我恢
复功能，既可以提高生长基质的质量浓度或降低目标污染物的质量浓度，又可以恢复微生物的活性 /有关研
究表明，添加底物类似物能刺激降解菌的生长或提高其降解活性 /由于复合菌通过降解易降解的苯胺，自身
的数量及活性得到提高，所以有效地提高了对邻氯苯胺的降解效果 /

图 ! 不同 "#值条件下
邻氯苯胺的降解曲线

$%&’! (%)*+&,-*-.%)/ 01,2+3 )4
56078),)-/%8%/+ -. *%44+,+/. "# 2-81+3

-*"*5 水体 36值的影响
为了研究 36值对邻氯苯胺降解的影响，在 7# $’灭菌无碳源

培养基、"#$’接种液及一定量的邻氯苯胺储备液（邻氯苯胺初始
质量浓度为 "#$% & ’）中加入酸或碱，将 36值分别调节至 -*(，(*(，
.*(，7*(后进行了降解实验，实验结果如图 5所示 /
由图 5可知：当 36 8 -*(时，邻氯苯胺的降解受到明显抑制，甚

至停止；而当 36 8 (*( 9 7*(时，复合菌对邻氯苯胺均有明显的降解
作用，36 8 .*(时降解效果最佳 /其原因是，驯化过程中选定的 36
值均为 .*(左右，复合菌群已适应在中性条件下生长，过高或过低
的 36值均会使微生物对外界环境产生再适应的过程 /从毒理学角
度看，当 36 8 (*( 9 7*(时，邻氯苯胺大部分以分子态形式存在，这
种状态使其更易溶入细胞，导致邻氯苯胺降解；而随着溶液中氢离子质量浓度的增加，生物膜内外存在的氢

离子质量浓度梯度遭到破坏，膜上线粒体中 :0;的合成受阻，使携带质子的邻氯苯胺更易透过生物膜，并与
机体靶位发生强烈的不可逆键合，从而大大增强邻氯苯胺的毒性，并抑制复合菌对邻氯苯胺的降解作用［"-］/
5 /5 9种单氯代苯胺的生物降解动力学分析
为了分析单氯代苯胺的生物降解动力学特性，在 7#$’的无碳源培养基中加入 "#$’的接种液和一定量

的单氯代苯胺储备液（邻、间、对氯苯胺的初始质量浓度分别为 "#$% & ’，"#$% & ’，($% & ’）后进行了降解实验，
并采用线性回归分析方法对实验结果（图 (）进行了处理，得到了反应动力学方程及半衰期，如表 "所示 /

图 : 氯代苯胺化合物的生物降解曲线
$%&’: (%)*+&,-*-.%)/ 01,2+3

)4 078),)-/%8%/+3

表 ; 氯代苯胺的生物降解动力学方程
<-=8+ ; >?/-@%0 +A1-.%)/ 4), =%)*+&,-*-.%)/ )4 078),)-/%8%/+3

化合物
反应动力

学方程

速率常数

! " <= "
半衰期

#" "- " <
相关

系数

邻氯苯胺 >2［!"（$%·’= "）］8 = #*"#-（ # " <）? -*!- #*"#- ,*. #*7"
间氯苯胺 >2［!"（$%·’= "）］8 = #*#()（ # " <）? -*!- #*#() "-*# #*75
对氯苯胺 >2［!"（$%·’= "）］8 = #*#((（ # " <）? "*,! #*#(( "-*, #*7-

注：# 为反应时间；!为 # 瞬时有机物的残留质量浓度 $

9 结 论

-’ 通过对工业污水处理厂曝气池中活性污泥的分离和驯化，得到了能以氯代苯胺类化合物作为碳源的
高效复合菌群 /

=’ 复合菌群对氯代苯胺类化合物的降解率随化合物初始质量浓度的提高而降低，随微生物量的增加而
增加；当 36!.*(时，降解效果最佳；当 36 8 -*(时，微生物的降解受到抑制；添加生长基质苯胺有助于提高
氯代苯胺类化合物的生物降解效果 /

0’ 氯原子取代位置的不同对氯代苯胺类化合物的生物降解速率有较大影响 /通过对复合菌群降解氯代
苯胺类化合物反应过程的分析，得到了 !种化合物的最终去除率、降解速率常数以及半衰期 /邻氯苯胺的最
终去除率达到 ,#+，明显高于间氯苯胺和对氯苯胺的最终去除率 /
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