
第 !" 卷第 # 期

!$$% 年 # 月

水 资 源 保 护

&’()* *)+,-*.)+ /*,().(0,1
2345!" 135#
6785!$$%

基金项目：国家“9:;”计划资助项目（!$$".<"#%=$=）；国家科技攻关计划子专题（!$$;<’>#"’!#$!$#）

作者简介：张兰英（#9"%—），女，吉林长春人，教授，博士生导师，主要从事现代环境微生物技术研究。)?@7A4：BC78D4EF G4H5 IJH5 K8

低温苯胺降解菌的筛选及其特性
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摘要：通过驯化培养，从含苯胺的管道污泥中分离出 # 株高效苯胺降解菌 :L ，在苯胺质量浓度低于 = =$$@D M N
的普通培养基中均可生长。: L 菌株降解苯胺的最适温度为 ;$O，经低温驯化后，#$O和 ;$O时对苯胺的降

解率接近，最适 PQ R :S$，当苯胺质量浓度在 "$$@D M N 以下时，对该菌不表现出明显抑制作用。在苯胺质量

浓度 !$$@D M N 的无机盐溶液中，#$O下培养 >$ C 可使苯胺降解率达 %9S#"T，降解符合二级动力学模型。经

鉴定，该菌株为假单胞菌属。
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在地下环境中，硝基苯及其他物质很有可能被转

化为苯胺，导致苯胺含量不断增加。苯胺属芳香族化

合物，难降解，能经皮肤、呼吸道和消化道吸收，长期

与苯胺接触可引起肝癌或皮肤癌，还可导致人体急性

中毒，产生头疼、眩晕、记忆力下降、呼吸不畅甚至窒

息死亡等症状，严重污染环境和危害人体健康［#!;］。

国内对苯胺的微生物处理多在常温下进行［"!=］。

东北地区气温较低，限制了常温苯胺降解菌的应用。

笔者从某管道污泥中分离出 #; 株以苯胺为碳源、氮

源和能源的菌株，经复筛获得 # 株高效降解苯胺的

: L 菌株，并对该菌株进行低温驯化，对降解苯胺的

最适条件进行了研究。

D 实验部分

D 5D 材料

(E 菌种来源为管道污泥。

BE 培养基。"富集培养基：蛋白胨 #$D，葡萄糖

# D，17.4 为 # D，̂Q!/," 为 # D，苯胺按需加入，蒸馏水

为 #$$$@N，PQR :S$ _ :S!；#基础培养基：17.4 为 #D，

!̂Q/," 为 # D，̂Q!/," 为 ; D，‘D+,"·:Q!, 为 $S= D，

蒸馏水为 #$$$@N，PQ R :S$ _ :S!（在进行模拟地下

水去除苯胺化合物的试验时，用东北某地下水代替

蒸馏水配置上述基础培养基）；$牛肉膏蛋白胨培养

基：牛肉膏 = D，蛋白胨 #$ D，17.4 为 = D，蒸馏水为
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!"""#$，%& ’ ()*。

! +" 方法与实验

#$ 菌种的诱变与驯化。在 *,"#$ 的三角瓶中，

加入富集培养基 -,#$（苯胺质量浓度 *""#. / $），再

加入污泥 , .，置于 0"1下，!*" 2 / #34 摇床培养，( 5
为 ! 个驯化周期，每个周期结束后以 !"6的接种量

接入新鲜的富集培养基中，同时苯胺质量浓度由

!"#. / $、," #. / $、!"" #. / $、*"" #. / $ 逐 渐 递 增 到

,""#. / $，在此期间每隔 ! 5 将驯化菌液置于一定剂

量的紫外光线下诱变若干时间。为保证菌体良好生

长，在驯化过程中每天定时检测驯化液的 %& 值变

化情况，及时将 %& 值调至 ()" 7 ()* 之间。待富集

培养液中的苯胺质量 浓 度 达 到 ,"" #. / $ 且 驯 化

( 5 后，用苯胺质量浓度 ," #. / $ 的基础培养基代替

富集培养基，培养 !- 5 后，将富集培养液适当稀释，

将稀释液用涂布法在以苯胺为唯一碳源和氮源的基

础培养基（苯胺质量浓度 *""#. / $）上，*81培养，挑取

单菌落，反复划线纯化，将所得菌株接种于苯胺质量浓

度 ,""#. / $ 的牛肉膏蛋白胨斜面上，-1冰箱保存［9］。

%$ 菌种的低温驯化。在苯胺质量浓度 *""#. / $
的牛肉膏蛋白胨培养液中投加筛选出的 ( : 菌株，在

转速 !*" 2 / #34、!"1下避光培养驯化，当苯胺质量浓

度低于 ,"#. / $ 时，追加投入苯胺，反复驯化直至驯

化成功。

&$ 苯胺降解能力的测定。定时测定细菌生长

过程中苯胺的残存量，以苯胺降解率来表示菌株对

苯胺的降解能力。测定时以不接菌对照瓶加入无菌

水作为苯胺浓度的平衡条件，以对照瓶摇床培养后

的苯胺浓度作为试验培养前的苯胺标准浓度。

’$ 生长曲线的测定。参考《工业微生物实验技

术手册》［(］。

" 结果与讨论

" +! 细菌的分离筛选及鉴定

经富集、驯化、筛选和纯化，共得到以苯胺为唯

一碳源、氮源和能源的细菌 !( 株，对这些菌株进行

复筛，得到 ( : 菌株对苯胺有较好的降解能力。该菌

株在牛肉膏培养基上长出菌落，颜色为乳白色，菌落

为圆形，边缘整齐，低凸，腊状，有光泽，直径 "), 7
*##，在显微镜下呈杆状（如图 !）。革兰氏阴性，非

发酵属。此菌为无鞭毛、无荚膜、无芽孢并具有多形

性的菌，单个存在或成对排列，有时形成短链。

根据 ( : 菌株在牛肉膏蛋白胨平板上的菌落形

态、个体形态、染色反应和生理生化反应，用 ;3<=<.
细菌鉴定仪鉴定，( : 菌株的代谢指数与标准菌株铁

角 蕨 假 单 胞 菌（ !"#$%&’&()" )"*+#(,, ）的 >?@值 为

图 ! ( ) 菌株的形态

")*",，A?>B 值为 *)!。

" +" ( ) 菌株对不同苯胺浓度的忍耐力考察

吸取含菌 9" 万个 / #$ 细胞悬浮液 ")! #$，分别

加入到苯胺质量浓度 !""，*""，0""，-""，,""，! """，

*"""，0"""，,"""，, ,""，9 """ #. / $ 的牛肉膏蛋白胨

培养基中，制成平板，*81培养 -8 C，通过菌落生长

考察其忍耐力［8］，结果见表 !。从表 ! 可以看出，该

菌株对苯胺的忍耐力为 , ,"" #. / $，在 9 """ #. / $ 的

牛肉膏蛋白胨平板上无菌落长出。

表 ! ( )

!
!!!

菌株在不同浓度苯胺培养基中的生长情况

苯胺质量浓度 /
（#.·$D !）

长出菌

落数 /个
苯胺质量浓度 /

（#.·$D !）

长出菌

落数 /!! 个

!!!"" !,*" *""" 9-

!!*"" !0-" 0""" 0!

!!0"" (8" ,""" !,

!!-"" 9-" ,,"" 0

!!,"" *9E 9""" "
!""" !-8

" +* 温度对 ( ) 菌株降解苯胺的影响

在不同温度（!"1，*"1，*,1，0"1，0,1）下摇床

培养 -8 C，基础培养基苯胺质量浓度为 *"" #. / $，%&
’ ()"，培养 -8 C 后取样测定苯胺降解率如图 * 所示。

结果表明，(: 菌株降解苯胺的最佳温度为 0"1。

对 ( : 菌进行低温驯化，然后用上述方法进行不

同温度对苯胺降解效果影响实验。结果（图 0）表

明，该菌在驯化后，在 !"1左右其降解能力接近于

室温条件下的降解效果，该菌可作为地下水中苯胺

的降解菌种。

图 " 温度对 ( ) 菌株

降解苯胺的影响

图 * 驯化后温度对 ( ) 菌株

降解苯胺的影响

" ++ %& 值对 ( ) 菌株降解苯胺的影响

在不同 %& 值下苯胺质量浓度 *"" #. / $ 的基础
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培养基中，!"#摇床培养 $% &，测定苯胺的降解率，

结果表明：’ ( 菌株降解苯胺的最佳 )* + ’,"（图 $）。

图 ! "# 值对 $ % 菌株降解苯胺的影响

& -’ $ % 菌株在不同生长期对降解苯胺的影响

在苯胺质量浓度 ."" /0 1 2 的无机盐溶液中，按

!"3接种量接入活化后的苯胺菌悬液（含菌量 !"4

个 1 /2），!"#避光培养，摇床转速为 !5" 6 1 /78，定时

取样测苯胺降解率及生物量，其中苯胺用 *92: 测

试，生物量用紫外分光光度计测定菌液的 ;< 值，

!+ $." 8/。结果如图 5 所示。

图 ’ $ % 菌株生长 降解曲线

由图 5 可知，苯胺菌在开始的 $% & 内生长缓慢，

处于适应期阶段，对苯胺的降解非常缓慢，仅仅为

=’,==3；在 $% & 后进入指数生长期，对苯胺的降解

率也大幅度增加，%$ & 达到了 4$,5>3；%$ & 后苯胺

菌进入静止期和衰亡期，对苯胺的降解率虽有增加，

但是一直在 4%3左右。在菌生长过程中，对苯胺的

降解符 合 二 级 动 力 学 降 解 模 型，拟 合 系 数 !. +
",45=5，如图 > 所示。因此，应该利用处于指数生长

期的苯胺菌对苯胺进行降解。

图 ( 苯胺降解动力学曲线

& -( 重金属离子对 $ ( 菌株降解苯胺的影响

在苯胺质量浓度 ."" /0 1 2 的基础培养基中，添

加各种重金属离子，接入 ’ ( 菌株，在 !"#、)* + ’,"

的条件下，摇床培养 $% &，测定对苯胺的降解率（. 组

数据，取平均值），如表 . 所示。结果表明：所试浓度

的重金属离子对 ’ ( 菌株的降解均具有抑制作用，其

中以 *0. ? 和 @0? 最为明显。

表 & 重金属离子对 $ %

!
!!!

菌株降解苯胺的影响

重金属离子
浓度 1

（//AB·2C !）

降解

率 1 3
重金属离子

浓度 1
（//AB·2C !）

降解

率!! 1 3
*0D;$ ","!" " E7D;$!! ! !=,5
@0.D;$ ",".5 " F8:B.!! ! $=,>
:GD;$ !,""" !’,5 对照 " 4>,!

& -$ $ % 菌株对取代类苯胺化合物的降解

为了检验 ’ ( 菌株是否能利用取代类苯胺化合

物，分别以各种取代类苯胺化合物（E 甲苯胺，E，E
二甲苯胺，对氨基苯甲酸）代替苯胺配制基础培养基

并制成平板接种 ’ ( ，="#培养 .$ &，观察该菌是否

能生长［4!!"］。结果表明：’ ( 菌株除了可以利用苯胺

为碳源、氮源和能源生长外，还可以利用其他取代类

苯胺化合物作为碳源、氮源。

& -) $ % 菌株对模拟地下水中苯胺的去除

用取自吉林市某厂地下水代替蒸馏水制备基础

培养基，)* 值调到 ’,"，高压灭菌，加入过滤除菌后

的苯胺（质量浓度 ."" /0 1 2）作为唯一碳源氮源，接

入 ’ ( 菌株，!"#摇床培养，每隔 .$ & 测定苯胺的降

解率［!!］，结果见图 ’。可以看出，’ ( 菌株在模拟水

中对苯胺仍保持较高的降解率，但用地下水制备的

培养基对 ’ ( 菌株的降解有一定的抑制作用，且 .$ &
内苯胺的降解率很低，这可能是吉林市双苯厂地下

水中有机成分复杂而延长了菌株的适应期。由以上

试验可以看出，’ ( 菌株对苯胺既有很强的抗性，又

有较高的降解能力，是处理地下水苯胺的理想菌株。

图 $ $ % 菌株在模拟废水中的降解

* 结 论

综上所述，在低温条件下，’ ( 菌株可以有效降

解高浓度苯胺，当 )* 值为 ’," 左右，对质量浓度

.""/0 1 2的苯胺废水可高效降解，= H 降解率就达到

了 4"3以上，对质量浓度 .""/0 1 2 以上的苯胺也有

明显降解作用。这说明可以利用 ’( 菌株在低温下对

高浓度的苯胺废水通过生化方法进行处理，为以后东

北地区低温处理苯胺提供依据。 （下转第 5% 页）
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低。因此在反应过程中，需要曝入氧或其他的电子捕

获剂来捕获光生电子，提高光催化活性。而 !"# 是 $!
型半导体，由于表面吸附氧的存在，相当于增加了受

主杂质，可接受满带中被紫外光照射而激发的电子，

使满带中的空穴增加。随着满带中被激发的电子增

多，氧以负离子态吸附可以一直进行［%］，减少了电子

与空穴的复合几率，减少了对曝氧的依赖性。因此在

未曝氧或其他电子捕获剂存在的条件下，!"# 对染料

&!’( 溶液的光催化活性优于 $!)* +"#)。

! ," 催化剂的重复利用

表 ) 是 -../0 样品 1 在紫外灯照射下，降解染料

2’(! 溶液 ) 3，抽滤，干燥后，经 4 次循环使用的脱色

率变化情况。由表 ) 可知，新制备的催化剂活性较

高，第 - 次回收后的催化剂的活性有一定的降低，催

化剂部分失活的原因可能是由于反应中的有机物吸

附在催化剂的表面上，导致催化剂活性中心减少。另

外经过第 - 次使用，以后几次的使用中催化剂的性能

相差不大，说明新制催化剂表面的一些活性位在光反

应中被钝化后，催化剂的活性变得比较稳定。4 次循

环使用后，其脱色率仍可保持在 5.6以上，故该催化

剂可多次循环利用。

表 ! !"#

!!!

重复利用的降解效果

使用次数 脱色率 7 6 使用次数 脱色率

!! 7 6

!!- -..8. 4 598-
) 5:8) 9 5-8;

# 结 论

通过对 !"# 催化剂的用量、光照和烧结温度等因

素的分析，得出 !"# 在紫外光照射下，最佳用量为 -..
/0，热处理温度在 4*.<时催化活性最佳。在未曝入

#) 的条件下，对蒽醌染料 &!’( 和 2’(! 的模拟废水

有着极高的催化活性，优越于 $!)* +"#) 光催化剂，并

且该催化剂可多次循环利用。
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