
北京大学学报(自然科学版)，第44卷，第2期．2008年3月

Acta Scientiarum Naturalium Universitatis Pekinensis，V01．44。No．2(Mar．2008)

假单胞杆菌BC001对吡啶和喹啉的生物去除
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摘要从首钢焦化厂废水处理系统的活性污泥中分离出1株能在高浓度的吡啶(约400 mg／L)和喹啉(约500 m∥L)

双基质条件下良好生长的细菌，经16S rDNA及生理形态特征鉴定为假单胞杆菌(Pseudomonas sp．BC001)，它对吡啶

的去除主要通过生物吸附，而对喹啉的去除包括生物吸附和降解两个阶段。该菌能利用喹啉作为唯一的碳源和氮

源代谢生长．适量的外加碳源对喹啉降解具有促进作用，经检测喹啉降解的中间产物主要为2．羟基喹啉和8．羟基

香豆素，氮的主要代谢终产物为NH；。
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Biological Removal of a Bacterial Strain Pseudomonas sp．BC001

on Pyridine and Quinoline
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Abstract An aerobic Gram·negative bacterium BC001 was isolated from the activated sludge in the coking wastewater treatment

plant of Capital Iron and Steel Corporation and identified柚Pseudomonas 8p．according to 16S rDNA gene sequence analysis and

physiological characters．The strain grew well in the hish concentrated substrates of pyridine(about 400 ms／L)and quinoline

(about 500 ms／L)．For pyridine，the biological removal wag only by biosorption，while for quinohne，it included two phases of

biosorption and biodegradation．The strain could utihze quinoline ag its sole carbon source and nitrogen source，and the

biodegradation would be promoted by external carbon source with proper dosage．Main intermediate products in the metabolic

pathway
of quinoline were detected a8 2(1H)-quinolinone and 8-hydroxyeoumarin，and Nrl；WaS confirmed to be the final nitrogen

metabolic product．
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目前工业生产每天都产生和排放大量的芳香族

化合物，这其中大约有2／3都是杂环化合物⋯。杂

环化合物被广泛应用于工业溶剂、染料、炸药、医药

及农药等领域【2】。吡啶、喹啉是两种典型的含氮杂

环化合物，常见于焦化废水、炼油废水、农药废水等，

具有较大的刺激性气味、毒性、致癌性及致畸性，对

人类、动植物及环境都具有很大危害，由于它们对大

多数微生物具有毒害作用，因此都属于难生物降解

的有机物。利用生物强化技术处理杂环难降解有机

物成为目前研究的热点之一，该技术向废水处理系

统中投加特异性降解菌株，可以在不改造现有处理

设施的基础上，提高污水处理的范围和能力旧1；但

是，由于该方法中微生物的作用机制难以掌控，一些

生物强化系统的处理效果并不理想，有的甚至是完

全失败的H，o因此进一步研究微生物的作用机理及

代谢过程显得尤为重要。在以往的研究中，发现特

国家。863”计划探索导向类课题(2006AA062336)和北京市自然科学基金(S073028)资助项目
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异性降解吡啶的细菌主要包括Bacillus coagulans”1，

Nocardioides sp．[刮。Pimelobacter sp．【引，Pseudomonas

putida【8]，Pseudomona3 sp．【91等；降解喹啉的细菌主要

包括Pseudomonas stutzeri．¨⋯，Rhodococcus sp．¨“，

Burkholderin pickettii【l2|，Comamonas sp．¨纠等。另夕h，

白腐真菌对吡啶、喹啉也有一定的降解功能¨4’¨1。

上述研究主要集中在单基质条件下微生物的降解过

程及代谢途径，而对双基质条件下尤其是吡啶、喹啉

含量都较高时，微生物的生长及生物去除方式研究

较少。另外，关于喹啉代谢途径的研究虽然很多，研

究者也提出了各种可能乜’1¨8J，但仍然没有得出定

论，并且很少提到氮的转化途径。

由于假单胞菌能利用很多有机物作为自身生长

繁殖所需的碳源和能源，因此在环境微生物中占有

重要的地位。本研究从首钢焦化厂废水处理系统的

活性污泥中分离出1株假单胞杆菌(Pseudomonas

sp．)，对其在高浓度吡啶、喹啉的基质条件下的生物

去除及对喹啉的微生物降解途径进行了实验研究，

为以后进行生物强化实验及降解基因的获取提供了

良好的生物材料及其特性参数。

1材料与方法

1．1活性污泥的驯I化

从首钢焦化厂废水处理系统中取活性污泥样

本，在用多层纱布封口的容器中进行间歇性曝气。

定期加入适量吡啶、喹啉以及焦化废水原水，以强化

可能存在的降解菌的降解能力和多样性，同时加入

磷酸盐缓冲液以及微量元素溶液，以保证正常代谢

活动所需要的pH值和必要成分。驯化共进行了

40天。

1．2菌种的富集、分离及纯化

取100 mL驯化后的活性污泥于250 mL锥形瓶

中，加人0．01％的焦磷酸钠及数粒玻璃珠，在30℃，

180 r／rain摇床下振荡30 min以充分混匀，取出后在

5000 drain下离心10 min。将沉淀混匀至100 mL含吡

啶200 ms／L，喹啉200 mgL的无机盐培养基(每L培

养基含4．26 g Na2HP04，2．65 g KH2P04，0．2 g MgSO。‘

7H20，0．02 g CaCl2，0．0012 g MnS04。H20，以及1 mL

微量元素溶液)¨2|，在30℃，180 drain摇床下振荡培

养5天；移取5 mL菌悬液至100 mL含吡啶300 ms／L，

喹啉300 ms／L的无机盐培养基，在30℃，180 r／rain摇

床下振荡培养4天。取0．1 mL菌悬液转至含1．9％

琼脂的无机盐固体培养基，涂布稀释分离，再经平板
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划线分离纯化，由此分离出l株能在吡啶、喹啉双基

质下生长的细菌，命名为BC001。

1．3菌种的16S rDNA鉴定

以TIANGEN细菌基因组DNA提取试剂盒提取

BC001的基因组DNA，根据文献[19]设计引物进行

PCR片断基因扩增。引物序列为27F：5 7 AGAG

’肌ATCATGGCTCAG 3’；1492R：5’TACGGTrACCTI'
GTYACGACTY 37。PCR设定程序为：94℃预变性

2 min；94℃变性1 min，55℃退火l rain，72℃延伸

1 min，共30个循环；最后72℃终延伸15 min，4℃保

存。经切胶回收纯化PCR产物后，送至TIANGEN公

司测序。测序结果通过GenBank的BLAST进行同源

性比对。

1．4降解实验方法

向100 mL LB液体培养基旧1加入吡啶、喹啉各

O．05 mL防止杂菌的侵入及保持菌生长活力，富集培

养。菌液离心，液体无机盐培养基洗涤3次以去除

表面杂质，再转移至液体无机盐培养基，制备成菌悬

液。各取10 mL菌悬液加入3个90 mL以吡啶、喹啉

及吡啶加喹啉作为唯一的碳源和氮源的液体无机盐

培养基中，封口膜密封，在30℃，180 r／min的摇床中

振荡培养。每隔一定时间取少量样品用0．45 gm的

滤膜过滤后进行分析测定。设3个未加菌的灭菌培

养基，进行同等条件下的空白对照实验。外加碳源

实验是在无机盐培养基中加入一定比例的葡萄糖后

进行的，同时为了缩短抑制期的时间，取l mL上述菌

悬液转入100 mL含有400 mg／Lgl七啶及500 mg／L喹啉

的无机盐培养基进行培养，然后取一定量新鲜培养

液转入含有葡萄糖、吡啶、喹啉的无机盐培养基进行

降解实验，同时设未外加碳源的对照实验。

1．5分析方法

吡啶及喹啉浓度通过高效液相色谱(岛津

LCl0ADvP，SPDIOAvP UV．Vis Detector；Diamonsil C18色

谱柱，250×4．6 mm，5 ttm)钡0定。流动相为V甲尊：V求

=4：1，流速为l mL／min；吡啶检测波长为254 nm；喹

啉检测波长为275 rim(高浓度)和230 am(低浓度)，

进样体积均为10“L。．

菌体浓度通过岛津UV2401型紫外可见分光光度

计测定，吸收波长为602 Hill，投菌量通过干重法测定。

喹啉降解过程中，在不同时间取样，样品经

0．45／．tm滤膜过滤后，再经二氯甲烷等体积萃取，用

预先烘干的无水硫酸钠过滤后，在GC／MS(Agilent

6890N GC／5973 MSD。DB．5MS毛细管柱，30 in×
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0．25 mm x 0．25；tm)上进行中间产物的定性分析。

色谱柱升温程序为：初始温度为40℃，保持2 min，以

5℃／rain的速度升温至250℃，保持5 min，继续升温

至280 oC，保持2 min。离子源温度为200℃，电子能量

为70 eV。

不同降解时间段，样品溶液中NH4+的浓度用

Ammonium test kit QUANTOFIX(Sigma-Aldrich，

Germany)测定。

2结果与讨论

2．1 BC∞1鉴定结果

通过显微镜观察BC001的形态特征并经革兰

氏染色，确定其为1株杆状、革兰氏阴性细菌。测定

该菌的16S rDNA基因序列，经BLAST同源性对比，

发现其与Pseudomortas sp．OCR7(AB240203)的同源

性在99％以上。综合上述生理形态特征及16S

rDNA鉴定结果，确定该菌为假单胞杆菌

(Pseudornonas sp．)。

2．2 BC001对吡啶和喹啉的生物去除

在吡啶、喹啉单基质以及吡啶和喹啉双基质条

件下，考察BC001对2种杂环化合物的生物去除，接

种量均为0．062 g／L，实验结果如图1及图2所示。

从图1(a)可以看出，BC001对吡啶的去除主要

是生物吸附作用，并且在短时间内完成，随着时间的

推移，吸附量逐渐趋于稳定。同时可以推断吡啶自

身所含的碳氮源不能直接被BC001所利用；从图

1(b)中可以看出BC001对喹啉的去除主要经过两个

阶段：生物吸附及生物降解。初期吸附后，微生物生

长进入停滞期，停滞期的产生主要是由于BC001从

LB培养基转入到含有喹啉的无机盐培养基，需要适

应新的可利用的碳、氮源及一个新的生长环境。因

此，这段时间，微生物生长速度很慢。停滞期大约需

要9 h；此后进入微生物降解阶段，喹啉的降解速率

很快，其浓度几乎呈直线性下降，菌的生长也同时进

入对数期；大约在20．5 h后，99．9％的喹啉被降解。

说明BC001在好氧条件下能以喹啉作为唯一的碳

源和氮源。

从图2可以看出，BC001在吡啶和喹啉双基质

条件下，对吡啶的去除还是通过生物吸附，对喹啉的

去除仍包括生物吸附及生物降解两个阶段，说明

BC001对吡啶、喹啉的去除作用机理并未发生变化。

对比图2及图l(a)，尽管BC001在不同基质下

对吡啶的去除同为生物吸附，但去除量及趋势有所

t|h

(a)BC001对吡啶的去除

t|h

(b)BC001对喹啉的去除

图1吡啶、噻啉单基质条件下BC001的生物去除

Fig．1 Bio-removal of Pseudomonas sp．BC001 on single

substrate of pyridine or quinoline

图2吡啶和睦啉双基质条件下BC001的生物去除

Fig．2 Bio-removal of Pseudomonas sp．BC001 011 two

substrates of pyridine and quinoline

不同。由于在吡啶单基质条件下，BC001并没有生

长，生物吸附主要发生在初期阶段；而在双基质条件

下，生物吸附过程不仅包括初期阶段的吸附，同时还

包括微生物生长期时的生物吸附，这是因为BC001

能利用另一种基质——喹啉作为碳氮源进行生长，

因此，随着菌体密度的增加，吡啶的吸附量逐渐增

大，这和单基质条件下吡啶浓度趋于平衡有所不同。

对比图2及图l(b)，在双基质条件下，吡啶的

239

  万方数据



北京大学学报(自然科学版) 第44卷

存在并没有延长BC001的生长停滞期的时间。这

说明在双基质条件下，吡啶的存在没有明显“干扰”

BC001对喹啉这个新的可利用的碳氮源的适应。因

此，在双基质条件与单基质条件下，停滞期的长短主

要取决于BC001对新的可利用的碳氮源的适应时

间长短。而吡啶在停滞期时只是扮演了一个碳氮源

不可利用的“杂质”角色。但当BC001进入生长期

时，吡啶的存在对喹啉的生物去除及BC001的生长

都有一定的抑制作用，这主要体现在两方面：首先，

从降解的速率来看，单基质条件下去除98．4％的喹

啉需要13．5 h，而双基质条件下同样去除98．4％的

喹啉则需要16．5 h；其次，对比相同时间段菌体密度

的大小可以发现，当微生物生长进入对数期后，单基

质条件下的微生物生长速度总是比双基质时的生长

速度快。这与文献[21]报道的瓦呼吸仪测定结果基

本相同。这说明在双基质条件下，吡啶由于自身的

毒性对BC001的生长造成了一定的影响，使其不能

有效地利用喹啉中的碳氮源，从而造成喹啉的降解

速率及微生物生长速率在一定程度上的下降。而这

时，吡啶的角色从“杂质”转换成“抑制剂”。

2．3外加碳源对喹啉生物降解的影响

吡啶本身的碳氮比为4．3：1，喹啉本身的碳氮

比为7．7：l。均不能满足(20。30)：1的微生物生长

的最佳碳氮比，因此可向培养基中加入易于被微生

物利用的碳源，考察能否产生协同作用而促使微生

物利用吡啶或促进喹啉的生物降解。实验选择葡萄

糖为外加碳源，吡啶、喹啉基质的起始浓度约为400

和500 mg，L左右，接种量均为0．14 g，L。

实验发现：在吡啶单基质条件下以及吡啶与喹

啉共存的双基质条件下，不同的葡萄糖投加量均不

能促使BC001降解吡啶，因此，可以确定吡啶本身

的碳氮源在有外加碳源的情况下仍然不能被BC001

所利用。

以吡啶与喹啉共存的双基质条件下，外加碳源

对喹啉生物降解的影响如图3所示。

外加2．0 g／L葡萄糖使原双基质体系中可利用的

碳氮源比例提高到21：1，经过初期吸附后，喹啉的

降解速率明显比不加葡萄糖的降解速率快，8 h后

98．9％的喹啉可以被BC001降解，而在不加葡萄糖

的双基质条件下，喹啉降解需要近17 ho外加5．8 s／L

葡萄糖使原双基质体系中可利用的碳氮源比例进一

步提高到46：1，在初期的生物吸附之后，从总体上

看，喹啉的降解速率反而比不加葡萄糖的降解速率

，
0
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图3双基质条件下外加碳源对喹啉生物降解的影响

Fig．3 The effect of external carbon BOtlrce on quinoline

biodegradation in two substmtes

慢。这些实验结果说明：适量的外加碳源能使微生

物生长可利用的碳氮源达到较好的比例，从而对喹

啉的降解具有促进作用，这与文献[22]报道的结果

相同；但是过多的外加碳源则会抑制喹啉的降解，这

是因为一方面相对过量的外加碳源使得微生物不能

有效利用氮源，另一方面相对过量的碳源在微生物

的生长和代谢过程中可能使得溶液体系的pH值产

生变化(如酸化)或产生了其他代谢产物，从而使微

生物的生长和代谢受到一定程度上的抑制。

此外，对比图3和图2可以发现，由于采用新鲜

的无机盐培养液作为接种液，同时增加了接种量，生

物降解的抑制时间大大缩短；这说明细菌抑制期的

长短主要取决于接种量、菌自身的活力以及基质条

件等综合因素。

2．4 喹啉生物降解的中间产物及终产物

在以HPLC测定吡啶浓度的过程中，没有发现

非吡啶的“杂质峰”，这也从侧面说明了BC001对吡

啶只是生物吸附而没有生物降解；但在以HPLC测

定喹啉浓度的过程中，发现有其他物质的峰，估计为

喹啉降解的中间产物峰。因此，可通过GC／MS对

BC001的代谢途径做进一步的分析。

经过多次对不同时间段喹啉降解产物的GC／MS

分析，确定了生物降解的主要中间产物BC001降解

喹啉的中间产物的质谱图及所对应有机物的标准谱

图，如图4和图5所示。

检测发现BC001降解喹啉的两种中间产物分

别为2．羟基喹啉(图4)及8．羟基香豆素(图5)，与标

准谱图的相似度都在90％以上，这与以往研究假单

胞菌降解喹啉的中间产物是相同的¨0’引，同时2．羟

基喹啉也出现在皮氏伯克霍尔德氏菌呤¨降解喹啉

的中间产物中。

BC001降解喹啉过程中，对NH；浓度的监测结
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图4喹啉降解中间代谢产物1

Fig．4 Intermediate metabolite 1 of quinoline biodegradation
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图5哇啉降解中间代谢产物2

Fig．5 Intermediate metabolite 2 of quinofine biodegradation

果发现：随着喹啉浓度的不断降低，Nil,+的浓度不

断升高，最后达到一个稳定的数值。这时，喹啉已被

降解完全，估算氮转化率在50％以上。监测结果表

明降解过程中，喹啉中的氮除了一部分用于维持微生

物正常的生长需求外，其余部分大多被转化为NI-E+。

因此，推断BC001对喹啉的部分降解途径为：
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3 结论
1)经16S rDNA鉴定、生理形态观察及革兰氏

染色，表明由首钢焦化活性污泥中分离得到的

BC001菌株属于假单胞杆菌(Pseudomonas sp．)，革兰

氏阴性菌。

2)BC001对吡啶的生物去除主要是生物吸附，

而对喹啉的生物去除包括生物吸附和生物降解，即

该菌在好氧条件下可以喹啉为唯一的碳源和氮源生

长；在吡啶和喹啉共存的双基质条件下，BC001对喹

啉的降解速率相比于单基质条件下有所降低。

3)适量的外加碳源能提高双基质条件下喹啉

的生物降解速率，但过量的外加碳源则对降解有一

定的抑制。

4)经GC／MS检测，BC00l降解喹啉的中间产物

主要有2．羟基喹啉和8一羟基香豆素。N町浓度监

测发现喹啉中的部分氮转化为NHf。

[8]

[9]

[10]

[12]

[13]

[14]
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