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S庇f咒PZ励ZDpg勋PD讹s BC026 对吡啶的降解特性研究
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摘要：从首钢焦化厂的污水处理系统中分离l株能以吡啶为唯一碳、氮源的细菌Bc026，它具有自絮凝特性，对卡那霉素、氨苄

青霉素和壮观霉素具有抗性，可在阿须贝无氮培养基中良好生长．通过16s rRNA序列分析和BioIog微生物鉴定系统鉴定，确

定该菌为鼽i蒯缸加咖渤．纯菌对单基质的降解实验表明。在30℃、180 r，min和PH为7的条件下，当投菌量为0．1 g，L时．
Bc026可在17 h内将400 mg，I州[啶完全降解；在毗啶初始浓度为99一l 806 mf；，L的无机盐培养基中，Bc026均能保持降解活性，

较高初始浓度的吡啶对Bc026的生长产生一定抑制，但Bc026在适应后对吡啶的降解速率较快；降解最适温度为30—35℃，最

适pH为8．Bc026对吡啶的代谢途径研究表明：降解的第一步是断开吡啶的2条c—N链，生成氨氮和戊二醛，随后戊二醛被

氧化为戊二酸，并最终转化为二氧化碳和水；吡啶中的氮有59．5％转化成氨氮．
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Biodegradation of Pyridine by S^讥P蹈口zD妇留勋PD云d匆s BC026
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A咖ct：A bacterial stmin BC026 capable of utilizing Pyridine鹊its∞le source of carbon and nitmgen w聃i∞Lated f南m the activated 8ludge
jn a coking w舾tewater trealmenl pl朋t， 111e bacte而um featured仃occulabil时如d antibjotjc r；esista『，ce to k鲫姗ycin， 脚pjciuin and

8pectinomycine．Il could grow weIl in Ashby nitrogen fhe culture medium．The stmin w够identified鹊鼽讥eZ缸∞o昌怕∞尉缸accordjng to the

results o¨6S rRNA跎quence analy6is and BioIog mjcrobial identification sy8tem．ne experiments of py蒯ine biode鲫dation by the pu鹏
culture 8howed that pyridine of 4ID0 mg／L could be degraded completely in 17 h under the condition ofinocuj岫0．1 g，L，30℃，180 r，min and

pH 7．BC026 couId keep high degmdative activity in mineI’a1 saJt medium containing Pyridine with a concentmtion mnging lbm 99 mg，L to

l 806 rrlg，L．Higher initial concentmtjon of py而dine caused rePression on BC026 lo a cenain extent，howeVer，the degradation mte became

f缸ter出er the stmin had been accoI砌odated．The optimal conditions for the deg珀dation were 30一35。C and pH 8．The re眈arch on metabolic

pathway of pyridine by BC026 indicated that the fi哪step of pyridine degradation w鹅C—N bond8 cleaVage， gemmtiIlg N町 and

ghJtaraJdehyde．Then glutaraJdehyde wa8 oxidized into glutaric acid，and 6nally into CCb蚰d H20．59．5％nitrogen fi砌pyridine was
t随nsfemed into ammonium in the whole degmdation．

Key wor出：勘j肥如刃昭奴眈拙；pyrjdjne；biode髀datj加；njnDgen l舢sfo肿aljon；me￡abolic path蚰y

杂环芳烃大多是由人类活动产生的，是一类易

在生物体内富集、高稳定性、有毒有害的化合物⋯．

吡啶是目前杂环芳烃中开发与应用范围最广的品种

之一，是重要的工业原料，也是一种致癌、致畸、致突

变的环境污染物¨-，对生态环境以及人体健康具有

潜在危害．很多行业排放的废水中都含有吡啶，例如

制药、染料、杀虫剂和除草剂、石化、食品加工以及焦

化行业∞1，用生物强化法处理上述工业废水具有诸

多优势，已成为研究热点¨】，但其前提是获得高效稳

定的降解菌．自20世纪70年代，研究人员陆续分离

到一些吡啶降解菌株，其中大部分是细菌，如假单胞

菌属(＆u如，加，娜)b。1、节杆菌属(A厅|Ilr060c￡er)‘8’9 J、
戈登氏菌(GD砌凡谊几血讹)|1引、假诺卡氏菌属

(neudD，跏口rd施sp．)№1、凝结芽孢杆菌(B∞洲凇

∞孵如ns)⋯1、脂肪杆菌属(R榭幻6伽泖sp．)¨引、混浊

红球菌(R7mdococcⅥDpoc啪)¨引、黄杆菌属

(用伽6口c把^um)¨“、普通变形杆菌(Pro把淞
口u枇廊)¨引、芽孢杆菌(6∞埘船)¨引、嗜吡啶红球菌
(鼢D幽cDcc瑚py丌胧凡泐m船nov．)¨6J等，也有放线菌和

真菌，如嗜盐放线菌(，v砒rd如幽sp．)¨刮和白腐真
菌h7|．在此基础上，研究者通过共代谢¨2J引、细胞固

定化n2J引等方式，使降解菌的降解能力得到更好地

发挥．然而在吡啶降解机制及代谢途径的探索，一直

缺乏有力的证据，没有形成成熟的理论¨引，因此，目

前对吡啶中有机碳、杂原子氮的转化尚无明确结论．

收稿日期：2007．10．08；修订日期：2007．11．24

基金项目：国家高技术研究发展计划(863)项目(2004AA649090，
2006AA062336)

作者简介：孙庆华(1984一)，女，硕十研究生，主要研究方向为环境生
物技术，E．Ⅷ州：5lljyuP J00 J@yah00．en

*通讯联系人．E．mail：dllwen@pku．edu．cn

 万方数据



10期 孙庆华等：鼽iM如加99如∞池s Bc026对吡啶的降解特性研究 2939

本研究从焦化废水处理系统中分离出l株高效

吡啶降解菌鼽i耻姚加p鲥oeoid∞Bc026，且该菌具有

自絮凝特性，目前国际上对该种属细菌的研究很少，

鲜见其降解吡啶的报道．因此，研究该菌株对吡啶的

降解特性与代谢途径，将为含吡啶类废水的生物强

化处理提供新菌株材料及其基本特性参数．

1材料与方法

1．1菌种分离及培养

取首钢焦化厂污水处理系统二沉池回流污泥．

在装有污泥样本的容器中滴加少量吡啶，用多层纱

布封口，间歇曝气，定期补充原焦化废水及吡啶，保

持微生物的生长活性并强化其降解能力．同时加入

磷酸盐缓冲液以及微量元素溶液，驯化60 d．

取200 mL驯化培养液于三角瓶中。加入2滴

0．01％的焦磷酸钠及数粒玻璃微珠，在30℃，180

r，min的摇床中振荡30 min，充分摇匀，使细胞分散，

然后离心．将沉淀转移到100 mL含吡啶500 mg／L的

无机盐培养基啪。(每L中含Na2HP04 1．42 g、KH：Pq

1．36 g、MgS04。7H20 O．216 g、CaCl2 0．006 g、MnS04。

H20 1．69 g、CoCl2‘6H20 0．000 24 g、H38030．00116

g、Na2M004。2H20 0．000024 g、FeS04‘7H20 O．002 78

g、ZnS04。7H20 0．00115 g和CuS04。5H20 O．000 38

g)，培养约4 d后，取5 mL菌液在无机盐培养基中转

接培养2次．此时，用灭菌去离子水将菌液稀释10’1

一10。倍，各取0．1 mL稀释液于无机盐固体培养基

(2％琼脂)平板中涂布分离，30℃培养，长出明显菌

落后，挑取有代表性的单菌落，划线分离纯化．得到

纯菌落后，将菌株接种到含500 m∥L吡啶的无机盐

培养基中，根据细菌对吡啶的耐受浓度及降解速率

进一步筛选高效降解菌．

细菌液体培养条件为：在250 mL锥形瓶中加入

100 mL培养基，以500 mg／L吡啶作为唯一的碳、氮

源，摇床设为30℃，180 r／min．LB培养基12¨中加入

500 mg，L吡啶，保持细菌降解活力，防止杂菌侵入．

通过离心收集菌体，离心条件为4 000 r／min，10 min．

1．2菌株生理生化特性研究

通过上述分离与培养，获得1株高效吡啶降解

菌Bc026，对其进行革兰氏染色mo并委托中国科学

院微生物研究所对细菌形态进行电镜扫描．另外，在

LB半固体培养基(0．5％琼脂)中，用穿刺法和混合

平板法考察细菌运动性与好氧性；在LB固体培养基

(1．8％琼脂)中分别添加抗生素：氨苄青霉素60

m∥L、卡那霉素50 m∥L、氯霉素170 mg／L、四环素40

Ⅱ19／L、头孢100 m；；／L、壮观霉素100 mg／L，考察BC026

的抗性，实验设阴性与阳性对照；在阿须贝无氮培养

基㈦。中接种BC026，考察其是否为自生固氮菌．

1．3菌种鉴定

在实验室采用16S rRNA序列分析，并结合菌的

生理生化反应对细菌种属进行鉴定．以1TIANGEN基

因组DNA提取试剂盒提取细菌的基因组DNA作为

PCR反应的模板，设计引物|23’进行PCR．上下游引

物序列分别为：27F：5’AGAGl耵GATcATGGC
TCAG3’；1492R：5

7 TACGGTTACCTTGTTACGAC仍’．
PcR产物用0．8％的琼脂糖凝胶分离，纯化与回收

后送TIANGEN公司测序．测序结果在GenBank中与

已知序列进行相似度分析．此外，为了进一步确认实

验室的鉴定分析结果，委托中国科学院微生物研究

所通过Biolog微生物鉴定系统进行鉴定．

1．4降解实验

考察在吡啶初始浓度为400 mg儿，30℃，pH为7

时，BC026对吡啶的降解特性．在此基础上，进一步

研究吡啶初始浓度、培养温度及培养液pH值对

Bc026降解特性的影响．吡啶初始浓度的4个梯度

为99、473、932和1 806 n—L；培养温度设为20、25、30

和35℃；pH值设为4、5、6、7、8、9和10．

取2 mL BC026的LB培养液，收集菌体沉淀，接

种到200 mL无机盐培养基中，培养至对数期．离心

菌液，所得菌体用无机盐培养基重悬、离心3次以去

除细菌表面吸附的杂质．再转移到一定体积的灭菌

无机盐液体培养基中，制备成菌悬液，作为降解实验

的接种液．在100 mL无机盐培养基中依次加入吡啶

和接种液，以封口膜密封，置摇床中培养．间隔一定

时间取样O．4 mL，测定菌密度D眈；另取由0．45肛m

滤膜过滤后的微量培养液样品，测定吡啶浓度．

1．5代谢途径跟踪实验

在含吡啶500 tng／L的无机盐培养基中接种一定

量的BC026菌悬液，30℃恒温振荡培养，每间隔2—

3 h取样，经0．22肛m的滤膜过滤，测定pH值、吡啶

浓度和氨氮浓度；同时间隔3～4 h取样，经0．22“m

滤膜过滤、二氯甲烷等体积萃取，再以预先烘干的无

水硫酸钠过滤，以GC／Ms分析代谢中间产物．

1．6分析方法

接种菌的投加量以干重法测定，并以岛津

uV240l型紫外．可见光分光光度计测定菌液在最佳

波长602 nm的吸光度，建立吸光度D眈与菌重量的

相关曲线．
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pH值测定使用neⅡno O五on 868 pH计．

吡啶浓度以高效液相色谱测定，仪器型号为岛

津LCl0ADvP，SPDlOAvP UV．Vis Detector；色谱柱为

Diamonsil c18反相柱、5“m×250哪×4．6 mm；流动
相为甲醇：水=4：l，流速为1．O mL／rIlin；检测波长为

254 nm；高浓度吡啶进样体积为5弘L，低浓度吡啶进

样体积为10吐．

吡啶降解的氮产物(氨氮)浓度以水杨酸．次氯

酸盐光度法(GB 7481．87)测定．

吡啶降解的有机中间产物以气相色谱／质谱联

用仪进行定性分析，仪器型号为Agilent 6890N GC／

5973 MSD；毛细管柱为DB．5MS，30 m×0．25 mm×

O．25“m；色谱柱升温程序为：初始温度为40℃，保持

2 ITlin，以6℃／Illin的速度升温至280℃，保持3 min；

离子源温度为250℃，电子能量为70 eV．

2结果与讨论

2．1菌株分离及纯化

经稀释涂布、平板划线分离与纯化后，得到7株

可以在含吡啶的无机盐固体培养基上生长的菌株．

进一步对各菌株在液体培养基中的生长情况及吡啶

分解利用情况进行监测，从中挑选出l株降解能力

最强且能以吡啶为唯一碳、氮源及能源进行生长的

菌株BC026．实验发现该菌株在液体培养基中具有

自絮凝的特性，絮凝活性达到60％，这种特性将有

助于其在污水处理系统中形成菌胶团，增强生物处

理系统的冲击性．

2．2菌株生理生化特征

BC026是革兰氏阴性杆菌，好氧，有运动性；在

固体培养基中呈黄褐色、表面光滑的圆形小菌落；在

液体培养基中有自絮凝现象；对氨苄青霉素、卡那霉

素、壮观霉素有抗性，对氯霉素、四环素、头孢敏感．

图1为BC026的扫描电镜照片．

2．3菌种鉴定结果

将Bc026的16s rRNA测序结果导入GenBaIlk

中进行同源性比对，结果表明它与锄&re讹
s蚴施唧^i如、五M加mmJ和m、肘声叩如加sp．的同源
性均为99％．中国科学院微生物研究所对其以

Biol唱微生物鉴定系统进行鉴定的结果为鼽i鹏池

∞诎Did酷，同种异名为Cm6Ir∞ff口s蚴，l口r印^池和生
枝动胶菌(zo勘Ⅻ噼m)，2006年重新分类后命
名为鼽i聊如∞唱锄妇Ⅲ。，暂无中文译名．因此，本
研究正式命名该菌为鼬i，leffo刃唱kD池s BC026，现

已送中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中

心保存，登记号为CGMcC No．2224．

田I B00筋扫描电镜照片

Fig．1 Inl89e of s航船fk删o∞id黜BC026 by sEM

2．4 BG026对毗啶的生物降解

在以吡啶为唯一碳、氮源的条件下，考察BC026

对吡啶的降解能力．细菌接种量为0．1 g／L．实验结

果见图2．

圈2 BOo拍菌对吡啶的生物降解

Fig．2 Biod。g阻d“伽of pyri血陀by IIle山越n Bc026

由图2可见，随着吡啶浓度的降低，菌密度增

长，当吡啶消耗完全后，菌密度快速衰减．这说明

BC026菌以吡啶为唯一碳、氮源，并且可在较短时间

内将吡啶完全降解．前4 h吡啶浓度的衰减速率比

随后的2 h快，这是因为细菌具有吸附作用，Bc026

菌接种到入培养液后，立即吸附部分吡啶，使吡啶浓

度在开始的4 h迅速降低．此时由于BC026菌暂时

不能很好地适应新的生长环境，菌密度的增长在前

4 h非常缓慢，远小于吡啶浓度降低的速率．在4．6

h内，菌密度增长速率开始加快，这说明BC026菌逐

渐适应了生长环境，开始降解毗啶．6 h之后，细菌达

到对数生长期，降解吡啶的速度加快．在15．5 h，吡

啶去除率达到98．7％，此时作为碳、氮源的吡啶缺

乏，细菌因得不到足够的营养而死亡，因此菌密度迅
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速下降．由于吡啶的碳氮比为4．3：1，远小于细菌生

长的最适碳氮(20—30)：l，所以推测，此时微生物的

死亡可能与缺乏碳源有关，这一推测在氮转化实验

中得到证实．

2．S BC026降解特性的影响因素

2．5．1吡啶初始浓度

实验投菌量为0．06 g，L，在1 896 mg／L的浓度下

设置空白对照．结果见图3．

圈3 BC026菌对不同浓度吡啶的降解情况

Fig．3 EⅡ＆t of iIIitial p妒dine concentr砒ion oⅡtlle

degradation bylhe st嘶n Bc026

由图3(b)可以看出，在99。1 806叫L的浓度
下，Bc026都可降解吡啶，但抑制期的长短和降解速

率不同．浓度为99 m∥L的吡啶溶液浓度低，BC026

很容易适应生长环境，因此几乎没有表现出抑制期，

吡啶浓度直线下降．随着吡啶初始浓度的升高，抑制

期时间变长，说明吡啶浓度越高，细菌适应越慢．但

是一旦进入降解期，吡啶初始浓度高的培养液中微

生物降解速率快，即为斜率绝对值较大，这是因为抑

制期结束后，细菌已经完全适应了生长环境，浓度高

的吡啶给细菌提供更充足的营养物质从事生命活动

并大量繁殖，而细菌数量增大后，所需的碳、氮源较

多，毗啶的降解速率相应提高，二者相互促进．

实验同时测定菌密度的变化．从图3(a)可以看

出，4个浓度下，菌量都随着吡啶的降解而升高．在

99 m∥L的吡啶溶液中，菌密度曲线很快达到最高

点，与图3(b)对照发现在吡啶浓度降到20 mg／L时，

可利用的基质过少成为细菌生长的限制因素，菌量

开始下降．从初始浓度为1 806 mg，L的曲线可以看

出：实验初期细菌生长速度较慢，吡啶的降解速率也

比较慢，但随着吡啶的降解，高浓度吡啶对细菌生长

的抑制作用逐渐减弱；当吡啶浓度降为400 mg／L左

右时，细菌生长进入对数期，菌量迅速增大．在不同

的吡啶浓度下，所能达到的最大菌密度及所需时间

各不相同，4条曲线中，最大菌密度分别为：0．217、

0．623、0．857和1．375∥L，所需时间分别为：15．5、

17．5、27．5和56．5 h．随着初始吡啶浓度的升高，培

养液中碳、氮源的量变大，最大菌密度递增，但是这

种增长并不成正比，这说明，细菌的生长的限制因素

不仅有营养物质吡啶的浓度，还有其它的因素心引，

例如与代谢产物的积累以及细菌对生存空间的竞争

有关．

2．5．2 温度

根据报道Ⅲ1，动胶菌的最适生长温度为28。

30℃，根据预实验，BC026在37．5℃几乎不生长，因

此设计实验的温度梯度为20、25、30和35℃．实验投

菌量为0．14 g／L．因为温度越高，吡啶挥发越快，所

以在35℃的条件下设置空白对照．实验结果见图4．

图4不同温度下吡啶的降解特性研究

Fig．4 EHect 0f temperaIure on p州di肿d。gmdali伽

by the s岫jn BC026

由于实验加大了投菌量，因此细菌直接进入对

数降解期．从图4看，20℃时的降解速度最慢，25℃

时的速度稍快，30℃和35℃时的降解速率最高．总

体看，30℃与35℃的降解能力相差很小，在12 h左

右降解速率几乎同时达到85％．这说明细菌最适的

生长、降解温度处于30～35℃之间，结合报道汹]，
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BC026菌的培养温度选择30℃．温度会影响微生物

膜的液晶结构、酶及蛋白质的合成与活性，进而影响

降解等生命活动．在20—35℃之间，随着培养温度

升高，BC026中的蛋白质和酶活性增强，生化反应加

快，生长及降解速率提高；当温度继续升高到37℃，

细胞中某些温度敏感的物质受到不可逆的破坏，生

命活动受到抑制．

2．5．3 pH值

设计实验的pH值在4—10之间，实验投菌量为

0．13 g，L，降解实验结果见图5．

；◆
O lO 15

如

图5不同pH下BC026菌对吡啶的生物降解特性

Fig．5 E&ct of PH on p州dine de础i帅by tI陀8train Bc026

从图5分析得出，pH值为4和10时，BC026对

吡啶没有降解作用，这是因为：在pH为4的过酸条

件下．细胞质的理化性质可能受到影响，酶的分子结

构发生不可逆的破坏，并且微生物对营养物质的摄

取也会受到影响．pH为4的培养液中，溶液很清

亮，细胞凝聚成小颗粒沉淀．pH值为lO时，一部分

OH一离子与培养基中的离子生成沉淀，破坏了培养

基组成．实验中测定在pH值为4和10的条件下菌

量略有降低．在pH为5—9的条件下，细菌都能以吡

啶为唯一的碳、氮源生长，只是降解的速率不同，降

解最快的pH值为8，其他依次为pH 7>pH 6一pH 5

>pH 9．

2．6代谢途径的探索

不同细菌对同种物质的降解途径不尽相同旧1，

因此研究Bc026对吡啶的降解途径十分必要．氮是

吡啶中的杂原子，研究氮的脱除及转化机制将有助

于找到吡啶的降解途径．实验先以阿须贝无氮培养

基培养BC026，验证其为1株自生固氮菌，其后在降

解过程中监测吡啶及氨氮的浓度变化，同时尝试检

测有机中间产物．实验投菌量为0．1 g，L-结果见

图6．

图6 BC026菌降解过程中吡啶与氨氯的浓度变化

Fig．6 V“mion 0f P州dine．N鲫d NW-N conc朋tnti哪durillg

the de旷adation of p州di∞

图6结果表明：在反应体系中，吡啶浓度开始降

低的同时，氨氮浓度明显升高，说明吡啶降解的第l

步就脱去杂原子氮，并以氨氮的形式释放到溶液中，

这与文献[3，11]报道相同．当吡啶全部降解后氨氮

浓度即不再增加，说明没有其他的中间产物可以脱

氮转变成氨氮，吡啶中59．5％的氮转化为氨氮．

在上述实验过程中以Gc／Ms、紫外．可见光分光

光度计及HPLc对不同时间段的样品进行检测，没

有发现吡啶降解的有机中间产物，这与文献[16]的

研究结果相同，该文献认为吡啶能促使与戊二醛、戊

二酸脱氢酶有关的辅酶产生；文献[28，29]指出吡啶

的中间代谢产物有戊二酸，而它可能由戊二醛氧化

而来．在实验过程中监测溶液pH值发现：pH值随吡

啶降解而降低，当吡啶完全分解后才开始升高，这说

明吡啶降解时产生酸性中间产物，当吡啶完全消失

后，该酸性中间产物又很快被转化．因此，本研究推

断Bc026对吡啶的代谢途径为：吡啶环在两处C—N

键断开，脱除的杂原子氮生成氨氮．脱氮后吡啶经羟

基化生成戊二醛，戊二醛进～步氧化为戊二酸．由于

生枝动胶菌为化能异养菌Ⅲ1，结合图2的微生物菌

生长量的变化，可以认为在吡啶分解的同时，戊二酸

被菌快速利用和分解，生成细菌不能再利用的无

机物．

综上所述，推测当Bc026以吡啶为唯一碳、氮源

生长代谢时的途径如图7．

继续对菌液进行培养，氨氮浓度基本没有变化．

但进一步的实验表明，当向培养液中补加一定的葡

萄糖后，溶液氨氮浓度快速降低至零，这说明在单基

质条件下，由于吡啶自身的碳氮比(4．3：1)较低，使

得体系中碳源不足，造成产物氨氮不能继续被微生
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[8]

一+c02+H20 [9]

图7 B眦6菌对吡啶的可能代谢途径 [10]

Fig．7 Pmp08ed Pathway for P蜘dine眦taboIi8m by the 8train BC026

物利用，而加入可利用的外加碳源后，氨氮即可被微

生物继续利用·
[12]

3结论

(1)由焦化污泥中分离出1株高效降解菌

Bc026，能以吡啶为唯一的碳、氮源生长，且具有自

絮凝的特性．该菌株为革兰氏阴性菌，好氧，有运动

性，可在阿须贝无氮培养基上良好生长．对氨苄青霉

素、硫酸卡那霉素及壮观霉素有抗性．经16s rRNA

序列分析、Biolog微生物鉴定系统以及部分生理生

化反应，确定BC026为5hi册￡缸∞孵￡oeoid酷．

(2)当吡啶浓度为400 mg／L，投菌量为0．1∥L

时，Bc026可在17 h内将吡啶完全降解；当吡啶浓度

为1 806 mg／L，投菌量为0．06 g／L时，BC026可在46 h

内将吡啶完全降解；吡啶初始浓度升高对Bc026产

生一定抑制，但菌株在适应之后，降解速率更快．最

适降解温度为30—35℃左右，最适pH为8．

(3)BC026降解吡啶时，吡啶环首先在C—N键

断开，59．5％的氮生成氨氮；虽未检测到代谢有机中

间产物，但推断Bc026对吡啶代谢的有机中间产物

为戊二醛和戊二酸，并最终分解为二氧化碳和水．
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