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焦化废水处理系统中喹啉降解菌的种群特征

柏耀辉，孙庆华，赵 翠，温东辉’，唐孝炎(北京大学环境科学与工程学院，北京100871)

摘要：从首钢及武钢焦化废水处理系统中分离筛选出lO株高效喹啉降解细菌，16S rRNA鉴定表明它们分别属于假单胞前及丛毛单胞菌2

个属．对这些高效降解菌进行了降解基因片断的PCR扩增，发现所有假单胞苗属的喹啉降解菌均含有编码转化喹啉为2一羟基喹啉和2．8一二

羟基喹啉的基因片断．16S rRNA与降解基冈系统发育树的对比分析，表明细菌进化过程中可能存在的基因突变和水平基凼转移现象．根据

假单胞菌属的喹啉降解菌降解基因的特异性，利用荧光原位杂交技术对该菌在首钢活性污泥中的种群宅间分布进行了检测．另外．对高效降

解蒲的质粒分布做了初步的探讨，发现喹啉降解基因可能主要编码在细菌的染色体上．
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Abstract：Ten highly efficient quinoline-degrading bacteria strains werc isolated and screened from the activated

sludge in the coking wastewater treatment plants of the Capital Iron and Steel Group and the Wuhan Iron and Steel

Group．1 6S rRNA identification showed that the isolated bacteria belonged to two genera．Pseudomonas and

Comamonas．Using polymerase chain reaction(PcR)amplification，the gene fragments encoding the transformation

pathways from quinoline to 2-hydroxyquinoline，and then to 2,8-dihydroxyquinoline，were detected from all

quinoline·degrading bacteria of Pseudomonas．Phylogenetic comparison between 16S rRNA and degradation gene

indicated that certain kinds ofgene mutation and horizontal gene transfer might have happened in the evolution of the

bacteria．According to the specific characteristics of degradation genes of Pseudomonas quinoline-degrading strains，

fluorescent in situ hybridization(FISH)technology was used to monitor the spacial distribution of the strains in the

sludge community．In addition，plasmid distribution in the quinoline—degrading bacteria strains was primarily

investigated．The result demonstrated that the degradation genes were possibly encoded in the chromosomes for most

degrading bacteria strains．

Key words：coking wastewater；quinoline-degrading bacteria；degradation genes；spacial distribution of bacteria

community；plasmid

喹啉及其衍生物广泛存在于煤焦油、石油、农

药以及工业溶剂中，具有致癌、致畸等毒性作用[1】，

属于生物难降解的有机物彳艮多细菌及真菌都被报

道具有降解喹啉的功能，如Moraxella sp．[2】及

Pseudomonas sp．[1】，Rhodococcus sp．[31，Burkholderia
pickettil^4J,Comamonas sp．【5J，白腐菌161等．这其中，假

单胞菌是发现最多、研究最广泛的菌属．以往的

研究主要集中在喹啉的降解途径【7。81及喹啉降

解菌的生物强化作用【9】上，且主要关注的是单

菌株对喹啉的降解，对喹啉降解菌的群落分析

却鲜见报道．

本研究将分子生物学研究手段及污染物监

测分析方法相结合，探讨了焦化废水处理系统中

喹啉降解细菌的分布及微生物特征，同时对喹啉

降解细菌的降解基因及质粒分布进行了研究．旨

在为含喹啉废水处理系统中的微生物信息的获

取提供理论依据及技术支持．
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1材料与方法

1．1 试剂

喹啉标准样品购自AccuStandard，Inc．(美国)，

胰蛋白胨及酵母提取物购自Oxoid Ltd．(英国)，去

离子甲酰胺及47，6一二脒基一2一苯基吲哚(DAPI)

购自Sigma-Aldrich公司(美国)．其余药品均为分

析纯试剂．

1．2培养基

试验所用培养基为无机盐培养基(MSM)．培

养基组成(g／L)：Na2HP04 4．26，KH2P04 2．65，

MgS04．7H20 0．2，CaCl2 0．02及lmL微量元素溶

液【4J．同时加入一定量的喹啉溶液(0．2斗m的滤膜

过滤)作为细菌生长的碳氮源．

1．3菌种的富集、分离与纯化

分别取100mL首钢驯化污泥和武钢焦化废

水污水处理系统中的活性污泥250mL锥形瓶中，

加入2滴0．01％的焦磷酸钠及数粒玻璃珠以解絮

凝．在30℃。180r／min的摇床下振荡30min以充分

混匀，在4200f／rain下离心10min(Eppendorf

5810R，德国)．将沉淀混匀移至100mL含喹啉

200mg／L的MSM，在30℃，180r／min摇床下振荡

培养5d；移取5mL菌悬液至100mL含喹啉

300mg／L的MSM，在30℃，180r／min摇床下振荡

培养3d．转接3次后，经涂布稀释分离及平板划线

纯化后得到不同的纯菌株．

1．4高效降解菌株的筛选

将纯化后的焦化废水喹啉降解菌株在LB

培养基‘101上进行富集培养，当OD600=1时，取各

菌液lmL转移至含有500mg／L喹啉的MSM中

进行培养，3d后，在最佳吸收波长OD602下测定

菌密度(Shimadzu UV2401，日本)及在HPLC(岛

津LC 1 0ADvP'SPD1 0Avp UV—Vis Detector；

Diamonsil C18色谱柱，250×4．6mm，5pm)'狈T]定喹

啉浓度．流动相为甲醇与水体积比为4：1，流速

为1mL／min；喹啉检测波长为275nm(高浓度)和

230nm(低浓度)，进样体积均为10I．tL．综合考虑

菌密度及喹啉终浓度的大小来确定所需的高

效降解菌．

1．5菌种的16S rRNA鉴定及系统发育树的构建

以TianGen细菌基因组DNA提取试剂盒提

取各喹啉降解菌的总DNA，根据文献[1l】设计的

引物及温度程序进行PCR片断基因扩增．PCR产

物在0．8％的琼脂糖凝胶下进行电泳分离，经切胶

回收、纯化后，送TianGen公司测序坝0序结果通

过GenBank的BLAST进行同源性比对．将各序

列与GenBank数据库中一些相近的相关菌株的

16S rRNA序列一并导入到Bioedit软件中进行

编辑．然后再导入到MEGA 4．0软件进行系统发

育树的构建[121,采用相邻连接法(NJ)及最大复合

似然法(MCL)构建发育树及估算进化距离．采用

自引导法(Bootstrap)1000次重复取样来评估进

化树．

1．6 qorL。oxoO，oxoR片断基因的PCR扩增

根据文献【13]所报道的喹啉降解菌Pseudo．

monasputida 86的降解基因特性及PCR引物，由

细菌总DNA中选取控制喹啉转化为2一羟基喹啉

(qorMSL)和2，8一二羟基喹啉(oxoO和oxoR)的基

因片断进行PCR扩增．引物序列如下所示：

qorL-f：GCICI'AGA AGG跚盯TOOOCn℃A0巴蛆C

qorL--r：GCTCTAGArGGATCACCACATCGCTG

oxoO-f：GCTCTAGACTACCGACGAAGACCGC

OXODt GCrll’AGAGC邢GAAGArCAGGCI'GG

oxoR-f：GCr(】1AGAAAGCGI]rCmAGCCI'GG
oxoR-r：GCTCl、AGATCAGTGGCTGGCGACAA

采用Tiangen 2xHotStart Taq PCR Master

Mix以增强特异性扩增。PCR温度程序设定

为：94℃预变性2min；94℃变性40s，62℃退火

40s，72℃延伸40s，共30个循环；72℃终延伸

7rnin,4℃保存．PCR产物经1％的琼脂糖凝胶电泳

分离，Goldview(：=fL京赛百胜生物工程公司)染色，

切胶回收纯化后测序．将测得序列输入到

GenBank上进行同源性比对，并构建系统发育树

进行分析．

1．7荧光原位杂交(FISH)

FZSH的具体流程参照文献f14—16]．探针

序列分别为杂交大多数细菌的EUB338探

针[161,序列为GCTGCCTCCCGTAGGAGT，标

记FAM荧光素；杂交假单胞菌属的喹啉降解菌

的qorL-f探针，序列如上，标记HEX荧光素．合
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成的探针在5’端标记荧光染料．探针由北京赛

百胜生物工程公司合成．试验采用2种方式，第

1种方式是用qorL—f荧光探针与DAPI染料分

别对活性污泥中假单胞茵属的喹啉降解菌及

总细胞染色：第2种方式是用qorL—f荧光探针、

EUB338荧光探针及DAPI染料分别对活性污

泥中假单胞菌属的喹啉降解菌、细菌及总细胞

染色．

样品经预处理后在荧光显微镜(Leica

microsystems，德国)下观察并拍照．同时观察样品

的自荧光现象．

1．8质粒提取

对高效降解菌株采用修改后的Kado&Liu

方法[17-181提取质粒．取1．5—3．0mL过夜培养的LB

菌液，在13000r／min下离心，弃上清液，加入lOOgL

缓冲液，涡旋混匀，加入2001aL裂解液，轻柔上下

颠倒4～6次，在68。C水浴60min，然后加入6001xL

酚／氯仿，颠倒混匀，在4℃，13000r／min下离心

15min，放置于4℃冰箱过夜．取10止上清液在
0．8％琼脂糖凝胶进行电泳分离．选用灵敏度较高

的SYBR Gold(Molecular probe，美国)染料染色

30min后，在凝胶成像系统(uvP GDS一8000，美

国)下观察及拍照．

2结果与讨论

2．1 菌种的分离与筛选

经过一系列的分离、纯化，分别从首钢和武

钢活性污泥中分离出14株和10株喹啉降解菌，

这些菌株降解性能各有差异，部分菌株具有较强

的降解能力，部分菌落只是耐受喹啉或降解性能

较差．为了得到较强的能以喹啉作为唯一碳氮源

及能源的降解菌，对各菌株在液体培养基的生长

及喹啉被分解利用情况进行了检测．根据菌密

度值的高低及喹啉浓度的大小挑选出10株高

效喹啉降解菌作为研究对象，其中从武钢活性

污泥中选出BW003，BW004，BW005，BW006。

BW009，BW012，从首钢活性污泥中选出BC001。

BC005，BC009，BC027．

2．2降解菌的16S rRNA基因序列分析

选取各茵的16S rRNA片断序列导入到

GenBank进行同源性比对，同时将500 bp 16S

rRNA片断基因与相近的菌属的基因序列一起

构建系统发育树(图1)．结果表明，首钢焦化废水

中的4株喹啉降解菌都属于假单胞属，而武钢焦

化废水的6株菌分属于2个属：3株假单胞菌

(Pseudomona)及3株丛毛单胞菌属(Comamonas)．

所有菌株与GeneBank数据库中最相近的菌株

同源性都在99％以上．假单胞菌[1,191及丛毛单

胞菌瞪1都已被证明具有降解喹啉的特性．同时，

大多数的菌株都是从活性污泥或污水中分离

出的．其中，假单胞菌株发现的最多，也研究的相

对较为透彻．

图1 焦化废水中喹啉降解菌16S rRNA的系统

发育树分析

Fig．1 Phylogenetic tree analysis ofpartial 16S rRNA

gene sequence of quinoline—degraing bacteria

in coking plant wastewater

括号里的数字为已发布的相似菌株的记录号，节点的数字为

Bootstrap百分比支持率(仅显示50％以上)

2．3降解基因片断的PCR扩增及序列分析

GC／MS分析假单胞菌BC001的中间代谢产

物时，发现喹啉首先要转化为2一羟基喹啉，然后

进一步转化为8一羟基香豆素并产生NH3．这与
Pseudomonas putida 86的降解途径是相同的【”J．

根据以往对Pseudomonas putida 86的研爿13，廿21】

发现，控制喹啉转化为2一羟基喹啉的基因是

qorMSL基因，而产生2，8一二羟基喹啉的基因是

oxoO和oxoR基因，如图2所示．
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图2 Pseudomonasputida 86喹啉代谢途径及其控制基因【13’221

Fig．2 Metabolic pathway and their control genes of quinoline for Pseudomonas putida 86

对10株高效喹啉降解菌进行部分降解基因

片断(qorL，oxoO，oxoR)的特异性PCR扩增，结果

见图3．7株假单胞菌都具有这3种基因，其中

oxoO和oxoR基因片断长度约为O．27kb，qorL基

因片断长度约为0．37 kb(除去引物中附加修饰碱

基的长度)，与Pseudomonas putida 86在相同引物

下PCR的基因片断长度保持基本一致．将7株假

单胞菌的qorL基因片断及BC001的oxoO和

oxoR基因片断进行测序坝9序结果与GenBank数

据库对比发现，所有菌的qorL基因片断序列都与

Pseudomonas putida 86的qor基因序列有97％左

右的相似度．同时，BC001的oxoO和oxoR基因片

断与Pseudomonas putida 86的oxoO和oxoR基

因序列分别有98％及99％的相似度．这些结果表

明假单胞菌对喹啉的降解可能都是由qor及

oxoOR基因所控制，也就是说，假单胞菌对喹啉的

降解都要生成2一羟基喹啉及2，8一二羟基喹啉这

2种中间产物．

PCR试验结果同时表明，丛毛单胞菌并不具

有与假单胞菌相同的代谢基因，3株丛毛单胞菌

都未发现有与假单胞菌相似的qorL及oxoOR基

因，见图3(A)(B)(c)中泳道8、9、10．尽管文献[23】

报道丛毛单胞菌能将喹啉首先转化为2一羟基喹

啉，但其控制基因可能有所不同．

图3喹啉降解基因片断的PCR扩增

Fig．3 PCR amplification ofgene fragments involved in quinoline degradation

M：Marker，分子量从下到上分别为100，300，500，700，900，1200；泳道1：BW003，

2：BW004，3：BW005，4：BC005，5：BC027，6：BC009，7：BC001，8：BW006，9：BW009，10：BW012

将7株假单胞菌的320 bp qorL基因片断序

列与16S rRNA基因序列一起构建系统发育树，

见图4．对比结果表明，2个发育树有着较大的差

别，这可能是由于细菌在进化过程中的基因突变

及水平基因转移[24-25]所造成的．如BC001及

BC009与BW003、BW004、BW005的1 6S rRNA

有较大的差别且在不同的地点分离出，但它们的

qorL基因片断却极其相似．
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图4焦化废水中假单胞菌属的喹啉降解菌的系统

发育树分析

Fig．4 Phylogenetic tree analysis of quinoline—degrading

bacteria ofPseudomonas in coking plant wastewater

(A)16S rRNA(B)qorL

2．4降解菌的群落分布

根据2．3节的结果，设计了以假单胞菌属的

喹啉降解菌的基因qor及细菌的16S rRNA为靶

点的荧光探针，使之与首钢焦化活性污泥中的微

生物进行原位杂交，以期得到假单胞菌属的喹啉

降解菌在首钢焦化活性污泥的空间分布及群落

特征．将qorL—f基因序列输入到GenBank数据库

进行序列比对，结果显示只有假单胞菌的qor基

因与其有最大吻合，其他序列均与其有一定的差

别．可以看出探针的特异性较强．图5(A)是用

qorL—f荧光探针(粉红色)与DAPI染料(蓝色)分

别对活性污泥中假单胞菌属的喹啉降解菌及总

细胞染色．图5(B)是用qorL-f荧光探针、EUB338

荧光探针(绿色)及DAPI染料分别对活性污泥中

假单胞菌属的喹啉降解菌、细菌及总细胞染色．

图形结果为同一区域内不同颜色的原位叠加．其

中，蓝绿色为细菌及总细胞的相互叠加．

图5(A)中假单胞菌属的喹啉降解菌数量占

总细胞的比例较高，而图5(B)中假单胞菌属的

喹啉降解菌占的比例相对较少，这是由于不同

观察区域所引起的．但通过对整个区域的显微

镜观察，发现红色荧光面积相比蓝色及绿色荧

图5假单胞菌属的喹啉降解菌的FISH照片

Fig．5 FISH photos of quinoline—degrading bacteria

ofPseudomonas

箭头所指的粉红色区域为假单胞菌属的喹啉降解菌

2．5降解菌的质粒分布

为了确定降解基因是否编码在染色体上，考

察了10株焦化废水中喹啉降解菌的质粒分布状

况(图6)．结果显示，首钢焦化废水中的4株假单胞

菌都不含有质粒．武钢焦化废水中，BW006不含

有质粒，BW009中含有1个2．0～3．0kb的小质

粒，BW012含有1个中等大小的质粒．而假单胞菌

BW003、BW004、BW005均含有1个较大的质

粒．其中BW003、BW004、BW005所含的质粒
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大小基本相同，根据条带的亮度显示其拷贝数可

能较低．通常降解基因都被会编码在大质粒上．文

献报道编码喹啉转化为2一羟基喹啉及2，8一二羟

基喹啉的基因长度在十几kb以上[131,如果：Jn_lz

从2，_--羟基喹啉转化为8一羟基香豆素及氨氮

的基因序列长度。降解基因的长度应该在几十kb

以上．因此。可能含有降解基因的质粒主要集中在

BW003、BW004、BW005这3株菌中，其他菌的

降解基因可能都被编码在细菌染色体

上．BW003、BW004、BW005的质粒是否编码降

解基因，仍需要进一步的试验确定，如质粒消除，

质粒转化或接合等．

图6喹啉降解菌质粒分布

Fig．6 Distribution of plasrnids in the quinoline—

degrading bacteria

M：Marker,分子量从下到上分别为1．5，2．0，3．0，4．0，

5．0，6．0，8．0，10．0 kb；泳道I：BW003，2：BW004，

3：BW005，4：BW006，5：BW009，6：BW012

7：BC005 8：BC009，9：BC027，10：BC001

3结论

3．1 16S rRNA菌种鉴定结果表明，首钢焦化废

水中的4株喹啉降解菌都属于假单胞属，而武钢

焦化废水的6株菌分属于2个属：3株假单胞菌

(Pseudomona)及3株丛毛单胞菌属(Comamonas)．

3．2喹啉降解基因的PCR试验结果显示，所有

的假单胞菌属的喹啉降解菌可能都含有分别控

制喹啉转化为2一羟基喹啉及进一步转化2，8一二

羟基喹啉的qorMSL及oxoOR降解基因．因此，假

单胞菌属的喹啉降解菌可能对喹啉的代谢途径

是一致的．而丛毛单胞菌都未发现有这些基因．

3．3通过对假单胞菌属的喹啉降解菌的qorL

基因片断序列与16S rRNA基因序列的系统发育

树分析发现，2个发育树有着较大的差别，这可能

是由于细菌在进化过程中的基因突变及水平基

因转移所造成．

3．4通过FISH试验对假单胞菌属的喹啉降解

菌在首钢活性污泥的分布进行了空间定位，结果

显示其在首钢活性污泥中的分布数量较少．

3．5质粒提取结果表明，大多数喹啉降解基因

可能都编码在细菌的染色体上．
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美国科学促进协会召开Abelson学术研讨会讨论气候变化的“转折点”

2007年10月30臼众多研究人员聚集美国科学促进协会(AAAS)，讨论极地地区发生的变化，那里冰层在消融、

一些动物如企鹅在减少并改变其活动范围等．

过去10000年人类享受了相对稳定而温和的气候，但现在有一些信号表明这一良好机遇可能走到尽头，H Jolln Heinz

科学、经济和环境中心的全球变化项目主任RolertWCoreU作主题发言说，这些变化可能主要是由人类自身活动造成的．

Corell说在极地地区已经看到了一些麻烦的信号，一旦这些麻烦变成事实，人类再要回到过去实际上不可能，至

少在我们知道的时间尺度内．

该学术讨论会题为“极地科学的新水平”，是为了纪念困际极地年和“科学”杂志前主编PhilipAbelson，Abelson

后任AAAS高级顾问，直至9l岁逝世．

芝加哥大学天文学和天文物理学教授John R Carlstrom说，随着气候研究步伐加速，极地地区已成为人类进行前

所未有实验的实验室．例如，南极是地球上收集早期宇宙数据的最好的地方．又如英国探险家Robert Falcon Scott曾

称南极的Bonney湖地区为“死亡谷”，但最近控险发现那里冰层下有一个生命的小区域，蒙大拿州立大学生态学教

授Priscu用DNA测定认为那里有一个微生物社会，可能是“古DNA的博物馆．”

江刚摘自{Science))November 30，1 396(2007)
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