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焦化废水中酚类降解菌及其降解机制的初步研究

摘要

苯酚及其衍生化合物是一类重要的环境污染物，具有很大的毒性和致癌、致突

变作用。随着经济的发展，未经处理的含酚废水对人类的生存环境已经造成了严重

的威胁。微生物法处理含酚废水与物理法和化学法相比，具有效率高、成本低并且

无二次污染等优点，微生物降解在废水处理中起着主要作用。因此，开展酚降解菌

的研究对于认识和利用微生物在含酚废水处理过程中的作用具有重要意义。

本研究利用LB、216L和以苯酚或间甲酚为唯一碳源的无机盐固体培养基，从

首钢焦化废水污泥样品中分离得到26株可能的降解菌。同时，以间甲酚为唯一碳源，

通过富集驯化方法筛选得到能高效降解间甲酚、苯酚的菌株AEJl和ANJ3。菌株

AEJl在48 h内对间甲酚(790．77 mg／L)的降解率达到94．6％，而菌株ANJ3对762．75

medL间甲酚的降解率也达到了92．2％。通过16S rRNA基因序列分析，从2个供试

污泥样品中共获得了28株不同单菌，分属于20个属的28个种，主要为变形菌纲∥

和)，亚群，其中4株菌可能属于新种。本研究对其中2株潜在新种AN3和AE31进

行了系统的分类鉴定，结果显示菌株AN3是Ottowia属的一个新种，并命名为Ottowia

beijingensis AN3 1。菌株AE31为Pedobacter属的一个新种，并命名为Pedobacter

beijingensis AE31 T。

对部分菌株通过PCR扩增、分析其基因组DNA苯酚羟化酶基因，结果只从菌

株AEl4、AN3、AEJl和ANJ3得到了苯酚羟化酶基因序列。菌株AEl4与Pseudomonas

mendocina PC3苯酚羟化酶基因的序列相似性达到99％；菌株AN3与Diaphorobacter

sp．J5．5 1的苯酚羟化酶基因序列相似度为100％；菌株AEJl和ANJ3与Pseudomonas

putida KL33苯酚羟化酶基因的序列相似性均为99％。

本研究对苯酚、间甲酚降解菌AN31进行了基因组草图的测序，并分析了其中

与苯酚、间甲酚降解相关的功能基因。菌株AN31基因组中有大量苯酚、间甲酚降

解相关基因，其中D饥610至。棚642共有13个基因可能参与苯酚的生物降解，构

成了间位裂解途径的完整基因簇。推测菌株AN31的苯酚降解途径为苯酚间位降解

途径，而对间甲酚可能采取两条独立的代谢途径。

综上所述，本研究从焦化废水活性污泥样品中分离的酚降解菌种资源多样丰富，

具有一定的应用价值，特别是菌株AEJl和ANJ3对苯酚、间甲酚降解效果很好，有

待进一步深入研究。

关键词：活性污泥：苯酚；间甲酚；生物降解；苯酚羟化酶基因



焦化废水中酚类降解菌及其降解机制的初步研究

Abstract

Phenols and phenolic compounds are a major source of environmental pollutants，

which are very toxic，carcinogenic and mutagenic．More and more phenol wastewater

without treatment is threatening the environment seriously with the development of

economy．Compared with physical and chemical methods，microorganism biodegradation

of phenol wastewater is more effective，lower in cost，and without secondary pollution．

Thus，the isolation and identification of phenol-degrading bacteria are very important，

especially in promoting the phenol sewage treat process．

Together,26 possible phenol—degrading bacteria were isolated from the activated

sludge through LB、21 6L and phenol，m-cresol inorganic salt medium．Two other

degrading bacteria named AEJl and ANJ3 were obtained by enrichment wim gradual

increase of m—cresol dosage as the sole source of carbon．Strain AE儿was able to

metabolize 94．6％m-cresol with initial concentration 790．77 mg／L in just 48 h；while

ANJ3 metabolized 92．2％m—cresol with initial concentration 762．75 mg／L in 48 h．

Analysis of 1 6S rRNA gene sequence showed that the isolates belonged to 28

different strains of 28 species of 20 genera．Most of them belonged to 8-and

y-Proteobacteria．Four of them possibly belonged to novel species based on their low 1 6S

rDNA sequence similarity to the described type strains．Results of systematic

classification and identification of strain AN3 showed that it represents a novel species in

the genus Ottowia，of which the name Ottowia beo'ingensis sp．nov．is proposed．Results

of systematic classification and identification of strain AE3 1 showed that it represents a

novel species in the genus Pedobacter，of which the name Pedobacter beijingensis sp．

nov．is proposed．

PCR analyses revealed the encoding genes of phenol hydroxylase，the nucleotide

sequence of PCR fragment from strain AE 1 4 shared 99％homology with the phenol

hydroxylase of strain Pseudomonas mendocina PC3，and AN3 shares 1 00％homology

with the phenol hydroxylase of phenol—degrading strain Diaphorobacter sp．J5—5 1，while

AEJ 1 and ANJ3 both shares 99％homology with the phenol hydroxylase of strain

Pseudomonas putida KL33．妨e existence of the key enzymes further confirmed the

phenol—degrading capability at molecular level．

Whole genome sequencing of strain AN3
1

with phenolic degradation effect and

preliminary analysis of the genome was carried out．Lots of phenol and m—cresol

degradation genes were found，including 1 3 genes(D胡6 1 0 to D们642)which may be

involved in phenol degradation meta—cleavage pathway．Meta—cleavage pathway for
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phenol degradation in strain AN3T was proposed，while maybe there are two independent

pathways for m—cresol degradation．

In summary，lots of phenol and m-cresol degrading bacteria were isolated from

activated sludge，and of practical application．Particularly,strain AEJ1 and ANJ3 are

excellent phenol and m—cresol degrader,and need further study．

Key words：Activated sludge；phenol；m—cresol；biodegradation；hydroxylase gene
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1前言

1．1焦化废水的来源与组成

焦化废水是焦化工厂在其生产过程中产生的废水，如炼焦生产过程中剩余的氨

水、精制净化过程中的废酸废碱液、化产工艺过程中的分离水等，来源复杂(韦朝

海等，201 1)。焦化废水含有大量有机物和无机物，其水质组成与生产工艺、运行管

理及地域等因素密切相关。焦化废水是典型的难降解、强毒强害的有机废水，其中

有机物包括芳香族化合物、杂环化合物等，其特征性有机污染物有氨氮、氰化物、

酚类、油分和硫化物等，含量最多的是酚类物质，生化处理过程中很难把这些有机

污染物完全降解，至今仍是各国的水处理难题(陈春，2011；韦朝海等，2011)。

1．2苯酚、间甲酚的来源及其危害

苯酚(phenol-)，又称石炭酸，分子结构式如图1．1所示，是一种半透明的白色

针状晶体，具有特殊的令人呕吐的甜辣芳香气味，广泛存在于钢铁厂废水、石化废

水、纺织厂废水、化工厂废水和制药厂废水等工业废水中，是一种各国优先控制的

环境污染物。苯酚容易燃烧和爆炸，当空气中混有3％．10％苯酚时，就可能引起爆

炸(Zeng等，2010；关晓燕，2008)。

OH

由
C001哇

OH

I

仅H3
图1-1苯酚(C00146)和间甲酚(C01467)的分子结构式

Fig．1-1 Molecular structure of phenol(C00146)and m—cresol(C01467)

间甲酚(聊．cres01)，又称3．甲酚，是苯酚的单甲基衍生物，是酚类化合物中具

有代表性的一种环境污染物质，具有特殊的芳香气味，分子结构式如图1．1所示。

间甲酚是生产速灭威、倍硫磷、二氯苯醚菊酯、杀螟松等杀虫剂以及防腐剂、树脂、

消毒剂、彩色胶片、香料、维生素E和增塑剂的中间体，广泛存在于杂芬油和其他

多种工业废水中，会造成土壤和水源的污染。问甲酚存在对甲酚(p—cres01)和邻甲

酚(D．cres01)2种同分异构体，它们都具有强烈的毒性及腐蚀性(Jiang等，2010；

付柳等，2008)。

苯酚、间甲酚都是人类饮用水水源中急需严格控制的环境污染物，具有极大的

毒性和致癌、致突变作用。含酚废水常常会污染饮用水水源和农田土壤，可使鱼虾

等动物死亡，抑制农作物生长(龚斌，2006)。它们都具有较差的水溶性和较好的脂
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溶性，可以透过细胞膜、细胞质，并在人体和动物的脂肪组织内积蓄，从而对脾脏、

胰脏和肾脏等器官造成长期的深度危害。酚会使蛋白质凝固，水溶液中的酚能够被

皮肤细胞吸收，进而对人的皮肤粘膜造成腐蚀，还可以作用于中枢神经而引起痉挛，

对人类的健康造成严重威胁(Zeng等，2010)。当饮用水水源中酚类物质的质量浓

度达到0．002 mg／L，加氯消毒时就会产生氯酚恶臭味；当质量浓度超过0．005 mg／L

时，水就不能饮用了(李绍峰等，2004)。

因此，酚类物质的可降解性引起了研究者的极大兴趣，世界各国相继把酚类物

质列入有毒环境污染物名单，并投入大量资金治理酚类环境污染，制定了严格的含

酚污水排放标准，规定饮用水水源含挥发性酚的浓度不得高于0．001 mg／L，其他水

源水体中含酚类最高容许浓度为0．002 mg／L(Zeng等，2010；龚斌，2006；关海滨，

2007)。

1．3苯酚、间甲酚的生物降解及其降解菌

相对于化学方法、物理方法来说，利用微生物的新陈代谢作用对酚类物质进行

生物降解是目前应用最为普遍的含酚工业废水处理技术，可将酚类污染物降解成

C02、H20或转化为其他无毒中间产物从而实现无害化的目的。生物降解技术利用

微生物生态优势高效降解酚类污染物，并很少产生有害副产物，经济高效(Wang

等，2009；向述荣等，2001)。

对于苯酚生物降解的研究，国外起步比较早，已经分离得到许多苯酚降解菌。

目前已分离和鉴定的苯酚降解菌包括藻类(Ochromonas)(Semple等，1996)、真养

产碱菌(Alcaligenes eutrophus)(Kim等，1 997)、丛毛单胞菌(Comamonas)(Arai

等，1998)、根瘤菌(Rhizobia)(Chen等，2004；Wei等，2008)、酵母菌(Trichosporon)

(Kalin等，1992；Kirimura等，2010)、假单胞菌(Pseudomonas)(Kotresha等，

2008；Kukor等，1990；Powlowski等，1994)、醋酸钙不动杆菌(Acinetobacter

calcoaceticus)(Paller等，1995；Zhan等，2012)、反硝化菌(Bonting等，1995)、

Ralstonia eutropha(Tepe等，2008)以及一些微生物菌群(Lee等，2011)。

由于我国工业化起步较晚，对环境微生物学的研究起步也比较晚，目前国内研

究者对于苯酚生物降解的研究还基本上处于起步阶段。国内分离得到了很多苯酚降

解菌，并进行了初步的研究。潘利华等从某印染厂的下水道污泥中分离得到一株高

效苯酚降解菌，并初步鉴定归为微球菌属(Micrococcus)(潘利华等，2003)。沈锡

辉等从大连星海湾附近的污泥中分离得到一株能以苯甲酸、萘、对甲酚、苯酚为唯

一碳源和能源生长，同时能够降解单环和双环芳烃的菌株NPAN5，经鉴定归为红球

菌属(Rhodococcus)(沈锡辉等，2004)。徐玉泉等从工业废水中分离得到一株能以

苯酚为唯一碳源和能源的高效苯酚降解菌PHEA．2，通过16S rDNA序列分析，鉴定

为醋酸钙不动杆菌(Acinetobacter calcoaceticus)(徐玉泉等，2000)。顾立锋等从江

6



焦化废水中酚类降解菌及其降解机制的初步研究

苏泰兴化工厂污泥中分离得到一株德氏酵母菌(Debaryomyces sp．Gb)，该菌可以在

浓度范围0-20％的Na2S04环境中以苯酚为唯一碳源和能源生长(顾立锋等，2004)。

曹军伟等从首都钢铁集团的焦化废水中分离得到Pedobacter、Castellaniella、

Diaphorobacter、Pseudomonas等属多株潜在的酚降解菌，其中有4株潜在的新种(曹

军伟等，2011)。

然而，由于间甲酚生物毒性很强，目前较少看到有关间甲酚生物降解的研究报

道。工业废水中的高浓度问甲酚毒性较强，抑制微生物的生长进而使废水处理的停

滞时间延长，处理效率很低。传统的微生物处理方法一般只适用于酚浓度在500 metE

以内的工业废水处理。目前报道能降解间甲酚的菌种主要有假单胞菌(Pseudomonas)

(Hopper等，1 975)、真养产碱杆菌(Alcaligelies eutrophus)(Hughes等，1 984)、

热带假丝酵母(Candida tropical&)(Jiang等，2010)、杂色云芝(Coriolus versicolor)

(吴坤等，2004)、白色假丝酵母(Candida albicans)、花金龟脱硫杆菌

(Desulfobacterium cetonicum)(Muller等，1999)和一些厌氧产烷微生物等(付柳

等，2008)。天津大学的闻建平、姜岩等(Bergauer等，2005；Jiang等，2007b；吴

坤等，2004)报道了一株热带假丝酵母在52 h内将280 mg／L的问甲酚完全降解。

目前文献报道的微生物降解问甲酚的最大浓度仅有600 metE(Saravanan等，2008；

彭丽花等，2009)，已报道的微生物降解苯酚的最高浓度达至U2600 mg／L(Afzal等，

2007；Jiang等，2010)、最高耐受浓度达到了3000 mg／L(E1．Sayed等，2003；Zeng

等，2010)。然而，石化、焦化、化纤、油制气、制药等工厂排污口排出含酚废水

的酚类浓度远比这高，如有些工厂排放的焦化废水中酚类物质的含量达数万mg／L

(李淑彬等，2005)。所以，还急需加强对含酚工业废水的高效酚降解菌及其生物

多样性、遗传多样性的研究。

1．4苯酚、间甲酚降解基因、酶和降解途径

对于苯酚生物降解机制的研究，最早的报道是有关菌株Pseudomonas U(Dagley

等，1965)，后来又有很多研究者对苯酚的生物降解进行了深入研究。苯酚降解基因

通常成簇排列于质粒上(Powlowski等，1 994：Shingler等，1989)，也有一些位于

染色体上(Kukor等，1991；Ng等，1994 o苯酚生物降解过程的关键基因是苯酚

羟化酶(phenol hydroxylase)基因，它编码了降解途径中的第一个酶，负责将苯酚

单加氧生成儿茶酚(即邻苯二酚，catech01)；接下来将儿茶酚开环的是儿茶酚l，2

双加氧酶或儿茶酚2，3双加氧酶，它们分别对儿茶酚进行邻位(ortho)开环或问位

(meta)开环，其对应的降解途径分别称为邻位途径(ortho．pathway)和问位途径

(meta—pathway)。

通过间位裂解途径降解苯酚的代表菌株是Pseudomonas sp．CF600(Powlowski

等，1994)，菌株CF600的苯酚降解基因位于质粒pVll50上的1．5 kb区域内，形成
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了一个dmpKLMNOPQBCDEFGHI操纵子。如图1—2所示，儿茶酚在儿茶酚2，3双加

氧酶(Cateehol 2,3-dioxygenase)作用下生成2-羟基粘康酸半醛(2-Hydroxymuconate

semialdehyde)，随后降解过程中的中间产物又经过2-Hydroxymueonic semialdehyde

dehydrogenase，2-Hydroxymuconie semialdehyde hydrolase，4-Oxalocrotonate isomemse、

4-Oxalocrotonate decarboxylase 、 2-Oxopent-4一dienoate hydratase 、

4-Hydroxy-2-oxovalerme aldolas、Aldehyde dehydrogenase facylating)等一系列酶系的

作用，最终生成乙酰辅酶A(Acetyl．CoA)进入TCA循环。除了假单胞菌以外，其

他属的细菌也有通过问位裂解途径降解苯酚的报道，如Bacillus(Banerjee等，2010；

Duffner等，2000)、Alcaligenes(Essam等，2010；Kim等，1997)、Geobacillus(Omokoko

等，2008)、Comamonas(Arai等，1998)、RhodoCOCCUS(沈锡辉等，2004)和某些

酵母菌(Jiang等，2007a)等。

与间位降解途径不同，微生物降解苯酚的邻位降解途径中儿茶酚苯环的裂解发

生在两个羟基之间(Ahamad等，1996；Ehrt等，1995)，产生不同于间位裂解途径

的代谢产物，如粘康酸(cis，cis．Muconate)、3-Oxoadipate、乙酰辅酶A等，因此也

就需要不同于问位裂解途径的酶系，如Catechol 1,2．dioxygenase、Muconate

cycloisomerase、3-Oxoadipate en01．1actonase和3-Oxoadipate CoA．transferase等，如图

1．3所示。
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0 l 2 3 4 5 6 7 3 9 m n 12 13 M 15 b
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图1．3苯酚的邻位降解途径

Fig．1-3 Ortho-cleavage pathwayfor phenol degradation

PH：Phenol hydroxylase；tarA：catechol 1,2-dioxygenase；catB：muconate cycloisomerase；catC：

muconolactone D—isomerase；peal)：3-oxoadipate enol—lactonase；paclJ：3-oxoadipate CoA—transferase；

pcaF：3-oxoadipyl—CoA thiolase(Ahamad等，1996；Camara等，2007；Ehrt等，1995)

表1-1 Pseudomonas sp．strain CF600的苯酚降解操纵子基因及其功能

Table 1-1 Summary of the genes and gene products of the dmp operon

间甲酚的生物毒性较大，有关间甲酚生物降解机制的研究相对较少。

Pseudomonas sp．strain CF600不仅能降解苯酚，还能以苯酚的甲基衍生物(问甲酚、
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邻甲酚、对甲酚等)为唯一碳源和能源生长(Powlowski等，1994；Shingler等，1989)。

菌株CF600对间甲酚的降解也是由dmp操纵子负责的，同样采用间位裂解途径降解

这些苯酚的单甲基衍生物。然而邻位降解途径不能有效降解苯酚的单甲基衍生物，

这一类微生物就先将甲基氧化成羧基，然后通过龙胆酸途径，用一系列不同于儿茶

酚邻位降解途径的酶系将羟基苯甲酸彻底降解(Lack等，1992；Londry等，1997；

Poh等，1980；彭丽花等，2009)。详见图1．4。

受与魄比与泌 E4
t．j

——一n3
2
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图1-4间甲酚的微生物降解途径

Fig．1-4 Metabolic pathways for，靠-cresol degradation by microorganisms

E1：phenol 2-monooxygenase；E2：3-Methylcatechol：oxygen 2．3一oxidoreductase(decyclizing)；E3：

2-hydroxy·6·．oxohepta-2，4--dienoate hydroxylase；E4：2-keto-4·-pentenoate hydratase；E5：4--hydroxy

2-oxovalerate aldolase；E6：xylenol methylhycdroxylase；E7：3-Hydroxy,benzyl-·alcohol：NADP+

oxidoreductase；ES：3-hydroxybenzaldehy,'de：NAD(P)+oxidoreductase；E9：

3-hydroxybenzoate，NADH：oxygen oxidoreductase(6-hydroxylating)；E10：3-hydroxybenzoate

4-hydroxylase(Hopper等，1975；Hughes等，1984；Kukor等，1991；Poh等，1980；Stephens，

2011：姚海艳，2011)

1．5细菌的分类鉴定

微生物在生态食物链中充当分解者的地位，是组成生物圈的重要成员，微生物

的分类鉴定与其理论研究和实际应用有同等重要的地位。目前自然界中可培养的微

生物数量不到l％，大多数细菌的分类鉴定仍然需要建立在纯培养的基础上，然后再

根据一系列规范的分类特征进行鉴定(金光等，2011)，其一般的流程如图1．5所示。

细菌的分类鉴定一般分为4个水平：1、细菌细胞形态特征和生活习性，例如观察其

形态特征、酶反应、运动型、生长条件、营养要求、代谢特性、致病性、抗原性和

生态特性等；2、细菌细胞的组分水平，例如细胞壁、脂类、光合色素和醌类等成分

10
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焦化废水中酚类降解菌及其降解机制的初步研究

分析，采用的技术有常规技术，也有气相色谱、红外光谱、质谱分析和高效液相色

谱(HPLC)等新技术；3、蛋白质水平，例如凝胶电泳、各种免疫标记技术和氨基

酸序列分析等；4、核酸水平，包括DNA分子杂交、GC含量(G+C m01％)的测定、

16S rDNA序列分析、16S一23S rRNA中间(ITS)序列分析、rRNA聚合酶的Sigma

因子rpoD和促旋酶基因(gyrB)等重要基因的序列分析以及全基因组测序等(袁军，

2008；周德庆，2002)。细菌的拉丁文名需要遵循国际微生物学学会制定的国际细菌

命名标准(International Code ofNomenclature ofBacteria)，并在国际微生物学会主办

的杂志International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology(即USEM)

上发表后即会获得认可，或在其他刊物发表后向IJSEM编辑部申请并获得认可。

图1．5细菌新种(属)分类鉴定的流程图(金光等，2011)

Fig．1-5 Flow chart of general typing of bacteria

1．6基因组测序

近年来随着科学技术的发展，新一代基因组测序技术突飞猛进，基因组学研究

也取得了重大突破和进展。跟随人类基因组计划的实施，微生物基因组学的研究也

逐步发展起来，1994年美国能源部便启动了微生物基因组计划(Microbial Genome

Project)。之后有大量微生物的全基因组序列得到测定，包括重要的工业微生物、病
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原微生物、极端微生物和一些重要的模式微生物(Bolotin等，2001；Fleischmann

等，1995；Shimizu等，2002)。目前研究者对微生物基因组的研究主要集中在：1．发

现并阐明独特新基因：2．基因组组织结构和调控；3．微生物代谢网络；4．基因水

平转移和微生物进化等几个方面(袁军，2008)。目前对一些微生物基因组的分析研

究表明，很多细菌都携带有一至数个不同的基因簇(Kim等，2008；Yan等，2009)，

也就可以通过不同的代谢途径降解多种多样的环境有机污染物(如芳香族化合物)。

对这些降解菌基因组的分析研究，可以使我们更全面的认识细菌对有机化合物的降

解能力、发现新的代谢途径以及新的降解酶系等等。人们已经有能力从基因组水平

上理解生物的生理生化和遗传特性，甚至从全局水平上理解微生物之间、微生物与

环境之间以及微生物与其寄主之间的相互作用。

1．7本工作的目的和意义

如前所述，焦化废水对环境极具危害，其中苯酚是含量最多的有机化合物，而

问甲酚是较难降解的有机化合物。想要提高生物法对高浓度酚类废水的处理效率，

一方面要改进传统工艺，另外有必要进行高效酚降解菌种的选育工作。基于这种考

虑，本文从焦化废水处理厂的污泥样品中分离降解苯酚、间甲酚的菌株，研究其降

解率、降解基因，并通过对其中一株苯酚、间甲酚降解菌Ottowia beij'ingensis AN3。

基因组草图的分析研究，以期能够揭示该菌的降解基因，推断其降解苯酚、间甲酚

的代谢路径，阐明新的基因和其功能，甚至发现新的调控因子、新的基因间相互作

用等。这对于我们以后更好的认识、利用并进一步改造这些降解菌有着重要意义，

最终希望所有工作能够服务于实际的废水处理过程。
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焦化废水中酚降解菌及其降解基因的研究

2材料与方法

2．1实验材料

2．1．1活性污泥

焦化废水活性污泥采集于首都钢铁集团污水处理厂，AE号样品采自好氧池，

AN号样品采自厌氧池。样品于4。C短期保存，于．80℃用甘油管长期保存。

2．1．2培养基

LB培养基(赖其良，2007)：NaCl 10 g，YEASTEXTRACT 5 g，TRYPTONE 10

g，用自来水定容至1000 mL。固体培养基添加1．5％(W／V)的琼脂粉。121。C灭菌

20min。

216L培养基(袁军，2008)：氯化钠10 g，乙酸钠19，柠檬酸三钠0．5 g，硝酸

铵O．2 g，营养肉汤O．5 g，TRYPTONE 10 g，YEAST EXTRACT 2 g，用自来水定容
至1000 mL。固体培养基添加1．5％(w／v)的琼脂粉。121℃灭菌20 min。

无机盐培养基(Santos等，2003)：(NH4)2S04 3 g，KH2P04 0．5 g，NaEHP04。12I-120

1．3 g，MgS04·7H20 0．3 g，微量元素溶液1 mL，pH值7．0，蒸馏水1000 mL。121℃

灭菌20 min。接种前加入一定量的20 mg／mL苯酚溶液。固体培养基加入1．5％(W／V)

的琼脂粉。微量元素溶液：FeS04-7H20 0．5 g，MnS04‘H20 O．15 g，ZnS04 0．14 g，

CoCl2 0．2 g，蒸馏水1000 mL。

2．1．3常用溶液

50×TAE缓冲液：Tris．乙酸 2 mol／L

EDTA 50 mmol／L

TE缓冲液：

溶菌酶：

蛋白酶K

Tris-HCl 1 0 mrnol／L(pH 8．0)

EDTA 1 mmol／L

溶菌酶 0．1 g／mE

Tris．HCI 1 0 mmol／L(pH 8．O)

蛋白酶K 20 mg／mL

去离子水配制，终浓度1 mg／mL

13
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2．1．4仪器与试剂

表2-1实验仪器表

Table 2-1 List of experimental instruments

仪器 生产厂家

JM．250型电泳仪

HSJ-A型通风柜

电子天平

Sup．250型生化培养箱

ZHJH．110型垂直超净工作台

ZHWY-21 1型摇床

UB．7型酸度计

ELGA PURELAB Classic超纯水系统

iCycler型PCR仪

SmartSpec型核酸蛋白测定仪

ACURA825可调容量精密移液器

Biolog浊度仪

Minispin台式离心机

Bioscreen全自动生长曲线分析仪

QP2010型气质联用仪(GC．MS)

大连捷迈科贸有限公司

嘉宏顺科学实验室设备(深圳)有限公司

梅特勒．托利多仪器(上海)有限公司

上海精宏试验设备有限公司

上海智城分析仪器制造有限公司

上海智城分析仪器制造有限公司

DENVER INSTRUMENT,America

ELGA，ENGLAND

BIo．RAD

BIO。RAD

SOCOREX，Swiss

BioSurplus，Inc．San Diego

Eppendorf,Germany

芬兰

日本岛津公司

表2-2实验试剂表

Table 2-2 List of experimental reagents
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焦化废水中酚降解菌及其降解基因的研究

2．1．5网络资源

BLAST检索：http：／folast．ncbi．nlm．nih．gov／Blast．cgi；细菌16S rDNA序列比对网

站EzTaxon．e：http：／／eztaxon．e．ezbiocloud．net／；苯酚、间甲酚代谢途径分析：

http：／／www．genome．jp／kegg／ke992．html、http：／／umbbd．msi．ul'nn．edu／index．html。

2．1．6分析软件

Chromas Lite 2．01：Windows XP／Win 7系统下查看DNA测序结果的峰值图。

DNAMAN 6．0．40、MEGA 4和CorelDRAW 12：Windows XP／Win 7系统下用于

DNA序列和蛋白质氨基酸序列分析、同源性分析、系统进化分析等。

AlphaEaseFC：EB染色琼脂糖凝胶图片拍摄。

2．2实验方法

2．2．1溶液配制

20 mg／mL苯酚储存液：将苯酚整瓶放入60。C水浴，融化为液体后量取1．9 mL

加入到98．1 mL无菌水中，混匀至苯酚完全溶解。放40C避光保存。

15
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20 rag／mE间甲酚储存液：量取1．9 mL间甲酚液体加入到98．1 mL无菌水中，

混匀至间甲酚完全溶解。放4"C避光保存。

生理盐水：称取0．9 g NaCl，溶解于100 mL超纯水中，12l℃灭菌20 min备用。

微量元素溶液：称取0．05 g FeS04·7H20，0．014 g ZnS04，0．015 g MnS04‘H20，

0．02 g CoCl2，溶解于100 mL蒸馏水中。放4℃冰箱备用。

2．2．2菌种保存

短期保存：分离得到的菌株在LB固体培养基上划线，生长得到新鲜菌体，4"C

冰箱保存1个月左右。

长期保存：从平板上挑取适量新鲜菌体，充分混合于0．5 mL灭菌的16％甘油+5％

海藻糖混合液中，放．80。C保存。

MCCC保存：按照中国海洋微生物菌种保藏管理中心(MCCC)的要求，以液

氮超低温冻结法、．80。C冰箱冻结法和真空冷冻干燥法等方法长期保存。

2．2．3培养条件

固体平板培养：28。C恒温培养箱倒置培养。

液体摇瓶培养：28"C恒温摇床振荡培养(180 r／min)

2．2．4菌株分离

平板直接分离：将活性污泥样品梯度稀释至10击，取lO‘4、10。5和10击稀释度样

品各100此，分别涂布于LB和216L平板。同时设置空白对照(不添加活性污泥样

品，添加等量无菌水作为对照)。固体平板放28"C恒温箱倒置培养一周。挑取菌落

形态不同的菌株，相应在LB、216L固体平板上划线纯化。

富集后分离：采用逐步提高富集液中间甲酚浓度的驯化法。按1％的接入量将活

性污泥样品接种于30 mL无机盐培养基(含10 mgm间甲酚)中，摇床180 r／min，

28"C培养。三天后以10％的接种量将第一次富集液转接至含40 mg／L间甲酚的无机

盐培养基(30 mL)中，摇床180 r／min，28。C继续培养。同理，以此方法不断循环，

分别用含133、267、400、600和800 mg／L间甲酚的无机盐培养基(30 mE)进行富

集驯化培养。最终含800 mg／L间甲酚的无机盐培养基培养至富集液浑浊后，将富集

液梯度稀释至10一，分别取10‘4、10巧和10‘6稀释度各100此，涂布含600 mg／L间

甲酚的无机盐平板，放于28℃恒温培养箱倒置培养。同时设置空白对照(不添加问

甲酚富集液，添加等量无菌水作为对照)。三天后，无机盐固体平板(含600 mg／L

间甲酚)上长出单菌落，每个活性污泥样品随机挑取3株表型不同的菌株，在间甲

酚(600 mg／L)无机盐固体平板上划线纯化。
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2．2．5摇瓶种子的制备

从固体平板上挑取新鲜菌体接种到20 mL(100 mL三角瓶)LB液体培养基中，

摇床180 r／min，28。C振荡培养20 h。LB液体培养基浑浊后，取l mL菌液于1．5 mL

无菌离心管中，10000 r／min离心2 min。用1 mL生理盐水重悬菌体，重悬液做为种

子。

2．2．6菌株降酚功能的初步验证

熏法验证：苯酚和间甲酚在常温下都具有一定的挥发性。将平板分离得到的菌

株在不含碳源的无机盐固体平板上划线，在平板盖子上添加适量碳源(苯酚或间甲

酚)，放入28℃恒温培养箱中倒置培养，初步考察各个菌株对苯酚和间甲酚的利用

情况。

摇瓶初检：经过熏法验证实验，得到能在无机盐平板上较好生长的潜在苯酚、

间甲酚降解菌。将这些菌株的1 mL种子液接种到30 mL含苯酚(200 mg／L)、间甲

酚(100 mg／L)的无机盐液体培养基中，摇床180 r／min，28。C振荡培养48 h。分别

在0和48 h两个时刻取样，12000 r／min离心，留取上清测定苯酚和间甲酚残余含量，

计算48 h降解率。

2．2．7细菌基因组DNA的提取

用LB固体培养基或LB液体摇瓶培养细菌至对数生长期，然后采用赛百盛细菌

基因组DNA提取试剂盒(硅胶柱型)提取细菌基因组DNA，提取方法按试剂盒说

明书进行。放于．20。C备用。

2．2．8 BoX．PCR

引物(赖其良，2007)：5’．CTACGGCAAGGC GAC GCTGAC G．3’。

采用30此PCR体系，如下：

无菌超纯水 21．25此

10xPCR Buffer 3 gL

MgCl2(25 mM) 2．4斗L

dNTPs(各10 mM)0．75 p．L

引物(10小) 1．2此

Fermentas Taq DNAPolymerase 2 U

DNA模板 l此

BOX—PCR扩增程序：95℃，3 min；(94℃，30 S；53℃，30 S；65℃，8 min)

×35循环；65℃，10 min；10℃，hold。
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————————————————————————————-————●—————●—————————————————————_—————-————————————————————————————一一——一

设置空白对照。PCR扩增产物用2％琼脂糖凝胶电泳(100 bp DNA Ladder和500

bp DNALadder作为Marker)，EB染色后拍照检测。

2．2．9细菌16S rDNA序列扩增与分析

16S rI斟A基因扩增通用引物(赖其良，2007)：16SF：5'-AGAGTTTGATCCTGG

CTC AG．3’：16SR：5'-ACG GCTACC TTG TTACGACT_3’

16S rRNA基因PCR采用50此体系，如下：

无菌超纯水 35此
10×PCR Buffer 5 uL

MgCl2(25 mM)

dNTPs(各10raM)

16SF(10“M)

16SR(10 gM)

RedTaq DNA Polymerase

DNA模板

16S rRNA基因PCR扩增程序：94℃，3 min；

90 S)×30循环；72℃，5 min；10℃，hold。

4 UL

1 gL

1 pL

1“L

2 U

1 pL

(94℃，30 s：55℃，30 s；72℃，

设置空白对照。PCR扩增产物用1％琼脂糖凝胶电泳(Marker 3作对照)、EB

染色后拍照检测。PCR扩增产物用PCR产物纯化试剂盒(硅胶柱型)及胶回收试剂

盒(硅胶柱型)进行纯化，将纯化后的产物送上海生工生物工程技术服务有限公司

测序(测序引物为P300、RP500和PKCT。P300：5'-CCA GAC TCC TAC GGGAGG

CAG C．3’：RP500：5'-CGTATT ACC GCG GCTGCTGGC A一3’；PKCT：5'-TGC ATG

GCT GTCGTCAGC TCG TG．3’)。

利用生物软件Chromas Lite和DNAMAN进行16S rDNA序列分析。在

http：／／blast．ncbi．nlm．nih．gov／Blast．cgi和http：／／eztaxon—e．ezbiocloud．net／(Kim等，2012)

两个网站上进行16S rDNA序列比对。

取不同菌株16S rDNA序列，以及NCBI数据库中与它们具有最高序列相似度

的模式菌株的16S rDNA序列，用DNAMAN进行多序列比对，然后输出Clustal格

式的多序列比对结果，再用MEGA 4采用邻位加入法(neighbor-joining)构建16S

rDNA系统发育树，再用CorelDRAW 12进行文字字体格式的修改，得到系统发育

树。

2．2．10苯酚、问甲酚含量的测定

先将样品离心(12000 r／min，2 min)，留取上清液，放4"C以备测定苯酚、间甲

酚含量。
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苯酚、间甲酚含量使用SmartSpec型核酸蛋白测定仪(紫外分光光度计)进行

测定。苯酚在269嫩处有最大吸收峰，即苯酚含量用在269 nlll处测定的吸光度
(Abs269)表示(关晓燕，2008)。间甲酚在221 nnl处有最大吸收峰，即间甲酚含量

用在221 nm处测定的吸光度(Abs221)表示。

2．2．11苯酚、间甲酚标准曲线的绘制

将20 mg／mL的苯酚、间甲酚储存液梯度稀释成25、40、50、100和200 mg／L，

分别在护269 nnl和扣221 am处，用紫外分光光度计测定吸光度。绘制吸光度对应
苯酚或间甲酚浓度的标准曲线(关晓燕，2008)。

2．2．12苯酚、间甲酚生物降解实验

经过摇瓶初检实验，我们得到几株酚降解性能较好的细菌。将这些菌株的1 mL

种子液分别接种到30 mL苯酚(200 mg／L)、间甲酚(100 mg／L)无机盐液体培养基

中，180 r／min，28℃摇床振荡培养24 h。设置空白对照(不接种种子液，添加等量

无菌生理盐水作为对照)，分别在0、24 h时刻取样，测定苯酚、间甲酚含量，计算

24 h降解率。选取1 100 mg／L苯酚和800 mg／L间甲酚的无机盐液体培养基，做富集

分离实验而得菌株的酚降解实验。每组实验均设置三个平行重复，实验结果取其平

均值。

2．2．13苯酚羟化酶基因的PCR克隆与分析

苯酚羟化酶基因扩增引物(吴培诚，2002)：P1：5’．AGG CAT CAA GAT CAC

CGACTG．3’：P2：5'-CGC CAGAAC CATTTATCGATC一3’。

扩增反应体系如下：

无菌超纯水 35止

10×PCRBuffer 5 pL

MgCl2(25 mM)4 gL

dNTPs(各10 mM) 1此

P1(10“M) 1“L

P2(10州) 1 pL

RedTaq DNAPolymerase 2 U

DNA模板 1此

PCR扩增程序：95℃，2 rain；(95℃，45 s；58℃，40 s；72℃，45 s)×30循

环：72℃，10 min；10℃，hold。

PCR扩增产物用1％琼脂糖凝胶电泳(Marker 3作对照)、EB染色后拍照检测。

PCR扩增产物用AxyPrep PCR清洁试剂盒纯化，将纯化产物送上海生工生物工程技
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术服务有限公司测序(测序引物为PCR引物P1 o利用Chromas Lite查看测序效果，

测序结果在http：／／blast．nebi．nlm．nih．gov／Blast．cgi网站上进行序列比对。

2．2．14苯酚、间甲酚降解菌的系统分类与鉴定

菌株AN3和AE31的培养及其一系列生理生化实验所用的培养基是LB培养基，

配方如前所述。

16S rDNA的PCR扩增与系统发育树的构建，方法如前所述。

新菌的表型分析：菌株AN3和AE31的菌落形态是菌株在LB固体培养基上于

28。C恒温培养48 h后得到的单菌落。进行电子显微镜观察时，收集处于对数生长早

期的细菌细胞，用无菌生理盐水洗涤菌体2．3次，再用无菌超纯水洗涤1次，离心

后用无菌滤纸片吸干上清液。洗涤后的菌体用磷钨酸(PTA)进行负染，用H一600

型透射电子显微镜在100 KV条件下进行观察拍照。

最适生长温度的测定：将菌株接种于含5 ml无菌LB液体培养基的试管中，置

于4l℃水浴锅中静置培养。接种20此菌液至装有200 lxL LB液体培养基的100孔

板(Bioscreen全自动生长曲线分析仪专用)中，置于8'C、15℃、25℃、30℃和37℃

摇床中，180 r／min培养24 h后用Bioscreen全自动生长曲线分析仪测定生长状态。

最适盐度和pH的测定：将20曲菌液接种于含200此LB液体培养基的100孔

板(Bioscreen全自动生长曲线分析仪专用)中，28。C×180 r／min摇床振荡培养24小

时后，用Bioscreen全自动生长曲线分析仪测定生长状态。其中LB的NaCl浓度(w／v)

设置为以下梯度：0、O．5、1、1．5、2、2．5、3、4、5和6％；pH值设置以下梯度：3、

4、5、6、7、8、9、10、1l和12。

利用API ZYM和API 20NE试剂条测定菌株的常规酶活、标准化常规测试和同

化实验。利用Biolog微生物鉴定系统鉴定菌株对不同碳源的利用情况。

通过纸片法(Shieh等，2003)测定菌株的抗生素抗性实验。制备菌株的菌悬液

均匀涂布在LB固体平板上，每块固体平板上均匀贴上5种抗生素纸片，放置于28。C

恒温培养48小时后记录抑菌圈大小(直径)。一共测试了以下28种抗生素(Pg per

disc)：氨苄青霉素(10)、头孢氨苄(30)、羧苄青霉素(100)、头孢哌酮(30)、

氯霉素(30)、头孢拉定(30)、环丙沙星(5)、复方新诺明(25)、氯林肯霉素

(2)、红霉素(15)、氧氟沙星(5)、诺氟沙星(10)、青霉素G(10)、利福

平(5)、头孢三嗪(30)、哌拉西林(100)、四环素(30)、强力霉素(30)、万

古霉素(30)、头孢唑啉(30)、卡那霉素(30)、庆大霉素(10)、林可霉素(2)、

米诺四环素(30)、甲硝唑(5)、苯甲异噫唑青霉素(1)、链霉素(10)和多粘

菌素B(30 IU)。

参考《常见细菌系统鉴定手册》(东秀珠等，2001)测定菌株的接触酶活性和

氧化酶活性。
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脂肪酸成分的分析，参照参考文献(Sasser，1990)。

菌株脂肪酸抽提步骤：

刮菌：菌株在LB固体平板上划线培养至长出单菌落后，挑取单菌落转划至LB

固体平板上，28℃恒温培养48 h左右，用无菌长牙签将菌苔刮至脂肪酸测定管的底

部，菌体湿重不少于0．4 g。

皂化：在测定管内加入1 mL试剂1，往管内充入氮气5．10 S后将管盖拧紧，涡

旋振荡20 S；在超声破碎仪内超声破碎10 min，再充分振荡，放入100℃水浴锅中

热处理25 min；每5 min取出振荡5．10 S；之后放入冷水中快速冷却。

甲基化：往测定管内加2 mL试剂2，迅速拧紧管盖(将会生成挥发性物质)，

涡旋振荡20 S；80℃水浴保温10 min；之后放入冷水中快速冷却。

萃取：往测定管内加1．25 ml试剂3，拧紧管盖，涡旋振荡10 min使萃取更充分；

静置3—5 min，待溶液分层后将下层溶液丢掉，保留上层液。

洗涤：往上述溶液中加3 mL试剂4，拧紧管盖涡旋振荡3。5 min，静置10．15 min

使溶液分层(如果静置很久后仍不分层，则需加入500 gL饱和NaCI溶液，振荡后

再静止分层)，用玻璃吸管吸取约2／3上清液加入到GC．MS样品瓶中，盖紧瓶盖。

附录：

试剂1： 氢氧化钠(符合ACS标准)45 g

甲醇(色谱纯) 150mL

超纯水 150mL

试剂2：

试剂3：

试剂4：

盐酸(6 mol／L)

甲醇

正己烷(色谱纯)

甲基叔丁基醚(色谱纯)

325 mL

275 mL

200 mL

200 mL

氢氧化钠(符合ACS标准) 10．8 g

超纯水 900mL

饱和氯化钠溶液： 氯化钠(符合ACS标准)40 g

超纯水 100mL

分析条件：使用QP2010型(日本岛津公司)气质联用仪(GC．MS)；RTX-5MS，

30 mx2 rnnl毛细管柱，膜厚度0．25 gm；以氦气为载气，柱流量1．5 mL／min；进样

口温度260。C，气质接口温度260。C，保持10 min。质谱条件：电离源为EI，电离

能量70 eV，离子源温度200。C，扫描范围50．500 amu，进样量l此，分流比为50：1。
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2．2．15基因组草图的测定

细菌基因组草图的测序和基本注释由美吉生物(Maoorbio)公司完成，采用Solexa

高通量测序技术。
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3结果与分析

3．1菌株分离及初步鉴定

3．1．1平板分离及初步鉴定

通过LB、216L固体平板分离菌株并用无机盐平板熏法验证。

通过菌株菌落形态对分离得到的所有菌株进行分组，对菌落形态、颜色等特征

相似的菌株BOX—PCR扩增其基因组DNA的重复性片段，剔除条带相同的菌株。图

3—1是部分菌株BOX—PCR比较的结果，从图中看出分离得到的菌株中有部分是重复

的，如1、2、3和4对应菌株的BOX—PCR条带一致，则认为它们为同一菌株，只

保留其中一株菌进入下一步研究；菌株5和6的BOX．PCR条带比较近似，需要根

据其16S rRNA基因序列来区分它们是否为同一菌株。

3．1．2富集驯l化分离实验及菌株初步鉴定

逐渐提高富集液中间甲酚的浓度，经过17d的富集、驯化，最终富集液中间甲

酚浓度达到了800 mg／L，之后将富集液梯度稀释涂布含问甲酚(600 mg／L)无机盐

固体平板，挑取单菌落在含间甲酚(600 mg／L)无机盐固体平板划线纯化，最后得

到5株形态不同单菌，扩增其16S rDNA序列进行鉴定。

图3-1部分菌株的BOX-PCR图谱比较

Fig．3-1 BOX-PCR profiles of partial isolated strains

M：100 bp和500 bp Ladder；1、2、3和4为同一菌种；5和6为可能为同一菌种
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3．1．3 16S rDNA序列鉴定

抽提各菌株基因组DNA，扩增其16S rDNA序列。PCR产物纯化后送上海生工

生物工程技术服务有限公司测序(测序引物为P300、RP500、PKCT)。测序结果利

用Chromas Lite和DNAMAN进行序列处理分析。从测序结果中去掉16S rDNA序

列完全一样的菌株，将不完全一样的16S rDNA序列提交到EzTaxon．e网站

http：／／eztaxon．e．ezbiocloud．net／进行序列比对。选择与其16S rDNA序列相似度最高的

模式菌株作为参照，最终从2个活性污泥样品中共得到28株不同菌株，分属于20

个属28个种，具体如表3．1所示。其中菌株AEJl和ANJ3是经过问甲酚富集分离

而来，详见表3—2。

一般认为16S rDNA序列与模式菌株的最大相似度在97％以下就有可能是新物

种，但是最终确定还需要看DNA杂交结果，DNA杂交结果在70％以下才能断定为

新种。通过16S rDNA序列初步分析，分离所得菌株中有4株菌属于潜在的新种，

具体情况如表3．3所示。分别对这4株菌重新抽提基因组DNA、PCR扩增其16S rDNA

序列并测序，将第二次测序结果与第一次测序结果进行比对，结果表明测序无误。

表3-1 LB和216L平板法分离所得酚降解茵

Table 3-1 Thephenol-degrading bacterial isolates on LB and 216L plates
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AEl9 Microbacterium natoriense TNJLl43．2T 98．597

AN21

AE39

AE3l

AEl4

AE28

AEJl

ANJ3

AE23

AN6

AN5

AE27

AE3

Paracoccus solventivorans DSM 6637T

Patulibacter minatonensis KV-6 14T

Pedobacter saltans DSM 12145T

Pseudomonas alcaliphila AL 1 5—2 1
T

Pseudomonas mendocina LMG 1 223T

Pseudomonas monteilii CIP 104883T

Pseudomonasplecoglossicida FPC95 1T

99．573

98．591

96．14

99．392

99．24l

99．665

99．666

Pseudomonaspseudoalcaligenes DSM 50188T 98．914

Pseudomonas stutzeri CCUG 1 1 256T

Pusillimonas noertemannii BN9T

Serratia marcescens subsp．sakuensisⅪ也DT

Sphingobium cloacae S-3T

99．313

97．32l

99．867

98．023

AN39 Thauera mechernichensis TLlT 99．254

表3-2富集筛选得到的间甲酚高效降解菌
Table 3-2 The m—cresol-degrading bacteria isolated through enrichment cuIture

菌株编号 GenBank中相似度最高的模式菌株 相似度(％)

AEJl Pseudomonas mOnteilii CIP 1 048837 99 665

ANJ3 Pseudomonas plecoglossicida FPC95 1
T

99．666

表3-3首钢焦化废水活性污泥中分离到的可能新种

Table 3-3 The possible novel strains isolated from activated sludge

菌株编号GenBank中相似度最高的模式菌株相似度(％)

AN4 Aquimonas voraii GPTSA 20T 94．208

AN 1 8 Comamonas composti CC-YY287T 96．385

AN3 Ottowia pentelensis RB3．7T 96．2 1

AE3 1 Pedobac纪r saltans DSM 12 145T 96．06
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}——一
0．02

图3-2焦化废水分离菌株的16S rDNA序列系统发育树

Fig．3-2 Phylogenetic tree of culturable strains isolated from coking wastewater
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3．2菌株的16S rDNA序列系统进化分析

将各菌株16S rDNA序列及NCBI数据库中与其具有最高序列相似度的模式菌

株的16S rDNA序列进行聚类分析，构建其系统发育树，如图3．2所示。

按大类群可将这28株菌分为六大类，如图3．2所示。它们主要属于变形菌纲∥

和y亚群，分别占35．7％和35．7％，其它四大类则只占很小比例，分别为变形菌纲仅

亚群(a-proteobacteria，7．1％)、放线菌门(Actinobacteria，14．3％)、拟杆菌门

(Bacteroidetes，3．6％)和厚壁菌门(Firmicutes，3．6％)。口亚群包含其中7个属的

10个种，)，亚群也包含了5个属的10个种，种属多样性十分丰富。其中的假单胞菌

(Pseudomonas)、不动杆菌(Acinetobacter)和产碱菌(Alcaligenes)等都是常见的

苯酚、问甲酚降解菌属。

3．3酚降解实验结果

3．3．1苯酚、间甲酚标准曲线的绘制

配制浓度为25、40、50、100、200 mg／L的苯酚水溶液，用紫外分光光度计在

波长柠269 nln处测定吸光度。用Microsoft Excel绘制吸光度对应苯酚浓度的标准曲

线，得到回归方程：y=0．0133x，其中y：Abs269：x：苯酚浓度(mg／L)，见图3．3。

吸
光
度
》
矿
∞

0 50 100 150 200 250

苯酚浓度(me／L)

图3．3苯酚标准曲线

Fig．3-3 Calibration curve of phenol

配制浓度为25、40、50、100、200 mg／L的间甲酚水溶液，分别用紫外分光光

度计在波长净221 nnl处测定吸光度。用Microsoft Excel绘制吸光度对应间甲酚浓度

的标准曲线，得到回归方程：y=O．0383x，其中y：Abs221；x：间甲酚浓度(mg／L)，

如图3．4所示。
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0 50 100 1 50 200 250

间甲酚浓度(rag／L)

图3．4间甲酚标准曲线

Fig．3-4 Calibration curve of m-cresol

3．3．2无机盐培养液摇瓶初检

通过苯酚(200 me,m)、间甲酚(100 mg／L)无机盐培养液摇瓶初检，结果见表

3．4。菌株AEl4和AN8在48 h内对200 mg／L苯酚的降解率分别为80．5％和83．5％；

菌株AE31在59 h内对间甲酚(100 mg／L)的降解率为86．0％；菌株AN8在48 h

内对间甲酚(100 mg／L)的降解率为86．3％；菌株AN38在72 h内对间甲酚(100 mg／L)

的降解率也达到90．5％。因此，选择这些降解效果较好的菌株做进一步酚生物降解

实验。

表3．4 8株菌株对苯酚和间甲酚降解能力的初步测定

Table 3-4 Tests on the degradation capability of 8 isolates

8摇瓶培养59 h降解率，6摇瓶培养72 h降解率

9

8

7

6

5

4

3

2

1

O

吸光度AbIs22—
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3．3．3酚降解实验

根据摇瓶初检的实验结果，选取降解效果较好的菌株AEl4、AE3l、AN8、AN38

及富集驯化而得的菌株AEJl和ANJ3，进行酚生物降解实验。由于AEJl和ANJ3

是经过富集驯化筛选得到的，降解实验中采用较高的酚浓度；而AEl4、AE31、AN8

和AN38未经过驯化过程，降解实验中则采用较低的酚浓度。结果如表3．5所示。

分析表明，菌株AEJl和ANJ3对间甲酚有着很好的降解效果，菌株AEJl在48

h内对790．77 mg／L间甲酚的降解率达到94．6％，而菌株ANJ3对762．75 mgm间甲

酚的降解率也达到了92．2％。这两株菌降解间甲酚的初始浓度高于目前文献(Tallur

等，2006；彭丽花等，2009)报道过的600 mgm。同时，它们对苯酚也有很好的降

解效果，菌株AEJl在24 h内将1097．82 medL苯酚降解72．8％，48 h降解率达到93．2％；

菌株ANJ3在48 h内对1090．05 mg／L苯酚的降解率到达94．2％。而且这些数据都是

在未经优化的培养参数下的降解率，培养参数优化后的降解效果应该会更好。对照

组由于酚的挥发，酚浓度只是稍有下降。

未经驯化的菌株AEl4、AE3l、AN8、AN38对苯酚和间甲酚也有一定的降解效

果。各菌株对200 metE苯酚、100 mg／L间甲酚的降解率在24 h内就达到了90％左

右，如表3．5所示。

表3．5 6株降解菌对苯酚、间甲酚降解率的测定

Table 3-5 Phenol and，咒-cresol degradation rates by 6 degradation isolates
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3．4苯酚羟化酶基因的PCR克隆与分析

抽提各单菌的基因组DNA，扩增其苯酚羟化酶大亚基基因部分片段的序列。从

酚降解菌AN3、AEl4、AEJl和ANJ3的基因组DNA扩增出600 bp左右的基因片

段，PCR产物纯化后送上海生工生物工程技术服务有限公司测序。测序结果在

http：／／blast．nebi．nlm．nih．gov／Blast．cgi网站上进行序列比对，结果见表3-6。

同源比对结果发现，AN3、AEl4、AEJl和ANJ3的扩增片段与苯酚羟化酶基因

存在高度的序列相似性，其中AN3(Ottowia pentelensis RB3．71’，96．21％)与

Diaphorobacter sp．J5—51的苯酚羟化酶基因序列相似度最高(100％)；菌株AEl4的

苯酚羟化酶基因与Pseudomonas mendocina PC3的相似度最高，达到99％；菌株AEJl

和ANJ3与Pseudomonasputida KL33苯酚羟化酶基因的相似度最高，均为99％。从

而证明PCR产物是苯酚羟化酶基因的同源片段，由此从基因水平上再次验证了这三

株菌的酚降解能力。扩增得到的苯酚羟化酶大亚基基因部分片段的系统进化树见图

3．5，由图可知来自假单胞属的苯酚羟化酶基因序列聚集成一个簇，而AN3(Ottowia

pentelensis RB3．71，96．21％)的苯酚羟化酶基因序列与Diaphorobacter sp．J5．51的

序列相似度最高(99％)，距离假单胞菌属较远。

表3．6苯酚羟化酶大亚基基因部分片段测序的比对结果

Table 3-6 Blast of phenol hydroxylase large subunit gene fragment

菌株编号GenBank中的鉴定菌株 相似度

Diaphorobacter sp．J5—5 1 1 00％

AN3 Diaphorobacter sp．PCA039 99％

Bacterium 7ENR 1 00 92％

Pseudomonas mendocina PC3 99％

Pseudomonas mendocina PC2 92％

AEl4

Pseudomonas putida KL3 3 87％

Pseudomonasfluorescens PC36 87％

Pseuztomonas putida KL3 3 99％

AEJl Pseudomonasfluorescens PC36 94％

Pseudomonas mendocina PC2 89％

Pseudomonas putida KL33 99％

ANJ3 Pseudomonasfluorescens PC36 93％

Pseudomonas mendocina PC2 89％
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图3-5 4株菌的苯酚羟化酶大亚基基因部分片段的对比分析

Fig．3-5 Analysis of phenol hydroxylase gene of the
4 isolates

3．5一株酚降解菌新种AN3T的研究

639)

Y875746)

3．5．1菌株AN31的分离

菌株AN3T分离自首都钢铁集团焦化废水污水处理厂厌氧池的活性污泥样品(曹

军伟等，2011)。活性污泥样品经梯度稀释后涂布于LB和216L固体培养基，后经

酚熏蒸法筛选，分离纯化后得到单菌。其16S rDNA序列Blast结果表明，它与模式

菌株Ottowia pentelensis RB3—71’具有最高序列相似性，为96．21％，可能是该属的一

个新种。

图3-6菌株AN3T的菌落形态

Fig．3-6 Colony morphology of strain AN3T
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3．5．2菌落形态观察

菌株AN3T在LB固体平板上生长72 h后，形成直径0．5．0．8 mm的特征性菌落：

土褐色、不透明、边缘规则、表面光滑(图3．6)。在透射电子显微镜下观察，菌株

AN3T呈椭圆形，无鞭毛，菌体长0．9—1．1 gm，宽0．5．0．6 gm(图3—7)。

图3．7菌株AN3T的电子显微镜照片

Fig．3．7 Transmission electron micrograph of strain AN3T

3．5．3 16S rDNA序列系统发育分析

PCR扩增得到菌株AN3。接近全长的16S rRNA基因序列(1489 bp)，利用网站

EzTaxon—e(Kim等，2012)将该序列与GenBank中的基因序列进行Blast比对，结

果发现它与模式菌株Ottowia pentelensis RB3—7 o具有最高序列相似性，为96．21％。

与菌株AN31近缘的模式菌株还有Ramlibacter tataouinensis TTB310T(95．28％)，

Diaphorobacter oryzae RF3T(95．22％)，Hylemonella gracilis ATCC 1 9624T(95．20％)

和Variovorax dokdonensis DS一43 1(95．09％)，与其他菌株的序列相似性都小于95％。

图3—8是用邻位加入法构建的AN3 1‘与近缘模式菌株的16S rRNA基因系统发育树，

可以看出，菌株AN31位于Ot幻wia属这一簇内，初步确定它为Ot幻wia属的一个新

种，归属∥变形菌纲。
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图3-8基于16S rRNA基因序列的菌株Ottowia beijingensis AN3T系统进化树

Fig．3-8 Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence of Ottowia beifingensis

AN3T

3．5．4最适生长条件

菌株AN3T是好氧菌，能在0．2．5％NaCl浓度的LB培养基中生长，最适NaCI

浓度为O．5％．1．5％，当NaCI浓度大于3％时就不能生长。该菌能在15。C一37。CN度范

围内生长，最适生长温度为30。C左右，在8"C和4l℃均不生长。该菌能在pH 6．0-10．0

范围内生长，最适生长pH为7．0—8．0。
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3．5．5抗生素抗性实验

通过纸片法测定菌株AN31‘的抗生素抗性，共测试了28种抗生素。菌株AN3T

对以下抗生素敏感：氨苄青霉素(10 lag)、氯霉素(30岭)、羧苄青霉素(100 lag)、

头孢哌酮(30 lag)、环丙沙星(5 lag)、庆大霉素(10 lag)、头孢三嗪(30 lag)、

强力霉素(30 lag)、红霉素(15 lag)、卡那霉素(30 lag)、头孢唑啉(30 lag)、

米诺四环素(30 lag)、诺氟沙星(10 lag)、氧氟沙星(5 lag)、青霉素G(10 lag)、

多粘菌素B(30 1U)、哌拉西林(100¨g)、利福平(5 gg)、链霉素(10岭)、复

方新诺明(25 lag)和四环素(30 lag)；对头孢拉定(30 lag)、头孢氨苄(30 lag)、

氯林肯霉素(2 lag)、甲硝唑(5 lag)、林可霉素(2 lag)、苯甲异噶唑青霉素(1 pg)

和万古霉素(30 lag)不敏感。

3．5．6 Biolog细菌鉴定

利用Biolog微生物鉴定系统鉴定菌株AN3T对95种不同碳源的利用情况。菌株

AN3T能很好地利用丙酸(Propionic Acid)，能微弱利用N．乙酰．D．葡萄糖胺

(N．Acetyl．D．Glucosamine)、葡罗酰胺(Glucuronamide)，L一丙氨酰甘氨酸

(L—Alanyl—glycine)和L-天冬氨酸(L—Aspartic Acid)。

3．5．7酚降解能力测定

通过无机盐摇瓶实验测定菌株AN3。的酚降解能力。实验结果表明，菌株AN3‘

能微弱利用苯酚和间甲酚，96 h内对苯酚(200 mg／L)的降解率为10．84％，对间甲

酚(300 mg／L)的降解率也只有14．13％，详见表3．7。

目前Ottowia属仅有2株模式菌株，还尚未见有关苯酚、间甲酚生物降解的报

道(Felfoldi等，201 l；Spring等，2004)。菌株AN31对苯酚、间甲酚的降解率虽

低，但降解过程中有菌体生长，并积聚成菌团，如图3-9和3．10所示，右边摇瓶为

实验组(苯酚或间甲酚为唯一碳源和能源)，左边摇瓶为相同接种量但无碳源的对

照组。这就说明，菌株AN3。可以把苯酚、间甲酚彻底降解而不仅仅是转化。

表3．7菌株aN3T对苯酚、问甲酚降解率的测定

Table 3．7 Measurement of phenol and朋．cresol degradation rate by strain AN3T
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图3-9菌株AN3T以苯酚为唯一碳源的菌体生长情况

Fig．3-9 The growth of strain AN3T with phenol as sole carbon source

左：无碳源对照：右：苯酚为唯一碳源的实验组

图3．10菌株AN3T以间甲酚为唯一碳源的菌体生长情况

Fig．3．10 The growth of strain AN3T with历．cresol as sole carbon source

左：无碳源对照；右：间甲酚为唯一碳源的实验组

3．5．8其他生化指标

菌株AN31为革兰氏阴性菌，接触酶、氧化酶均为阳性；精氨酸双水解酶、脲

酶、D．葡糖苷酶和p．半乳糖苷酶均为阴性。菌株AN31可以使明胶液化，能利用己

二酸，能微弱利用苹果酸；不能进行硝酸盐和亚硝酸盐还原，不能利用D．葡萄糖产

酸，不能产生吲哚，不能利用D．葡萄糖、L一阿拉伯糖、D．甘露糖、D一甘露醇、N一

乙酰一葡萄糖胺、D一麦芽糖、葡萄糖酸盐、甘油、2，3．丁二醇、阿拉伯醇、癸酸、柠

檬酸、苯乙酸。

API ZYM检测实验结果显示，菌株AN3 1能够产生碱性磷酸酶、酯酶(C4)、类

脂酯酶(C8)、缬氨酸芳胺酶、白氨酸芳胺酶、类脂酶(C14)和萘酚．AS．BI一磷酸水解酶；
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能微弱产生胱氨酸芳胺酶和酸性磷酸酶；不能产生胰凝乳蛋白酶、胰蛋白酶、C【．半

乳糖苷酶、cc一甘露糖苷酶、p一糖醛酸苷酶、p一半乳糖苷酶、Cc一葡萄糖苷酶、N一乙酰一

葡萄糖胺酶、D一葡萄糖苷酶和cc．岩藻糖苷酶。

菌株AN3T与其近缘模式菌株Ottowia pentelensis RB3．7T和Ottowia thiooxydans

K11T的特征比较见表3．8。

表3．8菌株AN3T与其近缘模式菌株的特征比较

Table 3-8 Differences among strainAN3T．Ottowiapentelensis RB3．7T and Ottowia

thiooxydansKl lT

注：RB3．7T(Felfoldi等，2011)；K11T(Spring等，2004)；+：阳性；一：阴性；W：微弱：

ND：不确定

3．5．9脂肪酸组成分析

菌株AN3。的主要脂肪酸是Sum In Feature 3(C16：lc07e／C16：1096c)、C16：0、Sum In

Feature 8(C18：lc07c／C18：1c06c)和cyclo C17：0，含量分别为27．13％、25．79％、22．72％

和7．01％。菌株AN3。中含量较高的脂肪酸还有Clo：o 3-OH(3．28％)、C120(3．08％)、

C18：o(2．31％)、C18：1099c(1．83％)、C17：o(1．45％)和C14：o(1．14％)。这与Ottowia

属另外两株模式菌株的主要脂肪酸组成(C16：lc07c、C16：o cyclo、C17：o和C18：lc07c)及

其含量较为一致，但也稍有差异。比如，cyclo C17：o在模式菌株Ottowia pentelensis

RB3—7T中占20．8％，而在菌株AN3T和模式菌株Ottowia thiooxydans K1 1T中分别只

有7．01％并H 3．5％。

总体来说，菌株AN31‘与Ottowia属2株模式菌株的脂肪酸组成及其含量较为一

致，某些脂肪酸组成及其含量稍有差异。这表明菌株AN31属于Ottowia属，但又区

别于该属的其它2株模式菌株。

菌株AN31’与其它2株模式菌株的脂肪酸组成比较见表3-9。
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表3-9菌株AN3T和近缘模式菌株的脂肪酸组成比较

Table 3．9 Cellular fatty acid contents of strain
AN3T and related Ottowia type strains

注：Summed Feature 3：C16：1097c／C16：lc06c；Summed Feature 4：iso C17：1 I／anteiso C17：1 B；Summed

Feature 8：C18：1c07c／C18lc06c；一：无相关数据

3．5．10 Ottowia beijingensis AN3。r新种描述

Ottowia beo'ingensis(bei．jing．en’sis．N．L．fem．adj．beijingensis of beijing，the

capital of P．R．China，where the type strain was first isolated)。

菌株AN3 o为革兰氏阴性菌，呈椭圆形，长0．9．1．1岫，宽0．5．0．6 pm，没有鞭
毛，不运动。在LB固体平板上菌落呈土褐色、不透明、边缘规则、表面光滑，菌

落直径约0．7 1TIITI。该茵好氧，能在0．2．5％NaCI浓度的LB培养基中生长，最适NaCl

浓度为0．5％一1．5％，生长温度范围为15。C．37。C，最适生长温度为30。C左右。生长

pH范围为6．0．10．0，最适生长pH为7．0．8．0。
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菌株AN31接触酶、氧化酶为阳性，能够产生碱性磷酸酶、酯酶(C4)、类脂酯酶

(C8)、缬氨酸芳胺酶、白氨酸芳胺酶、类脂酶(C14)和萘酚．AS．BI．磷酸水解酶；能微

弱产生胱氨酸芳胺酶和酸性磷酸酶；不能进行硝酸盐和亚硝酸盐还原，不能产生胰

凝乳蛋白酶、胰蛋白酶、伐．半乳糖苷酶、仪．甘露糖苷酶、p．糖醛酸苷酶、仅．葡萄糖苷

酶、N一乙酰-葡萄糖胺酶、p．葡萄糖苷酶、0【．岩藻糖苷酶、精氨酸双水解酶、脲酶和

p．半乳糖苷酶。菌株AN3 o可使明胶液化，能很好地利用丙酸(Propionie Acid)和己

二酸，能微弱利用N．乙酰．D．葡萄糖胺(N．Acetyl．D．Glucosamine)、葡罗酰胺

(Glucuronamide)，L．丙氨酰甘氨酸(L．Alanyl．glycine)、苹果酸和L．天冬氨酸

(L—Aspartic Acid)。该菌不能利用D．葡萄糖产酸，不能产生吲哚，不能利用D．葡

萄糖、L一阿拉伯糖、D．甘露糖、D．甘露醇、N．乙酰．葡萄糖胺、D．麦芽糖、葡萄糖酸

盐、癸酸、柠檬酸、苯乙酸。

菌株AN31对以下抗生素敏感：氨苄青霉素、氯霉素、羧苄青霉素、头孢哌酮、

环丙沙星、庆大霉素、头孢三嗪、强力霉素、红霉素、卡那霉素、头孢唑啉、米诺

四环素、诺氟沙星、氧氟沙星、青霉素G、多粘菌素B、哌拉西林、利福平、链霉

素、复方新诺明和四环素。

菌株AN31的主要脂肪酸是C16：o、Sum In Feature 3(C16：lc07c／C16：lc06c)、cyclo C17：o

和Sum In Feature 8(C18：1097c／C18：lc06c)。菌株AN3T的G+C含量为67．6 m01％。

3．6一株潜在的酚降解菌新种AE31T的研究

3．6．1菌株AE31 r的分离

菌株AE3 l 1分离自首都钢铁集团焦化废水污水处理厂好氧池的活性污泥样品

(曹军伟等，2011)。活性污泥样品经梯度稀释后涂布于LB和216L固体培养基，

后经酚熏蒸法筛选，分离纯化后得到单菌。其16S rDNA序列Blast结果表明，它与

模式菌株Pedobacter saltans DSM 12145o具有最高序列相似性，为96．14％，可能是

该属的一个新种。

3．6．2菌落形态观察

菌株AE31。在LB固体平板上生长72 h后，形成直径1．5．2．2 mrll的特征性菌落：

乳白色、不透明、边缘规则、表面光滑(图3．11)。在透射电子显微镜下观察，菌株

AE31 1呈短杆状，无鞭毛，菌体长1．3—1．5岬，宽0．3．0．4 lxm(图3—12)。

3．6．3 16S rDNA序列系统发育分析

PCR扩增得到菌株AE31。接近全长的16S rRNA基因序列(1476 bp)，利用网

站EzTaxon．e(Kim等，2012)将该序列与GenBank中的基因序列进行Blast比对，
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结果发现它与模式菌株Pedobacter saltans DSM 121451具有最高序列相似性，为

96．14％。与菌株AE31’。近缘的模式菌株还有Pedobacter lentus DS一401(92．24％)和

Mucitaxinibacterdaejeonensis Jip 101。(92．01％)，与其他菌株的序列相似性都小于92％。

图3—13是用邻位加入法构建的AE31a-与近缘模式菌株的16S rRNA基因系统发育树，

可以看出，菌株AE31T位于Pedobacter属这一簇内，初步确定它为Pedobacter属的

一个新种，归属拟杆菌纲。

图3．11菌株AE31T的菌落形态

Fig．3-11 Colony morphology of strain AE31T

图3．12菌株AE31T的电子显微镜照片

Fig．3-12 Transmission electron micrograph of strain AE31T
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1----------------------------__
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图3．13基于16S rRNA基因序列的菌株Pedobacter be￡iingensis AE31T系统进化树

Fig．3-13 Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence ofPedobacter

bei'" AE31beqtngenstsA 31
1-

3．6．4最适生长条件

菌株AE31T是好氧菌，能够在0-3％NaCl浓度的LB培养基中生长，最适NaCI

浓度为0．5％．2％，当NaCl浓度大于4％时就不能生长。该菌能在15℃一37。C温度范
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围内生长，最适生长温度为37"C左右，在8 0C和41℃均不生长。该菌能在pH 6．0．9．0

范围内生长，最适生长pH为7．0—8．0。

3．6．5抗生素抗性实验

通过纸片法测定菌株AE3l 1的抗生素抗性，共测试了28种抗生素。菌株AE3l。

对以下抗生素敏感：氨苄青霉素(10 lxg)、氯霉素(30 lag)、羧苄青霉素(100 lag)、

头孢拉定(30 lxg)、头孢哌酮(30“g)、环丙沙星(5 lag)、强力霉素(30 lag)、

红霉素(15 lag)、氯林肯霉素(2 lag)、米诺四环素(30 lag)、诺氟沙星(10 lag)、

氧氟沙星(5 lag)、哌拉西林(100 btg)、利福平(5 lag)、复方新诺明(25腭)和

四环素(30 lag)；对青霉素G(10 lag)、多粘菌素B(30 IU)、卡那霉素(30 lag)、

头孢唑啉(30鹏)、头孢三嗪(30 lag)、链霉素(10 lag)、庆大霉素(10鹏)、

头孢氨苄(30 lxg)、甲硝唑(5 lxg)、林可霉素(2 lag)、苯甲异嗯唑青霉素(1 pg)

和万古霉素(30 lag)不敏感。

表3．10列出了菌株及其近缘模式菌株对抗生素敏感性的差异。

表3．10菌株AE31。r与其近缘模式菌株对抗生素敏感性的差异

Table 3．10 The comparison of antibiotics susceptibility of strainAE31T with

Pedobacter saltans DSM 12145T and Pedobacter heparinus DSM 2366T

抗生素 AE3 1T DSM 12145T DSM 2366T

氨苄青霉素

环丙沙星

头孢三嗪

头孢唑啉

诺氟沙星

氧氟沙星

青霉素G

多粘菌素

万古霉素

+：对抗生素敏感；一：对抗生素不敏感

3．6．6 Biolog细菌鉴定

利用Biolog微生物鉴定系统鉴定菌株AE31T对95种不同碳源的利用情况。菌

株AE31T能很好地利用0【．环糊精(a—Cyclodextrin)、精(Dextrin)、糖原(Glycogen)、

N．乙酰一D．半乳糖胺(N．Acetyl．D．Galactosamine)、D．纤维二糖(D．eellobiose)、

D．半乳糖(D．Galactose)、龙胆二糖(Gentiobiose)、0【一D．葡萄糖(Q．D．Glucose)、
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0【．D哥L糖(a．D．Lactose)、乳果糖(Lactulose)、麦芽糖(Maltose)、D一甘露糖

(D—Mannose)、D-蜜二糖(D—Melibiose)、p一甲基D一葡糖苷(p—Methyl—D．Glucoside)、

蔗糖(Sucrose)、D．海藻糖(D．Trehalose)、D．葡糖醛酸(D．Glucuronic Acid)和

丙三醇(Glycer01)，能微弱利用松二糖(Turanose)、乙酸(Acetic Acid)和琥珀

酸(Succinic Acid)。

3．6．7其他生化指标

菌株AE31 1为革兰氏阴性菌，接触酶、氧化酶为阳性，精氨酸双水解酶和脲酶

阴性。能利用D。麦芽糖、N一乙酰．葡萄糖胺、D．葡萄糖和D．甘露糖，能微弱利用L．

阿拉伯糖。不能进行硝酸盐和亚硝酸盐还原，不能使明胶液化，不能利用D．葡萄糖

产酸，不能产生吲哚，不能利用D．甘露醇、葡萄糖酸盐、癸酸、柠檬酸、己二酸、

苯乙酸和苹果酸。

表3．1l菌株AE31T与其近缘模式菌株的特征比较

Table 3-11 Differences in biochemical characteristics among strain AE31T，

Pedobacter saltansDSM 12145T and Pedobacter heparinus DSM 2366T

十：阳性；一：阴性；W：微弱
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AP[ZYM检测实验结果显示，菌株AE31 1能够产生碱性磷酸酶、酯酶(c4)、类

脂酯酶(C8)、白氨酸芳胺酶、缬氨酸芳胺酶、酸性磷酸酶、p．半乳糖苷酶、ft．．半乳糖

苷酶、0【．葡萄糖苷酶、p．葡萄糖苷酶、N．乙酰．葡萄糖胺酶、类脂酶(C14)和萘酚．AS．BI．

磷酸水解酶；能微弱产生D．糖醛酸苷酶、a．甘露糖苷酶和胱氨酸芳胺酶；不能产生

胰凝乳蛋白酶、胰蛋白酶和洳岩藻糖苷酶。

菌株AE31 1与其近缘模式菌株Pedobacter saltans DSM 12145’o和Pedobacte厂

heparinus DSM 23661的特征比较见表3—11。

表3．12菌株AE31T和近缘模式菌株的脂肪酸组成比较

Table 3—12 Cellular fatty acid contents of strain AE31T and related type strains

Sum In Feature 3：C16：1007c／C16：1006c；Sum In Feature 4：iso C17：1 I／anteiso C17：1 B

3．6．8脂肪酸组成分析

菌株AE3 1T的主要脂肪酸是iso C15：o、Sum In Feature 3(C16：lc07c／C16：lc06c)、

anteiso Cts：0和iso Ct7：0 3-OH，含量分别为34．46％、18．61％、7．13％和6．43％。这与

Pedobacter属另外两株模式菌株Pedobacter sGlt6ll'lS DSM 1 2 1 45T和Pedobacter

heparinus DSM 2366T的主要脂肪酸组成及其含量较为一致，但也稍有差异。比如，

anteiso C15：o在菌株AE31T中占7．13％，而在模式菌株DSM 12145T和DSM 2366T中
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分别只有1．18％和3．3％。总体来说，菌株AE31T与Pedobacter属2株模式菌株的脂

肪酸组成及其含量较为一致，某些脂肪酸组成及其含量稍有差异。这表明菌株AE31T

属于Pedobacter属，但又区别于该属的其它2株模式菌株。

菌株AN3T与Pedobacter属其它2株模式菌株的脂肪酸组成比较见表3．12。

3．6．9 Pedobacter beijingensis AE31。r新种描述

Pedobacter beijingensis(bei．jing．en’sis．N．L．fem．删．beij'ingensis of bering，the

capital of P．R．China，where the type strain was first isolated)。

菌株AE31’‘为革兰氏阴性菌，呈短杆状，长1．3。1．5 lxm，宽0．3．0．4 pm，没有鞭

毛，不运动。在LB固体平板上菌落呈乳白色、不透明、边缘规则、表面光滑，菌

落直径约1．7 mm。该菌好氧，能在0-3％NaCl浓度的LB培养基中生长，最适NaCl

浓度为0．5％．2％，生长温度范围为15。C．37"C，最适生长温度为37℃左右。生长pH

范围为6．0．9．0，最适生长pH为7．0．8．0。

菌株AE311。接触酶、氧化酶为阳性，能够产生碱性磷酸酶、酯酶(C4)、类脂酯

酶(C8)、白氨酸芳胺酶、缬氨酸芳胺酶、酸性磷酸酶、p．半乳糖苷酶、0【．半乳糖苷酶、

0【．葡萄糖苷酶、B一葡萄糖营酶、N一乙酰．葡萄糖胺酶、类脂酶(C14)和萘酚．AS．BI一磷酸

水解酶；能微弱产生p．糖醛酸苷酶、c【．甘露糖苷酶和胱氨酸芳胺酶；不能进行硝酸

盐和亚硝酸盐还原，不能产生胰凝乳蛋白酶、胰蛋白酶、c【一岩藻糖苷酶、精氨酸双

水解酶和脲酶。

菌株AE311不能使明胶液化，能很好地利用Q．环糊精(伐．Cyclodextrin)、糊精

(Dextrin)、糖原(Glycogen)、N．乙酰．D．半乳糖胺(N．Acetyl—D—Galactosamine)、

D．纤维二糖(D．cellobiose)、D．半乳糖(D—Galactose)、龙胆二糖(Gentiobiose)、

u．D．葡萄糖(a．D．Glucose)、0【．D．乳糖(0t．D．Lactose)、乳果糖(Lactulose)、麦

芽糖(Maltose)、D．甘露糖(D．Mannose)、D．蜜二糖(D．Melibiose)、B．甲基D．

葡糖苷(J3-Methyl．D．Glucoside)、蔗糖(Sucrose)、D一海藻糖(D．Trehalose)、D．

葡糖醛酸(D。Glucuronic Acid)和丙三醇(Glycer01)，能微弱利用松二糖(Turanose)、

乙酸(Acetic Acid)和琥珀酸(Succinic Acid)；不能利用D．葡萄糖产酸，不产生

吲哚，不能利用D．甘露醇、葡萄糖酸盐、癸酸、柠檬酸、己二酸、苯乙酸和苹果酸。

菌株AE31 o对以下抗生素敏感：氨苄青霉素、氯霉素、羧苄青霉素、头孢拉定、

头孢哌酮、环丙沙星、强力霉素、红霉素、氯林肯霉素、米诺四环素、诺氟沙星、

氧氟沙星、哌拉西林、利福平、复方新诺明和四环素。

菌株AE3 l‘的主要脂肪酸是iso C15：o、Sum In Feature 3(C16：1097c／C16：1∞6c)、

anteiso C15：o和iso C17：o 3一OH，G+C含量为36．24 m01％。
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3．7菌株Ottowia beijingensis AN3’r基因组草图的初步分析

酚生物降解实验表明，菌株AN31能够降解苯酚、间甲酚(96 h降解率分别为

10．84％和14．13％)。经系统分类鉴定，菌株AN31是Ottowia属的一个新种，目前该

属仅有2株模式菌株，还尚未见有关苯酚、间甲酚生物降解的报道(Felfoldi等，2011；

Spring等，2004)。菌株AN31还扩增得到了苯酚羟化酶大亚基基因的部分片段。

因此，本研究对菌株AN31进行了基因组草图的测序，并分析了其中与酚类化合物

降解相关的功能基因。

菌株AN31基因组草图共有525个Scaffolds，其中大于1000 bp的大Scaffolds

有455个。菌株AN31基因组草图总大小为4008239 bp，G+C含量为67．6 m01％，预

测得到6776个ORF。

C00146 C00090

HQ 0 口

型骂H3C人／～洲 H3c义s一谳
O C00024

ouz惫u1 C0'3463 0uqqzz

图3一14推测菌株AN3T降解苯酚的间位代谢途径及其相关基因组织结构图

Fig．3—14 Proposed meta-cleavage pathway for phenol degradation by strain AN3
1

and the organization of the gene cluster

D饥610-1617：phenol hydroxylase；D饥626：catechol 2，3一dioxygenase；D饥628：2-hydroxymueonic

acid一6一semialdehyde dehydrogenase；D印630：2-hydroxymuconic acid一6一semialdehyde hydrolase；

D坍63 1：2-oxopent一4·dienoate hydratase；o明634：acetaldehyde dehydrogenase；D矾636：

4-hydroxy一2一oxovalerate aldolase；o碉639：4-Oxalocrotonate decarboxylase；o矾642：

4．Oxalocrotonate tautomerase

3．7．1苯酚降解途径的推测一

根据基因预测和注释结果，菌株AN31基因组中有一套比较完整的苯酚降解基

因簇，位于约23 kbp的DNA区域内。D饥610至D棚642共有13个基因可能参与苯

酚的生物降解，构成了苯酚间位降解途径的完整基因簇，基因的组织结构图见3．14，

基因注释结果详见表3．13。根据文献报道(Omokoko等，2008；Powlowski等，1994)

和KEGG等数据库网站，再结合菌株AN31基因组注释结果，我们推测了菌株AN3’o

45
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降解苯酚的可能代谢途径，如图所示3．14。菌株AN3T通过儿茶酚间位裂解途径降

解苯酚，经一系列降解酶系的作用，最终生成丙酮酸和乙酰辅酶A，其降解过程与

以往文献报道一致(Omokoko等，2008；Powlowski等，1994)。

表3．13可能参与苯酚、间甲酚降解的基因及其功能注释

Table 3·13 The genes and their products involved in phenol or m-cresol degradation
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dbj]BAB62048．1 f antibiotic biosynthesis monooxygenase[Pseudomonas
1623 191 88．42

putida]

1625 1 11

1626 308

1627 143

1628 486

1630 288

163l 262

1633 264

1634 302

1636 342

1638 485

1639 262

1640 327

1642 63

1788 277

1789 284

1790 214

1793 400

1795 297

2313 402

2322 288

2557 340

dbj]BAH89646．1 ferredoxin【uncultured bacterium] 90．09

dbjIBAB62050．1 f catechol 2,3一dioxygenase[Pseudomonasputida] 97．73

dbjIBAH89648．1 hypothetical protein【uncultured bacterium】 76．06

dbjIBAH89649．1I 2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase
95．88

【uncultured bacterium]

dbjIBAB62053．1 2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolase[Pseudomonas
100

putida]

dbjIBAB62054．1 I 2-oxopent-4-dienoate hydratase[Pseudomonas putida】 93．5 1

dbjlBAH89652．1I short·chain dehydrogenase／reductase SDR【uncultured

bacterium]3-ketoacyl-(acyl—carrier-protein)reductase

dbjIBAB62056．1 acetaldehyde dehydrogenase[Pseudomonasputida]88．08

dbjIBAH89654．1 4-hydroxy 2-oxovalerate aldolase[uncultured bacterium] 90．09

reflYP_0047 1 5330．1 methyl—accepting chemotaxis protein[Pseudomonas
29

stutzeri ATCC 1 7588]

reflYP，84555．1 4-oxalocrotonate decarboxylase[Acidovorax sp．JS42】82．44

dbj IBAH89656．1 twin—arginine translocation pathway signal protein

[uncultured bacterium】

dbjIBAH89657．1 I 4-oxalocrotonate tautomerase【uncultured bacterium】 1 00

删Y耻8 1 1 02．1|溉ke‘。adiP砒e pathway咖scription
regulato。66．18

[Polaromonas naphthalenivorans CJ2】IclR family

reflYP』87739．1 3-oxoacid CoA—transferase subunit A[Acidovorax sp．
77．45

JS42】

reflZt04764694．1 3-oxoacid CoA—transferase，B subunit囡cidovorax
86．32

delafieldii 2AN】

reflYP 004236299．1 beta-ketoadipyl CoA thiolase[Acidovorax avenae
89．95

subsp．avenae ATCC 1 9860】

ret]ZP』4764552．1 short-chain dehydrogenase／reductase SDR[Acidovorax
85．98

delafieldii 2AN】

ret]Ye004618019．1I 3-ketoacyl-CoA thiolase【Ramlibacter tataouinensis
79．75

TTB310】

reflYP_002942709．1 5-carboxymethyl一2一hydroxymuconate delta-isomerase

[Variovoraxparadoxus S1 lO]

ret]YP』82255．1 aldo／keto reductase[Polaromonas naphthalenivorans CJ2】 63．2
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3 1 o
4’c衲。xy‘2．hydroxymuc。nate-6。semialdehyde dehydr。gen瓠e[c锎册㈣872559319
sp．E6】

l

retlYP_994980．1 l prot。catechuate
4，5-di。xygen鹊e[Ze瑚ineph256 455 r。6口c衙68．，82l 05·西z

eiseniae EF0 1—2】

2562 3 1 1 reflYP 00 1 565462．1 l amidohydrolase 2【Delflia acidovorans SPH．1】 91·03

2562 3 1 1 2-pyrone-4，6一dicarboxylic acid(PDC)hydrolase[Bradyrhizobium sp．BTAi l l 89

reqYP_p03278786·1 4’carboxy-4-hydroxy‘2。似。adipate ald。1签e

842565227

[Comamonas testosteroni CNB-2]

2566
。efIzP』840669 1．1 4‘。xal。mesac。nate hydrataSe

[ny胞m。刀Pff口gra348
cf凰

88．9．2一萏芍·

，

ATCC 19624]

reqYPj82264·1 LysR f．amily transcripti。nal regulat0。 垆。矗聊聊。n船
64．362568306

naphthalenivorans CJ2】

1
reflYP』04388419-11『s。(hydroxymethYl)glutathi。ne dehydrogen88e，c1835
IIl337370 8—9．一73—1 ．

alcohol dehydrogenase幽licycliphilus denitrificans K60 1]

35】
ref]YP 980338·lI flaVin reduct觞e d。mai㈣11taillillg

protein[Polar00169 川。麟6～8．2—6—351 ．

naphthalenivorans CJ2]I xylenol methylhydroxyl弱e(39％)

1
reflYP 004617196·lI 69幻-ketoadipate en。l-lact。ne
hy351264 dml鹪e啤口朋，f6邪册52．52l ，2．，2

tataouinensis TTB3 1 0】

4056 483 gbIAAD09868．I dehydrogenase PhnF【Burkholderia sartisoli] 7 1．64

4056 483 gbIACT53252．1 1 salicylaldehyde dehydrogenase[Burkholderia sp．C3] 69

4228 232 reflYP_00345 1 000．1 fumarylacetoacetate hydrolase[Azospirillum sp．B5 1 0] 60．6 1

4228 232 fumarylpyruvate hydrolase[Azospirillum lipoferum 4B】nagK 65

4230 103

4301 395

430l 395

6496 187

re司YP-001260477．11 gentisate 1，2-di。XygenaSe【五叻以妒m。n珊w圻纪^ff
62．86

RWl]

reflYP-p02552544·1 FAD-binding m。n。。XygenaLse 陋c谢6V。慨e6，．P淞
63．02

TPSY】

refJZP_03588597·1 l 3-hydroxybenZoa钯-6-hydroxYIaSe陋砌。№40
multivorans CGDl】

refIYP_004618307·II protocatechuate 3，4_di。xygen2Lse subunit 6P砌
73．37

3．7．2问甲酚降解途径的推测

根据基因预测和注释结果，菌株AN3T基因组中有大量间甲酚降解相关基因，

其中可能还有部分基因参与苯酚的生物降解。这些基因编码的蛋白质氨基酸序列与

GenBank数据库中的已报道蛋白质有着很高的序列相似性，其注释结果详见表3-13。



焦化废水中酚降解菌及其降解基因的研究

根据文献报道(Ahamad等，2001；Hopper等，1975：Hughes等，1984：Poh

等，1980)和KEGG等数据库网站，再结合菌株AN31基因组注释结果，我们推测

了菌株AN3 o降解间甲酚的可能代谢途径，如图3．15所示。

菌株AN3o可能通过两条独立的代谢途径降解间甲酚。其一，间甲酚经2位单

加氧之后形成3．甲基儿茶酚(图3．15下)，之后3．甲基儿茶酚经间位裂解进入儿茶

酚间位裂解途径，最终生成丙酮酸和乙酰辅酶A，进入TCA循环。另外，间甲酚还

可以经甲基羟化酶催化生成3．羟基苯甲醇(图3．15上)，并进一步生成3．羟基苯甲

酸，之后3．羟基苯甲酸在不同酶作用下分别生成龙胆酸和原儿茶酸，再分别经过龙

胆酸途径(图3．16)和原儿茶酸途径，生成TCA循环的中间产物。其中的原儿茶酸

途径还分为原儿茶酸2，3．裂解途径、原儿茶酸3，4．裂解途径和原儿茶酸4，5．裂解途径，

详见图3．17、3．18和3．19。菌株AN31降解间甲酚的可能代谢途径和以往文献报道

的间甲酚代谢途径基本一致(Hopper等，1975；Stephens，2011；彭丽花等，2009)。

r，oH 妒

氙。●A≯∞

C01q67 rH．

赢投：

o

COOZ30

HO 0

o一,#nal H3c¨洲CH2
0

———>Gentisite Pt如wly

——_Protocatechuate
Patha《'ay

C000ZZ

图3．15 Ottowia beiiingensis AN3T降解间甲酚可能的代谢途径

Fig．3—15 Proposed pathway for m—cresol degradation by Ottowia beijingens豇AN3
1

D讥579：phenol 2-monooxygenase；D印6 1 9：3-Methylcatechol：oxygen

2．3一oxidoreductase(decyclizing)；orfl630：2-hydroxymuconic acid·6-semialdehyde hydrolase；or／163l：

2-oxopent一4一dienoate hydratase：orfl 636：4-hydroxy一2-oxovalerate aldolase：o讥634：acetaldehyde

dehydrogenase；orf35 10：xylenol methyihydroxylase：orf4056：3-hydroxybenzaldehyde：NAD(P)+

oxidoreductase；orf4301：3-hydroxybenzoate，NADH：oxygen oxidoreductase(6一hydroxylating)；?：

3-Hydroxybenzyl—alcohol：NADP+oxidoreductase，可能为D帕371
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图3．16 Ottowia beijingensis AN3T龙胆酸降解途径

Fig．3-16 Gentisate pathway of Ottowia beijingensis AN3T

ory0770：maleylpyruvate isomerase：D仍228：fumarylpyruvate hydrolase；orf4230：gentisate

1,2一dioxygenase

∞甲

q≯。
OH

C00230

趴cH驾2邺H‰O 0。H邺C000且Z4 s一泓

。

螂～洲+H3c瓜。
0 C00084
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图3-17 Ottowia bei]ingensis AN3。r原儿茶酸2，3-裂解途径

Fig．3—1 7 Protocatechuate 2,3-cleavage pathway of Ottowia beifingensis AN3
1

orj0262：protocatechuate 2，3-dioxygenase；D碉628：2-hydroxymuconic acid-6·semialdehyde

dehydrogenase；o讥630：2-hydroxymuconic acid一6一semialdehyde hydrolase；D饥63 l：

2-oxopent-4一dienoate hydratase；orfl634：acetaldehyde dehydrogenase；o们636：

4-hydroxy一2一oxovalerate aldolase；o饥639：4一Oxalocrotonate decarboxylase；orfl 642：

4一Oxalocrotonate tautomerase；?：5-carboxy．2．hydroxymuconate一6．semialdehyde decarboxylase．

Ho汐
l

禽Ⅵ
0H

C00230

。≯。麓三二●
C01163

C03586
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旧丫∥。H
00846

lo∞嗨
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O
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图3—18 Ottowia beijingensis AN3T原儿茶酸3,4一裂解途径

Fig．3—18 Protocatechuate 3,4-cleavage pathway of Ottowia beijingensis AN3
1

D们458：gamma·carboxymuconolactone decarboxylase；o印789，D饥790：3-oxoacid CoA-transferase；

o饥793：beta-ketoadipyl CoA thiolase；orf5 1 1：beta—ketoadipate enol—lactone hydrolase；orf6496：

protocatechuate 3,4-dioxygenase；?：3-carboxy-cis．cis—muconate cycloisomerase

50



H

0H

C00230

OH

O

OH
oq2559

———◆HO

邺协0 H。小0掣。膨渊掣
d归2船工卅1232拍卅筠57

Or
HO

C0535●

图3．19 Ottowia beijingensis AN3T原儿茶酸4,5．裂解途径

Fig．3-19 Protocatechuate 4,5-cleavage pathway of Ottowia beifingensis AN3
1

orj0259：5-carboxymethyl一2··hydroxymuconate delta-isomerase；orj2322：

5一carboxymethyl一2一hydroxymuconate delta-isomerase；orj2557：aldo／keto reduetase；orf2559：

4-carboxy一2-hydroxymuconate-6-semialdehyde dehydrogenase：orf256 1：protocatechuate

4,5-dioxygenase；orf2562：2-pyrone-4，6-dicarboxylate hydrolase；orf2565：

4-carboxy-4·-hydroxy·-2·-oxoadipate aldolase；orf2566：4-oxalomesaconate hydratase
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4讨论

本文从首都钢铁集团污水处理厂的2个活性污泥样品中富集、分离得到28株潜

在的酚降解菌，分属于六大类的20个属28个种。其中的假单胞菌(Pseudomonas)、

产碱菌(Alcaligenes)和不动杆菌(Acinetobacter)等都是常见的苯酚、间甲酚降解

菌属；还有一些降解菌属，如Castellaniella、Pedobacter等很少报道有酚降解能力，

特别是很少报道有降解间甲酚的能力。经过酚降解实验，从中筛选获得6株苯酚、

间甲酚降解效果良好的菌株AEl4、AE31、AN8、AN38、AEJl和ANJ3。这6株菌

的16S rDNA鉴定结果为：AN8(Comamonas deni驴ificans 123‘r，99．72％)、AEl4

(Pseudomonas alcaliphila ALl5．21T，99．392％)、AEJl(Pseudomonas monteilii CIP

104883T，99．665％)、AE31(Pedobac胞，s口Ita托s DSM 12145T，96．14％)、AN38

(Castellaniella defragrans 54Pinr，．1 00％)和ANJ3(Pseudomonas piecogloss&ida

FPC951T，99．666％)。

本研究通过16S rDNA序列分析，发现有4株菌可能属于新种，对其中菌株AN3

和AE31进行了系统的分类鉴定。

菌株AN3为革兰氏阴性菌，根据其系统发育底物、G+C含量、脂肪酸分析、

抗生素敏感性、Biolog实验以及其他生理生化特征，菌株AN3具备了Ottowia属所

共有的特征。除此之外，菌株AN3也有其一些独特的特征。所以我们认为菌株AN3

为Ottowia属的一个新种，并命名为Ottowia beijingensis AN3 o，MCCC保藏编号为

MCCC 1A01410。

菌株AE3l为革兰氏阴性菌，根据其系统发育底物、G+C含量、脂肪酸分析、

抗生素敏感性、Biolog实验以及其他生理生化特征，菌株AE3 l具各了Pedobacter

属所共有的特征。除此之外，菌株AE31也有其一些独特的特征。所以我们认为菌

株AE3 1为Pedobac纪r属的一个新种，并命名为Pedobacter beO'ingensis AE31。o，MCCC

保藏编号为MCCC 1A01299。

通过酚生物降解实验，发现菌株AEJl(Pseudomonas monteilii CIP 104883rI’，

99．67％)和ANJ3(Pseudomonas plecoglossicida FPC951 1，99．67％)降解苯酚、间

甲酚降解效果很好，特别是对间甲酚的降解作用尤为突出。在未经优化的培养参数

下，菌株AEJl在48 h内对间甲酚(790．77 mg／L)的降解率达到94．6％，菌株ANJ3

对间甲酚(762．75 mg／L)的降解率也达到了92．2％。这两株菌降解间甲酚的初始浓

度高于目前文献(Tallur等，2006；彭丽花等，2009)报道过的600 mg／L。同时，

菌株AEJl能在24 h内将1097．82 mg／L苯酚降解72．8％，48 h降解率则达到93．2％：

菌株ANJ3在48 h内对1090．05 mgm苯酚的降解率也到达了94．2％。由于这两株菌

来源于含有多种有机污染物的焦化废水活性污泥样品中，因此具有重要的实际应用

价值。

52



焦化废水中酚降解菌及其降解基因的研究

本研究还选择降解效果好的降解菌进行分子生物学方面的研究，发现所试降解

菌都编码有酚降解相关基因，且与已报道的有较高同源性。从酚降解菌AEl4、AN3、

AEJl和ANJ3的基因组DNA中扩增得到了苯酚羟化酶大亚基基因片段，经测序并

使用BLAST网站进行序列比对，得知菌株AEl4的PCR产物与Pseudomonas

mendocina PC3苯酚羟化酶基因的序列相似性达到99％；菌株AN3的PCR产物与

Diaphorobacter sp．J5—51的苯酚羟化酶基因序列相似度最高(100％)；菌株AEJl和

ANJ3的PCR产物与Pseudomonas putida KL33苯酚羟化酶基因的序列相似度均为

99％。从基因水平上提供了这4个菌株酚降解功能的证据，并为进一步研究打下了

基础。

本研究选择了菌株AN31’做了深入研究。该菌能够降解苯酚、间甲酚。系统分

类鉴定结果表明，菌株AN3。。是Ottowia属的一个新种，目前该属还尚未见有关苯酚、

间甲酚生物降解的报道(Felfoldi等，201 1；Spring等，2004)。

通过对菌株AN3T的基因组草图测序，分析了其中与酚类化合物降解相关的功

能基因。基因预测和注释结果显示，菌株AN31。基因组中有一套比较完整的苯酚降

解基因簇，D棚610至D饥642共有13个基因可能参与苯酚的生物降解，构成了间位

裂解途径的完整基因簇；基因组还有大量间甲酚降解相关基因，其中可能还有部分

基因参与苯酚的生物降解(间位代谢途径)。推测菌株AN31的苯酚降解途径为苯酚

间位降解途径，其降解过程与以往文献报道一致(Omokoko等，2008；Powlowski

等，1994)。

在间甲酚降解方面，推测菌株AN3。可能采取两条独立的代谢途径：其一与苯

酚的生物降解过程类似，采取间位裂解途径将生成的3．甲基儿茶酚彻底降解；其二

先将间甲酚单加氧生成3．羟基苯甲醇，并进一步生成龙胆酸和原儿茶酸，再分别经

过龙胆酸途径和原儿茶酸途径(包括原儿茶酸2，3一裂解途径、原儿茶酸3，4一裂解途

径和原儿茶酸4，5．裂解途径)生成TCA循环的中间产物。

有关间甲酚降解途径，负责某些生化反应步骤的基因尚未明确，如图3．15、3．17

和3．18所示。其中负责3．羟基苯甲醇脱氢氧化为3．羟基苯甲醛这一反应步骤的基因，

目前还少见文献报道。针对这些尚未明确的基因，本研究分析出了可能的候选基因，

下一步将对这些基因进行原核表达或基因敲除等功能方面的研究。同时通过检测代

谢中间产物，验证推测的间甲酚降解途径。

本研究已获得的酚降解菌种资源多样丰富，有潜在应用价值，有待发掘。特别

是菌株AEJl和ANJ3降解苯酚、间甲酚降解效果很好，有希望应用于实际的含酚废

水处理过程。
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