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摘要：山东省某家香精香料厂废水中主要有机污染物是芳香族化合物，以叔丁基苯酚最难降解。为了筛选香精香料

废水降解微生物，实验采集上述香精香料厂好氧曝气池的活性污泥为样本，以叔丁基苯酚为唯一碳源，进行筛选并

分离出一株能降解废水的微生物。对该微生物的形态、生理生化特征进行鉴定，并对它的 $E< ,?4K 基因序列进行

分析比对。结果表明，该菌株属于类球红细菌属（!"#$#%&’()* +,- ），适应偏盐性和适当芳香有机物的废水环境中生

长并能有力地降解废水中的叔丁基苯酚。研究认为该菌株在有关废水处理方面的贡献难以估量。
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! ! 随着中国社会生活水平的提高，香精香料被大

量用在食品、化妆品以及除味剂中，使人们得到嗅觉

的享受。它们在人们的生活中越来越密不可分，因

而有关制造厂商也越来越多，同时也造成了生产污

水排放和治理的问题［$DE］。

香精香料的废水主要由重金属离子和有机大分

子污染物构成，其中以有机物污染最为严重。这些

有机物具有毒性大、浓度高、种类多、分子结构复杂

多样等特点，治理难度非常高［H］。然而，在含有上述

有机物的废水中仍然生存着微生物，它们必定存在

着自身适应这种环境的生理生化和形态学特征［G］。

由于这些微生物能以废水中有机物为原料合成自身

营养所需，因此从中筛选出的微生物，应具有降低废

水中有机物的作用［)］。

近年来，由于分子生物学技术的不断发展，人们

利用微生物解决污染问题的意识日益增强［$#］。微

生物降解有害物质不仅具有经济效益、环境效益，同

时还可为以后解决类似的环境污染问题提供参考和

借鉴［$$D$I］。为此，本研究以香精香料生产厂区的废

水为样品，采用生物学方法从中分离筛选微生物，并

对它们进行鉴定。

$ 材料和方法

$( $ 样品来源

研究用活性污泥于 "#$# 年 H 月份取自山东省

某香精香料厂好氧曝气池中。

$( " 培养基

N( O( 基础培养基成分为 P1<@I ·HO"@ #( " 1，

/&/-" #( #" 1，BO"Q@I $ 1，B"OQ@I $ 1，（4OI ）"<@I

$ 1，R8/-J $ 51。SN 培养基成分为：蛋白胨 $# 1，酵

母粉 C 1，4&/- $# 1，琼脂粉 $( CT U"( #T。

按以上配方称取培养基中成分配制两种培养

基，均分别用蒸馏水溶解定容到 $ S，并调 VO 值至

H( # U H( "，分装到锥形瓶中，进行灭菌。其中 SN 固

体培养基在灭菌之前加入 $( CT U "( #T 琼脂即可。

N( O( 培养基可能会出现沉淀，可以用灭菌后的蔡氏

滤器过滤后再用。

$( J 筛菌

取好氧曝气池污泥接种在 N( O( 培养基中，里

面加有唯一碳源叔丁基苯酚，含量为 $## 51·S W$，

于 JH X、"## 转摇床培养过夜，反复驯化 J 次以上，

即为活性污泥样品。

将上述活性污泥样品 "# 5S 于灭菌的锥形瓶

中，加入玻璃珠后剧烈振摇摇匀。取 #( J 5S 样本于

I 5S 离心管中，再加入 "( H 5S 的灭菌蒸馏水，将该

溶液稀释 $# 倍，然后继续稀释，依次得到稀释度为

$# W"、$# WJ、$# WI、$# WC、$# WE 和 $# WH 的溶液，将当中

稀释度为 $# WI、$# WC 和 $# WE 的溶液涂布在 SN 平板

上，于 JH X下倒置恒温培养过夜。

在以上几个稀释度的平板中挑取各自菌落形态不

同的菌株进行画线培养，在 JH X下倒置恒温培养过

夜。反复多次划线培养，以确保能挑起单菌落为止。
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!" # 菌株生态学与生理生化特征

依据文献［!$%!&］对筛选出的菌株进行形态和

生理生化特征鉴定。

!" #" ! 革兰氏染色法’ 首先在超净工作台内挑取单

菌落到加有少量生理盐水的载玻片上，自然风干；再

滴加少量结晶紫染料初染 ! ()* 之后用流水冲洗；

然后加入少量碘液放置 ! ()* 之后用流水冲洗；再

加少量 +$,乙醇，脱色 -. / 之后用流水冲洗；最后

加入番红复染 ! ()*，用清水冲洗后，镜检。

!" #" 0 接触酶实验’ 将接种培养 0# 1 的斜面菌种以

接种环取一小环涂抹于已滴有 -, 2030 的玻片上，

如有气泡产生，则为阳性，反之为阴性。

!" #" - 碳源和氮源利用实验’ 从平板中挑取单菌落

进行液体培养 !4 5 0# 1，以菌悬液接种连续 - 代移

种于灭了菌的碳源利用培养液，浑浊为阳性，反之为

阴性；将培养 !4 5 0# 1 的菌液接种到氮源利用培养

液中，适温培养 - 5 6 7，与空白试管对比，较浑浊为

阳性，反之为阴性。

!" #" # 耐盐性实验 ’ 将幼龄菌株接种在 0,、$,、

6,和 !., 的不同浓度 89:; 的 <= 培养基中，适温

培养 - 5 6 7，与未接种的试管对比，自测生长情况。

!" $ 菌株分子生物学鉴定

!" $" ! 菌株总 >8? 提取’ 从超低温冰箱中取出保

存的上述甘油菌液，先划线培养出单菌落，然后挑取

单菌落进行摇瓶培养 -6 @过夜。以 $ ... A·()* B!

离心 - ()*，收集菌沉淀，准备提取总 >8?。应用淤

泥基因组 >8? 快速提取试剂盒（ 离心柱型，购于北

京百泰克生物技术有限公司）并按照该试剂盒介绍

的操作步骤提取菌液总 >8?。

!" $" 0 对提取的 >8? 序列 C:D 扩增 ’ 通过 EA)(FA
EAF()FA $" . 软件设计 !&G A>8? 上、下游引物，其中

上游引物为 $H%I?I ?IJ JJI ?J: :JI I:J :?I%
-H；下游 引 物 为 $H%??I I?I IJI ?J: :?I ::I
:?%-H；对菌液总 >8? 序列进行 C:D 扩增。C:D 反

应体系为：!. K <? J9L MNOOFA ." $ !<，78JC # !<，模

板 >8? ." $ !<，上游引物 ! !<，下游引物 ! !<，

77203 -4 !<，<? J9L ." $ !<，共 $. !<。C:D 反应

条件为：+# @ 预变性 $ ()*，+# @ 变性 #$ /，退火

$$ @，#$ /，60 @ 延 伸 +. /，共 0$ 个 循 环，之 后

60 @，!. ()*，# @保存。C:D 产物用 0, 琼脂糖凝

胶电泳检测。

!" $" - 对 C:D 产物测序’ 将 C:D 产物送往基因公

司测序，并在 IF*M9*P 数据库里进行比对，找出被筛

菌种属等。

0 结果

0" ! 菌株形态学鉴定

经鉴定该菌为革兰氏阴性菌，细胞卵圆形或杆状，

单个或短链状排列。菌落呈橘红色或橘黄色，表面湿

润，不透明。细胞表面产生粘液或生有荚膜。经芽孢

染色证明此菌株不产芽孢，接触酶实验呈阳性结果。

0" 0 菌株生理生化鉴定

对该菌株进一步进行生理生化鉴定，根据文献

［!$］所述该菌株跟类球红细菌属 !"#$#%&’()* +,- 特点

相似。在碳源利用率试验中，不加碳源的不生长，加葡

萄糖为唯一碳源比用乙酸钠为唯一碳源的生长状态要

好。在氮源利用率实验上，空白不生长，加 82#20C3#

比加 Q83- 生长的状态差。在耐盐性试验中，该菌株对

89:; 的耐受性浓度依次为：6, R$, R0, R 空白，在

!.,的 89:; 浓度下该菌不生长（表 !）。

表 !’ 能量利用实验结果和耐盐性实验

实验项目 菌株反应

空白 B
碳源利用实验 葡萄糖 S S S

乙酸钠 S S
空白 B

氮源利用实验 82#20C3# S S
Q83- S S S
空白 S S S S

0,89:; S S S
耐盐性实验 $, 89:; S S

6, 89:; S
!., 89:; B

’ ’ 注：“ S”表示阳性反应，“ S”越多说明反应越强；“ B ”表示阴性结

果。

0" - !&G A>8? 的基因序列分析

以菌株总 >8? 为模板，利用设计的上、下游引

物进行 !&G A>8? 扩增，电泳结果证实约在 ! $.. ME
处有清晰可见明亮的单条带（图 !）。

注：T 为 >8? (9APFA；! 为 C:D 扩增产物

图 !’ !&G A>8? 序列 C:D 扩增产物电泳图
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! ! 登录 "#$%&$’ 数据库（((() $*%+) $,-) $+.) /01 2
/#$%&$’ 2 ），经比对，分离出的野生菌株与 !"#$#%&’()
*+ &*,(-&+.. 3&45+&, 678 49:; /#$#，<54&+$ =8>> 标准株

（"#$%&$’ 注册序列号为 "?：@AA@B@CDB）有 BCE 的

同源性，略有个别碱基突变，但在功能上没有发生改

变（图 >）。

注：8#FG#$*# A 为本研究 678 4H:; IJ9 扩增产物的测序结果，8#FG#$*# 6 为 !"#$#%&’(*+ &*,(-&+.. 3&45+&, 678 49:; /#$#，<54&+$ =8>> 标准株

"#$K&$’ 序列；灰色部分为两序列相同部分。

图 >! 678 4H:; IJ9 产物的测序结果 "#$K&$’ 比对图

@ 小结

本研究从好氧曝气池中对污泥进行驯化，采用

只加叔丁基苯酚作为唯一碳源的 K) L) 培养基，使

能利用此有机物的细菌富集，分离出可降解叔丁基

苯酚的细菌，然后对该菌株的形态学、生理生化鉴定

和 678 4H:; 基因序列的分析，最后测序得知该菌株

为类球红细菌属 !"#$#%&’(*+ ,/0 。可以相信，该菌株
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在有关废水处理方面的贡献难以估量。
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