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一株苯胺蓝降解菌的分离鉴定及其降解特性
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摘要 :  从河水中驯化、筛选、分离得到一株对染料苯胺蓝有降解能力的菌株WZROB, 该菌能以苯胺蓝为唯一
碳源、能源生长. 通过对菌株WZROB 的形态特征、生理生化,以及 16Sr DNA 序列分析, 初步鉴定为铜绿假单

孢菌(Pseudomonas aeruginosa) .研究苯胺蓝的质量浓度、pH 值和温度等因素对该菌株生长, 以及对降解苯

胺蓝的影响1 结果表明,菌株生长和脱色的最适 pH 值为 6. 5,最适合温度为30 e ,苯胺蓝的最适脱色质量浓

度为 200 mg # L- 11 此外, 总有机碳( TOC)残留量测定结果表明,该菌株对苯胺蓝的脱色率可达 83% , T OC

去除率为 80%以上,不仅能对苯胺蓝脱色,而且还能进行矿化降解.
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印染和染料工业是现代工业中对环境污染比较严重的行业,在生产和使用过程中大约有 10% ~

20%的染料会直接随废水进入环境中[ 1] . 目前,常用的染料废水处理方法有物化方法和生物方法[ 2] .其

中,生物法在处理染料废水中有明显的优势,已受到越来越多的关注.特别是微生物的脱色能力,在近

10年来得到比较广泛的研究1 利用微生物进行染料脱色和降解,被认为是经济有效地去除这些污染物

的方法[ 3-4] .染料品种繁多、结构差异大,其生物降解性能有很大的差别, 结构的细微差别如空间结构、电

子分布与电子云密度,都会明显影响染料的可生物降解性.在染料家族中, 三苯甲烷染料是仅次于偶氮

染料的一个大类,其化学结构特点使它们难以被微生物降解
[ 1, 5]

. 尽管近年来,国内外关于染料脱色菌

的研究很多[ 7O9] ,但对三苯甲烷染料,特别是复杂三苯甲烷染料脱色降解菌的研究却很少.苯胺蓝是三苯

甲烷染料类的高分子量染料, 在自然条件下极难分解, 国内外迄今未见有利用细菌降解的报道. 本实验

选用苯胺蓝作为研究对象,从河水中驯化、筛选得到一株能以苯胺蓝作为唯一碳源、能源的假单胞菌,并

进行相关性的特性研究.

1  材料和方法

1. 1  实验材料

1. 1. 1  培养基  ( 1) LB培养基( g # L
- 1
) . 牛肉膏 5. 0, 蛋白胨 10. 0, NaCl 5. 0, pH= 7. 2. ( 2) 基础

培养基( M S, g # L - 1 ) : Na2HPO4 # 12H2O 5. 37, KH 2PO4 1. 02, NH 4 Cl 0. 22, M gSO 4 0. 005, CaCl2

0. 002,微量元素 1. 0 mL,加入相应质量浓度的苯胺蓝, pH= 7. 0. 其中, 微量元素( g # L - 1 ) : FeSO4 #

7H 2O 1. 0, MnSO4 #H 2O 1. 0, Na2MoO 4 # 2H 2O 0. 25, H 3BO 4 0. 1, CuCl2 # 2H 2O 0. 25, ZnCl2 0. 25,

NH 4VO 3 0. 1, Co( NO 3 ) 2 # 6H 2O 0. 25, N iSO 4 . 6H2O 0. 1. 固体培养基中加入琼脂粉 15 g # L- 1 . ( 3)

富集培养基.基础培养基中加 0. 2~ 0. 5 g # L- 1酵母粉.

1. 1. 2  试剂和仪器  ( 1) 试剂1 苯胺蓝( C32H 25N 3O9 S3Na2 , 分子量为 737. 72) . 试验中所用化学试剂
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均为分析纯. T aq酶及生化试剂购自辽宁大连宝生物公司或北京鼎国生物技术有限公司. ( 2) 仪器.

SH IMADZU UVO2401 PC紫外分光光度计(日本) , Eppendor f冷冻离心机(德国) , Apollo 9000型总有

机碳测定仪(美国) , Biometra PCR仪(德国) , GelDocOIt UVP 凝胶成像系统(美国) .

1. 2  菌株的分离和纯化

苯胺蓝降解菌的分离源为浙江温州地区的河水,经 10多轮的驯化、筛选、分离, 并经平板划线纯化,

得到一株以苯胺蓝为唯一碳源的菌株,命名为WZROB. 该菌可在 1. 0 g # L - 1的苯胺蓝基础培养基中,

于 30 e , 150~ 200 r # min- 1的条件下传代培养.

1. 3  16Sr DNA序列分析方法

采用菌落聚合酶链式反应( PCR)扩增 16Sr DNA1 用于 16Sr DN A PCR反应的引物为一对通用引

物.正向引物 BSF8/ 20: 5. OAGAGT T T GAT CCT GG CT CAGO3. ; 反向引物 BSR1541/ 20: 5. OAAGGA

GGT GA TCCAG CCGCAO3. .引物由上海博亚生物技术有限公司合成. 50 LL 的 PCR反应体系包括: 5

LL 的 10 @ PCR缓冲液, 4 LL 25 mmol # L- 1的 MgCl2 , 2 LL 10 mmol # L- 1的 dNT P, 100 Lg # L- 1的引

物 BSF8/ 20和 100 Lg # L
- 1
的引物 BSR1541/ 20各1 LL, 1LL 模板DNA, 5 LL 5. 0 @ 10

5
u # L

- 1
的 T aq

酶, 35. 5 LL 重蒸水. PCR程序有如下 5个步骤1 ( 1) 94 e , 3 m in. ( 2) 94 e , 1 m in; 56 e , 1 min; 72 e ,

2 m in. ( 3) 步骤( 2)循环 29次. ( 4) 72 e , 10 min. ( 5) 4 e 放置1 琼脂糖凝胶电泳检测. PCR产物的测

序由上海博亚生物技术有限公司完成, 得到的菌株WZROB 的 16Sr DNA 序列通过 Blast程序与 Gen-

Bank 中核酸数据进行比对分析.

1. 4  生理鉴定方法

菌株WZROB的生理鉴定是通过 Bio log 微生物自动鉴定仪完成的. 在 Biolo g 96孔平板上, 除对照

孔不含碳源外, 每孔都含有四唑紫缓冲营养培养基和不同碳源. 被鉴定的细菌细胞悬浮于微孔中,培养

4, 24 h后,分别用 Biolog 细菌自动鉴定仪分析它们对各种碳源的利用情况,检测供试菌株的代谢指数.

1. 5  菌株的生长和脱色能力的测定方法

菌株WZROB在 0. 1%苯胺蓝的富集培养基中培养 3 d,将培养液离心后倾去上清液,再用基础培养

基洗涤 2次1 以 0. 1%的接种量将菌株WZROB接入含苯胺蓝的基础培养基中, 于 30 e , 180 r # min- 1

的摇床中培养.每 24 h取 4 mL 上述液体培养基,于 12 000 r # min
- 1
离心 10 m in,在 585 nm 处(苯胺蓝

的可见光最大吸收峰)测定上清液吸光值,测定试验前后吸光度值( D) , 计算脱色率( U) .收集上述离心

后的菌体,洗涤 2次后,用 4 mL 基础培养基制成细胞悬液,测定吸光度以反映细菌生长情况.

2  结果与分析

2. 1  菌株的形态

该菌株呈革兰氏染色阴性,细胞形状为直杆状,边缘整齐光滑,在含苯胺蓝的基础培养基上可产生

透明圈.

2. 2  16Sr DNA序列的相似性

PCR扩增结果显示,菌株WZROB的 16Sr DNA 的 PCR产物约为 1 500 bp(碱基对)左右,符合预期

产物长度. 测序结果输入 GenBank以 Blast 进行序列同源性比较表明,菌株WZROB的 16Sr DNA 序列

与 Pseudomonas aer uginosa 的 16Sr DNA 序列相似性高达 99% .

2. 3  生化鉴定

将菌株WZROB细胞悬浮液接种到 Bio log 板微孔中, 培养 4, 24 h 后, 测定降解菌株代谢指数. 经

Biolo g 细菌鉴定系统分析菌株 WZROB 的代谢指数与铜绿假单胞菌( P seudomonas aeruginosa)的相似

性为 99%1 结合上述的形态、生理鉴定、Biolog 测试结果与 16Sr DNA序列分析结果,将WZROB菌株初
步鉴定为铜绿假单胞菌( Pseudomonas aeruginosa)

2. 4  对菌株生长和脱色能力

菌株WZROB在 0. 1%苯胺蓝的富集培养基中生长较好, 3 d就可达到对数期. 按菌株 0. 1%的接种

量接入到苯胺蓝质量浓度为 200 mg # L - 1的基础培养基中,培养 10 d.每 24 h测定染料脱色率( U)和细
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图 1  降解菌的生长与苯胺蓝脱色曲线

F ig . 1  Grow th curv es o f the isolate wit h

aniline blue as sole ca rbon source

and it s decolo rization cur ve

菌浊度(D) ,结果如图 1所示.从图 1可以看出, 脱色率

和菌体生长曲线的趋势相似. 接种了菌液的培养液为蓝

色,随着培养时间的延长,蓝色变浅. 离心后菌体颜色为

白色或灰白色, 而不是蓝色1 这说明菌株WZROB 的脱
色机制并不是靠吸附染料脱色,而是通过降解苯胺蓝脱

色.菌体在指数期时, 脱色速率明显加快; 进入稳定期

( 144 h) ,菌株对染料的脱色效果最好,脱色率达 83% .

2. 5  菌株生长和脱色的条件
2. 5. 1  pH 值  在 200 mg # L - 1苯胺蓝基础培养基中

培养 7 d后, 测定不同 pH 值的染料脱色率和细菌浊度,

如图 2所示.从图 2可知,当 pH 值为 6. 5, 7. 0时, 细菌

生长良好,当 pH 值为 6. 0, 7. 5时, 菌株生长缓慢, 而当

pH 值为 7. 5, 8. 0时, 菌株生长很差.因此, pH 值为 6. 5

是菌株生长的最适 pH 值.

2. 5. 2  温度  在 200 mg # L
- 1
苯胺蓝的培养基, pH 值

为 6. 5的条件下,于不同温度进行培养, 7 d后测定染料脱色率和细菌浊度, 结果如图 3所示.从图 3中

图 2 pH 值对菌体生长和脱色的影响 图 3 温度对菌体生长和脱色的影响

  Fig. 2 The effects of pH value on the g r owt h     F ig . 3  The effects of tem perat ur e on the g rowt h

of the iso late and on its deg radat ion          o f the iso late and on its deg radation

可以看出,菌株的生长和苯胺蓝的脱色受温度变化影响显著,在 30 e 左右达到最高生长水平和最高的

苯胺蓝脱色率.

图 4 苯胺蓝质量浓度对菌体生长和脱色的影响

Fig. 4  The effects o f aniline blue

mass concentration on the g rowt h o f

t he iso late and on its deg radation

2. 5. 3  苯胺蓝质量浓度  将菌株 WZROB 接种入
pH 值为 6. 5,苯胺蓝质量浓度为 50~ 250 mg # L - 1

的培养液中进行培养, 7 d 后测定培养物的细菌浊

度,结果如图 4 所示. 从图 4 中可以看出, 随着苯胺

蓝质量浓度的增加, 培养液细菌浊度有增加的趋势1
当苯胺蓝质量浓度大于 200 mg # L- 1时,细菌浊度

开始下降.因此, 200 mg # L
- 1
为菌株WZROB的最适

脱色浓度, 在该浓度下培养菌株的浊度最大, 苯胺蓝

脱色也完全.这表明高浓度的苯胺蓝对菌株有毒性,

会抑制菌株WZROB 的生长并影响它对染料的脱色
能力.

2. 6  菌株降解苯胺蓝

将降解菌株接种在苯胺蓝质量浓度为 200 mg #

L
- 1

, pH 值为 6. 5, 7. 0的基础培养基中, 于 30 e ,
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180 r # min- 1的条件下培养 7 d.采用 T OC 测定仪测定总有机碳残留浓度.结果表明, 总有机碳残留浓

度与苯胺蓝脱色率相符, 说明该菌株不仅能对苯胺蓝脱色而且还能进行矿化降解.

3  结束语

本实验分离得到了一株苯胺蓝高效降解菌WZROB, 7 d内降解率可达 80%以上, 经 16Sr DNA 及

Biolo g 分析鉴定为 Pseudomonas aeruginosa1 实验对各种影响该菌株生长与染料降解的因素进行了研
究.该菌株能以苯胺蓝为唯一碳源和能源生长,这为进一步研究这类高分子量三苯甲烷染料的降解机理

提供了良好的研究材料.
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Isolation and Characterization of Aniline BlueODegrading Bacteria

WU Chu, WANG Hui, ZH ENG T ianOling

( School of Life S ciences, Xiamen Un iversity, Xiamen 361005, China)

Abstract:  A strain WZROB w as domesticated, screened and isolated fr om a cont aminative r iver , which can utilize aniline

blue as the sole carbon and energ y source for g rowth. It w as preliminar ily identified as P seudomonas aeruginosa based on

morpholog ical, phy siolog ical and biochem ical featur es and 16Sr DNA sequence. The effects o f dye mass concentr ation,

pH value and temperatur e on the gr ow th o f this str ain and its deg radation ability w as studied. T he r esult s suggest ed that

the opt imum mass concentr ation fo r anline blue decolor ization w as 200 mg # L - 1 , the optimum pH and temperature for

decolor izat ion were 6. 5 and 30 e , r espectiv ely. Residual tota l o rg anic carbon ( TOC) analysis suggested that t he TOC re-

moval rate w as g reater than 80% and t he aniline blue decolo rization rate reached 83% , the st rain can no t only decolo red

aniline blue but also mineralized it.

Keywords:  aniline blue; biodeg radat ion; decolo rization; Pseudomonas aeruginosa
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