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　　摘要：从山东聊城某印染厂污水处理池的活性污泥中筛选出１株能高效降解偶氮染料苋菜红的菌株ｔｓ１－２，从生
理生化特性和１６ＳｒＤＮＡ序列２个方面对该菌株进行鉴定，初步鉴定为驹形白色杆菌（Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒｋｏｍａｇａｔａ）。在静置
培养条件下对该菌株的脱色反应进行研究，结果表明，ｔｓ１－２菌株在染料初始浓度５０ｍｇ／Ｌ时有最佳脱色率，染料最
大脱色浓度为１２５０ｍｇ／Ｌ。在最适脱色条件下脱色１４ｈ，染料脱色率可达到９５％以上。
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　　偶氮染料是一类在生产中广泛使用的染料，它具有色调
范围广、色牢度高、合成成本低等优点，可用于纺织、皮制品的

染色及印花等。在纺织工业中使用的偶氮染料约占染料总量

的７０％［１］。

染料废水是较难处理的工业废水。废水中的染料不仅是

原料的损失，也会污染环境，阻碍水体自身的净化，对水生植

物和鱼类有毒害作用。水中的染料吸收了太阳光，削弱了光

在水中的透射，从而抑制了水体中水生植物的光合作用，影响

其生长，进而影响到整个食物链，使水生生态系统的多样性下

降［２］，所以颜色的去除是处理染料废水所面临的一个重要问

题。此外，从染料的结构、性质和特点可以判断，大多数染料

都具有潜在的毒性［３－４］。这就要求染料废水在排放入环境前

必须处理。

本试验以偶氮染料苋菜红为降解对象，筛选能够高效降

解此染料的菌种。细菌脱色偶氮染料的机理是产生能降解偶

氮染料的偶氮还原酶，本研究还探讨了该菌株的产酶方式，为

下一步优化产酶条件研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　采样　菌种采自山东聊城某印染厂污水处理车间厌
氧污泥。

１．１．２　培养基　富集培养基：牛肉膏１ｇ，酵母膏１ｇ，蛋白胨
５ｇ，氯化钠５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ；ｐＨ值７．０±０．２。脱色培养
基：胰蛋白胨 １０ｇ，酵母浸出物 ５ｇ，氯化钠 ５ｇ，蒸馏
水 １０００ｍＬ。
１．１．３　偶氮染料　苋菜红（ａｍａｒａｎｔｈ），化学式见图１。无特
殊说明情况下，苋菜红染料均为５０ｍｇ／Ｌ。

—２５３— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第４期



１．２　方法
１．２．１　脱色菌株筛选　将印染厂污水处理车间采集的污泥
制成悬浊液，取上清液加入到活化富集培养基中富集，再转移

到以偶氮染料为唯一碳源的培养基中驯化，驯化采用一次性

投加高浓度化合物的驯化方法，每个驯化周期结束时，取一定

体积培养基加入到新鲜的唯一碳源培养基中，并不断提高培

养基中偶氮染料的含量，经过多次驯化后，反复进行平板涂

布，分离出对偶氮染料有高效降解能力的菌株。

１．２．２　菌种鉴定　（１）形态学观察：将脱色菌株在细菌生长
固体培养基平板上培养２４ｈ，经革兰氏染色后，用显微镜观察
细胞形态。（２）生理生化特征：参照《伯杰氏细菌鉴定手册》
及参考文献［５］进行鉴定。（３）１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析：采
用 ＵＮＩＱ－１０柱式细菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒提取菌株
ＤＮＡ。应用１６ＳｒＲＮＡ两端保守区域设计引物———正向引物
７Ｆ（５′－ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－３′）和反向引物 １５４０Ｒ
（５′－ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′）进行ＰＣＲ扩增。扩增
反应体系模板 （基因组 ＤＮＡ２０～５０ｎｇ／μＬ）０．５μＬ，５×
ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ（各 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，７Ｆｐｒｉｍｅｒ
０．５μＬ，１５４０Ｒｐｒｉｍｅｒ０．５μＬ，补加 ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。扩增反
应条件为９７℃ ３ｍｉｎ；９７℃２５ｓ，５５℃ ２５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用 １％琼脂糖电泳检测。
ＰＣＲ得到的扩增产物送交给生工生物工程（上海）股份有限
公司测序，得到的 １６ＳｒＲＮＡ核苷酸序列登陆 ＮＣＢＩ，输入
ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行ＢＬＡＳＴ比对，获取与其核酸序列相似度
高的菌种。采用ＭＥＧＡ５．０软件进行多序列匹配比对，计算
相似序列之间的进化距离，利用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ构建系统
发育树。

１．２．３　产酶模式研究　测定细菌生产曲线，同时测定菌株对
染料的脱色率和最大脱色浓度。将菌种接入到未加染料的

ＬＢ培养基中，３７℃静置培养过夜，将培养液按体积分数２％
的量加入到染料培养基中进行脱色试验。培养液在

８０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，取上清液在染料的最大吸收
峰５２０ｎｍ处测其吸光度，按照公式计算脱色率：

脱色率＝
Ｄ０－Ｄｔ
Ｄ０

×１００％。

式中：Ｄ０为加入细菌前染料的吸光度，Ｄｔ为加入细菌 ｔ时间
后染料的吸光度。

２　结果与分析

２．１　菌种鉴定
２．１．１　形态学观察　经过分离筛选，并比较２４ｈ内的脱色
效率，得到１株能高效降解苋菜红偶氮染料的菌株 ｔｓ１－２。

当染料浓度为５０ｍｇ／Ｌ时，菌株ｔｓ１－２能在１４ｈ内降解９５％
染料，最大脱色浓度为１２５０ｍｇ／Ｌ（图２）。经观察菌株在平
板培养基上菌落为圆形，边缘整齐，白色或乳白色，镜检为革

兰氏阳性，杆状，不运动。

２．１．２　生理生化特征。菌株 ｔｓ１－２部分生理生化特征见
表１。

表１　菌株ｔｓ１－２部分生理生化特征

生理生化试验
生理生化

特征
生理生化试验

生理生化

特征

淀粉水解 － Ｖ．Ｐ．反应 －
七叶苷水解 － 利用有机酸

脲酶 ＋ 　乙酸 ＋
硫化氢产生 ＋ 　草酸 ＋
吲哚产生 － 　柠檬酸 －
硝酸盐还原 － 　乳酸 ＋
甲基红试验 ＋ 　琥珀酸 ＋

　马脲酸 ＋

２．１．３　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析　将扩增得到的１６ＳｒＲＮＡ
基因电泳检测，测得其序列长度为１４０５ｂｐ。经 ＢＬＡＳＴｎ软
件序列分析，结果表明 ｔｓ１－２与驹形白色杆菌（Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒ
ｋｏｍａｇａｔａｅ）聚为一簇，同源性最高。从ＧｅｎＢａｎｋ中调取与细菌
ｔｓ１－２同源性较高的１５株菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列构建系
统发育树见图３。结果显示，ｔｓ１－２与 Ｌ．ｋｏｍａｇａｔａｅ种相似度
最高达９９％。根据菌株的形态学特征、生理生化特征和１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列分析，初步确认ｔｓ１－２菌为驹形白色杆菌。
２．２　产酶模式研究

将菌株在３７℃条件下静置培养测定其生长曲线，发现细
菌ｔｓ１－２在４～１４ｈ内为对数生长期，１４～６０ｈ内为平衡期，
６０ｈ后进入衰亡期（图４）。
　　细菌能够使偶氮染料褪色，是因为菌体产生了能够降解
偶氮染料的偶氮还原酶［６］。Ｈｕ等证明，细菌分泌的偶氮还原
酶为一种诱导酶而不是固有酶［７］。在培养基中加入染料作

为诱导物，菌体则会产生偶氮还原酶。测定细菌 ｔｓ１－２生长
２４ｈ内脱色率，结果如图５所示。
　　菌体进入对数生长期时，菌体的脱色效率成指数增长，表明
菌体内的偶氮还原酶随菌体增多而增多。当菌体生长进入平衡

期后，菌体数量不再增加，重复加入染料后发现菌体仍有脱色能

力，但脱色速率变小，说明能够还原染料的酶虽然保持一定活性

但是没有新的酶产生，这种酶的合成方式应为同步合成型。

３　结论

纺织废水由于所含染料具有色度高、化学结构稳定以及
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难于被降解等特点，成为目前最难处理和最受关注的废水之

一。偶氮染料在纺织染料中所占的比例最高，超过了７０％。
目前处理染料废水的物理和化学方法具有处理成本高、处理

不彻底并且容易造成二次污染等缺点［８］。因此，筛选高效降

解偶氮染料的微生物，将其应用于染料废水处理具有深远的

意义，并且逐渐成为研究的热点之一。

本试验从印染厂染料废水处理反应池的活性污泥中，筛

选分离出１株能使偶氮染料苋菜红脱色的菌株ｔｓ１－２。从形
态学特征、生理生化特征和１６ＳｒＤＮＡ基因序列比对３个方面
对菌株进行鉴定，确定其为驹形白色杆菌（Ｌ．ｋｏｍａｇａｔａｅ）。

Ｓｕｚｕｋｉ等从纺织厂污水处理装置附近土壤中得到１株能
够还原偶氮染料的芽孢杆菌 ＯＹ１－２［９］。Ｗｏｎｇ等从染料废
水污泥中分离出能够在好氧条件下将甲基红脱色的细菌肺炎

克雷伯氏菌ＲＳ－１３［１０］。Ｈｕ等发现的菌株Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｌｕｔｅｏ
ｌａ在完全静止或完全振荡的条件下均不降解染料，但在 ２ｄ

振荡加 ２ｄ静止的条件下对染料的脱色效果显著［１１］。本次

分离得到的菌株 ｔｓ１－２仅在静置培养１４ｈ就能使 ５０ｍｇ／Ｌ
浓度染料脱色９５％以上，培养条件简单，脱色效率高。本试
验还发现此菌株的产酶方式为同步合成型，为进一步优化菌

株产酶条件的工作奠定了基础。
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