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　　摘要：以难降解有机物喹啉作为唯一碳源，从焦化废水活性污泥中筛选分离出１株喹啉降解菌 Ｌ－Ｆ。根据菌落
和菌体形态的观察、革兰氏染色以及１６ＳｒＤＮＡ序列分析，初步鉴定Ｌ－Ｆ为普罗威登斯菌（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａｓｐ．）。进一步
通过单因素法考察喹啉初始浓度、ｐＨ值及温度对Ｌ－Ｆ降解喹啉的影响，并通过响应面法确定Ｌ－Ｆ降解喹啉的最优
环境条件。结果表明，喹啉初始浓度为７００ｍｇ／Ｌ、温度３０℃、ｐＨ值为７．５时，Ｌ－Ｆ对喹啉的降解效果最好。在该最
优条件下，５０ｈ时喹啉降解率达８０％。本研究结果可为土壤等环境中喹啉的生物降解实践提供理论依据。
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　　喹啉是一类降解性能很差的复杂有机物，是很多杀虫剂
的主要成分，会导致土壤农药残留污染［１］。作为一种典型的

氮杂环芳烃化合物，喹啉具有较大的毒性和间接的致突变

性［２］，对环境有很大的潜在危害，应使污染土壤中的喹啉进

行有效降解。目前喹啉的降解有物理、化学和生物方法，其中

生物降解喹啉具有成本低、对环境无二次污染、易于操作等优

点，是目前研究喹啉降解的热点［３］。自从从土壤中分离出能

降解喹啉的莫拉氏菌 （Ｍｏｒａｘｅｌｌａｓｐ．）［４］及 假 单胞 菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）［５］菌株后，目前已有多种喹啉降解菌被分
离，如 红 球 菌 （Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）［６］、假 伯 克 霍 尔 德 菌
（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｉｃｋｅｔｔｉｉ）［７］、丛 毛 单 胞 菌 属 （Ｃｏｍａｍｏｎａｓ
ｓｐ．）［８］、脱硫微菌（Ｄｅｓｕｌｆｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｄｏｌｉｃｕｍ）［９］、白腐真
菌［１０］等。

为达到稳定高效的去除效果，菌株间的复配已成为共识，

为此需要更多高效喹啉降解菌提供复配菌源。此外，环境因

素也是实际处理工程中影响去除效果的主要因素。因此本研

究希望通过筛选喹啉降解菌，并考察环境因素对降解菌的影

响，以期为生物固定化等方法去除环境中的喹啉提供菌源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌株　菌株筛选自柳钢焦化废水Ａ／Ｏ生物处理系统
的Ｏ池中活性污泥。

１．１．２　培养基　细菌富集培养使用ＬＢ培养基，包含１０ｇ／Ｌ
胰蛋白胨、３ｇ／Ｌ牛肉膏、５ｇ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值为７．２～７．６。细
菌分离和降解试验中，培养基为无机盐培养基（ｍｉｎｅｒａｌｓａｌｔ
ｍｅｄｉｕｍ，ＭＳＭ）［１１］，包含４．２６ｇ／ＬＮａ２ＨＰＯ４、０．２ｇ／ＬＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、０．０２ｇ／ＬＣａＣ１２、０．０５ｍｇ／ＬＫＩ、２ｍｇ／ＬＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ、
０．２ｍｇ／ＬＣｕＳＯ４·２Ｈ２Ｏ、２ｍｇ／ＬＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、２．５ｍｇ／Ｌ
Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ、０．０８２ｍｇ／ＬＨ３ＢＯ３、１ｍｇ／ＬＦｅＣ１３·６Ｈ２Ｏ，
喹啉（根据需要加入），ｐＨ值为７．２～７．６。固体培养基为在
液体培养基中投加１５ｇ／Ｌ琼脂。
１．２　试验方法
１．２．１　菌种的驯化和分离　取５ｍＬ活性污泥，至 ＬＢ培养
基中富集培养，培养２４ｈ后依次转移到含喹啉５０、１００、２００、
３００、４００、５００ｍｇ／Ｌ的 ＭＳＭ培养基中，３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ各驯
化培养６ｄ。驯化后菌液经在 ＬＢ培养基上涂布稀释分离及
平板划线纯化后得到纯菌株，编号为 Ｌ－Ｆ。将 Ｌ－Ｆ菌接种
于ＬＢ培养基中富集培养，富集的纯菌保存在１５％的甘油中，
存于－６０℃冰箱中待用。
１．２．２　１６ＳｒＲＮＡ鉴定　利用细菌鉴定的通用引物２７Ｆ和
１４９２Ｒ［１２］对菌液进行ＰＣＲ片段基因扩增，引物由上海生工生
物工程有限公司合成。反应体系（５０μＬ）包括２５μＬＤＮＡ聚
合酶ｍｉｘ、菌液模板 ４μＬ、去离子水 １７μＬ、上下游引物各
０．５μＬ。ＰＣＲ温度程序为：９４℃预变性 ８ｍｉｎ；９４℃变性
１ｍｉｎ，５８℃退火 １ｍｉｎ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，循环 ２９次；最后
７２℃ 终延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。１．５％琼脂糖凝胶电泳检测
ＰＣＲ产物，并利用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒（中国康宁
生命科学有限公司）对 ＰＣＲ产物进行纯化。将回收的 ＤＮＡ
送往上海立菲生物技术有限公司广州分公司进行序列测定，

并将序列在ＮＣＢＩ网页上进行Ｂｌａｓｔ同源性比对。
１．２．３　菌株降解条件及降解特性研究　以喹啉降解率为指
标，利用单因素试验研究ｐＨ值、温度和初始苯酚浓度对菌株
生长及降解喹啉的影响，根据环境单因素试验结果，用

Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件生成３水平３因素组合条件（表１），根据
所生成的各组合条件摇床培养菌株，测定培养６ｄ后喹啉浓
度，计算降解率，所得结果输入 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件，生成分
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析。将Ｌ－Ｆ菌在响应面法所确定的最优条件下进行摇床培
养，每隔２ｈ测定喹啉浓度和菌液浓度，绘制生长曲线和喹啉
降解曲线。

表１　响应面分析因素与水平

因素水平
试验因素

温度（℃） ｐＨ值 底物浓度（ｍｇ／Ｌ）
－１　 ２５ ６．５ ５００
０ ３０ ７．５ ７００
１ ３５ ８．５ ９００

１．２．４　分析方法　菌种浓度的测定采用比浊法，使用分光光
度计于波长６００ｎｍ处测定其Ｄ值［１３］。喹啉含量测定采用紫

外分光光度法［１４］，使用分光光度计于波长３１３ｎｍ处测定其
Ｄ值。

喹啉降解率＝喹啉降解前浓度－喹啉降解后浓度
喹啉降解前浓度

×１００％。

２　结果与分析

２．１　喹啉降解菌筛选与鉴定
驯化过程中，培养液出现由无色→粉红色→紫红色→浅

褐色的变化，与假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＱＧ６）降解喹啉过
程中颜色变化［１５］相似，其颜色变化是降解喹啉的中间产物所

致，初步说明摇瓶中的菌也具有喹啉降解特性。经平板划线

分离，得到１株菌，命名为Ｌ－Ｆ菌株。Ｌ－Ｆ的１６ＳｒＲＮＡ序
列与数据库 ＧｅｎＢａｎｋ中的 Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａｓｐ．序列同源性达
９９％，初步鉴定Ｌ－Ｆ菌株为普罗威登斯菌（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａｓｐ．）。
普罗威登斯菌（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａｓｐ．）中雷氏普罗威登斯菌
（Ｐｒｏｖｉｄｅａｃｉａｒｅｔｔｇｅｒｉ）［１６］被证明有脱氮性能，而喹啉属于氮杂
环类化合物，其降解与脱氮［１７］有关，但该菌并未研究其喹啉

降解特性，其降解喹啉的机制有待进一步研究。

２．２　Ｌ－Ｆ菌株降解条件研究
２．２．１　喹啉初始浓度对降解率的影响　由图１可知，喹啉初
始浓度由１００ｍｇ／Ｌ增加到９００ｍｇ／Ｌ，Ｌ－Ｆ对喹啉降解率先
增大后减小，但增大或减小幅度并不是很明显，其中喹啉浓度

７００ｍｇ／Ｌ时Ｌ－Ｆ的降解率最高。
２．２．２　ｐＨ值对菌株喹啉降解率的影响　如图２所示，当ｐＨ
值＜７．５时，Ｌ－Ｆ对喹啉的降解率随ｐＨ值的增加而增大；当
ｐＨ值为７．５时，喹啉降解率达最高值９７％；当 ｐＨ值 ＞７．５
时，降解率呈现缓慢下降趋势，但下降幅度不大，降解率依然

高于９０％。
２．２．３　温度对菌株喹啉降解率的影响　如图３所示，温度由
２０℃增加到４０℃时，Ｌ－Ｆ对喹啉的降解效率先增大后减
小，３０℃时，Ｌ－Ｆ对喹啉降解率最强。

２．２．４　响应面法优化菌株喹啉降解条件　如表２所示，在设
计的试验条件下，喹啉最大降解率达到９６％，最小降解率为
６７％。将表２中的结果导入 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件，固定１个
环境因素的情况下，以另外２个环境因素为ｘ和ｙ轴，以降解
率为ｚ轴作图，得到在不同降解条件下的喹啉降解率响应曲
面。如图４所示，温度和ｐＨ值对降解率的交互影响最显著，
而温度和底物浓度、ｐＨ值和底物浓度对降解率的交互影响不
太显著。

　　由图３还可知，Ｌ－Ｆ菌株降解喹啉的最优条件为：温度
３０℃，ｐＨ值７．５，底物浓度７００ｍｇ／Ｌ，在此条件下培养６ｄ
后，对喹啉的降解效率达 ９６％，和发酵乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）［１８］等高效喹啉降解菌株的降解能力相当。
２．２．５　菌种生长曲线及降解特性　由图５可知，０～１５ｈ时
Ｌ－Ｆ生长缓慢，可能是因为于喹啉抑制了菌株的生长；１５～
４２ｈ之间为对数生长期。但喹啉降解速度基本稳定，喹啉浓
度逐步降低，５０ｈ时喹啉降解率已达８０％，此降解规律和恶
臭假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ）有一定差异。王培明等发
现，恶臭假单胞菌（Ｐ．ｐｕｔｉｄａ）在对数生长期喹啉降解率最
高［１９］。降解特性的不同可能和菌株对喹啉的降解机制有关。

表２　响应面组合条件及对应降解率

序号
温度

（℃） ｐＨ值 底物浓度

（ｍｇ／Ｌ）
降解率

（％）

１ ２５．００ ７．５０ ５００．００ ８８
２ ３０．００ ７．５０ ７００．００ ９６
３ ３５．００ ８．５０ ７００．００ ９０
４ ３５．００ ６．５０ ７００．００ ６７
５ ３０．００ ７．５０ ７００．００ ９５
６ ２５．００ ６．５０ ７００．００ ７０
７ ３０．００ ７．５０ ７００．００ ９６
８ ３０．００ ８．５０ ５００．００ ７７
９ ３０．００ ８．５０ ９００．００ ７９
１０ ３０．００ ６．５０ ５００．００ ９３
１１ ２５．００ ８．５０ ７００．００ ８４
１２ ２５．００ ７．５０ ９００．００ ８８
１３ ３０．００ ６．５０ ９００．００ ６５
１４ ３０．００ ７．５０ ７００．００ ９６
１５ ３５．００ ７．５０ ５００．００ ８６
１６ ３５．００ ７．５０ ９００．００ ８５
１７ ３０．００ ７．５０ ７００．００ ９６
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３　结论

经过以喹啉为唯一碳源，从柳钢焦化废水中筛选出了１
株具有降解喹啉能力的菌株 Ｌ－Ｆ，经１６ＳｒＤＮＡ测序鉴定为
普罗威登斯菌（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａｓｐ．）。Ｌ－Ｆ降解喹啉的最优条件

为：温度３０℃，ｐＨ值７．５，喹啉初始浓度７００ｍｇ／Ｌ。该条件
下摇床培养６ｄ后，喹啉降解率高达９６％。
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