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［摘要］ 为了寻找在低温条件下降解含酚污水的微生物，利用低温条件（,-）从自然界筛选出 !株在低温条件

下有较强的生长率及代谢活性的菌株，经 ."""/ 0 12酚的诱导，分别培养于不同酚浓度及不同温度条件下，经过

诱导的菌株耐酚和降解酚的能力有了显著的提高 +菌株 3(!#的酚最大致死浓度由原来 ."""/ 0 12提高到 # !""

"/ 0 12；菌 33!!由 ."""/ 0 12提高到 #""""/ 0 12，,-下 ,"""/ 0 12酚浓度的降解时间由原来的 )4缩至 54+经生理

生化反应鉴定，3(!#为 !"#$%&’(" ")$*#+, 67；33!!为 -.,/#)&0(.)#+ 1+&$2 348#67，且其对苯酚的降解主要发生在生

长对数期 +此菌株的研究可望在低温条件下对水体中酚污染的去除起到重要的作用 +
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酚是环境中比较常见的有机污染物 +对于酚类化合物引起水污染的治理，一般可分为化学
试剂和生物处理法两大类 +化学试剂处理，如离子交换、化学氧化、溶剂淬取、活性炭吸附等方
法由于存在一些缺陷，如成本高、操作复杂、容易造成二次污染等，因此目前实践中采用生物法

处理含酚废水已成为一种趋势 +研究表明，微生物能通过诱导形成诱导酶用来分解环境中的有
机物，以适应新的环境条件 +微生物对外来化合物的降解或转化所具有的巨大潜力，引起了国
内外的广泛兴趣 +
在正常温度条件下的污水处理，如利用微生物去除废水中的 ;、<等，已做了大量的研究

工作［#—.］，但在自然界中，气温是在相当大的范围内变动的，以江苏省为例，全年气温有大约有

.个月的时间在 #"-以下，而在这样的温度条件下大部分微生物的生长代谢处于抑制状态，其
在污水处理中的作用也受到很大的限制 +虽然有关低温微生物的研究，近年来也有了巨大的进
展［5］，但将二者结合起来，在低温条件下研究微生物在污水处理中的应用尚未见报道 +
本文从自然界中分离、筛选到 !株细菌，并对其进行了初步鉴定 +研究了其在低温（,-）下

的生长规律，以及该菌株在低温下对不同浓度酚的耐受及分解利用情况，旨在进一步探讨低温

状态下微生物在自然环境和污水处理系统中对酚类等有机物的降解途径 +

! 材料及方法

!"! 菌样采集
菌样采自南京某冷藏厂冷冻车间角落处和冻鱼内脏中 +

!"# 培养基
驯化培养基为含 ."""/ 0 12酚浓度的 2=固体培养基（#" /蛋白胨，. /牛肉膏，* /氯化钠，
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!" #琼脂，加蒸馏水至 !$$$%&，’(")*）)
!"# 实验微生物的筛选、分离
利用 &+培养基做成 ,$$$!# - %&酚浓度梯度平板并进行划线分离，在 ./条件下进行培

养，挑取生长速度最快及抗酚能力最强的 *株菌，临时编号为：01"!；00"* )
!"$ 纯种的培养条件
利用加 .$$!# - %&浓度苯酚的 &+培养基在 ./条件下进行培养 )

!"% 实验方法
将菌株培养在 ./下不同酚浓度的培养基中，分别测定其生长状况及酚降解能力的变化 )

!"& 测定方法
生长曲线的测定：以 2.$ 3%处光吸收值代表菌株的生长状况 )
酚浓度的测定：45氨基安替比林显色法［2］)

!"’ 酚降解能力的测定
酚降解能力 ! 6!" # $!% &其中，!" 表示经降解后浓度的变化，$ 表示光吸收值，% 表

示所需的时间 &
!"( 生理生化鉴定
将 *菌株分别接种到不同的碳源上观察其分解利用能力［*］)

) 结果

)"! 低温苯酚降解菌株的生理生化特性鉴定
01"!：从 4/到 4,/都可生长，菌落无色，细胞单个，直的或弯曲杆菌，革兰氏阴性，氧化酶

阳性，触酶阳性，能利用但不发酵葡萄糖，严格好氧，有微弱动力，不产生硫化氢，能利用木糖、

麦芽糖，还原硝酸盐，赖氨酸阴性，七叶苷阴性，不利用蔗糖、甘露醇、乙酰胺及赖氨酸，根据以

上 01"! 的“代谢指数”，经 +78#79: ; 细菌鉴定系统分析，01"! 应归属于斯氏假单胞菌
（!’()*+,-’ ’.)/(01 ’2 )）)

00"*：菌落无色，革兰氏阴性球杆菌（革兰氏染色时需 *$ < ,$ %=3脱色，）在显微镜下该菌
往往成对存在，氧化酶阴性，触酶阳性，不利用也不发酵葡萄糖，严格好氧，无动力，硝酸盐还原

酶阴性，不利用蔗糖、淀粉、甘露醇、木糖及麦芽糖，根据以上 00"*的“代谢指数”，经 +78#79:;
细菌鉴定系统分析，00"*应归属于不动杆菌非发酵菌群#（$314(.+5-3.(0 60+)2 785#;’)）)
)") 菌株生长情况的测定

表 ! 不同酚浓度对实验菌株生长温度范围的影响

菌株
酚 的 浓 度

$!# - %& *$$!# - %& 4$$!# - %& .$$!# - %&

01"! 4 < 42/ 4 < 42/ . < 4*/ . < 4*/
00"* 4 < 42/ . < 4*/ . < 4$/ . < 4$/

经测定，不同酚浓度对 *菌株的正
常生长（以 4> ? 出现可见菌落为准）
温度范围的影响很小，这对该菌株在

实际应用中的久效性具有重大价值 )
挑取 &+ 固体培养基上的新活化
的菌株分别接种到 2$%&的液体 &+培
养基中，./、*$$ 8 - %=3摇床培养至对数期（89 值约为 $ ) 2 < $ ) >），分别取 ! %&接种于 *$$ %&
含 $!# - %&、*$$!# - %&、4$$!# - %&、.$$!# - %&酚浓度的 &+液体培养基中，./、*$$ 8 - %=3连续摇
床培养，每隔 !. ?取出 2 %&培养液测定 894@$值 )结果表明，$!# - %&时菌株的延滞期大约为
!. ?；*$$!# - %&时菌株的延滞期大约为 ,* ?；4$$!# - %&时菌株的延滞期大约为 4> ?；.$$!# - %&
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时菌株的延滞期大约为 !" #（如图 $，%），由此看出，随着酚浓度的增大，二菌株延滞期时间也随
之延长 &同时从图中还可看出，其最大生长量也随着酚浓度的升高而增加，’!( ) *+时菌生长最
大 !" 值约为 $ &’；%’’!( ) *+时菌生长最大 !" 值约为 $ &"；"’’!( ) *+时菌生长最大 !" 值约
为 $ &!；,’’!( ) *+时菌生长最大 !" 值约为 $ &, &由此可以推断，菌株可以利用苯酚作为碳源，
供自己生长所需 &

图 ! "#不同酚浓度 $%!!菌株生长曲线 图 & "#不同酚浓度 $$!&菌株生长曲线

&’( 温度与降酚能力的关系
将温度从 ,-逐渐升高，则菌株的生长速度及抗酚能力均有相应的改变 &将 %菌株分别在

./-、%!-和 ,-，酚浓度为 ,’’!( ) *+的条件下进行培养，图 .、图 " 表明了菌株在酚浓度为
,’’!( ) *+时在不同温度下生长情况的对比情况 &以生长速度代表菌株的生长状况指标，生长
速度 # 0 $ % & &其中 $ 为 "1’ 2*光吸收值，& 表示达到最大生长量所需的时间，计算得出菌株
在 ./-时生长状况最好，这表明所分离的菌株并不是嗜冷菌（3456#783#9:;），而是耐冷菌
（3456#78<783#4）；同时根据公式 ’ 0"( % $!& 计算的酚降解能力表明 %!-时菌株具有最大的
酚降解能力 &因此菌株取得最佳生长状况的条件并不意味着其具有最大的酚降解能力 &

图 ) 温度与最大生长量关系图 ( 达到最大生长量时间与温度关系

&’) 菌株降解酚能力的测定
经测定，在实验温度（,-、%!-、./-）及酚浓度（%’’!( ) *+、"’’!( ) *+、,’’!( ) *+）下，%菌

株在其生长的延滞期内，酚浓度下降的速度都很慢，而一旦达到生长对数期，酚浓度下降速度

明显提高（见图 !），并且能在 %" #内将酚完全降解，最后基本检测不到酚含量 &这说明，酚的降
解主要是在菌的生长对数期 &
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图 ! "#时菌株酚降解能力

$ 讨论
由以上对两株菌的研究分析表明，所选菌种具有良好的抗

酚及降解酚的能力，尤其是在特殊条件下（低温 !"）在污水处
理中将具有重大潜力 #此菌株还具有较强的分解淀粉、脂肪、蛋
白质及多种酚类衍生物如间苯二酚、邻二氯酚等的能力（数据

未列出），因此，预计其将在污水处理中发挥重大作用 #
微生物降解有机污染物的基因通常与的质粒有关［!］，目

前，已发现了许多与芳香化合物降解菌相关的降解性质粒 #因
此，我们可沿用同样的方法在 $%!&和 $$!’中寻找编码降解这些有机物的基因，然后通过基因
工程技术构建新的、高效的遗传工程菌 #这样有望大大节省成本，提高效率，在处理含酚类等有
机物的污水中，使其发挥更大的作用 #
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