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苯酚降解菌的筛选及降解性能研究 
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摘要: 从腐烂的树木枯枝和污染的淤泥中分离出苯酚的高效降解菌. 通过对它们的形态和 16S rDNA分析, 筛
选到的新菌株分别命名为 Acinetobacter sp. SD1, Pseudomonas sp. SD2和 Rhodococcus sp. SD3. 在筛选到的 3株
菌中, Rhodococcus sp. SD3的苯酚降解性能最好, 该菌株在 72 h内几乎能将浓度为 1.0 g/L的苯酚完全降解. 
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0  引言 

苯酚是石油化工、造纸、农业、医药合成等行

业的原料或中间体 , 是工业废水中的主要污染物 . 
苯酚属芳香族化合物,有毒而且很难降解. 含酚污水
不经过处理而任意排放会污染生态环境 [1] ,若进入
生物体,还会引起蛋白质变性和凝固,所以苯酚被许
多国家的环保组织列入优先控制的污染物[2-3]. 目前
对苯酚污染的处理方法主要有微生物降解法、溶剂

萃取法、树脂吸附法、光催化法等[4-6] . 微生物降解
法处理苯酚不但经济、有效, 并且无二次污染, 因而
越来越受到人们的关注. 目前国内外已经分离到一
些能够降解苯酚的微生物, 大部分属于革兰氏阴性
菌 , 革兰氏阳性菌只占较小的比例 [7-13]. 本文从腐
烂的树木枯枝和污染的淤泥中分离出 3 株苯酚的高
效降解菌, 并研究了它们降解苯酚的性能, 以期能
为治理苯酚污染的工业废水提供理论依据.  

1  材料与方法 

1.1  材料 
样品取自潮湿环境中自然腐烂的树木枯枝和南

昌市艾溪湖边受污染的淤泥. 采样后, 用无菌保鲜
袋将样品带回实验室. TIANamp Bacteria DNA Kit、
TIANgel Midi Purification Kit、TIAprep Mini Plasmid 
Kit 购自 TIANGEN BIOTECH 公司, CloneJETPCR 

Cloning Kit #K1231、#K1232购自 Fermentas公司, E. 
coli DH5α 为本实验室保存.  
1.2  培养基 

1.2.1  LB 培养基  以无酚蒸馏水[14]配制 1 000 mL
含胰蛋白胨质量分数为 1.0%、酵母提取物质量分数
为 0.5%、NaCl质量分数为 1.0%的培养基, 以 5 mol/L 
的NaOH调节pH值为7. 0, 121 ℃高温蒸汽灭菌20 min. 
LB琼脂平板培养基中需加入质量分数 2%的琼脂.  
1.2.2  苯酚无机盐培养基  NaCl 1.0 g,NH4Cl 1.0 g, 
MgSO4·7H2O 3.0 g, K2HPO4 1.5 g, KH2PO4 0.5 g, 苯
酚 0.5 g, 以无酚蒸馏水定容至 1 000 mL, 121 ℃高
温蒸汽灭菌 20 min. 苯酚无机盐平板培养基需加入
质量分数 2%的琼脂.  
1.2.3 无机盐培养基   NaCl 1.0 g, NH4Cl 1.0 g, 
MgSO4·7H2O 3.0 g, K2HPO4 1.5 g, KH2PO4 0.5 g, 用无酚
蒸馏水定容至 1 000 mL, 121 ℃高温蒸汽灭菌 20 min.  
1.3  方法 

1.3.1  苯酚降解菌株的分离和纯化   将适量样品
(10 g左右)加入 100 mL无菌水中, 充分震荡 30 min. 
静置后取上清液 1 mL在 4 000 rpm下离心 2 min, 小
心吸取并弃去 800 μL上清液, 将剩下的 200 μL悬液
吹吸均匀, 并涂布于苯酚无机盐平板培养基上, 35 ℃
培养 2~3 d. 用接种环挑取长势较好的菌落, 然后在苯
酚无机盐平板培养基上分区划线, 35 ℃培养 2~3 d, 
多次纯化后, 挑取细菌单菌落于 LB 培养基斜面上
扩增培养, 最后用斜面保藏法保存于 4 ℃或−20 ℃
环境中备用[15].  
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1.3.2  苯酚降解菌株降解率的测定方法  将上述保
存的菌株用LB培养基培养, 取10 mL处于对数期[15-17]

的菌液, 离心分离菌体, 加入等体积的无菌水配制
成菌悬液, 然后取上述菌悬液 1 mL加入到 100 mL
的苯酚无机盐培养基中, 在 35 ℃、200 r/min 下培
养 72 h. 培养结束后取 1 mL培养液, 用无酚蒸馏水
稀释至 100 mL, 采用 4-氨基安替比林分光光度法测
定苯酚的浓度[14].  
1.3.3  苯酚降解率的计算  苯酚降解率=(1−培养结
束时苯酚质量浓度/未接种时苯酚质量浓度)×100%. 
1.3.4  菌株的形态特征  试验方法分别参照文献[18-20] 
的方法进行. 
1.3.5  菌株的 16S rDNA 分析  取保存的纯菌株接
种于 LB液体培养基中, 在 35 ℃、200 r/min摇床上震
荡培养 12~15 h作为种子液, 取 1 mL种子液接种于新
鲜的 LB 液体培养基中 , 在 35 ℃、200 r/min摇床
上震荡培养 4~8 h, 取 200~800 μL菌液于 12 000 r/min
离心 2 min, 弃去上清液. 然后用 TIANamp Bacteria 
DNA Kit 提取菌体总 DNA. 利用 PCR 技术从总
DNA 中扩增其16S rDNA 片段. PCR 反应体系(25 μL)
如下 : 无菌去离子水 14.7 μL, 10×Buffer 2.5 μL, 
dNTPs(2.5 mmol/L)2.0 μL, MgCl2(2.0 mmol/L)1.5 μL, 
引物分别为 5′-AG AGTTTGATCCTGGCTCAG- 
3 ′(10 pmol/L)1 μL(正向)和 5′-ACGGTTACCTTGTTA- 
CGACTT-3′(10 pmol/L)1 μL (反向)[21]. Taq plus 聚合
酶(5 U/μL)0.3 μL, 模板 DNA 2.0 μL. 试剂全部加好
后, 混匀后瞬时离心, 将所有试剂收集到管底. PCR
反应条件为: (1)94 ℃预变 2 min; (2)94 ℃变性 20 s; 
(3)58 ℃退火 20 s; (4)72 ℃延伸 1.5 min; (5)重复步骤
(2)~(4)35次; (6)72 ℃最终延伸 3 min. PCR反应产物
经质量分数为 1%的琼脂糖凝胶电泳后用 EB替代品
染色. 用 TIANgel Midi Purification Kit回收琼脂糖
凝胶上的 PCR产物, 用 pJET1.2/blunt Cloning Vector 
(50 ng/μL)克隆回收的 PCR产物. 克隆所用的受体菌
为 E. coli DH5α 感受态细胞, 再用 TIAprep Mini 
Plasmid Kit 提取重组质粒, 并用琼脂糖凝胶电泳进
行检测. 将重组的 E. coli DH5α送至上海生工测序, 
然后将测序结果用 BLAST 软件与 GenBank 中相关
菌属的 16S r DNA进行比对.  
1.3.6  苯酚降解菌株的降解性能研究  将 1.3.2 节
中制备的菌悬液 1 mL接种于 100 mL无机盐培养基
中, 其中无机盐培养基中分别加入了不同质量浓度
(0.5、0.7、1.0、1.3、1.8、2.0 g/L)的苯酚, 然后于 35 ℃、 

200 r/min下震荡培养 72 h. 取 1 mL培养液, 用无酚
蒸馏水稀释至 100 mL, 采用 4-氨基安替比林分光光
度法测定苯酚的浓度.  

2  结果与讨论 

2.1  苯酚降解菌的筛选 
经过分离和纯化, 筛选出 3 株降解苯酚能力较

强的菌株(SD1、SD2和 SD3). 这 3株菌在 72 h内降
解质量浓度为 500 mg/L的苯酚的效率都达到 99.9%. 
目前, 国内外曾报道了一些能够降解苯酚的微生物, 
其中 Rhodococcus sp. PNAN5 菌株在苯酚浓度为
2~10 mmol/L(约 188~945 mg/L)范围内降解效率保持
在 80%~100%之间[12], 醋酸钙不动杆菌 PHEA-2 最佳
降解苯酚的质量浓度为 300 mg/L[22], 钱奕忠等[23]发

现的一株假单孢菌降解质量分数为 472 mg/L 的苯
酚需要 78 h.  
2.2  苯酚降解菌的形态特征 

菌株 SD1 的生长菌落为圆形突起,湿润,粘稠 , 
不透明 , 表面光滑 , 乳白色 , 隆起 , 易于挑起 ,边缘
整齐. SD2 的生长菌落为圆形突起, 湿润, 粘稠, 不
透明, 表面光滑, 乳黄色, 隆起, 易于挑起, 边缘整
齐. SD3 的生长菌落较小, 湿润, 粉末状, 圆形, 橘
红色, 不透明, 易于挑起, 边缘整齐. 革兰氏染色后, 
镜检菌株 SD1细胞呈球状, 菌株 SD2细胞呈杆状略
弯, 菌株 SD3细胞呈球状; 菌株 SD1和菌株 SD2革
兰氏成阴性, 菌株 SD3革兰氏成阳性.  
2.3  16S rDNA基因的测序和比对 

以菌株的总 DNA为模板, PCR扩增 16S rDNA, 
得到约 1.5 kb的产物, 见图 1. 测序后, 将菌株 SD1、
SD2和 SD3的 16S rDNA序列向 GenBank进行了提
交, 其序列登录号分别为 JN256940、JN801160 和
JN896994.  

 

 
 

注: 泳道 1、2、3分别为菌株 SD1、SD2和 SD3的 16S rDNA的
PCR产物电泳图, M为 DNA Marker. 

图 1  菌株 SD1、SD2 和 SD3 的 16S rDNA 的 PCR 产物

电泳图谱 
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将菌株 SD1、SD2和 SD3的 16S rDNA序列与
GenBank 中的序列进行比对, 其中菌株 SD1 的 16S 
rDNA 序列与 Acinetobacter sp. KL1(2010)的 16S 
rDNA 序列同源性为 99%. 根据菌株 SD1 的形态特
征和 16S rDNA 序列分析 , 菌株 SD1 命名为
Acinetobacter sp. SD1. 菌株 SD2的 16S rDNA序列
与 Pseudomonas sp. CO-44的 16S rDNA序列同源性
为 99%. 根据菌株 SD2的形态特征和 16S rDNA序
列分析, 菌株 SD2命名为 Pseudomonas sp. SD2. 菌
株 SD3的 16S rDNA序列与 Rhodococcus sp. Z25的
16S rDNA序列同源性为 99%. 根据菌株 SD3的形态
特征和 16S rDNA 序列分析 , 菌株 SD3 命名为
Rhodococcus sp. SD3.  
2.4  菌株的降酚性能分析 

将 Acinetobacter sp. SD1、Pseudomonas sp. SD2
和 Rhodococcus sp. SD3以 1%接种于含苯酚质量浓
度分别为 0.5、0.7、1.0、1.3、1.8和 2.0 g/L的无机
盐培养基中, 在 35 ℃、200 r/min摇床上震荡培养 72 h
后, 取样测定苯酚浓度, 结果见图 2. 图 2 表明：当
苯酚浓度为 0.5 g/L时, 3株菌的培养基中的苯酚均
几乎能完全降解; 当苯酚浓度高于 0.5 g/L时, Acin-
etobacter sp. SD1和 Pseudomonas sp. SD2的降酚能
力急剧下降; 在苯酚浓度为 0.7 g/L时, Acinetobacter 
sp. SD1和 Pseudomonas sp. SD2的降解率仅分别为
52.9%和 38.9%. 在筛选到的 3株菌中, Rhodococcus 
sp. SD3 的降酚能力高于 Acinetobacter sp. SD1 和
Pseudomonas sp. SD2, 它在苯酚浓度为 1.0 g/L时几
乎能将苯酚完全降解, 但当苯酚浓度高于 1.0 g/L时
降酚能力下降, 在苯酚浓度为 1.3 g/L时, 降解率为
35.2%. 3株菌在苯酚浓度为 2.0 g/L时, 降酚能力均
较低. 目前筛选到的一些能够降解苯酚的微生物中, 
革兰氏阳性菌只占较小的比例, 只有 Rhodococcus
属内的微生物. 本文筛选到的菌株 Rhodococcus sp. 
SD3的 16S rDNA序列和苯酚降解菌 Rhodococcus sp. 
PNAN5[12]的 16S rDNA 序列 (GenBank 登录号   
AY090021)、Rhodococcus sp. BFXJ-2的 16S rDNA
序列(GenBank登录号 EU017404)、Rhodococcus sp. 
3HYL的 16S rDNA序列(GenBank登录号 FJ887962)
和Rhodococcus erythropolis CCM 2595 (ATCC11048)[24]

的 16S rDNA 序列(GenBank 登录号 AJ620506)同源
性分别为 96.6%、97.8%、97.6%和 96.0%. 一般来说, 
16S rDNA序列相似性(94.4±0.4)%可视为属的界限, 16S 
rDNA 序列相似性在 98.7%~99.0%可视为种的界限[25]. 

因此, Rhodococcus sp. SD3和已报道的苯酚降解菌
Rhodococcus sp. PNAN5、Rhodococcus sp. BFXJ-2、
Rhodococcus sp. 3HYL、Rhodococcus erythropolis 
CCM2595(ATCC11048)为同一个属, 但可能为不同
的种.  

 

 
 

图 2  Acinetobacter sp. SD1、Pseudomonas sp. SD2 和

Rhodococcus sp. SD3 的苯酚降解性能 
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The Study on Screening of Phenol-Degrading Microbes and  
Their Degradation Performance 

WANG Qi-ming, PENG Ren*, CHEN Wen-jing, DU Yun-yun, YANG Gui-juan, JIAN Min-fei 

(College of Life Science, Jiangxi Normal University, Nanchang Jiangxi 330022, China) 

Abstract: Phenol-degrading microbes were isolated from rotting wood and polluted sludge. These strains were identi-
fied as Acinetobacter sp. SD1, Pseudomonas sp. SD2 and Rhodococcus sp. SD3 according to their morphological feature 
and 16S rDNA sequence, respectively.The phenol-degrading performance of Rhodococcus sp. SD3 strain was best among 
three strains, which almost completely degraded 1.0 g/L phenol in 72 hours. 
Key words: Rhodococcus; Pseudomonas; Acinetobacter; phenol degradation 
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~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
我校实现国家级科研平台“0”的突破 

国家单糖化学合成工程技术研究中心成功获批立项建设 
 

2012 年 1 月, 科技部正式下文批准对以江西师范大学为依托单位的“国家单糖化学合成工程
技术研究中心”立项建设, 标志着我校第 1 个、全国师范院校第 2 个国家工程技术研究中心的诞
生, 实现了我校国家级科研平台“0”的突破, 这也是我省实施科技创新“6个 1”工程以来在国家
级研发平台建设工作上取得的又一重要成果. 

作为国家科技发展计划的重要组成部分, 国家工程技术研究中心是科研开发、技术创新和产
业化的重要基地, 承载着培养一流人才、推进技术创新、引领产业发展的重要使命. 通过多年的努
力, 学校在单糖化学合成领域已形成一支学术水平高、人才结构好、创新能力强的研发队伍, 在工
程化、分析测试手段等方面具有良好基础, 拥有配套设施齐全的产业化基地, 承担了多项国家、省、
市重大科技项目, 取得了多项拥有自主知识产权的创新成果并得到了实际应用, 走出了一条产学
研紧密结合的示范型道路. 

国家单糖化学合成工程技术研究中心将着力解决我国单糖化学及相关产业发展所面临的关键

共性技术难题, 全力打造成为具有国际先进水平的单糖化学合成研发、中试及成果转化平台和糖
基化合物、精细化学品的产业化基地, 有力推动全国单糖化学合成战略性新兴产业的快速发展. 

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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