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海洋苯酚降解菌 Candida sp. P5的分离鉴定
及其降解特性 3

胡 忠 3 3 　吴奕瑞　徐 艳　黄通旺　郑天凌 1

(汕头大学生物学系　广东汕头　515063; 1厦门大学生命科学学院　福建厦门　361005)

摘　要　从海洋沉积物中分离、筛选到一株能以苯酚作为唯一碳源和能源的酵母菌 P5.根据菌落特征、菌体形态、生理

生化特性和 18S rDNA序列分析 ,确定菌株 P5为假丝酵母菌属 (Candida sp. ).该菌株最适宜生长和降解苯酚的条件

为 :温度 25 ℃, pH 6. 0～7. 0,摇床转速 100 r/m in,需氧 ;菌株 P5能在较高浓度的苯酚条件下生长 ,在 72 h内可以降解

95%以上的苯酚.对苯酚代谢途径和相关酶的研究发现 ,菌株 P5主要在邻苯二酚 1, 22双加氧酶作用下通过邻位途径
进行苯酚代谢.图 7表 2参 24
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Abstract　Strain P5, capable of degrading phenol, was isolated from marine sediment and could use phenol as the sole carbon

source for growth. It was identified as Candida sp. by its morphologic and physiological characteristics, especially by the

analysis of 18S rDNA sequences. Its op timal conditions for growth and degradation were 25 ℃, pH 6. 0～7. 0, 100 r/m in of

shaking rate and oxygen required. Strain P5 could grow at a relative higher concentration of phenol and degrade over 95% of

phenol within 72 h. The metabolism of phenol was catalyzed by catechol 1, 22dioxygenase of Candida sp. P5 through the m eta

pathway. Fig 7, Tab 2, Ref 24
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　　近些年来 ,科技和经济迅速发展 ,人们生活水平日益提高 ,

导致大量的工农业、生活废水和废物排放 ,沿海河口、港湾地区

的环境污染、生态破坏等问题日益恶化 ,有毒物质特别是有机

毒物在环境中的积累及其通过食物链富集已成为当今一个不

可忽视的环境问题.利用微生物对有机污染物的生物代谢作用

为基础的生物修复来解决海洋环境中的污染问题 ,已经成为当

今国际海洋环境科学与工程研究的热点之一 [ 1, 2 ].

苯酚是工业上常见的污染物 ,具有一定的毒性和腐蚀性 ,

即使是低浓度的酚也会对生物体产生危害 ,因此酚类化合物为

优先控制的污染物 [ 3 ].采用微生物降解含酚废水不会产生二

次污染 ,且成本较低 [ 4, 5 ].目前对苯酚降解菌的研究多集中在

细菌方面 ,如假单胞菌 [ 6～9 ]、芽孢杆菌 [ 10, 11 ]等 ,而对降解苯酚

的酵母菌的研究较少 ,尤其是从海洋污染环境中分离的能降解

苯酚的酵母菌.研究 [ 4 ]表明 ,酵母菌降解苯酚的能力较强 ,同

时又可以回收菌体 ,在实现废物的资源化方面具有重要的作

用 .本文从海洋沉积物中分离到一株能降解高浓度苯酚的酵母

菌株 ,并对其形态、生理特征和降解性能进行了研究.

1　材料与方法
1. 1　降解菌的分离、筛选
1. 1. 1　样品的富集培养　　实验富集用的样品来自海洋沉积

物 .取 5 g样品添加到 45 mL无菌水中 ,在 150 r/m in摇床中震

荡 3 h.静置 30 m in后 ,移取 5 mL上层液到 45 mL含 110 g/L

苯酚的无机盐培养基 (pH 615)中.将培养瓶置于 25 ℃、摇床
(150 r/m in)、黑暗条件下培养 ,定期观察三角瓶中发生的浊

度、颜色的变化.培养一定时间后 ,移取 5 mL上层液到新配制

的 45 mL、含相同浓度苯酚的无机盐培养基中 ,继续富集培养 ;

如此富集驯化培养约 10次.

1. 1. 2　降解菌的筛选和纯化　　移取 011 mL富集培养的混

合菌液 ,涂布在含有苯酚的固体无机培养基 (pH 615)上 ,于 25

℃黑暗中培养.挑取单菌落划线于酵母培养基的平板上继续培

养 ,连续划线分离 3次 ,最终获得纯化菌株 ,接种在固体酵母培

养基上 4 ℃保存.



1. 2　菌株特性研究
参考常规方法 ,对降解菌的菌落特征、菌体形态和生理生

化反应进行鉴定 [ 12 ].

1. 3　降解菌 18S rDNA序列分析
1. 3. 1　菌体总 DNA的提取　　挑取低温保存的单菌落到 20

mL的液体酵母培养基中 , 25 ℃、150 r/m in振摇培养 48 h后 ,

离心、收集 1 mL培养液中的菌体 ,采用 CTAB /NaCl法提取酵

母细胞的总 DNA,可直接用于 PCR扩增.

1. 3. 2　18S rDNA的 PCR扩增 　　采用通用引物 NS1 ( 5π2
GTAGTCATATGCTTGTCTC23π)和 NS8 ( 5π2TCCGCAGGTTCACC

TACGGA23π)对酵母细胞总基因组进行 PCR扩增 [ 13 ].反应总体

系为 20μL,其中 ddH2O 13. 1μL, 25 nmol/L Mg2 + 4μL, 10

nmol/L引物 NS1和 NS8各 0. 8μL, Taq酶 1 U, 10 mmol/L

dNTP 0. 5μL,模板 DNA 1μL (约 200 ng). PCR扩增过程为 :

95 ℃预变性 5 m in, 94 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 50 s, 72 ℃延伸

2. 5 m in,循环 30次 ,最后 72 ℃延伸 10 m in结束.

1. 4　降解菌的降解特性研究
1. 4. 1　降解菌对苯酚的降解效率　　将低温保存的单菌落接

种到 20 mL的液体酵母培养基中 , 25 ℃黑暗条件下、150 r/

m in振摇培养 48 h,再继续接种到新鲜酵母培养基中 ,培养到

OD460 nm值 1. 0左右 ,分别按 1 ∶100 (V /V )的接种量加入到含

110 g/L苯酚的液体无机培养基中 ,于 25 ℃黑暗条件下 150 r/

m in振摇培养.每 24 h测定一次降解菌的生长和苯酚降解效

率 ,用紫外分光光度计分别测定 270 nm、460 nm波长下的 OD

值 ,并计算出苯酚剩余量、降解菌的生长状况.

1. 4. 2　降解条件的优化　　为进一步优化降解菌的最佳降解

条件 ,分别研究了不同温度 (25～37 ℃) , pH值 (pH 5. 5～715)

和摇床转速 ( 0～200 r/m in)对降解菌生长和苯酚 (起始浓度

110 g/L)降解效率的影响.

为探讨降解菌对苯酚的耐受程度 ,分别将菌株接种到含有

不同苯酚浓度 (0～210 g/L )、pH 615的无机培养基中 ,在 25

℃、150 r/m in摇床上避光培养 ,每 24 h测定一次菌体的生长

情况.

1. 5　降解菌邻苯二酚双加氧酶活力的测定
1. 5. 1　粗酶液的制备　　将菌体接种到 100 mL含有 110 g/L

苯酚、pH 615的无机培养基中 ,分别在 25 ℃、150 r/m in振摇

避光培养 24、48、72和 96 h后 , 4 ℃、10 000 r/m in离心 10

m in收集菌体 ,用 pH 615磷酸缓冲液洗涤细胞 2次 ,用同样的

缓冲液 4 mL悬浮并用超声波破碎细胞.细胞裂解液于 4 ℃、

12 000 r/m in离心 10 m in,上清液即为粗酶液 ,用于酶活力的

测定.

1. 5. 2　酶活力的测定　　邻苯二酚 1, 22双加氧酶和邻苯二酚
2, 32双加氧酶的活性分别以酶反应产物粘糠酸在 260 nm (ε260

= 16 000 mol L - 1 cm - 1 )和 22羟基粘糠酸半醛在 375 nm (ε375

= 12 000 mol L - 1 cm - 1 )处的光吸收测定.酶活力单位定义为

每分钟催化生成 1μmol产物所需的酶量 [ 14, 15 ].

反应体系参照 Spain等 [ 16 ]的方法进行的.反应体系总体积

为 3 mL,其中含有 40 mmol/L EDTA 013 mL, 30 mmol/L邻苯

二酚 0103 mL,粗酶液 016 mL, 0105 mol/L的 pH 615磷酸缓冲

液 2107 mL.反应混合物在 25 ℃条件下反应 ,采用分光光度计

每隔 15 s测定 260 nm和 375 nm的吸光度.粗酶液的蛋白含量

采用 B radford方法测定 [ 17 ].

2　结果与讨论
2. 1　海洋苯酚降解菌的分离、筛选及形态特征
海洋沉积物样品在含苯酚的液体无机培养基 (pH 6. 5)中

富集培养多代后 ,进一步用于降解苯酚菌株的分离、筛选.将富

集培养的微生物涂布在含苯酚的固体无机培养基上培养 ,待菌

落长出后 ,挑取单菌落于固体酵母培养基上划线分离 ;经过多

次划线纯化后 ,分离得到一株菌株 ,具有圆形、边缘整齐、干燥

不透明、乳白色等菌落特征 ,能以苯酚为唯一碳源和能源利用 ,

编号为 P5.光镜下 ,该菌体为椭圆形 ,且含有圆形或椭圆形的

子囊孢子 ,有芽细胞和假菌丝.可以初步确定 ,这株菌株属于酵

母菌.

2. 2　降解菌的鉴定
2. 2. 1　生理生化特性　　对菌株 P5的部分生理生化特性进

行了分析 ,结果如表 1所示.可以发现 ,菌株 P5能利用葡萄糖、

蔗糖、麦芽糖等多种糖类物质 ,不能利用部分氨基酸物质 ,且发

酵不产生酸性物质 ,具有氧化酶活性 ,属好氧型.

表 1　菌株 P5的部分生理生化特性

Table 1　Physiological and biochem ical characteristics of strain P5

底物
Substance

生长情况
Growth

底物
Substance

生长情况
Growth

底物
Substance

生长情况
Growth

糖类代谢 Sugar m etabolism 　果糖 Fructose - 　香豆酸 Coumaric acid +
　甘露糖 Mannose + 　鼠李糖 Rhamnose - 其他 O thers
　木糖 Xylose + 　树胶醛糖 Gum2aldose - 　氧化酶 Oxidase +
　棉子糖 Melitriose - 有机酸代谢 O rgan ic ac id m etabolism 　三氯新 Triclosan -
　核糖 R ibose - 　尿素 U rea - 　乙酰氨 ACE -
　肌糖 Inose - 　丙二酸 Malonic acid - 　多粘菌素 B Polymyxin B -
　侧金盏花醇 Adonite + 　七叶树苷 ESC - 　硫化氢 H2 S -
　乳糖 Lactose - 　柠檬酸 Citrate acid + 　β2半乳糖苷酶β2galactosidase -

　植物尿蓝母 Indican + 氨基酸代谢 Am ino ac id m etabolism 　葡萄糖氧化 Glucose oxidation +
　麦芽糖 Maltose + 　苯丙氨酸 Phenylalanine - 　葡萄糖发酵 Glucose fermentation +
　山梨糖 Sorbose + 　鸟氨酸 O rnithine - 　阳性生长控制 Growth control +
　甘露醇 Mannitol + 　赖氨酸 Lysine - 　产酸 Acid p roducing -

　蔗糖 Sucrose + 　精氨酸 A rginine -

+ : 阳性 Positive; - : 阴性 Negative
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2. 2. 2　18S rDNA序列测定　　采用改良的 CTAB /NaCl法提

取菌株 P5的基因组总 DNA,利用 18S rDNA通用引物 NS1和

NS8进行 PCR扩增 ,得到了大小约 1 800 bp的扩增产物 ;进一

步将产物纯化、克隆后测序 , B last比对分析 ,构建了菌株 P5的

18S rDNA系统进化树 (图 1).结果表明 ,菌株 P5的 18S rDNA

片段序列与 GenBank数据库中的 Candida tropicalis (Accession

No. M55527)及 Candida sojae (Accession No. AB013549)等具

有约 99%的同源性.结合菌株的形态特性、常规生理生化鉴定

结果 ,可以初步确定菌株 P5属于 Candida sp. (Accession No.

DQ177818).

图 1　菌株 P5的 18SrDNA系统进化树
Fig. 1　Phylogenetic relationship of strain P5 in the Candida based on 18S rDNA sequence comparison

2. 3　降解菌的降解特性
2. 3. 1　菌株 P5对苯酚的降解效率　　菌株 P5在 1. 0 g/L苯

酚的液体无机培养基中培养一定时间后 ,利用紫外分光光度法

测定波长 270 nm下苯酚的含量、波长 460 nm下菌体的生长状

况 ,结果如图 2所示.可以看出 ,随着培养时间的延长 , P5菌体

浓度不断增加 ,培养液中苯酚的剩余量也相应地下降 ;培养 72

h后 ,该菌株可以降解约 95%的苯酚.这表明菌株 P5具有较高

的苯酚降解能力 .

图 2　菌株 P5对苯酚的降解
Fig. 2　Degradation of phenol by strain P5

2. 3. 2　菌株 P5对不同芳烃化合物的利用能力　　将菌株 P5

接种到含不同芳烃化合物的无机培养基中 ,培养一定时间后 ,

检测了菌株以不同芳烃化合物作为能源的生长情况 .结果 (表

2)发现 ,菌株 P5不但能利用苯酚 ,还能以对苯二酚、间苯二酚

和邻苯二酚等作为唯一碳源和能源生长 ;但是菌株 P5对萘和

3, 52二羟基甲苯的利用能力较弱 ,不能利用二苯胺、对二氯苯、

硝基苯、对硝基苯酚作为唯一碳源进行生长.

2. 3. 3　培养条件对菌株 P5降解苯酚的影响　　温度 :将菌株

P5接种到含有 1. 0 g/L苯酚、pH 6. 5的无机培养基中 ,分别在

25、30、37 ℃的温度于 150 r/m in摇床转速下避光培养 ,苯酚

的降解效果和菌的生长状况见图 3.从图中 P5菌的生长情况

来看 ,菌体在温度 30 ℃下的生长情况略优于 25 ℃和 37 ℃培

养条件 ;而对苯酚的降解效率 , 25 ℃培养下效果最好 ,培养 48

h时降解率可以达到 95% ; 30 ℃次之 ,而 37 ℃下降解效率明

显下降.

pH值 :图 4所示为不同 pH (5. 5～7. 5)下菌株 P5对苯酚

的降解效果和菌体的生长状况.可以发现 ,培养液的起始 pH

值对 P5菌株的生长影响较小 ,在所检测的 pH范围中 ,培养 96

h的菌体在 460 nm波长下 D值都可达 0. 9.然而培养液 pH值

的差异会影响到 P5菌株对苯酚的降解结果 ,其中 pH 6. 0～

710范围对苯酚的降解效率影响不大 ,过酸或偏碱的条件会延

缓苯酚的降解过程.

摇床转速 :将菌株 P5接种到含有 110 g/L苯酚的 pH 615

的无机培养基中 ,于 25 ℃下分别以 0、50、100、150、200 r/

m in的摇床转速进行避光培养 ,分析菌株 P5对苯酚降解的效

果和菌体的生长状况.由图 5可以发现 ,菌株 P5对苯酚的降解

表 2　降解菌 P5对不同芳烃化合物的利用

Table 2　U tilization of different aromatic hydrocarbon compounds by strain P5

底物类型
Substance

利用情况
U tilization

底物类型
Substance

利用情况
U tilization

底物类型
Substance

利用情况
U tilization

对苯二酚 Hydroquinone + + 苯酚 Phenol + + 二苯胺 D iphenylam ine -
间苯二酚 Resorcinol + + 萘 Naphthalene + 邻苯二甲酸 Phthalic acid -

邻苯二酚 Catechol + + 苯甲酸 Benzoic acid - 对硝基苯酚 Paranitrophenol -
对二氯苯 Paradichlorobenzene - 3, 52二羟基甲苯 3, 52D ihydroxytoluene +

+ + : 利用能力较强 H igher utilization; + : 利用能力较弱 Lower utilization; - : 不能利用 No utilization
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图 3　温度对菌株 P5降解苯酚效率的影响
Fig. 3　Effect of temperature on phenol degradation by strain P5

◆: 25 ℃; ■: 30 ℃; ▲: 37 ℃

图 4　pH值对菌株 P5降解苯酚效率的影响
Fig. 4　Effect of pH value on phenol degradation by strain P5
◇: pH 5. 5; ◆: pH 6. 0; □: pH 6. 5; ▲: pH 7. 0; ■: pH 7. 5

效率与其生长情况基本上保持一致.随着摇床转速的加快 ,菌

体的生长速率、降解苯酚的效率越高 ,但是摇床转速超过 100

r/m in后效果不太显著 ,因此在本实验中选用 100 r/m in作为

最佳摇床转速.这表明 P5菌株为好氧菌 ,因为摇床转速与培养

基中的溶解氧浓度有关 ,转速越快 ,溶解氧浓度越高 ,有利于菌

体的生长.这也进一步证明苯酚的降解过程需要有氧气的参

与 ,与某种特定的加氧酶相关.

对苯酚的耐受性 :苯酚虽然能够作为菌株在培养基中的唯

一碳源被利用 ,但是苯酚自身对菌体也存在一定的伤害作用 ,

因此在研究菌株对苯酚的降解效率的同时 ,有必要确定菌株对

苯酚的耐受性程度.

将菌株 P5接种到含有 0～210 g/L苯酚、pH 615的无机

培养基中 ,在 25 ℃、150 r/m in摇床上避光培养 ,其生长曲线

图 5　培养过程中摇床转速对菌株 P5
降解苯酚效率的影响

Fig. 5　Effect of shake speed on phenol degradation
by strain P5

◆: 0 r/m in; ◇: 50 r/m in; ■: 100 r/m in;
□: 150 r/m in; ▲: 200 r/m in

图 6　菌株 P5对苯酚的耐受性
Fig. 6　Phenol tolerance of strain P5

◆: 0 g/L; ◇: 0. 5 g/L; ■: 1. 0 g/L; □: 1. 5 g/L; ▲: 2. 0 g/L

见图 6.结果表明 ,菌株 P5可以在 115 g/L的苯酚浓度下生长 ,

而苯酚浓度过高时会影响菌体的生长. Bastos等在亚马逊流

域的土壤中分离到假丝酵母菌 (Candida tropica lis) ,可降解高

达 1. 5 g/L的高浓度苯酚 [ 20 ].而 Lee等 [ 21 ]筛选得到的酵母菌

Yarrow ia lipolytica,周治等 [ 5 ]分离到的瓶形酵母菌 ( Pityrosporum

sp. )只能降解 1 g/L的苯酚.这说明假丝酵母菌属可能具有比

其他酵母菌属高耐受性和高降解率的特点 [ 22～24 ] ,也为进一步

研究该菌属微生物的降解功能和降解机制奠定基础.

2. 4　菌株 P5苯酚代谢途径及酶特性的分析
苯酚的降解 ,或者通过邻苯二酚 1, 22双加氧酶 (C12O )在

两个羟基之间开环 (邻位途径 ,形成乙酰辅酶 A和琥珀酰辅酶

A) ,或者通过邻苯二酚 2, 32双加氧酶 (C23O )在两个羟基之旁

开环 (间位途径 ,形成丙酮酸和乙醛 ) ,通过不同的下游途径进

入三羧酸循环 [ 19 ].结果发现 ,菌株 P5在以苯酚为唯一碳源的

情况下 ,存在邻苯二酚 1, 22双加氧酶的活性 ,但却未测得 C23O

的活性.

在含苯酚的培养基中 ,菌株 P5的 C12O酶活力变化曲线

见图 7.结果发现 , C12O的酶活力随着培养时间的延长而逐渐
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增加 ,在培养后期 ,酶活力出现下降趋势 ,这与苯酚的降解和菌

体的生长曲线成正相关.此外 ,在不含苯酚的酵母培养基中生

长的 P5菌株很难检测到 C12O的活性 (数据未显示 ) ,说明该

菌株中此酶为诱导型酶 ,只有在苯酚存在的情况下诱导产生 .

图 7　菌株 P5在苯酚培养基中的邻苯二酚 1, 22双加氧酶
活力变化曲线

Fig. 7　Specific activity of catechol 1, 22dioxygenase of strain P5

in phenol2contained medium

3　结 论
通过对苯酚降解菌的富集培养、驯化筛选 ,从海洋污染环

境中得到了一株能以苯酚作为唯一碳源、能源生长的酵母菌

P5,经过生理生化特性和 18S rDNA分子鉴定 ,该菌株属于假

丝酵母菌属 (Candida sp. ).该菌株能在 115 g/L的苯酚浓度下

生长 ,在 72 h内降解苯酚高达 95%以上.此外 ,菌株 P5也可以

利用对苯二酚、间苯二酚和邻苯二酚作为唯一碳源和能源生

长 ,因为这些物质均有可能是苯酚降解过程中的中间产物.但

是菌株对萘和 3, 52二羟基甲苯利用能力较弱 ,并不能利用二苯

胺、对二氯苯、硝基苯、对硝基苯酚.

通过对苯酚降解过程的条件进行优化 ,菌株 P5最适宜的

降解条件为 :温度 25 ℃, pH 610～615,摇床速率 100 r/m in,为

好氧菌.通过分析苯酚生物降解中的相关酶活性发现 ,菌株 P5

具有 C12O活性 ,缺乏 C23O的活性 ,它主要通过邻位途径在苯

酚的两个羟基之间开环进行苯酚代谢 ;但是 P5菌株 C12O的

活性在酵母培养基上检测不出 ,只有在苯酚存在的情况下才可

以诱导产生.
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