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一株降解雌二醇的恶臭假单胞菌的分离鉴定及降解活性
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摘　 要　 从江苏省某废水处理站的活性污泥中分离出一株高效降解 １７β⁃雌二醇（Ｅ２）的细菌，编号为 ＣＲ７．研
究表明，ＣＲ７ 能以 Ｅ２ 为唯一碳源，在 ３ｄ 内对初始浓度为 １０ ｍｇ·Ｌ－１的 Ｅ２ 降解率为 ７９％．分析其形态学、生理

生化和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列，鉴定为一株恶臭假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ）．在培养温度 ２５ ℃，添加 Ｃｒ２＋、Ｐｂ２＋、
Ｃｕ２＋、Ｂａ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋的培养液中，Ｅ２ 的降解率分别为 ０．３３％、０、８３．３３％、８２．１７％、８３．３７％和 ８７．１０％．使用重组

基因酵母技术检测了 ＣＲ７ 菌株降解污染 Ｅ２ 的土壤，在 １６８ ｈ 降解 Ｅ２ 的效果达到 ７２％．
关键词　 １７β⁃雌二醇（Ｅ２）， 恶臭假单胞菌， 生物降解， 重组基因酵母技术（ＹＥＳ）．

Ｅ２ 普遍存在于各种环境，特别是污染的水体中，由于 Ｅ２ 的作用强度高于雌激素酮（Ｅ１）和雌三醇（Ｅ３），具有潜在的

内分泌干扰特性，因此去除环境中的 Ｅ２ 污染，逐步引起人们的重视．生物降解法利用微生物自身的代谢过程降解有机污

染物，具有运行成本低和无二次污染的优点，因此被广泛运用在污水处理等方面．迄今为止，国内外发现了一些雌激素降

解菌株包括 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ Ｄ１２，Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｚｏｐｆｉｉ，Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉ，Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｐ．和 Ａｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．等［１⁃４］ ．
本文采集江苏某制药厂污水处理站好氧池的活性污泥，以 Ｅ２ 为唯一碳源，分离筛选 Ｅ２ 降解菌株，探讨金属离子对

筛选菌株对 Ｅ２ 的降解影响，利用固相萃取柱技术提取 Ｅ２，并采用重组基因酵母（ＹＥＳ）技术检测该菌株降解污染土壤中

Ｅ２ 的效率，筛选出一株对 Ｅ２ 具良好降解效果的恶臭假单胞菌．

１　 实验部分

１．１　 实验材料与仪器

污泥取自江苏省某制药厂污水处理站的好氧池活性污泥．土壤采集自南京八卦洲一处农田．
Ｅ２ 标准品（纯度≥９８．５％）和 Ｅ１ 标准品（纯度≥９９．５％）为德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ 公司，高效液相色谱级乙腈和

甲醇（德国，Ｍｅｒｃｋ 公司）．０．２２ μｍ 聚偏氟乙烯微孔滤膜（上海兴亚净化材料厂）；重组基因酵母菌试剂盒（中国科学院水

质学国家重点实验室）；雌激素专用固相提取柱（Ｗａｔｅｒｓ Ｏａｓｉｓ）（国家标准物质中心）．Ｅ２ 无机盐培养基：３ ｇ·Ｌ－１ＮａＮＯ３，
１ ｇ·Ｌ－１ Ｋ２ＨＰＯ４，０．５ ｇ·Ｌ－１ＫＣｌ，０．５ ｇ·Ｌ－１ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０１ ｇ·Ｌ－１ ＦｅＳＯ４ ．在 １００ ｍＬ 的 Ｅ２ 无机盐培养液中加入１ ｍＬ Ｅ２ 甲

醇溶液，使得 Ｅ２ 的终浓度为 １０ ｍｇ·Ｌ－１，１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ，使助溶剂甲醇挥发［５］ ．
ＣＡ⁃１３９０⁃１ 垂直层流洁净工作台（上海上净净化设备有限公司），涡旋仪（ＭＳ２，广州 ＩＫＡ Ｗｏｒｋｓ），岛津 ＬＣ⁃ ２０Ａ 高效

液相色谱仪（ＨＰＬＣ）等．
１．２　 降解 Ｅ２ 细菌的筛选

将采集的活性污泥按体积分数 １５％加至 Ｅ２ 无机盐培养液中，３０ ℃、１２０ ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养，每 ２ ｄ 更换 １ 次培养液，
重复 ４—５ 次，富集能利用 Ｅ２ 为唯一碳源的菌株，之后，在牛肉膏蛋白胨平板上多次划线分离直到获得可降解 Ｅ２ 的纯化

菌株．将筛选纯化的细菌接种到 Ｅ２ 无机盐培养液中，将达到对数生长期的降解菌培养液接种于 １０ ｍｇ·Ｌ－１的 Ｅ２ 无机盐

培养液中，２５ ℃、１２０ ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养 ３ ｄ．
雌激素 Ｅ２ 降解后的培养液加入的等体积乙腈混合均匀，采用 ０．２２ μｍ 聚偏氟乙烯微孔滤膜过滤，使用 ＨＰＬＣ 检测

降解后溶液中 Ｅ２ 的含量，筛选降解率高的细菌．检测 Ｅ２ 条件为，柱温 ２８ ℃，流动相为乙腈∶双蒸水 ＝ ７∶３，检测波长为

２７６ ｎｍ，流速为 １ ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为 １０ μＬ，检出限为 ０．０１ ｍｇ·Ｌ－１ ．
１．３　 降解 Ｅ２ 细菌的形态学及生理生化鉴定

形态学及生理生化鉴定 按常规方法进行［６］ ．
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设 计 １６ＳｒＤＮＡ 正 向 引 物： ５′⁃ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′； 反 向 引 物： ５′⁃ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ⁃３′．
１６ ＳｒＤＮＡ采用菌落 ＰＣＲ 方法提取 ＤＮＡ 和 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 反应程序：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ４０ ｓ；４６ ℃退火４０ ｓ，
７２ ℃ 延伸 １．５ ｍｉｎ，３０ 个循环，７２ ℃冷却 １０ ｍｉｎ，４ ℃至恒定．扩增产物回收纯化后送上海生工生物工程有限公司测序．从
ＧｅｎＢａｎｋ 中调取相关菌株 １６ＳｒＤＮＡ 序列用于系统发育学分析，全序列用 Ｂｉｏｅｄｉｔ 软件拼接，ＯｒｉｅｎｔａｔｉｏｎＣｈｅｃｋｅｒ 和 Ｍａｌｌａｒｄ
检测序列的方向一致性和嵌合体的有无，用 ＣｌｕｓｔａｌＸ（１．８）软件包排序，用 ＭＥＧＡ ｖｅｒｓｉｏｎ ４ 软件包中的 Ｋｉｍｕｒａ２⁃Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
Ｄｉｓｔａｎｃｅ 模型计算进化距离，用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统发育树，１０００ 次随机取样，计算自引导值（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）以评估系

统发生树的置信度．
１．４　 不同金属离子对细菌降解 Ｅ２ 的影响

为研究土壤中可能存在的金属离子对 Ｅ２ 降解菌的降解效率的影响，将降解菌培养液接种于 １０ ｍｇ·Ｌ－１的 Ｅ２ 无机盐

培养液中，２５ ℃、１２０ ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养 ３ ｄ 后，实验组分别加入 ２ ｍＬ 的 １ ｍｇ·Ｌ－１的金属离子 Ｃｒ２＋、Ｐｂ２＋、Ｃｕ２＋、Ｂａ２＋、Ｚｎ２＋、
Ｃａ２＋，对照组加入等量的无菌双蒸水．２５ ℃、１２０ ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养 ７ ｄ，检测 Ｅ２ 降解情况．
１．５　 筛选菌株降解污染土壤中 Ｅ２ 的效果

５００ ｍＬ 三角瓶中称量土壤 ２００ ｇ（１１５ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ，烘干，研磨，过筛 ０．２ ｍｍ），加入 ２０ ｍＬ １０ ｍｇ·Ｌ－１Ｅ２ 的甲醇溶

液．在通风橱中振荡 １—２ ｄ 至完全吹干，使 Ｅ２ 终浓度为 １００ ｍｇ·ｇ－１ ．实验组加入 １０ ｍＬ 处于对数生长期的菌悬液；对照

组Ⅰ加入等量的灭菌双蒸水；对照组Ⅱ加入等量灭活的菌液（１２１ ℃灭菌２０ ｍｉｎ）．放置在 ２５ ℃培养箱中培养．
固相萃取提取土壤中 Ｅ２．按照 Ｅ２ 检测时间点（１６８ ｈ，每隔 ２４ ｈ 取样）将需要处理的样品从培养箱中取出，冷冻干燥

２４ ｈ，用色谱纯甲醇分两次，分别为 ５ ｍＬ 和 ２．５ ｍＬ 萃取土壤中的 Ｅ２，萃取后的有机溶液离心，收集上清液，旋转蒸发浓

缩，然后用 ＳＰＥ 固相萃取柱，最后用乙腈洗脱，溶解在乙腈中，定容到 １ ｍＬ，待测．
重组基因酵母检测土壤中雌激素 Ｅ２ 方法参照试剂盒说明及文献［５⁃ １０］．用以下公式计算半乳糖苷酶活性 Ｕ： Ｕ ＝

ＯＤ４２０－ＯＤ′４２０
ｔ×Ｖ×ＯＤ６００

．其中，ＯＤ′４２０为采用 ８ ｍＬ 双蒸水暴露测得的 ４２０ ｎｍ 光密度值；Ｖ 为测试用的菌液体积：０．４ ｍＬ；ＯＤ６００ 为样

品在 ６００ ｎｍ 光密度值；ｔ 为反应时间，６０ ｍｉｎ；Ｄ 为稀释因子，１２．
参照 １７β⁃雌二醇双蒸水溶液建立的浓度⁃酶活性关系曲线（Ｓ 形曲线），计算样品的 Ｅ２ 当量浓度．将降解实验中土壤

样品的乙腈提取液，进行 Ｅ２ 浓度的分析．

２　 结果与讨论

２．１　 降解 Ｅ２ 的细菌初步筛选及降解效果

通过前期的富集培养，分离纯化出 ２３ 株降解 Ｅ２ 的细菌，分别编号为 ＣＲ１⁃ＣＲ２３．经过雌激素降解实验，复筛出 ＣＲ１、
ＣＲ３、ＣＲ７ 和 ＣＲ１６ 等 ４ 株细菌．起始浓度为 １０ ｍｇ·Ｌ－１的 Ｅ２ 培养液，经过 ４ 株细菌 ＣＲ１、ＣＲ３、ＣＲ７ 和 ＣＲ１６ 的３ ｄ降解后，
最终浓度分别为：８．９、６．５、２．１、８．８ ｍｇ·Ｌ－１，降解率分别为 １１％、３５％、７９％、１２％．选择 ＣＲ７ 菌株作为后续研究细菌．

图 １　 细菌 ＣＲ７ 的系统发育树

２．２　 高效降解 Ｅ２ 的细菌 ＣＲ７ 的鉴定

革兰阴性杆菌，卵圆形，最适生长温度 ２５ ℃—３０ ℃，４２ ℃不生长，有腥臭味．葡萄糖发酵实验阳性，还原硝酸盐，氧
化酶实验阳性．

ＣＲ７ 菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列与恶臭假单胞菌相似，随机调取数据库中已鉴定菌株的 １６ＳｒＤＮＡ 序列和相关属其他主要

菌株的 １６ＳｒＤＮＡ 序列构建系统发育树，如图 １ 所示．根据 ＣＲ７ 细菌的形态学、生理生化，结合分子生物学 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列

和系统发育树结果，鉴定 ＣＲ７ 为恶臭假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ）．
２．３　 金属离子对 ＣＲ７ 菌株降解 Ｅ２ 的影响

加入 Ｃｒ２＋、Ｐｂ２＋、Ｃｕ２＋、Ｂａ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋的培养液，Ｅ２ 残留量分别为 ９．９７、１０、１．６７、１．７８、１．６３、１．２９ ｍｇ·Ｌ－１，降解率分别

为 ０．３３％、０、８３．３３％、８２．１７％、８３．３７％、８７．１０％．结果说明，一定量的 Ｃａ２＋可以促进 ＣＲ７ 菌株降解 Ｅ２，反之加入 Ｃｒ２＋和 Ｐｂ２＋
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使 ＣＲ７ 对 Ｅ２ 的降解率明显下降，尤其 Ｐｂ２＋的加入影响了 ＣＲ７ 正常生长，使其降解率为 ０．
２．４　 细菌 ＣＲ７ 降解污染土壤中 Ｅ２ 的效果

图 ２ 显示了实验组中由于 Ｅ２ 浓度变化导致的重组基因酵母中 β⁃半乳糖苷酶活力的改变（ＥＧ）．而对照组Ⅰ（ＧⅠ）和
对照组Ⅱ（ＧⅡ），Ｅ２ 未经降解，浓度较高，令重组基因酵母显示 β⁃半乳糖苷酶的高酶活．实验组中，细菌 ＣＲ７ 以 Ｅ２ 为唯

一碳源生长，Ｅ２ 浓度随着时间推移逐渐降低．在 ＣＲ７ 降解 Ｅ２ 的 ２４—４８ ｈ时间段内 Ｅ２ 的降解率达到最大 ２６％，４８ ｈ 中

ＣＲ７Ｅ２ 的降解率达到了 ３８％．之后随时间的增加，ＣＲ７ 降解 Ｅ２ 速率逐步下降．对照组Ⅱ加入灭活的菌悬液，由于灭活菌

体对 Ｅ２ 有一定的吸附作用，因此在 ２４ ｈ 内，Ｅ２ 浓度有所降低，但是２４ ｈ后，Ｅ２ 浓度不发生变化．对照组 Ｉ 由于加入等量

的无菌水，Ｅ２ 的浓度变化没有发生．１６８ ｈ 左右，实验组中 ＣＲ７ 降解 Ｅ２ 的效率达到了 ７２％，说明细菌 ＣＲ７ 菌株对 Ｅ２ 污染

土壤具有良好的降解性．

图 ２　 菌株 ＣＲ７ 降解 Ｅ２ 变化

３　 结论

本文得到一株能够降解 Ｅ２ 的恶臭假单胞菌 ＣＲ７．该菌在降解污染土壤 Ｅ２ 的过程中，４８ ｈ 左右活力达到最大，同时

在 ２４—４８ ｈ 时间段内，Ｅ２ 的降解速率最大，１６８ ｈ 左右，降解效率达 ７２％，说明 ＣＲ７ 菌株对 Ｅ２ 具有良好的降解效果．
加入 Ｃａ２＋能够促进 Ｅ２ 的降解，这可能由于 Ｃａ２＋有利于降解过程中与功能基团的亲和，而向培养液中加入 Ｐｂ２＋和

Ｃｒ２＋，则抑制了 ＣＲ７ 的降解活力，主要表现在对菌体生长的影响，Ｐｂ２＋完全抑制了菌体生长，令降解率为 ０，其他金属离子

的加入对 ＣＲ７ 降解活力略有抑制，说明该菌对金属离子具有较好的耐受性，适用于降解天然环境中的雌激素．
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