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摘  要: 本文采集化工厂排污口的污泥样品, 在含有氯苯为唯一碳源的基本培养基中, 先后分离

筛选出 7 株能够降解氯苯的微生物菌株。通过对分离菌株的 16S rRNA 基因序列进行分析, 发现其

中 5 株细菌分别属于放线菌目的考克氏菌属(KD139)、红球菌属(KD140 和 KD142)和节杆菌属

(KD230 和 KD232), 1 株细菌属于杆菌目的芽胞杆菌 d 属(KD178), 另外 1 株细菌属于黄色单孢菌

目的寡食单胞菌属(KD237); 同时我们构建了系统进化树, 确定分离菌株的相对进化地位。本文还

利用气相色谱方法, 对分离菌株降解氯苯的能力进行了初步分析, 其中寡食单胞菌 KD237 降解氯

苯能力最高, 24 h 内氯苯分解率达 60.78%。 
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Abstract: In this study, we isolated and characterized chlorobenzene degrading bacteria from the effluent 
and sludge samples of one chemical plant. Minimal medium supplemented with chlorobenzene as sole car-
bon source was used during the enrichment and domestication process. Seven major bacterial isolates were 
obtained and purified. Their 16S rRNA genes were amplified by PCR for sequencing and their identities 
were determined with homology comparisons. Five of the seven isolates belong to Actinomycetales in-
cluding Kocuria KD139, Rhodococcus KD140, Rhodococcus KD142, Arthrobacter KD230, and Ar-
throbacter KD232; one is classified as Bacillus d KD178; and another one as Stenotrophomonas KD237. 
The phylogenetic tree was also constructed based on the analysis of 16S rRNA gene sequences. Chloro- 
benzene concentrations were quantified with gas chromatography to investigate the bio-degradation 
rates of the isolated strains. Stenotrophomonas KD237 degraded 60.78% chlorobenzene in the minimal 
medium within 24 h. 
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氯苯是重要的化工原料 , 广泛应用于有机化
工、塑料、染料、香料、医药和农药等行业, 同时

氯苯具有较强的毒性, 在环境中能够长期滞留, 对
环境造成了严重的危害 , 被美国环保局(EPA)列入
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优先控制污染物名单[1]。为了修复氯苯对环境造成

的破坏, 国内外学者从不同环境中分离了多种能够
降解氯苯的微生物, 以期采用生物方法修复被氯苯
污染的自然环境[2,3]。 

本文收集某化工厂排污口的污泥样品, 在基本
培养基中加入氯苯为唯一碳源, 采用富集驯化的方
法, 分离筛选能够降解氯苯的微生物, 通过测定和
分析其 16S rRNA 基因序列, 对分离的微生物菌株
进行了鉴定, 并采用气相色谱手段, 对分离菌株降
解氯苯的速率进行了初步定量分析。 

1  实验材料与方法 

1.1  实验材料和培养基 
污泥样品采自天津化工厂排污口的污泥, 在富

集驯化过程中作为种泥加入到基本培养基中。 
M i n  A基本培养基配方组成为：K 2 H P O 4   

10.5 g/L, KH2PO4 4.5 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, Sodium 
Citrate 2H2O 5 g/L, 加蒸馏水定容至 1 L, 调pH至
7.0。在液体培养基中, 加入 20 g/L的琼脂粉, 配制
相应固体培养基。 

LB 培养基：蛋白胨 10 g, 酵母粉 5 g, 氯化钠
10 g, 加蒸馏水定容至 1 L, 调 pH至 7.2~7.4。在液
体培养基中, 加入 20 g/L 的琼脂粉, 配制相应固体
培养基。 

1.2  降解氯苯微生物的富集驯化 
称取 5.0 g泥样, 接种于 100 mL Min A基本培

养基中, 加入氯苯作为碳源, 氯苯浓度为 50 mg/L。
在 26°C 下, 150 r/min 振荡培养 1 周, 取培养物按
10%的接种量, 重新转接到含有氯苯的新鲜基本培
养基中, 同样条件继续培养一周, 反复 5次。富集驯
化结束后, 取 0.1 mL培养液稀释成不同浓度, 涂布
于 LB培养基平板上, 挑取单菌落, 在含有 50 mg/L
氯苯的 MinA 基本培养基固体平板上划线, 26°C 下
培养, 挑选生长较快、形态不同的菌落继续研究。 

1.3  分离菌株的分子鉴定 

按照以前描述的方法, 提取细菌基因组DNA[4,5], 
作为扩增 16S rRNA基因的DNA模板。PCR产物经过
纯化后, 进行DNA序列测定。本文采用Hendrickson
设计的引物[6], 对 16S rRNA的基因片段进行扩增, 
引物序列如下：  

517F：5′-GCCAGCAGCCGCCCTA-3′ 
1406R：5′-ACGGGCGGTGTGTAC-3′ 

将所得的DNA序列递交于GenBank, 同时利用
Ribosomal Database ProjectII软件Classifier, 对分离
的菌株进行分类 [7]; 通过Blast检索 , 在GenBank中
的已知序列中进行同源性分析, 确定与分离菌株同
源程度最高的序列; 用MEGA 4.0软件, 构建系统发
育树, 分析各分离菌株的进化地位[8]。 

1.4  分离菌株降解氯苯能力的定量分析 
将待测菌株首先接种在LB液体培养基中, 26°C

培养 20 h后离心去上清, 菌体用不含氯苯的MinA基
本培养基悬浮, 离心取上清, 重复洗涤 3次, 菌体重
新悬于含有 50 mg/L氯苯的MinA基本培养基中, 菌
体浓度调整为 108, 26°C振荡培养 24 h, 离心后取上
清液, 上清液用石油醚萃取, 用气相色谱检测上清
液中氯苯的含量。采用SP-200气相色谱仪(GC)及火
焰离子化检测器(FID), 检测条件为：分离柱为SE-30
色谱柱, 尺寸为 30 m×0.25 mm, 柱温为 100°C; 载
气采用高纯氮气; 检测器温度为 200°C。按照方玲等
的计算方法 [9], 计算不同菌株的氯苯降解率 , 公式
如下： 

对照样品残留量−处理样品残留量
降解率%=

对照样品残留量 
×100

2  结果与分析 

2.1  菌株的筛选及表面菌落特征形态结构观察 
按照实验材料和方法中所述 , 在含有氯苯的

MinA 基本培养基中, 对污泥样品进行富集驯化培
养, 先后分离到多株微生物。通过划线分离纯化, 根
据菌落的形态和大小的不同, 选定了 7 株分离菌株
作为继续研究的对象(如表 1 所示), 分别命名为
KD139、KD140、KD142、KD178、KD230、KD232
和 KD237。 

2.2  分离菌株 16S rRNA 基因片段的扩增和序列

分析 
提取分离菌株的基因组 DNA, 采用细菌通用引

物 517F和 1406R, 体外扩增 16S rRNA基因片段。

扩增产物纯化后, 取部分样品进行琼脂糖电泳, 结

果如图 1所示, 扩增的基因片段长度约为 900 bp。 

以 517F 为引物, 对纯化的 PCR 产物进行序列
测定, 每个序列上传至 GenBank 并获得了相应的序
列号。在 GenBank中, 利用 Blast工具查找最相似的
序列, 结果如表 2所示, 有 5株分离菌株分别与放线 
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表 1  分离菌株的菌落形态特征 
Table 1  The colony morphology of the isolated strains 

菌株 
Strains 

大小(直径/mm) 
Diameters/mm 

形状 
Shape 

表面 
Surface 

边缘 
Edge 

隆起程度 
Height 

透明程度 
Transparence 

颜色 
Color 

KD139 1 圆形 光滑 平整 突起平滑 不透明 橙红 

KD140 1 圆形 光滑 平整 突起平滑 不透明 亮橙红 

KD142 1 圆形 湿润 平整 突起 不透明 亮粉 

KD178 10 圆形 干燥 不平整 平坦无突起 半透明 乳白 

KD230 2 圆形 光滑 平整 突起平滑 半透明 浅米黄 

KD232 2 圆形 光滑 平整 突起平滑 不透明 米黄 

KD237 1 圆形 光滑 平整 突起 不透明 浅橙黄 

 

 
 

图 1  PCR 方法扩增分离菌株的 16S rRNA 基因片段 
Fig. 1  Amplification of 16S rRNA genes of the isolated strains 

 

表 2  GenBank 中与分离菌株 16S rRNA 基因最相似的序列 
Table 2  Blast searches of the most similar sequences in GenBank to the 16S rRNA gene sequences of the isolated strains 

菌株 
Strains 

序列长短
Length in bp 

GenBank序列号 
Accession No. 

同源最高的种属(序列号) 
Most similar strains (accession No.) 

相似性(%) 
Similarity (%)

KD139 744 FJ227136 Kocuria sp. G1DM-50(DQ416792.1) 99 

KD140 775 FJ227137 Rhodococcus sp. L4(2008)(EU552925.1) 99 

KD142 843 FJ227138 Rhodococcus sp. WC3(EU309676.1) 99 

KD178 706 FJ227139 Uncultured Bacillus sp. clone woFOC_R5(EF600603.1) 100 

Arthrobacter protophormiae strain 98-0077(EU086815.1) 99 
KD230 773 FJ227140 

Uncultured bacterium clone CE2_e12_2(EU468032.1) 99 

Arthrobacter protophormiae strain 98-0077(EU086815.1) 100 
KD232 761 FJ227141 

Arthrobacter sp. MC8M6(AJ893515.1) 100 

KD237 696 FJ227142 Stenotrophomonas maltophilia strain B2A(EU360468.1) 99 

 
菌目中考克氏菌属 (KD139)、红球菌属 (KD140、

KD142)和节杆菌属(KD230、KD232)的不同细菌同

源程度最高, KD178 与不可被培养杆菌的相关序列

同源性达到 100%, 而 KD237 与寡食单胞菌属的

B2A菌同源程度最高。 

2.3  分离菌株的鉴定 
为了进一步对分离菌株进行分类 ,  我们利用

16S rRNA 专业网站 Ribosomal Database ProjectⅡ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169634956&dopt=GenBank&RID=D8UKRVXH016&log$=nucltop&blast_rank=33


578 微生物学通报 2009, Vol.36, No.4 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

提供的工具 Classifier, 对分离菌株的核酸序列进行
分析, 对分离菌株进行菌种鉴定。分类结果如表 3
所示, 与 Blast查找结果相似, 有 5株分离菌株分别
属于放线菌目的 3 个不同属, KD237 确定为寡食单
胞菌属, KD178 与前面查找结果略有差别, 确定为
杆菌目的芽胞杆菌 d属。 

2.4  系统发育树的构建 
运用 MEGA4.0 软件, 构建分离菌株的系统发 

育树 , 选择枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis strain 
SC2-2-1)和大肠杆菌(Escherichia coli 53638)作为参
考菌株, 同时在 GenBank 中, 选择 1~2 株与分离菌
株 16S rRNA基因序列具有最高相似性的菌株(见表
2), 构建系统发育树如图 2所示。 

2.5  分离菌株氯苯降解能力的初步分析 
按照实验材料与方法中所述, 利用气相色谱方

法定量测定培养基中氯苯的含量, 测量结果分别与 
 

表 3  菌种鉴定结果 
Table 3  Classification results of the isolated strains 

菌株 
Strains 

门 
Phylum 

纲 
Class 

目 
Order 

科 
Family 

属 
Genus 

KD139 
放线菌门 
Actinobacteria 

放线菌纲 
Actinobacteria 

放线菌目 
Actinomycetales 

微球菌科 
Micrococcaceae 

考克氏菌属 
Kocuria 

KD140 
放线菌门 
Actinobacteria 

放线菌纲 
Actinobacteria 

放线菌目 
Actinomycetales 

诺卡氏菌科 
Nocardiaceae 

红球菌属 
Rhodococcus 

KD142 
放线菌门 
Actinobacteria 

放线菌纲 
Actinobacteria 

放线菌目 
Actinomycetales 

诺卡氏菌科 
Nocardiaceae 

红球菌属 
Rhodococcus 

KD178 
硬壁菌门 
Firmicutes 

杆菌纲 
"Bacilli" 

杆菌目 
Bacillales 

芽胞杆菌科 
Bacillaceae 

芽胞杆菌 d属 
Bacillus d 

KD230 
放线菌门 
Actinobacteria 

放线菌纲 
Actinobacteria 

放线菌目 
Actinomycetales 

微球菌科 
Micrococcaceae 

节杆菌属 
Arthrobacter 

KD232 
放线菌门 
Actinobacteria 

放线菌纲 
Actinobacteria 

放线菌目 
Actinomycetales 

微球菌科 
Micrococcaceae 

节杆菌属 
Arthrobacter 

KD237 
变形菌门 
Proteobacteria 

γ-变形菌纲 
Gammaproteobacteria

黄色单胞菌目 
Xanthomonadales 

黄色单胞菌科 
Xanthomonadaceae 

寡食单胞菌属 
Stenotrophomonas 

 

 
 

图 2  氯苯降解菌系统发育树的构建 
Fig. 2  Phylogenetic tree of the chlorobenzene degrading strains and related strains based on of 16S rRNA gene sequences 
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图 3  气相色谱方法分析分离菌株降解氯苯的能力 
Fig. 3  Analysis of chlorobenzene degradation abilities of 
the isolated strains with GC method 

 
空白对照比较, 得到不同菌株的氯苯降解率, 实验

结果如图 3 所示。分离菌株降解氯苯的能力差别比

较明显, 菌株 KD232 利用氯苯的能力最低, 只有

7.84%的氯苯被降解; 菌株 KD237 氯苯降解率最高, 

达到 60.78%。 

3  讨论 

氯苯降解分为有氧降解和无氧降解两种途径。

研究显示, 氯苯很难通过无氧途径进行分解, 我国

学者 1997年分离到 1株厌氧降解氯苯的微生物, 该

菌属于气单胞菌属(Aeromonas), 在 3 周内的氯苯降

解率为 33%[10], 国外学者也有类似的发现, 但是报

道很少[11,12]。有氧途径是微生物降解氯苯的主要方

式, 近年来先后从不同环境中筛选了多株能够分解

氯苯的微生物, 包括链球菌属(Streptococcus)、伯克

霍尔德菌属 (Burkholderia)、假单孢菌属 (Pseudo- 

monas)、红球菌属 (Rhodococcus)和寡食单胞菌属

(Stenotrophomonas)等[2,3,13−18]。 

本文通过富集驯化的方法, 从化工厂排污口的

污泥分离筛选到 7 株能够降解氯苯的微生物, 分别

为Kocuria sp. KD139、Rhodococcus sp. KD140、

Rhodococcus sp. KD142、Bacillus d sp. KD178、

Arthrobacter sp. KD230、Arthrobacter sp. KD232和

Stenotrophomonas sp. KD237。其中KD139和 KD140

同属于红球菌属, 另外 2株细菌KD230 和KD232同

属于节杆菌属。为了研究这些菌株是否属于同一属

内的不同种类(species), 我们分别将这些菌株 16S 

rRNA 基因序列进行了比对, 发现KD139 和 KD140

菌株的 16S rRNA 基因序列有 97%相同, 而KD230

和KD232菌株的 16S rRNA 基因序列有 99%相同。

16S rRNA 基因序列相同程度决定细菌是否为不同

种类即species, 一般认为 16S rRNA 基因序列相同

程度少于 97%的细菌, 可以认为是不同种类[19], 最

近也有研究认为相同程度在 99%以下, 就可能为不

同的种类[20,21]。究竟KD139和 KD140 、KD230和

KD232 是否是同一属内的不同种类, 还需要进一步

实验进行确认。 
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