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摘  要: 从一绝缘材料厂的污水中分离得到一株可高效降解苯酚的菌株 JY01, 该菌株的形态和理

化特征与 Bacillus 基本相同 , 其 16S rDNA 序列与 Bacillus simplex (AM9216370)的相似性为

99.01%。在接种量为 2%的条件下, 该菌在 pH 为 6.0~9.0 和温度为 18°C~36°C 的范围内保持对苯

酚良好的降解能力; 30 h 内, 当苯酚浓度为 1100 mg/L 和 1300 mg/L 时, 其降解率分别为 99.16%和

74.76%。这将为进一步采用生物法处理含酚废水提供了可靠的控制条件。 
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Abstract: A strain JY01 (Bacillus sp. JY01) isolated from wastewater of insulating materials plant had 
strong ability of phenol degradation. The morphological and physiological characteristics of JY01 were al-
most the same as Bacillus. The sequence alignment algorithm of the 16S rDNA gene of JY01 shared 99.01% 
similarity with the typical strain Bacillus simplex (AM921637). Under the conditions of incubation amount 
of 2%, it could preserve high degradation activities of phenol in the range of the pH 6.0~9.0 and the tem-
perature 18°C~36°C. With the phenol concentration of 1100 mg/L and 1300 mg/L, the degradation rates 
were 99.16% and 74.76%, respectively. The experiment offered a comparatively reliable parameter for the 
phenolic wastewater treatment. 
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苯酚广泛存在于石油、炸药、肥料、橡胶、制

革、造纸等多种工业废水中, 毒性大且难降解, 被许

多国家的环保组织列为优先控制的污染物[1,2]。近年

来, 随着生物新技术的发展, 用微生物降解法处理

高浓度含酚废水的研究越来越受到人们的关注。目

前 , 已发现多种酚降解菌 , 包括热带假丝酵母菌

(Yeasttrichosporon)[3]、根瘤菌(Rhizobia)[4]、醋酸钙

不动杆菌(Acinetobacter calcoaceticus)[5]、假单胞菌

(Pseudonomonas sp.)[6,7]、真养产碱菌 (Alcaligenes 

eutrophus)[8]、藻类 ( Ochromonas danica)[9]、热葡糖
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苷酶芽胞杆菌(Geobacillus thermoglucosidasius)[10]、

芽孢杆菌 (Bacillus)[11]、产酸克雷伯菌 (Klebsiella 

oxytoca)[12]、红球菌 (Rhodococcus)[13]、 Ralstonia 

metallidurans [14]等。本实验室从某绝缘材料厂污水

中分离出一株苯酚高效降解菌, 经鉴定为芽孢杆菌

(Bacillus sp.), 将其命名为 JY01菌, 并研究了 JY01

菌株的苯酚降解特性, 为建立含酚废水处理新工艺

提供重要的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 
1.1.1  废水样品：采自四川东方绝缘材料股份有限

公司的污水池, 采集时：水温 29°C, 样品颜色淡黄

色, 有臭味。 

1.1.2  主要药品：苯酚：购自成都市联合化工试剂

研究所, 为分析纯 AR。 

1.1.3  培养基：驯化筛选培养基：牛肉膏 3 g, 蛋白

胨 10 g, NaCl 5 g, 琼脂 20 g, 苯酚(根据需要加入), 

加蒸馏水定容至 1 L; 菌种培养基：牛肉膏 3 g, 蛋

白胨 10 g,  NaCl 5 g, 加蒸馏水定容至 1 L; 无机盐

培养基：K2HPO4 0.5 g, KH2PO4 0.5 g, NaCl 0.2 g, 
NH 4 NO 3  1 .0  g ,  MgSO 4  0 .2  g ,  CaCl 2  0 .2  g ,  
FeSO4·7H2O 0.01 g, 微量 MnSO4·H2O, 苯酚(根据需

要加入), 加蒸馏水定容至 1 L。 

1.2  分离筛选 
1.2.1  初筛：将废水样品梯度稀释成 10−1、10−2、

10−3、10−4、10−5、10−6 六个梯度, 分别涂布于苯酚

浓度为 200 mg/L 的筛选培养基平板上, 30°C 培养 

20 h。 

1.2.2  驯化筛选：挑取单菌落接种于苯酚浓度为

200 mg/L的驯化筛选培养基平板上, 30°C培养 20 h, 

依次增高培养基中苯酚浓度直到 1200 mg/L。 

1.3  菌株鉴定 
1.3.1  形态及理化鉴定：形态和生理生化鉴定参照

文献[15]。 

1.3.2  分子鉴定：细菌总 DNA提取见参照文献[16], 

利用 PCR 技术从菌总 DNA 中扩增其 16S rDNA 片

段。PCR 反应体系(50 μL)如下：无菌去离子水 

32.25 μL, 10×Buffer 5.0 μL, MgCl2 (2.0 mmol/L)  

4.0 μL, dNTPs (2.5 mmol/L) 4.0 μL, 引物 1(p27f： 

5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′, 20 pmol/L) 
1.75 μL, 引物 2(p1429r：5 ′-GGCTACCTTGTT 

ACGACTT-3′, 20 pmol/L) 1.75 μL, Taq plus聚合酶 

(5 U/μL) 0.25 μL, 模板 DNA 1.0 μL。反应条件为：

94°C 5 min; 94°C 30 s, 55°C 50 s, 72°C 80 s, 35个循

环; 72°C 10 min。PCR反应产物经 0.8%琼脂糖凝胶

电泳 EB染色后, 用紫外分析仪检测。回收琼脂糖凝

胶上的 PCR产物, 在 30 μL的反应体系：目的片段

6.0 μL, 10×Buffer 3.0 μL, pMD-18T 1.0 μL, T4 DNA 

Ligase 2.0 μL, ddH2O 18 μL中进行连接。转化 E. coli 

DH5α 的感受态细胞 , 然后在含氨苄青霉素

Amp/IPTG/Xgal 的平板上筛选白斑, 再经碱裂解法

提取重组 T 质粒, 进行电泳检测。将连接成功的大

肠杆菌菌液寄至上海英骏生物技术公司测序。用

Clustal X 软件, 将测定得到的 16S rDNA 序列与

GenBank 中的已知序列进行序列比对和同源性分

析。然后将此生成的文件输入到 Phylip 3.67软件进

行系统发育树的构建。 

1.4  菌株生长及降解苯酚特性研究 
JY01 在牛肉膏蛋白胨液体培养基中培养 6 h 

(30°C、180 r/min), 当 OD600≈0.8时, 离心分离菌体, 

生理盐水洗涤 2次, 悬于 10 mL无菌水中。以 2%的

接种量接种于无机盐培养基中, 按设定的时间、温

度、pH、苯酚浓度振荡培养, 采用 4-氨基安替比林

法[17]测发酵液中苯酚浓度。在最佳条件下测菌体生

长量与苯酚降解的关系。 

2  结果与分析 

2.1  耐酚菌株的筛选与鉴定 
废水样品经初筛和驯化筛选, 获得 4 株耐酚菌

株, 分别命名为 JY01、JY02、JY03、JY04。其降酚
性能依次为 JY01＞JY02＞JY03＞JY04。 

菌落特征及部分理化特征：JY01菌落颜色乳白
不透明, 呈圆形, 直径 1.0 mm~3.0 mm, 边缘整齐, 
菌落略隆起 , 表面光滑有光泽 , 质地湿润; 光学油
镜观察 , 菌体呈杆状 , 有椭圆形芽孢; 革兰氏染色
阴性, V.P 反应结果为阴性, 甲基红实验结果阴性, 
吲哚实验结果为阴性, 葡萄糖发酵为阳性。由此初
步判定, JY01菌株属于芽孢杆菌属。 

所测 JY01菌株的 16S rDNA序列(1520 bp)如下： 
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CTAGATTGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCATGAAGGTTACCTCACCGACTT

CGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTAC

TAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGCTTTATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTT

TGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC

CGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC

CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGT

CAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT

CCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAA

CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTA

CAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTC

TGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCACCTGCGCGCGC

TTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAG

GTACCGTCAAGGTACCAGCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACG

CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCA

GTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGCC

CATCTATAAGTGACAGCGTAAACCGTCTTTCCATCTTCTCTCATGCGAGAAAAGAACGTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAA

GTTATCCCAGTCTTATAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAATCTCAGGGAGCAAGCTCCCGTCGATTCGCT

CGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGATCAAACTCTA 

上述序列经 NCBI 数据库 Blast 搜索显示：
GenBank 中与该序列一致性大于 95%的序列全部来
自于 Bacillus sp.属细菌。通过 Clustal X软件的多序
列比较和 Phylip 3.67软件分析得到以 16S rDNA序

列为基础的系统发育树, 见图 1。由系统发育树表明, 
在 11 种菌种中, JY01 与 AM921637 菌株同源性达
99.01%, 因此, JY01 菌株为 Bacillus sp.属细菌, 命
名为 Bacillus sp. JY01, 基因注册号为 EU798946。 

 

 
 

图 1  株系统发育树 
Fig. 1  The construction of the phylogenic tree by 16S rDNA of JY01  

Note: Numerals on branches are the supporting percentage by 1000 replicates. 

 
2.2  JY01 苯酚降解特性 
2.2.1  时间：将 JY01以 2%接种于 50 mL无机盐培养
基中(苯酚浓度为 500 mg/L, pH 7.0), 于 180 r/min、
30°C 下振荡培养, 每隔 6 h 取样测苯酚浓度。结果
表明：苯酚浓度随培养时间的延长而降低, 在 30 h
时, 培养液中苯酚浓度仅为 12.70 mg/L, 其降解率
已达到 97.42%, 见图 2。 

2.2.2  温度：将 JY01以 2%的量接种于 50 mL无机
盐培养基中(苯酚浓度为 500 mg/L, pH 7.0), 于 
180 r/min、不同温度下振荡培养 30 h, 取样测苯酚
浓度。结果表明：在 23°C~36°C 之间, 培养液中苯
酚浓度均低于 56.86 mg/L, 即其降解率均在 88.27%
以上; 在 32°C时降解率达到最高, 为 99.42%, 说明
该菌降酚最适温度为 32°C, 这与相关报道基本一 
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图 2  JY01 培养液中苯酚浓度和时间的关系 
Fig. 2  The relations of phenol concentration with time in 
the medium 
 

 
 
图 3  JY01 培养液中苯酚浓度与温度的关系 
Fig. 3  The relation of phenol concentration with tempera-
ture in the medium 
 

致[18], 见图 3。 
2.2.3  pH：将 JY01接种于不同 pH 的 50 mL无机
盐培养基中(苯酚浓度 500 mg/L, 接种量 2%), 于
180 r/min、32°C下振荡培养 30 h, 取样测苯酚浓度。
结果表明：在 pH 为 6.0~9.0 之间, 培养液中苯酚浓
度较低, 其中当 pH 7.5时, 苯酚浓度仅为 3.5 mg/L, 
降解率达到 99.38%。而在较酸和较碱条件下, 降酚
能力受到抑制, 这可能是由于 pH改变, 引起微生物
表面电荷改变 , 进而影响微生物对污染物的吸收 , 
见图 4。 
2.2.4  JY01 对苯酚的降解能力：将 JY01 按 2%接 

 
 
图 4  JY01 培养液中苯酚浓度和 pH 的关系 
Fig. 4  The Relations of phenol concentration with time in 
the medium 
 

 
 
图 5  JY01 的苯酚降解能力 
Fig. 5  Phenol degradation ability of JY01 

 
种量接种于 50 mL不同苯酚含量, pH 7.5的无机盐

培养基中 180 r/min 、32°C下振荡培养 30 h, 取样

测苯酚浓度。结果表明：当苯酚浓度≤1100 mg/L

时, 培养基中苯酚均几乎被完全降解; 当培养基中

苯酚浓度达到 1300 mg/L以上时该菌株的生长及降

酚能力才开始受到抑制。见图 5。 

2.2.5  接种量：将 JY01按不同接种量接种于 50 mL

无机盐培养基中(苯酚浓度 1100 mg/L, pH 7.5), 于

180 r/min、32°C下振荡培养 30 h, 取样测苯酚浓度。

结果表明：除接种量 1%时苯酚降解率略偏低外, 在

接种量 2%~8%的范围内, JY01的苯酚降解率均达到

99%以上, 见表 1。 
 

表 1  接种量对 JY01 降解苯酚能力的影响 
Table 1  Effect of inoculation amount on phenol-degrading activity of JY01 

接种量(%, 体积比)  
Inoculation amount (%, V/V) 

1.0 2.0 5.0 8.0 

降解率(%) 
Degradation rate (%) 

81.23 99.22 99.31 99.40 
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2.2.6  JY01 生长与苯酚降解之间的关系：JY01 在
最佳条件培养：苯酚浓度 1100 mg/L、pH 7.5、接种
量 2%, 于 32°C、180 r/min振荡培养, 每隔 6 h取样
测定细菌的生长量(λ=600 nm, 以未接种的培养基
为对照)和苯酚浓度。结果表明：JY01 培养液中苯
酚的浓度随细菌数量的增加而降低, 在生长延迟期, 
苯酚浓度降低相对较慢; 在对数生长期, 苯酚浓度
急剧降低; 当菌体生长进入平台期时, 苯酚几乎被
完全降解, 即苯酚的降解主要发生在对数生长期。
见图 6。 
 

 
 
图 6  JY01 的生长曲线和苯酚降解曲线的关系 
Fig. 6  The relations of growth curve and phenol-degra- 
tadion curve 
 

3  讨论 

微生物处理含酚工业废水是当前研究的热点 , 

并已得到了多种降酚菌, 但这些菌株还存在耐酚浓

度较低, 降酚需时较长, 菌体生长及降酚条件适应

范围窄等不足, 醋酸钙不动杆菌 PHEA-2 最佳降解

苯酚的质量浓度为 300 mg/L[5], 假单胞菌 phen8 在

苯酚浓度低于 7 mmol/L(约 659 mg/L)降解率较高[8], 

红球菌 P N A N 5 菌株在苯酚浓度 2  m m o l / L ~ 

10 mmol/L(约 188 mg/L~945 mg/L)范围内降解效率

保持在 80%~100%之间; 假单胞菌 PD39降解质量浓

度为 800 mg/L的苯酚需 72 h, 热葡糖苷酶芽胞杆菌

BF80在 6 mmol/L(约 565 mg/L)苯酚溶液中其生长延

迟期大于 50 h。而钱奕忠[19]等发现的一株假单孢菌, 

在 pH 6.79、温度 30°C~37°C之间, 降解质量分数为

472 mg/L 的苯酚需要 78 h。本实验分离得到的

Bacillus sp. JY01 菌株, 在 30 h 内、苯酚质量分数

1100 mg/L、pH 6.0~9.0、温度 18°C~36°C条件下, 苯

酚降解率达到 99%以上 , 而且当苯酚质量分数为

1300 mg/L时, 其降解率仍很高(74.76%)。表明 JY01

菌株能在较宽的范围内迅速、高效降解苯酚。含酚

工业废水是一个复杂的体系, 尤其是一些高浓度的

含酚工业废水更因其毒性而使很多降酚微生物的生

长及降酚活性受到抑制, 导致用微生物直接处理高

酚浓度的工业废水时降解率偏低, 需要引入高降解

活性菌种来提高含酚废水的降解率 [2], 因此菌株

Bacillus sp. JY01 在高浓度含酚废水处理研究方面

具有较高的价值。菌株 Bacillus sp. JY01是从绝缘材

料厂废水中分离得到, 极有可能具有降解其它芳香

族污染物的能力, 有关该菌株降解其他芳香族化合

物、抗重金属的能力及菌体固定化本实验室正在作

进一步研究。 

目前, 国内外学者对苯酚的降解机制、代谢途

径, 已有较为统一的认识。在有氧的条件下, 苯酚首

先被苯酚羟化酶转化为邻苯二酚 ,  再由邻苯二酚

2,3-双加氧酶或 1,2-双加氧酶开环裂解, 裂解产物进

入三羧酸循环[20]。因此, 降酚酶的分离提纯和固定

化酶处理含酚废水的研究将是生物降解发展的 

趋势。 
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