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摘  要: 从山东省潍坊市污染河流底泥中筛选到 1 株能够以酞酸酯(Phthalic acid esters, PAEs)为唯

一碳源和能源生长的微生物, 命名为 JDC-3, 根据形态学观察、生理生化指标测定和分子生物学鉴

定结果, 将该菌株初步鉴定为戴尔福特菌属(Delftia sp.), 以一对简并引物, 首次在该属中扩增出

编码邻苯二甲酸双加氧酶的基因片段。同时以邻苯二甲酸二甲酯(Dimethyl phthalate, DMP)为目标

测试物, 利用高效液相色谱(HPLC)测定了 JDC-3的降解性能, 得出该菌对DMP降解的最佳条件为: 

pH 7.0~8.0、温度 30°C~35°C; 在不同 DMP 初始浓度下研究了该菌的降解动力学, 结果表明当浓

度低于 300 mg/L 时的降解动力学方程为 ln C = − 0.06837 t + A, 半衰期为 12.48 h, 当初始浓度不

断增加, DMP 对 JDC-3 的抑制能力增强, JDC-3 对 DMP 的降解速率不断下降, 半衰期增大。 
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Isolation, Identification and Degradation Characteristics 
of a DMP-degrading Strain 
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Abstract: A bacterial strain which could grow well on the substrate of PAEs as the sole source of carbon 
and energy was isolated from contaminated sludge in the river of WeiFang in ShangDong province and it 
was designated as JDC-3. Based on the morphology, biophysical and biochemical properties as well as mo-
lecular characteristics, this isolate was preliminarily identified as Delftia sp.. A fragment of phthalate dioxy-
genase gene was successfully amplified from the genus of Delftia for the first time using a set of degenerate 
primers. Meanwhile, the degradation capability of JDC-3 was determined by HPLC using DMP as test sub-
strate. The results showed that the optimal pH and temperature were at 7.0~8.0 and 30°C~35°C respectively. 
The degradation kinetics of JDC-3 was studied in different initial DMP concentration under optimal condi-
tions. The results indicated that the degradation dynamic equation was ln C = − 0.06837 t + A when DMP 
concentration was lower than 300 mg/L, with half life of 12.48 h. The degradation rate decreased and half 
life of JDC-3 prolonged as the initial concentration kept on increasing. 
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邻苯二甲酸酯 (Phthalic acid esters, PAEs), 又
名酞酸酯, 是目前世界上生产量大、应用面广的人
工合成有机化合物, 特别是在塑料工业中得到广泛
应用。随着塑料工业的快速发展及塑料产品的广泛

应用, PAEs已普遍存在于大气, 土壤, 水体中, 成为
无处不在的污染物[1]。国外已称它们为“第二个全

球性的 PCB 污染物”。已有研究表明, PAEs 作为环
境雌激素的典型代表, 能通过食物链在生物体内逐
渐富集, 且可转移到下一代, 具有致癌、致畸、破坏
免疫和生殖功能等毒性[2], 引起了各国的普遍关注。
美国环境保护署(EPA)和中国环境监测总站已先后
将该类化合物列为优先控制的污染物[3,4]。由于邻苯

二甲酸酯的水解和光解非常缓慢, 微生物降解是自
然环境中邻苯二甲酸酯完全矿化的主要途径[5]。目

前分离到的邻苯二甲酸酯降解菌有 Pseudomonas 
sp.[6]、Bacillus sp.[7]、Burkholderia sp.[8]、Rhodococcus 
rubber[9]等。而关于利用戴尔福特菌属(Delftia sp.)
降解 PAEs的报道只有 1篇, 本实验室分离到一株邻
苯二甲酸酯降解菌 JDC-3, 经初步鉴定为戴尔福特
菌属(Delftia sp.)的细菌, 并首次在该菌中克隆出编
码邻苯二甲酸酯双加氧酶的基因片段。另外, 在最
适降解条件下, 在不同的底物浓度下, 对该菌的降
解动力学做了初步分析。 

1  材料和方法  

1.1  主要试剂和培养基 
邻苯二甲酸二甲酯(DMP)、邻苯二甲酸二乙酯

(DEP)、邻苯二甲酸二丁酯(DBP)、邻苯二甲酸二辛
酯(DOP)、邻苯二甲酸二异辛酯(DIOP)购自中国医药
集团上海化学试剂公司, 含量≥99.5%, 甲醇(分析
纯)和乙酸乙酯(分析纯)由天津市大茂化学试剂厂生
产, 色谱级甲醇购自美国 Sigma公司。 

无机盐培养基(g/L): K2HPO4 5.8, KH2PO4 4.5, 
(NH4)2SO4 2.0, MgCl2 0.16, CaCl2 0.02, Na2MoO4 
2H2O 0.0024, FeCl3 0.0018, MnCl2 2H2O 0.0015, pH
调至 7.0, 1×105 Pa灭菌 20 min。固体培养基每 1 L
加入 20 g琼脂。 

DMP 无机盐培养液: 以正己烷配制 10 g/L 的
DMP 溶液, 取一定量的 DMP 溶液, 置于灭菌的三
角瓶中, 待正己烷挥完毕加入灭菌的无机盐基础培
养液。 

富集培养基 (g/L): 牛肉膏  5.0, 蛋白胨  10.0, 
NaCl 5.0, 水 1 L, pH 7.0。培养基 1×105 Pa 灭菌

30 min。固体培养基每 1 L加入 20 g琼脂。 

1.2  菌株富集、分离与纯化 
土样为山东省潍坊市污染河流底泥。从样品中

称 10 mg 的污泥于含 200 mg/L 邻苯二甲酸酯
(DMP、DEP、DBP、DOP各为 50 mg/L)的 100 mL
无机盐培养液中, 采用梯度压力法驯化, 30°C 振荡
培养 7 d, 逐步转接至含 240 mg/L、280 mg/L、 
320 mg/L、360 mg/L、400 mg/L邻苯二甲酸酯的无
机盐培养液后, 用接种针蘸取少量菌液, 在 PAEs固
体平板上划线, 选择菌落较大、形态和颜色各异的
菌落转接到新的固体培养基上划线, 重复 5 次后, 
挑取单菌落重新接到富集培养基中培养。 

l.3  细菌生理生化特性测定 
生理生化鉴定参考文献[10,11]进行。 

1.4  细菌的16S rDNA 的扩增和系统发育树的构建 
16S rDNA扩增和序列测定: 正向引物(FC27)为: 

5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′; 反 向 引 物

(RC1492)为: 5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′。

50 μL 反应体系中 10×PCR buffer 5 μL, 10 mmol/L 
dNTPs 1 μL, 25 mmol/L MgCl2 4 μL, 5 U/μL Taq酶
0.5 μL, 5 pmol/μL引物各 1 μL, DNA模板 4 μL, 加
ddH2O补齐 50 μL, 扩增程序: 95°C 5 min; 94°C 45 s, 
55°C 1 min, 72°C 1 min, 30个循环; 72°C 10 min。取
全部反应液进行琼脂糖凝胶电泳。用 E.Z.N.A.TM Gel 
Extraction Kit (Omega)进行胶回收, PCR纯化产物的
测序工作由上海生工公司完成。用 Clustal X1.8软件
进行全序列比对, 并用 Mega 4构建系统发育树。 

1.5  细菌邻苯二甲酸双加氧酶的扩增及其分析 
参考 Chao 等[12]的简并引物进行细菌邻苯二甲

酸双加氧酶基因的 PCR扩增, 正向引物: 5′- ACACS 
CCBCARACSCACAC-3′; 反向引物 : 5′-CTTGTCC 
TGCTACAGCTCTTG-3′。扩增体系如下: 50 μL扩增
体系为 10×PCR buffer 5 μL, 2.5 mmol/L MgCl2 4 μL, 
10 mmol/L dNTPs 4 μL, 3′端和 5′端引物各 1 μL, Taq 
polymerase 0.5 μL, DNA模板 100 ng左右, 加 ddH2O
至 50 μL, PCR反应条件: 95°C 10 min; 94°C 1 min, 
56°C 1 min, 72°C 1 min, 35个循环; 72°C 10 min。电
泳回收 PCR产物, 将回收纯化的 DNA和 PGM-T载
体相连接, 4°C 过夜。将连接产物转化到大肠杆菌
DH5α感受态中, 涂布到含有氨苄青霉素(50 μg/mL) 
琼脂 LB平板上进行蓝白筛选, 挑白斑做菌落 PCR确
定, 将阳性克隆子送至上海生工测序, 测序所得序列
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在 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)的非冗余核苷
酸序列数据库进行 Blastx同源性搜索与分析。 

1.6  DMP 的生物降解试验 
取菌株于 100 mL 活化富集培养基中振荡培养

12 h~24 h, 离心(10000 r/min) 5 min, 收集菌体, 用

pH 7.0, 0.02 mol/L的 Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液洗

涤 3次, 用 0.02 mol/L磷酸缓冲液将菌体配成 pH 7.0、

OD600=0.2 的菌悬液, 吸取 1 mL 菌悬液于含一定

DMP浓度的 50 mL无机盐培养液中, 实验基本条件

为初始 pH 7.0, 温度 30°C, 摇床转速为 150 r/min, 

实验中固定其中 2 个条件, 改变另一个条件进而确

定最佳的降解条件。以上试验处理均为 3次重复。 

1.7  分析方法 
1.7.1  样品处理: 于试样瓶中加入 20 mL乙酸乙酯, 

振荡萃取 10 min, 收集有机相, 水相再用 20 mL乙

酸乙酯萃取 2 次, 合并有机相, 旋转蒸发仪挥发后

用甲醇定容至 10 mL, 用高效液相色谱仪测定 DMP

的残留量。 

1.7.2  液相色谱条件: 色谱柱 SinoChrom ODS-BP 

(4.6 mm × 200 mm × 5 μm), 柱温 35°C, 流动相甲醇:

水=90:10, 流速为 0.5 mL/min。检测器波长为 230 nm, 

进样量为 20 μL。 

2  结果 

2.1  菌株 JDC-3 的分离与部分生理生化测定  
河流底泥样品经过 10次以上转接培养后, 摇瓶

中的混合培养物能够在 400 mg/L邻苯二甲酸酯的无

机盐培养液中很好的生长, 说明降解菌株在此过程

中得到了富集。经过复筛、纯化后筛选得到一株能

以 DMP 为惟一碳源生长的菌株, 命名为 JDC-3。

JDC-3 菌株在 LB 平板上 30°C 恒温培养 1 d 后, 菌

落呈淡黄色、微凸、湿润、透明、无芽孢。革兰氏

阴性、VP反应阴性、甲基红实验阴性、接触酶阳性、

氧化酶阳性、硝酸盐还原阳性。能够利用葡萄糖、

果糖、蔗糖、乳糖、L-亮氨酸、L-苯丙氨酸等。在

显微镜下观察, 细胞初期至后期一直为球状, 大小

为(0.83~0.91) μm×(0.96~1.06) μm。JDC-3菌株的电

镜照片如图 1所示。 

 

图 1  菌株 JDC-3 的扫描电镜照片(×10000) 
Fig. 1  Scan electron micrograph of strain JDC-3 (×10000) 
 

2.2  菌株 JDC-3 的 16S rDNA 分析 
采用 PCR 技术, 扩增出 16S rDNA 基因, 测序

的序列长度为 1439 bp, 在GenBank中的序列登录号
为 FJ378038。将该序列结果输入 GenBank 以 Blast
进行序列同源性比较, 结果显示 16S rDNA 序列与
Delftia sp. TS33(EU073099)的亲缘关系最近, 相似
度为 99%。以 Curvibacter sp. A6为外群, 构建系统
发育树如图 2 所示, 基本可以判定 JDC-3 属于戴尔
福特菌属。 
2.3  细菌邻苯二甲酸双加氧酶的克隆及其相关序

列同源性分析 
测序所得一段长度为 887 bp 的核酸序列, 在

GenBank中的序列登录号为 FJ528992。根据推定的
氨基酸序列在NCBI网站通过Blastx进行同源性查询, 
结果表明该氨基酸序列和 Terrabacter sp. DBF63、
Arthrobacter keyseri 菌邻苯二甲酸 3,4-双加氧酶大
亚基(PhtAa)的相似度分别为 86%、85%。基于氨基
酸序列构建系统发育树, 结果如图 3所示。 

2.4  初始 pH、温度对 DMP 降解的影响 
2.4.1  初始 pH 值对菌株 JDC-3 生长及 DMP 降解

率的影响: 在 30°C、摇瓶转速为 150 r/min的条件下, 
考察了 pH 分别为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、
11.0 时 DMP 作为单一基质情况下的生物降解的情
况, 24 h测定的实验结果如图 4所示。 

结果表明 , 在 pH 5.0~11.0 的范围内 , 菌株
JDC-3 生长量随初始 pH 值升高先增加, 在初始 pH
为 7.0时降解率最大, 达到 51.62%, pH为 8.0时降解
率也达到了 49.91%, 而在 pH 为 5.0 时降解率仅为
7.73%, 说明 JDC-3适合在偏碱性的条件下生长, 这
可能是由于 DMP 在降解过程中会代谢成邻苯二甲
酸、原儿茶酸等酸性物质所致。 
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图 2  JDC-3 菌株的 16S rDNA 基因序列系统发育树 

Fig. 2  Phylogenetic tree derived from 16S rDNA gene sequence of JDC-3 and sequences of relating species 
 

 
图 3  JDC-3 的邻苯二甲酸酯双加氧酶系统发育进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of phthalate dioxygenase of strain JDC-3 
 

 
图 4  pH 值对 JDC-3 降解 DMP 的影响 
Fig. 4  Effect of pH value on DMP degradation by strain JDC-3 

2.4.2  温度对菌株 JDC-3生长及DMP降解率的影响: 
在 pH为 7.0、摇瓶转速为 150 r/min的条件下, 考察
了 25°C、30°C、35°C、40°C、45°C五种温度下, DMP
作为单一基质情况下的生物降解的情况, 24 h 后测
定的试验结果如图 5所示。 

结果表明 , 在温度为 25°C~45°C 的范围内 , 
DMP的降解率刚开始随着温度的升高而增大, 在温
度为 30°C 时降解率为 52.04%, 35°C 时降解率达到
最大为 54.62%, 而后随着温度的不断升高降解率反
而下降, 直到 45°C时降解率仅为 21.65%, 这表明在
30°C~35°C 之间最适合 JDC-3 生长, 温度过低或者
过高都会对该菌的生长产生抑制作用, 从而造成该
菌的降解能力下降。 
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图 5  温度对 JDC-3 降解 DMP 的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on DMP degradation by 
strain JDC-3 
 
2.5  降解动力学 

在最适合 pH 值和温度条件下 , 进行了菌株

JDC-3对 DMP的降解动力学研究, 分别配制不同初

始浓度(100 mg/L、200 mg/L、300 mg/L、500 mg/L、

750 mg/L、1000 mg/L)的 DMP无机盐培养基, 每隔

6 h测定 DMP的降解情况, 结果如图 6所示。 

假设 JDC-3 对 DMP 生物降解反应遵循一级反

应动力学方程, 即: ln(ρ/mg/L) = −k t + A , 其中 k为

DMP 降解速率的动力学常数, ρ为 DMP 的浓度(值

ρ/mg/L), t为生物降解时间(单位: h) , A 为常数。根

据图 6结果, 利用公式可求得表 1的动力学方程。 

从表1可以看出, 当DMP初始浓度小于300 mg/L

时, JDC-3 对 DMP 降解的半衰期相近, 符合降解动

力学方程为 ln C = −0.06837 t + A, 半衰期为 12.48 h, 

当初始浓度大于 300 mg/L时, 降解速率常数 k 值随

初始的邻苯二甲酸二甲酯浓度增加而降低, 说明高

浓度的邻苯二甲酸二甲酯对其降解有抑制作用, 且

随邻苯二甲酸二甲酯初始浓度增加而增加。 

 

图 6  菌株 JDC-3 对不同初始浓度 DMP 的降解曲线 
Fig. 6  DMP degradation curve in different initial concen-
tration by strain JDC-3 
 

3  讨论 

1) Delftia sp.是一类在有机污染物处理中具有
重要价值的微生物 , 该属降解有机物的报道很多 , 
但是关于该属菌降解 PAEs 鲜有报道, 本研究从污
染河流底泥中分离纯化到 1 株菌, 经形态学, 生理
生化和 16S rDNA 鉴定, 初步鉴定为戴尔福特菌属
(Delftia sp.), 目前国内还没有关于该属菌降解 PAEs
的报道, 这对于扩大国内 PAEs 降解菌资源库具有
一定的意义。 

2) 邻苯二甲酸酯的生物降解反应首先由微生
物酯酶作用水解形成邻苯二甲酸单酯, 再生成邻苯
二甲酸和相应的醇[13]。在好氧条件下, 在革兰氏阳
性菌中, 邻苯二甲酸在邻苯二甲酸 3,4-双加氧酶作
用下生成 3,4-二羟基邻苯二甲酸[14], 革兰氏阴性菌
中邻苯二甲酸通过邻苯二甲酸 4,5-双加氧酶作用生
成 4,5-二羟基邻苯二甲酸后[15], 均进一步形成原儿
茶酸等双酚化合物, 芳香环再开裂形成相应的有机
酸, 进而转化成丙酮酸、琥珀酸、延胡羧酸等进入
三羧酸循环, 最终转化为 CO2和 H2O[16,17]。印度学 

 
表 1  JDC-3 对不同初始浓度 DMP 生物降解的动力学方程 

Table 1  DMP degradation kinetics equation in defferent initial concentration by strain JDC-3 

初始浓度 
Initial concentration(mg/L) 

动力学方程 
Kinetics equation 

半衰期 
Half-life(h) 

相关系数 
Correlation coefficient(r) 

100 ln C = −0.07192 t+4.78277 12.11 0.95732 

200 ln C = −0.06673 t+5.45141 12.56 0.97387 

300 ln C = −0.06648 t+5.85879 12.77 0.97791 

500 ln C = −0.04950 t+6.46373 19.04 0.94810 

750 ln C = −0.04528 t+6.83319 20.01 0.96474 

1000 ln C = −0.04411 t+7.22431 22.89 0.96450 
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者 Neelakanteshwar 等人[18]报道 DBP 在 Delftia sp. 
TBKNP-05 菌的降解下是通过邻苯二甲酸 4,5-双加
氧酶的作用生成 4,5-二羟基邻苯二甲酸。但在本研
究中, 以一对简并引物首次在Delftia sp. JDC-3中扩
增出基因片段, 在 NCBI 中进行同源性分析, 发现
该片段推导的氨基酸序列与 Terrabacter sp. DBF63、
Arthrobacter keyseri菌邻苯二甲酸 3, 4双加氧酶大
亚基(PhtAa)的相似度分别为 86%、85%。而与革兰
氏阴性菌中的邻苯二甲酸 4,5-双加氧酶并没有同源
性, 该结果与目前国际上普遍认为的代谢途径不相
一致, 预示着在邻苯二甲酸到原儿茶酸这一关键步
骤中, 革兰氏阴性菌也可能存在着和革兰氏阳性菌相
同的降解途径, 明确的结论需要进一步验证, 这是首
次从分子水平上得出的与现有途径不一致的结论。 

3) 在不同初始浓度的条件下, 首次以 DMP 为
唯一碳源, 研究了 Delftia sp. JDC-3 的降解动力学, 
结果表明当浓度低于 300 mg/L时, 该菌的降解速率
基本一致, 当浓度超过 300 mg/L时, 随着浓度的不
断增加, 降解速率逐渐减小, 说明高浓度的 DMP对
Delftia sp. JDC-3有一定的毒害作用, 延长了该菌的
适应期。 
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