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摘  要：【背景】偶氮染料及其降解产物对生物具有高毒性和“三致”效应，利用共代谢强化纯培

养细菌菌株或共培养混合菌群降解偶氮染料去除效能是一种环境友好型方法，但针对共基质调控下菌

群/菌株的效能差异机制比较研究有待深入。【目的】考察果糖作为共基质强化功能菌群 DDMZ1 和功

能菌株 DDMZ1-1 (经鉴定属于 Burkholderia sp.)降解脱色活性黑 5 (reactive black 5, RB5)的效能差

异机制。【方法】优化功能菌群/菌株培养条件，对果糖共代谢强化功能菌群/菌株的脱色性能及偶

氮还原酶活性进行测定，通过液相色谱-飞行时间串联质谱联用仪(LC-TOF-MS)及植物毒性实验对

RB5 降解产物进行分析鉴定及毒性评估，并考察比较功能菌群/菌株对不同结构染料的广谱脱色性

能。【结果】功能菌群 DDMZ1 和功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1 在优化条件下(pH 5.5, 37 ℃)
对 RB5 的去除效率分别为 79%和 73%，而且功能菌群对高盐环境具有更强的适应优势。果糖的添

加能够显著提升功能菌群/菌株对不同初始浓度 RB5 的脱色性能，特别是针对 200 mg/L RB5 的去
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除效率相较于不添加果糖的样品分别提升了近 21%和 27%。样品 FRU200 (添加果糖)反应 24 h 后显

著刺激功能菌群/菌株分泌胞外偶氮还原酶进而增强其活性。LC-TOF-MS 分析显示，RB5 在功能菌

群 DDMZ1 果糖共代谢体系中被生物降解成更多分子量低、结构简单的代谢产物。功能菌群/菌株体

系中 RB5 降解产物的植物毒性在果糖共代谢作用下均显著降低。功能菌群 DDMZ1 相较于功能菌

株 Burkholderia sp. DDMZ1-1 对不同结构类型染料具有更强的广谱脱色性能。【结论】功能菌群

DDMZ1 利用果糖共代谢强化活性黑 5 的去除效能、功能酶活、产物脱毒作用均显著优于功能菌株

Burkholderia sp. DDMZ1-1，为共基质生物强化技术在含偶氮染料废水领域的应用提供理论基础。 
关键词：果糖；功能菌群 /菌株；活性黑 5；降解产物；毒性评估  
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Abstract: [Background] Azo dyes and their degradation products are highly toxic and have 
carcinogenic, teratogenic, and mutagenic effects on organisms. Using co-metabolism to enhance 
the degradation and removal efficiency of azo dyes by pure cultured bacterial strain or 
co-cultured flora is environmentally friendly, whereas the comparative study on different 
efficiencies and mechanisms of bacterial flora/strain under co-substrate regulation needs to be 
further studied. [Objective] To investigate the efficiencies and mechanisms of functional flora 
DDMZ1 and strain DDMZ1-1 (identified as Burkholderia sp.) in the degradation and 
decolorization of reactive black 5 (RB5) enhanced by fructose as a co-substrate. [Methods] The 
culture conditions of functional flora/strain were optimized, and the decolorization performances 
and azoreductase activities of functional flora/strain enhanced by fructose co-metabolism were 
determined. The identification and toxicological assessment of RB5 degradation products were 
performed by the liquid chromatography/time-of-flight/mass spectrometry (LC-TOF-MS) and 
phytotoxicity test. The broad-spectrum decolorization performances of functional flora/strain on 
decolorizing dyes with varied structures were compared and investigated. [Results] The 
removal efficiencies of RB5 by the functional flora DDMZ1 and Burkholderia sp. DDMZ1-1 
under the optimal conditions (pH 5.5, 37 ℃) were 79% and 73%, respectively, and the 
functional flora exhibited stronger adaptive advantages to the high-salinity environment. The 
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addition of fructose significantly stimulated the decolorization performance of functional 
flora/strain to RB5 with different initial concentrations. Compared with the flora/strain samples 
without fructose, those with fructose increased the removal efficiencies of 200 mg/L RB5 by 
nearly 21% and 27%, respectively. The sample FRU200 (with fructose) significantly stimulated 
functional flora/strain to secrete extracellular azoreductases after 24 h, thus enhancing the 
enzyme activity. LC-TOF-MS analysis indicated that RB5 was biodegraded into various 
metabolites with low molecular weights and simple structures in the fructose co-metabolic 
system of functional flora DDMZ1. The phytotoxicity of RB5 degradation products in the 
flora/strain system was significantly reduced via fructose co-metabolism. Compared with 
Burkholderia sp. DDMZ1-1, the functional flora DDMZ1 exhibited a stronger broad-spectrum 
degradation ability to dyes with varied structures. [Conclusion] Compared with Burkholderia 
sp. DDMZ1-1, the functional flora DDMZ1 has better removal efficiency, functional enzyme 
activity, and product detoxification of RB5 enhanced by fructose co-metabolism. This paper 
provides a theoretical basis for the application of co-substrate bioaugmentation technology in 
the treatment of wastewaters containing azo dyes. 
Keywords: fructose; functional flora/strain; reactive black 5; degradation products; toxicity 
assessment 
 

偶氮染料是目前应用最为广泛、品种最多

的一类合成染料，而在染色过程中通常约有

15%−50%的偶氮染料进入废水[1]。这些带有深

色的偶氮染料及其芳香胺的还原代谢产物对多

种生物具有高毒性、致突变性和致癌性 [2]。因

此，大量含有偶氮染料的有色废水若不经处理排

放到自然水体，不仅降低洁净水的可用量，而且

会对生态系统产生不利影响，最终危害人体健

康 [3]。因此，在偶氮染料及其残留的中间体进

入环境之前进行有效处理是必不可少的步骤。 
目前，生物法在偶氮染料废水处理过程中

有着广阔的应用前景，这主要归因于其成本低

廉、处理量大、环境友好等优点。许多国内外

学者将从不同环境中分离筛选出的具有独特代

谢特性的微生物作为生物资源广泛应用于对某

些特定污染物的降解[4-5]，其中，细菌已经被证

实在印染废水处理过程中发挥了重要作用[6-7]。

目前已有大量文献报道了一些对偶氮染料具有

降解脱色能力的细菌菌株[8-9]。Mahmood 等[10]从

纺织废水灌溉的土壤中分离出一株 Bacillus sp. 
SR-2-1/1，该菌株能够耐受高浓度重金属并高

效脱色活性黑 5、直接蓝 1 等偶氮染料，可作

为菌剂对偶氮染料污染的土壤进行生物修复以

提高农业生产力。但单一菌株处理偶氮染料的

种类有限且对作用条件的适应范围较窄，不能

更进一步降解产生的芳香胺类致癌性中间代谢

产物[11]。然而由不同菌株组成、结构复杂的微

生物菌群具有不同菌株分解代谢多样性的互补

性及对外界环境的强适应性，进而使得微生物

菌群具有对染料更高的脱色性能及更广泛的底

物特异性，而且可以借助微生物之间的协同作

用实现对偶氮染料的彻底降解与矿化[12-13]。据

报道，一种从受污染土壤中分离出的嗜热菌群

在偶氮染料直接黑 G 初始浓度为 200−600 mg/L
范围内生长良好，而且培养 48 h 后脱色率均高

达 95%以上[13]。然而，针对上述纯培养细菌菌

株与共培养混合菌群脱色性能的比较研究很

少，而有关其潜在效能差异机制的报道则更
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少。 
共代谢作为一种发展前景广阔的生物技

术，已被广泛应用于提高对难降解污染物的生

物去除性能。目前，大多数偶氮染料在降解体

系中无法作为微生物生长和代谢的唯一碳源或

能源。因此，向微生物系统中投加最佳共基

质，特别是糖源可显著促进微生物生长并激活

特异性 /非特异性酶，进而大大增强对偶氮染

料的生物处理能力。例如，经常用作增强偶氮

染料脱色性能的首选共基质葡萄糖，Eskandari
等[7]将其投加到由耐低温细菌组成的菌群 StSp
中以提升该菌群对 RB5 的脱色能力。一株新分

离的假单胞菌(Pseudomonas sp.)利用果糖作为

共基质，在优化条件下(pH 7.0, 37 ℃)培养 24 h
对 50 mg/L 初始浓度的偶氮染料 C.I.活性红 H-3B
的脱色率高达 96%[14]。因此，采用共基质强化

技术提高纯培养细菌菌株或共培养混合菌群脱

色效能是一个值得探索的研究方向，但目前对

共基质强化技术的研究主要集中在强化细菌脱

色效能方面，对其中的功能酶作用机制、微生

物学作用机理研究尚不足。 
前期功能菌群 DDMZ1 利用在代谢水平上

互为关联的糖源(葡萄糖、果糖、蔗糖、葡萄糖+
果糖)共代谢脱色降解偶氮染料的效能差异比

较研究中，果糖在所选糖源中被证实是最佳共基

质[15]。基于此，本研究旨在考察并比较最佳糖

源——果糖作为共基质强化功能菌群 DDMZ1
和功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1 降解脱

色高毒性双偶氮染料 RB5 的效能差异机制。实

验对功能菌群/菌株的理化特性和培养条件(pH、

温度和盐浓度)进行优化。通过对染料 RB5 初

始浓度的耐受性评价果糖在功能菌群/菌株降解

体系中的共代谢潜力，并考察比较功能菌群/菌株

降解脱色RB5过程中分泌的偶氮还原酶活性。通

过液相色谱 -飞行时间串联质谱联用仪 (liquid 

chromatography/time-of-flight/mass spectrometry, 
LC-TOF-MS)鉴定 RB5 降解产物并提出果糖共

代谢体系中的 RB5 降解路径。此外，通过绿豆

毒性实验对 RB5 及其降解产物进行植物毒性评

估，考察比较功能菌群/菌株对不同结构类型染料

的广谱脱色性能。本研究以期揭示功能菌群/菌
株利用果糖共代谢降解脱色活性黑 5 的效能差

异情况及其微观生物学作用机制，为共基质生

物强化技术在含偶氮染料废水领域的应用提供

理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

功能菌群 /菌株来源于从上海松江污水处

理厂二沉池中收集的新鲜活性污泥，将其作为

接种微生物用无菌玻璃珠在无菌条件下打散制

成污泥悬液。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

活性黑 5 (reactive black 5, RB5)，Sigma- 
Aldrich 公司；活性艳蓝、孔雀石绿、刚果红、

酸性橙 7、酸性红 112、酸性黑 1，上海安谱实

验科技股份有限公司；酵母提取物、果糖，生

工生物工程(上海)股份有限公司；细菌基因组

DNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)有限公

司；磷酸二氢钾、无水硫酸钠、氯化铵，上海

国药集团化学试剂有限公司。 
压力蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械厂；

超净工作台，上海博讯实业有限公司医疗设备

厂；微量紫外分光光度计，Implen 公司；高速

冷冻离心机，Thermo 公司；PCR 扩增仪，杭

州朗基科学仪器有限公司；生化培养箱，上海

那艾精密仪器有限公司。 
1.1.3  培养基 

基础培养基(g/L)：磷酸二氢钾 2.66，无水
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硫酸钠 0.50，氯化铵 0.20，酵母提取物 3.00。
果糖培养基是在基础培养基成分的基础上添加

3.00 g/L 果糖制备而成。实验所用培养基均需

用高压灭菌锅 0.10 MPa 灭菌 30 min。 

1.2  功能菌群/菌株的筛选驯化与分离鉴定 
将污泥悬液接种于基础培养基中，通过浓

度梯度压力驯化法筛选出对偶氮染料 RB5 具有

高效脱色降解性能的天然功能菌群 DDMZ1，
具体过程见已发表的相关报道[16]。 

利用固体平板分离纯化法从功能菌群

DDMZ1 中分离获得一株高效脱色降解 RB5 的

单菌 DDMZ1-1。利用细菌基因组 DNA 抽提试

剂盒提取该菌株的基因组，采用 PCR 扩增单菌

的 16S rRNA 基因，所用引物为 27F (5′-AGAGT 
TTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACC 
TTGTTACGACTT-3′)[17]。PCR 反应体系(25 μL)：
10×Taq buffer 2.5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 1 μL，
正、反向引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，Taq DNA
聚合酶(5 U/μL) 0.2 μL，DNA 模板 0.5 μL，

ddH2O补足25 μL。PCR反应条件：94 ℃ 4 min；
94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 60 s，30 次循环；

72 ℃ 10 min；4 ℃保存。扩增后的产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳检测质量后，委托生工生物工

程(上海)股份有限公司对 PCR 产物进行纯化与

序列测定。最后利用 BLAST 工具将获得的序

列与 NCBI 上 GenBank 数据库中保存的序列进行

比对，确定菌属，并使用 MEGA 5 软件为该单菌

构建系统发育树[18]。 

1.3  不同理化条件对功能菌群/菌株脱色及

生物量的影响 
将基础培养基分别用醋酸盐、磷酸盐和硼

酸盐缓冲液调节至不同 pH 值(3.0、3.5、4.0、
4.5、 5.0、 5.5、 6.0、 6.5、 7.0、 7.5、 8.0、

8.5、9.0、9.5、10.0)，置于不同温度(25、30、
35、 37、 40、 45 ℃)、盐浓度 (0%、 0.5%、

1%、 1.5%、 2%、 2.5%、 3%、 3.5%、 4%、

4.5%、5% NaCl，质量体积分数)条件下恒温静

置培养 48 h，以评估和比较不同理化条件对功

能菌群/菌株脱色 RB5 效能及生物量的影响。

每个实验条件做 3 组平行试验，脱色率根据公

式(1)计算，细菌生物量通过衡量菌体密度的指

标 OD600 来表征[19]。 
脱色率(%)=(A0−At)/A0×100               (1) 
式中：A0 为染料溶液脱色前的初始吸光度值；

At 为染料溶液特定反应时间(t)后的吸光度值。 

1.4  果糖对功能菌群/菌株脱色不同初始浓

度 RB5 的影响 
在优化条件下向基础培养基和果糖培养基

中分别添加不同初始浓度 (100、200、300、
400、500、600、800、1 000、1 500 mg/L) 
RB5，于培养箱中 37 ℃静置培养 48 h后测定脱

色液脱色率，以评价果糖作为共基质对功能菌

群/菌株脱色 RB5 的影响。每个初始 RB5 浓度

条件做 3 组平行试验。 

1.5  偶氮还原酶活性测定 
按 10% (体积分数)的接种量将功能菌群

DDMZ1 和功能菌株 DDMZ1-1 分别接种于  
200 mg/L RB5 的基础培养基和果糖培养基中，

于 37 ℃恒温静置培养后测定偶氮还原酶活

性，以研究不同时刻(6、12、24 h)果糖对功能

菌群/菌株脱色降解 RB5 过程中胞内和胞外偶

氮还原酶活性的影响。每个实验条件做 3 组平

行，胞内和胞外偶氮还原酶活性的测定方法具

体见已发表的相关报道[15]。 

1.6  RB5 降解产物分析 
1.6.1  紫外可见全波长分光光谱分析(ultraviolet- 
visible spectroscopy, UV-Vis) 

将功能菌群 DDMZ1 和功能菌株 DDMZ1-1
按 10% (体积分数)的接种量分别接种于 200 mg/L 
RB5 的基础培养基和果糖培养基中，于 37 ℃
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恒温静置培养。取 0、6、12、24 h 脱色液各   
2 mL，8 000 r/min 离心 10 min 收集上清液。将

收集的上清液稀释 8 倍，在 200−800 nm波长范

围内测定其紫外可见全光谱图。 
1.6.2  液相色谱-飞行时间串联质谱联用分析

(LC-TOF-MS) 
取上述条件下 24 h 脱色液各 100 mL，以 

8 000 r/min离心10 min后保留上清液。用0.22 μm
水相针式滤器过滤上清液并转移至色谱瓶中，

利用液相色谱 - 飞行时间串联质谱联用仪

(LC-TOF-MS, Agilent QTOF6520)分析鉴定 RB5
降解产物。色谱柱采用 Agilent zorbax 300 
Extend-C18 (4.6 mm×150 mm)，柱填料粒径为 
3.5 μm。二元流动相 A 为含 20 mmol/L 乙酸铵的

超纯水，流动相 B 为含 20 mmol/L 乙酸铵的甲

醇，洗脱方式是流动相 A 从 0 min (75%)→8 min 
(65%)→12 min (65%)→14 min (75%)→22 min 
(75%)。将来自 HPLC 柱的洗脱液依次导入二

极管阵列检测器和 Q-TOF质谱仪的电喷雾电离

源。质谱仪在 50−1 100 m/z 的正负离子模式下

检测。干燥气体的流速、温度和喷雾压力分别

为 9 L/min、300 ℃和 40 psig。毛细管电压和锥

孔体电压分别保持在 170 V 和 65 V。 

1.7  毒性评估 
通过绿豆毒性实验对 RB5 及其降解产物进

行植物毒性评估，以评价果糖作为共基质对功

能菌群/菌株脱色降解 RB5 后的产物毒性影响。

绿豆毒性实验选用绿豆种子作为研究对象，分

别用 10 mL 超纯水、RB5 溶液(200 mg/L)及其

48 h后降解产物灌溉种子(种子数量均为 20粒)，

于 25 ℃恒温箱中孵育 2 d 后记录种子发芽率(%)，

5 d 后记录种子的胚根长度、胚芽长度及种子

鲜重，并计算胚芽和胚根的生长抑制率[20]。 

1.8  染料广谱脱色性能评估 
按 10% (体积分数)的接种量将功能菌群

DDMZ1 和功能菌株 DDMZ1-1 分别接种于基础

培养基和果糖培养基中，加入不同结构的染料

(活性黑 5、活性艳蓝、孔雀石绿、刚果红、酸

性橙 7、酸性红 112 和酸性黑 1)使这些染料的

终浓度均为 200 mg/L。于 37 ℃下恒温静置培

养 48 h 后测定脱色液脱色率，以评价果糖作为

共基质对功能菌群/菌株脱色不同结构染料广谱

性能的影响。每种染料条件做 3 组平行试验。 

1.9  统计学分析 
采用 Origin 8.0 软件进行基础数据处理。利

用 IBM SPSS Statistics 26 软件进行统计分析，

结果用平均值±标准差表示，对不同处理组数

据进行单因素方差分析，P<0.05 表明数据存在

显著性差异。 

2  结果与讨论 
2.1  功能菌株鉴定 

从功能菌群 DDMZ1 中共分离出近 13 种不

同的单菌，其中菌株 DDMZ1-1 生长迅速，对

RB5 的脱色降解能力最强。菌株 DDMZ1-1 是

一种革兰氏阴性细菌，菌体形态特征呈现杆状

(图 1A)。基于序列相似性分析结果可知，菌株

DDMZ1-1 与伯克霍尔德菌 (Burkholderia sp.) 
TSH72 (GenBank 登录号为 AB508863)表现出

99%的相似性。因此，功能菌株 DDMZ1-1 被鉴

定为伯克霍尔德菌，将其命名为Burkholderia sp. 
DDMZ1-1，GenBank 登录号为 MK583567。图 1B
显示了 Burkholderia sp. DDMZ1-1 与其他细菌

之间的系统发育关系。 

2.2  不同理化条件对功能菌群/菌株脱色及

生物量的影响 
从图 2A 可以明显看出，样品在 pH 3.0 时

脱色率极低，表明过酸环境会严重抑制功能菌

群/菌株对 RB5 的脱色效果；而当 pH 5.5 时功

能菌群 DDMZ1 和功能菌株 Burkholderia sp.  
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图 1  Burkholderia sp. DDMZ1-1 的扫描电镜图(A)和系统发育树(B)   采用邻位相连法构建的系统发

育树，分支节点上和括号中的数字分别表示 1 000 次重复的>50%的引导值和 GenBank 登录号；标尺 0.05
代表核苷酸替换率 
Figure 1  The SEM photograph (A) and phylogenetic tree (B) of Burkholderia sp. DDMZ1-1. The tree was 
constructed using the neighbor-joining method, and the bootstrap values>50% based on 1 000 replications 
and GenBank accession numbers were given at branch points and brackets, respectively; Scale bar indicated 
0.05 substitutions per nucleotide position. 
 
DDMZ1-1 对 200 mg/L RB5 脱色效果最佳，48 h
脱色率分别达到了 81%和 73%。此外，功能菌

群/菌株在 pH 适应性方面相较于菌群 StSp (pH 
6.0−11.0)[7]和单菌 Trichoderma harzianum RY44 
(pH 3.0−6.0)[21]有较大优势。除了 pH 外，环境

温度和盐度对微生物脱色性能也有显著影响。

如图 2B 所示，在温度 25−37 ℃范围内，功能

菌群/菌株对 RB5 脱色效果随着温度的升高而

增加，而且在 37 ℃时分别达到了 79%和 73%
的最大脱色率；但当温度升高至 45 ℃时样品几

乎无脱色效果，这主要是由于高温严重抑制了

功能菌群 /菌株细胞内酶的活性并导致部分酶

失活。由图 2C 可知，功能菌群/菌株在 NaCl
浓度为 2.0%时对 RB5 的脱色效果最好，48 h
脱色率分别达到了 84%和 80%；而在 5.0%的高

盐浓度下，功能菌群/菌株对 RB5 仍有较高的

脱色性能(62%和 35%)。据报道，一株从印染

废水活性污泥中分离获得的单菌 Pigmentiphaga 
daeguensis AN-4a 在 NaCl 浓度增加到 0.5%时，

对 10 mg/L 苯胺的去除率仅为 15.5%[22]。因

此，功能菌群 /菌株均具有较高的耐盐性。此

外，从上述这些图中可以明显看出，功能菌群

DDMZ1 在优化条件下(pH 5.5, 37 ℃)对 RB5 的

去除效率均高于功能菌株 Burkholderia sp. 
DDMZ1-1，而且功能菌群对碱性及高盐环境

均有更显著的适应性(P<0.05)。 
由图 2 中生物量结果可知，功能菌群/菌株

在不同理化条件下的菌体密度具有明显差异

(P<0.05)。将其与脱色结果相比较，可以明显看出

生物量的增加并不意味着脱色率的增加。例如，

在图 2D 中功能菌群 DDMZ1 在 pH 3.5 时 OD600

为 2.22，脱色率为 51% (图 2A)，而在 pH 5.0 时脱

色率为 74%，OD600 仅为 1.88。比较图 2B、2C
和图 2E、2F 还会有更多类似的结果，且该结论 
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图 2  不同理化条件对功能菌群/菌株脱色性能和生物量的影响 
Figure 2  Effects of disparate physicochemical conditions on decolorization performance and bacterial 
density of functional flora/strain. *: P<0.05. 
 
 

同样适用于功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1。
这表明细菌生物量并不是功能菌群 /菌株脱色

RB5 的决定性因素，可能还受到其他内在因素

的影响，如菌群群落结构、酶的分泌等。 

2.3  果糖对功能菌群/菌株脱色不同初始浓

度 RB5 的影响 
由图 3 可知，功能菌株的 FRU 组(添加果糖)

与 BAC 组(不添加果糖)相比差异显著(P<0.05)， 
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图 3  果糖对功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1
脱色不同初始浓度 RB5 的影响   BAC：基础培

养基+功能菌株+不同初始浓度 RB5；FRU：果糖

培养基+功能菌株+不同初始浓度 RB5  
Figure 3  Effect of fructose on decolorization 
performance on different initial concentrations of 
RB5 by Burkholderia sp. DDMZ1-1. BAC: Basic 
medium+Burkholderia sp. DDMZ1-1+RB5; FRU200: 
Fructose medium+Burkholderia sp. DDMZ1-1+RB5. 
*: P<0.05. 
 
说明果糖的添加能够显著提升功能菌株对不同

初始浓度 RB5 的脱色性能。结合比较已发表在

相关文献中的功能菌群对应实验结果[23]可知，功

能菌群/菌株在果糖培养基中对 200 mg/L RB5 的

脱色效率分别高达 98%和 97%，比不添加果糖

样品的脱色率提升了近 21%和 27%。在已报道

的研究中，一株酿酒酵母菌 X19G2 利用葡萄糖

作为共基质在 48 h 内对 150 mg/L RB5 的最大

脱色效率也高达 99%[24]。这说明针对同一目标

污染物，不同的微生物对糖源的响应不同，而

导致这种共代谢特异性的潜在机制可能与酶的

分泌、功能基因和功能蛋白的差异表达等内在

因素有关。之后随着 RB5 初始浓度的增加，功

能菌群/菌株对 RB5 的脱色率有所下降，但在

果糖培养基中对 1 500 mg/L RB5 的脱色率仍达

到了 48%和 44%左右。因此，在难降解印染废

水处理过程中添加果糖以提高脱色效率是可行

的，且功能菌群/菌株对高浓度 RB5 的耐受性

和脱色潜力使其成为具有良好降解应用前景的

生物资源。 
2.4  偶氮还原酶分析 

由表 1可知，功能菌群/菌株参与 RB5降解

脱色的偶氮还原酶活性随着反应时间的增长而

增强，且所有样品的胞外偶氮还原酶活性相较

于胞内偶氮还原酶活性均显著增加了近 2−3 倍。

据报道，单菌 Alishewanella sp. CBL-2 对偶氮

染料的降解脱色主要归因于胞外酶 [25]。这些 
 
表 1  不同时刻降解脱色后胞内和胞外偶氮还原酶活性 
Table 1  Intracellular and extracellular azoreductase activities after decolorization at different reaction times 
功能菌群/菌株 
Functional 
flora/Strain 

样品 
Samples 

偶氮还原酶活性 
Azoreductase activity (U/mg-protein) 
胞内 
Intracellular  
(6 h) 

胞外 
Extracellular 
(6 h) 

胞内 
Intracellular 
(12 h) 

胞外 
Extracellular 
(12 h) 

胞内 
Intracellular 
(24 h) 

胞外 
Extracellular 
(24 h) 

DDMZ1 BAC200 5.30±0.15b 14.11±0.07b 9.64±0.08b 18.26±0.11b 12.39±0.04b 22.50±0.10c 
FRU200 9.26±0.17a 21.20±0.09a 12.73±0.08a 26.47±0.12a 17.14±0.09a 30.12±0.12a 

Burkholderia sp. 
DDMZ1-1 

BAC200 3.33±0.04d 9.70±0.09d 4.61±0.02d 11.48±0.07d 6.21±0.04d 19.65±0.14d 
FRU200 4.82±0.07c 10.27±0.07c 6.43±0.05c 16.64±0.04c 10.47±0.08c 24.14±0.12b 

BAC200：基础培养基+功能菌群/菌株+RB5 (200 mg/L)；FRU200：果糖培养基+功能菌群/菌株+RB5 (200 mg/L). 数据

为 3 次重复的平均值±标准误差. 同列不同小写字母表示不同样品间的显著性差异(P<0.05) 
BAC200: Basic medium+functional flora/strain+RB5 (200 mg/L); FRU200: Fructose medium+functional flora/strain+RB5 (200 mg/L). 
Data were shown as Mean±SE of 3 replicates. Different lowercase letters in the same column indicated significant differences 
among disparate samples (P<0.05). 
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结果表明，功能菌群/菌株降解脱色 RB5 主要

依靠于胞外偶氮还原酶的作用。此外，接种

功能菌群 DDMZ1 的样品在不同时刻的胞内

和胞外偶氮还原酶活性均明显高于接种功能

菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1 的样品。例

如，接种功能菌群 DDMZ1的样品BAC200培养

24 h 后的胞内和胞外偶氮还原酶活性分别为

12.39 U/mg-protein和22.50 U/mg-protein，而接种

功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1 的样品

BAC200 中胞内和胞外偶氮还原酶活性分别

为 6.21 U/mg-protein 和 19.65 U/mg-protein。添加 

果糖组别的偶氮还原酶活性较不添加果糖样品

显著提升(P<0.05)，特别是接种功能菌群 DDMZ1
的样品 FRU200 培养 24 h 后的胞外偶氮还原酶

活性比样品 BAC200 高约 7.62 U/mg-protein。
因此，果糖作为共基质能显著刺激功能菌群/菌
株分泌偶氮还原酶，进而增强其催化偶氮键还

原裂解的活性[9]。 
2.5  RB5 降解产物 
2.5.1  UV-Vis 分析 

RB5 在 597、392 和 311 nm 处有 3 个特征

吸收峰(图 4)，主要归因于偶氮双键体系中存在 
 

 
 

图 4  功能菌群/菌株对RB5脱色 6、12、24 h的紫外-可见扫描谱图   A：BAC200-基础培养基+DDMZ1+ 
RB5 (200 mg/L). B：FRU200-果糖培养基+DDMZ1+RB5 (200 mg/L). C：BAC200-基础培养基+Burkholderia 
sp. DDMZ1-1+RB5 (200 mg/L). D：FRU200-果糖培养基+Burkholderia sp. DDMZ1-1+RB5 (200 mg/L) 
Figure 4  The UV-vis spectra of RB5 treated for 6 h, 12 h, 24 h by the flora/strain in BAC and FRU media. 
A: BAC200-basic medium+DDMZ1+RB5 (200 mg/L). B: FRU200- fructose medium+DDMZ1+RB5 (200 mg/L). 
C: BAC200-basic medium+Burkholderia sp. DDMZ1-1+RB5 (200 mg/L). D: FRU200-fructose 
medium+Burkholderia sp. DDMZ1-1+RB5 (200 mg/L). 
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的发色基团以及萘和苯组分[26-27]。脱色不同时

间后的 RB5 光谱显示，3 个特征吸收峰显著降

低，且在 579、565、340 和 261 nm 等波长处检

测到新的吸收峰。这一系列特征峰波长和峰强

的变化表明 RB5 染料分子中的主要发色基团已

被功能菌群/菌株(部分)降解，产生了新的代谢

产物。此外，接种功能菌群 DDMZ1 的样品脱

色不同时刻后的 3 个特征吸收峰强度均低于接

种功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1 的样

品，表明功能菌群 DDMZ1 对 RB5 的降解脱色

能力更强。然而样品 FRU200 (含果糖)脱色不

同时间后检测到的 3 个特征吸收峰强度相较于

样品 BAC200 (不含果糖)也显著降低，这进一

步证明了果糖的添加对功能菌群 /菌株降解脱

色 RB5 的促进效果。 
2.5.2  LC-TOF-MS 分析 

功能菌群 DDMZ1 对 RB5 的代谢产物研究

已经发表在相关文献[23]中，为了深入比较功

能菌群/菌株降解 RB5 过程中的产物差异性，

本实验采用 LC-TOF-MS 技术进一步鉴定了

RB5 在功能菌株体系中的降解产物，并推导出

RB5 的降解路径(图 5)。 
在样品 BAC200 (不含果糖)中，RB5 的偶氮

键首先被功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1 分

泌的偶氮还原酶对称裂解为 1,2,7-三氨基-8-羟
基萘-3,6-二磺酸(TAHNDS)和 2-[(4-氨基苯)磺
酰基]硫酸氢乙酯(图 5A)，但这 2 个中间代谢产

物在功能菌群降解体系中均未检测到。随后，

TAHNDS 在接触氧气后容易自发地去除 2 个氢

离子，形成中间体 7-氨基-8-羟基-1,2-萘醌-3,6-二
磺酸-1,2-二亚胺(TAHNDSDP1)，再自氧化生成

二羟基萘醌-3,6-二磺酸化亚胺(TAHNDSDP2)[28]。

2-[(4-氨基苯)磺酰基]硫酸氢乙酯经过脱磺酸和

羟基化作用转化为 2-(4-氨基苯磺酰基 )乙醇

(p-Base)，再通过脱羟基化和脱氢作用生成 4-乙

烯磺酰基-苯胺(vinyl-p-Base)，且这 2 个中间

代谢产物经常在染料 RB5 降解过程中被检测  
到[29-30]。vinyl-p-Base 经过脱磺酸和羟基化作

用进一步转化为 4-氨基苯酚，并开环裂解生

成终产物 6-氨基-6-氧己酸，而 RB5 在功能菌

群不含果糖降解体系中的终产物是 6-氧代-庚
酸酰胺。 

在添加果糖的样品 FRU200 中检测到更多

低分子量、结构简单的代谢产物，并推导出更

多潜在的降解路径(图 5B)。首先，RB5 的双偶

氮键经功能菌株对称和不对称还原裂解和脱磺

酸作用生成分子量分别为 189.22、281.30、
316.28 g/mol 的 2,7,8-三氨基-萘-1-醇、2-[(4-氨基

苯)磺酰基]硫酸氢乙酯和 2-(4-二氮烯基-苯基-磺
酰基)-乙基磺酸钠，但在功能菌群果糖降解体

系中未检测到前两种中间产物。随后，2,7,8-三
氨基-萘-1-醇通过脱氨基和羟基化作用转变成

7,8-二氨基-萘-1,2-二醇。该中间代谢产物芳香

环上相邻位置的 2 个羟基被进一步氧化生成

7,8-二氨基-萘-1,2-二酮，之后芳香环发生裂解

形成 2,3-二氨基-6-(2-羧基乙基)苯甲酸，这一代

谢过程与之前 Adnan 等[26]的报道一致。最后该

产物进一步被催化裂解为(Z)-己二烯酸，或经

脱羧、脱氨基和甲基化作用生成 2,4-二叔丁基苯

胺。然而在功能菌群果糖降解体系中，2,3-二
氨基-6-(2-羧基乙基)苯甲酸通过部分脱羧作用

生成 2,3-二氨基苯甲酸。2-(4-二氮烯基-苯基-磺
酰基)-乙基磺酸钠通过加氢作用和脱磺酸作用

转化成 2-[(4-肼苯基)磺酰基]乙醇，接着通过脱

氨基作用形成 p-Base，而 2-[(4-氨基苯)磺酰基]
硫酸氢乙酯则通过脱磺酸作用直接转化成

p-Base。之后 p-Base 的降解转化过程与样品

BAC200 中相同，并且生成终产物 6-氨基-6-氧
己酸。功能菌群果糖体系中这部分降解路径与

功能菌株类似，但未检测到中间产物 2-[(4-肼苯 
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图 5  RB5 在接种功能菌株样品中的降解路径   A：BAC200-基础培养基+Burkholderia sp. DDMZ1-1+RB5 
(200 mg/L). B：FRU200-果糖培养基+Burkholderia sp. DDMZ1-1+RB5 (200 mg/L). *：根据 LC-TOF-MS
结果推测但未检测到的降解产物 
Figure 5  Proposed pathways for RB5 degradation in the samples inoculated with Burkholderia sp. 
DDMZ1-1. A: BAC200-basic medium+Burkholderia sp. DDMZ1-1+RB5 (200 mg/L). B: FRU200-fructose 
medium+Burkholderia sp. DDMZ1-1+RB5 (200 mg/L). *: By-products were not detected but postulated 
from LC-TOF-MS results. 
 

基)磺酰基]乙醇，且生成的终产物是 6-氧代-庚
酸酰胺。 

大部分检测出的降解产物是无色的，因为

它们无像偶氮键那样的生色团。显然，RB5 在

功能菌群 DDMZ1 和功能菌株 Burkholderia sp. 
DDMZ1-1 体系中的降解路径表现出了较大的

相似性与一定的差异性。其中，RB5 在功能菌

群 DDMZ1 体系中被生物降解成分子量更小且
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结构更简单的代谢产物，且添加果糖的样品

FRU200 比对照样品 BAC200 代谢形成的降解

产物更多。 

2.6  毒性评估 
短期且敏感的生态毒理学生物测定，如种

子萌发和幼苗早期生长试验，常用来评估化学

药品和工业废水的植物毒性[20]。本实验采用绿

豆作为处理对象，以超纯水和 RB5 染料作为空

白对照，比较研究了果糖共基质对功能菌群/菌
株降解脱色 RB5 后的产物植物毒性影响，结果

如表 2 所示。 
与对照样品超纯水相比，未经处理的 RB5

染料显著抑制了绿豆的种子萌发和幼苗生长

(P<0.05)，其中对幼苗根长的抑制率高达88.4%，

表明母体染料 RB5 对绿豆种子具有极大的植物

毒性作用。接种了功能菌株 Burkholderia sp. 
DDMZ1-1 的样品 BAC200具有最低的绿豆幼苗

根长和鲜重，说明 RB5 经功能菌株生物降解后

的产物比 RB5 染料本身毒性更强。然而接种了

功能菌群 DDMZ1 的样品 BAC200 的茎长和鲜

重均高于 RB5 染料样品，表明功能菌群对 RB5
有较好的脱毒作用。分别接种了功能菌群 /菌
株的样品 FRU200 (含果糖)对绿豆种子萌发几

乎无抑制作用，且 FRU200 的绿豆幼苗生长参数

值相较于RB5和对应的BAC200均有提升，特别

是在 DDMZ1 降解液中孵育的幼苗根长及在功能

菌株组别中的幼苗茎长和鲜重均具有明显差异

(P<0.05)。因此，果糖作为共基质可显著促进功

能菌群/菌株对 RB5 降解产物的脱毒作用。 

2.7  染料广谱脱色性能评估 
由图 6 可知，功能菌群/菌株对不同染料的

脱色效率存在显著差异，而这种差异性主要是由

染料的不同化学结构和取代基类型引起的[31]。

在 BAC 培养基中，功能菌群 DDMZ1 对除刚果

红外其他染料的脱色效率均普遍高于功能菌株

Burkholderia sp. DDMZ1-1。例如，功能菌群

DDMZ1 对 200 mg/L 酸性橙 7 的脱色率达到

76%左右，而功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1  
 
表 2  RB5 及其降解产物毒性对绿豆种子萌发及幼苗生长参数的影响 
Table 2  Effect of RB5 and its degradation products toxicity on seed germination and early seedling growth 
parameters of mung bean 
参数 
Parameter 

超纯水 
Ultrapure water 

RB5 DDMZ1 Burkholderia sp. DDMZ1-1 
BAC200 FRU200 BAC200 FRU200 

种子萌发率 
Seed germination rate (%) 

100 95 95 100 95 100 

茎长 
Shoot length (cm) 

4.10±0.25a 1.31±0.14c 1.81±0.29bc 1.85±0.25b 1.33±0.37bc 1.81±0.28bc 

茎长抑制率 
Shoot length inhibition rate (%) 

0 68.0 55.9 54.9 67.6 55.9 

根长 
Root length (cm) 

3.10±0.17a 0.36±0.07bc 0.18±0.05c 0.40±0.11b 0.17±0.08c 0.28±0.09bc 

根长抑制率 
Root length inhibition rate (%) 

0 88.4 94.2 87.1 94.5 91.0 

鲜重 
Fresh weight (g) 

0.36±0.05a 0.21±0.07b 0.22±0.04b 0.25±0.02b 0.18±0.04b 0.21±0.03b 

BAC200-基础培养基+功能菌群/菌株+RB5 (200 mg/L)；FRU200-果糖培养基+功能菌群/菌株+RB5 (200 mg/L). 数据为 3 次重
复的平均值±标准误差. 同行不同小写字母表示不同样品间的显著性差异(P<0.05) 
BAC200-basic medium+functional flora/strain+RB5 (200 mg/L); FRU200-fructose medium+functional flora/strain+RB5 (200 mg/L). 
Data were shown as mean±SE of 3 replicates. Different lowercase letters in the same row indicated significant differences 
among disparate samples (P<0.05). 
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图 6  功能菌群 DDMZ1 (A)和功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1 (B)对不同染料的广谱脱色性能   
BAC-基础培养基+功能菌群/菌株+染料(200 mg/L)；FRU-果糖培养基+功能菌群/菌株+染料(200 mg/L) 
Figure 6  Broad-spectrum decolorization of different dyes by the flora DDMZ1 (A) and Burkholderia sp. 
DDMZ1-1 (B). BAC-basic medium+functional flora/strain+dye (200 mg/L); FRU-fructose medium+functional 
flora/strain+dye (200 mg/L). *: P<0.05. 
 
 
 
 
 

对酸性橙 7 的脱色率仅为 62%。因此，功能菌群

DDMZ1 在处理含有此类染料的废水方面具有

更高的广谱适用性。当在生物降解体系中添加

果糖作为共基质后，功能菌群 /菌株对不同结

构染料的脱色效果相较于 BAC 组(不含果糖)均
显著提升(P<0.05)。特别是功能菌株对活性艳

蓝的脱色率在样品 FRU 中达到 80%左右，比样

品 BAC 的脱色率提升了近 35%。这些结果表

明，果糖作为共基质可以显著促进对含染料废

水的生物处理效率，且功能菌群 DDMZ1 相较于

功能菌株 Burkholderia sp. DDMZ1-1 具有更强

的染料广谱脱色性能。 

3  结论 
本文以对偶氮染料 RB5 具有高效降解脱色

性能的天然功能菌群 DDMZ1 和功能菌株

Burkholderia sp. DDMZ1-1 为研究对象，探究

并比较果糖共代谢强化功能菌群 /菌株降解脱

色 RB5 的效能及差异机制。 
(1) 功能菌群 DDMZ1 在较宽的 pH 值

(3.5−10.0)、温度(25−40 ℃)和盐浓度(0%−5%)
培养范围内对 RB5 的去除效率均高于功能菌株

Burkholderia sp. DDMZ1-1。 
(2) 在优化条件下(pH 5.5, 37 ℃)，果糖作

为共基质能够显著提升功能菌群/菌株对不同初

始浓度 RB5 的脱色性能，特别是针对 200 mg/L 
RB5 的去除效率分别高达 98%和 97%。 

(3) 果糖的添加能显著刺激功能菌群/菌株

分泌胞外偶氮还原酶进而增强其活性，且 RB5
在功能菌群 DDMZ1 果糖共代谢体系中被生物

降解成更多分子量低、结构简单的代谢产物。 
(4) 功能菌群/菌株体系中 RB5 降解产物的

植物毒性在添加果糖的样品 FRU200 中显著降

低，且功能菌群 DDMZ1 对不同结构类型染料
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具有更强的广谱脱色性能。 
本研究揭示功能菌群 /菌株利用果糖共代

谢降解脱色 RB5 的效能差异情况及其微观生物

学作用机制，为共基质强化和有效调控含偶氮

染料废水生物处理提供理论依据。 
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