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一株邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基）酯（ＤＥＨＰ）
高效降解菌的筛选及其降解特性∗

高静静　 陈丽玮　 王宜青　 陈长生　 俞　 悦　 王　 平∗∗

（南京林业大学生物与环境学院， 南京， ２１００３７）

摘　 要　 邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基）酯（ＤＥＨＰ）是一种高分子量的邻苯二甲酸酯（ＰＡＥ），因高用量、难降解

性成为一种全球性的有机污染物．从二沉池活性污泥中筛选出一株革兰氏阴性菌，能够以 ＤＥＨＰ 作为唯一碳

源和能源，高效降解 ＤＥＨＰ，命名为 ＸＢ．基于其形态、生化特性以及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析，鉴定为

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．．优化其降解 １００ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＥＨＰ 的条件，结果表明最佳降解条件为：温度 ３０—３５ ℃，ｐＨ ７．０．同
时，不同初始浓度下 ＤＥＨＰ 的降解动力学研究表明 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 对 ＤＥＨＰ 的降解符合一阶动力学模型．
当 ＤＥＨＰ 浓度为 １００ ｍｇ·Ｌ－１时，降解半衰期大约为 ８．２５ ｈ．通过 ＧＣ⁃ＭＳ 检测到了菌株 ＸＢ 降解 ＤＥＨＰ 的代谢产

物，如邻苯二甲酸（２⁃乙基己基）单酯（ＭＥＨＰ）和 ２⁃乙基己基醇，推导了其降解途径．菌株 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ
还可以以其他 ３ 种常见 ＰＡＥｓ（ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ）、苯酚、苯甲酸钠以及邻苯二甲酸等有机化合物为唯一碳源和

能源生长，表明其降解环境有毒物质的能力．结果证明 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 作为生态修复 ＰＡＥｓ 生物强化菌具

有潜在的适用性．
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ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｉｔｉａｌ ＤＥＨＰ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ⁃ｏｒｄｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ．
Ｔｈｅ ｈａｌｆ－ｌｉｆｅ ｏｆ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ８．２５ ｈ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＨＰ ｗａｓ １００ ｍｇ·Ｌ－１ ．
Ｍｏｎｏ⁃（２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ） ｐｈｔｈａｌａｔｅ ａｎｄ ２⁃ｅｔｈｙｌ ｈｅｘａｎｏｌ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ｂｙ ＧＣ⁃ＭＳ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｄｅｄｕｃｅｄ． ＰＡＥｓ （ ＤＭＰ， ＤＥＰ， ＤＢＰ）， ａｎｄ ｐｈｅｎｏｌ，
ｓｏｄｉｕｍ ｂｅｎｚｏａｔｅ， ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｌｄ ａｌｓｏ ｂｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｓｏｌｅ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍａｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＤＥＨＰ
ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＤＥＨＰ， ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ， ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ．

人类活动产生的环境污染是全世界存在的问题．近年来，人们对现代社会产生废弃物的治理越来越

关注［１］ ．ＰＡＥｓ 是一种合成化合物，其化学结构为 １，２⁃邻苯二甲酸的双烷基或芳基烷基酯，作为增塑剂、
软化剂及添加剂，广泛用于塑料、化妆品、去污剂、润滑剂、服装和农药等行业［２］ ．由于 ＰＡＥｓ 与塑料之间

不是以共价键的形式结合，在塑料的使用和处理过程中，很容易从塑料主体迁移至环境中，因此广泛存

在于大气、水体、土壤以及生物体中．邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基）酯（ＤＥＨＰ）因增塑效率高、材料相容性

好、挥发性低、耐受性好等特点，成为目前应用最广泛的增塑剂．ＤＥＨＰ 能够对机体造成生殖毒性、发育

毒性、神经毒性、多器官癌变等多种损伤，进入食物链后会威胁人类健康［３］ ．因此，美国环境保护署，欧洲

联盟和中国环境监测中心已将它列为优先控制污染物质［４］ ．
ＰＡＥｓ 在环境中水解、光解的速率非常缓慢，属于难降解物质，因此，微生物代谢是其主要降解途径

之一［５］ ．目前，国内外已有大量研究关于不同环境，如废水处理厂、污泥，、土壤和河流底泥中 ＰＡＥｓ 的生

物降解［６］ ．ＰＡＥｓ 降解菌主要有鞘氨醇单胞菌（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｐ．） ［７］、苍白杆菌（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ ｓｐ．） ［８］、节
细菌（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．） ［９⁃１０］、土壤杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．） ［１１］、类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．） ［１３］、红球菌

（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ．）［１３⁃１５］、芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．）［１６］、贪嗜菌（Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ ｓｐ．）［１７⁃１８］、戈登氏菌（Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｓｐ．）［１９⁃２１］等．
然而，大部分研究的是短侧链邻苯二甲酸酯的生物降解，对于长侧链邻苯二甲酸酯的生物降解研究却很

少．ＤＥＨＰ 结构式存在一个苯环和两个相邻的长侧链，导致其具有较低的水溶性和化学稳定性，且空间

位阻较大，相比短链邻苯二甲酸酯类较难降解，因此，目前，有关 ＤＥＨＰ 降解的报道较少［２２］ ．故需要筛选

出具有广泛适用性，高环境容忍度，高效降解的细菌．
本研究从南京江心洲污水处理厂二沉池污泥中筛选出一株能够以 ＤＥＨＰ 作为唯一碳源和能源生长

的高效降解菌 ＸＢ，经过鉴定后为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．，并研究了其降解特性．

１　 材料和方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 实验试剂

邻苯二甲酸 （２⁃乙基己基） 酯（ＤＥＨＰ）（９９．０％，分析纯）购自上海凌峰化学试剂厂．甲醇（色谱纯）
和正己烷（分析纯）购自国药化学试剂厂．本实验中的其他试剂都是分析纯，购自南京化学试剂厂．实验

中使用的玻璃器皿均用铬酸仔细清洗以减少邻苯二甲酸酯的背景污染．
１．２　 培养基的制备

无机盐培养基（ＭＳＭ）用于所有实验中（除非另外说明），包括活性污泥的驯化．培养基成分（每 １ Ｌ
蒸馏水）：Ｋ２ＨＰＯ４ ０．６ ｇ，ＮａＨ２ＰＯ４ ０．４ ｇ， ＮＨ４Ｃｌ ０．５ ｇ， ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０５ ｇ，微量元素溶液 １ ｍＬ．微量元素

溶液（每 １ Ｌ 蒸馏水）：ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ １ ｇ， ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ ０．８ ｇ， ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １．６ ｇ， （ＮＨ４） ２Ｆｅ（ＳＯ４） ２·６Ｈ２Ｏ
３．２ ｇ．ＭＳＭ 的 ｐＨ 值用 ＨＣｌ 或者 ＮａＯＨ 调至 ７．０．

ＬＢ 培养基用于细菌的富集培养：酵母浸提物 ５ ｇ·Ｌ－１，ＮａＣｌ １０ ｇ·Ｌ－１，蛋白胨 １０ ｇ·Ｌ－１，ｐＨ ７．２．营养

琼脂平板同 ＬＢ，但是加有 １．５％琼脂．配置好的培养基在 １２１ ℃高温下灭菌 ３０ ｍｉｎ 后才能使用．
１．３　 ＤＥＨＰ 高效降解菌的筛选

用于分离细菌的活性污泥取自南京江心洲污水处理厂的二沉池．筛选采用梯度压力驯化法，过程如

下：初始，２５ ｍＬ 的活性污泥加入到 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中，其中加有 １００ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＥＨＰ 以及 １００ ｍＬ 灭菌后
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的 ＭＳＭ．除了 ＤＥＨＰ，不添加其他碳源．混合液置于恒温气浴振荡器中，３０ ℃、１５０ ｒ·ｍｉｎ－１无光下振荡培

养 ５—７ ｄ，直至 ＤＥＨＰ 油滴消失．为了避免活性污泥提供营养成分，逐渐富集到能够以 ＤＥＨＰ 作为唯一

碳源和能源的生物降解菌，随后，取 ２ ｍＬ 上一次的富集液转移至新的 ＭＳＭ 中（其中 ＤＥＨＰ 递增浓度依

次为 ２００、４００、６００、８００、１０００ ｍｇ·Ｌ－１），在同样条件下培养．
在前期筛选结束后，接种针蘸取少量最后一次培养菌液，在涂有 ８００ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＥＨＰ 的 ＭＳＭ 固体培

养基上划线，划线后置于 ３０ ℃下培养一周．继代划线，待长出肉眼可见菌落，观察菌落形态，筛选出生长

特征不同的菌落，再在 ＬＢ 平板上重复划线分离纯化．得到的不同单菌落再次在涂布有 ＤＥＨＰ 的 ＭＳＭ 固

体平板上划线，以确定菌株对 ＤＥＨＰ 的降解能力．经过筛选后，获得了一株高效降解菌，命名为 ＸＢ．
１．４　 ＤＥＨＰ 高效降解菌的鉴定

用显微镜（ＪＳＫＱ⁃２Ｂ⁃４０４１）观察菌株 ＸＢ 革兰氏染色后的形态．用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序法对细菌 ＸＢ
进一步鉴定．整个测序工作委托南京金斯瑞生物科技公司进行．金斯瑞生物科技公司提供所有相关的试

剂．得到序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库，在 ＮＣＢＩ（Ｎａｔｉｏｎａｌ ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｄａｔａｂａｓｅｓ）通
过 ＢＬＡＳＴｎ 进行相似性搜索和同源性比对，以获得相似性较高的相关菌株，最后用 ＭＥＧＡ ６．０６ 采用

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统发育树．
１．５　 菌株 ＸＢ 对 ＤＥＨＰ 的降解特性

位于生长对数期的细菌活性较大，因此预先得到菌株 ＸＢ 在 ＬＢ 液体培养基 ３０ ℃下的生长曲线以

获得其生长对数期，以该生长期的菌体制备菌悬液．将分离纯化得到的菌株 ＸＢ 接种于富集培养基中培

养 １２—２４ ｈ，离心（１００００ ｒ·ｍｉｎ－１）５ ｍｉｎ 后弃去上清液，收集菌体，用灭菌后的磷酸盐缓冲液（ｐＨ ７．４）清
洗 ３ 遍后，重悬于相同的缓冲液中，制备成 ＯＤ６００ ＝ ０．７±０．０２ 的菌悬液．需要注意的是，在对菌株 ＸＢ 富集

培养之前，将菌株接种于含 ＤＥＨＰ 的无机盐培养液中生长，以完成对其的诱导作用．Ｌｉａｎｇ 等［２３］ 的研究

表明菌株 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． ＪＤＣ⁃１６ 在经过诱导后可以缩短其降解 ＤＥＰ 的停滞期．
１ ｍＬ 菌悬液（ＯＤ６００ ＝ ０．７±０．０２）加入到含有 １００ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＥＨＰ 的 ＭＳＭ 中．首先，研究以下环境因素

对细胞生长及 ＤＥＨＰ 降解的影响：温度（１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５ ℃）；初始 ｐＨ 值（４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、
９．０、１０．０ 和 １１．０）．此后，在最佳温度和 ｐＨ 下进行了菌株 ＸＢ 在 ４ ｄ 内对 ＤＥＨＰ 的降解动力学．每个锥形

瓶在加入 １００ ｍＬ ＭＳＭ 以及不同浓度的 ＤＥＨＰ（５０、１００、２００、３００、５００ ｍｇ·Ｌ－１）后培养．残留 ＤＥＨＰ 浓度

用 ＨＰＬＣ 分析．
为了检验 ＸＢ 菌体对 ＤＥＨＰ 的吸附情况，将离心后的 ＸＢ 细胞颗粒经过 ＰＢＳ 清洗 ３ 次后，重悬于

ＰＢＳ 中，配制成 ＯＤ６００ ＝ ０．７±０．０２ 的菌悬液，再经过 １２１ ℃高温 ６０ ｍｉｎ 使其失活．失活后的 ＸＢ 菌体对

ＤＥＨＰ 的吸附实验步骤同上述降解特性实验．
以上每组实验均设定非生物对照样，即未投加菌悬液的样，以消除其他物理因素影响，如光解．每个

样品设定一个平行样．数据以平均数和标准偏差表示．
１．６　 ＤＥＨＰ 降解产物的 ＧＣ⁃ＭＳ 分析

培养基中 ＤＥＨＰ 代谢产物利用 ＧＣ⁃ＭＳ （ ＴＲＡＣＥ ＤＳＱ， Ｔｈｅｒｍｏ．） 分析测定． 根据菌株 ＸＢ 对

１００ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＥＨＰ 的降解动力学实验结果，分别取处于快速降解期末期的 ２３ ｈ 以及降解完全的 ４４ ｈ 这

两个时间点的培养液进行降解产物的分析．样品经过正己烷萃取后蒸发至干，溶解在 ５ ｍＬ 甲醇中，用于

ＧＣ⁃ＭＳ 分析．条件为：进样口温度 ２５０ ℃，初始柱温 ８０ ℃，保持 ４ ｍｉｎ，然后以 １０ ℃·ｍｉｎ－１升至 ３００ ℃，保
持 ２０ ｍｉｎ，载气为氦气，速率为 １ ｍＬ·ｍｉｎ－１ ．扫描范围为 ｍ ／ ｚ ３３—４５０．
１．７　 菌株 ＸＢ 底物特异性研究

选取邻苯二甲酸二甲酯（ＤＭＰ）、邻苯二甲酸二乙酯（ＤＥＰ）、邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）等 ３ 种常见

的 ＰＡＥｓ，以及具有代表性的芳香族如邻苯二甲酸酐、水杨酸、苯甲酸、苯甲酸钠、邻苯二酚、对硝基苯酚、
苯胺、对羟基苯甲酸和邻苯二甲酸作为测试底物．在 ＭＳＭ 中加入底物使其最终浓度为 １００ ｍｇ·Ｌ－１，无菌

处理后接种相同体积的菌悬液，在 ３０ ℃、１５０ ｒ·ｍｉｎ－１下培养 ６０ ｈ 后，观察菌株 ＸＢ 的生长情况．为避免溶

液本身颜色的干扰，以待测物＋无机盐培养液作为对照．每个样设定一个平行样．
１．８　 分析方法

降解实验结束后，直接向锥形瓶中加 １０ ｍＬ 正己烷萃取培养基中残留的 ＤＥＨＰ，密封锥形瓶口，在



　 １１ 期 高静静等：一株邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基）酯（ＤＥＨＰ）高效降解菌的筛选及其降解特性 ２３６５　

涡流混合器上振荡萃取 ２ ｍｉｎ 后，静置 １０ ｍｉｎ．移取 ５００ μＬ 有机相于洗净晾干的 １０ ｍＬ 比色管中，用甲

醇定容至 ５．００ ｍＬ，摇匀，用 ０．２２ μｍ 滤膜过滤后通过 ＨＰＬＣ 测定 ＤＥＨＰ 的浓度．
ＨＰＬＣ 色谱条件：Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８ 色谱柱（１５０ ｍｍ× ４．６ ｍｍ），流动相为甲醇∶水 ＝ ９５∶５（Ｖ ∶Ｖ），流速

１ ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温 ３５ ℃，紫外检测器波长 λ＝ ２２４ ｎｍ，进样量 １０ μＬ，分析时间 ９ ｍｉｎ．培养基中微生物量

采用紫外可见分光光度计（ＴＵ８１０，普析，北京），测量培养液在 ６００ ｎｍ 的光密度值，即 ＯＤ６００ ．

２　 结果与讨论 （Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 ＤＥＨＰ 高效降解菌的分离和鉴定

经过筛选后，从活性污泥中分离得到一株菌，将其命名为 ＸＢ，其能够以 ＤＥＨＰ 作为唯一碳源和能

源．图 １（Ａ）为菌株 ＸＢ 在 ＬＢ 平板上划线，３０ ℃培养 ２４ ｈ 后形成的菌落，可以看出其形成的菌落为圆

形，乳白色、表面光滑干燥、边缘整齐、凸起、不透明．从 ＸＢ 细胞革兰氏染色后的镜检结果（图 １（Ｂ））可
以看出 ＸＢ 细胞为短杆状，属于革兰氏阴性菌．

图 １　 菌株 ＸＢ 的菌落和细胞形态特征

（Ａ）菌株 ＸＢ 在 ＬＢ 平板划线培养后菌落形态；（Ｂ）菌株 ＸＢ 革兰氏染色

Ｆｉｇ．１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＸＢ
（Ａ） Ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＸＢ ｏｎ ｔｈｅ ＬＢ ｐｌａｔｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ； （Ｂ） Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＸＢ

基于其 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的比对结果，菌株 ＸＢ 与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＦＧＩ１８２（ＣＰ００７０１２．１）有很高的

相似性（１００％）．构建的系统发育树（图 ２）结果表明这两株菌关系最近．因此，分离的菌株 ＸＢ 属于假单

胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．） ．

图 ２　 菌株 ＸＢ 系统发育树（括号中为登录号）
Ｆｉｇ．２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ⁃ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ （Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ）

一般认为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． 广泛存在于自然界中，可以从各种环境中分离得到．先前也有报道

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． 能够降解很多有机污染物．例如，Ｍａ 等［２４］ 从活性污泥中分离得到一株 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．
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Ｊｐｙｒ⁃１ 能够降解芘；Ｊａｒｉｙａｌ Ｍ 等
［２５］

从土壤中分离得到 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． 能够降解甲拌磷（一种杀虫剂）．也
有研究表明 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． 能够降解 ＤＢＰ ［４，２６］，但是能降解 ＤＥＨＰ 的很少．Ｚｅｎｇ 等［２７］ 曾报道从活性污

泥中分离得到的 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｅｎｃｅｓ ＦＳ１ 降解 ＤＥＨＰ，但是其降解半衰期较长．
２．２　 温度和 ｐＨ 对 ＤＥＨＰ 降解影响

降解实验中 ＤＥＨＰ 直接加入到 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中，而不是先溶解于丙酮达到乳化效果后再加入，因
为 Ｌｕ 等［１４］报道，未经过乳化和完全乳化的 ＰＡＥｓ 污染水样的降解效果没有太大差别．

细菌生长对环境温度很敏感．为了得到 ＸＢ 降解 ＤＥＨＰ 的最佳温度，在 ｐＨ ７．０ 下，培养 ２３ ｈ，评估不

同的温度（１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５ ℃）对 １００ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＥＨＰ 降解的影响．如图 ３（Ａ）所示，在温度 １５—
３５ ℃之间，ＸＢ 对 ＤＥＨＰ 的降解率随温度升高而逐渐增加．当温度在 ３０—３５ ℃之间时，降解速率达到最

大．温度持续上升（＞３５ ℃）导致降解率和细菌生长明显下降．当 ＸＢ 在更高的温度（４５ ℃）和更低的温度

（１５ ℃）下培养时，ＤＥＨＰ 降解率相对较低．在 ３０—３５ ℃下，达到最高降解率（７０．４７％）和最大生物量

（０．０６７），此时相关降解酶活性最高．

图 ３　 温度（Ａ）和 ｐＨ（Ｂ）对 ＸＢ 的生物量及 ＤＥＨＰ 降解率的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （Ａ） ａｎｄ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ （Ｂ） ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＸＢ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｐＨ 会限制微生物的酶活，所以培养基中 Ｈ＋浓度对细菌生长和生物降解率影响很大．为了表征菌株

ＸＢ 降解 ＤＥＨＰ 的特性，研究了在培养 ２３ ｈ 后，初始 ｐＨ（４．０—１１．０）对细菌生长以及 １００ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＥＨＰ
降解率的影响．结果如图 ３（Ｂ）所示，相比于酸性条件下，ＸＢ 在碱性条件下表现出更高的降解率和生长

量．同时，降解率与生物量之间高度对应．当 ｐＨ 值 为 ７．０ 时候，降解率最大（７２．４１％）．且可以发现即使当

ｐＨ 值达到 １１．０ 时，仍可以去除 １６．３０％的 ＤＥＨＰ．这表明该菌株可以在稍微偏碱性条件下生存．酸性条件

下较低的降解率和生物量可能是由于菌株 ＸＢ 对 ＤＥＨＰ 的不完全降解所致，降解过程中的中间产物如

邻苯二甲酸酸化了培养基，因此抑制了细菌进一步降解中间产物．该结果与先前的报道一致［２８］ ．
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 降解 ＤＥＨＰ 最佳条件为温度 ３０—３５ ℃，ｐＨ ７．０．与先前 Ｚｅｎｇ 等［２７］的报道一致：

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｅｎｃｅｓ ＦＳ１ 降解 ＤＥＨＰ 最佳条件为温度 ２０—３５ ℃，ｐＨ ６．５—８．０．
２．３　 降解动力学

不同浓度 ＤＥＨＰ 的降解动力学实验在 ３０ ℃，ｐＨ ７．０ 和 １５０ ｒ·ｍｉｎ－１下进行．结果如图 ４ 所示．需要提

到的是，在生物降解的初始阶段，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 的细胞聚集在一起包裹 ＤＥＨＰ 油滴形成不同尺寸

的聚集体，可以用肉眼观察到．这可能是由于 ＸＢ 细胞表面和 ＤＥＨＰ 的疏水反应［１４］ ．在降解过程中，菌株

ＸＢ 细胞外可能存在表面活性剂．先前也有研究报道［２１］，细胞表面的疏水性以及生物表面活性剂的产生

在各种疏水化合物的降解过程中具有十分重要的作用．
如图 ４ 所示，ＤＥＨＰ 初始浓度在 ５０—５００ ｍｇ·Ｌ－１之间，降解曲线基本相似．以 １００ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＥＨＰ 为

例，在起初 ６ ｈ 内，降解速率较慢，随后降解速率快速上升，３０ ｈ 后，降解率达到 ９０％．可以观察到，培养

５２ ｈ 后，所有浓度 ＤＥＨＰ 的降解率都超过 ９０％．而且，菌株 ＸＢ 的吸附实验结果表明，相比于 ＤＥＨＰ 的降

解，失活的 ＸＢ 细胞对 ＤＥＨＰ 的吸附量很少（数据未列出）．
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图 ４　 ＸＢ 在 ３０ ℃，ｐＨ ７．０ 和 １５０ ｒ·ｍｉｎ－１下降解 ＤＥＨＰ 动力学曲线

Ｆｉｇ．４　 ＤＥＨＰ⁃ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｃｕｒｖｅ ｂｙ ＸＢ ａｔ ３０ ℃， ｐＨ ７．０ ａｎｄ １５０ ｒ·ｍｉｎ－１

　 　 菌株 ＸＢ 对 ＤＥＨＰ（１００ ｍｇ·Ｌ－１）降解率在 ４５ ｈ 内可以达到 ９７％．关于细菌在最优条件下降解 ＤＥＨＰ
（１００ ｍｇ·Ｌ－１ ） 的其他报道，如 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． ＣＱ０１１０Ｙ 在培养 ７ ｄ 后降解 ９０％ 的 ＤＥＨＰ ［２９］；
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｅｎｃｅｓ ＦＳ１ 在培养 ６ ｄ 后 ＤＥＨＰ 降解率低于 ９０％［２７］ ．因此，相比于先前对 ＤＥＨＰ 降解研

究，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 更能高效地降解 ＤＥＨＰ．
假定 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 降解 ＤＥＨＰ 符合 Ｍｏｎｏｄ 一级动力学方程：ｌｎ Ｃ ＝ －ｋｔ ＋ Ａ，其中 Ｃ 表示

ＤＥＨＰ 浓度，ｔ 为时间，ｋ 为一阶动力学速率常数，Ａ 为常数．降解半衰期 ｔ１ ／ ２ ＝ ｌｎ２ ／ ｋ．利用公式得到表 １ 中

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 对 ＤＥＨＰ 的降解动力学方程．结果表明当 ＤＥＨＰ 初始浓度为 ５０—５００ ｍｇ·Ｌ－１，
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 对 ＤＥＨＰ 的降解符合一阶反应动力学模型．随着 ＤＥＨＰ 浓度从 ５０ ｍｇ·Ｌ－１ 增至

５００ ｍｇ·Ｌ－１，降解半衰期总体上呈现增加趋势，说明高浓度的 ＤＥＨＰ 对菌株 ＸＢ 有一定的毒害作用，延长

了 ＸＢ 的适应期，在一定程度上抑制其对 ＤＥＨＰ 的降解作用．
以上实验中设置的所有空白样（未加菌悬液）中的 ＤＥＨＰ 浓度没有明显变化，表明可以在实验中忽

略 ＤＥＨＰ 的非生物性损失．并且，样品预处理后 ＤＥＨＰ 萃取回收率为 ９５％—１０６％．

表 １　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 降解不同初始浓 ＤＥＨＰ 的动力学方程

Ｔａｂｌｅ １　 ＤＥＨＰ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｉｔｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ
初始浓度 ＤＥＨＰ

Ｉｎｉｔｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＨＰ ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

动力学方程
Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２

降解半衰期 ｔ１ ／ ２
Ｈａｌｆ⁃ｌｉｆｅ ｔ１ ／ ２ ／ ｈ

５０ ｌｎ Ｃ＝－０．０９６７ｔ ＋ ４．３３４２ ０．９４２２ ７．１７

１００ ｌｎ Ｃ＝－０．０８０４ｔ ＋ ５．０１９３ ０．９５１２ ８．２５

２００ ｌｎ Ｃ＝－０．０６００ｔ ＋５．６９９１ ０．９４３６ １１．５５

３００ ｌｎ Ｃ＝－０．０６１４ｔ ＋ ６．２３４９ ０．９４８４ １１．２９

５００ ｌｎ Ｃ ＝ －０．０４９７ｔ ＋ ６．８１２４ ０．８８９１ １３．９５

２．４　 ＤＥＨＰ 降解产物的 ＧＣ⁃ＭＳ 分析

ＧＣ⁃ＭＳ 分析表明，在培养 ２３ ｈ 后，菌株 ＸＢ 降解 ＤＥＨＰ 的代谢产物（图 ５）主要有邻苯二甲酸 （２⁃乙
基己基） 单酯（ＭＥＨＰ）以及 ２⁃乙基己基醇．而对 ４４ ｈ 后培养基中代谢产物进行 ＧＣ⁃ＭＳ 分析，并没有检

测到单酯及 ２⁃乙基己基醇，说明代谢产物已被降解．推导其降解途径：从 ＤＥＨＰ 到 ＭＥＨＰ 和 ２⁃乙基己基

醇，进一步酶解生成邻苯二甲酸，最终完全矿化．但是，尽管经过了多次检测，未能在残留培养基中检出

预期的邻苯二甲酸．正如 Ｐｒａｄｅｅｐ［３０］等报道，Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ ＳＰ１ 降解 ＤＥＨＰ 的过程中，形成了

相似的代谢产物（ＤＥＨＰ 降解产物），采用 ＧＣ⁃ＭＳ 以及 ＬＣ⁃ＭＳ 也没有检出邻苯二甲酸．但是，底物降解特

异性实验结果表明 ＸＢ 能够利用邻苯二甲酸作为唯一碳源和能源生长，很有可能在降解过程中生成的

邻苯二甲酸很快被菌株 ＸＢ 代谢，以致于检测不到．



２３６８　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３５ 卷

图 ５　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 降解 ＤＥＨＰ 的代谢产物质谱图

Ｆｉｇ．５　 ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ｏｆ ＤＥＨＰ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ

２．５　 菌株 ＸＢ 底物特异性分析

底物特异性研究的实验结果如表 ２ 所示．在培养 ６０ ｈ 后，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 既可以利用其他 ３ 种

常见 ＰＡＥｓ，也可以以苯甲酸、苯甲酸钠、苯酚、苯胺、对羟基苯甲酸、邻苯二甲酸作为唯一碳源生长．然
而，在补充有水杨酸、邻苯二酚和对硝基苯酚的 ＭＳＭ 中不能生长．菌株 ＸＢ 在苯酚中生长得很好可能是

因为苯酚在这些芳香族化合物中结构相对比较简单．与先前的研究结果相似，在微生物中存在着结构相

似的加氧酶，其能够降解超过一种芳香族化合物［１４，２８］ ．因此，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 将会在处理 ＰＡＥｓ 和一

些芳香族化合物的污染治理中有着独特的应用潜能．

表 ２　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 利用其他芳香族化合物情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ ｇｒｏｗｎ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ａｒｏｍａｔｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｓ ｔｈｅ ｓｏｌｅ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｓｏｕｒｃｅｓ
底物 Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ＣＡＳ 分子式 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ Ｍｗ 利用情况 Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ＤＭＰ １３１⁃１１⁃３ Ｃ１０Ｈ１０Ｏ４ １９４．２ ＋＋
ＤＥＰ ８４⁃６６⁃２ Ｃ１２Ｈ１４Ｏ４ ２２２．２ ＋＋
ＤＢＰ ８４⁃７４⁃２ Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４ ２７８．４ ＋＋＋
水杨酸 ６９⁃７２⁃７ Ｃ７Ｈ６Ｏ３ １３８．１２ －
苯甲酸 ６５⁃８５⁃０ Ｃ７Ｈ６Ｏ２ １２２．１２ ＋
苯甲酸钠 ５３２⁃３２⁃１ Ｃ７Ｈ６ＮａＯ２ １４４．１１ ＋＋
邻苯二酚 １２０⁃８０⁃９ Ｃ６Ｈ６Ｏ２ １１０．１１ －
苯酚 １０８⁃９５⁃２ Ｃ６Ｈ６Ｏ ９４．１１ ＋＋＋
对硝基苯酚 １００⁃０２⁃７ Ｃ６Ｈ５ＮＯ３ １３９．１１ －
苯胺 ６２⁃５３⁃３ Ｃ６Ｈ７Ｎ ９３．１２８ ＋
对羟基苯甲酸 ９９⁃９６⁃７ Ｃ７Ｈ５Ｏ３ １３７．１１ ＋
邻苯二甲酸 ８８⁃９９⁃３ Ｃ８Ｈ４Ｏ４ １６４．１２ ＋＋

　 　 注：“＋＋＋”表示生长很好，“＋＋”表示生长较好，“＋”表示能够生长，“－”表示不能生长．
Ｎｏｔｅ： “＋＋＋” ｍｅａｎｓ ｖｉｇｏｒｏｕｓ ｇｒｏｗｔｈ； “＋＋” ｍｅａｎｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ｇｒｏｗｔｈ； “＋” ｍｅａｎｓ ｇｒｏｗｔｈ； “－” ｍｅａｎｓ ｎｏ ｇｒｏｗｔｈ．

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

（１）从南京市江心洲污水处理厂污泥中分离得到一株以 ＤＥＨＰ 为唯一碳源，高效降解 ＤＥＨＰ 的细

菌，命名为 ＸＢ．基于其形态学特征以及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析，鉴定为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．） ．
（２）Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 生长和降解 ＤＥＨＰ 的最适宜培养条件为：温度 ３０—３５ ℃，ｐＨ ７．０．在此条件下，

菌株 ＸＢ 能够以 ＤＥＨＰ 作为唯一碳源和能源进行生长，在 ４５ ｈ 内对 １００ ｍｇ·Ｌ－１的 ＤＥＨＰ 降解率达到 ９７％，
降解半衰期为 ８．２５ ｈ，能够高效降解 ＤＥＨＰ．ＤＥＨＰ 初始浓度在 ５０—５００ ｍｇ·Ｌ－１时，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 对

ＤＥＨＰ 的降解符合一级反应动力学模型．
（３）通过 ＧＣ⁃ＭＳ 检出菌株 ＸＢ 降解 ＤＥＨＰ 的代谢产物邻苯二甲酸（２⁃乙基己基）单酯（ＭＥＨＰ）和

２⁃乙基己基醇，推导其降解途径：从 ＤＥＨＰ 到 ＭＥＨＰ 和 ２⁃乙基己基醇，进一步酶解生成邻苯二甲酸，最终
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完全矿化．
（４）底物降解广谱性实验表明菌株 ＸＢ 可以利用其他 ３ 种常见的邻苯二甲酸酯（ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ），

也可以以苯甲酸、苯甲酸钠、苯酚、苯胺、对羟基苯甲酸、邻苯二甲酸作为唯一碳源生长． 因此，
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＸＢ 是一株环境适应能力强，ＤＥＨＰ 降解效率高，底物范围广的降解菌．

参考文献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）
［ １ ］　 ＧＡＶＡＬＡ Ｈ， ＡＬＡＴＲＩＳＴＥ⁃ＭＯＮＤＲＡＧＯＮ Ｆ， ＩＲＡＮＰＯＵＲ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｓｏｐｈｉｌｉｃ ａｎａｅｒｏｂｉｃ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｓｌｕｄｇｅ［Ｊ］ ． Ｃｈｅｍｏｓｐｈｅｒｅ， ２００３， ５２（４）： ６７３⁃６８２．
［ ２ ］ 　 陈湖星， 杨雪， 张凯， 等． １ 株高效 ＢＢＰ 降解菌的分离与特性研究［Ｊ］ ． 环境科学， ２０１３， ３４（７）： ２８８２⁃２８８８．

ＣＨＥＮ Ｈ Ｘ， ＹＡＮＧ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ＢＢＰ⁃ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ［Ｊ］ ． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１３， ３４（７）： ２８８２⁃２８８８ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［ ３ ］ 　 ＭＡＧＤＯＵＬＩ Ｓ， ＤＡＧＨＲＩＲ Ｒ， ＢＲＡＲ Ｓ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉ⁃２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ ｐｈｔａｌａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｑｕａｔｉｃ ａｎｄ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ： Ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］ ．
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ， ２０１３， １２７： ３６⁃４９．

［ ４ ］ 　 ＬＩＡＯ Ｃ， ＣＨＥＮ Ｌ， ＣＨＥＮ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｏｒ ｄｉ⁃ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒ ｂｙ Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｒａｄｉｏｄｕｒａｎｓ ａｎｄ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｔｕｔｚｅｒｉ［Ｊ］ ． Ｃｈｅｍｏｓｐｈｅｒｅ， ２０１０， ７８ （３）： ３４２⁃３４６．

［ ５ ］ 　 严佳丽， 陈湖星， 杨杨， 等． 一株高效 ＤＥＨＰ 降解菌的分离、鉴定及其降解特性［Ｊ］ ． 微生物学通报， ２０１４， ４１（８）： １５３２⁃１５４０．
ＹＡＮ Ｊ Ｌ， ＣＨＥＮ Ｈ Ｘ， ＹＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ＢＥＨＰ⁃ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
Ｃｈｉｎａ， ２０１４， ４１（８）： １５３２⁃１５４０ （ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ） ．

［ ６ ］ 　 ＡＢＤＥＬ ＤＡＩＥＭ Ｍ Ｍ， ＲＩＶＥＲＡ⁃ＵＴＲＩＬＬＡ Ｊ， ＯＣＡＭＰＯ⁃ＰＥＲＥＺ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｍｏｖａｌ
ｆｒｏｍ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ⁃Ａ ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ， ２０１２， １０９： １６４⁃１７８．

［ ７ ］ 　 ＪＩＮ Ｄ， ＫＯＮＧ Ｘ， ＣＵＩ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉ⁃ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ ａ ｎｅｗｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｔ Ｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ ｓｐ．［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１３， １４（１２）： ２４０４６⁃２４０５４．

［ ８ ］ 　 ＷＵ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＬＩＡＮＧ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉ⁃ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ ｎｅｗｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ ｓｐ．［Ｊ］ ． Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， ２０１０， ８５（３）： ２３５⁃２３７．

［ ９ ］ 　 ＷＵ Ｄ， ＺＨＥＮＧ Ｐ， ＭＡＨＭＯＯＤ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ ＣＷ⁃１ ｆｏｒ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＥｓ［ Ｊ］ ．
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ａ， ２００７， ８（９）： １４６９⁃１４７４．

［１０］ 　 ＷＥＮ Ｚ Ｄ， ＧＡＯ Ｄ Ｗ， Ｗｕ Ｗ Ｍ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｋｉｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｔｈａｌａｔｅｓ ｂｙ ａｎ Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｔｒａｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｗｅｔｌａｎｄ ｓｏｉｌ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１４， ９８（１０）： ４６８３⁃４６９０．

［ １１］ 　 ＷＵ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＬＩＡＮＧ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ⁃ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｉ⁃ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ ｎｅｗｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃｅｓｓ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１１， ４６（５）： １０９０⁃１０９４．

［１２］ 　 ＪＩＮ Ｌ， ＳＵＮ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏ⁃ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＢＰ ｂｙ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． Ｓ⁃３ ａｎｄ Ｈ⁃２［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１４，
６８（６）： ７０８⁃７１６．

［１３］ 　 ＬＩ Ｊ， ＧＵ Ｊ， ＰＡＮ Ｌ． Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ， ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｉｓｏｐｈｔｈａｌａｔｅ ａｎｄ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｒｕｂｂｅｒ Ｓａ ａｎｄ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｇｏｍｐｅｒｔｚ ｍｏｄｅｌ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ ＆ Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ２００５， ５５（３）： ２２３⁃２３２．

［１４］ 　 ＬＵ Ｙ， ＴＡＮＧ Ｆ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ， ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ａｎｄ ｄｉ⁃ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ． Ｌ４
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｓｌｕｄｇｅ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈａｚａｒｄｏｕｓ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２００９， １６８（２⁃３）： ９３８⁃９４３．

［１５］ 　 ＪＩＮ Ｄ Ｃ， ＬＩＡＮＧ Ｒ Ｘ， ＤＡＩ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉ⁃ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ． ＪＤＣ⁃１１ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ３，４⁃
ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１０， ２０（１０）： １４４０⁃１４４５．

［１６］ 　 ＮＡＶＡＣＨＡＲＯＥＮ Ａ， ＶＡＮＧＮＡＩ Ａ Ｓ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ ａｎ ｏｒｇａｎｉｃ⁃ｓｏｌｖｅｎｔ ⁃ｔｏｌｅｒａｎｔ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｔｒａｉｎ ３Ｃ３ ａｎｄ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒ ｃｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ ＆ Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ２０１１， ６５（６）： ８１８⁃８２６．

［１７］ 　 ＰＲＡＳＡＤ Ｂ， ＳＵＲＥＳＨ Ｓ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒ ｕｓｉｎｇ ｆｒｅｅ ｃｅｌｌｓ， ｅｎｔｒａｐｐｅｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ ｓｐ． ＢＳ１ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｆｒｅｅ
ｅｎｚｙｍｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ： Ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ ＆ Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ２０１５： １７９⁃１８７．

［１８］ 　 ＰＲＡＳＡＤ Ｂ， ＳＵＲＥＳＨ Ｓ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒｓ ｂｙ Ｖａｒｉｏｖｏｒａｘ ｓｐ．［Ｊ］ ． ＡＰＣＢＥＥ Ｐｒｏｃｅｄｉａ， ２０１２， １： １６⁃２１．
［１９］ 　 ＷＵ Ｘ， ＬＩＡＮＧ Ｒ， ＤＡＩ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉ⁃ｎ⁃ｏｃｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ ＪＤＣ⁃

２ ａｎｄ Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ ＪＤＣ⁃３２ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｓｌｕｄｇｅ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈａｚａｒｄｏｕｓ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２０１０， １７６（１ ／ ３）： ２６２⁃２６８．
［２０］ 　 ＪＩＮ Ｄ Ｃ， ＢＡＩ Ｚ Ｈ， ＣＨＡＮＧ Ｄ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉ⁃ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ ａｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｓｐ ｓｔｒａｉｎ ＱＨ⁃１１： Ｇｅｎｅｔｉｃ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈａｚａｒｄｏｕｓ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２０１２， ２２１： ８０⁃８５．
［２１］ 　 ＳＡＲＫＡＲ Ｊ， ＣＨＯＷＤＨＵＲＹ Ｐ Ｐ， ＤＵＴＴＡ Ｔ Ｋ． Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉ⁃ｎ⁃ｏｃｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ Ｄｏｐ５ ［ Ｊ］ ．

Ｃｈｅｍｏｓｐｈｅｒｅ， ２０１３， ９０（１０）： ２５７１⁃２５７７．
［２２］ 　 ＬＩＡＮＧ Ｄ， ＺＨＡＮＧ Ｔ， ＦＡＮＧ Ｈ Ｈ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｔｈａｌａｔｅｓ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２００８， ８０ （２）： １８３⁃１９８．
［２３］ 　 ＬＩＡＮＧ Ｒ， ＷＵ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｅｒｏｂｉｃ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． ＪＤＣ⁃１６ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｉｖｅｒ ｓｌｕｄｇｅ［Ｊ］ ．

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１０， １７（５）： ９５９⁃９６６．
［２４］ 　 ＭＡ Ｊ， ＸＵ Ｌ， ＪＩＡ Ｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｅｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ Ｊｐｙｒ⁃１ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｃｔｉｖｅ ｓｅｗａｇｅ ｓｌｕｄｇｅ［ Ｊ］ ．

Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， １４０： １５⁃２１．
［２５］ 　 ＪＡＲＩＹＡＬ Ｍ， ＧＵＰＴＡ Ｖ Ｋ， ＪＩＮＤＡＬ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｏｒ ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｒａｔｅ ｉｎ

ａｍｅｎｄｅｄ ｓｏｉｌ［Ｊ］ ． Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓａｆｅｔｙ， ２０１５， １２２： ２４⁃３０．
［２６］ 　 ＸＵ Ｘ， ＬＩ Ｈ， ＧＵ Ｊ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ⁃ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｉ⁃ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ Ｂ⁃１［ Ｊ］ ．

Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ ＆ Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ２００５， ５５（１）： ９⁃１５．
［２７］ 　 ＺＥＮＧ Ｆ， ＣＵＩ Ｋ， ＬＩ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒｓ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｅｎｃｅｓ ＦＳ１［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃｅｓｓ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

２００４， ３９（９）： １１２５⁃１１２９．
［２８］ 　 ＨＥ Ｚ， ＸＩＡＯ Ｈ， ＴＡＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉ⁃ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ ａ ｓｔａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ， ＨＤ⁃１， ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｆｒｏｍ ａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｓｌｕｄｇｅ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， １２８： ５２６⁃５３２．
［２９］ 　 ＣＨＥＮ Ｊ， ＬＩ Ｘ， ＬＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｏｒ ｄｉ⁃２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｂｙ ａ ｎｅｗｌｙ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ，

Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ ＣＱ０１１０Ｙ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２００７， ７４（３）： ６７６⁃６８２．
［３０］ 　 ＰＲＡＤＥＥＰ Ｓ， ＳＡＲＡＴＨ ＪＯＳＨ Ｍ Ｋ， Ｂｉｎｏｄ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ ｓｔｒａｉｎ ＳＰ１ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｒｅｍｅｄｉａｔｅｓ ｄｉ （ ２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ）

ｐｈｔｈａｌａｔｅ［Ｊ］ ． Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓａｆｅｔｙ， ２０１５， １１２： １１４⁃１２１．


