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三氯乙烯降解菌的分离鉴定及其降解特性
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摘要：三氯乙烯是一种具有“三致”效应的有机氯代烃化合物，作为一种重要的化工原料在工业上广泛应用，同时也造成了大量的三氯乙烯进入自然环境，引起了严重的环境污染。为获得更为丰富的三氯乙烯降解微生物资源，利用水-硅油双相系统从实验室高浓度三氯乙烯胁迫底泥中，分离筛选得到两株三氯乙烯降解菌WF1、FT10。在三氯乙烯初始质量浓度为5 mg·L-1的条件下，培养72 h，菌WF1、FT10对三氯乙烯的降解率分别为53.36%、48.06%；在500 mg·L-1乙酸钠作为共代谢基质的情况下，降解率分别为55.95%、55.62%，降解速率明显提高。根据形态学观察、16项生理生化实验和16S rRNA序列分析结果，将菌株WT1归为Achromobacter xylosoxidans，将菌株FT10归为Sporosarcina aquimarina。对菌株培养条件进行优化，经SlideWrite统计软件拟合，菌株WT1和FT10在牛肉膏蛋白胨液体培养基上的最适生长温度分别为33.7 ℃和35.4 ℃，最适生长pH分别为7.6和7.9。
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三氯乙烯是一种易挥发的有机氯代烃化合物，作为一种优良的溶剂广泛应用于多个行业。由于不合理的废水排放和意外泄露，它被大量释放到环境中，成为底泥水体中常见的污染物之一[1]。因其分布广泛且具有致畸、致癌、致突变等潜在危险[2-3]，许多国家都已将其列入优先控制污染物黑名单[4]，因此探索高效便捷的处理方式具有重要意义。利用微生物降解三氯乙烯的方法具有去除率高、成本低等优点，因而在三氯乙烯污染治理中备受关注[5-6]。目前国际上已经分离到了可以降解三氯乙烯的多种微生物，主要有Pseudomonas、Methylocystis、Xanthobacter、Methylosinus、Desulfuromonas、Alcaligenes、Ralstonia、Burkholderia、Mycobacterium、Janibacter、Nitrosomonas等[7-10]，然而国内三氯乙烯污染治理相关的研究甚少，三氯乙烯降解菌方面的研究更为罕见。本研究从实验室高浓度三氯乙烯污染底泥中，经富集驯化筛选得到两株三氯乙烯降解菌，通过菌种鉴定确定其分类地位，并探索了降解菌的最适培养条件，以期为修复三氯乙烯污染提供理论依据。

1  实验材料与方法

1.1  仪器

GNP-9080型恒温培养箱、GLC-3型超净工作台、LDZX-40型自动高温灭菌锅、HZQ-C型气浴恒温摇床、PTC-100TM型PCR仪、GENIE-2型旋涡混合器、5415 C型高速离心机、DYY-6B型电泳仪、Bio-Rad凝胶呈像系统、XSP-8CZ型显微镜、752型紫外可见分光光度计、Agilentһ6890气相色谱仪。

1.2  实验材料

主要试剂：三氯乙烯、硅油（聚甲基硅醇）、蛋白酶K、TaKaRa Agarose Gel DNA Purification试剂盒、10×PCR Reaction Buffer、10 mM dNTP Mixture、Taq DNA聚合酶。

无机盐培养基：K2HPO4 1 g·L-1，KH2PO4 1 g·L-1，NaCl 0.5 g·L-1，NH4Cl 1 g·L-1，MgSO4·7H2O 0.2 g·L-1，CaCl2 15 mg·L-1，FeSO4·7H2O 2 mg·L-1，CuSO4·5H2O 0.4 mg·L-1，KI 1 mg·L-1，MnSO4·H2O 4 mg·L-1，H3BO3 5 mg·L-1，CoCl2·6H2O 1 mg·L-1，Na2MoO4·2H2O 2 mg·L-1，NiCl2·6H2O 2 mg·L-1，pH 7.0±0.2。

牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏 5 g·L-1，蛋白胨 10 g·L-1，NaCl 5 g·L-1，pH 7.0±0.2。

1.3  菌种富集、分离纯化

供试底泥采自辽河流域浑河沈阳段。采用250 mL培养瓶，分别加入200 g底泥样品、50 mL灭菌蒸馏水，模拟底泥自然环境。加入三氯乙烯，不断提高浓度至5 000 mg·L-1，120 r·min-1摇床25 ℃恒温富集培养90 d。在150 mL三角瓶中分别加入80 mL无机盐培养基和20 mL硅油[11]，添加三氯乙烯使其终浓度为500 mg·L-1，加入2 g上述经富集培养的底泥，150 r·min-1摇床25℃恒温培养。每隔7 d取5 mL培养液转入另一装有同样液体的150 mL三角瓶中。重复转接4次后在含有100 mg·L-1三氯乙烯的无机盐培养基平板上反复划线分离单菌落。

1.4  三氯乙烯降解效果的测定

采用100 mL培养瓶，加入50 mL无机盐培养基，添加三氯乙烯储备液使三氯乙烯终浓度为5 mg·L-1。取5 mL菌液，4 500 r·min-1离心10 min，弃上清，无菌水洗涤菌体沉淀。1 mL无菌水重悬菌体沉淀，接入培养瓶，密封瓶口，150 r·min-1摇床37 ℃恒温培养3 d。用3 mL二氯甲烷萃取培养液中剩余的三氯乙烯，4 000 r·min-1离心10 min，取下层二氯甲烷相过无水硫酸钠柱子，气相色谱分析测定。采用Agilentһ6890气相色谱仪，ECD检测器，DB-1701色谱柱（30 m×0.25 mm×0.25 μm）。色谱分析条件：进样口170 ℃，检测器300 ℃，起始柱温50 ℃，保持5 min，以15 ℃·min-1的速度升至130 ℃，进样量1 μL。为考察菌株共代谢降解三氯乙烯的去除效果，每瓶添加500 mg·L-1乙酸钠作为共代谢基质，其它实验操作同上。

1.5  菌株的鉴定

根据文献报道，进行菌株的形态及16项生理生化特征鉴定[12]。

菌株总DNA的提取[13]：取2 mL培养物，8 000 r·min-1离心2 min，弃上清，沉淀加入567 μL TE缓冲液，混匀。加入30 μL w=10%SDS和3 μL 20 mg·mL-1的蛋白酶K，混匀，37 ℃温育1 h。加入100 μ 15 mol·L-1 NaCl.，再加入80 μL CTAB/NaCl溶液，混匀，65 ℃温育10 min。加入等体积的氯仿/异戊醇，混匀，8 000 r·min-1离心5 min，小心吸取上清至新管中。加入0.6倍体积的异丙醇，轻轻混匀，4 ℃静置2 h。12 000 r·min-1离心10 min，弃上清，沉淀用φ=70%冷的乙醇洗涤，室温干燥，溶于100 μL TE缓冲液中。TaKaRa Agarose Gel DNA Purification试剂盒纯化。
选用细菌通用引物扩增菌株16S rRNA。引物27f为：5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’，引物1492r为：5’-TACCTTGTTACGACTT -3’，分别对应E.coli 16S rRNA的8～27和1492～1507碱基。PCR反应体系50 μL：10×PCR Reaction Buffer 5 μL、10 mmol·L-1 dNTP Mixture 4 μL、20 pmol·L-1引物27f 1 μL，20 pmol·L-1引物1492r 1 μL、模板DNA1 μL、5 U·μL-1 Taq DNA聚合酶0.25 μL、ddH2O 37.75 μL。PCR 扩增程序如下：94 ℃预变性5 min，94 ℃变性l min，55 ℃退火l min，72 ℃延伸2 min，35个循环，最后72 ℃延伸8 min。纯化后送至上海生工测序。序列信息输入NCBI数据库进行BLAST分析，同时用RDP（Ribosomal Database Project）数据库的Sequence Match分析进行验证。采用MAGE 4.0软件包以Neighbor- Joining法构建进化树，进行系统发育分析[14]。

1.6  菌株培养特征

菌株最适生长pH值：在100 mL三角瓶中装入20 mL牛肉膏蛋白胨液体培养基和100 μL菌液，分别调节pH值3～12，在37 ℃下恒温培养，通过测定600 nm处的吸光值（A600）来判断菌体的生长情况，以不加菌液的培养基作为对照，每组实验设置3个重复。菌株最适生长温度：实验设计同上，培养基pH值7.0，温度分别为5、15、20、25、30、35、45 ℃。

1.7  统计分析

实验数据采用SPSS 13.0 for Windows和SlideWrite Plus 7.0进行统计分析。

2  结果与讨论

2.1  三氯乙烯降解菌的筛选

供试底泥样品经富集培养及驯化筛选等步骤，初筛共得到14株细菌。复筛得到2株细菌WT1和FT10，其形态特征及对三氯乙烯的降解效果见表1。菌株WT1和FT10在5 mg·L-1三氯乙烯作为单一基质的情况下，培养3 d后的降解率分别为：53.36%、48.06%；而在500 mg·L-1乙酸钠作为共代谢基质的情况下，降解率分别为55.95%、55.62%，降解速率明显提高。其可能的原因是乙酸在代谢途径中促进了某些降解相关酶类（如单加氧酶、双加氧酶等）的诱导，从而使三氯乙烯得以降解去除。在对利用生物反应器去除污水中三氯乙烯的研究中，MISRA C等[15]也报道了添加乙酸可以促进三氯乙烯的去除。2000年，SUN B等[16]从San Francisco海湾分离了一株Desulfovibrio dechloracetivorans SF3，可以利用乙酸作为共代谢基质高效脱氯降解二氯酚。研究报道，共代谢基质与三氯乙烯浓度的比例对三氯乙烯的降解至关重要，最佳比例为100:1，如果比例超过125:1，共代谢基质将对三氯乙烯降解相关的酶产生竞争性抑制[17]。

表1  三氯乙烯降解菌的形态特征及其对三氯乙烯的降解

Table 1  The morphological characteristics and degradation 
rate of trichloroethylene of the degrading-bacteria
	菌株
	菌落形态
	降解率
/%
	共代谢降
解率/%

	WT1
	白色、不透明、表面干燥，边缘粗糙
	53.36±4.82
	55.95±8.97

	FT10
	乳黄色、半透明、表面湿润、圆形
	48.06±7.06
	55.62±5.13


2.2  三氯乙烯降解菌的鉴定

对所筛选出的两株三氯乙烯降解菌进行革兰氏染色、显微观察以及生理生化鉴定，结果见表2。对照Bergey's Manual of Systematic Bacteriology[18]和《常见细菌系统鉴定手册》[12], 菌株WT1和FT10分别与无色杆菌（Achromobacter sp.)和八叠球菌（Sporosarcina sp.）比较相似。初步确定菌株WT1和FT10分别属于无色杆菌和八叠球菌。

表2  三氯乙烯降解菌的生理生化特征

Table 2  Biochemical and physiological characteristics 
of the degrading-bacteria
	测定项目
	菌株

	
	WT1
	FT10

	细胞形状
	杆状
	椭圆形

	革兰氏染色
	-
	+

	淀粉水解试验
	+
	-

	V.P实验
	+
	-

	柠檬酸盐实验
	+
	+

	甲基红试验
	-
	-

	过氧化氢试验
	+
	+

	明胶液化试验
	+
	-

	产硫化氢实验
	+
	+

	硝酸盐还原试验
	+
	+

	厌氧生长试验
	+
	-

	产氨试验
	+
	+

	吲哚试验
	+
	-

	石蕊牛乳试验
	胨化
	还原

	唯一碳源试验
	葡萄糖、蔗糖、甘露醇
	-

	唯一氮源试验
	硝酸钾、硫酸铵
	-

	渗透压/w(NaCl)
	2.5%
	+
	+

	
	5%
	+
	+

	
	10%
	+
	-

	
	20%
	-
	-

	糖酵解产酸产气试验
	葡萄糖
	产酸
	-

	
	蔗糖
	产酸
	-

	
	甘露醇
	产酸
	-


表3  三氯乙烯降解菌的16S rRNA序列分析

Table 3  Analysis of 16S rRNA gene of the degrading-bacteria
	菌株
	序列相关微生物（登录号）
	相似性/%
	登录号

	WT1
	Achromobacter xylosoxidans isolate 
X5-3 (DQ361075)
	99
	EU308119

	FT10
	Sporosarcina aquimarina strain 
SAFN-008 (AY167819)
	97
	EU308120


分别提取两株降解菌的总DNA，PCR扩增16S rRNA，测序结果输入NCBI，经BLAST分析，结果见表3。与菌株WT1同源性最高的菌株为Achromobacter xylosoxidans isolate X5-3（99%）分类上属于木糖氧化无色杆菌；与菌株FT10同源性最高的菌株为Sporosarcina aquimarina strain SAFN-008（97%），分类上属于八叠球菌。一般认为：当2个菌株的16S rRNA同源性大于97％时，即可将其归为同一种[19]。用MAGE软件包以Neighbor- Joining法，对两株降解菌分别构建系统发育树（图1,2）。从系统发育树上来看：菌株WT1与Achromobacter属中的A. xylosoxidans的进化距离最近；菌株FT10与Sporosarcina属中的S. aquimarina的进化距离最近。综合形态特征、生理生化特征、16S rRNA BLAST分析和系统发育分析结果，可将菌株WT1归入Achromobacter xylosoxidans，将菌株FT10归入Sporosarcina aquimarina。
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图1  菌株WT1基于16S rRNA基因序列同源性的系统发育树

Fig. 1  Phylogenetic tree of strain WT1 based on the 16S rRNA gene homology
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图2  菌株FT10基于16S rRNA基因序列同源性的系统发育树

Fig. 2  Phylogenetic tree of strain FT10 based on the 16S rRNA gene homology

大量研究表明，木糖氧化无色杆菌具有降解多种化合物的能力：如BTEX[20]、硝基酚[21]、PAHs[22]、烷基磺酸盐[23]、甲苯胺[24]等，对于氯代烃类的降解也有文献报道：如二氯苯[25]、2,4-二氯苯氧乙酸[26]等。然而却未见对三氯乙烯降解的文献报道，因此菌株WT1有可能是一株能够降解三氯乙烯的新的木糖氧化无色杆菌。研究表明八叠球菌可能对烷烃具有一定降解能力[27]。对于三氯乙烯降解能力的研究未见报道, 因此菌株FT10也有可能是一株能够降解三氯乙烯的新的八叠球菌。本研究从而扩大了能够降解三氯乙烯的菌种范围，丰富了具有降解能力的微生物资源。
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图5  pH对菌株WT1生长速率的影响

Fig. 5  Effects of pH changes on the growth of strain WT1
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图6  pH对菌株FT10生长速率的影响

Fig. 6  Effects of pH changes on the growth of strain FT10

2.3  菌株培养条件

2.3.1  最适生长温度

温度对菌株WT1生长速率的影响见图3。当温度从20 ℃升至30 ℃时，菌株WT1的生长速率逐渐提高；但是当温度继续升高时，生长速率不断下降。采用Slidewrite Plus 7.0软件以Lorentzian 方程对图3数据进行非线性拟合，可得菌株WT1在牛肉膏蛋白胨液体培养基上的最适生长温度为33.7 ℃（r2=0.961)。温度对菌株FT10生长速率的影响见图4。当温度从20 ℃升至35 ℃时，菌株FT10的生长速率逐渐提高；但是当温度继续升高时，生长速率不断下降。对图4数据进行非线性拟合可知，菌株FT10的最适生长温度为35.4 ℃（r2=0.980)。

2.3.1  最适生长pH值

初始pH值对菌株WT1生长速率的影响见图5。当pH值从3升至7时，菌株WT1的生长速率逐渐提高；但是当pH值继续升高时，生长速率不断下降。采用Slidewrite Plus 7.0软件以Erfc Peak方程对图5数据进行非线性拟合，可得菌株WT1在牛肉膏蛋白胨液体培养基上的最适生长pH值为7.6（r2=0.931）。pH值对菌株FT10生长速率的影响见图6。当pH值从3升至7时，菌株FT10的生长速率逐渐提高；但当pH值继续升高时，生长速率不断下降。对图6数据进行非线性拟合可知，菌株FT10的最适生长pH为7.9（r2=0.905)。

3  结论

（1）从实验室高质量浓度三氯乙烯胁迫底泥中分离筛选得到两株三氯乙烯降解菌WF1、FT10，对三氯乙烯降解率分别为53.36%、48.06%；在乙酸钠作为共代谢基质的情况下，降解率分别为55.95%、55.62%，降解速率明显提高。
（2）经形态学观察、16项生理生化特征鉴定和16S rRNA序列分析，将菌株WT1归为Achromobacter xylosoxidans，将菌株FT10归为Sporosarcina aquimarina，从而扩大了能够降解三氯乙烯的菌种范围，
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图3  温度对菌株WT1生长速率的影响

Fig. 3  Effects of temperature changes on the growth of strain WT1 (The data points indicate the means, error bars=±1SD. The same is as follows)
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图4  温度对菌株FT10生长速率的影响

Fig. 4  Effects of temperature changes on the growth of strain FT10

（3）对菌株培养条件进行优化，菌株WT1和FT10的最适生长温度分别为33.7 ℃和35.4 ℃。菌株WT1和FT10的最适生长pH值分别为7.6和7.9。
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Isolation and identification of trichloroethylene-degrading bacteria
and their degradation characteristics
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Abstract: Trichloroethylene is one of chlorinated organic compounds widely used as a solvent and degreasing agent in industry. Because of uninformed disposal in the past, trichloroethylene has become one of major contaminant in environment, and this situation has brought about a serious public concern for its toxicity. A promising approach to solving this problem is bioremediation using degrading-bacteria. This study aims to isolate and characterize novel bacteria capable of degrade trichloroethylene, using an aqueous-silicon oil two-phase system. Two degrading-bacteria were isolated from trichloroethylene contaminated sediments sample by enriching with trichloroethylene as carbon source. At the end of the 72 h experiments, 53.36% of trichloroethylene had disappeared with strain WT1 when the initial concentration of trichloroethylene was 5 mg·L-1, but 55.95% of trichloroethylene had disappeared with 500 mg·L-1 acetate as the cometabolism substrate. And 48.06% of trichloroethylene had disappeared with strain FT10, but 55.62% of trichloroethylene had disappeared with the same cometabolism substrate. Biochemical, physiological characteristics and phylogenetic study based on 16S rRNA gene sequences all indicated that strain WF1 should be placed in the Achromobacter xylosoxidans, and that strain FT10 should be placed in the Sporosarcina aquimarina. Cultural conditions were optimized and the data were analysis by matched curves using the software of SlideWrite plus 7.0. The optimum temperature and optimum pH of strain WT1 were 33.7 ℃and pH 7.6. And the optimum temperature and optimum pH of strain FT10 were 35.4 ℃and pH 7.9.
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