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摘要　从采集到的污水样品中分离得到 1 株高效降解 22甲基异茨醇 (22methylisoborneol ,22MIB)的菌株

Z5 ,通过 16S rDNA序列分析 ,鉴定为阴沟肠杆菌 ( Enterobacter cloacae)。该菌在以 22MIB为唯一碳源的培养基

中能正常生长代谢。经气相色谱2质谱分析 ,发现该菌对 22MIB的降解率高达 89. 7 %。同时 ,测定了 Z5在不同

质量浓度 22MIB中的生长情况 ,结果表明 :当 22MIB质量浓度为 16μg/ L 时 ,其生长状况与在 LB中最为接近。

为了克隆降解 22MIB关键酶的编码基因并进一步研究其降解途径 ,本研究构建了 E. cloacae Z5 的全基因组

BAC文库 ,该文库覆盖了大约 8倍的基因组 ,共计 810个转化子 ,外源片段平均大小为 40 kb。
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　　目前 ,随着工业生产的迅猛发展及城市人口的

急剧增加 ,日益增多的污水恣意排放造成了饮用水

水源的污染 ,许多水体处于富营养化状态。藻类的

大量繁殖不仅消耗了水中的溶解氧 ,而且释放大量

的臭味物质 ,导致了严重的饮用水异味污染问题的

暴发[ 122 ]。

22甲基异茨醇 (22MIB)是引起水体异味的主要

物质之一 ,其阈值为 6. 3 ng/ L。它作为蓝细菌或链

霉菌的次生代谢产物 ,是一种具有强烈土腥味的挥

发性化合物[324 ]。由于 22MIB 阈值很低 ,含量极低

也会严重影响水的气味。传统的去除方法包括活性

炭吸附[5 ]、光起始氧化法[6 ]、紫外诱导降解法[ 7 ]、化

学抑菌法[5 ]等。这些方法的成本较高 ,并且处理效

率低 ,所以多用在饮用水处理上 ,而对于水量较大、

水源很差的养殖用水来说 ,显然是难以实现的。生

物降解法则为水处理提供了新的思路 ,与传统方法

相比 ,生物降解法具有经济、高效、无二次污染等优

点。目前已有多篇关于生物降解去除水体异味物质

的报道[2 ,829 ]。

本研究从湖北省武汉市多处采集的水样中分离

纯化得到 1株高效降解 22MIB的菌株 Z5 ,并进行了

菌种鉴定及降解能力研究。同时 ,构建了 Z5 的全

基因组BAC文库 ,为克隆关键降解酶的编码基因并

进一步研究其降解途径奠定基础。

　材料与方法

　仪器与试剂

100μg/ mL 22MIB标样购自美国 Bellefonte公

司 ,Finnigan Trace GC Ult ra 气相色谱仪购自意大

利 Thermo Finnigan公司 , Finnigan Trace DSQ 质

谱仪购自美国 Thermo Elect ron Co .公司 ,30 m ×

0. 25 mm ×0. 25μm DB25 MS毛细管柱购自美国

Agilent Technologies公司。

　 2 降解微生物的初步分离
分别采集湖北省武汉市污水处理厂待处理污水

以及南湖、东湖浅层水样。取 0. 5 mL 水样接入 100

mL 的 LB液体培养基中于 30 ℃、160 r/ min摇床震

荡培养 8 h。

取上述菌悬液加入到含 22MIB (0. 1μg/ L)的无

机盐培养基 ( 0. 11 % N H4 NO3、0. 1 % KH2 PO4、

0. 05 % MgSO4 ·7 H2 O、0. 02 % KCl ,p H 7. 0)中 ,

置于恒温摇床培养箱 (30 ℃、160 r/ min)进行选择性
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培养。待培养物开始变浑浊后按照 1 %接种量转接

入新的以 22MIB 为唯一碳源的无机盐培养基中。

重复上述操作 5次 ,同时逐渐提高 22MIB质量浓度

(1、2、4、8、16μg/ L) 。

液体培养阶段结束后 ,取菌液稀释后涂布至 LB

固体培养基上培养 ,再通过多次平板划线对培养基

表面所生长出的微生物群落进行纯化分离。

　 2 降解微生物的筛选
将纯化后的菌落接入含有 8μg/ L 22MIB 的无

机盐培养基中 30 ℃、160 r/ min摇床震荡培养 24 h ,

以不接入菌体的培养基作为对照。培养物通过顶空

固相或液相萃取[10211 ] ,气相色谱2质谱联用检测
22MIB消耗情况[11212 ]。

　 2 降解微生物的鉴定
选几株具有较高降解率的菌株挑取单菌落于

10μL 无菌水中 ,99 ℃变性 ,7 300 r/ min离心后取

上清液作为模板 ,使用 Takara 公司的 16S rDNA bac2
terial identification PCR kit (Code No. D310) ,以 For2
ward/ Reverse primer 2 为引物 ,扩增目的片段 ,将

PCR产物送至华大公司进行测序 ,将 DNA 序列与

NCBI基因数据库比较 ,确定菌种可能属于的种属。

　菌株 在不同浓度 2 中的生长情况
在 37 ℃条件下 ,将菌株 Z5 分别接种到含有不

同质量浓度 22MIB 的无机盐培养基中 ,并以 LB 培

养基作为参照 ,测定 D600 nm值 ,绘制生长曲线。

　 2 高效降解菌基因组文库构建及检测
选择 1 株能够高效降解 22MIB 的微生物菌株

Z5 ,参照文献[ 13 ]构建其总 DNA 文库 ,并对文库进

行初步检测。

　结果与分析

　 2 降解菌的分离与筛选
从样品中初步分离得到 5 株能够降解 22MIB

的微生物菌株 ,分别编号为 Z5、Y072、Z012、Y11 和

Z011 ,从图 1中可以看出 ,编号为 Z5的菌株具有较

强的降解 22MIB的能力 ,降解率为 89. 7 %。其余 4

株降解能力由大到小依次为 Y072 (71. 2 %) 、Z012

(57. 7 %) 、Z011 (17. 0 %) 、Y11 (8. 9 %) 。其中 ,Z011

和 Y11能够在无机盐培养基中迅速生长 ,而其余三

者的生长速度明显不如 Z011和 Y11。但气相色谱2
质谱联用检测结果显示两者的降解能力均不理想 ,其

原因可能在于两者无法直接以 22MIB为碳源 ,维持菌

体生长的碳源可能来自于溶解 22MIB的溶剂甲醇。

图 1　顶空固相萃取2气相色谱2质谱
联用检测微生物对 22MIB降解率

Fig. 1　Biodegradation rates of 22MIB by different bacteria

determined by headspace solid2phase microextraction

(HS2SPME) coupled with gas chromatography2
mass spectrometry ( GC2MS)

　菌株 鉴定

菌株 Z5 的 16S rDNA 的测序结果见图 2。经

blast 分析 ,其与阴沟肠杆菌 Enterobacter cloacae

A TCC 13047的序列同源性高达 99. 0 % ;其革兰氏

染色呈阴性 ,形态特征与部分生理生化指标与阴沟

肠杆菌非常一致。故确定 Z5 为阴沟肠杆菌 Enter2
obacter cloacae。

图 2　E. cloacae Z5 16S rDNA测序结果

Fig. 2　16S rDNA sequence s of E. cloacae Z5

　 在不同浓度 2 中的生长情
况

　　由图 3可以看出 :在以 22MIB为碳源的无机盐

培养基中 ,菌体能够达到的最大质量浓度受 22MIB

含量的限制 ,在一定范围内 22MIB 质量浓度越高 ,
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菌体越快达到对数生长期。当 22MIB 质量浓度为

16μg/ L 时 , Z5 能够达到较高的菌体浓度 ,此时其

生长情况与其在 LB中的生长情况最为接近。

图 3　E. cloacae Z5在不同浓度 22MIB中的生长曲线

Fig. 3　The growth curve s of E. cloacae Z5

in 22MIB at different concentrations

　 总 基因组文库的构建及检测

总 DNA基因组文库共计 810 个转化子 ,随机

挑选转化子抽提质粒检测结果如图 4 所示 ,外源片

段平均大小为 40 kb左右 ,文库覆盖了大约 8 倍的

基因组。

M. DNA marker ; 1～7.转化子 Transformant s ;

8.总 DNA Total DNA.

图 4　BAC文库转化子质粒脉冲电泳检测结果

Fig. 4　The detection re sults of transformants from

BAC library determined by pulsed field gel electrophoresis

　讨　论

目前 ,全球正面临着严重的环境问题。与人们

日常生活息息相关的水污染问题自然成为关注的焦

点。污水的排放导致水体富营养化 ,而由此引发的

蓝藻暴发、水葫芦疯长进一步加剧了水体的污染。

传统的污水处理方法成本过高 ,大多数中小型企业

负担不起 ,所以必须从寻找处理污水的新方法上着

手。生物处理法的特点是某些微生物能够利用体内

特异性的代谢途径对污染物实现降解或转化 ,从而

将其从水体中去除。如利用反硝化细菌的反硝化作

用将水体中多余的硝酸盐、亚硝酸盐转化成氮气而

除去[14215 ]。微生物可以募集底物 ,所以即使在低底

物浓度下也能进行反应。微生物具有运动能力 ,能

够在污水中迅速分散和向污染物集中区聚集 ,并且

能不断增殖 ,继而产生更多的微生物对污染物进行

降解 ,从而进一步提高处理能力。这些特点使其对

污染物的处理更加方便、成本大大降低。当然 ,单一

使用生物处理法并不一定能取得很好的效果 ,一般

先利用传统的方法除去大部分的污染物 ,再利用生

物法处理以进一步提高水质或者将生物降解与其他

工艺结合以更好地发挥各自的优势 ,例如 Ho 等采

用的生物砂滤法[ 16 ]就是将微生物降解和砂滤结合

起来组成的一种新工艺。除此以外 ,利用生物防治 ,

即放养水生生物 ,如鞭毛虫、草履虫 ,通过它们对土

腥味物质的产生菌水生放线菌进行捕食也可以达到

降低土腥味物质的目的[17 ]。

本研究成功地从湖北省武汉市污水处理厂所采

集的污水样品中分离到 1 株 22MIB 的高效降解菌

Z5 ,经鉴定为阴沟肠杆菌。Z5在不同培养基中的生

长情况表明该菌对 22MIB 的降解能力在一定程度

上受到 22MIB质量浓度的影响。当 22MIB 质量浓

度达到一定程度 ,生长情况与其在 LB 全营养培养

基中相近 ,但菌体最高浓度略低于在 LB 培养基中

所能达到的最高浓度。这种情况的出现有可能与本

研究中所采用的无机盐培养基配方有一定关系。

构建的 BAC文库将为 22MIB 降解机理的研究

提供良好的平台。有报道表明 ,22MIB 的降解过程

由多个基因共同完成[8 ] ,因此较大的文库片段有利

于筛选完整的操纵子 ,但也增加了后续工作的难度 ,

可能需要构建亚克隆文库才能对降解机理进行更为

深入的研究。由于 E. cloacae Z5 具有高降解 22
MIB的能力 ,可以作为研究 22MIB降解机理的理想

材料。
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Isolation , Identif ication and BAC Library Construction of an

Eff icient 22Methyl isoborneol Degradation Bacterium Enterobacte r cloacae Z5

YAO Jing2jing　ZHAO You2wen　ZOU Xia　CU I Cui　H E Jin　YU Zi2niu

College of L i f e S cience an d Technolog y / S t ate Key L aboratory of A g ricul t ural M icrobiolog y /

N ational Engi neeri n g Research Center of M icrobi al Pestici des , H uaz hong

A g ricul t ural Universi t y , W uhan 430070 , Chi na

Abstract　A bacterium st rain Z5 , which can degrade 22met hylisoborneol efficiently , was isolated

f rom sewage samples collected f rom t he sewage t reatment plant of Wuhan. This st rain was identified as

Enterobacter cloacae via the analysis of 16S rDNA. The result s of t he sole carbon source assay demon2
st rated t hat t his stain was able to metabolize 22MIB and the degradation rate was up to 89. 7 % deter2
mined by GC2MS. The growt h of E. cloacae Z5 in 22MIB at different concent rations were also determined

and t he growth curve in 16μg/ L 22MIB was found to be as good as t hat in LB. To clone t he gene coding

for t he key enzyme catalyzing t he degradation of 22MIB and to f urt her investigate the degradation pat h2
way ,t he global genome BAC library of E. cloacae Z5 was const ructed. There were 810 clones in t he li2
brary. The average size of insert s and t he genome coverage was 40 kb and about 82folds ,respectively.

Key words　22met hylisoborneol (22MIB) ; Enterobacter cloacae ; biodegradation ; BAC library ; GC2
MS
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