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球形红细菌降解 PNP的不同因素影响及代谢机理

白红娟，孙慧敏，张 晴
（中北大学环境与安全工程学院，山西 太原 030051）

摘 要： 通过拟合Haldane动力学方程，分析球形红细菌（Rhodobacter sphaeroides）H 菌株降解对硝基苯酚（PNP）的生长动力学

特性；考察营养因素（碳源、金属离子和NaCl浓度）对H菌株降解 PNP的影响以及H菌株对酚类物质的底物广谱性，并对H菌株降

解 PNP的代谢机理进行推测。结果表明，H菌株降解 PNP的生长动力学符合Haldane模型（R2=0.9990）；H菌株降解 PNP的最适碳

源和金属离子分别是苹果酸和 Ca2+，NaCl浓度耐受值为 20 mg·L-1；酚类物质中邻苯二酚对 PNP降解影响最大；利用高效液相色

谱‐质谱联用仪（HPLC‐MC）对菌株代谢 PNP的产物进行分析，发现中间产物主要为对苯二酚（HQ）、4‐羟基粘糠酸半醛（4‐HS）和马

来酰胺乙酸（MA），同时酶活性分析表明底物HQ在粗酶液中对苯二酚 1，2‐双加氧酶作用下生成 4‐HS，由此推测H菌株可能利用的

是对苯二酚代谢途径。
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1 引 言

对硝基酚（p‑nitrophenol，PNP）作为重要的工业

原料广泛应用于制造炸药、染料、杀虫剂、药物和合成

材料等领域［1］。研究报到了有关 PNP对人、动物和真

菌会产生毒性，使人和动物血液中的高铁血红蛋白含

量升高，导致血液携带氧气能力下降［2］；在酿酒发酵过

程中酵母受 PNP诱导，会引起基因重组或进行有丝分

裂［3］。美国环保署已将 PNP 归为优先控制有毒污

染物［4］。

目前研究报道的微生物降解 PNP的代谢途径主要

有两条，一条途径是将 PNP转化为 4‐硝基儿茶酚再进行

开环，该降解途径为偏苯三酚代谢途径（1，2，4‐Benzene‐
triol，BT）；另一条途径是将 PNP转化为对苯二醌，再通

过对苯二酚（Hydroquinone，HQ）开环，该降解途径为

对苯二酚代谢途径。已报道的Moraxella sp.［5］、Pseu‑

domonas sp.1‐7［6］和 Pseudomonas sp.WBC‐3［7］菌属

均利用HQ途径代谢，而 Pseudomonas putida.［8］和 Ar‑
throbacter sp.JS443［9］菌株利用 BT途径代谢。不同的

微生物降解 PNP时所生成的代谢产物不同，因此，其

降解途径也不同。研究具有较好环境适应性的降解菌

能够为生物降解及环境修复等相关生物技术提供重要

的菌种资源。

光合细菌能在厌氧光照条件下进行不放氧光合作

用，特别是紫色非硫细菌如球形红细菌（Rhodobacter
sphaeroides）不仅能在厌氧光照的条件下进行光能异

养生长，而且能在好氧黑暗条件下进行好氧异养生

长。光合细菌这种随着生存环境而灵活地改变代谢类

型的特性，使其较其它微生物材料具有优越性。本课

题 组 前 期 研 究 表 明［10］，球 形 红 细 菌（Rhodobacter
sphaeroides）H 菌 株 能 在 168 h 降 解 PNP 达 到

91.1%，具有高效降解 PNP的作用，由于尚未系统开

展该菌株对 PNP降解特性的研究，不能完全揭示其

对 PNP的降解途径，同时，不同菌株降解酚类的能力

与碳源［11］、金属离子［12］和 NaCl浓度［13］等营养因素

有很大关系，为此，本研究对影响球形红细菌 H菌株

降解 PNP的营养因素及降解 PNP的中间产物进行研

究，为完善 PNP的降解途径及其在环境中对 PNP的降
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解应用提供数据参考。

2 材料与实验

2.1 试剂及仪器

试 剂 ：对 硝 基 苯 酚（p‑nitrophenol，PNP，纯 度

98%），购自天津市凯通化学试剂公司；苹果酸、酵母

膏、（NH4）2SO4均为分析纯，购自天津市科密欧化学试

剂开发中心；实验用水为二次去离子水。

主要仪器：人工气候箱（KRQ‐300型，上海德州市

昊诚实验仪器有限公司）；可见分光光度计（UV2100
型，上海龙尼柯仪器有限公司）；超声波细胞破碎仪

（JY92‐II型，宁波新芝科学器材研究所）；Heal Force高
速冷冻离心机（Neofuge 15R型，上海力申科学设备有

限公司）；电泳仪（DYCZ‐24A 型，北京六一生物科技

有限公司）；紫外分光光度计（UV2902PC型，上海亚

津电子科技有限公司）；岛津高效液相质谱仪（HPLC/
MS‐QP5050A型，上海泽百机电设备有限公司）。

2.2 菌种及培养

菌 株 ：球 形 红 细 菌（Rhodobacter sphaeroides）
H菌株系紫色非硫菌群红细菌属光合细菌，由山西大

学光合细菌研究室分离、鉴定并保存［10］。

基础培养基：苹果酸 2.5 g、酵母膏 1.0 g、（NH4）2SO4

1.25 g、MgSO4 0.2 g、CaCl2 0.07 g、K2HPO4 0.9 g、
KH2PO4 0.6 g、蒸馏水 1000 mL。

H菌株驯化培养：将 15%原始菌液接入 PNP含量

为 80 mg·L-1的驯化培养基，在 30 ℃、2500 lx人工气

候箱中厌氧驯化培养 10 d作为驯化菌种。

2.3 实验方法

2.3.1 H菌株生长及 PNP降解特性实验

（1）H菌株降解 PNP生长动力学实验

在 含 不 同 浓 度 PNP（50、80、100 mg·L-1 和

130 mg·L-1）的液体培养基［14］，接种一定量的指数生

长期的菌体培养液（OD590 nm为 0.182），置于光照强度

为 2500 lx，温度为 30 ℃人工气候箱中培养，每隔 24 h
取样，离心 10 min（8000 rpm），弃上清液，将细胞沉淀

重悬于 5 mL去离子水中，在OD590 nm测定生物量。

（2）不同营养因素对 H 菌株降解 PNP 的影响

实验

a. 不同种类碳源、金属离子和 NaCl浓度对 PNP
降解的影响实验

在 PNP浓度为 80 mg·L-1的基础培养基中接种

H菌株（OD590 nm为 0.182），分别考察不同碳源（蔗糖、

乳糖、葡萄糖和麦芽糖）、NaCl浓度（0、10、20、30、
40 g·L-1 和 50 g·L-1）和 金 属 离 子（CaCl2、CuSO4、

FeSO4、MnSO4、ZnSO4和 KCl）对 PNP的去除及菌株生

长的影响。规定条件为：碳源为苹果酸、不加 NaCl和
金属离子 CaCl2，实验过程中，改变 1个影响因素，固定

其它 2个条件，进而确定最适的生长与降解条件。在

30 ℃人工气候箱培养，7 d后取样 5 mL，在 8000 rpm
下离心 10 min，用可见分光光度计（UV2100型）测定

上清液中残留的 PNP含量 OD400 nm，将细胞沉淀重悬

于 5 mL蒸馏水，测H菌株生物量OD590 nm
［15］。

b. 不同因素对H菌株产生酶蛋白的影响实验

依据上节中所得结果，选取对 PNP降解率影响较

大的因素，将培养好的 H 菌株制备成粗酶液进行

SDS‐PAGE实验。分别在以下 8种不同的培养基中培

养 H 菌 株 ：不 添 加 PNP、添 加 80 mg·L‐1 PNP、添 加

0.07 g·L-1 的 FeSO4、MnSO4、ZnSO4 和 KCl、添 加

20 mg·L‐1 的 NaCl、添 加 2.5 g·L-1 的 蔗 糖 ，生 物 量

OD590 nm约 2.0时取样。参照文献［16］的方法，制备粗

酶液。将样品在 8000 rpm下离心 10 min收集H菌株

细胞，用 0.1 mol·L-1 pH 7.5的 Tris‐HCl缓冲液洗涤

2次，将其重悬于 1 mL缓冲液，在冰浴条件下超声破

碎细胞，时间 20 min（每次间隔 3 s破碎 1 s），之后在高

速冷冻离心机中 10000 rpm离心 10 min，弃沉淀，上

清液即为细胞粗酶液，于-20 ℃保存备用。

参照文献［17］的方法，对粗酶液中酶蛋白含量进

行研究。其中实验条件为在垂直电泳装置中，加入质

量浓度为 12%的分离胶和质量浓度为 4%的浓缩胶，

在点样孔加入样品 30 μL（15 µL的样品，15 µL的 SDS
上样缓冲液，煮沸 2 min）。先恒压 100 V样品通过浓

缩胶后再恒压 120 V，电泳结束后进行考马斯亮蓝

G‐250染色，染色 1 h后，进行脱色，直到背景变清晰

后进行拍照。

（3）不同酚类混合物对 PNP降解的影响实验

为研究不同酚类混合物对 H菌株降解 PNP的影

响，实验选用邻苯二酚（A）、甲苯酚（B）、苯酚（C）、对苯

二酚（D）进行研究，设置四个水平0、10、25和50 mg·L-1，
使用 SPSS软件［18］设计 L16（44）正交实验，实验方案如

表 1所示，在含 PNP浓度为 80 mg·L-1的基础培养基中

依次添加不同酚类物质，接种一定量的指数生长期的

菌体培养液（OD590nm为 0.182）测定 PNP降解率。

2.3.2 H菌株降解 PNP中间产物及酶活性测定实验

（1）H菌株降解 PNP中间产物分离

在 PNP浓度为 80 mg·L‐1的基础培养基中接种 H
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菌株（OD590 nm为 0.182），在 30 ℃、2500 Lx 人工气候

箱中培养。H菌株生长到对数期（OD590 nm约为 0.6）
后，每隔 24 h取样，离心 10 min（8000 rpm），取上清

液倒入分液漏斗，用等体积乙酸乙酯进行多次萃取，待

分层后取上层有机相，将其旋转蒸发至近干，用甲醇定

容至 5 mL，过 0.22 μm滤膜，利用高效液相色谱‐质谱

联用仪（HPLC‐MS）检测。

（2）酶活性测定实验

在 PNP浓度为 80 mg·L-1的基础培养基中接种

H菌株（OD590 nm为 0.182），培养至生物量 OD590 nm约

2.0时取样，按照 2.3.1（2）b中的方法制备粗酶液。

a. 粗酶液活性分析

反应体系中含有 110 μM PNP，1.5 mM还原性辅

酶（NADH），50 mM Tris‐HCl缓冲液（pH值为 7.0），

200 µL 粗 酶 液 ，终 体 积 为 2 mL［19］。 反 应 从 加 入

NADH后开始，在 30℃下反应 30 min，之后在 90 ℃下

加热 10 min终止反应。将样品在 10000 rpm下离心

10 min，利 用 UV2902PC 型 紫 外 分 光 光 度 计 扫 描

320~500 nm。

b. 对苯二酚 1，2‐双加氧酶活性分析

反应体系中含有 10 μL HQ二甲基甲酰胺（DMF）溶
液（50 mM），100 μL粗酶液（预先在 10 mM的 FeSO4溶

液中培养 1 min），50 mM的磷酸盐缓冲溶液（pH为

7.0），终体积为 1 mL［20］。反应从加入粗酶液开始，在

30 ℃下反应 60 min，之后在 90 ℃下加热 10 min终止

反 应 。 将 样 品 在 10000 rpm 下 离 心 10 min，利 用

UV2902PC型紫外分光光度计扫描 260~350 nm。

2.4 分析方法

PNP浓度的测定：

用 UV2100型可见分光光度计测定 PNP的残留

量［13］。PNP降解率的计算公式如下：

η = (C 0 - C ) /C0 × 100% （1）
式中，η为降解率，%；C0为初始浓度，mg·L-1；C为剩余

浓度，mg·L-1。
PNP降解中间产物检测：利用HPLC‐MS对样品进

行检测，质谱配置电喷雾电离源（ESI），以 100%甲醇

作为流动相，流速 0.2 mL·min-1，采用直接注射进样

1 μL，负离子模式进行电击，毛细管电压为 3.5 kV，载
气（325 ℃）为高纯氮气（99.999%），流速为 8 L·min-1，
产生的负离子通过扫描模式进行检测，通过 Mass
hunter（vA.02.00）对数据进行收集及分析［8］。

3 结果与分析

3.1 H菌株生长及 PNP降解特性研究

3.1.1 H菌株降解 PNP生长动力学

在不同PNP浓度（50、80、100 mg·L-1和130 mg·L-1）
下，测得 H菌株生长量随时间变化如图 1所示。由

图 1可知，随着底物 PNP浓度的增加，H菌株的生长趋

势逐渐变缓。

建立生长动力学模型对 H菌株的理论研究和实

际应用都有重要意义。参照文献［15］的方法采用

Haldane模型［21］，分析 PNP浓度对 H菌株生长量的抑

制作用。首先利用式（2）计算出不同浓度下对应的比

生长速率，然后通过 Haldane生长抑制模型式（3），模

表 1 不同酚类混合物对 H菌株降解 PNP影响的 L16（44）正交

实验设计及结果

Table 1 L16（44）orthogonal experimental design and results of
different phenolic mixtures on degradation of PNP by H Strain

number

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

A
/mg·L-1

0
0
25
10
10
50
0
0
50
10
50
25
25
50
25
10

B
/mg·L-1

0
10
25
25
10
0
25
50
10
50
50
50
0
25
10
0

C
/mg·L-1

0
50
25
50
10
10
10
25
25
0
50
10
50
0
0
25

D
/mg·L-1

0
50
0
25
0
25
10
25
10
10
0
50
10
50
25
50

PNP degrada‐
tion rate /%
90.9
72.9
70.1
70.9
76.6
17.9
87.6
83.1
43.2
68.2
69.7
22.4
79.9
6.1
49.7
66.8

图 1 不同 PNP浓度下H菌株的生长曲线

Fig.1 Growth curve of H strain under the different PNP con‐
centration
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拟 H菌株在不同初始 PNP浓度下的生长动力学过程。

方程如下所示：

μ =
d cx
d t

×
1
C0

（2）

式中，μ为比生长速率，h-1；C0为初始接入培养基 H菌

株生物量。

μ = μmax ×
S

KS + S + S 2 /K i
（3）

式中，μ为比生长速率，h-1；μmax为最大比生长速率，

h-1；S为底物饱和浓度，mg·L-1；Ks为饱和常数；Ki为抑

制常数。

通过 origin 8.0软件［22］利用非线性最小二乘法对

实验数据进行拟合，拟合结果如图 2所示。由图 2可

以看出，随着 PNP浓度的升高，比生长速率先上升后

下降，H菌株为典型的抑制生长模式。 PNP浓度为

80 mg·L-1时，比生长速率达到最大 0.043 h-1；PNP浓

度大于 100 mg·L-1后，比生长速率开始下降。分析原

因，由于培养基中 PNP浓度过高以及代谢过程中产生

有毒物质的积累，导致 H 菌株的生长量递减，底物

PNP 的 抑 制 作 用 递 增 。 结 果 表 明 ，PNP 浓 度 高 于

100 mg·L-1，对H菌株生长产生明显抑制作用［23］。

H菌株降解 PNP过程中的细胞生长动力学参数

为 ：最 大 比 生 长 速 率 μmax 为 0.189，抑 制 常 数 Ki 为
125.09 mg·L-1，半饱和常数 Ks为 41.56 mg·L-1，拟合

参数 R2为 0.999表明Haldane动力学模型的拟合度良

好。因此，生长动力学方程为：

μ = 0.189 ×
S

41.56 + S + S 2 /125.09
（4）

3.1.2 不同营养因素对 H菌株生长量及 PNP降解的

影响

（1）不同种类碳源的影响

PNP有毒性且苯环上存在硝基而不易被微生物

降解，需要补充营养物质促进 H菌株生长和 PNP降

解。为此，选用苹果酸、乳糖、葡萄糖、麦芽糖和蔗糖 5
种营养物质作为碳源，研究不同种类碳源对 H菌株生

长和 PNP降解的影响，见图 3。由图 3可以看出，添加

苹 果 酸 H 菌 株 降 解 率 为 91.0%，生 长 量 OD590 nm 为

2.151。添加不同种类碳源对 PNP降解的影响依次

是：苹果酸＞乳糖＞葡萄糖＞麦芽糖＞蔗糖，降解率分

别为 91.0%、60.0%、31.8%、24.4%和 10.6%，H菌株

生长量 OD590 nm分别为 1.255、0.932、1.074和 1.059。
表明，碳源对 H菌株生长和 PNP降解影响较大，其中

蔗糖对 H菌株降解 PNP的抑制作用最强，添加苹果酸

效果最佳能提高H菌株对 PNP降解能力，提供H菌株

生长所需碳源和能源［24］。

（2）不同浓度NaCl的影响

图 4为不同浓度的 NaCl对 H菌株生长和 PNP降

解的影响，由图 4可以看出，培养基中不添加 NaCl菌
株生长和降解率最好；当 NaCl浓度为 10 mg·L-1和
20 mg·L-1时，PNP降解率为 88.2%和 60.0%，生长量

OD590 nm 为 2.142 和 0.704；NaCl 浓 度 升 高 到

20 mg·L-1后，随着浓度升高 PNP降解率逐渐下降，而

生 长 量 基 本 保 持 不 变 。 结 果 表 明 ，NaCl 浓 度 在

10 mg·L-1 以内对 H 菌株影响较小，NaCl浓度达到

20 mg·L-1以后，降解率与NaCl浓度呈负相关，而生长

量 能 够 维 持 在 一 定 水 平 。 因 此 ，NaCl 浓 度 升 至

20 mg·L-1后，由于 NaCl浓度升高导致 H菌株的细胞

脱水，引起蛋白质变性失活、酶蛋白减少［25］，进而降低

PNP降解率。

（3）不同金属离子对H菌株降解 PNP的影响

图 5为不同金属离子对H菌株生长和降解 PNP的
影响，由图 5可以看出，不添加金属离子的空白对照实

图 2 PNP为底物H菌株比生长速率与Haldane模型拟合曲线

Fig.2 Fitting curve between specific growth rate of H strain
with PNP as substrate and Haldane model

图 3 5种碳源对H菌株生长和 PNP降解的影响

Fig.3 Effects of five nutrition factors on the degradation rate
of PNP
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验中，PNP降解率为 82.3%，生长量OD590 nm为 2.195；
添加 Ca2+、K+和 Fe2+时，降解率分别为 91.0%、88.0%和

87.6%，生长量OD590 nm为 2.201、2.170和 2.082；与对

照实验相比这几种离子不同程度促进 H菌株生长代

谢 。 添 加 Mn2+ 时 ，PNP 降 解 率 为 77.4%，生 长 量

OD590 nm为 1.960，比对照实验结果略低。添加 Zn2+和
Cu2+时，PNP降解率分别为 60.3%和 15.9%，生长量

OD590 nm为 1.422和 0.410，与对照实验相比均抑制 H
菌株生长代谢，并且 Cu2+抑制作用更强。结果表明，不

同种类金属离子对 PNP降解和 H菌株生长影响程度

不同，其中 Ca2+、Fe2+离子促进作用明显，与 Young
Gyun Cho等人［26］研究结论一致，由于 Ca2+可以提高

脱氢酶活性，促进了降解中 4‐HS转变为MA，Fe2+可以

提高双加氧酶活性，促进降解中 HQ转变成 4‐HS，从
而提高 H菌株生长和 PNP降解；Cu2+对菌株产生抑制

作用明显，这与文献［27］的结果相同。

3.1.3 不同因素对H菌株产生酶蛋白的影响

依据以上实验分别选取：碳源中对降解率抑制性

最强的蔗糖，NaCl浓度上升为 20 mg·L-1降解率明显

开始受到抑制，除 Cu2+外的不同种类金属离子（Cu2+抑
制 H菌株生长无法制备粗酶液），研究这些因素对 H
菌株产生酶蛋白含量的影响。图 6为不同因素下H菌

株全细胞蛋白电泳，其中 M为标准蛋白质分子量条

带。由图 6可以看出，各个泳道的蛋白分子量主要分

布在 26~120 KD，并且条带之间存在一定差异。泳道

1、5、6、7和 8蛋白条带清晰且颜色较深，说明酶蛋白

含量较高，此处与图 5中 PNP降解结果一致；泳道 2、
3、4和 9蛋白条带颜色较浅，说明蛋白含量相对较少，

此处与图 3、4和 5中 PNP降解结果一致。因此，不同

因素会影响 H菌株酶蛋白产量［28］，进而影响 PNP降

解率。

应 用 Image J 软 件［19］分 析 泳 道 中 分 子 质 量 为

90 KD蛋白条带的灰度值，结果如下表 2所示，泳道 3
和 4中灰度值（gray value）分别为 6620和 2952，蛋白

含量明显较少；结果表明，添加 20 mg·L-1的 NaCl和
蔗糖均会抑制 90 KD酶蛋白产生。

图 5 不同金属离子对H菌株生长和降解 PNP的影响

Fig.5 Growth of H strain by different metal ions effect of PNP
degradation

图 6 不同因素下H菌株全细胞蛋白电泳

（1—添加 80 mg·L-1PNP，2—未添加 PNP，3—添加 20 mg·L-1

的 NaCl，4—添加蔗糖，5—未添加金属离子，6—添加Mn2+，
7—添加 Fe2+，8—添加 K+，9—添加 Zn2+）
Fig.6 Whole cell protein electrophoresis of H strain under
different factors
（1—added PNP 20 mg·L-1，2—not added PNP，3—added NaCl
20 mg·L-1，4—added sucrose，5—not added metal ion，
6—added Mn2+，7—added Fe2+，8—added K+，9—added Zn2+）

图 4 不同浓度的NaCl对H菌株生长和 PNP降解的影响

Fig.4 Effects of different concentrations of NaCl on the growth
of H strain and PNP degradation

表 2 不同因素下H菌株蛋白条带灰度值比较

Table 2 Comparison of gray value of protein bands of strain H under different factors
number
gray value

1
29821

2
21282

3
6620

4
2952

5
22901

6
22541

7
26935

8
26759

9
21154
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3.1.4 不同酚类混合物对H菌株降解 PNP的影响

分析不同酚类物质对 H菌株降解 PNP的影响，选

取四种酚类物质进行研究，并参考文献［29］中细菌能

降解这四种物质。利用 SPSS软件［18］对正交实验结果

进行分析，表 3中 R2为 0.993调整后为 0.982，表示实

验数据与模型的拟合程度良好。概率 P值（sig.）小于

0.05时说明影响显著，P值大于 0.05时说明无显著影

响 。 因 素 A、B、C 和 D 的 概 率 P 值 分 别 为 ：0.025、
0.197、0.153和 0.058，说明只有 A对降解率造成了显

著影响，B、C和 D对降解率无显著影响。四种酚类物

质对 PNP降解效率影响强弱：A>D>C>B，即邻苯二酚

对 PNP降解影响显著。

3.2 H菌株降解 PNP酶活性分析及代谢途径推测

3.2.1 HPLC⁃MS检测中间产物

对 H菌株降解 PNP的样品进行 HPLC‐MS检测，

得到 H菌株降解 PNP过程中产生的中间产物种类，结

果见图 7a。通过查阅相关文献［30-31］和化学专业数据

库（Chemistry Database），根据质荷比确定中间产物

种类。由图 7a可以看出，中间产物包含：对硝基苯酚

（PNP）吸收峰（m/z=138.0）、对苯二酚（HQ）吸收峰

（m/z=111.2）、4‐羟基粘糠酸半醛（4‐HS）吸收峰（m/z=
143.0）和马来酰胺乙酸（MA）吸收峰（m/z=157.8）。图

7b为H菌株降解 PNP的可能代谢途径（括号中的物质

未检测出），由图 7b可以看出，PNP在酶催化作用下先

脱硝基生成对苯二醌，然后在还原酶的作用下对苯二

醌生成 HQ，HQ在双加氧酶的作用下生成 4‐HS，最

后，在脱氢酶的作用下 4‐HS生成 MA，最终进入 TCA
循环，即对苯二酚代谢途径［6］。

3.2.2 酶活性分析

为了进一步确认 H菌株利用对苯二酚代谢途径，

在以上中间产物检测分析的基础上，测定代谢过程中

产生酶的活性，即：粗酶液和对苯二酚 1，2‐双加氧酶

活性。

（1）粗酶液酶活性分析

图 8a为对照实验H菌株未经 PNP诱导产生的粗酶

液活性，由图 8a可以看出，反应 30 min后在 400 nm处，

吸收峰值下降 0.0572。图 8b为经过 PNP诱导 H菌株

产生粗酶液活性测定，由图 8b可以看出，在 400 nm处

吸收峰值下降 0.5859。结果表明，经过 PNP诱导H菌

株产生的粗酶液可以降解 PNP，粗酶液具有活性。

（2）对苯二酚 1，2‐双加氧酶活性分析

进一步研究粗酶液中 HQ 1，2‐双加氧酶的活性。

参考文献［32］分别在 0、30、60 min检测得到如图 9结
果，HQ的最大特征吸收峰在 289 nm处，4‐HS的最大

特征吸收峰为 320 nm。图 9a为对照实验未经过 PNP
诱导 H菌株产生的粗酶液降解 HQ，由图 9a可以看

出，吸收峰基本没有变化（图 9a中检测的三条曲线基

本重合）。图 9b为 H菌株经 PNP诱导后产生的粗酶

液降解HQ，由图 9b可以看出，随着反应的进行HQ在

289 nm处的吸收峰逐渐向 320 nm偏移，由于反应中

4‐HS积累引起 320 nm处曲线上移，表明在对苯二酚

表 3 不同酚类混合物对 H菌株降解 PNP影响的 L16（44）正交

实验的方差分析

Table 3 Variance analysis of L16（44） orthogonal experi‐
ment on effect of nitrophenol mixture on degradation of PNP
by H strain

source

corrected model
intercept
A

B

C

D

E（error）
total
corrected total

sum of
squares
9633.1351）

59536.000
5405.630
555.415
1304.015
2868.075
347.125

69516.260
9980.260

df

12
1
3
3
3
3
3
16
15

mean
square
802.761

59536.000
1801.877
180.472
434.672
956.025
115.708

F‐statistic

6.938
514.535
15.573
1.160
3.757
8.262

sig.

0.069
0.000
0.025
0.917
0.153
0.058

Note： 1）R2=0.993（adjusted R2=0.982）. 2）df：degrees of freedom.

a. detection of intermediates by HPLC‐MS

b. possible metabolic pathway of PNP degradation by
H strain

图 7 H菌株降解 PNP中间产物检测和可能的代谢途径分析

Fig.7 Detection and metabolic pathway analysis of PNP in‐
termediate degradation by H strain
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1，2‐双加氧酶作用下HQ转化为 4‐HS。
根据以上HPLC‐MS测定中间产物和酶活性分析，

结合相关文献报道［8］：细菌降解 PNP代谢途径可以按

照革兰氏阳性菌和阴性菌进行划分，革兰氏阴性菌中

多存在对苯二酚代谢途径，本研究选用的 H菌株属于

革兰氏阴性菌。因此，推测 H菌株降解 PNP利用对苯

二酚代谢途径。

4 结 论

（1）PNP抑制 H菌株的生长动力学符合 Haldane
方程（R2为 0.9990），最大比生长速率 μmax为 0.189，抑
制常数 Ki为 125.09 mg·L-1。

（2）不同营养因素（碳源、金属离子和 NaCl浓度）

对 H菌株降解 PNP影响实验表明，苹果酸为最适碳

源，Ca2+促进作用明显，NaCl浓度高于 20 mg·L-1降解

率开始下降；通过 SDS‐PAGE分析酶蛋白含量，发现培

养基中添加 20 mg·L-1 NaCl及碳源蔗糖时，均抑制

H菌株产生 90 KD的酶蛋白。此外，四种酚类物质对

PNP降解效率影响强弱顺序为：邻苯二酚>对苯二酚>
苯酚>甲苯酚，即：邻苯二酚对 PNP降解影响较显著。

（3）通过 HPLC‐MS检测出的主要代谢中间产物

为：对苯二酚（HQ）、4‐羟基粘糠酸半醛（4‐HS）和马来

酰胺乙酸（MA），同时，酶活性分析表明 HQ在对苯二

酚 1，2‐双加氧酶作用下生成 4‐HS，由此推测H菌株按

照革兰氏阴性菌途径降解 PNP，即：对苯二酚代谢

途径。
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Effects of Different Factors on PNP Degradation by Rhodobacter sphaeroides and Metabolic Mechanisms

BAI Hong⁃juan，SUN Hui⁃min，ZHANG Qing
（School of Environment and Safety Engineering，North University of China，Taiyuan 030051，China）

Abstract：The growth kinetics of PNP degradation by Rhodobacter sphaeroides H strain was analyzed by fitting the Haldane ki‐
netic equation. The effects of nutrition factors（carbon source，metal ions and NaCl concentration）on the degradation of PNP by
H strain and the substrate broad spectrum of phenol by H strain were investigated，and the metabolic mechanism of degradation
of PNP by H strain was speculated. Results show that the growth kinetics of H strain degrading PNP conforms to Haldane model
（R2=0.9990）. The most suitable carbon source and metal ions for degrading PNP by strain H are malic acid and Ca2+，respective‐
ly，and the tolerance value of NaCl concentration is 20 mg·L-1. Influence of the catechol on PNP degradation is the greatest
among phenols. High performance liquid chromatography‐mass spectrometry（HPLC‐MC）was used to analyze the metabolites
of PNP produced by the strain. It is found that the intermediate products are mainly hydroquinone（HQ），4‐hydroxymuconic ac‐
id semialdehyde（4‐HS）and maleamic acid（MA）. Meanwhile，enzyme activity analysis shows that the substrate HQ produces
4‐HS under the action of hydroquinone 1，2‐dioxygenase in crude enzyme solution，thus suggesting that strain H may utilize the
metabolic pathway of hydroquinone.
Key words：PNP；Rhodobacter sphaeroides；Haldane equation；degradation characteristics；metabolic pathway
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