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邻苯二甲酸二丁酯降解菌株的筛选鉴定及 

其降解特性研究 
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摘要：从四川省雅安市使用过地膜的蔬菜田地的土壤中筛选得到一株以邻苯二甲酸二丁酯（DBP）为唯一碳源和能源生长的高

效降解菌株 JF，经形态学、生理生化特征和 16S rDNA 序列分析，该菌株被鉴定为枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）。在 LB 培养基

的动力学研究表明，菌株 JF 降解邻苯二甲酸二丁酯的过程满足一级动力学方程模型，在测试的底物（DBP）浓度、温度、pH 范围内，

DBP 的半衰期为 3.11~6.98 h，且该反应的速率受底物浓度和温度的影响较大，受 pH 值影响不大。菌株 JF 可降解 DBP 及其中间产物

邻苯二甲酸，此外，菌株 JF 在 72 h内对 200 μg/mL 的邻苯二甲酸二（2-乙基己）酯（DEHP）、邻苯二甲酸二辛酯（DOP）和邻苯

二甲酸丁苄酯（BBP）降解率为 90.10%、79.10%和 76.30%。该研究为消除或减少环境、农产品中邻苯二甲酸酯残留提供了理论依据。 
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Abstract: In this study, a high-efficiency degrading strain, JF, that utilized dibutyl phthalate (DBP) as the sole source of carbon and energy 

for growth was isolated from vegetable field soil in Ya’ an, Si Chuan province, where mulch film was used. The strain was identified as Bacillus 

subtilis based on morphology, physiological and biochemical features, and 16S rDNA sequence analysis. Study on growth dynamics of strain JF 

in LB medium showed that degradation of dibutyl phthalate conformed to a first-order kinetics equation model. Based on substrate concentration, 

temperature, and pH, the half-life of DBP was estimated to be between 3.11 and 6.98 h. Additionally, the reaction rate was greatly influenced by 

substrate concentration and temperature but was not largely affected by pH. The strain was able to degrade DBP as well as its intermediate 

product phthalic acid. Degradation rate of 200 μg/mL di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), di-n-octyl phthalate (DOP), and butyl benzyl phthalate 

(BBP) in 72 h was 90.10%, 79.10% and 76.30%, respectively. This study could provide theoretical basis for the removal of pollutant phthalic 

acid ester from both, the environment and agricultural products. 
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邻苯二甲酸酯（phthalic acid esters，PAEs，酚酞

酯）是世界上生产量大、应用面广的人工合成有机化

合物之一，它们被广泛应用于塑料助剂、油漆溶剂、

合成橡胶和涂料等的增塑剂和软化剂，以增大塑料的

可塑性和韧性，提高塑料的强度[1]。而塑料制品在全 
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球的大量使用直接导致了 PAEs 在环境中的大量存

在，且随着时间的推移，其可在塑料制品内迁移至外

界环境，对食品安全已构成潜在的威胁[2]。研究显示，

PAEs 是一类典型的环境激素和生殖毒性物质，长期

接触可损伤外周神经系统，能通过呼吸、饮食和皮肤

接触进入人体，危害人体健康[3]。而 PAEs 在环境中

的水解和光解速率缓慢，环境中分解这类物质的主要

途径是微生物降解，且微生物降解法具有高效、绿色、

无污染等优点，降解菌在受污染的土壤与水体生物修

复中得到了认可，应用前景良好[4]，因此筛选高效降

解菌具有重要的意义。目前对邻苯二甲酸酯类有降解
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作用的微生物大多数为 Gordonia sp.[5]、Enterobacter 

sp.[6]、Arthrobacter sp.[7]等。现今已报道的菌株对PAEs

的降解效果还远远不能满足实际污染控制的要求，对

于邻苯二甲酸酯类污染物的生物降解处理仍有待于筛

选高效降解菌。段星春等[8]从污染土壤中分离到乙酸

钙不动杆菌(Acinetobacter calcoaceticus)和铜绿假单胞

菌(Pseudomonas aeruginosa)，菌株在 48 h 内对 40 

μg/mL 初始浓度 DBP 的降解率分别达到 98.64%、

74.62%；Bablu Prasad等[9]分离到一株可高效降解邻苯

二甲酸酯的贪噬菌属（Variovorax sp.）菌株，在 30 h

内对 100 μg/mL 的 DMP、DEP、DBP 降解率均达到

了 99%以上。 

本文从 DBP 污染的土壤中筛选到一株可高效降

解 DBP 的细菌，对其降解特性和降解产物进行了初步

研究，为生物修复 DBP 污染的土壤或水体以及消除农

产品 PAEs 污染的潜在威胁提供菌种资源和数据参

考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

四川省雅安市使用过地膜的蔬菜田地的土壤样品

4份。 

1.2  培养基 

LB培养基：胰蛋白胨 10 g，氯化钠 10 g，酵母

膏 5 g，Tween 80 2 g，蒸馏水 1000 mL，pH 7.5，121 ℃

灭菌 15 min。 

基础盐培养基（MM）：硫酸铵 1.5 g，磷酸氢二

钾 1.5 g，磷酸二氢钾 0.5 g，氯化钠0.5 g，硫酸镁 0.2 

g，Tween 80 2 g，蒸馏水1000 mL，pH 7.5，121 ℃灭

菌 15 min。 

以上液体培养基，加入 2 g/100 mL琼脂可制成固

体培养基。灭菌后按所需浓度加入 DBP 母液。 

1.3  试剂 

邻苯二甲酸二丁酯(DBP)标准物质，99.7%，中国

标准物质中心；邻苯二甲酸二（2-乙基己）酯（DEHP），

97.2%；邻苯二甲酸二辛酯（DOP），98.5%；邻苯二

甲酸丁苄酯(BBP)，95.2%，南京中标晨曦化学技术有

限公司；乙腈（色谱纯），Sigma 公司。 

邻苯二甲酸酯母液配制：准确量取适量的邻苯二

甲酸酯，用无水乙醇溶解并定容，配制成10 mg/mL母

液备用。 

DBP标准样品配制：准确量取适量的邻苯二甲酸

二丁酯，用乙腈（色谱纯）溶解并定容，配制成10 mg/mL

母液备用。 

1.4  仪器与设备 

LC-10A2010C HT型液相色谱仪、LC-solution工作

站，日本岛津公司；气相色谱-质谱联用仪(Agilent 

7890A-5975C)，美国安捷伦公司；AS10200A超声波清

洗器，天津奥特赛恩斯公司；Milli-Q超纯水仪，美国

密理博公司。 

1.5  实验方法 

1.5.1  DBP 降解菌的分离、筛选 

从 4 份土壤样品中各称取 5.0 g，分别置于装有 30 

mL LB培养基的 250 mL锥形瓶中，于 80 ℃下加热

10 min，冷至室温再加入 DBP 母液使其质量浓度为

50 μg/mL，于 35 ℃、180 r/min 振荡培养 168 h。培养

结束后按 5% (V/V)接种量再依次进行 3次富集培养，

每次培养 168 h，并逐步提高培养基中 DBP 浓度，使

之分别达到 100 μg/mL、200 μg/mL、300 μg/mL。将

最后一级梯度驯化后的培养液按 5% (V/V)接种量转接

于 30 mL/250 mL含 100 μg/mL DBP 的 LB培养基中，

用无菌生理盐水作空白对照，35 ℃、180 r/min 振荡培

养 120 h，测定各培养液中 DBP 残留量。 

对 DBP 减少的培养液进行菌株分离，取培养液梯

度稀释涂布于含 100 μg/mL DBP 的 LB平板中，35 ℃、

培养 72 h，对菌落进行分离纯化。将纯化后的菌株划

线于含 100 μg/mL邻苯二甲酸二丁酯的 LB斜面上培

养 72 h，用无菌生理盐水洗下培养物制成种子液（调

整细胞浓度约 108 cfu/mL）。按 5%接种量（V/V）接

种于 30 mL含 100 μg/mL邻苯二甲酸二丁酯的 LB培

养基中，用无菌生理盐水设置空白对照。35 ℃、180 

r/min 摇振培养 120 h 后，测定各培养液中邻苯二甲酸

二丁酯的残留量，确定分离菌株对邻苯二甲酸二丁酯

的降解能力。 

将降解率较高的菌株接种于 30 mL含 200 μg/mL 

DBP 的 LB、MM 培养基中，用无菌生理盐水设置空

白对照。35 ℃、180 r/min 摇振培养24 h 后，测定培

养液中邻苯二甲酸二丁酯的残留量，确定分离菌株对

邻苯二甲酸二丁酯的降解能力。 

1.5.2  DBP 的提取与测定 

取均匀培养液 1 mL，加入 1 mL乙腈，超声（40 

kHz，300 W）辅助提取 30 min，乙腈定容至 10 mL，

混匀后离心（12000 r/min，10 min），将上清液用有机

相滤膜（0.45 μm）过滤，弃去初滤液，取续滤液供高

效液相色谱仪（HPLC）分析用。 
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检测条件 [10]：色谱柱为 Sepax GP-C18 柱（150 

mm×4.60 mm，5.0 μm）；流动相为乙腈-水（83:17，

V/V），流速1.0 mL/min；紫外检测器，其波长为210 nm；

柱温为 25 ℃；进样量 10 μL。 

降解率计算公式： 

100
C

CC
/%

0

0 


降解率  

注：C0为空白对照中DBP 总质量浓度（μg/mL）；C为样

品培养液中 DBP 残留质量浓度（μg/mL）。 

1.5.3  菌株鉴定 

1.5.3.1  形态学指标 

供试菌株于LB平板上划线，35 ℃培养48 h观察，

记录其菌落形态特征；同时挑取 LB 平板上单菌落

（35 ℃，48 h）进行涂片、革兰氏染色，于 10×100

倍油镜下观察记录颜色、大小、形状、排列等。 

1.5.3.2  生理生化指标 

参见《伯杰细菌鉴定手册》第八版。 

1.5.3.3  16S rDNA的扩增和系统发育树的构建 

(1) 16S rDNA基因的 PCR 扩增 

参考文献[11]进行菌株 16S rDNA 基因的 PCR 扩

增，PCR 产物经 1%（0.5×TBE）琼脂糖凝胶电泳后，

观察并成像。 

(2) 扩增产物测序及分析 

扩增产物由宝生物工程（大连）有限公司测序。

供试菌株的16S rDNA序列在 GenBank 数据库中进行

比对分析，选择同源性高的序列以及有类似降解功能

的菌株的相关序列，通过 Mega 5.2软件构件系统进化

树。 

1.5.4  菌株 JF 的降解特性研究 

1.5.4.1  菌株 JF 的生长曲线与对 DBP 的降解曲线 

挑取菌株 JF 接种于 LB 液体培养基，35 ℃，180 

r/min 摇床振荡培养 24 h，然后连续划线、挑取单菌落

培养两次（35 ℃），挑取单菌落接种于 LB斜面 35 ℃

培养 48 h。用无菌生理盐水洗下斜面上菌体并调整细

胞浓度为 108cfu/mL，制成种子液。 

将降解菌株 JF 的种子液按 5%接种量（V/V）接

种于含有 200 μg/mL DBP 的 LB液体培养基中,设接种

5%无菌水为空白对照，分装 30 mL/250 mL锥形瓶，

35 ℃、180 r/min 培养 48 h，取样时间为0~36 h 为每 2 

h 取样 1 瓶，36~48 h 为每4 h取样 1 瓶，样品存放于

4 ℃冰箱内，测 OD600，并按1.5.2中的方法进行 DBP

的提取和测定。 

1.5.4.2  菌株 JF 在 MM培养基中对 DBP 的降解情况 

将菌株 JF 的种子液（1.0×108 cfu/mL）按 5%接种

量接种于含有 200 μg/mL DBP 的 MM液体培养基中，

分装 30 mL/250 mL锥形瓶，设接种量 5%无菌水为空

白对照，35 ℃、180 r/min 振荡培养，取样时间为每

12 h取样，按 1.5.2 中的方法检测培养液中 DBP 残留

质量，分析降解菌株对DBP 的降解情况。 

1.5.4.3  菌株 JF 降解 DBP 的动力学特性分析  

固定 DBP 反应体系的其它反应条件，改变菌株

JF 降解 DBP 体系中反应的某一条件（反应温度、pH

值、DBP 浓度），定时取样，测定 DBP 含量，以一级

动力学方程（The first-order dynamics model）进行拟

合，确定不同影响因素下的动力学特性。在 Monod

方程基础上，采用的微生物一级反应动力学方程为： 

0InStKInS d   

注：Kd为降解速率常数，μg/(mL·h)；t为降解时间/h；S为

DBP浓度，μg/mL；S0为初始DBP浓度，μg/mL。 

培养温度对菌株 JF 降解 DBP 速率的影响：按

5.0%（V/V）的接种量，将菌株种子液（1.0×108 cfu/mL）

接种于 DBP 浓度为200 μg/mL的 LB培养基（pH 7.0）

中，分装 30 mL/250 mL锥形瓶，不同温度下（30 ℃、

35 ℃、40 ℃）180 r/min 振荡培养，间隔 4 h 取样。采

用 1.5.2 方法，测定 DBP 残留量，并以一级反应动力

学方程拟合实验数据。 

pH对菌株JF降解DBP速率的影响：按5.0%（V/V）

的接种量，将菌株种子液（1.0×108 cfu/mL）接种于不

同 pH（6.0、7.0、8.0）的 DBP 浓度为 200 μg/mL 的

LB液体培养基中，分装 30 mL/250 mL锥形瓶，30 ℃，

180 r/min 振荡培养，间隔 4 h 取样。采用 1.5.2 方法，

测定 DBP 残留量，并以一级反应动力学方程拟合实验

数据。 

底物浓度对菌株 JF 降解 DBP 速率的影响：按

5.0%（V/V）的接种量，将菌株种子液（1.0×108 cfu/mL）

接种于 DBP 浓度不同的 LB液体培养基（pH 7.0，100 

μg/mL、200 μg/mL、300 μg/mL），分装 30 mL/250 mL

锥形瓶，35 ℃、180 r/min 振荡培养，间隔 4 h 取样。

采用 1.5.2 方法，测定 DBP 残留量，并以一级反应动

力学方程拟合实验数据。 

1.5.4.4  DBP 降解中间产物分析 

将菌株 JF 接种于含有 200 μg/mL DBP 的 MM液

体培养基中，分装 30 mL/250 mL锥形瓶，35 ℃、180 

r/min 振荡培养，设不加 DBP 的培养液为空白对照，

取样时间为每 12 h 取样，用 HPLC 和 GC-MS 分析降

解菌株对 DBP 的降解情况。 

样品中 DBP 的 HPLC 检测方法同 1.5.2。 

GC-MS 检测：取 1瓶（30 mL）培养液，超声 30 

min (40 kHz，300 W)，旋转蒸发至近干，3 mL乙腈(色

谱)充分溶解，混匀后离心（12000 r/min, 10 min），将
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上清液用有机相滤膜（0.45 μm）过滤，弃去初滤液，

取续滤液供 GC-MS 分析用。 

检测条件：色谱柱 HP-5MS (30 m×0.25 mm, 0.25 

µm)；升温程序：90 ℃保持2 min，以 5 ℃/min 升至

240 ℃，保持2 min，10 ℃/min 升至 270 ℃，保持 1 min；

载气(He)流速 1.0 mL/min，进样量 1.0 µL；不分流。

电子轰击离子源；电子能量70 eV；传输线温度290 ℃，

离子源温度 230 ℃。 

1.5.4.5  降解谱实验 

采用含 200 μg/mL邻苯二甲酸酯的 LB培养基，

分别用邻苯二甲酸二（2-乙基己）酯、邻苯二甲酸二

辛酯和邻苯二甲酸丁苄酯来替换邻苯二甲酸二丁酯，

其提取检测同 1.5.2 中菌株对 DBP 的降解测定，以确

定菌株对邻苯二甲酸酯降解谱。 

2   结果与分析 

2.1   菌株分离与鉴定 

2.1.1  菌株的分离 

经过不同浓度的 DBP 梯度训化后，从土壤样品中

分离到一株对 DBP 有降解作用的细菌 JF，菌株 JF 在

MM培养基中 24 h内对 200 μg/mL DBP 降解率达到

85.69%，而在 LB 培养基中 24 h 内可完全降解 200 

μg/mL的 DBP。 

2.1.2   菌株 JF 形态学特征 

 

图 1 菌株 JF 菌落培养特征 

Fig.1 Cultural characteristics of strain JF 

 
图 2 菌株 JF 细胞形态图（×1000） 

Fig.2 Cellular morphology of strain JF (×1000) 

由图1可知，菌株JF在LB平板上35 ℃培养48 h，

菌落扁平，中间略白，四周呈微黄色；表面干燥、褶

皱；边缘不规则。由图 2 可知，菌体呈杆状，革兰氏

阳性，产中央芽孢。 

2.1.3  生理生化鉴定 

由表 1 可见，菌株 JF可以厌氧生长；葡萄糖、阿

拉伯糖、木糖和甘露醇发酵均呈阳性；能水解明胶和

淀粉；苯丙氨酸脱氢酶和卵黄卵磷脂酶呈阴性。 

表 1 菌株 JF 的生理生化鉴定结果 

Table 1 Results of physiological and biochemical tests for the identification of strain JF 

特征 结果 特征 结果 特征 结果 

接触酶 + 卵黄卵磷脂酶 - 硝酸盐还原 + 

厌氧生长 - 水解明胶 + 需 NaCl 和 KCl - 

V-P 测定 + 水解淀粉 + 生长温度 4.0 ℃ - 

产酸：D-葡萄糖 + 生长 pH 6.8 营养肉汤 + 生长温度 30 ℃ + 

L-阿拉伯糖 + 生长 pH 5.7 营养肉汤 + 生长温度 40 ℃ + 

D-木糖 + 生长 NaCl 2 g/100 mL + 生长温度 50 ℃ + 

D-甘露醇 + 生长 NaCl 5 g/100 mL + 生长温度 60 ℃ - 

葡萄糖产气 - 生长 NaCl 7 g/100 mL + 有溶菌酶时生长 + 

苯丙氨酸脱氢酶 - 生长NaCl 10 g/100 mL -   

2.1.4  菌株 JF 的 16S rDNA 的鉴定 

利用细菌通用引物对菌株 JF 的 16S rDNA 基因

PCR 扩增，1%电泳检测结果如图 3 所示，所得 PCR

产物经试剂盒纯化后由宝生物工程公司进行T 克隆后

测序。测序结果表明，菌株 JF 的 16S rDNA基因片段

长 1513 bp，将其在 Genbank 数据库中注册，得到登

录号为 KF364634。根据菌株 JF 的 16S rDNA序列， 

选取数据库中与其相似性较高且具有生物修复功能的

菌株的 16S rDNA基因序列，运用邻近法构建系统发

育树，如图 4 所示。 

将菌株 JF 16S rDNA基因测序结果与 Genbank 数

据库中序列进行 Blast 同源性对比，该菌株序列与

Bacillus subtilis 部分菌株基因序列高度同源，结合形

态学和生理生化指标，被鉴定为枯草芽孢杆菌。 
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图 3 菌株 JF 的 16S rDNA PCR 扩增产物电泳图 

Fig.3 Electrophoretogram of a 16S rDNA PCR amplification 

product of strain JF 

注：M：Maker；1：有模板，无引物；2，3：单侧引物，

无模板；4：JF 的 PCR产物。 

 

图4 菌株JF的系统发育树 

Fig.4 Phylogentic tree of strain JF 

注：参照菌株来自于GenBank数据库，括号内为参照菌株

在数据库中的登录号。 

2.2  菌株 JF的降解特性 

2.2.1   菌株 JF的生长曲线及对DBP的降解曲
线 

 
图5 菌株JF对DBP的降解曲线 

Fig.5 Biodegradation of dibutyl phthalate by strain JF 

由图5可知，接种（LB培养基）后的菌株JF经过短

暂延滞期(约2 h)后即进入对数生长期；14 h内DBP的降

解与菌体的生长密切相关，该菌株降解DBP速率较高；

14 h后，虽然菌体仍快速生长，但DBP降解速率明显降

低；28 h时，该菌株达到稳定期；相对于空白对照，24 

h内200 μg/mL的DBP已被完全降解。表明菌株JF是一株

高效邻苯二甲酸二丁酯的菌株，源自土壤的菌株

Enterobacter sp. T5在60 h内可完全降解200 μg/mL的

DBP[6]，而菌株Gordonia sp. Dop5在40 h内即可完全降

解750 μg/mL的DOP[5]。 

菌株 JF 在不同培养基中对 DBP 的降解情况是不

同的（图 5），除去对照组 DBP 的损失部分，在 MM

培养基中 84 h 内可完全降解 200 μg/mL的 DBP，且

24 h内对 200 μg/mL的 DBP 降解率达到了85.69%，

而在LB培养基中24 h可完全降解200 μg/mL的DBP，

说明在营养丰富的 LB 中，外加营养物质可促进菌株

JF 对 DBP 的降解。 

2.2.2  菌株 JF 降解 DBP 的动力学方程 

（1）反应温度对菌株 JF 降解 DBP 速率的影响  

固定反应底物浓度和 pH 值，考察不同温度下菌

株 JF 对 DBP 降解速率的影响，结果见表 2。从表中

可知，不同温度条件下菌株 JF 对 DBP 降解符合一级

反应动力学方程。 

表2 不同温度条件下菌株JF在LB培养基中对DBP的降解动力学方

程 

Table 2 Kinetics of dibutyl phthalate degradation by strain JF 

in LB growth media at different temperatures 

反应温

度/℃ 
动力学方程 

半衰期 

t1/2/h 

降解速率常 

数/[μg/(mL·h)] 
R2 

30 ρ=201.32e-0.104682t 6.62 0.105 0.94 

35 ρ=201.11e-0.154687t 4.48 0.155 0.93 

40 ρ=200.71e-0.199711t 3.48 0.199 0.96 

（2）反应 pH值对菌株 JF降解 DBP 速率的影响 

固定反应底物质量浓度和温度，考察不同 pH 值

条件下菌株 JF 对 DBP 降解速率的影响，结果见表 3。

从表中可知，不同 pH 值下菌株 JF 对 DBP 降解符合

一级反应动力学方程。 

表3 不同pH条件下菌株JF在LB培养基中对DBP的降解动力学方程 

Table 3 Kinetics of dibutyl phthalate degradation by strain JF 

in LB growth media at different pH 

反应
pH 

动力学方程 
半衰期 

t1/2/h 

降解速率常 

数/[μg/(mL·h)] 
R2 

6.0 ρ=201.31e-0.150325t 4.61 0.150 0.92 

7.0  ρ=202.51e-0.148712t 4.66 0.148712 0.93 

8.0  ρ=200.71e-0.125543t 5.53 0.125543 0.96 

（3）底物浓度对菌株 JF 降解 DBP 速率的影响 

固定反应温度和 pH 值，考察不同底物质量浓度

下菌株 JF 对 DBP 降解速率的影响，结果见表 4。从
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表中可知，不同底物质量浓度下菌株 JF 对 DBP 降解

符合一级反应动力学方程。 

表4 不同底物质量浓度下菌株JF在LB培养基中对DBP的降解动力

学方程 

Table 4 Kinetics of di-n-butyl phthalate degradation by strain 

JF in LB growth media at different substrate concentrations 

底物质量浓
度/(μg/mL) 

动力学方程 
半衰期 

t1/2/h 

降解速率常 

数/(μg/(mL·h)) 
R2 

100 ρ=102.12e-0.222830t 3.11 0.223 0.93 

200 ρ=200.32e-0.163443t 4.24 0.163 0.92 

300 ρ=303.12e-0.163443t 6.98 0.099 0.96 

在测试的底物(DBP)质量浓度、温度、pH值范围

内，DBP 半衰期为 3.11~6.98 h，远远低于其自然降解

半衰期，在土壤或水中，邻苯二甲酸酯随着其支链的

增加，半衰期变长，半衰期从几年到几百年，几乎可

以忽略不计，这进一步证明了菌株 JF 可以高效降解

DBP。温度在 30~40 ℃范围内，DBP 半衰期变化比较

大，温度降到 30 ℃，DBP 半衰期显著增长；在 pH 

6.0~8.0 范围内，DBP 半衰期变化不大；底物浓度在

100~300 μg/mL范围内，DBP 半衰期变化较大，底物

浓度达到 300 μg/mL时，DBP 半衰期显著增长。这一

研究结果将为菌株 JF 应用于污水处理和土壤修复提

供数据参考。  

2.2.3  菌株 JF 降解 DBP 的产物分析  

图 6 为 DBP 标准样品的 HPLC 色谱图，A 为目

标峰（DBP，4.828 min），1#为乙腈（色谱纯），2#为

DBP 标准样品，3#为 MM 培养基空白对照，4#为菌

株 JF 降解 DBP 的样品，由此可确定样品中 4.828 min

处的峰为目标峰（DBP）。按不同样品目标峰的峰面积

对应的浓度进行定量。 

 
图6 DBP标准样品的HPLC色谱图 

Fig.6 Standard chromatogram of DBP  

菌株 JF在 MM培养基中降解 DBP 的 HPLC 色谱

图（如图7），A为目标峰（DBP），B、C 峰为非目标

峰（培养基峰或降解产物峰）。其中 8#为空白对照，

7#为 24 h取样的样品，5#为 84 h取样的样品，6#为

132 h取样的样品，由图中看出，随着 DBP 的降解（A

峰的降低），84 h 时 DBP 被完全降解（A峰消失），而

B 峰逐渐升高，推测 B 峰为 DBP 的降解产物之一，

132 h 时 B峰降低（6#低于 5#，如图 8），说明菌株 JF

可降解 DBP 的产物，推测菌株 JF 降解 DBP 的产物可

能是邻苯二甲酸丁酯(MBP)或邻苯二甲酸(PA)等。源

自活性污泥的菌株 Gordonia sp.在降解 DBP 时，产物

中检测到 MBP 和PA[12]；Fang 等[6]也得到同样的结果。

本实验通过 GC-MS 得到进一步确认。 

 
图7 菌株JF在MM中降解DBP的HPLC色谱图 

Fig.7 HPLC chromatogram of DBP in MM degraded by strain 

JF 

 
图8 A峰的放大HPLC色谱图 

Fig.8 Enlarged HPLC chromatogram of A peak 

采用气-质联用对菌株 JF降解DBP 的中间产物进

行定性分析。图 9（0 h 样品，A峰）的质谱分析表明，

在 m/z=149、m/z=223 基本峰处有离子峰存在，这与

经验分子式 C16H22O4（DBP）很好的吻合；在产物分

析中检测到了邻苯二甲酸（PA）及其它小分子物质，

如图 10（84 h 样品，B峰），质谱分析表明在m/z=76、

m/z=104、m/z=148基本峰处有离子峰存在，这与经验

分子式 C6H6O4（邻苯二甲酸，PA）吻合，证明了 DBP

的中间产物中有PA的生成。并且在 DBP 的降解产物

中还检测到苯甲酸和一些小分子酸类、醇类物质，且

这与段星春等[8]得到结果基本吻合，这说明菌株 JF 可

完全矿化 DBP，在实际生物修复中具有良好的应用价

值。 

7

# 

5

# 6

# 
8

# 

A 

javascript:showjdsw('jd_t','j_')


现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.10 

114 

 
图9 DBP降解过程中0 h样品的质谱图 

Fig.9 Mass spectrum of 0 h sample from DBP degradation 

 

图10 DBP降解过程中84 h样品的质谱图 

Fig.10 Mass spectrum of 84 h sample from DBP degradation 

2.2.4  菌株 JF 对不同邻苯二甲酸酯的降解 

在 LB 培养基中分别加入邻苯二甲酸二（2-乙基

己）酯(DEHP)、邻苯二甲酸二辛酯(DOP)和邻苯二甲

酸丁苄酯(BBP)，接入菌株 JF种子液培养 72 h后，菌

株 JF 对 3 种邻苯二甲酸酯都有一定程度的降解，降解

率分别为 90.10%、79.10%和 76.30%。 

3  结论 

3.1  从土壤中分离筛选出一株以邻苯二甲酸二丁酯为

唯一碳源和能源生长的高效降解菌株 JF，该菌株被鉴

定为枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）。菌株 JF 在 LB

培养基中 24 h 内可降解 200 μg/mL的邻苯二甲酸二丁

酯，MM培养基中 24 h 内对 200 μg/mL的邻苯二甲酸

二丁酯降解率达到 85.69%，且对邻苯二甲酸酯降解具

有广谱性，是一株高效降解邻苯二甲酸酯的菌株。 

3.2  大部分邻苯二甲酸酯类物质的降解都是以酯键

的水解作为第一步反应的，在酯酶的作用下脱去一个

单链，生成邻苯二甲酸单酯，继续水解生成邻苯二甲

酸，在酶作用下开环进入三羧酸循环，最终转化为二

氧化碳和水[4]。而已筛选到的 DBP 降解菌株中极少数

菌株可以完全矿化邻苯二甲酸酯类，Vega D 等[13]得出

Arthrobacters sp.能够将 DMP 转化为邻苯二甲酸单甲

酯(MMP)，也可以降解邻苯二甲酸(PA)，但不能将

MMP 转化为邻苯二甲酸(PA)；Sarkar J 等[14]发现菌株

Gordonia sp.可完全矿化邻苯二甲酸二辛酯；本文通过

GC-MS检测到了菌株JF降解DBP时的中间产物邻苯

二甲酸（PA），且菌株可以同时降解PA，说明该菌株

能完全矿化 DBP，这丰富了可矿化邻苯二甲酸酯降解

菌的种类。近几年塑化剂引起的食品安全问题已引起

了人们的广泛关注，严重威胁着人类健康，而塑化剂

中使用最普遍的即是邻苯二甲酸酯类的化合物，枯草

芽孢杆菌为一般公认安全的菌种，这为消除或减少环

境或农产品中邻苯二甲酸酯的残留问题提供了一种有

效途径。 

3.3  菌株 JF 在 LB 培养基中降解 DBP 的过程满足一

级动力学方程模型，该反应的速率受底物浓度和温度

的影响较大，受 pH值影响不大。 
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