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耐盐 Bacillus sp.9BS 的筛选及其对染料的脱色效果 

汪春蕾，田菲，张月颖，孙鹤敏，李启育，张凯鑫  

(东北林业大学生命科学学院，黑龙江 哈尔滨 150040) 
 

摘 要：利用含铜的富集培养基，从东北林业大学实验林场白桦林下的土壤中筛选出 1株菌株，研究其生理生化

特性，结合经典形态学及 16S rDNA序列同源性分析，鉴定该菌株为芽孢杆菌属细菌，并将其命名为 Bacillus sp. 

9BS。菌株 9BS最适生长温度为 37 ℃，最适生长 pH值为 7.0，并具有很好的耐盐性，在 7%NaCl溶液中生长良

好。以丁香醛连氮为底物，以芽孢干重计量，其芽孢漆酶的活性高达 47.1 U/g。菌株 9BS的芽孢漆酶在不含介体

的情况下，对靛红(IC)和结晶紫(CV)的脱色效果较为显著，6 h脱色率分别为 73.3% 和 82.2%。 
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Screening of a salt-tolerant Bacillus sp. 9BS and its decoloring effect on dye 
Wang Chunlei, Tian Fei, Zhang Yueying, Sun Hemin, Li Qiyu, Zhang Kaixin  

(College of Life Sciences, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China) 
 

Abstract: Enrichment medium added with copper ions was used to screen bacteria possessing laccase activity from birch 
forest soil. A bacterium with high laccase activity was identified as Bacillus sp. 9BS by morphological, physiological and 
biochemical characteristics with 16S rDNA sequence analysis. The optimum growth temperature of strain 9BS was 37 ℃ 
and the optimum growth pH was 7.0. The strain 9BS had the resistance to salt and grew well in 7% NaCl solution. Using 
syringaldazine as substrate, the laccase activity of the dry spore of Bacillus sp. 9BS was 47.1 U/g. In the absence of 
mediator, the spore laccase of strain 9BS showed effective decolorization effect on Isatin (IC) and crystal violet (CV), the 
decolorization rates in 6 h were 73.3% and 82.2%, respectively.  
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染料的分子结构稳定，不易被降解，成分复杂，

酸碱性强，大多数具有芳环，已成为当前最难处理

的水体污染源之一。中国每年生产染料 15万 t左右，
其中有 10%～15%排放到环境中，染料废水已严重
危害着人们的健康[1]。对废水进行物理和化学处理

因费用较高、耗时较长、容易产生二次污染而受到

限制[2]。对废水进行生物处理的环境相容性好，所

以，生物处理废水已成为了研究的热点。漆酶(EC 
1.10.3.2 p–diphenol: dioxygen oxidoreductases)是一
种含铜的多酚氧化酶，可对氧化酚类和芳香族化合

物进行催化，并将分子氧还原成水[3–4]。漆酶的底

物种类十分广泛，在工业生产、生物技术领域及废

水治理方面都有着很好的应用前景。漆酶在自然界

中广泛分布于植物、真菌和细菌中，但目前只有真

菌漆酶被广泛应用于工业生产中[5]。自然界中的白

腐菌是高效的产漆酶真菌，许多真菌漆酶已经被

分离和鉴定[6]。关于细菌漆酶的研究较少。尽管

细菌漆酶的产率和氧化还原电势均比真菌漆酶的

低[7–8]，但与真菌漆酶相比，细菌漆酶在工业应用

中具有很多优点。大多数细菌漆酶都有很好的耐热

性和耐碱性[9]，而真菌漆酶在高温或极端条件下会

迅速失去活性[6]。笔者从东北林业大学实验林场白

桦林下的土壤中筛选出 1株耐盐高产漆酶的芽孢杆
菌属细菌，并对其生长特性及其对常用纺织染料的
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脱色效果进行了研究，现将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 土壤样品 

土壤样品采自东北林业大学实验林场白桦林下。 

1.1.2 主要试剂与培养基 

主要试剂 Taq DNA polymerase、B型小量 DNA
片段快速胶回收试剂盒、溶菌酶和 E.coli JM109为
北京 TIANGEN公司产品；DNA Marker DL2 000、
dNTP(2.5 mmol/L)、pMD18–T载体为 TaKaRa公司
产品；Tryptone、Yeast extract为 Oxoid公司产品；
琼脂糖、EDTA、Tris–base和 SDS是 Amresco公司
产品；氨苄青霉素、丁香醛连氮(Syringaldazine)、
结晶紫(CV)、靛红(IC)、活性黑(RB5)和活性亮蓝
(RBBR)为 Sigma 公司产品；其他常规试剂均为国
产，分析纯。 

LB培养基中 Tryptone、Yeast extract 、NaCl、
Agar的质量分数分别为 10、5、10、17 g/L，pH为
7.0。富集培养基中葡萄糖、Na2HPO4·7H2O、KH2PO4、

NaCl、NH4Cl的质量分数分别为 4、12.8、3、0.5、1 
g/L。 

1.2 方法 

1.2.1 产漆酶菌株的筛选与纯化 

菌株筛选与定性检测方法参照文献[10]。通过
定性检测得到对丁香醛连氮显红色的单个菌落。将

所得到的菌落划线接种于含 0.4 mmol/L Cu2+的 LB
培养基上，37 ℃培养 3 d，并用 1 mmol/L丁香醛连
氮溶液检测单个菌落是否具有漆酶活性。重复上述

操作 2~3次。选取显色较深红的 1株进行后续研究。   

1.2.2 所选取菌株的形态学及生理生化特性测定 

对菌株进行革兰氏染色，并测定其糖类发酵和

明胶分解等方面的生理生化特性，测定方法参照文

献[11]。 

1.2.3 所选取菌株的16S rDNA序列测定及系统发育

树构建 

用 SDS 法提取菌株的总 DNA。以提取的菌株
总 DNA为模板，利用 16S rDNA通用引物 27F(5′–G 
AGTTTGATCMTGGCTCAG–3′，M=A+C)和 1492R 
(5′–TACGGYTACCTTGTTACGACTT–3′，Y=C+T)[12] 

扩增菌株的 16S rDNA序列。引物由华大基因公司

合成。 
PCR 反应体系：2 μL10×Taq Buffer，1.6 μL 

dNTP，4 μL上游引物(5 μmol/L)，4 μL下游引物(5 
μmol/L)，0.2 μL Taq DNA polymerase(3 U/μL)，0.5 
μL DNA模板，以 ddH2O补至 20 μL。反应条件为：
93 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 18 s，56 ℃复性 15 s，
72 ℃延伸 78 s，30次循环，72 ℃延伸 7 min，扩增
产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测。 

以小量琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒回收 PCR
产物，将胶回收产物与 pMD18–T 连接，将连接产
物转化到 E. coli JM109 感受态细胞中，37 ℃培养
过夜。将用菌落 PCR鉴定为阳性的转化子送到华大
基因公司进行测序。 
将测定结果在 NCBI 的 BLAST 上搜索比对，

利用 Bioedit 软件进行多序列比对，用 Phylip–3.69
软件中的遗传距离法、Bootstrap 方法自展1 000次，
构建该菌株的系统发育树。 

1.2.4 所选菌株的生物学特性研究 

研究温度、pH 值、盐浓度以及 Cu2+对菌株生

长特性的影响，取适量菌液接种于 30 mL LB培养
基中，分别让菌株在不同条件下生长，140 r/min振
荡培养 14 h，在分光光度计下测量其 OD600 nm，重

复测量 3次，结果取平均值。 

1.2.5 所选菌株的芽孢漆酶对染料脱色效果的研究 

将菌株接种于含 0.2 mmol/L Cu2+的 LB固体培
养基中，37 ℃培养 5 d，芽孢粗酶液的制备方法参
照文献[13]。 
以丁香醛连氮作为底物检测菌株芽孢漆酶的

活性。反应条件：反应温度30 ℃，芽孢漆酶液10 μL， 
0.2 mol/L磷酸氢二钠–0.1 mol/L柠檬酸缓冲液(pH 
6.9) 2.9 mL，1 mmol/L的丁香醛连氮溶液 0.3 mL。
以不加芽孢漆酶液的体系为空白对照。测定反应 3 
min 时的 OD525 nm。重复测定 3 次。丁香醛连氮的
摩尔吸光常数为 65 000 L/(mol·cm)。一个酶活单位
定义为 1 min内氧化 1 μmol底物所需的酶量。 
染料脱色体系：染料，芽孢漆酶液(终浓度为 1 

mg/mL)，0.2 mol/L Na2HPO4 –0.1 mol/L柠檬酸缓冲
液(pH 7.0)。活性亮蓝、活性黑、靛红和结晶紫的终
质量浓度分别为 100、40、25、5 mg/mL，最大吸
收波长分别为 591、597、610、583 nm。以不加芽
孢漆酶液的体系为空白对照。脱色反应温度为 40 
℃，160 r/min脱色，定时取样，14 000 r/min离心 1 
min 后，用分光度计测定各种染料在其最大吸收波
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长处的吸光值，重复测定 3次。染料脱色率的计算
公式如下：染料的脱色率=(A0 –A) /A0。A0为初始染

料吸光值，A为定期取样时测定的染料吸光值。 

2 结果与分析 

2.1 产漆酶菌株的筛选与纯化结果 

将所采集的土壤样品用富集培养基培养，以漆

酶的特异性底物丁香醛连氮对菌株进行初步鉴定，

并利用 Cu2+对菌株进行进一步的分离和纯化，逐步

提高 Cu2+的浓度，最终得到产漆酶的纯培养物，选

取对丁香醛连氮显红色较深的 1株为研究菌株。 

2.2 所选菌株的形态和生理生化特性 

所选菌株经革兰氏染色后呈蓝紫色，为革兰氏

阳性细菌，短杆状，有芽孢；使用 LB固体培养基，
于 37 ℃培养 24 h，观察到菌落呈扁平状，乳白色，
表面干燥，菌落不透明，且正反面颜色一致。 
所选菌株的生理生化特性见表 1。该菌株能利 

表 1 所选菌株的生理生化特性 
Table 1 Physiological-biochemical characteristics of the selected strain 
测定项目 测定结果  测定项目 测定结果 
葡萄糖 + 阿拉伯糖 + 
蔗糖 + 木糖 + 
蜜二糖 – 硝酸还原试验 – 
甘露醇 – 甲基红试验 – 
麦芽糖 – 丙二酸盐 – 
乳糖 – 蛋白胨水 – 
鼠李糖 – 西蒙氏枸橼酸盐 – 
肌醇 – 氧化酶 + 
果糖 +  明胶液化 – 
甘露糖 +  硫化氢 – 
山梨醇 –  马尿酸盐 – 

“+”示阳性反应；“–”示阴性反应。  

用葡萄糖、蔗糖、果糖、甘露糖、阿拉伯糖和木糖

作为碳源，且具有氧化酶的活性。 

2.3 所选菌株的 16S rDNA 序列分析结果及系统发

育树 

所选菌株的 16S rDNA PCR结果见图 1。由图 1

可见，16S rDNA 扩增条带清晰，测序得到的结果

为 1 452 bp。在 NCBI中使用 Blast软件进行同源性

分析，结果表明，该菌株与多种芽孢杆菌的同源性

达 99%。参照此菌株形态学、生理生化特性以及 16S 

rDNA 同源性比对结果，鉴定该菌株为芽孢杆菌属

细菌，命名为 Bacillus sp. 9BS。利用 Bioedit软件对

菌株 9BS 的 16S rDNA 序列进行多序列比对，用

Phyilp 软件中的遗传距离法构建该菌株的系统发育

树(图 2)。 

 
M Marker DL 2000；1 空白对照；2、3 菌株的 16S rDNA PCR 

产物。 

图 1 所选菌株的 16S rDNA PCR 结果 
Fig.1 PCR result for 16S rDNA of the selected strain 

  

 

 
图 2 根据 16S rDNA 序列分析构建的菌株系统发育树 

Fig.2 Phylogenetic analysis of 16S rDNA sequence of the selected strain  
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2.4 菌株 9BS 的生长特性 

菌株 9BS在 25～42 ℃均能生长，其最适生长
温度为 37 ℃(图 3)。菌株 9BS在 pH 5.0～9.0时生
长良好，其最适生长 pH 值为 7.0(图 4)。菌株 9BS
在 7%NaCl溶液中生长良好，NaCl浓度高于 9 %时
菌株生长缓慢(图 5)，可见，菌株的耐盐性比较好。
Cu2+浓度对菌株 9BS的生长影响较大，当培养基中
含有 0.2 mmol/L Cu2+时，菌株 9BS能够生长，随着
Cu2+浓度的升高，其生长逐渐减慢(图 6)。 
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图 3 不同温度下生长菌株的 OD600 nm 

Fig.3 OD600 nm of strain 9BS grown under different temperatures   
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图 4 不同 pH 下生长菌株的 OD600 nm 
Fig.4 OD600 nm of strain 9BS grown under different pH values 
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图 5 不同浓度 NaCl 下生长菌株的 OD600 nm 

Fig.5 OD600 nm of strain 9BS grown under different concentrations of NaCl  
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 图 6 不同浓度 Cu2+
下生长菌株的 OD600 nm 

Fig.6 OD600 nm of strain 9BS grown under different concentrations of Cu2+  

2.5 菌株 9BS 芽孢漆酶对染料脱色的效果 

以丁香醛连氮为底物，以芽孢干重计算，菌株

9BS 芽孢漆酶的活性为 47.1 U/g。在 pH6.9，不加
介体的条件下，菌株 9BS芽孢漆酶 6 h对活性亮蓝、
活性黑、靛红和结晶紫的脱色率分别为 35.1%、
47.6%、73.3%和 82.2%，对靛红和结晶紫的脱色率
较高(图 7)。 
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图 7 菌株 9BS 芽孢漆酶在不同时间对 4 种染料的脱色率 
Fig.7 Decolorizations of 4 dyes at different times with spore laccase 

from strain 9BS  

3 结论与讨论  

漆酶的活性中心由 Cu2+组成，并且依赖 Cu2+

传递电子进行氧化还原反应。培养基中加入 Cu2+

可诱导漆酶的表达和提高漆酶活性[14–15]。本研究中

利用含 Cu2+的富集培养基从白桦林土壤中分离筛

选出 1株具有漆酶活性的菌株 9BS，并鉴定其为芽
孢杆菌属的细菌。菌株 9BS可以在 pH 5.0～9.0的
环境下生长，其芽孢漆酶的最适 pH 值为 7.0(真菌
漆酶一般在 pH 3.0～6.0显示活性[6])。 

芽孢杆菌属细菌的漆酶活性来源于芽孢外衣

蛋白，芽孢产量对漆酶活性具有重要影响。在含

Cu2+的 LB固体培养基上培养菌株 9BS，5 d芽孢产
量达到最高，以芽孢干重计，芽孢漆酶的酶活性达

47.1 U/g，比 Bacillus sp. CLb 芽孢漆酶活性高 1 
U/g[10]。由于芽孢需要制成悬液来测定其漆酶的活

性，所以，以芽孢干重为基础计算芽孢漆酶的活性，

可以使不同细菌的芽孢漆酶之间具有可比性。  
人工合成的染料已达到数千种[16]，它们一旦进

入自然环境中就很难被分解，并且许多染料对生物

有毒害作用[17]。纺织业常用的染料依据其结构可分

为漆酶底物类染料和非酶底物类染料。蒽醌类染料

(如活性亮蓝)作为漆酶的底物可直接被氧化[18]。偶

氮类(如活性黑)、靛青类(如靛红)和三苯甲烷类染料
(如结晶紫)不是漆酶底物，不能被漆酶催化，但在
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还原介体，如乙酰丁香酮(ACE)和 1–羟基苯并三唑
(HBT)等存在下，可介导漆酶与非酶底物染料之间
的氧化作用 [19]，增加对染料的脱色效果，菌株

Bacillus sp. CLb 的芽孢漆酶在无介体参与下只能
使活性亮蓝和结晶紫脱色，在介体乙酰丁香酮(ACE)
的作用下，其芽孢漆酶对活性亮蓝、结晶紫、活性

黑及靛红 4 种染料的脱色率均超过了 70% [10]；云

芝漆酶不能单独作用于靛蓝染料，需加入 HBT 介
体后才可以使靛蓝染料脱色[20]。虽然漆酶–介体体
系中的介体可提高染料脱色率，但价格昂贵，有毒

性，稳定性差，受 pH的影响大。菌株 9BS在不加
介体的情况下能够使染料靛红(IC)和结晶紫(CV)在
6 h内的脱色率分别达到 73.3%和 82.2%，可见菌株
9BS 的漆酶具有与经典漆酶(指真菌漆酶)不同的性
质，能够在不加介体的情况下对靛蓝和三苯甲烷类

染料脱色。菌株 9BS在含 7%NaCl的环境下能正常
生长，表明其对盐具有很强的耐受性(印染工业的废
水具有很高的盐浓度)，所以，菌株 9BS 的芽孢漆
酶具有处理印染废水的潜力。 
综合分析本研究结果，认为在东北林业大学实

验林场白桦林土壤中分离出的菌株 9BS 具有很好
的耐盐特性，其芽孢漆酶具有较高的活性，在不加

介体的情况下能够使靛红和结晶紫脱色，在印染废

水的生物处理中具有一定的潜力。 
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