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摘要：将来源于骆驼瘤胃中的8株乳酸菌接种到以吡啶（300 μg/mL）为唯一碳源、氮源的无机盐

培养基中进行培养，通过紫外分光光度计定期检测乳酸菌的的吸光度值（600 nm），了解其生长

情况；利用气相色谱-质谱联用仪（GC-MS）动态检测的乳酸菌降解吡啶的残留量，确定骆驼瘤

胃中的乳酸菌对吡啶的降解能力。实验结果显示：8株乳酸菌对吡啶都具有较强的降解能力，

其中2株乳酸菌（GU366027、GU366021）培养84 h后，可以将吡啶完全降解；3株菌（GU366034、
GU366019、GU366030）96 h后可以100%利用吡啶；3株（GU366037、GU366038、GU366028）108h
能够将培养基中的吡啶完全转化。研究提示骆驼瘤胃中的乳酸菌具有高效降解吡啶的作用。
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Abstract：8 lactobacillus reuteri were isolated from camel rumen and then cultured in mineral saults

medium using pyridine (300 μg/mL) as the sole carbon source and nitrogen source. The absorbance at
600 nm was periodically measured by UV spectrophotometer to check the growth of Lactobacillus. The

degradation of pyridin by lactobacillus reuteri was dynamically detected using Gas Chromatography-

Mass Spectrometry (GC-MS) and the residual amount after degradation was calculated. According to

the results, all the lactobacillus could effectively degraded pyridine, among which GU366027 and

GU366021 can completely degraded pyridine when cultured for 84 h, while GU366034, GU366019

and U366030 needed 96h and others (GU366037, GU366038, GU366028) for 108 h.
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吡啶是一个氮原子取代了苯上的一个碳原子

而形成的杂环化合物[1]，又称氮苯，无色或微黄色液

体，结构稳定，可溶于水，有毒性，对眼及上呼吸道

有刺激作用，能麻醉中枢神经系统，吡啶还具有潜

在的致癌作用。由于其高水溶性导致它在污染环

境中非常容易迁移，扩大污染范围，对人类健康带

来危害。因此在工业生产中产生的吡啶需要第一

时间进行处理，避免污染环境，危害生物健康 [2-4]。

目前对吡啶降解最有效的方法是微生物降解，但降

解微生物大都来源于被污染的土壤和污水中，这些

微生物本身具有一定的不安全性，在污染治理中存

在潜在的风险。乳酸菌是指一群通过发酵糖类，产

生大量乳酸的无芽孢的革兰氏阳性细菌的总称[5]。乳

酸菌代谢产物中除了乳酸等有机酸外，还产生少量

细菌素、过氧化氢、双乙酞等抑菌性物质，对致病菌

具有较强的抑制作用[6]，其中相当多的乳酸菌对人、

畜的健康起着有益的作用。

骆驼（Camelus bactrianus）是新疆沙漠地带特有

的动物种群，常年以食用骆驼刺、假木贼、狼毒等含有

毒物质的植物为生，而自身仍然能够健康生长[7-9]。从骆

驼瘤胃中分离纯化获得到8株乳酸菌，经生理生化和

分子生物学鉴定，其主要归属为：乳酸杆菌属

（Lactobacillus sp.）。鉴于骆驼可以降解和消化有害物

质的特殊功能主要依赖于瘤胃中的乳酸菌，选择有机

污染物吡啶为唯一碳源、氮源的无机盐培养基培养来

源于骆驼瘤胃的8株乳酸菌，通过紫外分光光度计检

测乳酸菌的的吸光度值和气相色谱-质谱联用仪

（GC-MS）检测8株乳酸菌降解吡啶的残留量，绘制降

解曲线和生长曲线。初步探讨其降解效率，为进一步

将乳酸菌应用于有机污染物的处理提供研究依据［10-12］。

1.1 材料

1.1.1 菌种来源 新疆师范大学微生物实验室提

供 8 株乳酸菌，登录号为 GU366019，GU366021，
GU366027， GU366028， GU366030， GU366034，
GU366037，GU366038。
1.1.2 培养基与试剂

1）无机盐培养基 磷酸氢二钠 4.26 g，磷酸二

氢钾2.65 g，二水氯化钙0.02 g，七水硫酸镁0.2 g，七
水硫酸锰 0.002 g，七水硫酸亚铁 0.01 g，蒸馏水

1 000 mL，pH7.0，121 ℃灭菌20 min。

2）固体分离培养基 上述无机盐培养基加琼

脂粉，15～20 g/L。
3)牛肉膏蛋白胨培养基 牛肉膏 3 g，蛋白胨

10 g，琼脂 15～20 g，蒸馏水 1 000 mL，pH 7.0～7.2，
121 ℃灭菌20 min。

4）LB液体培养基 蛋白胨10 g，酵母浸出粉5 g，
氯化钠10 g，蒸馏水1000mL，pH7.0，121℃灭菌20min。

5）试剂 吡啶标准品（Aladdin，色谱纯）；二氯

甲烷（色谱纯）。

1.1.3 仪器设备 紫外可见分光光度计：UV-
2800H，尤尼柯仪器有限公司产品；气相色谱-质谱

联用仪：Agilent 7890A-5975C，Agilent公司产品。

1.1.4 降解吡啶微生物降解率检测 将来源于新

疆师范大学微生物重点实验室的8株乳酸菌接种到

含以 300 μg/mL吡啶为唯一碳源、氮源的无机盐培

养基中培养7 d，选用加吡啶不接种菌株的培养基作

为空白对照。每 4 h检测菌的浓度，了解菌株在以

吡啶为唯一碳源、氮源的无机盐培养基中的生长情

况，并绘制生长曲线[13]；利用GC-MS每 12 h检测培

养基中吡啶的残留量，监测降解菌株对吡啶的降解

情况，绘制降解曲线[14-15]。

1.1.5 吡啶的萃取 取 5 mL菌液，加入 5 mL二氯

甲烷[16]，振荡摇匀后，用超声波超声混匀，静置过夜，

收集下层二氯甲烷萃取液。

1.1.6 色谱条件 色谱柱：HP-5MS(30 m×0.25 μm×
0.25 mm)；载气：氦气（99.999%）；流量：1.0 mL/min；
进样口温度：250 ℃；进样量：1 μL；进样方式：分流

进样；分流比：50：1；程序升温：初始温度 40 ℃，保持

0.5 min，再以20 ℃ /min的速度升温到110 ℃。后运

行240 ℃，保持1 min。
1.1.7 质谱条件 接口温度：280 ℃，离子源温度：

230 ℃，四级杆：150 ℃，电子轰击能量：70 eV；溶剂

延迟：2.1 min；扫描方式：全扫描模式，扫描范围为

20～550。质谱库：NIST2011。
1.1.8 标准曲线的制定 配置吡啶质量浓度为400
μg/mL的标准储备液，用二氯甲烷将标准储配液稀

释成浓度为 25、50、100、200、400 μg/mL5个不同质

量浓度，分别进样后，以定量离子(m /z，79.1)的峰面

积为纵坐标，其质量浓度为横坐标，求出标准曲线

方程，以此计算被测样品中吡啶的残留量。

1.2 实验方法

已经得到的菌种活化（即将斜面的休眠菌种使

材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法1111111111111111111111111111111
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用涂布法接种至牛肉膏培养基平板进行活化）。将

活化的菌体接入100 mL的LB培养基（加入200 μg/mL
吡啶，目的是为了防止杂菌生长）进行菌体繁殖，摇

床 37℃，180 r/min条件下培养 24 h。将培养的菌液

在4 000 r/min，5 min条件下离心，收集菌体，用不含

吡啶的无机盐培养基洗涤3次，弃上清，收集菌体，加

入无菌无机盐培养基制成乳酸菌的的吸光度值

（600 nm）为2的菌悬液。将菌悬液以体积分数5%的

接种量接种到以吡啶为唯一碳源氮源的无机盐培养

基中（摇床37℃，180 r/min条件下培养），每个菌株做

3个重复。每隔 4 h取样测乳酸菌的的吸光度值

（600 nm）及吡啶残留量。萃取参照1.1.5进行萃取，

将萃取的菌液取1 μL二氯甲烷萃取液注入GC-MS,
测定吡啶残留量，了解菌株对吡啶的降解能力。

2.1 萃取溶剂选择

由于吡啶是添加在无机盐培养基中，所以在选

萃取试剂时首先要考虑①萃取溶剂不能溶于水，②
由于有机试剂易挥发，且在超声萃取后需静置过夜，

所以选取的有机试剂密度必须大于水，以保证实验

准确性。二氯甲烷密度大，且不溶于水，萃取过程简

便快速，一次萃取就可以满足回收率的要求；吡啶在

二氯甲烷中响应值较大，灵敏度较高[16]。而其他的有

机试剂（如甲醇、乙酸乙酯、丙酮、正己烷等）不满足

上述条件，且在气象色谱图中与吡啶的目标峰不易

分开，所以选择二氯甲烷作为萃取试剂。

2.2 待测物吡啶的定性

色谱法：采用保留时间对照法，比较标准样品

和待测样品色谱图中的相对保留时间。吡啶的出

峰时间为：2.629 min，结果见图1。
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图1 吡啶标准样品色谱

Fig. 1 Chromatograms of pyridine standard sample

质谱法：采用全扫描方式，排除有杂峰干扰的

可能性，在质量范围为20～550之间进行定性，吡啶

的定型离子（m/z）为79.1、52.1、26.1，结果见图2。
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图2 吡啶标准样品质谱图

Fig. 2 Mass spectra of pyridine standard sample
2.3 标准曲线制定

参照 1.1.8的方法制定标准曲线，以面积为纵

轴，质量浓度为横轴，求出标准曲线方程，曲线方

程：y=36 293x+13 954，结果见图3。
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图3 吡啶的标准曲线

Fig.3 Standard curve of pyridine
2.4 测定方法回收率

采用标样加入法测定方法的回收率，即将 300
μg/mL吡啶标品加入到每个菌株的对照（只添加300
μg/mL吡啶的无机盐培养基）中，用1.1.5的方法进行

萃取，将吡啶标品测定量与吡啶标品加入量的比值

作为回收率，结果见表1 回收率在76.63%～86.66%。
表1 吡啶的回收率

Table 1 Recovery rate of pyridine

GU366019

GU366021

GU366027

GU366028

GU366030

262.44

230.78

251.49

259.98

247.92

300

300

300

300

300

87.48

76.93

83.84

86.66

82.64

菌种 萃取量/
（μg/mL） 标量/

（μg/mL） 回收率/%
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GU366034

GU366037

GU366038

245.19

229.90

239.58

300

300

300

81.73

76.63

79.67

菌种 萃取量/
（μg/mL） 标量/

（μg/mL） 回收率/%

2.5 降解吡啶菌株降解能力

得到菌株的降解率，通过GC-MS测定吡啶的残

留量，并通过标准曲线计算吡啶的降解率（每隔12 h
测定）及生长曲线（每4 h进行的测定），见图4～11。
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图4 GU366021的生长曲线和吡啶降解率曲线

Fig.4 Growth curve and pyridine degradation curve of
strain GU366021
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图5 GU366027的生长曲线和吡啶降解率曲线

Fig.5 Growth curve and pyridine degradation curve of
strain GU366027

GU366019
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图6 GU366019的生长曲线和吡啶降解率曲线
Fig.6 Growth curve and pyridine degradation curve of

strain GU366019

GU366030
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图7 GU366030的生长曲线和吡啶降解率曲线

Fig.7 Growth curve and pyridine degradation curve of
strain GU366030
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图8 GU366034的生长曲线和吡啶降解率曲线

Fig.8 Growth curve and pyridine degradation curve of
strain GU366034

GU366028

A6
00

 n
m

300

250

200

150

100

50

0

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0
0 12

质
量

浓
度

/（
μg
/m
L）

菌浓度
吡啶质量浓度

24 36 48 60 72 84 96 108 120
t/min

图9 GU366028的生长曲线和吡啶降解率曲线

Fig.9 Growth curve and pyridine degradation curve of
strain GU366028

由图4～11可知，8株乳酸菌降解菌株在添加吡

啶（300 μg/mL）的无机盐培养基中生长较缓慢，迟缓

期72 h左右。当菌株生长到达对数期时，8株菌株对

吡啶的利用速度加快，显示较强的降解能力，其中2
株（GU366027、GU366021）在 84 h，3株（GU366034，
GU366019、GU366030）在 96 h，3 株（GU366037，
GU366038、GU366028）在108 h将吡啶完全降解，培

养基中吡啶的残留量为零，降解率为100%。
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图10 GU366037的生长曲线和吡啶降解率曲线

Fig.10 Growth curve and pyridine degradation curve of
strain GU366037
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Fig.11 Growth curve and pyridine degradation curve of
strain GU366038

实验中乳酸菌最初在无机盐培养基中生长比

较缓慢，迟缓期较长，在这段时间里对吡啶的降解

能力也不高，可能是吡啶作为有害物质，在菌株的

接种初期对菌株产生了毒害作用，部分菌种死亡。

进入迟缓期的菌株的调节机制为应对恶劣环境做

出改变，利用吡啶作为碳、氮源供给自身生长，在经

过较长一段迟缓期后，能够较好应用吡啶作为碳、

氮源供给生长，当菌株生长到达对数期时，8株菌株

对吡啶的利用速度加快，显示较强的降解能力。

目前吡啶降解菌主要来源于被污染的环境，而

对动物消化道微生物对吡啶的降解研究较少。

Lynn Vanhaecke等对来自6位正常成人肠道中的微

生物以吡啶为碳源进行研究，发现吡啶可以被人体

肠道中微生物降解和转化，不同肠道样品72 h降解

率为47～95%，使吡啶失去对机体的致突变作用[18]，

该研究提示动物消化道微生物在机体内对吡啶转

化和降解起着重要作用。目前对乳酸菌降解有毒

有害物质的研究主要集中在亚硝酸盐、黄曲霉毒素

和胆固醇降解等方面[19-20]。

作者研究的乳酸菌菌株来源于骆驼瘤胃，有别

于乳制品发酵、蔬菜发酵和自然环境中的乳酸菌，

具有特殊的生理功能。一方面在骆驼体内发挥着

降解骆驼常食用植物的毒素，保障食用骆驼蓬、假

木贼、狼毒等有毒植物而不会中毒[11]；另一方面在骆

驼瘤胃特殊环境中的长期适应，具有了降解有害物

质的能力，并可以尝试应用于其它有害物质的降解

研究。作者对骆驼瘤胃中的8株乳酸菌降解吡啶的

能力开展研究，证实骆驼瘤胃乳酸菌可以高效降解

吡啶。希望骆驼瘤胃乳酸菌可以有效应用于环境

污染物的降解和处理，为环境污染的生物处理提供

新的微生物资源，扩大乳酸菌的应用范围；也为动

物源乳酸菌降解有害物质的研究提供研究方法和

思路。后期研究将进一步探讨降解乳酸菌的最佳

降解条件和降解机制，希望能够将来自骆驼消化道

降解吡啶的乳酸菌有效地应用于环境污染的治理。
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