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一株甲醇利用菌的分离及其在甲醇测定中的应用
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摘要#2目的3筛选能够利用甲醇的微生物菌株&并将其应用于甲醇测定的初步研究中% 2方法3采用富集培
养及固体平板分离法分离菌株$通过生理生化特征及 &42 <‘3*序列分析进行菌株鉴定$以固定化细胞和溶
氧仪组合成测定系统&测定了不同含量甲醇的响应时间以及溶氧变化与甲醇含量的关系% 2结果3从山西清
徐农用沼气池中分离得到一株能以甲醇为唯一碳源和能源生长的菌株 P/&&&通过生理生化特征及 &42
<‘3*序列分析&该菌株被鉴定为嗜有机甲基杆菌!%.#/0*()$"#.’&56(’+$-(2/&*&56"% 传感系统在 0]0/e ’
&e!h6h"甲醇含量范围内测定&响应时间小于/0 BA=&检出限为0]/% B,6T&溶氧消耗量同甲醇含量呈线性
关系&拟合系数!X/"为 0](($4% 该测定体系不易受其它干扰物质影响&检测结果与实际样品浓度一致% 2结
论3该测定体系具有较强的选择性&及良好的重现性和稳定性&具有较好的应用前景%
关键词!甲醇& 嗜有机甲基杆菌& 甲醇测定& 固定化细胞
中图分类号!7(#(](!!文献标识码!*!!文章编号!000&I4/0(!/0&#"0$I0$"/I0$

!!甲醇是一种无色透明’易挥发&易燃烧的液体&
广泛应用于化学工业’医疗卫生’有机合成’工业合
成等各个领域&是重要的有机化工基础原料% 此外&
甲醇作为一种清洁能源&将会替代矿物能源发挥重
要的作用 (&) % 但甲醇是一种剧毒物质&在生产生活
排放的废水’废气中的含量日益增多&不仅污染环
境’危害人类健康&而且对水生生物和微生物均有毒
性% 人体摄入甲醇后可引起头痛及失明等症状&如
果摄入量超过 &0,足以毙命 (/) % 因此&在酿酒’制
药’发酵和合成工业产品’化妆品等工业应用领域以
及环境保护工作中准确’快速的检测甲醇含量具有

重要的意义%
甲醇测定的常用方法有蒸馏法’比重法’比色

法’气相色谱法和液相色谱法 (# ’)) % 蒸馏法及比重
法操作简便&成本低&一般用于高含量甲醇测定&也
可用于混合体系中醇类物质的检测&但在单一醇类
物质检测方面精密度和准确性上存在较大缺陷 (") %
色谱法能检测微量甲醇含量&精密度和准确性很高&
目前应用普遍但操作较为复杂$亚硫酸钠比色法’碘
量滴法等比色法&显色缓慢且不稳定&干扰因素多&
操作更为繁琐% 此外&色谱法和比色法由于仪器性
质限制&无法进行户外便携检测% 也有红外光谱法’
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荧光法和激光拉曼光谱法等方法的报道&仍处于实
验室研究阶段 (4) % 因此寻找一种简便’快速’准确&
能够广泛应用于样品定性’定量分析的甲醇测定方
法一直倍受重视%

甲醇生物传感器的研究起始于 /0 世纪末&大多
以醇脱氢酶和微生物细胞作为分子识别的元件% 近
年来&Y;U;?>等建立了以微藻类和芯片为材料&通过
荧光 色 谱 测 定 蒸 气 中 甲 醇 的 方 法 ()) % 此 外&
DA<C88;ZZ于 /00% 年也报道了通过醇脱氢酶测定醇
类物质的研究 (/) % 由于醇脱氢酶专一性较差&此类
传感器依然存在选择性不高&寿命短’和稳定性差等
缺点&极大地限制了甲醇微生物传感器的发展 (%) %
我国目前在这方面研究较少&仅有孙裕生等报道了
一种甲醇细菌电极的制备&并初步用于样品检测&但
检测线性范围只有 0]/ ’( B,6T&且测量过程中易
受醇类及其它物质干扰&无法满足甲醇测定发展的
要求 ($ ’() % 此外&所用菌株尚未明确鉴定&代谢机理
也不甚清楚% 可见国内外微生物法测定甲醇的报道
较少&而且多处于实验室研发阶段% 因此&深入开发
可适用于甲醇检测的微生物资源并应用于甲醇含量
的测定具有重要的意义% 本文从山西清徐农用沼气
池中分离得到 & 株能利用甲醇作为唯一碳源生长的
P/&& 菌株&&42 <‘3*序列分析和生理生化特性完
成 P/&& 菌株的鉴定&以微生物作为识别元件研究
了该体系对不同甲醇含量的响应&并考察了该传感
系统的最佳工作条件及分析测试性能%

!"材料和方法

!#!"材料
!#!#!"样品来源!山西清徐农用沼气池采集
!#!#%"培养基!液体培养基参考文献($)配制&每 T
加 5V#QV4 BT$固体培养基#含有 /e琼脂液体培养
基%
!#!#."主要试剂和仪器!聚乙烯醇 ! Yh*&%(( r
"0& 2A,B>"$>$E酶’引物合成及其它生化试剂购自
大连宝生物公司$其它化学试剂均为国产分析纯%
b5($00 型气相色谱仪!上海科创色谱有限公司"&
溶氧响应仪!51’4")/&Y>-C;2CAG=.AZAC& i2*"%
!#%"菌种的富集和分离纯化

采用富集培养及固体平板分离法&以 "e的接
种量将样品接入盛有 "0 BT液体培养基的 /"0 BT

三角瓶中&密闭 &/0 <6BA= 摇床振荡&#0m培养&待
菌液浑浊后&再次转接进行富集培养% 经固体琼脂
培养基平板划线分离&#0m培养% 在相同培养条件
下设置不含甲醇的对照实验%
!#."形态’培养特征的观察与生理生化实验及碳源
利用

菌体染色后在光学显微镜下观察细胞形态% 固
体琼脂培养平板上观察菌落特征% 参考文献 (&&)
对 P/&& 菌株相关生理生化实验研究进行属内鉴
定% 菌株接种于含有 /0 BT液体培养基的三角瓶
中&液体培养基中分别添加不同种类和浓度的碳源%
!#F"!)*+,-(序列分析及系统发育分析

细菌 ‘3*提取及 &42 <‘3*序列 Y5X按文献
(&0)方法进行% 以 ‘3*为模板进行 Y5X扩增&"kI
*bFFFb*F55Fbb5F5*I#k和 "kIF*55FFbFF*5b
*5FF5*I#k为引物& 进行 Y5X扩增% 经克隆测序
后&测序结果在 bG= >̂=d 中进行 ?̂>-.比对% 5?+-.>?
j多序列比对&用 PLb*#]& 中的 3GA,8R;<IE;A=A=,
!3E"方法构建系统发育树%
!#G"固定化细胞的制备及活化
!#G#!"制备#固定化小球制备参考文献(&0)进行&
洗涤后 )m保存%
!#G#%"活化!每次使用前将适量制备好的固定化细
胞放入盛有 "0 BT液体培养基的 /"0 BT三角瓶中&
&/0 <6BA= 摇床振荡&#0m活化 & 8%
!#)"测量装置及方法

图 !$实验装置示意图
JA,+<G&@LK9G<ABG=.>?Gf+A9BG=.@&@‘A--;?_GU Q/ -G=-;<$ /@

1=?G.9;<.$ #@ABB;RA?AMGU CG??-$ )@‘A--;?_GU Q/ G?GC.<;UG$ "@

F8G<B;-.>.[>.G<R>.8 C>+?U<;=$ 4@Q+.?G.9;<.@

如图 & 所示安装测量装置&恒温水浴控制测量
体系温度&将 / BT的测试样品加入 &$ BT的反应体
系中&关闭装置的通气口&待体系溶氧平衡后置入固

#"$
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定化细胞% 通过溶氧响应仪及 5?><d 氧电极检测体
系溶氧变化&记录溶氧值%
!#T"测量条件的选择

分别研究了在不同温度’9V’离子强度条件下
各因素对甲醇测定的影响&并确定最佳实验条件%
!#/"响应时间的测定

测试样品加入体系&待溶氧平衡后&加入固定化
细胞&溶氧下降直至平衡% 通过 5?><d 氧电极和溶
氧响应仪测定并记录溶氧变化% 从开始测定到溶氧
下降至平衡&/ 次平衡之间的时间即为甲醇测量的
响应时间 (() %
!#["标准曲线的测定

加入体系的 / BT样品中甲醇含量分别为
0]0/e’0]0"e’0]/e’0])e’0]4e’&e !h6h"&
记录相应的溶氧消耗量&绘制标准曲线%
!#!]"干扰实验及样品测定

图 %$菌株 P%!! !)*+,-(序列系统发育分析
JA,+<G/@Y8O?;,G=G.AC.<GGUG<A_GU Z<;B&42 <‘3*-Gf+G=CG-;Z-.<>A= P/&&@3+BRG<->..8G

=;UG-A=UAC>.G.8GR;;.-.<>9_>?+G-;= =GA,8R;<I:;A=A=,>=>?O-A-;Z&000 <G->B9?GU U>.>-G.-@

在甲醇含量为 0])e!h6h"的测量条件下&分
别加入不同干扰物质对测量甲醇含量的影响&以每
种干扰物质的浓度对测量甲醇含量影响不超过
r"e为标准进行干扰物质的评价%
采用 ("e的甲醇!北京化工厂生产"和生产甲

胺的工业废水为实际样品&分别编号为 &’/’#% 以
本实验方法和气相色谱法分别进行甲醇含量测定&
检测器为氢火焰检测器&按外标法以峰面积计算甲

醇含量%
!#!!"固定化细菌的使用寿命

固定化小球置于 9V%]0 的磷酸缓冲液中 )m
保存&以 0])e的甲醇为样品进行测定& 每隔 / 天测
试 & 次& 以测定值与初次测定值相比不超过 r"e
为标准%

%"结果

%#!"菌株的分离及鉴定
采用富集和平板分离法共得到利用甲醇的微生

物菌株 &(% 株&经过反复筛选&从中选出 & 株生长速
度快’甲醇利用率较高的菌株 P/&&% 该菌株在不含
甲醇的对照培养基及含有甲醇无氧条件中均不生
长&而在含甲醇和有氧的条件下生长良好% 说明菌
株 P/&& 能够利用甲醇同时消耗氧气% P/&& 菌株
在固体培养基平板上培养 " U&菌落直径 0]4 BB’
&]/ BB&粉色&圆形&稍隆起&边缘光滑&较湿润&不
透明% 细胞呈短杆状&0]$ %Bp&]0 %B&革兰氏阴
性&无荚膜和芽孢&能运动%

菌株 &42 <‘3*序列进行测序后提交 bG= >̂=d
!*CCG--A;= 3;@V7/40#/""% 比对结果表明&P/&&
菌株与甲基杆菌属的菌株具有高度的同源性&与该
属 菌 株 %.#/0*()$"#.’&56*5#.51 ! *P(&0"#& " &42

)"$



郭珺等# 一株甲醇利用菌的分离及其在甲醇测定中的应用@6微生物学报!/0&#""#!$"

<‘3*序列一致性达 ((e!见图 /"% 菌株 P/&& 形
态和培养特征与甲基杆菌属一致&结合 &42 <‘3*
序列分析& P/&& 菌株可被鉴定为甲基杆菌属
!%.#/0*()$"#.’&56-9@"% P/&& 菌株相关生理生化
实验显示&该菌株能够利用葡萄糖’果糖’乙酸钠’乙
醇’甲醇’甲烷和甲基胺$不能利用癸二酸钠’甜菜碱
和酒石酸钾钠$氧化酶和接触酶为阳性% 因此&根据
形态培养特征’&42 <‘3*序列分析及部分生理生化
特征&P/&& 菌株可初步鉴定为甲基杆菌属的嗜有机
甲基杆菌!%;(’+$-(2/&*&56"%
%#%"测定工作条件的选择

菌株 P/&& 能够在耗氧条件下以甲醇为唯一碳
源生长&因而设计了相关实验装置&利用该菌株进行
甲醇含量的测定% 在 &$ BT反应体系中&加入 / BT

的甲醇样品&待体系溶氧达到平衡&加入 # ,固定化
细菌&菌体利用甲醇&体系溶氧下降&并最终达到平
衡即为甲醇测量的响应时间% 甲醇含量高&体系溶
氧下降的幅度大&利用 5?><d 氧电极及溶氧检测器
测定固定化细菌消耗体系中溶氧来分析甲醇的
含量%

测试体系的温度’9V和离子强度不仅影响微生
物催化底物反应的活性&也影响底物和溶解氧的扩
散状况% 根据实验获得各因素影响曲线见图 #&该
传感系统在 #0m’9V%]0’离子强度为 0]" B;?6T的
条件下具有较好的响应% 因此&采用温度 #0m’9V
%]0’缓冲液为 &$ BT的 0]" B;?6T磷酸缓冲液进行
实验%

图 .$离子强度’温度和 6U对测定的影响
JA,+<G#@LZZGC.;Z.GB9G<>.+<G>=U 9V;= .8GRA;-G=-A=,-O-.GB<G-9;=-G@

%#."不同含量甲醇测定的响应时间

图 F$不同含量甲醇的响应时间
JA,+<G)@XG-9;=-G.ABGA= UAZZG<G=.BG.8>=;?C;=.G=.@

不同含量甲醇测定的响应时间见图 )&待体系
加入甲醇溶氧平衡后&加入固定化细菌&体系溶氧迅
速下降&随着甲醇含量的增加&响应时间有所延长&
溶氧消耗量增大% 由于测定过程中未搅拌&因此不

同含量甲醇测定的响应时间较长&响应过程在
/0 BA= 左右达到平衡%
%#F"不同含量甲醇测定的标准曲线

图 G$不同含量甲醇与溶氧消耗量的关系
JA,+<G"@XG?>.A;=-8A9 RG.[GG= UA--;?_GU ;KO,G= C;=-+B9.A;=

>=U UAZZG<G=.BG.8>=;?C;=.G=.@

不同含量甲醇测量的标准曲线见图 "&通入体
系中的甲醇含量增大&细菌对溶氧的消耗量增多&以

""$
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不同甲醇含量对相应的溶氧消耗量作图&体系溶氧
的消耗量!0"与通入甲醇的含量!A"在 0]0/e ’&e
!h6h" 范围内线性关系良好&拟合方程为 0\
0]/"0%AH0]0//4&拟合系数为 0](($4&经计算检
出限为 0]/% B,6T%
%#G"干扰实验

在含有 0])e甲醇的测量体系中分别加入不同
干扰物质进行测量&以每种干扰物质的浓度对测量
甲醇含量影响不超过 r"e为标准进行干扰物质及
干扰浓度的评价% 结果见表 &&实际样品中可能存
在的干扰物质如有机酸类’氨基酸等物质&尤其是其
!!

它醇类物质&对甲醇含量的测定几乎不产生干扰&然
而苯酚却对该体系影响较为明显&可能由于苯酚具
有毒性&从而影响微生物的活性导致%
%#)"样品含量的测定

用 ("e的甲醇!北京化工厂生产"和生产甲胺
的工业废水为实际样品&进行甲醇含量的测定&以考
察系统的准确性和重复性% 将实际样品逐步稀释进
行测定&直至溶氧消耗量的测定值进入标准曲线的
测定范围&并进行多次测定&测定结果见表 /&可以
看出本实验方法的测定值与气相色谱的测定值相
一致%

表 !$干扰物质的测定(9dT)

F>R?G&@F8GB>KAB+B9G<BA--AR?GC;=CG=.<>.A;= ;Z9;.G=.A>?A=.G<ZG<G=.-

1=.G<ZG<G=.- "6!B,6BT" 1=.G<ZG<G=.- "6!B,6BT" 1=.G<ZG<G=.- "6!B,6BT"
*CG.AC>CAU &#/ J;<BAC>CAU 44 P>?.;-G &4&
&Î+.>=;? $0 J<+C.;-G &&0 Y8G=;? &)
L.8>=;? &#" b?+C;-G $0 2G<A=G &$0
=I9<;9O?>?C;8;? (% 2;UA+B>CG.>.G &"4 FO<;-A=G &%"

表 %$甲醇样品的测定(9dT)

F>R?G/@XG-+?.-;ZUAZZG<G=.BG.8>=;?UG.GC.A;=-

3;@
Q+<BG.8;U b>-C8<;B>.;,<>98ACBG.8;U

= *_G<>,G!e" X2‘!e" = *_G<>,G!e" XL!e"

& % (/]# #]" # ("]) #]/

/ % /]" #]& # /]4 #]$

# % 4]( /]% # %]& /]$

%#T"固定化细菌的使用寿命
以 0])e的甲醇为样品&测定值与初次测定值

!!!

相比不超过 r"e为标准&对固定化细菌的使用次数
和保存时间进行研究% 测定结果表明&固定化细菌
在此条件下可以存放 )0 U&可进行重复测定 &$0 次
以上%
%#/"甲醇不同测定方法分析性能比较

不同甲醇测定方法及其特性比较见表 #&测量
X2‘值都小于 "e的基础上对不同的方法进行评
价% *Q‘65*FI流动注射分析法和电催化甲醇传感
器法拥有较好的检测限&但是流动注射分析法比
!!!

表 .$生物传感器法与其它方法的分析性能比较
F>R?G#@5;B9><A-;= ;Z.8G>=>?O.AC>?9G<Z;<B>=CGRG.[GG= .8GBG.8>=;?RA;-G=-A=,>=U;.8G<<G9;<.GUBG.8;U-@

*=>?O.AC>?9G<Z;<B>=CG TA=G><<>=,G ‘G.GC.A;= ?ABA. X2‘6e 5;-. XGZG<G=CG
Â;-G=-A=,-O-.GB 0]00/e ’&e !h6h" 0]/% B,6T )]/) ?;[G< F8A-[;<d
L=MOBGG?GC.<;UG 0 ’&&$ B,6T ’ $ &]4 ?;[G< (&/)
PYP2IJ1* 0]& ’&00 B,6T 0]& B,6T $ # ?;[G< (&#)
J1* 4 ’&00 B,6T 0]4 B,6T &]&4 ?;[G< (&))
JF1X ’ 0]#&4 ,6T $ &]) ?;[G< (&")
*Q‘65*FIJ1* 0]&# ’/]" B,6T 0]0) B,6T $ &]$ GK9G=-A_G (&4)
5;?;<ABG.<O /00 ’400 B,6T &00 B,6T /]( ’)]0 GK9G=-A_G (&%)
‘3YIVIC;?;<ABG.<O ’ /]% B,6T $ 0]4 GK9G=-A_G (&$)
b5IJ1‘ &00 ’&/00 B,6T ’ $ /]0 GK9G=-A_G (&()
VYT5 4 ’4)0 B,6T #]0 B,6T $ &]4 GK9G=-A_G (/0)

PYP2IJ1# &IBG.8;KOI"IBG.8O?98G=>MA=A+B BG.8O?-+?Z>.GZ?;[IA=:GC.A;= >=>?O-A-$ *Q‘65*FIJ1*# >?C;8;?;KAU>-G6C>.>?>-GIJ1*$ ‘3YIVIC;?;<ABG.<O#

UA=;=O?(Q2/#/$*$#.Q/09’$P&-.Q"(*(’&6.#’0;

4"$
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较复杂&需要昂贵的设备和繁琐的操作过程% 与之

相比本实验方法测量成本相对较低’测量过程相对

简单$电催化甲醇传感器法的测量过程相对简单&但

甲醇的选择性却低于本实验方法% 根据设备成本&

表 # 中提到这些测定方法可以分成两类&红外光谱

法’PYP2 ’流动注射分析法’*Q‘65*F’流动注射

分析法’流动注射分析法’气相色谱法和高效液相色

谱这些方法较为精确’可靠&但测量成本较高&步骤

也较为繁琐% 其它测量方法成本较低&比色法的线

性范围和检测限不及本实验方法$与酶传感器相比&

本实验方法响应时间短’线性范围宽% 可以看出&本

实验方法与色谱法在测量特性上相当&测量成本也

相对较低&由于采用微生物作为元件&响应时间较

长&但对甲醇具有较好的选择性%

."结论

为了筛选能够利用甲醇的微生物菌株&并将其

应用于甲醇测定的初步研究中% 本文从环境中筛选

相关菌株&并利用电化学方法初步研究了以微生物

作为识别元件体系中不同含量乙醇对溶氧的响应时

间以及溶氧变化与乙醇含量的关系&得到如下结论#

!&"从沼气池中分离得到 & 株好氧利用甲醇的

P/&& 菌株&经生理生化实验及 &42 <‘3*序列分析

鉴 定& 该 菌 株 为 嗜 有 机 甲 基 杆 菌

!%.#/0*()$"#.’&56(’+$-(2/&*&56"&丰富了该类细菌

的种质资源%

!/"根据该菌株利用甲醇的同时需要消耗氧气

这一特点&以固定化细菌及 C?><d 电极及溶氧检测器

设计了相关生物传感系统进行甲醇含量的测定&该

系统选择性较强&不易受醇类等物质的干扰在

0]0/e ’&e!h6h"范围内成线性关系&响应时间小

于 /0BA=%

!#"以 ("e甲醇和工业废水为样品进行多次测

定&测定值与气相色谱法基本相同&表明该反应体系

具有较好的重现性和稳定性%

!)"与已报道的甲醇测定方法相比&该方法具

有装置简便&成本低和寿命长等特点&灵敏度’检出

限’重现性及检测范围等分析性能方面也较高&进一

步研究和开发有望实现传感器的便携式和自动化%
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