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摘  要  偶氮染料所造成的环境污染问题已成为近年来亟待解决的问题. 以前期构建的嗜热偶氮染料降解复合菌群为研究

对象，探究其在不同初始pH、培养温度、染料浓度及不同结构偶氮染料的脱色特性，并对不同浓度下染料的降解进行动力

学分析；通过紫外-可见光扫描、红外光谱扫描及酶活性变化等分析偶氮染料的生物降解情况. 此外，还将通过植物毒理性

实验来验证偶氮染料降解后的脱毒情况. 研究发现，该复合菌群在初始pH为8、温度为55 ℃的条件下脱色效果最佳，在含

400 mg/L直接黑G的脱色培养基中静置培养48 h后，脱色率高达100%；且对直接黑G具有较高的耐受能力，在3 000 mg/L
的条件下脱色率仍高达70%；对不同结构的偶氮染料均表现出较好的脱色性能；动力学分析发现其最佳脱色速率与浓度分

别为40.597 3 mg g-1 h-1、484.337 6 mg/L. 通过紫外-可见光扫描及红外光谱扫描分析发现偶氮染料直接黑G在降解前后

化学键及表面官能团发生了明显的变化；酶活性分析发现偶氮染料降解酶在降解后显著提高. 此外，植物毒理性实验证明

经复合菌群降解后的染料代谢产物对植物的毒性大幅度降低，可能被降解为其他低毒性物质. 本研究结果表明该复合菌群

具有较好的染料脱色降解性能，这将为偶氮染料的无污染化处理奠定理论基础. （图6 表4 参43）
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Abstract  Recently, the environmental pollution caused by azo dyes has become an urgent problem. Based 
on our previous study regarding the degradation of constructed azo dyes by thermophilic microflora, the 
decolorization characteristics of the azo dyes under different initial pH, temperature, dye concentration, and 
structures were explored by kinetic analyses. Specifically, the biodegradation of azo dyes were analyzed using 
a scanning ultraviolet-visible spectrophotometer, an infrared spectral scanner, and enzyme activity changes. In 
addition, the detoxification of the azo dye was verified by plant toxicity experiments. We found that the optimal 
decolorization and degradation conditions of the thermophilic microflora were at an initial pH of 8, a temperature 
of 55 ℃, and a decolorization rate of 400 mg/L, in which the Direct Black G dye reached 100% after 48 h. 
Furthermore, the thermophilic microflora had a high tolerance to Direct Black G, despite the decolorization rate 
reaching 70% at a Direct Black G concentration of 3 000 mg/L. In addition, the thermophilic microflora showed 
a better decolorization performance when using different structures of the azo dyes. Furthermore, the kinetic 
analysis revealed that the optimal decolorization rate and concentration were 40.597 3 mg g-1 h-1 and 484.337 6 mg/
L, respectively. Through the scanning ultraviolet-visible spectrophotometer and the infrared spectral scanning 
analysis, the chemical bonds and the surface functional group of the azo dyes were shown to have changed 
significantly before and after degradation, while the enzyme activity analysis showed that the azo dye-degrading 
enzyme significantly increased after degradation. Finally, the plant toxicity experiment proved that the toxicity of 
azo dye metabolites was greatly reduced in plants after being degraded by the thermophilic microflora, which 
may be due to their transformation into other low-toxic substances. Hence, this work demonstrated that this 
microflora improved the decolorization and degradation performance of the dye, which can act as a theoretical 
foundation for the non-polluting treatment of azo dyes.
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随着印染技术和工业的发展，大量不同种类的合成染料

被广泛应用于各行各业的生产之中，在种类繁多的染料中以

偶氮染料使用最多，占我国染料总量的80%[1]. 偶氮染料是分

子结构中具有一个或多个偶氮基（—N＝N—）的芳香类化合

物，这类染料具有生产过程简单、成本低廉、易于合成、性质

稳定与染色性能突出等优点，被广泛应用于印染、纺织、化妆

品、食品和制药等行业中[2]. 偶氮染料具有抗酸、抗碱、抗光、

抗微生物等特性，在环境中长时间不能被降解，是毒性大且

难降解有机化合物之一. 偶氮染料会导致水体生态系统的破

坏，影响水体的功能，同时也会对水中的微生物和鱼类产生毒

害作用. 此外，偶氮染料还具有致癌、致畸、致突变“三致”作

用，任意排放到环境中会对人类的健康造成严重的威胁 [3-4]. 
因此，如何高效处理偶氮染料废水是目前众多学者关注的焦

点，且具有重大的研究意义. 
目前，国内外处理偶氮染料废水的方法主要有物理法、

化学法和生物法三大类 [5]. 物理法主要包括膜分离技术、吸附

法、沉淀法、萃取分离法及磁分离法等；化学法主要包括化学

混凝法、化学氧化法、电化学法等. 由于物理和化学方法具有

运行成本高、能耗大、适应性低、效率低、降解不彻底、存在

二次污染及产生大量难以处理的污泥等诸多缺点，从而限制

了其广泛的应用[6]. 而生物法是利用微生物降解偶氮染料，实

现对偶氮染料废水的治理，且具有成本低廉、净化彻底、环保

无污染、操作简单等优点，因此生物法处理偶氮染料废水具

有良好的应用前景 [7]. 近年来国内外众多学者已经筛选出许多

偶氮染料脱色降解的微生物，主要包括细菌、真菌及藻类 [8]. 
真菌脱色主要分两种，吸附脱色和降解脱色，大多数真菌都是

通过菌体吸附染料进行脱色，仅有白腐真菌脱色机制是降解

脱色 [9]；藻类对偶氮染料的脱色降解机理主要是对染料的吸

附，但当微生物进入衰亡期后，微生物菌体会发生自溶现象，

从而将吸附的染料释放出来 [10]；而细菌主要通过分泌多种酶

来破坏其偶氮结构，从而实现其脱色降解，且细菌具有适应环

境能力强，繁殖速度快等优点而被广泛应用[11]. 
对于偶氮染料废水的处理，单一菌株因种类有限、适应

范围较窄、广谱性较差，脱色率往往较低，且单一菌株一般只

能将发色基团打开，不能进一步将中间代谢产物进一步降解，

导致处理效果不理想 [12]. 例如胡景华等在纺织工业废水中筛

选出的单一菌株培养48 h后对直接黑38（400 mg/L）的脱色

率仅为60%左右[12]. 相比于单一菌株而言，复合菌群能够通过

多种微生物之间的协同作用实现偶氮染料的最大程度的降解

与矿化. 杨财容等在活性污泥中筛选出了6株活性黑脱色菌，

研究发现该复合菌群较单一菌株具有较强的脱色能力，最高脱

色率达95.68% [7]；范凤霞等构建的混合菌群FF具有较强的脱

色能力，培养24 h后对浓度为200 mg/L的活性黑5染料的脱色

率高达94.8% [3]. 因此，构建复合菌群来处理偶氮染料废水具

有较好的应用前景[13]. 
为此，我们以前期构建的嗜热复合菌群为研究对象，探究

其对偶氮染料的脱色降解特性，并通过紫外-可见光扫描、傅

里叶红外光谱扫描及酶活性分析偶氮染料的生物降解情况，

此外，还将通过植物毒理性实验来验证偶氮染料降解后的脱

毒情况，以期为偶氮染料的无污染化处理提供相应的理论基

础. 

1  材料与方法

1.1  实验材料
1.1.1  菌种来源     本研究采用前期构建的嗜热偶氮染料

降解复合菌群，该复合菌群于55 ℃静置培养48 h后可完

全脱色400 mg/L的直接黑G染料，具有较强的脱色性能；

且该复合菌群经PCR- DGGE分析鉴定后，发现其包含的

主要菌种有Anoxybacillus f lavithermus strain 52-1A、

Bacillus thermoamylovorans strain DKP、Brevibacillus 
aydinogluensis strain PDF25、Geobacillus thermoleovorans 
strain NP1、Tepidiphilus thermophilus strain JHK30等 [14]. 
1.1.2  偶氮染料     偶氮染料甲基橙（C14H14N3NaO3S、

3 2 7. 3 3）、苋菜红（C 2 0 H 11N 2 N a 3 O 1 0 S 3、6 0 4 . 47）、

刚果红（C 3 2 H 2 2 N 6 N a 2 O 6 S 2、6 9 6 . 6 8）、直接黑 3 8
（C34H25N9Na2O7S2、781.73）、直接黑G（C34H27N13Na2O7、

839.77）均购买于山东西亚化学股份有限公司. 其分子结构、

最大吸收峰与偶氮键数目见表1. 
1.1.3  脱色培养基　　蛋白胨2.0 g、葡萄糖5.0 g、牛肉膏3.0 
g、MgSO4 0.2 g、KH2PO4 1.8 g、NaH2PO4 3.5 g、FeCl3 0.01 
g、MnSO4 0.02 g，pH 7.2. 
1.1.4  仪器设备　　UV-9000紫外分光光度计：上海元析仪

器有限公司；精密恒温培养箱：上海-恒科学仪器有限公司；

傅里叶红外光谱仪：珀金埃尔默仪器有限公司；PHS-3C型pH
计：上海雷磁仪器厂；电子天平：塞多利斯公司；高速离心机：

上海菲恰尔分析仪器有限公司. 
1.2  实验方法
1.2.1  不同因素对偶氮染料脱色的影响　　将活化的菌液

按10%（V/V）的接种量接种至脱色培养基（直接黑G 600 
mg/L）中，在其他条件保持一致的情况下探究pH（4、5、6、
7、8、9、10），温度（35、45、55、65、75 ℃），不同染料浓度

（400、600、800、1 000、1500、3 000 mg/L）以及不同结构

的偶氮染料（甲基橙、苋菜红、刚果红、直接黑38、直接黑G）

对该复合菌群脱色的影响，设置3个重复，测定不同培养时间

降解液的脱色率. 
1.2.2  不同初始浓度直接黑G的脱色动力学　　将活化的菌

液按10%（V/V）的接种量接种至脱色培养基中，在其他条件

保持一致的情况下探究优化条件下染料初始浓度对脱色速率

的影响，浓度范围为100-1 500 mg/L，间隔2 h取样分析. 
1.2.3  脱色率的测定　　取不同培养时间的降解液（4 h、8 
h、12 h、24 h、36 h、48 h）于10 000 r/min下离心15 min，取
其上清，在染料的最大吸收波长处测定其吸光值B，以未接种

的染料培养基的吸光值A作为对照，并计算其脱色率. 脱色率

的计算公式如下所示：

脱色率 = (A-B)/A × 100%                               (1)
1.2.4  不同培养时间降解液的紫外-可见光谱扫描　　将活

化好的复合菌群按10%（V/V）的接种量接入至脱色培养基中

（直接黑G 600 mg/L），于初始pH 7.2、温度为55 ℃的条件

下静置培养. 分别取培养0 h、6 h、24 h、48 h后的降解液于

10 000 r/min下离心15 min，取其上清，并利用紫外-可见分光

光度计进行全波长扫描，扫描范围为200-900 nm. 
1.2.5  染料脱色前后的红外光谱扫描　　将活化好的复合

菌群按10%（V/V）的接种量接入至脱色培养基中（直接黑G 
600 mg/L），于初始pH 7.2、温度为55 ℃的条件下静置培养. 
取培养48 h后的降解液于10 000 r/min离心15 min，取其上清，
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并加入等体积的色谱级乙酸乙酯进行萃取分离，分离后的萃

取液用旋转蒸发仪在45 ℃下浓缩得到干燥物. 随后干燥物中

加入少量乙酸乙酯溶解，同时加入烘干的无水硫酸钠进行脱

水，然后通过0.22 μm的有机微孔滤膜过滤并烘干得到待测样

品. 将样品与溴化钾（光谱纯）按1:100的混合并研磨成粉末，

压片后利用傅里叶红外光谱仪对直接黑G和降解后产物进行

扫描. 扫描波数范围为500-4 000 cm-1，扫描分辨率为4个波

数，共计扫描32次. 
1.2.6  直接黑G降解酶测定　　将活化好的复合菌群按10%
（V/V）的接种量接入至脱色培养基中（直接黑G 600 mg/
L），于初始pH 7.2、温度为55 ℃的条件下静置培养. 取培养

24 h后的降解液于10 000 r/min离心15 min，上清液作为胞外

酶的来源，菌体细胞则悬浮于100 mmol/L、pH 7.2的磷酸盐缓

冲液中，然后进行超声波破碎处理，将超声波发生器保持为

表1  偶氮染料的分子结构、最大吸收峰与偶氮键数目

Table 1  Molecular structure and maximum absorption peak of azo dyes
偶氮染料
Azo dye

分子结构
Structure of molecular

吸收峰
Absorption peak (λ /nm)

偶氮键
Azo bond

甲基橙
Methyl orange 465 1

苋菜红
Amaranth 520 1

刚果红
Congo red 493 2

直接黑38
Direct Black 38 590 3

直接黑G
Direct Black G 645 4
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50 A的输出，每20 s 10次，间隔10 s，在4 ℃下破碎15 min，并
于10 000 r/min离心15 min，其上清液作为胞内酶的来源，测

定偶氮还原酶 [15-16]、漆酶 [17]、木质素过氧化物酶 [18-19]以及锰过

氧化物酶酶活[20]. 
1.2.7  直接黑G降解前后的植物毒理性测定　　将活化好

的复合菌群按10%（V/V）的接种量接种至脱色培养基中（直

接黑G 600 mg/L），在初始pH 7.2、温度为55 ℃的条件下静

置培养. 取不同培养时间（0、12、24、36、48 h）的降解液于

10 000 r/min离心15 min，取其上清并用0.22 μm的微孔滤膜

过滤后备用. 同时以未接菌的脱色培养基（直接黑G 600 mg/
L）作为对照，以灭菌的蒸馏水作为空白对照. 选取绿豆种子

为材料进行直接黑G降解产物的植物毒理性测定.  实验具体

步骤为：挑选成熟饱满、无霉变、种皮完好无损、大小相当、有

生命力的绿豆种子，采用2%的双氧水对其消毒10 min，蒸馏

水冲洗数次后并用温水浸泡30 min，然后分别在每个发芽盒

中放入20颗绿豆种子并浇入10 mL相应的染料降解液、染料

培养基及灭菌的蒸馏水. 种子将置于28 ℃的光照培养箱中培

养，7 d后分别观测绿豆种子的发芽率、根长及茎长等参数，

验证该复合菌群对偶氮染料直接黑G的降解脱毒效果. 

2  结果与讨论

2.1  不同培养条件对菌株脱色的影响
pH在偶氮染料降解过程中负责染料分子在细胞膜上的转

运，同时还可以通过细胞膜的通透性影响微生物对营养物质

的吸收与利用，故pH值是染料脱色过程中的主要参数之一 [21]. 
不同pH值对复合菌群脱色的影响如图1（A）所示，复合菌群可

在较广的pH范围内对染料进行脱色. 初始pH值为4-8时，复合

菌群对染料的脱色能力逐渐增强，其中当pH为8时脱色效果

最佳，培养8 h和48 h后脱色率分别达到了86%与97%. 然而

进一步提高至pH值为10时，该复合菌群的对染料的脱色效果

明显减弱. 上述结果表明该复合菌群能够在pH 8的环境里较

好的生存，各种相关脱色降解酶的酶活力处于较高水平；而其

他的过酸或过碱的环境可能是引起了微生物细胞表面的特性

与酶构象的改变，进而导致微生物的生长与代谢能力受阻 [22]. 
有研究表明，印染厂排放的偶氮染料废水的pH值一般在8-9之
间 [23]，因此该复合菌群对处理偶氮染料废水具有良好的匹配

性. 
温度是微生物生长与代谢过程中的一个重要参数，其通

过影响酶活力的大小来影响微生物对偶氮染料的脱色 [24]. 不
同温度对该复合菌群脱色的影响如图1（B）所示，温度为35-
55 ℃时，该复合菌群的脱色能力逐渐增强.  当温度为55 ℃
时，其脱色效果最好，培养48 h后脱色率高达98%；进一步提

高温度，其脱色率明显下降. 结果表明该复合菌群具有一定的

嗜热性，该温度下复合菌群代谢能力旺盛，酶活力较高，故脱

色能力较强；由于偶氮染料废水主要产生在温度高达50-60 
℃的染浴与漂洗阶段 [25]，因此该复合菌群对于处理偶氮染料

废水具有一定的匹配性与应用潜力. 此外，嗜热复合菌群在高

温条件下具有代谢速度快、处理效率高及能够有效杀死病原

微生物等优点，且嗜热复合菌群分泌的一些嗜热酶具有较高

的稳定性，室温中可长期保持活性，能够抵抗化学变性 [26]，在

降解偶氮染料中展现了良好的开发与应用潜力. 
研究表明，染料的毒性与其浓度成正比，浓度越高，其毒

性也就越大；同时高浓度的染料也会产生更多的芳香族化合物

中间体，一定程度上会抑制微生物的正常生长与代谢[27]. 不同

初始染料浓度对该复合菌群脱色的影响如图1（C）所示，该复

合菌群可在较广的浓度范围内进行脱色，其中当染料浓度为

400 mg/L时，其脱色率在48 h可高达100%，进一步提高染料

浓度，该复合菌群的脱色能力逐渐减弱. 结果表明，高浓度的

图1  不同培养条件对菌株脱色的影响. 
Fig. 1  Effect of different culture conditions on the decolorization of strains.
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染料具有较高的毒性，对微生物的生长与代谢具有一定的抑

制作用. 但总体而言，该复合菌群对高浓度的染料具有一定的

耐受能力，当浓度为3 000 mg/L时，该复合菌群依然能够正常

生长且脱色率高达70%. 因此，该复合菌群具有较强的脱色能

力，且对于处理高浓度的偶氮染料废水具有极大的应用前景. 
研究表明，偶氮染料的脱色与偶氮双键的数目、染料分子

的结构特征及芳香环上的取代基数目与种类有关 [28].  该复合

菌群对不同结构偶氮染料的脱色影响如图1（D）所示，在这几

种染料中，甲基橙、苋菜红、直接黑G与直接黑38在培养8 h后
脱色率达到70%-98%，而在相同时间内刚果红的脱色率仅为

28%. 而培养48 h后，甲基橙、苋菜红、刚果红与直接黑G的脱

色率均达到了99%左右，但直接黑38的脱色率仅为70%. 甲基

橙、苋菜红与刚果红脱色效果较好的原因可能是其分子量小，

分子结构相对简单且含有的偶氮键数目较少[29]. 而直接黑G脱

色效果好的原因可能是其分子结构中含有多个氨基，而氨基

是促进偶氮双键的断裂的基团[30]. 对于直接黑38而言，可能是

由于其本身的分子结构不同的原因，偶氮双键不易被还原，导

致其脱色效果受到一定的影响 [31]. 由于常见的偶氮染料废水

为多种不同的染料的混合物，因此，该复合菌群充分展现了优

异的降解性能与底物降解广谱性，具有极大的工业化应用潜

质. 
2.2  不同初始浓度直接黑G的脱色动力学 

为了更深入地探究染料初始浓度对脱色效率的影响，选

取浓度范围为200-3 000 mg/L的直接黑G进行分析，其结果如

图2所示. 随后对复合菌群脱色降解后剩余染料浓度的ln值和

培养时间进行拟合，结果如表2所示，由表可知，剩余染料浓

度的 ln值和培养时间符合线性关系，故该复合菌群对偶氮染

料直接黑G的脱色降解符合一级反应动力学；研究发现随着

染料的提高，降解反应速率常数也随之逐渐降低，由此说明高

浓度的偶氮染料对该复合菌群的脱色降解具有一定的抑制作

用，因此可利用底物抑制模型Haldane方程来描述该复合菌群

的脱色降解的动力学方程 [32]：

R = 
Rmax·ρ

ρ + ρ2/Ki + Ks
                              (2)

式中，R是指脱色速率（mg g-1 h-1），ρ是指染料初始浓度

（mg/L），Rmax是指染料的最大脱色速率（mg g-1 h-1），K i是

抑制常数（mg/L），Ks是指底物饱和常数（mg/L）. 
对不同染料浓度下初始阶段脱色速率的实验值与理论

值进行拟合，结果如图3所示，相关系数r= 0.9876，拟合效果

较好，由此说明该动力学方程可较好地描述脱色速率与染料

浓度的变化及染料浓度对脱色具有一定的抑制作用.  由图3
可知，随着染料浓度的不断升高，其脱色速率也会随之增大，

达到某一个最高值即存在一个最佳脱色速率Ropt与浓度ρ opt. 
经计算，抑制常数K i = 173.7765 mg/L，底物饱和常数Ks = 
1349.9116 mg/L，最大脱色速率Rmax = 266.8948 mg g-1 h-1，

并带入公式（3）与（4）进行计算最佳脱色速率与染料浓度[33]. 

Ropt = 

Rmax

Ks

Ki

1 + 2                               (3)

ρopt = KiKs                                        (4)
经计算，最佳脱色速率Ropt = 40.5973 mg g-1 h-1，最佳浓度ρopt 

= 484.3376 mg/L，该结果与图3拟合的结果相一致，由此说明

该动力学模型的适用性，且该结果与孔春雷等人对酸性红GR
的脱色动力学研究[34]相一致. 

图3  复合菌群脱色模型动力学方程拟合曲线. 
Fig. 3  Fitted curve of kinetics equation of decolorization model by microflora.

2.3  紫外-可见光谱扫描分析
偶氮染料在降解前后的紫外-可见光谱扫描图谱如图3

所示，该图谱表明了偶氮染料在降解前后特征吸收峰的变化. 
如图4A所示，直接黑G的特征吸收峰是645 nm，嗜热复合菌

群降解染料6 h后，在645 nm处直接黑G的特征吸收峰减小，

表2  复合菌群对偶氮染料脱色降解反应的动力学方程及参数

Table 2  Parameter and equation of kinetics of decolorization of azo dye by microflora
染料浓度 Dye concentration (ρ/mg L-1) 动力学方程 Kinetic equation 反应速率常数 Reaction rate constant r2

100 y = -0.6586x + 4.8103 0.6586 0.9835
200 y = -0.5418x + 5.9441 0.5418 0.9343
300 y = -0.5198x + 6.4949 0.5198 0.9213
400 y = -0.4676x + 6.7865 0.4676 0.9151
600 y = -0.2198x + 6.6643 0.2198 0.9619
800 y = -0.1819x + 6.9223 0.1819 0.9557

1000 y = -0.1485x + 7.1098 0.1485 0.9574

图2  不同初始染料浓度下复合菌系的脱色效率. 
Fig. 2  Decolorization of microflora with different initial dye concentrations.
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且发生了小幅度的特征吸收峰紫移现象，原因可能是发色基

团—N＝N—以及助色基团—NH3、—OH的脱落，从而导致偶

氮染料生色基团的电子云密度下降 [35]；降解24 h与48 h后，在

645 nm处的特征吸收峰几乎消失，可能是生色团和共轭体系

被破坏导致的；而在210和252 nm处却出现新的特征吸收峰，

210和252 nm处的特征吸收峰可能是苯环类结构产生的，且

脱色48 h后特征吸收峰增高，表明染料没有被完全矿化，而是

生成了新的小分子中间代谢产物，如图4（B-E）所示，直接黑

38、苋菜红、甲基橙及刚果红在降解前后的特征吸收峰也均

有类似的变化. 有文献报道，新的代谢产物可能是苯胺类化

合物，苯胺类化合物也具有一定的毒性，其是否能够被进一步

降解还有待探究 [36]；同时也证明了直接黑G的脱色是由微生物

降解而非吸附所致. 
2.4  红外扫描分析

偶氮染料直接黑G降解前后的红外光谱分析如图5所示，

在直接黑G未降解的红外光谱中，波数在3 449 cm-1代表的是

苯胺类物质中—NH2伸缩振动，波数在2 983及2 828 cm-1代

表的是C—H的伸缩振动，波数在1 610 cm-1代表的是苯环上

C＝C键的伸缩振动，波数在1 400-1 600 cm-1代表偶氮双键

与苯环骨架振动吸收峰的重叠，波数在1 356 cm-1代表的是N
原子连接苯环的C—N特征吸收峰，波数在1 187和1 047 cm-1

分别代表磺酸根的不对称伸缩振动与对称伸缩振动，波数在

650-900 cm-1代表苯环的面外弯曲振动吸收峰. 通过偶氮染

料直接黑G降解前后的红外光谱对比发现，偶氮染料直接黑

G降解前后的红外光谱发生了显著的变化. 其中波数在1 400-
1 600 cm-1的偶氮振动吸收峰明显减弱，说明直接黑G的—N
＝N—双键被破坏，且相关研究表明，偶氮染料的降解最初是

由偶氮双键的断裂开始，而偶氮双键是偶氮染料的生色基团，

从而揭示了偶氮染料脱色的原因[37]；同时波数在1 187和1 047 
cm-1处吸收峰几乎完全消失，表明磺酸基团消失，原因可能是

磺酸基团在高温环境下结构不稳定，从而导致其脱落 [38]；而降

解后波数在3 449 cm-1处的吸收峰依然存在，表明直接黑G降

解后可能产生了其他带有—NH2的中间代谢物. 有文献报道，

偶氮染料被降解后会生成苯胺类中间代谢产物，因此直接黑

G降解后的代谢产物很有可能是侧链带有—NH2的苯胺类化

合物，这与黄春梅研究的偶氮染料降解的中间产物[39]一致. 
2.5  直接黑G降解前后酶活性

相关研究表明，偶氮染料的微生物降解与其本身生长代

谢产生的一系列酶系有关；众所周知，微生物的生长代谢是

一个非常复杂的过程，需要多种酶的共同参与 [40].  因此，对

其降解酶的活性研究也是了解其降解情况的关键. 大部分偶

氮染料结构中都含有磺酸基团如直接黑G，且相对分子质量

较大，不能穿过细胞膜进入胞内进行还原，因此偶氮还原酶

及其他相关的降解酶系需依赖于氧化还原介质传递电子给偶

氮染料，使其偶氮双键断裂，实现偶氮染料的降解 [41].  直接

黑G降解前后酶活性变化的情况如表3所示，与降解前相比，

降解后的胞内偶氮还原酶、木质素过氧化物酶、锰过氧化物

酶及漆酶的酶活性增加均极其显著（P < 0.01），其诱导率分

图4  染料降解前后的紫外-可见光谱. A：直接黑G；B：直接黑38；C：苋菜红；D：甲基橙；E：刚果红. 
Fig. 4  UV-visible spectra before and after dye degradation. A: Direct Black G; B: Direct Black 38; C: Amaranth; D: Methyl orange; E: Congo red.

图5  染料降解前后的红外光谱. 
Fig. 5  Infrared spectra before and after dye degradation.
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别为238.8%、353.5%、525.7%、274.8%；相应的胞外偶氮

还原酶、木质素过氧化物酶及锰过氧化物酶的酶活性增加也

均极其显著（P < 0.01），其诱导率分别为57.5%、541.7%、

587.2%. 上述结果表明，在该嗜热复合菌群降解直接黑G的过

程中，偶氮还原酶、木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶及漆酶

均具有关键性作用，且相对于降解前，降解后这些酶的诱导率

均显著增加，也从另一角度阐明了偶氮染料的存在诱导该复合

菌群的生长代谢增强；据文献报道，偶氮还原酶在降解过程

中可诱导偶氮染料断裂偶氮双键 [42]，漆酶对偶氮染料及其中

间代谢产物均具有较好的降解作用[40]，而过氧化物酶类在降

解偶氮染料同样也占有重要地位，尤其是降解磺化染料 [43]；此

外，本研究中这些酶的共存也表明了在降解染料过程中这些

酶具有较好的协同作用. 
2.6  直接黑G降解前后的植物毒理性

用绿豆种子来测试直接黑G降解后的脱毒效果，如表4和
图6所示，蒸馏水萌发的绿豆种子，其发芽率为100%，根长及

芽长分别为4.49和10.12 cm，而未经复合菌群处理的染料溶

液萌发的绿豆种子与蒸馏水相比差异极显著（P < 0.01），其

绿豆种子发芽率只有63%，且种子的根长及芽长均较短，分别

为0.91和1.36 cm，对绿豆种子的生长有明显的抑制作用；而

经过复合群系处理后的降解液萌发的种子与染料溶液相比差

异极显著（P < 0.01），其种子的发芽率及根长、芽长均有明显

表3  直接黑G降解前后酶活性的变化

Table 3  Changes in enzyme activity before and after Direct Black G degradation

酶
Enzyme

对照 Control (0 h)
胞外 Ext 处理 Test (24 h)

胞外 Ext
胞内 Int 胞内 Int

偶氮还原酶 Azo reductase a 1.5064 ± 0.0018 0.9374 ± 0.0037 5.1037 ± 3.0023* 1.4763 ± 1.0368*

木质素过氧化物酶 Lignin peroxidase b 0.0043 ± 0.0002 0.0036 ± 0.0012 0.0195 ± 0.0003* 0.0231 ± 0.0025*

锰过氧化物酶 Manganese peroxidase c 0.0035 ± 0.0036 0.0039 ± 0.0049 0.0219 ± 0.0023* 0.0268 ± 0.0075*

漆酶 Laccase d 0.0025 ± 0.0001 BDL 0.0712 ± 0.0006* 0.0023 ± 0.0001
a：酶单位是1 mL反应体系中1 min还原1 μmol甲基红所需酶量；b：酶单位是每分钟使1 μmol藜芦醛合成所需酶量；c：酶单位是每分钟使1 μmol Mn2+

转化为Mn3+所需酶量；d：酶单位是每分钟氧化1 μmol ABTS生成1 μmol自由基所需酶量. *：降解后酶活性和降解前相比差异极显著（P < 0.01）；

BDL：低于检测水平. 
a: The enzyme unit is required to reduce 1 μmol of methyl red in 1 mL for 1 min; b: The enzyme unit is the amount of enzyme required to 
synthesize 1 μmol veratrol per minute; c: The enzyme unit is the amount of enzyme required to convert 1 μmol of Mn2+ to Mn3+ per minute; d: The 
enzyme unit is the enzyme required to oxidize 1 μmol of ABTS per minute to produce 1 μmol of free radicals. *: Enzyme activity after degradation 
was significantly different from control at the 0.01 level. BDL: Below detectable level. 

表4  绿豆种子的根长、芽长以及发芽率

Table 4  Root length, shoot length and germination rate of mung bean seeds
时间 Time (t/h) 根长 Root length (l/cm) 芽长 Shoot length (l/cm) 发芽率 Germination (r/%)

蒸馏水 Distilled water 4.49 ± 0.37 10.12 ± 0.03 100
染料 Dye 0.91 ± 0.12* 1.36 ± 0.29*   63
12  2.19 ± 0.13**  3.82 ± 0.94**   85
24  3.45 ± 0.21**  7.16 ± 0.46**   87
36  3.98 ± 0.18** 8.98 ± 0.26**   93
48  4.05 ± 0.09**  9.12 ± 0.69**   95

*：在染料中萌发的种子与在蒸馏水中萌发的种子相比差异极显著（P < 0.01）；**：在染料降解液中萌发的种子与在染料中萌发的种子相比差异极显著

（P < 0.01）. 
*: Seeds germinated in dye are significantly different from the seeds germinated in distilled water at  the 0.01 level; **: The seeds germinated in 
degradation products are significantly different from the seeds germinated in DBG at the 0.01 level.

图6  偶氮染料及降解产物对绿豆生长的影响. 
Fig. 6  Effect of azo dyes and degradation products on the growth of mung bean.
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的增加，到48 h种子的发芽率达到了95%，根长及芽长分别为

4.05和9.12 cm. 相比之下，经过复合群系处理的降解液对植

物种子的生长状况明显优于未处理的，且长势与蒸馏水处理的

种子较为接近. 因此，上述植物毒理性试验分析表明，混合菌

群可以将有毒的偶氮染料降解为低毒性物质，同时也为偶氮

染料的无污染化处理及加强农业灌溉的实际应用提供了一定

的理论基础. 

3  结 论
以前期构建的嗜热偶氮染料降解复合菌群为研究对象，

探究了其脱色降解特性.  该复合菌群在初始pH为8、温度为

55 ℃的条件下脱色降解效果最佳，48 h脱色率高达99%. 且
对直接黑G偶氮染料具有较高的耐受能力，在浓度3 000 mg/

L的条件下脱色率仍高达70%，对不同结构的偶氮染料均表现

出了较好的脱色性能. 同时，利用Haldane方程对不同浓度的

染料脱色进行动力学拟合，最佳脱色速率Ropt与浓度ρ opt分别

为40.597 3 mg g-1 h-1、484.337 6 mg/L. 紫外可见光及红外光

谱扫描分析发现偶氮染料在降解后其化学键及表面官能团发

生了明显的变化，且在偶氮染料的生物降解过程中，偶氮还原

酶、木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶及漆酶起着重要作用，

且降解后酶活性显著提高；植物毒理性实验证明了偶氮染料

经复合菌群降解后的代谢产物对植物的毒性大大降低，这将

为偶氮染料废水的无污染化处理提供理论基础.  此外，当前

对于复合菌群降解偶氮染料的代谢途径与分子机制尚缺少研

究，需要进一步的探究，以期为实现偶氮染料废水的快速、高

效、彻底的降解奠定基础. 
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