
鸡粪中雌激素的检测及微生物降解

郭立泉, 崔鹏程, 张春玉, 徐淼

引用本文:
郭立泉, 崔鹏程, 张春玉, 等. 鸡粪中雌激素的检测及微生物降解[J]. 农业资源与环境学报, 2020, 37(2): 287-292.

在线阅读 View online: https://doi.org/10.13254/j.jare.2019.0192

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

畜禽粪便堆肥过程中雌激素降解特征

韩进,程鹏飞,周贤,王建,凌婉婷

农业资源与环境学报. 2019, 36(5): 679-686   https://doi.org/10.13254/j.jare.2018.0346

基于畜禽粪便的有机肥中雌激素污染特征

韩进,程鹏飞,周贤,王建,凌婉婷

农业资源与环境学报. 2019, 36(5): 673-678   https://doi.org/10.13254/j.jare.2018.0264

不同碳氮源对Paracoccus sp.QD15-1降解邻苯二甲酸二甲酯的影响

王姊威,刘虹,王春龙,吕志航,刘泽平,陈文晶,王志刚

农业资源与环境学报. 2019, 36(4): 541-545   https://doi.org/10.13254/j.jare.2018.0217

胞外呼吸菌在污染物迁移与转化过程中的应用进展

唐朱睿,黄彩红,高如泰,檀文炳,张慧,李丹,席北斗

农业资源与环境学报. 2017, 34(4): 299-308   https://doi.org/10.13254/j.jare.2017.0036

发酵床垫料中高效纤维素降解菌的分离与筛选

王震,许丽娟,刘标,杜东霞,尹红梅,贺月林

农业资源与环境学报. 2015(4): 383-387   https://doi.org/10.13254/j.jare.2015.0007

关注微信公众号，获得更多资讯信息

http://www.aed.org.cn/nyzyyhjxb/ch/index.aspx
http://www.aed.org.cn/nyzyyhjxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.13254/j.jare.2019.0192
http://www.aed.org.cn/nyzyyhjxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.13254/j.jare.2018.0346
http://www.aed.org.cn/nyzyyhjxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.13254/j.jare.2018.0264
http://www.aed.org.cn/nyzyyhjxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.13254/j.jare.2018.0217
http://www.aed.org.cn/nyzyyhjxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.13254/j.jare.2017.0036
http://www.aed.org.cn/nyzyyhjxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.13254/j.jare.2015.0007


http://www.aed.org.cn

Detection and microbial degradation of estrogen in chicken feces
GUO Li-quan1, CUI Peng-cheng1, ZHANG Chun-yu1,2, XU Miao1*

（1.College of Life Science, Jilin Agricultural University, Key laboratory of Straw Biology and Higher Value Application, Ministry of Educa⁃
tion, Changchun 130118, China; 2.College of Food Production Technology and Biotechnology, Changchun Vocational Institute of Technolo⁃
gy, Changchun 130033, China）
Abstract：To detect estrogen and degrade it, estradiol（E2）in laying hens feeds and feces were detected by high performance liquid chro⁃
matography（HPLC）. Eleven bacterial strains that exhibit high degradation against estrogen and bacterial groups mixed by the same vol⁃
umes of 11 bacterial strains were chosen to study estrogen degradation. The results showed that E2 was found only in laying hens feces. The
content of E2 was 230 ng·g-1. The results showed that bacterial groups had the higher degradation efficiency than single bacteria, and could
degrade 76% E2 in 10 d at 27 ℃. Our results indicated that there was estrogen in laying hen feces, and E2 degradation efficiency of the
bacterial group was higher than single bacteria.
Keywords：estrogen; biodegradation; microbial bacterial group
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摘 要：为检测鸡饲料和鸡粪中雌激素，优化其微生物降解条件，应用高效液相色谱（HPLC）法检测蛋鸡饲料和鸡粪中的雌激素，

利用 11种高效降解雌激素的单一菌株和等体积混合得到的菌群开展雌激素的降解实验。结果表明：只有蛋鸡鸡粪中含有雌二醇

（E2），含量为 230 ng·g-1。微生物菌群的降解率高于单一菌株，在 27 ℃下，10 d内能够降解 76%的E2。研究表明，蛋鸡鸡粪中有雌

激素存在，微生物菌群对雌激素的降解率高于单一菌株。
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雌激素是目前环境中的一类主要污染源，其主

要来源是化工、制药、农业、林业和畜牧业的集约化

生产。在过去的半个世纪，畜牧业已成为环境中雌

激素污染的主要来源[1]。有关饲料和禽畜粪便中雌

性激素残留的检测受到越来越多学者的关注，高效

液相色谱法、气相色谱法、色谱-质谱联用法、高效薄

层色谱法、毛细管电泳分析法、免疫分析法等得以广

泛使用[2]。其中高效液相色谱检测技术较为成熟，最

低检测限达到 310 ng·mL-1，加标回收率 71%~95%，

因此该方法广泛应用于雌激素污染物的检验[3]。过

量的雌激素可以使女性肿瘤的发病率增高，如乳腺

癌和子宫癌等；也导致男性精液的体积减少 25%，精

子浓度降低 50%，因此雌激素污染问题已经受到许

多发达国家的普遍重视[4]。当雌激素浓度达到 1.0
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ng·L-1时即可干扰生物内分泌系统[5]。然而就我国

而言，松花江、长江中游等水源中的雌激素浓度远远

高于该水平[6-7]。因此，对于雌激素污染的治理是十

分必要的。

近些年来，越来越多的学者关注雌激素污染物降

解方法的研究。自然光催化法、光催化耦合膜滤技

术、湿式氧化催化降解法等方法应运而生[8-10]。然而

上述方法中无论光催化剂制备还是高压反应釜催化

和过滤膜耦合，都存在生产成本高、雌激素污染物降

解率低、工业应用困难、造成二次污染等一系列问题。

目前，微生物降解法是环境中雌激素污染物降解最有

效且环境友好的方法[11]。现已报道的雌激素降解菌

有近百株，它们在一定条件下对雌激素降解率超过

90%。雌激素降解菌中变形菌门占的比重最大，有 44
株，放线菌门有16株，厚壁菌门12株。其他菌门菌株

数量较少，如拟杆菌门只有 3株。这些菌株可产生促

进雌激素污染物降解的酶类[12]。如亚硝化单胞菌属

（Nitrosomonas sp.）可产生单加氧酶（Monooxygenase）；

诺卡氏菌属（Nocardia sp.）及不动杆菌属（Acineto⁃

bacter sp.）可产生双加氧酶（Dioxygenase）；红球菌属

（Rhodococcus sp.）及鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas

sp.）可产生单加氧酶、双加氧酶、羟基类固醇脱氢酶

（Hydroxysteroid dehydrogenase，HSD）等[13-14]。微生物

法降解雌激素的过程中，选择合适的降解菌株成为雌

激素污染物能否高效降解的重要因素。

1951年，德国学者在西班牙巴塞罗那首次分离

了能够水解雌激素的革兰氏阴性菌——睾丸酮丛毛

单胞菌（CT1，Comamonas testosteroni ATCC11996）[15]。

这种细菌以雌激素为碳源[13]，通过约 20种酶来降解

雌激素[16-17]。基因诱导机理研究，发现一些调节雌激

素代谢酶基因表达的特异操纵子、抑制子和激活子，

通过基因工程的方法敲除某些抑制子，或将强启动子

插入激活子基因的上游都可能提高CT1水解雌激素

的能力[18-19]。将CT1中抑制子RepA基因敲除后得到

变异株 Ca3；将 CT1 中敲除抑制子 RepB 基因后得到

变异株Cb7。3α-羟基类固醇脱氢酶（3α-HSD）/羰基

还原酶（CR）是CT1在雌激素降解过程中的一种关键

酶。这种酶在变异株 Ca3和 Cb7的基因中表达量增

加了 10倍[20-21]。M6变异株是通过敲除CT1中抑制子

PhaR基因得到的[22]。在DNA依赖的RNA聚合酶中，

σ因子负责识别转录起始点。在CT1中敲除一个σ因

子合成的抑制子RseA基因得到变异株M2[23]。M2同

样提高了菌株的 3α-HSD和 3,17β-羟基类固醇脱氢

酶（3,17β-HSD）表达和水解底物的能力。

在 3α-HSD/CR 基因的上游发现了一种活化基

因，它的活化剂是一种蛋白质，可以与启动子结构结

合并增加CT1中 3α-HSD/CR和 3,17β-HSD基因的表

达。因此可以将强启动子“tac”插入激活基因的上

游，得到变异株Mact1，Mact1对雌激素表现出极高的

降解活性[24]。通常来说，CT1中雌激素的降解发生在

低于 30 ℃的温度条件下。当温度高于 35 ℃时，雌激

素不能被 CT1降解。然而，由于变异株A3是强启动

子“tac”插入CT1中 3α-HSD/CR基因的上游，从而使

得A3能够在 37 ℃的条件下降解雌激素[25]。由美国分

离得到的另外一种睾丸酮丛毛单胞菌菌株KF-1（Co⁃
mamonas testosteroni ATCC49202），具有降解雌激素的

作用[26]。弧菌（Vibrio，H5）和布丘氏菌（Buttiauxella，

S19-1）从德国的波罗的海分离得到。这两种细菌可

以在高盐浓度（5% NaCl）的培养基中降解雌激

素[27-28]。由于鸡粪中的盐浓度高于 1.7%，因此 H5和

S19-1可能更适合用于粪便中雌激素的降解。恶臭

假单胞菌（Pseudomonas putida，LN12）是一种新分离

得到的菌株。这种菌株在雌激素降解的过程中，可以

产生高双加氧酶，能够高效降解多种雌激素，包括雌

二醇（E2）。

本研究利用高效液相色谱法检测蛋鸡饲料和鸡

粪中的雌激素。通过对以上 11 种菌株（CT1、Ca3、
Cb7、M2、M6、Mact1、A3、KF-1、H5、S19-1和LN12）和

上述菌株等体积混合得到的菌群的降解实验，研究其

对雌激素的降解能力和降解的影响因素。

1 材料与方法

1.1 试验材料和仪器

色谱纯 E2购于美国 Sigma-Aldrich公司；硫酸卡

那霉素购于 Sigma-Aldrich 公司；提取溶剂使用分析

纯氯仿；色谱纯乙腈购于 Fisher Scientific 公司；超纯

水（18.2 MΩ·cm-1）用于 HPLC 分析。选择海兰褐蛋

鸡为研究对象；蛋鸡饲料购于吉林省双阳饲料厂。

11种雌激素降解菌株均由德国基尔大学提供。

试验仪器：BZF-30型真空干燥箱；B3024型离心

机；MS3002 分析天平；MX-F 可调式混匀仪；Waters
e2695高效液相色谱仪。

1.2 饲养和鸡粪采集

选用鸡龄 50周的成熟、健康海兰褐蛋鸡80只，平

均分为四组（4次重复），每组 20只，每日每组饲喂蛋

鸡饲料 2.5 kg，分早晚两次饲喂。鸡粪样品为采食后

—— 288
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1 h的新鲜粪便，用一次性无菌袋收集并混合，立即进

行样品处理和提取。

1.3 雌激素的提取

在无菌试管中加入 1 g鸡粪或鸡饲料和 4 mL LB
培养基，或者经微生物降解后的样品，加入 1 mL 氯

仿，转移至 10 mL离心管中，振摇 20 min，氯仿相与水

相在 4000 r·min-1离心 10 min后分层，雌激素溶于氯

仿相中。然后取氯仿相 500 µL放置于 1.5 mL Eppen⁃
dorf试管中。样品于 13 000 r·min-1离心 10 min，取氯

仿相 300 µL 放置于新的试管中，室温真空干燥 30
min。取40 µL HPLC的流动相溶解，待测。

1.4 雌激素的检测

利用高效液相色谱仪（Waters e2695）检测雌激

素。检测器为 UV（2988 Water Detector）。色谱柱为

C18柱（5 μm，4.6 mm×150 mm，Waters），液相色谱条

件：以乙腈∶水=50∶50（V∶V）作为流动相，流速为 1
mL·min-1；λ=225 nm；进样量为 5 μL；柱温为 25 ℃[29]，

每个实验对照均重复 4次。方法的质量控制和保证

如下：设置 8组E2标准溶液，摩尔浓度为 0.1、0.5、1.0、
5.0、10.0、50.0、100.0 μmol·L-1和 200.0 μmol·L-1，其线

性方程的 R2>0.99；在实际样品分析过程中，每 10 个

样品设置一个空白样，用于测定分析过程中的背景干

扰；根据 3倍信噪比（S/N=3）E2的检测限（LOD）为 8.2
ng·mL-1，定量限（QOD）为 27.2 ng·mL-1；每 10个样品

添加一个质量控制（QC）标准，用于检测仪器的稳定

性，校正保留时间，验证响应；同一样品设置 4个平行

样品。平行样品相对标准偏差（RSD）≤5%。

1.5 单一菌株和菌群对雌激素的降解

将-80 ℃保存的 11 种菌株（CT1、Ca3、Cb7、M2、
M6、Mact1、A3、KF-1、H5、S19-1和 LN12）室温融化。

吸取 200 μL CT1、KF1 和 LN12 的菌液分别接种在 2
mL LB培养基。吸取 200 μL H5和 S19-1菌液分别接

种至 2 mL 2%（质量分数）NaCl的LB培养基中。吸取

200 μL Ca3、Cb7、M6、M2、Mact1和A3菌液分别在含

有 40 μg·mL-1硫酸卡那霉素（用于工程菌筛选）的 2
mL LB 培养基中培养。将上述菌液在 180 r·min-1、

27 ℃下振荡，恒温培养过夜。分别将 11种菌株的浓

度调节至OD600nm=1.0（细菌含量为 3.5×109 个·mL-1）。

将上述 11种菌株分别取 0.1 mL混合制备成微生物菌

群。然后分别将 1 mL 11种菌株和菌群分别接种到 3
mL培养基中，再加入 0.5 mmol·L-1 E2，置于恒温摇床

（180 r·min-1）中在 27 ℃条件下培养 10 d。比较 11种

菌株和混合菌群对E2标准样品的降解率。

1.6 菌株降解雌激素条件的优化

按照 1.5 节所述方法制备混合菌群种子液

（OD600nm=1.0），将种子液接种到含有 0.5 mmol·L-1 E2
的 3 mL LB培养基中，单因素分析菌群在不同培养时

间（2、5、10、20 d）、培养温度（10、20、27、37 ℃）和发酵

液 pH（4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0）下对 E2的降解

率，其他培养条件同1.5。利用HPLC分析对比不同培

养条件下降解前后发酵液中的E2浓度，计算降解率。

1.7 混合菌群在鸡粪雌激素降解中的效果

按照 1.5 节所述方法制备混合菌群种子液

（OD600nm=1.0），并将其分别稀释 10 倍和 100 倍，即得

到OD600nm=0.1和OD600nm=0.01的菌群。OD600nm=0即为

直接加入 LB，不进行接种。将 1 g 鸡粪加入至 0.5
mmol·L-1 E2和 3 mL LB培养基中，再分别加入 1 mL
不同浓度的菌群，菌群浓度分别为OD600nm=0（不加菌

的对照组）、0.01、0.1、1.0，置于恒温摇床（180 r·min-1）

中在 27 ℃条件下培养 10 d，利用HPLC法分析比较不

同菌群浓度对E2的降解率。

1.8 雌激素降解率的计算

E2的降解率=（1-A1/A2）×100%
式中：A1 为经过微生物降解后经 HPLC 检测的剩余

E2的面积；A2为微生物降解前经HPLC检测的E2的

面积。

2 结果与分析

2.1 鸡粪和鸡饲料中E2的检测

利用 HPLC 对 0.5 mmol·L-1 E2 的标准品进行检

测。结果（图1）表明E2在4.1 min被洗脱。

如图 2所示，标准曲线用于检测鸡粪提取物中的

E2含量。使用10、20、30、40、50 μmol·L-1 E2的标准品

来绘制标准曲线，相应的峰面积与E2浓度线性相关。

从 1 g鸡粪和 1 g鸡饲料中分离得到了雌激素污

染物。在鸡粪中能够检测到 E2吸收峰（4.1 min）（图

2），而鸡饲料的HPLC谱图中没有发现E2吸收峰（图

3）。通过E2的标准曲线，计算得出鸡粪中E2的含量

为 230 ng·g-1。因此利用微生物降解对其进行生物修

复是非常有必要的。

2.2 11种单菌和菌群降解E2的能力

如图 4所示，在相同培养条件下，混合菌群对E2
降解率最高，为 76%，Ca3和Mact1的降解能力显著高

于其他菌株，降解率为 70%，与菌群相比不存在显著

差异。而 H5、S19-1 和 LN12 的降解能力较差（约

9%），其他 6种单一菌株对E2的降解率为 42%~61%，
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与菌群相比具有显著差异（P<0.05）。因此，选用微生

物菌群研究不同培养条件对E2降解率的影响。

2.3 不同培养条件对菌群降解E2的影响

2.3.1 降解时间对E2降解率的影响

如图 5所示，在培养 10 d时，菌群对E2降解率最

大，约有 76.6%的E2被降解，20 d时E2的降解率略有

降低。因此，菌群降解 0.5 mmol·L-1 E2的适宜降解时

间为10 d。

2.3.2 降解温度对E2降解率的影响

如图 6 所示，在 27 ℃时，E2 降解率最高，为

76.3%，这也是菌株生长的最适温度。当温度升高

时，E2降解率大幅下降。这与以往报道的当温度高

于 35 ℃时，雌激素不能被 CT1等菌株降解的结论相

符[25]。当温度降低时，E2的降解率有所下降，但要高

于高温条件，这可能是由于在低温条件下微生物生长

代谢变得缓慢。说明菌群更适于在温度相对偏低的

条件下进行降解。

2.3.3 pH值对E2降解率的影响

如图 7所示，在 pH值为 8.0时，E2降解率达到最

大，为 78.6%。随着 pH值的增加，E2的降解率明显下

降，pH 为 6.0、7.0 和 8.0 时，E2 的降解率相近，均在

75%~80% 之间。考虑到样品本身 pH 为 6.0，因此选

用的降解条件为pH 6.0、27 ℃条件下培养10 d。
雌激素污染物的微生物降解主要是通过酶促反

图3 鸡饲料提取物的HPLC谱图（225 nm）
Figure 3 The extract isolated from chicken feed, detected by

HPLC（225 nm）

图1 E2标准品的HPLC谱图（225 nm）
Figure 1 The standards of E2 detected by HPLC（225 nm）

图2 鸡粪提取物的HPLC谱图（225 nm）
Figure 2 The extract isolated from chicken feces, detected by

HPLC（225 nm）

图4 11种单菌和菌群（OD600nm=1.0）对E2的降解率
Figure 4 The degradation rate of E2 degraded by 11 bacterial

strains and the bacterial group（OD600nm=1.0）

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。下同
Different lowercase letters indicate significant difference（P<0.05）.
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Figure 5 The E2 degradation rate of the bacterial group

（OD600nm=1.0）at different time

E2
降

解
率

De
gra

dat
ion

rate
ofE

2/%

2 5 10 20
时间Time/d

90
75
60
45
30
15
0

aa

b
c

—— 290



2020年3月

http://www.aed.org.cn

郭立泉，等：鸡粪中雌激素的检测及微生物降解

应来完成，是单加氧酶、双加氧酶、羟基类固醇脱氢酶

等多种酶系协同作用的结果。单一菌株产生酶系往

往也较为单一，如假单胞菌属以产生羟基类固醇脱氢

酶为主，不动杆菌属以产生双加氧酶为主[12]。本研究

通过单一菌株和混合菌群的雌激素污染物降解实验，

证明混合菌株的降解率高于单一菌株，菌群对E2降

解率高的原因可能是多种微生物共同参与雌激素的

代谢，是多种酶系的共同参与和协同作用的结果。在

后续的工作中，将开展组学分析，以期进一步研究雌

激素降解酶的协同作用和调控机制。

2.4 微生物菌群对鸡粪中E2的降解

由于鸡粪中 E2的含量较低，为了研究菌群浓度

对降解率的影响，将 0.5 mmol·L-1 E2标准品添加到 1
g鸡粪中，再加入不同浓度的微生物菌群，降解 10 d。
结果如图 8所示，E2的降解率随菌体浓度的增加而提

高。当OD600nm增加至 1.0时，E2降解率达到最大，约

有 70%的E2被菌群降解。由于添加的E2（0.5 mmol·
L-1）比天然条件下的浓度高出很多倍，所以经过微生

物菌群培养10 d后的鸡粪中的E2依然有部分残留。

3 结论

（1）利用 HPLC 法在鸡粪中检测出 E2，含量为

230 ng·g-1。

（2）通过对比 11个单一菌株和混合菌群对雌激

素的降解率，证明菌群对雌激素降解率最高。通过研

究菌群降解E2的影响因素，结果表明在 pH值为 8.0、
降解温度为 27 ℃、降解 10 d时，菌群对 E2的降解率

达到最大，为78.6%。
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