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摘要! 为获得苯并)G*芘"TGV#污染修复的新菌株$通过梯度提高无机盐培养基"151#中 TGV浓度的方法$本研究从北京焦化

厂污染土壤中筛选出 " 株能够对液体中高浓度 TGV""(( FUO4#降解的霉菌$鉴定结果为可可毛色二孢菌 " Z$#&31&0+31&$

*6)3;%3’$)#B并首次对 Z,*6)3;%3’$)在液体中降解 TGV的性能进行了研究B结果表明$Z,*6)3;%3’$)能够利用 TGV作为唯一碳

源和能源$实验进行 "( ?$TGV降解率为 )’‘)j s"‘)jB与察氏无机盐体系"611#相比$151更适合 Z,*6)3;%3’$)的生长$

后者比前者中 TGV的 "( ? 降解率高 ’‘& 个百分点$151中加入土豆培养基"V_3#在降解初期显著提高了 TGV的降解速率$

第 ’ ? 时 TGV降解率提高了 "#‘’ 个百分点’但后期促进效果减弱$"( ? 后 TGV降解率比单纯 151体系高 )‘E 个百分点BZ,

*6)3;%3’$)可耐受较广的 C[范围$在 C[q) 时对 TGV的降解率最高B底物水杨酸和琥珀酸钠促进了 Z,*6)3;%3’$)对 TGV的降

解$"( ? 降解率分别提高了 %‘’ 个百分点和 E‘’ 个百分点BZ,*6)3;%3’$)同样能降解高浓度的菲和芘$三者单独和混合加入

时$"( ? 的降解率分别是 $(‘(j s"‘(j( )#‘’j s*‘’j和 )’‘)j s"‘)j$及 ’"‘%j s’‘"j( "E‘)j s)‘)j和 ""‘#j s

’‘’jB对三者的降解能力!菲 i芘 iTGV$但是三者混合存在时$单个多环芳烃的降解率均降低B本研究为环境多环芳烃污染

修复提供了新的修复菌种B
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!! 多环芳烃 " C7;<M<M;AMGL7FG9AM:<?L7MGLQ78N$
V3[N#是环境中广泛存在的有机污染物$因为某些
V3[N具有+三致,效应$"% 种 V3[N被美国环保局
列为环境优先监测污染物 )"* $其中五环的 V3[///
苯并)G*芘"Q@8b7)G* C<L@8@$ TGV#因其高的致癌和
致畸作用而被广泛关注$是中国环境主要污染物

之一 )’*B
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微生物修复技术是去除 V3[N污染最主要的方
式 )**B虽然$微生物修复技术具有经济(高效(适用
范围广等优点$但是 V3[N污染的微生物修复却因
高环"四环以上#V3[N的难降解性而受到限制 )E*B
研究者发现了一系列的菌株能够降解(共代谢氧化
或是矿化部分高环多环芳烃$其中包括红球菌(洋葱
伯克氏菌(少动鞘氨醇假单胞菌等$它们能以四环多
环芳烃"如芘和#为唯一的碳源和能源进行降解
作用$但能够利用 TGV作为唯一的碳源和能源进行
降解的菌株非常少见BT778M:G8 等 ))*报道了由真菌D
微紫青霉菌和细菌D嗜麦芽糖寡养单胞菌组成的复
配菌群可以利用 TGV作为唯一的碳源和能源进行
降解$但 ’ 株菌单独使用时都不能利用其作为唯一
的碳源和能源$这增加了实际修复中的难度B/GRA8
等 )%*筛选出 " 株腐皮镰孢霉菌$能以 TGV为唯一的
碳源和能源进行降解$但对 TGV""(( FUO4#的 "’ ?
降解率仅为 EjB因此$筛选 " 株能单独(高效降解
TGV的菌株具有科学价值和环境污染修复现实
意义B

本研究从北京焦化厂污染土壤中筛选分离出 "
株能够高效降解 TGV的活性菌株///Z$#&31&0+31&$
*6)3;%3’$)$其作为 TGV高效降解菌进行研究尚属首
次$为生物修复增加了新的菌种B对 Z,*6)3;%3’$)
在液体中 TGV降解性能进行了详细研究$为其应用
提供基础B

NO材料与方法

NPN!实验材料
NPNPN!供试土壤

分离筛选菌种所用土样为北京焦化厂长期受
V3[N污染的土壤B
NPNPQ!试剂

菲 "V[+#( 芘 "VX/# "3ML7N7LUG8AMN$ ,@P
\@LN@<$W53#和 *$ED苯并 )G*芘"TGV# "26.$27I<7$
\GCG8@N@#’甲醇"色谱纯$上海瑞尔化学有限公司#’
其它溶剂与试剂均为分析纯B
NPQ!实验方法
NPQPN!TGV降解菌的筛选

参考并适当改进文献))$$ f#*的方法$从焦化
厂污染土壤中驯化筛选能降解 TGV的菌株B具体方
法!E) F4无机盐培养基"151# )$*中加入 ) U焦化
厂污染土壤和 ’( 颗玻璃珠$摇床振荡培养 "’ : 后
静置B取 ) F4静置分层后的上清液于含有 E) F4
151"TGV浓度 ’) FUO4#的灭菌三角瓶中$*(n(

")( LOFA8避光振荡培养B) ? 后$取 ) F4菌液转移
至 TGV浓度为 )( FUO4的 151中$重复上述步骤$
依次提高TGV浓度为 ’)( )(( $)( "(( FUO4B在富集
培养过程中$在 151中加入了少量葡萄糖"每 "((
F4151加入 (‘" U葡萄糖#加快微生物生长B在加
入 TGV丙酮储备液的同时加入 " F4的甲醇促进
TGV在 151中的溶解B

将最后一周期的培养液涂布于含有 TGV""((
FUO4# 的牛肉膏固体培养基 )"(* 和土豆培养基
"V_3# )""*平板"%( FUO4青霉素和 "(( ’UOF4链霉
素#上$*(n恒温培养B菌落生长至大小适中后$经
过数次平板划线分离后得到单一 TGV降解细菌和
真菌B上述所有操作都在无菌条件下进行B
NPQPQ!菌悬液的制备

无菌条件下$从斜面上挑取一环菌$接种于液体
营养培养基中$真菌和细菌分别置于 *(n$ ")(
LOFA8的摇床上培养 ’E : 和 $’ :B培养后的菌液
* ((( LOFA8离心分离 ’( FA8$倒掉上清液$加入一定
量的灭菌 151清洗$重复上述清洗步骤 * 次$用
151定容得到所需浓度的菌悬液B
NPQPR!TGV液体降解实验

无菌条件下$加入 "& F4151于 )( F4三角瓶
中$’ F4菌悬液和一定体积的 TGV丙酮储备液和 "
F4甲醇$使细胞或菌丝湿重浓度分别达到 "(E 个O
F4或 (‘(" UOF4))* $TGV的浓度达到 "(( FUO4$
*(n( ")( LOFA8条件下避光振荡培养B分别在 "( ’(
E( $( "( ? 取样测定 TGV的残留量B空白对照实验
采用高温灭菌""’"n$*( FA8#菌悬液B各实验组中
每一处理均为 * 个重复B

在上述研究基础上$分别研究不同培养基
"151$611和 V_3"" F4#D151#(151的 C[值(
添加水杨酸和琥珀酸钠"’(( FUO4#为底物(以及单
独及混合的 V[+和 VX/"’(( FUO4#共底物对菌株
降解 TGV的影响B
NPQPW!V[+(VX/和 TGV分析方法

V[+(VX/和 TGV的提取!由于 TGV的低溶解
性及丙酮和甲醇的挥发$可能会造成降解过程中少
量 TGV晶体的析出$因此采用整瓶批次取样的方法
减少实验误差B液体样品全部转入 E( F4美国 +V3
标准瓶中$用 ’( F4乙酸乙酯振荡萃取残留目标污
染物 * 次$合并提取液于梨形瓶中旋转蒸发至 ’
F4$转移至安谱瓶$氮气吹干后$甲醇定容$用 [V46
分析B

[V46"3UA;@89"’(($美国#测定条件!色谱柱!

$#%’
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-@8>NA;̂ TV6"& "E‘% FFm")( FF$) ’F$")( �$
3U@;G2@M:87;7UA@N#反相色谱柱’流动相!甲醇O水
"#O"$体积比#’流速!"‘(( F4OFA8’紫外检测器’波
长!’E# 8F"V[+#( ’*& 8F"VX/#和 ’%* 8F"TGV#’
进样量!" ’4B

应用此方法测定样品中 V[+(VX/和 TGV的回
收率均大于 #(j$含量的计算已经对于可回收部分
进行了矫正B
NPR!数据处理方法

差异显著性测验采用 5V55 "*‘( 版数据处理软
件完成B

QO结果与讨论

QPN!TGV降解菌的筛选和鉴定
焦化厂污染土壤中共筛出 ) 株降解 TGV的活性

菌株B其中细菌两株$分别命名为 TD" 和 TD’’真菌 *
株$分别命名为 =D"(=D’ 和 =D*$制备 ) 株菌的菌悬
液后进行 151中 TGV""(( FUO4#液体降解实验$"(
!!

? 后测定菌株对 TGV的降解能力"见表 "#B
表 NO筛选菌株的 [E2降解率比较

2GQ;@"!67FCGLAN78 7RQA7?@ULG?G9A78 LG9@N7R

Q@8b7)G* C<L@8@GF78U9:@NML@@8@? N9LGA8N

菌株
细菌 真菌

TD" TD’ =D" =D’ =D*

TGV降解率Oj "$‘& ’%‘’ )’‘) **‘E ’*‘%

选取细菌和真菌中降解效率高的菌株 TD’ 和
=D"$送至中科院微生物研究所鉴定$根据培养形态(
细胞形态(生理生化数据和基因序列数据进行分析B

菌株 TD’ 的 鉴 定 结 果 为 铜 绿 假 单 胞 菌
"4#)"13’3.$#$)%"5&.3#$#$4,$)%"5&.3#$ 是文献中常
见的多环芳烃降解菌)"’$"** $本文对其未做深入研究B

菌株 =D" 的鉴定结果为 Z,*6)3;%3’$)$其形态
见图 "$与薛振南等 )"E*描述的肉桂枝枯病菌及杨卫
君等 )")* 描述的杨木变色菌相似$两者鉴定为 Z,
*6)3;%3’$)BZ,*6)3;%3’$)作为 TGV降解菌进行鉴定
尚属首次B

图 NO可可毛色二孢菌的形貌特征

=AUB"!17LC:7;7UAMG;M:GLGM9@LAbG9A78 7RZ,*6)3;%3’$)

!!薛振南等 )"E*报道 Z,*6)3;%3’$)可导致树枝表
面形成病斑$最终深达木质部$造成病变部位肿胀呈
溃疡斑B从描述可以判断其类似白腐真菌对树木木
质部溃疡腐烂过程$推测 Z,*6)3;%3’$)可分泌木质
素降解酶系$这些酶可能对 TGV降解起主要作用$
并且分泌的这些胞外酶将 V3[N转变成水溶性更高
的代谢产物 )"%* $本课题组在研究中讨论了黄孢原毛
平革菌分泌木质素酶系对 V3[N的降解机制 )""*B这
是首次发现 Z,*6)3;%3’$)对 TGV有好的降解特性$
因此$对其降解性能和最优条件进行了较系统的
研究B
QPQ!不同培养基体系对 Z,*6)3;%3’$)降解性能的
影响

图 ’ 描述了 Z,*6)3;%3’$)分别在 151(察氏培
养基的无机盐"611#和 V_3D151复合体系"151
中加入 " F4V_3#中对 TGV的 "( ? 降解情况B首先
对比研究了用于 Z,*6)3;%3’$)筛选的 151和用于
霉菌培养的 611效果B两体系中 Z,*6)3;%3’$)在
初始阶段均未出现降解迟滞现象$这是因为在菌株
的驯化筛选过程中$Z,*6)3;%3’$)能够适应高浓度
""(( FUO4#的 TGV$并能对其进行快速的降解B实验
的降解结果都有一个共同的趋势$前 E ? 降解速率
快$随后出现缓慢的趋势B苏丹等 )"$*提到按照反应
动力学理论$起初反应系统 TGV浓度较大$因而反
应速度较快$随后出现的缓慢趋势的原因为!其一$
TGV浓度降低导致反应速度减慢’其二$TGV不易被

&#%’
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微生物利用的主要原因是水溶性低$TGV降解过程
是逐步进行的$反应体系中存在一系列的转化中间
产物$他们的分子结构中有一些亲水基团$如羧基(
羰基(环氧基等$这些亲水基使得中间产物易溶于
水$它们在反应体系中能被微生物降解或吸收同化B
因此$中间产物与 TGV也可能发生竞争代谢B而且$
一些中间产物有着与 TGV相似的+],区和+湾,区
结构$它们对微生物的毒性作用往往更强$中间产物
的毒性积累也可能造成微生物降解速率降低 )"&*B

在第 E ?$151和 611中 TGV的降解率分别是
E"‘(j sE‘(j和 ’)‘’j s’‘"j$前者比后者要高
")‘& 个百分点B但是在降解整体趋势上$151与
611相近$第 "( ?$两体系中 TGV的降解率分别为
)’‘)j s"‘)j和 E&‘*j s"‘EjB

图 QO_"_&-__及 25<._"_中 45*6(27)28$(

对 [E2的降解

=AUB’!TA7?@ULG?G9A78 LG9@N7RQ@8b7)G* C<L@8@Q<Z,*6)3;%3’$)
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微生物的生长需要多种营养物质及某些微量营
养元素$需要维持一定量的 6(,(V比例B许多研究
者 )"#*指出 V3[N微生物修复需要最佳的 6p,pV比
值$而白腐真菌对 V3[N的降解一般需要高 6O,的
培养条件$在非优化条件下$其产酶量大大降低$从
而降低 V3[N的降解 )’(*B151和 611中的 6p,pV

比值分别为%*(p"(p&‘% 和 #)p"(p)$前者中 6O,值
明显高于后者$且前者含有 6G( 18(Z8(17等微量
元素$这些可能都是 151在对 TGV的初期降解效
率优于 611的原因B因此$选择 151为液体降解
培养基B但结果显示 611 替代 151 对于 Z,
*6)3;%3’$)降解 TGV的影响不显著"0i(‘()#$可能
是因 为 两 者都 可以提供足够无 机营养 盐$ Z,
*6)3;%3’$)对无机盐体系中 6(,和 V的比例及微量
元素要求并不苛刻有关B

从图 ’ 可以看出$在 151和 V_3D151两培养
体系中 Z,*6)3;%3’$)对于 TGV的降解在前 E ? 为快
速降解过程$其降解率分别达到 E"‘(j s*‘&j和
E)‘)j s"‘)jB之后进入慢速降解过程$在第 "( ?
时降解率分别为 )’‘)j s"‘)j和 )&‘’j s"‘"j$
仅比第 E ? 的降解率提高了 ""‘) 个百分点和 "’‘$
个百分点B

V_3D151复合体系中$初期 Z,*6)3;%3’$)对
于 TGV的降解有明显的优势$特别是在前 ’ ?$降解
率提高了 "#‘’ 个百分点$但随着降解时间的延长$
降解促进作用逐渐减弱$在第 "( ? 时$两体系中
TGV的降解率趋于相近$前者比后者中 TGV降解率
提高了 )‘E 个百分点B

苏丹等 )’"*和刘世亮等 )’’*指出加入碳源是促进
菌株对多环芳烃降解的重要途径B实验室前期研究
发现葡萄糖能促进白腐真菌对 TGV的降解B本研究
不是加入单一碳源$而是加入了 Z,*6)3;%3’$)的生
长培养基///含有大量碳源的营养物 V_3$使得
TGV初始降解率得到提高B这是因为培养基改变了
微生物的碳源和能源的底物结构$增加了微生物繁
殖’同时$也增大了其对碳源和能源的选择范围$促
进了 Z,*6)3;%3’$)孢子的萌发和降解酶的分泌$使
难降解的 TGV最终被降解’而且土豆培养基中的碳
源在氧化过程中产生 ,3_[$为降解酶提供辅助因
子 )’"$’’* $进而提高微生物对 TGV的降解率B此种加
入废弃培养基的修复方法更易于在实际微生物修复
工程 应 用B但 结 果 显 示$ V_3 的 加 入 对 于 Z,
*6)3;%3’$)降解 TGV影响并不显著"0i(‘()#$这
可能是因为 Z,*6)3;%3’$)能以 TGV为唯一的碳源
和能源进行降解$因此弱化了额外碳源加入对于 Z,
*6)3;%3’$)降 解 TGV的 促 进 作 用$ 这 也 是 Z,
*6)3;%3’$)区别于其它依靠共代谢才能降解 TGV的
微生物的优势B
QPR!C[对 Z,*6)3;%3’$)降解 TGV的影响

文献)"#$’(*报道$除了营养物质$无机离子和
微量元素外$体系 C[对于 TGV的降解效率有很大
的影响B本研究考察了不同 C["’ f"’#条件下$Z,
*6)3;%3’$)在 151中培养 ’ ? 和 $ ? 时对 TGV的降
解状 况 " 图 * #B在 所 考 察 的 C[ 条 件 下$ Z,
*6)3;%3’$)对 TGV均有降解作用$但降解率不同B在
C[q) 时$菌株对 TGV降解效果最好$’ ? 和 $ ? 的
降解率分别为 ")‘)j s"‘"j和 E#‘&j s’‘)jB

Z,*6)3;%3’$)在较宽的 C[范围内"’ f"’#对
TGV都有一定的降解效果$C[对于 Z,*6)3;%3’$)降

##%’
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图 RO不同 $:下 45*6(27)28$(对 [E2的降解
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解 TGV的影响并不显著"0i(‘()#$可见菌株对于
体系 C[的耐受范围很广$因此具有广泛的实际应
用价值B这与杨卫君等 )")*报道的 Z,*6)3;%3’$)在
C[值 ’ f"" 范围内均能生长$最低可生长 C[值为
’$最适 C[值为 ) f& 的结论相一致B同时$也与薛
振南等 )"E*报道的 Z,*6)3;%3’$)最适 C[为 )‘)$在
偏酸性的环境中生长和孢子萌发较好相符BZ,
*6)3;%3’$)在碱性的体系下对 TGV降解效果优于酸
性的体系$可能是因为 TGV在降解过程中会产生一
些酸性的降解中间产物$一定程度地加重了酸性和
中和了碱性 )’**B
QPW!水杨酸和琥珀酸钠对 Z,*6)3;%3’$)降解 TGV

的影响

图 WO添加不同代谢底物时 45*6(27)28$(对 [E2的降解
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图 E 显示了加入底物水杨酸和琥珀酸钠 "’((
FUO4#对 Z,*6)3;%3’$)在151中降解 TGV的影响B

第 "( ?$在加入水杨酸和琥珀酸钠的体系中 TGV的
降解率提高了 %‘’ 个百分点和 E‘’ 个百分点$两者

提高幅度相差不大$水杨酸略优B/@89b等 )’E*在研究
水杨酸促进 7,M$.3&8"M$)\3/(’ 对 TGV的降解和
矿化时提到$水杨酸的水溶性高(无毒以及能够被微
生物完全降解的特性使得它在 V3[N的共代谢降解
中得到广泛的应用B

文献中提到在一定共代谢底物存在时$能够提
供足够的碳源和能源供微生物生长$并诱导产生相
应的降解酶促进对 TGV进行降解 )’)*B共代谢底物可

以是与 TGV结构相似的有机物$ 或者是其代谢中间
产物!如琥珀酸钠(水杨酸(联苯(邻苯二甲酸等 )’%*B

本研究中所筛选的 Z,*6)3;%3’$)能够利用 TGV作
为唯一的碳源和能源$但体系中加入底物 "水杨酸
和琥珀酸钠#时$TGV降解率也有所提高$说明底物
加入改变了微生物的碳源和能源的底物结构$从而
增大了其对碳源和能源的选择范围$促进了 Z,
*6)3;%3’$)孢子的萌发和降解酶的分泌$进而提高
微生物的降解率B结果显示$水杨酸和琥珀酸钠的加
入对于 Z,*6)3;%3’$)降解 TGV的促进作用不显著
"0i(‘()#$ 原因应与 V_3加入对 TGV降解促进作
用不显著相似B
QPX!V[+(VX/共存对 Z,*6)3;%3’$)降解 TGV的
影响

图 ) 描述了 Z,*6)3;%3’$)在 151中对 V[+
"’(( FUO4#(VX/"’(( FUO4#和 TGV""(( FUO4#单
独加入和混合加入时的降解效率B单独存在时$三者
在第 "( ? 降解率分别为 $(‘(j s"‘(j( )#‘’j s
*‘’j和 )’‘Ej s"‘)j’而混合存在时$降解率分
别为 ’"‘%j s’‘"j( "E‘)j s)‘)j和 ""‘#j s
’‘’jB底物混合存在时$单个化合物降解率均明显
下降B

图 XO45*6(27)28$(对 2:/&2GF和 [E2的降解比较

=AUB)!67FCGLAN78 7RQA7?@ULG?G9A78 LG9@N7RV[+$VX/

G8? TGVQ<Z,*6)3;%3’$)

Z,*6)3;%3’$)对 V[+(VX/和 TGV的降解效率
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为$V[+iVX/ iTGV$与三者的苯环数呈反比B这
与很多报道一致$取决于 V3[N的毒性(溶解度及可
降解性等因素 )""*B从图 ) 中还可以看出$在降解的
后期$虽然 * 种多环芳烃的降解都趋于缓慢$但V[+
和 VX/的降解曲线还有继续上升的趋势$同样表明
Z,*6)3;%3’$)对低环芳烃的降解能力要强于高环
芳烃B

V[+和 VX/等低环 V3[N共存时$菌株对 TGV
的降解存在不同的影响B巩宗强等 )’$*报道 V[+的
存在促进了镰刀菌对 TGV的降解$却抑制了青霉菌
和毛霉菌对 TGV的降解’VX/的存在抑制青霉菌对
TGV的降解$镰刀菌和毛霉菌对 TGV的降解基本不
受影响B张锡辉等 )’&*概括了共代谢的特点$#微生
物用一种易于摄取初级底物作为碳和能量来源’$
有机污染物作为第二底物被降解’%污染物与初级
底物存在竞争’&污染物的共代谢产物对细胞可能
有毒害作用B结果显示$V[+和 VX/的加入对 Z,
*6)3;%3’$)降解 TGV有显著影响"0l(‘()#$臧淑
艳等 )’#*提到低分子量 V3[N作为外加碳源对于促
进微生物降解 TGV的作用有一定的局限性!一方面
它们可能与 TGV共同使用同一种降解酶$无法避免
竞争性抑制作用’另一方面这些添加物本身也具有
一定毒害性$存在对微生物的危害风险B这也可能是
Z,*6)3;%3’$)对 TGV的降解率没有因为 V[+和
VX/这些低分子量 V3[N的加入而提高$反而$使得
TGV的降解效率显著下降的原因B同时也证实了 Z,
*6)3;%3’$)对 TGV降解受水杨酸和琥珀酸钠的影响
机制区别于 V[+和 VX/低环 V3[N共存时的影响
机制B

RO结论

""#Z,*6)3;%3’$)能够利用 TGV作为唯一碳源
和能源进行降解$TGV的 "( ? 降解率为 )’‘)j s
"‘)j’151比 611更适合 Z,*6)3;%3’$)的生长$
后者比前者中 TGV的 "( ? 降解率高 ’‘& 个百分点’
V_3能够促进 Z,*6)3;%3’$)对 TGV的降解$在初期
效果明显$’ ? 降解率提高了 "#‘’ 个百分点$但随着
降解时间延长$两者的差别逐渐减小$在第 "( ?$仅
比 151中的 TGV的降解率提高了 )‘E 个百分点B

"’#Z,*6)3;%3’$)对 C[值有比较广泛的耐受
范围$在 C[为 ’ f"’ 条件下均能降解 TGV$在 C[q
) 时$降解效果最好$’ ? 和 $ ? 的降解率分别为
")‘)j s"‘"j和 E#‘&j s’‘)jB

"*#加入底物水杨酸和琥珀酸钠能够提高 Z,

*6)3;%3’$)对 TGV的降解$"( ? 降解率分别提高了
%‘’ 个百分点和 E‘’ 个百分点B

"E# Z,*6)3;%3’$)同样能够降解高浓度 " ’((
FUO4#的V[+和VX/$三者单独和混合存在时$"( ?
降解率分别是 $(‘(j s"‘(j( )#‘’j s*‘’j和
)’‘)j s"‘)j及 ’"‘%j s’‘"j( "E‘)j s)‘)j
和 ""‘#j s’‘’jB三者的降解能力!V[+ iVX/
iTGV’混合存在时$单个化合物的降解率降低B
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