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摘要!对某医药厂废水池的活性污泥进行长期驯化$分离筛选到 " 株在好氧条件下能以四氢呋喃"9@9LD:<?L7S>LD8$2]=#为唯一

碳源和能源生长的食油假单胞菌 X2F"41-’7"+",)1"(-"8"#),1X2F#B研究发现在初始 O]值 $‘’( 温度 *(m( 初始菌体浓度

*‘’ GVP4的条件下$4/"(-"8"#),1X2F 能够于 "F : 内将 ) GG7;P42]=完全降解$菌体浓度达到 "&&‘% GVP4B另外$在 2]=完

全降解后 " :$ 最终溶液中总有机碳及无机碳浓度分别达到 ( GVP4和 F% GVP4$且培养基的 O]值降至 %‘)F$呈弱酸性$说明

4/"(-"8"#),1X2F 降解 2]=是一个彻底矿化的过程B通过摇瓶实验考察了温度( O]( 供氧方式( 金属离子等因素对菌株 X2F

降解 2]=性能的影响$获得其较适宜的生长和降解条件为!温度 *$m( O]值 $‘)$自然转动供氧状态适宜菌体生长及对 2]=

的降解$最适 1V’ f和 6D’ f浓度分别为 (‘&( GG7;P4和 (‘’( GG7;P4B研究成果对高效处理环境中的 2]=污染具有重要的应用

价值B
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!!四氢呋喃 "9@9LD:<?L7S>LD8$ 2]=#属环烃类毒
物$为无色透明液体$可溶解大多数有机物$有 .万
能溶剂/之称B2]=是一种细胞色素酶 WF)( 抑制
剂$对皮肤和黏膜有刺激作用’对动物肝细胞有毒害
作用 *"$’+和较强的致癌性 **+B2]=还会抑制活性污
泥中微生物的脱氢酶和好氧呼吸作用$影响磷酸酶(
脲酶和过氧化氢酶等的活性 *F$)+B随着 2]=消费量

的逐年增加$2]=的环境污染问题日趋严重B美国
地下水井中已发现有 2]=的污染 *%+ ’李海燕等 *$+发

现我国某药厂出厂水和某饮用地表水均存在 2]=
的污染B因此寻找有效去除 2]=的方法具有十分重
要的意义B

与物理化学方法相比$生物降解具有经济且不
会产生二次污染的优势$因此被广泛关注 *&+B虽然

2]=由于结构中环醚功能团的存在使其不易被微
生物降解$并曾一度被归为 .不可生物降解化合

物/ *#+B但随着德国学者 U@L8:DL?9和 U7MI*"($""+等首
次分离出来 " 株能以 2]=为唯一碳源的菌株
D5"7"&"&&’1#’$$-#$有关 2]=生物降解的研究开始
陆续 被 报 道B目 前 报 道 的 2]=降 解 菌 还 有
41-’7","&)#7%) 7%":),%8"#),1*"’$"*+ ( 4/
.-.#)567#"*’#),":67),1 N9LDA8 "̂ *"F$")+ (
41-’7","&)#7%) NOB 1" *"%+ ( 41-’7","&)#7%) NOB
+,-F$& *"$+ ( !"#76&-K11%,-1%1*"&+ ( D5"7"&"&&’1NOB
ZZ4*"#+以及气单胞菌属 *’($’"+B但上述菌株均存在以
2]=为唯一碳源和能源时生长缓慢( 生物量积累期
长$2]=降解效率低的问题$因此筛选高效 2]=降
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解菌株是环境污染治理的关键之一B本研究从浙江
某医药厂污水池的活性污泥中$筛选出了 " 株高效
2]=降解菌$并对其降解 2]=的特性和影响因素进
行了分析$以期揭示 2]=生物降解的基本规律$并
为其在生物修复和环境中 2]=去除的应用提供基
本参数和理论依据B

JK材料与方法

JLJK菌种来源
从浙江某医药厂污水池采集的活性污泥中分离

得到的 " 株能够以 2]=为唯一碳源的菌株B
JLMK培养基组成

无机盐培养基 "11培养基 # 的配制 "VP4#!
,D’]W0F)"’]’0F‘)(( ]̂’W0F "‘((( ,]F6;"‘)((
1V50F)$]’0(‘’(( 6D6;’)’]’0(‘(*$"‘(( G4微

量元素溶液 *"(+B
/’3培养基"VP4#!酵母 (‘)(( 酪蛋白酸水解

物 (‘)(( 可溶性淀粉 (‘)(( 1V50F)$]’0(‘()( 胰
蛋白 胨 (‘’)( 葡 萄 糖 (‘)(( 丙 酮 酸 钠 (‘*((
]̂’W0F (‘*(( 琼脂 ")‘(($ O]$‘’B

JLNK菌种的筛选及纯化
将浙江某医药厂废水池采集的活性污泥$放置

于广口瓶中$以 2]=为唯一碳源和能源$进行驯化B
数月后$将活性污泥接种于含 )( G4的 11培养基
’)( G4密封盐水瓶中$以 ) GG7;2]=作为唯一碳
源和能源$富集培养B

将经过多次传代富集的混合菌液稀释涂布$依
据菌落形态的差异性$挑取单菌落B对单菌落进行多
次划线分离后$再接至以 2]=为唯一碳源和能源的
11培养基中$测试降解活性B选择具有 2]=降解
能力的纯菌$再继续分离纯化B
JLOK细菌生物学鉴定
JLOLJK细菌生理生化指标测定

菌株形态及主要生理生化特性的测定参照文献
*’’ +$碳源利用情况采用 UA7;7V细菌鉴定系统
"UA7;7V]D<QDL?$63$Y53#进行鉴定B[,’ 微孔板
的 #) 个样品孔中各含有不同碳源$对照孔不含任何
碳源$每孔接种 ")( !4待鉴定菌株的稀释培养物$
培养 ’F : 后测定代谢指数B
JLOLMK菌株 "%5 L/,3扩增及菌种鉴定

X,3提取!用 " G4无菌水将纯化后的菌株
X2F 从 /’3斜面上洗脱下来$并将菌悬液浓缩至 )(
!4$将浓缩液煮沸 "变性 #( 离心$取上清液作为
W6/模板B

W6/扩增!选用细菌的通用引物 U5=&P’( 和
U5/")F"P’(‘#Fm预变性 F GA8$*) 个循环"#Fm变
性 %( N$)#m退火 %( N$$’m延伸 #( N#$最终 $’m延
伸 "( GA8$ Fm保温 "( GA8*’*+BW6/扩增产物经
"‘)j 3VDL7N@胶检验后交由宝生物工程"大连#有
限公司测序B

菌株 "%5 L/,3序列分析!利用 U4352将所测
得序列与 [@8UD8I 数据库中的 "%5 L/,3基因序列
进行同源性比较分析$选取" )(( RO 左右的长度进
行比对"6;>N9@;J"‘&"#$采用邻位连接法",@AV:R7>L
C7A8A8V$ ,C#进行系统学分析"1+[3F‘(#B
JLPK2]=降解菌培养与降解特性考察

将分离纯化后的 2]=降解菌从斜面接至 11
培养基 "含 ) GG7;P42]=#$在 *(m( 转数为 "%(
LPGA8的摇床中培养$培养至对数生长期后$作为种
子液’将种子液中的菌体直接接入新鲜的 11液体
培养基中$并加 ) GG7;P42]=$观察菌体生长情况
及 2]=降解情况B所有实验均设平行实验$并作空
白对照B
JL!K分析方法

菌体浓度的测定!采用日立 YE’#"( 双光速紫
外P可见分光光度计"].236].YE’#"( X7>R;@U@DG
Y-P-ANNO@M9L7O:797G@9@L$ 27I<7$ CDOD8#$于 %(( 8G
波长下测定菌体的吸光度"0%(( #$并通过已建立的
细胞干重E0%(( 的关系式$将其转换为细胞干重
"GVP4#B

2]=浓度的测定!采用安捷伦 %&#( 气相色谱
"[6$ ]WE.887QDJ硅胶毛细管柱$*( Gr(‘*’ GGr
(‘) !G$Cea 5MA@89ASAM$ Y53#测定$气相条件!汽化
室( 检测器 "=.X#和柱子温度分别为 ’)(( *(( 和
%(m"保持 ) GA8$以 *(mPGA8$升至 ")(m$保持 "
GA8#$载气流速 " G4PGA8$分流比为 )t"B

总有机碳"206#和无机碳".6#的测定!采用岛
津 206E-6W,测定仪测定B

MK结果与讨论

MLJK2]=降解菌株的鉴定
MLJLJK菌株的形态及生理生化特征

经过反复分离( 纯化$筛选到 " 株革兰氏阴性
菌 X2F$其具有高效的 2]=降解能力B该菌落呈圆
形( 白色( 形态饱满( 光滑湿润$菌苔沿划线生长$
通过显微镜观察单个菌呈短杆状$大小为 "(‘) g
(‘&# !Gr"(‘& g"‘’# !G$不产芽孢B菌株 X2F 的
具体生理生化试验以及抗性试验结果见表 "B

$%’
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根据菌落与菌体形态特征以及一些重要的生理
生化特征$再依据%常见细菌鉴定手册&及%伯杰细
菌鉴定手册 & 可大致确定 X2F 属于假单胞菌属
"41-’7"+",)1NOB#BUA7;7V细菌鉴定系统的 ’F : 代
谢指数表明$X2F 对 [,’ 板的 *’ 种碳源成阳性反
应$对 %" 种碳源成阴性反应$与标准菌株食油假单
胞菌"41-’7"+",)1"(-"8"#),1#的 5.1值 o(‘)’$可
能性 o##jB

表 JK5DO 的生理生化性质"#

2DR;@"!W:<NA7;7VAMD;D8? RA7M:@GAMD;M:DLDM9@LAN9AMN7SX2F

试验名称 结果 试验名称 结果

硫化氢试验 f 吲哚试验 h

革兰氏染色 h 明胶液化试验 h

淀粉水解试验 h 接触酶试验 h

甲基红试验 h 氧化酶试验 f

-EW试验 h 荧光色素试验 h

氨苄! f 精氨酸双水解试验 f

抗性 四环素 f 脓青素 h

氯霉素 f

"# . f/阳性或有反应’. h/阴性或没有反应

MLJLMK菌株 "%5 L/,3序列分析及其分子鉴定
对该菌株的 X,3进行 W6/扩增$获得约" )((

RO 的 "%5 L/,3扩增产物$该序列经测序后$同
[@8UD8I 中的基因序列进行同源性比对$发现菌株
X2F 与 4/"(-"8"#),1"3=(#F$*)#的相似度达 ##jB
结合菌株的生理生化实验与 UA7;7V鉴定结果$可确
定本实验获得的 2]=降解菌为 4/"(-"8"#),1X2FB
查阅相关文献$尚未见假单胞菌属降解 2]=的报
道B因此$可初步确定 41-’7"+",)1"(-"8"#),1X2F 为
降解 2]=的新性能物种B该菌株在 [@8UD8I 中的登
录号为 [b*&$%%F$66266保藏号为 1’(#")"B
MLMK4/"(-"8"#),1X2F 的降解特性研究

如图 " 可见$在初始菌体浓度为 *‘’ GVP4的条
件下$4/"(-"8"#),1X2F 不仅能降解 2]=$而且能以
2]=为唯一碳源生长B至 "F : 时$ 2]=被完全降
解$菌体浓度达到 "&&‘% GVP4B4/"(-"8"#),1X2F
降解 2]=的速率 "以 M@;;N计$ 下同 # 达 ’(*‘#
GVP":)V#$ 高 于 报 道 的 最 高 降 解 速 率 "*$‘%
GVP":)V# *"#+B4/"(-"8"#),1X2F 的世代时间为 ’‘$
:$较报道的最短世代时间 "" :*"’+短B另外$在 2]=
完全降解后 " :$206和 .6值最终分别达到 ( 和 F%
GVP4$培养基的 O]降至 %‘)F$呈弱酸性$说明 4/
"(-"8"#),1X2F 降解 2]=是一个矿化过程B
MLNK不同因素对 2]=降解的影响

图 JK5DO 生长和 D:8降解曲线

=AVB"!2AG@M7>LN@7SM@;;VL7Q9: D8? 2]=?@VLD?D9A78

MLNLJ!不同初始 O]的影响
采用初始浓度为 ) GG7;P42]=的11培养基$

分别调节 O]为 )‘(( )‘)( %‘(( %‘)( $‘(( $‘)(
&‘(( &‘)( #‘(( #‘)( "(‘(( "(‘)$接入菌液$使各样
品中的初始 0%((为 (‘(’"*‘’ GVP4干重#$于 *(m(
"%( LPGA8恒温摇床里振荡培养 "( :$考察 O]值对
降解率及菌体生长的影响B由图 ’ 可见$随着 O]从
)‘) 增至 "(‘)$菌体浓度及 2]=降解率均先增大后
减小B由此可知$O]对于细胞的生长及 2]=降解具
有明显的影响$这可能是由于过酸( 过碱的体系会
破坏细胞酶的空间结构从而不利于X2F 的生长 *’F+B
O]在 %‘) g&‘( 之间$较适合 X2F 的生长$但偏碱
性条件比偏酸性条件更有利于该菌株的生长和对
2]=的降解B这一方面可能与细菌易生长于偏碱性
环境有关$另一方面可能由于微生物降解 2]=是一
个矿化过程$降解完成会增加体系的 ]f浓度$从而
减缓高 O]产生的影响$ 这与 O]值对微生物降解
影响的相关报道一致 *&$’)+B4/"(-"8"#),1X2F 于 O]
$‘) 培养 "( : 后$菌体浓度达 "’(‘$ GVP4$2]=降
解率达到 %&‘(j$O]值降至 $‘"‘由此可知$X2F 的

图 MK不同初始 $:对于菌体浓度和 D:8降解率的影响

=AVB’!+SS@M9N7SA8A9AD;O]78 2]=?@VLD?D9A78 D8? M@;;VL7Q9:

&%’
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最适生长 O]值为 $‘)B
MLNLMK不同温度的影响

在 O] 为 $‘’ 的 11 培养基 "含 ) GG7;P4
2]=#中$接入菌液$使各样品中的初始菌体浓度为
*‘’ GVP4B分别置于不同温度的摇床中恒温振荡培
养$考察温度对降解率及该菌株生长情况的影响B由
图 * 可知$在 ’( gF)m温度范围内$X2F 均能生长$
相同初始 2]=浓度下随着温度的升高$2]=降解率

也随之增加$但温度高于一定值后$降解率又开始下
降$这是由于 2]=的降解主要是微生物的酶起作
用$而微生物的酶有最适宜温度$低温条件下微生物
生长缓慢$代谢活性差’过高的温度使酶逐渐变性$
失去活性$影响降解率B在本实验条件下$温度 *$m
时$细胞生长速率最快$# : 即达稳定期$菌体浓度
达 "%F‘& GVP4$体系中的 2]=被完全降解B所以
X2F 的最适温度为 *$m左右B

图 NK不同温度下菌体浓度及 D:8浓度随时间变化

=AVB*!+SS@M9N7S9@GO@LD9>L@N78 M@;;VL7Q9: D8? 2]=?@VLD?D9A78

MLNLNK不同供氧方式的影响
将菌体接入 O]为 $‘’ 的 11培养基中$初始

菌体浓度为 *‘’ GVP4$2]=浓度为 ) GG7;P4$采用
不同的供氧条件测试 2]=降解菌的生长情况及
2]=的降解情况B如图 F 所示$当往体系中充满氮气
时$由于形成了一个厌氧环境$基本上无降解效果$
说明菌株 X2F 在降解 2]=的过程中需要有氧气的
参与$氧气可能作为反应电子供体BX2F 在完全充氧
状态下降解 2]=的效果不及自然供氧状态下降解
2]=的效果好$可能是由于过多的氧气对菌体产生
了一定的毒害作用$如对菌体内的核酸( 蛋白质(
脂肪酸等生物大分子造成损害$导致组织损伤或机
体衰老$影响微生物的生长$表现为菌量略有下
降 *’%+B转动比静置的效果好$将样品放置摇床里摇
动可增加底物的传质效果使降解速率提高$有利于
X2F 的生长B因此在自然供氧转动的状态下$X2F 获
得最佳生长B
MLNLOK不同金属离子的影响

在转化反应中$菌体一般对某些特定的金属离
子格外敏感B本研究对 11培养基中的大量金属离
子 1V’ f( 6D’ f进行分析B如图 ) 所示$当 1V’ f浓度
为 ( 时$X2F 的生长非常缓慢’1V’ f在 (‘&( GG7;P4

图 OK不同供氧方式的菌体浓度和 D:8降解率
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时$X2F 的降解速率最快$2]=于 #‘) : 内即被完全
降解B6D’ f为 (‘’( GG7;P4时$X2F 达到最佳的生长
状态’随着 6D’ f浓度的增加" o(‘’( GG7;P4#$X2F
的降解速率逐渐降低$且当 6D’ f浓度高于 "‘((
GG7;P4时$X2F 的生长受到强烈抑制$可能是由于
较高浓度的 6D’ f对生物降解酶具有毒害作用 *’$+B
因此$最适 1V’ f和 6D’ f浓度分别为 (‘&( GG7;P4和
(‘’( GG7;P4B

#%’
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图 PKX9M c和 -FM c对 D:8降解的影响
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NK结论

""# 筛选到 " 株能以 2]=为唯一碳源和能源
生长的菌株 4/"(-"8"#),1X2FB

"’# 在初始菌体浓度为 *‘’ GVP4的条件下$
4/"(-"8"#),1X2F 能在 "F : 内将 ) GG7;P42]=完
全降解$并实现 2]=的矿化B

"*# 4/"(-"8"#),1X2F 降解 2]=较适宜的条件
为!温度为 *$m( O]值为 $‘)’最适 1V’ f和 6D’ f浓
度分别为 (‘&( GG7;P4和 (‘’( GG7;P4’且自然供氧
条件较利于 X2F 的生长B

参考文献#
* " +!177?<X+B2:@@SS@M97S9@9LD:<?L7S>LD8 78 RA7;7VAMD;EN<N9@GN!

X7@ND:@OD9797JAMO79@89AD;@JAN9* C+BXL>VD8? 6:@GAMD;

27JAM7;7V<$ "##"$ JO!*"#E*F’B

* ’ +!XLDO@L3C$ 1D?D8 3$ WDLIA8N78 3B.8:ARA9A78 7SM7>GDLA8 $E

:<?L7J<;DN@DM9ATA9<A8 :>GD8 ;AT@LGAML7N7G@N*C+B3LM:AT@N7S

UA7M:@GAN9L<D8? UA7O:<NAMN$ "##$$ NOJ!F$E%"B

* * +!]@LGA?D5 3 5$ W7NNDLA+ W1$ 57>cDX U$ -.)(B’lE

X@7J<V>D87NA8@$ ’lE?@7J<M<9A?A8@$ D8? ’lE?@7J<D?@87NA8@

D??>M9NL@N>;9A8VSL7G9:@L@DM9A78 7S9@9LD:<?L7S>LD8 QA9: X,3

RDN@N*C+B6:@GAMD;/@N@DLM: A8 27JAM7;7V<$ ’((%$ JT! #’$E

#*%B

* F +!4T\]$ ZD7Z4$ 4T\1$ -.)(B+SS@M97S9@9LD:<?L7S>LD8 78

@8c<G@DM9ATA9A@NA8 DM9ATD9@? N;>?V@* C+B+M797JAM7;7V<D8?

+8TAL78G@895DS@9<$ ’((&$ QR!’)#E’%)B

* ) +!吕振华$ 闵航$ 姚燕来B四氢呋喃对回流污泥中 O]( 溶氧和

可培养微生物的影响 *C+B上海交通大学学报$ ’((%$ MO!

"#(E"#)B

* % +!.NDDMN78 6$ 17:L2^[$ =A@;? C3Bb>D89A9D9AT@?@9@LGA8D9A78

7S"$FE?A7JD8@D8? 9@9LD:<?L7S>LD8 A8 VL7>8?QD9@LR<N7;A? O:DN@

@J9LDM9A78 [6P15P15 * C+B +8TAL78G@89D; 5MA@8M@ D8?

2@M:87;7V<$ ’((%$ OR!$*()E$*""B

* $ +!李海燕$ 郭亚伟$ 姜玲$等B吹扫捕集E气相色谱法测定水中

四氢呋喃*C+B污染防治技术$ ’(($$ MR!&’E&FB

* & +!朱顺妮$刘冬启$樊丽$等B喹啉降解菌 D5"7"&"&&’1NOBb4’

的分离鉴定及降解特性 *C+B环境科学$ ’((&$ MT "’ # !F&&E

F#*B
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