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�

对场地行车试验测定的各采样点的结

果
,

经过模式计算后
,

推广到公路行车 可以做

出污染预报
�

如果与本试验条件相近
、

在市

区常速行驶下使用 �
, 、

燃料
,

离公路 �� � 以

外的下风处 甲醇浓度接近本底值
�

即使仅离

公路 �� 处 甲醇
、

甲醛的浓度也只有 �
�

� � � � �

和 �� �� � � � � 仍低于居民区的卫生标准
�

若不

考虑其它污染物的影响
,

车流量可达 ��
,

� ��

辆次 �小时
�

「

参 考 文 欲

「� � � ��� � �
,

�
·

�
· ,

� � � � � � �
, �� � � �

, �� � �一 � �
�

〔� � 卜� � � , � �� �
, �

· � � ,
� � � ���

� � ,

�
�

��
,

�� �
一 � � � � � � ,

�� � �
�

� � � � � � � �
�
� � � � , �

·

�
· � , , �� �

� � � � , �
·

�
· , � � � �

·
� 产

� 动
·

�刀多
·

�夕 , 抢
·

� 月 刀�
� � 方� � � 企‘才�� � 亡� �

· , � 一 �
�

� �
·

�一 � �
,

�� � �
�

� � � �
〕
� � � � � � , �

�

�
�

� , ,
� � �

� ��
� � ,

�
·

�
� , � �� � � ��

� 一 � � 一。。�
�

�� � � �� � � �姐 � ,

�
· ,

� � � �
一 � � � ��

, 一� �,
�

在农药长期培养下的细菌群体中

选育降解菌株的初步试验
�

吴 云 马 国 华
�中国科学院武汉病毒研究所�

一
、

前 言

有人推测
,

释放到环境中的大量人工化

合物
,

如农药等
,

可以引起微生物群落以新的

降解功能进化的方式反应〔�� �

现在
,

已有许多

人从农药污染区中分离到各种降解菌株
�

但

是
,

由于自然环境的作用因素比较复杂
,

在微

生物降解农药功能的进化问题上
,

各种条件

难于确定
,

因此
,

通过实验室手段
,

了解原先

无降解农药能力的细菌群体
,

利用农药在各

种特定的条件下
,

促使降解功能的获得
,

这将

为降解菌株的选育和进化的研究提供重要的

依据
�

我们自 �� � � 年以来
,

先后利用 � 株假单

胞菌
,

�� 株根瘤菌
、

�� 株苏芸金杆菌和 � 株大

肠杆菌以及在农药污染区 分 离 的 �� 株革兰

氏阴性菌
,

共 �� 株供试菌株
,

分别用 �“
、

� ,

、一 �
、

�
,
、, , 一 � ��

,

� , , 一三氯苯氧乙酸 �等农

药长期培育
,

并按分类进行混合涪养
,

加人低

浓度诱变剂混合培养等处理
,

定期测定这些

菌株的生长繁殖情况和降解能力
�

目前发现
,

某些菌株 已初步获得对 �
,

� 一� 和 �“ 具有

一定的降解能力
,

现将试验的初步结果报告

于后
�

二
、

材料 和 方法

�
�

培养基

�� �
’

生长培养基
� 牛肉膏 ��

、

蛋白质 ��

只
、

� � � �  �
、

琼脂 � ��
、

自来水 � � � � � �
、
� �

�
�

� 一 �
�

�
,

�� 磅灭菌 � � � ��
�

�� � 选择培养基的种类
、

成份和制备
�

� � �� �� � �� � �
、 � � ��� � �� � 、 澳甲

酚紫 �� � 只
、

农药及其含量根据试验而定
,

蒸

馏水 �� � � � �、 �� �
�

�
,

� 磅灭菌 �
�

��
�

� � �� � � � � 、 � � �� � ·

� � � � �
�

�� 只、

�
沐工作由陈涛

、

罗绍彬
、

岑英华等同志提供试验菌
株 , 方慈祺

、

余运华同志在技术上进行热情的指导和

帮助在此一并表示感谢
�
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� � 盗�� � ·

� �
�� � �

、

� � , � �� � ·

� �
�� � �

、

澳靡

酚 生 � � � �
、

农药 与 � 同
、

蒸 馏 水 �� � � � �
�

,

� � �
�

�
,

� 磅灭菌 �
�

�� �

� 在 � 和� 的基础上增减 无机 盐的含

嗜或某些成份
�

加人 �
�

�一 � 时
,

先用 �比 � �

中和
,

培养液用 �
�

� � �� � 调 �� 至 ��  
,

辅

代谢试验加人酵母膏

� �

农药浓度 �“ 先用无水酒精溶解后

加到培 养液中
,

使其至试验需要的浓度
,

一般

为 �� 即�
�

�
,

� 一 � 和 �
,

�
, � 一 � 试验浓度在

� �� �尸� 以下时
,

可直接用蒸馏水溶解作培养

基母液 �高于此浓度时
,

用无水酒精溶解后加

到培养液中
,

使其至试验需要的浓度
,

一般为

� � ��� � 菌数测定用平皿法计数
�

�
�

培养物中农药含量的测定 �“用 ��
�

� �� 气相色谱 � 电子捕获 � 测定 � �
,

�一 �
、

�
,

�
, � 一 � 用 � �� 型紫外分光光度计测定吸收

高峰 � �
,

斗一 � 按 �
�

� � �� ��� 的方法圈 �
�

� �� 斗� 那 � �
,

�
,

�一 � 按 � � � � � � � �� � 等人的方

法��� 测定 �
�

� � �� � 拼 和 � � � ,� 产 � 的 消 光

值
�

科 学 � 卷 � 期

�
�

混合培养 根据同属或同类型菌等量

混合
�

忘试验程序 供试菌先在生长培养基斜

面活化后
,

转接于生长培养液中
,

�� ℃ 摇床

培养 �� 至 ���
,

用无菌操作手续以 �� � �� � �

离心 �� ��
,

菌体用无菌蒸馏 水 反 复洗涤数

次
,

再悬浮于选择培养液中
,

使菌数为 �� �一

�� 吕

个 � � �
,

置 �� ℃ 摇床培养
�

以后每隔一

定时间测定培养物的降解值
,

每次测定前镜

检菌体的形态特征
,

计算活菌数
�

每批在选

择培养液生长较好的培养物
,

转人生长培养

液培养 ��� 后再按上述方法
,

继续进行下一

次的试验
。

三
、

结 果 与 讨 论

�
�

在不同农药浓度中供试菌的生长情况

农药长期培养后
,

大部分菌株在含农药

100 一 300pP。 的选择培养基中不能生长或生

长较差
.
只有 10 株生长较好

.
这些菌株传

种量 10 5/ m l 培养一 w ee k 后
,

农药 含 嗽汇

50Op , m 内
,

有一半以上的菌株 菌数保持或人

表 1 各种细菌对某些农药的适应能力

、资) 一 少药浓度(。p ‘’ 2 , 4
一
D 2

,
4 , 5

一 尸

-

\

\ 菌 落数
-

菌株 \

\

戈个 lm 。 1000 { > l()00 > 1000
1。。0

{

> 1 {)。。

假单胞菌

1qZ‘

l弓9 左

12 3 吕

根 瘤 菌

97一 l

1 1 3
一
2

苏芸金杆 菌

00‘

l) ,

大肠杆 菌

C oo。

污染区自选}岩

6一 2 *

6
一
4

混 合 菌

> 10.

> 108
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百0吞一 1 0 ,

> 1 0
8

1 0
4

一 10
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l r 〕
。
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吕
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8

l 吃J
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一 10
,

) 诬f卜吕
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I t)
气’

一 l()

10 6一 1 0 8

> 1 0 8

1 0 4一10
,

1 0
今

一 10
’

> 1 0
8

1 0
峪

一10
5

106 一 J 0 8

> 10 8

1 04一 10
‘

1 } )
‘

一10
,

l ( )
‘
一 1 ()弓

( l ( )
4

( 1 0
.

1 ()
书
一 10

,

0

日
一

n曰1 0
4

一 10
6

< 104

< 10名 1 0
6

一10
8

10‘一 10
,

1 0
‘ 一 1 0

’

<
’“

:

> I L).

O

1 0 ‘一 10
8

1【〕各 1 0
’

1 0
6 一 10 . > 1 0

8
> 10 . 二

;。: , ”‘一‘”

! 1

’。‘一’“

)
l ()0—10

0 {IUV一一 l t j o

�曰

一
八曰

一
106一 10

8 10落一10
’ 1 0

6

一 10
8 {10。一l口
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> 1 0
.
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8
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日

>
J 0 .

> 1 0
5

>
l ()s

>
1 .a
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8
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6

一10
a
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106一108
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匕
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6
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.
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.
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书
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l 甲
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日

1 0
‘ 一

1 0
,

(
1 0
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1 0
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.

于 10‘
/
m l :在 l000pp tn 内

,

根瘤菌生长较差
,

甚至大部分死亡 ;在 lo0O PP m 以上
,

含 2
,

4

,

5
一
T 培养液除假单胞菌和农药污染区分离的

菌之外
,

都不能生长 (见表 1)
.

有人认为
,

适应是降解的第一步
, “

即使

是较小的适应
,

也能使顽固的化合物发生降

解
” L3 ,

.

我们挑选这些菌株
,

基本上能适应于

低浓度的农药环境
,

某些菌株初步出现降解

功能
.
但如何加速这种功能的发展

,

还涉及

到与选择有关条件的试验
.

2.农药降解值的测定

在供试的 49 株菌株中
,

初步 具 有 降解

2 ,

4
一
D 能力的有 2 株 (D

, 、
6
一
2
)

,

这两株菌

在纯培养中能以 2
,

4
一
D 作唯一碳源

,

在一个

月内活菌数仍在 10
7一

1
010 个 /ml

.
(见表 2)

.

为了检查消耗值是否 由菌体吸附造成的

表 2 菌株 .
:
和 6

一
2 对 2

,
4
一
D 的降解

菌菌 株株 培养时间 (d)*** 选择培养基及及 侧定前菌数数 O D :a一
户户

消耗值值 降解率%%%
2222222 , 4

一
I ) 含量量 (个/m l)))))))))

(((((((卜g /二l)))))))))))

对对照照 555 ¹ 150拌g / m lll 000 0
,

6
9 555 0

。

1 0 888 ,

:
:
:::DDD ,,,

加酵母膏膏 106义 10 ,,
0

。

5 8 777 0

。

0 44444

‘‘一 2222222 8 4 只 10
777 0

。

6
5 5555555

对对照照 I咋咋 ¹
10 0 拜g / m lll 000 0

.
4 3 111 0

。

1 1 555

: (

:

:::DDD

:::::

不加酵母膏膏 99义 10 ... 0
。

3 1 666 0

。

0 7 77777

666

一
2222222 7 3 丫 10 ,,

0
。

3
5 4444444

000

。

1 3 222

: :

:

;;;
000

。

1 . 22222

* 每天以 洲h 计算
.

表 3 菌体吸附 2
,

4
一
D 作用的测定

菌 株

D :

菌体外萃取液
0 1):a布. 卜

菌体内萃取液
O D 2.;m ,

筹孟

i {
“

O
。

2 9 7

误差
,

我们测定了菌体内外萃取液 2
,

4
一
D

的含量
,

结果表明
,

这些菌无吸附作用 (见表

3)
.

666 试验表明
,

假单胞菌 1926 等对某些

异构体初步出现有 降 解 功 能 的 现象 (见表

4)
.

“6 难溶于水
,

对微生物的营养不利
.
作

唯一碳源的高浓度培养液容易沉淀析 出
.
在

表 4 6“ 降解试验的测定结果

义》~
~
一~ 才“ 异构体

}

菌株
\ 塑
(p
蕊 视哆定值 消耗值

对照

1926

C ‘00

9 7
一
l

0
。

6 8
6

0

。

5 0 4

0

.

6 3
6

0

。

5 3 D

0

。

1 8 2

O

。

0 5 0

0

。

1 5 6

一
…

一
卜井一}

_

薪
竺1竺}竺…竺巴厚…

ee
兰竺兰

’
·

‘6

{
一

}
o ·

6 , ‘

}
一

{
’

·

, 8

}
一

}
”

’
·

, ,

1

”
·

3 ‘

}

”
·

5 ‘,

}

”
·

晰 }
’

·

5 ‘

}

”
·

7 ‘

}

’2 义 , 护

’
·

4 4

1

“
·

0 2

1

“
·

6 3 7

1

一
!
卜 54

}
。

·

7
,

1
2 7 又 , 护

’
·

4 。
}

。
·

0 6

1

”
·

今g D
}
“

·

’2 3
}
2

·

’o
}
”

·

’8
1

19 又 , 0.



。

14

。

环 掩

低浓度试验中
,

消耗值有反复确定
.

供试菌株在 2
,

4

,

5
一
T 试验中

,

到现在

为比
,

还未测得任何降解的迹象
.
这种化合

物是一种
“

顽固性
”

化合物
,

对微生物有毒性
,

不利于微生物的生长繁殖[4J
.
迄今尚未见到

自然分离的菌株获得以 2
,

斗
,

三一 T 炸唯一碳

源}年解的报道
.

8 卷 , 期

3. 菌株混合培养试验

编号为 T w 的 14 株农药污染 区 分离

的阴性菌
,

在含2
,

4
一
D 选择培养基中纯培养

,

大部分不能生长
.
但混合培养后 生 长 较好

,

并逐步发展为初步具有降解 能力的培 养物

(见表 5)
.

混合培养可能是微生物之间 发 生 接合
,

纯培养和混合培养降解值的测定

处 理

对 照

培养时 {闻 (d )

每天以 24h 计
培养从 2 ,

4
一
D 含量

沏}定值
0 1〕2。一m 尹 阶解率

54

54

54

¹ 含 2
,

4
一
l) 1 5 o p l

〕
m

T
w 卑株培养

*

tw 沮合培养

O ‘

9 ( ) 0

0

.

g
t
) 0

0 1
6

2 眨 %

上上司司

都一|丁l

*
单株培养的测定值

,

是 14 株菌的平均值
, 测定误差为 士o

·

叫 2
,

使微生物基因发生重 组
,

从 而 获 得 降解功

能图
.

4. 不同选择培养基对生长与降解的关系

木试验设计的三种选择培养基的作用表

明 : ¹ 和º 对选择 2
,

4
一
D 降解 菌具 有一定

的效果
.
º 的选择性较好

.
¹ 次之

,

111 夕己选

择作用
,

而且对测定的干扰较大 (见表 (,)
.

选择培养基的成份应该使特定的微生物

适合于利用的营养特点
,

使特定的微生物旺

盛生长
。

因此
,

在降解菌的选 育过程中
,

培养

表 6 不同选择培养基对生长与降解的影响

选选择培养墓墓 菌 株株 培养{}寸}司 (d )
***

菌落欲(个/m l))) 测定值值 降解 协%%%
00000000000 .1)2, ; m ;;;;;

¹¹
2

,
4
一。 10 。。 户。

,,
1 )

:::
3 333 1 7 3 义 10

’000
0

。

2 ( ) 555

: ;;;不不加酵母膏膏 ‘
一
22222 7 7 丫 1 0

1000 O
。

2 4 00000

对对对 照照照 000 0.3 244444

ÀÀ 2 ,
4
一
D 1 0 o p p m 不不 D ,,

3 333 2 7 火 10
1000 O

。

1 6 {〕〕 4 5
。

222

加加酵 母膏膏 6一 22222 平O X IO 666 0
。

] , 000 3 4
.
,,

对对对照照照 OOO 0 .2922222

»» 2 , 4
一
D I O o P p m 不不 D 222 3777 38 .下X 10 222 0

。

1 9 22222

加加酵母膏膏 6一 22222 1 1
.
6 火 10

,,
0

.

2 (飞88888

又又又寸}嗽嗽嗽 000 0
。

1 8 11111

*

每天以 24 h 计
.

基有无选择性是很重要的〔习
.

5

.

降解菌株质粒的检测

我们对上述三种农药培养基 可 以生长
,

长期培养的菌株进行质粒检测
,

结果发现
,

一

般生长较好
,

并且出现一定降解能力的菌株

均有质粒存在 (见表 7)
.
其中

,

初步具有降

解
,

2
,

4
一
D 能力的 D

:
和 6

一
2 菌株的质粒 (见

图 1)
,

经不同浓度农药培 养和 SD S 及叮睫

橙进行消除说明
,

质位在寄主细胞巾的存在

比较稳定
,

长期培养和保存不易丧失
.

据报道
,

降解 2
,

牛一 D 是由质粒携带的隽

因所控制
4
的

,

降解酶的编码在质粒上[1]
.
K el
-

109 9 等利用含有种各种特定质粒的菌株 屁合

培养进行育种
,

得到一种利用 2
,

4

,

5
一T 作为
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表 7 农药长期培养的菌株的质粒检测

菌 株

质 粒
…二…上…兰…
】
+
{

‘

}

+

}

1 9 5 3

加别生上
注: +

、
一分别表示质粒的有

、

无
.

唯一碳源的培养物t6]
.
D : 和 6

一
2 菌株的质粒

是否与降解有关
,

尚在试验之中
.

四
、

小 结

在农药长期培养下的细菌群体中选育降

解菌
,

首先是获得在农药
,

一定浓度下生长较

好的单一菌株或混合菌株
,

然后通过选择培

养基对这种菌株进行长期选择培养
.
结果使

其中 一些菌株初步具有降解能力
.
试验的初

步结果表明
,

在实验室中
,

利用农药作为选

择手段
,

促使某些细菌对农药的降解功能的

获得和提高
,

以及对这种功能进化反应的了

解是可能的
.
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美国饮用水标准中铅含量拟改订为 20PP b

美国环保局测算在饮用水中实行更严格的含铅

标准所得到的效益将超过付出的费用
.
该局的一项

初步研究发现
,

把标准降低到 ZOppb (现标准为 50

PP b
,

我国该项卫生标准为 10Oppb—
译注)每年要

多付出费用 1
.
15 一1

.
朽 亿美元

,

而在医疗卫生效益

方i鼠却将取得 8
.
78 亿至 10 亿美元以上

.
这项研究

可望促使环保局降低在公共饮用水系统中铅的最大

允许水平
,

拟定把它降到 20pp氏通常强制性标准考

虑到可行性和费用
一

效益而订得略宽些
.
最近研究表

明
,

摄入很少量的铅都可损害人体健康
.
根据环保

局测算
,

降低饮用水中铅水伞将减少成年人的高血

压
、

心脏病突发
,

中风等发病率
,

将减少铅对儿童的

脑损害
.
铅污染主要来自自来水管和铅焊料的溶出

.

公用供水系统可以用降低供水酸度和投加碳酸钙使
“

软”水硬化的办法来解决这问题
.

孙伯英摘译 自 万SJ (N J)
,

1 9 8 6
,

1 1
,

6

-


