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摘要!以 " 株对三苯基锡"9LAO:@8<;9A8$2V2#有高耐受性的球形红假单胞菌"23(4(0/"14()(+(//03"-(.4/#_D) 为对象$进行 2V2

的微生物降解实验$研究了 2&/03"-(.4/对 2V2降解特性B结果表明$2&/03"-(.4/对 2V2有良好降解效果B*(r是其最佳生长温

度$对 2V2的降解活性最大B干重为 (‘E# U.4a"的湿菌体$在 *: 内对 2V2的降解率为 "*‘&’h jE$‘’#hB在双蒸水(人工海

水(培养基和江水等不同的降解介质中进行的实验表明$天然江水最利于菌体对 2V2的降解$江水中的土著微生物对其降解

2V2具有协同作用B2&/03"-(.4/对 2V2的降解过程主要是通过菌体快速吸附$2V2进入细胞内$靠胞内酶进行初步降解$之后

菌体细胞将 2V2及其中间产物返回到细胞外$靠胞外酶进一步降解$’E : 内菌体产生的胞外酶对 2V2的降解达到 $"‘%EhB
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!!有机锡化合物"026#广泛应用于 V-6的稳定
剂(杀虫剂$特别是防污涂料中B026作为防污涂料
可以防止海洋附着生物如海草(海绵水螅虫等软体
动物对船体(海洋建筑及钻井平台等的污损B但是
026兼有重金属和持久性有机污染物的特性$具有
高毒性(持久性和生物富集性$已导致包括软体动
物(鱼类和哺乳动物在内的物种发生性畸变(行为改
变(免疫力下降(机体功能失调$并会通过食物链的
富集影响生态系统$已引起了世界组织和众多政府
的重视 +" j),B

026在水体中的迁移转化途径包括光解$沉积
物的吸附与解吸作用 +%$$, $生物富集以及生物降解

作用B在这些途径中$只有光解和生物降解能将
026从环境中去除$而那些不暴露于紫外线下的
026的去除主要靠微生物作用 +&$#,B因此$开展 026

的微生物吸附降解研究$对修复被该类污染物污染
的生态环境$并阐明其生物降解与转化机制$具有重
要的意义B目前$有关水体 026的研究涵盖了 026
的检 测 +"($"", ( 区 域 分 布 +"’, ( 迁 移 +"*$"E, ( 生 物 毒
性 +")$"%, (生物富集性 +E$"$$"&,和污染指示生物 +"#$’(,等
内容B但是$有关水体 026微生物降解方面的研究
鲜见报道 +’"$’’,B本课题组筛选得到 " 株可降解三苯
基锡"2V2#的克雷伯氏菌$并对其降解特性进行了
深入研究$发现菌体(分泌物(胞内酶均对 2V2有良
好降解作用 +’* j’),B

本研究继续以三苯基锡"2V2#作为代表性 026
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污染物$探讨了 " 株球形红假单胞菌对其生物降解
特性$同时考察其在不同水质体系中的降解情况$以
期为环境 026污染的生物修复和降解机制进一步
研究提供基础数据B

JK材料与方法

JLJ!实验试剂和材料
实验菌种!实验室筛选驯化保藏的 " 株球形红

假单胞菌$命名为 _D)B
实验试剂!三苯基氯化锡"2V2#和甲醇购买于

5AUFGD3;?LAM: 公司’牛肉膏(蛋白胨(葡萄糖(,G6;(
,G’\V0E."’\’0( \̂’V0E( ,\E6;( 1U50E( 无 水
,G’50E 等购买于广州化学试剂厂’乙酸乙酯购买于
天津市富宇精细化工有限公司B

三苯基氯化锡储备液!用甲醇溶解三苯基氯化
锡$配制成 " U.4a"的储备液$Er保存待用B
JLN!培养基和培养条件

营养培养基!牛肉膏 * U$蛋白胨 "( U$,G6;) U$
蒸馏水 " ((( F4$O\为 $‘E j$‘%B

无机盐培养基 "1##!,G’\V0E."’\’0&‘$ U$
\̂’V0E * U$,G6;(‘) U$,\E6;" U$1U50E (‘E# U$
蒸馏水 " ((( F4B

人工海水 +’%, !,G6;’E‘$U$1U6;’.%\’0 "*U$
,G’50E."(\’0#U$蒸馏水 " ((( F4B

所有培养基均 "’"r高压蒸汽灭菌 *( FA8B
培养条件!除特殊说明外$均 *(r恒温摇床振

荡避光培养$转速为 "*( L.FA8 a"B
JLMK菌株对 2V2的生物降解实验
JLMLJ!菌悬液的制备

用已灭菌的接种环挑取 " 环固体培养的菌体
_D)$以无菌操作接入 )( F4已高压蒸汽灭菌的营
养培养液中活化 ’E :$离心"% ((( L.FA8 a"$’(r#")
FA8$用缓冲液洗涤 ’ 次$每支离心管加入 ’ F4的
1# 培养液$制成菌悬液备用B
JLMLN!2V2的生物降解

往 2V2浓度为 *FU.4a"的培养液中接入 " F4
菌悬液使总体系为 ’( F4$"*( L.FA8 a"(*(r条件下
恒温避光培养B
JLR!分析方法
JLRLJ!样品的预处理

取出样品后$加入 "(( FU,G6;$用 \6;溶液调
节样品 O\至 ’$之后用乙酸乙酯萃取 ’ 次 +’$, $萃取
液于 % ((( L.FA8 a"$Er$离心 &FA8$上清液加无水
硫酸钠脱水后$于 E(r旋转蒸发至干$用流动相

"Y甲醇wY水wY(‘"h三氟乙酸溶液 n)(wE)w)#定容至 "( F4B
JLRLN!检测方法

利用岛津高效液相色谱仪" 5:AFG?c>$]GOG8#进
行检测B色谱柱为 5:AFDOGMI -VD0W5"")( FF#(柱
温为 ’)r(流动相流速为 "‘((( F4.FA8 a"(进样量
为 ’( *4(紫外检测波长为 ’(% 8FB

NK结果与分析

NLJK降解时间对 2V2降解的影响
图 " 是 (‘E#( ( U.4a"投菌量"干重#在短时间

内对 2V2的降解情况B从图 " 可知$") j#( FA8 内$
菌 _D) 对 2V2的降解速度缓慢$#( j"’(FA8 内降解
速度迅速上升$在 "’( FA8 达到最大值$降解率为
E)‘’(h$之后则变得稳定$为 E)‘’(h jE$‘’#hB
这说明菌 _D) 在短时间内对 2V2的降解是一个快
速的过程B在 "’( FA8 之后$随时间延长$菌对 2V2
没有进一步降解B

图 JK降解时间对菌降解 D2D的影响
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NLN!胞外酶对 2V2的降解作用
为了考察 _D) 胞外酶对 2V2降解效果的影响$

按总体系 ’h接入菌悬液$*(r$"*( L.FA8 a"培养条
件下活化 ’E :$离心$取上清液 ’( F4$进行 2V2的
降解实验B实验结果表明其降解效果明显$如图 ’ 所
示$2V2的降解率随时间的延长而提高$’E : 达到
%"‘EEh$之后其增长速度趋于平缓$E&: 的降解率
为 %#‘"(hB综合 ’‘"(’‘’ 节的实验结果$菌体细胞
对 2V2的降解在 ’ : 达到最大值$体系中 2V2残余
浓度为 "‘&&$ FU.4a"$而胞外酶在 ’ : 对 2V2的降
解率较低$可见 2V2在 ’ : 内快速被菌体吸附$并可
能作为碳源被微生物利用$实现降解B之后随着 2V2
积累过多$不利于菌体生长$微生物通过膜蛋白物质
运输机制主动把部分 2V2运输到细胞外$体系中的
2V2浓度随时间逐渐增多$% : 为 ’‘%(( FU.4a"B在
胞外$菌体依靠胞外酶对 2V2进一步降解$溶液中

$*)
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2V2浓度在 % : 之后快速降低$ ’E : 为 "‘*"&
FU.4a"$实现 2V2的生物解毒$图 * 反映了降解体
系中 2V2含量随时间的变化B结合图 " j* 可以推
断 2V2的降解主要是通过菌体快速吸附$2V2进入
细胞内$靠胞内酶进行初步降解$之后菌体细胞将
2V2及其中间产物解析到细胞外$靠胞外酶进一步
降解B在这个过程中胞内酶主要是降低了 2V2的毒
性$并有利于 2V2及其中间产物在菌体细胞外的进
一步降解B

图 NK胞外酶随时间变化对 D2D的降解情况
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图 MK降解体系中 D2D含量随时间的变化

=AUB*!6:G8U@N7R2V2M789@89A8 9:@N<N9@FSN9AF@

生长环境的改变$会使微生物的生理特性发生
变化B因为菌 _D) 细胞内含有类胡萝卜素$培养温
度改变$使菌体在 *(r$"*( L.FA8 a"的培养条件下
会在培养液中积累有颜色的水溶性代谢产物B为了
验证胞外酶提取液中水溶性色素对 2V2降解是否
有影响$做了另一组对比实验!按总体系 ’h接入菌
悬液$在 *$r$"*( L.FA8 a"培养条件下"在此温度下
菌不会产生水溶性色素#活化 ’E: 的菌液离心$取
上清液 ’( F4$同等条件下进行 2V2的降解实验B实
验结果如图 E 所示$说明胞外酶提取液中的水溶性
色素并不会对菌体的胞外酶降解 2V2产生明显的
影响$在降解体系中对 2V2具有良好降解效果的是

菌体的胞外酶B对比菌液的降解效果$胞外酶对 2V2
的降解周期延长了B

图 RK不同温度下菌体产生的胞外酶对 D2D的降解

=AUBE!W@ULG?G9A78 7R2V2C<@J9LGM@;;>;GL@8c<F@
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NLM!2V2初始浓度对菌降解 2V2的影响
从图 ) 可以看出$2V2在实验设置的浓度范围

内$最终都能被菌有效降解$在降解的过程中$#% :
前 2V2的浓度是快速下降$之后趋于平缓B不同初
始浓度的 2V2降解 "%& : 后剩余浓度不同$当 2V2
初始浓度分别为 * FU.4a"和 ) FU.4a"时$降解 $ ?$
体系中 2V2残余浓度分别为 "‘’"( FU.4a"和 "‘*)(
FU.4a"$而当 2V2初始浓度为 $ FU.4a"时$$ ? 降解
后体系中残余浓度为 ’‘E(( FU.4a"B

用下列动力学方程式进行菌 _D) 对 2V2的生
物降解动力学分析!

"
$ ?!

:6’#AG

!
$"$ ?!#

:6’#

6’ :
"
#

!
$"$ ?!#

式中$$ 为污染物的初始浓度"FU.4a" #$!为 #时刻
污染物已反应掉的浓度"污染物初始浓度减去反应
后体系中污染物的浓度$FU.4a"#B当 #n($!n( 时$

G: "
$
B计算结果表明$菌 _D) 对 2V2的生物降解

过程符合二级反应动力学$其分析结果如图 ) 所示$
动力学计算参数和结果见表 "B由计算结果可知$
2V2浓度为 ) FU.4a"时$降解的半衰期最短$实验
结果显示较高浓度的 2V2有利于菌对其的降解B但
是环境中 2V2的含量通常很低$一般不超过 "
FU.4a"B与本实验条件相比$环境中的降解菌与
2V2接触的机会较小B而且通过 ’‘’ 节实验结果分
析$2V2与菌体吸附后$2V2还要通过跨膜运输进入
细胞内$被胞内酶初步降解$之后再解析到细胞外由

&*)
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胞外酶进一步降解B上述各种因素决定了 2V2的降
解周期很长$现有的现场监测结果也表明有机锡的
半衰期长达数月$在沉积物中的半衰期则更长$可达
数年至数十年 +’&$’#,B

图 QK不同浓度的 D2D随时间变化的降解情况

=AUB)!+RR@M97R2V2M78M@89LG9A78 78 ?@ULG?G9A78

表 JK降解动力学计算结果

2GC;@"! Â8@9AM@d>G9A78 7R2V2?@ULG?G9A7

2V2初始浓度
PFU.4a"

动力学方程
速率常数
P: a"

半衰期
P:

相关系数
"2#

" "P,n(‘("’ * #i(‘%)$ * (‘("’ * &"‘*( (‘#)* &

* "P,n(‘((* " #i(‘*$$ & (‘((* " "($‘) (‘&$) $

) "P,n(‘((* ) #i(‘"%" % (‘((* ) )$‘"E (‘##$ &

$ "P,n(‘((’ * #i(‘(E’ ) (‘((’ * %’‘"" (‘#%& %

NLRK降解介质对菌降解 2V2的影响
NLRLJK水中营养盐对 2V2降解的影响

采用不同类型的水质进行 ’: 的 2V2生物降解
实验$实验结果显示"图 %#$天然江水最有利于菌对
2V2的降解$’: 内降解率为 )"‘*#hB1# 培养基和
灭菌的江水次之$人工海水效果最差B

不同类型的微生物具有不同的适应盐浓度的生
理机制B人工海水中含有较高浓度的 ,G6;$会导致
较高的渗透压$从而使微生物细胞发生质壁分离$同
时营养吸收和 W,3复制受到抑制$阻碍了微生物的
生长$进而抑制了微生物对污染物的降解B江水采集
于广东珠江$不仅含有微生物生长所需的各种营养
物质$而且通过实验 ’‘E‘’ 节证明了江水中的土著
微生物跟 2V2降解菌具有协同作用$土著微生物的
存在有力地促进了菌 _D) 对 2V2的降解B灭菌的江
水由于不含有微生物$单独依靠降解菌来降解 2V2$
因此 2V2的降解率低于天然江水B1# 培养基是根
据微生物生长所必须营养物质而配制的无机盐培养
基$里面含有微生物生长所需的氮源(无机盐$但不
含碳源$微生物需充分利用污染物作为碳源来维持

其生长B从实验结果可以看出$菌 _D) 可以较好地
利用 2V2作为碳源$通过降解 2V2$为细胞提供必要
组成成分$又为细胞维持生命活动提供了所需的能
源物质B双蒸水不含有任何营养物质$微生物单单依
靠 2V2作为碳源$生长受到抑制$因此 2V2降解率
势必较低B总之$由于不同水中营养程度差异导致了
水中生物量的不同$从而造成了 2V2生物降解效率
的差异B

图 !K菌体在不同水质中对 D2D的降解效果
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NLRLNK天然江水中土著微生物对 2V2降解的影响
为考察天然江水中土著微生物对降解菌降解

2V2的影响$分 * 种条件设置了对比实验!!往定量
天然江水中添加 2V2$不加菌’"往灭菌的江水中添
加 2V2和菌’#往天然江水中添加 2V2和菌$* 组实
验中 2V2浓度均为 * FU.4a"$投菌量为 (‘E#
U.4a"$并以灭菌的江水为对照B实验结果显示$土著
微生物和降解菌联合作用$’ : 内对 2V2的降解率
达到 )"‘*#h$单独依靠降解菌$’ : 的降解率为
EE‘%$h$而土著微生物 ’ : 对 2V2的降解只有
"‘(&(hB结果表明天然江水中土著微生物对降解菌
降解 2V2有促进作用$两者是协同关系B在协同作
用过程中$土著微生物将难降解的 2V2进行转化$
减少其对微生物的毒害作用$使其成为更容易被降
解菌利用的物质$从而促进了降解菌对 2V2的
降解B

这里提到的协同作用是指在污染物完全氧化过
程中有多种微生物参与B有些污染物不能作为微生
物的唯一碳源和能源以维持其生长$它们只是在微
生物利用生长基质时$被微生物产生的酶降解或成
为不完全氧化产物$这种不完全氧化产物进而可以
被别的微生物利用并彻底降解 +*(,B因而$在纯培养
时不存在协同作用$污染物只是一种截止式转化
"?@G?D@8? 9LG8NR7LFG9A78#$而在混合培养和自然环

#*)
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境中$这种转化可以为其它微生物的降解作用铺平
道路$以共代谢方式使难降解污染物经过多种微生
物的协同作用而得到彻底分解 +*",B
NLQK温度对菌降解 2V2的影响

考虑到实际环境的温度是变化的$为找到菌株
最佳的降解温度$提高其对 2V2的降解率$同时为
以后原位生物修复提供参考$考察了不同温度下菌
株对 2V2的降解情况B由于天然水体的温度一般不
会超过 *)r$所以将菌株接种于培养体系$分别于
’((’)(*( 和 *’r振荡培养 ’ : 后测定其降解率$并
在 ’ 种不同水质体系中进行对比实验B

图 SK不同温度&不同体系中菌对 D2D的降解
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温度对微生物的影响包括直接效应和间接效
应$与 2V2的微生物降解密切相关B直接效应包括
影响微生物的生长代谢(酶活性(细胞组成和营养需
求等$间接效应包括影响降解体系中溶质分子的溶
解性(离子的运输与扩散(细胞膜渗透压及表面张力
等 +*’,B微生物体中发挥降解作用的酶是一种生物催
化剂$酶分子的化学结构决定了其活性$温度过高会
导致酶构象的破坏$从而丧失其原有的生物活
性 +**, $因此其具有最适反应温度B当环境温度低于
最适温度时$酶会失活$无法发挥降解特性$此时升
温可以加快降解反应’当温度过高时$酶会变性而失
活$从而导致降解反应速度随温度升高而降低B温度
不仅会对酶产生影响$还会影响微生物细胞内的蛋
白质B温度过低$会使菌体细胞内蛋白质的合成速率
降低$进而影响了微生物的生长B温度过高$又会使
细胞内生物大分子发生热变性B另外$温度的变化还
会改变细胞膜的结构$进而影响了细胞膜对营养物
质的运输B

如图 $ 所示$温度对2V2的微生物降解影响显著B
实验结果表明 *(r最有利于菌对2V2的降解$此时 ’ :
降解率达到 E#‘*%hB综合前面的分析$因为 *(r是微
生物的最佳生长温度$该温度下菌生物量最大$各种细

胞结构和酶的活性最强B当温度在 ’( j*(r$降解率随
着温度的升高而升高$然而到达 *(r之后进一步升温
并不会带来更高的降解率$但从图 $ 可以看出$此时
2V2的降解率仍然高于 ’(r(’)r的降解情况B这说明
高温比低温更有利于菌株对2V2的降解B对比图 $ 中 ’
种体系2V2的降解效果$又一次说明天然江水更有利
于菌对2V2的降解B

MK结论

" " # 球 形 红 假 单 胞 菌 " 23(4(0/"14()(+(/
/03"-(.4/#对 2V2有良好的降解效果B(‘E# U.4a"的
菌体"干重#在 * : 内对 2V2的降解率为 "*‘&’h j
E$‘’#hB2V2的降解过程符合二级反应动力学B
*(r是菌最佳生长温度$对 2V2的降解活性最大B

"’#2&/03"-(.4/产生的胞外酶对 2V2有良好的
降解作用$’E : 内对 2V2的降解达到 $"‘%EhB菌体
对 2V2的降解过程主要是通过菌体快速吸附$2V2
进入细胞内$靠胞内酶进行初步降解$之后菌体细胞
将 2V2及其中间产物返回到细胞外$靠胞外酶进一
步降解B

"*#对比各种降解介质中菌体对 2V2的降解效
果发现$天然江水最有利于菌体对 2V2的降解B营
养物质的供给能促进 2&/03"-(.4/对 2V2的降解$天
然江水中的土著微生物对吸附降解菌降解 2V2具
有协同作用$两者联合作用$’ : 内对 2V2的降解率
达到 )"‘*#hB
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