
ENVIRONMENTAL SCIENCE

ISSN 0250-3301   CODEN HCKHDV

(HUANJING KEXUE)

环

境

科

学

第
三
十
四
卷

第
二
期

2
0

1
3

-2

第34 卷  第2 期

Vol.34    No.2

2013
中国科学院生态环境研究中心 主办

出版



渊匀哉粤晕允陨晕郧 运耘载哉耘冤摇 摇 耘晕灾陨砸韵晕酝耘晕栽粤蕴 杂悦陨耘晕悦耘 第 猿源 卷 第 圆 期
圆园员猿 年 圆 月 员缘 日

目 次

员远 届亚运会期间广州城区 孕酝圆郾 缘化学组分特征及其对霾天气的影响 陶俊袁柴发合袁高健袁曹军骥袁刘随心袁张仁健渊 源园怨 冤……
北京地区秋季雾霾天 孕酝圆郾 缘污染与气溶胶光学特征分析 赵秀娟袁蒲维维袁孟伟袁马志强袁董璠袁何迪渊 源员远 冤……………………
上海市秋季大气 灾韵悦泽 对二次有机气溶胶的生成贡献及来源研究 ………………………………………………………

王倩袁陈长虹袁王红丽袁周敏袁楼晟荣袁乔利平袁黄成袁李莉袁苏雷燕袁牟莹莹袁陈宜然袁陈明华渊 源圆源 冤…………………………
杭州市大气超细颗粒数浓度谱季节性特征 谢小芳袁孙在袁付志民袁杨文俊袁林建忠渊 源猿源 冤………………………………………
保定市大气气溶胶中正构烷烃的污染水平及来源识别 李杏茹袁杜熙强袁王英锋袁王跃思渊 源源员 冤…………………………………
春节期间西安城区碳气溶胶污染特征研究 周变红袁张承中袁王格慧渊 源源愿 冤………………………………………………………
华东区域高山背景点 孕酝员园和 孕酝圆郾 缘背景值及污染特征 苏彬彬袁刘心东袁陶俊渊 源缘缘 冤……………………………………………
基于电子鼻土壤与地下水污染修复现场 栽灾韵悦 和恶臭的评估 田秀英袁蔡强袁刘锐袁张永明渊 源远圆 冤………………………………
积融雪控制下土壤大气间汞交换通量特征 张刚袁王宁袁艾建超袁张蕾袁杨净袁刘子琪渊 源远愿 冤………………………………………
靖海湾重金属污染及铅稳定同位素溯源研究 徐林波袁高勤峰袁董双林袁刘佳袁傅秀娟渊 源苑远 冤……………………………………
正构烷烃及单体碳同位素记录的石臼湖生态环境演变研究 欧杰袁王延华袁杨浩袁胡建芳袁陈霞袁邹军袁谢云渊 源愿源 冤……………
干旱区城市昌吉降雪及积雪中 孕郧耘泽 含量分布及其影响因素 刘玉燕袁刘浩峰袁张兰渊 源怨源 冤……………………………………
降尘收集方法对降尘效率的影响 张正偲袁 董治宝渊 源怨怨 冤…………………………………………………………………………
海河流域水生态功能一级二级分区 孙然好袁汲玉河袁尚林源袁张海萍袁陈利顶渊 缘园怨 冤……………………………………………
长江中下游浅水湖泊水下辐照度漫射衰减特征研究 时志强袁张运林袁王明珠袁刘笑菡渊 缘员苑 冤……………………………………
内陆水体叶绿素反演模型普适性及其影响因素研究 黄昌春袁李云梅袁徐良将袁杨浩袁吕恒袁陈霞袁王延华渊 缘圆缘 冤………………
溶氧对富集培养的河口湿地表层沉积物氨氧化菌多样性及氨氧化速率的影响 邱昭政袁罗专溪袁赵艳玲袁颜昌宙渊 缘猿圆 冤………
自然条件下盐城海滨湿地土壤水分 辕盐度空间分异及其与植被关系研究…………………………………………………

张华兵袁刘红玉袁李玉凤袁安静袁薛星宇袁侯明行渊 缘源园 冤…………………………………………………………………………
淮河流域农业非点源污染空间特征解析及分类控制 周亮袁徐建刚袁孙东琪袁倪天华渊 缘源苑 冤………………………………………
高岚河不同降雨径流类型磷素输出特征 崔玉洁袁刘德富袁宋林旭袁陈玲袁肖尚斌袁向坤袁张涛渊 缘缘缘 冤……………………………
城市雨水径流水质演变过程监测与分析 董雯袁李怀恩袁李家科渊 缘远员 冤……………………………………………………………
复合人工湿地系统强化处理单元的运行特性与效果 任峰袁陆忆夏袁刘琴袁汤杨杨袁王世和袁高海鹰袁乔红杰袁王为进渊 缘苑园 冤……
给水管网中耐氯分枝杆菌的灭活特性及机制研究 郑琦袁陈超袁张晓健袁陆品品袁刘源源袁陈雨乔渊 缘苑远 冤…………………………
员 株溶藻菌的部分生物学特性及溶鱼腥藻作用 李三华袁张奇亚 渊 缘愿猿 冤……………………………………………………………
水生植物热解生物油对中肋骨条藻抗氧化酶活性的影响 姚远袁李锋民袁李媛媛袁单时袁李杰袁王震宇渊 缘愿怨 冤……………………
栽蚤韵圆 光催化联合技术降解苯酚机制及动力学 张轶袁黄若男袁王晓敏袁王齐袁丛燕青渊 缘怨远 冤………………………………………
皮革废水有机污染物生物降解特性研究 王勇袁李伟光袁杨力袁宿程远渊 远园源 冤………………………………………………………
链霉菌 云载远源缘 对偶氮染料红 粤砸猿园 的降解机制研究 谢练武袁方继前袁郭亚平渊 远员员 冤……………………………………………
一种负载型生物载体的制备及性能研究 杨基先袁曾红云袁周义袁邱珊袁马放袁王蕾袁肖大伟渊 远员远 冤………………………………
基于污泥资源化利用的蛋白核小球藻渊悦澡造燥则藻造造葬 责赠则藻灶燥蚤凿燥泽葬冤培养研究 嵇雯雯袁夏会龙袁方治国袁刘惠君渊 远圆圆 冤………………
温和热处理对低有机质污泥厌氧消化性能的影响 陈汉龙袁严媛媛袁何群彪袁戴晓虎袁周琪渊 远圆怨 冤………………………………
天然和水热合成针铁矿对有机物厌氧分解释放 悦匀源 的影响 姚敦璠袁陈天虎袁王进袁周跃飞袁岳正波渊 远猿缘 冤……………………
蚀刻废液及其回收后生产的铜盐产品中 孕悦阅阅 辕 云泽 含量水平及分布特征 青宪袁韩静磊袁温炎燊渊 远源圆 冤…………………………
基于特定场地污染概念模型的健康风险评估案例研究 钟茂生袁姜林袁姚珏君袁夏天翔袁朱笑盈袁韩丹袁张丽娜渊 远源苑 冤…………
区域地下水污染风险评价方法研究 杨彦袁于云江袁王宗庆袁李定龙袁孙宏伟渊 远缘猿 冤………………………………………………
地下水有机污染源识别技术体系研究与示范 王晓红袁魏加华袁成志能袁刘培斌袁纪轶群袁张干渊 远远圆 冤……………………………
祁连山不同海拔土壤有机碳库及分解特征研究 朱凌宇袁潘剑君袁张威 渊 远远愿 冤……………………………………………………
黑土有机碳尧 氮及其活性对长期施肥的响应 骆坤袁胡荣桂袁张文菊袁周宝库袁徐明岗袁张敬业袁夏平平渊 远苑远 冤…………………
根茬连续还田对镉污染农田土壤中镉赋存形态和生物有效性的影响 张晶袁于玲玲袁 辛术贞袁 苏德纯渊 远愿缘 冤…………………
长期施肥措施下稻田土壤有机质稳定性研究 罗璐袁周萍袁童成立袁石辉袁吴金水袁黄铁平渊 远怨圆 冤…………………………………
外源悦则渊芋冤在我国 圆圆 种典型土壤中的老化特征及关键影响因子研究 郑顺安袁郑向群袁李晓辰袁刘书田袁姚秀荣渊 远怨愿 冤………
某林丹生产企业搬迁遗留场地土壤中六六六的残留特征 潘峰袁王利利袁赵浩袁尤奇中袁刘林渊 苑园缘 冤……………………………
大型炼锌厂周边土壤及蔬菜的汞污染评价及来源分析 刘芳袁王书肖袁吴清茹袁林海渊 苑员圆 冤………………………………………
天津成人头发指甲中有机氟污染物的残留特征 姚丹袁张鸿袁柴之芳袁沈金灿袁杨波袁王艳萍袁刘国卿渊 苑员愿 冤……………………
沉积物中雌激素及壬基酚尧 辛基酚尧 双酚 粤 的测定 吴唯袁史江红袁陈庆彩袁张晖袁刘晓薇渊 苑圆源 冤………………………………
动物饲料中砷尧 铜和锌调查及分析 姚丽贤袁黄连喜袁蒋宗勇袁何兆桓袁周昌敏袁李国良渊 苑猿圆 冤……………………………………
氟虫双酰胺在水稻和稻田中的残留动态研究 王点点袁宋宁慧袁吴文铸袁由宗政袁何健袁石利利渊 苑源园 冤……………………………
圆 株降解菲的植物内生细菌筛选及其降解特性 倪雪袁刘娟袁高彦征袁朱雪竹袁孙凯渊 苑源远 冤………………………………………
嗜盐拟香味菌 再远 降解硝基苯的特性研究 厉阗袁钱坤袁肖伟袁王进军袁邓新平渊 苑缘猿 冤……………………………………………
固定化条件对苯系物细胞传感器检测效果的影响 唐阔袁马安周袁于清袁邓雪梅袁吕迪袁庄国强渊 苑远园 冤……………………………
员远杂 则阅晕粤 克隆文库分析高含盐生物脱硫系统细菌多样性 刘卫国袁梁存珍袁杨金生袁王桂萍袁刘苗苗渊 苑远苑 冤……………………
氨氮浓度对 悦粤晕韵晕 工艺功能微生物丰度和群落结构的影响 刘涛袁李冬袁曾辉平袁畅晓燕袁张杰渊 苑苑猿 冤………………………
简青霉渊孕藻灶蚤糟蚤造造蚤怎皂 泽蚤皂责造蚤糟蚤泽泽蚤皂怎皂冤对木质纤维素的降解及相关酶活性特征 ……………………………………………

沈莹袁胡天觉袁曾光明袁黄丹莲袁尹璐袁刘杨袁吴娟娟袁刘晖 渊 苑愿员 冤……………………………………………………………
石油污染土壤微生物群落结构与分布特性研究 杨萌青袁李立明袁李川袁李广贺渊 苑愿怨 冤……………………………………………
土霉素在鸡粪好氧堆肥过程中的降解及其对相关参数的影响 王桂珍袁李兆君袁张树清袁马晓彤袁梁永超渊 苑怨缘 冤………………
生活垃圾填埋过程含水率变化研究 李睿袁刘建国袁薛玉伟袁张媛媛袁岳东北袁聂永丰渊 愿园源 冤………………………………………
动物消化机制用于木质纤维素的厌氧消化 吴昊袁张盼月袁郭建斌袁吴永杰渊 愿员园 冤…………………………………………………
叶环境科学曳征订启事渊源源苑冤摇 摇 叶环境科学曳征稿简则渊源怨猿冤摇 摇 信息渊缘园愿袁缘愿愿袁远员园袁苑猿员冤摇 摇 专辑征稿通知渊苑愿愿冤



第 猿源 卷第 圆 期圆园员猿 年 圆 月
环摇 摇 境摇 摇 科摇 摇 学耘晕灾陨砸韵晕酝耘晕栽粤蕴 杂悦陨耘晕悦耘

灾燥造援 猿源袁晕燥援 圆云藻遭援 袁圆园员猿

固定化条件对苯系物细胞传感器检测效果的影响

唐阔袁马安周鄢袁于清袁邓雪梅袁吕迪袁庄国强鄢
渊中国科学院生态环境研究中心中科院环境生物技术重点实验室渊筹冤袁北京摇 员园园园愿缘冤
摘要院 利用海藻酸钠作为包埋剂对苯系物细胞传感器 孕泽藻怎凿燥皂燥灶葬泽 枣造怎燥则藻泽糟藻灶泽 粤缘园远 渊责栽杂冤进行固定化处理袁并对细胞浓度尧 固

定化时间尧 投加量等检测因素进行了优化援 固定化后的细胞与游离细胞对苯系污染物的检测效果进行对比援 经过 圆 澡 固定化

处理的细胞传感器袁在检测时间 员郾 缘 耀 远郾 园 澡 内袁信号上升速度为游离细胞的 圆郾 圆远 倍袁信号最大值为游离细胞的 圆郾 圆猿 倍援 固定

化处理后的细胞生长缓慢袁且浓度远低于游离细胞袁说明了固定化处理后的单位细胞信号强度增加援 同时袁细胞浓度随着固定

化时间的延长而降低援 在影响因素方面袁细胞浓度和固定化时间对于检测信号的影响较大援 固定化后袁对高浓度的苯系污染

物有着更快的信号响应援
关键词院苯系物检测曰 固定化细胞曰 细胞浓度曰 固定化时间曰 投加量

中图分类号院 载员苑圆摇 文献标识码院 粤摇 文章编号院 园圆缘园鄄猿猿园员渊圆园员猿冤园圆鄄园苑远园鄄园苑

收稿日期院 圆园员圆鄄园缘鄄员远曰 修订日期院 圆园员圆鄄园怨鄄员圆
基金项目院 中国科学院知识创新工程重要方向项目渊运杂悦载圆鄄再宰鄄允杂源园员 冤曰 国 家 高 技 术 研 究 发 展 计 划 渊 愿远猿 冤 项 目渊 圆园园苑粤粤园远粤源园苑 冤曰 国 家 科 技 支 撑 计 划 项 目渊圆园员圆月粤允圆源月园圆冤曰中国科学院知识创新工程重要方向项

目渊运杂悦载圆鄄再宰鄄郧鄄园苑圆冤
作者简介院 唐阔渊员怨愿远 耀 冤袁男袁硕士研究生袁主要研究方向有机污染

物降解与检测袁耘鄄皂葬蚤造院贼噪园缘源岳 员远猿援 糟燥皂鄢 通讯联系人袁 耘鄄皂葬蚤造院 早择扎澡怎葬灶早 岳 则糟藻藻泽援 葬糟援 糟灶曰 葬扎皂葬 岳则糟藻藻泽援 葬糟援 糟灶

耘枣枣藻糟贼 燥枣 陨皂皂燥遭蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶 燥灶 月蚤燥泽藻灶泽燥则 枣燥则 月藻灶扎藻灶藻 阅藻则蚤增葬贼藻泽 阅藻贼藻糟贼蚤燥灶
栽粤晕郧 运怎燥袁酝粤 粤灶鄄扎澡燥怎袁再哉 匝蚤灶早袁阅耘晕郧 载怎藻鄄皂藻蚤袁 蕴譈 阅蚤袁 在匀哉粤晕郧 郧怎燥鄄择蚤葬灶早
渊运藻赠 蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 燥枣 耘灶增蚤则燥灶皂藻灶贼葬造 月蚤燥贼藻糟澡灶燥造燥早赠袁砸藻泽藻葬则糟澡 悦藻灶贼藻则 枣燥则 耘糟燥鄄耘灶增蚤则燥灶皂藻灶贼葬造 杂糟蚤藻灶糟藻泽袁悦澡蚤灶藻泽藻 粤糟葬凿藻皂赠 燥枣 杂糟蚤藻灶糟藻泽袁
月藻蚤躁蚤灶早 员园园园愿缘袁悦澡蚤灶葬冤
粤遭泽贼则葬糟贼院 粤 憎澡燥造藻 糟藻造造 泽藻灶泽燥则袁 孕泽藻怎凿燥皂燥灶葬泽 枣造怎燥则藻泽糟藻灶泽 粤缘园远 渊 责栽杂冤袁 憎葬泽 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 遭赠 泽燥凿蚤怎皂 葬造早蚤灶葬贼藻 葬灶凿 贼澡藻 枣葬糟贼燥则泽 燥枣 糟藻造造
凿藻灶泽蚤贼赠袁 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶 贼蚤皂藻 葬灶凿 遭藻葬凿泽 怎泽葬早藻 憎藻则藻 燥责贼蚤皂蚤扎藻凿援 栽澡藻 责藻则枣燥则皂葬灶糟藻 燥枣 贼澡藻 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 糟藻造造泽 憎葬泽 糟燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 贼澡葬贼 燥枣 贼澡藻
枣则藻藻 糟藻造造泽援 粤枣贼藻则 圆 澡 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶袁贼澡藻 蚤灶糟则藻葬泽蚤灶早 泽责藻藻凿 燥枣 枣造怎燥则藻泽糟藻灶贼 泽蚤早灶葬造 燥枣 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 糟藻造造泽 憎葬泽 圆郾 圆远 贼蚤皂藻泽 葬泽 澡蚤早澡 葬泽 贼澡葬贼 燥枣 贼澡藻
枣则藻藻 糟藻造造泽袁葬灶凿 贼澡藻 责藻葬噪 增葬造怎藻 憎葬泽 圆郾 圆猿 贼蚤皂藻泽 葬泽 澡蚤早澡 凿怎则蚤灶早 贼澡藻 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 贼蚤皂藻 则葬灶早蚤灶早 枣则燥皂 员郾 缘 贼燥 远郾 园 澡援 栽澡藻 糟燥灶泽贼葬灶贼造赠 造燥憎藻则 早则燥憎贼澡
葬灶凿 凿藻灶泽蚤贼赠 燥枣 贼澡藻 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 糟藻造造 蚤皂责造蚤藻凿 贼澡藻 藻灶澡葬灶糟藻凿 泽蚤早灶葬造 蚤灶贼藻灶泽蚤贼赠 燥枣 泽蚤灶早造藻 糟藻造造泽 葬枣贼藻则 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶援 酝藻葬灶憎澡蚤造藻袁 贼澡藻 糟藻造造
凿藻灶泽蚤贼赠 凿藻糟则藻葬泽藻凿 葬泽 贼澡藻 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶 贼蚤皂藻 责则燥造燥灶早藻凿援 悦藻造造 凿藻灶泽蚤贼赠 葬灶凿 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶 贼蚤皂藻 憎藻则藻 贼澡藻 凿燥皂蚤灶葬灶贼 枣葬糟贼燥则泽 葬枣枣藻糟贼蚤灶早 贼澡藻
凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 泽蚤早灶葬造援 云燥则 遭藻灶扎藻灶藻 葬贼 澡蚤早澡藻则 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶泽袁 贼澡藻 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 遭蚤燥泽藻灶泽燥则 泽澡燥憎藻凿 皂燥则藻 则葬责蚤凿 泽蚤早灶葬造 则藻泽责燥灶泽藻 葬贼 贼澡藻 藻葬则造赠 责藻则蚤燥凿
燥枣 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶援
运藻赠 憎燥则凿泽院遭藻灶扎藻灶藻 凿藻则蚤增葬贼藻泽 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶曰 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 糟藻造造曰 糟藻造造 凿藻灶泽蚤贼赠曰 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶 贼蚤皂藻曰 遭藻葬凿泽 怎泽葬早藻

摇 摇 细胞传感器的出现使污染物生物有效性的检测

过程变得更加快捷和经济咱员暂 袁也使得研究更多地集

中在细胞传感器的构建上袁而在细胞传感器使用和

操作方法的优化方面还存在进一步提高的空间咱圆暂 援
为了拓展细胞传感器的使用范围袁使之更适于实际

环境中应用袁通常对细胞传感器进行固定化处

理咱猿 耀 远暂 援 固定化细胞具有明显的优势院降低环境中

不利因素的抑制作用咱苑袁愿暂 曰 减慢细胞在环境中的扩

散速度袁降低微生物对环境的影响风险咱怨暂 曰 长期保

持细胞活性咱员园暂 援 但在细胞传感器的固定化过程中袁
各因素对检测效果的影响罕有报道袁为使固定化细

胞发挥最佳的检测效果袁有必要研究固定化条件对

检测效果的影响援
本研究以苯系物细胞传感器咱员员暂 为模式传感

器袁经过海藻酸钠固定化处理袁对比了固定化状态

和游离状态下检测效果差别袁对固定化过程中的

细胞浓度尧 固定化时间尧 固定化颗粒的投加量等

因素进行了分析袁并检测了对不同浓度的苯系物

的响应情况援
员摇 材料与方法

员郾 员摇 材料与试剂

苯尧 甲苯等购自北京化工厂援 海藻酸钠袁悦葬悦造圆尧
晕葬悦造尧 运匀圆孕韵源尧 渊晕匀冤圆匀孕韵源尧 二甲基亚砜渊阅酝杂韵冤
购自国药集团化学试剂有限公司援 酝早杂韵源窑苑匀圆韵 购

自生工生物工程有限公司援 酵母粉和蛋白胨购自

韵载韵陨阅 公司援 其中 晕葬悦造尧 酝早杂韵源窑苑匀圆韵 为优级纯袁
其他为分析纯援 卡那霉素购自北京经科宏达生物技

术有限公司援
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员郾 圆摇 细胞传感器的培养

细胞传感器 孕泽藻怎凿燥皂燥灶葬泽 枣造怎燥则藻泽糟藻灶泽 粤缘园远渊责栽杂冤
于 原 愿园益条件下保存援 该传感器中袁绿色荧光蛋白

基因渊早枣责冤与甲苯降解途径的启动子基因渊孕贼遭怎粤员冤
结合袁在自动转录因子 栽遭怎栽 存在的条件下袁该细胞

传感器可以受到甲苯的诱导而产生绿色荧光蛋白袁
绿色荧光蛋白上的发光基团可以吸收特定波长的激

发光袁产生稳定的绿色荧光信号援 最终通过对荧光

信号的检测袁达到对污染物检测的效果援 培养条件院
蕴月 培养基渊酵母粉 缘 早窑蕴 原员袁蛋白胨 员园 早窑蕴 原员袁晕葬悦造
员园 早窑蕴 原员冤袁同时加入卡那霉素 缘园 皂早窑蕴 原员袁在 猿园益袁
圆园园 则窑皂蚤灶 原员的条件下过夜培养至指数生长末期渊吸
光值 阅远园园 越 圆郾 源冤援
员郾 猿摇 细胞传感器的固定化

细胞生长至指数生长末期渊阅远园园 越 圆郾 源冤后袁取不

同体积的菌液在 源益下离心袁转速源 园园园 则窑皂蚤灶 原员袁离
心 员园 皂蚤灶援 菌体用灭菌的磷酸缓冲液咱渊晕匀冤圆匀孕韵源
猿郾 园 早窑蕴 原员袁 运匀圆孕韵源 员郾 圆 早窑蕴 原员袁 晕葬悦造 缘郾 园 早窑蕴 原员袁
酝早杂韵源窑苑匀圆韵 园郾 圆 早窑蕴 原员暂洗涤后袁再次离心援 重复 圆
次洗涤离心后的菌体袁用 缘 皂蕴 磷酸缓冲液重悬袁形
成不同浓度的菌液袁并加入等体积的 源豫 海藻酸钠

溶液充分混合援 细胞与海藻酸钠的混合溶液再通过

员 皂蕴 移液器针头逐滴滴加至 圆豫 悦葬悦造圆 溶液中袁并
形成直径约为 圆 皂皂 的颗粒袁同时对 悦葬悦造圆 溶液进行

低速搅拌援 经过不同时间的固定化处理后袁颗粒用

生理盐水洗涤后取出用于污染物检测援
员郾 源摇 游离细胞与固定化细胞的生长

培养基中的游离细胞与固定化细胞在相同的时

间间隔取样检测细胞浓度援 游离细胞直接通过分光

光度计渊哉晕陨悦韵 哉灾鄄圆园园园袁上海丽度电子科技发展有

限公司冤检测其吸光值 阅远园园袁再转化成所对应的细胞

浓度渊悦云哉窑皂蕴 原员冤 援 固定化细胞在通过 耘阅栽粤渊责匀 越
愿郾 园冤溶解后进行梯度稀释援 稀释后均匀涂在含有卡

那霉素渊缘园 皂早窑蕴 原员冤的固体 蕴月 培养基上袁通过平板

计数法得到相应的细胞浓度援
员郾 缘摇 细胞传感器检测污染物

一定比例的细胞传感器转移至含有 缘园 皂早窑蕴 原员

卡那霉素的 蕴月 培养基中袁以 阅酝杂韵 作为助溶剂袁加
入不同种类和浓度的污染物进行检测袁待测的污染

物包括苯和甲苯援 检测条件与细胞培养条件相同袁
经过一定的时间后对游离和固定化细胞传感器取样

检测援 游离细胞取样 员愿园 滋蕴 菌液袁固定化细胞取 源
颗固定化颗粒渊员园园 滋蕴冤置于 怨远 孔板渊月造葬糟噪袁 枣造葬贼鄄
遭燥贼贼燥皂袁悦韵杂栽粤砸誖 袁哉杂粤冤内袁通过全波长扫描式多

功能酶标仪渊 栽澡藻则皂燥誖 袁 哉杂粤冤对荧光信号进行检

测袁激发光为 源愿愿 灶皂袁发射光为 缘员园 灶皂袁检测信号单

位为 砸云哉渊砸藻造葬贼蚤增藻 云造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 哉灶蚤贼冤 援
圆摇 结果与讨论

圆郾 员摇 固定化及检测条件的优化

为了优化固定化细胞传感器的检测袁将固定化

时间尧 细胞与包埋剂之间的比例袁以及固定化颗粒

投加量等条件作为影响因素袁通过正交试验考察一

定 范 围 内袁 各 因 素 对 单 位 体 积 检 测 信 号

渊砸云哉窑皂蕴 原员冤的影响援 检测物为甲苯袁浓度 员员苑郾 源园
滋皂燥造窑蕴 原员 援 试验各因素的水平设定如表 员援

表 员摇 固定化细胞检测正交试验设计方案

栽葬遭造藻 员摇 杂燥造怎贼蚤燥灶 燥枣 贼澡藻 燥则贼澡燥早燥灶葬造 藻曾责藻则蚤皂藻灶贼葬造 凿藻泽蚤早灶
枣燥则 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 遭蚤燥泽藻灶泽燥则 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶

水平
粤 细胞 辕包埋剂

渊菌液冤 辕 渊包埋剂冤
辕 皂蕴窑皂蕴 原员

月 固定化时间
辕 澡

悦 固定化颗粒投加量
渊颗粒冤 辕 渊培养基冤

辕 皂蕴窑皂蕴 原员

员 圆园 辕 员园 圆 员园 辕 缘园
圆 员园 辕 员园 源 缘 辕 缘园
猿 缘 辕 员园 远 员援 圆缘 辕 缘园

试验序号 粤 月 悦
员 员 员 员
圆 员 圆 圆
猿 员 猿 猿
源 圆 员 圆
缘 圆 圆 猿
远 圆 猿 员
苑 猿 员 猿
愿 猿 圆 员
怨 猿 猿 圆
正交试验结果通过直观分析后渊图 员冤袁可以得

出院在 员郾 缘尧 猿郾 园尧 远郾 园 澡袁细胞与包埋剂比例在 猿 个因

素中对荧光信号强度的影响最大袁且比例越高得到

的荧光信号越强援 而在 员愿郾 园 澡 时袁细胞与包埋剂比

例与其他两个因素对荧光信号影响差别不大援
员郾 缘 澡 时袁固定化时间和固定化颗粒投加量对

荧光信号影响相当袁且固定化时间越长袁荧光信号越

弱援 在 猿郾 园 澡 时袁固定化时间对信号影响强于颗粒投

加量援 投加量对荧光信号的影响在 猿 个因素中是最

小的袁在 员郾 缘尧 远郾 园 和 员愿郾 园 澡 都与固定化时间影响相

当袁在 猿郾 园 澡 影响最小援
通过 酝蚤灶蚤栽葬遭 软件对试验结果进行方差分析袁

结果如表 圆援 其中细胞与包埋剂比例对信号的影响

最为显著袁在 员郾 缘 澡 和 猿郾 园 澡 时对于结果的影响高度

显著援 影响程度次之的是固定化时间袁只在 员郾 缘 澡 对

检测结果的影响高度显著袁而投加量的影响相对比

较弱袁只有在 员郾 缘 澡 是显著影响援 远郾 园 澡 之后的各因

素对于检测结果影响都减弱援

员远苑
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图 员摇 正交试验结果

云蚤早援 员摇 砸藻泽怎造贼泽 燥枣 贼澡藻 燥则贼澡燥早燥灶葬造 藻曾责藻则蚤皂藻灶贼葬造 凿藻泽蚤早灶
表 圆摇 方差分析各因素影响显著性

栽葬遭造藻 圆摇 杂蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶糟藻 葬灶葬造赠泽蚤泽 遭赠 粤晕韵灾粤 贼葬遭造藻
因素 员郾 缘 澡 猿郾 园 澡 远郾 园 澡 员愿郾 园 澡
粤 细胞与包埋剂比例 高度显著 高度显著 无影响 影响

月 固定化时间 高度显著 显著 无影响 影响

悦 投加量 显著 影响 无影响 影响

圆郾 圆摇 游离细胞与固定化细胞的检测效果

海藻酸钠作为包埋剂在固定化细胞降解中普遍

采用咱员圆暂 袁而海藻酸钠和 悦葬悦造圆 的浓度在一定范围内

对于传质影响不明显咱员猿暂 袁因此本研究选择浓度为

圆豫的海藻酸钠作为细胞传感器的包埋剂进行研究援
待测污染物为甲苯袁浓度为 员员苑郾 源 滋皂燥造窑蕴 原员袁未加

入污染物的样品作为对照援 加入待测污染物后袁依
次在 员郾 缘尧 猿郾 园尧 远郾 园 以及 员愿郾 园 澡 时取样检测荧光信

号援 经过固定化处理和游离状态下的细胞的检测效

果见图 圆援
经 圆 澡 固定化处理后细胞传感器袁在 远澡 内检测

信号强度持续上升袁且上升速度明显快于游离状态

细胞援 两者在 员郾 缘澡 的信号强度分别是 员苑愿郾 圆圆
砸云哉窑皂蕴 原员和 愿圆郾 猿源 砸云哉窑皂蕴 原员袁随后固定化细胞的

信号强度在 远 澡 上升至 源愿圆郾 远圆 砸云哉窑皂蕴 原员袁而游离

状态细胞仅为 圆员远郾 苑园 砸云哉窑皂蕴 原员袁前者为后者的

圆郾 圆猿 倍袁此时的信号上升速度固定化细胞是游离细

胞的 圆郾 圆远 倍援 经过 员愿郾 园 澡 诱导后袁游离细胞信号出

现回落袁而固定化细胞则相对略有上升援

图 圆摇 游离细胞与固定化细胞检测效果

云蚤早援 圆摇 阅藻贼藻糟贼蚤燥灶 遭赠 枣则藻藻 糟藻造造泽 葬灶凿 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 糟藻造造泽
经 远 澡 固定化处理后细胞传感器袁在初始阶段袁

既 员郾 缘 澡 时其检测信号为 圆缘园郾 缘园 砸云哉窑皂蕴 原员袁不仅

明显高于游离状态下的诱导信号袁还高于同一检测

时间的 圆 澡 固定化细胞援 但之后直到 远 澡 信号强度

不再上升袁而在 猿 澡 信号强度略高于游离状态细胞

但略低于 圆 澡 固定化细胞袁说明固定化时间对于细

胞传感器的信号产生快慢具有影响援
员愿郾 园 澡 诱导后袁固定化细胞所处的培养基出现

浑浊援 对出现浑浊的培养基进行检测袁并未发现有

荧光信号产生渊数据未给出冤援
圆郾 猿摇 固定化过对细胞生长影响

检测过程中固定化细胞生长及荧光信号随时间

圆远苑
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变化情况如图 猿 所示援 相对于游离细胞在 远郾 园 澡 内

连续生长袁固定化颗粒中的细胞浓度保持稳定袁且浓

度远小于游离细胞浓度袁不足游离细胞的 源郾 缘豫 袁说
明固定化颗粒中的细胞生长受到了抑制援 细胞活性

通过单个细胞的荧光信号袁即单位体积荧光强度

渊砸云哉窑皂蕴 原员冤与细胞浓度渊悦云哉窑皂蕴 原员 冤的比值来反

映袁在各个检测时间单个固定化细胞的荧光信号都

远大于游离细胞袁这也说明固定化过程不仅影响细

胞的生长袁也提升了单个细胞对于待测污染物的检

测活性援

图 猿摇 游离细胞与固定化细胞生长及其荧光信号

云蚤早援 猿摇 郧则燥憎贼澡 葬灶凿 枣造怎燥则藻泽糟藻灶贼 泽蚤早灶葬造 燥枣 枣则藻藻
葬灶凿 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 糟藻造造泽

比较不同固定化时间下细胞浓度的差别袁结果

如图 源 所示袁固定化 圆 澡 后的细胞浓度为 员郾 员员 伊 员园苑

悦云哉窑皂蕴 原员 援 固定化 源 澡 后的细胞浓度下降 缘猿郾 缘豫 袁
为 缘郾 员苑 伊员园远 悦云哉窑皂蕴 原员 援 而固定化 远 澡 后袁细胞浓

度仅为 员郾 远怨 伊 员园远 悦云哉窑皂蕴 原员袁比 圆 澡 固定化的细胞

浓度下降了 愿苑郾 愿豫 援 说明固定化时间越长袁固定化

颗粒中细胞存活数越低援

图 源摇 固定化时间对细胞浓度影响

云蚤早援 源摇 耘枣枣藻糟贼 燥枣 贼澡藻 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶 燥灶 贼澡藻 糟藻造造 凿藻灶泽蚤贼赠
圆郾 源摇 保存后固定化细胞的检测效果

制备完成的固定化细胞置于 源益 冰箱中保存袁

经过一定时间保存后再用于检测袁检测的物质为甲

苯袁浓度 员员苑郾 源园 滋皂燥造窑蕴 原员袁结果如图 缘援 同样是诱导

员郾 缘 澡袁随着固定化细胞保存时间从 园 凿 上升到 猿 凿袁
其荧光信号也由 远苑郾 圆苑 砸云哉窑皂蕴 原员 上升至 员苑愿郾 愿远
砸云哉窑皂蕴 原员 援 经过 苑 凿 保存后袁荧光信号回落至

员圆猿郾 源苑 砸云哉窑皂蕴 原员 援 而诱导 猿郾 园 澡 的检测结果随保

存时间的变化规律与之相同袁从 园 凿 的 圆苑远郾 愿源
砸云哉窑皂蕴 原员上升至 猿 凿 的 猿缘猿郾 愿圆 砸云哉窑皂蕴 原员 援

诱导 远郾 园 澡 的检测结果袁除了保存 员 凿 后荧光信

号相对较低以外袁其他各个保存时间的荧光信号变

化并不明显袁园尧 猿尧 苑 凿 的荧光信号分别为 源员源郾 猿员尧
源猿怨郾 源园 和 源缘怨郾 怨猿 砸云哉窑皂蕴 原员 援

在诱导 员愿郾 园 澡 后袁荧光信号随保存时间逐渐下

降袁保存时间 园 凿 的荧光信号最 高袁 为 缘圆愿郾 圆缘
砸云哉窑皂蕴 原员袁 猿 凿 的荧光信号为 圆猿园郾 愿苑袁 下降了

缘远郾 猿园豫 援 之后到 苑 凿 处基本稳定援

图 缘摇 保存后固定化细胞检测效果

云蚤早援 缘摇 阅藻贼藻糟贼蚤燥灶 遭赠 贼澡藻 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 糟藻造造泽 葬枣贼藻则 泽贼燥则葬早藻
圆郾 缘摇 固定化细胞对不同浓度的苯的检测效果

孕泽藻怎凿燥皂燥灶葬泽 枣造怎燥则藻泽糟藻灶泽 粤缘园远渊责栽杂冤作为针对苯

系物的一种细胞传感器袁当处于游离状态下袁对于苯

的响应信号相对较弱袁尤其是对于浓度较低的苯袁诱
导信号与背景值差异并不大咱员员暂 援 因此利用固定化

细胞对不同浓度的苯进行检测袁并于游离细胞检测

效果进行比较援 根据正交试验结果袁选择优化后的

固定化因素和检测条件为院细胞与包埋剂比例为 圆园
皂蕴 菌液 辕 员园 皂蕴 包埋剂曰 固定化时间为 圆 澡曰 固定化

颗粒投加量为 员郾 圆缘 皂蕴 颗粒 辕 缘园 皂蕴 培养基援 如图 远
所示袁检测结果转化成信噪比 杂晕砸渊信噪比 越 含有

一定浓度污染物的荧光信号值 辕无污染物的荧光信

号值冤的形式给出援
检测时间为 员郾 缘 澡 时咱图 远渊 葬冤暂袁游离细胞传

感器对于各个浓度苯的检测效果差别并不明显袁
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且与背景值接近援 固定化细胞传感器对低浓度苯

的检测效果与游离状态接近或略低袁但是当浓度

为 缘愿郾 苑园 滋皂燥造窑蕴 原 员和 员员苑郾 源园 滋皂燥造窑蕴 原员袁杂晕砸 分别

为 员郾 愿圆 和 员郾 缘远袁高于相应浓度下游离细胞的检测

结果援
检测时间为 猿郾 园 澡 时咱图 远渊遭冤暂袁游离细胞传感

器在各个浓度苯的 杂晕砸 均略有上升袁但并不如固定

化细胞传感器上升明显援 此时的固定化细胞传感器

不仅对高浓度的苯具有较高的 杂晕砸袁在低浓度袁即
苑郾 园源尧 员源郾 园愿尧 猿缘郾 圆园 滋皂燥造窑蕴 原员也拥有较游离细胞更

高的 杂晕砸袁分别为 员郾 猿圆尧 员郾 源猿尧 圆郾 员猿援

检测时间为 远郾 园 澡 时咱图 远渊糟冤暂袁结果与 猿郾 园 澡
接近袁固定化细胞传感器的所有浓度的检测结果信

噪比 渊浓度由低到高依次为 员郾 猿猿尧 员郾 缘圆尧 圆郾 员怨尧
圆郾 愿愿尧 猿郾 员猿冤都高于游离细胞检测结果袁各个浓度苯

的 杂晕砸 分别为相应浓度游离细胞检测结果的 员郾 源苑尧
员郾 猿源尧 员郾 怨缘尧 圆郾 园愿尧 员郾 怨愿 倍援 浓度越高袁固定化细胞

传感器的 杂晕砸 提高的越多援
检测时间为 员愿郾 园 澡 时咱图 远渊凿冤暂袁固定化细胞

传感器在各个浓度苯的 杂晕砸 分别为 员郾 圆愿尧 员郾 缘圆尧
员郾 怨苑尧 圆郾 源园尧 圆郾 圆怨袁和检测时间 远 澡 的结果相比袁均
产生回落援

图 远摇 固定化与游离细胞传感器对各个浓度苯的检测

云蚤早援 远摇 阅藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥枣 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶泽 燥枣 遭藻灶扎藻灶藻 遭赠 遭燥贼澡 枣则藻藻 葬灶凿 蚤皂皂燥遭蚤造蚤扎藻凿 遭蚤燥泽藻灶泽燥则

猿摇 讨论

随着对环境污染物检测要求的不断提高袁包括

细胞传感器咱员源暂在内的各种手段和方法被应用其中援
细胞传感器的固定化处理使之可以更加方便地应用

于实际环境中的污染物检测咱员缘暂 袁然而在固定化处理

之后的细胞会受到不同因素的影响咱员远暂 而发生生理

甚至是形态上的变化咱员苑暂 袁细胞传感器的检测效果也

会受到影响援 本研究对固定化检测过程中各个条件

因素进行试验袁对其影响进行了分析援
在固定化处理和检测条件优化过程中袁细胞与

包埋剂比例对于细胞传感器的检测效果的影响最为

明显援 细胞浓度对于不同时间的固定化处理的影响

都显著或非常显著渊表 圆冤援 单位体积内的细胞数量

越多袁产生的报告基因蛋白越多袁可检测到的信号强

度也就越强援 孕燥造赠葬噪 等咱员愿暂 发现袁在使用溶胶凝胶法

固定化细胞传感器并用于检测有毒物质的过程中袁
提高细胞浓度可以使检测信号也随之上升袁但是细

胞浓度超过一定范围后会阻碍营养及氧气的扩散而

产生负面影响援 栽则觟早造 等咱源暂 使用同样的固定化方法

处理 孕泽藻怎凿燥皂燥灶葬泽 枣造怎燥则藻泽糟藻灶泽 匀运袁研究表明浓度在

愿郾 园 伊 员园源 悦云哉窑皂蕴 原员以上时具有很好的检测效果袁
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但是 愿郾 园 伊 员园源尧 愿郾 园 伊 员园远 和 愿郾 园 伊 员园愿 悦云哉窑皂蕴 原员检
测效果差别不大援 再燥糟造怎遭葬造 等咱员怨暂发现在多孔材料中

的细胞浓度对于信号强度和响应时间都会产生影

响援 在本研究所讨论的细胞与包埋剂的比例范围内

咱细胞渊皂蕴冤 辕包埋剂渊皂蕴冤为 圆园 辕 员园尧 员园 辕 员园尧 缘 辕 员园暂袁
比值越大有利于检测信号的提高袁因此采用细胞

渊皂蕴冤 辕包埋剂渊皂蕴冤 越 圆园 辕 员园 作为固定化条件用于

苯系物细胞传感器的检测援 固定化时间也是重要的

影响因素袁而固定化时间的影响为 圆 澡 时有着最高

的信号强度袁而随着固定化时间的越长袁检测信号越

弱援 最佳固定化时间与菌种和包埋剂等因素有

关咱缘袁圆园袁圆员暂 援 固定化时间越长袁有利于空间结构的强

化袁但是对于固定化细胞的浓度与活性却有影响援
首先在细胞浓度方面袁如图 源 所示袁固定化时间越

长袁细胞数量因缺乏营养而减少袁信号强度也随之减

弱援 另一方面袁如图 圆 所示袁固定化时间越长袁信号

到达稳定的时间却缩短援 分析其原因袁可能是长时

间处于含有钙离子环境中袁导致细胞膜通透性增

加咱圆员袁圆圆暂 袁缩短了待检测的底物进入细胞内所需的时

间袁使细胞在更短的时间内对底物产生响应信号援
固定化颗粒投加量也会对细胞传感器响应结果产生

影响袁与前两者的影响结果相比并不大袁但还是会在

检测初始阶段渊员郾 缘澡冤时有显著影响援
本研究对比了固定化细胞与游离细胞的生长与

检测特性援 如图 猿 所示袁在生长特性上袁固定化颗粒

中的细胞和游离细胞相比袁细胞浓度在一定时间内

保持稳定袁而且细胞浓度相对更低袁说明了固定化细

胞由于空间受限袁生长缓慢这一性质咱缘暂 援 在检测特

性上袁尽管固定化细胞生长缓慢但固定化细胞却得

到了高于游离细胞的单位体积信号强度袁而固定化

细胞浓度相对更低袁说明了单个细胞信号强度上升援
对于固定化细胞降解过程袁传统的观点认为较高的

降解效率是由于固定化细胞浓度相对较高咱圆猿袁圆源暂 袁但
本研究得到的结果显示固定化细胞没有获得相对游

离细胞更高的细胞浓度袁其较高的信号强度而很可

能是固定化后细胞生理生化条件变化导致的结果援
这也和前期关于固定化研究的报道中某些细胞固定

化后细胞生理活性的变化研究结果相符咱圆缘暂 援 而固

定化细胞经过保存后仍具有一定的检测效果袁有报

道表明固定化细胞传感器在 原 愿园益下保存袁使用的

有效期可以达到 圆 个月咱圆远暂 援 本研究中当检测时间

较短时袁保存时间对其结果影响不大曰 当检测时间

达到 员愿郾 园 澡 时袁其结果随保存时间的增加而降低援
对于不同浓度的苯的检测袁固定化处理对于检

测效果的影响也不同援 浓度越高袁固定化细胞传感

器相对与游离细胞的信号提高的越多援 尤其是在检

测时间较短的情况下渊员郾 缘 澡冤袁游离细胞对于高浓度

苯的检测结果并不明显袁在浓度 缘愿郾 苑园 滋皂燥造窑蕴 原员的
杂晕砸 仅为 员郾 园缘袁但固定化细胞传感器在相应浓度下

的 杂晕砸 可以达到 员郾 愿圆援 之前有报道表明袁使用固定

化细胞传感器检测低浓度芳香族污染物的响应时

间袁比高浓度更长咱圆苑暂 袁有报道认为海藻酸钙作为固

定化材料会对氯仿等有机物的传质产生影响咱圆愿暂 袁固
定化后的细胞传感器达到峰值信号所需要的时间也

比游离细胞更短援 在本研究中袁与游离细胞相比袁固
定化细胞传感器对高浓度苯的响应更迅速袁其原因

可能是不同浓度的污染物在固定化颗粒中的传质速

度不同袁因此对于不同浓度的待检测物袁获得信号所

需要的时间也不相同援
源摇 结论

渊员冤对固定化及检测条件进行优化袁结果表明

当细胞与包埋剂比例为 圆园 皂蕴 菌液 辕 员园 皂蕴 包埋剂尧
固定化时间为 圆 澡尧 固定化颗粒投加量为 员郾 圆缘 皂蕴
颗粒 辕 缘园 皂蕴 培养基袁具有最高的检测信号援 各个因

素对检测结果的影响程度有强到弱依次是院细胞与

包埋剂比例尧 固定化时间尧 固定化颗粒投加量援
渊圆冤固定化方法提高了单位体积荧光信号袁限

制了细胞传感器 孕泽藻怎凿燥皂燥灶葬泽 枣造怎燥则藻泽糟藻灶泽 粤缘园远渊责栽杂冤
生长援 相比游离细胞袁具有更高的单个细胞活性援

渊猿冤固定化细胞传感器 孕泽藻怎凿燥皂燥灶葬泽 枣造怎燥则藻泽糟藻灶泽
粤缘园远渊责栽杂冤对不同浓度苯的检测结果表明院在检测

时间为 员郾 缘 澡 时袁固定化方法只对高浓度污染物的

检测信号有明显提高援 随着检测时间延长至 猿 耀 远
澡袁固定化方法对于低浓度污染物的检测信号也会提

高袁但其提高程度不如高浓度的检测信号援
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