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摘要 为了筛选出能综合双亲优势的杂种细胞
,

为废水资源化生产 �� �提供更为理想的菌株来源
,

将原核球形红

假单胞菌细胞 �� �� ��
,

�与真核酿酒酵母细胞��
�嗯�

�

�的原生质体融合
,

构建成跨界杂种细胞�� �� � �
�
�

�

从中筛选

出 �� �
,

� � �
,

��� 三株高絮凝性融合细胞
,

在起始加 � 。浓度为 � �� 一 �� �
�

矽 �
� � � �

�

。,

�� � 的味精废水中振荡

反应 �一� �
,

测得融合细 胞和双亲菌株降解利用有机污染物 的系列反应 动力学参数 脚
� 二 , �� �二 ,

�
� , ,

� , ,

� 和

� 小 发现融合细胞降解废水的性能具有优势
,

利于废水资源化处理
�

关镇词 球形红假单胞菌
,

酿酒酵母
,

原生质体融合
,

味精废水
,

动力学参数
�

应用原生质体融合 ��
� � � � � �� � � �� � �� � �技术

,

在种间
、

属间和科间构建出新的菌株
,

成 为公

认的一项快速组装新物种的基 因工程技术��,
�〕

�

本课题在光合细菌球形红假单胞菌与沼泽红假

单胞菌种间原生质体融合
、

酿酒酵母与热带假

丝酵母属间原生质体融合的研究基础 上〔�一 �〕
,

对球形红假单胞菌与酿酒酵母的原生质体进行

融合
,

构建出跨原核与真核两界细胞 的能综合

双亲优势��,
’〕的融合子杂种细胞

,

为废水资源化

生产 � �� 提供更为理想的菌株来源
�

� 材料和方法

�
�

� 菌株

球 形 红 假 单 胞 菌 � � �  � �� �
�

��
,

�

��� 心妙
,翻�溯溯哪 �� �

� �� 创澎�� �
,

原菌株由中国

科学院上海植物生理研究所提供
�

本研究中以

经 �� � � � � � 甲醛诱变后筛选的高絮凝菌株作

为跨界融合的亲株之一 �� �〕
�

酿 酒酵母 � � � � � �� �
’

��
�

� ���� � � �

�� 
夕� � �

‘

�
众� �

,

由广东省东莞糖厂提 供
,

筛选纯化

后作为跨界融合另一亲株
�

融合细胞 � � �
、

� � �
、

� ���� �
�

� �
�

�
,

由球形

红假单胞菌 � � � � � 和酿酒酵母 � � � � � 的原生质

体融合构建而成�� 
�

� 株融合细胞含有双亲的基

因组分
,

有关分子遗传学和形态学研究另文报

道
�

融合细胞经划线分离
,

扩大培 养复筛出高

絮凝性的 � � �
、

� � �
、

� �� 细胞用于动力学测定
�

�
�

� 废水

味精废水采 自江苏 �� 味精厂
�

原废 水

�� � � � � � � � � � � � �
,

��  
�
� � � � � � � � �

,

� �

� � � � � � � �
,

� � � � � � � � �
,

� � � � � �  � � � � �
�

原废水经沉淀
、

去渣
、

稀释
、

调 �� 至 �
�

�
,

灭

菌之后用于研究
�

� � 实验方法

在 � 组各 � � � � �
,

� � �
。

为 � � �一 � � � � � � �

的味精废水 中
,

接入待测的处于指 数生长期的

菌液 � � � �
,

于 � � ℃
,

� �� � � � �� 振荡反应 � �
,

分别测定反 应起始和终止时的生物量 �
。、

�
,

�� � � � �及废水 �� �
。
�
。、

�
。

�� � � � �
�

�� �
� � 、

� � �
� ,

� � � 及 生物量测定参照美

国 � �� � 等《水和废 水标准 检验法沪
。〕

�

� �
、

� � 测定参照钱君龙的过硫酸钾氧化法 �� ‘〕
�

测定结果与分析

融合细胞和双亲菌株际
二

和 �
,

渗数计算

,
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�
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按照 以下 � �� 浏 变形方程 � � �
,

进行直线

回归
,

计算出 沁�� 和 �
� �

·

� � 产 � �
, ,

�汽
� �

只 �� � �
。
� � � �禹

。、

�� �

式中
,

产 �

菌体比增长率
,

即单位生物量在单位

时 间 内菌体 细 胞 增 长 的速 率
,

产 一 �� � �
。

一

�� �
。
� �山 ��

一‘
� � ��

二 �

菌体最大比增长率 ��
一 ‘
� �

�
� 。 �

菌体比增长率达到 丙
� �

一半时反应液中基

质的 �� �
�

浓 度 �� � � � � � �
。 �

反应 液起 始 时

�� �
。

浓度 �� � � � �
�

方程 ��� 中以 �� �
。

对 �� 产 作图为一 直线
,

截距为 �� 沁
� 二 ,

斜率为 �
, �

�丙
� 二 �
由此可算 出

丙
�二

和 �
� ,

�

有关的计算结果见表 �
�

从表 � 看出
,

� � � � � 菌体比增长率 沁
� �

数值

最高
,

为 。
�

� � � � �
一 ‘ �
丙

� �

值最低 的是酿酒酵母

� � � � �
,

为 �
�

� � � � �
一 � � � 株融合细胞的最大 比

增长率均介于双亲之间
�

丙
� �

数值高反映出菌体

增殖速率具有优势
� �

。 �

高反映出菌体适应味精

废水增殖所需的有机物 �� �
�

浓度高
�

优势和

劣势分别集中于 � � � � � 和 � � � � � 双亲菌株
�

而

� 株融合细胞的丙
� 、

和 �
, �

数值水平均居双亲之

间
,

可以看出
,

融合细胞在自身增 殖方 面兼具

双亲优势
,

弥补了双亲各自的不足
�

�
�

� 融合细胞和双亲菌株 ��
�二

和 K sq参数计算

按 照 以下 M on od 变形方程 (2) 进行回归
,

计算出 、m
a、
和 犬

, q : 1 2 :

.

l
/
宁 = K 、

/ g
m 。二 又 ( 1 /S

。

) +
1

/
g ma

二

( 2 )

式中
,

q
:

菌体对味精废水的比降解率
,

q 一苗产/

〔(
e川 一 1 )X 。

」
,

h

一 ’ ,

苗= S
。
一S

。
;

q
rn 。二 :

菌体对味

精废水的最大比降解率(h
一 ‘

)
;

K
。 :

达 qm
a:
一半

时
,

处理出水即反应终止 时废水中 BO D
S
的浓

度 (m g/L )
; S
e:
反应 终 止 时废 水 BO D S浓 度

(m g/L )
.
方程 (2) 中以 1/S

。

对应 1/q 作图得到

1条直线
.
qm
a二
和 K sq的计算同于 沁ax和 K

:。.
结

果见表 2.

从表 2 的 qm
a、
和 K sq计算值看出

,

3 株融合

细胞的 qm
。、

均大于双亲菌株
,

说明单位菌体细胞

生物量在单 位时间 内去除废水中 BO D
S
的速率

高于双亲
,

具有 明显优 势
.
3 株融合细胞的 K

sq

介于双亲之间
,

约为酿酒酵母的 2倍
,

近于球

形红假单胞菌的 1/2
,

表明 3株融合细胞比降解

率达 qm
。二

一半时所需污染物 BO D
S
浓度介于双亲

之间
,

弥补了单一亲株酿酒酵母适应性 不 强 的

表 1 融合细胞与双亲菌株细胞降解味精废水动力学参数 ‘
.:
和 K

, 。

的测定结果
‘)

菌株来源

菌株代号

融合细胞 双亲细胞

Y 9407 P 9479

回归方程 1/产一
K
:,

/ 脚
一二 又 (1 /S

。
)

+ 1 /知。

1/ 产一 0
.
7 19 / 5

0

+ 2
.
1 7 5 0

l /尸= 0
.
6 6 8 8 / 5

0

+ 2
.
1 1 6 4

1 / 尸= 0
.
6 7 1 2 / S

。

+ 1

.
7 0 6 0

1
/
户= 0

.
5 9 6 3 / S

。

十2
.
3 4 5 8

1/产一1
.
2 2 6 5 /S

。

+ 1

.

5 0 9 6

1 /
产与 1/ 5

。相关性
r(s).0.02= 0

.9343

r= 0 994
r
>
r(5}.0 01

正相关
,

极显著

r = 0
.9986

r
>
r(5).0.01

正相关
,

极显著

r= 0 9994
r>
r(5) 0 02

r= 0
.
997

r
>
r(5) ,

0

.

0 2

正相关
,

极显著

r
一 0

.
9 9 5 6

r
>
r (5) ,

0

.

0
1

正相关
,

极显著 正相关
,

极显著
尸叫

,

( h
一 1

) 0
.
4 5 9 8 0

.
4 7 2 5 0

.
5 8 6 2

K
. ,

( 以)D S
,

rn g
/ L ) 3 3 1 3 1 6 3 9 3

1)
产 的单位为 h

一 ’; 1
/ S

。

的单位为 又 1 。一 “
L / m

g ;
F
20 的反应时间为 7 h

,

其余为 s h

0.4263 0
.
6636

表 2 融合细胞与双亲菌株细胞降解味精废水动力学参数 q.
.:
和 K

。
的测定结果

”

菌株来源

菌株代号

融合细胞 双 亲细胞

Y 9407 P 9479

回归方程 1/q -
K ., /

叮。
二
X ( 1 / S

。

)

+ 1 /
q m 。

l /g 一 0
.
1 6 9 0 ( l /S

e
) 1 /叮= 0

.
1 9 6 5 ( l / S

。

) 1 /
q 一 0

.
1 5 3 1 (1 / S

,

) 1 /
g = 0

.

1 1 5 1 ( 1 / S

。

) x /
q = 0

.

4 1 5 4 ( 1 / S )

+ 1

.

0 8 5 8 + 1

.

3 3 6 4 + 0

.

8 6 7 6 + 1

.

7 1 0 0 十 1
.
3 4 3 3

l/ q与 1/S
。

相关性
r(s), 0

.
0

2 一 0
.
9 3 4 3

r
一 0

.
9 8 5 5

r
>
r(5).0 01

r
一 0

.
9 5 7 2

r
> r(

5).。 。1

r
= 0

.

9 7 4 1

r

>

r ( 5 )
,

0 0 2

正相关
,

极显著 正相关
,

极显著 正相关
,

极显著

r= 0
.
9912

r>
r(5),

0

.

0 1

正相关
,

极显著

r= 0
.
9797

r> r(5)
,

0

.

0 1

正相关
,

极显著
q二a二 ( h

一 1
)

K
. ,

( B O D
S ,

m g
/ L )

0

.

9 2 1

1 5 6

0

.

7 4 8 3

1 4 7

1

.

1 5 2 6

1 7 6

0

.

5 8 4 8

6 9

0 7 4 4 4

3 0 9

l)
q 的单位为 h

一 ‘;
l / S

。

的单位为 火 1。一 “L / m
g ; F 20 的反应时间为 7 h

,

其余为 s h
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弱点
.
3 株融合细胞的 qm

a、
高于双亲或接近于双

亲 中最高水平 的现象
,

表 明融合细胞降解去除

味精废水中有机污染物的性能优于双亲
.

2
.
3 融合细胞和双亲菌株 Y 和 K

d
参数计算结

果

菌体理论产率系数 Y 和代谢过程中细胞自

身的衰减系数计算采用式 (3) 巨‘’〕
.

1 / 0c 一 Y q 一 K
d

(3)

式中
,

民
:
细胞 生物量 在反应器 内的停留时间

(h ); 1/0c = 产 = ( I
n
X
n
一 In X

。
) / 山

; Y : 理论产

率 系数
,

是细胞增长量和废水中 BO D
S
去除量

的 比值 (% )
; K d: 细胞 自身代谢的衰减 系 数

(h
’ 1

)

.

方程 (3) 中 1/ 久一 产
,

产 的数值可从表 1

中得出
,

q 数值从表 2 导出
,

以 q对应 1/ 0c 进行

回归计算
,

得到直线方程
,

其斜率为 Y
,

截距为

K d
,

结果 见表 3.

表 3 融合细胞与双亲菌株细胞降解味精废水动力学参数 Y 和 K
d
的测定结果

”

菌株来源 融合细胞 双亲细胞

菌株代号 F 13 F 15 F 20 Y 940 7 P 9479

回归方程 i/民= 0
.
5 6 2 2口 z /氏= 0

.
6796 , l /民= 0

.
5 6 18 9 1 /氏= 0

.
6972口 l /氏= 0

.
6 7 6 89

1/ 8c = Y q 一K
d 一 0

.
0 0 0 5 一 0

.
0 0 34 一0

.
0 3 6 8 一 0

.
0 11 2 一 0

.
0 0 0 2

q与 1/ 60 相关性
r(s).0.02= 0

.9343

r= 0
.
9997

r) r(5)
,

0

.

0 1

r

一 0
.
9 9 9 9

r
>
r (5) 0 01

正相关
,

极显著

r一 0
.
9 8 0 0

r
)
r (5) ,

0

.

0 1

正相关
,

极显著

r= 0
.
9927

r
>
r (5).0 01

正相关
,

极显著 正相关
,

极显著

r= 0
.
9999

r
>
r(5),

0 0
2

正相关
,

极显著

Y (% )

K d(h 一 l )

5 6
.
1 2

0
.
0 0 0 5

6 7
.
9 6

0
.
0 0 3 4

5 6
.
1 8

0
.
0 3 6 8

6 9
.
7 1

0
.
0 1 1 2

6 7
.
6 8

0
.
0 0 0 2

1 ) q 的单位为 h 一 ’ ;
6c 单位为 h ; 1/氏一 ”

表 3 中 3 株融合细胞的理论产率系数 Y
,

近于或低于双亲中较低水平的球形红 假单胞菌

P 94 79
,

表 明融合细胞转化污染物 BO D
。

合成菌

体生物量的理论效率不及 酿酒酵母 Y 9407
,

而

是近于或低于球形红假单胞菌
.
F1 3 和 F 15 融

合细胞自身代谢衰减系数 K
d
值介于双亲之间

,

F
20 的 K

d
高于双亲

,

融合细胞 自身代谢的衰减

功能可以超过双亲的最高水平或介于双亲之间
.

融合细胞 F 13
,

F 1 5

,

F
20 在降解味精废水

BO D :的速率上具有优势
,

在适应废水能力方面

受到 了双亲特点的影响
,

对净化去除废水中有

机污染物具有潜力
。
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