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摘要：从银杏根部土壤中分离驯化出 "株能以 &’()为唯一碳源生长的菌株 *"，经过 "+, -./*序列分析后，初步鉴定该菌株

为睾酮丛毛单胞菌（!"#$#"%$& ’(&’"&’()"%(）；进一步试验研究了微生物接种量、01值、温度、&’()初始浓度等环境因素对 &’()
降解的影响 2结果表明，菌 *" 降解 &’()的最佳条件为：01值为 34#，温度 $56，接种量 $ 78（*+## 9 $45$! *），初始 &’()浓度

为 5# 7:;82在此降解条件下，3 <后 &’()去除率最高可达 %=4=%>（与空白实验对比，&’()挥发量占 ?+455>）2菌 *" 降解

&’()符合高浓度底物抑制的酶促反应类型，其基本降解动力学参数 )7@A 9 #4=3$ <B "，+7 9 34=!$ 7:·8B "，+C 9 "!#435 7:·8B " 2
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甲基叔丁基醚（7QXN[H XQ-XG@-[ ]OX[H QXNQ-，&’()）
是目前世界上无铅汽油中应用最广的添加剂，可显

著增加汽油辛烷值，提高燃烧效率［" F !］2由于 &’()
性质稳定、水溶性较强、土壤吸附性小等特征［? F +］，

渗透到土壤、地下水中，可造成持久性污染 2随着无
铅汽油的广泛使用，&’()在生产、运输和储存过程
中泄漏排放到环境水体中的数量也在不断增加［3，=］2
同时毒理学研究表明，&’()是一种动物致癌物质
和人体可疑致癌物质［% F "!］，美国环保署（U,)a*）已
将其列为优先控制污染物之一［"?］2
生物修复是一种去除环境污染物经济有效的环

境治理技术［"5 F "=］，但是微生物降解 &’() 速度很
慢，因此国内外研究较少 2但近年来随着 &’()降
解菌株的发现［"% F $5］，微生物降解 &’()技术倍受关
注 2本实验通过采集银杏根部土样中的土著微生物
进行驯化分离，得到降解性能高的单一菌株（代号

*"），并试验其对 &’()的降解效果及动力学过程，

以期为进一步研究 &’()生物反应器及受 &’()污
染水体的修复提供一定的理论基础 2

= 材料与方法

=>= 主要仪器及试剂
&’()及其他试剂均为分析纯 2气相色谱仪为

T\E+=##*型（山东鲁南瑞虹化工仪器有限公司），配
/$###色谱工作站，b‘.检测器，石英毛细管柱 c(E
+$?（!# 7 d #45! 77 d "!7），.eE,$?数控电显恒温
水浴槽（上海精宏实验设备有限公司）01#"?# 培养
箱;干燥箱（上海益恒实验仪器有限公司）2
=>? &’()分析方法
实验采用顶空气相色谱法测定 &’()，气相色

谱工作条件为：‘/’ 9 $##6，.)’ 9 $5#6，柱温
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!"#，载气（$%）流速 &’() *+,*-.，尾吹 % *+,*-.，/%

流速 &" *+,*-.，0-1流速 ’&" *+,*-.，进样方式为分
流进样，分流比 2"：2 3本实验以保留时间定性，峰面
积外标法定量 3
!"# 土样来源
土样来百年老银杏树根部土壤，除去表层 % 4*

部分，在 % 5 2" 4*之间取样而得 3
!"$ 培养基

678 培养基［%9］（ :,+）：$;%/<=& )()!，>/%<=&

%(&&，$/&?@ %("，8:?@%·9/%= "(%，8.?@&·&/%=

"(""" &，AB?@’·9/%= "(""2，?;?@% "(""2 3
驯化培养基：678培养基 C )" *:,+ 8D6E3
富集培养基：牛肉膏 ) :，蛋白胨 2" :，$;?@ ) :，

蒸馏水2 """ *+，F/ !(% 5 !(& 3
!"% 菌种筛选分离
称取 % : 土壤样本接种于 2"" *+ 驯化培养基

中，以 8D6E为唯一碳源 3驯化方式为多次投加的方
式，8D6E浓度从 %" *:,+依次增加到 )" *:,+，并置
于 %)#，2)" 1,*-.的恒温摇床中振荡培养 ! G3每个
驯化培养周期结束后，取培养液离心（& )"" 1,*-.）2"
*-.，收集菌体，接入到 2"" *+新鲜培养基中，开始
下个周期的培养 3经过 9周的驯化培养，在含 8D6E
的平板上进行多次划线分离，纯化后挑取单一菌落

接种于斜面培养基 &#冰箱保存 3
!"& 297 1H$0扩增和测序
本实验 297 1H$0扩增的 <?I反应引物为一对

通 用 引 物， 正 向 引 物 为： )JK0L0LDD
DL0D??DLL?D?0LK’J， 反 向 引 物 为： )JK
00LL0LLDL0D??0L??L?0K’J 3 <?I 反 应 体 系
（)"!+）为：聚合酶缓冲液 )!+，G$D< *-M &!+，引物 %

!+，!"# 酶 "(%)!+，H$0模板 2!+，无菌水 ’!()!+3
反应条件：N&#预变性 & *-.，N&#变性 ’"O，)!#退
火 )" O，!%#延伸 9" O，循环 %N次，!%# 保温 2" *-.3
产物进行电泳检测，纯化测序工作由上海英骏生物

技术有限公司完成 3
!"’ 不同因素对 8D6E降解的影响
（2）8D6E初始浓度 在含有不同 8D6E质量浓
度的 678培养基中，F/值为 !("，接入 % *+ 02 菌

液，于（%) P 2）#，2)" 1,*-.条件下好氧培养，每隔 2
G取样分析，! G后对比各自降解情况 3
（%）接种量 在 8D6E 初始浓度为 )" *:,+左
右，F/值为 !("的 2"" *+、678培养基中，分别添加
"()、%、&和 9 *+、02 菌悬液（$9"" Q %()%’ 0），于（%)

P 2）#，2)" 1,*-.摇床培养，分析方法同上，! G后对
比各自降解情况 3
（’）初始 F/ 值 在 F/ 值分别为 ’("、)("、

!("、R("和 N("的 8D6E初始浓度为 )" *:,+左右的
678培养基中，接入 % *+ 02 菌液，于（%) P 2）#，

2)" 1,*-.摇床培养，! G后对比各自降解情况 3
（&）温度 在含 )" *:,+、8D6E，F/值为 !("的

2"" *+ 678培养基中，接入 % *+ 02 菌液，于不同温

度，2)" 1,*-.摇床培养，! G后对比各自降解情况 3
（)）共代谢基质 在含 )" *:,+ 8D6E，F/值为

!("的 678培养基中，接入 % *+、02 菌液，分别添加

% :乙醇和 % :甲苯作为共代谢基质，同时以不添加
共代谢基质作对照，于（%) P 2）#，2)" 1,*-.摇床培
养，! G后对比各自降解情况 3并用紫外光分光光度
计检测培养液 $ 值，观察细胞生长情况 3

( 结果与讨论

("! 8D6E降解菌的分离鉴定
本实验经分离纯化后得到 2 株能耐受 )" *:,+

左右 8D6E质量浓度的细菌菌株 02 3 02 菌株在固体

培养基上生长时呈浅黄色，菌落直径为 % 5 ’ **，圆
形，低凸起，表面呈干燥，边缘刺状，皱缩型菌落；细

胞呈杆状，为革兰氏染色阴性 3
结合菌株的形态和 297 1H$0测序结果，初步鉴

定 02 菌 株 为 睾 酮 丛 毛 单 胞 菌（ %&’"’&(")
*+)*&)*+,&(+），其系统发育树如图 2所示 3

图 ! 睾酮丛毛单胞菌（!"#$#"%$& ’(&’"&’()"%(）系统发育树

A-:32 <ST@U:B.BV-4 V1BB UW %&’"’&(") *+)*&)*+,&(+

("( 初始浓度对 8D6E降解的影响
图 %为不同 8D6E初始质量浓度下的降解情况
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和空白对照实验（空白挥发为 !"#$$%）&
可见，低浓度时，’( 菌对 )*+, 的降解效率随

着 )*+,初始浓度的增大而增大；但在高浓度时，随
着 )*+,初始浓度的增加，’( 菌的耐受性明显下

降，降解速率也随之减小 &原因可能是 )*+,在低浓
度时可供作基质，用于细胞生长，但在高浓度时则成

为抑制剂，抑制细菌生长并干扰细菌的代谢，导致部

分菌细胞的死亡，降解效率也随之下降 &

图 ! 初始浓度对 "#$%降解的影响

-./&0 ,11234 51 462 .7.4.89 )*+, 3573274:84.57 57

462 ;2/:8;84.57 51 )*+, <= 3>94>:2 ’(

鉴于此，实际应用中对低质量浓度（0? @ "?
A/BC）的 )*+,可直接进行生物处理，而当质量浓度
较高时应先进行预处理后再进行生物处理，或者选

择能耐受更高 )*+,浓度的微生物进行修复治理 &
据此以下试验中均选择 )*+,初始浓度为 $? A/BC
左右 &
!&’ 接种量对 )*+,降解的影响
接种量对 )*+,降解的影响见图 D &
由图 D 可知，接种量由 ?#$ AC 提高到 ! AC，

)*+,的降解率逐渐增大 &但当接种量进一步增大
时，)*+,降解率不再增加，反而有所下降 &原因可
能是本试验在密封条件下进行，总氧量一定 &当菌株
浓度大于一定值后菌体间存在好氧竞争，单位菌体

对应的电子受体就减少，对底物的降解率就降低 &同
时，菌体量过大，细胞代谢也会引起培养液环境恶

化，迫使菌体降解率下降 &
当接种量为 0 AC和 ! AC时，两者的降解速度

相差不明显，培养 E ;后，溶液中 )*+,浓度仅为初
始浓度的 0#0(%和 (#0D%（)*+, 挥发损失量为
!$#E!%）&因此，本试验在不额外引入电子受体（如
氧）的情况下，以添加 0 AC接种量为佳 &

图 ’ 接种量对 "#$%降解的影响

-./&D ,11234 51 .753>9>A 57 462 ;2/:8;84.57 51 )*+, <= 3>94>:2 ’(

!&( 初始 FG值对 )*+,降解的影响
图 !为不同初始 FG值条件下 )*+,的降解情

况及空白对照实验（空白挥发损失量为 !!#E0%）&

图 ( )*对 "#$%降解的影响

-./&! H719>2732 51 IG 57 462 ;2/:8;84.57 51 )*+, <= 3>94>:2 ’(

由图 !可知，当 FG值为 E#? 时，’( 菌对 )*+,
的降解率达到最大 &但随着 FG值的逐渐增大或降
低，降解率开始下降，尤其是在 FG J E 的酸性条件
下，降解率随着 FG值的逐渐减小而减小的趋势较
为明显，这说明 ’( 菌对碱性环境的适应性强于酸

性 &可见，培养液的酸碱度对生物降解有明显影响 &
当溶液中的 FG值超过了生物酶的适应范围就有可
能改变酶蛋白结构，从而抑制酶的活性 &因此，过酸
或过碱均不易于 )*+,的降解，故在本试验中均选
择初始 FG值为 E#? &
!&+ 温度对 )*+,降解的影响
温度对 )*+, 降解的影响见图 $ & 从中可知，

)*+,在 0$K时降解效率最高，降解率可达 LE#EM%
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（与空白实验对比，!"#$ 挥发量占 %%&’()），*+,
次之，+,时最差 -

图 ! 温度对 "#$%降解的影响

./0-+ $11234 51 42672894:82 5; 4<2 =2089=94/5; 51 !"#$ >? 3:@4:82 AB

可见，相同初始 !"#$浓度下随着温度的升高，
!"#$的降解率也随之增加，但是当温度高于一定
值后，降解率又开始下降 -这是由于 !"#$的降解主
要是微生物的酶在起作用，而微生物产生的酶也有

最适宜温度 -低温条件下微生物生长缓慢，代谢活性
差；随着温度的升高，酶的活性随之增加，当温度超

过最适宜温度范围之后，酶就逐渐变性，失去活性，

降解率便开始下降 -因此，在本实验条件下，C+,左
右为 AB 菌降解 !"#$的最适宜环境温度 -
&’( 乙醇、甲苯的添加对 !"#$降解的影响
图 D比较了乙醇、甲苯这两类物质的添加对

!"#$降解的影响 -

图 ( 乙醇、甲苯的添加对 "#$%降解的影响

./0-D $11234 51 4<2 =2089=94/5; 51 !"#$ E/4< 782F2;32 51

24<9;5@ 58 45@:2;2

从降解曲线看出，添加一定浓度的乙醇时，

!"#$的降解效率有一定提高 -培养 ’ =后，添加乙

醇的培养液中 !"#$浓度由 +C&D( 60GH下降到 I&D*
60GH，降解率为 (J&J)（与空白实验对比，!"#$ 挥
发 %+&*D)）-可见，添加一定浓度的乙醇对 !"#$降
解具有一定的促进作用 -相比之下，添加甲苯的培养
液中 !"#$降解效率稍有下降，降解受到一定程度
的限制 -
从 ! 值的变化曲线可以看出，当培养液中添加

乙醇时，生物量得到迅速提高，反应第 * =，微生物量
便达到最大值，进入稳定期 -可见，乙醇的添加给生
物提供了足够的碳源，使生物量得到积累，从而促进

了 !"#$的去除 -不添加乙醇和甲苯的培养液中微
生物经过 B =的延滞期后，增长也较为迅速，第 % =
就进入稳定期 -可见，在接种之前，菌株经过长期的
驯化培养后，已适应以 !"#$为唯一碳源的生长环
境 -而添加甲苯的培养液中，细胞数相比原来还有所
下降 -原因可能是甲苯对微生物具有一定的毒害作
用，抑制了酶的活性，使微生物产量下降，从而制约

着溶液中 !"#$的有效降解 -
&’) 动力学分析
为考察 AB 菌降解 !"#$的动力学方程，本试验

通过 !"#$在 I K +I 60GH左右的浓度下进行底物浓
度的酶动力学反应 -结果显示不同初始质量浓度下
菌株 AB 的降解反应符合一级动力学特征，故对 @;
［!"#$］和 " 做线性拟合，拟合结果显示了良好的线
性关系，见图 ’ -

图 ) 一级反应动力学线性拟合

./0-’ ./8F4L58=28 8942 82@94/5;F</7 >24E22; @;［!"#$］MF- 4/62

表 B列出了酶促反应速率常数、半衰期连同相
关系数 -结果显示，所得动力学方程能较好地描述
AB 菌降解 !"#$的反应趋势 -

DCC 环 境 科 学 C(卷



表 ! "! 菌降解 #$%&的实验结果分析

!"#$% & ’("$)*+,"$ -%./$* 01 2%3-"2"*+0( 01 4!56 /(2%- 2+11%-%(* +(+*+"$

,0(,%(*-"*+0(. #) ,/$*/-% ’&

［4!56］
783·9: &

反应速率

!72 : &

相关系数

"; 半衰期7*·2: &

<=>? >=@AB C >=ABA D &=D&@
&@=&; >=D>> A? >=AB? C &=;>;
&C=CC >=DDB @D >=A<? C &=&>@
;@=@B >=DA< @@ >=ABD < &=><C
@;=B& >=C;> A; >=AA; D &=>;
?<=@; >=DA& C >=ABB ? &=>D;
<;=<A >=D>B ? >=AAA @ &=&A

由表 & 可知，在低浓度时，’& 菌反应速率随

4!56浓度的增大而增大，当 4!56浓度达到一定值
后，反应速率达到最大值；继续增大 4!56浓度，反
应速率又开始下降 E因此，从动力学上看，菌 ’& 降解

4!56符合高浓度底物抑制的酶促反应类型 E方程
式为：

# + F
#8"G

& H
$8

% H %
! $

式中，% 为 4!56在溶液中的浓度（ 8379）；# +为存在
抑制剂时的酶促反应速率（2: &）；#8"G为不存在抑制
剂时的最大酶促反应速率常数（2: &）；$8为米氏常

数；$ +为抑制常数 E
当底物浓度较低时，以 &7 # + 对 &7 % 作图，如图 B E

由图中的直线斜率和截距求得动力学参数 #8"G F
>=BC; 2: &；米氏常数 $8 F C=B@; 83·9: & E当反应速
率达到最大时，%; F $8 I $ +，估算抑制常数 $ + F
%; 7$8 F &@>=C< 83·9:& E 因 而 得 到 ’& 菌

（&’()(’*)+ ,-+,’+,-#’*-）降解 4!56 的动力学方程
为：

# + F > EBC;

& H CEB@;
% H %

&@> EC<

’ 结论

（&）成功地从银杏根部土壤中筛选出 &株能降
解 4!56的菌株 ’&，经初步鉴定为睾酮丛毛单胞菌

（&’()(’*)+ ,-+,’+,-#’*-），为生物降解 4!56 提供了
菌种资源 E
（;）通过不同环境因素条件下对 ’& 菌降解

4!56的特性研究，发现 ’& 菌在 ;<J时，KL 值为

C=>，4!56初始浓度为 <> 8379左右的条件下降解效
果最好 E

图 ( "! 菌在低 #$%&浓度下 !) !与 !) " * 之间的关系

M+3EB N%$"*+0(.O+K #%*P%%( &7［4!56］Q.E &7 # + 2/-+(3 $0P

+(+*+"$ ,0(,%(*-"*+0(. #) ,/$*/-% ’&

（@）研究发现添加一定浓度的乙醇作为共代谢
物质，能提高 ’& 菌的生物积累量，并有利于 4!56
降解效率的提高 E
（?）’& 菌降解 4!56的动力学方程符合高浓度
底物抑制的酶促反应类型 E
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