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解酚假单胞菌的分离及毒物降解的特点
`
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在假单胞菌中有些株可以降解芳香类有机物〔 ” “ 〕 ,

另一些株可以抗重金属 〔 “ ’ ` 〕
。

某

些芳环化合物如苯酚等
,

及含汞的化合物都是可以造成环境污染的有毒物质
。

对假单胞

菌降解水杨酸等芳香化合物的途径已有一些了解 〔 “ ’ “ 〕 ,

但少有涉及代谢的调控问题
。

本

文报道一株从化学工业污染区域新分离到的假单胞菌
.

这株菌不但可以降解水杨酸
、

苯

甲酸及邻苯二酚
,

而且还能降解毒性较强的苯酚
,

并具有耐受一定浓 度 H g Z +

的能力
,

是一株有俞途的去污染工程菌
。

对该菌降解混合芳香化合物的研究发现
,

邻苯二酚在这

些芳香化合物降解代谢中是一个具有调节作用的物质
。

。

材料和方法

( 1) 培养基 ①最低合成培养基参照文献 〔 7 〕配方
。

其中微量盐溶液 作以 下改变
:
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。

②肉汤
:

每升含蛋白膝 10 克
,

N a C 1 5 克
,

酵母膏 5 克
,

葡萄糖 1 克
, p H 7

.

2
.

③膝水 :
每升无离子水含蛋白膝 8 克

,
N a C 1 5 克

,
4

p H 7
.

3
.

( 2 ) 细菌分离和鉴定 来自化工污水沟的样品接于增加了 0
.

02 肠酵母膏及 10 m M水

杨酸盐的最低合成培养基 中
,

30 ℃ ,

振荡培养 1 一 2 天
。

适当稀释后涂布同种培养基平

板
, “ ”
冲培养

)

从中选取菌落
·

细菌的鉴定按照文献 〔 ” 〕介绍的方法进行
·

( 3 ) 芳香化合物浓度测 定 ①氧化显色法测定苯酚 〔 ’ 〕 : 0
.

05 毫升样 品加入含 1 肠

K
3

F e
( C N )

。
的o

.

I M甘氨酸缓矛中液 ( p H g
.

7 ) 0
.

5 毫升
,

再加入含 1 肠 4 一 氨基安 替比

林的 0
.

I M甘氨酸缓冲液 ( p H g
.

7 ) 2
.

5毫升
,

待显色稳定后
,

于分光光度计测吸光率
,

选用 S Q5 n m 波长
.

②高效液相色谱条件 : T R A C O R 9 00 系列高效液相 色谱仪 , 多孔微粒 硅胶 p a s it s il

1 0 , 流动相为二氯甲烷
:
甲醇

:
冰乙酸 二 1 0 0 : 0

.

5 : 0
.

0 2 5 (
v

/
v

/
v

) , 测量波长 Z s o n m , 流

粉
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速 1
.

s m l/ m i n .

样品经酸化
,

二氯甲烷抽提
, ’

从有机相取样分析
。

( 4 ) 总求量 用禾分析仪〔C H 76 01 〕测定〔’ 〕
.

ó扮

2
。

结果与讨
.

论

分离到的菌株 5 7具有以卞分类学特征
:
杆状

,

无芽抱
,

革兰氏染色阴性
,

氧化葡萄

糖产酸
,

极生鞭毛
,

可运动
,

好气生长
,

不利用乙醇产酸
, p H 4

.

5以下不生长
,

氧化酶

反应阳性
,

过氧化氢酶反应阳性等
.

据此
,

此菌归类于假单胞菌属 〔” 吕〕
。

菌株 5 7对芳香化合物的降解利用试验表明
,

水杨酸
、

苯甲酸
、

苯酚及邻苯二酚均可

作为它的唯一碳源
。

这一试验在液体最低合成培养基中进行
.

各化合物以下述浓度加入

培养基中作碳源
:

水杨酸 10 m M
,

苯甲酸 8 m M
,

苯酚及邻苯二酚为 2 m M
。

细 菌 不能

利用间苯二酚及对苯二酚
。

苯酚对 5 7的最低抑制浓度约为 7 00 微克 /毫升
。

试验结果见图 1
。

由图 2 可见
,

当接种量为 1护个细胞 /毫升时
,

经 12 小时培养
,

液体培养基中的苯酚

浓度从 2 6 2微克 /毫升下降至零
,

细胞数达到最大值 ( > 1护个 /毫升 ) , 而在不 接菌的对

照样品 中
,

苯酚浓度只有径微下降 ; 如培养基中没加入苯酚
,

细胞数也不增加
,

这说明

细菌能利用苯酚而
`

华长
·

当在较高苯酚浓度中 ( 5 3 2“ g / m l) 用相同接种量培养时
,

消耗

拿
一

邻苯酚所需的时间大大延长
,

这不仅是因为苯酚量的增加
,

也由于苯酚 的 抑 制作用
,

所致
。
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图 1 苯酚对 5 7生长的最低抑制浓度

F 19
.

i T h e m i , z i m a l i n h i b i t o r y

e o n e e n t r a t i o n o f p h e n o l f o r t h e 5 7

培养条件
:

最低合成培养基加苯酚
,

30 ℃ ,

摇床
。

菌种为肉汤过夜培养物
.

。

一
。

培养12 小时
· ·

… 培养24 小时

图 2 菌株 5 7对苯酚的降解和利用

F 19
.

2 D e g r a d a t i o n a n d u t i l i z a t i o n

o f P h e n o l b y t h e 5 7

苯酚开始浓度为26 2产 g / m l
,

·

一 苯酚开始浓度为53 2拼g / m l ,

苯酚浓度
, 。

细胞数
.

应用高效液相色谱测定
,

得到了这些化合物在混合碳源培养系统中的细菌降解历程

曲线 ( 图 3 )
.

由图 3 可见
,

当环境中同时存在几种可作碳源的芳香化合物
,

菌 7S 对它

们的降解在先后方面有着差异
.

在所有的实验系统中
,

细菌对邻苯二酚的降解速率较均

匀
,

且最先被完全消耗 , 水杨酸
、

苯甲酸及苯酚的降解有前期慢后期突然增快的现象
, 该
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这一现象不能简单地用细菌生长变快来解释
,

因为降解速率的转折不仅与培 养 时 间 有

关
,

而且取决于邻苯二酚是否耗尽
.

这表明细菌对邻苯二酚及其他几种化合物的降解调

控是有不同的
。

八丫尺那喇笛浑中妞

500

八荞以喇书丫毋伞半

或 6 8

培养时间 ( ,J
、

时 )

图 3

】0 12

后养时间反小时 ,

菌株 5 7对混合碳源降解

劝
E i g

.

5 D e g r a d a t i o n o f m sx e d c a r b。 n s o u r c e s b y t h e 5 7
.

苯酚 (
·

)
,

邻苯二酚 (
。

)
,

苯甲酸 ( ▲ )
,

水杨酸 ( △ )

种子为在水杨酸培养基中培养过夜细胞
,

接种量
: 8 x 10

“
细胞 / m l

为了进一步了解邻苯二酚在混合碳源降解中所起的作用
,

用苯酚或者水杨酸与邻苯

二酚作双碳源培养细菌并增加检测次数
,

发现细菌出现二度生长现象
,

即在二次生长高

峰之间有一个明显的生长停滞期 (图 4 )
.

在这种情况下
,

因为有邻苯二酚存在
,

细菌可

以很快地开始利用它而生长繁殖
,

而当邻苯二酚耗完后
,

需经过一段时间的诱导
,

细菌

方可利用第二个碳源而继续生长
.

降低邻苯二酚用量
,

第一度生长的持续时间也会相应

地缩短
.

如果不加邻苯二酚
,

这时无论单一碳源是苯酚或者是水杨酸
,

细胞的增长都需

要较长时间后才能测到
.

这一 现象表明了苯酚和水杨酸降解的诱导性
,

邻苯二酚的存在

可以阻碍这种降解能力的表达
。

邻苯二酚的这种作用与葡萄糖效应产生的分解产物阻遏

洲常。一gQO
居.
杯之

孑

2
.

5

( A )

图 4

T

培养时闻 ( 小时 )

5 7的二度生长实验
F i g

,

4 D i a u 义 i e g r o w t il o f t h e 5 7 i n t h e m e d i u m e o n t a s
n

i n g e a t e e h o l a n d
f

P h e n o l o r s a l i e y l i e a e i d

(人 ) 1
.

邻苯二酚 1 0。# g / m l
。

苯酚 10 如 g / m l ; 2
.

邻苯二酚 50 召g /二 1
,

苯酚 1。如 g /。 I ,

3
。

苯酚 1 0 0拼 g / m l
。

( B ) 2
.

邻苯二酚 2 0 0召 g /二 1 ,

水杨酸 2 0 0召 g / m l , 2
.

邻苯二酚 5 0产 g / m l , 水杨酸 1 0 0# g / m l

;
.

水杨酸 1。。拌 g /m l , 所用菌种来自经肉汤培养过夜培养物
.
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相类似
.

这种调节方式是在基因水平上发生的
.

这一了解可以帮助我们更好地深入研究

该菌的生物降解作用及其基因表达的调控
.

菌株 5 7也能在含H g C I
:

6 微克 /毫升以下的肉汤或膝水培养基中生长
.

用冷 原 子吸

收法分析了培养前后 肉汤中汞含量的变化
,

接种细菌于含H g C I :
培养基培养12 小时

,

与

不接菌空 白对照
,

总汞量呈降低趋势
。

这提示细菌抗汞性可能是通过对 H扩
+
离子的还

原蒸发机理 〔” ’ 。〕起作用的
。

研究表明
,

该菌不但具有较强的同化利用酚类化合物作为唯一碳源的能力
,

并且耐

受一定浓度的 H g Z ` .

对该菌遗传学方面的初步分析
,

没有证据证明芳香化合 物 降解和

汞抗性这两种特征是由染色体以外基因控制的
.

这些特征可能是由染色体本身决定的
,

因此是比较稳定的
.

更多的遗传分析工作有待进一步进行
。

乒
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