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摘要：邻苯二甲酸酯（PAEs）是一类具有一般毒性和致畸、致突变性的有机化合物，它作为重要的化工原料被大量地用于塑料生产，同时也带来了严重的环境污染问题。文章以邻苯二甲酸二丁酯（DBP）为PAEs生物降解研究的模型物，通过驯化富集培养，分离出1株能降解DBP的乙酸钙不动杆菌（Acinetobacter calcoaceticus）TS2H，研究了TS2H对DBP的生物降解特性。结果表明，该菌可在好氧条件下高效降解DBP，在最佳pH值7时，150 r·min-1 振荡培养48 h对DBP初始质量浓度为40 mg·L-1的降解率可达到98.64%；TS2H对100 mg·L-1内较高质量浓度的DBP均具有较高的降解效能，但当DBP质量浓度达到300 mg·L-1时，降解效能受到一定的抑制；加入营养物蛋白胨能促进菌株TS2H对DBP的降解，而葡萄糖和苯甲酸钠的加入对DBP的降解有延缓作用；菌株TS2H在一定浓度的Zn2+、Cd2+和Cu2+条件下仍可较高效地降解DBP。
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塑料制品的大量使用，造成了土壤、水体及空气中邻苯二甲酸酯（PAEs）的严重污染[1,2]。研究表明PAEs的光解、水解速度缓慢[3,4,5]，因此微生物修复技术由于其高效、经济、持久且对环境扰动小而倍受关注[6,7]。邻苯二甲酸二丁酯（DBP）作为内分泌干扰物，可扰乱动物及人类的生殖系统和发育，被美国环境保护局列为优先控制污染物。目前，国内外已经就DBP生物降解做了大量的工作，主要包括高效降解菌株的筛选和降解动力学研究、以及酶促降解性和降解途径等方面，但已报道的细菌对于PAEs的生物降解，其降解速率还不能满足实际污染控制的要求，因此仍需筛选更加高效的专性或兼性降解菌。而生物修复的成功运行，主要在于在适宜的环境、营养条件下对污染物具有降解能力的微生物的降解过程能够发生。本文笔者筛选到一株邻苯二甲酸二丁酯（DBP）高效降解菌乙酸钙不动杆菌(Acinetobacter calcoaceticus) TS2H，研究了其降解DBP的特性以及环境因子对该菌株降解DBP的影响，以期对DBP的实地生物修复提供依据和实验材料。

1  材料与方法

1.1  试剂和培养基

DBP购自Sigma公司，纯度为98％，其它试剂均为国产分析纯。有机溶剂重蒸后使用。
无机盐培养基(MSM)：KH2PO4 0.5 g·L-1，K2HPO4 1.5 g·L-1，MgSO.7H2O 0.5 g·L-1，NH4Cl 0.8 g·L-1，CaCl2.2H2O 0.1 g·L-1，FeCl3.6H2O 0.02 g·L-1，调pH为7.2。固体培养基中加入15 g·L-1的琼脂条。

DBP无机盐培养液：以正己烷配制5 g·L-1的DBP溶液，取一定量的DBP溶液，置于灭菌的三角瓶中，待正己烷挥完毕加入灭菌的无机盐基础培养液。
富集培养基(NR)：10 g·L-1L蛋白胨，5 g·L-1牛肉膏，5 g·L-1 NaCl，调pH为7.0，用于菌株的富集。固体培养基中加入15 g·L-1的琼脂条，用于菌株的平板培养和斜面保存。
1.2  DBP降解特性研究
将分离到的单株菌，先在的含DBP的MSM中培养至对数生长期，然后在富集培养基中培养12～24 h后离心弃上清，用无菌水悬浮备用。取1 mL菌株TS2H的菌液，到40 mL含DBP无机盐培养基中，在培养过程中定时取样，测定微生物的生长量和DBP残留量。同时设不接菌对照，各2个重复，在30 ℃，150 r·min-1摇床中避光振荡培养。

1.3  不同影响因素对TS2H降解DBP效能的影响

1) DBP浓度对菌株TS2H降解：无机盐液体培养基中加入DBP正己烷溶液，使DBP的浓度分别为5、40、100和300 mg·L-1。TS2H在DBP浓度分别为5、40、100和300 mg·L-1无机盐液体培养基中，150 r·min-1 振荡培养40 h。

2) pH值对菌株TS2H降解：取1 mL菌液（来源同上）到20 mL事先用2 mol·L-1 HCl或NaOH调好pH值的含40 mg·L-1 DBP的MSM中，摇瓶培养40 h后，测定微生物的生物量和DBP残留量。
3) 添加葡萄糖、蛋白胨、苯甲酸钠对菌株TS2H降解：分别在20 mL含40 mg·L-1 的无机盐培养基中添加100 mg·L-1的蛋白胨或苯甲酸钠、葡萄糖，然后加入1 mL菌液（来源同上），摇瓶培养40 h后，测定微生物的生物量和DBP残留量。

4) 不同重金属离子对菌株TS2H降解将TS2H接种至含DBP为的MSM中，在150 r·min-1、30 ℃摇床中避光振荡培养，分别加入不同的重金属离子Zn2+（71.94 mg·L-1）、Cd2+（12.41 mg·L-1）、Cu2+（10.72 mg·L-1）以及不添加重金属做对照，培养40 h进行DBP降解试验。
1.4  分析与测定

细菌的生长量采用平板菌落计数法测定。
在培养过程中定时取样，加入等体积二氯甲烷萃取，旋蒸后过无水硫酸钠，再旋蒸浓缩定容。DBP的测定采用气相色谱仪（Agilent 6890N），参数设置：HP5柱（30 m×320 μm×0.25 μm），柱温从70 ℃以15 ℃·min-1的速率升到290 ℃，FID检测器，温度300 ℃，进样口温度280 ℃，进样量1 μL。
2  结果与讨论
2.1  菌株TS2H降解DBP的特性

将TS2H接种至含DBP为40 mg·L-1 的MSM培养基中分别取样测定培养液中菌密度和DBP残留率，实验结果见图1。由图1的DBP降解曲线可以看出，培养初期（0~10 h），菌株TS2H对DBP的降解能力较弱，随着培养时间的延长，TS2H对DBP的降解作用增强，接下来的10~40 h之间DBP的降解非常快，到48 h的时候，DBP的降解率已经达到98.64%，而到71 h时已检测不到DBP，说明DBP已被完全降解。细胞计数结果表明，菌株TS2H能够利用培养基中的DBP进行生长繁殖。细胞生长曲线表明降解初期细胞生长有一点缓慢，之后随着DBP的快速降解而迅速生长。第48 h时的菌密度达到5×108个·mL-1，与初始菌密度相比，生物量增长超过50倍。48 h后由于培养液中DBP的浓度较低，菌株的生长受到抑制，进入稳定期。已有研究表明，乙酸钙不动杆菌属对柴油和原油有较好的降解作用[9,10]，对甲苯、苯等苯系物也有降解作用[11]，此外还有报道其对低分子的芳香族化合物如苯酚、硝基苯的降解[12]。
2.2  环境条件对TS2H降解DBP效能的影响
以往的报道[1,13]相比，菌株TS2H的降解DBP能力明显要强。顾宗濂等[14]研究不动杆菌对在邻苯二丁酯与邻苯二甲酯混合剂量为50 mg·L-1水平的纯培养条件下，对7 d内对DBP的降解率为77%。为给生物修复PEAs污染土壤提供科学依据和实验材料，笔者进一步研究了pH、DBP浓度、添加外源物质和重金属离子等不同环境条件对菌株TS2H的生长及其对DBP降解效能的影响。
2.2.1  pH的影响
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图1  TS2H的细胞生长与邻苯二甲酸二丁酯（DBP）的降解曲线
Fig. 1  The curves of degrading rate of DBP and growth by TS2H
菌株TS2H在pH为5～10的含40 mg·L-1 DBP的MSM中培养40 h，pH对菌株TS2H的生长及其对DBP降解效能的影响见表1。由表1可以看出，菌株TS2H在不同pH条件下对DBP的降解能力不同。在pH为7时，对DBP的降解作用最强，在40h后其降解率达64.47%，而此条件下不接菌对照的DBP的降解率仅为0.3%；在pH为10时降解率受到较大的抑制，仅为11.24%，说明菌株TS2H在偏酸性环境中更有利于降解DBP。培养液中活菌计数的结果也有同样的趋势，在pH为7时，150 r·min-1振荡培养40 h，培养液中活菌数为7.2×108 个·mL-1，而pH为偏碱性条件下培养液中活菌数下降一半以上，下降趋势比偏酸性环境中明显。在值为5～7范围内，菌株在40 h内对DBP的降解效率均保持在50%左右，在这样宽广的范围内能够高效的发挥降解DBP的能力，表明菌株在实际污染物处理中能够适应更广泛的环境条件。
表1  pH对邻苯二甲酸二丁酯降解作用的影响
Table. 1  Effect of pH on the degradation of DBP
	pH值
	降解率/%
	菌密度/(个·mL-1)

	5
	41.32
	2.5×108

	6
	58.25
	4.6×108

	7
	64.47
	7.2×108

	8
	30.10
	3.2×108

	9
	25.16
	3.1×108

	10
	11.24
	2.9×108


2.2.2  DBP浓度的影响
菌株TS2H在DBP浓度分别为5、40、100和300 mg·L-1的MSM中，150 r·min-1振荡培养40 h后，DBP的降解率分别为92.85%、62.00%、24.30%与6.41%（见图2）。从绝对降解量看，在DBP浓度分别为5、40、100和300 mg·L-1的MSM中，40 h的降解量分别为4.64、24.80、24.30和19.23 mg·L-1。由此可以看出，菌株TS2H对100 mg·L-1内较高浓度的DBP也具有较好的降解效能，但当DBP浓度达到300 mg·L-1时，降解效能受到一定的抑制。

2.2.3  添加营养物的影响

表2  添加葡萄糖、蛋白胨、苯甲酸钠对 TS2H细胞生长与DBP影响
Table. 2  Effect of organic compounds on DBP degradation by TS2H
	培养基
	降解率
/%
	菌密度
/(个·mL-1)

	MSM培养基＋菌＋DBP＋葡萄糖
	9.01
	2.1×108

	MSM培养基＋菌＋DBP＋蛋白胨
	65.25
	1.1×1010

	MSM培养基＋菌＋DBP＋苯甲酸钠
	4.64
	6.9×108

	MSM培养基＋菌＋DBP
	62.41
	1.2×109

	MSM培养基＋DBP
	1.11
	


研究了添加葡萄糖、蛋白胨、苯甲酸钠对TS2H细胞生长与DBP降解的影响，试验结果见表2。由表2可知，添加了100 mg·L-1的葡萄糖或苯甲酸钠会明显降低菌株TS2H对DBP的利用，同时菌密度也比只加DBP要低，但下降的幅度不是很大，可能是菌株TS2H较容易利用速效碳源物质葡萄糖或苯甲酸钠，抑制降解DBP基因的表达从而造成了降解的延迟。从表2也可知添加营养物质蛋白胨的培养液中菌密度显著增加，DBP的降解率也得到提高，说明添加蛋白胨有利于促进菌株TS2H的生长，提高其对DBP的降解效率。关于生长和降解情况，添加蛋白胨和葡萄糖出现很大的差异，可能是因为蛋白胨主要是提供有机氮源[15]，有利于菌体的生长和活性的发挥。
2.2.4  重金属离子的影响
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图2  TS2H对不同浓度DBP的降解
Fig. 2  Effect of concentration on DBP degradation by TS2H
表3  重金属离子对菌株降解邻苯二甲酸二丁酯的影响
Table. 3  Effect of heavy metal ions on DBP degradation
	实际重金属质量浓度
	降解率/％
	细胞数/(个·mL-1 )

	ρ(Zn2+)=71.94 mg·L-1
	54.32
	7.5×108

	ρ(Cd2+)=12.41 mg·L-1
	48.47
	8.0×107

	ρ(Cu2+)=10.72 mg·L-1
	52.45
	5.6×108

	不加重金属离子对照
	62.41
	1.2×109


在存在有机物污染的地方，一般都同时伴有各种重金属的污染。为了考查各种重金属离子对菌株TS2H降解DBP的影响，为此试验了菌株在含有一定浓度的重金属离子Zn2+、Cd2+和Cu2+的条件下对DBP的降解活性，结果见表3。由表3可知，不同重金属离子对菌株TS2H降解DBP的影响不同。菌株TS2H对重金属Cd2+的耐性较差，MSM中Cd2+的浓度为10 mg·L-1时，40 h后菌密度与不加重金属对照相比下降1个数量级，对TS2H降解DBP有一定的抑制作用，但仍有48%。重金属Zn2+(70 mg·L-1)、Cu2+(10 mg·L-1)对其影响不大，其与不加重金属对照，TS2H的生长和DBP的降解略有降低。说明菌株TS2H在一定浓度的Zn2+、Cd2+和Cu2+条件下仍可较高效地降解DBP，为该菌在有重金属复合污染环境中的应用提供了基础和保证。
3  结论
DBP高效降解菌乙酸钙不动杆菌TS2H在pH值6～10，DBP质量浓度为5～100 mg·L-1的条件下均能高效地降解DBP，添加外源物质对降解菌株TS2H的降解性能有很大的影响，加入蛋白胨能促进DBP的降解，而葡萄糖和苯甲酸钠对DBP的降解均有强烈的延缓作用。重金属离子Zn2+、Cd2+和Cu2+对DBP解抑制作用较小。这为以后的生产实验和田间施用微生物时提供了借鉴，同时对在不同土壤中应用该降解菌进行生物修复具有很大的参考价值。
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DUAN Xingchun1, YI Xiaoyun1, DANG Zhi1, TAO Xueqin2, WU Huiqin3, HUANG Xiaolan3
1.School of Environmental Science and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China; 
2. Department of Environmental Science and Engineering, Zhongkai University of Agriculture and Technology, Guangzhou 510225, China;
3. Guangdong Institute of Measurements and Analysis, Guangzhou 510070, China

Abstract: Phthalate esters (PAEs) is a class of refractoty organic compounds widely used in the manufacture of plastics. As a result of both the large quantities produced and their widespread distribution, PAEs has become a class of the most prevalent contaminants. Di-n-butyl phthalate (DBP) is one of the PAEs used extensively in the manufacture of plastics and contributes to the environmental pollution. In this study DBP was used as a representative PAEs, and a bacterial strain Acinetobacte rcalcoaceticu TS2H, which could use DBP as sole carbon source, was isolated form the polluted vegetable farm in South China Agricultural University and its characterization of degrading DBP was studied. Strain TS2H showed a high tolerance to DBP as it could grow well in the mineral salts medium containing 40 mg·L-1 DBP and the degradation rate reached 98.63% within 48 h inoculation under 150 r·min-1 shaking and the optimum pH 7. In addition, the degradation rate kept high even the DBP concentration reached 100 mg·L-1, while the concentration of DBP up to 300 mg·L-1 the degradation rate was restrained. Adding peptone could promote its degradation of DBP, however, glucose and sodium benzoate restrained its degradation. Furthermore, adding certain concentration of heavy metal Zn2+, Cd2+and Cu2+ did not reduce strain TS2H degrading DBP evidently. 

Key words: Di-n-butyl phthalate (DBP); biodegradation; Acinetobacte rcalcoaceticus
残留率/%





菌密度/(个·mL-1)





t/h





残留率/%





菌密度/(个·mL-1)





ρ(DBP)/(mg·L-1)








基金项目：广东省科技计划项目（2004B20501006）；广东省自然科学基金重点项目（05103552） 

作者简介：段星春（1982－），女，硕士研究生，主要从事环境有机污染物的生物降解研究。Tel: +86-20-87112631; E-mail: dxcbetter@yahoo.com.cn
          *通讯联系人：易筱筠，E-mail: xyyi@scut.edu.cn
收稿日期：2007-01-26


_1245182029.bin

_1245167912.bin

