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发光细菌检测污水毒性的工艺参数的确定

李炳学
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摘要:  明亮发光杆菌在0~6 h处于滞留期，6~22 h处于对数生长期，菌龄20~26 h发光最强。菌体发光波长为473 nm。菌株对重铬酸钾、辛硫磷和苯酚的敏感性实验结果表明，菌体可以在1min内发光强度急剧下降，下降幅度与毒性的大小呈正相关。发光菌在线检测污水毒性工艺参数确定为储菌室温度4 ℃，检测室温度20 ℃。用冻干粉或液体过夜培养物均可保证发光活性，后者因代谢活性强而优于前者，培养时间20 h为宜。菌体浓度在107 cfu/mL以上用于毒性检测好，样品作用时间60 s后测定。
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Abstract:  From the assay of growth curve, Photobacterium phosphoreum was in detention phase from 0 to 6 hours and log phase from 6 to 22 hours. The luminescence of the Photobacterium phosphoreum was strongest when it was cultured at 20~26 hours. It’s luminescent intensity was highest at 20℃ under 473 nm which is different from 490 nm in other papers. By the sensitivity experiment of the strain to toxicity pollutant in sewage, such as Potassium dichromate, Phenol and organic pesticide, the luminescent intensity declined quickly in one minute. The declined extent of germ’ luminescent intensity was related to the toxicity. The suitable temperatures were 4℃ in storeroom and 20℃ in detector. The germ’ concentration for detection of toxicity is above 107cfu/mL. The soluble oxygen was a must for detection.
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发光细菌是一种在正常的生理条件下能够发射可见荧光的细菌。由于其具有发光特性，并且在菌体在受到毒性物质作用后，可以很快的从发光强度上表现出来，利于快速检测，因而受到高度的重视和广泛的应用[1]。将发光细菌固定于膜上，通过一些装置构建生物传感器，对水域的水质进行监测[2]。发光细菌应用在工业废水毒性检测非常广泛[3,4]。已有用发光菌检测空心菜中甲胺磷和敌敌畏的残留和有机磷农药的报道[5,6]。利用发光细菌法可以检测土壤中重金属盐、汽油等毒性[7]，固体工业废物[8]及炼油废渣的毒性[9]。

为实现发光细菌法对污水毒性的在线检测，研究明亮发光杆菌的生物学性质以确定在线检测工艺参数进行以下试验。
1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  菌种

抚顺市环境监测局赠送明亮发光杆菌P.phosphoreum T3菌株。

1.1.2  培养基

培养基Ⅰ：酵母膏5.0 g，国产胰蛋白胨5.0 g，甘油3 mL，KH2PO4 1.0 g，Na2HPO4 5.0 g，NaCl 30 g，水1000 mL，pH 6.5。培养基Ⅱ：进口胰蛋白胨5.0 g，其余同上。培养基Ⅲ：酵母膏2.5 g，胰蛋白胨(国产)5.0 g，甘油3 mL，KH2PO43.0 g，NH4Cl 0.3 g，MgSO40.3 g，FeCl30.01g，CaCO31.0 g，NaCl 30 g，水1000 mL，pH=6.5。培养基Ⅳ：酵母膏5.0 g，其余同上。培养基Ⅴ：蛋白胨5.0 g，其余同培养基Ⅰ。

1.2  方法

1.2.1  生长曲线及相对发光强度

50μL活化菌液接种10 mL液体培养基，共50只试管。27 ℃，120 r/min培养，每2 h测OD550nm并检测相对发光强度。

1.2.2  细胞浓度测定 

稀释平板法。
1.2.3  最适培养条件

吸取200μL菌液，接种50 mL的培养基Ⅰ～Ⅴ，27 ℃，120 r/min培养20 h测OD550 nm和相对发光强度。 

1.2.4  菌体发光特性的分析

用荧光检测仪日立-850检测发光波长和相对发光强度。

1.2.5  常见毒性污染物敏感性试验
配制不同浓度的的重铬酸钾、辛硫磷和苯酚溶液，吸取1 mL加入19 mL的发光菌液中，震荡混匀，在不同时刻测定菌液相对发光强度。

2  结果与分析

2.1  生长曲线的测定
由图1知,1~6 h为明亮发光杆菌的滞留期，6~22 h为对数生长期，而后进入稳定期和衰亡期。
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图1  明亮发光杆菌生长曲线
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                                     图2  菌体浓度与OD550关系曲线

将菌液浓度与对应的吸光度绘制成标准曲线，如图2。可以得到菌数108 cfu/mL（y）与OD550值（x）的关系为y = 57.57 x 。

2.2  最适培养条件

发光杆菌在简单配方中生长优于复杂配方，国产胰蛋白胨与进口胰蛋白胨对菌体生长没有明显差异，所以采用国产胰蛋白胨可减少成本。蛋白胨同样可使菌体发光，但在12 h菌液相对发光强度为蛋白胨培养菌液 0.935,胰蛋白胨培养液2.735。
表1  培养基配方对菌体生长的影响

	培养基配方
	OD5501
	OD5502
	平均OD550

	简单配方
	培养基Ⅰ
	1.040 
	1.032 
	1.036 

	
	培养基Ⅱ
	0.909 
	0.909 
	0.909 

	复杂配方
	培养基Ⅲ
	0.742 
	0.740 
	0.741 

	
	培养基Ⅳ
	0.835 
	0.839 
	0.837 


不加甘油时菌体基本不发光，当甘油浓度达到2 mL/L时，发光变强。甘油量继续增加时，发光强度基本上没有变化。由图4可知，明亮发光杆菌在在pH为5时，基本不发光，在pH为7.5时，发光达到最大强度。
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图3 甘油量与相对发光强度关系

2.3生长时期与发光强度的关系

6 h前,发光强度没有变化,6～24 h菌液相对发光强度随生长时间的延长而增强,24～48 h则逐渐减弱；在培养20 h到28 h期间，菌液发光最强。明亮发光杆菌菌液在不同时期的发光强度，由菌数和菌体代谢强度决定。在前24 h,细胞代谢旺盛，菌数直接决定菌液
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              图4  培养基pH与相对发光强度关系
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图5 培养时间与相对发光强度的关系
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图6  重铬酸钾处理时间与相对发光强度关系

的发光强度，24 h后稳定期后期,菌数保持不变而细胞代谢变弱，表现为菌液发光强度变弱，而到衰亡期，菌数的减少和代谢的减弱，使得菌液发光非常弱。

2.4  菌体发光性质的分析

荧光分析仪检测相对发光强度在473 nm处有最大值。与文献[10～12]上的数值490 nm不同，可能是由于菌株差异引起。

2.5  毒性污染物敏感性试验
2.5.1  重金属盐    

菌体在受到重铬酸钾毒害后，菌体在不同时刻的相对发光强度如图6，菌体在受到毒害后发光强度在1 min内就疾速下降，而后发光强度强度下降的很慢，基本上没有显著的变化。
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图7  重铬酸钾浓度对菌液相对发光强度的影响
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图8  不同浓度苯酚处理菌液的相对发光强度

不同浓度的重铬酸钾对明亮发光杆菌发光的影响如图7。重铬酸钾对明亮发光杆菌的发光有明显的毒害作用，并且在短时间内（1 min内）就可以使发光急剧下降，所以可以用发光杆菌对重金属盐作定性和定量分析。据公式y = -0.162 1x + 1.164 6，菌株对重铬酸钾的响应浓度为相对发光强度降低50％的重铬酸钾浓度4.10 g/L。
2.5.2  苯  酚

   不同浓度的苯酚对明亮发光杆菌发光的毒害见图8，毒性愈大，菌体发光愈弱。据公式y = -0.1305x + 1.0924，菌株T3对苯酚的响应浓度为4.54 g/L。菌株对重铬酸钾和苯酚的敏感性实验结果表明，菌体可以在1 min内发光强度急剧下降，下降幅度与毒性的大小呈正相关。

3   结  论

明亮发光杆菌P.phosphoreum T3在0~6 h处于滞留期，6~22 h处于对数生长期，菌龄20~26 h发光最强。菌体发光波长为473 nm。发光温度范围为13~34℃，适宜发光温度20~25℃。菌株对重铬酸钾和苯酚的敏感性实验结果表明，菌体可以在1 min内发光强度急剧下降，下降幅度与毒性的大小呈正相关。

发光菌P.phosphoreumT3在线检测污水毒性工艺参数确定为储菌室温度4℃，检测室温度20℃。用冻干粉或液体过夜培养物均可保证发光活性，后者因代谢活性强而优于前者，培养时间20 h为宜。菌体浓度在107 cfu/mL以上用于毒性检测好，样品作用时间60 s后测定。
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Sheet1

		

		序号		培养时间		OD值1		OD值2		平均OD值

		1		0		0.123		0.124		0.124

		2		2		0.124		0.123		0.124

		3		4		0.129		0.133		0.131

		4		6		0.163		0.142		0.153

		5		8		0.195		0.215		0.205

		6		10		0.263		0.260		0.262

		7		12		0.296		0.340		0.318

		8		14		0.366		0.377		0.372

		9		16		0.377		0.397		0.387

		10		18		0.400		0.430		0.415

		11		20		0.424		0.470		0.447

		12		22		0.488		0.440		0.464

		13		24		0.497		0.430		0.464

		14		26		0.469		0.477		0.473

		15		28		0.450		0.490		0.470

		16		30		0.483		0.507		0.495

		17		32		0.524		0.491		0.508

		18		34		0.519		0.504		0.512

		19		36		0.473		0.501		0.487

		20		38		0.505		0.539		0.522

		21		40		0.507		0.483		0.495

		22		42		0.497		0.470		0.484

		23		44		0.488		0.477		0.483

		24		46		0.466		0.465		0.466

		25		48		0.441		0.459		0.450
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