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摘要  [ 目的] 研究DDT 降解菌的生物学、降解特性及其发酵条件的优化。[ 方法] 从化工厂采集土样 ,分离、筛选到1 株能够在好氧条件
下DDT 降解率较高的菌株DH-7 , 并对其进行研究。[ 结果] 通过16SrDNA 序列分析结合传统分类学方法初步确定菌株DH-7 为铜绿假单
胞菌。对菌体降解DDT 特性的研究表明 , 该菌株对DDT 降解10 d 的降解率为73 .6 % 。在优化培养条件后 , 该菌株10 d 的降解率达81 .
4 % 。[ 结论] 该研究结果为DDT 污染土壤的生物修复提供依据。
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Abstract  [ Objective] The purpose of this research was to study biological characteristics , degradation characteristics and the opti mization of fermenta-
tion conditions of DDT degradation bacterium. [ Method] Abacteri umstrain DH-7 having capability of degrading DDT was isolatedfromthe DDT contami-
nated soil of a chemical factory . The characteristics of DH-7 were studied . [ Result] Based onthe phenotype , physiological and biochemical characteris-
tics , and the phylogenetic analysis of 16SrDNAsequence , the strain DH-7 was identified preli minarily as Pseudomonas aeruginosa . This strain could de-
grade DDT with degradation efficiency of 73 .6 % i n 10 days . The degradation efficiency was up to 81 .4 % after the conditions of culture was opti mized .
[ Conclusion] This study will provi de the references for bioremediation of contaminated soil by DDT .
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  DDT 是一种耐热、耐酸、脂溶性大、残留期较长的有机氯

类广谱杀虫剂。我国从1984 年起已经禁止使用DDT , 但不同

地区土壤中仍有不同程度的DDT 残留[ 1 - 5] , 利用微生物降解

DDT 作为一种最清洁、最经济的处理方式现在越来越被人们

所重视。

笔者通过筛选降解 DDT 的细菌 , 研究其生物学特性、降

解特性及其DDT 降解细菌发酵条件的优化, 为 DDT 污染土

壤的生物修复提供依据 , 达到恢复土壤生物多样性, 保护环

境和人类健康的目的。

1  材料与方法

1 .1  菌种 土样采自某化工厂受 DDT 污染的厂区, 并运至

实验室4 ℃保存。

1 .2  菌的富集培养、分离纯化 参考文献[ 6] 进行。称取2 g

土样, 加入到基础盐酵母膏培养基( DDT 含量20 mg/ L) 中, 培

养10 d。吸取2 ml 菌液加入到98 ml 分离纯化培养基( DDT

含量20 mg/ L) 中, 培养10 d。在分离纯化培养中转接4 次。

吸取0 .2 ml 的菌液, 涂布到LB 平板上 , 从 LB 平板上挑取有

透明圈的单菌落, 接种到LB 斜面上。

1 .3  菌种 DDT 降解率的测定  参考文献[ 7] 进行。将分离

出来的菌株接种到含 DDT 的基础盐酵母盐液体培养基中 ,

在30 ℃、200 r/ min 条件下振荡培养 , 测定DDT 残余情况。吸

取4 ml 菌液加到干净试管中, 再加入4 ml 的三氯乙烷 , 振荡

混匀, 静置分层 , 水相用4 ml 三氯乙烷再抽提1 次, 收集2 次

抽提的有机相, 加入过量的无水硫酸钠, 吸收少量残存的水

分。取约3 ml 经过处理的抽提液, 置于石英比色皿中,UV-

2800AH 型紫外可见分光光度计在波长242 nm 处进行测定。

气相色谱分析采用SP-6000 气相色谱仪 ,ECD 监测器, 毛

细管柱 SPB-5( 30 m×0 .25 mm×0 .25 μm) , 进样口温度260

℃, 柱温240 ℃, 检测器280 ℃ ,N2 流速25 ml/ min , 取1 ml 培

养液, 离心 , 收集上清液加等体积的正己烷, 剧烈振荡后静置

分层, 收集有机相 , 水相再用等体积正己烷抽提1 次, 收集有

机相过无水硫酸钠柱, 收集液体,N2 吹干, 正己烷定容至2

ml , 上机检测。外标法定量。测定培养初始与终止时 DDT 浓

度计算降解率。培养用 DDT 纯度为75 .0 % , 测定用 DDT 纯

度为99 .7 % 。

1 .4 16S rDNA PCR 扩增及序列测定 CTAB 法提取细菌总

DNA, 设计引物 DF( 5′- AGAGTTTGATCATGGCTCAG- 3′) ,DR( 5′-

TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′) 扩增16SrDNA 片段 ,DNA 序

列由北京三博远志生物技术有限公司测定。

1 .5 系统发育树的构建  将所得0 .766 kb 的序列与 Gen-

Bank 中核酸数据进行 Blast 分析, 利用 Clustal X 1 .81 进行比

对, 通过 MEGA4 软件生成系统发育树。

1 .6 生理生化特性 参照东秀珠等的方法进行[ 8] 。

2  结果与分析

对DDT 降解菌进行筛选, 选取具有透明圈的细菌, 经过

反复驯化、富集培养、划线分离与纯化、紫外法进行初筛 , 选

取了1 株降解率较高的菌株 , 编号为 DH- 7。

2 .1  菌株 DH-7 的形态及生理生化特征  革兰氏染色为阴

性; 半固体穿刺接种显示具有游动性, 有鞭毛 ; 鞭毛染色出现

了极生的单鞭毛;O/ F 试验显示菌为氧化型 , 非发酵型菌; 能

够液化明胶; 接触酶试验为阳性 ;41 ℃能够生长 ;4 ℃不能生

长; 氧化酶试验呈阳性; 不能够水解淀粉; 能产生绿脓菌素 ;

精氨酸水解酶试验阳性。

2 .2 16S rDNA 的扩增和系统发育树的构建  根据菌株

DH-7 的16S rDNA 0 .766 kb 序列结果( GenBank 核酸登录号

FJ795687) 与 GenBank 中 核 酸 数 据 进 行 Blast 分 析, 利 用

ClustalX1 .81 进行比对, 通过 MEGA4 软件分析生成系统发育

树( 图1) 。由图1 可见 , 菌株 DH-7 位于 Pseudomonas 分支上 ,
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图1 基于DDT 降解菌株DH-7 亲缘关系相近菌株16SrDNA 序列的系统发育树

Fig .1 The phylogenetic tree based on16SrDNAsequences of the relevant strains of DDT degradationstrain DH-7

同源性比较发现, 菌株 DH-7 与假单胞菌属细菌的16S rDNA

序列相似性为98 % , 根据Ki mura 的双参数模型计算菌株 DH-

7 与铜绿假单胞菌的进化距离, 为0 .011。结合表型特征与生

理生化性质, 确定菌株DH-7 属于铜绿假单胞菌( Pseudomonas

aerugi nosa) 。

2 .3  DH-7 的降解特性  通过对培养液中 DDT 含量的测

定, 发现菌株 DH-7 对 DDT 具有明显的降解效果。

图2 DH-7 生物量对DDT 降解的影响

Fig .2 Effects of DH-7biomass onthe degradationof DDT

由图2 可知, 这株菌在第1 ～2 天内的降解率最快,DH- 7

的生物量也迅速增加 ,2 d 以后降解率迅速下降, 生物量也趋

于稳定。10 d 后测 定 DH-7 降 解 DDT 的 平 均降 解率 为

73 .6 % 。

2 .4 发酵正交试验优化 葡萄糖和酵母膏为菌株生长的碳

源和氮源, 考察在基础盐酵母培养基中添加葡萄糖和改变酵

母膏浓度对降解率的影响。在自然条件下, 铁盐溶液有促进

DDT 分解的特性, 且菌株DH-7 对DDT 降解为好氧分解, 因此

摇瓶装液量和FeCl 3 添加量也可能与降解率密切相关。

为研究菌株的降解率与培养基成分及溶氧的关系 , 寻找

最佳降解条件, 对葡萄糖、装液量、酵母膏和FeCl3 的添加量

作4 因素3 水平L9( 34) 正交试验。试验的其他条件为: 基础

盐酵母培养基,500 ml 摇瓶、DDT 初始浓度40 ml/ L,30 ℃、200

r/ min 摇床培养, 培养10 d 后 DDT 降解率依前述方法测定。

正交试验设计各因素水平如表1 所示, 正交试验结果见表2。

表1 正交试验设计因素与水平

Table 1 Thefactors andlevels of L9( 34) orthogonal test

水平
Level

酵母膏
( A) ∥mg/ L
Yeast extract

FeCl 3

( B)
mg/ L

葡萄糖
( C) ∥mg/ L

Glucose

装液量
( D) ∥ml

Liquid volume inflask

1 40 4 10 50
2 50 6 15 75
3 60 8 20 100

表2 正交试验结果

Table 2 Result of L9(3
4) orthogonal test

序号

No.
A B C D

降解率∥%

Degradationrate
1 1 1 1 1 79 .2
2 1 2 2 2 65 .8
3 1 3 3 3 76 .9
4 2 1 2 3 73 .3
5 2 2 3 1 81 .4
6 2 3 1 2 73 .3
7 3 1 3 2 78 .3
8 3 2 1 3 71 .7
9 3 3 2 1 77 .4
K1   73 .967   76 .933   74 .733   79 .333

K2 76 .000 72 .967 72 .167 72 .467

K3 75 .800 75 .867 78 .867 73 .967

R 2 .033 3 .966 6 .700 6 .866

 注 : K1、K2 、K3 分别表示试验结果的极差分析数据 ; R 表示试验的极

差值。

 Note : K1 , K2 and K3 stand for the range analysis data of the test results ; R

stands for range value of the test .
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割分离, 转入分化壮苗培养基中培养, 原球茎一般30 d 左右

分化, 继续培养60 ～90 d , 形成完整的小植株( 图3) , 待小苗

长至高5 c m 左右时出瓶( 图4) , 定植于水苔为基质的穴盘中

( 图5) , 经常喷水, 保持温度18～25 ℃。1 个月后统计移栽成

活率, 达到95 % 左右。

图3 萼脊兰壮苗与生根

Fig .3 Theseedlingcultivationand rooting of S . japonica

图4 萼脊兰出瓶小苗

Fig .4 The young seedlings of S . japonica outsidethe bottle

3  结论与讨论

兰花的繁殖方式和其他大多数植物一样, 可分为有性繁

图5 萼脊兰的小苗

Fig .5 Theyoung seedlings of S . japonica

殖和无性繁殖。然而一株健壮的兰花每年只能长出一至数

个芽, 繁殖系数极低[ 2] , 一般只能增殖1 ～3 倍, 不能满足市

场的需求。而用组织培养法繁殖, 不但繁殖系数高, 大大提

高增殖率, 而且生产的同一批苗性状基本一致 , 具有较高的

商业价值[ 3] 。笔者通过组织培养技术, 对萼脊兰原球茎的增

殖及其分化进行了研究, 建立起一套杂交兰快速繁殖及成苗

的途径 , 为以后的生产研究奠定了理论基础。
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  由表2 可知 , 各因素对菌株降解率的影响装液量> 葡

萄糖> FeCl 3 > 酵母膏 , 即通气量和葡萄糖的添加对菌体降

解率影响显著 , 而添加 FeCl3 次之 , 酵母膏对降解率的影响

最小。试验选取的最优组合为: 葡萄糖20 mg/ L、装液量50

ml/ 500 ml 、FeCl 3 6 mg/ L 和酵母膏50 mg/ L , 降解率达81 .4 % 。

3  结论

通过对从某化工厂取回的土样进行富集培养和分离筛

选, 得到30 株能降解 DDT 的菌株。用紫外分光光度法初

筛, 得到降解活性较大的4 株菌。复筛后得到1 株降解活

性较高的菌株 DH-7 。经过测序、16S rDNA 的比对和部分生

物学特征的鉴定 , 初步确定分离出的菌株为铜绿假单胞菌

( Pseudomonas aer ugi nosa) 。用含 DDT 的基础盐酵母膏培养

基培养DH- 7 并测定 DDT 降解特性,DH- 7 在对数生长期降

解率最高 ,10 d 后其最终降解率为73 .6 % 。根据发酵正交

优化试验结果可知, 在培养条件为葡萄糖20 mg/ L、装液量

50 ml/ 500 ml 、FeCl3 6 mg/ L 和酵母膏50 mg/ L 的基础盐酵母

膏培养基上,10 d 降解率达81 .4 % 。
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