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摘要:随着化石燃料的广泛应用ꎬ多环芳烃污染问题日渐突显ꎮ 为采用生物法处理多环芳烃污染、提高野生型菌种的降解

能力ꎬ从北京某石化公司长期受石油污染的场地分离纯化出一株菲的高效降解菌ꎬ经鉴定为嗜麦芽寡养单胞菌ꎬ绘制了菌种进

化树ꎮ 利用氮离子诱变及常温等离子体复合诱变方法得到一株遗传稳定的高效降解菌株并对 １００ ｍｇ / Ｌ 的菲进行降解处理ꎬ
３ ｄ 后菲的降解率约为 ６４％ꎬ５ ｄ 后基本完全降解ꎮ
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　 　 石油作为矿产资源中不可或缺的一部分ꎬ在制

造业、农业以及医药领域都有着广泛应用[１]ꎮ 生物

质、化石燃料燃烧以及有机化合物热解可能生成多

环芳烃形成污染ꎮ 绝大部分的多环芳烃对生物体都

存在强烈的毒副作用包括免疫毒性以及致癌性ꎬ１６
种多环芳烃已经由美国环保局确认为优先污染

物[２－４]ꎮ 多环芳烃的去除除了常见的物理、化学方

法外ꎬ还包括生物法治理手段ꎮ 其中微生物降解法

因为较其他降解方法具有成本低、操作方便等优点ꎬ
逐渐成为石油烃降解的主要研究方向[５]ꎮ

自然环境中ꎬ微生物对有机物的分解转换机制

是非人为条件下有机污染物去除的最主要方法ꎬ利
用这种降解转化机制就是人为使用微生物法处理有

机污染物的核心思路ꎬ将它与传统的物理及化学方

法相比对ꎬ其环保绿色、经济价廉的优点更受人们所

青睐[６－８]ꎮ 近年来大量研究已经表明表面活性剂对

多环芳烃菲的降解有促进作用ꎬ但表面活性剂用量

不当或是使用种类不合适会对菌种降解起到抑制作

用[９]ꎮ 因此笔者筛选出一株非常见的能自身生产

表面活性剂的菲降解菌ꎬ并使用氮离子诱变及常温

等离子体诱变手段提高其多环芳烃降解能力ꎮ

１　 菌株筛选与诱变

１􀆰 １　 材料与试剂

石化污染场地土壤选自中国石油化工股份有限

公司北京化工研究院长期受污染土壤ꎮ 主要试剂见
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表 １ꎮ
表 １　 主要试剂表

序号 试剂名称 生产公司

１ 菲(９８％ꎬＡＲ) 麦克林生化科技有限公司

２ 蛋白胨 ＯＸＯＩＤ

３ 酵母粉 ＯＸＯＩＤ

４ 琼脂粉 ＳＣＩＥＮＴＡＮ

５ 盐酸 百世化工有限公司

６ 氢氧化钠 百世化工有限公司

７ Ｎａ４Ｐ２Ｏ７ 百世化工有限公司

８ ＫＨ２ＰＯ４ 百世化工有限公司

９ ＭｇＳＯ４ 百世化工有限公司

１􀆰 ２　 主要仪器

主要仪器如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 主要仪器

序号 仪器名称 生产公司

１ 恒温摇床 ＯＬＡＢＯ

２ 灭菌锅 ＢＩＯＢＡＳＥ

３ 超净工作台 ＶＥＺＡＲＹ

４ 电子天平 日本 ＤＡＯＪＩＮ 公司

５ ｐＨ 计 ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公司

６ １２６０ 液相色谱仪 美国公司 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司

７ 恒温培养箱 ＯＬＡＢＯ

８ Ａ１２００ 界面张力仪 得利特科技有限公司

９ ４００ ｋｅＶ 离子注入机 南京工业大学

１０ 常温等离子体诱变仪 北京创誉科技有限公司

１􀆰 ３　 培养条件及部分方法

富集培养基:Ｎａ４Ｐ ２Ｏ７ １ ｇ / Ｌꎬ不需要额外调节

ｐＨꎮ 将从场地不同地区获得的土壤各取 １ ｇ 分别加

入到摇瓶中培养ꎬ标记为 １~５ 号ꎮ
选择培养基: ＫＨ２ＰＯ４ １ ｇ / Ｌꎬ Ｋ２ＨＰＯ４ １ ｇ / Ｌꎬ

ＭｇＳＯ４ ０􀆰 ５ ｇ / Ｌꎬ调节 ｐＨ 至 ７􀆰 ０ꎮ
菲加入方法如下:取 ０􀆰 ２ ｇ 菲加入 ２０ ｍＬ 乙腈

中充分溶解ꎻ取 １ ｍＬ 菲的乙腈溶液通过 ０􀆰 ２２ μｍ
滤膜加入 １００ ｍＬ 培养基中ꎬ恢复至室温ꎬ乙腈完全

挥发后备用ꎮ
接种后的液体培养基置于 ２８℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 摇

床中培养 ３ ｄꎮ 接种固体培养基置于 ２８℃恒温培养

箱中培养 ３ ｄꎮ
高效液相色谱检测方法采用国标法ꎮ

１􀆰 ４　 分离与纯化

将培养好的富集培养基充分静置ꎬ取 １ ｍＬ 培养

液加入准备好的选择培养基中ꎬ按规定培养ꎮ 在选

择培养基中加入 ５ ｇ / Ｌ 的蛋白胨以及 ２％的琼脂粉ꎬ
调节 ｐＨ 至 ７􀆰 ０ꎬ１２１℃条件下灭菌 ２０ ｍｉｎꎬ添加菲ꎬ
倒入一次性塑料平板中ꎬ配成固体培养基ꎬ恢复至室

温后备用[１１－１３]ꎮ
取 １􀆰 ３ 中培养的富集后菌液稀释涂布ꎬ编号为

１－１－１、１－１－２、１－１－３ 至 ５－２－１、５－２－２、５－２－３ꎻ以
蒸馏水同浓度稀释结果为对照ꎬ编号为 ６－１、６－２、
６－３ꎮ 多次以平板划线法分离纯化ꎬ保证得到纯净

的单菌落ꎬ并进行保藏[１４]ꎮ
１􀆰 ５　 菌种的筛选

表面活性剂具有使多环芳烃溶解度增加和降低

液体张力的作用ꎬ在菲降解的过程中能促进菌体对

多环芳烃菲的利用效率ꎬ因此菌体产生的表面活性

剂性能作为菌种筛选时的一个重要指标[１５－１８]ꎮ 通

过测定发酵液表面张力、发酵液乳化性能、菲增容量

这 ３ 个指标从而表征菌体产生的表面活性剂性能ꎻ
菲降解程度代表菌体对多环芳烃降解的能力ꎮ 考察

上述 ４ 个指标完成对菌体的筛选ꎮ
分别取 １􀆰 ４ 中培养好的发酵液 １５ ｍＬꎬ７ ０００

ｒ / ｍｉｎ 条件下离心 ５ ｍｉｎꎮ 取上清液对应编号ꎬ用界

面张力仪测定表面张力ꎬ用未经接种液体培养基进

行同样的操作作为对照ꎮ
分别取 １􀆰 ４ 中培养好的发酵液 ５ ｍＬ 加入等量

石油醚ꎬ混匀后充分静置ꎬ根据公式(１)测定乳化

指数ꎮ
乳化指数 ＝ 乳化层高度 / 总高度 (１)

　 　 配制不同浓度的菲的正己烷溶液ꎬ用高效液相

色谱检测菲含量ꎮ
用 ６６􀆰 ６％氯仿的甲醇溶液萃取菌体产生的表

面活性剂粗品[１９]ꎮ 将干燥的表面活性剂粗品加入

５０ ｍＬ 含菲 １００ ｍｇ / Ｌ 的液体培养基中ꎬ振荡后离

心ꎬ除去不溶的菲ꎬ测定培养基中的菲含量ꎬ以不加

表面活性剂的液体培养基为对照ꎮ
将 ２０ ｍＬ 发酵液加入 ５ ｍＬ 正己烷ꎬ使用涡旋混

合仪充分振荡ꎬ静置 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ重复 ４ 次合并所有

的上层有机相溶液[２０]ꎮ 采用测定菲标准曲线时相

同的液相色谱法测定萃取液中降解底物的含量ꎬ以
未经接种相同条件下放置的含菲液体培养基为

对照ꎮ
最后比对几项指标ꎬ筛选出最符合要求的多环

芳烃降解菌ꎮ
１􀆰 ６　 分子生物学鉴定

将筛选得到的菌种送至通用生物有限公司检
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测ꎬ检测的 １６ＳｒＤＮＡ 结果进行 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ绘制系统

发育树ꎮ
１􀆰 ７　 离子注入诱变

１􀆰 ７􀆰 １　 低能氮离子注入

将筛选得到的多环芳烃降解菌在含 ５ ｇ / Ｌ 蛋白

胨的选择培养基中活化培养ꎮ 将活化后的目标菌株

在含 ５ ｇ / Ｌ 蛋白胨的选择培养基中重新培养ꎬ并绘

制菌种生长曲线ꎮ 其中时间点选取如下:０、４、８、１０、
１２、１４、１６、１８、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６ ｈꎮ

将筛选得到的多环芳烃降解菌在含 ５ ｇ / Ｌ 蛋白

胨的选择培养基中活化培养ꎮ 将活化后的目标菌株

培养至对数生长期ꎬ稀释涂布ꎮ 用低能氮离子注入

处理菌体ꎬ注入能量为 ２０ ｋｅＶꎬ注入计量分别为 １０×
１０１４、２０×１０１４、４０×１０１４、６０×１０１４、８０×１０１４、１００×１０１４、
１２０×１０１４ ｉｏｎｓ / ｃｍ２ꎮ 对照组处于相同条件下的靶室

中ꎬ与实验组不同的是不注入低能氮离子ꎮ 每组实

验进行 ３ 次ꎬ避免系统误差ꎮ
１􀆰 ７􀆰 ２　 突变株的筛选

在低能氮离子注入结束后ꎬ使用灭菌后恢复到

室温的液体培养基将经处理的菌体从平板上洗脱ꎬ
并稀释涂布培养ꎮ 查算菌落数ꎬ对照组按照相同稀

释倍数以同样条件处理培养ꎮ 绘制不同离子注入剂

量与离子诱变后菌体存活率的关系图[２０－２２]ꎮ
分别挑取经诱变处理与未经处理的单菌落ꎬ接

种在 １􀆰 ４ 灭菌后恢复到室温的液体培养基中ꎬ培养

３ ｄꎬ作为实验组与对照组ꎮ 实验组中从每个计量中

随机挑选 ２０ 个单菌落ꎬ对照组随机挑选 ５ 个单菌

落ꎬ考察多环芳烃的降解量ꎮ 其中实验组多环芳烃

降解率较对照组高 １０％以上记为正突变ꎬ实验组多

环芳烃降解率较对照组低 １０％以上记为负突变ꎬ根
据公式(２)计算某一氮离子注入计量下菌株正突变

率ꎬ根据公式(３)计算某一氮离子注入计量下菌株

突变率ꎮ
正突变率 ＝

(正突变的菌株数 / 选取的所有单菌落数) × １００％ (２)
突变率 ＝ [(正突变的菌株数 ＋ 负突变的菌株数) /

选取的所有单菌落数] × １００％ (３)

　 　 以氮离子注入计量与注射后菌体正突变率和菌

体突变率分别为纵坐标与横坐标ꎬ绘制不同离子注

入剂量与离子诱变后菌体突变率的关系图ꎮ
１􀆰 ７􀆰 ３　 遗传稳定性分析

传代培养筛选得到的高效菌株ꎮ 统计其在 ５
代、１０ 代时多环芳烃降解量ꎬ判断其遗传稳定性ꎬ选
取可以稳定遗传的菌株进行后续实验ꎮ

１􀆰 ８　 常温等离子体诱变

１􀆰 ８􀆰 １　 常温等离子体诱变

将 １􀆰 ７􀆰 ３ 中选取的菌体分别按照 １􀆰 ６ 中的方法

配制成菌悬液ꎬ取 ０􀆰 ０１ ｍＬ 菌悬液滴加在无菌金属

载片上ꎬ将滴有待处理菌液的金属片放置在诱变室

内ꎮ 采用常压室温等离子体诱变系统ꎬ载体为氦气ꎬ
温度维持在常温(２０℃)状态下ꎬ功率为 １００ Ｗꎬ氦
气流量为 １０ ＳＬＰＭꎮ 按照 ３０、６０、９０、１２０、１５０、１８０、
２１０、２４０ ｓ 不同时间条件处理菌液ꎬ得到常温等离子

体诱变处理的多环芳烃降解菌ꎬ以放入诱变室但不

经过处理的菌作为对照组[２３－２７]ꎮ
１􀆰 ８􀆰 ２　 突变株的筛选

在常温等离子体诱变结束后ꎬ使用 １􀆰 ４ 中灭菌

后恢复到室温的液体培养基将经处理的菌体从平板

上洗脱ꎮ 用同样的液体培养基稀释涂布在 １􀆰 ４ 灭菌

的固体培养基中ꎬ同 １􀆰 ３ 条件下培养ꎮ 查算菌落数ꎬ
对照组按照相同稀释倍数以同样条件处理培养ꎮ 绘

制诱变时间与菌体死亡率的关系图ꎮ
分别挑取经诱变处理与未经处理的单菌落ꎬ接

种在 １􀆰 ４ 灭菌后恢复到室温的液体培养基中ꎬ培养

３ ｄꎬ作为实验组与对照组ꎮ 实验组中从每个诱变时

间中随机挑选 ２０ 个单菌落ꎬ对照组随机挑选 ５ 个单

菌落作为参考ꎬ考察多环芳烃的降解量ꎬ选取具有较

高多环芳烃降解效率的菌株ꎮ
１􀆰 ８􀆰 ３　 遗传稳定性分析

传代培养筛选得到的高效菌株ꎮ 统计其在 ５
代、１０ 代时多环芳烃降解量ꎬ判断其遗传稳定性ꎬ选
取可以稳定遗传的菌株进行后续实验ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菲降解菌的筛选

使用液相色谱法ꎬ绘制菲的降解曲线拟合回归

方程为 ｙ ＝ ２０６􀆰 ４８ｘ＋６１０􀆰 ３６ꎬ其中 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ꎬ说明

拟合效果较好ꎬ有使用价值ꎮ
乳化指数、发酵液表面张力以及表面活性剂增

溶效果三者反映了菌株产生表面活性剂的性能ꎬ乳
化指数越高、发酵液表面张力越低以及菲增容量越

大表明该菌体产生的表面活性剂性能越高ꎮ 菲降解

量作为最重要的依据指标ꎬ采用 １􀆰 ２ 中的液相色谱

法进行测定ꎮ
按照 １􀆰 ５ 中的方法ꎬ从受石油污染土样中初步

筛选得到 ３ 株菌株ꎬ比对相关指标如表 ３ 所示ꎬ误差

分析见表 ４ꎮ
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表 ３　 初步筛得的 ３ 株菌株性能指标及标准误差

编号
乳化

指数 / ％

发酵液表面张力 /

(ｍＮ􀅰ｍ－１)

菲增溶量 /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

菲降

解率 / ％

细菌 １ ６２􀆰 ４０ ４４􀆰 ９ ２７􀆰 ５ ５２􀆰 ８０

细菌 ２ ４８􀆰 ６０ ５７􀆰 ７ １８􀆰 ６ ４８􀆰 ９０

细菌 ３ ５２􀆰 １０ ５３􀆰 ２ ２５􀆰 ３ ４３􀆰 ６０

表 ４　 误差分析

编号
乳化指数

标准误差 / ％
发酵液表面张力

标准误差 / ％
菲增容量

标准误差 / ％
菲降解率

标准误差 / ％

细菌 １ ４􀆰 ６０ ７􀆰 ３０ ５􀆰 ６２ ２􀆰 １４

细菌 ２ ６􀆰 ７２ ３􀆰 ６５ ４􀆰 ３７ ５􀆰 ７９

细菌 ３ ５􀆰 ３２ ６􀆰 ２１ ８􀆰 １３ ４􀆰 ３１

从标准误差分析可以看出ꎬ所有数据标准误差

均在 １０％以下ꎬ标准误差较小ꎬ数据波动较小ꎬ数据

稳定性良好ꎮ 根据上表的 ４ 项指标最终选取细菌 １
作为本文的研究对象ꎬ命名为 Ｊ１ꎮ

根据现有的文献来看ꎬ多环芳烃降解菌产生表

面活性剂的能力与菌体的种类、碳源种类、菌体生长

条件等因素息息相关ꎬ任何因素的改变都会对生物

表面活性剂的生成造成较大影响ꎮ 因此现阶段人们

利用生物表面活性剂往往是提取粗提纯产物ꎬ加入

到降解体系中ꎬ进而研究其对多环芳烃的促降解情

况ꎬ少有文献报道菌种在降解多环芳烃过程中伴生

的生物表面活性剂ꎮ 根据现有文献总结ꎬ利用铜绿

假单胞菌时ꎬ发酵 ６ ｄ 发酵液表面张力达到 ２９􀆰 ２
ｍＮ / ｍꎬ其对煤油的乳化指数为 ６５􀆰 ６％ꎬ对豆油的乳

化指数为 ６６􀆰 ８％ꎬ利用无色杆菌时ꎬ发酵 ６ ｄ 发酵液

表面张力降至 ３３􀆰 ２ ｍＮ / ｍꎬ其对煤油的乳化指数为

６１􀆰 ４％ꎬ对豆油的乳化指数为 １１􀆰 ８％ꎻ在利用铜绿假

单胞菌时ꎬ发酵液表面张力降至 ２８􀆰 ４ ｍＮ / ｍꎻ利用

铜绿假单胞菌对煤油乳化指数达到 ７９％ꎻ利用考克

氏菌对煤油的乳化指数达到 ３７％ꎮ 本研究筛选得

到的菌株 Ｊ１ 培养 ３ ｄ 后测其发酵液ꎬ菌液的表面张

力降 至 ４４􀆰 ９ ｍＮ / ｍꎬ 对 石 油 醚 的 乳 化 指 数 为

６２􀆰 ４０％ꎮ 与现有报道数据相比ꎬ液体表面张力不如

顶尖的生物表面活性剂ꎬ可能是因发酵时间不足ꎬ液
体表面张力没有降低至最低值、乳化指数达到优秀

水平ꎮ 表明该菌在降解多环芳烃同时产生的生物表

面活性剂性能优秀ꎬ菌株 Ｊ１ 具有继续研究的价值ꎮ
Ｊ１ 的生长曲线如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可知ꎬＪ１ 在

２３ ｈ 左右进入平稳期ꎮ

图 １　 菌种 Ｊ１ 生长曲线

２􀆰 ２　 菌体的 １６ｓｒＤＮＡ 鉴定

将该菌的 １６ＳｒＤＮＡ 基因序列导入 ＮＣＢＩ 进行

Ｂｌａｓｔ 比对ꎮ 菌株 Ｊ１ 与 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ
相似度最高ꎬ亲缘关系最近ꎬ由此判断该菌种为嗜麦

芽寡养单胞菌ꎮ
根据现有文献报道ꎬ利用玫瑰杆菌属新菌株

ＳＣＳＩＯ４３７０２ 在 １０ ｄ 内对 １００ ｍｇ / Ｌ 菲的降解率最高

可达 ９６％ꎻ利用短芽孢杆菌在 ４８ ｈ 内对 １ ｍｇ / Ｌ 菲

降解率达到 ９８􀆰 ８％ꎬ利用鞘氨醇单胞菌在 ５６ ｈ 内对

１ ｍｇ / Ｌ 菲降解率达到 ９６􀆰 ３％ꎻ利用不动杆菌 ＡＣ 在

７ ｄ 内对 ２０ ｍｇ / Ｌ 菲降解率达到 ８０％ꎻ利用奥斯陆

莫拉克菌属 ＣＦＰ３１２ 在 ４８ ｈ 内对 ４００ ｍｇ / Ｌ 菲降解

率达到 ８４％ꎻ利用弗留明拜叶林克氏菌在 ６０ ｈ 内对

５０ ｍｇ / Ｌ 菲降解率达到 ９９􀆰 ３％ꎻ利用短芽孢杆菌在

７ ｄ内对 ５０ ｍｇ / Ｌ 菲降解率达到 ６２􀆰 ０９％ꎻ利用假单

胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ. ＤＹ１２３ － ６ 在 ６ ｄ 内对 １００
ｍｇ / Ｌ 菲降解率达到 ９８％ꎮ 本文筛选得到的嗜麦芽

寡养单胞菌 Ｊ１ 在 ３ ｄ 内不添加其他辅助因素的条

件下对 １００ ｍｇ / Ｌ 菲降解率达到 ５２􀆰 ８％ꎬ显示出其

对多环芳烃菲的降解能力比较出色ꎮ 并且从现有

资料来看ꎬ嗜麦芽寡养单胞菌在多环芳烃降解方

面的应用报道鲜有发现ꎬ值得进行接下来的深入

研究ꎮ
２􀆰 ３　 菌体 Ｊ１ 的离子注入诱变

氮离子注入诱变的效果与注入计量和注入能量

密切相关ꎬ按照 １􀆰 ７􀆰 ２ 中的方法绘制不同离子注入

剂量与离子诱变后菌体存活率的关系图ꎬ结果如

图 ２ 所示ꎮ

图 ２　 注入计量与菌体存活率关系
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由图 ２ 可知ꎬ菌体存活率随着离子注入计量的

提高出现明显的马鞍形态势ꎬ当注入计量达到 ６０×
１０１４ ｉｏｎｓ / ｃｍ２ 时ꎬ菌体的存活率降低至 ２２􀆰 ７％ꎬ是马

鞍区的最低点ꎮ 菌体存活率之所以出现这种马鞍形

态势ꎬ究其原因如下:对菌体注入低能离子时由于离

子刻蚀效果的存在ꎬ细胞膜甚至细胞壁被破坏ꎬ同时

细胞内大型生物活性物质因为电荷的积累也会受到

损伤ꎻ当细胞内注入低能氮离子的计量增加至某一

极限值的时候ꎬ细胞自身开始修复自救ꎬ细胞存活率

开始回升ꎻ随着注入计量的持续增加ꎬ外界注入的低

能氮离子对细胞破坏力逐渐高于细胞自身自救能

力ꎬ细胞存活率开始持续走低ꎮ 从现有文献报道不

难发现ꎬ在注入计量与菌体存活率关系图中“马鞍

形”区域出现菌株正突变几率最高ꎬ而突变效果最

好的菌株往往出现在菌株存活率在 ９０％左右的

区域ꎮ
绘制不同离子注入剂量与离子诱变后菌体突变

率的关系图ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ

１—突变率ꎻ２—正突变率

图 ３　 注入剂量与离子诱变后菌体突变率的关系

由图 ３ 可以发现正突变率最高点出现在注入计

量达到 ６０ × １０１４ ｉｏｎｓ / ｃｍ２ 时ꎬ此时正突变率达到

３０％ꎮ 该注入计量正好是在注入计量与菌体存活率

关系图中“马鞍形”区域的最低点ꎬ与大量文献中的

描述相符合ꎮ
综合上述两个方面考虑ꎬ低能氮离子注入诱变

的注入计量采用 ６０×１０１４ ｉｏｎｓ / ｃｍ２ꎮ 选取生长速度

较快、成型单菌落较大的菌体进行液体发酵实验ꎮ
按照 １􀆰 ５ 中方法测定菌种对培养基中菲的降解程

度ꎬ以未经诱变的 Ｊ１ 菌在相同条件下培养作为对

照ꎮ ５ 株菌分别编号为 Ｊ１－１、Ｊ１－２、Ｊ１－３、Ｊ１－４、Ｊ１－
５ꎮ 经测定后该 ５ 株菌及对照组菌降解性能如表 ５
所示ꎮ

表 ５　 氮离子诱变菌体菲降解程度

名称 Ｊ１－１ Ｊ１－２ Ｊ１－３ Ｊ１－４ Ｊ１－５ 对照

降解程度 / ％ ５３􀆰 ６０ ５７􀆰 ３２ ５４􀆰 ６６ ５７􀆰 ８３ ５６􀆰 ３２ ５１􀆰 ７０

　 　 从表 ５ 中看到ꎬ菌株 Ｊ１－４ 比对照组原始菌株的

降解能力提高了 １１􀆰 ９％ꎻ菌株 Ｊ１－２ 的降解能力提

高了 １０􀆰 ９％ꎮ 最终决定对菌株 Ｊ１－４ 和菌株 Ｊ１－２ 进

行遗传稳定性实验ꎬ实验结果如表 ６ 所示ꎮ
表 ６　 菌株遗传稳定性实验

名称 初代 / ％ ５ 代 / ％ １０ 代 / ％

Ｊ１－４ ５７􀆰 ８３ ５６􀆰 １１ ５２􀆰 ３３

Ｊ１－２ ５７􀆰 ３２ ５７􀆰 ２８ ５７􀆰 １７

由表 ６ 可知ꎬ经过 １０ 代的传代培养ꎬ菌株 Ｊ１－４
对菲的降解能力明显下降ꎬ菌株 Ｊ１－２ 对菲的降解能

力变化不大ꎬ保持在 ５７􀆰 ２％左右ꎬ表明该菌株经过

氮离子诱变之后具有较好的遗传稳定性ꎬ适合用于

接下来的进一步实验ꎮ
２􀆰 ４　 常温等离子体诱变

常温等离子体诱变中ꎬ由于活性物质的作用ꎬ改
变细胞体表面结构及膜的通透性ꎬ同时改变细胞遗

传物质及代谢通路ꎬ最终改变菌体的表征特性ꎮ 绘

制不同诱变时间与菌体死亡率的关系图ꎬ如图 ４
所示ꎮ

图 ４　 不同诱变时间与菌体死亡率的关系

由图 ４ 看出ꎬ常温等离子体对菌种 Ｊ１－２ 损伤能

力较强ꎬ１２０ ｓ 前菌种死亡率随诱变时间的增长快速

增长ꎬ达到 ８７􀆰 ６％ꎮ 当诱变时间达到 １８０ ｓ 时ꎬ菌种

死亡率达到 ９７􀆰 ３％ꎬ随后随着时间的继续增加ꎬ菌
种死亡率达到 １００％ꎮ 根据文献报道ꎬ考虑诱变效

果ꎬ应选择菌种死亡率在 ９０％左右ꎬ此时的诱变效

果较佳ꎮ 因此最终选择的诱变时间为 １５０ ｓꎮ
在诱变时间为 １５０ ｓ 条件下ꎬ选取生长速度较

快、成型单菌落较大的菌体进行液体发酵实验ꎮ 按

照 １􀆰 ５ 中的方法测定菌种对培养基中菲的降解程

度ꎬ以未经诱变的 Ｊ１－２ 菌在相同条件下培养作为对

照ꎮ ４ 株菌分别编号为 Ｊ１－２－１、Ｊ１－２－２、Ｊ１－２－３、
Ｊ１－２－４ꎮ 经测定后该 ４ 株菌及对照组菌降解性能

如表 ７ 所示ꎮ
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表 ７　 氮离子诱变菌体菲降解程度

名称 Ｊ１－２－１ Ｊ１－２－２ Ｊ１－２－３ Ｊ１－２－４ 对照

降解程度 / ％ ５９􀆰 ２９ ６１􀆰 １７ ６４􀆰 ６６ ５４􀆰 ９７ ５７􀆰 ２８

从表 ７ 中看到ꎬ菌株 Ｊ１－２－３ 降解菲能力增幅

最大ꎬ比对照组菌株的降解能力提高了 １２􀆰 ８９％ꎮ
最终决定对菌株 Ｊ１－２－３ 进行遗传稳定性实验ꎬ实
验结果如表 ８ 所示ꎮ

表 ８　 菌株遗传稳定性实验

名称 初代 / ％ ５ 代 / ％ １０ 代 / ％

Ｊ１－２－３ ６４􀆰 ６６ ６４􀆰 ２８ ６３􀆰 ８１

由表 ８ 可知ꎬ经过 １０ 代的传代培养ꎬ菌株 Ｊ１－
２－３ 对菲的降解能力变化不大ꎬ保持在 ６４％左右ꎬ表
明该菌株经过氮离子诱变之后具有较好的遗传稳定

性ꎬ适合用于接下来的进一步实验ꎮ
对筛选得到的菌株培养 ５ ｄꎬ经测定多环芳烃菲

含量仅剩 ３％左右ꎬ基本降解完全ꎮ

３　 结论

采用氮离子诱变方法和常温等离子体诱变对筛

选得到的嗜麦芽寡养单胞菌进行诱变处理ꎬ研究结

果显示ꎬ低能氮离子注入诱变的注入计量采用 ６０×
１０１４ ｉｏｎｓ / ｃｍ２、注入能量为 ２０ ｋｅＶꎬ常温等离子体诱

变功率为 １００ Ｗ、诱变时间为 １５０ ｓꎮ 该条件下筛选

得到的菌种 １０ 代遗传稳定ꎬ对 １００ ｍｇ / Ｌ 的菲 ３ ｄ
降解率为 ６４％左右ꎬ４ ｄ 后降解基本完全ꎮ

经诱变处理后的菌种对菲降解效果较好、实施

简便、成本较低ꎬ具有一定的应用前景ꎮ 同时嗜麦芽

寡养单胞菌降解菲的代谢通路有待确认ꎬ以确保不

会带来二次污染ꎮ 利用分子生物学手段有望再进一

步提高菌种的降解能力ꎮ
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０􀆰 ５~０􀆰 ８ μｍꎬ而 ＰＶＡ－ＶＡ 水凝胶拥有更小的孔径ꎬ
约 １５０ ｎｍꎬ即具有更高的交联密度ꎬ也是其更为强

韧的原因ꎮ

３　 结论

通过在 ＰＶＡ 溶液中引入 ＶＡꎬ室温下一步制备

了 ＰＶＡ 基水凝胶ꎬ并对其结构与性能进行了表征ꎮ
该水凝胶拥有均匀、致密的网络结构ꎬ最大应力从

０􀆰 ５２ ＭＰａ 增加到 １􀆰 ３１ ＭＰａꎬ断裂伸长率从 ３９５％增

加到 ６００％ꎮ 表现出与冻融水凝胶不同的塑性形

变ꎬ具有 ３􀆰 ８ ＭＪ / ｍ３ 的能量耗散ꎬ耗散系数高达

８５％ꎮ 由于制备的水凝胶通过小分子与 ＰＶＡ 形成

氢键交联ꎬ在高低温会因为氢键的解离和再形成而

具有可逆的溶胶－凝胶转变能力ꎮ 可以预见ꎬ通过

这种方法制备出的水凝胶ꎬ在承重生物医学领域作

为关节软骨材料将具有广阔的发展潜力ꎮ
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