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异化金属还原菌的富集及降解有机药物的研究

翟5俊!5何5瑞!5王泉峰!5马宏璞!5胡5炜

"重庆大学 环境与生态学院! 重庆 2%%%2)#

55摘5要!5异化金属还原菌广泛存在于海底和河流等沉积物中!与水环境中各类有机物的迁移

转化息息相关$ 但是目前关于异化金属还原菌降解难降解有机药物的研究相对匮乏!故选取嘉陵

江磁器口河段三个不同取样点的河底沉积物"6%7%8#进行异化金属还原菌的富集培养!结果表

明!三种沉积物均能够以合成铁氧化物悬浮液"9:

/

#%合成锰氧化物悬浮液";<

/

#%赤铁矿粉末

"9:

0

#%二氧化锰粉末";<

0

#作为电子受体富集得到异化金属还原菌!通过 = > 的富集培养"!

3%%

能

达到 %&43 ?$&32$ 沉积物6以;<

/

作为电子受体时!可取得最佳的富集培养效果$ 富集菌液对初

始浓度分别为 $&=4 和 $&)4 @.+A的两种难降解混合有机药物卡马西平"87B#和双氯芬酸"!89#

的最大去除率能够达到 2(&'4C和 )$&$(C!这与异化金属还原纯菌DE F$) 对87B和!89的去除

率相差不大"分别为 3$&2*C和 33&=2C#$
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#% /X<V]:VNY@R<.R<:/:T̀N>:

/K/0:</NT< ";<

/

#% ]:@RVNV:0T[>:W"9:
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#% @R<.R<:/:>NT̀N>:0T[>:W";<
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# R/V]::U:YVWT<
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55近年来%有机药物作为一种新兴污染物%受到了

广泛关注%它们在多种环境中被广泛检出%浓度范围

为 <.+A?

!

.+A

&$'

* 双氯芬酸"!89#是一种广泛使

用的非甾体消炎药%传统污水处理工艺对其去除率

低%在医院的出水"=%

!

.+A#$药厂出水"44(&)

!

.+

A#

&4'

$市政污水处理厂的进出水"分别为 %&4 ?*&3

!

.+A和 %&$2 ?4&4

!

.+A#

&*'

$地表水 "2&2

!

.+

A#

&2'

$地下水 "*(% <.+A#甚至自来水中 ")3 <.+

A#

&) F3'都频繁检测到了双氯芬酸* 卡马西平"87B#

是一种常见的精神性药物%在污水处理厂的出水

"3&*

!

.+A#

&='

$地表水"% ?$ %'% <.+A#

&('

$地下水

"3$% <.+A#

&''和自来水中"*% <.+A#

&$%'也被频繁检

测到* 尽管环境中检出的双氯芬酸和卡马西平浓度

较低%但这些药物会在环境中不断积累%对生态环境

以及人类健康具有潜在的威胁* "R_/等人&$$'研究

认为环境中的双氯芬酸会导致秃鹰数量下降)AN等

人&$4'发现长期接触 4%%

!

.+A的卡马西平%虹鳟鱼

会产生氧化应激)EY][RN.:W等人&$*'发现长期接触 )

!

.+A的双氯芬酸会导致虹鳟鱼的健康状况受损%肾

脏发生病变%鱼鳃发生变化* 而传统的水处理工艺

对有机药物的去除效果不理想&$2'

%需要深度处理%

例如高级氧化法$活性炭吸附等%这些方法的费用较

高%因而需要研究出一种既高效又经济的降解有机

药物的方法*

异化金属还原菌广泛存在于厌氧沉积物中%可

以在厌氧条件下以金属氧化物作为电子受体$有机

物作为电子供体氧化降解有机物%已有研究陆续证

明异化金属还原菌可以厌氧降解脂肪类化合物&$)'

$

芳香类化合物&$3'和雌激素&$='等物质* 然而这些研

究主要集中在利用纯菌种以铁氧化物为电子受体降

解有机物* 锰氧化物广泛存在于各种沉积物中%但

关于异化金属还原菌利用其作为电子受体降解有机

药物的研究较少%不同类型的铁锰氧化物对异化金

属还原菌富集效果的影响也鲜有报道*

本研究选取了三种不同地点的河流沉积物对异

化金属还原菌进行富集培养%并研究了富集培养的

异化金属还原菌以合成锰氧化物悬浮液";<

/

#作为

电子受体%对混合有机药物卡马西平"87B#和双氯

芬酸"!89#的氧化降解效果%并且与纯菌的降解效

果进行对比%以期为有机药物的去除提供经济可行

的思路*

!"

材料与方法

!#!"实验材料

有机药物!本研究选取了两种在环境中检出频

率较高而且潜在危害较大的有机药物%即卡马西平

"分子式为 8

$)

I

$4

P

4

"#和双氯芬酸 "分子式为

8

$2

I

$$

8U

4

P"

4

#*

菌源!富集培养的菌源取自嘉陵江磁器口段的

三个取样点的沉积物%分别记作6"排污口附近#$7

"雨水口附近#$8"清水溪沿岸#)纯菌菌种 DE F$)

购于美国菌种库6G88*

培养基!PRI8"

*

%4&) .+A)PI

2

8U%%&4) .+A)

PRI

4

c"

2

(I

4

"%%&3 .+A)d8U%%&$ .+A)维生素溶

液%$% @A+A)矿物质溶液%$% @A+A"具体参照美国

菌种库6G88的第 $ =3( 号培养溶液#)8I

*

8""PR%

3&( .+A* 当进行有机药物的降解实验时%去掉碳源

8I

*

8""PR%其余成分不变*

铁锰氧化物!赤铁矿粉末%简称 9:

0

%其主要的

成分为
"

F9:

4

"

*

)二氧化锰粉末%简称 ;<

0

%主要成

分为
#

F;<"

4

)无定形铁氧化物悬浮液%主要成分

为9:""I#

*

%简称 9:

/

%制备方法参照文献&$(')无

定形锰氧化物悬浮液%主要成分为
$

F;<"

4

%简称

;<

/

%制备方法参照文献&$''*

主要仪器!恒温振荡器"型号!BOeF4$%4#)高

效液相色谱"型号!6.NU:<V$43%#)紫外分光光度计

"型号!Hb4))%#*

!#$"实验方法

!#$#!"异化金属还原菌富集实验

实验选取嘉陵江磁器口段三个不同地点的沉积

物"6$7$8#作为菌源%分别用 2 种电子受体"9:

/

$

;<

/

$9:

0

$;<

0

#富集异化金属还原菌%电子受体用量

为 4 .+A%富集实验组分别记作6F9:

/

"菌源为沉积

物6$电子受体为9:

/

%以此类推#$6F;<

/

$6F9:

0

$

6F;<

0

$7F9:

/

$7F;<

/

$7F9:

0

$7F;<

0

$8F9:

/

$

8F;<

/

$8F9:

0

$8F;<

0

* 培养基在 $4$ f下高温

灭菌 *% @N<%实验在 )% @A厌氧瓶中进行%在超净工

作台上进行沉积物的接种%每个厌氧瓶中接种 ) @A

菌源和 $% @A灭菌培养基%接种完之后曝氮气 *%

(2$(
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@N<以去除氧气* 培养条件!0I值为 3&( ?=&4%避

光%*% f$$(% W+@N<恒温振荡* 测试指标!"!

3%%

$溶

解性9:"

%

#和;<"

%

#浓度*

!#$#$"87B和!89降解实验

选取6F;<

/

组富集的菌液%接种至以 87B和

!89混合有机药物作为唯一碳源的实验组中进行

降解实验%以 4 .+A的;<

/

作为电子受体%具体操作

如下!取富集实验中6F;<

/

组的厌氧瓶%反复摇匀

后在 =%% W+@N<下离心 ) @N<%收集上清液作为菌源

接种液)降解实验在 )% @A厌氧瓶中进行%在超净工

作台上进行富集菌液的接种%每个厌氧瓶中接种 )

@A菌液和 $% @A灭菌培养基%接种完之后曝氮气

*% @N<以去除氧气* 反应体系中 87B和 !89的初

始浓度分别为 $&=4$ $&)4 @.+A%加入适量的

PR

4

Ic"

2

FPRI

4

c"

2

缓冲溶液%控制反应体系的 0I

值在 3&( ?=&4%避光%在 *% f$$(% W+@N< 下恒温振

荡* 同时取 DE F$) 纯菌进行对比实验%并以无菌

组作为空白对照*

测试指标!87B和 !89的浓度$"!

3%%

$溶解性

9:"

%

#和;<"

%

#的浓度* 采用高效液相色谱法检

测87B和!89浓度%检测器为紫外二极管矩阵%检

测波长为 4(2 <@%色谱柱为 -TWZR̀ LYAN0/:g!7F

8$("$)% @@h2&3 @@%*

!

@#%柱温为 *% f%流速

为 %&( @A+@N<%进样量为 4%

!

A%流动相为乙腈和

%&)C冰乙酸%混合有机药物采用梯度洗脱程序%如

表 $ 所示*

表 !"梯度洗脱程序

GRZ&$5cWT.WR@TS.WR>N:<V:UKVNT<

时间+@N< 乙腈+C %&)C冰乙酸+C

% 2) ))

( 2) ))

' =% *%

4% =% *%

55采用邻菲啉分光光度法测定溶解性 9:"

%

#

浓度"测试波长为 )$% <@#)采用高碘酸钾氧化分光

光度法测定溶解性 ;<"

%

#浓度"测试波长为 )4)

<@#)采用 "!

3%%

表征细菌的生长情况%进而反映富

集培养过程中生物量的相对变化*

$"

结果与讨论

$#!"异化金属还原菌的富集

菌液的吸光度可以反映细菌浓度%在 3%% <@波

长处测试吸光度%吸光度随时间的变化如图 $ 所示*

细菌浓度随着培养时间的增加而增大%三种沉积物

以不同的铁锰氧化物作为电子受体时%"!

3%%

均在前

2 >增长速度较快%至第 = 天达到稳定%菌液明显变

浑浊%"!

3%%

最高可达到 $&32* 通过 = > 的富集培

养%6F9:

/

$6F;<

/

$6F9:

0

$6F;<

0

$7F9:

/

$7F

;<

/

$7F9:

0

$7F;<

0

$8F9:

/

$8F;<

/

$8F9:

0

$8F

;<

0

的"!

3%%

分别能够达到 $&24$$&*$$$&32$%&*'$

%&3*$%&=*$%&=3$%&=$$%&2*$%&*'$%&24$%&43*

!"

!"#

#

$%

!"#

&

'%

!"#

(

!)*

+,-

.,/

.,0

-,1

-,2

3
4

/
-
-

5 0 6 2 7 / 8 1

9:;<

=

9:>?

=

9:;<

@

9:>?

@

!A*

+%-

5%/

5%+

-%1

-%2

3
4

/
-
-

5 + 6 2 7 / 8 1

&:;<

=

&:>?

=

&:;<

@

&:>?

@

!A*

+%-

5%/

5%+

-%1

-%2

3
4

/
-
-

5 + 6 2 7 / 8 1

(:;<

=

(:>?

=

(:;<

@

(:>?

@

-

-
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图 !"富集实验中三种沉积物的%&

'((

值

9N.&$5"!

3%%

TSV]W::/:>N@:<V/N< ZRYV:WNR:<WNY]@:<V:̀0:WN@:<V/

55沉积物6分别以9:

/

$;<

/

$9:

0

作为电子受体时

"!

3%%

值均较高且相差不大%而以;<

0

作为电子受体

时"!

3%%

值较低* 沉积物 6富集培养后的 "!

3%%

明

显高于沉积物7和8%可见沉积物 6的异化金属还

原菌富集效果优于沉积物 7和 8%而沉积物 7和 8

以不同的电子受体富集培养时%"!

3%%

相差不大*

富集培养过程中溶解性 9:"

%

#和 ;<"

%

#浓

度的变化如图 4 所示* 富集培养体系中 9:"

%

#$

;<"

%

#离子主要是由于异化金属还原菌对金属氧

化物的异化还原作用产生的%结合菌液明显变浑浊$

"!

3%%

明显升高的结果可知%三种沉积物均富集得到

了具有较高活性的异化金属还原菌*

()$(
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图 $"富集实验中溶解性)*"

%

#$+,"

%

#的浓度

9N.&45!N//TU\:> 9:"

%

# R<> ;<"

%

# YT<Y:<VWRVNT</N< ZRYV:WNR:<WNY]@:<V:̀0:WN@:<V/

55沉积物6富集培养物中 ;<"

%

#和 9:"

%

#的

浓度高于沉积物7和8%这一结果与菌液"!

3%%

结果

一致%可见沉积物 6更易于富集异化金属还原菌*

沉积物6是取自排污口附近的污泥%污泥长期处于

厌氧条件%且8"!含量较高%故厌氧污泥的活性较

高%可取得较好的富集培养效果* 在冯雅丽等人&4%'

的研究中%使用污水处理厂的厌氧污泥也富集得到

了活性较高的异化金属还原菌*

沉积物6以锰氧化物作为电子受体富集培养

时生成的;<"

%

#浓度明显高于以铁氧化物作为电

子受体时生成的 9:"

%

#浓度%而且 ;<

/

优于 ;<

0

*

;<

/

是无定形态的锰氧化物悬浮液%由于其特殊的

晶体结构%;<

/

具有巨大的比表面积和较高的孔隙

率%结晶能力差%结构也相对疏松&4$'

%因此能增强与

细菌的接触%更容易被异化金属还原菌利用%故可以

取得较好的富集培养效果* 笔者前期的研究&44'同

样也发现%以 ;<

/

作为电子受体时%更容易被细菌

利用%对异化金属还原菌的激活效果最佳* 在本研

究中%沉积物 6以 ;<

/

作为电子受体时%取得的富

集效果最好%菌液的活性最高*

$#$"富集菌液对87B和!89的去除效果

富集菌液对87B和 !89的去除效果如图 * 所

示* 可以看出%6F;<

/

富集菌液能以 ;<

/

作为电

子受体同时降解混合有机药物 87B和 !89%对 87B

和!89的去除率在前 * > 增长较快%第 * 天已经分

别达到了 2)&')C和 2(&*3C%至第 = 天分别达到

2(&'4C和 )$&$(C%$) > 的去除率分别为 2'&$%C

和 )%&''C* 在DE F$) 纯菌实验中%对87B的去除

率在第 *$ = 和 $) 天分别可以达到 )'&=3C$

3$&2*C$3$&='C%对 !89的去除率在第 *$= 和 $)

天分别可以达到 )(&23C$33&=2C$3(&4*C* 笔者

在前期的研究中采用葡萄糖激活异化金属还原菌%

对!89的去除率可以达到 )(&4)C

&44'

%与本研究结

果基本一致*

!" #$%
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图 -"降解实验中./0和&.)的去除率

9N.&*5M:@T\RUWRV:/TS87BR<> !89N< >:.WR>RVNT<

:̀0:WN@:<V/

6F;<

/

富集菌液和 DE F$) 纯菌实验中都明

显有;<"

%

#的生成"见图 2#%6F;<

/

富集菌液实

验中前 4 > ;<"

%

#不断生成%第 4 天达到最大值

$&*' @.+A%在DE F$) 纯菌实验中前 * > ;<"

%

#不

断生成%第 * 天时达到最大值 4&*' @.+A%而随后

;<"

%

#浓度不断降低%这可能是由于 ;<"

%

#与培

养基中的成分生成了沉淀物质*

(3$(
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图 1"降解实验中溶解性+,"

%

#浓度的变化

9N.&258]R<.:TS>N//TU\:> ;<"

%

# YT<Y:<VWRVNT< N<

>:.WR>RVNT< :̀0:WN@:<V/

55降解实验中%在去除87B$!89的同时%;<"

%

#

生成量不断增多%由此可以推断发生了异化金属还

原过程* 对6F;<

/

富集菌液与 DE F$) 纯菌降解

混合有机药物87B和!89的实验进行显著性分析%

结果表明%富集的异化金属还原菌对混合有机药物

的降解效果与纯菌无显著性差异"6i%&%)#%可见

实验取得了较好的富集效果%富集菌液可用于去除

混合有机药物*

$#-"降解实验的动力学拟合

微生物对 87B$!89的降解反应%可以采用修

正后的一级动力学方程进行拟合%修正系数
"

可以

反映出偏离准一级动力学的各种因素%修正后的一

级动力学方程式&4*'如下!

5!

-

j!

%

"$ k

!

-#

F78

!

"$#

式中!!

-

为-时刻的有机药物浓度%@.+A)!

%

为

有机药物的初始浓度%@.+A)

!

为反应的修正系数%

@N<

F$

)7为反应的速率常数%@N<

F$

*

拟合结果表明%富集菌液对 87B$!89的降解

均能较好地满足修正后的一级动力学特征"9

4

i

%&'#%富集菌液对 87B的降解动力学方程为!!

-

j

!

%

"$ k$2-#

F$+=

%拟合系数 9

4 为 %&')')富集菌液对

!89的降解动力学方程为!!

-

j!

%

"$ k)2-#

F$+'

%拟

合系数9

4 为 %&'==*

-"

结论

&

5三个不同地点的沉积物分别以不同的铁锰

氧化物作为电子受体富集异化金属还原菌%均能取

得一定的富集效果%菌液的"!

3%%

在前 2 > 增长速度

较快%第 = 天达到稳定值%最高可以达到 $&32* 沉

积物6以;<

/

作为电子受体时%对异化金属还原菌

的富集培养效果最好*

'

5富集成功的6F;<

/

菌液以;<

/

作为电子

受体时%能够得到与 DE F$) 纯菌相近的 87B和

!89去除率*

(

5富集菌液对 87B$!89的去除过程能较好

地满足修正后的一级反应动力学模型*
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