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微生物处理甲苯废气的菌种选育

郭晓芬， 郑连英
(浙江大学材料与化学工程学院，浙江杭州310027)

摘 要：从土壤中分离筛选出以甲苯为惟一碳源的5种细菌菌株，测定茵体浓度随时间变化曲线，

以较优菌种ZD5作为出发茵株进行紫外诱变，获得优势诱变菌株ZD5A．初步鉴定菌株ZD5A为

假单胞菌，命名为Pseudomonas sp．ZD5A．得出甲苯降解和菌体浓度变化有相关性，且这种较简

便降解挥发性有机废气的菌种评选方法是可行的．
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Screening of Toluene Degrading Bacterial Strains

GU0 Xiao—fen。 ZHENG Lian-ying

(School of Materials Science and Chemical Engineering，Zhejiang University，Hangzhou 310027，China)

Abstract：Toluene has induced some diseases，screening of bacterial strains is necessary for toluene

biodegradation． Five toluene biodegradation strains were isolated and screened from soil，and the

time course of the bacteria growth were also determined．Strain ZD5A obtained by UV mutation

of ZD5 showed the superiority．Through preliminary，identification，it was named as

Pseudomonas sp． ZD5A．The results showed that toluene biodegradation was related with

bacteria growth．Furthermore，this method iS feasible．

Key words：toluene；screening of bacterial strains；relativity

甲苯是应用广泛的重要有机溶剂，有较强的挥

发性和毒性，可通过对人体肝脏的损害，降低造血

功能，引起障碍性贫血．近年来，治理甲苯类有机废

气已成为环保研究领域的热点．生物法处理挥发性

有机废气用的微生物大多是从污染严重的污泥中

进一步驯化得到的菌群[1’2]，处理效果不是很理想，

而且菌群内微生物种类繁多、关系复杂，给研究带

来很大困难．采用人工选育具有较强降解作用的优

势菌株[3]，可缩短达到较高稳态的时间，具有实际

意义．同时，对降解甲苯这样的挥发性有机废气的

菌株的评选存在一定的难度，液态中的甲苯含量测

定方法较复杂Ⅲ，因此找出简单可行的评选方法非

常重要．

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 样品 杭州焦化厂和上海卷烟厂长期受甲

苯等有机挥发性气体污染的土样和污水样．

1．1．2 甲苯杭州化学试剂有限公司提供．

1．1．3诱变剂 物理诱变剂为紫外线，紫外灯功
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率：15 w，波长：2 537 A；化学诱变剂为LiCl晶体，

分析纯．

1．1．4培养基

1)选择培养基(组分g／L)：甲苯10．4，

MgCl2·6H2 O 3．34，KH2 P04 1，NH4Cl 2，

NaH2P()4·3H20 1，FeS04·7H2 O 0．012，

MnS04·7H20 0．003，ZnS04·7H2 O 0．003，

CoS04·7H20 0．001，琼脂12．调节pH值至7．0．

2)富集培养基(组分g／L)：KH。PO。1，

MgCl2·6HzO 3．34，蛋白胨4，(NH4)2 SO；1，

NaH2P04·3H20 1，尿素0．2，FeS04·7H2 O

0．012，MnS04·7H2 O 0．003，ZnS04·7H2 O

0．003，CoS04·7H20 0．001，葡萄糖12，琼脂12．

调节pH值至7．0．

3)斜面保藏培养基(组分g／L)：KH：PO。1，

MgCl2·6H20 3．34，蛋白胨1，NaH2P04·3H20

1，葡萄糖6，(NH。)。SO。1，琼脂12．调节pH值至

7．0．

4)无碳源液体培养基(组分g／L)：KH。PO。1，

MgCl2·6HzO 3．34，NH4Cl 2，NaH2P04·3H20

1，FeS04·7H20 0．012，MnS04·7H20 0．003，

ZnS04·7H20 0．003，CoS04·7H20 0．001．

1．2实验方法

1．2．1 菌种的分离纯化 从10个样品中各取出1

g土样，制得稀释倍数分别为10倍、100倍、1000倍

⋯⋯的菌悬液．分别吸取0．2 mL各浓度的菌悬液

均匀涂在富集培养基平板上，倒置于培养箱内，恒

温30℃培养48 h．挑取长势良好的单菌落接种到

选择培养基上培养．将能够在选择培养基上生长的

菌落作平板划线培养，进行纯种分离，随后将纯种

菌株(共15株)接人斜面保藏培养基试管中并置于

冰箱冷冻保藏．

1．2．2 细菌计数 血球计数板显微镜直接计

数法．

1．2．3 甲苯浓度的测定采用FULl9790气相色

谱仪检测，色谱分析条件：角鲨烷不锈钢填充柱

3 rnX 0．5 mm X 3,am；检测器：FID；检测器温度：

130℃；进样口温度：120℃；柱温：100℃；进样量：

l mL．

1．2．4 菌种的诱变方法

1)紫外诱变法：将出发菌株魁成菌悬液，用显

微镜直接计数法计数，调整细胞浓度为108个／mL．

取直径6 cm无菌培养皿5套，分别加入上述调整好

细胞浓度的菌悬液3 mL，并放入一根无菌搅拌棒．

将上述5套培养皿先后置于磁力搅拌器上，打开培

养皿盖，在距离30 cm、功率为15 W的紫外灯下分

别搅拌照射10，30，60，120，240 S．把经过照射的菌

悬液在无菌水中稀释10q～10书倍，每个稀释度3套

平板，每套平板加稀释液0．1 mL，然后涂平板，用黑

色纸包好，倒置于30。C电热恒温培养箱中培养2

d．以同样的操作，取未经紫外线处理的菌液稀释涂

平板作为对照．选取活菌落数在5～6个左右的平

板观察诱变效应．与对照平板相比较，选取菌落最

大的菌株移接到试管斜面保藏培养基上培养口]．

2)LiCl化学诱变法：将紫外诱变后得到的菌

种制成菌液涂平板，在平板稍靠边的一个位点上放

少许LiCI晶体，然后将平板倒置于30℃恒温箱中

培养24 h．放LiCl晶体的周围出现抑菌圈．取紧靠

抑菌圈外侧的少许菌苔到盛有20 mL富集液体培

养基的三角烧瓶中震荡培养后涂布，涂布后的平板

置30℃恒温箱中培养2 d．选取活菌落数在5～6个

左右的平板观察诱变效应．选取菌落最大的菌株移

接到试管斜面保藏培养基上培养，保藏待用吲．

2结果与讨论

2．1菌株的筛选与分离

从选择培养基组成成分中可以看出，甲苯是惟

一的碳源，所以能够在平板上生长的微生物就是要

筛选的有降解甲苯能力的菌种．将能够在选择培养

基上生长的菌落作平板划线培养，进行纯种分离，

共分离出15个菌株．将分离筛选得到的15个菌株

富集培养后再接种入选择基本培养基上，30℃恒温

培养3 d，挑选出菌落大、长势好的5种细菌菌株

ZDl、ZD2、ZD3、ZD4、ZD5进行初筛和复筛．并对

这5个菌株进行革兰氏染色、芽孢染色及镜检[7]，结

果表见1．其中2株为芽孢杆菌，其它3株为革兰氏

阴性杆菌和球菌．

用细胞计数法比较这5个菌株在甲苯环境中

的生长情况，间接筛出对甲苯降解效果好的菌株．

将这5个菌株(107个／mL)以相同的初始浓度，在以

甲苯为惟一碳源的培养基的摇瓶中，30℃恒温培

养，测出菌体浓度随时间的变化曲线，结果见图1．

这几种菌株在同样的培养条件下菌体浓度随时间

的变化趋势相同，大约15 h后都开始进入对数生长

期．在稳定期时，菌种ZD5的菌体浓度高于其他菌

株，即在含有甲苯的培养基中生长繁殖速度比其它

细菌稍快，由于生长繁殖速度和甲苯降解能力有很

大的相关性，所以，与其它菌株ZDl、ZD2、ZD3、

ZD4相比，ZD5对甲苯有较强的降解能力．
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菌种来源：A为焦化厂土样或污水样，B为卷烟厂污水样；+表示试验结果呈阳性，一表示试验结果呈阴性
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图1菌体浓度随时间的变化曲线图

Fig．1 The time course of the bacteria growth

2．2诱变菌株的筛选

菌种ZD5作为出发菌株，紫外诱变后得到菌落

较大的4个菌落的菌株ZD5A、ZD5B、ZD5C、

ZD5D，比较菌体浓度随时间变化和降解甲苯随时

间变化情况．取6只250 mL锥形瓶，每瓶中加50

mL无碳源液体培养基，然后在空白对照瓶中加0．2

mL无菌水，其它5瓶中分别接人菌体浓度在同一

数量级的5个不同菌株菌悬液0．2 mL，菌体浓度

108个／rnL．菌悬液浓度通过血球细胞计数板确定．

接着往每瓶中加入0．1 mL甲苯，塞上橡皮塞．此橡

皮塞中间插有直径为10 mm的玻璃管，以便取样．

然后，在塞子与瓶口的外面用8层纱布包好，放入

30℃、转速140 r／rain的摇床中恒温培养．间隔一

定时间，通过玻璃管取锥形瓶中液相上方的气体分

析甲苯含量．这样，既保证好氧菌对氧气的利用，又

抑制甲苯的过分挥发。以空白作对照，由此可计算

菌株对甲苯的降解率，甲苯降解率对培养时间作图

见图2．

甲苯降解率(％)一生型[二鱼苎趟×100％
C空白

从表2和图2可以看出，随着培养时间的增加，

各个菌株对甲苯的降解率总体上呈上升的趋势。菌

株ZD5B在培养20 h后对甲苯的降解作用明显，而
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图2不同培养时间下菌种对甲苯的降解率

Fig．2 The toluene elimination efficiencies of five bacte‘

ria at different cultivation time

其它菌株16 h后就开始有明显的降解．相对于原始

菌株ZD5，诱变菌株ZDSA从20 h后能看出它的优

势，培养32 h降解率达到85．2％，远远大于其它的

菌株，因此认为菌株ZD5A为较好的诱变菌株．为

了验证甲苯降解与菌体浓度的相关性是否正确，在

盛有以甲苯为惟一碳源的培养基的5只摇瓶中，考

察这5个菌株在甲苯环境中的生长情况．将5个菌

株以相同的初始浓度107个／mL，于30。C恒温培

养，测菌体浓度随时间的变化曲线，见图3．

由图2和图3可见，甲苯降解和菌体浓度变化

趋势具有一致性，随时间变化都呈上升趋势．而相

对菌体浓度变化来说，甲苯降解率有些滞后．微生

物处于对数生长期阶段，菌体适应了新环境，开始

大量繁殖，所以大量消耗甲苯，从而引起甲苯降解

率的增加，底物的减少影响菌体的生长，菌体浓度

变化大的菌株相应甲苯降解效果好．

紫外诱变后将这4个菌株ZD5A、ZD5B、

ZD5C、ZDSD进行LiCl化学诱变，但所得到菌株的

长势均不如ZD,5▲。故确定长势最好的ZD5A即为

最终的诱变突变菌

2．3菌种ZD5A的初步鉴定结果

依据《常见细菌系统鉴定手册》中的实验方法

结合镜检得到以下结论：菌株ZD5A呈白色，直状
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图3菌体浓度随时间的变化曲线图

Fig．3 The time of course the bacteria

杆菌，(1．5～3．o)×o．3扯m．没有菌柄，也没有鞘．

不产芽孢，革兰氏阴性，好氧，初步鉴定为假单孢

菌，命名为Pseudomonas sp．ZD5A．

3 结 论

1)筛选、分离纯化了能够降解甲苯并以甲苯为

惟一碳源的15种菌株，经初筛后得到了5种降解甲

苯的菌株，对这5种细菌的形态特征进行了观察和

鉴别，并测定了它们在摇瓶培养过程中的生长曲

线．通过对比，菌株ZD5有较强的降解甲苯能力．

2)以筛选出的有降解甲苯能力的野生菌株

ZD5作为诱变出发菌，以紫外光作物理诱变剂对其

进行诱变，得到一株生长更快并有更高甲苯降解效

率的诱变突变株ZDSA．培养20 h后能看出它降解

甲苯的优势，培养32 h降解率达到85．2％，远远大

于其它的菌株，因此认为菌株ZD5A为较好的诱变

菌株．

3)菌种ZD5A被初步鉴定为假单孢菌，命名为

Pseudomonas sp．ZD5 A．

4)甲苯降解和菌体浓度变化趋势具有一致性，

利用菌体浓度变化来筛选优势菌株是一种简单省

时可行的评选方法．
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