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摘!要!从自然界中分离聚乙烯醇"4&5#的降解细菌!经紫外线诱变!得到两株具有单重抗药性的
突变菌株60"67-8!9,:-#和9.$"67--!9,:8#!两者对4&5的去除率分别达到$!;和$2;)将60
和9.$作为亲本菌株进行原生质体融合!并对融合条件进行优化!融合子<"菌株对4&5去除率
达到03)3;!将其培养成活性污泥后!4&5去除率可达20;!是普通活性污泥的三四倍)
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!!聚乙烯醇#4’(QPB:Q(,(M’N’(%简称4&5$是一
种水溶性有机大分子化合物%是纺织工业用量较大
的退浆液)4&5是一种难以生物降解的物质%且分
子的化学性质稳定%在印染工序中以退浆废水的形
式排入江河%并在环境中积累%使被污染的水体表
面泡沫增多%粘度加大&.’%影响好气微生物的活动%

对水体的性能及水体的复氧极为不利)许多行业还
以4&5作为胶料(乳化剂(保护胶(增厚剂(稳定剂
等)国内外从!#世纪0#年代开始对4&5废水的
治理进行了研究%其处理方法分为物化法和生化
法)物化法处理那些组分单一且4&5浓度很高的
废水时才有价值)而在一般情况下%4&5废水成分
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复杂!4&5浓度较低!水量较大!从材料"设备和处
理成本而言!都难以采用该项技术)因此用生化方
法处理较低浓度4&5废水的研究就成为热点)
废水中4&5形成的T@W$#生化需氧量$很低!

含有大量4&5的印染废水中T@W$%J@W#化学需
氧量$小于%#;!可生化性差)过去认为4&5不能
被微生物降解)但.30%年6IRI\B等人&!’从土壤中
分离到.株假单胞菌#!"#$%&’&()"*&+#&,-."$!它
能产生一种 4&5 降解酶!该酶可以氧化并切断

4&5分子)从以后大多数的研究结果看!4&5生物
降解是可行的!关键是筛选高效降解菌)作者从废
水中筛选分离得到高效处理菌株!然后将高效菌株
进行原生质体融合!实现基因重组!融合子的性状
能够通过互补而得到改善!使其对4&5废水的处
理能力得到提高)

B!材料与方法

BCB!实验材料
废水样品!取自郑州市印染厂废水处理厂)

BCD!实验方法

B)D)B!4&5降解高效原始菌株的分离!见文献
&%!"’)
B)D)D!原生质体融合选育4&5降解高效菌!详
见文献&$’)
!!.$紫外线诱变(获得抗药性遗传标记)
!$原生质体的制备与融合(生长曲线的测定"
青霉素预处理"制备菌悬液"溶菌酶处理"原生
质体平板计数"去溶菌酶"亲本原生质体混合"
4UD助融"钙离子处理"再生培养"双抗融合子
的检出)
B)D)E!融合子再生的形态特征观察与4&5降解
初步试验

.$双抗融合子在再生平板检出时!%!]下恒
温培养一周!每隔/N观察一次)
!$将单个融合菌株分别进行4&5降解试验!
方法与原始菌株的相同)
%$比较各种活性污泥降解印染废水的效果)

D!结果与讨论

DCB!从自然界中分离筛选9F?降解高效原始菌株
菌种分离得到$%株纯化菌株!对它们进行印

染废水处理特性的试验)其中%"!0"!.$"!!!"菌
株对总J@WJ-#J-表示氧化剂为酸性条件下的重铬
酸钾$和4&5均有较大的去除率!因此该"株细菌
被选为出发菌株!结果见表.)

表B!高效原始菌的形态特征

4&@CB!G"$:1"’"2-,&’,1&$&,0.$;"(01."$*-%&$31-21.((->

,-.%0;0$&-%;

项目
菌 株

%" 0" .$" !!"

细胞形状 短杆菌 长杆菌 球菌 球菌

细胞大小%
!O

%#
!

#)$̂
"!2

%#
.

%#
.

排列状况 链状 链节状 簇状 簇状

革兰氏
染色

阴性 阳性 阴性 阴性

芽孢 无 无 无 无

平板菌落

乳 白 色!
卷 发 状!
边 缘 隆
起!齿状

乳 白 色!
边 缘 平
滑!齿状

乳 白 色!
圆 形!中
间 隆 起!
边缘齿状

乳白色!不
规则状!扩
展!边缘突
起

半固体
培养基

囊状 漏斗状 芜青状 芜青状

穿刺液体
培养基

不明显 絮状
絮状且
有浮膜

环状

DCD!原生质体融合选育9F?降解高效菌

D)D)B!紫外线诱变处理获得抗药性遗传标记!采
用链霉素#87-KX7’OQMB:8$和卡那霉素#\,:KOQMB:8$
两种药物进行抗药性标记)将%"!0"!.$"!!!"菌
株作为出发菌株!控制2#;!3$;的致死率进行紫
外诱变)诱变处理后的菌悬液经活化培养以后!采
用不同药物浓度和梯度培养皿的方法!分别进行初
筛"复筛)
根据菌落生长速度和耐药性筛选!得到0个单

重抗性菌落!为了防止出现回复突变或性状退化的
现象!所有菌株都经过了$次以上的传代转接!其
中抗药能力遗传稳定性较好的有610!61!!!91%!91
.$等"个菌株!见表!)

表D!突变菌株的抗药性测定

4&@CD!H.;-;0&%,.*.0.$I-%&0-"%"(01.I#0&%0;

菌株

药 物 质 量 浓 度%##C%O>$

.# !# %# "# $# /# 0#
6 9 6 9 6 9 6 9 6 9 6 9 6 9

无药

平板

61%

610

61.$

61!!

91%

910

91.$

91!!
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!注()6*表示含链霉素的培养基!)9*表示含卡那霉素的

培养基+)_*表示生长!)‘*表示不生长)
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D)D)D!原生质体的制备及融合率的正交试验!采
用溶菌酶酶解的去壁方法提取了原生质体)原生质
体融合过程涉及到的因素比较多!每个因素对融合
率的影响有所不同!将这些因素设计成正交试验!
以融合率为惟一的指标!对试验结果进行分析和讨
论"/#!正交试验设计见表%)

表E!正交试验设计

4&@CE!<.;-2%"(01."$01"2"%&’.J:.$-I.%0

水平
因 素

/ 0 1 2 3 4 5

. !# ! #)##$ " !## . .)$

! %# " #)#.# / # % #

% "# / #)#.$ 2

" $# 2 #)#!# .#

!注$/$4UD的质量分数%;&’0$促融时间%OB:&’1$J,!_

处理浓度%O’((>&’2$XH 值’3$添加细胞壁引物量%#>&’

4$紫外线照射原生质体的时间%OB:&!功率.$a!距离%#
MO’5$添加聚乙烯吡咯烷酮的质量浓度%C(S>&)

!!从表"正交试验结果可以看出!不同的实验条
件所得到的融合率有很大的差别!其优化条件为

/%0!1"2%3.4.5.)
表K!正交试验结果

4&@CK!H.;#’0;"(01."$01"2"%&’.J:.$-I.%0

试验

号

因!!素

/ 0 1 2 3 4 5

融合

率

. . . . . . . . #)#0"̂ .#‘$

! . ! ! ! . ! ! #)#".̂ .#‘$

% . % % % ! . ! #

" . " " " ! ! . #)#.%̂ .#‘$

$ ! . ! % ! ! . #)#%2̂ .#‘$

/ ! ! . " ! . ! #)0/.̂ .#‘$

0 ! % " . . ! ! #

2 ! " % ! . . . .)#"2̂ .#‘$

3 % . % " . ! ! %)0!2̂ .#‘$

.# % ! " % . . . ")!0"̂ .#‘$

.. % % . ! ! ! . #)$3.̂ .#‘$

.! % " ! . ! . ! #)!./̂ .#‘$

.% " . " ! ! . ! #

." " ! % . ! ! . #)##3̂ .#‘$

.$ " % ! " . . . %)3$.̂ .#‘$

./ " " . % . ! ! #)##"̂ .#‘$

!!通过表$的正交试验极差分析!得到的优化条
件为/%0!1%2"3.4.5.)按照此优化条件进行验证
实验!结果融合频率达到")/#%̂ .#1$)

表L!正交试验极差分析

4&@CL!6J0$.I#I*-((.$.%,.&%&’3;-;"(01."$01"2"%&’.J>

:.$-I.%0

水平
融合率%̂ .#‘$&

/ 0 1 2 3 4 5
. #).!2 %)2"# .)"%! #)!33.%).!#.#)%!#3)332

! .)2"0 $)#2$ ")!"/ .)/2. .)/!2 ")"!"")0$!

% 2)2#3 ")$"! ")02$ ")%./

" %)3/" .)!2. ")!20 2)"$%

6 2)/2. %)2#" %)%$$ 2).$"..)"3#$)23/$)!"/

!!通过表/的正交试验方差分析可以看到!在所
有因素中!因素3是高度显著的!因素/ 和因素2
的不同水平也对实验结果造成显著的影响!其他因
素也有一定的影响!但相比之下对实验结果不具有
决定性作用7各因素的重要性排序为$3$/$2$4
$5$0$1)

表M!正交试验方差分析

4&@CM!F&$-&%,.&%&’3;-;"(01."$01"2"%&’.J:.$-I.%0

方差
来源
平方
和
自由
度
均方 4值 表值4

显著
性

/ .#7$3. % %7$#% /7#!32

0 !7.!" % #70#2 .7!.22

1 .70"% % #7$2. .

2 37/$" % %7!.2 $7$%22

3 27!$" . 27!$" ."7!#/$

4 !7.0/ . !7.0/ %700"/

5 .)0!. . .)0!. !)3/!0

误差 .)0"% % #)$2.

4#)3$%%!2&b
")#0

4#)33%%!2&b
0)$3

4#)3$%.!2&b
$)%!

4#)33%.!2&b
..)!/

%

%

%%

!注$%表示显著’%%表示高度显著)

D)D)E!融合子降解印染废水4&5初步试验!经
镜检观察!挑选菌落形态有较明显差别的/个融合
子菌落!命名为<1.!<1!!<1%!<1"!<1$!<1/)经摇瓶
实验!发现其降解性能均有不同的变异!见表0)选
择其中效果最好的<1"融合子进行增殖并用于培植
污泥)
把<1"!610!91.$培养成活性污泥!经驯化后和

常规活性污泥进行比较)它们对常规聚乙烯醇废水
%4&5体积分数$##O>(>!XH0)$!2!%!]!."#
-(OB:!!"N&的处理效果见表2)可以看到!以融合
子<1"为优势菌株的活性污泥对4&5的降解率达
到了20;!因为试验条件全部一致!影响降解效果
的因素只有细胞生理方面的特异性变化)这可能是
由于融合以后!菌株中为4&5降解酶系编码的基
因所在的质粒体系发生了变化!使菌株4&5降解
性能得到互补)
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表N!融合子与亲本菌株的9F?降解性能

4&@CN!?@-’-030"*.2$&*.9F?"(01.(#;&%0&%*:&$.%0I#0&%0;

菌 株 4&5去除率!; J@WM-去除率!; 菌 株 4&5去除率!; J@WM-去除率!;

91.$
610
<1.
<1!

.##
3.
23
2/

.##
3%
2#
..#

<1%
<1"
<1$
<1/

3"
.%/
.#"
2!

.#$

.#"
02
3/

表O!不同活性污泥处理9F?废水的效果

4&@CO!P"I:&$-;"%$.;#’0;"(7&;0.7&0.$0$.&0I.%0#;-%201.

*-((.$.%0&,0-=.;’#*2.

活性

污泥

优势降解

菌株

4&5
去除率!;

J@WM-
去除率!;

."

!"

%"

""

$"

常规

91.$

610

<1"

91.$混合610

!3

/%

$3

20

/2

/3

2!

2"

2$

2/

E!结!论

从自然界中分离到"株4&5降解细菌"经紫
外诱变后"得到两株具有链霉素和卡那霉素单重抗
药性的突变株 #610和91.$$"其4&5去除率分别
比原来提高了#)"0倍和#)!0倍)将610和91.$作
为亲本菌株"进行原生质体融合"在优化条件下"融
合率达到")/#%̂ .#‘$)融合子<1"菌株的4&5降
解能力超过亲本菌株"4&5去除率达到03)3;"是
原始菌株的两倍%将<1"菌株培养成活性污泥后"

4&5去除率可达20;"是普通活性污泥的%!"
倍)这充分说明原生质体融合技术在难降解有机工
业废水的生物降解菌育种上是有应用前景的)
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