
第 ５０ 卷　 第 ２ 期

２ ０ １ ８ 年 ２ 月
　

哈　 尔　 滨　 工　 业　 大　 学　 学　 报

ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＨＡＲＢＩＮ ＩＮＳＴＩＴＵＴＥ ＯＦ ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ
　

Ｖｏｌ􀆰 ５０ Ｎｏ􀆰 ２

Ｆｅｂ． ２０１８

　 　 　 　 　 　
ＤＯＩ：１０．１１９１８ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０３６７⁃６２３４．２０１６１２０８８

阿特拉津降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＺＸＹ－１ 的
分离鉴定及降解动力学

赵昕悦１，２，马　 放１，２，杨基先１，２，王　 立１，２

（１．哈尔滨工业大学 环境学院，哈尔滨 １５００９０；２．城市水资源与水环境国家重点实验室（哈尔滨工业大学），哈尔滨 １５００９０）

摘　 要： 为深化微生物修复技术在阿特拉津降解中的应用，从受农药污染的土壤中分离出一株高效阿特拉津降解菌株 ＺＸＹ－１．
经鉴定（形态特征、生理生化特征、１６ｓ ｒＲＮＡ 序列分析）ＺＸＹ－１ 为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ） ．研究表明，ＺＸＹ－１ 在 １１ ｈ 内可完全

降解初始质量浓度为 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的阿特拉津，降解效率为 ９．０９ ｍｇ ／ （Ｌ·ｈ） ．同时，实验得到 ＺＸＹ－１ 的最适生长条件分别为温度

３０ ℃、ｐＨ ８．０、摇床转速 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ、接种量 ３％．在最适生长条件下，阿特拉津初始质量浓度 ２０～８０ ｍｇ ／ Ｌ 内，菌株 ＺＸＹ－１ 的降解符

合一级动力学方程；在 １００～２５０ ｍｇ ／ Ｌ 内，菌株 ＺＸＹ－１ 的降解符合零级动力学方程．随着初始阿特拉津质量浓度的升高，菌株

ＺＸＹ－１ 的生长受到抑制作用，在降解过程中菌株细胞的生长符合 Ｈａｌｄａｎｅ 生长抑制模型，其相关动力学参数为 μｍａｘ ＝ ０．６９６ ｈ－１，
Ｋｓ ＝９８．５５ ｍｇ ／ Ｌ，Ｋｉ ＝１４２．６ ｍｇ ／ Ｌ．本研究菌株可为含有阿特拉津工农业废水的生物修复提供可行性选择．
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　 　 中国作为农业大国，农药的施用量逐年增加．近
年来，因不合理使用及其难生化降解特性，农药常伴

随着地表径流、干沉降和湿沉降等途径进入地表水

和地下水，造成严重污染．阿特拉津（２－氯－４－乙胺

基－６－异丙胺基－１，３，５－三嗪）是一种人工合成的

化学除草剂，广泛应用于世界范围内，并严重危害自

然界动植物的安全［１－４］ ．在污水处理领域，如何高效

降解阿特拉津是当前的热点问题．微生物修复技术

因其成本低、不产生二次污染等特点已成为降解阿

特拉津的重要技术之一．自 ２０ 世纪 ８０ 年代以来，至
少存在 １９ 个属的微生物被证明具有降解阿特拉津

的能力，包括节杆菌属、红球菌属、不动杆菌属、假单

胞菌属、根瘤菌属、诺卡氏菌属等［５－９］ ．然而，截至目

前，能够高效降解阿特拉津的菌种资源非常有限．例
如，Ｐｏｏｊａ Ｂｈａｒｄｗａｊａ 等［１０］ 分离出的假单孢菌属

ＥＧＤ－ＡＫＮ５能够将阿特拉津完全降解为二氧化碳，
但其降解速率较低，难以进一步推广至实际应用．因



此，为了将微生物修复技术应用于含有阿特拉津的

废水处理中，有必要分离出具有高效降解能力的阿

特拉津降解菌株，并对其降解特性加以研究．
本研究从长期受污染的吉林化工厂的土壤中分

离得到一株高效的阿特拉津降解菌株，并对其进行

鉴定．同时，研究了菌株在不同环境条件下的生长特

性以及对阿特拉津的降解情况，并建立动力学模型

用以表征菌株的生长和降解阿特拉津的能力，以期

为微生物强化修复含有阿特拉津工农业废水的实际

应用提供理论依据．

１　 实　 验

１．１　 细菌的分离与培养

取吉林化工厂受污染土壤样品 １０ ｇ 加入至

１００ ｍＬ含有 １００ ｍｇ ／ Ｌ 阿特拉津的无机盐培养基三

角瓶中，在培养温度为 ３０ ℃、ｐＨ７． ０、摇床转速为

１５０ ｒ ／ ｍｉｎ条件下摇床培养 ７ ｄ，获得富集菌液．再取

１０ ｍＬ富集菌液加入至 １００ ｍＬ 含有 １００ ｍｇ ／ Ｌ 阿特

拉津的无机盐培养基三角瓶中，重复此步骤 ３ 次．将
富集后的菌液进行平板涂布，恒温培养箱培养 ３ ｄ
后获得单菌落．挑取如上单菌落进行平板三区划线，
重复此步骤 ３ 次直至平板上出现形态大小相同的单

菌落，其后将纯菌接入斜面培养基培养 ３ ｄ，４ ℃
保存．

其中，无机盐培养基为：０． ９ ｇ ＫＨ２ ＰＯ４，６． ５ ｇ
Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，３ ｇ 蔗糖，０．２ ｇ ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ，
０．０１ ｇ ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，阿特拉津（固体阿特拉津溶解

于甲醇溶液中制成阿特拉津甲醇储备液）以及 １ ｍＬ
微量元素液溶于 １ ０００ ｍＬ 蒸馏水中．无机盐固体培

养基 ／斜面培养基是在无机盐的成分中另加入琼脂

１８ ｇ ／ Ｌ．
微量元素液为： ０． １ ｇ ＣｏＣｌ２·６Ｈ２ Ｏ， ０． ４２５ ｇ

ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ，０． ０５ ｇ ＺｎＣｌ２， ０． ０１ ｇ ＮｉＣｌ２·６Ｈ２ Ｏ，
０．０１５ ｇ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ，０．０１ ｇ Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ，０．０１ ｇ
Ｎａ２ＳｅＯ４·２Ｈ２Ｏ溶于 １ ０００ ｍＬ 蒸馏水中．
１．２　 菌株的鉴定

将菌体于 ５０ μＬ ＴａＫａＲａ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ 中离心后

取上清作为模板，使用 ＴａＫａＲａ １６Ｓ ｒＤＮＡ 试剂盒进

行 ＰＣＲ 扩增目的片段． ＰＣＲ 反应条件为：９４ ℃预变

性 ５ ｍｉｎ，再经 ３０ 个循环的 ９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，５５ ℃
退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 １．５ ｍｉｎ，而后再经过 ７２ ℃延

伸 ５ ｍｉｎ．使用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ 试剂盒切胶回收目

的片段进行 ＤＮＡ 测序．将测序结果采用 Ｂｌａｓｔ 程序

提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 与已知细菌序列进行比对，使用

ＣｌｕｓｔａｌＸ 及 Ｍｅｇａ 软件进行系统发育树的绘制．最后

将筛选菌株序列提交至 ＮＣＢＩ 数据库并保藏菌株．

对分离到的 ＺＸＹ－１ 降解菌进行革兰氏染色，并
根据伯杰氏细菌鉴定手册（第八版）进行常规生理

生化实验［１１］ ．
１．３　 菌株降解特性研究

将菌体细胞接种至新鲜的液体培养基中（所用

培养基为 １． １ 所述培养基，培养至菌体浓度为

１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ），分别考察菌株在不同的温度（５、１０、
１５、２０、２５、３０、３５、４０ ℃）、ｐＨ（４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、
９．０、１０．０）、摇床转速（０、５０、１００、１５０、２００ ｒ ／ ｍｉｎ）以
及接种量（１％、３％、５％、７％） （体积分数）环境下的

生长特性以及降解特性，并确定最佳的生长及降解

条件． 单一变量改变的同时， 固定温度 ２５ ℃、
ｐＨ ８．０、摇床转速 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ、接种量 ５％，初始阿特

拉津质量浓度 １００ ｍｇ ／ Ｌ 保持不变．９ ｈ 后取样，以不

同温度、ｐＨ、摇床转速以及接种量为横坐标，以阿特

拉津降解率及细菌 ＯＤ６００为纵坐标绘图分析．
１．４　 动力学研究

改变初始阿特拉津质量浓度（２０、５０、８０、１００、１２０、
１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００ ｍｇ ／ Ｌ），在温度

３０ ℃、ｐＨ ８．０、摇床转速 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ、接种量 ３％条件下培

养菌株 ＺＸＹ－１．每隔 １ ｈ 取样待测菌液的 ＯＤ６００值及阿

特拉津质量浓度，研究菌株 ＺＸＹ－１ 在不同初始质量浓

度范围内的生长特性及降解阿特拉津特性．
在研究菌株 ＺＸＹ－１ 降解时，常利用一级动力学

方程进行数据拟合．即
ρ ＝ ρ０ｅｋｔ ． （１）

对式两边同时取自然对数得

ｌｎ ρ ＝ ｌｎ ρ０ ＋ ｋｔ． （２）
式中：ｋ 为一级动力学速率常数（ｈ－１），ρ 为ｔ（ｈ）时刻

的质量浓度（ｍｇ ／ Ｌ），ρ０为初始质量浓度（ｍｇ ／ Ｌ），一
级动力学半衰期为 ｔ１ ／ ２ ＝ ｌｎ２ ／ ｋ．

同时，利用零级动力学方程进行数据拟合，即
ρ ＝ － ｋｔ ＋ ρ０ ． （３）

式中：ｋ 为零级动力学速率常数（ｈ－１），ρ 为ｔ（ｈ）时刻

的质量浓度（ｍｇ ／ Ｌ），ρ０为初始质量浓度（ｍｇ ／ Ｌ）．
在好氧条件下，微生物生长动力学涉及底物的

分解及微生物生物量的增长，采用式（４）计算菌株

ＺＸＹ－ １ 对数生长期的比生长速率 （ μ），并通过

Ｈａｌｄａｎｅ 生长抑制模型（５）进行拟合，即

μ ＝ １
Ｘ

ｄＸ
ｄｔ

． （４）

μ ＝
μｍａｘＳ

Ｋｓ ＋ Ｓ ＋ Ｓ２ ／ Ｋ ｉ

． （５）

式中：μ 为比生长速率 （ ｈ－１ ），Ｘ 为细胞质量浓度

（ｍｇ ／ Ｌ），μｍａｘ为最大比生长速率（ｈ－１），Ｓ 为底物质

量浓度（ｍｇ ／ Ｌ），Ｋｓ为底物半饱和系数（ｍｇ ／ Ｌ），Ｋ ｉ为
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底物抑制系数（ｍｇ ／ Ｌ）．
对式（５）求导，并令该方程的一阶导数为零，可得

Ｖ ＝
Ｖｍａｘ

１ ＋ ２ Ｋｓ ／ Ｋ ｉ

． （６）

此外，得到菌株达到最大比降解速率时对应的阿特

拉津质量浓度，即

Ｓｍａｘ ＝
　 Ｋｓ Ｋ ｉ ． （７）

１．５　 测试及分析方法

阿特拉津的测定：以二氯甲烷作为萃取剂，通过

液液萃取的方法萃取出样品中的阿特拉津，随后将样

品进行 １０ ０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，再经 ０．２２ μｍ 滤膜过滤．
利用高效液相色谱法测定阿特拉津的质量浓度，色谱

条件为：Ｃ１８ 柱，流动相为 Ｖ（乙腈） ∶ Ｖ（水）＝ ６ ∶ ４，
检测波长为 ２２０ ｎｍ，柱温 ３０ ℃，流速１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样

量 ２０ μＬ．
菌体 ＯＤ６００值的测定：菌液 ＯＤ６００值为测定值与

空白对照值的差值（以未接种菌液的选择性培养基

ＯＤ６００值作为空白对照值）．同时，本实验将菌液离心

后收集菌体，再与等量的无菌水混合后重悬菌体测

定 ＯＤ６００值．
菌体细胞质量浓度的测定：将不同时期生长的

菌液离心（１０ ０００ｇ， ５ ｍｉｎ），弃上清液获得菌体并干

燥称重，建立细胞质量浓度 Ｘ 与 ＯＤ６００的线性关系：
Ｘ＝ １７８．２５×ＯＤ６００（ｍｇ ／ Ｌ）．

２　 结果与讨论

２．１　 菌株 ＺＸＹ－１ 的分离及鉴定

从吉林化工厂受污染土壤样品中分离出多株

阿特拉津降解菌，其中，菌株 ＺＸＹ－１ 能够在 １１ ｈ
内完全降解初始质量浓度 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的阿特拉津，
因此，将具有高效降解能力的菌株 ＺＸＹ－１ 作为实

验菌株．
菌株 ＺＸＹ－１ 生理生化特性如表 １ 所示，其为好

氧革兰氏阴性杆菌，结合氧化酶等生化实验，初步判

定该菌株属于假单胞菌属． 如图 １ 所示， 基于

１６ｓ ｒＲＮＡ序列及系统发育树可知，菌株 ＺＸＹ－１ 与

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．具有相似亲缘关系．因此，结合生理

生化分析结果，菌株 ＺＸＹ－１ 归为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ．菌株

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＺＸＹ－１ 已在 ＧｅｎＢａｎｋ 中获得登录

序列号为 ＫＴ７７８８２３，且菌株已在“中国微生物菌种

保藏管理委员会普通微生物中心”保藏，保藏编号

为 ＣＧＭＣＣ Ｎｏ．１０９３６．
表 １　 菌株 ＺＸＹ－１ 生理生化特性

Ｔａｂ．１　 Ｐｈｙｓｉｏ⁃ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＺＸＹ－１

测定项目 结果 测定项目 结果

菌株形状 杆状 亚硝酸盐还原 ＋
菌落形态 边缘整齐，表面光滑 反硝化 ＋
运动性 － 甲基红 ＋

有无鞭毛 － 纤维素分解 －
革兰氏染色 － 淀粉水解 －

接触酶 ＋ 明胶液化 ＋
Ｖ．Ｐ 反应 － 氧化酶反应 ＋

葡萄糖氧化发酵 － 产芽孢 －
硝酸盐还原 ＋ 吲哚反应 －

　 　 　 　 　 　 注：＋阳性；－阴性

0.008 0.006 0.004 0.002 0

P.pseudoalcaligenesJCM5968(AB021379)
P.oleovoransATCC8062(AF094735)
P.oleovoransNBRC13583(AB680450)
P.pseudoalcaligenesStanier63(NR037000)
P.pseudoalcaligenesNBRC14167(NR113653)
P.chengduensisMBR(EU307111)
ZXY-1
P.toyotomiensisHT-3(AB453701)
P.alcaliphilaNBRC102411(NR114072)
P.alcaliphilaAL15-21(AB030583)
P.oleovoransRS1(DQ842018)
P.mendocinaNBRC14162(NR113649)
P.mendocinaATCC25411(AF094734)
P.indoloxydansIPL-1(DQ916277)
P.mendocinaNCIB10541(NR043421)
P.plecoglossicidaNBRC103162(NR114226)
P.xanthomarinaKMM1447(AB176954)
P.chloritidismutansAW-1(NR115115)
P.kunmingensisHL22-2(JQ246444)
P.punonensisLMT03(JQ344321)
P.flavescensNBRC103044(AB681924)

38
50

26

65
26

60

98
31

99
88

97

86

28

32

图 １　 ＺＸＹ－１ 系统发育树

Ｆｉｇ．１　 Ｐｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＺＸＹ－１
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　 　 如表 ２ 所示，菌株 ＺＸＹ－１ 在 ３０ ℃、ｐＨ ７．０、摇床转

速 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ、接种量 ５％ 的生长环境下降解效率为

９．０９ ｍｇ ／ （Ｌ·ｈ）．在相同的生长环境下，菌株 ＡＤＰ 需要

２４ ｈ 才能完全降解初始质量浓度１００ ｍｇ ／ Ｌ的阿特拉

津，降解效率为４．１７ ｍｇ ／ （Ｌ·ｈ）［５］ ．而菌株 ＤＡＴ１ 只能

在 ４８ ｈ 后实现初始质量浓度 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的阿特拉津的

完全降解，降解效率仅为 ２．０８ ｍｇ ／ （Ｌ·ｈ）［１２］ ．由此可

见，菌株 ＺＸＹ－１ 具有高效降解阿特拉津的能力．
表 ２　 阿特拉津降解菌株降解效率比较

Ｔａｂ．２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ａｔｒａｚｉｎｅ⁃
ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

菌株
ρ初始 ／

（ｍｇ·Ｌ－１）

时间 ／
ｈ

降解率 ／
％

降解效率 ／

（ｍｇ·Ｌ－１·ｈ－１）
文献

ＡＤＰ １００ ２４ １００．０ ４．１７ ［５］
Ｎ１８６ ／ ２１ ５５ ４８ １００．０ １．１５ ［１３］

Ｊ１４ａ ５０ ７２ ９４．０ ０．６５ ［１４］
ＡＤ１ ３００ ４８ １００．０ ６．２５ ［２］
ＡＤ２６ ３００ ７２ ９５．０ ３．９６ ［１５］
ＨＢ－５ １００ １８ １００．０ ５．５６ ［１６］
ＡＧ１ １ ０００ ４４ １００．０ ２２．７３ ［１７］

ＤＮＳ１０ １００ ２４ １００．０ ４．１７ ［１８］
ＤＡＴ１ １００ ４８ １００．０ ２．０８ ［１２］
ＨＢ－６ ２００ ２４ ９０．０ ７．５０ ［９］

ＥＧＤ－ＡＫＮ５ １００ ８７ ９８．３ １．８８ ［１０］
ＺＸＹ－１ １００ １１ １００．０ ９．０９ 本研究

２．２　 不同条件下菌株 ＺＸＹ－１ 的生长与底物的降解

将 １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌液作为接种初始质量浓

度，优化菌株 ＺＸＹ－１ 的生长及降解条件，同时，研究

菌株 ＺＸＹ－１ 在不同温度、ｐＨ、摇床转速、接种量条

件下的生长特性以及菌株对阿特拉津的降解特性．
温度是影响微生物新陈代谢最重要的因素，每

种微生物都有其各自的最适生长温度范围，超过最

适生长温度范围会使微生物的生长受到抑制作

用［１９］ ．如图 ２（ａ）所示，随着生长温度由 ５ ℃增加至

３０ ℃，菌株 ＺＸＹ－１ 对阿特拉津的降解率由 １９．２％
增加至 １００％，菌株的生长 ＯＤ６００ 值由 ０．１１ 增加至

０．７２．再随着温度由 ３０ ℃升高至 ４０ ℃，阿特拉津降

解率及生长 ＯＤ６００值均逐渐降低．因此，菌株 ＺＸＹ－１
最适生长温度为 ３０ ℃ ．

ｐＨ 是影响微生物生长及物质降解的一个重要

参数，过高或过低的 ｐＨ 都可能严重影响微生物对

营养物质的运输和吸收［２０］ ．如图 ２（ｂ）所示，阿特拉

津降解率及菌株生长 ＯＤ６００值随着 ｐＨ 的增加呈现

先升高再降低的趋势．在初始 ｐＨ 为 ５ ～ ９ 内，菌株

ＺＸＹ－１ 均能够在 １２ ｈ 内降解 ７０％以上的阿特拉

津，说明在偏酸性及偏碱性的环境条件下，菌株有较

强的耐酸及耐碱能力．当初始 ｐＨ 为 ８．０ 时，阿特拉

津的降解率为 ９５．８％，ＯＤ６００值为 ０．７１，为最佳生长

ｐＨ．即在 ｐＨ ８．０ 的环境下既有利于菌株 ＺＸＹ－１ 降

解阿特拉津，又有利于菌株 ＺＸＹ－１ 自身生长．
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图 ２　 不同生长条件对 ＺＸＹ－１ 生长及 ＺＸＹ－１ 降解阿特拉津的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＺＸＹ－１ ａｎｄ ａｔｒａｚｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
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　 　 如图 ２（ ｃ）所示，阿特拉津降解率及菌株生长

ＯＤ６００值随着摇床转速的增加而增加．当摇床转速达

１５０ ｒ ／ ｍｉｎ时，阿特拉津降解率最高，可达 ９６．４％．其
原因是 ＺＸＹ－１ 为好氧细菌，不同的摇床转速会导致

培养基内不同的溶解氧含量，摇床转速过低会导致

培养基内溶解氧含量较低，摇床转速越高，培养基内

溶解氧含量越高，但转速过高会减弱酶与阿特拉津

接触的机会，从而影响菌株的生长代谢．当摇床转速

达 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 时，培养基内的溶解氧质量浓度基本

达到饱和状态，此时为最佳的菌株生长溶解氧质量

浓度，再进一步加快转速也难以提高溶解氧质量浓

度．因此，１５０ ｒ ／ ｍｉｎ 为最佳摇床转速．
如图 ２（ｄ）所示，阿特拉津降解率及菌株生长

ＯＤ６００值随着接种量的增加呈现先增大后降低的趋

势．当接种量由 １％ 增加至 ３％时，阿特拉津的降解

及菌株的生长较为显著，其降解率及 ＯＤ６００值分别由

７３．２％增加至 ９６．４％，０．５１ 增加至 ０．７２．然而，随着接

种量增加至 ５％后，再继续增加接种量会导致阿特

拉津降解率及细胞生长能力的降低．其原因是过量

的菌体加入培养基后，菌体之间相互竞争有限的阿

特拉津，从而导致菌体生长缓慢，生物量降低，菌体

降解阿特拉津能力也随之减弱． 因此，在接种量

１％～９％范围内，３％为最适比例接种量．
综上，通过研究不同条件下菌株的生长以及底

物的降解，得到最优的单因素条件为温度 ３０ ℃、ｐＨ
８．０、摇床转速 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ、接种量 ３％．在此条件下，菌
株 ＺＸＹ－１ 能够在 ９ ｈ 内降解 ９６．４％的阿特拉津，其
降解效率为 １１．１ ｍｇ ／ （Ｌ·ｈ）．
２．３　 不同初始质量浓度对菌株 ＺＸＹ－１ 生长以及降

解的影响

　 　 不同的初始质量浓度会影响微生物的活性，高
质量浓度的污染物可能会抑制微生物的生长，也有

可能刺激微生物自身的繁殖［２１］ ．因此，在最优的单

因素生长条件下，即温度 ３０ ℃、ｐＨ ８．０、摇床转速

１５０ ｒ ／ ｍｉｎ、接种量 ３％，考察菌株 ＺＸＹ－１ 在不同阿

特拉津初始质量浓度下对底物的降解能力以及菌株

生长能力．
如图 ３ 所示，在阿特拉津初始质量浓度为 ０ ～

４５０ ｍｇ ／ Ｌ 时，菌株能够在不同的时间内完全降解阿

特拉津，但降解速率却各不相同．在阿特拉津质量浓

度为 ２０ ｍｇ ／ Ｌ 时，５ ｈ 内阿特拉津能够完全被降解，
并且没有延滞期的出现．当阿特拉津初始质量浓度

为 ３００ ｍｇ ／ Ｌ 时，底物的降解受到明显的抑制，出现

了 ５ ｈ 的延滞期，要达到完全降解需要延长降解时

间至 １５ ｈ．当阿特拉津初始质量浓度为 ５００ ｍｇ ／ Ｌ
时，降解延滞期约为 １０ ｈ，且在 ２５ ｈ 内不能将阿特

拉津完全降解．因此，高质量浓度的阿特拉津会导致

菌株降解阿特拉津延滞期的延长．

500

400

300

200

100

0 5 10 15 20 25
t/h

ρ(
阿
特
拉
津
)/(
m
g?
L-

1 )

20mg/L
50mg/L
80mg/L

100mg/L
120mg/L
150mg/L

200mg/L
250mg/L
300mg/L
350mg/L
400mg/L
450mg/L
500mg/L

图 ３　 菌株在不同质量浓度下降解图

Ｆｉｇ．３　 Ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＺＸＹ－１ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｎｉｔｉａｌ ａｔｒａｚｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

如图 ４ 所示，随着阿特拉津初始质量浓度的不

断提高，菌体浓度也不断增加，由初始质量浓度

２０ ｍｇ ／ Ｌ时 ＯＤ６００ 值 ０． ０６ 增加至初始质量浓度

５００ ｍｇ ／ Ｌ 时 ＯＤ６００值 １．１２．其原因是菌株随着时间

通过利用阿特拉津自身繁殖，从而使生物量增加，并
保持较高的生长代谢活性．菌株经过不同时间的延

滞期后，能够较快地进入对数生长期．然而，细胞生

长的延滞期随着初始阿特拉津质量浓度的增加而相

应地延长．当初始阿特拉津为 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 时，延滞期小

于 １ ｈ，随着阿特拉津的质量浓度增加到 ４００ ｍｇ ／ Ｌ，
延滞期延长为 ５ ｈ，这表明高质量浓度的阿特拉津会

抑制菌体细胞的生长，导致菌株生长缓慢．
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图 ４　 菌株在不同质量浓度下生长图

Ｆｉｇ．４　 Ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＺＸＹ－１ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｉｔｉａｌ
ａｔｒａｚｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．４　 菌株 ＺＸＹ－１ 降解阿特拉津的动力学研究

建立动力学模型对表征菌株的降解能力、理论

研究和实际应用都有重要的指导意义．根据不同初

始质量浓度下菌株 ＺＸＹ－１ 的生长以及降解情况研

究菌株降解阿特拉津的动力学性能．
如表 ３ 所示，当阿特拉津初始质量浓度低于

８０ ｍｇ ／ Ｌ时，阿特拉津的生物降解过程符合一级动

力学方程．此时，阿特拉津比降解速率与阿特拉津质

量浓度呈正相关，阿特拉津的质量浓度成为影响菌
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株比降解速率的限制因子．在初始阿特拉津质量浓

度为 ２０、５０、８０ ｍｇ ／ Ｌ 时，半衰期分别为 １．１２、１．５４、
１．５８ ｈ，降解速率常数分别为 ０．６１７、０．４５１、０．４３８ ｈ－１ ．
然而， Ｓｉｒｉｐａｔｔａｎａｋｕｌ 等［２２］ 研究阿特拉津降解菌株

ＭＣ１、ＭＣ２、ＭＣ３ 及 Ｊ１４ａ 在初始质量浓度 ０．１ ｍｇ ／ Ｌ
下的一级降解动力学，４ 株细菌的降解速率常数为

０．１１、０．１０、０．０６ 及 ０．０８ ｈ－１，其降解速率常数值远小

于 ＺＸＹ－１ 在低质量浓度下降解阿特拉津的速率常

数．Ｍａｒｉｏｎ Ｄｅｖｅｒｓ 等［２３］ 研究菌株 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．
ＡＤＰ 及菌株 Ｃｈｅｌａｔｏｂａｃｔｅｒ ｈｅｉｎｔｚｉｉ 在初始质量浓度

１５ ｍｇ ／ Ｌ 下的一级动力学降解速率常数分别为

０．０５２ ７和 ０．０２１ ９ ｈ－１，而在初始质量浓度 ６０ ｍｇ ／ Ｌ
下的一级动力学降解速率常数分别为 ０．０１２ ８ 和

０．００７ ９ ｈ－１，其数值也远小于 ＺＸＹ－１．
另如表 ３ 所示，当阿特拉津初始质量浓度在

１００～２５０ ｍｇ ／ Ｌ 时，菌株的生物降解过程可用零级动

力学模型进行拟合，此时的降解速率与底物质量浓

度无关，阿特拉津的质量浓度已不是菌株降解的限

制因子．在初始阿特拉津质量浓度为 １００、１２０、１５０、
２００、２５０ ｍｇ ／ Ｌ 时，菌株降解半衰期分别为 ６．１５、
６．２４、６．３７、６．３０、６．９９ ｈ．然而，刘娜等［２４］ 研究了阿特

拉津降解菌株 Ｗ４ 在初始阿特拉津质量浓度为 ３３、
２２ 和 １０ ｍｇ ／ Ｌ 时，阿特拉津的降解符合零级降解动

力学方程，其半衰期延长至 ２．２、２．０ 和 ２．３ ｄ．当初始

阿特拉津质量浓度高于 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ 时，Ｒ２也明显下降，
菌株 ＺＸＹ－１ 的降解基本不再符合零级动力学方程．
表 ３　 菌株在阿特拉津初始质量浓度小于 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ 内的降

解动力学方程

Ｔａｂ．３　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ＺＸＹ － １ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｎｉｔｉａｌ ａｔｒａｚｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （＜２５０ ｍｇ ／ Ｌ）

ρ ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
拟合方程

降解速率

常数 ／ ｈ－１

ｔ１ ／ ２ ／

ｈ
Ｒ２

２０ ｌｎ ρ＝－０．６１７ｔ＋３．８１４ ０．６１７ １．１２ ０．９８３
５０ ｌｎ ρ＝－０．４５１ｔ＋４．６７９ ０．４５１ １．５４ ０．９８３
８０ ｌｎ ρ＝－０．４３８ｔ＋５．２００ ０．４３８ １．５８ ０．９７９
１００ ρ＝－９．１９ｔ＋１１３ ９．１９０ ６．１５ ０．９９３
１２０ ρ＝－１０．０９ｔ＋１２６ １０．０９０ ６．２４ ０．９９４
１５０ ρ＝－１２．７２ｔ＋１６２ １２．７２０ ６．３７ ０．９９６
２００ ρ＝－１７．６５ｔ＋２２２．５ １７．６５０ ６．３０ ０．９９６
２５０ ρ＝－１９．９１ｔ＋２７８．３ １９．９１０ ６．９９ ０．９９２

　 　 采用 Ｈａｌｄａｎｅ 生长抑制模型模拟菌株在不同初

始阿特拉津质量浓度下的生长动力学过程，通过

Ｍａｔｌａｂ ２０１５ｂ 软件利用非线性最小二乘法对实验数

据进行拟合，拟合结果如图 ５ 所示．菌株降解阿特拉

津过程中的细胞生长动力学参数为：μｍａｘ ＝ ０．６９６ ｈ－１，
Ｋｓ ＝９８．５５ ｍｇ ／ Ｌ，Ｋｉ ＝１４２．６ ｍｇ ／ Ｌ．因此，菌株生长动力

学方程为

μ ＝ ０．６９６Ｓ
９８．５５ ＋ Ｓ ＋ Ｓ２ ／ １４２．６

．

式中 μｍａｘ为 ０．６９６ ｈ－１，μｍａｘ值越高，菌株降解阿特拉

津能力越强．Ｍａｒｉｏｎ Ｄｅｖｅｒｓ 等［２５］研究了 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ． ＡＤＰ 在 ２８ ℃、ｐＨ 为 ６．６ 的生长环境下最大比生

长速率为 ０． ０３５ ｈ－１，因此，可以进一步证明菌株

ＺＸＹ－１ 的高效降解阿特拉津能力．
另根据式（７）可求得 Ｓｍ ＝ １１８．５ ｍｇ ／ Ｌ，即达到最

大比降解速率时，最大底物质量浓度为 １１８．５ ｍｇ ／ Ｌ，
此质量浓度为菌株 ＺＸＹ－１ 降解阿特拉津的最佳质

量浓度．当阿特拉津质量浓度小于 １１８ ｍｇ ／ Ｌ 时，菌
株对阿特拉津的比降解速率随着阿特拉津质量浓度

的增加而升高；当阿特拉津质量浓度大于 １１８ ｍｇ ／ Ｌ
时，菌株对阿特拉津的比降解速率随着阿特拉津质

量浓度的增加而降低，呈现底物抑制生长模式．若考

虑实际应用，因实际工农业污水中的阿特拉津质量

浓度为 μｇ ／ Ｌ 数量级，在水体环境中，阿特拉津的生

物降解会按照一级反应动力学模式进行，较高质量

浓度阿特拉津对菌株的生长和降解的影响可以忽

略．因此，菌株 ＺＸＹ－１ 能够为含有阿特拉津工农业

废水的生物修复提供可行性选择．
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图 ５　 菌株在不同质量浓度下比生长速率

Ｆｉｇ．５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ＺＸＹ － １ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｔｒａｚｉｎｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

３　 结　 论

１）从吉林化工厂土壤样品中分离出一株高效

阿特拉津降解菌 ＺＸＹ－１，综合菌体形态特征、生理

生化分析及 １６ｓ ｒＤＮＡ 分子鉴定结果，确定菌株属于

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．
２）菌株 ＺＸＹ－１ 生长以及菌株 ＺＸＹ－１ 降解阿特拉

津的最优条件为温度 ３０ ℃、 ｐＨ ８． ０、摇床转速

１５０ ｒ ／ ｍｉｎ、接种量３％．在最佳条件下，菌株ＺＸＹ－１ 能够

高效降解阿特拉津，其降解效率可达 １１．１ ｍｇ ／ （Ｌ·ｈ）．
３）降解动力学分析表明在低质量浓度阿特拉

津范围内（＜８０ ｍｇ ／ Ｌ），降解过程符合一级降解动力

学模型；在阿特拉津质量浓度为 １００ ～ ２５０ ｍｇ ／ Ｌ 内，
降解过程符合零级降解动力学模型．过高的阿特拉

津质量浓度能够抑制菌株 ＺＸＹ － １ 的细胞生长，

·７８·第 ２ 期 赵昕悦，等：阿特拉津降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＺＸＹ－１ 的分离鉴定及降解动力学



Ｈａｌｄａｎｅ 生长抑制模型能够较好地拟合菌株以阿特

拉津为单一底物的生长动力学性能，其相关动力学

参数为 μｍａｘ ＝ ０． ６９６ ｈ－１， Ｋｓ ＝ ９８． ５５ ｍｇ ／ Ｌ， Ｋ ｉ ＝
１４２．６ ｍｇ ／ Ｌ（Ｒ２ ＝ ０．９５３ ６）．
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