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摘要:从银杏根部土壤中分离驯化出 1 株能以MTBE 为唯一碳源生长的菌株 A1 ,经过 16S rDNA序列分析后, 初步鉴定该菌株

为睾酮丛毛单胞菌( Comamonas testosterone) ; 进一步试验研究了微生物接种量、pH 值、温度、MTBE初始浓度等环境因素对 MTBE

降解的影响.结果表明, 菌 A1 降解 MTBE 的最佳条件为: pH 值 710,温度 25e , 接种量 2 mL( D 600= 21523 A) , 初始MTBE浓度 50

mgPL.在此降解条件下, 7 d 后MTBE去除率最高可达 981 89% (与空白实验对比,MTBE 挥发量占 46155% ) .菌 A1 降解MTBE 符

合高浓度底物抑制的酶促反应类型,其基本降解动力学参数 rmax= 01872 d- 1 , Km= 71832 mg#L- 1, K s= 130175 mg#L- 1 .

关键词:MTBE; 生物降解;睾酮丛毛单胞菌( Comamonas testosterone) ; 降解动力学

中图分类号: X172  文献标识码: A  文章编号: 0250-3301( 2009) 06-1785-06

收稿日期: 2008-07-02;修订日期: 2008-09-08
作者简介:张杏青(1983~ ) ,女,硕士研究生,主要研究方向为环境污

染修复, E-mail : zxq916@ 126. com
* 通讯联系人, E-mail: qhhu@ zju. edu. cn

Isolation, Identification of Methyl Tert-Butyl Ether Degradation Strain and Its

Degradation Kinetics
ZHANG Xing-qing, ZHU Miao- jun, HU Qin-hai, WANG Dan, WU L-i li

( Department of Environmental Engineering, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China)

Abstract: A methyl tert-butyl ether degradation strain A1 was isolated from the soil under an old Gingko tree. It was identified preliminarily as

Comamonas testosterone by 16S rDNA sequence analysis. The main factors including inoculation amount of microbes, pH, temperature and

MTBE concentration that may affect the degradation efficiency of MTBE were further studied. The results indicated that the optimum conditions

were as following: pH 710, temperature 25e , inoculation amount of microbes was 2 mL( D 600= 21523 A) , initial MTBE concentration 50

mgPL. Under that condition, MTBE can be reduced by 98189% with seven days ( compared with the blank, the volatilization of MTBE was

461 55% ) . In addition, the biodegradation process of MTBE can be well described by enzymatic reaction of high concentration inhibition, with

the max imum substrate utilization rate 01872 d- 1 , M ichaelis-Menten constant 71832 mg#L- 1, inhibitory constant 130175 mg#L- 1

respectively .
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  甲基叔丁基醚(methyl tertiary butyl ether, MTBE)

是目前世界上无铅汽油中应用最广的添加剂, 可显

著增加汽油辛烷值, 提高燃烧效率
[ 1~ 3]

. 由于 MTBE

性质稳定、水溶性较强、土壤吸附性小等特征
[ 4~ 6]

,

渗透到土壤、地下水中, 可造成持久性污染. 随着无

铅汽油的广泛使用,MTBE在生产、运输和储存过程

中泄漏排放到环境水体中的数量也在不断增加
[ 7, 8]

.

同时毒理学研究表明, MTBE 是一种动物致癌物质

和人体可疑致癌物质
[ 9~ 13]

, 美国环保署 (USEPA)已

将其列为优先控制污染物之一
[ 14]

.

生物修复是一种去除环境污染物经济有效的环

境治理技术
[ 15~ 18]

, 但是微生物降解 MTBE 速度很

慢, 因此国内外研究较少. 但近年来随着MTBE 降

解菌株的发现
[ 19~ 25]

, 微生物降解MTBE 技术备受关

注.本实验通过采集银杏根部土样中的土著微生物

进行驯化分离, 得到降解性能高的单一菌株(代号

A 1 ) ,并试验其对 MTBE的降解效果及动力学过程,

以期为进一步研究 MTBE生物反应器及受MTBE污

染水体的修复提供一定的理论基础.

1  材料与方法

111  主要仪器及试剂
MTBE及其他试剂均为分析纯. 气相色谱仪为

GC-6800A型(山东鲁南瑞虹化工仪器有限公司) ,配

N2000色谱工作站, FID检测器, 石英毛细管柱 VB-

624( 30 m@ 0153 mm @ 1 Lm) , DK-S24数控电显恒温

水浴槽(上海精宏实验设备有限公司) pH0140培养

箱P干燥箱(上海益恒实验仪器有限公司) .

112  MTBE分析方法
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实验采用顶空气相色谱法测定 MTBE, 气相色

谱工作条件为: INT = 200 e , DET = 250 e , 柱温

70 e ,载气( N2 )流速 4315 mLPmin,尾吹 2 mLPmin,H2

流速 40 mLPmin, Air 流速 340 mLPmin, 进样方式为分

流进样,分流比 10B1. 本实验以保留时间定性, 峰面

积外标法定量.

113  土样来源

土样来自百年老银杏树根部土壤, 除去表层 2

cm 部分,在 2~ 10 cm 之间取样而得.

114  培养基

BSM 培养基
[ 26]

( gPL) : Na2HPO4 5157, KH2PO4

2144, NH4Cl 210, MgCl2 # 6H2O 012, MnCl4 # 4H2O

01000 4, FeCl3#6H2O 01001, CaCl2 01001.

驯化培养基: BSM培养基+ 50 mgPL MTBE.

富集培养基:牛肉膏 5 g,蛋白胨 10 g, NaCl 5 g,

蒸馏水1 000 mL, pH 712~ 714.
115  菌种筛选分离

称取 2 g 土壤样本接种于 100 mL 驯化培养基

中,以 MTBE为唯一碳源. 驯化方式为多次投加的方

式,MTBE浓度从 20 mgPL依次增加到 50 mgPL, 并置
于25 e , 150 rPmin的恒温摇床中振荡培养 7 d. 每个

驯化培养周期结束后,取培养液离心( 4 500 rPmin) 10
min,收集菌体, 接入到 100 mL 新鲜培养基中, 开始

下个周期的培养.经过 6周的驯化培养, 在含MTBE

的平板上进行多次划线分离, 纯化后挑取单一菌落

接种于斜面培养基 4 e 冰箱保存.

116  16S rDNA扩增和测序

本实验 16S rDNA扩增的 PCR反应引物为一对

通用引物, 正向引物为: 5c-AGAGTT TGATCCTGGCT

CAG-3c, 反向引物为: 5c- AAGGAGGTGATCCAGCCG

CA-3c. PCR反应体系( 50LL)为:聚合酶缓冲液 5 LL,

dNTP mix 4 LL, 引物 2 LL, Taq 酶 0125 LL, DNA模板
1 LL,无菌水 3715 LL.反应条件: 94 e 预变性 4 min,

94 e 变性 30s, 57 e 退火 50 s, 72 e 延伸 60 s,循环 29

次, 72 e 保温 10 min. 产物进行电泳检测, 纯化测序

工作由上海英骏生物技术有限公司完成.

117  不同因素对MTBE降解的影响

( 1)MTBE初始浓度  在含有不同MTBE 质量浓

度的 BSM培养基中, pH 值为 710, 接入 2 mL A1 菌

液,于( 25 ? 1) e , 150 rPmin条件下好氧培养,每隔 1

d取样分析, 7 d后对比各自降解情况.

(2)接种量  在 MTBE 初始浓度为 50 mgPL左
右, pH 值为 710的 100 mL、BSM培养基中,分别添加

015、2、4和 6 mL、A1 菌悬液( D 600= 21523A) ,于( 25

? 1) e , 150 rPmin摇床培养,分析方法同上, 7 d后对

比各自降解情况.

( 3) 初始 pH 值  在 pH 值分别为 310、510、
710、810和910的MTBE初始浓度为 50 mgPL左右的
BSM培养基中, 接入 2 mL A1 菌液, 于 ( 25 ? 1) e ,

150 rPmin摇床培养, 7 d后对比各自降解情况.

( 4)温度  在含 50 mgPL、MTBE, pH 值为 710的
100 mL BSM培养基中,接入2 mL A1 菌液,于不同温

度, 150 rPmin摇床培养, 7 d后对比各自降解情况.

( 5)共代谢基质  在含 50 mgPL MTBE, pH 值为

710的 BSM 培养基中,接入 2 mL、A1 菌液,分别添加

2 g 乙醇和 2 g甲苯作为共代谢基质,同时以不添加

共代谢基质作对照, 于( 25 ? 1) e , 150 rPmin摇床培

养, 7 d后对比各自降解情况.并用紫外光分光光度

计检测培养液 D 值,观察细胞生长情况.

2  结果与讨论

211  MTBE降解菌的分离鉴定

本实验经分离纯化后得到 1 株能耐受 50 mgPL
左右MTBE质量浓度的细菌菌株 A1 . A1菌株在固体

培养基上生长时呈浅黄色, 菌落直径为 2~ 3 mm,圆

形,低凸起,表面呈干燥, 边缘刺状, 皱缩型菌落;细

胞呈杆状,为革兰氏染色阴性.

结合菌株的形态和 16S rDNA测序结果, 初步鉴

定 A 1 菌 株 为 睾 酮 丛 毛 单 胞 菌 ( Comamonas

testosterone ) ,其系统发育树如图 1所示.

图 1  睾酮丛毛单胞菌( Comamonas testosterone)系统发育树

Fig. 1  Phylogenetic tree of Comamonas testosterone
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212  初始浓度对MTBE降解的影响

图2为不同MTBE初始质量浓度下的降解情况

和空白对照实验(空白挥发为 46155% ) .

可见, 低浓度时, A1 菌对 MTBE 的降解效率随

着MTBE初始浓度的增大而增大;但在高浓度时, 随

着MTBE初始浓度的增加, A1 菌的耐受性明显下

降,降解速率也随之减小.原因可能是 MTBE在低浓

度时可供作基质,用于细胞生长,但在高浓度时则成

为抑制剂,抑制细菌生长并干扰细菌的代谢, 导致部

分菌细胞的死亡,降解效率也随之下降.

图 2  初始浓度对 MTBE降解的影响

Fig. 2  Effect of the initial MTBE concentration on

the degradation of MTBE by culture A1

鉴于此, 实际应用中对低质量浓度 ( 20 ~ 60

mgPL)的 MTBE可直接进行生物处理,而当质量浓度

较高时应先进行预处理后再进行生物处理, 或者选

择能耐受更高 MTBE 浓度的微生物进行修复治理.

据此以下试验中均选择 MTBE 初始浓度为 50 mgPL
左右.

213  接种量对MTBE降解的影响

接种量对MTBE降解的影响见图 3.

由图 3 可知, 接种量由 015 mL 提高到 4 mL,

MTBE 的降解率逐渐增大. 但当接种量进一步增大

时,MTBE降解率不再增加, 反而有所下降. 原因可

能是本试验在密封条件下进行,总氧量一定. 当菌株

浓度大于一定值后菌体间存在好氧竞争, 单位菌体

对应的电子受体就减少, 对底物的降解率就降低. 同

时,菌体量过大, 细胞代谢也会引起培养液环境恶

化,迫使菌体降解率下降.

当接种量为 2 mL 和 4 mL 时, 两者的降解速度

相差不明显,培养 7 d后, 溶液中 MTBE 浓度仅为初

始浓度的 2121% 和 1123% ( MTBE 挥发损失量为

图 3 接种量对 MTBE降解的影响

Fig. 3 Effect of inoculum on the degradation of MTBE by culture A 1

45174% ) .因此,本试验在不额外引入电子受体 (如

氧)的情况下,以添加 2 mL 接种量为佳.

214  初始 pH值对MTBE 降解的影响

图 4为不同初始 pH 值条件下MTBE的降解情

况及空白对照实验(空白挥发损失量为44172%) .

图 4  pH对 MTBE降解的影响

Fig. 4 Influence of pH on the degradation of MTBE by culture A 1

由图4可知, 当 pH 值为 710 时, A 1 菌对 MTBE

的降解率达到最大. 但随着 pH 值的逐渐增大或降

低,降解率开始下降, 尤其是在 pH< 7的酸性条件

下,降解率随着 pH 值的逐渐减小而减小的趋势较

为明显,这说明 A1 菌对碱性环境的适应性强于酸

性.可见,培养液的酸碱度对生物降解有明显影响.

当溶液中的 pH 值超过了生物酶的适应范围就有可

能改变酶蛋白结构, 从而抑制酶的活性.因此,过酸

或过碱均不易于 MTBE 的降解,故在本试验中均选

择初始 pH 值为 710.
215  温度对MTBE降解的影响
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温度对 MTBE 降解的影响见图 5. 从中可知,

MTBE在 25 e 时降解效率最高,降解率可达 97178%
(与空白实验对比, MTBE 挥发量占 44179% ) , 35 e
次之, 5 e 时最差.

图 5  温度对 MTBE降解的影响

Fig. 5  Effect of temperature on the degradat ion of MTBE by culture A1

可见,相同初始MTBE浓度下随着温度的升高,

MTBE 的降解率也随之增加, 但是当温度高于一定

值后,降解率又开始下降.这是由于MTBE 的降解主

要是微生物的酶在起作用, 而微生物产生的酶也有

最适宜温度.低温条件下微生物生长缓慢,代谢活性

差;随着温度的升高, 酶的活性随之增加, 当温度超

过最适宜温度范围之后,酶就逐渐变性, 失去活性,

降解率便开始下降. 因此, 在本实验条件下, 25 e 左

右为A 1菌降解MTBE的最适宜环境温度.

216  乙醇、甲苯的添加对MTBE降解的影响

图6比较了乙醇、甲苯这两类物质的添加对

MTBE降解的影响.

图 6  乙醇、甲苯的添加对 MTBE降解的影响

Fig. 6  Effect of the degradat ion of MTBE with presence of

ethanol or toluene

  从降解曲线看出, 添加一定浓度的乙醇时,

MTBE的降解效率有一定提高. 培养 7 d后, 添加乙

醇的培养液中 MTBE 浓度由 52169 mgPL下降到 0163
mgPL,降解率为 9818% (与空白实验对比, MTBE 挥

发 45136% ) .可见, 添加一定浓度的乙醇对MTBE降

解具有一定的促进作用.相比之下,添加甲苯的培养

液中 MTBE降解效率稍有下降,降解受到一定程度

的限制.

从 D 值的变化曲线可以看出,当培养液中添加

乙醇时,生物量得到迅速提高,反应第 3 d,微生物量

便达到最大值,进入稳定期. 可见, 乙醇的添加给生

物提供了足够的碳源, 使生物量得到积累,从而促进

了MTBE 的去除. 不添加乙醇和甲苯的培养液中微

生物经过1 d的延滞期后, 增长也较为迅速, 第 4 d

就进入稳定期.可见,在接种之前, 菌株经过长期的

驯化培养后,已适应以MTBE为唯一碳源的生长环

境.而添加甲苯的培养液中,细胞数相比原来还有所

下降.原因可能是甲苯对微生物具有一定的毒害作

用,抑制了酶的活性,使微生物产量下降, 从而制约

着溶液中MTBE的有效降解.

217  动力学分析
为考察A 1菌降解MTBE的动力学方程, 本试验

通过MTBE在 0~ 50 mgPL左右的浓度下进行底物浓
度的酶动力学反应. 结果显示不同初始质量浓度下

菌株 A1 的降解反应符合一级动力学特征, 故对

ln[MTBE]和 t 做线性拟合,拟合结果显示了良好的

线性关系,见图 7.

图 7  一级反应动力学线性拟合

Fig. 7  Firs-t order rate relat ionship between ln[ MTBE] vs. time

表 1列出了酶促反应速率常数、半衰期连同相

关系数.结果显示, 所得动力学方程能较好地描述
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A1 菌降解MTBE的反应趋势.

表 1  A1 菌降解 MTBE的实验结果分析

Table 1  Analytical result of degradat ion of MTBE under different init ial

concentrations by culture A1

[MTBE]

Pmg#L- 1

反应速率

kPd- 1

相关系数

R 2 半衰期Pt#d- 1

5104 01398 7 01989 6 11613

13112 01600 94 01984 7 11202

17177 01668 36 01954 7 11103

23138 01695 33 01986 5 11057

32181 01720 92 01992 6 1102

45132 01691 7 01988 4 11062

52159 01608 4 01999 3 1119

  由表 1 可知, 在低浓度时, A1 菌反应速率随

MTBE浓度的增大而增大,当 MTBE浓度达到一定值

后,反应速率达到最大值; 继续增大 MTBE浓度, 反

应速率又开始下降. 因此,从动力学上看,菌A1 降解

MTBE 符合高浓度底物抑制的酶促反应类型. 方程

式为:

r i =
rmax

1+
K m

c
+

c
K i

式中, c为MTBE在溶液中的浓度( mgPL) ; r i为存在

抑制剂时的酶促反应速率( d
- 1
) ; rmax为不存在抑制

剂时的最大酶促反应速率常数 ( d
- 1

) ; Km为米氏常

数; K i为抑制常数.

图 8  A1 菌在低 MTBE浓度下 1Pc 与 1Pr i 之间的关系

Fig. 8  Relationship between 1P[MTBE] vs. 1Pr i during low

initial concentrations by culture A 1

当底物浓度较低时, 以1Pr i 对 1Pc 作图,如图 8.

从中的直线斜率和截距求得动力学参数 rmax= 01872

d
- 1
;米氏常数 K m= 71832 mg#L- 1

.当反应速率达到

      

最大时, c
2
= K m @ K i ,估算抑制常数K i = c

2PK m =

130175 mg # L
- 1
. 因 而 得 到 A1 菌 ( Comamonas

testosterone )降解 MTBE的动力学方程为:

r i =
0. 872

1+ 7. 832
c

+ c
130. 75

3  结论

( 1)成功地从银杏根部土壤中筛选出 1株能降

解MTBE的菌株A1 , 经初步鉴定为睾酮丛毛单胞菌

( Comamonas testosterone) , 为生物降解 MTBE 提供了

菌种资源.

( 2) 通过不同环境因素条件下对 A1 菌降解

MTBE的特性研究, 发现 A1 菌在 25 e 时, pH 值为

710,MTBE 初始浓度为 50 mgPL左右的条件下降解效
果最好.

( 3)研究发现添加一定浓度的乙醇作为共代谢

物质,能提高 A1 菌的生物积累量, 并有利于 MTBE

降解效率的提高.

( 4) A1菌降解 MTBE 的动力学方程符合高浓度

底物抑制的酶促反应类型.
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