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球形红假单胞菌对三苯基锡的降解性能研究
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摘要:以 1 株对三苯基锡( triphenyltin，TPT) 有高耐受性的 球 形 红 假 单 胞 菌 (Rhodopseudomonos spheroids)X-5 为 对 象，进 行 TPT

的微生物降解实验，研究了 R. spheroids 对 TPT 降解特性 . 结果表明，R. spheroids 对 TPT 有良好降解效果 . 30℃ 是其最佳生长温

度，对 TPT 的降解活性最大 . 干重为 0. 49 g·L － 1
的 湿 菌 体，在 3h 内 对 TPT 的 降 解 率 为 13. 82% ～ 47. 29% . 在 双 蒸 水、人 工 海

水、培养基和江水等不同的降解介质中进行的实验表明，天然 江 水 最 利 于 菌 体 对 TPT 的 降 解，江 水 中 的 土 著 微 生 物 对 其 降 解

TPT 具有协同作用 . R. spheroids 对 TPT 的降解过程主要是通过菌体快速吸附，TPT 进入细胞内，靠胞内酶进行初步降解，之后

菌体细胞将 TPT 及其中间产物返回到细胞外，靠胞外酶进一步降解，24 h 内菌体产生的胞外酶对 TPT 的降解达到 71. 64% .
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Abstract:The biodegradation of triphenyltin ( TPT ) by Rhodopseudomonos spheroids was investigated in this study. The results
illuminated that R. spheroids was an effective strain for the biodegradation of TPT. The maximum removal ratio was attained when the
growth temperature of R. spheroids was 30℃ . After treating for 3 hours，the removal ratios of 3 mg·L － 1 TPT were 13. 82% to 47. 29%
using 0. 49 g·L － 1 (based on dry weight) biomass of R. spheroids. The experiments on biodegradation of TPT were carried out in double-
distilled water，simulated seawater，culture medium and river water，respectively. The results demonstrated that river water was optimal
for the biodegradation since the indigenous microorganisms in water synergistically increased the removal ratios of TPT. Extracellular
enzyme produced by R. spheroids was also effective on the degradation of TPT，and 71. 64% of TPT was degraded by this way within 24
hours. The experiments also revealed that the biodegradation process of TPT included biosorption by cell wall，TPT entering cells，and
initial degradation by intracellular enzyme，then the TPT and intermediate products backing out of cells to be degraded by extracellular
enzyme.
Key words:Rhodopseudomonos spheroids; triphenyltin;organotin; biodegradation; extracellular enzyme

有机锡化合物 (OTC) 广 泛 应 用 于 PVC 的 稳 定

剂、杀虫剂，特别是防污涂料中 . OTC 作为防污涂料

可以防止海洋附着生物如海草、海绵水螅虫等软体

动物对船体、海 洋 建 筑 及 钻 井 平 台 等 的 污 损 . 但 是

OTC 兼有重金属和持久性有机污染物的特性，具有

高毒性、持久 性 和 生 物 富 集 性，已 导 致 包 括 软 体 动

物、鱼类和哺乳动物在内的物种发生性畸变、行为改

变、免疫力下降、机体功能失调，并会通过食物链的

富集影响生态系统，已引起了世界组织和众多政府

的重视
［1 ～ 5］.

OTC 在水体中的迁移转化途径包括光解，沉积

物的吸附 与 解 吸 作 用
［6，7］，生 物 富 集 以 及 生 物 降 解

作用 . 在 这 些 途 径 中，只 有 光 解 和 生 物 降 解 能 将

OTC 从环 境 中 去 除，而 那 些 不 暴 露 于 紫 外 线 下 的

OTC 的去除主要靠微生物作用
［8，9］. 因此，开展 OTC

的微生物吸附降解研究，对修复被该类污染物污染

的生态环境，并阐明其生物降解与转化机制，具有重

要的意义 . 目前，有 关 水 体 OTC 的 研 究 涵 盖 了 OTC
的 检 测

［10，11］、区 域 分 布
［12］、迁 移

［13，14］、生 物 毒

性
［15，16］、生物富集性

［4，17，18］
和污染指示生物

［19，20］
等

内容 . 但是，有关水体 OTC 微生物降解方面的 研 究

鲜见报道
［21，22］. 本课题组筛选得到 1 株可降解三苯

基锡(TPT) 的克雷 伯 氏 菌，并 对 其 降 解 特 性 进 行 了

深入研究，发现菌体、分泌物、胞内酶均对 TPT 有良

好降解作用
［23 ～ 25］.

本研究继续以三苯基锡(TPT) 作为代表性 OTC
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污染物，探讨了 1 株球形红假单胞菌对其生物降解

特性，同时考察其在不同水质体系中的降解情况，以

期为环境 OTC 污 染 的 生 物 修 复 和 降 解 机 制 进 一 步

研究提供基础数据 .

1 材料与方法

1. 1 实验试剂和材料

实验菌种:实验室筛选驯化保藏的 1 株球形红

假单胞菌，命名为 X-5.
实验试剂:三 苯 基 氯 化 锡 ( TPT) 和 甲 醇 购 买 于

Sigma-Aldrich 公司;牛 肉 膏、蛋 白 胨、葡 萄 糖、NaCl、
Na2HPO4·12H2O、KH2PO4、NH4Cl、MgSO4、无 水

Na2 SO4 等购买于广州化学试剂厂;乙酸乙酯购买于

天津市富宇精细化工有限公司 .
三苯基氯化锡储备液:用甲醇溶解三苯基氯化

锡，配制成 1 g·L － 1
的储备液，4℃ 保存待用 .

1. 2 培养基和培养条件

营养培养基:牛肉膏 3 g，蛋白胨 10 g，NaCl 5 g，

蒸馏水 1 000 mL，pH 为 7. 4 ～ 7. 6.
无机 盐 培 养 基 (M9) :Na2HPO4·12H2O 8. 7 g，

KH2PO4 3 g，NaCl 0. 5 g，NH4Cl 1 g，MgSO4 0. 49 g，

蒸馏水 1 000 mL.
人工 海 水

［26］: NaCl 24. 7g，MgCl2·6H2O 13g，

Na2 SO4·10H2O 9g，蒸馏水 1 000 mL.
所有培养基均 121℃ 高压蒸汽灭菌 30 min.
培养条 件:除 特 殊 说 明 外，均 30℃ 恒 温 摇 床 振

荡避光培养，转速为 130 r·min － 1 .
1. 3 菌株对 TPT 的生物降解实验

1. 3. 1 菌悬液的制备

用已 灭 菌 的 接 种 环 挑 取 1 环 固 体 培 养 的 菌 体

X-5，以无菌操 作 接 入 50 mL 已 高 压 蒸 汽 灭 菌 的 营

养培养液中活化 24 h，离心(6 000 r·min － 1 ，20℃ )15
min，用缓冲 液 洗 涤 2 次，每 支 离 心 管 加 入 2 mL 的

M9 培养液，制成菌悬液备用 .
1. 3. 2 TPT 的生物降解

往 TPT 浓度为 3mg·L － 1
的培养液中接入 1 mL

菌悬液使总体系为 20 mL，130 r·min － 1、30℃ 条件下

恒温避光培养 .
1. 4 分析方法

1. 4. 1 样品的预处理

取出样品后，加入 100 mg NaCl，用 HCl 溶液调

节样品 pH 至 2，之后用乙酸乙酯萃取 2 次
［27］，萃取

液于 6 000 r·min － 1 ，4℃ ，离 心 8min，上 清 液 加 无 水

硫酸 钠 脱 水 后，于 40℃ 旋 转 蒸 发 至 干，用 流 动 相

(V甲 醇 ∶ V水 ∶ V0. 1% 三 氟 乙 酸 溶 液 = 50∶ 45∶ 5) 定容至 10 mL.
1. 4. 2 检测方法

利用岛津高效液相色谱仪( Shimadzu，Japan) 进

行检测 . 色谱柱 为 Shim-pack VP-ODS(150 mm)、柱

温为 25℃、流动相 流 速 为 1. 000 mL·min － 1、进 样 量

为 20 μL、紫外检测波长为 206 nm.

2 结果与分析

2. 1 降解时间对 TPT 降解的影响

图 1 是 0. 490 0 g·L － 1
投菌量 ( 干重) 在短时间

内对 TPT 的降解情况 . 从图 1 可知，15 ～ 90 min 内，

菌 X-5 对 TPT 的降解速度缓慢，90 ～ 120min 内降解

速度迅速 上 升，在 120 min 达 到 最 大 值，降 解 率 为

45. 20% ，之 后 则 变 得 稳 定，为 45. 20% ～ 47. 29% .
这说明菌 X-5 在短时间内对 TPT 的降解 是 一 个 快

速的过程 . 在 120 min 之 后，随 时 间 延 长，菌 对 TPT
没有进一步降解 .

图 1 降解时间对菌降解 TPT 的影响

Fig. 1 Degradation of TPT by cell of R. spheroids vs time

2. 2 胞外酶对 TPT 的降解作用

为了考察 X-5 胞外酶对 TPT 降解效果的影响，

按总体系 2% 接入菌悬液，30℃ ，130 r·min － 1
培养条

件下活化 24 h，离心，取上清液 20 mL，进行 TPT 的

降解实验 . 实验结果表明其降解效果明显，如图 2 所

示，TPT 的 降 解 率 随 时 间 的 延 长 而 提 高，24 h 达 到

61. 44% ，之后其 增 长 速 度 趋 于 平 缓，48h 的 降 解 率

为 69. 10% . 综合 2. 1、2. 2 节的实验结果，菌体细胞

对 TPT 的降解在 2 h 达到最大值，体系中 TPT 残余

浓度为 1. 887 mg·L － 1 ，而胞外酶在 2 h 对 TPT 的降

解率较低，可见 TPT 在 2 h 内快速被菌体吸附，并可

能作为碳源被微生物利用，实现降解 . 之后随着 TPT
积累过多，不利于菌体生长，微生物通过膜蛋白物质

运输机制主动把部分 TPT 运输到细胞外，体系中的

TPT 浓度随时间逐渐增多，6 h 为 2. 600 mg·L － 1 . 在

胞外，菌 体 依 靠 胞 外 酶 对 TPT 进 一 步 降 解，溶 液 中
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TPT 浓 度 在 6 h 之 后 快 速 降 低，24 h 为 1. 318
mg·L － 1 ，实现 TPT 的 生 物 解 毒，图 3 反 映 了 降 解 体

系中 TPT 含 量 随 时 间 的 变 化 . 结 合 图 1 ～ 3 可 以 推

断 TPT 的降解主要是通过菌体快速吸附，TPT 进入

细胞内，靠胞 内 酶 进 行 初 步 降 解，之 后 菌 体 细 胞 将

TPT 及其中间产物解析到细 胞 外，靠 胞 外 酶 进 一 步

降解 . 在这个过程中胞内酶主要是降低了 TPT 的毒

性，并有利于 TPT 及其中间产物在菌体细胞外的进

一步降解 .

图 2 胞外酶随时间变化对 TPT 的降解情况

Fig.2 Degradation of TPT by extracellular enzyme of R. spheroids vs time

图 3 降解体系中 TPT 含量随时间的变化

Fig. 3 Changes of TPT content in the system vs time

生长环境的改变，会使微生物的生理特性发生

变化 . 因 为 菌 X-5 细 胞 内 含 有 类 胡 萝 卜 素，培 养 温

度改变，使菌体在 30℃ ，130 r·min － 1
的培 养 条 件 下

会在培养液中积累有颜色的水溶性代谢产物 . 为了

验证胞外酶 提 取 液 中 水 溶 性 色 素 对 TPT 降 解 是 否

有影响，做了另一组对比实验:按总体系 2% 接入菌

悬液，在 37℃ ，130 r·min － 1
培养条件下( 在此温度下

菌不会 产 生 水 溶 性 色 素) 活 化 24h 的 菌 液 离 心，取

上清液 20 mL，同等条件下进行 TPT 的降解实验 . 实

验结果如图 4 所示，说明胞外酶提取液中的水溶性

色素并不会 对 菌 体 的 胞 外 酶 降 解 TPT 产 生 明 显 的

影响，在降解体系中对 TPT 具有良好降解效果的是

菌体的胞外酶 . 对比菌液的降解效果，胞外酶对 TPT
的降解周期延长了 .

图 4 不同温度下菌体产生的胞外酶对 TPT 的降解

Fig. 4 Degradation of TPT by extracellular enzyme

produced under different temperature

2. 3 TPT 初始浓度对菌降解 TPT 的影响

从图 5 可以 看 出，TPT 在 实 验 设 置 的 浓 度 范 围

内，最终都能被 菌 有 效 降 解，在 降 解 的 过 程 中，96 h
前 TPT 的 浓 度 是 快 速 下 降，之 后 趋 于 平 缓 . 不 同 初

始浓度的 TPT 降解 168 h 后剩余浓度不同，当 TPT
初始浓度分别为 3 mg·L － 1

和 5 mg·L － 1
时，降解 7 d，

体系中 TPT 残余浓度分别为 1. 210 mg·L － 1
和 1. 350

mg·L － 1 ，而当 TPT 初始浓度为 7 mg·L － 1
时，7 d 降解

后体系中残余浓度为 2. 400 mg·L － 1 .
用下列动力学 方 程 式 进 行 菌 X-5 对 TPT 的 生

物降解动力学分析:

1
a － x

= k2 t + B

x
a(a － x)

= k2 t

k2 = 1
t

x
a(a － x)

式中，a 为污染物的初始浓度 (mg·L － 1 ) ，x 为 t 时刻

污染物已反应掉的浓度( 污染物初始浓度减去反应

后体系中污染物的浓度，mg·L － 1 ) . 当 t = 0，x = 0 时，

B = 1
a

. 计算结果表明，菌 X-5 对 TPT 的生物降解

过程符合二级反应动力学，其分析结果如图 5 所示，

动力 学 计 算 参 数 和 结 果 见 表 1. 由 计 算 结 果 可 知，

TPT 浓度 为 5 mg·L － 1
时，降 解 的 半 衰 期 最 短，实 验

结果显示较高浓度的 TPT 有利于菌对其的降解 . 但

是环 境 中 TPT 的 含 量 通 常 很 低，一 般 不 超 过 1
mg·L － 1 . 与 本 实 验 条 件 相 比，环 境 中 的 降 解 菌 与

TPT 接触的机会 较 小 . 而 且 通 过 2. 2 节 实 验 结 果 分

析，TPT 与菌体吸附后，TPT 还要通过跨膜运输进入

细胞内，被胞内酶初步降解，之后再解析到细胞外由
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胞外酶进一步降解 . 上述各种因素决定了 TPT 的降

解周期很长，现有的现场监测结果也表明有机锡的

半衰期长达数月，在沉积物中的半衰期则更长，可达

数年至数十年
［28，29］.

图 5 不同浓度的 TPT 随时间变化的降解情况

Fig. 5 Effect of TPT concentration on degradation

表 1 降解动力学计算结果

Table 1 Kinetic equation of TPT degradatio

TPT 初始浓度

/mg·L － 1 动力学方程
速率常数

/ h － 1
半衰期

/ h
相关系数

(R)

1 1 / c =0. 012 3 t +0. 657 3 0. 012 3 81. 30 0. 953 8

3 1 / c =0. 003 1 t +0. 377 8 0. 003 1 107. 5 0. 875 7

5 1 / c =0. 003 5 t +0. 161 6 0. 003 5 57. 14 0. 997 8

7 1 / c =0. 002 3 t +0. 042 5 0. 002 3 62. 11 0. 968 6

2. 4 降解介质对菌降解 TPT 的影响

2. 4. 1 水中营养盐对 TPT 降解的影响

采用不同类型的水质进行 2h 的 TPT 生物降解

实验，实验结果显示( 图 6) ，天然江水最有利于菌对

TPT 的降解，2h 内降解率 为 51. 39% . M9 培 养 基 和

灭菌的江水次之，人工海水效果最差 .
不同类型的微生物具有不同的适应盐浓度的生

理机制 . 人工 海 水 中 含 有 较 高 浓 度 的 NaCl，会 导 致

较高的渗透压，从而使微生物细胞发生质壁分离，同

时营养吸收和 DNA 复制受到抑制，阻碍了微生物的

生长，进而抑制了微生物对污染物的降解 . 江水采集

于广东珠江，不仅含有微生物生长所需的各种营养

物质，而且通过实验 2. 4. 2 节证明了江 水 中 的 土 著

微生物跟 TPT 降解菌具有协同作用，土著微生物的

存在有力地促进了菌 X-5 对 TPT 的降解 . 灭菌的江

水由于不含有微生物，单独依靠降解菌来降解 TPT，

因此 TPT 的 降 解 率 低 于 天 然 江 水 . M9 培 养 基 是 根

据微生物生长所必须营养物质而配制的无机盐培养

基，里面含有微生物生长所需的氮源、无机盐，但不

含碳源，微生物需充分利用污染物作为碳源来维持

其生长 . 从 实 验 结 果 可 以 看 出，菌 X-5 可 以 较 好 地

利用 TPT 作为碳源，通过降解 TPT，为细胞提供必要

组成成分，又为细胞维持生命活动提供了所需的能

源物质 . 双蒸水不含有任何营养物质，微生物单单依

靠 TPT 作为碳源，生 长 受 到 抑 制，因 此 TPT 降 解 率

势必较低 . 总之，由于不同水中营养程度差异导致了

水中生物量的不同，从而造成了 TPT 生物降解效率

的差异 .

图 6 菌体在不同水质中对 TPT 的降解效果

Fig. 6 Effect of buffers on degradation

of TPT by cell of R. spheroids

2. 4. 2 天然江水中土著微生物对 TPT 降解的影响

为 考 察 天 然 江 水 中 土 著 微 生 物 对 降 解 菌 降 解

TPT 的影响，分 3 种条件设置了对比实验:①往定量

天然江水中添加 TPT，不加菌;②往灭菌的江水中添

加 TPT 和菌;③往天然江水中添加 TPT 和菌，3 组实

验中 TPT 浓 度 均 为 3 mg·L － 1 ，投 菌 量 为 0. 49
g·L － 1 ，并以灭菌的江水为对照 . 实验结果显示，土著

微生物和降解 菌 联 合 作 用，2 h 内 对 TPT 的 降 解 率

达到 51. 39% ，单 独 依 靠 降 解 菌，2 h 的 降 解 率 为

44. 67% ，而 土 著 微 生 物 2 h 对 TPT 的 降 解 只 有

1. 080% . 结果表明天然江水中土著微生物对降解菌

降解 TPT 有 促 进 作 用，两 者 是 协 同 关 系 . 在 协 同 作

用过程 中，土 著 微 生 物 将 难 降 解 的 TPT 进 行 转 化，

减少其对微生物的毒害作用，使其成为更容易被降

解菌 利 用 的 物 质，从 而 促 进 了 降 解 菌 对 TPT 的

降解 .
这里提到的协同作用是指在污染物完全氧化过

程中有多种微生物参与 . 有些污染物不能作为微生

物的唯一碳源和能源以维持其生长，它们只是在微

生物利用生长基质时，被微生物产生的酶降解或成

为不完全氧化产物，这种不完全氧化产物进而可以

被别的微生 物 利 用 并 彻 底 降 解
［30］. 因 而，在 纯 培 养

时不存 在 协 同 作 用，污 染 物 只 是 一 种 截 止 式 转 化

(dead-end transformation) ，而 在 混 合 培 养 和 自 然 环
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境中，这种转化可以为其它微生物的降解作用铺平

道路，以共代谢方式使难降解污染物经过多种微生

物的协同作用而得到彻底分解
［31］.

2. 5 温度对菌降解 TPT 的影响

考虑到实际环境的温度是变化的，为找到菌株

最佳的 降 解 温 度，提 高 其 对 TPT 的 降 解 率，同 时 为

以后原位生物修复提供参考，考察了不同温度下菌

株对 TPT 的降解情况 . 由于天然水体的温度一般不

会超过 35℃ ，所 以 将 菌 株 接 种 于 培 养 体 系，分 别 于

20、25、30 和 32℃ 振荡培养 2 h 后测定其降解率，并

在 2 种不同水质体系中进行对比实验 .

图 7 不同温度、不同体系中菌对 TPT 的降解

Fig. 7 Degradation of TPT by cell of R. spheroids in

different water under different temperatures

温 度 对 微 生 物 的 影 响 包 括 直 接 效 应 和 间 接 效

应，与 TPT 的 微 生 物 降 解 密 切 相 关 . 直 接 效 应 包 括

影响微生物的生长代谢、酶活性、细胞组成和营养需

求等，间接效应包括影响降解体系中溶质分子的溶

解性、离子的运输与扩散、细胞膜渗透压及表面张力

等
［32］. 微生物体中发挥降解作用的酶是一种生物催

化剂，酶分子的化学结构决定了其活性，温度过高会

导 致 酶 构 象 的 破 坏，从 而 丧 失 其 原 有 的 生 物 活

性
［33］，因此其具 有 最 适 反 应 温 度 . 当 环 境 温 度 低 于

最适温度时，酶会失活，无法发挥降解特性，此时升

温可以加快降解反应;当温度过高时，酶会变性而失

活，从而导致降解反应速度随温度升高而降低 . 温度

不仅会对酶产生影响，还会影响微生物细胞内的蛋

白质 . 温度过低，会使菌体细胞内蛋白质的合成速率

降低，进而影响了微生物的生长 . 温度过高，又会使

细胞内生物大分子发生热变性 . 另外，温度的变化还

会改变细胞膜的结构，进而影响了细胞膜对营养物

质的运输 .
如图 7 所示，温度对 TPT 的微生物降解影响显著.

实验结果表明 30℃最有利于菌对 TPT 的降解，此时 2 h
降解率达到 49. 36% . 综合前面的分析，因为 30℃ 是微

生物的最佳生长温度，该温度下菌生物量最大，各种细

胞结构和酶的活性最强. 当温度在 20 ～ 30℃，降解率随

着温度的升高而升高，然而到达 30℃之后进一步升温

并不会带来更高的降解率，但从图 7 可以看出，此时

TPT 的降解率仍然高于 20℃、25℃的降解情况. 这说明

高温比低温更有利于菌株对 TPT 的降解. 对比图 7 中 2
种体系 TPT 的降解效果，又一次说明天然江水更有利

于菌对 TPT 的降解.

3 结论

( 1 ) 球 形 红 假 单 胞 菌 ( Rhodopseudomonos
spheroids) 对 TPT 有良好的降解效果 . 0. 49 g·L － 1

的

菌体( 干重) 在 3 h 内对 TPT 的降解率为 13. 82% ～
47. 29% . TPT 的 降 解 过 程 符 合 二 级 反 应 动 力 学 .
30℃ 是菌最佳生长温度，对 TPT 的降解活性最大 .

(2)R. spheroids 产生的胞外酶对 TPT 有良好的

降解作用，24 h 内对 TPT 的降解达到 71. 64% . 菌体

对 TPT 的降解 过 程 主 要 是 通 过 菌 体 快 速 吸 附，TPT
进入细胞内，靠胞内酶进行初步降解，之后菌体细胞

将 TPT 及其中间产物返回到细胞外，靠胞外酶进一

步降解 .
(3) 对比各种降解介质中菌体对 TPT 的降解效

果发现，天 然 江 水 最 有 利 于 菌 体 对 TPT 的 降 解 . 营

养物质的供给能促进 R. spheroids 对 TPT 的降解，天

然江水中的 土 著 微 生 物 对 吸 附 降 解 菌 降 解 TPT 具

有协同作用，两者联合作用，2 h 内对 TPT 的降解率

达到 51. 39% .
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