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摘要:好氧微生物降解已经被证明是微囊藻毒素( MC)自然转化的主要途径, 但是厌氧降解的作用尚不明确. 为了揭示这一降

解过程,研究了滇池沉积物中混合菌群在厌氧条件下对 MCLR 的降解能力,并考察了环境因素和外加营养源对该过程的影响.

结果表明,厌氧条件下 MCLR在 2 d 内从 5 mgPL迅速降解到检测限以下,说明该菌群在厌氧条件下对MCLR具有较强的降解能

力,并且可以利用 MCLR作为唯一氮源. 在实验温度范围内, MCLR的降解速率随着温度的升高而增大.酸性条件下 MCLR的厌

氧降解缓慢( pH= 510)甚至停止( pH= 310) ,而中性( pH= 710)和碱性( pH 为 910、1110)条件下降解速率没有显著差异. 单独添

加葡萄糖可以产生酸性物质而使体系的 pH 下降,从而抑制 MCLR的降解, 但是同时添加硝酸盐可以消除这一影响. 单独添加

硝酸盐对MCLR 的厌氧降解也有显著的抑制作用,说明硝酸根在这一过程中未被 MCLR 厌氧降解菌用作最终电子受体.以上

结果表明,厌氧降解可能是沉积物中 MCLR转化的另一重要途径,该过程在 MCLR污染治理方面具有潜在的应用价值.
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Abstract: Aerobic biodegradation has been identified as the main attenuation mechanism for microcystin, but the role of anaerobic microcystin

biodegradation remains unclear . To elucidate this process, we assessed the potential for anaerobic microcystin LR biodegradation by sediment

microbial community from Dianchi Lake and evaluated the effects of environmental factors and additional nutrient sources on the rates of

anaerobic biodegradation. The results showed that microcystin LR was rapidly degraded from 5 mgPL to below detection limit within 2 days,

demonstrating that the indigenous microorganisms can efficiently degrade microcystin LR under anaerobic conditions and can use microcystin LR

as a sole nitrogen source. The rates of anaerobic microcystin LR biodegradation increased with increasing incubation temperature within the

experimental range of 15-30e . Anaerobic microcystin LR biodegradation was slower ( pH= 510) or even ceased ( pH = 310) at acidic pH,

but there was no difference in the rates at neutral ( pH= 710) and alkaline ( pH 910, 1110) conditions. The addition of glucose decreased pH

of the culture by producing acidic compounds and therefore significantly inhibited the anaerobic biodegradation of microcystin LR, but with the

addition of NO-
3 , this inhibition disappeared. NO-

3 amendment also retarded the biodegradation of microcystin LR, demonstrating that NO-
3

was not used as a terminal electron acceptor. These findings suggest that anaerobic biodegradation might be another main attenuation mechanism

for microcystin LR in sediments and present a significant bioremediation potential.
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  近年来滇池水体富营养化严重,蓝藻水华暴发

频繁
[ 1]
.蓝藻水华释放出多种藻毒素,其中微囊藻毒

素( microcyst in, MC)是对人类健康以及生态环境危

害最严重的藻毒素之一
[ 2]
.

MC具有环状结构, 化学性质稳定, 因此在环境

中很难被去除,常规水处理工艺对 MC 去除效果也

有限
[ 3]
. 好氧生物降解被认为是MC自然转化的主

要途径之一
[ 4]
, 也是 MC去除的一种有效手段

[ 5]
, 因

此国内外学者对水体中MC的好氧降解过程进行了

大量研究
[ 4~ 22]

. 目前已经分离出多株 MC降解纯菌

株
[ 7~ 13]

, 对 MC 的好氧降解机制也有了深入的认

识
[ 14~ 18]

.尽管 Holst 等
[ 4]
的研究表明, MC在缺氧条

件下也可以发生生物降解, 但是目前对于MC在厌

氧条件下的降解过程却鲜见报道. 由于水环境尤其

是富营养化水体的沉积物中普遍存在着间歇性的厌

氧环境,如果 MC 在厌氧条件下也能够发生微生物

降解,这一过程很可能对 MC的迁移转化产生重要

影响.

本研究利用滇池沉积物中的微生物菌群对

MCLR的厌氧降解过程进行了分析, 考察了环境条
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件、外加营养源对MCLR厌氧降解的影响, 以期加深

对水体中MC迁移转化过程的认识,并为 MC 污染

治理提供指导.

1  材料与方法

111  主要试剂和仪器
MCLR标准样品购自SIGMA公司.实验用MCLR

从实验室培养的藻类中提取纯化获得, 经 HPLC 检

测,色谱纯度> 90%. MCLR溶液经 0122 Lm 微孔纤
维素滤膜过滤除菌后,置于 4 e 冰箱保存待用. 实验

所用沉积物于 2006年 12月用拜克曼采泥器采自滇

池福保湾, 取表层沉积物, 于 4 e 冰箱中保存待用.

除甲醇 (色谱纯, TEDIA) 和三氟乙酸 ( 色谱纯,

TEDIA) , 其余试剂均为分析纯.

Agilent 1100型高效液相色谱仪; YQX- Ò型厌氧

培养箱(上海新苗医疗器械制造有限公司) ; YXQ-LS-

50SI型立式压力蒸汽灭菌器(上海博迅实业有限公

司医疗设备厂) ; SW-CJ-1D型单人净化工作台(苏州

净化设备有限公司) ; LRH-250A生化培养箱(广东省

医疗器械厂) ; Eppendorf 5810R离心机; Sartorius普及

型 pH计; Sartorius电子天平.

112  厌氧条件的控制

厌氧环境由厌氧培养箱提供. 先用高纯氮气和

混合气体(N2BH2BCO2= 85B10B5)连续多次置换厌氧

培养箱中的空气,然后采用钯催化剂催化去除剩余

氧气来创造厌氧环境,并用美兰指示剂进行确认. 实

验过程中持续向厌氧培养箱中通入微量混合气体,

以保持箱内的厌氧环境.

113  菌悬液的制备
在厌氧培养箱中将 014 g 沉积物接种于 20 mL

MCLR浓度为 5 mgPL的无氧无菌水中, 加塞后用蜡

封口,于 30 e 下富集培养 3 d后,取上清液.

114  培养基

无机盐培养基组成:K2HPO4 015 g, MgSO4#7H2O

015 g, KH2PO4 015 g, NaCl 015 g, FeSO4#7H2O 0101

g, 水1 000 mL, 按实验要求调节 pH.

115  MCLR的测定
实验样品经10 000 rPmin高速离心 10 min后, 取

上清液用 HPLC 法测定 MCLR 的浓度, 流动相

0101%TFABMeOH= 40B60,流速 018 mLPmin, 色谱柱
为ZORBAX-C18( 416 mm@ 250 mm, 5 Lm) ,检测温度

25 e ,检测波长238 nm,进样量 10 LL,依据保留时间

定性,外标法定量.

116  MCLR的厌氧降解实验

向体积为 15 mL 的反应瓶中加入 9 mL pH 为

710MCLR浓度为 5 mgPL的无机盐培养基,置于厌氧

培养箱中平衡 1 d, 以除去其中的溶解氧. 在厌氧条

件下, 每瓶接种 1 mL 菌悬液, 加塞后用蜡封口, 于

25 e 恒温箱中避光静置培养. 实验期间每瓶样品每

天取样 014 mL, 取样过程均在厌氧箱中进行, 以保
证严格厌氧条件. 样品置于- 20 e 冰箱中冷冻保存

待测.同时作无菌对照,以上所有实验均重复 3次.

为了解环境因素对MCLR厌氧降解的影响, 利

用上述实验方法对培养温度、初始 pH 值、外加 C和

N等因素的影响进行了研究. 通过在 15、20、25和

30 e 下进行培养, 研究温度对MCLR厌氧降解的影

响.利用 10% NaOH 和 HCl调节体系初始 pH, 研究

初始 pH分别为 310、510、710、910、1110时 MCLR

的降解情况. 通过向无机盐培养基中单独或同时加

入 1 gPL KNO3 和 1 gPL葡萄糖, 研究外加营养源对

MCLR降解的影响. 以上实验均重复 3次. 为了掌握

MCLR降解过程中体系 pH 值的变化情况, 在测定

MCLR浓度之后,利用精密 pH 试纸对样品的 pH 进

行了测定.

117  数据分析

用 SPSS1410 统计软件对实验结果进行方差
分析.

2  结果与讨论

211  厌氧条件下混合菌群对 MCLR的降解

图 1是在厌氧条件下混合菌群对 MCLR的降解

情况. 从中可见,在 3 d的实验过程中, 无菌对照组

中 MCLR 浓度没有明显变化 ( 4125 mgPL ? 0105
mgPL) ,说明实验期间 MCLR没有发生非生物降解.

实验组中 MCLR降解迅速, 2 d内降解到检测限以

下,并且无明显滞后期.该降解速率大于文献报道的

混合菌群对 MCLR的好氧降解速率
[ 4, 19~ 21]

, 也大于

缺氧条件下的降解速率
[ 4]
, 说明该菌群在厌氧条件

下对MCLR具有很强的降解能力. 此外,在 MCLR的

厌氧降解过程中检测到 1 种中间产物有明显的积

累,质谱分析结果表明该产物为 Adda.

由于厌氧环境普遍存在于自然水体尤其是湖泊

沉积物中
[ 23]

, 这一厌氧降解速率表明, 厌氧微生物

降解可能会在 MCLR的自然转化过程中扮演重要角

色.这一过程在MCLR污染治理方面也具有潜在的

应用价值.

无机盐培养基中除了MCLR以外,不含其它氮

源,在这种条件下MCLR仍可以被快速降解, 并且在
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该过程中混合菌群的生物量有明显的增加( D 680 nm值

由初始的 01004增加到第 3 d的 01059) ,说明该厌氧
降解菌可以利用 MCLR作为唯一氮源. 这与 MC 的

好氧降解过程有些类似, 很多 MC 好氧降解菌也可

以利用MC作为唯一氮源
[ 8, 24]

.

图 1  MCLR 的厌氧降解

Fig. 1  Biodegradation of MCLR under anaerobic condit ions

212  培养温度对MCLR厌氧降解的影响

图2 是在不同温度下 MCLR的降解情况. 从中

可见, 除了 15 e 下 MCLR降解有 1 d的滞后期外, 其

他温度下均没有明显的滞后期, 并且随着温度的升

高,MCLR的降解速率有逐渐加快的趋势.统计分析

表明,除 20 e 与 25 e 时降解速率没有显著差异外( p
= 0125) ,其他温度之间均有显著的差异( p< 0105) .
MC的好氧降解过程也有类似的规律, 即随着温度

的升高,生物降解速率增加, 滞后期缩短
[ 20]
. 这些结

果表明,温度对 MCLR的厌氧降解速率有一定的影

响,说明微生物对 MCLR的降解速率很可能会随着

季节的变化而改变.

213  初始 pH 对MCLR厌氧降解的影响

图3是初始 pH 对 MCLR 降解的影响. 从中可

见,初始 pH 是影响 MCLR厌氧降解过程的重要因

素.酸性条件( pH 为 310、510)下, MCLR的降解受到
显著的抑制( p < 0101) , 并且抑制作用随着 pH 的降

低而增强. pH为 310时,MCLR浓度在实验初期有明
显的降低,这可能是由于MCLR降解菌或降解菌产

生的酶在开始阶段仍然具有一定的活性.此外,微生

物对MCLR的吸附作用可能是MCLR浓度降低的另

一个原因. 随着时间的延长, 强酸性条件( pH= 310)
对MCLR降解过程的抑制逐渐明显, 3 d后降解菌和

降解酶已经完全失去活性,MCLR降解过程停止. 中

性和碱性条件下( pH 为710、910、1110) ,MCLR均可

图 2  培养温度对 MCLR厌氧降解的影响

Fig. 2 Effect of incubat ion temperature on the anaerobic

biodegradat ion of MCLR

图 3 初始 pH对 MCLR厌氧降解的影响

Fig. 3  Ef fect of init ial pH on the anaerobic biodegradation of MCLR

以迅速降解,各实验组之间没有显著差异( p 为 0167
~ 0197) .
214  外加营养源对MCLR厌氧降解的影响

图 4是在厌氧条件下, 向无机盐培养基中添加

营养源对 MCLR降解的影响.从中可见,添加葡萄糖

( 1 gPL) 可以显著抑制 MCLR 的降解 ( p < 0101) .
MCLR只在前 2 d 降解迅速, 降解率达 3716% ,此后

MCLR浓度无明显变化, 一直到实验结束降解率仍

维持在 3716%左右,说明实验后期降解过程已经停
止.这与文献报道的 MC 在好氧和缺氧条件下的降

解情况不同.在好氧条件下, 添加碳源尽管对 MC的

降解也有一定的抑制作用, 但是只减慢了MC的降

解,并未使其停止
[ 9, 10]

. Holst等
[4]
研究发现,在缺氧

条件下,添加葡萄糖可以促进MC的降解.

体系 pH随时间变化的测定结果表明, 对照组
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图 4  外加营养对MCLR 厌氧降解的影响

Fig. 4  Effect of nutrient amended on the anaerobic

biodegradation of MCLR

的pH在整个实验过程中没有明显变化, 一直在 710
左右;而添加葡萄糖实验组的 pH 在 2 d内由初始的

710迅速降到 310左右, 此后一直维持在 310左右.

这一 pH 随时间的变化与 MCLR 的厌氧降解曲线恰

好吻合,说明葡萄糖对 MCLR厌氧降解的抑制作用

很可能是通过 pH 的变化引起的. 葡萄糖代谢过程

中可以造成体系中酸性物质的积累, 从而导致 pH

的降低
[ 25]
, 而较低的 pH( pH [ 310)对MCLR的降解

有明显的抑制作用(如 213所述) .

由图 4可见,与对照组相比, 添加KNO3 显著降

低了MCLR的降解速率( p < 0101) , 使得 MCLR完全

降解所需时间由原来的 2 d延长至 5 d. 在好氧条件

下,外加氮源对 MCLR 的降解也有类似的影响
[ 21]

.

然而, Holst 等
[ 4]
的研究结果表明, 在缺氧条件下,

NO
-
3 可以显著促进 MCLR的降解.造成这一差异的

原因可能是参与降解过程的细菌不同, 因而 MC 的

降解机制也有所不同. 在缺氧条件下, 由于 MC的降

解过程与反硝化过程相耦合, NO
-
3 的加入为 MC 的

降解提供了电子受体,因此可以促进 MC的降解
[ 4]
.

由于本实验所用培养基除了接种菌悬液时可能会带

入微量硝氮外, 本身并不含硝氮,如果MCLR降解菌

利用硝氮作为最终电子受体, NO
-
3 的加入必将促进

MCLR的降解过程.而本研究结果表明, NO
-
3 的加入

不但对MCLR的厌氧降解没有促进作用, 反而会抑

制MCLR的降解, 说明本实验过程中 MCLR 厌氧降

解菌未利用NO
-
3 作为最终电子受体,因此MCLR的

厌氧降解过程与反硝化过程并未发生耦合. pH 的测

定结果表明,添加KNO3 实验组的 pH 在实验过程中

一直在 710~ 810范围内, 该 pH 对 MCLR的厌氧降

解没有不利影响, 说明 KNO3 对 MCLR 厌氧降解的

抑制不是通过改变 pH实现的.

同时添加葡萄糖和 KNO3 实验组 MCLR的降解

速率与对照组无明显差异( p= 0198) ,却显著快于单
独添加葡萄糖或 KNO3 的实验组, 说明外加葡萄糖

和KNO3 对MCLR的降解过程的影响不是由于碳源

或氮源过量造成的.

pH的测定结果表明, 同时添加葡萄糖和 KNO3

的实验组 pH 虽然有所降低, 但在整个实验过程中

都维持在 510~ 710范围. 说明 NO
-
3 的加入可以减

少葡萄糖代谢过程中酸性物质的积累, 使得 pH 维

持在较适宜的范围内, 因而不会对 MCLR的降解造

成显著的影响(如 213所述) .另一方面,葡萄糖的加
入可能会促进混合菌群对 NO

-
3 的吸收, 使 NO

-
3 的

浓度迅速下降,从而减小NO
-
3 对MCLR降解的抑制

作用.

3  结论

( 1)厌氧条件下MCLR可以被微生物迅速降解,

说明厌氧降解过程可能在MCLR的迁移转化过程中

扮演重要角色.

( 2)厌氧降解菌能利用 MCLR作为唯一的氮源

生长,但是不能利用NO
-
3 作为最终电子受体.

( 3)温度和初始 pH 是影响MCLR降解的重要因

素.酸性条件( pH 为 310、510)对 MCLR 的降解有显

著的抑制作用( p < 0101) , 而中性( pH= 710)和碱性
( pH 为 910、1110)条件下降解速率没有显著差异.

( 4)单独添加葡萄糖或 KNO3 均对 MCLR 的厌

氧降解具有抑制作用, 而二者同时添加则没有抑制.

葡萄糖的抑制作用是通过降低体系的 pH 实现的.
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