
书书书

文章编号：１００６９９４１（２００９）０５０６３００５

ＵＳＢＣ对 ＴＮＴ的降解特性研究

林鸿雁，林玉满，温烨明，甘　莉，陈祖亮
（福建师范大学环境科学与工程学院，福建 福州 ３５０００７）

摘要：从福安化工厂废水排放地的土壤中筛选到一株对 ＴＮＴ有良好降解能力的菌株，１６ＳｒＤＮＡ序列分析表明，

该菌株为 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｓｏｉｌｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＵＤ３（简称为 ＵＳＢＣ）。研究了该菌株对 ＴＮＴ废水的降解特性，结果表明：

菌株 ＵＳＢＣ降解 ＴＮＴ的最优条件为葡萄糖 １ｇ·Ｌ－１、蛋白胨 １ｇ·Ｌ－１、细菌浓度（干重法）０．０２ｇ·Ｌ－１、ｐＨ７、温度

３０℃；在最优条件下反应２４ｈ后，该菌株对１００ｍｇ·Ｌ－１ＴＮＴ的降解率为９７．２％；菌株 ＵＳＢＣ对 ＴＮＴ的降解反应

为一级动力学反应。
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１　引　言

ＴＮＴ炸药废水进入水体后，可通过多种途径危害
人类及水生动植物。降解 ＴＮＴ常用的方法有物理法、
化学法和生化法

［１－３］
。生化法是利用微生物的生命活

动对有机物进行降解，具有安全可靠，运行管理费用

低，且处理效果显著等优点。目前，厌氧生物处理技术

在炸药废水处理中已经得到一定的应用
［４－５］

，利用好

氧微生物对 ＴＮＴ污染过的环境进行生物修复［４，６］
也引

起了国内外研究人员的关注。近年来，生化法处理炸

药废水的新兴研究方向包括探索新型微生物和现有微

生物的降解能力以及微生物降解炸药废水的机理和动

力学过程，而与此相关的报道较少。

　　本课题组从福安化工厂废水排放地的土壤中驯化
分离得到对 ＴＮＴ有良好降解效果的菌株 ＵＳＢＣ，研究
其对 ＴＮＴ的降解特性以及降解动力学，为炸药废水的
处理提供依据。

２　材料与方法

２．１　材　料
　　菌种：从福安化工厂废水排放地的土壤中驯化分
离得到。

　　ＴＮＴ：淡黄色粉末，工业品，福安化工厂提供。
　　培养基：液体培养基 Ｋ２ＨＰＯ４２ｇ，ＮａＨ２ＰＯ４１ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１０ｍｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２０ｍｇ，ＣａＣｌ２

５ｍｇ，ＺｎＳＯ４１ｍｇ，葡萄糖１ｇ，蛋白胨１ｇ，ＴＮＴ１００ｍｇ，
蒸馏水１０００ｍＬ。
　　固体生长培养基：液体培养基中加入２％琼脂。
２．２　主要仪器
　　７２２Ｎ型可见光光度计（上海精密科学仪器有限公
司）；洁净工作台（ＹＸＱＬＳ５０Ｓｌｌ型，上海博迅实业有
限公 司 医 疗 设 备 厂）；不 锈 钢 手 提 式 灭 菌 器

（ＤＳＸ２８０１３型，上海申溢医疗器械厂）；生化培养箱
（ＳＰＸ２５０８Ｚ型，上海博迅实业有限公司医疗设备
厂）；立式双层恒温培养摇床（ＳＫＹ２１０２型，上海苏坤
实业有限公司）。

２．３　方　法
２．３．１　菌种的筛选及分离纯化

　　称取２．５ｇ土样置于ＴＮＴ浓度为５０ｍｇ·Ｌ－１的液
体培养基中，于３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１的恒温摇床中培养
数日，取样测定 ＴＮＴ的含量。待浓度降低后，取
０．１ｍＬ培养液于新培养液中，待 ＴＮＴ降解率趋于稳定
后逐步加大培养液中 ＴＮＴ的含量，反复进行上述步
骤，直至 ＴＮＴ浓度达到１００ｍｇ·Ｌ－１。取１ｍＬ菌液用
无菌水稀释１０６倍，取０．１ｍＬ均匀地涂布于固体生长
培养基上，置于 ３０℃的恒温培养箱中培养 ２ｄ后，挑
取不同菌落，经过数次平板划线分离得到单菌株。

２．３．２　菌株鉴定
　　以细菌总 ＤＮＡ为模板，以 １６ＳｒＤＮＡ的通用引物
２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′和 １４９２ Ｒ：
５′ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′进 行 扩 增。反 应 液 为
２０μＬ，含 有 １×ＰＣＲ Ｂｕｆｅｒ，２００ μｍｏｌＬ－１ ｄＮＴＰ，
１．５ｍｍｏｌＬ－１ＭｇＣｌ２，１０ｐｍｏｌＬ

－１
引物，０．２５ＵｒＴａｑ酶。
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ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性 １０ｍｉｎ，９５℃变性
１ｍｉｎ，５５℃退火 １ｍｉｎ，７２℃延伸 ９０ｓ，此步骤进行
３５个循环，最后于 ７２℃保温 ３０ｍｉｎ［７－９］。得到的
ＰＣＲ产物由北京奥科生物科技公司进行测序。测序
的仪器为 ＡＢＩ３７３０ａｕｔｏｍａｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｒ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ，Ｃｈｉｎａ），数据库为 ＮＣＢＩｄａｔａｂａｓｅ。

ＴＮＴ的测定：采用 ＧＢ／Ｔ１３９０３－９２测定。
　　细菌生长量的测定：以波长 ６００ｎｍ处的光密度
ＯＤ６００表示。
　　降解条件的研究：通过单因素实验确定葡萄糖
（外加碳源）浓度、蛋白胨（外加氮源）浓度、细菌浓度、

ｐＨ以及温度对 ＴＮＴ降解率的影响［１０］
。

　　ＴＮＴ降解试验：将菌株接种于 １００ｍＬ液体培养
基中振荡培养１２ｈ，离心分离（１００００ｒ·ｍｉｎ－１）５ｍｉｎ
后收集菌体，用无菌水将菌体稀释成一定浓度的菌悬

液，投加到液体培养基中，在最优条件下于 １５０ｒ·
ｍｉｎ－１恒温摇床中培养，每隔３ｈ取样测定 ＴＮＴ浓度。

３　结果与讨论

３．１　 菌株的分离和鉴定
　　经筛选、分离和纯化后，共得到 ３株可在 ＴＮＴ浓
度为１００ｍｇ·Ｌ－１的固体生长培养基上生长的菌株，
分别命名为 Ｌ１，Ｌ２，Ｌ３，选择其中降解能力最强的菌株
Ｌ１。Ｌ１的形态特征（见图 １）：Ｇ（革兰氏阴性）、短杆
状、菌落乳白色、形状为圆形、中间凸起、边缘平整、有

光泽、易挑起、生长良好。

　　菌株经１６ＳｒＤＮＡ扩增后后，将 １６ＳｒＤＮＡ序列与
ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ数据库中 ＢＬＡＳＴｎ程序进行比对［４－６］

，

发现该菌株与 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｓｏｉｌｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＵＤ３的
相似度达９９％。

　　　　ａ．ｃｏｌｏｎｉｅｓ　　　　　　　ｂ．ｃｅｌｌｕｌａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　　

图 １　菌落与显微镜下细胞形态

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｏｌｏｎｉｅｓａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｔｈｒｏｕｇｈｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

３．２　生长曲线的测定

　　将菌株ＵＳＢＣ接种于液体培养基中，于１５０ｒ·ｍｉｎ－１

恒温摇床中连续震荡培养，每隔３ｈ取样测定细菌生长

量，结果如图２所示。

图 ２　细菌生长曲线

Ｆｉｇ．２　Ｃｕｒｖｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｇｒｏｗｔｈ

　　由图２可以看出，菌株 ＵＳＢＣ在６～２１ｈ内增殖速
度较快，至２１ｈ达到最大生长量。此阶段菌体活性最
大，为菌株的生长对数期。继续培养，则细菌数略有下

降，初步推测有两个原因：一是由于后期能源物不足，

细菌自身氧化作用增强而产生自溶现象；二是由于部

分菌体粘结成菌胶团而沉积在培养瓶底部。

３．３　葡萄糖浓度对 ＴＮＴ降解率的影响
　　将菌株 ＵＳＢＣ分别接种于葡萄糖浓度不同的液体
培养基中，于３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１恒温摇床培养２４ｈ后，
取样测定 ＴＮＴ含量，结果见图３（图中 ｒＤ表示降解率）。

图 ３　葡萄糖浓度对 ＴＮＴ降解率的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＴＮＴｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

　　由图３可以看出，葡萄糖浓度为 １ｇ·Ｌ－１时，ＴＮＴ
的降解率达到最大值 ９３．８％，继续增大其浓度，则降
解效率有所下降。当葡萄糖浓度为零时，ＴＮＴ降解率
为１２．４％。说明菌株 ＵＳＢＣ可以利用 ＴＮＴ作为唯一
碳源，但其降解率很低。这可能是由于 ＴＮＴ作为一种
难降解有机物，其可利用程度低，在无外加碳源的条件

下，基质中可利用的碳源不足，导致降解率很低；但当

葡萄糖浓度过高时，菌株优先利用葡萄糖，因此导致

ＴＮＴ的降解率又有所降低。
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３．４　蛋白胨浓度对 ＴＮＴ降解率的影响
　　将菌株 ＵＳＢＣ分别接种于蛋白胨浓度不同的液体
培养基中，于 ３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１恒温摇床培养 ２４ｈ
后，取样测定 ＴＮＴ含量，结果见图４。

图 ４　蛋白胨浓度对 ＴＮＴ降解率的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｅｐｔｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＴＮＴｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

　　图４表明：蛋白胨浓度为 １ｇ·Ｌ－１时，ＴＮＴ的降
解率达到９４．７％，继续增大其浓度，降解效果并没有
显著提高。因此，选择蛋白胨浓度为 １ｇ·Ｌ－１。亦可
以看出，当蛋白胨浓度为零时，ＴＮＴ降解率为 １６．４％，
说明菌株 ＵＳＢＣ可以利用 ＴＮＴ作为唯一氮源，ＴＮＴ的
可利用性低，但高于将 ＴＮＴ作为唯一碳源的利用率。
３．５　细菌浓度对 ＴＮＴ降解率的影响
　　将菌株 ＵＳＢＣ活化后接种到降解培养基中富集，离
心收集到的菌体用无菌水稀释成不同浓度的菌悬液，分

别加入到液体培养基中，于３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１恒温摇
床培养２４ｈ后取样测定 ＴＮＴ含量，结果见图５。

图 ５　细菌浓度对 ＴＮＴ降解率的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＴＮＴｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

　　由图５可以看出，细菌浓度对 ＴＮＴ降解率的影响
显著。当细菌浓度为０．０２ｇ·Ｌ－１时，ＴＮＴ的降解率达
到最大值９６．８％，但细菌浓度过高或过低时，降解率
明显下降。这可能是由于当细菌浓度过低时，细菌数

量不足，因此对 ＴＮＴ的降解率不高；当细菌浓度过高
时，细菌数量过多而能源物有限，细菌生长受到抑制，

因此降解率也有所下降。

３．６　ｐＨ值对 ＴＮＴ降解率的影响
　　将菌株 ＵＳＢＣ分别接种于 ｐＨ不同的液体培养基
中，于３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１恒温摇床培养２４ｈ后，取样
测定 ＴＮＴ含量，结果见图６。

图 ６　ｐＨ值对 ＴＮＴ降解率的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎＴＮＴｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

　　图 ６表明，菌株 ＵＳＢＣ降解 ＴＮＴ的最适 ｐＨ范围
为７～８。该菌株对 ｐＨ具有一定的耐受性，但在酸性
或碱性条件下，其降解 ＴＮＴ的能力有所降低。
３．７　温度对 ＴＮＴ降解率的影响
　　将菌株 ＵＳＢＣ接种于液体培养基中，于不同温度
下，１５０ｒ·ｍｉｎ－１恒温摇床培养２４ｈ后，取样测定 ＴＮＴ
含量，结果见图７。

图 ７　温度对 ＴＮＴ降解率的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＴＮＴｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

　　图７表明，在温度为２０～３５℃范围内，菌株ＵＳＢＣ
对 ＴＮＴ均有良好的降解效果。当温度为 ４０℃时降解
率有所降低但仍可达到 ８８．５％。因此可以看出该菌
株对温度也具有一定的耐受性。

３．８　菌株 ＵＳＢＣ降解 ＴＮＴ的动态过程
　　在最优条件下将菌株 ＵＳＢＣ接种于液体培养基
中，于１５０ｒ·ｍｉｎ－１恒温摇床中连续震荡培养，每隔
３ｈ取样测定 ＴＮＴ浓度，结果如图８所示。
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图 ８　ＴＮＴ降解曲线

Ｆｉｇ．８　ＣｕｒｖｅｏｆＴＮＴｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

　　由图８可以看出，在降解初期，菌株 ＵＳＢＣ对 ＴＮＴ
的降解率较高，在起初 １２ｈ内，ＴＮＴ降解率已经达到
了最终降解率的８９．１％。１２ｈ以后，ＴＮＴ降解率虽然
有所增大，但相对于降解初期，降解速率则变得相对缓

慢。２４ｈ后，ＴＮＴ降解率达 ９７．２％，剩余浓度为
２．８１ｍｇ·Ｌ－１（＜３ｍｇ·Ｌ－１），可达到 ＴＮＴ废水排放
标准（ＧＢ１４４７０．３－２００２）。
３．９　ＵＳＢＣ对 ＴＮＴ的降解动力学研究
　　已知一级反应动力学方程为：

ｌｎＣ＝－ｋｔ＋Ａ （１）
式中，Ｃ为某时刻 ＴＮＴ的浓度，ｍｇ·Ｌ－１；ｋ为 ＴＮＴ降
解速率的动力学常数；ｔ为生物降解时间，ｈ。
　　为了研究反应底物和降解速率之间的动力学关
系，对图 ８中的某时刻 ＴＮＴ浓度的数据进行处理，得
到各时刻 ＴＮＴ浓度相应的对数值 ｌｎＣ。分别以时间 ｔ
和 ｌｎＣ为横、纵坐标作图，如图９所示。

图 ９　ｌｎＣ与时间 ｔ的关系

Ｆｉｇ．９　ＣｕｒｖｅｏｆｌｎＣｖｓｔｉｍｅｔ

　　由图９可以看出，ｌｎＣ与降解时间 ｔ之间存在着较
良好的线性相关性，表明菌株 ＵＳＢＣ对 ＴＮＴ的降解符
合一级动力学特征，其降解 ＴＮＴ的一级动力学方程为
ｌｎＣ＝－０．１５２３ｔ＋４．５９６１，半寿期为４．４９ｈ。

４　小　结

　　（１）从福安化工厂废水排放地土壤中筛选出一株
对 ＴＮＴ有良好降解能力的菌株 Ｌ１。经鉴定该菌为
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｓｏｉｌｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＵＤ３（ＵＳＢＣ）。
　　（２）通过单因素实验确定菌株 ＵＳＢＣ降解ＴＮＴ的
最优条件为：葡萄糖１ｇ·Ｌ－１、蛋白胨 １１ｇ·Ｌ－１、投
菌量为０．０２１ｇ·Ｌ－１、ｐＨ７、温度 ３０℃，在该条件下
培养２４ｈ后对 ＴＮＴ的降解率为９７．２％，可达标排放。
　　（３）菌株 ＵＳＢＣ可以以 ＴＮＴ为唯一氮源或碳源，
但无外加碳源和氮源时对 ＴＮＴ的利用率较差，ＴＮＴ作
为氮源的可利用程度比作为碳源的可利用程度高。

　　（４）菌株 ＵＳＢＣ对 ｐＨ和温度具有一定的耐受性，
在 ｐＨ为 ６～１０和温度为 ２０～４０℃的范围内均保持
较高的降解率。

　　（５）菌株 ＵＳＢＣ降解 ＴＮＴ的生物反应过程符合一
级降解动力学过程，半寿期为４．４９ｈ，是一株高效 ＴＮＴ
降解菌。
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《含能材料》编辑部开通远程稿件处理系统

本刊自 ２００９年 １月起正式开通远程稿件处理系统，欢迎大家登陆本刊网站（ｗｗｗ．ｅｎｅｒｇｅｔｉｃｍａｔｅｒｉａｌｓ．ｏｒｇ．ｃｎ）进行在线

投稿，今后本刊将不再接受纸版打印稿和 Ｅｍａｉｌ电子版投稿。对于 ２００８年尚未发表的稿件本刊将继续采用电子邮件的方

式与作者联系。

目前，系 统 还 处 于 试 运 行 阶 段，如 您 在 投 稿 或 审 稿 过 程 中 遇 到 任 何 问 题 请 及 时 与 编 辑 部 联 系

（Ｅｍａｉｌ：ｈｎｃｌ０１＠ｃａｅｐ．ａｃ．ｃｎ；Ｔｅｌ：０８１６－２４８５３６２），以便系统更好地为您提供服务。本刊同时欢迎广大作者、读者注册后

通过系统的互动管理或电子邮件、电话对本系统提出意见与建议。
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