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摘要"以罗红霉素作为唯一碳源从罗红霉素污染的土壤中分离出
%

株具有高效降解罗红霉素能力的菌株#命

名为
&̂&G!

'根据菌落形态学特征及其
%#:)̂ 9O

序列进行聚类分析并构建系统发育树对菌株进行种属鉴

定%利用高效液相色谱法$

TIP.

&检测
&̂&G!

对罗红霉素降解的降解效率%然后对
&̂&G!

的降解条件进行优

化'结果表明!本研究筛选到的罗红霉素降解菌
&̂&G!

#经分子鉴定其与
f5*Q+*Z

中
*739!6?6/Q7Q329

4

5/67Q

.V!

相似度为
DD@LFN

#因此命名该菌为
*UQ329

4

5/67Q &̂&G!

%菌株
&̂&G!

对罗红霉素降解最优条件为!

X

T

为

M@$

(温度
!$a

(转速
"$$)

"

[3*

(接种量
%@FN

%在
%$$[

0

"

P

罗红霉素培养基中添加葡萄糖作为共代谢碳源#

以不加葡萄糖作为对照#避光培养
H=

后#罗红霉素的降解率分别为
%$$N

和
DF@FHN

'以上研究结果表明菌

株
&̂&G!

在罗红霉素污染环境的生物修复方面具有良好的应用前景'

关键词"罗红霉素%生物降解%分离鉴定%假单胞菌
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抗生素是由微生物产生的一种代谢产物#可以通过破坏细菌的细胞壁来杀死细菌从而抑制其生长#

并适用于多种微生物或病原体'根据化学结构可将其分为
F

类!四环素类(喹诺酮类(

1

G

内酰胺类(大环

内酯类(氨基糖苷类*

%G"

+

'抗生素主要应用在人类(禽畜的疾病预防与治疗(农业病害防治以及水产养殖

等领域#但过于依赖抗生素则会对人体产生毒害也会危害生态环境导致超级细菌的产生*

!GH

+

'

罗红霉素是新一代大环内酯类药物#主要用于治疗咽炎(支气管炎以及肺炎等#由于其体内作用效

果远远超过红霉素而被广泛使用'罗红霉素的过量使用#导致其大量排放到环境引起非常严重的污染'

罗红霉素在环境中具有易吸附(难降解的特点#是环境治理上公认的难题'目前主要的治理方法是光

解(

\3A

"

化学催化(臭氧氧化等#降解效率为
!$N

"

#$N

*

F

+

#但这些方法存在二次污染(只适合实验室研

究等缺陷#无法在治理污染环境中进行大规模应用'对此#国内外不少学者将研究转向生物降解*

#

+

'自

然环境中存在大量可以降解罗红霉素的微生物#这些微生物将结构复杂的罗红霉素降解转化为自身生

长繁殖过程中所需的化合物或者无害的小分子化合物#最终代谢为二氧化碳和水'由于生物降解成本

低(无二次污染等优势#对罗红霉素引起的环境污染修复具有实际应用价值*

MGL

+

'生物法处理的关键是

高效的降解菌株#然而目前关于罗红霉素的微生物降解菌株的研究还未发现报道'因此#本研究以罗红

霉素为靶标物#从自然界筛选并鉴定高效的降解菌#并对其降解特性进行深入研究旨在为生物降解罗红

霉素提供可靠微生物源材料并提供理论支持'
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材料与方法
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!

供试材料

>?>?>

!

试剂及土壤样品

罗红霉素纯品#购于四川科伦药业有限公司%分子生物试剂#购于上海生工生物有限公司%细菌基因

组
C9O

提取试剂盒#购于南京奥青生物有限公司%土壤样品#取自伊犁川宁生物科技有限公司的罗红

霉素菌渣和药厂周边土壤%其他化学试剂$分析纯&#购于上海国药集团'
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超纯水#

X

T

为
M@$

#以罗红霉素为碳源#其浓度根据需要添加$

V:V

固体培养基添加
%@FN

的琼脂粉&'

PQ

培养基!

F

0

酵母粉#

%$

0

蛋白胨#

%$

0

氯化钠#

%$$$[P

超纯水#

PQ

固体培养基添加琼脂粉
%F

0

'

>?>?B

!

仪器设备

恒温摇床#电泳仪$北京六一仪器厂&#自动凝胶图像分析仪$

\+*'*G!F$$

&#恒温培养箱$

P̂ TG

"F$K

&#高速离心机$

.5*7)3-(

0

5FL%$^

&#高压灭菌锅$

f̂ #$CO

&#通风干燥箱#超纯水仪$

<I<CG<"G

!$\T

&#紫外分光光度计$

2>%D$$

&#高效液相色谱$

2,73[+75!$$$

&#液相色谱
G

质谱联用仪$

bO\<̂ :

S54'\gC

&#

I.̂

扩增仪$

K,5].

8

;,5)

&'

>?@

!

试验方法

>?@?>

!

菌株富集与分离

取罗红霉素生产厂周围土壤样品
F

0

#加入至
%$$[P

罗红霉素质量浓度为
%$$[

0

"

P

的液体基础

盐培养基中#置于
!Ma

#

%L$)

"

[3*

条件下培养
M=

#以
!N

的接种量接入到相同的培养基中#传代
!

次'

取富集培养物
%[P

分别进行梯度稀释#用移液枪吸取
%$

`%

#

%$

`"

#

%$

`!稀释梯度各
%$$

$

P

分别涂布于

质量浓度为
%$$[

0

"

P

的罗红霉素
V:V

固体培养基上#置于
!Ma

恒温生化培养箱中培养
!

"

F=

#挑取

有透明光圈的菌落在固体
PQ

培养基上划线培养#挑取单菌落得纯化菌株'纯化后的菌株分别在
!Ma

#

%L$)

"

[3*

条件下培养
F=

#以
!N

的接种量接入红霉素质量浓度为
%$$

#

!$$[

0

"

P

的
V:V

盐培养基中

做降解效率测定#确定最优菌株'

>?@?@

!

菌株鉴定

纯化菌株通过
%#:)̂ 9O

基因序列鉴定其种属'提取降解菌的基因组
C9O

为模板#扩增
%#:

)̂ 9O

基因#使用
%#:

通用引物!

"MK

!

FhGOfOf\\\fO\..\ff.\.OfG!h

和
%HD"̂

!

FhG\O..\\G

f\\O.fO.\\G!h

*

%$

+

%

"F

$

P

扩增体系为
%$cW(--5)"@F

$

P

#

=9\I

$

"@F [[',

"

P

&

"@$

$

P

#引物

$

"F[',

"

[P

&各
$@MF

$

P

#

V

0

.,

"

$

"F [[',

"

P

&

"@F

$

P

#模板
C9O$@"F

$

P

#

)\+

U

C9O

聚合酶

$

FZ2

"

[P

&

$@"

$

P

#

==T

"

A

补齐至
"F

$

P

%聚合酶链式反应$

I.̂

&条件为
DFa

预变性
F[3*

#

DHa

变性

!$6

#

F!a

退火
!$6

#

M"a

延伸
D$6

#循环
!F

次#

M"a

延伸
%$[3*

%

I.̂

扩增产物送上海生工公司完成

测序#基因序列在
9.QB

上进行
Q,+67

比对分析#并与
f5*W+*Z

中其他菌株的
%#:)̂ 9O

基因序列进行

同源性比较#利用
V5

0

+#@$

构建系统进化树#分析对应各枝的靴值*

%%

#

"%

+

'

>?@?B

!

环境条件对罗红霉素降解效率的影响

%

&

X

T

'将上述菌悬液接种到初始质量浓度为
%$$[

0

"

P

罗红霉素无机盐培养基中#用
$@%[',

"

P

T.,

和
$@%[',

"

P9+AT

调节培养基的
X

T

分别为
F@$

#

#@$

#

M@$

#

L@$

#

D@$

#在接种量
%@$N

$体积分数&(温

度
"Fa

(转速
%F$)

"

[3*

的条件下振荡培养
F=

#测定罗红霉素含量#并利用紫外分光光度计测定其

AC

#$$

值'每个处理设置
!

个重复'

"

&温度'将上述菌悬液接种到初始质量浓度为
%$$[

0

"

P

罗红霉素无机盐培养基中#设置培养温

度为
"F

#

!$

#

!F

#

H$

#

HFa

#在接种量
%@$N

$体积分数&(

X

TdM@$

(转速
%F$)

"

[3*

条件下振荡培养
F=

#测

定罗红霉素含量#并利用紫外分光光度计测定其
AC

#$$

值'

!

&转速'将上述菌悬液接种到初始质量浓度为
%$$[

0

"

P

罗红霉素无机盐培养基中#设置转速
$

#

%$$

#

%F$

#

"$$

#

"F$)

"

[3*

#在接种量为
%@$N

$体积分数&(

X

TdM@$

(温度
"Fa

的条件下振荡培养
F=

#测

定罗红霉素含量#并利用紫外分光光度计测定其
AC

#$$

值'

H

&接种量'将上述菌悬液接种到初始质量浓度为
%$$[

0

"

P

罗红霉素无机盐培养基中#接种量分

,
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$@FN
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%@$N

#

%@FN

#

"@$N

$体积分数&#在
X

TdM@$

(温度
"Fa

(转速
%F$)

"

[3*

的条件下振荡培

养
F=

#测定剩余罗红霉素含量#并利用紫外分光光度计测定其
AC

#$$

值'

>?@?E

!

葡萄糖对罗红霉素降解效率的影响

配制
V:V

培养基#每瓶添加
%N

的过
$@""

$

[

滤膜的葡萄糖溶液#添加溶于乙醇的罗红霉素

$@![P

#使罗红霉素质量浓度保持在
%$$[

0

"

P

#接种量
%@FN

#

!$a

#

"$$)

"

[3*

摇床中发酵#每
"H/

取

样
%

次#培养
F=

#以不加葡萄糖的培养液为对照利用液相色谱测定降解率'

>?@?F

!

罗红霉素含量的测定

液相条件*

%"

+

!色谱柱为
.

%L

填料#$

"F$[[

/

H@#[[

&不锈钢柱%流动相
&

$

$@$"F[',

"

PJ

"

TIA

H

&

k

&

$乙腈&

dH$k#$

%流速为
$@MF[P

"

[3*

%进样量
%$$

$

P

%柱温
F$a

%保留时间
%F[3*

%检测波长
"%$

*[

'

准确称取
%$@$[

0

罗红霉素纯品于
%$$[P

容量瓶中#用流动相定容至标线#制备成每毫升含有

%$$@$[

0

"

P

的罗红霉素标准液#加入流动相稀释制备成
%@$

#

F@$

#

%$@$

#

"$@$

#

!$@$

#

F$@$

#

L$@$[

0

"

P

的罗

红霉素标准溶液'根据
TIP.

结果#制作标准曲线'

发酵样品用
H[P

流动相稀释#后取
"[P

液体#

%$$$$)

"

[3*

离心
%[3*

#将上清液通过
$@""

$

[

滤膜打入进样瓶中#用高效液相色谱法$

TIP.

&进行检测'再以制备标准曲线时相同的液相条件进行

测定#得出罗红霉素的降解率'

>?B

!

数据处理
!

使用
:I::

软件进行数据的统计分析与计算#并使用
O9A>O

进行多重比较#

C(*;+*

检验差异显

著性#

A)3

0

3*L@F

画图'

@

!

结果与讨论

@?>

!

罗红霉素降解菌株的分离及其形态特征

经富集培养(分离纯化得到
H

株能以罗红霉素为唯一碳源生长且对罗红霉素有较好耐受性的菌株#

见表
%

'

H

株细菌在罗红霉素质量浓度为
%$$ [

0

"

P

的条件下#第
F=

的降解率分别是
!"@""N

#

L#@F%N

#

H#@M"N

#

"!@%#N

%在罗红霉素质量浓度为
!$$ [

0

"

P

的条件下#第
F=

的降解率分别是

F!@%!N

#

D!@!!N

#

#M@%#N

#

!L@!MN

%其中菌株
&̂&G!

对罗红霉素降解效率最高$

*

#

$@$%

&'

表
>

!

罗红霉素降解菌株的筛选

N(:2&>

!

0-%&&*#*

I

"/),&8)%(#*8=#),&%

3

),%"7

3

-#*!&

I

%(!()#"*/1*-)#"*

抗生素名称
质量浓度"

$

[

0

,

P

`%

&

降解率"
N

&̂&G%F% &̂&G! &̂&G%%" &̂&GD

罗红霉素
%$$ !"@""l"@"$

%

&

L#@F%l"@%!

"

&

H#@M"l!@#%

!

&

"!@%#l%@$L

H

&

!$$ F!@%!l%@!#

%

&

D!@!!l!@$F

"

&

#M@%#l%@L#

!

&

!L@!Ml!@"%

H

&

!!

说明!

%

&

.

%

"

&

O

%

!

&

Q

%

H

&

C

'

O

#

Q

#

.

#

C

表示不同菌株对红霉素降解率在
*

#

$@$%

水平上的显著性差异'

因此#选择菌株
&̂&G!

为后续实验菌株'由表可知#罗红霉素的起始浓度对菌株的降解率有显著影

响#浓度越大#降解率越高'这可能是因为底物浓度越高#与细菌的接触的面积越大#降解效率就越高#

同时细菌得到充足的碳源的情况下#增殖速率也会增加#起到了协同增效的作用'

将菌株
&̂&G!

在
PQ

平板划线#置于
!$a

恒温培养
"=

后观察其菌落形态$图
%

&'

&̂&G!

菌落呈圆

形(淡黄色(黏质不透明(边缘整齐(表面隆起(湿润光滑'革兰氏染色后#细菌在
%#$$c

显微镜下观察#

,

(()

,
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如图
"

所示'菌体呈单个棒状#有单端鞭毛(有荚膜(无芽胞$图
"

&'其表型与大部分假单胞属细菌形

态特征类似'

图
>

!

罗红霉素降解菌
LbbPB

在
aQ

培养基上的

菌落形态

6#

I

?>

!

N,&7"%

'

,"2"

I

#-(2-,(%(-)&%#8)#-8"/8)%(#*LbbPB

图
@

!

革兰氏染色后的
LbbPB

的光学显微图$

>GMMc

%

6#

I

?@

!

9#-%"8)%1-)1%&"/8)%(#*LbbPB1*!&%(*"

'

)#-(2

7#-%"8-"

'

&

$

>GMMc

%

(/)&%-%

3

8)(25#"2&)8)(#*#*

I

@?@

!

罗红霉素降解菌株的鉴定

对分离纯化的菌株
&̂&G!

进行
C9O

提取(

%#:)̂ 9O

基因扩增#如图
!

$

+

&所示#琼脂糖凝胶电泳显

示其基因片段约为
%F$$W

X

'将
I.̂

产物测序得到的序列提交
f5*Q+*Z

中进行
QPO:\

#下载相似度

较高的序列#用
V<fO#

软件构建系统发育树'如图
!

$

W

&所示#

&̂&G!

与铜绿假单胞菌
*739!6?6/Q7

Q329

4

5/67Q.V!

相似度为
DD@LFN

综合菌株的形态特征及
%#:)̂ 9O

序列分析结果#初步鉴定菌株

&̂&G!

为铜绿假单胞菌#因此#将其命名为
*UQ329

4

5/67Q &̂&G!

$登录号!

V9MFDH#!@%

&'

图
B

!

菌株
LbbPB>G0%LK;

分子鉴定及聚类分析

6#

I

?B

!

>G0%LK;-2"*#*

I

"/8)%(#*LbbPB(*!

'

,

3

2"

I

&*&)#-)%&&:(8&!"**1-2&")#!&8&

V

1&*-&"/),&>G0%LK;

@?B

!

LbbPB

发酵条件对罗红霉素降解率的影响

@?B?>

!

'

J

对罗红霉素降解率的影响

保持其他培养条件相同#本实验研究了初始
X

T

为
F@$

#

#@$

#

M@$

#

L@$

#

D@$

条件下
&̂&G!

菌降解罗红

霉素的能力'在不同
X

T

条件下菌株对罗红霉素降解的效果如图
H

$

+

&所示'结果表明#随
X

T

升高其

罗红霉素的降解率呈先降低后增加最后降低趋势#其中
X

T

为
M@$

时#效果最好#达
LM@FN

$

*

#

$@$%

&#

而
Lb

光处理对罗红霉素的降解率仅为
!$N

*

F

+

'在
X

T

'

D@$

的条件下#

&̂&G!

对罗红霉素的降解率均

不足
H$N

'这说明在中性和稍偏碱性条件下#菌株对罗红霉素的降解能力最强#这种现象与已报道的

,

)()

,
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大部分假单胞菌对酸碱度的偏好选择是一致的*

%!G%F

+

'由此说明菌株
&̂&G!

适合在中性或者中性稍偏碱

环境中生存#当
X

T

3

#@$

时#降解率达
M$N

以上#而
AC

#$$

不足
$@"

#这是因为罗红霉素在酸性环境下易

水解'因此#选择
X

TdM@$

作为降解罗红霉素的最佳
X

T

'

@?B?@

!

培养温度对罗红霉素降解率的影响

在其他培养条件不变的情况下#温度分别设为
"F

#

!$

#

!F

#

H$

#

HFa

#由图
H

$

W

&可以看出#随着温度

升高#菌数的增长和降解率呈现先升高后降低的趋势'在
!$

"

!Fa

的范围内#菌株
&̂&G!

生长良好#对

罗红霉素的降解率分别达
D%@!N

和
LL@FN

'低于
!$a

或超过
!Fa

时降解率明显降低$

*

#

$@$%

&'其

原因可能是低温培养时#菌株代谢缓慢#到达对数期的时间会延长#菌种数量少#分泌罗红霉素水解相关

酶的量会相对较低#进而影响降解效率%而培养温度太高时#菌株生长迅速#逐渐会产生并积累有害代谢

物#影响菌株生长*

%FG%M

+

'另外#温度太高不仅影响降解酶的活性#也降低了降解酶的稳定性和半衰期#导

致罗红霉素的降解率降低'因此#选择
!$a

为最佳发酵温度'

!!

说明!折线上白体字母表示降解率在
*

#

$@$%

水平上显著性差异#柱形图上黑体大写字母表示
AC

#$$

在
*

#

$@$%

水平上显著性差异'

图
E

!

培养条件优化

6#

I

?E

!

S

'

)#7#.#*

I

"/),&!&

I

%(!()#"*-"*!#)#"*

@?B?B

!

摇床转速对罗红霉素降解率的影响
!

如图
H

$

;

&所示#在摇床转速的筛选过程中#摇床转速从
$

到
"$$)

"

[3*

#菌株的生长量和降解能力都

逐渐升高#并在
"$$)

"

[3*

时达到最高速率#降解率最高达
D"@FN

$

*

#

$@$%

&'而在
"$$)

"

[3*

之后#升

高的速度逐渐变缓#菌株生长量和降解率差异不大'这是由于随着转速的增高#培养液中溶氧量增高#

细菌繁殖加快#对罗红霉素的降解能力明显大于转速相对较慢的培养液'另外#当转速达到一定值后#

细菌的生物量和降解率增加均不明显#这说明过度通氧对细菌繁殖和罗红霉素降解影响均不明显#这可

能是与细菌代谢过程中对氧的需求有一个平衡点*

%F

#

%LG%D

+

'

,

!()
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@?B?E

!

接种量对罗红霉素的降解率影响

不同接种量条件下的降解情况如图
H

$

=

&所示'从图
H

$

=

&可以看出#降解率随着接种量的增加而增

加#当菌株
&̂&G!

的接种率为
%@FN

时#降解效果最好#降解率达到
D$@#HN

'当接种率为
"N

时#降解率

和接种
%@FN

的相比变化不明显$

*

#

$@$%

&'这是因为当接种量较少时#细菌繁殖基数比较低#分泌群

体感应信号激素较少#产生的与罗红霉素降解相关酶的量比较少*

%L

+

'另外#当接种量较少时#罗红霉素

分子不能与细菌充分接触#降解速率较慢%当接种量较多时#在细菌生长初期会形成碳源竞争#抑制细菌

的繁殖#影响降解速率*

%F

#

"$

+

'罗红霉素底物含量一定#当细菌产生的降解酶足够多的时候形成了动态

平衡#过量的降解酶对底物的催化效率影响不大'所以最佳接种量为
%@FN

为最合适'

@?E

!

葡萄糖对罗红霉素降解效率的影响

从图
F

可看出#随着时间推移#两组处理的降解率均在升高#以葡萄糖为辅助碳源时
&̂&G!

降解率

比不加葡萄糖的对照组显著提高$

*

#

$@$%

&'降解率显著提高的时间段为
"H

"

HL/

'这是符合一般细

菌增长为2

:

3型曲线的规律'在
M"/

后#降解效率达到
DD@%FN

#

D#/

后为
%$$N

#而对照组不添加葡萄

糖
M"/

降解率为
LL@#FN

#

D#/

降解率为
DF@FHN

#是因为葡萄糖分子易于被微生物利用'菌株
&̂&G!

优先利用葡萄糖作为营养物质#加快繁殖代谢#而随着时间延长#葡萄糖逐渐被消耗#菌株
&̂&G!

通过降

解罗红霉素来提供自身生长需的碳源和能源'

图
F

!

添加葡萄糖对罗红霉素降解效率的影响

6#

I

?F

!

A//&-)8"/

I

21-"8&"*),&&%

3

),%"7

3

-#*!&

I

%(!()#"*%()&:

3

8)%(#*LbbPB

B

!

结
!

论

本研究筛选并鉴定了一株新的红霉素降解菌命名为铜绿假单胞菌
*UQ329

4

5/67Q &̂&G!

%铜绿假单

胞菌
*UQ329

4

5/67Q &̂&G!

在红霉素初始质量浓度为
%$$[

0

"

P

的条件下#最合适的培养条件是
X

T

为

M@$

#温度为
!$a

#转速为
"$$)

"

[3*

#接种量为
%@FN

%葡萄糖共代谢可提高降解速率'

以上研究发现该菌能够应用于含罗红霉素污染物的有机废水处理及红霉素污染土壤修复#为微生

物修复罗红霉素污染土壤中的实际应用提供了理论依据'尽管对分离菌株的降解效率及最适培养条件

进行了研究#但是对于罗红霉素的生物降解途径和代谢产物尚不明确#在今后的研究中#通过改进代谢

产物提取方法和优化检测系统#进一步探索其降解机理#更好地促进其在实际应用中的推广'

,
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