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摘要：测定分析了制药废水中Mn2+、Cu”、Zn2+和Se4+4种金属元素离子水平对跨界原生质体融合(IKPF)特效菌株Xhhh

表达锰过氧化物酶(MnP)水平及降解有机污染物效率的影响。结果表明，影响MnP表达水平的金属元素离子顺序为Mn2+>Se4+

>Zn2+>CU2+。在MnP水平与生物比降解率(SDR)之间，存在极显著的正相关性(P<0．01)。研究结果为应用IKPF．Xhhh特

效菌株处理制药废水的工艺设计提供了重要的分子生物学参数。本文还对Xhhh在土壤修复中的应用前景进行了分析讨论。
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盐酸丁螺环酮、依托咪酯和咪达唑仑是3种人类

神经功能调节药物。在其生产废水中，存在四氢呋喃、

甲苯和甲胺等持久性有机污染物POPs(persistent

organic pollutants)及环境内分泌干扰物EEDs

(environmental endocrine disruptors)，难以被自然界的

土著微生物快速降解，容易通过食物链富集于生物体

内，对人类及动物产生系列毒性效应，直至诱发癌症

和损伤生殖功能【1。2】。

为了有效地降解POPs和EEDs有毒有机污染

物，建立高效的废水处理及生物修复技术，本研究针

对药物生产废水中的四氢呋喃、甲苯和甲胺等有毒有

机污染物，应用了跨界原生质体融合(inter-kingdom

protoplast fusion，IKPF)技术，构建出了特效菌株IKPF．

Xhhh。有关IKPF-Xhhh构建与鉴定的研究结果，已另

文报道【3】。

本研究以IKPF-Xhhh为出发菌株，测定分析了制

药废水中金属离子Mn2+、Cu2+、Zn2+和Se4+对Xhhh

表达锰过氧化物酶(MnP)水平及Xhhh降解制药废水效

率的影响。同时还讨论了Xhhh修复土壤污染的可能

性。

1 材料方法

1．1 制药废水及水质测定结果

废水样品采自XZEH合成制药废水处理系统。

COD。。、BOD5、TN、TP的测定方法参照文献【4】。金

属元素的测定采用美国Jarrell—Ash的ICP．J．A1100直读

光谱法。制药废水的水质分析结果见表1。

1．2金属元素对IKPF-Xhhh菌株MnP表达试验

4种金属元素对IKPF—Xhhh特效菌株MnP表达水

平影响的试验，根据正交原理共设9组(表2)。每种金

属元素设3个水平，水平l为设计的金属元素最高浓

度：水平2是国家污水综合排放三级标准[GB9878—

19961中规定的允许排放浓度[51；水平3是废水中自

然存在的金属元素浓度。4种金属元素的离子化合物

分别为：Mn(MnS04‘H20)、Cu(CuS04．5H20)、

Zn(ZnS04"7H20)和Se(Na2Se03)，均为分析纯。

表1 XZEH合成制药废水的水质测定结果(mg／L)

Table 1 Quality ofwastewater from the XZEH production
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测定Xhhh表达MnP水平的废水反应液总体积为

150 ml，30℃于120 r／min振荡反应6～24 h。每次取

样20 ml，3000 r／min离心20 min，取上清液测定其中

锰过氧化物酶的比活力(MnP—SA)水平和COD。，浓

度。测定MnP-SA水平的分光光度法条件是：温度

30℃、波长A469。m、5 min内测定OD的变化值，以0．1

A OD／min表示MnP的1个活性单位(1U)。1L废水

中所含有的MnP活性单位U的数量即比活力水平，也

即MnP—SA(U／L)t61。离心沉淀物的测定值即为IKPF—

Xhhh的生物量。

1．3出发菌株和培养基

Xhhh是本研究的出发菌株，整合利用了3个亲株

的基因资源，因而兼具了3个亲株的高降解性、高适

应性、高絮凝性的三高特征【7。9】。其亲株1黄孢原毛平

革真菌PC(Phanerochaete chrysosporium)由南京农业

大学提供；亲株2酿酒酵母真菌SC(Saccharomyces

cerevisiae)为东莞糖厂产品；亲株3土著菌XZ

(Bacillus)分离自制药废水的现场处理系统。培养基

为真菌和细菌普通培养基的综合配方’[71。

2结果与讨论

2．1 金属元素对IKPF—Xhhh表达MnP影响的测定

结果

4种金属元素对Xhhh的比增长率(SGR)、比降解

率(SDR)和酶比活力(MnP—SA)影响的测定结果

见表3。表3中的微生物比增长率SGR(specific growth

rate)，是表示微生物繁殖生长性能的动力学参数。计

算SGR的公式是：SGR(／d)=(1nXe—lnXo)／t，式中，

％为反应前生物量(mg／L)，疋为反应后生物量(mgm)，

r为反应时间(d)‘10】。微生物对污染物的比降解率SDR

(specific degradation rate)，在废水生物处理系统中又称

为生物负荷率SLR(sludge loading rate)，是表示微生物

降解污染物性能的动力学参数。本研究中SDR的计算

公式是：SDR(／d)=∥(So—Se)／[Xo(em—1)】，式中，岛为反

应前的污染物COD。，浓度(mg／L)，&为反应后的污染

物COD。，浓度(mg／L)，∥为SGR的值，％同于计算比

增长率(SGR)的公式㈣。

表3 4种金属元素对Xhhh表达MnP水平及降解

动力学参数影响的测定结果

Table 3 EffeCts ofthe 4 metals on levels ofMnP expression

and degradation kinetic parameters ofXhhh

表3中的每个MnP．SA数据是6个平行样品的

均值，SGR和SDR的值是3个平行样品的均值。结

果表明：MnP-SA与SDR之间存在极显著的正相关性

(P<0．01)；比降解负荷率SDR(Y)与MnP．SA(x)的

数学关系是：Y=0．0002X+0．1 174。显而易见，随着

Xhhh表达MnP-SA水平的提高，SDR随之上升，降

解废水的性能得以提高。

4种金属影响Xhhh表达MnP-SA水平的级差值

顺序为Mn2+(492．6 U／L1>Se4+(275-3 U／L)>Zn2+

(196．8 U／L)>Cu2+(97．94 U／L)，4种金属的优化浓度依

次分别为：10、<O．05、5和2mg／L(表4)。

从表4可以看出，4种金属离子处于优化浓度水

平时表达的MnP．SA为l 143 U／L，高于其他各组：对

制药废水有机污染物的比降解率SDR为0．337／d，也

高于其他各组。

10 mgm的Mn2+是表达MnP-SA水平的最佳浓

度，该结果与Urek[¨】的报道_致。MnP在催化污染物
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降解的过程中，需要足够的Mn2+作为电子供体[11-121。

Pointing[131报道CU2+6．35 mg／L和Zn2+6．55 mg／L时，可

以抑制MnP表达，与本研究结果相近。

但是，当4种金属离子均处于优化浓度时，其中

的Mn2+为10 me：／L，超过了国家三级排放标准规定的

允许浓度5 me／L[GB8978．1996]。所以在实际应用中，

可以采用表4中的“推荐浓度”，即Mn2+调节为5mg／L，

其他3种金属离子浓度仍选用“优化浓度”。

另外，从表4还可以看出，制药废水中自然存在

的Mn2+、CU2+、Zn2+3种金属离子浓度，均低于“推

荐浓度”，当调节至推荐浓度时，MnP．SA水平可提高

13．06％，SDR水平可提高47．75％。

2．2 IKPF-Xhhh特效菌株与土著亲株XZ的性能比较

表5列出了应用原创的废水处理信息软件Ebis4
【1 41，对“推荐浓度”制药废水中特效菌株Xhhh的性能与

原制药废水中土著亲株XZ的性能进行预测的比较分

析结果，其中土著亲株XZ的工艺性能参数参用徐州

恩华集团第三制药厂处理制药废水系统2003年全年

实际运行的测试结果。废水水质的自然参数同于Xhhh

的研究系统。

从表5可以看出，在600 m3／d制药废水的处理

系统中，当处理出水COD。浓度达到国家一级排放标

准时，IKPF—Xhhh特效菌株及其土著亲株XZ的主要

区别为：①降解率SDR即生物负荷率SLR：特效菌株

IKPF—xhllll是土著菌XZ的335％；②容积负荷率VLR：

特效菌株IKPF-Xhhh是土著菌XZ的324％；③所需

的曝气池体积：特效菌株IKPF—Xhhh仅是土著菌XZ

的37．49％。

可以清楚地看出，IKPF—Xhhh特效菌株的比降解

率和容积负荷率均是土著菌XZ的3倍以上；IKPF．

Xhhh特效菌株所需的曝气池体积约是土著菌XZ的

1／3。由此预测，应用IKPF—Xhhh特效菌株并调节4种

金属元素的水平，可以提高处理效率，节约处理废水

的运行费用，降低曝气池的建设投资。

表5中的进水COD。，浓度为1．900 kg／m3=1900

表5 Xhhh及亲株XZ处理制药废水性能的预测

Table 5 Predication ofcapabilities ofStrain Xhhh and

its parent strain XZ oftreating wastewater

mg／L，IKPF—Xhhh特效菌株对废水COD。，的生物负荷

率(SLR)即生物比降解率(SDR)为0．328／d，即单位

生物量每天降解的污染物的总量是生物量的32．8％。

2．3 IKPF—Xhhh特效菌株用于土壤污染修复的前景

应用微生物菌剂修复POPs和EEDs污染的土壤

或水体，一般从特效菌株的选用和提供特效菌株所需

的条件2个方面进行[15-16】。在证实IKPF—Xhhh特效

菌株具有降解废水中四氢呋喃、甲苯和甲胺特效性能

的前提下，可以推论只要条件理想，IKPF—Xhhh特效

菌剂则有可能有效地用于四氢呋喃、甲苯和甲胺的

土壤污染修复。据报道[17_20】，不同地区土壤中存在的

Mn、Cu、Se、Zn 4种金属元素浓度水平如下：①Mn

元素：浙江、内蒙古、山西土壤中的浓度范围为540～

22 mg／kg；②Cu元素：全世界土壤中的平均浓度为20

mg／kg；③Se元素：中国土壤中的平均浓度为0．29

mg／kg；④Zn元素：中国土壤中的平均浓度为69

mg／kg。

上述表明，中国土壤中存在的Mn、Cu、Se、Zn

4种金属元素的浓度水平均高于本研究获得的推荐浓
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度，有可能满足IKPF-Xhhh特效菌株高效表达MnP

所需的金属元素条件。由于土壤污染的环境生态因素

极为复杂，所以确证Xhhh修复污染土壤的性能有待进

一步试验研究。

本研究中应用的4种金属元素的浓度，是否会引

发出现Mn、Cu、Se、Zn的二次环境污染，是个引人

关注的问题。下面逐一进行分析：

(1)我国无公害干果产地土壤重(类)金属推荐

限量指标，主要涉及总Hg、总As、总Ab、总Cd、

总Cr[2q，本研究中不涉及该5种重金属。

(2)土壤肥料中，主要关注的是重金属As、Hg、

Cd、Pb的污染指标【221，本研究中不涉及该土壤肥料

中的4种金属。

(3)蔬菜对土壤重金属吸收主要涉及Pb、Cu、Cd

和Zn的超标率【231，本研究中涉及的Cu仅为世界土壤

中平均浓度的1／10，Zn仅为中国土壤中平均浓度的

1／14。

(4)城市不同功能区土壤重金属分布【“1、高通量公

路沿线土壤转运金属污染【251、城市土壤中金属浓度等

研究表明[261，对金属污染的研究已深入到城市，因为

金属污染威胁到人体健康。

(5)金属对植物生长毒性【271、对降解农药微生物影

响【28】、以及碘甲磺隆钠盐对土壤微生物过氧化氢酶影

响等研究表明【29】，金属污染的生态效应及生态毒性，

关系到土壤功能和食物链清洁。

本研究中涉及到Mn、Cu、Se和Zn的添加和调

控，但是该4种金属元素的应用浓度，远远低于世界

及中国土壤中的平均浓度，并且己控制在中国国家允

许的排放标准[GB8978—1996】的范围内。

3结语

影响IKPF—Xhhh特效菌株表达MnP-SA水平高低

的4种金属元素排序为：Mn2+>Se4+>Zn2+>Cu2+；锰

过氧化物酶比活力水平与比降解率之间有极显著正相

关性(P<0．01)，其数学关系模型是Y；0．0002X+

O．1174，(Y为SDR值，X为MnP—SA值)。

推荐IKPF-Xhhh特效菌株使用的Mn2+、Cu2+、

zn2+、Se4+浓度分别为5、2、5、<0．05 mg／L。在降解

制药废水过程中，Xhhh特效菌株的SDR是土著菌XZ

的3．35倍，VLR是土著菌XZ的3．24倍，所需曝气池

体积是土著菌XZ的37％。

我国土壤中Mn、Cu、Se、Zn金属元素的浓度水

平均高于本研究获得的推荐浓度，有可能满足Xhhh

高效表达M11P所需的金属元素条件。Xhhh有效地用

于土壤污染修复有待进一步试验研究。
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Effects 3f Metals on MnP Expression and Wastewater Degradation Efficiency of Xhll．h、Strain

ZHAO Da-yon91，YU Hong-fen92，PAN Wen．yang。，SUN Shi．1ei’，ZHANG Xu．xian91。

ZHU Cheng-junl，XIAO Lin‘，CUI Yi．binl，CHENG Shu．pei。

(1 StateKeyLaboratoryofPollutionControlandResourceReuse，NanjingUniversity。Nanjing 210093，China；

2SchoolofEnvironmentandSurvey,MiningUniversityofChina。Xu：hou,Jiangsu 221008，China)

Abstract：Effects of 4 metal ions，Mn2+，Cu2+，Zn2+and Se4+，were determined on level of manganese peroxidase(MnP)expression and

degradation efficiency of Strain Xhhh，an inter-kingdom protoplast fusaiat(IKPF)Was constructed for degrading organic pollutants in wastewater

from apharmaceutical plant．Results showed that in terms ofspecific activity(MnP．SA)level，the four metals were in the order ofMn2+>Se4+>Zn2+

>Cu”．A significantly positive correlation(P<O．01)WaS observed between the MnP．SA level and the specific degradation rate fSDR)．The findings

provided some important molecular biological parameters that were useful in designing wastewater treatment technology using the IKPF．Xhhh strain．

The prospect ofapplication ofStrain Xhhh to soll bioremediation was also discussed．

KeyWOrdSt Pharmaceutical wastewater，Metals，Biodegradation，MnP，SDR，Soll bioremediation

  


