
摘 要：在非常高的蒽浓度下，用高效液相色谱测定了不同的表面活性剂条件下蒽高效降解菌降解蒽的情况。结果表

明，使用表面活性剂能极大地促进蒽的降解，而相同条件下生物表面活性剂效果要优于化学表面活性剂。在不加表面活

性剂、加入十二烷基磺酸钠、加入吐温－２０及加入生物表面活性剂产生菌四种情况下，经过６ｄ的降解，蒽的浓度分别
从２５０μｇ·ｍＬ－１降至２１４，１９９．２，１３８．７和１１４．８μｇ·ｍＬ－１，分别降解了３６，５０．４，１１１．３和１３５．２μｇ·ｍＬ－１，显示了极
强的降蒽能力。说明使用单一的降解菌效果不太明显，将蒽降解菌和产表面活性剂产生菌接合构成一个混合菌群使用

时，效果非常明显。
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多环芳烃 （简称ＰＡＨＳ）是有两个或两个以上苯
环，在环境中难以降解的有机有毒化合物 犤１犦。有关资

料表明 ７０％～８０％的癌症与环境中化学致癌物有
关，而多环芳烃就是其中最引人注目的一大类 犤２犦。蒽

是一种难降解的三环芳烃，由于其不溶于水，在环境

中的生物降解性很差，在生物修复中，人们经常使用

表面活性剂来促进多环芳烃的溶解。在加入表面活性

剂后，蒽的水溶性会大大提高。表面活性剂含有一个

亲水基团和一个亲脂基团，趋向于液相与另一种极性

和氢键力不同的液相或气相的界面 （如水油界面、水

气界面），在界面形成分子层，降低界面能量（界面张

力）或表面张力，从而使多环芳烃更容易溶解犤３犦。很多

的化学表面活性剂表面性质优良，都能促进蒽的溶

解，但化学表面活性剂往往成本较高，用量大，容易对

环境造成二次污染，在这种情况下，近年来生物表面

活性剂在环境修复中的应用受到越来越广泛的关

注。与化学表面活性剂相比，生物表面活性剂除具有

降低表面张力、稳定乳化液等相同的作用外，还具有
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一般化学表面活性剂不具备的特点，如无毒，能够被

生物完全降解，用量少，成本低等，具有广阔的应用前

景 犤４犦。本文在用蒽的高效降解菌来降解蒽的同时，加

入了生物表面活性剂产生菌以及离子型表面活性剂

十二烷基磺酸钠和非离子型表面活性剂吐温－２０。结
果显示，生物表面活性剂的效果明显好于化学表面活

性剂，且该表面活性剂性能优良，适用于极端环境下

的应用，为生物表面活性剂在环境修复中的应用提供

了理论依据。

１ 材料与仪器

１．１材料
１．１．１表面活性剂产生菌铜绿假单胞菌

由 武 汉 大 学 典 型 培 养 物 保 藏 中 心 提 供

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｏｓａ），高效蒽降解菌从武汉染料
厂的染料污泥中分离，并通过富集培养、紫外和超声

波诱变后得到。

１．１．２培养基
表面活性剂产生菌培养基：葡萄糖１ｇ，牛肉膏

０．５ｇ，酵母膏０．５ｇ，蛋白胨１ｇ，ＮａＣｌ０．５ｇ，水１００ｍＬ，
ｐＨ７．２。

蒽高效降解菌培养基：ＮＨ４Ｃｌ１．０ｇ，ＭｇＳＯ４
０．０６４ｇ，ＫＨ２ＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ１．６ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ８ｇ，
Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ，ｐＨ７．０，将２５０ｍｇ蒽溶于１８．７５ｍＬＮ，
Ｎ－二甲基甲酰胺 （ＤＭＦ）中 （每７５μＬＤＭＦ含１ｍｇ
蒽），再将其倒入培养基中振荡混匀。

１．１．３蒽降解摇瓶实验
将３０℃条件下活化隔夜的２种菌株按照１０％的

量分别接种于相应的培养基中置于 １８０ｒ·ｍｉｎ－１的
摇床上培养。

１．２仪器
ＨＰ１０００系列高效液相色谱，ＣＱ－２５０型超声振

荡器，摇床，灭菌锅，离心机，Ｋ－１００表面张力仪（德
国ＫＲＵＳＳ公司产），电子天平。
１．３色谱分析条件

色谱柱为ＥｃｌｉｐｓｅＸＰＢ－Ｃ１８柱，４．６×１５０ｍｍ，美
国Ａｇｉｌｅｎｔ公司产。柱温２５℃，流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测
器为荧光检测器 （ＦＬＤ），激发波２５０ｎｍ，发射波４３０
ｎｍ。流动相为９０％甲醇＋１０％水。４元泵。
１．４试剂

蒽、甲醇为色谱纯，二氯甲烷为分析纯，试验用水

为２次重蒸水，十二烷基磺酸钠和吐温 －２０为分析
纯。

１．５试验方法
１．５．１蒽标样配制

准确称取１０ｍｇ蒽溶于１００ｍＬＣＨ２Ｃｌ２中，然后精
确倍比稀释，得到蒽的系列标准溶液。

１．５．２生物表面活性剂提取和浓度测定犤５犦

取培养６ｄ的发酵液，４０００ｒ／ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，
上清液用浓ＨＣｌ调ｐＨ至２．０，４℃静置过夜，离心收
集沉淀，将沉淀溶于ＣＨ２Ｃｌ２，用滤纸过滤，滤液加ＨＣｌ
调ｐＨ值至２．０，得到的沉淀即为表面活性剂，干燥后
准确称量。

１．５．３降解试验
实验分４个平行组进行，１组只加入蒽高效降解

菌而不加表面活性剂，２组加入离子型表面活性剂十
二烷基磺酸钠，３组加入非离子型表面活性剂吐温－
２０，４组加入生物表面活性剂产生菌。４个组在相同条
件下测定其降解情况。

配制６００ｍＬ高效蒽降解菌的培养基，取２００ｍＬ，
加入１００ｍｇ的十二烷基磺酸钠混匀后平均分装于 ４
个三角瓶中，编号分别为１～４号。另取２００ｍＬ加入
１００ｍｇ吐温－２０，混匀后平均分装于４个三角瓶中，
编号分别为５～８。剩下的２００ｍＬ平均分装于４个三
角瓶中，编号分别为９～１２。另外配制４瓶５０ｍＬ表面
活性剂产生菌的培养基，在其中加入除水以外蒽降解

菌培养基的其它成份，编号为１３～１６。将１６个瓶在
１２１℃条件灭菌２０ｍｉｎ后冷却，接种１ｍＬ经过活化
的高效蒽降解菌液。其中１，５，９和１３为第１组，降解
３ｄ牷２牞６牞１０和１４为第２组，降解４ｄ牷３牞７牞１１和１５为
第３组，降解５ｄ牷４牞８牞１２和１６为第４组，降解６ｄ牷将
各组菌液在 ４０００ｒ·ｍｉｎ－１转速下离心 ２０ｍｉｎ除去
菌体，上清液加５０ｍＬ二氯甲烷，超声提取２０ｍｉｎ，得
到的ＣＨ２Ｃｌ２溶液备ＨＰＬＬ用。

２ 结果与讨论

标准曲线如图１，蒽的单标色谱图如图２所示。

图１蒽标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｐｅａｋａｒｅａｓａｇａｉｎｓｔａｍｏｕｎｔｓｏｆａｎｔｈｒａｃｅｎｅ
ｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨＰＬＣ
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表１加入４种类型表面活性剂蒽降解率随时间的变化

Ｔａｂｌｅ１ Ｄｅｇｒａｄａｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆａｎｔｈｒａｃｅｎｅａｇａｉｎｓｔｔｉｍｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ４ａｄｄｅｄｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ

表面活性剂的类型

降解 ３ｄ 降解 ４ｄ 降解 ５ｄ 降解 ６ｄ
残留量 降解率 残留量 降解率 残留量 降解率 残留量 降解率

／μｇ·ｍＬ－１ ／％ ／μｇ·ｍＬ－１ ／％ ／μｇ·ｍＬ－１ ／％ ／μｇ·ｍＬ－１ ／％
不添加表面活性剂 ２４４．５ ２．２ ２３４．５ ６．２ ２２１．４ １１．６ ２１４．０ １４．４
加入十二烷基磺酸钠 ２２６．７ ９．３２ ２１８．１ １２．７６ ２０７．４ １７．０４ １９９．２ ２０．３２
加入吐温 －２０ ２３１．５ ７．４ １８２．４ ２７．０４ １５４．７ ３８．１２ １３８．７２ ４４．５

加入生物表面活性剂产生菌 ２４６．２ １．５２ ２２７．８ ８．８８ １５０．３ ３９．８８ １１４．８ ５４．０８

２．１样品分析
经过测定，在第５ｄ，表面活性剂的浓度为０．５

ｇ·Ｌ－１。１６个样品的蒽浓度和相应的降解率如表１所

示。

由表 １可知表面活性剂极大地促进了蒽的降
解。

牗１牘化学表面活性剂的强化降解作用
从表１中可见，加入吐温－２０后第３ｄ降解率为

７．４％，第４ｄ为２７．０４％，出现一个飞跃。这是因为在
这个系统中，降解效果取决于２个方面：一是表面活
性剂对蒽的增溶脱附作用，二是降解菌的降解能力。

由于蒽降解菌降解蒽获得生长的能量是各种酶催化提

供的，在蒽的诱导下降解菌分泌酶需要一定的时间犤６犦，

当降解菌开始分泌这种酶并达到一定浓度时，蒽的降

解就会出现一个飞跃。

从表 １中可见两种化学表面活性剂均极大地促
进了蒽的降解。相比而言，非离子型表面活性剂吐温

－２０的效果又明显好于离子型表面活性剂十二烷基
磺酸钠。

牗２牘生物表面活性剂强化降解作用
从表中可见，在前３ｄ，加入生物表面活性剂产生

菌的降解率仅为１．５２％，第４牞５牞６ｄ的降解率分别为
８．８８％牞３９．８８％牞５４．０８％。这是因为表面活性剂产生
菌产生表面活性剂有一个过程，在这个过程中，表面

活性剂浓度从小变大，逐渐增加，因而增溶效果也逐

渐增大，降解率也相应提高。在第４ｄ到第５ｄ降解率
有一个飞跃，这可能是因为表面活性剂浓度达到其临

界胶束浓度，从而使得增溶效果达到最大。

牗３牘两类表面活性剂强化降解作用的比较
从表１中可以看到，前３ｄ，加入化学表面活性剂

后的降解效果好于生物表面活性剂，随着时间的推

移，生物表面活性剂产量的提高，并且效果要比化学

表面活性剂效果持久。

２．２生物表面活性剂的表面性质
２．２．１临界胶束浓度（ＣＭＣ）值

临界胶束浓度牗ＣＭＣ牘值见图３。
由图３可知，表面活性剂的ＣＭＣ值是３２．５ｍｇ·

Ｌ－１。
２．２．２不同ｐＨ值对表面活性剂表面张力 ｒｓ的影响

ｐＨ值分别为３牞５牞７牞９和１１时测得的表面张力
ｒｓ值分别为３８．７，３７，３１，３１．７和３６ｍＮ·ｍ－１，其值
均较低，变化不大，表明该表面活性剂对ｐＨ值有较
广泛的适应范围。

２．２．３不同温度对表面张力 ｒｓ的影响
常温下 牗２５℃时 ｒｓ为３０．７ｍＮ·ｍ－１，５０℃～９０

℃时 ｒｓ为３０．９～３１．８ｍＮ·ｍ－１牘温度对生物表面活
性剂的影响较小，即使在１００℃高温下，其表面张力
值为３５．５ｍＮ·ｍ－１，与室温时相差不大。
２．２．４ＮａＣｌ浓度对表面张力 ｒｓ的影响

图３ 临界胶束浓度与表面张力的关系

Ｆｉｇｕｒｅ３ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｓｕｒｆａｃｅｆｏｒｃｅａｎｄ
ｃｒｉｔｉｃａｌｃｏｌｌｏｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图２ 蒽的标样色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆａｎｔｈｒａｃｅｎｅ
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从试验结果可见，该表面活性剂对盐亦有较高的

耐受性，在ＮａＣｌ浓度为０ｇ·Ｌ－１时，ｒｓ为３０．７ｍＮ·
ｍ－１；即使ＮａＣｌ浓度升至２０ｇ·Ｌ－１时，其表面张力值
也仅为３２．５ｍＮ·ｍ－１，变化不大。

３ 结论

在生物修复多环芳烃污染时，往往要使用表面活

性剂来促进其降解。本文所使用的２种菌株都具有良
好的性能，高效蒽降解菌能够在极高的蒽浓度下生存

（２５０ｍｇ·Ｌ－１），并且降解能力较强，在单独使用蒽菌
的情况下６ｄ内可降解３６ｍｇ·Ｌ－１的蒽，与生物表面
活性剂配合使用，６ｄ内可以降解１３５．２ｍｇ·Ｌ－１浓
度的蒽，效果非常显著。而表面活性剂产生菌所产的

表面活性剂性质优良，能耐高温，有广泛的温度和酸

碱度适应性，并且有较高的耐盐度，在多环芳烃的生

物降解过程中的增溶降解性能又优于化学表面活性

剂，在生物修复尤其是土壤修复中有很大的实用价

值。
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