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河道底泥中四氯双酚 Ａ 的厌氧降解及
硫酸盐还原菌对其降解效率的影响∗
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摘　 要　 本文采用血清瓶实验研究了贵屿镇练江底泥 ＴＣＢＰＡ 的厌氧降解特性以及该过程中硫酸盐还原菌的

变化情况．结果表明，在不同还原条件下，ＴＣＢＰＡ 降解效率顺序为：产甲烷环境＞硫酸盐还原环境＞接种控制，
对应降解速率常数分别为：０．０８４４ ｄ－１、０．０６９４ ｄ－１、０．０５６１ ｄ－１，半衰期分别为：８．２ ｄ、１０．０ ｄ、１２．４ ｄ．与接种控制

组相比，加入电子供体可加速 ＴＣＢＰＡ 降解，降解速率常数可达 ０．０７２２ ｄ－１，半衰期为 ９．６ ｄ．加入邻苯二甲酸丁

酯后，ＴＣＢＰＡ 降解受到抑制，降解速率常数为 ０．０４９１ ｄ－１，半衰期为 １４．１ ｄ．使用 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｃｔ 法进行荧光定

量 ＰＣＲ 实验，结果表明硫酸盐还原菌在 ＴＣＢＰＡ 降解过程中起到了积极的作用．
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ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｄｏｎｏｒｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅ， ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
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ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ． Ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
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四氯双酚 Ａ（Ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｂｉｓｐｈｅｎｏｌ⁃Ａ， ４，４⁃ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｉｄｅｎｅｂｉｓ ［２，６⁃ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ］，ＴＣＢＰＡ）是一种应

用广泛的反应型阻燃剂，通过化学反应向高分子材料中引入阻燃基团，从而提高材料抗燃性，阻止材料
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被引燃和抑制火焰传播．作为双酚 Ａ（Ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ， ＢＰＡ）的一种卤化衍生物，ＴＣＢＰＡ 被广泛应用于建

材、涂料、合成纤维纺织品、塑料制品、电子电路板和其他电子设备，此外还被作为添加剂，使用在环氧树

脂、聚碳酸酯树脂、高抗冲聚苯乙烯、酚醛树脂和粘合剂等聚合物中［１］ ．ＴＣＢＰＡ 的 ｌｇＫｏｗ ＝ ４．０２，具有很强

的疏水性，容易被水体中颗粒物、底泥以及水生生物所吸附，化学性质稳定，在环境介质中能保持很高的

持久性，易于在生物体内富集［２］ ．
ＴＣＢＰＡ 是一种环境激素，其结构与甲状腺激素类似，能够模仿甲状腺激素和雌性激素在人体内的

活动［３⁃４］，并且具有潜在致癌作用［５］ ．Ｆａｎ 等［６］对国内 ６２ 个饮用水采样点水样进行分析，在其中 ３７ 个采

样点中检测出了 ＴＣＢＰＡ，其中浓度最高采样点浓度为 ７．７ ｎｇ·Ｌ－１ ．如何有效降解环境中的 ＴＣＢＰＡ，成为

人们关注热点．
近年来，国外对 ＴＣＢＰＡ 毒理性质、理化性质和降解机制等做了不少工作，主要集中在利用表面活性

剂以提高 ＴＣＢＰＡ 的生物可利用性，以及在不同还原条件下 ＴＣＢＰＡ 的降解特性等．Ｙｕａｎ 等［７］ 利用台湾

某运河底泥对 ＴＣＢＰＡ 进行厌氧降解，研究发现在加入酵母提取物，纤维素，氯化钠，鼠李糖脂或其他表

面活性剂后，ＴＣＢＰＡ 厌氧降解会得到不同程度促进，而加入邻苯二甲酸酯，壬基苯酚或重金属后，
ＴＣＢＰＡ 厌氧降解则会得到不同程度抑制．Ｖｏｏｒｄｅｃｋｅｒ［８］等人发现 ＴＣＢＰＡ 在厌氧条件下，先降解为二氯双

酚 Ａ（ｄｉｃｈｌｏｒｏｂｉｓｐｈｅｎｏｌ－Ａ， ＤＣＢＰＡ）再进一步脱氯最终转化为双酚 Ａ（Ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ， ＢＰＡ）．
硫酸盐还原菌（ＳＲＢ）是一类与硫酸盐还原反应相关的细菌统称．ＳＲＢ 特点是能够以有机物作为电

子供体，以 ＳＯ２－
４ 作为最终电子受体，通过对有机物的厌氧消化而获取生存所需能量，是一种严格厌氧的

真细菌．硫酸盐还原菌基质利用性较强而广泛存在于环境之中，加上我国电子垃圾拆解区使用的拆解工

艺落后，拆解区周边水体和土壤酸化严重［９］，使得硫酸盐还原菌存在的可能性大大提高．对于硫酸盐还

原菌在含氯有机物厌氧降解过程中所起到的作用，目前存在争议，有研究认为，硫酸盐还原条件氧化还

原电位较低，在－１００ ｍＶ 以下［１０］，且硫酸盐还原菌具有较强的基质利用性，所以硫酸盐还原条件可以加

速还原脱卤过程；但也有研究认为，硫酸盐还原菌会与还原脱卤过程竞争电子，因此硫酸盐还原菌会抑

制微生物的还原脱卤过程［１１］ ．
目前，对 ＴＣＢＰＡ 的研究主要集中在环境水平的检测以及其对动植物的影响上，有关 ＴＣＢＰＡ 污染生

物修复方法研究非常薄弱，且在该过程中硫酸盐还原菌的作用也未涉及．基于此本研究以 ＴＣＢＰＡ 为目

标污染物，在厌氧条件下考察了（１）河道底泥中原有微生物菌群对 ＴＣＢＰＡ 的降解；（２）添加不同物质对

ＴＣＢＰＡ 降解的促进或抑制关系；（３）荧光定量 ＰＣＲ 法测定了 ＴＣＢＰＡ 厌氧降解过程中硫酸盐还原菌的

变化情况．期望研究结果对受到 ＴＣＢＰＡ 污染的土壤 ／底泥修复提供科学依据．

１　 材料与方法

１．１　 仪器与试剂

试剂：ＴＣＢＰＡ 标准品（百灵威试剂有限公司，纯度＞９８％），甲醇、丙酮、二氯甲烷（优级纯，上海安谱

科学仪器有限公司），琼脂糖（上海蓝季科技发展有限公司），５０∗ ＴＡＥ 缓冲液、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｄ（１００—
２０００ ｂｐ）、Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（生工生物（上海）股份有限公司），Ｇｏｌｄ Ｖｉｅｗ 核酸染料，ＢｉｏＥａｓｙ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ （ＳＹＲＢ Ｇｒｅｅｎ）荧光 ＰＣＲ 试剂盒（博日科技有限公司），生物实验用水为高纯水，分子生物学实验用

水为超纯水，其他试剂如无特别说明均为分析纯．ＴＣＢＰＡ 的标准贮备液用丙酮配制，使用前加以稀释．
仪器：ＳＹＱ．ＤＳＸ⁃２８０Ｂ 手提式不锈钢压力蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）；ＴＨＺ⁃Ｄ 台式恒温振荡

器（太仓市实验设备厂）；四维旋转混合器（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；ＪＡ１００３Ｎ 电子天平（上
海精密科学仪器有限公司）；９Ｂ５２００ＤＴ 超声波清洗器（宁波新共生物科技股份有限公司）；高效液相色

谱 ＨＰＬＣ（Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＬＣ２０ＡＴ，日本）；ＰｒｏＰｌｕｓ 手持式野外 ／实验室两用测量仪（ＹＳＩ，美国）；ＤＹＹ⁃ ２Ｃ 型电

泳仪（北京市六一仪器厂）；ＢＩＯ⁃ＲＡＤ Ｔ１００ＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪（ＢＩＯ⁃ＲＡＤ，美国）；Ｓｔｅｐ ＯｎｅＴＭ Ｒｅａｌ⁃
Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）．
１．２　 样品采集

电子垃圾拆解回收利用基地含卤阻燃剂污染状况严重，本研究沉积物样品取自于贵屿镇练江某支
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流．利用重力取样管采取河流表层沉积物（０—１５ ｃｍ）和深层沉积物（＞１５ ｃｍ），采样区河水以及河流岸

边的土壤样品也一同被收集．所有沉积物样品都是随机采取，在所确定采样点 １ ｍ２区域的中心位置采取

泥样，每个地点平行 ３ 次．贵屿沉积物样品呈黑褐色凝胶状，质粒较细，伴有明显石油气味．表层沉积物样

品 ｐＨ 值在 ５—６ 之间，溶解氧为 ｍｇ·Ｌ－１ ．沉积物样品和水样都保存在事先灭菌的广口瓶中，瓶口边缘密

封后，４ ℃下保存直至使用．
１．３　 实验方法

泥样的配制：取 １８００ ｍＬ 取样点水样装入广口玻璃瓶中，先通 Ｎ２曝气 ３０ ｍｉｎ，然后在通 Ｎ２条件下加

取样点污泥，配成 ２４００ ｍＬ 泥水混合物（预留 ２００—３００ ｍＬ 泥样备用）．加入 ０．５ ｍＬ 刃天青（０．１％）作为

氧指示剂．
ＴＣＢＰＡ 加入方法：取适量不含 ＴＣＢＰＡ 污染物的泥土干燥后研磨成细末，用高压蒸汽连续处理 ３ ｄ，

每次 ３０ ｍｉｎ；向 １００ ｍＬ 血清瓶中添加 １ ｇ 灭菌干土，加入 ２ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴＣＢＰＡ 贮备液，使溶液完全

浸没沉积物．将培养瓶放入通风橱，丙酮挥发后 ＴＣＢＰＡ 即包覆在干泥土颗粒表面．在无氧条件下（通 Ｎ２

２０—３０ ｍｉｎ），用干净无菌移液管移取 １００ ｍＬ 泥水混合物于前述血清瓶中，使泥∶水＝ １∶３（Ｖ ／ Ｖ），培养瓶

用内含聚四氟乙烯垫片外包铝帽的瓶盖压紧．
无菌控制：在 １２１ ℃下，连续 ３ ｄ 对含污染物的样品进行高压热处理，每次 ３０ ｍｉｎ（间歇灭菌法）．
电子供体：将乙酸、丙酸、丁酸以及乳酸等摩尔浓度混合，配制成 １０００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１储备液，加入反应体

系后最终浓度为 １ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ．
泥样的培养：将泥样放在室温黑暗条件下静置培养（每隔 ３—４ ｄ 摇晃一次以保证均匀），每隔 ７ ｄ

在严格厌氧条件下取样 １ 次，分别进行 ＴＣＢＰＡ 和分子生物学分析．设置泥样条件如表 １ 所示．

表 １　 实验条件及实验目的

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｕｒｐｏｓｅｓ
实验条件 添加浓度 实验目的

ＮａＨＣＯ３＋电子供体 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１＋１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 产甲烷条件

Ｎａ２ＳＯ４＋电子供体 ２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１＋１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 硫酸盐还原条件

邻苯二甲酸丁酯（ＰＡＥ）＋ 电子供体 ２ ｍｇ·Ｌ－１＋１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴＣＢＰＡ 降解的促进或抑制因子

电子供体 １ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴＣＢＰＡ 降解的促进或抑制因子

接种控制（Ｃｏｎｔｒｏｌ） ／ 土壤背景值

灭菌控制（Ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ） ／ 非生物控制

１．４　 分析方法

ＴＣＢＰＡ 萃取及分析：取样前充分振荡培养瓶，使基质混匀，然后用 ２ ｍＬ 无菌注射器在厌氧条件下

吸取 ２ ｍＬ 泥水混合物注入 Φ ＝ ９ ｃｍ 的培养皿中，待泥样自然晾干后，转移至 ８ ｍＬ 已称重透明玻璃小

瓶，再次称重．然后加入 ２ ｍＬ 的 ＣＨ２ Ｃｌ２，置于四维旋转混合器旋转振荡过夜，再用超声清洗机超声

１０ ｍｉｎ，该萃取过程重复 ２ 次，并将两次萃取液混合，用 ０．４５ μｍ 的 ＰＴＦＥ 滤头过滤后进行 ＨＰＬＣ 分析．
ＨＰＬＣ 分析条件：安捷伦 Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ 色谱柱（１５０×４．６０ ｍｍ，５ μｍ），流动相为甲醇∶水＝ ９０∶１０，流速

为 １ ｍＬ·ｍｉｎ－１，在波长 ２３８ ｎｍ 波长条件下 ＴＣＢＰＡ 的停留时间为 ２．３ ｍｉｎ．
沉积物 ＤＮＡ 提取：在每次取样测定体系中 ＴＣＢＰＡ 剩余浓度的同时，移取 ２ ｍＬ 泥水混合物存于

２ ｍＬ离心管，使用 Ｐｏｗｅｒ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（ＭＯ ＢＩＯ， ＵＳＡ），参照说明书对样品中的基因组 ＤＮＡ 进

行提取．ＤＮＡ 粗提液放置在－２０ ℃保存备用．
基因组 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增：ＰＣＲ 引物：实验中所用引物均由生工生物（上海）股份有限公司合成，均

用 ＨＡＰ 法纯化，详见表 ２．
样品中硫酸盐还原菌的检测，使用引物 Ｄｓｒ２０６０Ｆ ／ Ｄｓｒ４Ｒ 对基因组 ＤＮＡ 进行扩增，５０ μＬ ＰＣＲ 扩增

体系如下：Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（２５ μＬ），ＤＮＡ 模板（２ μＬ，约 ５ ｎｇ），前后引物各 ２ μＬ（０．４ μｍｏｌ·Ｌ－１），无
核酸双蒸水 １９ μＬ．预变性条件为 ９５ ℃，３ ｍｉｎ，并在 ９５ ℃变性 ３０ ｓ，５０ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ 的

条件下运行 ３０ 个循环，然后在 ７２ ℃条件下延伸 １０ ｍｉｎ．扩增结束后在－２０ ℃冰箱中保存备用．
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表 ２　 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
引物名称 引物序列 参考文献

３４１Ｆ ５′⁃ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃３′ ［１２］

５１８Ｒ ５′⁃ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ⁃３′ ［１２］

Ｄｓｒ２０６０Ｆ ５′⁃ＣＡＡＣＡＴＣＧＴＹＣＡＹＡＣＣＣＡＧＧＧ⁃３′ ［１３］

Ｄｓｒ４Ｒ ５′⁃ＧＴＧＴＡＧＣＡＧＴＴＡＣＣＧＣＡ⁃３′ ［１４］

荧光定量 ＰＣＲ 采用 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｃ ｔ法
［１５］进行检测，该方法对同一样品中的目的基因和内参基因同

时进行荧光定量 ＰＣＲ 反应，定量结果由目的基因与内参基因 Ｃ ｔ之间的差值（ΔＣ ｔ）来反映，再通过比较

不同样品的 ΔＣ ｔ值以确定各样品中目的基因的相对含量．
使用 Ｄｓｒ２０６０Ｆ ／ Ｄｓｒ４Ｒ 作为目的基因引物，３４１Ｆ ／ ５１８Ｒ 作为内参基因引物，普通好氧污泥作为背景

控制，反应体系为 ２０ μＬ，具体成分如下：２∗ＳＹＢＲ ＭＩＸ（１０ μＬ），ＤＮＡ 模板（２ μＬ，约 ５ ｎｇ），前后引物各

０．４ μＬ（０．２ μｍｏｌ·Ｌ－１），无核酸双蒸水 ７．２ μＬ．预变性条件为 ９５ ℃，１ ｍｉｎ，并在 ９４ ℃变性 １５ ｓ，６０ ℃退火

１５ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ 的条件下运行 ４０ 个循环，Ｍｅｌｔ Ｃｕｒｖｅ 条件如下：９５ ℃ （１ ｍｉｎ），６５ ℃ （１ ｍｉｎ），９５ ℃
（２０ ｓ，步进 ０．５ ℃·ｓ－１），３０（１ ｍｉｎ）．

２　 结果与讨论

２．１　 加入不同物质对 ＴＣＢＰＡ 厌氧降解的影响

产甲烷条件和硫酸盐还原条件是两种典型的厌氧环境，而电子垃圾拆解区的土壤和底泥除受含卤

阻燃剂的污染较严重外，电子垃圾中含有的邻苯二甲酸酯类（ＰＡＥｓ）也容易通过渗滤液和露天焚烧释放

到环境中［１６］，刘文莉等［１７］ 人对台州电子垃圾拆解地区土壤进行了分析检测，发现 ＰＡＥｓ 总含量在

１２􀆰 ５６６—４６．６６９ ｍｇ·ｋｇ－１，其中邻苯二甲酸二辛酯 （ＤＥＨＰ）、邻苯二甲酸丁酯（ＤＢＰ）和邻苯二甲酸二乙

酯（ＤＥＰ）相对含量较高，约占 ＰＡＥｓ 总量的 ９４％以上．
本研究中，以灭菌底泥和无添加底泥为对照，加入ＮａＨＣＯ３ 和电子供体以制造产甲烷条件，加入

Ｎａ２ＳＯ４和电子供体以制造硫酸盐还原条件，并分别测试了产甲烷条件、硫酸盐还原条件下厌氧体系中

ＴＣＢＰＡ 浓度随时间的变化，同时也研究了在加入邻苯二甲酸丁酯和电子供体以及只加入电子供体的条

件下 ＴＣＢＰＡ 的厌氧降解，以分析加入不同物质对底泥中 ＴＣＢＰＡ 厌氧降解的影响．实验结果如图 １ 所示．

图 １　 加入不同物质 ＴＣＢＰＡ 的厌氧降解影响

（２５ ℃，ＴＣＢＰＡ 初始质量浓度为：１２．３７ μｍｏｌ·ｇ－１，ＮａＨＣＯ３＋电子供体、Ｎａ２ＳＯ４＋电子供体浓度均为：

２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１＋１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，邻苯二甲酸丁酯＋电子供体和电子供体的浓度分别为 ２ ｍｇ·Ｌ－１＋１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１和 １ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｆｉｇ．１　 Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＣＢＰＡ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

由图 １ 可知，经过 ７０ ｄ 降解，灭菌控制组中 ＴＣＢＰＡ 的浓度没有明显降低，所以可以确定，微生物对

反应体系中的 ＴＣＢＰＡ 降解起到了决定性的作用．ＴＣＢＰＡ 初始浓度为 １２．３７ μｍｏｌ·ｇ－１ ．与接种控制组相
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比，ＴＣＢＰＡ 在产甲烷条件和硫酸盐还原条件下，降解速率都有不同程度加强，其中，在产甲烷环境下，
ＴＣＢＰＡ 降解效果得到明显加强，ＴＣＢＰＡ 经过 ２８ ｄ 的降解后即可完全降解；而在硫酸盐还原条件下，虽
然 ＴＣＢＰＡ 的降解效果有所加强，但增强幅度并不明显，ＴＣＢＰＡ 在经历了 ７０ ｄ 的降解后，方可完全降解．
对于接种控制组，经过 ７０ ｄ 降解后，ＴＣＢＰＡ 仍残余 ０．６０５ μｍｏｌ·ｇ－１ ．Ｖｏｏｒｄｅｃｋｅｒｓ 等［８］ 人利用 Ａｒｔｈｕｒ Ｋｉｌｌ
河底泥进行厌氧降解，ＴＣＢＰＡ 初始浓度为 ２５０ μｍｏｌ·Ｌ－１时，在产甲烷和硫酸盐还原环境下，ＴＣＢＰＡ 降解

停滞期分别为 ５６ ｄ 和 １５６ ｄ，在产甲烷条件下，ＴＣＢＰＡ 可在 １１２ ｄ 后降解完全；而在硫酸盐还原条件下，
经过 ２９４ ｄ 降解，ＴＣＢＰＡ 仍残余 ６０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ．这说明污染物在土壤中的降解因环境和土壤的物化性质

而异．Ｎｙｈｏｌｍ［１８］研究中也有指出，光、氧浓度、温度、ｐＨ、湿度以及微生物种群等都影响土壤中阻燃剂的

降解速率．本研究利用的底泥取自电子垃圾拆解地，经过长期驯化和适应，泥样中卤代还原微生物数量

更多，对 ＴＣＢＰＡ 的适应性更强，降解速率相比也更快．
在只加入电子供体的条件下 ＴＣＢＰＡ 降解停滞期约为 ２１ ｄ，ＴＣＢＰＡ 可在第 ３５ ｄ 降解完全，比产甲烷

条件下 ＴＣＢＰＡ 降解完全的时间推后了 ７ ｄ；而加入邻苯二甲酸丁酯和电子供体的组别，经过 ７０ ｄ 的降

解后，仍约残余 ３．０３９ μｍｏｌ·ｇ－１，约 ７５％的 ＴＣＢＰＡ 被降解．由于该组在添加邻苯二甲酸丁酯的同时加入

了等量的电子供体，故可以确定是邻苯二甲酸丁酯抑制了 ＴＣＢＰＡ 厌氧降解．
加入目标污染物后，在产甲烷条件下 ＴＣＢＰＡ 经过约 １４ ｄ 停滞期便开始降解，而在硫酸盐还原条件

下 ＴＣＢＰＡ 与接种控制组 ＴＣＢＰＡ 经过约 ２１ ｄ 停滞期后，才开始降解．这可能因为产甲烷条件的氧化还原

电位比硫酸盐还原条件的氧化还原电位更低，产甲烷条件的临界氧化还原电位为－１５０ ｍＶ［１９］，当氧化

还原电位达到－３７０ ｍＶ 至－５００ ｍＶ 时，产甲烷菌的生长速率和产甲烷速率达到最大［２０］，硫酸盐还原条

件的氧化还原电位则在－１００ ｍＶ 以下，而低水平的氧化还原点位有利于还原脱氯反应的发生． Ｙｕａｎ
等［７］发现，在产甲烷条件下降解 ＴＣＢＰＡ，反应体系的 ＯＲＰ 在 ０ ｄ 为－３０４ ｍＶ，培养 ２１ ｄ 后，降低至

－５３０ ｍＶ，培养至 ７０ ｄ，ＯＲＰ 值又升高至－２５５ ｍＶ；而在硫酸盐还原条件下，反应体系在 ０ ｄ、２１ ｄ、７０ ｄ 的

ＯＲＰ 值分别为－３０４ ｍＶ、－４５５ ｍＶ 和－２１０ ｍＶ．相比于硫酸盐还原环境，产甲烷环境更利于 ＴＣＢＰＡ 的降

解．加入不同物质后，ＴＣＢＰＡ 的降解速率常数、半衰期以及强化效果如表 ３ 所示．

表 ３　 添加不同物质后 ＴＣＢＰＡ 的降解速率常数、半衰期及强化效果

Ｔａｂｌｅ ３　 ＴＣＢＰＡ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ， ｈａｌｆ⁃ｌｉｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

添加物质 降解环境
降解速率常数

Ｋ１ ／ ｄ－１ 强化效果
半衰期
ｔ１ ／ ２ ／ ｄ

ｒ２

ＮａＨＣＯ３＋电子供体 产甲烷条件 ０．０８４４ ＋５０．４％ ８．２ ０．８１３９
Ｎａ２ＳＯ４＋电子供体 硫酸盐还原条件 ０．０６９４ ＋２３．７％ １０．０ ０．９４４４

电子供体 ／ ０．０７２２ ＋２８．７％ ９．６ ０．７９２９

邻苯二甲酸丁酯＋电子供体 ／ ０．０４９１ －１２．５％ １４．１ ０．９５７８

接种控制 ／ ０．０５６１ ０％ １２．４ ０．９０２７

向体系中加入邻苯二甲酸丁酯后，可强烈抑制 ＴＣＢＰＡ 降解，降解停滞期延长至 ３５ ｄ，且经过 ７０ ｄ
降解，ＴＣＢＰＡ 降解率仅为 ７５％．该条件下的降解速率常数比接种控制组降低了约 １２．５％（表 ３）．Ｙｕａｎ
等［７］的研究表明，向反应体系中加入邻苯二甲酸脂类后，其降解速率常数为 ０．０３８ 比接种控制组减少了

３０．９％，半衰期也延长至 １８．２ ｄ．可能由于邻苯二甲酸脂类也可被微生物作为碳源所利用，因此抑制了微

生物对 ＴＣＢＰＡ 的降解作用．
仅向体系中加入小分子有机酸作为电子供体，可对 ＴＣＢＰＡ 的厌氧降解起到强化作用，虽然 ＴＣＢＰＡ

降解停滞期没有缩短，但其降解速率常数增加了 ２８．７％，且 ＴＣＢＰＡ 经过 ３５ ｄ 降解后即可降解完全，比接

种控制组提早了 ３５ ｄ．可能因为，加入小分子碳源作为电子供体后可以增加污染物的溶解性并提高环境

中微生物的活性，，从而加速还原脱氯反应发生，也有可能因为小分子有机酸在被微生物利用的过程中

可以产生 Ｈ２和 ＣＯ２，从而为还原脱氯反应提供电子，促进还原脱卤反应的发生；除此之外，碳源可以加

强产甲烷细菌的活性，营造产甲烷条件，从而间接的加速微生物还原脱氯的发生．仅向体系中加入电子

供体虽然可以加速 ＴＣＢＰＡ 的降解，但与同时加入 ＮａＨＣＯ３和电子供体的组别相比，强化效果稍弱，这可

能是因为后者不仅为体系提供电子供体，产甲烷条件的氧化还原电位也更低，脱氯反应更容易发生．
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向反应体系中加入 Ｎａ２ＳＯ４和电子供体后，ＴＣＢＰＡ 的降解速率常数相比接种控制组增加了 ２３．７％，
而与只加入电子供体的组别相比，其降解速率常数降低了 ３８．８％．这可能是因为在厌氧条件下，硫酸盐

作为一种强有力的电子受体，争夺了还原脱氯过程中所需的电子而对脱氯过程产生不利影响．
２．２　 硫酸盐还原菌随 ＴＣＢＰＡ 降解的变化

由图 １ 可知，在产甲烷条件和硫酸盐还原条件下，ＴＣＢＰＡ 降解都有不同程度加强．然而，产甲烷菌属

于古菌域，可以利用的基质有限，主要是 Ｈ２、ＣＯ２ 和醋酸盐等小分子有机物，处于厌氧消化食物链末

端［２１］，其主要作用是将含氯污染物脱氯后的中间产物迅速转化为气态终产物 ＣＨ４和 ＣＯ２，消除中间产

物对脱氯过程的抑制，从而促进氯代有机物的还原脱氯，对脱氯基本没有贡献．并且国内外许多研究结

果已经证明［７， ８， １１］，产甲烷条件有利于还原脱氯，而硫酸盐还原条件对还原脱氯作用存在争议，结合生

物降解实验结果，在产甲烷条件下，ＴＣＢＰＡ 降解优于接种控制组和只加入电子供体组别；而在硫酸盐还

原条件下，ＴＣＢＰＡ 的降解与接种控制组相比，起到了一定的强化效果，而和只加入电子供体的组别相

比，反而是降解速率受到了抑制．因此本研究在 ＴＣＢＰＡ 降解的同时利用分子生物学手段对不同时期样

品中的硫酸盐还原菌进行检测分析，尝试找出硫酸盐还原菌在 ＴＣＢＰＡ 厌氧降解过程中的作用．
将同时加入 Ｎａ２ＳＯ４和电子供体组、只加入电子供体组以及接种控制组分别记为 Ａ、Ｂ、Ｃ 组．提取以

上 ３ 组在第 ７ ｄ、第 ２８ ｄ 以及第 ７０ ｄ 的冻存泥样品 ＤＮＡ．另取加入 ＦｅＳＯ４的贵屿污泥以及普通好氧污泥

进行 ＤＮＡ 提取并分别作为阳性对照和阴性对照．使用硫酸盐还原菌的特定引物 Ｄｓｒ２０６０Ｆ ／ Ｄｓｒ４Ｒ 对

１１ 个样品进行扩增，扩增结果如图 ２ 所示．

图 ２　 不同样品各时间段 ＰＣＲ 扩增结果

（Ａ（７ ／ ２８ ／ ７０）为加入 Ｎａ２ＳＯ４和电子供体在 ７ ｄ、２８ ｄ、７０ ｄ 的扩增结果，Ｂ（７ ／ ２８ ／ ７０）为

只加入电子供体在 ７ ｄ、２８ ｄ、７０ ｄ 的扩增结果， Ｃ（７ ／ ２８ ／ ７０）为接种控制组在 ７ ｄ、２８ ｄ、７０ ｄ 扩增结果）

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

从图 ２ 可以看出，阳性对照组可以扩增出目的片段，而阴性对照组无法扩增出相应的目的片段．目
的基因片段长度为 ３８４ ｂｐ，与图中条带位置相符，这说明引物的特异性良好，可以用扩增结果来表征样

品中是否含有硫酸盐还原菌．
以普通好氧污泥为背景，以 ３４１Ｆ ／ ５１８Ｒ 为内参引物，采用 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｃｔ 法对各样品中硫酸盐还原

菌的相对含量进行分析．各样品不同时间段目的基因含量如图 ３ 所示．从图 ３ 中可以看出，加入 Ｎａ２ＳＯ４

和电子供体的组别和只加入电子供体的组别，硫酸盐还原菌的含量都有明显上升；而控制组中，硫酸盐

还原菌的含量无明显变化甚至略有下降．只加入电子供体的组别，硫酸盐还原菌含量逐步增高．但 ０—
２８ ｄ的增长量远大于 ２８—７０ ｄ 的增长量，说明硫酸盐还原菌在增殖到一定程度后增殖速率减慢．在２８ ｄ
时，加入 Ｎａ２ＳＯ４和电子供体的组别和只加入电子供体的组别所含硫酸盐还原菌的含量基本一致，而
ＴＣＢＰＡ 的降解情况却相差较大，说明硫酸盐还原菌在 ＴＣＢＰＡ 厌氧降解过程中虽然起到了促进作用，但
并不是影响其降解速率的唯一因素，ＴＣＢＰＡ 的厌氧降解还会受到产甲烷菌等其他微生物影响．

对于加入 Ｎａ２ＳＯ４和电子供体的组别，硫酸盐还原菌含量总体上升，但有先升高后下降的趋势，可能
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是向反应体系中加入 Ｎａ２ＳＯ４和电子供体后，硫酸盐还原菌迅速增殖，但增殖到一定数量后，硫酸盐还原

菌内部竞争增强，抑制了其进一步的增殖，最后使硫酸盐还原菌含量反而稍有下降．对加入Ｎａ２ＳＯ４和电

子供体的组别第 ２８ ｄ 至第 ７０ ｄ 的样品进行荧光定量 ＰＣＲ 分析，不同时段样品中目的基因含量如图 ４
所示． 从图 ４ 可以看出，对于加入 Ｎａ２ＳＯ４和电子供体的组别，硫酸盐还原菌含量从 ２８ ｄ 开始缓慢增加，
并在第 ５６ ｄ 时达到最大值，５６—７０ ｄ 硫酸盐还原菌含量有所减少．

图 ３　 各样品不同时间段目的基因含量

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｓａｍｐｌｅ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

图 ４　 加入 Ｎａ２ＳＯ４和电子供体后不同时段目的基因含量

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ Ｎａ２ＳＯ４

ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｄｏｎｏｒ ｔｏ ｓａｍｐｌｅ

３　 结论

比较了不同还原条件下 ＴＣＢＰＡ 的厌氧降解，其中在产甲烷条件下 ＴＣＢＰＡ 的降解速度比硫酸盐还

原条件快，其降解速率常数和半衰期分别为：０．０８４４ ｄ－１、０．０６９４ ｄ－１；８．２ ｄ、１０．０ ｄ．自然状态下，ＴＣＢＰＡ
（１２􀆰 ３７ μｍｏｌ·ｇ－１）在贵屿污泥中的降解速率常数为 ０．０５６１ ｄ－１，半衰期为 １２．４ ｄ．加入电子供体可促进

ＴＣＢＰＡ 的厌氧降解，降解速率常数增长了 ２８．７％，加入邻苯二甲酸丁酯会抑制 ＴＣＢＰＡ 的降解，降解速率

常数降低了 １２．５％．采用硫酸盐还原菌的特异性引物对样品中基因组 ＤＮＡ 进行扩增，并进行后续的荧光

定量 ＰＣＲ 实验．从实验结果可知，在 ＴＣＢＰＡ 的厌氧降解过程中，可推测硫酸盐还原菌在 ＴＣＢＰＡ 厌氧降

解的过程中起到了积极的作用．
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赛默飞液相色谱备件快速到货承诺：两周内到货

实验做到一半，氘灯寿终正寝，此刻的你该怎么办？ 相信大多数用户都遇到过类似的问题，进口仪

器需要更换或更新部件和耗材的时候，到货期常常需要很长一段时间，在此期间，用户除了等待别无办

法，项目进度也因此耽搁．
为了更好地满足用户的应急需求以及全国广大用户日益增长的市场需要，赛默飞世尔科技推出了

液相色谱产品快速到货承诺－－液相色谱常规模块，包括常用配件和耗材的货期缩短至两周内．
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