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摘要: 【目的】近年来，抗生素在畜禽及水产养殖中的使用量增加，导致固体废弃物和污水中存在大量的抗生

素和耐药菌。土霉素作为用于养殖业主要的抗生素之一，在畜禽粪便和污水中的残留含量较高，因此，筛选并

鉴定了能降解残留土霉素的微生物。【方法】采用富集驯化法，以菌肥、药渣和畜禽粪便为原料，采用摇床震

荡的方法进行微生物培养，采用高效液相色谱法 (HPLC) 进行土霉素含量测定，筛选出能够高效降解土霉素的

微生物。本研究还对降解菌在不同温度、pH、转速和接种量条件下的土霉素降解效果进行优化，并最终利用

16S rDNA 的方法鉴定菌种。【结果】筛选出一株能够高效降解土霉素的菌株 T4 菌，经 16S rDNA 测序鉴定该

菌株为假单胞菌 (Pseudomonas sp.) ，该菌株在 30℃ 时对土霉素的降解率最高，达到了 26.75%；不同 pH 梯度

下，T4 菌在 pH 为 7 时对土霉素的降解率达到最高，为 27.03%；转速为 150 rpm 和 170 rpm 时，T4 菌对土霉素

的降解率分别为 26.18% 和 25.59%，考虑到摇床高转速耗能高的因素，因此选择 150 rpm 为优化的转速；接种

量对 T4 菌降解土霉素的影响较小，而且二者之间呈负相关，接种量 1% 时降解率最高，为 26.88%。优化条件

下，T4 菌对 100 mg/L 土霉素的降解率为 26.29%；堆肥试验表明，添加了 T4 菌之后，土霉素去除率更高，为

93.21%。【结论】本研究筛选出的菌株 T4 对土霉素有较好的降解能力。通过 16S rDNA 基因序列分析，T4 菌

属于假单胞菌 (Pseudomonas sp.)，其降解土霉素的优化条件为温度 30℃、pH 7.0、转速 150 rpm、接种量 1%。

在堆肥中接种 T4菌后，提高了对土霉素的去除作用，表明 T4菌作为土霉素降解菌具有污染治理的潜力。
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Abstract: 【Objectives】With the rapid development of intensive livestock breeding, the use of antibiotics has
been increased sharply, which results in a large amount of antibiotics residuals and drug-resistant bacteria in solid
waste and sewage. The improper discharge of these solid waste and sewage leads to accumulation of antibiotics
and drug-resistant bacteria in soil and water. As one of the main antibiotics used in animal husbandry industry,
high residual content of oxytetracycline exists in animal manure and sewage. Effective strains need to be
developed for the efficient degradation and cleanup of residual oxytetracycline. 【Methods】A method of
enrichment and acclimation was applied to screen oxytetracycline degradation bacteria from microbial fertilizers,
antibiotic fermentation residues and livestock manures. The screened strains were identified using the 16S rDNA
sequencing technology. Oxytetracycline content was determined using high performance liquid chromatography
(HPLC) method. The biodegradation condition of oxytetracycline by the screened bacteria was optimized under
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different temperature, pH, rotation speed and inoculum size. 【Results】The screened strain of T4 was found
capable of efficiently degrading oxytetracycline, and was identified as Pseudomonas sp. The degradation rate of
oxytetracycline was the highest (26.75%) at 30℃, and was 27.03% at pH 7. When the rotation speed was 150 rpm
and 170 rpm, oxytetracycline showed higher degradation rates of 26.18% and 25.59%, respectively. Considering
the high energy consumption of the high-speed shaking, 150 rpm was chosen as the optimal speed. The
inoculation was negatively correlated with the degradation of oxytetracycline, and finally 1% of inoculum size
was chosen as the optimized one. The highest oxytetracycline degradation rate was 26.29% under the final
optimized condition at the medium of 100 mg/L oxytetracycline. In addition, the composting experiment showed
that T4 could effectively improve the degradation of oxytetracycline during composting. 【Conclusions】The
strain of T4, identified as Pseudomonas sp., is proved to be capable of degrading oxytetracycline efficiently. The
optimized conditions are 30℃, pH 7.0, 150 rpm, and 1% of inoculum size. The composting test showed that the
T4 had a positive effect on the degradation of oxytetracycline, indicating potential of using the T4 as
oxytetracycline degrading bacterium in environment pollution prevention.
Key words: oxytetracycline; degrading bacteria; isolation; degradation characteristics

 

近年来，抗生素在畜禽及水产养殖中的过量使

用，导致环境中耐药菌的产生和食品中药物的残

留，已引起社会各界广泛关注[1–3]。我国是抗生素生

产和使用大国，每年抗生素生产量达 21 万吨，使用

量达 18.9 万吨，其中兽用抗生素占到一半以上[4]，主

要应用于畜禽养殖中的抗生素主要有四环素类、青

霉素类、大环内酯类等，其中，四环素类抗生素 (土
霉素、四环素、金霉素等) 由于其具有质优价廉、广

谱性的特点，因而在畜禽养殖中被广泛使用[5–7]。长

期以来，抗生素的广泛使用，取得了良好的效果。

然而，滥用抗生素逐渐成为人们关注的热点问题[8–9]。

据报道，进入动物体内的抗生素约有 60%～90% 会

随着粪便、尿液等排泄物排出[10]，进而作为有机肥施

入农田，这会对土壤、水体等环境产生不利影响。

土壤中土霉素的主要来源为含有土霉素的畜禽粪

便、污泥和废弃物[11]。有研究表明，我国土壤、水产

养殖场沉积物中可检测到的土霉素含量高达 200
mg/kg[12]、285 mg/kg[1]。因此，开展残留土霉素的高

效降解等研究很有必要。

环境中残留抗生素的处理方法大致分为物理、

化学和生物降解三种，其中，生物降解具有成本低

廉、方法简单、微生物处理高效、环境修复好等优

点[13–14]，是治理环境污染的有效手段。微生物作为生

物降解的主体[15]，对抗生素残留的降解起关键作用。

对于抗生素的微生物降解，主要是具有降解功能的

抗生素的耐药菌，因为这些耐药菌能够产生相应的

降解酶，这些酶类进一步通过修饰或水解作用破坏

抗生素的分子结构而导致抗生素降解[16]。目前已有一

些和抗生素降解菌相关的研究，例如，碳角菌属

(Xylaria digitata) 能通过使碳核结构中间的两个环裂

开从而降解四环素，最终导致四环素失效[17]，土壤中

分离到能够高效降解泰乐菌素的无丙二酸柠檬酸杆

菌[18]，猪粪中四环素类抗生素在土壤中能随微生物降

解等作用而逐渐减少[19]，生产四环素的药渣中存在可

降解四环素的酵母菌[20]，还有研究表明，在堆肥中添

加外源菌剂可以有效去除四环素类抗生素的残留[21]。

对于土霉素降解菌的研究也有所报道，例如，从某

土霉素生产厂污水池底泥中分离出一株以土霉素为

唯一碳源的菌株[22]，从堆肥体系中分离到一株以土霉

素为唯一碳源的降解菌[23]。总体来说，相关的研究还

较少，自然界中大部分的微生物并不具有降解土霉

素的能力，有研究表明，褐土和红壤中的土著微生

物对四环素和土霉素的降解均无显著影响[24]，因此，

对于土霉素降解菌的筛选需要更深入地研究。本研

究旨在从污泥、药渣和畜禽粪便中分离获得土霉素

的降解菌，并研究其降解特性，为今后发展高效降

解土霉素的环保工程菌制剂并建立固定化微生物技

术奠定基础，并可减少土霉素在环境中的残留，保

障人和动物的健康。

1    材料与方法

1.1    样品与试剂

试验样品为菌肥、药渣、畜禽粪便；土霉素

(Oxy t e t r a cyc l i n e，OTC)  标准品购自德国 Dr .
Ehrenstorfer 公司，其结构式见图 1；甲醇、乙腈、

正己烷 (色谱纯) 购自美国 Fisher 公司；磷酸为优级
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纯试剂；试验用水为娃哈哈纯净水； EDTA -

McIlvaine 缓冲液。猪粪、锯末、小麦秸秆的基本理

化性质见表 1。

土霉素标准储备液及标准溶液：准确称取土霉

素标准品 0.050 g，加入少量甲醇溶解，然后转移到

10 mL 棕色容量瓶中，用甲醇定容，配制成 5 mg/mL
的标准储备液。标准溶液 (3.125、6.25、12.5、25、
50、100、200 mg/L) 均由储存标样加甲醇稀释配制

而成。标准储备液和标准溶液保存在 4 ℃ 冰箱内。

1.2    培养基制作

牛肉膏蛋白胨培养基：用牛肉膏 3 g、蛋白胨 5
g、氯化钠 5 g、琼脂 18 g、蒸馏水定容至 1000 mL，
用 1 mol/L氢氧化钠调节 pH至 7.0～7.2后灭菌；

无机盐培养基：氯化铵 1 g、磷酸二氢钾 0.5 g、
磷酸氢二钾 1.5 g、硫酸镁 0.2 g、氯化钠 1 g、琼脂

20 g，蒸馏水 1000 mL，调节 pH至 7.0，高压灭菌；

筛选培养基：在灭菌液体无机盐培养基中加入

土霉素母液。

1.3    土霉素降解菌的筛选

1.3.1  菌株的分离与纯化   称取 10 g 采集到的样品于

90 mL 灭菌蒸馏水的三角瓶中 (250 mL，内含玻璃

珠)，置于摇床中 30℃、200 rpm 振荡 30 min，取出

后静置。吸取 100 μL 上清液，涂布于牛肉膏蛋白胨

固体培养基上，置于 30℃ 条件下培养 2 d。将得到

的菌落，在牛肉膏蛋白胨固体培养基平板上划线，

依据菌落形态进一步分离和纯化，重复多次，直至

得到单一菌落；然后将单菌落分别接入牛肉膏蛋白

胨液体培养基中，30℃、180 rpm 下遮光震荡培养

2 d，得到含有单一菌落的培养液。

1.3.2  菌株降解功能验证   取 100 μL 上述培养液上清

液，分别涂布于以土霉素为唯一碳源且土霉素浓度

为 25 mg/L的土霉素无机盐固体培养基平板上，30℃
遮光培养 2 d，按 25 mg/L 的梯度逐渐提高培养基中

土霉素的浓度至 100 mg/L，培养同上。经驯化最终

得到生长快、菌落规则、耐高浓度土霉素的菌株，

初步认定为对土霉素具有降解能力的优势菌株。划

线培养，于 4℃ 冰箱内保存。

将分离得到的菌株分别转接到牛肉膏蛋白胨液

体培养基中进行活化，然后将活化的菌液按 1% 的接

种量转接到以土霉素为唯一碳源的无机盐液体培养

基中，30℃、180 rpm 振荡条件下遮光培养 7 d，最

后用高效液相色谱法测定各菌株对土霉素的降解

率。试管斜面保存土霉素降解率高的菌株，于 4℃
冰箱内保存。

1.3.3  生长曲线的测定   降解菌株接种于 100 mg/L 土

霉素的牛肉膏蛋白胨液体培养基中，30℃、180 rpm
条件下培养，于不同时间取样，采用分光光度法检

测样品的 OD600 值，以确定降解菌的生长量。

1.3.4  土霉素含量的测定   采用 Alliance 2695 型高效

液相色谱仪 2998 型 PDA 检测器 (美国 Waters 公司)
对土霉素含量进行测定。取培养液 1 mL，加入 5 mL
甲醇，摇匀，10000 rpm 离心 15 min，取上清液，用

0.22 μm 针筒式微孔滤膜过滤得到滤液，待测。色谱

条件为：色谱柱 Sunfire C18(150 mm × 4.6 mm，3.5
μm，Waters，USA)，流动相为 0.05% 磷酸水溶液

(A) 和乙腈 (B)，流速为 1.0 mL/min，柱温 35℃，进

样体积 20 μL，检测波长为 355 nm。洗脱程序为：

0～17 min，93.2% A，6.8% B。根据线性回归方程计

算出土霉素的含量，并采用以下公式计算降解率：

降解率=(对照样残量–实样残量)/对照样残量 ×
100%
1.3.5  菌株降解条件优化   选择温度、pH、转速、接

种量为研究对象，将降解菌株培养活化后接入到 100
mg/L 的土霉素培养基中，装液量均为 100 mL，在不

同培养条件下培养 7 d，测定土霉素降解率。每个处

理设置三个重复，并设空白对照。

1) 温度：调节 pH 为 7，接种量为 1%，设置

20、25、30、35、40、45℃ 6 个温度梯度，180 rpm
摇床培养 7 d。

2) pH：调节 pH 分别为 3、4、5、6、7、8、9、

表 1   堆肥原料性质

Table 1   Properties of selected compost materials

原料 Material C (%) N (%) C/N pH

猪粪 Pig manure 29.62 2.50 11.85 8.34

小麦秸秆Wheat straw 44.63 1.13 39.50 —

锯末 Saw dust 49.27 — — —
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图 1   土霉素的分子结构式

Fig. 1   Molecular structure of oxytetracycline
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10，接种量为 1%，30℃，180 rpm摇床培养 7 d。
3) 转速：调节 pH 为 7，接种量为 1%，设置

110、130、150、170、190、210 rpm 6 个不同转速，

30℃ 摇床培养 7 d。
4) 接种量：调节 pH 为 7，接种量分别为 1%、

2.5%、5%、10%，30℃，180 rpm摇床培养 7 d。

1.4    土霉素降解菌堆肥试验

共设置 3 个处理，具体为：1) 不加入土霉素，

不加入 T4 菌株 (CK)；2) 加入土霉素，不加入 T4 菌

株 (OTC)；3) 加入土霉素，加入菌株 T4 (OTC + T4)。
各处理碳氮比均为 25，接种量为 1 × 10 9  cfu/kg，
含水率均为 60%，土霉素的浓度为 50 mg/kg，每个

处理设置 3 次重复。把猪粪、锯末和小麦秸秆进行

搅拌，将土霉素溶液和液体 T4 菌种均匀洒到其中，

室温条件下发酵。第 1、3、5、7、14、21、28、
35、45 d 取样，装于自封袋，在–20℃ 保存以备分

析。用固相萃取进行提取，分析其中的土霉素含量。

数据分析、图表绘制采用 Excel和 Origin 8.5软件。

2    结果与分析

2.1    土霉素降解菌株的筛选

经驯化、分离获得 10 株耐土霉素的菌株，编号

分别为 T1、T2、T3、T4、DX-1、DX-2、DX-3、
ZC-1、ZC-2、ZC-3，其中 T1、T2、T3、T4 来源于

菌肥，DX-1、DX-2、DX-3 来源于畜禽粪便，ZC-
1、ZC-2、ZC-3 来源于药渣。各菌株在以土霉素为

唯一碳源的无机盐培养基中生长情况见表 2。其中

T4 菌的生长情况最好，因此，选取 T4 菌作为进一

步研究的对象。

2.2    降解菌株的鉴定

T4 菌的 16S rDNA 基因测序所得序列提交 NCBI
后，通过 BLAST程序与 GenBank中核酸数据进行对

比性分析。结果发现，T4 菌与 Pseudomonas sp.高度

相似，在分子系统发育分类学上属于假单胞菌，挑

选相似度相近序列用 MEGA 6.0 按邻接法构建系统

发育树，得到 T4 16S rDNA基因系统发育树 (图 2)。

2.3    生长曲线的测定

采用分光光度法对 T4 降解菌的生长曲线进行测

定。由菌液光密度值 (OD600)(图 3) 可见，0～6 h 为

T4 菌的生长迟缓期，在 6～32 h 内菌株生产达到对

数期，菌株个数呈对数增长，32 h 之后菌体生长进

入稳定期，菌数趋于饱和。

2.4    培养条件对土霉素降解效果的影响

2.4.1  温度对菌株降解土霉素效果的影响   将 T4菌接

种于筛选培养基中，在不同的温度下遮光振荡培养

7 d。由图 4 可知，T4 菌对土霉素的降解率随温度的

升高先增加后减小。20℃ 时降解率为 17.29%，随着

温度的上升，土霉素降解率逐渐升高，30℃ 时降解

率最高，达到了 26.75%，之后降解率随着温度的升

高而下降，45℃ 时降解率下降到 16.38%。因此适宜

的培养温度是 30℃。

2.4.2  pH 对菌株降解土霉素效果的影响   不同 pH 培

养条件下，T4 菌对土霉素的降解效果如图 5 所示。

当培养基 pH 值较低时，随着 pH 值的升高，T4 对土

霉素的降解率也随之增加，pH 值为 3 时降解率为

13.68%，当 pH 上升至 7.0 时降解率增至 27.03%；当

培养基 pH 大于 7.0 时，菌株对土霉素的降解能力随

pH 的升高逐渐减小，pH 为 10 .0 时的降解率为

21.66%，pH 值为 7.0 时降解效果最佳，且与培养基

的初始 pH值相一致。

2.4.3  转速对菌株降解土霉素效果的影响   由图 6 可

知，T4 菌对土霉素的降解效果随着转速的提高先增

大后减小，所有处理中 T4 菌对土霉素的降解率均在

20% 以上。其中，当转速为 150 rpm 和 170 rpm 时

T4 菌对土霉素的降解率显著高于其他处理，分别为

26.18% 和 25.59%。考虑到摇床高转速耗能高的限

制，选择 150 rpm作为优化的转速。

2.4.4  接种量对菌株降解土霉素效果的影响   图 7 表

明，接种量为 1% 时降解率为 26.68%，随着接种量

增加，T4 菌对土霉素的降解率略有下降，当接种量

表 2   微生物菌落的生长状况

Table 2   Growth condition of microbial colony

菌株

Strain

土霉素浓度 Oxytetracyline concentration (mg/L)

25 50 100

T1 ++ + +

T2 ++ – –

T3 ++ + +

T4 ++ ++ ++

DX-1 + – –

DX-2 ++ – +

DX-3 + + –

ZC-1 + + –

ZC-2 + – –

ZC-3 ++ + –
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增加至 10% 时降解率减小为 23.83%。因此，综合去

除率和时间成本，选择 1% 作为 T4 降解土霉素的适

宜接种量。

2.4.5  优化条件下菌株对土霉素的降解效果   由前面

的试验结果可知，T4 菌对土霉素降解效果的优化条

件为温度 30 ℃、pH 7.0、转速 150 rpm、接种量

1%。在优化的条件下，添加 100 mg/L 土霉素培养

T4 降解菌 7 d 之后，测得 T4 菌对土霉素的降解率

为 26.29%。

2.4.6  土霉素降解菌堆肥试验结果   由图 8 可知，在

只加入了土霉素而没有加入 T4 菌的 OTC 处理中，

试验结束土霉素的去除率为 81.25%，而加入了

T4 菌的 OTC + T4 处理在试验结束之后，其土霉素

的去除率达到了 93.21%，与 OTC 处理相比增加了

11.96 个百分点。由此可见，加入了 T4 菌后，土霉

素的去除率有所提高，说明 T4 菌对于土霉素的进一

步去除能够起到促进作用，进而降低土霉素残留。

3    讨论

近年来，关于土霉素的研究报道越来越多。有

报道称采用堆肥技术可以降解畜禽粪便中的土霉

素，但其降解时间相对较长，而对土霉素微生物降

解的研究报道比较少。有研究表明，通过添加芽孢

杆菌复合制剂到畜禽粪便中可以有效促进四环素类

抗生素的降解[25]。本研究分离筛选的 T4 菌，经鉴定
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GU198113.1 Pseudomonas fluorescens strain LMG 5849
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JF901704.1 Pseudomonas sp. B-AS-24 

JN836928.1 Pseudomonas sp. IICDBZ11 

DQ178235.1 Pseudomonas fluorescens strain PC38

AY339889.1 Pseudomonas sp. NJU001 

 
图 2   T4 菌 16S rDNA 基因系统发育树

Fig. 2   16S rDNA gene system development tree of T4
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图 3   T4 生长曲线

Fig. 3   Growth curve of T4
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图 4   温度对 T4 降解土霉素的影响

Fig. 4   Effect of temperature on the degradation of
oxytetracycline by T4

[注（Note）：柱上不同字母表示不同湿度间差异达 5% 显著水平

Different letters above the bars mean significant difference at the 5%
level among different temperatures.]
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为假单胞菌 (Pseudomonas sp.)。有报道显示，假单胞

菌能够有效降解有机磷农药 [ 2 6 ]、二氯酚 [ 2 7 ]、毒死

蜱 [28–29]等有机污染物，而对土霉素的降解尚未见报

道。有一些报道分离筛选得到部分土霉素降解菌，

例如，从生产土霉素生产厂污水池底泥中分离得到

一株能高效降解土霉素的蜡样芽孢杆菌  (Bacillus
cereus)，最高可降解 200 mg/L 土霉素[30]；在之后进

行的菌株降解功能验证以及菌株降解活性测定的试

验中，进一步验证了之前的结论。从长期受四环素

类抗生素污染的土壤中筛选获得一株高效降解菌

Achromobacter xylosoxidans，对 60 mg/L 土霉素的降

解率最高，达 66.3%[14]。本研究筛选得到的土霉素降

解菌对 100 mg/L 土霉素降解率相对较低，可能与土

霉素添加量和菌株降解特性有关。

从本试验结果看，温度对微生物的新陈代谢有

很明显的调控作用，温度过低或过高都会抑制微生

物的生长，导致生长量较低，从而影响对土霉素的

降解效果。pH 也是影响微生物降解抗生素的主要因

素之一。pH 值太低或者太高都不利于 T4 菌对土霉

素的降解，因为太酸性或太碱性的环境都对 T4 菌的

新陈代谢产生了抑制，其内部的生化环境、菌体微

观结构、酶的活性都会发生相应的改变以此来适应

外部环境的改变，进而影响到 T4 菌菌体的生长，导

致土霉素的降解受到影响。可以看到，当 pH 大于

7.0 并逐渐提高时，土霉素的降解率相对酸性条件下

较低，这可能与土霉素在酸性条件下结构不稳定引

起化学降解有关，此时部分土霉素 C 环破裂，形成

内酯型异构体，无法被检测出[30]。转速对土霉素降解
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图 5   pH 对 T4 降解土霉素的影响

Fig. 5   Effect of pH on the degradation of oxytetracycline
by T4

[注（Note）：柱上不同字母表示不同 pH 值间差异达 5% 显著水

平 Different letters above the bars mean significant differeace at the 5%
level among different pH values.]
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图 6   转速对 T4 降解土霉素的影响

Fig. 6   Effect of rotation speed on the degradation of
oxytetracycline by T4

[注（Note）：柱上不同字母表示不同转速间差异达 5% 显著水平

Different letters above the bars mean significant difference at the 5%
level among different rotation speed.]
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图 7   接种量对 T4 降解土霉素的影响

Fig. 7   Effect of bacterium quantity on the degradation of
oxytetracycline by T4

[注（Note）：柱上不同字母表示不同接种量间差异达 5% 显著水

平 Different letters above the bars mean significant difference at the 5%
level among different inoculum quantities.]
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图 8   堆肥中土霉素随时间的降解率

Fig. 8   Degradation of oxytetracycline with
composting time
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也会有影响。因为转速能够为 T4 菌在降解土霉素的

过程中提供所需的氧气，促进 T4 菌的生长，从而促

进其对土霉素的降解。转速太低或是太高都会产生

不利的影响，转速太低可能无法为其提供充足的氧

气；转速太高，可能又会导致菌体结构发生改变，

影响其对土霉素的降解。接种量也是影响 T4 菌降解

土霉素的一个因素，这可能是因为培养液里面的菌

体之间会因为争夺营养物质而产生竞争关系，从而

影响其对土霉素的降解。

土霉素微生物降解研究目前仍处于起步阶段，

降解菌株缺乏，代谢机制以及实际应用的开展等方

面都还有很多的工作需要去做。本研究筛选得到的

T4 菌株对土霉素有较好的降解作用，具有潜在的实

际使用价值，为进一步找到土霉素生物降解酶打下

了基础，此外，继续通过分子生物学方法探明菌株

的降解基因，使其在微生物转录和翻译中进行表

达，将成为降解环境中土霉素的新方向，具有很好

的潜在开发利用价值。

4    结论

1) 本研究得到一株能够较好降解土霉素的菌株

T4，通过 16S rDNA 基因序列分析，鉴定属于假单

胞菌 (Pseudomonas sp.)。
2) 实验室条件下，T4 菌对土霉素降解效果最佳

的生长条件为温度 30℃、pH 7.0、转速 150 rpm、接

种量 1%。在该条件下培养降解菌 7 d，对 100 mg/L
土霉素的降解率为 26.29%。

3) 堆肥试验表明，与对照相比，添加了 T4 菌的

处理对土霉素去除有促进作用。
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