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摘　要：研究通过将耐盐基因ＢＡＤＨ 转入大肠杆菌犈．犆狅犾犻ＢＬ２１构建耐盐基因工程菌，并考察了

盐度、诱导剂对其生长的影响；探索ｐＨ值、温度、染料浓度对降解酸性红Ｂ的影响。实验结果表

明，基因工程菌的耐盐性较犈．犆狅犾犻ＢＬ２１有很大提高；降解酸性红Ｂ的最适条件为ｐＨ＝６．５，温度

为３５℃；在１０％（质量分数）盐度条件下，基因工程菌对５种偶氮染料的降解效果均好于犈．犆狅犾犻

ＢＬ２１。
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　　高含盐有机工业废水是指含有机化合物的卤水或总溶解固体物不少于３．５％（质量分数）的废水，属于

极难处理的废水之一［１６］。染料废水排放量大，成分复杂且化学性质稳定，色度深达５００～５０万倍，含盐量

（盐度）高达１０％～２０％（质量分数，下同）
［７９］。在染料的生产和使用中，偶氮染料就占５０％以上

［１０１１］。多数

偶氮染料结构复杂，化学稳定性好，生物可降解性差，具有“三致”作用，对人体健康危害极大，是重要的环境

污染物。因此处理偶氮染料废水成为环境污染控制的焦点问题。对于该种废水，目前常用的物化法会产生



大量难处理的泥渣；化学法处理运行费用高，容易造成二次污染；常规的生化法处理染料废水时，微生物难以

适应染料废水含盐量高、水质波动大、染料种类多、毒性高的特点。生物强化技术是解决染料废水生物处理

效果最佳的可行途径，而获得具有耐盐和偶氮染料脱色能力的菌株是应用生物强化技术的关键。

本实验通过构建耐盐基因工程菌，对其特性进行考察，为实施染料废水生物强化处理积累生物资源及基

础数据。

１　材料与方法

１．１　材　料

根据实验要求不同，配制不同盐度的ＬＢ培养基，３７℃过夜培养。固体培养基是向液体培养基中加入

１５ｇ／Ｌ的琼脂。

模拟的染料废水是由各种染料与去离子水配制而成，在ｐＨ值作为影响因素时用稀盐酸或者稀释的氢

氧化钠溶液调节废水的ｐＨ值。

１．２　方　法

１．２．１　基因工程菌的构建

大肠杆菌质粒的提取：用常规质粒的提取方法［１２１６］提取作为表达载体ＰＥＴ３０ａ质粒和含耐盐基因质

粒。挑选菌落后，转接在含５０ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的ＬＢ液体培养基中，３７℃过夜培养后，采用碱裂解法提取

质粒。

双酶切、连接：将乙醇沉淀后的ＰＣＲ产物和载体ＰＥＴ３０ａ分别用 ＢａｍＨＩ／ＸｂａＩ双酶切。３７℃水浴

３ｈ。

耐盐基因工程菌的构建：耐盐基因ＢＡＤＨ（来源于河北科技大学生物科学与工程学院实验室）酶切链接

到ＰＥＴ３０ａ质粒上，并转化到大肠杆菌犈．犆狅犾犻ＢＬ２１。大肠杆菌犈．犆狅犾犻ＢＬ２１对５０μｇ／ｍＬ的卡那霉素无

抗性，以卡那霉素抗性基因作为筛选用抗性标记，筛选出阳性转化子。

１．２．２　耐盐基因工程菌的特性研究

菌体浓度的测定：６６０ｎｍ处测定犈．犆狅犾犻ＢＬ２１和含ＢＡＤＨ基因的基因工程菌的ＯＤ值。

染料浓度的测定：用ＵＶ２６００紫外可见分光光度计找出各染料在可见光范围内的最大特征吸收峰。可

见染料质量浓度在０～７５ｍｇ／Ｌ范围内与最大吸光度线性相关性较好，当染料质量浓度较高（＞７５ｍｇ／Ｌ）

时，经过稀释进一步测定。

染料标准曲线及其去除率的测定：配制一系列质量浓度分别为５０，２０，１０，５，１，０．５，０．１ｍｇ／Ｌ的染料标

准溶液，测定其在最大吸收波长处的吸光度，染料溶液的质量浓度与吸光度满足朗伯比耳定律，从而得到各

染料的质量浓度与吸光度的标准工作曲线。各染料在较低的质量浓度下，质量浓度与其在最大吸收波长处

的吸光度呈线性关系，故可用其吸光度的变化来表示各种染料的去除率。

２　结果与分析

２．１　基因工程菌的筛选

大肠杆菌对卡那霉素敏感，其生长受到抑制。将犈．犆狅犾犻ＢＬ２１与含ＢＡＤＨ基因的基因工程菌在空白的

ＬＢ固体培养基与加入卡那霉素的ＬＢ固体培养基上进行测试，比较实验现象，卡那霉素对犈．犆狅犾犻ＢＬ２１的

生长有抑制作用；而转入ＢＡＤＨ基因的基因工程菌可以在有卡那霉素存在的条件下生长。

２．２　基因工程菌耐盐特性的影响

盐度对犈．犆狅犾犻ＢＬ２１和含ＢＡＤＨ基因的基因工程菌的影响结果分别如图１和图２所示。

对比图１和图２可看出，在盐度不超过７．５％时两菌菌株均生长良好，在盐度为１０％时犈．犆狅犾犻ＢＬ２１菌

株生长明显受到抑制，而基因工程菌则能缓慢生长；在盐度为１５％时两菌菌株均不能生长。同时可以看出，

基因工程菌在盐度为１％时生长最好。随着时间的延长，在低盐度下生长的菌株开始进入衰亡期（如盐度为

０和２．５％时），而在盐度为１０％的条件下生长的菌株仍处于对数生长期，即基因工程菌在１０％盐度中的对

数期较长。

４８４ 河 北 科 技 大 学 学 报　　　　　　　　　　　　　　　　２０１０年　
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图１　犈．犆狅犾犻ＢＬ２１生长曲线
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时间
!"

!

!

#!"#$%&'

"

"

!

()*#$%&'

"

#

!

*)+#$%&'

"

$

!

,)*#$%&'

"

%

!

-+)+#$%&'

"

&

!

-*)+#$%&'

#以上均为质量分数$

()*

()+

-)*

-)+

+)*

.
/

0
0
+

+ -+ (+ 1+ 23 *+ 0+ ,+

图２　含ＢＡＤＨ基因的基因工程菌的生长曲线
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图３　基因工程菌在加入与不加诱导剂的

培养基中的生长曲线

Ｆｉｇ．３　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｂａｃｔｅｒｉａ

ｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔｉｎｄｕｃｅｒ

２．３　诱导剂对基因工程菌耐盐特性的影响

文献［７，９，１４］报道，耐盐基因的表达受ＩＰＴＧ

诱导，结果如图３所示。

图３表明，加入诱导剂ＩＰＴＧ后，基因工程菌在

１０％盐度条件下生长速度得到提高，说明诱导剂有

利于耐盐基因ＢＡＤＨ的表达。

２．４　耐盐基因工程菌对染料降解特性研究

２．４．１　对酸性红Ｂ的降解

考察构建耐盐基因工程菌在１０％盐度条件下对

偶氮染料酸性红Ｂ的脱色结果如图４所示。由图可

看出，在１０％盐度的模拟染料废水中，一定时间后，

基因工程菌对酸性红 Ｂ降解的速率明显要高于

犈．犆狅犾犻ＢＬ２１。

２．４．２　ｐＨ值对基因工程菌降解酸性红Ｂ的影响

模拟染料废水的ｐＨ 值不同时，基因工程菌对
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图４　犈．犆狅犔犻ＢＬ２１和耐盐菌（含ＢＡＤＨ基因）对

酸性红Ｂ的降解速率曲线图

Ｆｉｇ．４　ＤｅｇａｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆａｃｉｄｒｅｄＢｂｙ犈．犆狅犾犻ＢＬ２１

ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｂａｃｔｅｒｉａ

酸性红Ｂ染料的降解速率也不一样（见图５），当ｐＨ

值为６．５时，降解速率最大；随着ｐＨ值的升高或降

低，降解速率均有所下降；当ｐＨ值≤５或≥９时，基

因工程菌对染料的降解速率受到明显抑制。

２．４．３　温度对基因工程菌降解酸性红Ｂ的影响

在所考察的温度２５～５０℃范围内，菌体均有不

同程度的生长（见图６），温度为３５℃时的基因工程

菌对染料的降解速率最快，因此，温度３５℃为基因

工程菌降解染料的最佳温度。

２．４．４　染料质量浓度对基因工程菌降解酸性红Ｂ

的影响

对不同质量浓度酸性红Ｂ染料的降解速率曲线

如图７所示。酸性红Ｂ染料质量浓度在１００～３５０

ｍｇ／Ｌ时，染料质量浓度越低，基因工程菌对其的降

解速率越快；但１０ｈ之后，各质量浓度染料的降解

速率都有所加快；２２ｈ后脱色率均达到９０％以上。
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图５　ｐＨ值对基因工程菌降解酸性红Ｂ的影响
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图６　温度对基因工程菌降解酸性红Ｂ的影响
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图７　基因工程菌降解不同质量浓度的酸性红Ｂ染料
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２．４．５　基因工程菌降解偶氮染料的广谱性

由于染料的结构与它们的生物降解性

有密切的关系，而实验过程中一直以酸性红

Ｂ为考察对象，因此，为了考察基因工程菌

对其他染料废水脱色的适用性，实验选用了

另外４种偶氮染料考察基因工程菌对染料

降解的广谱性，染料初始质量浓度都为２００

ｍｇ／Ｌ，结果如图８所示，基因工程菌（含

ＢＡＤＨ基因）对５种偶氮染料的去除率均

好于犈．犆狅犾犻ＢＬ２１对其的去除率。

３　结　语

本实验通过采用分子生物学手段在

犈．犆狅犾犻ＢＬ２１中 转 入 了 一 段 耐 盐 基 因

ＢＡＤＨ，通过载体ＰＥＴ３ａ表达，进行鉴定
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图８　基因工程菌降解偶氮染料的广谱性

Ｆｉｇ．８　Ｂｒｏａｄｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｂａｃｔｅｒｉａ

ｄｅｇｒａｄｉｎｇａｚｏｄｙｅｓ

筛选，考察其生长特性；分析诱导剂对基因

工程菌的影响；并开展其对偶氮染料的降解

情况研究。主要结论如下：

１）通过考查不同盐度下犈．犆狅犾犻ＢＬ２１

和基因工程菌的生长情况，表明基因工程菌

的耐盐性较犈．犆狅犾犻ＢＬ２１有很大提高。在

盐度为１０％的条件下，诱导剂对基因工程

菌的生长起到促进作用；在此条件下，基因

工程菌对 ５ 种偶氮染料的降解效果较

犈．犆狅犾犻ＢＬ２１好。

２）考察不同温度、ｐＨ值下降解酸性红

Ｂ染料的速率曲线，其降解酸性红Ｂ染料的

最适条件是ｐＨ值为６．５，温度为３５℃。

（下转封三）
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