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　　摘要：为阐明分枝杆菌胞外聚合物（ＥＰＳ）在土壤多环芳烃（ＰＡＨｓ）微生物修复过程中的作用机理，以芘为研究对
象，研究在不同ｐＨ值、温度和ＥＰＳ浓度条件下，ＥＰＳ对芘增溶作用的影响。结果表明：在固定 ＥＰＳ浓度下，４８ｈ内芘
在ＥＰＳ中的溶解量先增高后降低，于８ｈ芘溶解度达到最大值，为０．３６８ｍｇ／Ｌ；当温度升高时（１５～３５℃），ＥＰＳ浓度
从６５．２ｍｇ／Ｌ增加到４２２．６ｍｇ／Ｌ，芘溶解量的变化趋势均为先升高后降低，在２５℃、２１６．３ｍｇ／Ｌ条件下，芘溶解量达
到最大值；随着ｐＨ值升高（ｐＨ值范围为１～９），芘的溶解量先升高后降低，于ｐＨ值＝５（自然）时溶解量最多。研究
证实了ＥＰＳ能够促进芘的溶解，通过芘的溶解量受温度、ＥＰＳ浓度及 ｐＨ值影响而变化的研究，推测 ＥＰＳ增溶芘的作
用过程，其中影响芘溶解的主要物质为蛋白质。
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　　多环芳烃是一类由多个苯环构成的持久性有机污染物，
其“三致”（致突变、致癌、致畸）效应给生态环境、人类健康都

会带来极大危害。基于多环芳烃广泛存在于环境中，多环芳

烃的环境修复一直是研究热点，土壤作为一种重要的环境介

质，其中的多环芳烃是空气中与水中多环芳烃的汇集源，因此

土壤中多环芳烃的修复更是研究重点，但是多环芳烃在土壤

中通常会发生老化，从而给修复带来很大的困难。通常土壤

中多环芳烃的苯环数在２～３个时为低分子量多环芳烃，污染
的土壤较易修复；而当多环芳烃分子中苯环数≥４个时，为高
分子量多环芳烃，污染的土壤较难修复［１－２］。芘作为高分子

量多环芳烃中最典型的一种，是很多多环芳烃环境修复的研

究对象，而在众多修复技术中，微生物修复因其高效、针对性

强等特点，是目前较为热门的修复技术。陆泗进等从土壤中

分离纯化出２株芘的高效降解菌，并探讨了菌株在土壤环境
中对芘的降解情况［３］；李晓明等筛选驯化出可以降解芘的高

效菌群，为多环芳烃的生物修复奠定了理论基础［４］。

微生物胞外聚合物（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｍｅｒｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，
ＥＰＳ）是一种附着于细菌表层的有机高分子多聚化合物，主要
由蛋白质、多糖、ＤＮＡ和腐殖酸四大类物质构成，是微生物细
胞外极其重要的组成部分，可以协助细胞摄入附近的营养物，

对微生物的生长繁殖起重要作用［５－７］，因微生物修复技术被

广泛应用，ＥＰＳ也成为微生物修复研究中的重要方面：如在重
金属吸附方面，简磊等通过试验研究了 ＥＰＳ吸附重金属离子

的作用机理、影响 ＥＰＳ吸附重金属的因素，以及 ＥＰＳ对铅铜
等重金属的吸附特性［８］。在有机污染物降解方面，杨智临等

将ＥＰＳ与萘、菲的专一降解菌分别联用，萘降解率达９６％，菲
降解率达１００％［９］。姜春阳等研究发现，真菌、细菌的ＥＰＳ具
有较强的降解土壤中芘的能力，且 ＥＰＳ浓度越高，土壤中芘
的降解效果越好［１０］。ＥＰＳ能自发通过范德华力或乳化作用
与水体中有机污染物作用促进污染物的降解［１１－１３］。Ｚｈｅｎｇ
等研究发现，从原油污染土壤中分离出２株可以产生 ＰＡＨｓ
乳化剂ＥＰＳ的菌株［１４］。因此，ＥＰＳ在微生物降解芘反应过程
中的作用十分重要，但是针对其在具体反应过程中的机制研

究还尚显不足，本研究以 ＥＰＳ浓度、ｐＨ值、以及温度作为变
量，研究３种因素在不同条件下 ＥＰＳ对溶液中芘溶解作用的
影响，探究分枝杆菌 ＥＰＳ增溶芘的最适条件，并借以发现可
能的反应机制及反应中的关键反应物质，以期为后续利用分

枝杆菌进行土壤中污染物的微生物降解奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　仪器与试剂　主要仪器为：高速离心机（ＩＥＣＭｕｌｔｉＲＦ，
美国）；空气恒温振荡器（ＨＺＱ－Ｃ，哈尔滨市东联电子技术开
发有限公司）；高效液相色谱仪（１２００系列，美国安捷伦科技
公司）；总有机碳测定仪（ｍｕｌｔｉＮ／Ｃ３１００，德国耶拿）；万分之
一天平；０．４５μｍ水相滤器；０．２２μｍ有机相滤器。主要试剂
为：芘（德国Ｆｌｕｋａ公司，纯度 ＞９７％）；丙酮（分析纯，沈阳经
济技术开发区试剂厂）；二氯甲烷（分析纯，天津市富宇精细化

工有限公司）；甲醇（色谱纯，山东禹王实业总公司化工厂）。

１．１．２　菌种　分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．），对芘的降解率
为８５．５％，由中国科学院沈阳应用生态研究所土壤污染生态
组提供。

１．２　试验方法
１．２．１　芘储备溶液的配制　使用万分之一天平精确称取
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０．０５０ｇ芘，溶于４０ｍＬ丙酮，移入５０ｍＬ容量瓶中，加丙酮定
容，精确配制成１ｍｇ／ｍＬ芘的丙酮储备溶液。
１．２．２　制备ＥＰＳ
１．２．２．１　菌种培养　称取 ３ｇ牛肉膏、１０ｇ蛋白胨、５ｇ
ＮａＣｌ，溶于１０００ｍＬ蒸馏水中，调节ｐＨ值为７．０～７．２，配制
成１Ｌ的牛肉膏蛋白胨培养液，分装入锥形瓶内，１２１℃灭菌
３０ｍｉｎ。将菌株接入培养基内，２８℃、１３５ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ。
１．２．２．２　ＥＰＳ提取与有机碳测定　改进张宇等的方法［１５］，取

菌体生长７ｄ的培养液于８０００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，弃上清液；补
充无菌水至原体积，于８０００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，去上清液；加入
适当无菌水（不同量无菌水制备不同浓度的ＥＰＳ）制备成菌悬
液。将该菌悬液放入６０℃水浴锅中加热３０ｍｉｎ。将样品于
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液经０．４５μｍ滤膜抽滤，得到的
无色透明溶液即为 ＥＰＳ样品，加入０．１ｍｇ／ＬＮａＮ３作为抑菌
剂。用总有机碳测定仪（ＴＯＣ）测定ＥＰＳ中有机碳含量。
１．２．３　芘的增溶试验
１．２．３．１　ＥＰＳ对芘增溶效果的影响　取０．２ｍＬ芘的储备溶
液于三角瓶中，待丙酮挥发完全后，加入１０ｍＬＴＯＣ浓度为
２６４．３ｍｇ／Ｌ的ＥＰＳ溶液。对照组加１０ｍＬ水，套上无菌膜，
用牛皮纸密封，置于２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡。分别于１、
２、４、６、８、１２、２４、３６、４８ｈ定时取样。每组试验设３组平行。
１．２．３．２　温度、ＥＰＳ浓度对芘增溶效果的影响　取０．２ｍＬ
芘的丙酮溶液于三角瓶中，待丙酮挥发完全后，分别加入

１０ｍＬＴＯＣ浓度为６５．２、１６７．１、２１６．３、３４６．６、４２２．６ｍｇ／Ｌ的
１、２、３、４、５号 ＥＰＳ溶液。在对照组０号中加入１０ｍＬ无菌
水，套上无菌膜，用牛皮纸密封，置于２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的摇床
中振荡８ｈ后取样。每组试验设置３组平行。

重复上述步骤，置于１５、３５℃条件下。
１．２．３．３　ｐＨ值对芘增溶效果的影响　取０．２ｍＬ芘的丙酮
溶液于三角瓶中，待丙酮挥发完全后，分别加入１０ｍＬＴＯＣ
浓度为１７８．６ｍｇ／Ｌ、ｐＨ值为１、３、５、７、９的ＥＰＳ溶液，在对照
组中加入１０ｍＬｐＨ值为１、３、５、７、９的无菌水，套上无菌膜，
用牛皮纸密封，置于２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的摇床振荡８ｈ后取样。
每组试验设置３组平行。
１．２．４　芘的提取与测定
１．２．４．１　溶液中芘的提取　采用液相萃取法，首先将三角瓶
中溶液过０．４５μｍ水相滤器，然后向滤后溶液中加入等体积
的二氯甲烷，放入振荡器中振荡５ｍｉｎ（２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ），全
部移入５０ｍＬ分液漏斗中，静置５ｍｉｎ，分层后将下层有机相
存入烧杯中，每个样品按此步骤重复萃取３次。将３次萃取
液混匀，转移至烧杯中，使用普通氮气吹至近干，最后用甲醇

定容，过０．２２μｍ有机滤膜后移入液相色谱专用进样瓶中。
１．２．４．２　芘的测定　采用高效液相色谱法，色谱仪主要设定
参数为：流动相：１００％甲醇；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；ＶＷＤ检测波
长：２５４ｎｍ；柱箱温度：３５℃；进样量：１０μＬ［１６］。
１．２．５　数据处理　试验数据采用ＳＰＳＳ２０．０进行统计分析，
使用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１０．０作图。

２　结果与分析

２．１　ＥＰＳ对芘增溶效果的影响
由图１可以看出，在１～４８ｈ的９个测试点上，芘在 ＥＰＳ

中的溶解量与各自对照组（芘在水中的溶解量）相比均有显

著差别（Ｐ＜０．０５）：芘在 ＥＰＳ中的溶解量随着溶液与芘作用
时间的变化呈现先增高而后降低的趋势，在１～８ｈ时，芘在
ＥＰＳ中的平均溶解量由０．２９３ｍｇ／Ｌ增加到０．３６８ｍｇ／Ｌ，与对
照组比较，增溶量由７９．９％上升至 １２０．２％，呈明显上升趋
势，在８ｈ时达最大值；但在８～４８ｈ，随着培养时间的延长，
芘的平均溶解量则呈现逐渐下降的趋势，与对照组比较，增溶

量由１２０．２％降为４５．０％以下，呈下降趋势，这可能与ＥＰＳ中
蛋白质失活有关。经ＳＰＳＳ计算分析可知：对照组中芘溶解量
平均值为 ０．１７９ｍｇ／Ｌ，ＥＰＳ处理组中芘溶解量平均值为
０．３１８ｍｇ／Ｌ，水处理组与 ＥＰＳ处理组间差异显著，与对照相
比，芘在 ＥＰＳ处理组中的增溶达到７７．６５％。但对对照组与
ＥＰＳ处理组进行单因素方差分析可知，测试点间数据不成线
性关系假设。

２．２　温度、浓度对芘增溶效果的影响
由图２可以看出，温度的升高可以增加芘的溶解量。０

号水处理中，３５℃与 １５、２５℃比，芘溶解量略有增加；１号
ＥＰＳ处理组中，芘在水中的溶解量随温度升高而增加；２号
ＥＰＳ处理组中，１５、２５℃时芘的溶解量差异小，在３５℃时芘
的溶解量有所增加；３号 ＥＰＳ处理组中，２５℃条件下芘的溶
解量最高，３５℃次之，１５℃溶解量最低；４号 ＥＰＳ处理组中，
芘的溶解量大小同样是２５℃ ＞３５℃ ＞１５℃；５号 ＥＰＳ处理
组中，芘的溶解量排序则是３５℃＞２５℃＞１５℃。

在温度相同、ＥＰＳ浓度不同的情况下，芘的增溶效果也不
同：在１５、３５℃，随着 ＥＰＳ浓度的增加，芘的溶解量有所提
高：ＴＯＣ含量为 ４２２．６ｍｇ／Ｌ的 ５号组芘溶解量分别达到
０．１９７、０．２５５ｍｇ／Ｌ；而在２５℃，芘的溶解量随 ＥＰＳ浓度的增
大先增高后降低，于 ＴＯＣ含量为２６３．３ｍｇ／Ｌ时（３号组）溶
解量最大，为０．３０３ｍｇ／Ｌ，与相同温度下水处理芘溶解量相
比，增溶率达９７．３％。
２．３　ｐＨ值对芘增溶效果的影响

在不同ｐＨ值条件下，水、ＥＰＳ组芘溶解量见图３。可以
看出，ｐＨ值相同时，不同处理对芘的溶解量有较大影响：ｐＨ
值＝１、３时，芘在 ＥＰＳ处理组与水处理组溶解量差异不大；
ｐＨ值＝５时，芘的溶解量在２组中有明显差别：ＥＰＳ处理组
的溶解量增加到０．２７４ｍｇ／Ｌ，远高于水组的０．１６３ｍｇ／Ｌ，增
溶率达到６８．１％；ｐＨ值 ＝７时，ＥＰＳ处理组芘的溶解量只是
略高于水组；ｐＨ值＝９时，水处理与 ＥＰＳ处理芘溶解量几乎
相等。溶剂相同、ｐＨ值不同时，水处理组 ｐＨ值改变对芘溶
解量的影响无差异，ＥＰＳ处理组ｐＨ值改变对芘溶解量的影
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响差异很大，ｐＨ值＝５时，芘的溶解量最大。

３　讨论与结论

３．１　讨论
ＥＰＳ是细菌分泌到细胞周围所有物质的总称，主要包括

多糖、蛋白质、腐殖酸及少量核酸，有研究表明，细菌分泌的胞

外蛋白作为细菌与外界的“通道”，摄入外来物质；分泌的胞

外多糖起到对物质的吸附和絮凝作用，而腐殖酸可以与有机

物产生吸附和配合作用，形成大分子络合物［１７－２０］。这几种物

质所构成的特殊结构模式对细菌摄入污染物起着复杂的作

用：ＥＰＳ与生物体间发生离子架桥、静电中和等反应所表现出
的黏结性，有利于对多环芳烃的溶解吸附，提高细菌对多环芳

烃的去除能力［２１－２２］，本试验结果与其基本一致。ＥＰＳ中多种
有机官能团在溶液中离子化所表现出表面负电荷性，可以促

进蛋白质 －多糖反应、疏水反应、氢键、离子反应的发生［２３］，

进而可以增强ＥＰＳ与芘的相互作用，增加芘的溶解量。
多环芳烃的的溶解量可能还与所使用溶剂的亲水疏水性

有关。Ｚｈａｎｇ等研究发现：ＥＰＳ对多环芳烃的增溶主要靠松
散层胞外聚合物的多糖部分［２４］；刘虹等在糖脂类生物表面活

性剂对石油烃的增溶研究中发现：石油烃的溶解度随糖脂类

生物表面活性剂浓度的增加而增加［２５］；赵东维研究发现，糖

脂类表面活性剂对多环芳烃的增溶作用随ｐＨ值的增大而增
强［２６］。这些试验均与本试验结果有差异，说明ＥＰＳ中起增溶
作用的物质不单是糖类。有研究表明：蛋白质、腐殖酸是 ＥＰＳ
中疏水部分的主要物质，而糖类则是亲水部分的主要物质［２７］，

因此，ＥＰＳ对芘的溶解可能是一个较为复杂的作用过程：首先
疏水部分和芘相互作用聚集在内部，亲水部分包裹在外面与水

相溶，随后二者共同作用，芘在水中的溶解量增加。鉴于蛋白

质受温度、ｐＨ值的变化而变化［２８］，以及芘在分枝杆菌 ＥＰＳ中

的溶解度随ＥＰＳ浓度、温度以及ｐＨ值的变化而变化的特点，
可以推测：ＥＰＳ内的蛋白质对芘的增溶有很大影响。
３．２　结论

（１）ＥＰＳ溶液能够增加芘的溶解量，与对照组相比平均
提高７７．６５％。当ＥＰＳ与芘相互作用８ｈ时，芘的溶解量最
高，是对照组的１．２倍。（２）温度与 ＥＰＳ浓度也是影响芘的
溶解量变化的因素，当温度为 ２５℃、ＥＰＳ的 ＴＯＣ浓度为
２１６．３ｍｇ／Ｌ时，芘的溶解量最大。（３）改变 ｐＨ值也可以增
加芘的溶解量：ｐＨ值＝５是 ＥＰＳ增溶芘的最佳条件。（４）由
于芘的溶解量受温度、胞外聚合物（ＥＰＳ）浓度及ｐＨ值影响比
较大，可以推测：ＥＰＳ内影响芘溶解的主要因素是蛋白质。
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（１）：６９－７１，７６．
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气候变暖背景下中国冬小麦物候期的时空特征

张宸赫１，２，王　琳２，赵天良１，苏　航３

（１．南京信息工程大学气象灾害预报预警与评估协同创新中心／中国气象局气溶胶与云降水重点实验室，江苏南京 ２１００４４；
２．江苏省农业气象重点实验室，江苏南京２１００４４；３．沈阳中心气象台，辽宁沈阳１１０１６６）

　　摘要：利用国家农业气象试验站和国家基本气象站实测的冬小麦物候数据和气温数据，通过地理信息技术、５日
滑动平均法、相关性分析，探讨了２００３—２０１２年我国冬小麦主要种植区内冬小麦返青期、拔节期、成熟期起始日期的
时空分布特征及其对气温因素的响应。结果表明：近年来研究区域内冬小麦返青期、拔节期、成熟期起始日期在空间

上自东南向西北逐渐推迟，在时间序列中返青期、拔节期、成熟期的发生时间主要呈延后趋势；农业界限温度初日自东

南向西北逐渐推迟；农业界限温度的通过日期在西北地区呈提前趋势，在东部地区呈延后趋势；冬小麦物候期起始日

期与农业界限温度初日呈极显著正相关，说明温度升高可以促进冬小麦生物过程进行，有利于冬小麦拔节期、成熟期

等生育期发生，从而导致冬小麦物候期提前发生。
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作者简介：张宸赫（１９９２—），男，辽宁抚顺人，硕士研究生，主要从事
大气环境和应用气象学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｃｈ２０１０ｘｂ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：赵天良，教授，博士生导师，主要从事大气环境和气候变化

研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｏｓｅｆ＿ｚｈａｏ＠１２６．ｃｏｍ。

　　植物物候是指植物受到气候和其他环境因子的影响而出
现的具有一定周期的自然现象，包括发芽、展叶、开花、叶变

色、落叶等［１］，是植物通过长期适应环境的季节性变化而形

成的生长发育节律［２］。植物物候学实质上是研究植物生长

发育与环境条件之间关系的科学［３］。在影响植物物候期的

众多因子中，气候是最主要、最活跃的因子［４］。物候期是作

物对气候变化的响应信号之一。

２０１４年联合国政府间气候变化专门委员会（ＩＰＣＣ）报告
指出，１８８０—２０１２年全球地表平均温度约升高０．８５℃，我国
气温升高０．９１℃。自１９８６年以来，我国已经连续出现１９个
全国范围的暖冬［５］。赵宗慈对我国近４０年来气温变化的研
究指出，我国有明显变暖趋势，春季平均增温０．３４℃［６］。陈

隆勋等研究发现，华北地区是我国变暖最明显的地区［７］。施

雅风通过模拟我国变暖趋势认为，到２０５０年我国北方地区升
温１．５～２．０℃［８］。气候变暖导致生态环境改变，对农作物的

熟制、布局、种植结构都产生较大影响，对农业生产可持续发

展的负面影响逐渐显露［９－１０］。
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