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　　摘要：为获得转化底物植物甾醇为９－羟基－雄烯二酮（简称９－ＯＨ－ＡＤ）的高产稳定菌株，将出发菌株分枝杆
菌制备成原生质体，并对其原生质体进行定向紫外诱变筛选。结果表明，ＮａＣｌ为最佳的分枝杆菌原生质体渗透稳定
剂，最适浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ，在此条件下获得的原生质体数量为３．１×１０８个／ｍＬ，且最终获得１株比出发菌株９－ＯＨ－
ＡＤ生产量提高８４．７％的菌株ＭＳ２３，经传代３次，９－ＯＨ－ＡＤ的积累量分别为３７．３２、４１．６４、３８．７７ｍｇ／Ｌ，具有良好的
遗传稳定性。产品通过液相色谱进行确证，同时在５Ｌ发酵罐中进行转化制备９－ＯＨ－ＡＤ的初步研究。经原生质体
紫外诱变获得的遗传性稳定的９－ＯＨ－ＡＤ高产菌株可用于进一步的转化制备条件优化研究。
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　　众所周知，甾体类药物是仅次于抗生素的世界第二大类
药物，９－羟基－雄烯二酮（简称９－ＯＨ－ＡＤ）则是重要的甾
体类药物的重要中间体［１］。目前，９－ＯＨ－ＡＤ作为皮质类固
醇等甾体激素类药物生产的前体化合物越来越受到研究者的

关注［２］。因９－ＯＨ－ＡＤ化学结构上存在９－ＯＨ，可在Ｃ９位
引入１个卤素原子，因此它更适于用作高效含卤（氟、氯）皮
质激素药物工业生产中的关键中间体［３］。

国内外以甾醇为原料、利用分枝杆菌等微生物转化生产

９－ＯＨ－ＡＤ已成为研究热点。例如Ｓｈｔｒａｔｎｉｋｏｖａ等已测出能
够转化植物甾醇为９－ＯＨ－ＡＤ的分枝杆菌ＶＫＭＡｃ－１８１７Ｄ
的完整基因序列［４］；姚抗深入研究了微生物降解甾醇中与

９－ＯＨ－ＡＤ的合成和降解相关的 ２个关键酶（３－甾酮 －
９α－羟基化酶与３－甾酮－Δ１－脱氢酶）［５］；袁家代等通过构
建ｋｓｈＡ和ｋｓｈＢ基因共表达的重组菌对３－甾酮 －９α－羟基
化酶编码基因进行异源表达，成功对分枝杆菌生物转化特性

进行了改造，制备获得了９－ＯＨ－ＡＤ［６］；范书癑等从土壤中
筛选出具备甾醇降解能力的分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．
ＮｗＩＢ－０１），对该菌的３－甾酮 －９α－羟基化酶进行了基因
克隆、异源表达与分离纯化，为进一步利用基因工程手段改造

分枝杆菌菌株，提高其转化甾醇的能力从而为利用基因工程

菌进行工业化生产９－ＯＨ－ＡＤ等奠定了基础［７－８］。此外，

Ｓｕｋｈｏｄｏｌｓｋａｙａ等研究表明，主产９－ＯＨ－ＡＤ的同时由于残
余的 ３－甾酮 －Δ１－脱氢酶的存在，也会有部分的降解发

生［９］。因此，田琳等通过同源重组用体外突变失活的３－甾
酮－Δ１－脱氢酶基因代替分枝杆菌染色体上正常的３－甾
酮－Δ１－脱氢酶基因，导致整个３－甾酮 －Δ１－脱氢酶基因
失活，以让３－甾酮－Δ１－脱氢酶无法表达，从而使９－ＯＨ－
ＡＤ得以积累［１０］。另一方面，９－ＯＨ－ＡＤ的生产存在甾醇水
溶性差、传质效率低、底物毒害、产物抑制以及产物降解等问

题，许多研究者也做了大量相关的研究［１１－１４］。总体而言，国

内外尚无生物法制备９－ＯＨ－ＡＤ的工业生产，筛选并获得
制备９－ＯＨ－ＡＤ的高效菌株具有重要的工业意义。

为此，本研究对实验室已有的分枝杆菌进行原生质体紫

外诱变系统研究，确定分枝杆菌原生质体的制备条件，并比较

筛选得到的菌株制备生产９－ＯＨ－ＡＤ的能力，获得１株生
产转化能力较好的菌株，最后用该菌株在５－Ｌ生物反应器中
进行转化制备９－ＯＨ－ＡＤ的初步研究。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验菌株　出发菌株分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）
于笔者所在实验室４℃冰箱中斜面保藏。
１．１．２　试剂　植物甾醇，由浙江省神洲药业有限公司提供；
玉米浆，购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；溶菌酶，购

自国药集团化学试剂有限公司；酵母粉为生化试剂；甘油、

Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＮＨ４Ｃｌ、ＮａＮＯ３、（ＮＨ４）２ＨＰＯ４、无水乙
醇、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、
ＭｇＳＯ４、蔗糖、甘露醇、乙酸乙酯等试剂均为分析纯。

预处理液：０．８％ ＥＤＴＡ、０．１％巯基乙醇，用 ｐＨ值为６．０
的磷酸缓冲液配制。

原生质体渗透稳定剂：０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２，用ｐＨ值为６．０的磷酸缓冲液溶解。

分枝杆菌去壁酶液：含质量分数为１％的溶菌酶的原生
质体渗透稳定剂，微孔滤膜过滤除菌。
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１．１．３　仪器　ＳＰＸ－２５０ＢＳＨ－ＩＩ生化培养箱（上海新苗医疗
器械制造有限公司）；高效液相色谱仪（美国安捷伦科技公

司）；ＢＩＯＴＥＣＨ－５ＪＧ－７０００Ａ５Ｌ发酵罐（上海保兴生物设备
工程有限公司）；ＰＨＳ－３ＴＣｐＨ电极（上海天达仪器有限公
司）；ＹＸＱ－ＬＳ－５０ＳⅡ立式压力蒸汽灭菌器灭菌锅（上海博
迅实业有限公司）；ＴＳ２１０２摇床（上海天呈实验仪器制造有限
公司）；ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ超净工作台（上海博迅实业有限公
司）；ＳＡ２２４Ｓ电子天平［赛多利斯科学仪器（北京）有限公
司］、ＴＧＬ－２０Ｍ离心机（上海卢湘离心机仪器有限公司）。
１．１．４　培养基　固体／斜面培养基：酵母粉 ５．０ｇ／Ｌ、甘油
１０．０ｇ／Ｌ、磷酸氢二钾０．５ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ、氯化
铵１．０ｇ／Ｌ、琼脂２０．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值为７．４。

种子培养基：葡萄糖 ６．０ｇ／Ｌ、甘油 ２．０ｇ／Ｌ、硝酸钠
５．４ｇ／Ｌ，磷酸氢二铵 ０．６ｇ／Ｌ，酵母粉 １５．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值
为７．５～８．０。

发酵培养基：玉米浆２０．０ｇ／Ｌ，硝酸钠５．４ｇ／Ｌ，磷酸氢二
铵０．６ｇ／Ｌ，无水乙醇１０．０ｍＬ／Ｌ，植物甾醇５．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值为
８．０～８．５。

再生高渗培养基：酵母粉５．０ｇ／Ｌ，甘油１０．０ｇ／Ｌ，磷酸氢
二钾０．５ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，氯化铵１．０ｇ／Ｌ，蔗糖
０．８ｍｏｌ／Ｌ，琼脂２０．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值为７．４。
１．２　试验方法
１．２．１　原生质体渗透稳定剂的选择　分别配制 ＮａＣｌ、ＫＣｌ、
ＭｇＳＯ４、蔗糖、甘露醇浓度为０．７ｍｏｌ／Ｌ的再生高渗培养基，将
诱变菌株分别涂于各再生高渗培养基上，每个处理３个平行，
于３０℃恒温生化培养箱中培养７ｄ后，根据高渗培养基中原
生质体的制备数确定最佳原生质体渗透稳定剂。

１．２．２　原生质体渗透稳定剂 ＮａＣｌ浓度的确定　配制 ＮａＣｌ
浓度分别为０．４、０．５、０．６、０．７、０．８ｍｏｌ／Ｌ的再生高渗培养
基，将诱变菌株分别涂于各浓度再生高渗培养基上，每个浓度

３个平行，于３０℃恒温生化培养箱中培养７ｄ后，根据各高渗
培养基中原生质体的制备数确定最适ＮａＣｌ浓度。
１．２．３　细胞悬液制备及原生质体的制备与再生　用接种环
在斜面培养基上刮取 １环菌体，接种于种子培养基上，于
３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床上振荡培养４８ｈ后，取 １０ｍＬ种子液，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，用渗透压稳定剂洗涤２次，将菌体
悬浮于１０ｍＬ渗透压稳定剂中制备成细胞悬液。取１ｍＬ细
胞悬液稀释至１０－６，用平板菌落计数法测细胞悬液浓度。原
生质体诱变参考相关文献［１５］并加以改进。取５ｍＬ细胞悬
液，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入５ｍＬ预处理液，
静置１５ｍｉｎ，用渗透压稳定剂洗涤２次，离心１０ｍｉｎ弃上清
液，然后加入 ５ｍＬ１％溶菌酶液，３０℃振荡保温 ２ｈ，
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，加入５ｍＬ渗透稳定剂悬浮原生
质体。取 ０．５ｍＬ原生质体悬液，加入４．５ｍＬ渗透稳定剂稀
释至１０－６，涂布于再生高渗培养基培养计数。另取０．５ｍＬ
原生质体悬液，加入４．５ｍＬ无菌水，稀释至１０－６后，用固体
培养基培养计数。

１．２．４　紫外诱变　将制备好的原生质体用渗透压稳定剂稀
释至１０－６，取０．２ｍＬ涂布于再生高渗培养基表面，置于已预
热３０ｍｉｎ２０Ｗ紫外灯下，照射距离为３０ｃｍ。磁力搅拌下分
别照射２０、４０、６０、８０、１００、１２０、１４０、１６０、１８０ｓ，每个时间３个

平行，３０℃下倒置遮光培养１周。观察菌落形态，统计平板
中的菌落数量，计算致死率，以未经诱变处理的菌悬液涂布平

板作对照。

１．２．５　固体斜面培养　将菌株活化扩培于３０℃恒温生化培
养箱中培养３～４ｄ，紫外诱变再生渗透培养基中菌株生长培
养７ｄ。
１．２．６　摇瓶转化试验　挑取１环菌种接种于装发酵培养基
５０ｍＬ的２５０ｍＬ摇瓶中进行种子液培养，在３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ
摇床上培养３ｄ后，取５ｍＬ种子液接入装有０．２５ｇ甾醇的
５０ｍＬ发酵液中，于３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇瓶中培养转化植物甾
醇制备９－ＯＨ－ＡＤ，培养时间为１２０ｈ。
１．２．７　５－Ｌ发酵罐转化试验　将活化培养３ｄ的种子液按
１０％接种量接至装有１２．５ｇ甾醇的２．５Ｌ发酵培养基中，于
３０℃、４００ｒ／ｍｉｎ培养，ｐＨ值维持在８．２～８．７。每隔１２ｈ取
１次样，测样品中９－ＯＨ－ＡＤ的浓度。
１．２．８　高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析方法　转化１２０ｈ后，按
体积比１∶１加入乙酸乙酯，于３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ提取３０ｍｉｎ
后，４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取乙酸乙酯有机相层，用
０．２２μｍ有机膜过滤后超声脱气进行高效液相色谱测定。色
谱条件：二极管阵列检测器（ＤＡＤ检测器），波长２５４ｎｍ；色
谱柱为 Ｔｈｅｒｍｏ：ＯＤＳ－２ＨＹＰＥＲＳＩＬ（５μｍ×２５０ｍｍ ×
４．６ｍｍ）；柱温４０℃；流动相 ∶甲醇与水体积比为７∶３，流速
１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为３０μＬ。

２　结果与分析

２．１　原生质体渗透稳定剂的选择
在再生高渗培养基配制中分别选用 ５种浓度为

０．７ｍｏｌ／Ｌ的渗透压稳定剂，考察这些稳定剂对分枝杆菌原
生质体制备的影响。由图１可知，以 ＫＣｌ和蔗糖作为原生质
体渗透压稳定剂对原生质体制备效果的影响较小，而以 ＮａＣｌ
作为渗透稳定剂的再生高渗培养基中所制备的原生质体数量

较其他４种高，达到５．８５×１０８个／ｍＬ。其原因主要在于ＮａＣｌ
可能更符合菌体的外界液体环境，菌体外围的 Ｎａ＋与菌体的
渗透压有关，能够更好地维持菌体的渗透压使原生质体不被

外界破坏且能促进细胞壁的生成，从而获得较多的原生质体。

因此，本研究选用ＮａＣｌ作为分枝杆菌原生质体的渗透压稳定
剂来进行原生质体的制备。

２．２　原生质体渗透稳定剂ＮａＣｌ浓度的确定
在再生高渗培养基中加入不同浓度的ＮａＣｌ溶液，考察其

对分枝杆菌原生质体数量的影响。由图２可知，当ＮａＣｌ浓度
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为０．５ｍｏｌ／Ｌ时原生质体个数达到最大值，为３．１×１０８个／
ｍＬ。随着ＮａＣｌ浓度的进一步增大，原生质体的数量逐渐减
少，原因可能是ＮａＣｌ浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ时使原生质体的渗透
压恰好与外界液体环境平衡，这个浓度能够维持细胞稳定并促

进细胞壁的生成，随着ＮａＣｌ浓度的增大，外界液体环境的渗透
压易使原生质体脱水死亡从而导致原生质体制备率降低。

２．３　原生质体制备率和再生率
由表１可知，通过公式原生质体制备率 ＝（酶解前菌落

数－固体培养基上菌落数）／酶解前菌落数 ×１００％，原生质
体再生率＝（再生高渗固体培养基上菌落数 －固体培养基上
菌落数）／（酶解前菌落数－固体培养基上菌落数）×１００％计
算得原生质体的制备率和再生率分别为９８．３％、５２．６％。表
明以０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ作为渗透压稳定剂，分枝杆菌原生质体
在经紫外诱变后可获得较高的原生质体制备率和再生率。

表１　分枝杆菌原生质体的制备率和再生率

酶解前

菌落数

（个／ｍＬ）

固体培养基

上菌落数

（个／ｍＬ）

再生高渗固体

培养基上菌落

数（个／ｍＬ）

原生质体

制备率

（％）

原生质体

再生率

（％）

１．７６×１０９ ３×１０７ ９．４×１０８ ９８．３ ５２．６

２．４　菌株生长曲线及诱变条件确定
２．４．１　分枝杆菌生长曲线　将分枝杆菌用接种环接于装有
５０ｍＬ种子液的２５０ｍＬ摇瓶中，于３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床中
培养，每隔６ｈ测定菌液６００ｎｍ处的吸光度。由图３可知，
分枝杆菌在０～４８ｈ时处于停滞期，在４８～９６ｈ期间为对数
期，９６ｈ之后步入平稳期。４８～９６ｈ的对数期是分枝杆菌生
长代谢最旺盛的时期，也是分枝杆菌对外界环境最敏感的时

期，在此时间段对其进行诱变处理易获得理想突变株。

２．４．２　紫外诱变对菌株的致死率　由图４可知，致死率随紫
外照射时间的延长而增加，１４０ｓ左右达到９９％，之后基本稳

定。当紫外照射时间为６０～７４ｓ时，致死率为７０％ ～８０％，
此时回复突变株的出现率较低，因此确定紫外诱变的最佳时

间为６５ｓ。

２．５　突变菌株摇瓶转化制备９－ＯＨ－ＡＤ分析
经过紫外诱变筛选获得了１４３株突变株，挑取其中的６３

株进行初筛，经过初筛后获得１１株转化积累９－ＯＨ－ＡＤ效
果优于出发菌株的突变株。由表 ２可知，菌株 ＭＳ５的
９－ＯＨ－ＡＤ积累量为６２．３１ｍｇ／Ｌ，与出发菌株相比，提高了
１３４．２５％。１１株菌株中，ＭＳ１３菌株的９－ＯＨ－ＡＤ积累量最
低，但与出发菌株相比提高了３２．８９％。对１１株菌株进行复
筛和遗传稳定性研究，各菌株传代３次产９－ＯＨ－ＡＤ的结
果如图５所示，ＭＳ２３菌株经过３次连续传代，其９－ＯＨ－ＡＤ
积累量基本保持稳定，３次传代后其９－ＯＨ－ＡＤ产量分别为
３７．３２、４１．６４、３８．７７ｍｇ／Ｌ，表明该菌株相对来说具有良好的
遗传稳定性。采用ＨＰＬＣ对所得到的发酵液样品进行液相色
谱分析。由图６可知，出发菌株、突变菌株、９－ＯＨ－ＡＤ标准
品均在３．０３ｍｉｎ出现吸收峰，说明所获得的样品在这一时间
点出现的吸收峰即为９－ＯＨ－ＡＤ的峰，所获得的ＭＳ２３突变
菌株转化制备获得的对应产物为９－ＯＨ－ＡＤ。
表２　出发菌株及突变株摇瓶培养转化制备９－ＯＨ－ＡＤ的情况

菌株 ９－ＯＨ－ＡＤ积累量（ｍｇ／Ｌ）
出发菌株 ２６．６０
ＭＳ２ ３７．８８
ＭＳ３ ３８．１４
ＭＳ５ ６２．３１
ＭＳ１１ ３５．４６
ＭＳ１３ ３５．３５
ＭＳ１９ ４２．２５
ＭＳ２３ ４９．１３
ＭＳ２７ ４６．１６
ＭＳ２８ ３５．５７
ＭＳ３０ ３９．９２
ＭＳ５２ ５８．２２

２．６　５Ｌ发酵罐中高产菌株 ＭＳ２３转化制备 ９－ＯＨ－ＡＤ
分析

考察菌株 ＭＳ２３在 ５Ｌ发酵罐中转化底物甾醇为 ９－
ＯＨ－ＡＤ的情况。由图７可知，在０～１０２ｈ，９－ＯＨ－ＡＤ的
产量增加不明显，而到１０２ｈ时，９－ＯＨ－ＡＤ的产量进入对
数期式的增长，在１２４ｈ时达到５０．４１ｍｇ／Ｌ，可能是由于在菌
体转化底物植物甾醇代谢途径中产生了能够促进３－甾酮 －
９α－羟基化酶活性的代谢物，使得９－ＯＨ－ＡＤ的合成进程
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加速从而导致９－ＯＨ－ＡＤ积累量的对数式增长［１６］。１２４ｈ
之后９－ＯＨ－ＡＤ的产量逐渐减少，由１２４ｈ时的５０．４１ｍｇ／Ｌ
在１４３ｈ时降为４８．６６ｍｇ／Ｌ，可能由于Ｃ１，２位脱氢酶的作用
效果在１２４ｈ后开始大于３－甾酮－９α－羟基化酶，使得９－
ＯＨ－ＡＤ的母核得以降解从而进一步水解导致９－ＯＨ－ＡＤ
的产量减少［１７－１８］。总之，发酵罐中生物转化制备９－ＯＨ－
ＡＤ，其积累量与摇瓶转化相比提高了２．６１％，今后将进一步
通过控制发酵罐中转速、温度、ｐＨ值及添加甾醇底物的促溶
剂等其他发酵条件来提高９－ＯＨ－ＡＤ的产量。

３　结论与讨论

原生质体诱变是通过去除菌体细胞壁以便更好地进行诱

变的一种诱变方法，可使紫外线作用更为直接，可增强诱变效

果。姚笛等对１株产木糖醇季也蒙的毕赤酵母进行原生质体
紫外诱变，获得的木糖醇产量明显提高，比出发菌株ＤＱ１１提
高了１８６％，且具有良好的遗传稳定性［１９］。胡基华等对１株
产几丁质酶的黏质沙雷氏菌进行原生质体紫外诱变，获得比

原始菌株提高４．３倍的几丁质酶产量［２０］。本研究通过原生

质体诱变试验表明，ＮａＣｌ为最佳的分枝杆菌原生质体渗透稳
定剂，其最适浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ。在此条件下制备的原生质体
通过紫外诱变，在摇瓶生物转化中，获得的高产稳定菌株

ＭＳ２３比出发菌株转化制备 ９－ＯＨ－ＡＤ的能力提高了
８４７％。通过初步的发酵罐放大转化，９－ＯＨ－ＡＤ积累量达
到５０．４１ｍｇ／Ｌ。张怀成等研究的分枝杆菌转化甾醇产
９α－羟基雄甾烯酮促进剂的筛选中，通过加入促进剂聚醚改
性硅油投入１０ｇ／Ｌ底物，获得的９－ＯＨ－ＡＤ大于 ４ｇ／Ｌ［１１］。
高兴强等研究的油水乳化体系中分枝杆菌转化植物甾醇产

９α－羟基雄甾烯酮中，投入 ２０ｇ／Ｌ底物获得 １．２８ｇ／Ｌ
９－ＯＨ－ＡＤ［１２］。因此，虽然相对于出发菌株来说 ＭＳ２３菌株
转化植物甾醇制备 ９－ＯＨ－ＡＤ的能力有所提高，但
９－ＯＨ－ＡＤ的积累量还是相对较低，还不能满足工业化生产
的要求。进一步的研究将对转化过程的工艺进行系统优化，

以期获得更高的９－ＯＨ－ＡＤ制备率。
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屠宰废水中抗生素抗性基因在废水处理

各工艺中去除与累积效果的研究

刘　锐
（嘉兴职业技术学院，浙江嘉兴３１４０３６）

　　摘要：为探讨屠宰废水中抗生素抗性基因去除最佳处理工艺，采用荧光定量（ＰＣＲ）技术检测屠宰废水处理工程各
个环节中ｓｕｌ１、ｓｕｌ２、ｔｅｔＡ、ｔｅｔＢ和ｔｅｔＣ等５种抗生素抗性基因绝对含量和相对丰度。结果表明，厌氧处理工艺和氧化塘
工艺可以通过减少微生物生物量降低抗生素抗性基因的绝对含量，但也可以导致部分抗生素抗性基因相对丰度上升，

而表面流人工湿地对于屠宰废水中抗生素抗性基因有有效的处理效果。
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　　伴随着抗生素在养殖业和医疗业的大量使用，抗生素抗
性基因（ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ，ＡＲＧｓ）污染逐渐被人们重
视。近年来我国浙江［１］、上海［２］、广东［３－５］、河北［６］等多个地

区均有报道存在不同程度的抗生素抗性基因污染。尽管国内

外对于抗生素抗性基因转移、去除开展了大量研究，但多局限

于实验室内模拟阶段，工程实践方面报道较少，尤其对于抗生

素抗性基因含量高于生活污水且低于养殖废水的屠宰废水，

在污水处理工程中去除和累积情况未见报道。为此深入研究

屠宰废水中抗生素抗性基因在污水处理各工艺中去除与累积

效果，对于优化废水处理工艺和控制抗生素抗性基因污染具

有重要现实意义。

本研究以２种磺胺类抗性基因（ｓｕｌ１、ｓｕｌ２）和３种四环素

类抗性基因（ｔｅｔＡ、ｔｅｔＢ和 ｔｅｔＣ）为研究对象，研究了其在屠宰
废水处理工程中各个环节的绝对含量和相对丰度变化情况，

以期寻找到最佳的抗生素抗性基因处理工艺，为相关企事业

单位优化设计污水处理工艺提供理论依据，为浙江省“五水

共治”提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　水样来源
水样样品来源于浙江中法农业科技发展有限公司屠宰废

水处理工程，其工程按流程包括 ３０００ｍ３厌氧沼气池、
３６００ｍ３潜流人工湿地、３６００ｍ３氧化塘和１８ｈｍ２表面流人
工湿地等４个主要处理环节。按照废水处理流程选取了屠宰
废水原水（即厌氧沼气池入水，采样点编号Ｗ１）、厌氧沼气池
出水（即潜流人工湿地入水，采样点编号Ｗ２）、潜流人工湿地
出水（即氧化塘入水，采样点编号 Ｗ３）、氧化塘出水（即表面
流人工湿地入水，采样点编号Ｗ４）、表面流人工湿地出水（即
工程最终出水，采样点编号 Ｗ５）等５个采样点，样品常温采
集，保存于４℃环境，采样时间为 ２０１４年 ６月至 ２０１６年 ５
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