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　　摘要:从济南某炼油厂附近的污染土壤中 , 分离出能高

效降解烃类的菌株 SD-2 , 初步鉴定为假单胞菌属。菌株 SD-2

对正十六烷中间代谢产物的初步分析表明:以正十六烷为惟

一碳源培养的菌体细胞中 , 不仅有正十六烷的存在 , 还含有

少量的十六酸。证明菌体可以不加修饰地将正十六烷摄取到

细胞内 , 而十六酸则是其中间代谢产物 , 说明此菌株对正十

六烷的降解是通过单末端氧化途径进行的 , 这与文献报道的

直链烷烃降解的单末端氧化途径相符合。
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随着石油工业的发展 , 难降解的石油烃类物质引起的环

境污染越来越引起人们的关注。 微生物可以通过遗传改变和

非遗传适应来获得对环境污染物的降解能力 , 从而在净化环

境中起重要作用[ 1] 。从济南某炼油厂附近的石油污染土壤中 ,

分离出能高效降解烃类的菌株 SD-2 , 初步鉴定为假单胞菌属。

有关菌株 SD-2 对正十六烷的运输及降解中间代谢产物的初步

研究 , 为微生物处理石油烃类污染物奠定了基础。 现将实验

结果总结如下。

1　材料与方法

1.1　样品的采集　于济南某炼油厂附近采集石油污染的土壤

样品。

1.2　供试培养基[ 2]

1.2.1　基础无机盐溶液:NaCl质量分数 0.5%, (NH4)2SO4 质

量分数 0.1%, MgSO4·7 H2O 质量分数 0.025%, NaNO3质量分

数 0.2%, KH2PO4 质量分数 0.4%, K2HPO4·3H2O 质量分数

1.0%。

1.2.2　以葡萄糖为碳源的培养基:10倍无机盐溶液加酵母膏

0.1%, 葡萄糖 2%, 自然 pH 值 , 0.0552MPa灭菌 15 ～ 20 min。

固体培养基加琼脂 2%。

1.2.3　LB 固体培养基:蛋白胨 1%, 牛肉膏 0.5%, NaCl 1%, 蒸

馏水 100 ml , 琼脂 1.5%, pH 7.0 , 0.104MPa灭菌 20 min。

1.2.4　原油培养基:10倍无机盐溶液 10%, 水 90%, 原油

(新疆油 8293)2%, 自然 pH 值 , 0.104 MPa灭菌 20 min。

1.2.5　以原油为碳源的固体选择培养基 (油平板):10 倍无
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机盐溶液 10%, 水 90%, 酵母膏 0.1%, 琼脂 1.5%, 原油

2%, 自然 pH 值 , 0.104 MPa 灭菌 20 min , 倾注平板 , 称为油

平板。

1.2.6　以正十六烷为惟一碳源的液体培养基:无机盐溶液

10%, 水 90%, 正十六烷2%, 自然 pH 值 , 0.104 MPa灭菌 20

min。

1.3　烃类降解菌株的分离筛选及纯化　参照参考文献 [ 3] 。

1.4　分析方法　色谱-质谱分析正十六烷中间代谢产物。

1.4.1　发酵液样品处理:由斜面挑取一环菌种接种到正十六

烷液体培养基中 , 35 ℃摇床培养 7 d。将正十六烷发酵液进行

离心 , 收集菌体细胞 , 用蒸馏水洗涤至少 3 次 , 最后一遍洗液

经检测 , 无正十六烷的存在。将菌体细胞制成菌悬液 , 用超

声波细胞破碎仪破碎 , 并涂片观察细胞破碎前后情况。将细

胞破碎液进行离心 , 取上清液 , 用无水乙醚萃取 (1∶1 体积

比), 反复多次 , 收集萃取液 , 并进行浓缩处理 , 最后加入

1 ml无水乙醚溶解样品 , 进行色谱-质谱分析。

1.4.2　测定条件:气相色谱装备硅胶毛细管柱 (长 30 m , 内

径 0.25 mm), 氢气作为载气 , 初始柱温为80 ℃, 终温 260 ℃,

离子源温度 140 ℃, 电离方式 ET。 检索标准谱库 NBS (美国

国家标准局)。

2　结果与讨论

2.1　菌株 SD-2 的鉴定结果　分离得到菌株 SD-2 , 革兰染色为

阴性;细胞短杆状 ,大小为(0.2～ 0.5)μm×(0.3 ～ 0.9)μm , 端生

单鞭毛 ,能运动;菌落圆形乳白色 , 边缘整齐。氧化酶(+)、过

氧化氢酶(+)、葡萄糖氧化发酵为氧化型产酸 、硝酸盐还原实

验(+)。通过上述菌体形态特征及生理生化反应结果 , 初步鉴

定 SD-2菌株为假单胞菌属(Pseudomonas , sp)[ 4] 。

2.2　正十六烷摄取的初步机制及其中间代谢产物分析　用菌

株 SD-2接种以正十六烷为惟一碳源的培养基进行发酵 , 样品

处理后做色谱-质谱分析。结果见色谱图。

图 1　正十六烷样品离子流色谱图

·251·　　中国工业医学杂志　2003年 8月第 16卷第 4期　　Chinese J Ind Med　Aug 2003 , Vol.16 No.4



　　从色谱图中看到:第一个较大的峰为有机溶剂 , 第二个

较大的峰为正十六烷 , 另外还有一较小的峰 (小箭头所示)

是十六酸。除十六酸外 , 并没有发现有其他代谢产物存在。

正十六烷的存在表明 , 细胞能将未加修饰的十六烷摄取到胞

内并大量贮存。在细胞内分离出十六酸 , 这说明菌株 SD-2 耗

氧代谢烷烃时将沿单末端氧化 (monoterminal oxidation)途径进

行 , 这与文献报道的直链烷烃氧化途径相符合 , 即正十六烷

单端氧化成相应的醇 、 醛和十六酸。源于正十六烷的十六醇

在醇脱氧酶的作用下被氧化成正十六醛 , 醛则通过醛脱氢酶

氧化成十六酸 , 源于正十六烷的十六酸经过可诱导的 β-氧化

系统 , 被氧化成乙酰辅酶 A , 随后进入三羧酸循环[ 5] 。

3　结论

菌株SD-2 对正十六烷的摄取及降解中间代谢产物的初步

研究表明:此菌株对正十六烷有较好的降解能力。 以正十六

烷为惟一碳源的发酵液样品经色谱-质谱联用技术分析 , 证明

菌株SD-2 可以将正十六烷不加修饰地摄取到细胞内。另外 ,

还发现少量十六酸的存在 , 说明十六酸是正十六烷的中间代

谢产物。证明此菌对正十六烷的代谢是通过单末端氧化进行

的 , 这与文献报道的直链烷烃氧化途径相符合 。

本文所做工作只是对外环境中分离到的 SD-2 菌株的一个

初步研究 , 其他系列工作有待于进一步探讨。目的是分离到

代谢能力更强的菌株来处理石油烃类污染物 , 减少环境污染。
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一起油漆工急性中毒事故调查
A survey on an acute accidental poisoning in painting workers
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　　1998年 4 月 10日上午 8 时 30 分 , 大连某建筑工地 2 名油

漆女工发生急性混苯及汽油混合性中毒 , 现报告如下。

1　事故经过

1998年 4月 10日上午 8 时 , 2 名油漆女工蹬梯爬入工地顶

楼消防水箱内油漆水箱内壁。 10 min 后 , 2 人向箱外有关人员

反映自觉胸闷 、 气短 、 刺激性气味难以忍受。20 min 左右 , 外

面的作业工人听到水箱内有呻吟声 , 爬入水箱内将已昏迷的 2

名女工抬出 , 10 min后送往医院 , 在送往医院途中 5 ～ 6 min ,

2 名女工意识逐渐恢复 , 后被送往大连市职业病院救治。诊断

为急性混苯及汽油混合性中毒 , 采用葡萄糖 、 维生素 C 对症

治疗 20余日 , 症状好转相继出院。

2　现场劳动卫生学调查

消防水箱是一个 10 m×10 m×2 m 的铁箱 , 位于顶楼一 40

m2 的房间内。水箱最高处距室顶 34～ 40 cm , 整个房间仅有一

个 1 m×0.5 m 的小窗。防锈漆的稀释剂为松香水。作业现场

无任何通风排毒设备 , 也未使用任何个人防护用具。

当日下午2 时许 , 对该作业现场可能存在的职业病危害因

素的浓度进行了模拟油漆作业 2 min 的检测(见表 1)。

表 1　作业现场环境中职业病危害因素浓度测定结果

mg/m3　

地点 苯 甲苯 二甲苯 汽油

水箱内 1 210 528 182 8 435

水箱内 (模拟) 1 473 906 431 8 810

室内 9 5 未检出 48

室内 (模拟) 57 44 26 282

国家卫生标准 40 100 100 350

3　中毒病例

于某 , 女 , 40岁 , 油漆工龄 19 年。事故发生当日 , 作业

10 min 后即感头部不适 、 眼花 , 随即晕倒 , 失去知觉 , 被工友

发现后抬出置于室外空气新鲜处。十几分钟后意识逐渐恢复 ,

自觉头痛 、 头昏 、 恶心 、 呕吐 , 呕吐物为少许胃内容物 , 被

送往大连市职业病院救治。入院后体检 , 除头发 、 皮肤均可

闻及较浓刺鼻的油漆味外未见其他阳性体征。实验室检查:

血常规中白细胞总数为 9.9×109/L , 白细胞分类中中性粒细胞

占 0.85、 淋巴细胞占 0.14、 嗜碱细胞占 0.04 , 白细胞中查到

中毒颗粒 , 其他检查未见异常。根据现场检测及临床检查确

诊为急性混合性毒物中毒 , 另一油漆女工葛某情况与此基本

相同。

4　讨论

从作业现场环境检测的结果可以看出 , 苯 、 甲苯 、 二甲

苯 、 汽油分别超过国家卫生标准 29 ～ 35.5、 3 ～ 8、 0.8 ～ 3、 23

～ 24 倍。这仅是在事故发生 6 h 后和模拟作业 2 min 的测定结

果 , 而实际作业现场有害物质浓度会更高 , 因此本次事故主

要是由混苯和汽油联合作用所引起的混合性中毒。水箱内和

室内有害物质浓度相差悬殊 , 作业现场无通风排毒设施 , 自

然通风极度不良 , 加速了中毒事故的发生 。另外 , 作业人员

未采用任何有效的防毒措施和使用有效的防毒用具 , 缺乏应

有的安全卫生常识和自我保护意识 , 野蛮作业 , 终酿苦果。

因此 , 加强有毒有害作业场所职业卫生工作的法治化管理 ,

增强企业负责人和作业人员的职业卫生和安全生产意识 , 提

高自我保护意识至关重要。
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