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咪唑乙烟酸降解菌 "MVM 的分离鉴定及其降解特性
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摘要!为咪唑乙烟酸污染土壤的生物修复提供菌源$采用瓶富集培养法$从长期施用咪唑乙烟酸的土壤中筛选出 " 株对咪唑乙

烟酸降解能力较强的放线菌$命名为 5"&"B该菌株可利用咪唑乙烟酸为唯一氮源生长B经形态特征(生理生化特性及 "%5 K/,3

序列分析$初步鉴定该菌株为大宫链霉菌"?#,"+#-*%5"2-*’%."72’2#B以 5"&" 菌体生长量和咪唑乙烟酸降解率为指标$研究了主

要因素"温度(N\(初始浓度和接菌量#对 5"&" 生长和降解能力的影响B结果表明$菌株 5"&" 最佳生长和降解条件为 *(m$N\

为 $‘($初始咪唑乙烟酸浓度为 ’(( FU)4i" $接菌量 *jB在此条件下$该菌株在去氮源高氏一号培养液中培养 ) ?$咪唑乙烟酸

的降解率为 &EjB
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!!咪唑乙烟酸".FCe@9:CN<K#是一种长残效咪唑啉
酮类除草剂$我国从 "##( 年开始批量进口咪唑乙烟
酸并在黑龙江大面积应用$用量持续增加$特别是国
内产品问世以来$由于其价格低廉$除草效果良好$
故使用势头迅猛$成为黑龙江与内蒙古地区大豆田
除草剂的主导品种 *" g*+B由于大面积长期连年使用$
导致后茬敏感作物受害频繁发生$文献*E g#+先后
证明了施用咪唑乙烟酸 " C后$对玉米(高粱(水稻(
棉花(甜菜及马铃薯等作物产生不同程度的药害而
造成其减产$制约了正常的作物轮作$而且带来农田
环境的严重污染B

大量研究证实微生物对土壤的农药降解起着重
要的作用$据报道土壤中咪唑乙烟酸的去除主要依
靠微生物降解 *"(+ $由此筛选咪唑乙烟酸降解菌成为
目前消除其对土壤污染领域的研究热点$科研工作
者通过富集培养等技术发现了一些能够降解咪唑乙
烟酸的微生物$如节细菌属(丙酸杆菌属(海球菌属(
酸单胞杆菌属(产碱菌属(芽孢杆菌属等细菌$及黑

曲霉等真菌 *"" g"E+ $但尚鲜见国内外有关放线菌降解
咪唑乙烟酸的报道B基于此$本实验经过瓶富集培养
法$从长期施用咪唑乙烟酸的土壤中分离(鉴定了 "
株降解咪唑乙烟酸的放线菌$研究了该菌株的降解
能力及其影响因素$旨为咪唑乙烟酸污染土壤的生
物修复提供菌株资源和理论依据B

MN材料与方法

MOM!实验材料
菌源样!取自黑龙江省嫩江某农场长期施用咪

唑乙烟酸的土壤B
供试原药!咪唑乙烟酸 "纯度"#&j#$由沈阳

同祥农化有限公司提供B
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供试生物测定土壤!从未施用过农药的黑土$取
自东北农业大学园艺试验站B风干$过 " FF筛$
备用B
MOP!实验方法
MOPOM!咪唑乙烟酸降解菌的分离方法

取菌源样 "( U与 " U6C60* 混合$室温自然风
干$空气湿度饱满$’&m培养 $ ? 后$接入到 "(( F4
高氏一号富集培养液$内含咪唑乙烟酸浓度为 "((
FU)4i"$并含 )( FU)4i"的重铬酸钾抑制剂 *")+ $设
置 * 次重复$置于空气浴摇床"*(m$"E( K)FA8 i"#’
培养 $ ? 后取出 "( F4加入到 #( F4新鲜培养液中
继续培养$依此类推$以后每培养 $ ? 后取出 "( F4
加入到 #( F4新鲜培养液中$咪唑乙烟酸的浓度每
次增加 "(( FU)4i"$直至培养液中咪唑乙烟酸浓度
达到" ((( FU)4i"B然后采用平板划线法进行纯化$
Em斜面保存备用B
MOPOP!碳源和氮源营养的确定

在咪唑乙烟酸浓度为" ((( FU)4i"高氏一号培
养液中$分别去除碳源"淀粉#(氮源" ,̂0* #及碳氮
源"淀粉( ,̂0* #$观察菌株生长情况$确定咪唑乙
烟酸作为碳(氮源营养情况B
MOPOE!孢子菌悬液的制备和菌体生长量的测定

根据参考文献*"%+制备孢子菌悬液并保存B取
已烘干恒重的定量滤纸$将菌液进行过滤$收集菌
体$用蒸馏水洗涤 ’ 次$然后连同滤纸置 "()m烘干
至恒重$差减法得菌体干重$即菌体生长量B
MOPOQ!咪唑乙烟酸降解率的测定

本实验采用生物测定法$以水稻根长抑制率作
为生测指标B

""#生测标准曲线的制作!选取颗粒饱满的水
稻种子$"*’ n"#m浸种 *% :$"’& n"#m催芽 ’E
:$待根长约 ) FF时$挑选长势均匀的种芽播种于
分别含咪唑乙烟酸浓度为 ((’()("((’)()(("(((
’((()(( "U)HUi"的药土小烧杯中$"’& n"#m培养$
每天称重补水保持土壤含水量为 *(j$) ? 后测量
水稻根长$计算根长抑制率$建立咪唑乙烟酸浓度与
根长抑制率之间的标准曲线方程B

根长抑制率 k空白根长 i处理根长
空白根长

h"((j ""#

"’#咪唑乙烟酸含量的测定!培养液 "’"m灭
菌 ’( FA8$按需要加入咪唑乙烟酸和孢子菌悬液$对
照不接菌$置于空气浴摇床"*(m$"E( K)FA8 i"#B培
养 ) ? 后取适量各处理的培养液进行稀释$加入装
土的小烧杯中$设置清水空白$按照制作生测标准曲

线的方法培养水稻$) ? 后测量根长$根据式""#标
准曲线方程计算求出根长抑制率$求出咪唑乙烟酸
含量$计算咪唑乙烟酸降解率B
MOPOU!菌株鉴定

""#降解菌的形态及生理生化鉴定!用电子显
微镜观察降解菌 5"&" 的形态$参照文献 *"$+对其
进行生理生化鉴定B

"’#"%5 K/,3序列扩增(测序与分析!利用
5 "̂’("DX,.dD"( 柱式细菌基因组 W,3抽提试剂盒
提取 总 W,3$ 应 用 正 向 引 物 " )uD3Z3Z222Z3
2662ZZ6263ZD*u#$ 反 向 引 物 " )uDZZ2236622
Z2236Z3622D*u#进行 "%5 K/,3的 V6/扩增$反
应体系为 )( "4!模板 W,3"( NF7;正反向引物各 "
"4$?,2V混合物 " "4$"( hQ>RR@K) "4$4.JW,3酶
") XO"4# (‘’) "4$加水至 )( "4B

V6/程序设定!预变性 #&m ) FA8$循环 #)m
*) M$))m *) M$$’m " FA8 *( M$*) 个循环’延伸 &
FA8$扩增后 "%5 KW,3片段经 "j的琼脂糖凝胶电
泳进行检测$观察结果B用 X,.dD"( 柱式 W,3胶回
收试剂盒对 V6/产物切胶回收 W,3目的片段进行
23克隆B

连接反应体系!"( h4AUC9A78 T>RR@K" "4$)(j
V+Z" "4$ NX6FD2-@L97K)(8U$V6/VK7?>L9(‘’
NF7;$2E W,34AUCM@’‘)X$=A8C;-7;>F@"( "4B"% g
’*m连接 " g’ : 后$将连接产物转化感受态大肠杆
菌$涂布在预先用 ’( "4"(( FF7;O4.V2Z和 "((
"4’( FU)F4i" _DUC;涂布的氨苄青霉素平板上$
*$m培养过夜$蓝白斑挑选阳性克隆B阳性克隆子委
托上海生工生物工程技术服务有限公司进行序列测
定B所得测序结果在通过 T4352程序与 Z@8TC8H 中
核酸数据进行序列搜索比对后$选择亲缘关系较近
的菌株作为参比菌株$用 1+Z3E‘( 软件构建系统
发育树B
MOPO!!降解菌生长和降解特性研究

设定不同初始咪唑乙烟酸浓度(N\(温度(接菌
量$对菌株进行生长量及降解率的分析$以确定降解
菌的生长和降解的最佳培养条件B

PN结果与分析

POM!样品的富集培养(菌种分离及营养源确定
参考瓶培养法富集技术 *"&$"#+ $土壤样经过多次

富集培养后$得到混合微生物的培养物$此混合培养
物在高氏一号培养基上进行划线分离$挑取单菌落$
经过复筛(纯化后得到 " 株放线菌$命名为 5"&"B营

#")"
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养源实验表明$5"&" 在以咪唑乙烟酸为唯一氮源的
高氏一号培养液中生长良好$在以咪唑乙烟酸为唯
一碳源及唯一碳氮源的高氏一号培养液中均不生
长B由此可知 5"&" 可以咪唑乙烟酸为唯一氮源
生长B
POP!菌株鉴定
POPOM!菌株 5"&" 的形态及生理生化鉴定

形态观察和革兰氏染色试验表明!菌株 5"&" 为
革兰氏阳性菌$在大部分培养基上都无气生菌丝体$
白色B基丝薄$透明至暗乳脂色B菌落紧密多皱$边缘
整齐$无可溶性色素B扫描电镜 "MLC88A8U@;@L9K78
FALK7UKCN:$5+1#照片"图 "#可观察到孢子呈椭圆
形至柱形$表面光滑$孢子丝直至柔曲$形成长孢子
链B可利用 WD葡萄糖(WD木糖和鼠李糖’不利用 4D阿
拉伯糖(WD果糖(蔗糖(棉子糖(肌醇和 WD甘露醇B产
生抑制革兰氏阳性和阴性细菌的氯霉素B

对菌株 5"&" 进行生理生化试验$结果表明淀粉
水解(过氧化氢酶(牛奶胨化(明胶液化(硫化氢(硝
酸盐还原试验均呈阳性反应B

图 MN菌株 "MVM 的扫描电镜照片" hE (((#

=AUB"!5+17RM9KCA8 5"&"" hE (((#

POPOP!降解菌 "%5 K/,3的序列测定及其系统发育
分析

V6/产物经测序得到菌株 5"&" "%5 K/,3碱基
序列$片段全长为" E&$ QN$在 Z@8TC8H 中登录号为
\1")*$(’BT4352 对 比 显 示$ 菌 株 5"&" 与
?#,"+#-*%5"2 -*’%."72’2 " Z@8TC8H 登 录 号 为
+X$E""E"#相似性最高$两者相似性为 ##‘&%jB
1+Z3E‘( 聚类分析表明$菌株 5"&" 与 ?#,"+#-*%5"2
-*’%."72’2聚类于同一分支"图 ’#B结合形态特征和
生理生化特性$初步鉴定菌株 5"&" 为大宫链霉菌
"?#,"+#-*%5"2-*’%."72’2#B

图 PN基于 M!"&I=<序列同源性的 "MVM 菌株

和相关放线菌的系统发育树

=AUB’!V:<;7U@8@9ALN7MA9A78 7RM9KCA8 5"&" C8? 79:@KK@;C9@?

CL9A87F<L@9@MQCM@? 78 "%5 K/,3M@b>@8L@MC8C;<MAM

POE!菌株 5"&" 的生长和降解咪唑乙烟酸最佳条件
POEOM!菌株 5"&" 的生长与咪唑乙烟酸降解

无菌操作下$将 *j的 5"&" 孢子菌悬液加入含
"(( FU)4i"咪唑乙烟酸的去氮源高氏一号培养液
"未添加 ,̂0* # 中$置于空气浴摇床 " *(m$ "E(

K)FA8 i"#进行培养$定时取样测定菌体生长量"菌体
干重#(咪唑乙烟酸降解率变化情况$结果见图 *B

图 EN降解菌 "MVM 的生长曲线和咪唑乙烟酸降解曲线

=AUB*!ZK7P9: L>KS@7RM9KCA8 5"&" C8? ?@UKC?C9A78

L>KS@7RAFCe@9:CN<K

由图 * 可见$在培养过程中菌株 5"&" 生长量与
咪唑乙烟酸降解率变化规律一致$均先迅速升高然
后趋于平稳$第 E ? 菌体干重达到最大为 ’""‘" FU$
咪唑乙烟酸降解率在第 ) ? 达到最大为 &’‘’$jB可
以看出第 " gE ? 为菌株 5"&" 对数生长期$菌体代
谢旺盛$对咪唑乙烟酸的降解率也随之增大’随后菌
株 5"&" 进入稳定期$菌体干重和降解率变化不大B
由此选择后续实验的培养时间为 ) ?B
POEOP!初始咪唑乙烟酸浓度对菌株 5"&" 的生长和
降解咪唑乙烟酸的影响

无菌操作下$在含不同咪唑乙烟酸浓度 ")( g
)(( FU)4i"#的去氮源高氏一号培养液中$接种 *j

(’)"
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的 5"&" 孢子菌悬液$置空气浴摇床 " *(m$ "E(
K)FA8 i"#培养 ) ?$菌体干重和咪唑乙烟酸降解率变
化情况见图 EB

图 QN咪唑乙烟酸浓度对 "MVM 生长和降解的影响

=AUBE!+RR@L9M7RL78L@89KC9A78 7RAFCe@9:CN<K78

5"&" UK7P9: C8? AFCe@9:CN<K?@UKC?C9A78

由图 E 可以看出$在 )( g’(( FU)4i" 之间$
5"&" 菌体生长量随着初始咪唑乙烟酸浓度的增大
而增大$在 ’(( FU)4i"时菌体生长量达到最大$而
咪唑乙烟酸降解率随初始含量的增加$先升高后降
低$总体降解率保持在 $)j以上$"(( FU)4i"时达
到最大为 &"‘#*j$ 降解量为 &"‘#* FU’ p’((
FU)4i"时$菌体生长量和咪唑乙烟酸降解率均随着
咪唑乙烟酸初始浓度的增大而迅速减小B这是因为
菌株在降解咪唑乙烟酸的过程中$低浓度时$咪唑乙
烟酸主要是作为可利用物质供菌体生长$而高浓度
则会对菌体造成毒害作用$抑制菌体生长和降解B在
实际利用微生物消除土壤污染时$要充分考虑农药
浓度与微生物数量的关系$既要得到高的降解率$又
要有大的降解量 *’(+B当初始咪唑乙烟酸浓度为 ’((
FU)4i"时$其降解率为 $)j$降解量为 ")( FU$虽然
此时降解率不高$但微生物数量和咪唑乙烟酸降解
量远高于 "(( FU)4i"$因此$选择 ’(( FU)4i"咪唑
乙烟酸为最佳初始浓度B
POEOE!温度对菌株 5"&" 生长和降解咪唑乙烟酸的
影响

无菌操作下$按 *j接菌量将 5"&" 孢子菌悬液
加入到去氮源高氏一号培养液"咪唑乙烟酸浓度为
’(( FU)4i"# 中$ 置一定温度空气浴摇床 " "E(
K)FA8 i"#培养 ) ?$菌体干重和咪唑乙烟酸降解率变
化情况见图 )B

由图 ) 可以看出$当温度在 E g*(m之间时$随
着培养温度的增加$菌株 5"&" 生长量和咪唑乙烟酸

图 UN温度对 "MVM 生长和降解咪唑乙烟酸的影响

=AUB)!+RR@L9M7R9@FN@KC9>K@78 5"&" UK7P9:

C8? AFCe@9:CN<K?@UKC?C9A78

降解率呈上升趋势’在 *(m时菌体干重和降解率均
达到最大值$分别为 ’%’‘) FU和 $$‘’* j’温度 p
*(m时$生长量和降解率则随温度的升高而急剧下
降B还可以看出$当温度范围为 ’) gE(m时$菌株
5"&" 的生长量和降解率均较高B
POEOQ!初始 N\对降解菌 5"&" 生长和降解咪唑乙
烟酸的影响

无菌操作下$在不同 N\的去氮源高氏一号培养
液"含 ’(( FU)4i"咪唑乙烟酸#中$接种 *j 5"&" 孢
子菌悬液$置于空气浴摇床"*(m$"E( K)FA8 i"#培养
) ?$菌体干重和咪唑乙烟酸降解率变化情况见图 %B

图 !N$:对 "MVM 生长和降解咪唑乙烟酸的影响
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由图 % 可以看出$菌株 5"&" 生长量与咪唑乙烟
酸降解率随 N\变化基本一致$均为先迅速增加后降
低’ N\为 $‘( 时$菌体生长量和咪唑乙烟酸降解率同
时达到最大值$分别为 ’E$‘% FU和 &*‘&j’N\由 $‘(
g#‘( 时$菌体生长量和降解率迅速下降’N\为 #‘(
g"’‘( 时$菌体生长量和降解率下降缓慢$总体降解
率保持在 )(j以上$表明菌株 5"&" 在N\’‘( g#‘(
范围内对环境 N\敏感B由图 % 还可以看出$菌株

"’)"



环!!境!!科!!学 *’ 卷

5"&" 生长和降解在 N\)‘( g"’‘( 的范围内都有较高
的活性$咪唑乙烟酸的降解率在 )(j以上B
POEOU!接菌量对降解菌 5"&" 生长和降解咪唑乙烟
酸的影响

无菌操作下$在去氮源高氏一号培养液"含 ’((
FU)4i"咪唑乙烟酸 #中$按照不同比例接入菌株
5"&" 的孢子菌悬液$置于空气浴摇床 " *(m$"E(
K)FA8 i"#培养 ) ?$菌体干重和咪唑乙烟酸降解率变
化情况见图 $B

图 TN接菌量对 "MVM 生长和降解咪唑乙烟酸的影响
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由图 $ 可以看出$接菌量在 "j g*j之间$菌
体生长量和咪唑乙烟酸降解率随着接菌量增加而升
高’接菌量在 *j时$菌体生长量达到最大为 ’)*‘#
FU$咪唑乙烟酸降解率达到最高为 &EjB接菌量在
*j g)j之间$菌体生长量和咪唑乙烟酸降解率随
着接菌量增加而减小$但变化不大B接菌量增加菌体
增多$对咪唑乙烟酸降解有明显促进作用$当菌体量
达到一定程度$对降解率影响不大$因此适宜接菌量
"*jB从经济上考虑$建议采用接菌量为 *jB

EN讨论

到目前为止$人们已分离了许多可降解农药的
微生物$这些微生物包括细菌(真菌(放线菌和藻
类 *’"+‘其中$已报道的对咪唑乙烟酸有降解能力的
微生物主要为细菌B王学东等 *’’+分离得到 ’ 株咪唑
乙烟酸高效降解菌 []_D) 和 []_D#$ 当咪唑乙烟酸
的原始浓度为 "(( FU)4i"$’ ? 内对其降解率均达
$(j以上’臧海莲等 *’*+驯化培养得到 " 株细菌$在
含 "(( FU)4i"的咪唑乙烟酸的无机盐基础培养液
中培养 ) ? 后$降解率在 &(j以上’曹知平等 *"*+分
离得到 " 株黑曲霉 4["$对含 ’(( FU)4i"咪唑乙烟
酸的培养液降解率达到 $’‘)j’郑玉莲等 *"’+获得了

芽孢杆菌属细菌 eI’ 和 eI$$它们都能以咪唑乙烟酸
为唯一碳源生长$对咪唑乙烟酸的降解率在 &(j以
上’本实验所筛选的大宫链霉菌属 " ?#,"+#-*%5"2
-*’%."72’2#5"&"$能以咪唑乙烟酸为唯一氮源生长$
对 ’(( FU)4i"咪唑乙烟酸的降解率可达 &Ej$与其
他菌属的菌种降解咪唑乙烟酸的能力相比具有一定
的高效性’并且放线菌链霉菌属降解咪唑乙烟酸的
研究尚未见报道$具有一定的创新性B

在自然环境中$微生物降解农药的能力与环境
N\值和温度等有直接的关系 *’"+B前人研究表明!影
响咪唑乙烟酸在土壤中的可利用性及降解的最主要
的因素是 N\值$土壤 N\在 %‘) g& 时$除草剂咪唑
乙烟酸带负电荷$因而不被带负电荷的有机质吸附$
呈游离态$而可被植物吸收与微生物降解 *’E+ $东北
地区黑土 N\呈中性偏碱$菌株 5"&" 生长和降解在
N\)‘( g"’‘( 的范围内有较高的活性$故其自然环
境适宜菌株 5"&" 生长$对咪唑乙烟酸可有较高的降
解效果B在降解菌耐受实验中$菌株 5"&" 能在咪唑
乙烟酸最终浓度达到" ((( FU)4i"的去氮源高氏一
号培养液中生长$表明菌株 5"&" 具有修复高浓度咪
唑乙烟酸污染的能力B

QN结论

""#从长期施用咪唑乙烟酸的土壤中筛选出 "
株放线菌$命名为 5"&"$其可利用咪唑乙烟酸为唯
一氮源生长’根据菌株形态(生理生化特性及
"%5 K/,3序列分析初步鉴定该菌株为大宫链霉菌
属"?#,"+#-*%5"2-*’%."72’2#B

"’#在去氮源高氏一号培养液中$菌株 5"&" 最
佳生长和降解条件为!初始咪唑乙烟酸浓度为 ’((
FU)4i"$温度为 *(m$N\为 $‘($接菌量为 *jB在
此条件下$空气浴摇床"*(m$"E( K)FA8 i"#中培养 )
?$咪唑乙烟酸降解率为 &EjB
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