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摘要!采用富集培养的方法从农药厂污泥和长期受乙草胺污染的土壤中分离到 " 株能以乙草胺为氮源生长的细菌命名为

3D*$经 "%5 L/,3鉴定$ 菌株 3D* 属于粘着剑菌属"9+/.@"-$43$"-"+/#B研究结果表明$菌株 3D* 能以乙草胺作为唯一氮源生长

并高效降解乙草胺B在含 "( FUP4乙草胺的无机盐培养基中培养 "( ? 后$菌株 3D* 对乙草胺的降解率为 **‘%hB培养基的组

成可影响菌株 3D* 的生长和对乙草胺的降解B碳源种类不同$菌株 3D* 的生长能力和降解能力也不同$其中在以蔗糖为碳源

时 3D* 的生长能力最强$其 C%((值为 (‘))$而降解率仅有 #‘Eh’而在以葡萄糖为碳源时菌株 3D* 的生长量 C%((只有 (‘*$但

3D*对乙草胺的降解能力最强$其降解率为 ’#‘’hB培养基中的盐浓度也影响菌株的生长和对乙草胺的降解$在 ,G6;浓度为

(‘)h时$3D* 生长能力和降解能力最高$降解率可达 *)h’但当 ,G6;浓度达到 $h时$3D* 的生长受抑制$且对乙草胺的降解

率仅有 ’‘%hB研究结果表明$菌株 3D* 能高效降解乙草胺$而且菌株的生长和降解过程受环境介质的影响$可以通过改变培

养基的成分来调控菌株 3D* 对乙草胺的降解B
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!!土地是人类社会赖以生存的基础 +", $但是随着
工业发展引起的污染物排放以及农业化学物质的使
用$大量的化学物质进入环境$引起了包括土壤污染
在内的环境污染 +’ jE,B为了控制农业生产过程中病
虫草害对农业生产的影响$农药已日益成为农业生
产中不可缺少的生产资料$除草剂等化学农药的施
用一直是保证粮食作物增产(稳产的重要的和有效
的手段之一B农药的广泛使用在给人类带来增产增

收效益的同时也给环境造成了严重的污染$尤其是
除草剂的残留期一般较长$容易引起土壤和水体污
染$使得农药施用和环境质量之间的矛盾日益突
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出 +)$%, $因此控制除草剂引起的污染亟待解决B乙草
胺是属于广谱(高效的选择性芽前土壤处理除草剂$
具有用量少(杀草活性高(选择性强等特性$被广泛
用于玉米(棉花(花生和大豆田防除 " 年生禾本科杂
草和某些 " 年生阔叶杂草 +$ j"", $已经成为我国用量
最大的 * 种除草剂之一 +"’, $但是过量(频繁施用乙
草胺已经引起了一定程度的环境污染$改变了生态
环境质量$并潜在着威胁了人类健康 +"* j’(, $美国环
保局已经将乙草胺定为 TD’ 类致癌物 +’",B

控制环境中的乙草胺污染是目前人们关注的一
项重要研究内容$而微生物是农田农药残留的主要
降解者$因其具有针对性强(周期短(见效快等优势$
逐渐成为农药污染土壤生物修复的热点$但目前关
于乙草胺生物降解的研究还较少 +"%,B研究表明$微
生物能否利用有机物是取决于有机物分子结构的复
杂性(稳定程度以及微生物酶活性等B乙草胺属苯环
类物质$苯环结构上带有甲基 "/6\*# 和乙基
"/6’\)#’ 个取代基和含氯基团$因此使得乙草胺
的好氧生物降解性较差$属于难生物降解有机
物 +’’ j’E,B因此亟待加强乙草胺微生物降解的研究$
以控制其残留污染B

本研究采用富集分离的培养方式从农药厂污泥
和长期受乙草胺污染的土壤中获得 " 株能以乙草胺
为唯一氮源生长的菌株$并对其生长和降解特性进
行了初步分析$以期为其在生物修复中的应用提供
一定的理论依据B

JK材料与方法

JLJ!主要仪器及试剂
3UA;@892@M:87;7UA@N%&’(6气相色谱"=.W检测

器#(日本岛津公司 X-D"$(( 紫外D可见分光光度
计(2\[D6恒温振荡箱(\V5D’)( 生化培养箱(乙草
胺标准品和正己烷为百灵威公司产品"色谱纯#$其
它试剂均为 3/级试剂B
JLNK供试原药与培养基

乙草胺原药"#)h#!购自山东胜邦绿野有限公
司B

乙草胺乳油")(h#!购自济南绿邦化工有限公
司B

牛肉膏蛋白胨琼脂培养基!牛肉膏 *‘( U$蛋白
胨 "(‘( U$琼脂 ’(‘( U$,G6;)‘( U$加蒸馏水至 " 4$
用 ,G0\溶液调 O\至 $‘( j$‘’B

4T培养基!蛋白胨 "(‘( U$酵母膏 )‘( U$,G6;
"(‘( U$加蒸馏水至 " 4$O\调至 $‘(B

缺氮无机盐培养基的组分为!"(‘( FF74P4磷
酸缓冲液 " O\ $‘( #$ ’‘) s"( a" FF74P41U50E$
’$‘& FF74P46%\"’ 0%$ )‘( *F74P4=@6;*$ ’*‘(
*FF74P4,G’D+W23$’)‘( *FF74P4柠檬酸钠$’‘(

s"( aE酵母浸出物$"‘( F4的微量元素液$"’"r湿
热灭菌 ’( FA8 后使用B

微量元素液组分为!*#‘# FUP41850E.\’0$
E’‘& FUP4[850E.\’0$*E‘$ FUP4",\E # %17$0’E.
E\’0B
JLM!实验方法
JLMLJ!乙草胺的分析方法

乙草胺的提取!培养结束后将三角瓶中的无机
盐培养基转入 "(( F4分液漏斗中$采用等体积正己
烷"’) F4#分 * 次振荡萃取$合并有机相并经无水
硫酸钠去水后$以正己烷定容至 ’) F4$摇匀待测B

乙草胺的测定!采用 *( F\VD) 毛细管色谱柱$
=.W检测器$进样温度为 ’%(r$检测器温度为
*((r$柱温先在 "((r保持 ’ FA8$之后 ’(rPFA8
程序升温到 ’%(rB进样量为 " *4B

回收率的测定!乙草胺在 *(‘(( )(‘(( "((‘(
FUP4这 * 个浓度重复 * 次的标准添加回收率分别
为"#& g"‘##h("&" g’‘’#h("#) g"‘’#h$说明
此方法符合要求B本研究中按照下式计算乙草胺降
解率B

K:
,6̂ ?,_
,6̂

="((Z

式中$K为降解率"h#$,6̂ 为未接菌处理中乙草胺
浓度$,_为接菌处理中乙草胺浓度B
JLMLN!乙草胺降解菌的富集(分离

将采集的土壤和污泥 ) U接种到含有 "( FUP4
乙草胺的 "(( F4无机盐培养基中$于 *(r$")(
LPFA8摇床振荡培养B培养开始后每 $ ? 转接 " 次$
转接时以 )h的接种量接种到新鲜的乙草胺无机盐
培养基中$并逐渐提高乙草胺的浓度$至培养基中乙
草胺浓度达到 ’(( FUP4B然后用平板稀释法于牛肉
膏蛋白胨琼脂培养基上分离纯化$将纯化后的降解
菌株回接于乙草胺无机盐基础培养基中$验证其对
乙草胺是否有降解能力$若菌株生长且能降解乙草
胺$则将其接种于牛肉膏蛋白胨琼脂斜面培养基上$
培养 ’E : 后$编号并置于 Er冰箱保存备用B
JLMLM!菌株的鉴定

细菌 3D* 筛选分离出后$观察菌株 3D* 在牛肉
膏蛋白胨培养基平板上的菌落形态和显微镜下的菌
体特征并进行革兰氏染色观察B

*E)
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对于细菌 "%5 L/,3基因的扩增$选用细菌的
通用引物对 &=")pD3Z3Z222Z32662ZZ6263ZD*p#
和 "E#’/" )pD236ZZ2236622Z2236Z3622D*p#B
V6/反应体系为 )( *4$包括 " *4模板 W,3$) *4
"( s缓冲液$E *4?,2V混合物"各 ’‘) FF74P4#$
正反向引物 " "( *F74P4# 各 " *4$ (‘’) *47$[
W,3聚合酶") XP*4#$*$‘$) *4灭菌高纯水BV6/
扩增程序如下!#Er预变性 ) FA8$#Er变性 E( N$
)’r退火 )( N$$’r延伸 " FA8 "( N$*) 个循环$$’r
补充延伸 "( FA8BV6/扩增产物由上海生工生物工
程技术服务有限公司测序部测序$测序结果在 ,6T.
上进行 T4352比对B
JLMLR!乙草胺微生物降解实验

乙草胺降解曲线的测定!"(( F4灭菌的三角瓶
中加入 ’) F4O\$‘( 缓冲液配制的无机盐培养基$
添加乙草胺浓度为 ’( FUP4$接菌量 " F4$*(r黑暗
振荡"")( LPFA8#培养B分别在培养 ((’()($("(("*(
") ? 时测定菌株 3D* 的生长量 "培养液的 C%((表
示#和乙草胺在培养基中的残留量$计算乙草胺的
降解率B

不同碳源对微生物生长和乙草胺降解的影响!
"(( F4灭菌的三角瓶中加入 ’) F4O\$‘( 无机盐
培养基$添加乙草胺浓度为 ’( FUP4$分别加入终浓
度为 ) UP4的柠檬酸三钠(淀粉(蔗糖(苹果酸(葡萄
糖$接菌量 " F4$*(r黑暗振荡"")( LPFA8#培养一
定时间后测定微生物的生长量和乙草胺的降解率B

初始乙草胺浓度对乙草胺降解的影响!"(( F4
灭菌的三角瓶中加入 ’) F4O\$‘( 无机盐培养基$
添加乙草胺浓度为 "(( ’(( )(( "((( ’((( ’)(( )((
FUP4$接菌量 " F4$*(r黑暗振荡"")( LPFA8#培养
一定时间后测定微生物的生长量和乙草胺的残留
量$计算乙草胺降解率B

不同盐浓度对微生物生长和乙草胺降解的影
响!"(( F4灭菌的三角瓶中加入 ’) F4O\$‘( 无机
盐培养基$添加乙草胺浓度为 ’( FUP4$分别添加
,G6;浓 度 为 (h( (‘)h( "‘(h( "‘)h( ’‘(h(
*‘(h()‘(h($‘(h$接菌量 " F4$*(r黑暗振荡
"")( LPFA8#培养一定时间后测定微生物的生长量
和乙草胺的残留量$计算乙草胺降解率B

以上实验同时以不接菌处理作为对照$每个处
理均重复 * 次B

NK结果与分析

NLJ!乙草胺降解菌的分离与鉴定

经过多次分离和纯化$从不同来源的污染样品
中分离得到多株能以乙草胺为唯一氮源生长的细
菌$经过摇瓶复筛并初步测定所分离菌株对乙草胺
的降解率后$选取在乙草胺培养基中生长最好$对乙
草胺降解能力最强的菌株 3D* 做进一步研究B

3D* 在 *(r恒温培养 ’ ? 后就可看到清晰的单
菌落$菌落在牛肉膏蛋白胨平板上为乳白色$菌落呈
圆形(突起(有粘液$表面光滑$边缘整齐$革兰氏染
色后$不易着色$为革兰氏阴性菌B

采用 "%5 L/,3序列分析法对 3D* 菌株进行鉴
定$以 3D* 菌株的 W,3为模板$"%5 LW,3通用引物
进行 V6/扩增$得到长度约为 "‘) IC 的扩增产物
"图 "#B目前公认$当某 ’ 个细菌的 "%5 L/,3的同
源性 l#)h时$可将其归为同一属B因此根据同源性
比较$将菌株 3D* 初步鉴定为粘着剑菌属 "9+/.@"-
$43$"-"+/#B

图 JK2-\扩增产物的 Jh琼脂糖电泳图
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NLN!菌株 3D* 生长曲线和乙草胺降解曲线
在含有 ’( FUP4乙草胺的培养液中测定不同时

间下菌株 3D* 的生长量和乙草胺的降解率如图 ’ 所
示B乙草胺的生长和降解曲线趋势相吻合$说明随着
3D* 在培养基中的适应和生长$其对乙草胺的降解
能力也随之提高$菌株的降解能力和微生物的数量
呈正相关B在培养初期$尽管培养液中菌体生长量不
高$但乙草胺浓度却有所下降$原因是菌体在短的时
间内可从环境中吸附一定量的农药并在体内积累$
使得培养液中残留的乙草胺浓度降低’* j# ? 是菌
体的对数生长期$此时乙草胺的降解率提高速度最
快$表明由于处于对数生长期的菌体大量增殖$使农
药的降解速度加快’"( ? 后菌株 3D* 的生长能力和
对乙草胺的降解能力逐渐下降B因为一段时间后$培
养液中微生物可利用的有效物质减少$而且微生物
在降解乙草胺的过程中会产生抑制菌体生长的次代

EE)
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谢产物$所以菌体生长量和对乙草胺的降解率下降B

图 NK菌株 <.M 生长曲线和乙草胺降解曲线
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NLM!培养条件对菌株 3D* 生长和乙草胺降解的
影响
NLMLJ!外加碳源对 3D* 生长和乙草胺降解的影响

培养基中碳源种类会影响微生物生长和对污染
物的降解$所以本研究分析了不同外加碳源对微生
物生长和乙草胺降解的影响B本研究选取柠檬酸三
钠(淀粉(蔗糖(苹果酸(葡萄糖为碳源进行分析$其
对微生物的生长和乙草胺降解的影响如图 * 所示B
培养基中外加碳源不同$菌株 3D* 的生长量不同$
进而对乙草胺的降解能力也存在差异B外加碳源对
菌体生长量的影响为!蔗糖 l葡萄糖 l淀粉 l柠
檬酸三钠 l苹果酸’菌株 3D* 以蔗糖为碳源时生物
量最高$其 C%((值为 (‘))$在以苹果酸为碳源时生物
量最小$其 C%((值几乎为 (B而对乙草胺降解能力的
影响为!葡萄糖 l淀粉 l柠檬酸三钠 l蔗糖 l苹
果酸B在以葡萄糖为碳源时降解率最高$降解率为
’#‘’h$在以苹果酸为碳源时降解率最低$其降解率
几乎为 (B即微生物在不同碳源下的生长能力和降
解能力有一定的关系$但并没有直接的正相关性B
NLMLN!初始乙草胺浓度对乙草胺降解的影响

将 3D* 接种于不同乙草胺初始浓度的培养基
中$待培养结束后""( ?#$测定细菌生长量和乙草胺
降解率"图 E#B3D* 在乙草胺浓度 "( 与 ’( FUP4的
条件下$*(r振荡培养$该菌株对乙草胺的降解率分
别为 **‘%h和 *"‘)hB同样培养条件下$当乙草胺
浓度增加至 ’(( FUP4时$菌株3D* 对乙草胺的降解
率仅有 )‘Eh"图 E#B由此可知$菌株 3D* 只能对一
定浓度范围内的乙草胺具有较强的降解能力$在 "(
j’(( FUP4浓度范围内$随着培养液中乙草胺浓度
的增加$菌株 3D* 对乙草胺的降解能力下降$这可

图 MK碳源对菌株 <.M 生长和乙草胺降解的影响
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能是因为高浓度的乙草胺对菌株 3D* 产生毒害作
用$抑制了微生物的生长$进而减少了对乙草胺的
降解B

图 RK乙草胺初始浓度对乙草胺降解的影响
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NLMLM!盐浓度对菌株 3D* 生长和乙草胺降解的
影响

农药厂的废水中通常含有大量的盐分$所以本
研究分析了培养基中盐分对微生物降解的影响$结
果如图 ) 所示B从图 ) 中可以看出当 ,G6;浓度为
(‘)h时$3D* 生长最好$对乙草胺的降解能力最高$
其降解率可达 *)hB随着盐浓度的提高$3D* 的生长
量和对乙草胺的降解能力都有所降低B在 ,G6;浓度
为 $h时$3D* 对乙草胺的降解率仅有 ’‘%h$这也
说明 3D* 对盐浓度冲击具有一定的耐受性B即环境
中盐浓度发生改变后$微生物会通过自身的渗透压
调节机制来平衡细胞内的渗透压$调节自身新陈代
谢$以适应相应盐度环境B研究表明$低浓度的盐可

)E)
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以刺激微生物的生长和对乙草胺的降解$但当培养
液中的盐浓度过高时则会引起微生物吸收水分困
难(生长下降从而使得对农药的降解降低B

图 QK=F-4含量对菌株 <.M 生长和乙草胺降解的影响

=AUB)!+RR@M9N7R9:@O@LM@89GU@7R,G6;78 9:@UL7Q9: 7RN9LGA8 3D*

G8? CA7?@ULG?G9A78 7RGM@97M:;7LC<9:@N9LGA8 3D*

MK讨论

!!研究中发现菌株 3D* 在含 ’( FUP4乙草胺无机
盐培养基中培养 "( ? 后$菌株 3D* 的生长量和对乙
草胺的降解率逐渐降低"图 ’#$分析其原因一方面
可能是培养基中的碳源氮源等的减少$另外一方面
可能是 3D* 代谢过程中产生的次代谢产物影响了
微生物的生长和对乙草胺的降解BZL@@8 等 +’),的研
究结果表明$乙草胺在代谢过程中产生的苯醌亚胺
及亚砜苯醌亚胺等物质能够与生物大分子物质发生
加合反应$从而影响或损害生物体B此外$也有研究
表明在乙草胺的代谢过程中时所进行的羟基化和氧
化过程伴有活性氧的产生$另外在 VE)( 酶介导的解
毒代谢中$也产生和释放大量的 \’0’ 等活性氧$造
成脂质过氧化(蛋白质损伤(W,3损伤等$也会影响
微生物的生长 +’%, ’有时微生物在降解某些化合物时
会产生可使关键降解酶系失活的中间代谢产物
")死产物*#$从而抑制化合物的降解 +’$,B

本研究的结果表明碳源种类影响微生物的生长
和降解$虽然 3D* 均能以葡萄糖(蔗糖(淀粉等为碳
源生长并降解乙草胺$但在以葡萄糖为碳源时$降解
能力最高$说明微生物降解农药$需要合适的外加碳
源$只有添加适当的外加碳源$才能既保证细胞的正
常生理功能$又满足对农药有效降解的要求B此外微
生物降解也易受环境中盐浓度的影响$在 ,G6;浓度
为 (‘)h时$菌株对乙草胺的降解能力最高$但当外

加 ,G6;浓度达到 $h时$对乙草胺的降解率仅有
’‘%h"图 )#$但也表明菌株 3D* 对盐浓度冲击具有
一定得耐受性B即环境中盐浓度发生改变后$微生物
会通过自身的渗透压调节机制来平衡细胞内的渗透
压$调节自身新陈代谢$以适应相应盐度环境B早在
"#*" 年$微生物学家 bA8N;7Q等 +’&,研究发现氯化钠
浓度为 (‘’# j"E‘%" UP4时能促进水中大肠杆菌的
生长$但当水中含盐浓度增加到 )& UP4时$大肠杆
菌因受到氯化钠的毒害作用而全部死亡B适应于淡
水环境中的微生物在高盐环境下代谢酶活性受阻$
微生物增长慢$从而导致其对有机物的去除率降低B

本研究结果表明$菌株 3D* 的生长与降解对初
始乙草胺浓度(碳源种类(盐浓度的适应范围较宽$
适合用于田间复杂多变的自然环境中乙草胺污染的
修复B虽然菌株 3D* 在实验室条件下对乙草胺有较
高的降解能力$然而$该菌株是否能够修复自然土壤
环境中的乙草胺则还需进一步研究B同时$单一菌株
在降解乙草胺时$难以将乙草胺全部分解为终产物
60’ 和 \’0$而是生成特定中间产物$目前对微生物

降解乙草胺的代谢中间产物也已有研究 +’# j*’, $并有
研究发现$微生物在降解乙草胺的过程中产生的一
些次代谢产物对环境的毒性更强 +**, $所以在以后的
工作中$也应将乙草胺浓度减少量和残留产物的毒
性结合起来以准确判定菌株的实际修复能力$此外
还应进一步探索该菌株对乙草胺的降解机制$为乙
草胺污染土壤的生物修复提供有力依据B

RK结论

本研究从农药厂污泥和长期受农药污染的土壤
中筛选到 " 株高效降解乙草胺的细菌 3D*$经生理
生化和 "%5 L/,3鉴定属于粘着剑菌属B菌株 3D*
能以乙草胺为唯一氮源生长且能高效降解乙草胺$
而且菌株的生长和降解过程受环境介质的影响$在
乙草胺浓度为 ’( j"(( FUP4$盐浓度为 ( j)h的条
件下生长较快且对乙草胺降解效果好$表明菌株
3D*在生物修复农药污染土壤方面具有一定的应用
前景$可以通过改变培养基的成分来调控菌株 3D*
对乙草胺的降解B
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