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Q 株草除灵高效降解菌的分离鉴定与降解特性研究
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摘要#从农药厂废水处理池的活性污泥中分离得到 " 株能以草除灵为唯一碳源生长的菌株B经生理生化鉴定和 "%5 L/,3基因
序列同源性分析&将此菌株初步鉴定为4)#$1.%7)"-’#*.*-NOB&命名为1U4]6D’‘对菌株1U4]6D’ 的生长特性研究表明&液体培
养时&菌株呈絮状生长’ 在 *(p( O]&‘( 的/’3培养基中生长最佳B菌株在 ’( aE(p之间均能降解草除灵&在 *(p( O]&‘(
的条件下菌株对草除灵的降解效率最高&E& :内降解率达 ##‘$&iB提高草除灵浓度会对菌株产生毒害作用’ 提高接种量有利
于加快草除灵的降解&当接种量由 (‘)i提高到 &i时&"% :时草除灵浓度由 %#‘&* FV)4c"降低为 "‘E" FV)4c"’ 降解菌利用
有机氮源降解草除灵效率最高’ 添加蛋白胨(酵母粉和4U溶液有利于菌株对草除灵的降解B草除灵终浓度为 *(( FV)4c"的
工业废水经 E& :处理后&草除灵的去除率达 ##‘*Ei&菌株1U4]6D’ 具有很好的应用前景B
关键词#草除灵’ 分离鉴定’ 生长特性’ 菌体干重’ 生物降解
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!!草除灵$ R@8Ge7;A8D@9:<;%&化学名称为#ED氯D’D
氧代苯并噻唑D*D基乙酸乙酯&是一种防除油菜田阔
叶杂草及其它旱田作物阔叶杂草的芽后处理剂

,"- &
属有机杂环类除草剂B"#%* 年由 UL77I@N等,’-

报告

其除草活性&国内由德国艾格福公司推广&商品名为
高特克&在我国油菜田大面积推广使用&除草效果非
常显著

,*-B农药生产废水具有有机物的质量浓度
高&污染物成分十分复杂&毒性大&难生物降解等特
点

,E&)-B草除灵的长期施用使其在植株(土壤和水体
中有一定量的沉积&对环境造成了污染’ 且草除灵
生产过程中产生的大量高浓度的工业废水可生物降

解性差
,%-B
大量研究表明&微生物对土壤和水环境中的农

药降解起着关键作用
,$&&-B采用生物方法处理草除

灵工业废水具有高效率(低成本的优势B目前关于农
药的生物降解是国内外的研究热点

,# a")- &且关于草
除灵在农作物中的迁移残留及其在土壤中降解的研

究较多
,"% a"#- &但鲜有关于草除灵微生物降解的报

道B因此&筛选能够降解草除灵的微生物资源必然会
对草除灵工业废水及被草除灵污染的环境修复带来

促进作用B
本实验室从农药厂废水处理池的活性污泥中分

离筛选出 " 株草除灵高效降解菌&并对其培养条件
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和降解条件进行研究&以期为受草除灵污染的环境
及草除灵工业废水的生物处理提供菌株资源和理论

依据B

QR材料与方法

QSQ!供试原药与培养基
草除灵原药$#$i%由江苏长青农化有限公司

提供B
无机盐培养基#,G6;"‘( V&$,]E% ’50E "‘( V&

’̂]W0E "‘) V& ]̂’W0E (‘) V&1V50E)$]’0(‘’ V&
去离子水补足至" ((( F4&O]$‘(B

4U培养基#胰蛋白胨 "(‘( V&,G6;"(‘( V&酵母
粉 )‘( V&去离子水补足至" ((( F4&O]$‘’‘

Z[培养基#酵母粉 "‘( V&葡萄糖 "‘( V&

’̂]W0E (‘* V& ]̂’W0E (‘’) V&1V50E (‘’) V&去离
子水补足至" ((( F4& O]$‘( a$‘’B

/’3培养基#蛋白胨 (‘) V&可溶性淀粉 (‘) V&
葡萄糖 (‘) V&酵母粉 (‘) V&酪蛋白水解物 (‘) V&

’̂]W0E (‘* V&丙酮酸钠 (‘* V&1V50E)$]’0(‘()
V&去离子水补足至" ((( F4&O]$‘’‘
QSE!降解菌的富集与筛选分离
取农药厂废水处理池中的活性污泥 )‘(( V&加

入到 "(( F4草除灵浓度为 *( FV)4c"的无机盐培
养基中&*(p( "%( L)FA8c"条件下培养&每隔 ) ? 以
)i的接种量接入到新鲜无机盐草除灵培养基中&连
续转接 E 次B取 (‘) F4富集液作梯度稀释&取 "( c’

a"( c&稀释度的液体各 (‘" F4涂布于草除灵浓度
为 "(( FV)4c"的无机盐固体培养基上&*(p培养&
挑取能够产生水解圈的单菌划线分离B纯化后的菌
株转接至草除灵浓度为 ’) FV)4c"的无机盐液体培
养基中&*(p( "%( L)FA8c"条件培养 * ? 后&通过
]W46分析检测其降解效果B以未接菌的含草除灵
的无机盐培养基为对照&按照降解率 Li m$ (6̂
c(S%P(6̂ l"((i的方式计算降解率&式中&(6̂为空
白处理中草除灵的浓度&(S为培养结束时培养基中
草除灵的浓度B
QSG!草除灵降解菌株的鉴定
QSGSQ!降解菌株的培养特征及生理生化鉴定
将降解菌采用平板涂布法接种于 /’3固体培

养基上&*(p恒温培养 E& : 后观察菌落形态B并用
光学显微镜和电子显微镜观察菌体形态&参照文献
,’(-进行生理生化鉴定B
QSGSE!降解菌株 "%5 L/,3基因序列分析
采用 5X5 高盐沉淀法,’"-

提取菌体总 X,3B"%5

L/,3基因采用通用引物,’’-
进行 W6/扩增&上游引

物为 )kD3[3[222[32662[[6263[D*k$I-($)"*($*’
(%.*RGN@N& 97’$%&下游引物为 )kD236622[2236[
3622D*k$I-($)"*($*’ (%.*RGN@N")($ 97"E#’%BW6/
产物回收采用试剂盒回收&与 O1X"#D2-@M97L连接
后&转化至大肠杆菌 X])4中&提质粒验证&将质粒
正确的转化子送 .8TA9L7V@8 公司测序B测序结果与
,6U.数据库中核酸序列比对&并采用1+[3E‘( 软
件,C方法构建系统发育树B
QST!降解菌株生长条件的研究
按 "i的接种量将菌悬液接入 /’3培养基中&

设置不同的 O](培养基(温度和 ,G6;浓度&*(p恒
温摇床振荡培养 E& :&测定菌体干重B
QSU!环境条件对菌株降解草除灵的影响
QSUSQ!培养温度对草除灵降解的影响
以在 /’3液体培养基中 *(p( "%( L)FA8c"培

养至对数生长后期$E& :%的菌体为种子液&按 ’i
接种量接种至草除灵浓度为 "(( FV)4c"的无机盐
培养基中&设定培养的温度分别为 ’(( ’)( *(( *)
和 E(p&于 *(p( "%( L)FA8c"摇床条件培养&E& :
取样&测定培养液中草除灵残留量&计算草除灵的降
解率B
QSUSE!初始 O]值对草除灵降解的影响
设定培养液的初始 O]值分别为 E‘(( )‘((

%‘(( $‘(( &‘(( #‘(( "(‘( 和 ""‘(&每个 O]值同时
设置只加草除灵不加菌的对照&每一处理重复 * 次&
其它培养参数同 "‘)‘" 节&E& :取样&测定培养液中
草除灵残留量&计算草除灵的降解率B
QSUSG!草除灵起始浓度对降解的影响
设定无机盐培养基中草除灵浓度分别为 ’)(

)(( "((( ’((( E(( FV)4c"&其他培养参数同 "‘)‘"
节&每隔 & :取样&测定培养液中草除灵残留量B
QSUST!接种量对草除灵降解的影响
设定接种量分别为 (‘)i( "i( ’i( Ei和

&i&其他培养参数同 "‘)‘" 节&每隔 & : 取样&测定
培养液中草除灵残留量B
QSUSU!氮源对草除灵降解的影响
在无氮无机盐培养基中&分别加入 (‘"i的蛋

白胨(尿素( $,]E % ’50E( ,̂0*&其他培养参数同
"‘)‘" 节&’E : 取样&测定培养液中草除灵残留量&
计算草除灵的降解率B
QSUS!!添加营养物质对菌株降解性能的影响
在无机盐培养基中分别加入 "i的 4U溶液(

"(i葡萄糖溶液(蛋白胨溶液和酵母膏溶液&设定不

%(&"
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添加营养物质的处理进行对比&其他培养参数同
"‘)‘" 节&’E : 取样&测定培养液中草除灵残留量&
计算草除灵的降解率B
QS!!含草除灵废水的生物处理
将取自江苏长青农化有限公司的含草除灵废水

中加入 E(i的去离子水&再加入 "P"( 体积的 ) 倍
浓度的无机盐培养基&调节 O]至 &‘(&接种 "P"( 体
积菌株1U4]6D’ 种子液&*(p( "%( L)FA8c"摇床条
件培养 E& :&测定草除灵残留量B
QSI!草除灵的测定
取待测定的草除灵无机盐液体培养基&加等体

积二氯甲烷&振荡萃取 ’( FA8&静置分层后取下层有
机相&加入适量无水 ,G’50E 干燥后&加入甲醇溶解
待测B测定采用高效液相色谱法&福立 =4’’(( 高效
液相色谱仪& >;9AFG9@6"& $’ $F&’)( FF l E‘%
FF%色谱柱&流速 "‘( F4PFA8’ 流动相 8$甲醇%y
8$水% m&(y’(&经 (‘E) $F过滤膜过滤&并在超声
波清洗器中处理 ") FA8,’*- ’ 检测波长 ’)E 8F&进样
体积 ’( $4B
QSV!菌体干重的测定
采用过滤法测定菌体干重B定量滤纸烘干至恒

重&将培养 E& : 的菌液全部过滤&过滤后用少量去
离子水洗涤&%(p烘干至恒重测定结果B

ER结果与讨论

ESQ!菌株的分离筛选
通过富集(平板划线分离得到 " 株能以草除灵

为唯一碳源生长的菌株&命名为 1U4]6D’‘菌株
1U4]6D’ 在含有草除灵的无机盐平板上正常生长
并能形成水解圈&见图 "‘在 *(p下培养 E& : 后肉
眼可看到清晰的乳白色菌落&菌落圆形&表面光滑干
燥&边缘整齐(中央隆起’ 在液体培养基中呈絮状生
长’ 菌株1U4]6D’ 革兰氏染色呈阴性&能利用多种
6" 化合物$如#甲醇(甲醛(甲酸(甲基胺%及多碳化
合物$如#葡萄糖(麦芽糖(果糖%生长’ 其生理生化
鉴定结果见表 "‘电镜观察该菌呈短杆状&无芽孢&
无鞭毛&扫描电镜照片见图 ’‘

表 QRMK‘:-.E 的生理生化特性"%

2GR;@"!W:<NA7;7VAMG;M:GLGM9@LAN9AMN7SN9LGA8 1U4]6D’

项目 结果 项目 结果

革兰氏染色 c 过氧化氢酶 b
运动性 c 接触酶 c
氧化酶 b 硝酸盐还原 c
脲酶 c 吲哚试验 c

"% b#阳性反应’ c#阴性反应

图 QRMK‘:-.E 在草除灵无机盐培养基上的水解圈

=AVB"!W:797VLGO: 7S1U4]6D’ ?@VLG?A8V

R@8Ge7;A8D@9:<;78 FA8@LG;F@?AG

图 ERMK‘:-.E 的扫描电镜照片$ l"(E%

=AVB’!+;@M9L78AMFAML7VLGO: 7SN9LGA8 1U4]6D’

ESE!基于 "%5 L/,3基因序列的系统发育分析
以菌株总 X,3为模板&采用通用引物进行扩

增&获得 "‘) IR大小的 W6/产物&用 U;GN98 程序将
该片段测序结果和 [@8UG8I 中已登录的核苷酸序
列进行同源性比较& 发现菌株 1U4]6D’ 与
4)#$1.%7)"-’#*.*-3,*7)"-’.*-同源性为 ##‘"**iB根据
生理生化结果及序列特征&菌株 1U4]6D’ 被鉴定
为4)#$1.%7)"-’#*.*-NOB&其系统发育树见图 *‘
ESG!菌株生长条件的确定
图 E 为各因素对降解菌株 1U4]6D’ 生长的影

响情况B由于菌株 1U4]6D’ 在液体培养时呈絮状
生长&对培养基要求较特殊B从图 E$G%可以看出&菌
株在4U培养基中生长最差&在 /’3培养中生长最
好&菌体干重达到 ’$( FV)4c"&4U培养基营养丰富

$(&"
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图 GRMK‘:-.E 的系统发育树

=AVB*!"%5 L/,3V@8@RGN@? O:<;7V@8@9AM9L@@7SN9LGA8 1U4]6D’

图 TR各因素对菌株MK‘:-.E 生长的影响

=AVBE!+SS@M97S?ASS@L@89SGM97LN78 9:@VL7Q9: 7SN9LGA8 1U4]6D’

反而抑制了菌株的生长B由图 E$R%可知&温度对菌
株1U4]6D’ 的生长也有一定的影响&低温下菌株

仍能生长&高温会抑制菌株的生长&菌株在 *(p时
生长最好B图 E$M%表明&菌株 1U4]6D’ 的生长对

&(&"
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O]值没有特殊要求&当 O]值在 %‘( a#‘( 范围内
时&菌株1U4]6D’ 均能良好生长&O]为 &‘( 时菌株
1U4]6D’ 生长量最大&菌体干重达到 ’&( FV)4c"B
由图 E$?%可知&,G6;浓度对菌株 1U4]6D’ 生长的
影响很大&当,G6;浓度为 ) V)4c"时&菌体生长量已
经明显下降&当浓度达到 ’( V)4c"时&菌株基本不
生长B
EST!环境条件对菌株降解草除灵的影响
ESTSQ!培养温度对草除灵降解的影响!
由图 ) 可知&随着温度的升高&草除灵的降解率

先升高后降低&在 *(p时菌株对草除灵的降解率最
高&达到 ##‘%)iB在 ’(p时草除灵的降解率为
)#‘(#i&在 E(p时草除灵的降解率为 E&‘’*iB在
’( aE(p之间&菌株对草除灵都有较高的降解率&
*(p时降解最好&降解菌株对温度有较宽的适应
范围B

图 UR温度对草除灵降解率的影响
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ESTSE!初始 O]值对草除灵降解的影响!
由图 % 可知&该菌在 O]%‘( a#‘( 的范围内降

解率都达到 #(i以上&在 O]为 &‘( 时降解率最高&
达到 ##‘$&iB在 O]为 E‘( 时基本不降解&随着 O]
值的增大&降解率先升高后降低&在 O]为 "(‘( 时
降解率仅为 *(‘)&iBO]值过小或过大都不利于菌
株对草除灵的降解&即培养液的酸碱度对菌株的生
物降解有显著影响B在中性和偏碱性条件下&菌株对
草除灵的降解效果较好&在 O]为 &‘( 时&降解效果
最好B
ESTSG!草除灵起始浓度对草除灵降解的影响
由图 $ 可知&随着草除灵浓度的提高&降解菌对

其的降解不断减少B当草除灵浓度为 ’) 和 )(
FV)4c"时&"% : 时草除灵浓度分别为 "‘EE 和 E‘))
FV)4c"&’E :时草除灵基本被完全降解’ 当浓度为
’(( FV)4c" 时& "% : 时草除灵浓度为 ""E‘(&

图 !R$:对草除灵降解率的影响
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图 IR草除灵起始浓度对降解的影响
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FV)4c"&E& : 时为 %)‘$E FV)4c"’ 当浓度提高到
E(( FV)4c"&"% :时草除灵浓度为 *)#‘&E FV)4c"&
E& :时仍高达 ’&E‘)% FV)4c"B这说明&草除灵的初
始浓度低时&很容易被菌株利用&降解较快B随着草
除灵浓度的提高&菌株将其完全降解的时间也不断
增加&而当草除灵浓度增加到一定程度后&它对降解
菌株的毒性开始显现&使得降解缓慢B
ESTST!接种量对草除灵降解的影响
由图 & 可知&草除灵的降解随着接种量的增加

而迅速加快B当接种量为 (‘)i时&"% : 时草除灵浓
度为 %#‘&* FV)4c"&E& : 时为 E%‘* FV)4c"’ 当接
种量为 "i时&"% :时草除灵浓度为 )#‘"& FV)4c"&
E& :时为 "#‘)& FV)4c"’ 而当接种量为 Ei和 &i
时&"% : 时草除灵浓度仅为 %‘E" 和 "‘E" FV)4c"&
’E : 时草除灵基本已完全降解B当接种量由 (‘)i
提高到 &i时&"% : 时草除灵浓度由 %#‘&* FV)4c"

降为 "‘E" FV)4c"&结果表明&接种量增加&菌体数
量增加&可以加快草除灵的降解B
ESTSU!氮源对草除灵降解的影响
由图 # 可知&氮源对草除灵的降解有很大的影

响B氮源为尿素和蛋白胨时草除灵的降解率分别为

#(&"
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图 VR接种量对草除灵降解的影响
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图 WR氮源对草除灵降解率的影响
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#)‘E)i和 #"‘&$i&氮源为 ,̂0* 时降解率为
&$‘"$i&氮源为$,]E% ’50E 时降解率为 %(‘"$iB
这说明&降解菌较易利用有机氮源&其次为硝态氮&
利用铵态氮效率最低(草除灵降解最慢B
ESTS!!外加营养物质对草除灵降解的影响
由图 "( 可知&与未添加营养物质的样品相比&

添加蛋白胨(酵母粉(4U的样品中草除灵的降解率
明显提高&添加蛋白胨的样品在 ’E : 时降解率就达
到 #$‘*Ei&而添加葡萄糖的样品降解率基本未发
生变化B这可能是因为蛋白胨(酵母粉和 4U溶液能
同时提供细菌生长所需的碳源与氮源&可以促进降
解菌株的生长’ 而葡萄糖为碳源&不能提供氮源&对
菌株生长影响不大B
ESU!菌株1U4]6D’ 处理含草除灵废水
由于高浓度草除灵对菌株具有毒性因而抑制其

生长&所以需对含草除灵废水进行稀释&再用菌株
1U4]6D’ 对其进行处理B实验表明&用 E(i以上的
水稀释上述废水后&草除灵的去除效果较好B用
E(i的水稀释含草除灵废水中草除灵的终浓度为

图 QFR添加营养物质对草除灵降解率的影响
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*(( FV)4c"&加入 "P"( 体积的 ) 倍浓度的无机盐培
养基&接种 "P"( 体积的菌株1U4]6D’ 振荡培养 E&
:后&草除灵的残留量为 "‘#& FV)4c"&去除率为
##‘*Ei&故菌株1U4]6D’ 在含草除灵工业废水的
生物处理中具有很好的应用潜力B

GR结论

$"% 通过富集培养&获得了 " 株能以草除灵为
唯一碳源的高效降解菌株 1U4]6D’‘运用 "%5
L/,3基因扩增和U;GN98软件分析等方法&初步鉴定
降解菌株1U4]6D’ 为4)#$1.%7)"-’#*.*-NOBB

$’% 菌株 1U4]6D’ 在液体培养时呈絮状生
长&在 *(p( O]&‘( 的 /’3培养基中生长最佳’
,G6;浓度对菌株 1U4]6D’ 生长有较大的影响&
,G6;浓度增加&菌株生长受到抑制B

$*% 菌株1U4]6D’ 在 *(p(O]&‘( 的条件下
对草除灵的降解率最高’ 增加草除灵浓度会对菌株
产生毒害作用&降低草除灵降解率’ 提高接种量可
以加快草除灵的降解’ 菌株利用有机氮源降解草除
灵效率最高’ 添加能同时提供碳与氮的营养物质有
利于草除灵的降解B

$E% 废水处理实验表明&在用 E(i的水稀释后
的含草除灵浓度为 *(( FV)4c"的工业废水中&加入
"P"( 体积的 ) 倍浓度的无机盐培养基&接种 "P"(
体积的菌株1U4]6D’ 振荡培养 E& : 后&草除灵的
残留量为 "‘#& FV)4c"&去除率为 ##‘*Ei&故菌株
1U4]6D’ 在含草除灵工业废水的生物处理中具有
很好的应用潜力B
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