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　 　 随着现代农业的不断发展ꎬ农药被广泛应用于病虫害

的防治中ꎬ这极大地提高了粮食产量ꎮ 但是ꎬ农药的频繁使

用和超剂量施用会导致土壤中农药残留量超标ꎬ特别是新型

农药具有热稳定性强、不易光解等特点ꎬ很难在自然条件下

快速降解[１￣２] ꎮ 土壤中的农药残留不仅影响食品安全ꎬ也给

人畜的生活环境和健康带来了巨大威胁[３] ꎮ 因此ꎬ有效解决

土壤中农药残留带来的污染问题已迫在眉睫ꎮ
目前ꎬ常用的土壤农药残留修复技术包括物理修复技

术、化学修复技术和生物修复技术ꎮ 但是ꎬ物理修复技术和

化学修复技术主要用于修复工业污染农田的土壤[４] ꎬ因其存

在设备昂贵ꎬ处理成本高ꎬ可能产生二次污染等问题ꎬ所以很

少用于修复农药污染的农田土壤[５] ꎮ 生物修复技术具有成

本低ꎬ无二次污染ꎬ可以改善土壤结构等优点ꎬ能够降解农药

等大多数有机污染物ꎬ可将污染物彻底分解为二氧化碳、水、

无机化合物等对环境和人畜无害的物质[６￣７] ꎮ
特丁噻草隆是一种灭生性的杂环取代脲类除草剂[８] ꎬ因

其具有药效高、毒性小等特点而被用于控制多种农林作物的

杂草ꎬ并且因其在土壤和水体中的高溶解度、低生物降解性

及潜在的可致癌性ꎬ受到学者的广泛关注[９] ꎮ 但是ꎬ目前关

于特丁噻草隆微生物降解的研究较少ꎮ 因此ꎬ本研究拟筛选

特丁噻草隆的高效降解菌ꎬ并研究其对特丁噻草隆的降解特

性ꎬ以期为特丁噻草隆污染的修复提供方法和理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试仪器及试验材料

特丁噻草隆纯品及主要化学试剂(分析纯)购自国药集

团化学试剂有限公司ꎬ分子生物试剂购自宝生物工程(大
连)有限公司ꎬ细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自于南京奥青

生物技术有限公司ꎮ 土壤样品由河北慈心环保科技有限公

司提供ꎬ采集于长期施用特丁噻草隆的农田以及特丁噻草隆

生产工厂排污口的污泥ꎮ 试验主要器材包括:恒温摇床、电
泳仪、自动凝胶图像分析仪、恒温培养箱、高速离心机、高压

灭菌锅、通风干燥箱、超纯水仪、紫外分光光度计、高效液相

色谱仪、气相色谱￣质谱联用仪ꎮ
基础盐培养基:ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ５ ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４ １􀆰 ５ ｇ、ＮａＣｌ １􀆰 ０

６２５



ｇ、(ＮＨ４) ２ＳＯ４ ２􀆰 ０ ｇ、ＭｇＣｌ２ ０􀆰 １ ｇ、去离子水１ ０００ ｍｌ、ｐＨ ７􀆰 ０ꎬ
以特丁噻草隆为碳源ꎬ根据需要调整特丁噻草隆的浓度ꎬ基
础盐固体培养基为基础盐培养基中再添加 １􀆰 ５％的琼脂ꎮ
Ｌｕｒｉａ￣ｂｅｒｔａｎｉ(ＬＢ)培养基:酵母粉 ５􀆰 ０ ｇ、氯化钠 １０􀆰 ０ ｇ、胰蛋

白胨 １０􀆰 ０ ｇ、去离子水１ ０００ ｍｌꎬＬＢ 固体培养基为 ＬＢ 培养基

中再添加 １􀆰 ５％的琼脂ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 富集与分离　 取 ５ ｇ 特丁噻草隆污染土样ꎬ加入特丁

噻草隆质量浓度为 １００ ｍｇ / Ｌ的基础盐培养基中ꎬ置于 ３７
℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养 ７ ｄꎬ以 ３％的接种量将其接入相同

的培养基中ꎬ传代 ３ 次ꎮ 取 １ ｍｌ 富集培养物分别进行梯度

(１×１０￣５、１×１０￣６、１×１０￣７)稀释ꎬ用移液枪吸取 １００ μｌꎬ分别涂

布于特丁噻草隆质量浓度为 １００ ｍｇ / Ｌ的基础盐固体培养基

上ꎬ置于 ３７ ℃恒温培养箱中培养 ３５ ｄꎬ选择有透明光圈的菌

落在 ＬＢ 固体培养基上划线培养ꎬ挑取单菌落ꎬ通过培养得

到纯化菌株ꎮ
１.２.２　 菌株鉴定　 通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定纯化菌株的

种属[１０] ꎮ 以降解菌的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因ꎬ用 １６Ｓ 通用引物ꎬ即 ２７Ｆ:５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ￣
ＣＡＧ￣３′和 １４９２Ｒ:５′￣ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′ꎮ ２５􀆰 ００ μｌ 扩

增体系为:１０× Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５０ μｌꎬ脱氧核糖核苷三磷酸 ( ２􀆰 ５
ｍｍｏｌ / μｌ) ２􀆰 ００ μｌꎬ引物(２５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / μｌ)各 ０􀆰 ７５ μｌꎬＭｇＣｌ２
(２５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / μｌ) ２􀆰 ５０ μｌꎬ模板 ＤＮＡ ０􀆰 ２５ μｌꎬｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合

酶(５ Ｕ / μｌ) ０􀆰 ２０ μｌꎬ用双蒸水(ｄｄＨ２ Ｏ)补齐至 ２５􀆰 ００ μｌꎮ
聚合酶链式反应(ＰＣＲ)条件为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变

性 ３０ ｓꎬ５３ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎬ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增产物送至生工生物工程(上海)股份有

限公司完成测序ꎬ基因序列在 ＮＣＢＩ 上进行 Ｂｌａｓｔ 比对分析ꎬ
并与 ＧｅｎＢａｎｋ 中其他菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列进行同源性

比较ꎬ利用 Ｍｅｇａ ６􀆰 ０ 软件构建系统进化树ꎮ
１.２.３　 特丁噻草隆质量浓度的测定　 发酵样品过滤后ꎬ用高

效液 相 色 谱 法 ( ＨＰＬＣ ) 进 行 检 测[８] ꎬ 条 件 为: Ｃ１８
(２５０.０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍꎬ长度×内径)不锈钢柱ꎬ流动相是甲醇＋
０􀆰 １％甲酸 /超纯水(７５ / ２５ꎬ体积比)ꎬ流速为 １􀆰 ０ ｍｌ / ｍｉｎꎬ进
样体积为 １０ μｌꎬ柱温为 ２５ ℃ꎬ保留时间为 ５ ｍｉｎꎬ检测波长

为 ２５５ ｎｍꎮ 根据标准曲线方程Ｙ＝ ０.９７１ ８ｘ－ ２.７４６ ６(Ｒ２ ＝
０.９９８ ７)计算特丁噻草隆的质量浓度ꎮ
１.２.４　 降解菌生长状况和降解性能的测定　 将筛选出的降

解菌及其混合菌 (等量混合) 分别按 ０􀆰 ５％接种于含 ４００
ｍｇ / Ｌ特丁噻草隆的基础盐培养基中ꎬ置于 ３７ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ
恒温摇床中培养 ７ ｄꎬ测定特丁噻草隆的质量浓度和 ＯＤ６００的

吸光值ꎮ
１.２.５　 吐温￣８０ 对特丁噻草隆降解率的影响 　 将筛选出的

降解菌及其混合菌分别按 ０.５％接种于含 ４００ ｍｇ / Ｌ特丁噻草

隆和 ０.５％吐温￣８０ 的基础盐培养基中ꎬ置于 ３７ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ
恒温摇床中培养 ７ ｄꎬ测定特丁噻草隆的质量浓度ꎬ并计算降

解率ꎮ
１.２.６　 数据处理　 利用 ＤＰＳ 软件对数据进行统计分析ꎬ并
用 ＡＮＯＶＡ 方法进行多重比较ꎬ采用 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ 方法检验差

异显著性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 特丁噻草隆降解菌的筛选与鉴定

本试验从受污染的土样中筛选出 １５ 种菌株ꎬ对其进行

富集驯化、分离纯化、初筛和复筛ꎬ最终选出了 ４ 株能在以特

丁噻草隆作为唯一碳源的选择性培养基上生长的菌株ꎬ并将

其分别命名为 Ｔ２￣１、Ｔ２￣２、Ｔ２￣３ 和 Ｔ２￣４ꎮ 以菌株的总 ＤＮＡ 为

模板ꎬ扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段 １.５ ｋｂ 左右ꎮ 将测序结果提

交至 ＮＣＢＩ 在线 Ｂｌａｓｔ 上ꎬ并用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建进化

树ꎬ结果表明ꎬＴ２￣１ 为杀香鱼假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏ￣
ｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ)ꎬＴ２￣２ 为台湾铜绿假单胞菌(Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ Ｔａｉｗａｎｅｎ￣
ｓｉｓ)ꎬＴ２￣３ 为恶臭假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ)ꎬＴ２￣４ 为施

氏假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｔｕｔｚｅｒｉ)ꎮ
２.２　 降解菌的生长和降解性能

不同降解菌对特丁噻草隆降解性能的研究结果表明ꎬ降
解菌 Ｔ２￣１、Ｔ２￣２、Ｔ２￣３、Ｔ２￣４ 和混合菌对特丁噻草隆的降解量

分别为 １１􀆰 ３９ ｍｇ / Ｌ、１１􀆰 ５３ ｍｇ / Ｌ、１０􀆰 ９５ ｍｇ / Ｌ、７􀆰 ３８ ｍｇ / Ｌ和
１５􀆰 ２７ ｍｇ / Ｌꎬ对应的降解率分别为０.０２８ ５、０.０２８ ８、０.０２７ ４、
０.０１８ ５和０.０３８ ２ꎮ 由此可知ꎬ混合菌的降解效果最好ꎬ在单

菌降解中ꎬＴ２￣１ 和 Ｔ２￣２ 的降解效果较好ꎮ 不同降解菌在降

解培养基中的生长情况表明ꎬ降解菌 Ｔ２￣１、Ｔ２￣２ 和 Ｔ２￣４ 的菌

体生物量增长明显ꎬ而 Ｔ２￣３ 和混合菌的菌体生物量几乎没

有变化ꎮ
２.３ 吐温￣８０ 对降解菌降解特丁噻草隆效果的影响

结果表明ꎬ降解菌 Ｔ２￣１、Ｔ２￣２、Ｔ２￣３、Ｔ２￣４ 和混合菌在添

加 ０􀆰 ５％吐温 ￣８０的基础盐培养基中ꎬ降解量分别为 ２０􀆰 １２
ｍｇ / Ｌ、２７􀆰 ３７ ｍｇ / Ｌ、２３􀆰 ８９ ｍｇ / Ｌ、２３􀆰 ２０ ｍｇ / Ｌ和 ３２􀆰 ４３ ｍｇ / Ｌꎬ
对应的特丁噻草隆降解率分别为０.０５０ ３、０.０６８ ４、０.０５９ ７、
０.０５８ ０和０.０８１ １ꎮ 由此可知ꎬ吐温￣８０ 能够明显提高降解菌

对特丁噻草隆的降解率ꎮ

３　 讨 论

用于农药残留生物修复的微生物包括芽孢杆菌属、假单

胞菌属、克雷伯氏菌属、黄单胞菌属等[１０￣１１] ꎮ 假单胞菌是重

要的生物降解资源[１１￣１３] ꎮ 本研究筛选出 ４ 株降解菌ꎬ包括杀

香鱼假单胞菌、台湾铜绿假单胞菌、恶臭假单胞菌和施氏假

单胞菌ꎬ均可用于降解环境中的特丁噻草隆等有机污染物ꎮ
除此以外ꎬ假单胞菌还可以用于生物防治ꎬ是具有潜力的生

物防治菌种资源[９ꎬ１４] ꎮ 微生物降解农药等有机污染物的本

质是一系列酶促反应ꎬ单一微生物往往不具备降解有机物所

需要的全部酶ꎬ因此ꎬ多种微生物协同作用能够加快有机污

染物的降解ꎮ 有研究结果表明ꎬ红球菌属和假单胞菌属混合
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培养可以明显提高氯氰菊酯的降解率[１５￣１６] ꎮ 本研究发现ꎬ
杀香鱼假单胞菌、台湾铜绿假单胞菌、恶臭假单胞菌和施氏

假单胞菌混合后对特丁噻草隆的降解率更高ꎮ 表面活性剂

充分保证了底物与微生物的接触ꎬ有利于微生物的降解作

用[１７] ꎮ 本试验发现ꎬ吐温￣８０ 能提高假单胞菌对特丁噻草隆

的降解率ꎮ
尽管本研究对分离菌株的降解率进行了研究ꎬ但特丁噻

草隆的生物降解途径和代谢产物尚不明确ꎮ 在今后的研究

中ꎬ可以改进代谢产物的提取方法ꎬ优化检测系统ꎬ进一步探

索其降解机理ꎬ同时优化降解条件ꎬ更好地促进其在特丁噻

草隆污染修复中的应用ꎮ
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