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摘要：采用富集培养法从农田土壤中筛选出 １ 株可同时降解邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）和氰戊菊酯的真菌 ＤＹ４，经形态、生理生化特征及 ２６Ｓ
ｒＤＮＡ 序列分析，初步鉴定为地霉属（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ．）霉菌，并在纯培养条件下研究了该菌株的最优降解条件和降解特性．结果表明，菌株 ＤＹ４ 可

利用 ＤＢＰ 或氰戊菊酯作为唯一碳源，ＤＢＰ、氰戊菊酯单一存在时，７ ｄ 对 ５０ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＢＰ 的降解率（８４．１３％）高于氰戊菊酯（３７．０７％）的；ＤＢＰ、氰
戊菊酯共存时，对 ＤＢＰ 的降解率明显降低，可能是农药对微生物的毒害作用所致．正交试验得到菌株 ＤＹ４ 的最优降解条件为无外加碳源、ＤＢＰ
和氰戊菊酯的初始浓度 ２５ ｍｇ·Ｌ－１、ｐＨ ７．５，在此条件下，７ ｄ 对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解率达到 ６５．３６％和 ５５．７７％，降解反应符合一级动力学方

程模型，两者的半衰期为 ４．４６ 和 ６．８８ ｄ．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

目前农业生产中广泛使用地膜、农药、化肥等

农用化学品，造成多种有机物对农田土壤的复合污

染．邻苯二甲酸酯（ＰＡＥｓ）是一类环境内分泌物质，
作为地膜增塑剂，易从地膜中释出而造成土壤污染．
邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）是最常见的 ＰＡＥｓ 之一，
在各类环境中广泛存在，为优先控制污染物（高军

和陈伯清， ２００８）．氰戊菊酯是一种常见的拟除虫菊

酯类农药，在农业生产中广泛使用，造成其在土壤

中大量残留．据研究，氰戊菊酯在蔬菜中的检出率较

高（李雪飞等， ２００６），对水生生物的危害也比较大

（赵玉琴等， ２００８）．因此，如何修复复合污染农田土

壤，以减少污染物对环境的危害和提高农产品品质

和安全，是当前研究的热点．
ＤＢＰ 和氰戊菊酯都是农田土壤中典型的常见

有机污染物，其光解和自然化学降解都非常缓慢，
生物降解是其在环境中降解的主要途径．近年来，关
于细菌降解 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的报道比较多（Ｃｈｅｎ，
２０１１； 陈少华等， ２０１１ａ； 段星春等， ２００７； 李俊等，
２００５； Ｌｉａｏ ｅｔ ａｌ．， ２０１０； Ｌｕ ｅｔ ａｌ．， ２００９； 汤鸣强等，
２０１０），但关于真菌降解的报道较少．有研究表明，白
腐真菌可以高效降解 ＤＢＰ（Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ．， ２００４）；黑曲

霉、芽枝霉属可以降解氰戊菊酯（Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２００５；
Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）．上述这些研究，主要针对 ＤＢＰ 或

氰戊菊酯单独研究，关于真菌同时降解两者的研究

尚未见报道．实际农田土壤中往往是 ＤＢＰ、氰戊菊酯

同时存在，它们共存时产生的相互作用使得生物降

解过程更加复杂．本研究筛选到 １ 株可同时降解

ＤＢＰ 和氰戊菊酯的真菌菌株并研究其降解特性，以
期为同类污染土壤的修复提供种质资源和理论

依据．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 试验材料

培养基：富集培养基（马丁氏真菌培养基），葡
萄糖 １０ ｇ，蛋白胨 ５ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ １．０ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．５ ｇ，Ｈ２Ｏ １０００ ｍＬ，调节 ｐＨ ７．０，１１５ ℃高压蒸汽灭

菌 ２０ ｍｉｎ 后冷却至 ５５ ～ ６０ ℃，加入 ０．０２％的氯霉

素，固体培养基需加琼脂 １．５％～２．０％；基础培养基：
（ＮＨ４） ２ＳＯ４ １．０ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ １．０ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．２ ｇ，
ＣａＣｌ２ ０． １ ｇ，ＦｅＣｌ３ ０． ０１ ｇ，Ｈ２ Ｏ １０００ ｍＬ，调节 ｐＨ
７．０，１２１ ℃高压蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎ．

主要试剂：ＤＢＰ 和氰戊菊酯标准品（纯品），购
自上海安谱科学仪器有限公司；丙酮、石油醚（３０ ～
６０ ℃），正己烷均为色谱纯，购自北京迪科马试剂有

限公司；其余试剂为国产分析纯，购自广州市东征

化玻有限公司．
主要仪器：ＨＹＱ⁃１８０ 型生物摇床（武汉汇城科

技仪器有限公司）、ＲＥ⁃５２９９ 旋转蒸发器（河南巩义

予华仪器有限责任公司）、Ｓｐｅｃｔｒｕｍｌａｂ ７５２ＳＰ 紫外

可见光分光光度计 （上海棱光技术有限公司）、
Ｐｕｌｖｅｒｉｓｅｔｔｅ ２ 土壤臼式研磨机（广州予康科学仪器

有限公司）、Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８０４Ｒ 离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德
国）、ＧＣ－１７Ａ 气相色谱仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，日本）．
２．２　 试验方法

２．２．１　 降解真菌的富集筛选 　 供试土壤样品采自

广东省西部某市水稻田的耕作层，土样各项指标如

下：有机质 ２３．８ ｇ·ｋｇ－１，总氮 １３００ ｍｇ·ｋｇ－１，有效磷

１９３ ｍｇ·ｋｇ－１，速效钾 １２６．３ ｍｇ·ｋｇ－１，ｐＨ ５．０６．取土样

１０ ｇ，装入有 ９０ ｍＬ 富集培养基、４ ～ ５ 粒玻璃珠的

２５０ ｍＬ 三角瓶，２８ ℃，１８０ ｒ·ｍｉｎ－１振荡 ３０ ｍｉｎ，静置

３０ ｍｉｎ．取 １０ ｍＬ 上清液加入 １４０ ｍＬ 含 ＤＢＰ 和氰戊

菊酯的基础培养基中进行 ３ 次梯度驯化．每个梯度

ＤＢＰ 和氰戊菊酯的浓度分别为 １００、 ２００ 和 ４００
ｍｇ·Ｌ－１，每次取 １０ ｍＬ 菌液转入 １４０ ｍＬ 新鲜培养基

中，２８ ℃，１２０ ｒ·ｍｉｎ－１培养 ７ ｄ，加入 ０．０２％氯霉素抑

制细菌生长．最后取 １ ｍＬ 菌液平板涂布到真菌培养

基，２８ ℃培养 ７ ｄ，将不同形态的菌落分别平板划线

得到单菌落，斜面保存．以上操作均在无菌条件下

进行．
２．２．２　 分离菌株对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解能力测

定　 将分离纯化后的不同菌种以菌量 Ｄ６６０ ｎｍ ＝ ０．５
（约为 ０．１６ ｇ·Ｌ－１）分别接种到含 ５０ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＢＰ、氰
戊菊酯及 ＤＢＰ 和氰戊菊酯复合的 １００ ｍＬ 无菌液体

基础培养基，２８ ℃，１２０ ｒ·ｍｉｎ－１培养 ７ ｄ，以不接种

基础培养基为非生物降解对照，检测 ＤＢＰ 和氰戊菊

酯的降解率和菌丝体干重，确定最佳降解菌种．ＤＢＰ
和氰戊菊酯的提取与分析参考文献 （韩蕊等，
２０１３），采用正己烷和石油醚 １∶１ 萃取 ３ 次，有机滤

液并入梨形瓶，３８ ℃下旋蒸近干，用正己烷定容到

色谱瓶中至 １ ｍＬ，ＧＣ 检测分析．检测条件如下：毛
细管色谱柱，ＤＢ－５ （３０ ｍ×０．３２ ｍｍ）；载气，氮气

（纯度≥９９．９９９％）；进样口温度 ２４０ ℃，检测器

（ＥＣＤ）温度 ３２０ ℃；分流进样，分流比为 １０∶１，进样

量 １ μＬ；升温程序，起始温度 １５０ ℃，保持 ２ ｍｉｎ，以

４９４３
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６ ℃·ｍｉｎ－１升温至 ２７０ ℃，保持 ２０ ｍｉｎ．
２．２．３　 菌种鉴定 　 形态学鉴定主要通过培养特征

观察和电镜扫描技术观察生长期的个体形态及菌

落特征等方法进行，生理生化特性鉴定参考真菌鉴

定手册（魏景超， １９７９），菌种的 ２６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定

及系统发育分析委托广东省微生物分析检测中心

鉴定．
２．２．４　 菌株降解条件优化 　 对 ２．２．２ 节确定的菌

株，考察外加碳源（葡萄糖）、有机物浓度和 ｐＨ 值对

降解效果的影响．按照正交试验（表 １）进行，采用基

础培养基，每瓶 １００ ｍＬ，接菌量 ＯＤ６６０ ｎｍ ＝ ０．５，表中

浓度 为 ２ 种 有 机 物 分 别 的 浓 度 值， 通 过 添 加

１ ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 值，２８ ℃，１２０ ｒ·ｍｉｎ－１培

养 ７ ｄ，用未接种的基础培养基为对照．测定 ＤＢＰ、氰
戊菊酯含量和菌液 ｐＨ 值，计算降解率，确定最优降

解条件．

表 １　 正交试验的因子水平表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号
Ａ

ｗ（葡萄糖） ／
（ｇ·Ｌ－１）

Ｂ
ｗ（有机物） ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｃ
ｐＨ 值

１ ０ ２０ ５．５

２ ０．０１ ５０ ６．５

３ ０．０５ １００ ７．５

４ ０．１ ２００ ８．５

２．２．５　 分离菌株对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解特性研

究　 配制 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的浓度梯度分别为 ０、２５、

５０、７５、１００ ｍｇ·Ｌ－１基础培养基，１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ 调

节 ｐＨ 值至 ７．０～７．５ 左右．对 ２．２．２ 节确定菌株，扩大

培养制成试验菌液． 吸取 １０ ｍＬ 菌液 （ ＯＤ６６０ ｎｍ ＝
０．５），加入 ９０ ｍＬ 含不同浓度梯度 ＤＢＰ 和氰戊菊酯

的基础培养基中，２８ ℃，１２０ ｒ·ｍｉｎ－１培养 ７ ｄ，对照

组加入 １０ ｍＬ 灭菌水作为自然降解对照，研究 ＤＢＰ
和氰戊菊酯的降解效果．另外，采用同样的培养方

法，将菌液加入到含 ５０ ｍｇ·Ｌ－１的 ＤＢＰ 和氰戊菊酯

的基础培养基中，培养 １０ ｄ，分别在 ０、２、４、６、８ 和

１０ ｄ 时取样，分析 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的残留量，对
ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解动力学进行线性拟合．ＤＢＰ
和氰戊菊酯的检测分析参照 ２．２．２ 节．

３　 结果与分析（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ）

３．１　 降解真菌的分离和筛选

通过富集培养、分离、纯化，共得到 ４ 株降解效

果较好的真菌，分别命名为： ＤＹ１， ＤＹ２， ＤＹ３ 和

ＤＹ４．由表 ２ 可以看出，对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯降解率最

高且生物量最大的菌种为 ＤＹ４，其对 ５０ ｍｇ·Ｌ－１的

ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解率分别为 ８４．１３％和３７．０７％．
４ 种真菌对 ＤＢＰ 的降解率一般较氰戊菊酯的高，
ＤＢＰ 和氰戊菊酯共存时，ＤＢＰ 的降解率大大降低

（由 ８４．１３％降为 ４７．９７％），说明氰戊菊酯的加入会

对 ＤＹ４ 产生一定的毒害作用，进而影响到 ＤＹ４ 对

ＤＢＰ 的降解，这可能是由于氰戊菊酯化学结构中所

含的氯苯基和氰基会对微生物产生较大的毒害作

用，降低微生物的活性，使其降解能力下降．

表 ２　 ４ 株真菌对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＢＰ ａｎｄ ｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅ ｂｙ ｆｏｕｒ ｆｕｎｇｉ

菌种

ＤＢＰ 氰戊菊酯 ＤＢＰ 和氰戊菊酯

降解率
菌丝体干重 ／

（ｇ·Ｌ－１）
降解率

菌丝体干重 ／
（ｇ·Ｌ－１）

ＤＢＰ 降解率 氰戊菊酯降解率
菌丝体干重 ／

（ｇ·Ｌ－１）
ＤＹ１ ８０．５５％±０．１２％ ａ ０．０７９±０．００４ｂ ３．７２％±１．３７％ｄ ０．０３２％±０．００８％ｂ ４９．０３±０．２８ｄ ２３．２６％±０．２９％ｄ ０．０３１±０．００５ｂ

ＤＹ２ ６４．５２％±０．６６％ｂ ０．０６４±０．００５ｂ １２．８２％±０．０１％ｂ ０．０４４％±０．００３％ｂ １４．１９±０．４５ｂ １８．５９％±０．２４％ｂ ０．０５６±０．００４ｂ

ＤＹ３ ５４．９６％±０．９３％ｂ ０．１０３±０．００１ｂ ８．７７％±０．９０％ ｃ ０．１２７％±０．２５０％ｂａ ２８．８１±０．３９ｃ ２３．８７％±０．３５％ ｃ ０．１１５±０．０２２ｂａ

ＤＹ４ ８４．１３％±０．１３％ ａ ０．３３０±０．００８ａ ３７．０７％±０．５６％ ａ ０．２３６％±０．００％６ａ ４７．９７±０．２９ａ ４２．１２％±０．２６％ ａ ０．３２７±０．００６ａ

３．２　 菌种鉴定结果

３．２．１　 菌株形态特征　 菌株 ＤＹ４ 的液体培养基中

培养液混浊，形成絮状物，表面形成膜．固体平板上

菌落形态观察，菌落成平板扩散，生长快，乳白色，
绒毛状并带粉状，中心突起，有放射线纹（图 １）．高
倍显微镜及电镜观察，具有真菌隔菌丝和节孢子，
无出芽细胞，电镜下观察菌丝裂殖为圆柱形或圆筒

图 １　 ＤＹ４ 菌落形态
Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｌｏｎｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＤＹ４
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图 ２　 ＤＹ４ 电镜照片

Ｆｉｇ．２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＤＹ４

形的节孢子．形成有隔膜真菌丝，有的有二叉分枝，
无子囊孢子（图 ２）．
３．２．２　 菌株 ＤＮＡ 序列测序结果　 ＤＹ４ 的 ２６Ｓ ｒＤＮＡ
序列与地霉属（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ．）的同源性达 ９９．８％，
将菌株的 ２６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的已知

序列进行了分析比对，从ＧｅｎＢａｎｋ 中取得相关序列作

为参考菌株序列，首先使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 将序列进行完

全比对，然后使用程序 Ｍｅｇａ 的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 法对

其作系统进化树 （图 ３）． 数据自展重抽样次数

１０００ 次．

图 ３　 根据菌株 ＤＹ４ 及相关菌株的 ２６Ｓ ｒＤＮＡ 构建的系统发育树

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ２６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＹ４ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

３．２．３　 菌株生理生化试验结果 　 葡萄糖发酵试验

杜氏管中无气体产生，硝酸盐试验中硝酸钾含量几

乎没有下降，尿素分解试验中培养基不呈红色，说
明没有脲酶产生；以上试验 ＤＹ４ 均呈阴性，结合抗

放线菌酮测试、碳源利用试验等生理生化试验，可
知菌株 ＤＹ４ 与地霉属 （Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ．）最相似．

３．３　 菌株 ＤＹ４ 降解条件优化

正交试验的降解结果见表 ３．考虑外加碳源（葡
萄糖）浓度、有机物浓度和 ｐＨ 值对降解率的影响，
用正交试验极差分析，根据试验获得的 ＤＢＰ 和氰戊

菊酯降解率计算 Ｋ、ｋ 和 Ｒ 值（表 ４） ．其中，Ｋ 为同一

因素各水平的试验结果相加之和，ｋ 为 Ｋ 的平均值，

表 ３　 正交试验设计及试验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

试验编号
葡萄糖浓度 ／

（ｇ·Ｌ－１）
有机物浓度 ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ｐＨ 值 ＤＢＰ 降解率
氰戊菊酯
降解率

试验终
ｐＨ 值

１ ０ ２５ ５．５ ８２．９３％ ５０．７４％ ５．４５

２ ０ ５０ ６．５ ４３．２７％ ３６．３１％ ６．２６

３ ０ １００ ７．５ ７０．５７％ ５４．３６％ ７．１９

４ ０ ２００ ８．５ ６２．２９％ ５３．７９％ ７．７９

５ ０．０１ ２５ ５．５ ４６．２９％ ３４．９８％ ３．５１

６ ０．０１ ５０ ６．５ ４４．４６％ ３８．７０％ ３．１８

７ ０．０１ １００ ７．５ ６４．９４％ ５２．９５％ ７．２５

８ ０．０１ ２００ ８．５ ５９．７６％ ５７．７１％ ６．７４

９ ０．０５ ２５ ５．５ ７２．０９％ ５７．３６％ ３．０６

１０ ０．０５ ５０ ６．５ ６４．１４％ ３９．６７％ ３．５２

６９４３
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续表３

试验编号
葡萄糖浓度 ／

（ｇ·Ｌ－１）
有机物浓度 ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ｐＨ 值 ＤＢＰ 降解率
氰戊菊酯
降解率

试验终
ｐＨ 值

１１ ０．０５ １００ ７．５ ３４．９０％ ４８．１５％ ３．２４

１２ ０．０５ ２００ ８．５ ５４．１１％ ５０．５９％ ３．０６

１３ ０．１ ２５ ５．５ ６０．３２％ ３９．８８％ ３．１７

１４ ０．１ ５０ ６．５ ６３．８６％ ４７．６８％ ２．７７

１５ ０．１ １００ ７．５ ４２．１８％ ４８．０３％ ３．０５

１６ ０．１ ２００ ８．５ ５１．０６％ ４７．６７％ ３．１４

表 ４　 不同因素不同水平计算得出的 Ｋ、ｋ 和 Ｒ 值

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｋ， ｋ ａｎｄ Ｒ ｖａｌｕｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆａｃｔｏｒｓ
因素 Ａ（葡萄糖浓度） 因素 Ｂ（有机物浓度） 因素 Ｃ（ｐＨ 值）

水平 ／
（ｇ·Ｌ－１）

ＤＢＰ 和氰戊菊酯降解率

Ｋ ｋ Ｒ
水平 ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
ＤＢＰ 和氰戊菊酯降解率

Ｋ ｋ Ｒ
水平

ＤＢＰ 和氰戊菊酯降解率

Ｋ ｋ Ｒ
０ ４５４．２６％ １１３．５６％ １３．６１％ ２５ ４４４．６０％ １１１．１５％ １６．６３％ ５．５ ３９８．６１％ ９９．６５％ ３１．９１％

０．０１ ３９９．８１％ ９９．９５％ ５０ ３７８．０９％ ９４．５２％ ６．５ ３５５．７５％ ８８．９４％

０．０５ ４２１．０１％ １０５．２５％ １００ ４１６．０８％ １０４．０２％ ７．５ ４８３．３８％ １２０．８５％

０．１ ４００．６７％ １００．１７％ ２００ ４３６．９９％ １０９．２５％ ８．５ ４３８．０１％ １０９．５０％

Ｒ 为极差值，即同一因素中 ｋ 最大值减 ｋ 最小值．Ｒ
值越大说明该因素对试验的影响越大，反之越小；Ｋ
值越大说明在同一因素中该水平对试验的影响越

大，反之越小．
结合表 ４，比较 Ｒ 值，可以看出 ｐＨ 值对 ＤＢＰ 和

氰戊菊酯的降解试验结果影响最大，外加碳源（葡
萄糖）浓度对降解试验结果影响最小；比较 Ｋ 值，可
以得出正交试验的最优降解条件是葡萄糖浓度为 ０
ｇ·Ｌ－１，有机物浓度为 ２５ ｍｇ·Ｌ－１，ｐＨ 值为 ７．５．当葡萄

糖浓度为 ０．５％和 １％时，试验终止时的 ｐＨ 值下降

至 ３～３．５（表 ３），可能是因为降解过程中葡萄糖的

加入，使得微生物优先降解葡萄糖，产生小分子有

机酸，酸性物质积累，对微生物造成危害，打破了降

解平衡，不利于真菌的生长和有机物的降解．
３．４　 菌株 ＤＹ４ 降解特性研究

３．４．１　 ＤＹ４ 对不同浓度的 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解

效果　 如图 ４ 所示，在不同浓度条件下，ＤＢＰ 的降

解率均大于氰戊菊酯的，可能与分子的大小和结构

复杂程度有关．氰戊菊酯分子量大于 ＤＢＰ，分子结构

中含有氰基、苯氧基及氯苯基等，较 ＤＢＰ 复杂，且氰

戊菊酯的辛醇⁃水分配系数（ＫＯＷ ＝ ６．２０）大于 ＤＢＰ
（ＫＯＷ ＝ ４． ４５ ） 的 （ Ｆａｎ ｅｔ ａｌ．， １９９７； 隆 兴 兴 等，
２００６），疏水性较强，较难被微生物利用．ＤＢＰ 和氰戊

菊酯的降解规律一致，均是 ２５ ｍｇ·Ｌ－１＞ ７５ ｍｇ·Ｌ－１＞
５０ ｍｇ·Ｌ－１＞ １００ ｍｇ·Ｌ－１，在 ２５ ｍｇ·Ｌ－１时的降解率最

高，分别达到 ６５．３６％和 ５５．７７％，此处理组的菌液

ＯＤ 值也最高，说明真菌生长状态也最好．随着处理

浓度的增加，ＤＢＰ 和氰戊菊酯降解率下降，菌液 ＯＤ
值也呈下降趋势，但两者没有相关关系；ＤＢＰ 和氰

戊菊酯在 １００ ｍｇ·Ｌ－１ 时的降解率最低，分别为

３６．８３％和 ３４．８９％，但此时菌液的 ＯＤ 值并不是最

低，说明菌株 ＤＹ４ 可以耐受较高浓度的 ＤＢＰ 和氰

戊菊酯．

图 ４ 　 ＤＢＰ 和氰戊菊酯在液体培养基中的降解效果及菌液

ＯＤ 值

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＢＰ ａｎｄ ｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅ ａｎｄ ＯＤ ｖａｌｕｅ ｉｎ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ

３．４．２　 ＤＹ４ 对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解动力学特性

　 为了解菌株 ＤＹ４ 在 ＤＢＰ 和氰戊菊酯共存时的降

解行为，采用一级动力学模型，对 ０、２、４、６、８ 和 １０ ｄ
的农药残留量（ｃ）和时间（ ｔ）进行拟合，降解动力学

方程为 Ｃ ｔ ＝Ｃ０×ｅ
－ｋｔ，其中 Ｃ ｔ 代表降解后某时间点有

机污染物的浓度，Ｃ０ 代表有机污染物的初始浓度，ｋ
代表降解速率常数， ｔ 代表降解时间，半衰期 ｔ１ ／ ２ ＝
ｌｎ２ ／ ｋ，方程的拟合度由可决系数（Ｒ２）进行评价．拟
合的结果见表 ５，从中可知，菌株 ＤＹ４ 对 ５０ ｍｇ·Ｌ－１

７９４３
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ＤＢＰ 和氰戊菊酯的同时降解反应符合一级动力学

方程，可决系数（Ｒ２）分别为 ０．９８７８ 和０．９９４７，拟合

相关度较好．在最优降解条件下，ＤＢＰ 和氰戊菊酯的

半衰期分别为 ４．４６ 和 ６．８８ ｄ．

表 ５　 ＤＢＰ 和氰戊菊酯降解的一级动力学拟合结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ ｆｉｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ⁃ｏｒｄｅｒ ｋｉｎｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ＤＢＰ ａｎｄ ｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

有机物
初始浓度 ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

模型参数 动力学参数 统计指标

ｋ ｔ（１ ／ ２） ／ ｄ Ｒ２

一级动力学
模型方程

ＤＢＰ ４６．１１ ０．１３８６ ４．４６ ０．９８７８ Ｃｔ ＝ ４６．３８ｅ－０．１３８６ｔ

氰戊菊酯 ４３．６５ ０．０８１１ ６．８８ ０．９９４７ Ｃｔ ＝ ４３．６７ｅ－０．０８１１ｔ

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

微生物降解是去除农田土壤中复合有机污染

物的主要途径，筛选出可以同时高效降解 ＰＡＥｓ 和

农药的土著微生物是开展典型有机物复合污染农

田土壤生物修复工作的重要前提．本研究从长期受

ＰＡＥｓ 和农药污染的农田土壤中筛选出 １ 株高效并

同时降解 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的真菌 ＤＹ４，经鉴定为地

霉属（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ．）种，该菌株能够分别以 ＤＢＰ 和

氰戊菊酯为唯一碳源，７ ｄ 内对 ５０ ｍｇ·Ｌ－１的 ＤＢＰ 和

氰戊菊酯的降解率分别为 ８４． １３％和 ３７． ０７％，将
ＤＢＰ 和氰戊菊酯复合在一起，降解率分别为 ４７．９７％
和 ４２．１２％，说明农药较难降解且影响微生物的降解

功能．农药分子结构中所含的卤素、氮、氢等原子，会
影响到生物降解，再加上苯环、类苯环的出现，生物

降解会更加困难（王乃亮和杜斌， ２０１０），农药中的

个别基团或其代谢中间产物对微生物具有毒害作

用，有的中间产物甚至毒性更大，比如毒死蜱，降解

中间产物 ３，５，６⁃三氯⁃２⁃吡啶（ＴＣＰ）的毒性就远远

大于毒死蜱（Ｓａｒｄａｒ ｅｔ ａｌ．， ２００５）．
正交设计是研究多因素多水平的一种试验设

计方法，被广泛应用于微生物降解试验．有正交试验

研究得出微杆菌（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．）对氯氰菊酯降

解的最适培养温度、加菌量、培养基、底物浓度和装

液量 （ 杨 娜， ２００７ ）； 爪 哇 正 青 霉 （ Ｅｕｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ
ｊａｖａｎｉｃｕｎ）对 ＰＡＥｓ 的最优降解条件是 Ｃ ∶Ｎ 为 ２０∶１，
ｐＨ 为 ７． ０，ＰＡＥｓ 初始浓度为 ５０ ｍｇ·Ｌ－１（韩蕊等，
２０１３）；本试验得出菌株 ＤＹ４ 的最优降解条件为有

机物浓度 ２５ ｍｇ·Ｌ－１、ｐＨ ７．５ 和无外加碳源．当培养

液中外加碳源（葡萄糖）浓度较高时，由于可利用的

碳源十分充足，真菌能够充分生长，但作为碳源，葡
萄糖比 ＤＢＰ 和氰戊菊酯更易于被真菌利用从而减

少了真菌对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解，使降解率降低

（秦坤， ２０１０），这与陈莉等（２００８）的研究结果相

反，他们认为适量外加碳源葡萄糖的加入对氰戊菊

酯的降解有刺激作用．
有研究表明，假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．）在

以 １００ ｍｇ·Ｌ－１氰戊菊酯农药为唯一碳源的基础培养

基中培养 ５ ｄ，对氰戊菊酯的降解率达 ６４．３２％，对氰

戊菊酯的耐受度最高可达 １５００ ｍｇ·Ｌ－１ （田盼，
２００９）， 戴尔福特菌 （ Ｄｅｌｆｔｉａ ｔｓｕｒｕｈａｔｅｎｓｉｓ） 对 １００
ｍｇ·Ｌ－１氰戊菊酯、溴氰菊酯、高效氯氟氰菊酯的降解

率分别为 ３０．８７％、３３．９０％和 ４５．６９％，且戴尔福特菌

能够耐受 ６００ ｍｇ·Ｌ－１ 的联苯菊酯浓度 （景岳龙，
２０１０），说明假单胞菌和戴尔福特菌对农药的降解

率不高，但均属于高浓度耐受农药菌种．本试验筛菌

过程中，有机污染物的最高浓度达到 ８００ ｍｇ·Ｌ－１，
ＤＹ４ 仍能存活且能降解 ＤＢＰ 和氰戊菊酯；在菌株的

降解特性试验中，ＤＹ４ 对 １００ ｍｇ·Ｌ－１的 ＤＢＰ 和氰戊

菊酯降解率最低，但菌量并不是最低，说明菌株

ＤＹ４ 也可以耐受较高浓度的 ＤＢＰ 和氰戊菊酯．
目前国内外在有关 ＰＡＥｓ 和农药的研究中，很

多学者认为可用一级动力学方程来描述其降解过

程．据报道， ５ 种 ＰＡＥｓ （ ＤＭＰ、 ＤＥＰ、 ＤＢＰ、 ＤＡＰ 和

ＤＯＰ）的生物降解反应符合一级降解动力学方程，
最终降解的半衰期为 ０． ５ ～ １８ ｄ （叶常明和田康，
１９８９）；苍白杆菌（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ ｓｐ．）对高效氯氰菊

酯、高效氯氟氰菊酯和氰戊菊酯的降解反应也均符

合一级降解动力学模型方程，且 Ｒ２ 值在 ０． ９４８１ ～
０．９６５０之间，其降解半衰期为 ３０ ～ ４０ ｈ（陈少华等，
２０１１ｂ）；假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．）和肠杆菌属

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．）对土壤中甲基对硫磷和毒死蜱的

降解也均符合一级动力学方程（元文静， ２０１０）．本
试验中菌株 ＤＹ４ 对 ５０ ｍｇ·Ｌ－１ ＤＢＰ 和氰戊菊酯的

降解反应符合一级动力学方程，且 Ｒ２拟合相关度较

好．有报道称，ＰＡＥｓ 在土壤中的半衰期在数小时到

数月之间，拟除虫菊酯类农药在土壤中降解的半衰

期一般在几天到几十天之间（汪军等， ２０１３； 张婷，
２０１３），而本试验中菌株 ＤＹ４ 对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的

降解半衰期分别为 ４．４６ 和 ６．８８ ｄ，说明菌株 ＤＹ４ 在

８９４３
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控制土壤中 ＰＡＥｓ 和菊酯类农药残留方面具有一定

应用潜力．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１） 通过富集培养法，从长期受 ＰＡＥｓ 和农药污

染的农田土壤中筛选出一真菌菌株 ＤＹ４，属于地霉

属（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ．），能利用 ＤＢＰ 和氰戊菊酯作为唯

一碳源，对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯具有较强的耐性，可同

时降解 ＤＢＰ 和氰戊菊酯．
２） 通过正交试验确定菌株 ＤＹ４ 的最优降解条

件为无外加碳源、ＤＢＰ 和氰戊菊酯初始浓度为 ２５
ｍｇ·Ｌ－１、ｐＨ 值为 ７．５．

３） 在最优降解条件下，菌株 ＤＹ４ 在 ７ ｄ 内对

２５ ｍｇ·Ｌ－１ 的 ＤＢＰ 和氰戊菊酯降解率分别达到

６５．３６％和 ５５．７７％，对 ＤＢＰ 和氰戊菊酯的降解反应

符合一级动力学方程，两者的半衰期分别为 ４．４６ ｄ
和 ６．８８ ｄ．
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污染与修复方面的工作，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｉｎｄｅｃａｉ＠ ｓｃｉｅｓ．ｏｒｇ．
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