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可降解水体中烟嘧磺隆微生物的分离与筛选
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摘　要 :为了筛选出可降解烟嘧磺隆的微生物 ,利用富集培养技术从水样中分离得到了 5株能以烟

嘧磺隆为唯一氮源、碳源和能源的微生物 ,分别编号为 YF1、YB 1、YB 2、YB 3和 YB 4,其中 YF1为

真菌 ,其余均为细菌。将所得菌株定量接种于含不同浓度烟嘧磺隆的培养基中 ,于 30℃、150 r /m in

摇床上振荡培养 5 d后 ,利用 H PL C检测烟嘧磺隆含量 ,计算降解率。结果发现 :这些菌株对低浓

度烟嘧磺隆的降解率显著高于对高浓度烟嘧磺隆的降解率 , 当培养基中烟嘧磺隆的含量为

2 m g / kg时 , YF1对该药剂的降解率最高 ,为 80. 31 % ,其次是 YB 1和 YB 2,降解率分别为 78. 18%

和 73. 72% ,而 YB 3和 YB 4对药剂的降解率只有 36. 82 %和 25. 75 %。对 3株降解率较高的菌株

进行了初步鉴定 ,发现 YF1为黑曲霉 Asperg illus n ige r, YB 1和 YB 2均为芽孢杆菌 B acillus sp. 。
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Abstract: In order to ob ta in the m ic roorgan ism s degrad ing n icosu lfu ron, f ive stra ins of m ic roorgan ism s

num bered as YB 1, YB 2, YB 3, YB 4 ( bac te ria ) , and YF1 ( fung i) w ere iso la ted by enrichm ent cu ltu re

w ith n icosu lfu ron as the on ly source of carbon, n itrogen and ene rgy. A ll of the m icroorgan ism s w ere

cu ltu red in cu ltu re m edium conta in ing d iffe ren t concen tra tions of n icosu lfu ron, then pu t it in sw ing bed

at 30℃ and shook a t 150 r /m in fo r 5 days, de tec ted the concen tra tion of n icosu lfu ron by H PL C and

ca lcu la ted the degradation effic iency. It w as show n tha t the degrada tion ra tes of the f ive stra ins of

m ic roo rgan ism s w ere h igher in low concen tra tion than in h igh concen tra tion of n icosu lfu ron, w ith YF1

hav ing the h ighest degrada tion ra te of 80. 31% , second ly, YB 1 and YB 2 hav ing the degrada tion ra te of

78. 18% and 73. 72% , respec tive ly, how ever, YB 3 and YB 4 hav ing low er degradation ra te of 36. 82%

and 25. 75% , respec tive ly. It w as a lso d iscovered tha t YF1 w as Asperg illus n iger, YB 1 and YB 2 w ere

B ac illus sp. by p rim ary iden tif ica tion.
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　　烟嘧磺隆是一种超高效、广谱的玉米田苗后

磺酰脲类除草剂 ,对于玉米田中的一年生禾本科

杂草、部分阔叶杂草及部分莎草科杂草具有较好

的防治效果 [ 1, 2 ]
,由于其用量低、效果好、对玉米

安全 ,在我国已得到广泛的推广和使用 [ 3 ] 。目前

国内许多农药企业已开始生产该除草剂。烟嘧磺

隆在土壤中的移动性较强 ,易造成对地下水的污

染 [ 4 ]
,特别是在该除草剂生产企业排出的工业废

水中 ,烟嘧磺隆的含量较高 ,为此 ,对水体中烟嘧

磺隆降解作用的研究具有一定的现实意义。

已有的研究结果表明 ,微生物降解是解决磺

酰脲类除草剂在环境中残留问题的主要途径之

一 [ 5 ] 。Ku low sk i等 [ 6 ]报道 ,降解磺酰脲类除草剂

的微生物包括浅灰链霉菌 S trep tom yces g riseo lus、

真菌黑曲霉 Asp erg illus n ige r 和青霉 P en ic illium

sp. 等。Josh i等从土壤中分离得到的黑曲霉和青

霉能催化绿磺隆中磺酰脲桥的水解 ,产生相应的

磺酰脲和杂环 [ 5 ] 。沈东升等 [ 7 ]以甲磺隆为唯一碳

源 ,从经甲磺隆驯化的潮土中分离得到了细菌、真

菌和放线菌共 30多种具有降解活性的菌株。汪

海珍等也利用青霉菌很好地修复了被甲磺隆污染

过的土壤 [ 8 ] 。然而目前尚未检索到有关微生物对

水体中烟嘧磺隆降解作用的研究报道。作者通过

生物富集培养的方法从农药厂排去的污水中分离

得到 5株可降解烟嘧磺隆的微生物 ,通过对其降

解率进行测定 ,筛选出 3株高效降解菌株并进行

了菌株的初步鉴定。其目的是分离筛选高效降解

烟嘧磺隆的微生物 ,为被烟嘧磺隆污染的水体的

生物修复提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　样品来源

水样为采自烟嘧磺隆农药生产厂的污水处理

池。药剂为 94. 87 %烟嘧磺隆 ( n icosu lfu ron )原药

(山东京博农化有限公司 ) 。

1. 2　供试培养基

富集培养基 :其组成为蛋白胨 10 g、氯化钠

1 g、磷酸二氢钾 1 g、葡萄糖 1. 0 g和 1 000 mL 蒸

馏水 , pH 值为 7. 0。

基础培养基 :其组成为磷酸二氢钾 0. 5 g、磷

酸氢二钾 0. 5 g、氯化钠 0. 5 g、硫酸镁 0. 5 g和蒸

馏水 1 000 mL , pH值为 7. 0。

PDA 培养基 :其组成为马铃薯 200 g、葡萄糖

20 g、琼脂 20 g、蒸馏水 1 000 mL。

1. 3　可降解烟嘧磺隆微生物菌株的筛选

1. 3. 1　水样中微生物的驯化处理与富集培养 　

　向供试水样中添加烟嘧磺隆 , 使其含量为

500 m g / kg,将其置于 30℃、150 r /m in条件下驯化

培养 14 d,取 5 mL 经驯化的水样加入到 50 g含

200 m g / kg烟嘧磺隆的富集培养基中 , 于 30℃、

150 r /m in下振荡培养 7 d,然后取 5 mL 培养液 ,转

移到 50 g含 200 m g / kg烟嘧磺隆的富集培养基中

振荡培养 ,如此重复 ,共计 5次。

1. 3. 2　菌株的筛选与鉴定 　将经驯化后的含有

水样微生物的培养基均匀涂布到含有 400 m g / kg

烟嘧磺隆的 PDA 平板上 ,于 30℃下培养 48～96 h

后 ,挑取能产生透明圈的单菌落继续在 PDA 平板

上纯化培养并保存菌种。所得分离物若是真菌 ,

则根据其菌丝特征、孢子大小等特征进行菌种的

初步鉴定 [ 9 ]
; 若是细菌则根据其菌落的形态、颜

色、革兰氏染色和一些生理、生化特性进行菌种的

初步鉴定 [ 10 ] 。

1. 4　微生物对烟嘧磺隆的降解作用

1. 4. 1　高效液相色谱检测条件 　A g ilen t 1200L C

高效液相色仪。色谱柱 Zo rbax Ec lip se XDB 2C18 ,

柱长 125 mm ×4. 0 mm , 内径 5 μm; 柱温 30℃;

检测波长 240 nm; 流动相为乙睛 2水 2冰乙酸 =

30∶70∶0. 05 (体积比 ) ; 流量 1. 0 mL /m in; 进样量

2μL。

1. 4. 2　标准曲线的制作 　准确称取 0. 133 6 g烟

嘧磺隆原药 ,先用甲醇溶解并稀释成 1 000 m g / kg

母液 , 备用。再用甲醇稀释成 400、200、100、50、

25、12. 5、6. 25、3. 125、1. 562 5 m g / kg系列浓度的

测定液 ,按 1. 4. 1节条件进行色谱分析 ,以峰面积

为纵坐标 ,以样品浓度为横坐标绘制烟嘧磺隆的

标准曲线。

1. 4. 3　烟嘧磺隆在基础培养基中的添加回收率

测定 　在盛有 50 g 基础培养基的三角瓶中分

别添加烟嘧磺隆 , 使其含量分别为 0. 2、2 和

200 m g / kg,于 30℃、150 r /m in的摇床上振荡 2 h。

用等体积的二氯甲烷萃取 3次 ,合并有机相 ,用无

水硫酸钠干燥 ,于 40℃下旋转蒸发浓缩至 2 mL ,

氮吹仪吹干 ,甲醇定量至 5 g,每处理重复 3次 ,按

1. 4. 1节方法测定烟嘧磺隆的含量 ,计算添加回收

率和变异系数。

1. 4. 4　微生物对烟嘧磺隆降解率的测定 　将分

离纯化的各菌株分别接种于 PDA 平板上 ,在 30℃
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下培养 3 d后 ,用无菌水制备成菌悬液 ,将菌悬液

在 4 000 r /m in下离心 5 m in,沉淀物用无菌水洗涤

后再次离心 ,用无菌水稀释沉淀物 ,制备成含菌量

为 2. 35 ×10
7

cfu /mL 的细菌菌悬液或真菌孢子悬

浮液。取其 1 mL 接种于 50 g基础培养基中 ,在其

中添加烟嘧磺隆 ,使其在培养基中的浓度分别为

2、10、200 m g / kg。以培养基中加入烟嘧磺隆但不

接种菌体的为对照。每处理重复 3次。将各处理

置于 30℃、150 r /m in摇床上振荡培养 5 d后 , 按

1. 4. 1节的条件测定各处理中的烟嘧磺隆含量 ,按

下列公式计算各菌株对烟嘧磺隆的降解率。

烟嘧磺隆降解率 ( % ) =
对照组含量 - 处理组含量

对照组含量
×100

2　结果与分析

2. 1　可降解烟嘧磺隆菌株的筛选与纯化

供试水样中的微生物经高浓度的烟嘧磺隆驯

化处理和富集培养后 ,接种于含烟嘧磺隆 400 m g /L

的 PDA 平板上培养 48 h,部分微生物因分解了烟

嘧磺隆而在菌落的周围产生了透明圈 (见图 1 ) ,

将可产生透明圈的微生物纯化后并保存菌种 ,菌

株分别编号为 YB 1、YB 2、YB 3、YF1、YB 4。对其

中对烟嘧磺隆降解率较高的 3个株菌进行菌种鉴

定 ,结果发现 , YB 1、YB 2均为杆状细菌 ,均能产生

芽孢 (见图 2 ) ,其中 YB 1为褐色、扁平状不规则菌

落 , YB 2为凸起有褶皱的淡黄色菌落 ,两株细菌的

生理和生化特征见表 1。参照伯杰细菌鉴定手册
(第八版 ) [ 10 ]

,初步鉴定 YB 1和 YB 2均属于芽孢

杆菌 B ac illus sp. 。经培养发现 , YF1 为真菌 , 在

PDA 平板上培养 48 h后菌落为淡黄色 (见图 1 ) ,

培养 60 h时菌丝上产生顶囊球形分生孢子梗 ,小

梗顶端产生瓶状产孢细胞 , 产生直径为 0. 3 ～

1 mm 的黑色椭圆形分生孢子 ,初步鉴定为黑曲霉

Asp erg illus n ige r (见图 2 ) 。

图 1　不同菌株在含烟嘧磺隆平板上产生水解圈的结果

Fig. 1　D iffe ren t n icosu lfu ron deg rad ing m ic roo rgan ism s fo rm ed

the deg rada tion ring of n icosu lfu ron on aga r p la tes

图 2　降解菌株的菌落、菌丝及孢子形态特征

Fig. 2　M o rp ho logy cha rac te rs of co lony, m ic roscop y and sp o res of m ic roo rgan ism s

2. 2　供试微生物对烟嘧磺隆的降解率

2. 2. 1　烟嘧磺隆标准曲线 　结果见图 3。标准曲

线的线性回归方程为 Y = 3. 464 8x - 4. 089 5,相关

系数 r为 0. 999 8,可见 ,用供试条件对烟嘧磺隆进

行定量分析其方法是可行的。

2. 2. 2　烟嘧磺隆在培养基中的添加回收率 　结

果表明 ,供试条件可以较好地将烟嘧磺隆与其他

杂质分离 ,烟嘧磺隆的保留时间为 5. 3 m in (图 4) ,

3个不同添加浓度的平均回收率均在 90%以上 ,

变异系数均小于 8 % (见表 2 ) 。可见 ,用二氯甲烷

萃取可以较好地将基础培养基中的烟嘧磺隆提取

出来。

2. 2. 3　烟嘧磺隆的降解率 　结果 (表 3 )表明 ,供

试菌株对低浓度烟嘧磺隆的降解率显著高于对高
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浓度烟嘧磺隆的降解率。其中 ,培养基中烟嘧磺

隆的浓度为 2 m g / kg时 ,真菌 YF1对药剂的降解率

最高 ,为 80. 31 % ,其次是细菌 YB 1和 YB 2,分别为

78. 18 % 和 73. 72 % ,而 YB 3和 YB 4对药剂的降

解率均较低 ; 当烟嘧磺隆浓度为 10 m g / kg时 ,各

菌株的降解率都有所下降 ; 而当烟嘧磺隆浓度为

200 m g / kg时 ,降解率最低。

表 1　烟嘧磺隆降解菌株的生理生化特性

Tab le 1　Phys io log ica l and b iochem ica l

cha rac te ris tic of s tra ins cap ab le of

deg rad ing n icosu lfu ron

菌株 S tra ins　　　　 YB 1 YB 2

革兰氏染色反应 G ram reac tion + +

细胞形状 Cellu la r shape 杆状 rod 杆状 rod

运动性 M ove or no t 运动 m ove 运动 m ove

接触酶反应 Cata lase + +

M. R试验 M 1R test - -

V. P试验 V. P test + +

葡萄糖氧化发酵 + +

Ferm enta tion of g lucose

水解淀粉 H ydro lyz ing sta rch + +

柠檬酸生长试验 C itra te u tiliza tion + +

　　注 :“ + ”阳性反应 ;“ - ”阴性反应。N ote:“ + ”positive, “ - ”

nega tive.

图 3　烟嘧磺隆标准曲线线性关系图

Fig. 3　C alib ra tion cu rves of n icosu lfu ron

表 2　烟嘧磺隆在培养基中的添加回收率及其变异系数

Tab le 2　R ecove ry and varia tion coeff ic ien ts of

n icosu lfu ron fo rtif ied in cu ltu re m ed ium

添加浓度
Fortified concentra tion

/ (m g / kg)

平均回收率 3

A verage recovery

( X ±S) 3 ( % )

变异系数
C. V.
( % )

0. 2 96. 32 ±2. 6 3. 2

210 98. 58 ±6. 7 7. 6

200 94. 02 ±2. 8 3. 3

　　3 回收率为 3次重复的平均值 ; S为标准差。
3 A ll the recoveries are averages of three rep lications; S m eans the

standard dev ia tion1

图 4　不同处理的烟嘧磺隆的高效液相色谱图

Fig. 4　H igh p erfo rm ance liqu id ch rom atog ram s of n icosu lfu ron a t d iffe ren t cond itions
A :对照 ; B :接种 YB 1菌株

A : CK; B : Inocu la ted the stra in of YB 1

表 3　降解菌株对培养基中不同浓度烟嘧磺隆的降解率 ( % )

Tab le 3　D eg rada tion ra tes of n icosu lfu ron a t d iffe ren t concen tra tion by m ic roo rgan ism s ( % )

烟嘧磺隆浓度
C oncen tration of n icosu lfu ron

/ (m g / kg)

YF1 YB 1 YB 2 YB 3 YB 4

2 80. 313333 a 78. 183333 a 73. 72333 a 36. 8233 a 25. 753 a

10 62. 123333 b 70. 4233333 b 37. 39333 b 30. 5033 b 19. 863 b

200 51. 50333 c 22. 8433 c 12. 633 c 10. 223 c 9. 233 c

　　注 :表中同列中不同字母表示 P = 0. 05水平差异显著 ;表中同行中不同星号表示 P = 0. 05水平差异显著。
N ote: The d iffe ren t le tte rs in the sam e co lum n ind icate sta tistica lly sign ifican t d iffe rence a t P = 0. 051The d ifferen t stars in the sam e row ind ica te

sta tistica lly sign ifican t d iffe rence a t P = 0. 05.
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3　讨论

生物修复是一种行之有效的清除环境中有机

污染物的生物技术 ,其目标是采用各种可行的方法

来加速和强化微生物对有机污染物的降解能力。

利用微生物来降解水体及土壤中的长残效除草剂 ,

方法更可行 ,更具有实际意义 ,而且已有成功的实

例 [ 8, 11, 12 ] 。目前 ,农药降解菌的获得主要有两条途

经 :其一是从长期受污染的环境中分离、筛选 ;其二

是通过富集培养获得 [ 13～16 ] 。前者因所得到的微生

物种类很多 ,致使目标菌筛选的工作量很大。本研

究从长期受烟嘧磺隆污染的水体中采样 ,将水样中

的微生物在以烟嘧磺隆为唯一氮源、碳源和能源的

培养基中进行驯化 ,经过 5代驯化处理后 ,使能够

以烟嘧磺隆作为营养物的微生物成为优势种群。

通过分离发现 ,在 PDA 平板上经驯化后的水样中

微生物种类远远少于所采集的水样。在富集培养

的基础上 ,将待分离物接种于含烟嘧磺隆的不透明

白色 PDA 平板上 ,经培养后发现 ,部分微生物菌落

周围产生了透明圈 ,这是由于微生物分解了培养基

中的烟嘧磺隆所致。利用这套方法可以快速筛选

出对烟嘧磺隆降解能力较强的菌株 ,而且目标针对

性强 ,工作量相对较小。

综合评价各菌株降解烟嘧磺隆的情况 ,发现分

离出的细菌的降解能力低于真菌 ,其原因还有待于

进一步研究。本试验筛选出了降解能力较强的菌

株 ,并且从菌丝特征 ,孢子大小 ,菌落形态、颜色 ,革

兰氏染色及生理生化特征等方面对菌株进行了初

步鉴定。由于缺乏基因水平的数据作支持 ,因此还

有待结合 16S rDNA 序列分析法作进一步菌种鉴

定。关于菌株的最适降解条件以及降解机理也还

需进一步研究。
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