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摘　 要　 采用富集培养的方法，从施用过丙酯草醚除草剂的油菜田中分离筛选出５株以丙酯草醚（ＺＪ０２７３）为
唯一生长碳源和能源的菌株，选其中降解率高的菌株ＣＹ进行研究．根据其生理生化和１６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列相
似性分析，鉴定其为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．）．根据对ＣＹ的初步研究和简单优化，菌株ＣＹ在３０ ｄ内对５０
ｍｇ·Ｌ －１ ＺＪ０２７３的降解率达到５５． １％，该菌株降解ＺＪ０２７３的最适初始ｐＨ值为８． ０，最适温度为３５ ℃ ．菌株
ＣＹ对ＺＪ０２７３的降解效果与初始接种量在一定范围内呈正相关，当初始浓度＞ ４００ ｍｇ·Ｌ －１时，ＺＪ０２７３降解率
偏低．
关键词　 丙酯草醚，芽孢杆菌属，１６Ｓ ｒＲＮＡ，生物降解，降解特性．

丙酯草醚（ＺＪ０２７３），化学名称４（２（４，６二甲氧基２嘧啶氧基）苄胺基）苯甲酸正丙酯，是我国研
发的具有自主知识产权的农药新品种，属于嘧啶水杨酸类除草剂，该除草剂已获得多项国内外发明专
利［１２］，其作用机理是乙酸乳酸合成酶（ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ）抑制剂［３５］，属缓效性除草剂，主要用于防除
油菜阔叶杂草和禾本科杂草，具有较好的应用前景［６８］．主要复配品种有１０％丙酯草醚乳油（ＥＣ，商品
名：油力）和１０％丙酯草醚悬浮剂（ＳＣ，油力２号）．

关于ＺＪ０２７３在环境中的归宿也日益引起人们的重视，ＺＪ０２７３易与土壤形成结合残留，在微生物的
作用下，在土壤中矿化为ＣＯ２ ． ＺＪ０２７３在不同土壤中的半衰期也不一样，这与土壤理化性质和当地环境
有直接关系［９１０］．王伟等［１１］研究发现ＺＪ０２７３在土壤中的迁移和淋溶较慢，属不易移动农药．余志扬
等［１２］研究表明ＺＪ０２７３进入土壤后容易被土壤吸附，不易再发生解吸． Ｈａｎ等［１３］研究表明ＺＪ０２７３在土
壤中可通过生理与化学作用或者生物化学过程分解，施用过ＺＪ０２７３的田地不易续种大米等作物．随着
ＺＪ０２７３浓度的提高，影响油菜的生长及产量［１４］．目前，农药的不合理使用给生态环境和人类健康造成很
大的危害，利用微生物对农药的生物降解是最理想的途径，且不会产生二次污染，人们已从自然界中分
离出许多降解农药的微生物，主要包括细菌、真菌、放线菌和藻类等［１５１７］．

本论文从土壤中分离筛选出一株具有降解ＺＪ０２７３的菌株ＣＹ，对其降解特性作了初步研究，结果可
为ＺＪ０２７３残留环境的生物修复提供理论依据和菌株资源．

１　 材料与方法
１． １　 材料

供试土壤取自江苏省常州市某地长期使用丙酯草醚的油菜田（表层５—１５ ｃｍ），４ ℃保存至实验所
用．原药丙酯草醚由中国科学院上海有机化学研究所提供，化学纯度为９８． ６％ ．

基础培养基（ＭＭ，ｇ·Ｌ －１）：Ｋ２ＨＰＯ４ ５． １７，ＫＨ２ＰＯ４ １． ７０，（ＮＨ４）２ ＳＯ４ ２． ６３，盐溶液１０ ｍＬ，ｐＨ ７ ０—
７ ２（固体ＭＭ需加１５—２０ ｇ的琼脂）． ＺＪ０２７３在ＭＭ灭菌后，冷却至５０ ℃左右加入．

盐溶液（ｇ·Ｌ －１）：ＭｇＳＯ４ １９． ５，ＭｎＳＯ４ ５，ＦｅＳＯ４ ５，ＣａＣｌ２ ０． ３．
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ＬＢ培养基（ｇ·Ｌ －１）：蛋白胨１０，酵母膏５，ＮａＣｌ ５，ｐＨ ７． ０—７． ２（固体ＬＢ需加１５—２０ ｇ的琼脂）．
丙酯草醚原药浓度２００００ ｍｇ·Ｌ －１ ．本实验所用药品为分析纯试剂．

１． ２　 菌株的分离和筛选
取土样５ ｇ加入到含ＺＪ０２７３（２００ ｍｇ·Ｌ －１）的１００ ｍＬ ＭＭ中，于３０ ℃，１３０ ｒ·ｍｉｎ －１摇床中富集培

养，每隔６ ｄ取培养液接种到相同的富集培养基中，转接量为１０％（Ｖ ／ Ｖ），连续转接６次，然后取１００ μＬ
富集培养液梯度稀释，取合适的浓度涂布于含ＺＪ０２７３（２００ ｍｇ·Ｌ －１）的ＭＭ平板中，３０ ℃培养６ ｄ．挑取
具有不同形态特征的单菌落接种于ＭＭ平板（同上），连续划线纯化培养１０次，得到５株纯化菌株；然后
把纯化菌株接种于ＬＢ培养基增殖培养１５ ｈ（ＯＤ６００ ＝ １． ９００），取菌液２ ｍＬ离心，菌体加入到２０ ｍＬ含
ＺＪ０２７３（２００ ｍｇ·Ｌ －１）ＭＭ中，于３０ ℃，１３０ ｒ·ｍｉｎ －１的摇床中振荡培养１５ ｄ，萃取并ＨＰＬＣ测定其降解效
果，选取降解效果高的菌株ＣＹ进行研究．
１． ３　 菌株ＣＹ的鉴定

菌株形态及生理生化特性分析参照文献［１８］进行．菌株１６Ｓ ｒＤＮＡ基因的扩增及序列测定委托宝
生物工程（大连）有限公司完成．实验方法如下：（１）变性：菌体置于５０ μＬ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ中变性，反应条
件：８０ ℃，１５ ｍｉｎ，然后离心取上清液作为模板． （２）５０ μＬ ＰＣＲ反应体系：上述变性反应液１ μＬ，ＰＣＲ
Ｐｒｅｍｉｘ为２５ μＬ，Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （２ × １０ －８ ｍｏｌ·μＬ －１）为０． ５ μＬ，Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ２ （２ × １０ －８ ｍｏｌ·μＬ －１）为
０． ５ μＬ，１６Ｓｆｒｅｅ Ｈ２ Ｏ为２３ μＬ． （３）ＰＣＲ扩增条件：９４ ℃，５ ｍｉｎ；９４ ℃，１ ｍｉｎ；５５ ℃，１ ｍｉｎ；７２ ℃，
１． ５ ｍｉｎ；循环３０次，７２ ℃延伸５ ｍｉｎ．
１． ４　 菌株的培养与菌悬液的配制

从冰箱中取出保存的菌株接种于１００ ｍＬ ＬＢ液体培养基，置于３０ ℃，１３０ ｒ·ｍｉｎ －１的摇床中振荡培
养１５ ｈ，再按３％接种量重新接种至１００ ｍＬ新鲜无菌ＬＢ，培养１５—１８ ｈ，（ＯＤ６００ ＝ １． ９００）．取适量上述
菌液，离心（４０００ ｒ·ｍｉｎ －１，１０ ｍｉｎ）并用无菌生理盐水洗涤菌体，离心去上清液后的菌体作为需添加的
菌株．
１． ５　 残余ＺＪ０２７３的提取和测定

ＺＪ０２７３的提取：将摇床中三角瓶中的培养液（２０ ｍＬ）转入１００ ｍＬ分液漏斗中，分别添加二氯甲烷
６０ ｍＬ（体积比为１∶３）萃取两次，摇荡２ ｍｉｎ，静置分层出有机相后，收集和合并二氯甲烷相于圆底烧瓶
中，置旋转蒸发仪中蒸发至干（水浴温度约为５０ ℃），准确移取无水甲醇２０ ｍＬ溶解，高效液相色谱
测定．

ＺＪ０２７３含量的测定：采用ＨＰＬＣ法，以外标法定量． ＨＰＬＣ测定色谱的条件：色谱柱：Ａｒｃｕｓ ＥＰＣ１８，
４． ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，５ μｍ；柱温：室温；检测器：ＵＶ（Ｗａｔｅｒｓ ２４８）；流动相（Ｖ∶Ｖ）＝甲醇（色谱级）∶水（双蒸
水）＝（９０∶１０，Ｖ∶Ｖ）；检测波长：２５４ ｎｍ；流速：０． ８ ｍＬ·ｍｉｎ －１；进样量：２０ μＬ．

Ｘ（％）＝ ＣＫ ／ ＣＣＫ × １００％
式中，Ｘ：残留率，ＣＣＫ：空白对照样品残留浓度（ｍｇ·Ｌ －１），ＣＫ：处理样品残留浓度（ｍｇ·Ｌ －１）．
１． ６　 ＺＪ０２７３回收率的测定

为了评估ＺＪ０２７３在ＭＭ中的回收率，移取适量２００００ ｍｇ·Ｌ －１的ＺＪ０２７３原药溶液添加至ＭＭ中，得
到一系列含不同浓度（５０ ｍｇ·Ｌ －１、１００ ｍｇ·Ｌ －１、２００ ｍｇ·Ｌ －１、４００ ｍｇ·Ｌ －１）ＺＪ０２７３的ＭＭ，按照１． ５中提
取方法，萃取ＺＪ０２７３（３个重复），ＨＰＬＣ测定ＺＪ０２７３在ＭＭ中的回收率．

２　 结果与讨论
２． １　 ＺＪ０２７３降解菌的筛选分离与生理生化特性

在含ＺＪ０２７３的ＭＭ平板上，挑取５株不同形态特征的菌株，做降解预试验，测定培养１５ ｄ后菌株对
ＺＪ０２７３的降解率（表１），选取降解率高的菌株ＣＹ作为实验菌株，对其生理生化特性和降解特性进行初
步研究．
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表１　 ５株菌株对ＺＪ０２７３的初步降解率及其形态特征
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｎｉｔｉａｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＺＪ０２７３ ｂｙ ｆｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ

ＢＱ８０ ＰＴ１２ Ｗ１３ Ｗ７３ ＣＹ

降解率／ ％ ７． ０８ １１． ９５ １４． １６ １５． ９３ ２４． １１

镜检 球形 杆状 杆状 球形 短棒状

菌株ＣＹ（图１）：细胞呈短棒状（（２—４ μｍ）×（１—１． ３ μｍ）），革兰氏染色阳性，产芽孢，端生鞭毛，
氧化酶、过氧化氢酶呈阳性，硝酸盐还原、吲哚反应呈阴性，Ｖ． Ｐ．和Ｍ． Ｒ．试验阴性，液化明胶，水解淀
粉，产Ｈ２Ｓ，葡萄糖发酵产酸、氧化不产酸不产气．

图１　 ＣＹ的电镜照片（× １００００）
Ｆｉｇ． １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｐｈｏｔｏ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＣＹ（× １００００）

２． ２　 降解菌株ＣＹ的进化分析
以菌株ＣＹ总ＤＮＡ为模板，用细菌１６Ｓ ｒＲＮＡ通用引物进行ＰＣＲ扩增，得到长度约为１４２７ ｂｐ的扩

增产物，根据宝生物工程（大连）生物有限公司的测序结果，测序后在ＧｅｎＢａｎｋ登录，利用ＢＬＡＳＴ软件分
析，和Ｃｌｕｓｔａｌｘ１． ８１进行对比，与其它菌株的１６Ｓ ｒＲＮＡ基因的同源性进行比较表明，菌株ＣＹ与Ｂ． ｆｌｅｘｕｓ
（登录号：ＦＪ８６１０８１． １）等的同源性在９９％以上．结合生理生化特性将ＣＹ鉴定为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．），
应用ＭＥＧＡ４． １软件采用邻接法构建系统发育树（图２），用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ进化分析（重复１０００次）．

图２　 菌株ＣＹ的系统发育树
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＣＹ

２． ３　 ＺＪ０２７３回收率分析
ＺＪ０２７３在ＭＭ中的回收率及变异系数如表２所示，其回收率均在９２． １％—１００． ３％之间，变异系数

在０． ３％—６． ７％之间．
２． ４　 培养基初始ｐＨ对菌株ＣＹ降解ＺＪ０２７３的影响

在ＺＪ０２７３浓度为２００ ｍｇ·Ｌ －１，初始ｐＨ值分别为５． ０、６． ０、７． ０、８． ０、９． ０的ＭＭ（２０ ｍＬ）中，将接种
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量为１０％的菌液（ＯＤ６００ ＝ １． ９００）离心．离心后菌体接入到上述ＭＭ中，置于３０ ℃，１３０ ｒ·ｍｉｎ －１摇床中培
养３０ ｄ，每隔５ ｄ取出样品（同时重复２个），测定ＺＪ０２７３的残留量，如图３所示，在ＭＭ中，当ｐＨ值为
８ ０时，ＣＹ对ＺＪ０２７３降解效果最好，ｐＨ值为６—７时，降解效果较好，当ｐＨ≤５或ｐＨ≥９时，菌株ＣＹ对
ＺＪ０２７３的降解力明显降低．

表２　 ＺＪ０２７３的回收率
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ＺＪ０２７３ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ

添加浓度
／（ｍｇ·Ｌ －１）

回收率／ ％
Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均值／ ％ 变异系数
（ＣＶ）／ ％

５０ ９０． ７ １０３． ５ ９５． ０ ９６． ４ ６． ７

１００ １０５． ５ ９８． ５ ９４． ２ ９９． ４ ０． ３

２００ １０５． ０ ９８． ６ ９７． ３ １００． ３ ４． １

４００ ９６． ５ ８５． ８ ９４． １ ９２． １ ６． １

２． ５　 温度对菌株ＣＹ降解ＺＪ０２７３的影响
在ＺＪ０２７３浓度为２００ ｍｇ·Ｌ －１的ＭＭ（２０ ｍＬ）中，将接种量为１０％的菌液（ＯＤ６００ ＝ １． ９００）离心，离心

后的菌体接入到上述ＭＭ中，分别置于２０ ℃、２５ ℃、３０ ℃、３５ ℃、４０ ℃、１３０ ｒ·ｍｉｎ －１的摇床中培养３０ ｄ，
每隔５ ｄ取出样品（同上），测定ＺＪ０２７３的残留量．结果如图４所示，菌株降解适宜温度为２５ ℃—３５ ℃，
当温度在３５ ℃时，其降解效果最好，降解率达到５３． ４％；当温度≤２０ ℃和温度≥４０ ℃时，菌株对
ＺＪ０２７３降解效果较差，原因可能是ＣＹ在此温度区间降解酶受到抑制而失活．

图３　 培养基初始ｐＨ值对ＣＹ降解ＺＪ０２７３的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ＺＪ０２７３

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＣＹ

图４　 温度对菌株ＣＹ降解ＺＪ０２７３的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ＺＪ０２７３

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＣＹ

２． ６　 接种量对菌株ＣＹ降解ＺＪ０２７３的影响
在ＺＪ０２７３浓度为２００ ｍｇ·Ｌ －１的基础培养基中，分别以３％、７％、１０％、１５％、２０％的接种量处理，置

于３５ ℃，１３０ ｒ·ｍｉｎ －１的摇床中培养３０ ｄ，测定ＺＪ０２７３的残留量．由图５可知，接种量为３％—１０％时，
ＺＪ０２７３的降解率随着接种量的增加而增大；当接种量≥１０％时，ＺＪ０２７３的降解率逐渐趋于稳定．
２． ７　 农药起始浓度对菌株ＣＹ降解ＺＪ０２７３的影响

将接种量为１０％的菌液（ＯＤ６００ ＝ １． ９００）离心，离心后的菌体接入到含不同浓度（５０ ｍｇ·Ｌ －１、
２００ ｍｇ·Ｌ －１，４００ ｍｇ·Ｌ －１）ＺＪ０２７３的ＭＭ（２０ ｍＬ）中，置于３５ ℃，１３０ ｒ·ｍｉｎ －１的摇床中振荡培养３０ ｄ，同
时做空白对照（５０ ｍｇ·Ｌ －１），每隔５ ｄ取出样品（同上），测定ＺＪ０２７３的残留量，结果如图６所示，随着浓
度的升高，ＣＹ对ＺＪ０２７３的降解能力逐渐降低．当浓度５０ ｍｇ·Ｌ －１和２００ ｍｇ·Ｌ －１，降解率分别达到
５５ １％和５３． ４％；当浓度≥４００ ｍｇ·Ｌ －１时，菌株ＣＹ对ＺＪ０２７３的降解受到抑制．



　 ８期 蔡志强等：丙酯草醚降解菌ＣＹ的分离、鉴定及其降解特性 １４３７　

图５　 接种量对菌株ＣＹ降解ＺＪ０２７３的影响
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｎ ＺＪ０２７３

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＣＹ

图６　 ＺＪ０２７３起始浓度对ＣＹ降解ＺＪ０２７３的影响
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ＺＪ０２７３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ

ＺＪ０２７３ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＣＹ

３　 结论
（１）从油菜田土壤中分离出５株以ＺＪ０２７３为唯一碳源和能源生长的菌株，筛选出一株降解率高的

菌株，命名为ＣＹ，经形态观察、生理生化特征及１６Ｓ ｒＲＮＡ序列鉴定出其属于芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．）．
（２）根据初步研究，ＣＹ降解ＺＪ０２７３的最适ｐＨ值为８． ０，最适温度３５ ℃，降解效果与初始接种量

在一定范围呈正相关；随着ＺＪ０２７３浓度的升高，ＣＹ对ＺＪ０２７３的降解能力逐渐降低；最佳条件下，３０ ｄ
内菌株ＣＹ对ＺＪ０２７３的降解率为５５． １％ ．
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５０ ｍｇ·Ｌ －１ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉｕｍ，ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＺＪ０２７３ ｗｉｔｈｉｎ ３０ ｄａｙｓ ｗａｓ ５５． １％ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＣＹ． Ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍａｌ ｉｎｔｉａｌ ｐＨ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ８． ０ ａｎｄ ３５ ℃ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
ＺＪ０２７３ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＣＹ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ ｒａｔｅ ｗｉｔｈｉｎ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｒａｎｇｅ，ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｗｈｅｎ ｉｎｉｔｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＺＪ０２７３ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ４００ ｍｇ·Ｌ －１ ．
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