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降解菌 2N3对被氯嘧磺隆污染土壤的生物修复
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( 1. 吉林农业大学 资源与环境学院, 长春 130118; 2. 吉林大学 植物科学学院,长春 130062)

摘  要:在实验室条件下, 研究了高效降解菌 2N 3(克雷伯氏菌属, K lebsiella sp. )对被氯嘧磺隆污

染土壤的修复作用及其影响因素。当土壤中氯嘧磺隆的添加浓度为 20 m g /kg,每 1克土壤中 2N 3

的接菌量为 1 @ 10
6
个菌体时,第 30 d时土壤中氯嘧磺隆的降解率为 84. 6%, 对照仅为 13. 4%; 相

同 2N 3接菌浓度下,当土壤中氯嘧磺隆浓度为 100 m g /kg时, 其降解率为 31. 1%。以小麦、玉米、

黄瓜为供试作物,在土壤中施加 20 m g /kg的氯嘧磺隆,当每 1克土壤中 2N3的接菌量为 1 @ 10
6
个

菌体时,小麦、玉米、黄瓜的出苗率分别为 85% , 82%和 79%, 且处理组株高高于对照, 表明降解菌

2N 3具有明显减轻氯嘧磺隆药害的作用。研究表明, 人工接种降解菌 2N 3可提高土壤中氯嘧磺隆

的降解率,有效降低其在土壤中的残留。
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Bioremediation of chlorimuron-ethyl

contam inated soil by strain 2N3
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Abstract: B io rem ed iation o f K lebsie lla sp. 2N 3 strain in chlo rim uron-ethy l contam ined so il w as

exam ined under labo rato ry cond itions. W hen 2N 3 w as inoculated into the so il a t the density of 1 @
10

6
m yce lium /g dry so i,l chlo rim uron-ethy l ( 20 m g /kg dry so il ) in so il w as deg raded by 84. 6%

after incubated for 30 day s, w ith blank contro l o f 13. 4% degradat ion rate. W hen chlo rim uron-ethy l

w as increased by 100 m g /kg in so i,l ch lorim uron-ethy l degradation rate w as be low 31. 1% . W ith

add ition o f chlo rim uron-ethy l o f 20 m g /kg in so i,l and am ount of strain 2N 3 in 1 @ 10
6

m yce lium /g

dry so i,l em ergence rates o f w hea,t co rn and cucum ber w ere 85%, 82% and 79% , respective ly. P lant

he ights w ere observ ed to increase in com par ison w ith con tro l plan.t Itcs ind icated that phy to- tox ic ity

effect of chlo rim uron-ethy l could be retarded by stra in 2N3. The current study show ed tha t the

hand-actuated inoculat ion o f 2N3cs stra in cou ld ef fective ly increase degradat ion rate o f

ch lo rim uron-ethy l in contam inated so il.

Key words: deg rading stra in; ch lo rim uron-ethy;l residue; b iorem ed ia tion
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  生物修复 ( bio rem ed iation) 是利用微生物所具

有的广泛代谢途径对污染物进行处理的一种环境生

物技术,投加高效降解菌株是其中最常见而有效的

一种方法
[ 1 ]
。微生物对于农药的降解具有重要作

用,目前已分离得到许多能降解或转化农药的微生

物类群,并对其作用方式和降解机制等进行了研究,

证实了微生物降解是环境污染治理的重要途径之

一,具有良好的应用前景
[ 2–7]
。氯嘧磺隆是 1984年

由美国杜邦公司研制成功的磺酰脲类除草剂
[ 8 ]

,主

要用于大豆田防除莎草、阔叶杂草及某些禾本科杂

草。其在土壤中的残留时间较长, 对后茬敏感作物

如玉米、高粱、油菜、瓜类、马铃薯、甜菜等具有明显

的药害作用,因而限制了该药剂的使用。研究解决

氯嘧磺隆残留毒害问题对扩大其在生产上的应用,

减少对后茬作物的药害及对环境的污染均具有重要

意义。目前已有研究者分离得到可降解氯嘧磺隆的

巨大芽孢杆菌属和假单胞菌属菌株, 并研究了其在

实验室纯培养条件下的降解特性
[ 9–10]

, 但尚未进入

到生物修复研究阶段; 对于克雷伯氏菌属降解氯嘧

磺隆的研究也尚未见报道。

笔者以本实验室分离得到的一株氯嘧磺隆降解

菌 2N3为对象, 在实验室条件下研究了其对被氯

嘧磺隆污染土壤的生物修复作用, 并以小麦、玉

米、黄瓜为供试植物, 研究了 2N3对氯嘧磺隆药

害的缓解作用, 以期为被氯嘧隆污染土壤的生物修

复及减轻土壤中残留氯嘧磺隆对后茬作物的药害提

供参考。

1 材料与方法

1. 1 供试菌株和植物
菌株 2N 3(克雷伯氏菌属, K lebsiella sp. )由本

实验室分离保存;玉米品种为吉甜 6号,黄瓜品种为

津优 32号, 小麦品种为吉麦 3号。

1. 2 药剂、仪器与培养基
氯嘧磺隆 ( ch lo rim uron-ethy l)原药 ( 97. 5% )由

沈阳化工研究院提供;试剂为色谱纯或分析纯。

主要仪器: 高效液相色谱仪 (岛津 2010 ), UV-

2550紫外分光光度计, HZQ-F100振荡培养箱, SW-

C J-IF型超净工作台等。

无氮培养基:葡萄糖 5 g, KH2PO 4 0. 5 g, M gSO 4

# 7 H2O 0. 2 g, K 2H PO 4 0. 5 g, NaC l 0. 2 g, 加

1 000 mL 蒸馏水。

LB培养基:氯化钠 10 g, 酵母粉 5 g, 胰蛋白胨

5 g, 加入 1 000 mL蒸馏水, pH 7. 0~ 7. 4。

1. 3 供试土壤

供试土壤取自吉林农业大学教学实验中心, 取

0~ 30 cm 深耕层土壤,过筛 (孔径 2 mm )、风干后

备用。土壤类型为草甸黑土, pH 6. 8,有机质含量为

23. 9 g /kg,该土壤未使用过氯嘧磺隆。

1. 4 降解菌悬浮液的制备

将 2N3单菌落接种于 50 m L的 LB液体培养基

中,于 30 e 、200 r /m in下振荡培养 12 h, 取适量菌

液离心,弃去上清液, 用等量磷酸缓冲溶液洗涤沉

淀,用 50 m L的磷酸缓冲溶液悬浮备用。

1. 5 氯嘧磺隆降解速度与 2N 3生长速度测定

在 20 m g /L的氯嘧磺隆无氮培养基中,以体积

分数为 2% 的接种量接入制备好的菌悬液, 于

30 e 、200 r /m in下摇床培养 48 h, 定时取样, 分别

测定溶液中氯嘧磺隆的含量和 600 nm处的吸光度

值。

1. 6 土壤中残留氯嘧磺隆的提取与测定

取土样 20 g 于具塞三角瓶中, 加入甲醇-水

( 8B2, 体积比, ) 40 mL, 振荡提取 30 m in,移出上清

液,残渣再用 40 m L甲醇-水提取 1次, 合并提取液,

于 12 000 r/m in离心 10 m in, 取上清液 20 m L, 用

20 m L二氯甲烷提取,重复 3次。合并有机相,旋转

浓缩至近干,氮气吹干,用甲醇定容至 1 m L,供液相

色谱测定。

液相色谱仪测定条件:岛津 2010高效液相色谱

仪, C18色谱柱 ( 10 cm @ 4. 6 mm ), 进样量 20 LL, 流

动相为甲醇-水-乙酸 ( 70B30B0. 3, 体积比 ) , 流速

110 m L /m in。PDA 检测器, 波长 256 nm, 柱温

30 e 。在上述测定条件下, 氯嘧磺隆的添加回收率

在 8319% ~ 94. 8%之间, 相对标准偏差为 0. 69% ~

0. 79% ,变异系数为 0. 78% ~ 0. 89% ,符合农药残留

检测标准
[ 11 ]
要求。

1. 7 土壤中氯嘧磺隆的降解

处理一:取风干过 2 mm筛的土壤样本 20 g, 加

入氯嘧磺隆, 使土壤中氯嘧磺隆浓度为 20 m g /kg,

以每 1克土中含 1 @ 10
6
个菌体的浓度接入菌悬液,

混匀备用。同时设加药但不加菌悬液的土壤为对

照。

处理二: 取 20 g土壤样本, 于 121 e 湿热条件
下灭菌 20 m in, 加入氯嘧磺隆,氯嘧磺隆浓度及接

菌量同处理一,混匀备用。并设灭菌、加药但不加菌

悬液的土壤为对照。

每处理重复 3次。将各处理置于 25 e 、黑暗条
件下培养, 每隔 5 d取样测定土壤中氯嘧磺隆的残
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留量
[ 12]
。

1. 8 不同接菌量对土壤中氯嘧磺隆降解的影响

制备氯嘧磺隆浓度为 20 m g /kg的土壤样本,分

别按每 1克土中含 2 @ 10
4
个和 1 @ 10

6
个菌体的浓

度接入 2N3菌悬液。同时设加药但不加菌悬液的

处理为对照。每处理重复 3次,于 25 e 、黑暗条件下
培养,每隔 5 d取样测定土壤中氯嘧磺隆的残留量。

1. 9 不同初始浓度对土壤中氯嘧磺隆降解的影响

分别配制氯嘧磺隆浓度为 10, 20, 50, 100 m g /kg

的土壤样本, 按每 1克土中含 1 @ 10
6
个菌体的浓度

接入菌悬液。每处理重复 3次,于 25 e 、黑暗条件下

培养,每隔 5 d取样测定土壤中氯嘧磺隆的残留量。

1. 10 降解菌的生物修复作用及对敏感作物生长发

育的影响

处理一:取供试土壤样本 1. 0 kg,加水使其含水

量为 20% (质量分数 )左右; 处理二:取供试土壤样

本 1. 0 kg,加入氯嘧磺隆使其浓度为 20 m g /kg, 土

壤含水量为 20%左右,按每 1克土中含 1 @ 10
6
个菌

体的浓度接入菌悬液; 处理三: 取供试土壤样本

1. 0 kg,加入氯嘧磺隆使其浓度为 20 m g /kg, 土壤

含水量为 20%左右。各处理培养 15 d后,选取经清

水浸种、催芽,萌发一致的小麦、玉米、黄瓜种子,分

别播种于各处理土壤中, 每盆 10粒, 每处理重复

4次。于 25 e 、光照条件下培养, 第 3 d时测定出苗

率,之后每隔 5 d测定株高,每处理重复 3次。

2 结果与分析

2. 1 氯嘧磺隆降解速度与 2N 3生长速度的关系

结果见图 1。开始时降解菌 2N 3的生长处于延

迟期, 对氯嘧磺隆的降解非常缓慢,随着该菌进入对

图 1 2N3的生长及对氯嘧磺隆的降解曲线

Fig. 1 D egradat ion o f ch lo rim uron-ethy l and

g row th curve o f strain 2N3

数生长期,氯嘧磺隆的降解率也随之增加,而当其到

了稳定期和衰亡期时, 氯嘧磺隆的降解速度又趋于

缓慢。12 h时氯嘧磺隆的浓度由 20 m g /kg下降为

215 m g /kg,降解率高达 83. 5%。同时, 在降解过程

中, 2N3的 OD 600值达到了 0. 287,表明 2N 3能够利

用氯嘧磺隆作为氮源生长。

2. 2 2N 3对土壤中氯嘧磺隆的降解

结果见图 2。在未灭菌且未加菌悬液的土壤

中, 30 d时氯嘧磺隆的浓度由 20 m g /kg下降为

1216 m g /kg,降解率为 15. 3%; 而在未灭菌且接种

菌悬液的土壤中, 30 d 时氯嘧磺隆的浓度由

20 m g /kg下降到 3. 1 m g /kg, 降解率为 78. 6%。表

明投加外源降解菌 2N 3可提高土壤中氯嘧磺隆的

降解率。

图 2 不同条件下氯嘧磺隆在土壤中的降解

F ig. 2 D eg radation o f ch lorim uron-ethy l in so il

under v arious cond itions

在灭菌但不加菌悬液的土壤中, 30 d时氯嘧磺

隆的降解率为 13. 4%; 而在灭菌且接入菌悬液的土

壤中,氯嘧磺隆的降解率为 64. 5%; 表明投加降解

菌可提高氯嘧磺隆的降解率。同时发现, 未灭菌土

壤中氯嘧磺隆的降解率高于灭菌土壤,其原因可能

是未灭菌土壤中的土著微生物参与了对氯嘧磺隆的

降解,其协同作用的方式提高了氯嘧磺隆的降解率。

2. 3 不同接菌量对土壤中氯嘧磺隆降解的影响

由图 3可知, 当接菌量分别为每 1克土中含

2 @ 10
4
个和 1 @ 10

6
个菌体时,第 30 d时氯嘧磺隆的

浓度分别由 20m g /kg下降为 14. 5和 5. 01 m g /kg,降

解率分别为 35. 7%, 84. 6%。表明随着接菌量的增

加,氯嘧磺隆的降解率逐渐提高。

2. 4 不同初始浓度对土壤中氯嘧磺隆降解的影响
结果见图 4。按照每 1克土中含 1 @ 1 0

6
个菌
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图 3 接菌量对 2N3降解氯嘧磺隆的影响

Fig. 3 Inf luence o f 2N 3 inocu la tion rate on

ch lorim uron-ethy l degradation in so il

体的浓度接种 2N3菌悬液, 培养 30 d, 当土壤中氯

嘧磺隆浓度为 20 m g /kg时, 其降解率为 84. 6% ,而

当土壤中氯嘧磺隆浓度达到 100 m g /kg时, 降解率

为 31. 1%, 表明高浓度的氯嘧磺隆可能会对降解菌

2N3产生抑制作用,从而导致其降解能力下降。

图 4 不同初始浓度对 2N3降解土壤中

氯嘧磺隆的影响

F ig. 4 E ffects o f dif ferent in it ia l concentrations o f

substrate on chlo rim uron-ethy ldeg radation

by 2N 3 in so il

  土壤中氯嘧磺隆的降解符合一级动力学方程
C t = C 0# e

-k t
。如表 1所示, 当土壤中氯嘧磺隆浓

度为 20 m g /kg, 接菌量为每 1克土中含 1 @ 10
6
个菌

体时,半衰期为 5 d,此时降解菌 2N 3对氯嘧磺隆的

降解效果最好。

表 1 降解菌 2N3对土壤中氯嘧磺隆的降解动力学参数

Table 1 K inet ic date o f degradation o f chlo rim uron-ethy l by 2N 3 in so il

氯嘧磺隆初始浓度 / (m g /kg)

In itial conc. o f ch lorim u ron-ethy l

一级动力学方程

F irs-t o rder k inet ic

equation

相关系数

C orrelat ion

coeff icien t( r )

半衰期

H alf- life/d

10 lnY = - 0. 048 8x + 11. 013 0. 922 0 14. 2

20 lnY = - 0. 138 6x + 31. 946 0. 994 7 5. 0

50 lnY = - 0. 035 3x + 59. 736 0. 961 3 19. 6

100 lnY = - 0. 272 0x + 105. 74 0. 901 7 25. 4

2. 5 2N3的修复作用及对小麦、玉米、黄瓜生长发

育的影响

土壤中施加降解菌 2N 3后对小麦、玉米和黄瓜

的出苗率及株高均有明显影响 (见表 2)。当土壤中

氯嘧磺隆浓度为 20 m g /kg, 接菌量为每 1克土中含

1 @ 10
6
个菌体时,小麦、玉米、黄瓜的出苗率分别比

对照清水处理组低 13% , 7%和 16% ,而比含相同浓

度氯嘧磺隆、未接菌组分别高 42%, 32%和 44%, 即

降解菌可提高小麦、玉米、黄瓜的出苗率。同时加菌

处理组小麦、玉米和黄瓜的株高均明显高于未加菌

处理组,表明降解菌能够促进土壤中残留氯嘧磺隆

的降解,减轻其对小麦、玉米和黄瓜的药害。

表 2 降解菌 2N3对氯嘧磺隆残留土壤上小麦、玉米、黄瓜生长发育的影响

T able 2 Strain 2N3 on grow th o f w hea,t co rn, cucum ber in chlo rim uron-ethy l residua l so il

氯嘧磺隆浓度

Concen tration of

ch lorim uron-ethy l/ ( 20 m g /kg )

出苗率 (播种后 3 d)

Em ergen ce of seed ing( 3 d af ter p lan ted ) /%

株高 (播种后 15 d)

H eigh t( 15 d af ter p lanted) /cm

小麦 W heat 玉米 C orn 黄瓜 C ucum ber 小麦W h eat 玉米 Co rn 黄瓜 C ucum ber

对照 C ontro l 98 A a 99 Aa 95 A a 25 A a 37 Aa 15 A a

加菌加药 ch lorim uron-ethy l+ 2N 3 85 B b 82 B b 79 Bb 20 B b 30 B b 13 Bb

加药 ch lorim u ron-ethy l 43 C c 50 C c 35 C c 15 C c 20 C c 11 C c

  注: a, b, c表示在 5%水平下差异显著, A, B, C表示在 1%水平下差异极显著。

No te: a, b, c rep resen t sign if icant dif ferences at 5% level, A, B, C rep resen t sign if icant dif ferences at 1% leve.l
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3 小结与讨论

生物修复是利用微生物将土壤、地下水和海洋中

的有毒有害物质 /就地0降解成二氧化碳和水,或转化

为其他无害物质的方法。磺酰脲类除草剂残效期较

长,应用广泛, 目前其残留药害问题已严重影响了作

物的合理布局和正常耕作制度的执行, 生产上迫切需

要解决这一问题。已有研究表明, 引入外源的磺酰脲

类除草剂降解菌是消除其在环境中残留的有效途径
[ 13–14]

。但目前仅见滕春红
[ 15 ]
等利用投加真菌的方式

降解土壤中氯嘧磺隆的报道,而有关利用氯嘧磺隆降

解细菌进行土壤修复的研究则未见报道。

本研究通过室内模拟土壤降解实验, 初步探讨

了降解菌 2N 3对土壤中氯嘧磺隆降解的作用。结果

表明: 添加降解菌 2N3可明显促进氯嘧磺隆的降解,

降解半衰期最短为 5 d,降解率最高达到 84. 6%; 未

灭菌土壤中氯嘧磺隆的降解速度比灭菌土壤中快;

不同氯嘧磺隆初始浓度对其降解有很大影响, 这可

能是由于高浓度氯嘧磺隆对微生物产生了一定的抑

制作用。

初步的室内盆栽试验表明, 人工接种降解菌

2N3能够有效降低土壤中氯嘧磺隆的残留, 减轻对

小麦、黄瓜和玉米的药害作用,使小麦、黄瓜、玉米的

出苗率和株高都能接近清水对照的水平, 表明降解

菌 2N3对于被氯嘧磺隆污染的土壤具有较好的修复

作用, 具体还有待田间试验进一步验证。
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