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含氟（Fluorine）农药是近几十年来使用的新兴农药. 氟
原子具 有半 径小、电负性 大的特点，将氟 原子和含 氟 基团

（如-CF3）引入到具有生物活性的有机化合物中，能大大提

高有机氟化物的稳定性和生理活性，从而成为当今研究和开

发的热点 [1, 2]. 但含氟农药大量使用导致此类农药在土壤和

水体环境中的残留，可能会对生态环境和人体健康构成潜在

威胁，因此含氟农药在环境中的迁移、转化和分解等环境行

为正受到日益关注 [3~7]. 
乙羧氟草醚 (Fluoroglycofen-ethyl)的分 子式为C18 H13 

ClF3NO7，相对分子质量为447.8，化学结构式如下：

属二苯醚类含氟除草剂，它通过杂草茎叶吸收后进入细胞内

部，破坏细胞膜，使细胞内容物溢出，对植物组织产生物理

性伤害，最终导致死亡，可用于防除小麦、大麦、花生、大豆

和稻田的苗后阔叶杂草等 [8, 9]. 目前国内外有关乙羧氟草醚在

环境中降解动态方面的研究不多，如吴凌云等发现在土壤中
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Abstract   The use of organofl uorine compounds has been increased in recent years, and some of the compouds are now 
ubiquitous environmental contaminants. Although generally viewed as recalcitrant because of their lack of chemical 
reactivity, a lot of fl uorinated organisms are biologically active. The pesticides containing fl uorine is now the hot spot of 
research and development. Fluoroglycofen-ethyl is one kind of herbicides having been widely used recently. A bacterial 
strain designated as strain YF1, capable of degrading f luoroglycofen-ethyl efficiently, was isolated from sludge in a 
wastewater treatment installation that had long been used to treat f luoroglycofen-ethyl polluted water. Strain YF1 was 
identified preliminarily as Pseudomonas sp. based on its physiological and biochemical characters and the result of the 
16S rDNA homologue sequence analysis. This bacterium could degrade 80% of 200 mg/L f luoroglycofen-ethyl in 7 d. 
Large initial inoculum size and additional nutrients could promote the degradation. The optimal pH and temperature 
for f luoroglycofen-ethyl degradation were 7.0 and 30 ℃, respectively. Strain YF1 used phenol, catechol, hydroquinol, 
benzoic acid, gentisic acid, p-nitrophenol and o-chlorophenol, but not 3-phenoxybenzoate as sole carbon sources. Catechol 
1,2-dioxygenase, but not catechol 2,3-dioxygenase and gentisic acid 1,2-dioxygenase, was induced by fl uoroglycofen-ethyl 
in strain YF1 cells. Fig 5, Tab 1, Ref 25 
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摘  要   从生产乙羧氟草醚工厂的污水处理池污泥中分离到一株乙羧氟草醚降解细菌，命名为YF1. 根据表型特征、生

理生化特性和16S rDNA序列系统发育分析，将其鉴定为假单胞菌属（Pseudomonas sp.）. 接种量为5%时，菌株YF1在含
200 mg/L乙羧氟草醚的基础盐液体培养基中降解乙羧氟草醚，7 d后降解率约80%. 加大接种量和外加营养碳氮源可以

促进乙羧氟草醚的降解. 该菌株降解乙羧氟草醚的最适pH为7.0，最适温度为30 ℃. 菌株YF1能利用苯酚、邻苯二酚、

对苯二酚、苯甲酸、龙胆酸、对硝基苯酚和邻氯苯酚为底物生长，不能利用3-苯氧基苯甲酸为碳源生长，菌株YF1细胞

内邻苯二酚1,2-双加氧酶受到乙羧氟草醚或其代谢产物的诱导. 图5 表1 参25
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此种农药的降 解动态速度与土壤pH和温度关系较大，升高
pH和温度有利于乙羧氟草醚的降解 [10, 11]；国外Aldo Laganà等

分析和测定了自然界水体中乙羧氟草醚及其代谢产物 [12]. 大
量的研究证明，自然界中存在的多种微生物往往是环境中农

药残留分 解的重要因素[13~17]，但到目前为止，有关乙羧氟草

醚的微生物降解尚未见报道. 我们从生产乙羧氟草醚车间的

污水处理池污泥中筛选、分离到一株能够降解乙羧氟草醚的

假单胞菌属（Pseudomonas sp.）细菌，命名为YF1，并对其生

理生化特性、降解特性等进行了研究，以期为乙羧氟草醚在

土壤环境中的降解规律研究提供基础资料和科学依据. 

1  材料与方法
1.1  培养基与试剂

基础盐培养基（MM）：NH4NO3 1.0 g/L，K2HPO4 1.5 
g/L，KH2PO4 0.5 g/L，MgSO4 0.2 g/L，NaCl 1.0 g/L，pH 7.0. 
LB培养基：蛋白胨10.0 g/L，酵母膏5.0 g/L，NaCl 10.0 g/L. 固
体培养基加入2%的琼脂粉. PBS缓冲液：Na2HPO4 1.2 g/L，
KH2PO4 0.2 g/L，NaCl 8.0 g/L，KCl 0.2 g/L，pH 8.0. 121 ℃、25 
min灭菌. 

乙羧氟草醚原药购自江苏扬州某农药厂（纯度为98%），

使用前将乙羧氟草醚原药溶于甲醇并过滤除菌，按所需浓度

添加到培养基中. 甲醇（色谱纯）购自Sigma公司，分子生物学

试剂购于Takara公司. 其它化学试剂为分析纯，购自上海化学

试剂有限公司. 
1.2  菌株的富集、分离与纯化

富集用污泥取自江苏扬州某农药厂污水处理池 . 在100 
mL、50 mg/L乙羧氟草醚基础盐培养基中加入5 g污泥，30 
℃、150 r/min摇床培养7 d后，以5%接种量转接至新的含乙羧

氟草醚的基础盐培养基中，连续富集、转接5次，乙羧氟草醚

的浓度逐渐提高到200 mg/L. 富集培养液经测定有降解效果

后，在含200 mg/L的乙羧氟草醚基础盐固体培养基平板上接

入0.2 mL富集液涂布，30 ℃培养. 待平板上出现单菌落后，挑

取有透明圈的单菌落划线3次进行纯化，纯化后取单菌于LB
培养基中扩大培养，转接至含乙羧氟草醚200 mg/L的基础盐

液体中，30 ℃、150 r/min 摇床培养，验证单菌降解效果. 
1.3  菌株的鉴定

菌株形态及生理生化特性测定参照文献[18]进行. 
菌 株 Y F 1 的 总 D N A 的 提 取 采 用 高 盐 法 [ 1 9 ] ，

并 以 此 作 为 模 板 ，进 行 1 6 S  r D N A 基 因 的 扩 增 .  用

于 扩 增 反 应 的 引 物 为 一 对 通 用 引 物 ，上 游 引 物 ：

5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’（E. coli bases 8 to 27），下

游引物：5’-TACCTTGTTACGACTT-3’（E. coli bases 1 507 to 1 
492）. 25 µL体系为：模板1 µL，dNTP（25 mmol/L）2 µL，引物

（1 mmol/L）各1 µL，10×Taq缓冲液2.5 µL，Mg2+（25 mmol/L）

1.5 µL，Taq酶（5 U/µL）0.3 µL，超纯水15.7 µL. 聚合酶链式

反应条件：95 ℃预变性5 min；94 ℃变性0.5 min，52 ℃退火

1 min，72 ℃延伸1 min，循环30次；72 ℃延伸10 min. 采用PCR
回收试剂盒（AXYGEN公司）回收16S rDNA的基因片段，琼

脂糖凝胶电泳检测扩增产物的大小（1.5 kb左右），TA克隆后

进行测序（由BIOAISA公司完成）. 测序结果通过在线分析，

与RDP数据库（https://rdp.cme.msu.edu/）中的16S rDNA基

因序列进行相似性比较，鉴定到属. 
1.4  降解菌液的制备

在LB培养基中接种YF1，30 ℃、150 r/min振荡培养至对

数期（D600 nm=1.5），6 000 r/min、3 min离心收集菌体，以PBS
缓冲液洗涤菌体2次，再以等体积基础盐培养基重悬，作为接

种菌液. 
在基础盐培养基中添加不同浓度的乙羧氟草醚，不同

的接种量，不同的温度或pH，不同的营养条件，研究这些环

境因素对菌株降解乙羧氟草醚效率的影响，在测定某一环境

因素时，其它因素保持不变. 
在基础盐培养基中添加苯酚、邻苯二酚、对苯二酚、苯

甲酸、龙胆酸、对硝基苯酚、邻氯苯酚和3-苯氧基苯甲酸作

为碳源，5%接种量接入YF1，测定培养液在600 nm的光密度

变化来研究对这些芳香族化合物的利用情况. 
1.5  乙羧氟草醚含量的测定

采用高效液相色谱法（HPLC）测定乙羧氟草醚的含量. 
乙羧氟草醚的提取方法参照文献[11]进行，不同的是在氮气

吹干后用等体积的甲醇（色谱纯）定容. HPLC测定条件如下：

高效液相色谱仪（Waters600）；色谱柱Agilent TC-C18柱，4.6 
mm × 250 mm（i.d），5 µm；以甲醇（色谱纯）为流动相，检测

波长210 nm，流速1.0 mL/min，进样量15 µL. 
1.6  细胞粗酶液的制备

菌株YF1分别接种到100 mL葡萄糖为碳源的基础盐培

养基及100 mL含200 mg/L乙羧氟草醚的以葡萄糖为碳源的

基础盐培养基中，生长到稳定期后，12 000 r/min离心5 min，
PBS缓冲液洗涤菌体2次，然后重悬于10 mL的PBS缓冲液中，

超声破碎（Auto Science，UH-650B ultrasonic processor，30% 
intensity）5 min，12 000 r/min，4 ℃离心10 min，回收上清作为

粗酶液用于酶活测定. 
1.7  酶活测定

邻苯二酚1,2-双加氧酶和邻苯二酚2,3-双加氧酶活性测

定参照文献[20, 21]. 3-苯氧基苯甲酸氧化酶和原儿茶酸3,4-双
加氧酶活性测定参照文献[22]，龙胆酸1,2-双加氧酶活性测定

参照文献[23]. 酶活单位定义为每分钟催化生成1 µmol 产物

所需的酶量. 蛋白浓度测定参照文献[24]. 

2  结果与讨论
2.1  菌株的分离及生理生化特性

采用富集培养的方法，从长期生产乙羧氟草醚的工厂的
污泥样品分离获得一株乙羧氟草醚降 解菌，命名为YF1，该
菌能在含乙羧氟草醚200 mg/L的基础盐液体培养基中降解
乙羧氟草醚，降解率约为80%（图1）. 同时，菌株YF1可在含乙
羧氟草醚的LB平板上形成透明圈（图2）. 

菌株YF1在LB固体培养基上生长7 d后，菌落呈黄色，圆
形，隆起，表面光滑，湿润，边缘整齐，不透明. 在透射电子显
微镜下该菌呈短杆状或卵形状（0.4~0.5 µm×0.8~1 µm），端生
单根鞭毛（图3）. 革兰氏反应、甲基红试验(M.R.)、明胶液化
反应为阴性，接触酶、氧化酶和VP反应为阳性. 不水解淀粉，
葡萄糖发酵产酸. 菌株对50 mg/L氨苄青霉素具有抗性，而对
20 mg/L卡那霉素、链霉素、四环素、壮观霉素、先锋霉素、氯
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霉素、庆大霉素等敏感. 好氧条件下，YF1在LB培养基中生长

的最适pH为7.0，最适温度为30 ℃，最适NaCl浓度为1%. 
 2.2  菌株16s rDNA测定及系统进化树构建

以YF1的基因组 DNA为 模 板，用细 菌16S rDNA通 用

引物进行PCR扩增，得到长度约为1.5 kb的扩增产物. 测序

后在GenBank上登录，序列号为EU220238. 在 RDP数 据库

(ht tps://rdp.cme.msu.edu/ )中进行BLAST，并应用MEGA软

件作系统发育树（图4），结果表明，菌株YF1与Pseudomonas 
citronellolis（Z76659）的同源性为98.8%，与Pseudomonas 

jinjuensis（AF468448）的同源性为98.1%. 一般 认为，当某

两个细菌的16S rDNA同源性大于95%时，可将其归为同一

属 [25]. 因此，结合生理 生化特性，将YF1鉴定为假单胞菌属

（Pseudomonas sp.）. 
2.3  温度对YF1降解乙羧氟草醚的影响

在基础盐培养基中添加乙羧氟草醚浓度至200 mg/L，
5%接种量接入YF1菌液，设接种灭活的YF1为对照，分别在

20、25、30、35、42 ℃和150 r/min摇床培养7 d后取样测定乙羧

氟草醚含量. 结果（图5-A）显示，温度对YF1降解乙羧氟草

图1  YF1降解乙羧氟草醚的HPLC分析

Fig. 1   HPLC analysis of biodegradation of fl uoroglycofen-ethyl by strain YF1 

图2  YF1在LB加乙羧氟草醚平板上形成透明圈

Fig. 2   Fluoroglycofen-ethyl degrading bacterium YF1 on LB agar plate
图3  菌株的透射电镜照片

Fig. 3   Electronic microscopy photograph of strain YF1 

图4  菌株YF1的系统发育树

Fig. 4   Phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequence of strain YF1
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醚的影响较大，菌株YF1在较低和较高的温度下对乙羧氟草

醚的降解率在40%以下；在25~30 ℃时降解效果较好，降解

率都能达到75%以上；降解的最适温度为30 ℃. 
2.4  pH对YF1降解乙羧氟草醚的影响  

在不同pH的基 础盐培养基中添 加乙羧氟 草醚 浓度 至
200 mg/L，5%接种量接入YF1菌液，设接种灭活的YF1为对

照，30 ℃、150 r/min培养7 d后取样测定乙羧氟草醚浓度. 结
果（图5-B）显示，乙羧氟草醚的降解在pH 4.0时最差；pH 6~7
之间较好，降解率都达到70%以上；降解的最适pH为7.0. 
2.5  接种量对YF1降解乙羧氟草醚的影响

在基础盐培养基中添加乙羧氟草醚浓度至200 mg/L，以
0%、1%、3%、5%、7%的接种量接入YF1菌液，设相应接种灭

活的YF1为对照，30 ℃、150 r/min摇床培养7 d后取样测定乙

羧氟草醚含量. 结果（图5-C）显示，当接种量小于5%时，乙

羧氟草醚的降解效率受到YF1接种量的显著影响，接种量越

大降解效果越好；但接种量大于5%时，降解效率趋于平稳，

最终降解率不会随接种量的增加而显著增大. 
2.6  乙羧氟草醚起始浓度对YF1降解乙羧氟草醚的影响

在基础盐培养基中添加不等量的乙羧氟草醚，使其终

浓度为50、100、150、200、300、400 mg/L，以5%接种量接入

YF1菌液，设接种灭活的YF1为对照，30 ℃、150 r/min摇床培

养7 d后取样测定乙羧氟草醚含量. 结果（图5-D）显示，YF1对

较低浓度的乙羧氟草醚有较 好的降 解效 果，当乙羧氟草醚

浓度超过200 mg/L时，YF1的降解效果显著下降，YF1几乎不

能降解浓度超过400 mg/L的乙羧氟草醚，这可能是由于过高

浓度的乙羧氟草醚对YF1菌株产生毒害作用而抑制其生长. 
2.7  不同营养条件对YF1降解乙羧氟草醚的影响

在基础盐培养基中添加乙羧氟草醚浓度至200 mg/L，分

别添加50 mg/L的蛋白胨、酵母膏、葡萄糖，以5%接种量接入
YF1菌液，设接种灭活的YF1为对照，30 ℃、150 r/min摇床培

养7 d后取样测定乙羧氟草醚含量. 结果（图5-D）显示，外加3
种营养均能够促进YF1对乙羧氟草醚的降解. 蛋白胨和酵母

膏的促进效果较大，葡萄糖相对较小，可能的原因是蛋白胨

和酵母膏较葡萄糖营养丰富，相对均衡. 
2.8  菌株YF1对各种芳香族化合物的利用情况

乙羧氟草醚分子结构为两个带侧链基团的苯环通过醚

键 连结，目前其微 生物降 解途 径 还 未见报 道，为研究菌株
YF1降解乙羧氟草醚可能的代谢途径，测定了菌株YF1对乙

羧氟草醚可能的下游代谢产物的利用及氧化还原酶的诱导

情况. 底物利用情况结果显示，YF1能利用苯酚、邻苯二酚、

图5  环境条件对YF1降解乙羧氟草醚的影响

Fig. 5   Effect of different conditions on fl uoroglycofen-ethyl degradation by strain YF1 
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对苯二酚、苯甲酸、龙胆酸、对硝基苯酚和邻氯苯酚等，但不

能利用3-苯氧基苯甲酸. 
测定了菌株YF1在添加及不添加200 mg/L乙羧氟草醚的

培养基中生长的细胞内3-苯氧基苯甲酸氧化酶、龙胆酸1,2-
双加氧酶、邻苯二酚1,2-双加氧酶和邻苯二酚2,3-双加氧酶的

活性. 结果（表1）显示，在没有添加乙羧氟草醚的培养基中

生长的细胞粗酶液中未检测到上述各种酶的酶活，而在添加

了200 mg/L乙羧氟草醚的培养基中生长的细胞粗酶液检测到

邻苯二酚1,2-双加氧酶的活性，但没有检测到3-苯氧基苯甲

酸氧化酶、龙胆酸1,2-双加氧酶和邻苯二酚2,3-双加氧酶的酶

活. 

细菌对芳烃化合物的好氧降解有3种基本途径，一种是

通过邻苯二酚1,2-双加氧酶在两个羟基之间开环，称为邻位

裂解途径；一种是通过邻苯二酚2,3-双加氧酶在两个羟基之

旁开环，称为间位裂解途径；另一种是通过龙胆酸途径. 邻
苯二酚1,2-双加氧酶而非邻苯二酚2,3-双加氧酶和龙胆酸1,2-
双加氧酶受到乙羧氟草醚或其代谢产物的诱导，说明菌株
YF1是通过邻苯二酚邻位裂解途径降 解乙羧氟草醚的下游

中间产物，菌株YF1虽能利用龙胆酸作为底物，但并非通过

龙胆酸1,2-双加氧酶途径来降解乙羧氟草醚的下游中间产物. 
菌株YF1不能利用3-苯氧基苯甲酸，且3-苯氧基苯甲酸氧化

酶不受乙羧氟草醚或其代谢产物的诱导，说明菌株YF1对乙

羧氟草醚降 解可能不是通过3-苯氧基苯甲酸或其衍生物作

为中间产物，而可能是醚键先断裂，生成苯的衍生物再进入

下一步降解. 综上所述，推测菌株YF1降解乙羧氟草醚可能

是先断裂二苯醚键，然后脱去苯环上的侧链，最终通过邻苯

二酚1,2-双加氧酶裂解开环. 

3  结 论
3.1  从生产乙羧氟草醚工厂的污水处理池污泥中分离到一

株乙羧氟草醚降解细菌YF1，根据表型特征、生理生化特性

和16S rDNA基因序列相似性分析，将其 鉴定为假单胞菌属

（Pseudomonas sp.）细菌. 
3.2  菌株YF1降解乙羧氟草醚的最适温度为30 ℃，最适pH为

7.0. YF1的降解效果与接种量成正相关，接种量大于5%时有

较高降解效果. YF1对较低浓度的乙羧氟草醚有很好的降解

效果，过高的起始浓度抑制YF1对乙羧氟草醚的降解. 外加营

养特别是均衡的营养能够促进YF1对乙羧氟草醚的降解. 
3.3  菌株YF1能利用苯酚、邻苯二酚、对苯二酚、苯甲酸、龙

胆酸、对硝基苯酚和邻氯苯酚为底物生长，不能利用3-苯氧

基苯甲酸为碳源生长，菌株YF1细胞内邻苯二酚1,2-双加氧酶

受到乙羧氟草醚或其代谢产物的诱导. 
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