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摘要: 将多菌灵降解菌 Alcaligenes sp． 和 Rhodococcus sp． ( 编号为 A 和 R) 按不同比例进行复配，并采用三波长校正法和 HPLC 法测定不同复配

降解体系中多菌灵的残留量，比较了纯培养和复合菌群对多菌灵的降解效果，最后对高效复合菌的降解条件进行了优化． 试验结果表明，得到

的高效降解复合菌群 AR5( A∶R 复配比例 1∶4) ，培养 24 h 后可完全降解 100 mg·L －1的多菌灵，对 200 mg·L －1多菌灵的降解率为 74． 25% ，明显

优于单一菌株的降解效果． 同时，该复合菌群对高浓度多菌灵也具有较好的耐受和降解能力，72 h 内可将初始浓度为 600 mg·L －1 的多菌灵降

解至 10 mg·L －1左右． 正交优化试验结果表明，该复合菌群的最优降解条件为温度 30 ℃、pH = 6． 0、接种量 7% ，该条件下多菌灵的降解率可达

75. 76% ． 添加少量氮源( 如尿素和酵母浸粉) 可以促进复合菌对多菌灵的生物降解．
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Abstract: Two carbendazim-degrading strains，an Alcaligenes sp． designated A and a Rhodococcus sp． designated R，were mixed in different proportions

to develop a highly effective bacterial consortium，whose degradation conditions were then optimized． During the test， a ternary wavelength

spectrophotometric method and HPLC were used to determine the residual carbendazim in the culture medium，based on which the degradation rates of

individual strains and the combined bacteria were calculated． The combined bacterial consortium AR5 showed optimal degradation capability and could

completely degrade 100 mg·L －1 carbendazim within 24 hours of cultivation，while the degrading rate for 200 mg·L －1 carbendazim reached 74． 25% ，

which was superior to that of either individual strain alone． Moreover，the mixed culture had excellent tolerance and degradation ability against

carbendazim of high concentrations，as carbendazim at 600 mg·L －1 was degraded to about 10 mg·L －1 within 72 hours． The result of an orthogonal

optimization experiment showed that the optimal degradation conditions for AR5 were 30 ℃，initial pH 6． 0 and 7% inoculation volume，under which the

degradation rate reached 75． 76% ． The addition of carbon and nitrogen sources，especially urea and yeast extract，could further promote the

biodegradation of carbendazim by the combined bacterial culture AR5．

Keywords: carbendazim; Rhodococcus sp． ; Alcaligenes sp． ; combined bacteria; biodegradation; orthogonal optimization

1 引言( Introduction)

多菌灵( Carbendazim) 是一种高效内吸性杀菌

剂，广泛应用于由半知菌、多子囊菌等真菌引起的

农作物病害的防治中; 工业上，多菌灵主要用于皮

革、造纸和橡胶等材料的防霉防腐． 同时，多菌灵还

是许多苯并咪唑类杀菌剂的主要水解产物和有效

成分( Mazellier et al． ，2003) ． 多菌灵化学性质稳定，

在自然条件下降解半衰期较长，其在蔬菜、水果和

土壤中的残留可通过食物链的积累效应影响人类

健康． 研 究 表 明，多 菌 灵 可 引 起 肝 病 ( 潘 尚 任 等，

1989) ，甚至导致染色体畸变 ( Sarrif et al． ，1994 )
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等，并对土壤中微生物群落的丰富度和优势度也能

产生一定的抑制作用( 向月琴等，2008 ) ． 微生物的

生物降解是消除残留多菌灵的一种有效途径，目前

已报道的多菌灵降解菌有假单胞菌属 Pseudomonas
sp． ( Fuchs et al． ，1978) 、红球菌属 Rhodococcus sp．
( Holtman et al． ，1997; Xu et al． ，2006) 、罗尔斯通

氏菌 Ralstonia sp． ( 张 桂 山 等，2004 ) 、芽 孢 杆 菌

Bacillus pumilus( 张丽珍等，2006 ) 和一株木霉菌株

Trichonderma sp． ( 田连生等，2009 ) 等． 以往有关多

菌灵降解菌的研究多侧重于单一菌株的纯培养，而

实际上混合培养可能更有利于多菌灵的生物降解，

微生物可通过群落之间的代谢协同作用迅速将农

药等有机污染物彻底降解，也更易于在污染环境中

成为优势群体( 王伟东等，2005 ) ． 因此，本文利用实

验室 已 分 离 筛 选 得 到 的 两 株 多 菌 灵 降 解 菌

( Rhodococcus sp． 和 Alcaligenes sp． ) 进行复配，比较

其与纯培养降解菌的降解效果差异，以期获得一种

高效复合菌剂． 同时，对复合菌的降解条件进行优

化，为土壤中多菌灵污染的生物修复提供参考．

2 材料与方法( Materials and methods)

2． 1 材料

菌株: 产碱菌属( Alcaligenes sp． ) ，编号为 A; 红

球菌属( Rhodococcus sp． ) ，编号为 R． 两菌株均由本

实验室分离筛选获得 ( 许炳云，2009; 王军玲等，

2010) ．
LB 液体培养基: NaCl 10． 0 g，蛋白胨 10． 0 g，酵

母浸粉 5． 0 g，蒸馏水 1000 mL，pH = 7． 0． 无机盐培

养基: NaCl 1． 0 g，K2 HPO4 1． 5 g，KH2 PO4 0． 5 g，

( NH4 ) 2SO4 2． 0 g，MgSO4·7H2O 0． 2 g，蒸馏水 1000
mL，pH =7． 0．

试剂和仪器: 多菌灵由陕西石油化工研究院提

供，纯度 98% ; UV-1200 型紫外可见分光光度计;

SKY-200B 型恒温培养振荡器; LC-2010AHT 高效液

相色谱仪购自日本岛津公司．
2． 2 多菌灵含量的测定

三波长校正法( 于彦彬等，2005) : 配制 5 g·L －1

( 有效成分) 的多菌灵标准溶液，按需稀释成相应浓

度． 移取 100 μL 样品，用稀盐酸 ( 1 + 11 ) 定容至

10 mL，分别测定其在 278、281 和 290 nm 波长处的

吸光度，由 ΔA = A281 － ( A278 + A290 ) /2 计算出校正吸

光度 ΔA，并根据标准曲线对样品中的多菌灵含量进

行定量分析．

高效液相色谱法: 具体参见中华人民共和国农

业行业标准 NY /T 1680—2009( 牟仁祥等，2009) ．
2． 3 种子液的制备

将保存于斜面的两种菌株分别进行活化和驯

化培养，挑取一环菌体，接种至 LB 液体培养基中，

30 ℃ 下振荡培养 24 h． 使用前调整其 OD600 均为

1. 0，移取 5 mL 菌液，在 4 ℃、4000 r·min －1下离心 5
min，收集菌体，用灭菌的无机盐液体培养基洗涤 1
次后，用 等 体 积 的 灭 菌 无 机 盐 液 体 培 养 基 悬 浮，

备用．
2． 4 复合菌对多菌灵的降解试验

在无机盐液体培养基中添加多菌灵标准溶液，

使其浓度为 200 mg·L －1，总体系为 100 mL，调节 pH
为 6． 0． 按 5%的接种量接入不同比例( A∶R 体积比

分别为 4∶1、3∶2、2． 5∶2． 5、2∶3、1∶4) 的复合菌群，以接

入无菌水为空白对照，每个处理设置 3 个平行． 置于

30 ℃、150 r·min －1下摇床振荡培养，每隔 12 h 取样

测定 1 次 培 养 液 中 多 菌 灵 的 残 留 量 及 菌 体 生 长

量 OD600 ．
2． 5 高效复合菌对不同浓度多菌灵的降解

在无机盐培养基中添加多菌灵标准溶液，使其

浓度分别为 100、200、300、400、500、600 mg·L －1，调

节 pH 值为 6． 0，以 5% 的接种量接入复合菌群，于

30 ℃、150 r·min －1的条件下摇床培养，每隔 12 h 测

定多菌灵的降解率．
2． 6 高效复合菌正交优化试验

本实验在单菌对多菌灵降解特性研究的基础

上，考察温度、pH 和接种量 3 个因素对复合菌降解

多菌灵的影响． 采用三因素三水平正交实验方案，

根据 L9 ( 34 ) 正交表，进行有空列无重复试验，运用

直观分析法及方差分析法对各因素的影响程度进

行评估，并给出最佳组合条件． 试验各因素水平分

配方案见表 1．

表 1 正交试验因素水平

Table 1 Orthogonal design of different factors and levels

水平 温度 /℃ pH 值 接种量

1 25 5 3%

2 30 6 5%

3 35 7 7%

2． 7 添加碳氮源对复合菌降解多菌灵的影响

在多菌灵浓度为 200 mg·L －1 的无机盐液体培

养基中分别添加 0． 2% 的葡萄糖、可溶性淀粉、尿

素、酵母浸粉、蛋白胨，调节 pH 值为 6． 0，以 5% 的

6401
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接种量接入供试菌悬液，在 30 ℃、150 r·min －1 下振

荡培养 24 h 后取样分析培养液中多菌灵的含量．

3 结果( Results)

3． 1 复合菌对多菌灵的降解效果

纯培养菌株与按不同比例复合的混合菌群均

对多菌灵表现出了良好的降解能力( 图 1 ) ，在 72 h
内，菌株 A 对 200 mg·L －1多菌灵的降解率达 90%以

上，菌株 R 能将其完全降解，而不接菌对照的降解

率则低于 2． 15% ． 这表明多菌灵在自然条件下的非

生物降解过程很缓慢，接种特定的微生物能够有效

降解环境中的多菌灵．
对于复合菌群而言，随着菌株 R 投加比例的升

高，复合菌对多菌灵的降解能力逐渐增强，且均优

于菌株 A． 其中，AR5 为优势降解复合菌群( 复配比

例 A ∶ R = 1 ∶ 4 ) ，能 在 48h 内 将 起 始 浓 度 为 200
mg·L －1的多菌灵彻底降解; 在 24h 时多菌灵浓度已

降低至 51． 5 mg·L －1，降解率为 74． 25%，而此时菌

株 A 和 R 对多菌灵的降解率分别 为 29． 00% 和

52. 75% ; 在培养前期( 36h 内) ，AR5 的菌体生长量

( OD600 ) 也高于单菌株在以多菌灵为唯一碳源时的

菌体生长量． 这表明，虽然在 LB 液体培养基中菌株

A 生长较快，但菌株 R 为多菌灵优势降解菌，菌株 A
和 R 能通过微生物之间的协同作用加快对多菌灵

的生物降解过程，添加适量的菌株 A 可以有效促进

菌株 R 对多菌灵的利用和转化．

图 1 单菌及复合菌对多菌灵的降解曲线

Fig． 1 The degradation curves of carbendazim by individual strains

and combined bacterial cultures in different proportions

复合菌群对多菌灵的降解能力明显优于单菌，

推测其原因可能为复合菌具有更完整的多菌灵降

解酶系，能够较快地将多菌灵代谢为小分子化合

物，而无中间产物的积累; 再者，也可能是菌体 A 的

代谢产物促进了菌体 R 的生长，从而提高了菌体 R
对多菌灵的降解率．
3． 2 高效复合菌对不同浓度多菌灵的降解率

由图 2 可见，高效复合菌群 AR5 对多菌灵的耐

受浓度高于 600 mg·L －1，完全降解初始浓度为 100、
200 和 300 mg·L －1的多菌灵所需的时间分别为 24、
48 和 72 h; 初始浓度为 400 ～ 600 mg·L －1 的多菌灵

在 72 h 时浓度也已降低至 10 mg·L －1 左右． 复合菌

对多菌灵的降解后期降解速率缓慢，可能是因为此

时大部分多菌灵已被降解，培养液中营养物质相对

匮乏，导致有较高生物量的菌体生长受到抑制，降

解代谢能力下降．

图 2 复合菌 AR5 对不同浓度多菌灵的降解

Fig． 2 The degradation of carbendazim at different concentrations

by combined bacterium AR5

在 pH =6． 0、30 ℃下培养 24 h 时，复合菌 AR5
对 初 始 浓 度 分 别 为 100、200、300、400、500、600
mg·L －1多 菌 灵 的 降 解 率 分 别 为 100%、74． 24%、
63. 91%、62． 19%、50． 74%、42． 84% ( 图 3) ． 由此可

见，多菌灵的初始浓度对复合菌的降解率有较大影

响: 在 24h 内，多菌灵初始浓度越高，降解率越低． 但

就比降解速率而言，初始浓度越高，比降解速率也

越高，分别为 100． 0、148． 5、191． 7、248． 8、253． 7 和

257． 1 mg·L －1·d －1，并且此时段的菌体生长量也随

培养液中多菌灵初始浓度的升高而呈上升趋势，表

明复合菌 AR5 可以利用高浓度的多菌灵作为碳源

和能源进行生长．
由图 4 可知，在多菌灵浓度在 100 ～ 600 mg·L －1

范围内，相对纯培养单菌株而言，复合菌群 AR5 对

多菌灵的 24h 降解率均有明显提高，为高效多菌灵

降解复合菌，且降解效果优于国内外已报道的多菌
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图 3 复合菌 AR5 对不同浓度多菌灵的降解率及生长量

Fig． 3 The degradation rate of carbendazim at different

concentrations by combined bacterium and its biomass

灵降解菌株( Holtman et al． ，1997; Xu et al． ，2006;

张 桂 山 等，2004; 田 连 生 等，2009; 张 世 恒 等，

2008) ．

图 4 单菌与复合菌 AR5 对不同浓度多菌灵降解率的比较

Fig． 4 The comparison of degradation rate of carbendazim by

individual strains and combined bacterium

此外，在菌株 R 和复合菌 AR5 对多菌灵的降解

试验中观察发现，当多菌灵浓度大于 100 mg·L －1

时，随着多菌灵初始浓度的增大或随着培养时间的

延长，培养液略呈现出暗红色，推断可能是由菌体

本身颜色或菌体分泌色素所致，因为菌株 A 为乳白

色杆菌而菌株 R 为红色球菌． 因此，培养液的红色

可以作为判断菌体生长量的一项直观指标，还能间

接反映出菌体对多菌灵的降解情况． 但据此并不能

排除培养液颜色变化是由多菌灵降解代谢产物引

起的可能性． 据报道，多菌灵的中间代谢产物有: 2-
氨基苯腈、2-氨基苯并咪唑和苯并咪唑( Xu et al． ，

2006; 田连生等，2009) ．
3． 3 正交优化试验

影响微生物降解农药等有机污染物的环境因

素主要包括温度、酸碱度、氧气、营养物质、底物浓

度等． 单菌株对多菌灵的降解特性结果显示，菌株 A
和 R 降解多菌灵的最适条件均为 pH = 6． 0 和接种

量 5%，最适温度分别为 25 ℃和 30 ℃，在此基础上

对复合菌 AR5 进行正交优化试验，结果如表 2 所

示． 各因素不同水平下的均值大小表明，最佳降解

条件组合是: 温度 30 ℃ ( 第 2 个水平) 、pH =6． 0( 第

2 个水平) 、接种量 7% ( 第 3 个水平) ，即正交试验

中的第 5 个组合，此时有最大降解率 75． 76% ． 接种

量为 5% 和 7% 时的降解率均值分别为 53． 53% 和

53． 78%，二者几乎没有差别，因此，接种量取 5% 或

7% 都是可行的，而从节约种子液的角度考虑，按

5%进行接种更加合理，这与之前的单菌降解特性研

究结果也是一致的．

表 2 正交试验数据处理

Table 2 The results of orthogonal experiment

试验编号
因素水平编号

温度 pH 值 接种量
24h 降解率

1 1 1 1 26． 69%

2 1 2 2 67． 33%

3 1 3 3 58． 13%

4 2 1 2 28． 22%

5 2 2 3 75． 76%

6 2 3 1 59． 66%

7 3 1 3 27． 45%

8 3 2 1 64． 26%

9 3 3 2 65． 03%

均值 1 50． 72% 27． 45% 50． 20%

均值 2 54． 55% 69． 12% 53． 53%

均值 3 52． 25% 60． 94% 53． 78%

极差 3． 83% 41． 67% 3． 58%

极差是反映各因素重要程度的指标，因素 pH
的极差最大，为 41． 67%，温度和接种量的极差较

小，分别为 3． 83%和 3． 58%，因此，得出 3 个环境因

素对降解率的影响程度排序为: pH ＞ 温度 ＞ 接种

量． 但是，通过极差来估计各因素对试验的影响程

度是一种直观分析的方法，缺乏客观的评判标准，

所以需对数据进行方差分析( 杨丽英等，2008) ．
本文采用 SAS 8． 0 软件的 ANOVA 程序对数据

进行了分析，结果如表 3 所示． 来源于 pH 的变异 p
值为 0． 0175，因为 0． 01 ＜ 0． 0175 ＜ 0． 05，因而可认

为在 pH =5． 0 ～ 7． 0 范围内，pH 值变化对复合菌的

降解率有显著影响，但未达到极显著水平; 温度和

接种量则对降解率没有显著影响，说明复合菌有较
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广的温度适用范围． 在 pH = 5． 0 的条件下，多菌灵

呈完全溶解状态，但此时的降解率较低，平均仅为

27． 45%，可能是由于 pH 过低严重抑制了菌体生长

及降低了降解酶的活性; 在 pH 值为 7． 0 的中性条

件下，多菌灵在培养液中析出较多，阻碍了农药向

菌体细胞的运输或减少了降解酶与底物的接触面

积，从而使得其降解率较 pH = 6． 0 条件下有所下

降． 因此，在利用复合菌 AR5 降解环境中的多菌灵

污染时，要注意酸碱度的调整和控制．

表 3 方差分析结果

Table 3 The results of variance analysis

因素 df SS MS F p

温度 2 22． 2998 11． 1499 0． 43 0． 7005

pH 2 2924． 048161462． 0240 56． 08 0． 0175

接种量 2 23． 9013 11． 9506 0． 46 0． 6857

注: df 表示自由度; SS 表示离差平方和; MS 表示均方．

3． 4 碳氮源对复合菌降解多菌灵的影响

由图 5 可以看出，添加少量的碳氮源( 如葡萄

糖、可溶性淀粉、尿素、酵母浸粉、蛋白胨) 均有助于

促进复合菌 AR5 对多菌灵的生物降解，其中，添加

少量氮源( 如尿素和酵母浸粉) 能明显提高复合菌

对多菌灵的降解率，较无机盐培养基分别提高了

14． 5%和 15． 5% ．

图 5 不同碳氮源对复合菌降解多菌灵的影响

Fig． 5 Effect of carbon and nitrogen sources on the degradation of

carbendazim by AR5

4 讨论( Discussion)

多菌灵的长期施用使得许多植物病菌对其产

生了抗药性，为了达到防治效果，农民在使用时加

大了多菌灵的用量，导致其在农产品和土壤中的残

留量严重超标． 张建新等( 2005 ) 以无公害蔬菜标准

为评价标准，对陕西省 10 个蔬菜主产区 152 个蔬菜

样品中的多菌灵农药残留情况进行了分析与评价，

发现多菌灵超标率达 65． 1%，超标的蔬菜种类主要

以韭菜、芹菜、空心菜、茼蒿、青菜等叶菜类及菜花、
青椒等为主． 例如，我国国家标准 GB18406． 1—2001
( 马伯禄等，2001 ) 规定多菌灵最高残留量值为 0. 5
mg·kg －1，而西安蔬菜产区的韭菜中多菌灵残留量

平均为 1． 09 mg·kg －1，超标 118% ; 芹菜中含量为 1. 11
mg·kg －1，超标 122% ; 青椒中含量为 1． 05 mg·kg －1，超

标 110%．
多菌灵在土壤中的降解半衰期较长，分离筛选

高效降解菌是对多菌灵污染土壤进行生物修复的

重要手段，而将高效降解单菌株进行复合得到混合

菌 群 可 能 是 一 种 更 为 行 之 有 效 的 方 法．
Pattanasupong( 2004) 从日本稻田土中分离得到的能

同时降解杀菌剂多菌灵和除草剂 2，4-D 的微生物聚

生体，36 h 内可完全降解 100 μmol·L －1 的多菌灵．
本试验获得的复合菌群 AR5 的降解效果优于此微

生物聚生体，在多菌灵的生物修复中具有较大的应

用潜力．
在少量有机氮源作为共存底物时，复合菌群对

多菌灵的降解效果有明显提高，且培养 24h 后，添加

尿素的培养液呈明显碱性，说明尿素被代谢成了

铵． 这表明在使用复合菌群 AR5 进行多菌灵污染土

壤修复时，尿素作为一种经常施用的化肥可以促进

多菌灵的生物降解，这与张丽珍等( 2006 ) 关于尿素

会抑制短小芽孢杆菌 NY97-1 降解多菌灵能力的研

究结果相反．

5 结论( Conclusions)

1) 将菌株 A 和菌株 R 按适当的比例进行复配，

获得了能高效降解多菌灵的复合菌群 AR5，复配比

例为 A∶R = 1∶4( 体积比) ． 在 30 ℃、pH =6． 0 的条件

下，当以 200 mg·L －1 的多菌灵为唯一碳源时，该菌

在 48 h 内可以将多菌灵降解完全，明显优于单菌的

降解效果，为有效减少水体或土壤等环境中的多菌

灵残留提供了优势菌种资源．
2) 高效复合菌 AR5 对多菌灵具有较高的耐受

能力，72h 内可将初始浓度为 600 mg·L －1 的多菌灵

降解至 10 mg·L －1左右，24h 内即可完全降解初始浓

度为 100 mg·L －1 的多菌灵; 在多菌灵浓度为 100 ～
600 mg·L －1 范围内，复合菌的降解率均明显高于

单菌．
3) 正交优化试验表明，温度和接种量对复合菌

AR5 的降解率没有显著影响，而初始 pH 值对其有
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显著影响，因此，为了保证有较高的降解率，不能将

复合菌置于 pH 过低的培养环境中． 当温度为 30
℃、pH 值为 6． 0、接种量为 7% 时，多菌灵 24h 的降

解率可达 75． 76% ．
4) 外加氮源( 如尿素、酵母浸粉) 可以有效提高

复合菌 AR5 对多菌灵的降解能力，而添加少量碳源

对其降解能力影响不大．
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