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摘 要：从长期经乙草胺污染的污泥中分离到一株能以乙草胺为唯一碳源和能源生长的菌株 Y-4，通过生理生化实验和 16S rDNA
同源性序列分析，鉴定为申氏杆菌属（Shinella sp.）。采用室内培养方法，研究了 Y-4 对乙草胺的降解特性。结果表明，Y-4 能有效地

降解浓度为 5～200 mg·L-1 的乙草胺，在 48 h 内对 50 mg·L-1 乙草胺的降解率达到 83.3%。菌株 Y-4 降解乙草胺的最适 pH 值为 8.0，

最适温度为 30 ℃，其对丙草胺和丁草胺等农药也有良好的降解效果。
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乙草胺降解菌 Y-4 的分离鉴定及降解特性研究
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Abstract：Acetochlor were widely used to weeding in agriculture and resulted in severely environmental pollution. Bioremediation is an ef－
fective and economic method to treat the environment that has been polluted by acetochlor. So researchers paid much attention in this area. In
the present study, a bacterial strain Y-4 capable of utilizing acetochlor as sole carbon and energy sources was isolated from the sludge that
have long been subjected to acetochlor pollution by enrichment method. The Y-4 cells were short rod, Gram nesative. The colonies on LB
media were light yellow in color, circular, and smooth. Strain Y-4 was identified preliminarily as Shinella sp. based on its physiological and
biochemical characters and the result of the 16S rDNA homologue sequence analysis. The Y-4 strain could effectively degrade acetochlor
ranging of 5～200 mg·L-1. 50 mg·L-1 acetochlor could be degraded at a rate of 83.3% by Y-4 strain in 48 h. The optimal initial pH value and
temperature for acetochlor degradation by Y-4 was 8.0 and 30 ℃, respectively. Adding extra glucose or nitrogen source promoted the growth
of strain Y-4, but influence the degradation of acetochlor slightly. The ion Mg2+ could promote the strain to degrade acetochlor slightly, and
Ni2+, Co2+, Hg2+ could inhibit it when it was at low level. However, Zn2+, Fe2+ had no effect on the degradation of acetochlor. Strain Y-4 could
also degrade some other pesticides such as pretilachlor and butachlor.
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随着城市化进程和农村劳动力转移的不断加快，

为提高农业生产效率，保证农业生产的正常进行，除草

剂被广泛使用，酰胺类除草剂就是其中的一种。酰胺

类除草剂是目前国际上大量使用的除草剂之一，在国

际市场中，销量最大的酰胺类除草剂品种分别是乙草

胺、丁草胺和甲草胺，并已占酰胺类除草剂总产量的

96%。乙草胺、丁草胺和甲草胺等酰胺类除草剂在农

业生产上发挥了重大作用，但它们的大量使用也带来

了一系列环境问题。
例如：甲草胺具有一定的水溶性（242 mg·L-1），可

以到达地表水和地下水，可能诱发哺乳动物癌症、干
扰内分泌及降低男性精子浓度与活性等[1-2]；乙草胺在

土壤中持效期可达 8~12 周，在河水中很难水解，半衰

期在 1 386 d 以上，乙草胺对鱼类有较强的毒性，对土

壤微生物种群数量及土壤中细菌、放线菌和真菌生长

速率均有一定的抑制作用，被美国环保局定为 B-2
类致癌物[3-4]；丁草胺会随水纵、横向淋溶与扩散，特别
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是随排灌水和降水流失，会造成地下水及江河污染，

丁草胺对藻类、光合细菌、固氮细菌等许多微生物的

生长有抑制作用，从而破坏了土壤微生态平衡[5-6]。
此外，乙草胺和丁草胺等酰胺类除草剂的不科

学使用还会对农作物产生药害作用，如丁草胺的不

科学使用会对水稻产生药害，给农业生产带来巨大

损失[7-8]。针对上述情况，除了加大宣传，指导农户科学

用药以外，还要探求消除过量除草剂残留的有效方

法，双管齐下才能在保证发挥除草剂积极作用的前提

下尽量减小其带来的危害，实现可持续发展。
研究表明乙草胺、丁草胺和甲草胺等酰胺类除草

剂在环境中的消失主要是由于微生物的降解所致[9]，

在地表水和地下水中，由于缺少微生物降解，其持久

性可达数月到数年不等[10]。因此，分离相应的高效降

解菌，研究其降解机理，对于消除这些除草剂的环

境污染具有重要的现实意义，国内外研究者在这方面

做了大量的努力，主要在菌株的分离筛选和降解途径

的鉴定两个层面。王菁华等研究了丁草胺降解菌

Pseudomonas putida ER1 及该菌降解丁草胺时的蛋白

质组学[11]。Dur觔es Sette 研究了 Streptomyces sp. LS166，

LS177、LS182 对甲草胺的降解并分析了其降解途

径[12]。虞云龙等在丁草胺降解菌株分离、降解途径的鉴

定以及土壤修复试验方面做了详细的研究[13-14]。吴新杰

等分离了丁草胺降解菌 Arthrobacter sp. WY306[15]。李

艳春等分离筛选了丁草胺降解菌 Acinetobacter sp.
LYC-1 和 Ancylobacter sp. LYC22[16-17]。

但目前对乙草胺微生物降解的研究报道较少，仅

发现食油假单胞菌（Pseudomonas oleovorans）能高效

降解 10 mg·L-1 左右的乙草胺[18]，而对于更高浓度乙

草胺高效降解菌的研究未见报道。此外，能同时降解

甲草胺、乙草胺和丁草胺等多种酰胺类除草剂的降解

菌也未见报道。本研究分离、鉴定了一株乙草胺高效

降解菌株 Y-4，该菌株能在 48 h 内高效降解 50 mg·
L-1 的乙草胺，该菌株还可以降解甲草胺、丙草胺和丁

草胺。

1 材料与方法

1．1 供试土壤

土样取自江苏某生产乙草胺的农药厂。
1．2 培养基、试剂及主要仪器

基础盐培养基（MSM，g·L-1）：NaCl 1.00，（NH4）2SO4

1.00，K2HPO4 1.50，KH2PO4 0.50，MgSO4 0.20，pH7。
LB 培养基（g·L-1）：酵母膏 5.00，NaCl 10.00，蛋白

胨 10.00，固体培养基加 2%的琼脂粉。
主要试剂：二氯甲烷（分析纯）、无水硫酸钠、甲醇

溶液（色谱纯）。
供试原药：95%乙草胺原药 （由山东滨州侨昌化

工提供）。
主要仪器：30 ℃培养箱、可控温摇床、紫外可见

分光光度计、高效液相色谱仪（Waters 600）。
1．3 菌株的富集、筛选及纯化

取农药厂的活性污泥样 5.0 g 置于乙草胺浓度为

50 mg·L-1 的 100 mL 基础盐培养基中，于 30 ℃、160
r·min-1 摇床培养 7 d，以 5%的接种量接入到相同的

培养基中，传代 3 次。富集液经紫外可见分光光度计

测定，降解乙草胺 90%以上的，即为有效果的富集液，

将有效果的富集液进行梯度稀释后，在含 50 mg·L-1

乙草胺的无机盐培养基固体平板上涂布（0.2 mL），于

30 ℃培养箱培养，待平板上出现单菌落后，挑取单菌

落分别转接至含 50 mg·L-1 乙草胺的液体基础盐培养

基中，验证菌株对乙草胺的降解效果。
1．4 菌株的生理生化鉴定

菌株形态及生理生化鉴定方法参见文献[19]。
1．5 16S rDNA PCR 扩增及序列的测定

进行菌株 16S rRNA 基因的克隆及序列测定 [20]，

首先提取 Y-4 基因组 DNA 作为模板，其次是 16S
rRNA 基因扩增。一对引物分别为：正向引物 5′-A－
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，反向引物 5′-TACG－
GCTACCTTGTTA CGACTT-3′。扩增反应体系如下：

10×Taq 聚合酶反应缓冲液 5 μL，dNTP（20 mmol·L-1）

4 μL，引物（25 pmol·μL-1）各 2 μL，Mg2+（25 mmol·L-1）

4 μL，菌体DNA（约 50 ng·μL-1）1 μL，Taq DNA 聚合酶

（5 U·μL-1）0.5 μL，加 H2O 至 50 μL。反应条件：95 ℃
变性 5 min；94 ℃ 30 s，52 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循

环；最后 72 ℃延伸 20 min，10 ℃ 5 min。采用 PCR 回

收试剂盒回收 16S rRNA 的基因片段，琼脂糖凝胶电

泳检测扩增产物的大小（1.5kb 左右），T/A 克隆后进行

测序[21]。测序结果通过在线分析（http：//www.ncbi.nlm.
nih.gov）与 GenBank 中的 16S rRNA 基因序列进行相

似性比较，构建系统进化树[22]。
1．6 降解菌株对乙草胺的降解性能测定

1．6．1 溶液中乙草胺含量的检测方法

1．6．1．1 紫外扫描法

在待测溶液中加入 20 mL 二氯甲烷，剧烈振荡5
min，室温下静置 10 min，待水相和有机相分层，弃去

上层水相，有机相经无水硫酸钠脱水后，于紫外-可见
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图 1 菌株 Y-4 基于 16S rDNA 序列同源性的系统发育树分析

Figure 1 Phylogenetic analysis of strain Y-4 and related species by the neighbor joining approach

分光光度计上在波长 200~350 nm 范围内进行扫描。
通过乙草胺在 228 nm 处的特征吸收峰的峰值来计算

溶液中乙草胺的含量。
1．6．1．2 液相色谱法

取 1.0 mL 上述经无水硫酸钠脱水后的有机相至

1.5 mL 离心管中，吹干，加入 1 mL 甲醇（色谱纯），使

用孔径 0.45 μm 的有机相针头过滤器过滤，用液相色

谱测定样液中乙草胺的含量。液相色谱条件为：Waters
C18 反相柱；流动相为甲醇/水（体积比 80/20），流速 1
mL·min-1，紫外检测器波长 215 nm；进样量 20 μL。
1．6．2 降解特性研究

研究菌株生长量与降解效果的影响。取 100 μL
的乙草胺溶液 （甲醇溶解，10 000 mg·L-1） 加入三角

瓶，待甲醇挥发完，加入 20 mL 无机盐培养基。在液体

LB 中培养 Y-4，取处于对数生长后期的菌液，按 1%
的接种量取 1 mL 菌液，12 000 r·min-1 离心，弃上清

液，用 1 mL 无菌水重悬后加入到上述三角瓶中，于

30 ℃、160 r·min-1 培养，每 12 h 定时取样，菌体生长

量采用比浊法，即检测 600 nm 的吸光值，并用液相色

谱法检测样液中乙草胺的含量。
温度、初始 pH 值、乙草胺起始浓度对 Y-4 降解

乙草胺的影响，研究方法同上。
1．7 菌株对不同酰胺类农药的降解情况

在基础盐培养基中分别添加 50 mg·L-1 甲草胺、
乙草胺、丙草胺和丁草胺为唯一碳源，按上述研究方

法测定菌株对不同酰胺类农药的降解情况。

2 结果分析

2．1 菌株的分离与鉴定

2．1．1 菌株的生理生化特性

经过分离纯化得到一株以乙草胺为唯一碳源的

降解菌 Y-4，该菌株为革兰氏阴性，短杆状，在 LB 固

体平板上 30℃培养 24 h，菌落淡黄色、圆形、不透明、
边缘整齐、表面隆起、湿润光滑。能水解淀粉，不能液

化明胶。V.P.实验、苯丙氨酸脱氨酶实验呈阴性；硝酸

盐还原实验、柠檬酸盐实验呈阳性。菌株对低于 100
mg·L-1 的卡那霉素具有抗性，而对链霉素、四环素、壮
观霉素、氯霉素等敏感。
2．1．2 菌株 16S rRNA 基因序列分析

以菌株 Y-4 的总 DNA 为模板，用细菌 16S rRNA
通用引物进行 PCR 扩增，得到长度约为 1.5kb 的扩增

产物。测序后登录 GenBank（序列号为 HQ443288）。与
其他菌株 16S rRNA 基因的同源性比较结果显示，与

菌株 Y-4 的 16S rRNA 基因同源性最高的是申氏杆

菌属，其中与 Shinella granuli 相似性为 99%。再结合

其生理生化特征将菌株 Y-4 鉴 定 为 申 氏 杆 菌 属

（Shinella sp.），图 1 为菌株 Y-4 的系统发育树。
2．2 菌株 Y-4 利用乙草胺为唯一碳源的生长和降解

菌株 Y-4 以 50 mg·L-1 的乙草胺为唯一碳源，每

12 h 取样 1 次，检测该菌株的生长和降解乙草胺的情
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图 4 温度对菌株 Y-4 降解乙草胺的影响

Figure 4 Effect of temperature on the degradation of
acetochlor by strain Y-4

图 2 菌株 Y-4 以乙草胺为唯一碳源的生长情况

Figure 2 Utilization of acetochlor as sole source of carbon
for growth by Y-4
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况，设接种灭活的 Y-4 为对照。结果如图 2 所示，菌

株 Y-4 能以乙草胺为唯一碳源生长，在 48 h 内对 50
mg·L-1 乙草胺的降解率达到最高，为 83.3%，随后趋

于稳定。
2．3 菌株 Y-4 的降解谱

分别以 50 mg·L-1 的甲草胺、乙草胺、丙草胺和丁

草胺为唯一碳源，检测菌株 Y-4 对这些农药的降解

情况。结果如图 3 所示，菌株 Y-4 在 3 d 对甲草胺、乙
草胺、丙草胺和丁草胺都有一定的降解效果。
2．4 环境条件对菌株 Y-4 降解乙草胺的影响

2．4．1 初始温度对菌株 Y-4 降解乙草胺的影响

在基础盐培养基中添加 50 mg·L-1 的乙草胺，按

1%接种量接入 Y-4 菌液，设接种灭活的 Y-4 为对

照，分别在 4、10、20、25、30、37、40、50 ℃培养 3 d 后取

样测定乙草胺残留量。结果如图 4 所示，菌株 Y-4 降

解乙草胺的最适温度为 30 ℃，能达到 80% 以上，在

25~40 ℃之间菌株的降解效果良好，而低温与高温对

降解都有一定影响。
2．4．2 初始 pH 对菌株 Y-4 降解乙草胺的影响

将菌株 Y-4 以 1%的接种量接种于含 50 mg·L-1

乙草胺、pH 分别为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 的

基础盐培养基中，30 ℃、160 r·min-1 培养 3 d 后取样

测定乙草胺的降解效果。结果如图 5 所示，乙草胺的

降解在 pH7.0 ~ 8.0 之间最好，降解率都达到 80%，其

降解的最适 pH 值为 8.0。
2．4．3 农药初始浓度对菌株 Y-4 降解乙草胺的影响

将菌株 Y-4 按 1%接种量接种到添加乙草胺浓

度分别为 5、10、25、50、100、200、400 mg·L-1 的基础盐

培养基中，30 ℃、160 r·min-1 培养 3 d 后取样测定乙

草胺的降解效果。结果如图 6 所示，Y-4 对较低浓度

的乙草胺有较好的降解效果，当乙草胺的浓度超过

200 mg·L-1 时，Y-4 的降解效果显著下降，400 mg·L-1

的乙草胺对降解存在着比较大的抑制作用。
2．4．4 外源营养物质对 Y-4 降解乙草胺的影响

将菌株 Y-4 按 1%接种量接种到添加乙草胺浓度

50 mg·L-1 的基础盐培养基中，并分别添加 0.5%的葡萄
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图 3 菌株 Y-4 对不同农药的降解

Figure 3 Degradation rate of different pesticides by Y-4

图 5 pH 对菌株 Y-4 降解乙草胺的影响

Figure 5 Effect of pH on the degradation of acetochlor
by strain Y-4
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图 6 农药浓度对菌株 Y-4 降解乙草胺的影响

Figure 6 Effect of pesticide concentration on the degradation of
acetochlor by strain Y-4
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糖、蛋白胨、酵母膏，30℃、160 r·min-1 培养 3 d 后取样

测定乙草胺的降解效果。结果如图 7 所示，葡萄糖、蛋
白胨、酵母膏的添加并没有影响菌株对农药的降解。
2．4．5 金属离子对菌株 Y-4 降解乙草胺的影响

将菌株 Y-4 按 1%接种量接种到添加乙草胺浓

度 50 mg·L-1 的基础盐培养基中，并分别添加 5%的6
种金属离子（Ni2+、Co2+、Hg2+、Zn2+、Mg2+、Fe3+），30℃、160
r·min-1 培养 3 d 后取样测定乙草胺的降解效果。结果

如图 8 所示，Zn2+、Mg2+和 Fe3+ 对菌株 Y-4 降解乙草胺

几乎没有影响，Co2+对菌株 Y-4 降解乙草胺有一定的

抑制作用，而 Ni2+和 Hg2+在很大程度上抑制了菌株

Y-4 对乙草胺的降解。

3 结论

本文从江苏某农药厂活性污泥中分离得到一株

乙草胺降解菌株 Y-4，根据表型特征、生理生化特性

和 16S rRNA 基因序列相似性分析，鉴定其为申氏杆

菌属（Shinella sp.）。有关申氏杆菌属细菌对酰胺类农

药乙草胺降解作用的报道本文尚属首次。
目前国内外关于乙草胺降解菌的报道相对较少，

且没有对 50 mg·L-1 以上浓度乙草胺降解效果超过

70%的降解菌。菌株 Y-4 在 48 h 内对 50 mg·L-1 乙草

胺的降解率达 83.3%。
菌株 Y-4 降解乙草胺的最适温度为 30℃、最适

pH 为 8.0。过高的起始浓度会抑制菌株 Y-4 对乙草

胺的降解；外源营养物质比如葡萄糖、蛋白胨、酵母

膏，对菌株 Y-4 降解乙草胺没有影响；金属离子 Zn2+、
Mg2+和 Fe3+ 对菌株 Y-4 降解乙草胺几乎没有影响，

Co2+对菌株 Y-4 降解乙草胺有一定的抑制作用，而

Ni2+ 和 Hg2+在很大程度上抑制了菌株 Y-4 对乙草胺

的降解。菌株 Y-4 的降解谱实验结果表明，Y-4 还可

以降解甲草胺、丙草胺、丁草胺。
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