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丁草胺是一种高效内吸传导型酰胺类芽前除草

剂，杀草活性高，选择性强，在我国广为生产和应用，

也对环境造成了很大的影响。一方面，这类除草剂的

生产废水或残液直接排放，对生态环境构成明显的危

害 犤１犦；另一方面，农田中残留的丁草胺随水纵向渗透

和横向流失，造成地下水及江河污染；再者，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，从而破坏了土壤及水体微生态平衡犤２牞３犦。

丁草胺常温下挥发性小，抗光解性能好 犤４犦，其在

水体和土壤中的消解主要是被微生物降解犤５牞６犦。吴新

杰犤７犦等分离出能降解水体中丁草胺的细菌，但其降解

效率还不高。考虑到真菌酶系全，对生物降解各种污

染物具有巨大潜能，且其较易适应不利环境，生物降
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摘 要：采用现场采样、室内培养富集测出等方法，对能高效降解丁草胺的真菌进行了分离鉴定，并研究了其降解性

能。结果表明，从经常使用丁草胺的稻田土壤中分离出的茄类镰刀菌（Ｆ．ｓｐ．ｓｏｌａｎｉ），该菌能以丁草胺为惟一碳源生长，
在马丁氏液体培养基中，于培养１５～６０ｈ期间，生长速度最快。在丁草胺基础无机盐培养液中，在接种量为５×１０５胞子
·ｍＬ－１，温度为３５℃，ｐＨ值为６．０，丁草胺浓度为５０ｍｇ·Ｌ－１，培养时间为３５ｈ的最佳条件下，降解率高于９７．４％。该
菌对生物治理丁草胺水环境污染显示出重要的潜在应用价值。

关键词：茄类镰刀菌；分离；降解；丁草胺
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解能力较稳定等优势 犤８犦牞本研究从经常使用丁草胺的
稻田土壤中分离并鉴定了一株对丁草胺有高效降解

能力的真菌——— 茄类镰刀菌 （Ｆ．ｓｐ．ｓｏｌａｎｉ），为丁草
胺等酰胺类除草剂及含氮农药的环境寻求新的污染

生物治理方法提供依据。

１ 材料与方法

１．１材料
１．１．１土样

分别采集已连续使用丁草胺 ３年以上的中稻和
晚稻田土壤，按５点取样，采集表层土（δ＜４ｃｍ），置
于已灭菌的广口塑料瓶中备用。共得４份土样。
１．１．２试剂

丁草胺原药（９５％）牞广州农药厂；丁草胺准确含
量为９９．１％的标准品（沈阳化工研究院）。
１．１．３培养基

牗１牘丁草胺基础无机盐培养液 犤９犦：将基础无机盐

（ＭＭ）溶液进行高压蒸汽灭菌后，按试验要求加入不
同浓度的丁草胺作为惟一碳源。

牗２牘丁草胺马丁氏液体培养基犤１０犦：ＫＨ２ＰＯ４１ｇ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，蛋白胨５ｇ，葡萄糖１０ｇ，Ｈ２Ｏ
１０００ｍＬ，ｐＨ７．０。灭菌后，加入一定量的丁草胺。

牗３牘丁草胺马丁氏固体培养基犤１０犦：在１０００ｍＬ马
丁氏液体培养基中加入琼脂２０ｇ，１％的孟加拉红水
溶液３．３ｍＬ及一定量的丁草胺。临用时以无菌操作
在每 １００ｍＬ的培养基中加入 １％的链霉素 ０．３ｍＬ，
使其终浓度为３０ｍｇ·Ｌ－１，然后分别制成平板培养和
斜面培养基备用。

１．２试验方法
１．２．１降解菌的筛选、分离与鉴定

牗１牘降解菌的富集：参考瓶培养法富集技术犤１１犦，在

４个２５０ｍＬ的三角瓶中分别加入５０ｍＬ丁草胺基础
无机盐培养液（含丁草胺１００ｍｇ·Ｌ－１），加入１０ｇ土
样，置于３５℃恒温摇床（１８０ｒ·ｍｉｎ－１）培养，以后每
周添加５ｍＬ的新鲜培养液，每次增加丁草胺的浓度
１００ｍｇ·Ｌ－１，富集培养时间约２个月，至培养液中的
丁草胺浓度达５００ｍｇ·Ｌ－１。

牗２牘降解菌的分离纯化：用平板划线法在丁草胺
马丁氏固体培养基上对经过富集培养后的菌液进行

纯化培养。取优势菌落，在同样的培养基上进一步纯

化数次。

牗３牘高效降解菌的筛选与保藏：将纯化的菌珠接
种于斜面培养基上培养后，加入无菌水制成菌悬液，

接种０．１ｍＬ菌悬液于１０ｍＬ、５０ｍｇ·Ｌ－１的丁草胺基
础无机盐培养液中，３５℃恒温摇床（１８０ｒ·ｍｉｎ－１）培
养３５ｈ，提取丁草胺并进行分析，由此挑选出对丁草
胺降解率最大的菌珠接种于斜面培养基上，３５℃恒
温培养１２ｈ，置于４℃冰箱保藏，作为后续研究的高
效降解菌种。

牗４牘菌种的鉴定：由中科院广东省微生物研究所
代鉴。

１．２．２降解菌的生长曲线测定
向保藏的斜面菌种中加入适量的无菌水，制成菌

悬液，取２ｍＬ该菌悬液加入装有１００ｍＬ丁草胺马丁
氏液体培养基的三角瓶中，３５℃恒温摇床 （１８０ｒ·
ｍｉｎ－１）培养，每隔６ｈ拿出１瓶，将菌体从培养液中取
出，放在烘箱中，６０℃烘干至恒重并称重。
１．２．３降解菌对丁草胺的降解性能测定

牗１牘菌悬液的制备：将保藏的斜面菌种放在３５℃
恒温箱中培养活化２４ｈ，然后在菌珠斜面上加入无菌
水至斜面顶，用接种环刮下菌苔，接种于含有２５ｍＬ
马丁氏液体培养基犤１０犦的１００ｍＬ三角瓶中，３５℃恒温
摇床（１８０ｒ·ｍｉｎ－１）培养２０ｈ后，培养液经４５００ｒ·
ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃去清液，菌体用 ｐＨ７．０，０．２
ｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｋ２ＨＰＯ４－ＫＨ２ＰＯ４磷酸盐缓冲液 １０ｍＬ
分１０次洗涤，并用该缓冲液稀释，使其浓度为５×１０７

胞子·ｍＬ－１。
牗２牘反应液的配制：将菌悬液和丁草胺基础无机

盐培养液 犤９犦以一定比例在烧杯中混合均匀，使混合液

达到试验所需要的丁草胺浓度和菌体浓度，然后用１
ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＨＣｌ和的１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ调节 ｐＨ到一
定值，即得反应液。

牗３牘影响丁草胺降解率的因素：每２５０ｍＬ三角瓶
中装入５０ｍＬ反应液作为处理样，３５℃恒温摇床（１８０
ｒ·ｍｉｎ－１）培养，间隔取样，测定残余丁草胺的浓度，
求出降解率。在接种量、温度、ｐＨ值、丁草胺浓度、时
间等因素中，分别考察某个因素的不同水平对丁草胺

降解的影响。试验均重复３次。
１．３分析测试

牗１牘样品处理牶将已降解的反应液离心（４０００ｒ·
ｍｉｎ－１，３０ｍｉｎ）并真空过滤，取１０ｍＬ上层液，移入１２５
ｍＬ分液漏斗中，加入少许无水硫酸钠，用３×３０ｍＬ
重蒸石油醚振荡萃取３次，有机相经无水硫酸钠柱过
滤，再用重蒸石油醚定容２５ｍＬ，摇匀待测。

用同样的方法从含５，５０，５００ｍｇ·Ｌ－１丁草胺的
反应液中提取丁草胺时，回收率分别为 牗８９．１±
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图１ 茄类镰刀菌的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１ ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＦ．ｓｐ．Ｓｏｌａｎｉ

图２ 不同接种量时丁草胺的降解

Ｆｉｇｕｒｅ２Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｂｕｔａｃｈｌｏｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
Ｆ．ｓｐ．Ｓｏｌａｎｉｂｉｏｍａｓｓｅｓ

２．０１牘％，牗９８．５±２．８３牘％，牗９５．４±３．１４牘％。
牗２牘仪器及操作条件：美国ＰＥ公司Ａｕｔｏｓｙｓｔｅｍ

ＧＣ９０００气相色谱仪，带氢火焰离子化检测器（ＦＰＤ）；
美国ＨＰ３３９５积分仪，纸速３ｍｍ·ｍｉｎ－１；２０００×３．０
ｍｍ不锈钢色谱柱，内装填３％ＯＶ－２２５固定液，涂于
ＣｈｒｏｍｓｏｒｂＷＡＷＤＭＣＳ（８０～１００目）担体上，柱子经
２６５℃老化２４ｈ以上；气体流速分别为载气（高纯Ｎ２）
３０，氢气（Ｈ２）４５，空气４５０ｍＬ·ｍｉｎ－１；温度控制为气
化室２５０℃，色谱柱２００℃，检测器２５０℃；进样量１
μＬ。

在此分析条件下，丁草胺的保留时间为２．８ｍｉｎ，
检测器对丁草胺的响应呈线形关系。该方法的准确

度、精确度和灵敏度均能满足丁草胺残留分析的基本

要求犤１２犦。

牗３牘结果计算：根据样品峰面积、标样峰面积及取
样液抽取所用重蒸石油醚的体积、进样量，计算出培

养液中丁草胺的含量。计算公式：

Ｘ＝Ａｘ／Ａ０×ａ×Ｖ０／Ｖｘ
式中：Ａｘ为待测样峰面积；Ｖｘ为未知样进样量；ａ为
标准样浓度；Ａ０为标准样峰面积；Ｖ０为标准样进样
量。

２ 结果与讨论

２．１降解菌的筛选及鉴定结果
筛选富集培养后，发现只有接种土样２的三角瓶

中的培养液出现浑浊。在相同条件下，测定４瓶培养
液中的丁草胺含量，发现２号三角瓶中的丁草胺的含
量最少。将接种土样２的浑浊培养液划线培养，分离
出１株优势菌。根据菌体形态、培养特性和生理生化
反应特性与镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）的描述基本相符，进
一步鉴定，这株真菌为茄类镰刀菌（Ｆ．ｓｐ．ｓｏｌａｎｉ）。用
这株真菌进行丁草胺降解试验，结果，降解率达

９７．３９％，可以选取该菌作为后续的高效降解菌种。
２．２茄类镰刀菌的生长曲线

茄类镰刀菌的生长曲线见图１。由图１可知，在丁
草胺马丁氏液体培养基上，茄类镰刀菌的迟缓期为

１０～１５ｈ，指数期约为１５～６０ｈ，此期该菌生长速度最
快，稳定期为６０～８０ｈ，此期菌体量可达最高。以下试
验均取２０ｈ作为接种材料。
２．３影响茄类镰刀菌降解丁草胺的因素
２．３．１接种量

丁草胺浓度为５０ｍｇ·Ｌ－１，当反应液中的接种量
分别为０．１，０．２５，０．５，１，２．５ｍＬ菌悬液时，调节

ｐＨ６．０，３５℃恒温摇床（１８０ｒ·ｍｉｎ－１）培养３５ｈ后，丁
草胺降解率分别为 ６４．７５％，９０．０３％，９７．４２％，
９８．８７％，９９．０１％，说明降解率随接种量增大而升高，
见图２。但当接种量达到一定程度（０．５ｍＬ菌悬液，折
合成菌体胞子浓度５×１０５胞子· ｍＬ－１）时，则对丁
草胺降解率的影响不明显。

２．３．２温度
当丁草胺浓度为５０ｍｇ·Ｌ－１，菌悬液接种量为

０．５ｍＬ，ｐＨ＝６．０时。分别在２８℃，３０℃，３３℃，３５
℃，３７℃，４０℃，４３℃和４５℃摇床培养３５ｈ，测定菌
株对丁草胺的降解率牞见图３。由图３可以看出，该菌
对丁草胺的最佳降解温度为３５℃，在３０℃～３７℃范
围内，，温度升高对丁草胺降解率的影响不大，均在

９０％以上。温度低于３０℃或高于３７℃，丁草胺降解
率显著下降，这是因为温度太低或太高，蛋白质变性

导致代谢酶活性降低。

图３不同温度时丁草胺的降解

Ｆｉｇｕｒｅ３Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｂｕｔａｃｈｌｏｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
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图４ 不同 ｐＨ值时丁草胺的降解
Ｆｉｇｕｒｅ４ ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｂｕｔａｃｈｌｏｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

图６ 不同培养时间下丁草胺的降解
Ｆｉｇｕｒｅ６ Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｂｕｔａｃｈｌｏｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ

２．３．３ｐＨ值
当丁草胺浓度为５０ｍｇ·Ｌ－１，菌悬液的接种量为

０．５ｍＬ时，分别在ｐＨ＝４．０，５．０，６．０，７．０，７．５，８．０
时，３５℃摇床培养３５ｈ后，测定丁草胺降解率，结果
见图４。由图４可知，茄类镰刀菌倾向于偏酸环境，当
环境呈碱性时，则降解率急剧下降。在ｐＨ６．０时，其
降解率最高；在ｐＨ为５．０～７．５范围内，其降解率也
可达８７．４％以上，表明茄类镰刀菌对ｐＨ具有较广的
适应范围。

２．３．４丁草胺的浓度
在反应液中，接种量为 ０．５ｍＬ菌悬液，ｐＨ＝

６．０，３５℃恒温摇床 （１８０ｒ·ｍｉｎ－１）培养的试验条件
下，丁草胺的浓度分别为２５，５０，１００，１５０和２００ｍｇ·
Ｌ－１时，茄类镰刀菌对丁草胺的降解率分别为
９５．８％，９７．４％，９０．６７％，６３．２５％和４５．３２％，表明
该菌对丁草胺有较宽的降解范围，最适浓度在 ５０
ｍｇ·Ｌ－１左右，见图５。

２．３．５培养时间
降解率与培养时间的关系见图６。由图６可知，菌

体培养１５ｈ之前降解率较低，仅为２３．３０％，在此期
间，菌体主要完成孢子萌发及菌体增长过程；１６ｈ以
后才进入快速降解时期，降解率明显增高，到了３５ｈ
时，降解率已达９７．４％。

３ 结论

牗１牘通过富集培养，从施用丁草胺的稻田土壤中
获得了高效降解丁草胺的真菌，经鉴定为茄类镰刀菌

（Ｆ．ｓｐ．ｓｏｌａｎｉ），进一步说明了丁草胺在土壤中被微生
物的可降解性。该菌能以丁草胺为唯一碳源生长，在

马丁氏液体培养基中，于培养１５～６０ｈ期间生长速度
最快。

牗２牘在丁草胺基础无机盐培养液中，该菌珠降解
丁草胺的最佳培养条件是：接种量为５×１０５胞子·
ｍＬ－１，温度为３５℃，ｐＨ值为６．０，丁草胺浓度为５０
ｍｇ·Ｌ－１，适宜的培养时间３５ｈ左右，在此条件下降
解率高于９７．４％。

牗３牘该菌对基础无机盐溶液中的丁草胺具有强烈
的降解能力，大大高于已报道的细菌 犤７犦。这是因为真

菌酶系完全，适应能力强、活性高。因此，对生物治理

丁草胺水环境污染显示出重要的潜在应用价值，而其

在土壤中对丁草胺的降解特性仍需进行试验探讨。
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