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苯磺隆（Tribenuron-methyl），又名麦乐乐、苯黄
隆、巨星（杜邦）、亿力、阔叶净、麦磺隆等，是 20世纪
80年代由美国杜邦公司开发的一种内吸传导型磺酰

脲类麦田除草剂[1-4]，主要用于防除各种一年生阔叶杂
草，对播娘蒿、荠菜、碎米荠菜、麦家公、藜、反枝苋等

效果较好，对地肤、繁缕、蓼、猪殃殃等也有一定的防

除效果，对田蓟、卷茎蓼、田旋花、泽漆等效果不显著，

对野燕麦、看麦娘、雀麦、节节麦等禾本科杂草没有效

果[5-6]。苯磺隆在我国长江、黄河和淮河流域有着广泛
的使用范围。苯磺隆的大量使用，给土壤、水体、生物

及大气等诸多环境因子造成大量污染，影响农业生产
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摘 要：从长期受农药苯磺隆污染的土壤中通过采用富集培养分离技术得到 4株以苯磺隆为唯一碳源生长的细菌，分别将其命名
为 B1、B2、B3和 B4。通过观察这 4种菌株的形态学特征，研究其生理生化特性以及分析其 16S rDNA序列，初步鉴定菌株 B1为铜
绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa），B2为戴尔福特菌（Delftia sp.）,B3为微杆菌（Microbacterium sp.），B4为产碱杆菌（Alcaligenes
sp.）。并通过研究温度、初始 pH值、接种量、苯磺隆初始浓度、培养基体积、氮源、碳源、Mg2+浓度等因素对 4种菌株生长情况的影响，
确定了菌株的最佳生长条件。结果显示，B1菌株的最适温度为 35 益，其他 3株菌株均为 30 益。菌株 B3最适 pH为 8.0，其余 3株菌
株均为 pH 7.0。B1和 B3菌株最适接种量为 15%，B2和 B4最适接种量为 10%。菌株 B3最适苯磺隆初始浓度为 100 mg·L-1，其余菌
株最适苯磺隆初始浓度均为 200 mg·L-1。4株菌株最适培养基体积均为 75 mL，最适氮源均为硝酸铵，最适碳源均为葡萄糖。B2菌
株最适 Mg2+浓度为 100 mg·L-1，其余 3株菌株均为 200 mg·L-1。B1和 B4菌株最适 NaCl浓度为 20 g·L-1，B2菌株 NaCl浓度为 5耀30 g·
L-1，B3菌株最适 NaCl浓度为 50 g·L-1。该结果为利用微生物对农药苯磺隆污染的土壤进行原位生物修复提供理论依据。
关键词：苯磺隆；降解菌；分离鉴定；生长特性

中图分类号：X172 文献标志码：A 文章编号：2095-6819（2014）05-0437-09 doi: 10.13254/j.jare.2014.0153

Isolation, Identification and Growth Characteristics of Four Tribenuron-methyl Degrading Bacterias
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Abstract: Four bacterias named B1, B2, B3 and B4 which were able to degrade tribenuron-methyl, were isolated from the soil of long term
applied with tribenuron-methyl by enrichment culture. Based on physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA sequence anal原
ysis, the strain B1 was identified preliminarily as Pseudomonas aeruginosa, the strain B2 was identified preliminarily as Delftia sp., the strain
B3 was identified preliminarily as Microbacterium sp., and the strain B4 was identified preliminarily as Alcaligenes sp.. The effect of tempera原
ture, initial pH, inoculation amount, initial concentration of tribenuron-methyl, medium volume, nitrogen source, carbon source and Mg2 +

concentration on growth efficiencies was studied. The results showed that B1 optimal temperature was 35 益, the rest were 30 益. B3 optimal
initial pH was 8.0, the others were 7.0. B1 and B3 optimal inoculation amount were 15%, B2 and B4 optimal inoculation amount were 10%.
B3 optimal initial concentration of tribenuron-methyl was 100 mg·L-1, the other three were 200 mg·L-1. The four bacterias optimal medium
volume all were 75 mL, optimal nitrogen source were ammonium nitrate and optimal carbon source were glucose. B2 optimal Mg2+ concentra原
tion was 100 mg·L-1, the others were 200 mg·L-1. B1 and B4 optimal sodium chloride concentration were 20 g·L-1 while B2 could grow well
from 5 g·L-1 to 30 g·L-1, B3 optimal sodium chloride concentration was 50 g·L-1. The results provide theoretical basis for using bacterias in situ
bioremediation of soil pollution of tribenuron-methyl.
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和生态平衡[7-9]。因此，解决苯磺隆的残留问题对改善
除草剂对作物的药害，修复受除草剂污染的土地有重

要的理论意义和实际价值。

在生态系统中，作为分解者的微生物，代谢类型

多样，适应环境的能力极强，能利用各种人工合成的

农药作为碳、氮源生长，并将其完全降解成无机物。微

生物降解技术安全、快速、费用低廉，大量研究已经证

明微生物对农药的降解是一种行之有效的修复方法，

对农业生产及环境保护具有极其重要的现实和理论

意义。

目前，国内外关于苯磺隆的研究主要集中在田间

药效、残留分析方法研究及其对植物生理特性的影响

等方面[7，9-18]。对能够降解苯磺隆的菌种的分离、鉴定和
生长特性的研究目前还很少[19-21]。Zhang[20]筛选出一株
能够降解苯磺隆的降解菌，经其初步鉴定为假单胞菌

（Pseudomonas sp.），可以在 5 d内降解 200 mg·L-1的
苯磺隆，降解效率达到 80%。王惟帅等[21]筛选出一株
能够降解苯磺隆的降解菌，并对其生长特性进行研

究。就所查资料，尚未发现国外在苯磺隆降解菌方面

的研究报道。

本研究以山东地区长期施用苯磺隆除草剂的麦

田土壤为试验材料，分离筛选出对苯磺隆有降解活性

的菌株，并通过形态学特征、生理生化特性和 16S rDNA
序列分析进行分类鉴定，并研究了降解菌的生长特

性，以期为苯磺隆微生物降解的深入研究和苯磺隆降

解菌的产业化利用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 供试土壤

山东省菏泽单县长年（至少 4年）施用苯磺隆的
农田土壤，取土表及以下 5耀15 cm的耕层土壤，过 40
目筛备用。

1.1.2 培养基
无机盐培养基（MSM，g·L-1）：2.0（NH4）2SO4，0.2

MgSO4·7H2O，0.5 NaH2PO4，0.1 CaCl2，0.5 K2HPO4，pH
7.0。LB培养基（g·L-1）：10.0蛋白胨，5.0酵母粉，5.0
NaCl，pH 7.0耀7.2。
1.1.3 农药

10%可湿性粉剂（安徽金泰农药化工有限公司）。
1.1.4 主要试剂

胶回收试剂盒（博大泰克公司）、卡那霉素（Kan）、
氨苄青霉素（Amp）、链霉素（Str）、四环素（Tet）、红霉

素（Ery）、庆大霉素（Gen）和氯霉素（Dhl）。
1.1.5 主要仪器

pH计（Beckman，美国）、紫外分光光度计（U2008，
日本）、低温冷冻离心机（BeckmanAllegra 21R，美国）、
PCR扩增仪（PTC-100，MJRearch，美国）。
1.2 苯磺隆降解菌株的富集与分离纯化

取 10 g备用土壤放入装有 100 mL 无菌生理盐
水的 250 mL三角瓶中，加入适量的玻璃珠，摇床振荡
约 1 min，使样品与水充分混合，将细胞分散，形成均
匀的菌悬液。以 10%的接种量接到含 100 mg·L-1苯磺
隆的 100 mL无机盐培养基中，置于 30 益、150 r·min-1

的恒温摇床中振荡培养 7 d。每周移种 1次，以接种量
10%接入到新鲜的无机盐培养基溶液中，苯磺隆浓度
以 100 mg·L-1的梯度递增，至培养基中苯磺隆浓度达
到 500 mg·L-1。将最终所得的降解菌溶液用无菌水稀
释成 10倍，取 0.1 mL涂布到牛肉膏蛋白胨培养基上，
置于 35 益培养箱中培养 2 d，待生长茂盛后挑取单菌
落，在培养基上反复多次划线分离、纯化。经初筛、复

筛和纯化后，将分离的降解菌接种于 LB斜面培养基
上，编号，置于 4 益条件下冷藏保存备用。
1.3 苯磺隆降解菌的鉴定
1.3.1 降解菌的形态观察及生理生化鉴定

用平板涂布法将富集和纯化后的苯磺隆降解菌

接种，在恒温培养箱中 30 益培养 12耀16 h后用电子显
微镜观察菌体形态。生理生化鉴定方法参见文献[22]。
1.3.2 降解菌的分子鉴定

采用 CTAB法提取降解菌总 DNA，16S rDNA引物
设计参见文献[23]。F8/20：5忆-AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG-3忆；F1541/20：5忆-AAG GAG GTG ATC CAG
CCG CA-3忆。

扩增反应体系为：10伊Buffer（Mg2+）5 滋L，dNTPs
（2 mmol·L-1）3 滋L，引物（20 滋mol·L-1）各 1 滋L，菌体
DNA（约 50 mg·L-1）1滋L，Taq DNA聚合酶（5 U·滋L-1）0.5
滋L，加 ddH2O至 50 滋L。PCR反应条件: 95 益 5 min，
94益 30 s，52益 30 s，72益 90 s，30个循环，72益 10 min。
扩增产物在 4 益中保存。

将 PCR扩增产物送于上海生工公司进行测序，
将测序结果进入 GenBank数据库进行相似性分析。
并与GenBank中的相近序列在 Clustal W程序包中进
行多重序列匹配排列分析，最后形成一个多重序列匹

配排列阵，用 MEGA 4.0程序包中的 Neighbor-Joining
法构建系统进化树，计算模型为 Kimura2-parameter，
计算次数为1 000次。
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表 2 四株菌生理生化实验结果

Table 2 Results of physiological and biochemical experiments of
four strains

注：“垣”表示结果阳性；“原”表示结果阴性。

生理生化实验 B1 B2 B3 B4

荧光色素试验 ＋ ＋ － ＋

脓青素的产生试验 － ＋ － －

丙二酸利用试验 ＋ － － ＋

柠檬酸盐作用试验 ＋ ＋ － ＋

耐盐性和需盐性试验 2% ＋ ＋ ＋ ＋

5% ＋ ＋ ＋ ＋

7% ＋ ＋ ＋ ＋

10% ＋ ＋ ＋ －

氧化酶试验 ＋ ＋ ＋ ＋

接触酶试验 ＋ ＋ ＋ ＋

甲基红（M.R）试验 ＋ － － －

V.P试验 ＋ － － －

淀粉水解试验 － － － －

纤维素分解试验 － － － －

3-酮基乳糖测定试验 － － － －

硝酸盐还原试验 ＋ ＋ ＋ ＋

亚硝酸还原试验 ＋ － － ＋

反硝化试验 － ＋ － ＋

产氨试验 － ＋ － －

吲哚试验 ＋ － ＋ －

苯丙氨酸脱氨酶试验 － － － －

明胶液化试验 ＋ ＋ － －

硫化氢试验 ＋ ＋ － ＋

乙醇氧化试验 ＋ － － －

脲酶试验 ＋ － ＋ －

葡萄糖氧化发酵试验 氧化 发酵 发酵 －

1.4 菌株降解苯磺隆的生长因素研究
将菌株接种在 50 mL LB液体培养基（pH 7.0）中，

之后在温度为 30 益，转速为 150 r·min-1的恒温摇床
中振荡培养 18耀24 h（OD600=0.30），再按 5%（V /V）的
量接种于无机盐培养基中，初始 pH为 7.0，初始苯磺
隆浓度为 50 mg·L-1，温度为 30 益，150 r·min-1恒温摇
床振荡培养，分别进行以下几组处理测定生长量的变

化，每种因素设 3个重复试验，同时设接种灭活的菌
株为对照组，24 h后取样测定菌株生长量变化。

设温度分别为 20、25、30、35、40、45 益；用 NaOH
或 HCl 调节初始 pH 值分别至 4.0、5.0、6.0、7.0、7.5、
8.0、9.0、10.0；设接种量分别为 5%、10%、15%、20%、
25%；设苯磺隆初始浓度分别为 10、50、100、200、300、
400、500、600 mg·L-1；设培养基体积分别为 25、50、
75、100、150、200 mL；设氮源分别为 NH4NO3、NH4Cl、
（NH4）2SO4、NaNO3；设碳源分别为葡萄糖、蔗糖和乳糖；
设 Mg2+浓度分别为 100、200、300、400、500 mg·L-1；设
NaCl浓度分别为 5、10、20、30、50、100、150、200 g·L-1；
设抗生素分别为卡那霉素、四环素、庆大霉素、链霉

素、氯霉素、氨苄青霉素、红霉素。

2 结果与分析

2.1 降解菌株的分离和生理生化鉴定
从长期受农药苯磺隆污染的土壤中通过采用富

集培养分离技术得到 4株能够降解农药苯磺隆的细
菌，分别将其命名为 B1、B2、B3和 B4。其形态学鉴定
结果和生理生化实验结果见表 1和表 2。

2.2 降解菌株系统发育树的构建
分别以 B1、B2、B3和 B4的基因组 DNA为模板，

以细菌 16S rDNA为通用引物进行 PCR扩增，得到长
度约为 1.5 kb的扩增产物。将其与 GenBank上的其他
序列用 Blast软件进行同源性分析比对，结果表明菌
株 B1与 Pseudomonas aeruginosa NO5的 16S rDNA序
列的同源性高达 100%，B2 与多株戴尔福特菌属
（Delftia sp.）细菌的 16S rDNA序列同源性达 99%，B3
与多株微杆菌属（Microbacterium sp.）细菌的 16S rDNA
序列同源性达 99%，B4与 Alcaligenes sp. MHS013的
16S rDNA序列同源性高达 100%。将所得序列应用
MEGA 4.0软件采用近邻法构建系统发育树，如图 1耀
图 4所示。再结合形态学特征分析和生理生化反应特
性的结果，分别将这 4株菌株初步鉴定为铜绿假单胞

表 1 四株菌的形态学鉴定结果
Table 1 Results of morphological identification of four strains
菌落特征 B1 B2 B3 B4

菌落形态 圆形 圆形 圆形 圆形

表面结构 微凸 凸起 凸起 凸起

表面光滑程度 不光滑 光滑 光滑 不光滑

颜色 黄绿色 略乳黄 白色 黄色

透明度 半透明 略透明 不透明 不透明

边缘结构 波浪状 整齐 整齐 整齐

粘滞性 不易挑 易挑起 易挑起 易挑起

菌体形态 杆状 杆状 杆状 杆状

革兰氏染色 + - + -

芽孢 + - - +

荚膜 - - - +

鞭毛 + + - +

运动性 + + - +

田 爽，等：4株苯磺隆降解菌的分离鉴定及其生长特性
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图 1 B1的系统发育树
Figure 1 Pictures of phylogenetic tree of strain B1

Pseudomonas aeruginosa isolate 10（FJ907193）
Pseudomonas aeruginosa isolate 9（FJ907192）
Pseudomonas sp. Pseudo-EJB5（GU966670）
B1
Pseudomonas aeruginosa strain RE7（FJ472580）
Pseudomonas aeruginosa NO5（FJ972533）
Pseudomonas aeruginosa strain JL091016（HM224410）
Pseudomonas aeruginosa strain RHH13（HQ143612）

0.000 8 0.000 6 0.000 4 0.000 2 0

图 2 B2的系统发育树
Figure 2 Pictures of phylogenetic tree of strain B2

Delftia tsuruhatensis DYJL11（HQ317154）
Delftia sp. PNP-3（EU878232）
Delftia sp. PRE5（EU880508）
Uncultured Delftia sp. DHUP23（AB451538）
Delftia sp. KZ-OAlF2（FJ688376）
Delftia sp. 5.7（EF426439）
Delftia sp. EK3（AJ237966）
Delftia sp. AL3（2010）（GU566337）
Uncultured Delftia sp. CHINA39（GU563748）
Uncultured Delftia sp. GI5-002-F11（FJ193019）
Delftia sp. ZM-1（EF061135）
B2
Delftia tsuruhatensis strain WYLW2-5（HM003218）
Delftia sp. BN-HKY4（HQ731451）
Delftia sp. JDC-3（FJ378038）
Delftia sp. BN-HKY2（HQ731449）
Delftia tsuruhatensis BN-HKY6（HQ731453）

0.001 0 0.000 8 0.000 6 0.000 4 0.000 2 0

菌（P.aeruginasa）、戴尔福特菌（Delftia sp.）、微杆菌
（Microbacterium sp.）、产碱杆菌（Alcaligenes sp.）。
2.3 菌株降解苯磺隆的生长因素研究
2.3.1 温度对菌株生长情况的影响

结果如图 5所示，降解菌株 B1在 35 益时生长情
况最好，OD600值明显高于其他几个设定温度，达到
0.640，其后随温度增加而迅速降低。降解菌株 B2、B3
和 B4在 20耀40 益的范围内均可生长；在 20耀30 益时，
降解菌株 B2、B3和 B4的生长量 OD600值随温度升高
而增加；30益时 OD600达到最大，分别达到 0.638、0.699
和 0.668，其后 OD600值随温度升高而降低。4株降解
菌均不能在较高温度下生长，它们最适的生长温度范

围在 25耀35 益之间，其中降解菌株 B2、B3和 B4生长
的最适温度为 30 益，菌株 B1则为 35 益。

2.3.2 初始 pH值对菌株生长情况的影响
结果如图 6所示，pH 7.0时，降解菌株 B1、B2和

B4生长情况最好；当 pH小于 7.0或大于 7.0时，降解
菌株生长量即 OD600的值均下降。相比较来说在 B1、
B2和 B4三株降解菌中，降解菌株 B1具有良好的 pH
值适应性，可在较广泛的 pH值范围内生活。降解菌
株 B3在 pH 8.0时生长最好，菌体生长量即 OD600达
到 0.743，当 pH小于 8.0或大于 8.0时，菌体生长量均
下降。

2.3.3 接种量对菌株生长情况的影响
结果如图 7所示，在一定范围内，提高接种量可

以加快生长速率，缩短延滞期。在营养充足的条件下，

降解菌株 B1和 B3接种量在 15%（V /V）时，细菌生长
活力明显增强。在 5%耀15%范围内，接种量越大降解
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图 3 B3的系统发育树
Figure 3 Pictures of phylogenetic tree of strain B3

B3
Microbacterium resistens strain AGP4-3（AY277553）
Microbacterium resistens strain 3352（EU714361）
Microbacterium sp. 35N43-1（EU181228）
Microbacterium resistens strain DMMZ 1710（NR 026437）
Microbacterium sp. H16（2010）（HQ222355）
Microbacterium sp. H8（2010）（HQ222347）
Microbacterium sp. CSBd（AB552874）
Microbacterium sp. Acj 118（AB480762）
Microbacterium sp. BMA-5（DQ785816）
Microbacterium sp. Pei021（AJ629067）
Microbacterium sp. CRRI-13（HM063035）
Microbacterium sp. 3556BRRJ（FJ876406）
Microbacterium paraoxydans strain 76（EU714377）
Microbacterium sp. TS-YF-2（AB234055）
Microbacterium sp. B-2032（DQ248341）
Microbacterium sp. B-2013（DQ248339）
Uncultured Microbacterium sp. p5（AY851689）

0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0

图 4 B4的系统发育树
Figure 4 Pictures of phylogenetic tree of strain B4

B4
Alcaligenes sp. S3（HQ262549）
Alcaligenes faecalis ZJB-09133（GQ438851）
Alcaligenes sp. isolate R4（AJ002815）
Uncultured Alcaligenes sp. clone F2aug.18（GQ417450）
Alcaligenes sp. MHS013（DQ993330）
Alcaligenes faecalis MRbS12（FJ959394）
Alcaligenes sp. DYJL52（HQ317193）
Alcaligenes faecalis strain AU02（HM145896）
Alcaligenes faecalis strain WM2072（AY548384）
Alcaligenes sp. CO14（DQ643040）
Alcaligenes sp. ECU0401（EF535732）
Alcaligenes sp. p21（2011）（HQ652591）
Alcaligenes sp. RH.Sph.067（DQ099484）
Alcaligenes sp. F78（EU443097）
Alcaligenes sp. Mal-4（HQ161776）
Alcaligenes faecalis subsp. AE1.16（GQ284565）
Alcaligenes sp. E4（2010）（HQ641257）

0.002 0 0.001 5 0.001 0 0.000 5 0

菌株 B1和 B3的生长量越大，成正相关。菌株 B2和
B4在接种量为 10%时，OD600值均达到最大。
2.3.4 苯磺隆初始浓度对菌株生长情况的影响

结果如图 8所示，降解菌株 B1、B2和 B4在苯磺
隆浓度 10耀200 mg·L-1的范围内，OD600值随浓度增加
而增大；在 200 mg·L-1时降解菌株 B1、B2和 B4的生

长最佳，OD600值达到 0.780、0.761和 0.708；当苯磺隆
浓度大于 200 mg·L-1时，OD600值随浓度增加反而减
小。菌株 B3在 10耀100 mg·L-1之间随浓度增加而升
高；在 100 mg·L-1苯磺隆条件下生长情况最好，OD600
值达到最大 0.758；其后随着苯磺隆浓度的增加 OD600
值降低。4株降解菌均对 600 mg·L-1浓度的苯磺隆不
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图 5 温度对菌株 B1、B2、B3和 B4生长情况的影响
Figure 5 Effects of different temperature on growth of strain
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图 6 初始 pH值对菌株 B1、B2、B3和 B4生长情况的影响

Figure 6 Effects of different initial pH on growth of strain
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图 7 接种量对菌株 B1、B2、B3和 B4生长情况的影响
Figure 7 Effect of inoculum concentration on growth of strain
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耐受。

2.3.5 培养基体积对菌株生长情况的影响
结果如图 9所示，在 250 mL的三角锥瓶中装入

25耀150 mL的无机盐液体培养后，4株菌均可以正常
生长；在 25耀75 mL范围内降解菌株生长呈上升趋势，
并且 4株降解菌在装液量为 75 mL（3/10 体积）时生
长最好，降解菌株 B1、B2、B3和 B4的 OD600值分别达
到 0.739、0.774、0.831和 0.709；当装液体积大于 75 mL
时，随着培养液体积的增大 OD600值降低。这可能是
由于装液量达到一定之后，装液量的继续增加会使培

养液中的溶解氧含量降低，降解菌株生长所需氧气供

应不充分，菌体需氧量不充足，从而造成生长缓慢。

2.3.6 不同氮源对菌株生长情况的影响
结果如图 10所示，降解菌株 B1、B2、B3和 B4在

以 100 mg·L-1的 NaNO3、NH4NO3、NH4Cl和（NH4）2SO4
为唯一氮源的培养基中均可以生长，菌株的生长情况

因氮源不同而不同。从图 10中可以明显看出，以相同
浓度硝酸铵为唯一氮源时，4株降解菌的生长情况均
处于最好状态，降解菌株的 OD600值明显比用其他几
种氮源培养该降解菌株时的 OD600值高。
2.3.7 不同碳源对菌株生长情况的影响

结果如图 11所示，在含有 50 mg·L-1苯磺隆的无
机盐液体培养基中，另加入 100 mg·L-1葡萄糖、蔗糖
与乳糖的外加碳源，结果证明外加碳源均能对 4株降
解菌株的生长起促进作用。3种外加碳源相比较来
说，葡萄糖对 4株降解菌的生长促进情况最好，OD600
值分别为 0.850、0.739、0.911和 0.817。在供试的 3种
碳源中，4株降解菌均对葡萄糖的利用效果最好。
2.3.8 Mg2+浓度对菌株生长情况的影响

结果如图 12所示，在一定范围内的 Mg2+浓度对
降解菌株 B1、B2、B3 和 B4 生长均有一定的促进作
用，菌体生长量随 Mg2+的浓度变化而变化。降解菌株

图 8 苯磺隆初始浓度对菌株 B1、B2、B3和 B4生长情况的影响
Figure 8 Effects of initial tribenuron-methyl concentration on

growth of strain B1, B2, B3 and B4
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B1、B3 和 B4 在 Mg2+浓度为 50耀200 mg·L-1 的范围
内，生长量随 Mg2+浓度增加而增多，在 Mg2+浓度达到
200 mg·L-1时，降解菌 B1、B3和 B4的 OD600值达到
最大值；当 Mg2+浓度继续增加时降解菌株 B1、B3和
B4的生长量呈下降趋势。降解菌株 B2在 Mg2+浓度为
100 mg·L-1的条件下，菌体生长情况最好。此后，菌体
的生长量随着 Mg2+浓度的升高而降低。由此可见，
Mg2+浓度在一定范围内的确对苯磺隆降解菌株的生
长起到了促进作用，但当浓度超过一定范围之后反而

会减少菌体的生长量。

2.3.9 NaCl浓度对菌株生长情况的影响
结果如图 13所示，外加 NaCl对降解菌株 B1、B2、

B3和 B4菌体生长有一定程度的影响。随着 NaCl浓
度的增加，降解菌 B1和 B4最适盐度出现在 20 g·L-1，
降解菌株 B1 和 B4 的生长量达到最大值，分别为
0.653和 0.720，其后随着 NaCl浓度的升高生长量逐
渐减少；降解菌 B2在 5耀30 g·L-1范围内生长量均保

持较高水平且变化不大，在 30 g·L-1后生长量逐渐减
少；降解菌 B3在 5耀50 g·L-1范围内，OD600值随浓度
升高而变大，50 g·L-1为 B3 菌株的最适盐浓度。当
NaCl 浓度达到 200 g·L-1 时降解菌株 B1、B2、B3 和
B4几乎失活。
2.3.10 抗生素对菌株生长情况的影响

结果如表 3所示，B1、B2和 B4这 3株降解菌在
氨苄青霉素的平板培养基中都可以正常生长，且长势

较好；只有降解菌株 B3不产生抗性。在卡那霉素培
养基中，B1降解菌不能生长，其他 3株降解菌株均能
正常生长。在四环素培养基上，降解菌株 B2不产生
抗性，但抑菌圈很小。在庆大霉素培养集中，只有降解

菌株 B3 不产生抗性，其他 3 株降解菌均能正常生
长。在链霉素培养基中，4株降解菌均能正常生长。在
氯霉素培养基中，只有 B1不产生抗性，其余 3株降
解菌均能够正常生长。在红霉素培养基中，B3菌不能
生长，其余 3株降解菌正常生长。整体看来各降解菌

图 9 培养基体积对菌株 B1、B2、B3和 B4生长情况的影响
Figure 9 Effects of medium volume on growth of strain
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图 10 不同氮源对菌株 B1、B2、B3和 B4生长情况的影响
Figure 10 Effects of different nitrogen sources on growth of strain
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图 11 不同碳源对菌株 B1、B2、B3和 B4生长情况的影响
Figure 11 Effects of different carbon sources on growth of strain
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图 12 Mg2+浓度对菌株 B1、B2、B3和 B4生长情况的影响
Figure 12 Effects of Mg2+ concentration on growth of strain
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表 3 抗生素抗性实验结果

Table 3 Results of antibiotics resistance experiment
菌株

氨苄青霉素
（50 mg·L-1）

卡那霉素
（30 mg·L-1）

四环素
（20 mg·L-1）

庆大霉素
（10 mg·L-1）

链霉素
（30 mg·L-1）

氯霉素
（20 mg·L-1）

红霉素
（20 mg·L-1）

B1 + - + + + - +

B2 + + - + + + +

B3 - + + - + + -

B4 + + + + + + +

注：“+”表示抗性；“-”表示敏感。

图 13 不同 NaCl浓度对菌株 B1、B2、B3和 B4生长的影响
Figure 13 Effects of different NaCl concentration on growth of

strain B1, B2, B3 and B4
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株均有较好的抗生素抗性，这可能有利于日后的基因

工程实验操作。

3 讨论

目前，除草剂污染是影响我国范围最大的有机污

染之一，严重影响土壤的可持续利用和人类的健康生

活。在除草剂市场上，苯磺隆、绿麦隆和氯磺隆这 3种
农药占据了大部分市场。随着生物技术的迅猛发展，

应用微生物进行生物修复已成为环境修复的重要内

容之一，是土壤污染治理研究领域的一个热点。

本文从长期受苯磺隆污染的土壤中分离出 4株
能够降解苯磺隆的菌株，分别对这 4株菌株进行了
形态、生理生化特性研究和 16S rDNA分析，将 B1鉴
定为铜绿假单胞菌（P.aeruginosa），B2为戴尔福特菌
（Delftia sp.），B3为微杆菌（Microbacterium sp.），B4为
产碱杆菌（Alcaligenes sp.）。对于能够降解苯磺隆的铜
绿假单胞菌属、戴尔福特菌属、微杆菌属、产碱杆菌属

降解菌的报道尚属于首次，这对扩大苯磺隆降解菌

资源库和开展农田修复实验具有一定的意义。王惟帅

等[21]虽筛选出一株能够降解苯磺隆的降解菌，但并未
对其进行形态、生理生化特性研究和 16S rDNA分析。

Zhang [20]筛选出一株能够降解苯磺隆的假单胞菌
（Pseudomonas sp.），但并未对该菌株的最适生长条件
进行研究。本文还通过研究温度、pH值、接种量、农药
浓度、培养基体积、碳源、氮源等不同影响因子对菌株

生长状况的影响来确定菌株的最适生长条件。

由于苯磺隆为一种新型的磺酰脲类除草剂，相关

研究资料还不是很多，而且麦田生态系统具有一定的

复杂性、多样性及不稳定性，加上课题研究时间有限，

使目前研究还存在有很多不足和遗憾之处。传统的菌

株培养及筛选方法并不能得到全部的降解目标污染

物的微生物，本实验所筛选出的苯磺隆降解菌，是在

特定培养条件下的结果，未必是实际土壤环境中的优

势菌株。今后可以在菌株培养和筛选、降解酶的鉴定

以及降解基因的定位等方面作进一步研究和探讨，以

便更深入地了解苯磺隆污染下土壤微生物的生态效

应及其毒性机理，全面揭示并调控微生物降解目标污

染物的机制，为开发除草剂污染土壤的生物修复技术

提供依据。

4 结论

（1）从长期施用苯磺隆的土壤中分离出 4株降解
菌 B1、B2、B3和 B4，根据菌株的形态和生理生化特
性及 16S rDNA分析，初步鉴定分别为铜绿假单胞菌
（P.aeruginosa）、戴尔福特菌（Delftia sp.）、微杆菌（Mi原
crobacterium sp.）、产碱杆菌（Alcaligenes sp.）。
（2）四株降解菌的最佳生长条件为 30耀35 益，pH

7.0耀8.0，接种量 10%耀15%（V /V），苯磺隆浓度为 100耀
200 mg·L-1，培养基体积为 75 mL，氮源为硝酸铵，碳源
为葡萄糖，Mg2+浓度 100耀200 mg·L-1，NaCl浓度为 20耀
50 g·L-1。在实验的抗生素中，4株降解菌均有抗性。
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