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摘 要: 以黑龙江大豆田长期施用乙草胺的土壤为基质，经过富集、驯化，分离到细菌 13 株; 同时，通过平板初筛实验从实验室保

藏的 160 株细菌中筛选到能以乙草胺为唯一碳源的降解菌 15 株。通过高效液相色谱法( HPLC) 测定 28 株菌对乙草胺的降解能

力，共筛选到 16 株对乙草胺有降解效果的菌株，7 d 对50 mg /L 乙草胺降解率为1． 11 % ～58． 62 % ，其中菌株 L201-4 和 DD20-1 的

降解率分别达到 58． 62 % 和 48． 07 %。进一步研究了这 2 株菌在不同乙草胺浓度、培养温度、初始 pH 值及外加碳源量情况下的

生长特性。研究结果可为乙草胺污染土壤的生物修复提供菌种资源和科学依据。
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Acetochlor Degrading Bacteria and Growth Characters
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Abstract: In this paper，13 strains of bacteria were obtained from soybean field soil for long-term acetochlor in Heilongjiang by enrichment，

domestication． 15 strains of degrading bacteria with acetochlor as sole carbon source were obtained from 160 bacteria in laboratory． Then，28

acetochlor degrading bacterial strains were screened by high performance liquid chromatography． In pure culture，58． 62 % and 48． 07 % of

the 50 mg /L acetochlor was decomposed after 7 days incubation by L201-4 and DD20-1． Growth characters of the two bacteria in different

concentrations of acetochlor，different culture temperature，different initial pH and different amount of carbon were further studied． The re-

sults would provide strain resources and scientific basis for bioremediation of acetochlor contaminated soil．
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乙草胺( acetochlor) 化学名称 2-乙基-6 甲基-N-
乙氧基甲基-α-氯代乙酰苯胺，是内吸性酰胺类除草

剂，能够抑制杂草蛋白质合成，主要用于防除大豆、
花生、玉米、棉花等作物芽前一年生禾本科杂草和部

分阔叶杂草［1 ～ 2］。作为一种旱田除草剂，乙草胺是

我国使用最多的三种除草剂之一，尤其在东北地区

广为使用［3 ～ 4］。农药的广泛使用在给人类带来增产

增收效益的同时也给环境造成了严重的污染，尤其

是除草剂的残留期一般较长，不仅引起土壤和水体

污染，使得农药施用和环境质量之间的矛盾日益突

出［5 ～ 8］，同时也对后茬敏感作物产生药害，影响农业

种植业结构调整和换茬轮作，因此，除草剂的残留对

生态环境及人类健康的危害，成为当前亟待解决的

问题。
除草剂的降解主要包括水溶性光解、化学水解

和微生物降解 3 种途径，其中以微生物修复理论为

基础的农药残留降解技术是解决残留药害的一条有

效途径。研究表明，无论用高压、环氧乙烷、还是 γ-
射线消毒土壤，其结果为除草剂在未灭菌土壤中降

解速度比灭菌土壤中迅速，且在未灭菌土壤中降解

产物更为复杂［9］，由此可见，微生物降解是除草剂

从土壤中消除的关键途径。作为农田农药残留的
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表 1 乙草胺降解菌富集用土壤样品

Table 1 Soil samples for acetochlor degrading bacteria enrichment

序号
Serial number

样品编号
Sample number

采样地点
Sample site

乙草胺残留量( mg /kg)
Ｒesidual amount of acetochlor

1 DD12 黑龙江绥化幸福乡 29． 49

2 DD13 黑龙江伊春翠峦 975． 72

3 DD15 黑龙江伊春翠峦 51． 21

4 DD16 黑龙江伊春上甘岭 143． 00

5 DD20 黑龙江牡丹江宁安亚布力 25． 73

主要降解者，微生物因其具有针对性强、周期短、见
效快等优势，逐渐成为农药污染土壤生物修复的热

点。有针对性地筛选除草剂高效降解菌株，加速土

壤残留除草剂的降解，减少农田除草剂残留药害是

一项十分必要的工作。本研究针对我国东北地区大

豆田乙草胺残留问题，以长期施用乙草胺的大豆田

土壤为基质，通过富集、驯化，从土壤中分离和筛选

高效降解菌，为消除农田乙草胺污染提供科学指导

和有效的菌种资源。

1 材料与方法

1． 1 样品、试剂及主要仪器

用来筛选乙草胺降解菌的土壤样品共计 5 份，

采自黑龙江绥化、伊春和牡丹江长期施用除草剂乙

草胺的大豆田，各土壤样品中乙草胺残留检测结果

见表 1。
乙草胺纯度 96． 8 %，购自 Fluka 公司。其它试

剂分别购自北京化学试剂公司和 Sigma 公司。
主要仪器: 可控温摇床、培养箱、高效液相色谱

仪( Agilent1100) 、超声波清洗器( KQ-50) 。
1． 2 培养基

富集 培 养 基［10 ～ 11］: K2HPO4 7 g，KH2PO4 2 g，

( NH4 ) 2SO4 2 g，MgSO4·7H2O 0． 1 g，MnSO4 0． 05
g，FeSO4 0． 05 g，CaC12 0． 003 g，乙草胺( 按照试验设

计) ，蒸馏水 1000 mL，pH 7． 0。
无机盐基础培养基［10 ～ 11］: NH4Cl 1． 0 g，KH2PO4

0． 5 g，K2HPO4 1． 5 g，MgSO40． 2 g，NaCl 0． 5 g，蒸馏

水 1000 mL，pH 7． 0。
LB 培养基: 酵母膏 5． 0 g，蛋白胨 10． 0 g，NaCl

10． 0 g，蒸馏水 1000 mL，pH 7． 0。
1． 3 乙草胺降解菌的富集、分离

在 100 mL 乙草胺浓度为 50 mg /L 的富集培养

液中加入 10 g 土样，30 ℃、180 r /min 振荡培养 7 d，

吸取 10 mL 培养液转接至乙草胺浓度为 100 mg /L
富集培养液中，继续培养 7 d，依次连续富集培养 6
次，乙草胺浓度依次为 50、100、200、400、600 和 800

mg /L。取乙草胺浓度 800 mg /L 的富集液，进行系

列稀释，取 10 －3、10 －4、10 －5、10 －6 稀释液 100 μl 涂

布在 LB 培养基上，30 ℃培养 24 ～ 48 h，根据菌落外

观特征，挑出外观特征不同的菌落在 LB 平板上进

行划线纯化 3 次，得到纯化的菌株。
1． 4 乙草胺降解菌的初筛

将实验室保藏的 160 株菌活化于 LB 培养基

上，待菌长好之后，用接种环挑取一环菌于含 100 μl
MSM 培养液的 EP 管中配成菌悬液，用枪吸打均匀，

吸取 10 μl 于乙草胺浓度为 800 mg /L 的固体 MSM
培养基上，每 3 d 观察菌落生长情况，并做记录，筛

选能在乙草胺为唯一碳源的培养基上生长良好的菌

株。
1． 5 乙草胺降解率的测定

采用高效液相色谱法( HPLC) 测定乙草胺降解

率［8］。检测系统: Agilent 1100 Series。色谱柱: C18
DiamosilTM反相柱，250． 0 mm × 4． 6 mm，粒径 5 μm。
色谱条件: 流动相: 甲醇 ∶ 水 = 80∶ 20 ( v /v) ，水用冰

醋酸调至 pH 3; 检测波长: 215 nm; 流速: 1． 0 mL /
min; 进样体积: 20 μl; 柱温: 30 ℃。
1． 5． 1 乙草胺标准曲线制作 用甲醇将乙草胺标

准品稀释成系列浓度 10、20、40、60、80、100 mg /L，

在液相色谱上，测定不同浓度乙草胺标准品的峰面

积，3 次重复。以乙草胺的浓度为横坐标，峰面积为

纵坐标，绘制乙草胺标准曲线，得到标准曲线: y =
45． 443x － 244． 11 ( Ｒ2 = 0． 9983) 。
1． 5． 2 乙草胺降解菌的降解效果测定 在 50 mL
含乙草胺 50 mg /L 的无机盐培养基中接入 OD600 1．
0 的菌液 2． 5 mL，30 ℃，180 r /min 摇床培养 7 d，测

定乙草胺残留量。方法为: 取 3 mL 培养液至 50 mL
离心管中，8000 r /min 离心 5 min 收集上清液，加入

3 mL 二氯甲烷，剧烈振荡 5 min，静置 10 min，待水

相和有机相分层，加入少量无水硫酸钠对有机相进

行脱水，准确吸取 800 μl 有机相于 1． 5 mL 的离心

管中，用氮吹仪吹干，加入 400 μl 甲醇，在超声波清

洗器中超声 10 min，用 0． 22 μm 的有机相针刺式滤
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表 2 降解菌对乙草胺降解能力测定

Table 2 Degradation capability of bacteria for acetochlor

序号
Serial number

菌 株
strain

乙草胺降解率 ( % )
Degradation rate
for acetochlor

序号
Serial number

菌 株
strain

乙草胺降解率 ( % )
Degradation

rate for acetochlor

1 L201-1 20． 47 15 Z201-5 26． 64

2 L201-3 9． 36 16 DD12-1 17． 40

3 L201-4 58． 62 17 DD12-2 －

4 L201-5 29． 82 18 DD13-1 －

5 D96-1 － 19 DD13-2 －

6 D96-2 34． 15 20 DD15-1 －

7 D96-3 17． 52 21 DD15-2 29． 87

8 D161-2 － 22 DD15-3 33． 38

9 D161-6 20． 14 23 DD16-1 1． 11

10 P199-2 － 24 DD16-2 22． 26

11 D171-2 － 25 DD16-3 －

12 Y111-2 － 26 DD16-4 6． 26

13 Y164-3 － 27 DD20-1 48． 07

14 Z201-4 6． 80 28 DD20-2 －

器过滤至高压液相色谱小瓶内，按照上述 HPLC 法

测定乙草胺含量。降解菌对乙草胺的降解率: X =
( 1 － A /B) × 100 %，式中 X 为降解率( % ) ，A 为接

菌处理液中乙草胺浓度，B 为未接菌阴性对照处理

液中乙草胺浓度。
1． 6 降解菌生长特性的研究

通过在不同乙草胺初始浓度、不同温度、不同

pH 及不同外加碳源量的条件下，对 2 株乙草胺高效

降解菌进行生长量的研究，以确定乙草胺降解菌的

最适生长条件。以波长为 600 nm 处的菌液 OD 值

表示菌体生长量。

2 结果与分析

2． 1 乙草胺降解菌的分离、筛选及降解能力测定

通过富集培养使土壤中的细菌得到了复壮和数

量的增多，并用乙草胺进行逐级驯化，经过 42 d 的

富集培养，从 5 个受乙草胺污染的土壤样品中共分

离到菌株 13 株( 如表 2 中序号 16 ～ 28) 。通过对实

验室保藏的 160 株菌的平板初筛实验，筛选到能在

乙草胺含量为 800 mg /L 的固体 MSM 培养基上生长

旺盛的菌株共 15 株( 如表 2 中序号 1 ～ 15) 。
采用高效液相色谱法对以上分离筛选到的 28

株菌分别进行乙草胺降解能力测定，结果见表 2。
共筛选到对乙草胺具有降解能力的菌株 16 株，纯培

养条件下，这些菌株能够将初始浓度 50 mg /L 的乙

草胺在 7 d 内降解 1． 11 % ～ 58． 62 %，其中降解率

高于 30 %的菌株有 4 株，编号分别为 L201-4、D96-

2、DD15-3、DD20-1。其中菌株 L201-4 和 DD20-1 对

乙草胺具有较好的降解效果，降解率分别为 58． 62
%和 48． 07 %，显示了较好的应用前景。
2． 2 降解菌生长特性的研究

2． 2． 1 乙草胺浓度对降解菌生长的影响 LB 培养

液中，乙草胺浓度分别为 5、10、20、50、100 mg /L 时，

接种降解菌 L201-4 和 DD20-1，30 ℃，180 r /min 振

荡培养，24 h 后测定各菌悬液的 OD600 值。由图可

见，培养液中乙草胺浓度对 2 株菌的生长均有一定

的影响。浓度在 5 ～ 20 mg /L 范围内，2 株菌的生长

量均随着乙草胺浓度的增加而逐渐增加，当浓度超

过 20 mg /L 时，2 株菌的生长量随着乙草胺浓度的

增大而受到抑制，其 OD600值逐渐减少。生长量最多

的所在浓度可认定为是细菌生长的最适浓度，说明

2 株降解菌对乙草胺的生长适宜浓度均为 20 mg /L。
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F ig． 1 Effect of acetochlor concentration on growth of degrading bacteria
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Fig． 2 Effect of temperature on growth of degrading bacteria

2． 2． 2 温度对降解菌生长的影响 将接种降解菌

L201-4 和 DD20-1 的 LB 培养液分别在培养温度为

20、25、30、35、40 ℃条件下，180 r /min 振荡培养，24
h 后测定各菌悬液的 OD600值，各株菌的生长情况见

图 2。结果表明，培养温度对 2 株降解菌的生长也

有一定的影响。菌株 L201-4 在 15 ～ 35 ℃ 范围内，

随着温度的升高，生长量也逐渐增高，35 ～ 40 ℃ 范

围内，生长量迅速减少，可见，该菌株的最适生长温

度为 35 ℃。而菌株 DD20-1 在 30 ～ 35 ℃ 范围内

OD600值均保持较高水平，说明这株菌对温度的适应

范围较宽，30 ～ 35 ℃为最适温度范围。
2． 2． 3 pH 值对降解菌生长的影响 将 LB 培养液

的初始 pH 值分别调为 5、6、7、8、9，接 种 降 解 菌

L201-4 和 DD20-1 后，30 ℃，180 r /min 振荡培养，24
h 后测定各菌悬液的 OD600 值。由图 3 可见，2 株菌

的生长量 OD600 值在 pH 5 ～ 7 范围内逐渐增加，在

pH 7 ～ 9 范围内逐渐减少，说明这 2 株降解菌的生

长最适 pH 值均为 7。在试验设置的 pH 变化范围

内，菌株 DD20-1 在 pH 值大于 7 的环境中生长量比

在 pH 值小于 7 的环境中生长量大，说明该菌株适

合中性偏碱的环境。
2． 2． 4 外加碳源量对降解菌生长的影响 葡萄糖
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Fig． 3 Effect of culture medium pH on growth of degrading bacteria
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Fig． 4 Effect of glucose content on growth of degrading bacteria

添加量分别为 LB 培养液体积量的 0． 1 %、0． 5 %、1
%、1． 5 %和 2． 0 % 条件下，接种降解菌 L201-4 和

DD20-1，30 ℃，180 r /min 振荡培养，24 h 后测定各

菌株菌悬液的 OD600值。从图 4 可以看出，加入葡萄

糖后，对 2 株菌的生长量影响较大，当添加量较低

时，在 0． 1 % ～ 1． 0 % 范围内，菌株 L201-4 的生长

量较低，而菌株 DD20-1 的生长量较高; 当添加量超

过 1 % 时，菌株 L201-4 的生长量迅速增加，在 1． 5
%时生长量最大; 而菌株 DD20-1 的生长量迅速下

降。可见，菌株 L201-4 的生长最适葡萄糖添加量为

1． 5 %，而菌株 DD20-1 的生长最适葡萄糖添加量为

1 %。

3 结论与讨论

我国除草剂使用量约占所有农药使用量的 47
%左右，其中酰胺类除草剂的生产和使用量均排在

几大除草剂品种前列，而乙草胺是目前酰胺类除草

剂中销量最大的一种［12］。酰胺类除草剂在土壤中

残留期较长，对作物、土壤生物及土壤酶等均存在安

全隐患。研究表明高浓度的乙草胺对农田中小型土

壤动物群落组成、多样性及垂直分布均会产生显著

的影响［13］。通过室内模拟试验研究表明不同浓度

乙草 胺 能 显 著 抑 制 土 壤 脲 酶 活 性，脲 酶 ED50 为

13. 12 ～ 75． 76 mg /kg［14］。
微生物作为土壤生态系统中数量最大、种类最

多的物种，对除草剂的降解起着举足轻重的作用。
大量研究证实，有很多土壤微生物对包括除草剂在

内的多种农药有降解作用［15 ～ 16］。微生物的降解作

用可减少除草剂在土壤中的滞留时间，对消除农药

污染、环境压力起到了积极的作用。国内已有一些

关于乙草胺降解菌的报道，董滨［17］等分离到粘着剑

菌属 A-3 ( Ensifer adhaerens) ，对 10 mg /L 乙草胺的

降解率为 33． 6 % ; 倪俊［18］等分离到申氏杆菌 Y-4
( Shinella sp． ) ，对 50 mg /L 乙草胺的降解率为 83． 3

72125 期 胡海燕等: 乙草胺降解菌的筛选及其生长特性



%。也有关于假单胞菌( Pseudomonas oleovorans) 和

芽胞杆菌( Bacillus spp． ) 降解乙草胺的报道［19 ～ 20］，

细菌是土壤中降解乙草胺的主要微生物种群［21］。
利用富集、驯化、分离、筛选的方法，从长期施用

乙草胺的土壤中分离到菌株 13 株，并从实验室保藏

的 160 株菌中筛选到 15 株降解菌，通过乙草胺降解

能力测定，筛选到对乙草胺有降解效果的降解菌 16
株，纯培养条件下 7 d 对初始浓度 50 mg /L 乙草胺

的降解率为 1． 11 % ～58． 62 %，其中降解率高于 30
%的菌株有 4 株，编号分别为 L201-4、D96-2、DD15-
3、DD20-1。菌株 L201-4 和 DD20-1 对乙草胺的降解

率分别为 58． 62 % 和 48． 07 %，显示了较好的应用

前景。本试验结果为农业生产中解决乙草胺的残留

药害问题提供了理论依据。
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