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摘  要  通过在不同环境条件的土壤中接入异丙隆降解菌悬液，研究了Sphingobium 属的3株细菌—YBL1、YBL2和YBL3在土壤中降解异丙隆的特性，分析了土壤类型、温度、碳氮源、土壤含水量和菌株接种量等因素对3株细菌降解土壤中异丙隆的影响。结果表明，3株细菌在马肝土(pH 6.7)中能够高效降解异丙隆，在红壤(pH 4.5)中不能降解异丙隆，菌株YBL3在潮土(pH 8.2)中也有较好的降解效果；当接种量低于105 CFU g-1土时，3株细菌均不能降解马肝土中的异丙隆，接种量高于106 CFU g-1土时，菌株可以高效地降解土壤中的异丙隆；马肝土含水量低于40%时，3株细菌降解土壤中异丙隆的速率与土壤含水量呈正相关关系；在16～37℃范围内，菌株降解马肝土中异丙隆的速率与温度亦呈正相关关系。
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异丙隆是苯脲类除草剂的一种，其在土壤中的半衰期为6~28 d[1]。有研究表明，异丙隆会对水生无脊椎动物、藻类以及微生物产生不良影响[2-5]，同时异丙隆降解过程中所产生的中间代谢产物—苯胺衍生物，具有明显的“三致”作用，其毒性更大[2]。异丙隆生产、使用过程中所引起的环境问题已引起人们的广泛关注[6]。
生物降解技术是解决土壤农药残留的有效技术[7-9]。目前，国外已有异丙隆降解菌株分离和菌株降解性能、降解机制的报道，但鲜有菌株在土壤中降解异丙隆的研究[10-14]。国内关于异丙隆生物降解的报道相对较少[15]，也未见有土壤中异丙隆生物降解的报道。前期工作中，作者从污染环境中分离到4株能够高效降解异丙隆，并且能够打开异丙隆芳香环结构的细菌[14-15]。本文将对其中的3株Sphingobium细菌在土壤中降解异丙隆的特性进行研究，以期为异丙隆、绿麦隆等苯脲类除草剂污染的生物修复提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 培养基与试剂
基础盐培养基：(NH4)2SO4 1.0 g，K2HPO4 1.5 g，KH2PO4 0.5 g，NaCl 1.0 g，MgSO4·7H2O 0.20g，去离子水1000 ml，pH 7.0~7.2。

种子培养基(LB)：酵母粉 5.0 g，蛋白胨10.0 g，NaCl 5.0 g，水 1000 ml，pH 7.0~7.2。

异丙隆、绿麦隆、敌草隆、利谷隆、敌稗和伏草隆为江苏快达农化股份有限公司馈赠，上述除草剂的纯度均大于97%。酵母粉和蛋白胨购自OXIOD公司，色谱纯甲醇购自Sigma公司。其他试剂为分析纯。
1.2供试菌株及菌悬液的制备

1.2.1供试菌株  Sphingobium sp. YBL1、YBL2和YBL3为南京农业大学环境微生物学与环境工程实验室从农药厂的污染土壤中分离并保存。
1.2.2菌悬液的制备  挑取平板上的单菌落接种LB液体培养基，于30℃、150 rmin-1摇床振荡培养至对数后期，5000 rmin-1离心5 min收集菌体，用生理盐水洗涤2次后重悬菌体，调节OD600到5.0，放4℃保存。为降低接种误差，接种时用生理盐水进行梯度稀释。
1.3菌株培养基中降解除草剂

3株细菌在基础盐培养基中降解除草剂的试验条件如下：绿麦隆浓度为10 mgL-1，其他除草剂浓度均为30 mgL-1；菌株的接种量1%(v：v)；培养条件为30℃、150 rmin-1。试验设置3个重复。分别在0、20、36、60和84 h时取样，测定培养基中的除草剂浓度。
1.4基础盐培养基检测样品的制备
取培养液2 ml，于12000 rmin-1离心5 min，取上清液1 ml到10 ml刻度试管中，加4 ml二氯甲烷剧烈振荡，静置15 min分层后收集有机相，加入过量无水硫酸钠脱水，取1 ml二氯甲烷提取液于离心管中，待二氯甲烷挥发完全后，用甲醇定容至200 μl，上机检测。
1.5土壤样品的采集及预处理
实验用红壤（富铝湿润富铁土）取自南京土壤研究所江西鹰潭红壤站，马肝土（潴育性水稻土）取自江苏省农科院，潮土（壤性盐潮土）取自江苏射阳县农田，所取土样均为土壤表层土(0～10 cm)，之前从未使用异丙隆，土壤的物理化学性质见表1。样品取回后置于阴凉通风处自然风干，碾磨后过200目筛。称取150 g预处理土壤到三角瓶中，121℃湿热灭菌2 h。待冷却后加入异丙隆使其终浓度为30 mgkg-1，样品30℃避光静置24 h，确保异丙隆被土壤充分吸附。

表1 土壤的物理化学性质

Table 1 Physico-chemical properties of the soil in the experiment

	土壤

Soil type
	有机质

Organic matter

(gkg-1)
	pH(H2O)
	土壤组成

Mechanical composition

	
	
	
	砂

Sand
	粉粒

Silt
	黏土

Clay

	
	
	
	[image: image2.wmf]0

5

10

15

20

YBL1

YBL2

YBL3

Retention rate of

isoproturon in soil (%)

异丙隆残留率

C

N

CK


	[image: image3.wmf]0

20

40

60

80

100

红壤

Red soil

马肝土

Magan soil

潮土

Flvo-Aquic

soil

Retention rate of isoproturon in

soil (%)

异丙隆残留率

YBL1

YBL2

YBL3

(gkg-1)
	

	红壤

Red soil
	9.1
	4.57
	333
	413
	83

	潮土

Flvo-Aquic soil
	4.3
	8.27
	750
	113
	137

	马肝土

Magan soil
	19.4
	6.72
	233
	393
	374


1.6 菌株降解土壤中异丙隆的实验方法
1.6.1 菌株在不同土壤中降解异丙隆   吸取适量菌悬液接种含30 mgkg-1异丙隆的马肝土、潮土和红壤，使菌体的终浓度为107 CFUg-1土；加入无菌水，使土壤含水量为20%，用玻棒搅拌均匀后于30℃培养箱中避光静置1d，取样测定土壤中的异丙隆浓度。不接菌的对照在相同条件下操作，每样设3个重复。
1.6.2 接种量对菌株降解土壤中异丙隆的影响   吸取适量菌悬液接种含30 mgkg-1异丙隆的马肝土，使菌体的终浓度分别为103、104、105、106和107 CFUg-1土；加入无菌水，使土壤含水量为20%，用玻棒搅拌均匀后于30℃培养箱中避光静置1d，取样测定土壤中的异丙隆浓度。不接菌的对照在相同条件下操作；每样设3个重复。
1.6.3 温度对菌株降解土壤中异丙隆的影响   吸取适量菌悬液接种含30 mgkg-1异丙隆的马肝土，使菌体的终浓度为107 CFUg-1土；加入无菌水，使土壤含水量为20%，用玻棒搅拌均匀后分别放16、25、30和37℃静置1d，取样测定土壤中的异丙隆浓度。不接菌的对照在相同条件下操作；每样设3个重复。
1.6.4 碳氮源对菌株降解土壤中异丙隆的影响   吸取适量菌悬液接种含30 mgkg-1异丙隆的马肝土，使菌体的终浓度为107 CFUg-1土；加入无菌水、葡萄糖水溶液和硝酸铵水溶液，加入葡萄糖和硝酸铵的终浓度均为100 mgkg-1，且土壤含水量为20%，用玻棒搅拌均匀后于30℃培养箱中避光静置1d，取样测定土壤中的异丙隆浓度。不接菌的对照在相同条件下操作；每样设3个重复。
1.6.5 土壤含水量对菌株降解异丙隆的影响   吸取适量菌悬液接种含30 mgkg-1异丙隆的马肝土，使菌体的终浓度为107 CFUg-1土；加入无菌水，使土壤含水量分别为10%、20%、30%和40%，用玻棒搅拌均匀后于30℃培养箱中避光静置，在1d和2 d时取样测定土壤异丙隆浓度。不接菌的对照在相同条件下操作；每样设3个重复。
1.7土壤检测样品的制备方法
土壤中异丙隆的提取参照文献[9,16]并做适当修改。采用多点取样方式从本文1.6节所述实验的样品中取出部分土壤，混合后放50℃烘干30 min，称烘干样品1.0 g，加等量无水硫酸钠，碾磨1 min，全部转移至20 ml磨口试管中，加5 ml的二氯甲烷，剧烈振荡1 min，静置30 min，量取二氯甲烷提取液1 ml转至1.5 ml离心管，待二氯甲烷挥发完全后，加甲醇1 ml重溶沉淀，用微孔滤器（孔径0.22 µm）过滤后放-20℃冷冻保存或直接上机检测。
1.8 检测条件
水相样品和土壤样品中的异丙隆检测采用HPLC法。检测条件如下，液相色谱仪为Waters 600，配备C-18反相柱(Φ5 μm, 4.6 × 250 mm i.d., Agilent, USA)；流动相为甲醇:水(7:3；v:v)，流速1 mlmin-1；检测器为紫外检测器，异丙隆检测波长为241 nm；进样量20 µl。除检测波长外，其他除草剂的检测条件同异丙隆的检测，绿麦隆、敌草隆、伏草隆、利谷隆和敌稗的检测波长为243 nm。
化合物的浓度采用外标法按峰面积定量，除草剂残留率的计算公式：
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，ν为除草剂残留率，Ct为接菌土壤样品的除草剂浓度，CC为对照土壤（未接菌）的除草剂浓度。
1.9 数据处理
实验数据用Microsoft Excel进行计算处理和作图，并用SPSS 10.0进行方差分析。

2 结果与分析

2.1菌株基础盐培养基中降解除草剂
菌株在基础盐培养基中降解除草剂的实验结果表明(图1)，菌株YBL1可以高效地降解异丙隆、绿麦隆、敌草隆和伏草隆，40 h的降解率均达90%以上；菌株对敌稗和利谷隆的降解效果较差，80 h的降解率低于30%。YBL1对苯脲类除草剂的降解效果与YBL2和YBL3两菌株相一致[14]。
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—◇—绿麦隆Chlorotoluron，—◆—异丙隆Isoproturon，—■—伏草隆Fluometuron，—▲—敌草隆Diuron，—△—利谷隆Linuron，—□—敌稗Propanil
图1 菌株YBL1在培养基中降解除草剂

Fig.1 Degradation of various herbicides by strain YBL1 in medium
2.2菌株在不同土壤中降解异丙隆

菌株在马肝土、潮土和红壤等土壤中降解异丙隆的实验结果表明(图2)，3株细菌在马肝土中降解异丙隆的效率较高，24 h异丙隆降解率达90%以上；在潮土中，YBL1和YBL2的降解效果较差，YBL3的降解率达60%；24 h的检测表明3株细菌不能降解红壤中的异丙隆。前期的培养基实验[14]表明，pH低于5.0时，3株细菌降解异丙隆的效果较差，相关的研究亦曾指出，pH是影响菌株降解异丙隆的重要因素[10,15]。实验用马肝土的pH 6.7位于菌株降解异丙隆的最适pH附近[14]；而实验用红壤的pH 4.5处于菌株降解能力受限pH范围内，这可能是造成菌株在土壤中降解异丙隆能力差异的主要因素。
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图2 菌株降解3种土壤中的异丙隆
Fig.2 Degradation of isoproturon by the strains in three different types of soils 
2.3接种量对菌株降解土壤中异丙隆的影响
接种量影响土壤中异丙隆降解的实验结果表明(图3)，当菌体的接种浓度低于105 CFUg-1土时，3株细菌的降解效果均较差，甚至不能降解，当菌株浓度大于106 CFUg-1土时，3株细菌对土壤中异丙隆的降解效率达到90%以上。实验表明接种量是影响菌株降解土壤中异丙隆效率的重要因素。
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图3 接种量对菌株降解马肝土中异丙隆的影响

Fig.3 Effect of dosage of inoculum on degradation of isoproturon by isoproturon-degrading strains in Magan soil 
2.4温度对菌株降解土壤中异丙隆的影响

温度影响菌株降解土壤异丙隆的实验结果表明(图4)，菌株降解土壤中异丙隆的速率和土壤温度呈正相关关系：16℃时，3株细菌降解土壤中异丙隆的效果最差，降解率低于5%；25℃时，菌株的降解效果较好；30℃和37℃时，菌株的降解效率最高，24 h的降解率均高于80%。
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Sun等[14]研究发现，菌株在基础盐培养基中降解异丙隆的最适温度为30℃，37℃的降解效率明显低于30℃下的降解。在本实验中，菌株在30℃和37℃的土壤中的降解效果相当。这可能是因为温度既能影响菌株的降解能力，也能影响除草剂在土壤中的分布以及形态[17]。具体到本实验，温度的升高（高于最适降解温度）虽使菌株降解能力下降，但土壤中异丙隆的降解率并未降低，这可能是因为温度的升高提高了异丙隆在土壤中的移动性，有利于菌株接触并吸收异丙隆，从而弥补了菌株降解活力降低所造成的损失。
图4 温度对菌株降解马肝土中异丙隆的影响
Fig.4 Effect of temperature on degradation of isoproturon in Magan soil by isoproturon-degrading strains
2.5碳氮源对菌株降解土壤中异丙隆的影响

碳氮源影响菌株降解土壤中异丙隆的实验结果表明(图5)，菌株在添加葡萄糖的土壤中的降解速度最高，只添加水的土壤次之，在添加硝酸铵的土壤中的异丙隆降解速率最低，但三种土壤条件下的异丙隆降解率均较高，24 h时的降解率均达到80%。
异丙隆的分子式为C12H18ON2，其C/N比为6，低于菌株生长最适C/N比。在土壤中添加易于被菌株利用的葡萄糖，有利于菌株对异丙隆的综合利用；菌株降解异丙隆的初期即可获得充足的氮源[10]，氮源的添加反而不利于菌株降解异丙隆。
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图5 添加碳氮源对菌株降解土壤中异丙隆的影响

Fig.5 Effect of supplementation of carbon (C) or nitrogen (N) source on degradation of isoproturon in Magan soil by isoproturon-degrading strains
2.6土壤含水量对菌株降解异丙隆的影响

土壤含水量影响异丙隆降解的实验结果表明(图6)，在土壤含水量低于40%时，菌株在土壤中降解异丙隆的效率与土壤含水量呈正相关关系，不过菌株的降解率均达到80%。
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图6 土壤含水量对菌株降解异丙隆的影响
Fig.6 Effect of soil moisture on degradation of isoproturon in Magan soil by isoproturon-degrading strains
土壤含水量与土壤的通气性密切相关：土壤的含水量越高，则土壤的通气性越差；理论上Sphingobium属的菌株为好氧菌株[18]，其在土壤通气较好土壤中的降解能力应优于在通气较差下的降解能力，但实验结果刚好相反。此种情况可能源于土壤含水量的增加不但影响土壤的通气性，也影响到除草剂在土壤中的扩散和除草剂的解吸附[17]，即土壤含水量的增加有利于异丙隆在土壤中移动，从而利于菌株吸收异丙隆，这可能就是在土壤含水量较高时菌株降解率反而增高的原因。

3结 论

土壤类型 、土壤含水量、菌株接种量、温度和土壤碳氮含量均能影响3株Sphingobium属细菌降解异丙隆的效果，其中土壤类型、温度和菌株接种量对菌株在土壤中降解异丙隆效率的影响尤为明显。细菌在马肝土(pH 6.7)中高效降解异丙隆，菌株YBL3在潮土(pH 8.2)中的降解率也较高，3株细菌对红壤(pH 4.6)中异丙隆的降解较差；当接种量高于106 CFU g-1土时，菌株可以较快地降解土壤中的异丙隆；土壤含水量低于40%时，菌株降解异丙隆的速率与土壤含水量呈正相关；在16～37℃范围内，菌株降解异丙隆的速率与温度亦呈正相关关系。
通过本研究亦可发现，只要条件适当，在异丙隆污染土壤中接种降解菌株可以有效地降低土壤中的异丙隆残留，该方法可作为该类除草剂污染土壤修复的有效方法。
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CHARACTERISTICS OF ISOPROTURON DEGRADATION IN SOILS BY STRAINS OF Sphingobium
Sun Jiquan  Liang Bin  Huang Xing  Zhao Yukun  Li Shunpeng†
(Key Lab of Microbiological Engineering of Agricultural Environment, Ministry of Agriculture, College of Life Science, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095,China)

Abstract  Through inoculation of isoproturon-degrading bacteria into soils different in environmental conditions, characteristics of the degradation of isoproturon in the soils by strains Sphingobium sp. YBL1, YBL2 and YBL3 were studied, and effects of soil type, temperature, soil moisture, inoculation dosage and carbon/nitrogen source on the degradation were analyzed. It was found that strains YBL1, YBL2 and YBL3 could efficiently degrade isoproturon (>80%) in Magan soil (pH 6.7), but could not in Red soil within 24 hours. The degradation rates of isoproturon in Magan soil by these three strains were positively related to soil moisture (10%-40%) and temperature (16-37°C). When the dosage of inoculation was less than 105 CFU per gram soil all these three strains were unable to degrade isoproturon in soil in 24 hours after incubation. Supplementation of glucose could enhance degradation of isoproturon in Magan soil by these strains, while the addition of NH4NO3 could do reversely.
Key words  Isoproturon; Biodegradation; Soil; Phenylurea herbicide
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