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  阿特拉津 [ 2�chloro�4�( ethylamino )�6�( isopropy�
lamino)�1, 3, 5�trazine] ,又名莠去津, 是一种广泛使

用的三嗪除草剂,其作用方式是破坏植物体中叶绿

体光系统 II( PSII) , 主要用于玉米、高粱和甘蔗田杂

草的防除。该除草剂在世界范围内使用已经 40多

年,但由于其溶解性较好,迁移率较高, 残留期长, 在

世界上许多地区引起土壤和地下水的污染, 从而引

起许多国家政府和科学家的重视。随着我国农业的

发展和阿特拉津在我国的推广使用, 阿特拉津所带

来的环境问题也日趋严重, 已经造成了许多重大损

失和环境污染
[ 1~ 5]

。像阿特拉津这样的长效除草剂

污染带来的一个直接后果就是后茬作物难以生长,

对于这样的问题,使用微生物的原位修复是解决污

染的最好的方法,因为微生物作用干净彻底, 不会带

来二次污染。本实验在实验室条件下, 对从土壤中

分离到的两株能够以阿特拉津为唯一碳氮源的降解

菌株在未灭菌土壤中对阿特拉津的原位修复做了初

步研究,发现通过对土壤中投加一定量的降解菌剂

可以非常好的消除土壤中的除草剂, 并且解除除草

剂对植物药害作用, 为进一步的应用实践提供了必

要数据。

1  材料与方法

1. 1  供试菌株和植物

菌株 BTAH1(微小杆菌属, Exiguobacterium sp. )

和AG(节杆菌属, Arthrobacter sp. )均为本实验室从

土壤中分离得到。

实验所用植物为苏麦 7号。

1. 2  供试土壤

供试土壤为南京农业大学试验农场采集的田间

表层土( 0~ 30 cm) ,土壤经风干, 过筛( 5 mm) , 备用。

其基本性质如下: 土壤为重壤土, pH为 6. 94,有机质

含量 22. 9 g kg
- 1

,该土壤从未使用过阿特拉津。

1. 3  培养基

实验中所用培养基为 LB 培养基稀释 10 倍, 简

称 1/ 10 LB培养基。

1. 4  降解菌剂的制备

分别将菌株 BTAH1 和 AG 划线到含有 1 000

mg L- 1阿特拉津的 1/ 10 LB 固体平板上, 挑取具有

水解圈的单菌落接种于 100 ml的 1/ 10 LB液体培养

基中。30 ! 培养 24 h, 计数后, 6 000 r min- 1离心 10

min, 用新鲜的 1/ 10 LB 培养基洗涤菌体, 6 000
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r min
- 1
离心 10 min,以新鲜的 1/ 10 LB重悬菌体,控

制菌体浓度为每 ml约 109 个, 备用。

1. 5  阿特拉津的施用和降解菌的接种
实验设 4 个处理, 每处理用土 2. 5 kg, 重复 3

次。4 个处理分别为: ( 1)空白处理(以 �空白�表
示) , 施用 100 ml新鲜的 1/ 10 LB; ( 2)对照处理(以

� CK�表示) ,施用50 mg kg- 1的阿特拉津和100ml新

鲜的 1/ 10 LB培养基; ( 3)使用 BTAH1菌株处理(以

� BTAH1�表示) , 施用 50 mg kg- 1的阿特拉津和 100

ml 1/ 10 LB 液体培养基摇瓶培养的 BTAH1 菌液;

( 4)使用 AG菌株处理(以� AG�表示) , 施用 50 mg

kg- 1的阿特拉津和 100 ml 1/ 10 LB液体培养基摇瓶

培养的AG菌液。

施用除草剂 7 d后向处理组均匀喷洒相应的细

菌培养液,再过 7 d播种小麦。每盆( 30 cm ∀ 40 cm)

约播种300粒小麦, 最后定苗约 150株,即每组最后

约450株。

1. 6  土壤中阿特拉津的提取和测定

称取 10 g待测土样, 加入 30 ml甲醇,剧烈振荡

1 h后,静置 24 h, 再振荡30 min, 10 000 r min- 1离心

10 min,小心取出上清液。将上清液用 � 45 �m 的细

菌滤膜过滤后, HPLC测定。

1. 7  小麦植株的检测

自小麦播种后 20 d, 取各个处理中的小麦各 50

株进行如下分析: ( 1)量取小麦地上部分和根的长

度,计算平均值; ( 2)称取每 10株小麦地上部分和根

的总鲜重,进行分析。

1. 8  降解菌基因组 DNA的提取

菌株活化, 挑单菌落,接 3 ml 培养基中,于 30 !
剧烈振荡培养过夜, 10%接种量转接至 50 ml 1/ 10

LB液体培养基培养至稳定期。离心收集菌体, 提取

基因组DNA[ 6] ,备用。

1. 9  降解基因保守片段的扩增
按照已经报道的引物序列[ 7] ,对降解菌中阿特

拉津降解基因的保守片段进行了 PCR扩增。

2  结  果

2. 1  降解菌对土壤中阿特拉津的降解效果

结果表明, 当投加菌体数量为每 g 土 108个时,

8 d后,投加 AG 菌株的土壤中, 阿特拉津的浓度降

至1. 53 mg kg- 1, 降解率为 96. 9% ; 投加 BTAH1菌

株的土壤中,阿特拉津的浓度降至 1. 79 mg kg
- 1

,降

解率为 96. 4% ,并且AG的降解过程略快于 BTAH1。

而对照土壤中阿特拉津一直维持在一个较高水平, 8

d后为47. 1mg kg- 1, 27 d后仍然有46. 2 mg kg- 1(图

1)。由此可以看出,外源降解菌的投加对于土壤中

阿特拉津的快速降解有非常明显的贡献, 对照土壤

由于从未使用过阿特拉津,降解过程缓慢, 这与阿特

拉津在土壤中难以降解的报道是一致的
[ 5]
。

图 1 降解菌对土壤中阿特拉津的降解效果

图 2 降解菌处理对小麦长势的影响

2. 2  降解菌的修复作用对小麦生长的影响

2. 2. 1  降解菌的修复作用对小麦长势的影响   
为了进一步验证降解菌对土壤修复的作用, 在投加

降解菌 7 d后, 在各组土壤中播种了对阿特拉津比

较敏感的作物 # # # 小麦, 观察降解菌的投加对消除

除草剂药害的影响。结果显示, 降解菌的投加对小

麦的长势有非常明显的影响(图 2)。对照小麦(每

kg 土施用 50 mg阿特拉津的土壤中生长的小麦)植

株平均高度为 16. 8 cm,平均根长为 7. 6 cm,这一结

果明显小于空白小麦, 平均植株高度比空白矮 7. 4

cm, 而平均根长约短 3. 3 cm。投加 AG菌株的小麦,
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平均植株高度为 24. 5 cm, 比对照高 7. 7 cm, 而平均

根长为11. 3 cm, 比对照长 3. 7 cm;投加 BTAH1菌株

的小麦,平均植株高度为 24. 7 cm,比对照高7. 9 cm,

平均根长为 11. 0 cm, 比对照长 3. 4 cm。可以这样

说,当含有除草剂的土壤被降解菌处理 7 d后, 小麦

的生长状况就得到了明显的改善,不论从植株的高度

还是根长来看,都基本达到空白的生长水平。为了进

一步分析降解菌的施用对小麦生长状况的影响,本研

究对小麦地上部分和根的鲜重进行了比较和分析。

2. 2. 2  降解菌的施用对小麦鲜重的影响   降解

菌的投加对小麦各部分鲜重的影响也非常明显(图

3)。对照中小麦平均每株植株地上部分的鲜重只有

0. 163 g,而平均每株植株根的鲜重仅 0. 012 g, 分别

比空白低 0. 078 g和 0. 031 g;而投加AG的小麦平均

每株植株地上部分鲜重达 0. 257 g, 比对照增加了

0. 094 g,小麦平均每株根的鲜重为 0. 058 g, 比对照

增加 0. 457 g; 投加 BTAH1菌株的小麦平均每株植

株地上部分鲜重达 0. 213 g,比对照增加 0. 050 g,小

麦平均每株根的鲜重为 0. 038 g, 比对照增加 0. 027

g。这一结果显示,投加降解菌 AG的效果好于降解

菌 BTAH1的效果, 而从土壤测定的结果来看,两个

菌株的降解效果的差异不显著, 且投加降解菌 AG

的土壤中生长的小麦的植株鲜重也高于空白小麦,

显示该菌株可能具有促进植物生长的作用。

图 3 降解菌的施用对小麦鲜重的影响

2. 3  两株降解菌降解中间产物的比较

实验结果显示, AG 的降解效果要略好于

BTAH1,尤其是短期降解效果,因此推测两个菌株在

降解途径上可能存在某种差异, 我们用液相色谱对

其降解中间产物做了初步研究。

A:未接菌的培养基水相; B:氰尿酸标准样品; C:接种 BTAH1两天后的培养基水相; D:接种AG两天后的培养基水相

图 4 两株降解菌降解中间产物的比较
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  在甲醇∃水= 80∃20、流量为 1. 0 ml min
- 1
、检测

波长为 226 nm 时, 阿特拉津的出峰时间约为 5. 5

min左右(图 4A) , 氰尿酸的出峰时间约为 3. 1 min

左右(图 4B)。由于阿特拉津在水中的溶解度较小,

因此图 4A 中看到的阿特拉津的峰高是其饱和浓度

的峰高。经过两天的降解, 两个菌株的培养基中的

阿特拉津浓度均大幅下降, 但是 AG的培养基中出

现了氰尿酸的累积 (图 4C、图 4D)。进一步研究发

现, BTAH1始终没有出现氰尿酸的累积,但是 AG的

培养基中随着时间的增加, 氰尿酸的量也增加。并

且 BTAH1 可以利用氰尿酸为唯一氮源生长, 但是

AG却不能。氰尿酸是阿特拉津代谢中的一个重要

产物, 一般来说可以降解氰尿酸就可以将阿特拉津

的三嗪环打开后彻底降解
[ 9~ 11]

。因此可以判断

BTAH1可将阿特拉津彻底降解,而AG却不可以。

2. 4  两株降解菌降解基因保守片段的检测
为了进一步解释这一现象,本研究对两株菌的

降解基因作了初步探索。根据已报道的引物序

列
[ 7]

,我们以已报道的菌株假单胞菌ADP的基因组

DNA为阳性对照, 对这两个菌株的阿特拉津降解基

因的保守片段进行了 PCR扩增。从图 5 中可以看

出, 菌株 AG的基因组 DNA没有扩增出与阿特拉津

氯水解酶( atzA)同源的序列, 而 BTAH1则具有这个

特异性条带; BTAH1和 AG均能扩增出与阿特拉津

另外两个基因的保守片段。测序结果也表明, 这些

扩增出的条带是与阿特拉津代谢相关的保守片段。

说明菌株 AG 中很有可能不具有阿特拉津氯水解

酶,所以它对阿特拉津的降解很有可能不从脱氯开

始,而直接从脱氮乙基开始。脱氯作用不会给微生

物带来任何碳源和氮源, 而氮乙基则可直接为微生

物提供生长所需要的能源和碳源等物质。而这一差

异可能会在土壤中表现为,菌株 AG可以比 BTAH1

从阿特拉津优先得到生长所需要的物质, 这样它会

比 BTAH1更优先利用阿特拉津,所以造成它对阿特

拉津的降解快于 BTAH1。

图 5 两株降解菌降解基因保守片段的检测

3  讨  论

本研究初步探讨了两株阿特拉津降解菌在未灭

菌土壤中对阿特拉津的降解状况以及降解菌的施用

对植物生长的影响, 发现在实验室条件下,降解菌可

以在较短的时期内使土壤中的除草剂浓度下降至一

个较低水平,从而使敏感作物(小麦)可以良好地生

长。国外很多文献报道, 也发现降解菌的投加可以

加速土壤中阿特拉津的降解[ 12~ 14] , 但是仍然存在

很多问题,如降解需要的时间比较长,或者需要反复

多次投加菌剂才可以有一定程度的降解, 这些都是

限制降解菌使用的因素。而本实验结果表明, 在合

适的环境下施用降解菌,只需要一次投加菌剂, 在较

短的时间内就可以达到比较好的降解效果, 使后茬

敏感作物可以较好的生长, 而不受除草剂的抑制。

实验中, 两株降解菌表现出不同的降解方式,尤其植

物的生长方面,尚有两个问题值得探讨: ( 1) AG在短

期内表现出较好的降解效果, 可能与其降解途径有

很大关系,但是这也造成它不能够完全矿化阿特拉

津, 虽然 BTAH1在本实验中短期降解速度较慢, 但

是由于其代谢途径完全,可以完全矿化阿特拉津,因
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此我们认为对于土壤的原位修复来说, 它具有更为

重要的意义。但是在一些需要快速解决的突发性事

件中,AG菌株则具有更加明显的优势。我们认为对

于不同降解菌的不同降解特性研究对于降解菌株的

推广应用也是十分必要的。( 2)实验结果显示, 经

AG处理后的土壤中的小麦长势好于经 BTAH1处理

的小麦,但是播种时, 以及播种后,两种土壤中阿特

拉津的残留量并没有显著差异,由此可以推断这种

优势并不是由于它的降解能力造成的。因此对于降

解菌在土壤中的行为, 以及它对于植物的作用可能

还因菌株的不同而有所差异, 需要进一步研究。
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