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甲磺隆降解菌 FLDA 的分离鉴定及其降解特性研究3
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(南京农业大学生命科学学院 ,农业部农业环境微生物工程重点开放实验室 ,南京　210095)

摘　要 　　从生产甲磺隆的农药厂内采取污泥 ,经驯化富集后筛选到一株能高效降解甲磺隆的细菌

FLDA ,根据表型特征、生理生化特性及 16S rDNA 序列同源性分析 ,将 FLDA 初步鉴定为假单胞菌 ( Pseudomonas

sp) 。该菌能在含甲磺隆 (30 mg L - 1)的基础盐液体培养基中降解甲磺隆 ,5 d 降解率达 7216 % ,该菌降解甲磺

隆的最适 pH为 710 ,最适温度为 30 ℃,该菌降解甲磺隆的速率和起始接种量呈正相关。酶的定域实验表明 ,

该菌中甲磺隆水解酶为胞内酶。FLDA 投加土壤 ,可提高土壤中甲磺隆的降解速率。
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　　甲磺隆是 20 世纪 80 年代由美国杜邦公司开

发的一种磺酰脲类除草剂 ,它通过抑制植物体内

乙酰乳酸合酶 (ALS) ,阻碍细胞分裂而达到杀草

目的[1 ,2 ] 。甲磺隆具有极高的活性和极强的选择

性 ,土壤中少量的残留即可对后茬敏感作物产生

药害 ,造成经济损失 ,所以该除草剂在土壤中的

残留对后茬作物药害的问题受到普遍关注[1 ,3 ,4 ] 。

微生物对土壤中的农药降解起着重要作用 ,分离

筛选能够高效降解甲磺隆的微生物是人们进行

甲磺隆环境污染治理、土壤生物修复的一种有效

途径。目前国内外对于甲磺隆降解菌的报道较

少 ,Zanardini 分离了一株荧光假单孢菌 ( Pseu2
domonas fluorescens) 以共代谢的形式降解甲磺隆 ,

14 d 的降解率为 21 %[5 ] ,Boschin 获得了一株黑曲

霉 ( Aspergillus niger) 以共代谢降解甲磺隆 ,28 d 的

降解率为 33 %[6 ] 。沈东升分离了一株青霉菌

( Penicillium sp ) ,投加甲磺隆污染土壤中 ,可使甲

磺隆在土壤中的半衰期由对照的 2717 d缩短到

1615～1818 d[7 ] 。本实验室开展了甲磺隆降解菌

株的筛选工作 ,获得一株降解细菌 ,命名为 FL2
DA ,该菌降解甲磺隆的性能优良 ,并对该菌的分

类鉴定、降解特性与甲磺隆水解酶的定域进行了

初步研究 ,以期为甲磺隆的生物降解与污染土壤

的生物修复提供理论依据。

1 　材料与方法

111 　试剂与培养基

甲磺隆原药购自江苏省常州农药厂 (纯度为

9817 %) 。基础盐培养基 : NaNO3 410 g ,KH2 PO4115 g ,

Na2HPO4 015 g , FeCl3 01005 g , CaCl2 0101 g ,葡萄糖

012 g ,酵母浸提膏 0102 g ,蒸馏水 1 000 ml ,pH710。

LB 培养基 :NaCl 10 g ,酵母膏 5 g ,蛋白胨10 g ,蒸馏

水1 000 ml ,pH710 ,固体培养基加入 2 %的琼脂。向

基础盐培养基中加入不同体积甲磺隆母液

(1 000 mg L - 1)制成各浓度甲磺隆培养基。

112 　甲磺隆降解细菌的富集、分离和纯化

取江苏省常州农药厂生产车间下水道污泥。在

100 ml 浓度 20 mg L - 1甲磺隆基础盐培养液中加入

1 g污泥 ,30 ℃、170 r min - 1摇床培养 7 d 后 ,以 1 %接

种量转接至相同浓度的甲磺隆富集培养液中 ,连续

富集、转接 5 次。富集培养液经测定有降解效果后

提高富集培养液中甲磺隆的浓度至30 mg L - 1 ,继续

富集。转接 5 次经测定验证降解效果后 , 在

30 mg L - 1的甲磺隆基础盐固体培养基平板上接入

012 ml富集液涂布 ,30 ℃培养。待平板上出现单菌

落后 ,挑取单菌落划线分离 3～4 次进行纯化 ,纯化

后将菌株转接至含甲磺隆 30 mg L - 1的基础盐液体
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培养基试管中 ,30 ℃、170 r min - 1摇培 ,验证单菌的

降解效果。

113 　分析测定方法

11311 　甲磺隆测定 　　紫外扫描仪 (岛津 UV2
2401PC) 测定 :取 1 ml 培养液 ,离心 ,取上清液于

10 ml刻度试管中 ,加 4 ml 的二氯甲烷 ,剧烈振荡后

静至分层 ,弃水相收集有机相 ,加入过量无水硫酸钠

饱和残留的少量水分 ,上机 ,于 200～400 nm 连续扫

描测定 ,特征吸收峰为 235 nm。

液相色谱法测定 : 采用高效液相色谱仪

(Waters600) ,使用可变波长紫外检测器 ,分离柱为

20 cm 长内填有 C18 的反相柱。流动相为甲醇/ 水
(70∶30 ,v/ v) ,流量为 1 ml min - 1 ,可变波长紫外检测

器的工作波长为 235 nm ,进样量为 20μl ,按峰面积

定量。取 1 ml 培养液 ,离心 ,取上清液于 10 ml 刻度

试管中 ,加 4 ml 的二氯甲烷 ,剧烈振荡后静至分层 ,

弃水相收集有机相 ,收集有机相过无水硫酸钠柱 ,收

集液体 ,N2吹干 ,甲醇定容至 1 ml ,上机检测。甲磺

隆提取效率实验结果表明二氯甲烷萃取甲磺隆回收

率可达 95 %。

11312 　菌株生长量的测定 　　以未接种的培养基

作空白对照 ,用 722 型分光光度计在 600 nm 波长下

测定菌悬液的 OD 值。

114 　菌株的鉴定

菌株形态及生理生化特性测定参照文献 [ 8 ]进

行。菌株 16S rDNA 的克隆及序列测定和比较参照

文献 [ 9 ]。提取 FLDA 的总 DNA 进行 16S rDNA 扩

增。用于 16S rDNA 的 PCR 反应的引物为一对细菌

16S rDNA 扩增通用引物 (上海博亚生物技术有限公

司合 成 ) 。正 向 引 物 : 5′2AGAGTTTGATCCTGGC2
TCAG23′( Escherichia coli 对应位置为 8～27) ;反向引

物 : 5′2AAGGAGGTGATCCAGCCGCA23′( E. coli对应

位置为 1541～1522) 。以 FLDA 总 DNA 为模板 ,

25μl 体系为 :模板 1μl , dNTP(25 mmol L - 1) 2μl ,引

物 (1 mmol L - 1 ) 各 1μl , 10 ×Taq 缓冲液 215μl ,

Mg2 + (25 mmol L - 1) 115μl , Taq 酶 (5Uμl - 1) 013μl ,

超纯水 1517μl。聚合酶链式反应条件 :95 ℃,3 min ;

94 ℃,1 min ; 52 ℃, 1 min ; 72 ℃, 3 min ; 循环 30 次 ,

72 ℃延伸 10 min。PCR 产物采用 Vitagene 公司的试

剂盒纯化后酶连至 pMT218 载体 (TAKARA 公司) ,转

化 E1 coli DH5α感受态细胞 ,挑取阳性克隆 ,验证插

入片断后测序 (由上海博亚生物技术有限公司完

成) 。将测序结果与 GenBank 中的 16S rDNA 序列进

行同源性比较。从 GenBank 中调取亲缘关系近的假

单胞菌 12 个菌株的 16S rDNA 序列用于系统发育学

分析 ,16S rDNA 全序列用 MEGA version 2 软件包排

序 ,用 MEGA version 2 软件包中的 Kimura22Parameter

Distance 模型计算进化距离 ,用 Neighbor2Joining 法构

建系统发生树 ,1 000 次随机抽样 ,计算自引导值

(Bootstrap) 以评估系统发生树的置信度。

115 　甲磺隆的降解速度与 FLDA生长速度测定

挑取 FLDA 单菌落于 3 ml LB 液体培养基中 ,

30 ℃、165 r min - 1振荡培养 24 h ,获得新鲜菌液。在

30 mg L - 1甲磺隆基础盐液体培养基中 ,接入 3 %的

新鲜菌液 ,于 30 ℃摇床培养 (170 r min - 1) ,分别于第

0、015、1、115、2、215、3、315、4、415、5 天取样 ,测定甲

磺隆的含量及菌体生长量 (以下各处理培养与检测

条件与本处理相同) ,以不接菌液为空白对照。

116 　FLDA降解甲磺隆的影响因素

11611 　温度 　　将菌株接种于含30 mg L - 1甲磺隆

的基础盐培养基中 ,分别在 25、30、37、40 ℃摇培 ,分

别于第 0、1、2、3、4、5 d 取样 ,检测甲磺隆含量。

11612 　pH 　　将菌株接种于含 30 mg L - 1甲磺隆的

不同 pH 值 (510、610、710、810、910、1010、1110) 的基

础盐培养基中 ,摇培 ,分别于第 0、1、2、3、4、5 天取

样 ,取样检测甲磺隆含量。

11613 　细菌接种量 　　将菌株分别按 1 %、2 %、

5 %、10 %、20 %的接种量接入 100 ml 的 30 mg L - 1甲

磺隆基础盐培养基中 ,摇培 ,分别于第 0、1、2、3、4、5

天取样检测甲磺隆含量。

11614 　通气量 　　在250 ml三角瓶中分别装入 30、

50、70、100、150、180 ml 的 30 mg L - 1甲磺隆基础盐液

体培养基 ,按 3 %接种量接种菌株 FLDA 摇培 ,分别

于第 215、5 天取样检测甲磺隆含量。

以上实验均以不接菌液为空白对照 ,每处理重

复 3 次。

117 　酶活力测定

粗酶液的制备参照文献 [ 10 ] 。酶活力测定方

法为甲磺隆浓度为 30 mg L - 1的 011 mol L - 1磷酸盐

缓冲液 (pH710) 3 ml ,加入粗酶液 100μl ,30 ℃条件

下反应 48 h 后 ,用 20μl 6 mol L - 1 HCl 终止反应 ,

12 000 r min - 1离心 5 min ,取上清液进行 HPLC 检

测 ,酶活力单位 (U) 定义为在本实验条件下 ,1 h 内

降解 1 nmol 甲磺隆的酶量定义为 1 个酶活力

单位。

118 　甲磺隆降解酶的定域实验

应用渗透休克原理[11 ,12 ] ,按下列步骤分步提

取。取步骤 115 中获得的菌液以 6 000 r min - 1离心
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10 min ,上清液 (S1)冻存 ;沉淀物 ( P1) 用 10 mmol L - 1

(pH810)盐酸三羟甲基氨基甲烷溶液 (Tris2HCl) 10 ml

重悬 ,离心 (6 000 r min - 1 ,10 min) ,洗涤 2 次 ,上清液

(S2)冻存 ;沉淀物 ( P2) 以 25 %的蔗糖溶液 10 ml 重

悬 ,于 25 ℃振荡 10 min , 以 13 000 r min - 1 离心

10 min ,上清液 (S3) 冻存 ;沉淀物 ( P3) 加冷超纯水重

悬 ,在冰浴中振荡 10 min ,以 13 000 r min - 1 离心

10 min ,上清液 (S4) 冻存 ;沉淀物 ( P4) 于10 mmol L - 1

(pH715) Tris2HCl 10 ml 溶液中重悬 ,在冰浴中超声

波破 碎 1 min , 间 隔 1 min , 重 复 5 次 , 以

15 000 r min - 1离心 20 min ,上清液 (S5) 冻存 ,沉淀物

(P5)弃去。将 S1、S2和 S3合并 ,即为胞外提取液 ,S4

为周质提取液 ,S5为膜内提取液。

119 　土壤降解实验

供试土壤为南京农业大学校园内采集的表层土

(0～30 cm) ,土壤经风干 ,过筛 (2 mm) ,备用。土壤

基本性质如下 :土壤为重壤土 ,pH为 6195 ,有机质含

量 2218 g kg - 1 ,该土壤未使用过甲磺隆。

处理一 :称取 15 g 土壤 ,加入甲磺隆药液 ,使土

壤中甲磺隆浓度为 10 mg kg - 1 ,加入 FLDA 菌液 ,混

匀 ,置于 30 ℃培养箱中黑暗条件下恒温培养 ,定时

取样测定甲磺隆在土壤中的残留量 ,以不加 FLDA

菌液为对照。

处理二 :供试土壤湿热灭菌 ,甲磺隆药液、FLDA

菌液的加入同上。以灭菌土壤不加 FLDA 菌液为

对照。

以上每处理均重复 3 次。

1110 　数据处理

实验所得数据 ,由 DPSV2100 版软件进行统计

分析和显著性分析。

2 　结果与讨论

211 　菌株的分离和鉴定及其生理生化性质

通过对污泥样品中微生物的分离和纯化 ,得到

一株甲磺隆降解菌 ,命名为 FLDA ,图 1、图 2 表明

FLDA 对甲磺隆的降解效果。检测结果表明该菌能

在含甲磺隆 (30 mg L - 1) 的基础盐液体培养基中降

解甲磺隆。同时 ,在实验中发现 FLDA 可在含药平

板上形成明显的透明圈 ,见图 3。

菌株 FLDA 为短杆状 , 017 μm ～ 111μm ×

113μm～216μm ,革兰氏染色阴性 ,不产芽孢 ,能运

动 ,有一根或数根极生鞭毛 ,菌体电镜照片见图 4。

在LB 平板上 30 ℃培养 24 h ,菌落白色、圆形、光滑、

图 1 　甲磺隆降解的连续紫外扫描图谱

Fig. 1 　UV scanning of degrading metsulfuron2methyl

图 2 　甲磺隆降解的液相色谱图 (左为对照 ,右为处理)

Fig. 2 　HPLC of degrading metsulfuron2methyl (Left :CK,Right :treatment)

图 3 　甲磺隆降解菌在含药平板上形成的透明圈

Fig. 3 　Metsulfuron2methyl degrading bacteria on an agar plate showing

　　　　　　　　　　　　　　　　clearing formed from the degradation of metsulfuron2methyl

不透明。菌株 FLDA 的生理生化性质 :甲基红反应、

V1P 反应、吲哚反应、淀粉水解、乙醇氧化、明胶液化

均呈阴性 ,氧化酶反应、接触酶、脲酶反应呈阳性 ,能

发酵葡萄糖、果糖产气。菌株 FLDA 的抗生素抗药

性检测结果表明[9 ] ,FLDA 对卡那霉素 (15μg g - 1) 、
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图 4 　FLDA 的电镜照片 ( ×12 000)

Fig. 4 　Electron microscopic photo of strain FLDA ( ×12 000)

庆大霉素(15μg g - 1)敏感 ,而对氨苄青霉素 (50μg g - 1) 、

链霉素 ( 30μg g - 1 ) 、四环素 ( 12μg g - 1 ) 、氯霉素

(20μg g - 1)不敏感。

212 　菌株 16S rDNA 的克隆及序列测定和比较

以 FLDA 的总 DNA 为模板 ,利用细菌 16S rDNA

通用引物进行 PCR 扩增 ,得到长度约为 115kb 的扩

增产物 ,测序由博亚公司完成 ,菌株 FLDA16S rDNA

序列 GenBank 登录号 DQ060242。根据 GeneBank 序

列同源性比较 ,菌株 FLDA 与 Pseudomonas putida AK2
5 ( GenBank 登录号为 AF447394) 同源性为99 % ,与

Pseudomonas putida ATCC17390 ( GenBank 登录号

AF094737)同源性为 99 % ,与 Pseudomonas plecoglossi2
cida ( GenBank 登录号为 AB00945711 ) 同源性为

99 % ,与 Pseudomonas sp1 HR 13 ( GenBank 登录号

AY03272511) 同源性为 99 % ,再结合生理生化特性

结果 ,可将该菌鉴定为假单孢菌 ( Pseudomonas sp) ,

FLDA 的系统发育树见图 5。

注 :图中各分支数值为菌株的系统分类距离 ,括号中的值为相关菌株的 GenBand 序列号 Numbers in parentheses represent the sequences’accession

　　　　　　　　　　　number in GenBank. The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap . Bar , 2 % sequence divergence

图 5 　基于甲磺隆降解菌株 FLDA 亲缘关系相近菌株 16S rDNA 序列的无根系统发育树

Fig. 5 　Phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequences of strain FLDA and relating species

213 　甲磺隆的降解速度与 FLDA生长速度的关系

由图 6 可知菌株的生长曲线和甲磺隆的降解曲

线相吻合。开始时菌株生长处于延迟期 ,对甲磺隆的

降解非常缓慢 ,随着菌株进入对数生长期 ,甲磺隆的

降解速率也增加 ,而到稳定期和衰亡期时 ,降解速度

又趋于缓慢 ,菌体培养至 5d 时降解率可达7216 %。

214 　甲磺隆降解的影响因素

21411 　温度 　　如图 7 所示 ,FLDA 在 30 ℃时对甲

磺隆的降解效果最好 ,可达 7311 %。在 25、37 ℃降

解效果有所下降 ,分别为 54 %和 48 %。当温度为

40 ℃时 ,菌体生长缓慢 ,甲磺隆降解率仅为22 %。

21412 　pH 值 　　如图 8 所示 ,甲磺隆的降解在

pH610～810 之间比较稳定 ,在 pH710 时降解效果最

佳 ,达 7413 %。培养基 pH值为 510 和 910 时对甲磺

隆的降解有影响 , 降解率分别下降为 4813 %和

3313 %。

21413 　细菌接种量 　　如图 9 所示 ,实验结果表明

接种量对甲磺隆的降解有一定影响 ,当接种量为

1 %～10 %时 ,甲磺隆的降解随着接种量的加大而加

快 ,而当接种量为 15 %时甲磺隆的降解速率与接种
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图 6 　FLDA 的生长及其对甲磺隆的降解曲线

Fig. 6 　Curves of degradation of metsulfuron2methyl and growth of strain

　　　　　　　　　　　　　FLDA in liquid basal medium

图 7 　温度对 FLDA 降解甲磺隆的影响

Fig17 　Influence of temperature on metsulfuron2methyl degradation

by strain FLDA

图 8 　pH对 FLDA 降解甲磺隆的影响

Fig. 8 　Influence of pH on metsulfuron2methyl degradation by strain FLDA

量为 10 %时降解速率相比无显著差异。

21414 　通气量 　　如图 10 所示 ,菌株对甲磺隆的

降解能力随着通气量的减少而递减 ,在装液量为

100 ml 时的降解效果最好达 7116 % ,装液量为 30、

图 9 　接种量对 FLDA 降解甲磺隆的影响

Fig19 　Influence of FLDA inoculation rate on degradation of

metsulfuron2methyl

图 10 　通气量对 FLDA 降解甲磺隆的影响

Fig. 10 　Influence of aeration on metsulfuron2methyl degradation by

strain FLDA

50、70 ml 时的降解率与 100 ml 时相比无显著差异。

当装液量为 180 ml 时 ,降解率下降为 5511 %。

215 　甲磺隆降解酶的定域实验

由图 11 可见 ,甲磺隆降解酶属于胞内酶 ,周质

空间几乎没有酶活 ,胞外提取液有少量酶活 ,推断

是细胞膜内的酶通过细胞膜和细胞壁泄漏到细

胞外。

216 　土壤降解实验

土壤降解实验结果见图 12。由图 12 可知 ,未

灭菌土壤加入 FLDA 后 ,甲磺隆降解速率加快 ,30 d

的降解率可达 4813 % ,而未灭菌土壤不加入 FLDA

的同期降解率仅为 9161 %。灭菌土壤加入 FLDA

后 ,30 d 的降解率为 3417 % ,而灭菌土壤不加 FLDA ,

甲磺隆基本不降解。实验结果表明 ,土壤投加入降

解菌后 ,可有效地提高甲磺隆的降解速率。
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图 11 　甲磺隆降解酶的定域实验

Fig. 11 　Distribution of enzyme in FLDA

图 12 　FLDA 在土壤中降解甲磺隆的效果

Fig. 12 　Metsulfuron2methyl degradation by strain FLDA in soil

3 　结　语

甲磺隆是使用量较大的除草剂之一 ,在农业生

产中发挥了巨大的作用 ,但由于其残效期长等原因 ,

往往会对后茬作物造成药害 ,造成经济损失 ,目前还

未有较好的方法解决这一问题[3 ,4 ] 。通过筛选除草

剂高效降解菌株 ,采用微生物原位修复在理论上是

一可行的方法 ,也有成功的报道[13 ] 。

目前国内外已报道的甲磺隆降解细菌与真菌的

降解率均在 20 %～35 %之间[5～7 ] ,而本实验分离获

得的甲磺隆降解菌 FLDA 在 5d 的降解率可达

7216 % ,降解能力优于已报道甲磺隆降解菌 ,且该菌

易培养 ,具有较好的应用前景。有关其降解甲磺隆

的分子生物学特性和降解途径 ,在土壤中的生态学

行为等有待进一步研究。
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF METSULFURON2METHYL DEGRADING STRAIN

FLDA AND ITS DEGRADATING CHARACTERISTICS

Huang Xing 　He Jian 　Pan Jijie 　Sun Jiquan 　Gu Lifeng 　Li Shunpeng

( Key Lab of Microbiological Engineering of Agricultural Environment , Ministry of Agriculture , Microbiology Department , College of Life Science , Nanjing

Agricultural University , Nanjing 　210095 , China)

Abstract 　A strain of FLDA capable of degrading metsulfuron2methyl aerobically was isolated from sludge collected from a

pesticide (metsulfuron2methyl) plant . Based on analysis of its 16S rDNA , morphology , physiological and biochemical characteris2
tics , strain FLDA was identified preliminarily as Pseudomonas sp . This strain of bactera could degrade 72. 6 % of 30mgL - 1 met2
sulfuron2methyl in liquid medium within 5days. The optimal pH and temperature for metsulfuron2methyl degradation was 7. 0 and

30 ℃, respectively. The degradation rate was related positively to initial inoculation rate. Enzyme distribution experiment showed

that the metsulfuron2methyl degradeing enzyme in the bacterium was endoenzyme. Strain FLDA could be used to degrade metsul2
furon2methyl in soil .

Key words 　Metsulfuron2methyl ; Pseudomonas sp ; Biodegradation
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