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　　河北省某地区是我国特种作物 —金丝小枣的主

要产区 ,由于农药的大量使用 ,导致农药残留污染影

响农产品品质 ,而且会造成地水的严重污染 ,直接危

害身体健康。微生物由于种类丰富 ,代谢途径多样 ,

其转化、降解各种化合物潜力巨大[1 ,2 ] 。从 20 世纪

60 年代开始 ,国内外就开展严重污染环境的异生物

质的微生物降解研究 ,筛选分离了大量降解性微生

物[3～5 ] ,并且开发了各种微生物降解制剂及配套产

品应用于原位生物修复[6～8 ] 。六六六 ( HCH) 是有机

氯类高毒、持久性污染物 ,虽然在我国已禁用 20 多

年 ,但在该地区的土壤中仍然存在 ;呋喃丹是氨基甲

酸酯类农药 ,由于其毒性大、残留高 ,近年虽已控制

使用但残留情况仍然严重。本文报道通过使用两株

农药降解菌株 BHC2A 与 CDS21 对土壤中严重超标、

广泛存在的六六六、呋喃丹的农药残留原位生物修

复情况。

1 　材料与方法

111 　实验材料

11111 　供试土壤 　　实验地点位于河北省某地

区 ,土壤类型为轻卤二合土 ;选择土壤中农药残留相

对较严重且田间栽培管理措施一致的多年种植枣树

的地块。各实验小区面积为 667 m2 ,对照与处理小

区各 3 块。BHC2A、CDS21 发酵液的使用量均确定为

6 kg 每 667 m2。喷施菌剂前 2 d 对试验区进行漫灌

以提高实验区土壤的水分含量 ,将试验菌株的发酵

液兑水稀释 500～1 000 倍后 ,分别于 2004 年 5 月 12

日 16 点左右均匀喷施于降解菌处理小区 ,喷施完毕

后采用机械翻耕地表 20 cm 左右使菌液与土壤充分

混匀。

11112 　供试菌株 　　六六六降解菌株BHC2A( Sph2
ingomonas sp1BHC2A) 、呋喃丹降解菌株 CDS21 ( Sph2
ingomonas sp1CDS21)由农业部农业环境微生物工程

重点开放实验室分别从六六六、呋喃丹污染的土壤

中富集筛选分离且均能降解靶标农药。

11113 　菌剂 　　所用菌剂由农业部农业环境微生

物工程重点开放实验室发酵生产 ,发酵方法参见文

献[ 9 ] , 发酵液菌体浓度分别为 BHC2A :913 ×109个

ml - 1 ,CDS21 :115 ×1010个 ml - 1。

11114 　供试农药标样 　　六六六 (9817 % ,Sigma 公

司) ,呋喃丹 (9918 % ,苏州农药厂) 。
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11115 　仪器 　　气相色谱仪 ( HP6890) ,ZD28823 恒

温振荡器 (太仓市光明实验分析仪器厂) ,发酵罐

( GUJS 27270AUTOBIO2000 型) 。

112 　土壤理化性质及重金属含量的测定

参见文献[10]。表 1 列出了实验区土壤的主要理

化性质 ,可以看出 ,实验区土壤的水分含量相对较高 ,

是漫灌后的测定值 ,因而其值相比平常含量高。而土

壤有机质、有机氮、速效磷的值则相对偏低 ,pH值结果

表明实验区土壤偏碱性。结合供试菌株相关性质 ,实验

区土壤的相关性质符合试验菌株降解条件。

表 1 　实验区土壤主要理化性质

实验区 土壤质地 pH
水分含量

(g kg - 1)

有机质

(g kg - 1)

有机氮

(g kg - 1)

速效磷

(mg kg - 1)

速效钾

(mg kg - 1)

对照区 砂质壤土 713 413 32 314 6154 10518

处理区 砂质壤土 714 427 29 317 6179 10814

113 　土壤中微生物数量的测定

分别在自然条件下于施菌前及施菌后 2 周内采

用五点取样法取各处理实验小区地表 0～20 cm 土

壤 ,自然风干过 40 目筛备用 ,测定各处理小区土壤

中微生物数量 ,测定方法参见文献[11 ]。

114 　土壤中农药残留测定

分别在自然条件下于施菌前及施菌后 3、7、15 d

采用五点取样法取各实验小区地表 0～20 cm 土壤 ,

自然风干过 40 目筛备用 ,测定各对照及处理小区土

壤中靶标农药的含量。

11411 　六六六土样的提取及净化　　取 10 g 风干土

壤样品 ,取 5 g 无水硫酸钠及 150 ml (丙酮 :正己烷的体

积比为 1 ¬1)于经预处理的索氏抽提器中 ,回流提取 ,

冷却后浓缩定容至 10 ml ,过弗罗里硅土柱净化。

11412 　六六六的气相色谱测定及其检测条件 　　

配 HP25 色谱柱 (30 m ×0132 mm ×0125μm) ,汽化室

温度 290 ℃,检测器温度 300 ℃,流速 118 ml min - 1 ,

ECD 检测器。

11413 　呋喃丹土样的提取及净化 　　取 20 g 风干

土壤样品与 4 ml 0125 mol L - 1盐酸、160 ml 二氯甲烷

于索氏抽提器 ,回流提取 ,冷却后浓缩定容至 10 ml ,

过弗罗里硅土柱净化。

11414 　呋喃丹测定的气相色谱及其检测条件 　　

毛细管柱 (15 m ×0132 mm) ,汽化室温度 220 ℃,检测

器温度 220 ℃,色谱柱温度 170 ℃,流速 115 ml min - 1 ,

氮磷检测器。

2 　结果与分析

211 　实验区土壤重金属含量

表 2 结果表明 ,实验区土壤中各项重金属的含量

均低于国家相关标准 ,其中锌含量相对较高 ,这可能与

该地区广泛大量使用杀菌剂代森锰锌有关。待试菌株

的生物学特性研究结果表明在测定的金属离子浓度值

下不会影响实验菌株对靶标农药的降解作用。

表 2 　实验区土壤中重金属含量

实验区

Cd Zn Cu Pb Hg Cr

　(mg kg - 1) 　

对照区 ND 41701 01271 ND 01003 01002

处理区 ND 41683 01201 ND 01006 01001

　　注 :ND 表示在测定条件下未检测出

212 　实验区土壤中六六六的农药残留及施用降解

菌 BHC2A后的降解

　　表 3 表明 ,六六六在当地土壤中污染严重 ,虽然六

六六已在当地禁用多年 ,但是由于六六六在土壤环境

中的自然条件下降解非常困难 ,其在自然环境中的半

衰期常达 30 a 左右。通过对土壤施用降解菌 BHC2A

后 7 d 农药降解率达到 86116 % ,土壤中的六六六残留

量降至 0131 mg kg - 1 ,15 d 后降至0122 mg kg - 1降解率

达 90118 % ,其含量符合农业生产的生态环境标准。在

本实验期间(15 d) ,对照区土壤中六六六的残留量变化

差异不显著 ,土著微生物对农药残留的降解率可以忽

略。由此可见在自然环境条件下相当长的时间内六六

六在土壤中的污染仍然难以解决。因此通过人工投加

农药高效降解菌株 BHC2A 实施原位生物修复技术可

以有效降解本地区大田土壤中的六六六残留污染 ,改

善土壤质量。
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表 3 　六六六在对照区与 BHC2A处理区土壤中残留量及降解率

实验区
施菌前

浓度 (mg kg - 1)

施菌 3 d 后

浓度 (mg kg - 1) 降解率

施菌 7 d 后

浓度 (mg kg - 1) 降解率

施菌 15 d 后

浓度 (mg kg - 1) 降解率

对照区 2143 ±0123 2120 ±0113 9147 % 2145 ±0111 — 2172 ±0123 —

处理区 2124 ±0110 1172 ±0117 23121 % 0131 ±0113 86116 % 0122 ±0116 90118 %

　　注 :表中降解率的计算方法为 ,各实验小区施菌前农药残留量的算术平均值减去施菌后农药残留量的算术平均值的差值再除以施菌前农

药残留量的算术平均值

213 　实验区土壤中呋喃丹的农药残留及施用降解

菌 CDS21 后的降解

　　从表 4 可以看出 ,实验区土壤中呋喃丹的残留

量严重超出国家相关生产标准 ,主要原因可能是当

地地下害虫危害严重 ,呋喃丹对地下害虫的防治效

果较好 ,在当地长期广泛使用 ,而呋喃丹在自然环境

中的半衰期为 30～60 d ,在实验 15 d 的总降解率只

　

有 8168 % ,这样就造成了呋喃丹在土壤中的残留量

不断累积 ,成为当地土壤中主要的污染物之一。对

土壤施用 CDS21 后 ,7 d 农药降解率达到 98110 % ,15 d

达到 98190 % , 比对照 中 的 农 药 降 解 提 高 率

90122 %。土壤中的农药残留显著降低 ,达到绿色食

品生产相关标准。因此通过降解菌实施原位生物修

复技术可以短期内治理本地区大田环境中土壤中的

　
表 4 　呋喃丹在对照区与 CDS21 处理区土壤中残留量及降解率

实验区
施菌前

浓度 (mg kg - 1)

施菌 3 d 后

浓度 (mg kg - 1) 降解率

施菌 7 d 后

浓度 (mg kg - 1) 降解率

施菌 15 d 后

浓度 (mg kg - 1) 降解率

对照区 11169 ±1145 11110 ±1176 5107 % 11161 ±1144 0175 % 10168 ±1137 8168 %

处理区 11174 ±1144 3107 ±0178 73184 % 0122 ±0123 98110 % 0113 ±0119 98190 %

　　注 :表中降解率的计算方法为 ,各实验小区施菌前农药残留量的算术平均值减去施菌后农药残留量的算术平均值的差值再除以施菌前农

药残留量的算术平均值

呋喃丹残留污染 ,改善农业生态环境。

214 　BHC2A与 CDS21 在实验区土壤中数量

从图 1、图 2 结合表 3、表 4 分析可以看出 ,在本

实验处理小区的土壤中以一定量的浓度施用农药降

解菌 BHC2A 及 CDS21 后 ,农药降解菌在自然土壤环

境中的浓度与土壤中靶标农药的浓度成正相关 ,降

解菌以一定浓度施入土壤中的一段时间内 ,由于降

解菌需要适应新环境土壤中的各种生理条件使得降

解菌数量会有所下降 ,随着降解菌对外界环境条件

图 1 　施菌土壤中 CDS21 菌株在呋喃丹

选择性培养基平板上的计数曲线

图 2 　施菌土壤中 BHC2A 菌株在六六六选择性

培养基平板上的计数曲线

的适应降解菌浓度会维持在一定水平。当土壤中降

解菌的浓度维持一定水平时 ,土壤中的农药残留在

降解菌作用下快速降解。结合表 1、表 2 数值可以

看出随着土壤中相应靶标农药浓度的下降 ,农药降

解菌的碳源浓度也急剧下降 ,进而影响了该降解菌

的生存 ,其在土壤中的浓度很快下降直至消失。因

此在农药污染土壤中喷施农药降解菌后 ,农药降解

菌不会长期在土壤中存在而破坏当地的土壤微生物
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生态系统 ,土壤微生物生态系统在短期内即可恢复。

农药残留的土壤原位生物修复是近年来发展的

一项将生物技术用于解决生态环境农药污染的方

法 ,有效解决土壤中农药残留。该方法使用分离自

土壤中能降解特定农药的自然菌株 ,通过实验室研

究经大规模发酵后用于农药污染土壤的生物修复。

原位生物修复克服了物理、化学方法可能带来的二

次污染等问题 ,而且在经济方面也具有其他方法无

可比拟的优势 ,适合于大田推广应用。土壤中农药

残留原位生物修复的效果与实验地区土壤的相关性

质尤为重要 ,如土壤的重金属含量、水分含量、pH 值

等 ,因此本试验在确定了试验地区土壤相关性质的

条件下 ,使用六六六降解菌株 BHC2A 及呋喃丹降解

菌株 CDS21 降解了土壤中靶标农药的残留 ,为土壤

中农药残留的原位生物修复提供了依据。
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