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摘 　要 　　在实验室条件下 ,在含有氯氰菊酯的土壤中添加氯氰菊酯和 32苯氧基苯甲酸 (32PBA )降解菌

CDT3 (Rhodococcus sp1)和 PBM11 (Pesudom onas sp1) ,同时设不加菌的对照。分别于 0、3、7、15、30 d取样 ,测定土

壤中氯氰菊酯和 32PBA的残留 ,同时用平板计数和变性梯度凝胶电泳 (DGGE)方法分析土壤微生物群落的变

化。结果显示 : CDT3和 PBM11在土壤中协同作用能够更好地降解氯氰菊酯及其中间产物 32PBA。氯氰菊酯对

土著微生物有较强的抑制作用。投加降解菌可以消除农药对土壤微生物的抑制 ,有助于土著微生物种群的恢

复 ,但短期内无法改变农药对土壤微生物结构的破坏。
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　　氯氰菊酯是拟除虫菊酯类农药的一种 ,具有对

光、热稳定的特点 ,在环境中的半衰期较长 ,很难在自

然条件下快速降解。在土壤中 ,经过水解和光解 ,主

要代谢产物是 32苯氧基苯甲酸 (32PBA )和二氯菊酸
(DCVA) [ 1, 2 ]。32PBA与拟除虫菊酯不同 ,它可以在

土壤中迁移 ,它对环境的危险性较菊酯大 ,与 32PBA

类似具有二苯醚醛键的物质广泛存在于自然界中 ,如

霉菌的次生代谢产物、木质素、甲状腺素、二苯呋喃等

其他杀虫剂 ,它们对环境存在着潜在的威胁 [ 3 ]。对氯

氰菊酯的微生物降解已有报道 [ 4 ] ,但对污染土壤的微

生物原位修复 ,尤其是两株菌协同降解研究未见

报道。

降解菌能否在自然环境中发挥降解作用 ,是降解

菌投入实际应用的关键 ,也是生物修复技术成功的关

键 [ 5～7 ]。外源投加的微生物本身在环境中的行为和

对环境的影响如何 ,也是关系到降解菌使用的一个重

要问题 ,目前也越来越受到关注 [ 8, 9 ]。土壤是农药残

留最集中和最严重的地方 ,农药的残留必然会对土壤

微生物群落造成破坏。然而土壤也是一个复杂的生

态系统 ,既要充分发挥降解菌的降解作用 ,同时又要

防止破坏土壤自然的生态结构 ,就有必要研究降解菌

对土壤中土著微生物的影响和农药降解的关系。

1　材料与方法

111　供试土壤

取未受氯氰菊酯污染的麦田表层土壤 (0～30

cm) ,土壤类型属水稻土类 ,潴育型水稻土亚类 ,黄泥

田土属。土样经风干 ,过 20目筛 ,备用。其基本性质

为 : pH为 619,有机质含量 2218 g kg- 1。

112　菌液

挑取 CDT3和 PBM11单菌落接种于 LB培养基

试管中 , 30℃培养过夜 ,转接至 LB液体培养基中。继

续培养至对数生长后期 ,平板法计数 , 6 000 r m in
- 1离

心 10 m in,用无菌水洗涤菌体 , 6 000 r m in - 1离心

10 m in,以适量无菌水重悬菌体 ,将菌体浓度调整至

10
10

cfu m l
- 1

,备用。
113　培养基

常用牛肉膏蛋白胨细菌培养基 ;高氏 1号放线菌

培养基 ;马丁氏真菌培养基 ; PBA基础盐培养基 (分

离 PBM11用 ) : 1 L基础盐培养基中加入 PBA011 g。

114　试剂和仪器

10%氯氰菊酯乳油 ,江苏农药研究所农药厂生

产 ; 32PBA,纯度 99% , 德国 Merck公司生产。其他试
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剂均为分析纯 , HPLC检测为色谱纯。

SH IMADZU GC214B ( ECD)气相色谱 ;W aters 600

液相色谱

115　降解菌协同降解土壤中残留农药实验

将土样分为空白、对照、处理Ⅰ和处理Ⅱ四组 (编号

为空白、CK、Ⅰ和Ⅱ) ,每组设 3 个重复 ,每个土样

1 000 g,加入无菌水调节土壤含水量至最大持水量的

60%。空白中不加农药 ,其他样品加入农药使土壤中

氯氰菊酯的含量为 20 mg kg- 1 ,喷药 24 h后 ,处理Ⅰ、Ⅱ

中施加 10
8
CFU g

- 1土的 CDT3菌 ,其他土样喷加等量

的无菌水 ,在 3 d后 ,处理Ⅱ中再施加 10
8
CFU g

- 1土的

PBM11菌 ,分别于 0、3、7、15、30 d取样检测残留的氯

氰菊酯和中间产物 (32PBA)的含量。

116　农药的提取和检测

氯氰菊酯提取 :取 2 g土样 ,加入 10 ml乙腈 , 5 000

r min
- 1

,振荡 2 min,离心 10 min,取上清液 2 ml,吹干 ,正

己烷定容至 1 ml,气相色谱检测 ,方法参照文献 [10 ]。

32PBA提取 :取 2 g土样 ,加入 5 m l甲醇 , 5 000

r m in
- 1

,振荡 2 m in,离心 10 m in,取上清 ,用Φ0125

μm滤膜过滤后 HPLC检测 ,方法参照文献 [ 11 ]。

117　土壤中微生物结构的分析

采用平板活菌计数法 ,每个处理土壤分别进行系

列稀释 ,取合适稀释度的土壤悬液 011 m l分别涂布

相应菌群的培养基平板。细菌平板在 30℃培养 24 h

后计数 (减去 CDT3和 PBM11) ,真菌在 28℃培养 3 d

后计数 ,放线菌平板在 30℃培养 3 d后计数。

118　土壤细菌 16S rD NA V3区变性梯度凝胶电泳

(DGGE)分析

　　土壤总 DNA 的提取参照文献 [ 12 ] ,土壤细

菌 16 S rDNA V3区的扩增和 DGGE方法参照文献

[ 13 ]。PCR引物为 338F: 52CGCCCGCCGCGCGGC2
GGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGACTCCTACGGGA2
GGCAGCAG23; 518R 5′2 ATTACCGCGGCTGCTGG2
3′,由上海生工公司合成。DGGE用 8%聚丙烯酰胺

凝胶 (含丙酰胺 /二丙酰胺 ( 3715 /1)、尿素、甲酰胺

和甘油 ) ,其中尿素浓度梯度为 30%～60%。电泳采

用 DcodeDGGE系统 (B io2Rad) , 200 V 电压预电泳

10 m in,然后在 85 V固定电压下电泳 12 h。电泳结

束后进行硝酸银染色 ,用 Quantity One软件 (B io2
Rad)进行聚类分析 ,采用 UPGMA方法。

2　结果与分析

211　土壤中氯氰菊酯和 32PBA的降解

分别检测降解 0、3、7、15、30 d各组样品中残留

的氯氰菊酯和中间产物 ( 32PBA )的含量 ,结果见图

1和图 2。空白没有氯氰菊酯 ,图中未列出。

可以看出 ,无论是否加入 PBM11或 CDT3均可

以在 15 d内降解土壤中 20 mg kg
- 1氯氰菊酯 ,说明

CDT3不仅可以在摇瓶中降解氯氰菊酯 ,在土壤中

同样可以有效地发挥作用 ,这就为生物修复的实际

应用提供了理论依据。同时 ,加入 PBM11后 ,明显

加速了氯氰菊酯的降解 ,降解时间从 15 d缩短至

7 d,速度提高了 1倍。结合图 2的结果发现 ,在处

理组中 ,随着氯氰菊酯的降解 , 32PBA 的量也在增

加 ,且在处理 Ⅰ中 ,由于土壤中缺少降解 32PBA的

细菌 ,造成 32PBA 的积累 , 而在处理 Ⅱ中 , 由于

PBM11的加入 ,使氯氰菊酯降解过程中产生的 32
PBA几乎没有积累。分析认为 , 32PBA的积累可能

影响了 CDT3对氯氰菊酯的降解。

图 1　土壤中氯氰菊酯降解曲线

Fig11　Degradation curve of cypermethrin in soil

图 2　土壤中 32PBA的消长变化曲线

Fig12　Variation curve of 32PBA in soil
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212　氯氰菊酯污染和施加降解菌对土壤微生物群落

结构的影响

　　采用平板活菌计数法 ,三大菌群种类根据菌落

形态结合镜检 ,结果见表 1。

从三大菌群的数量上看 ,施入氯氰菊酯 3 d后 ,

对土壤微生物数量的影响很明显 ,尤其是细菌 ,下

降了两个数量级 ,种类也减少了约 1 /3。同时真菌

种类也明显减少 ,放线菌也下降了一个数量级 ,种

类也有所减少。处理组中 ,当加入 CDT3菌 2 d后 ,

土壤中微生物的数量和种类均有所恢复。加入农

药 7 d后 ,对照组中的细菌和放线菌的种类和数量

进一步减少 ,真菌有所恢复。处理 Ⅰ (加 CDT3)中

加入 CDT3菌 6 d后 ,结果也与对照组一样 ,细菌和

放线菌的数量出现了下降。处理 Ⅱ (加入 CDT3和

PBM11)加入 PBM11菌 4 d后 ,细菌种类较降解 3 d

时的数量有所下降 ,但不像对照组和处理 Ⅰ组那么

明显。当加入农药 15 d后 ,对照组中微生物数量和

种类均有所恢复 ,与空白比较处理 Ⅰ、处理 Ⅱ中的

微生物种类和数量却没有显著恢复 ,处理 Ⅱ中的细

菌甚至出现了下降。

表 1　土壤中细菌、真菌、放线菌的数量

Table 1　Populations of m icroorganism s in soil(CFU g
- 1 )

降解时间

Degradation

time ( d)

加 CDT3

时间 Time

CDT3

added ( d)

加 PBM11

时间 Time

PBM11

added ( d)

处理编号

Treatment

No1

细菌

Bacteria

真菌

Fungi

放线菌

Actinomycetes

数量

Count

种类

Species

数量

Count

种类

Species

数量

Count

种类

Species

0 — — 空白 318 ×108 15 215 ×104 9 111 ×105 7

CK 610 ×106 10 110 ×104 2 310 ×104 5

3 2 0 Ⅰ 110 ×108 12 810 ×104 2 610 ×104 6

Ⅱ 110 ×108 12 810 ×104 2 610 ×104 6

CK 110 ×107 2 111 ×105 4 215 ×104 2

7 6 4 Ⅰ 310 ×107 3 310 ×104 4 210 ×104 2

Ⅱ 314 ×108 5 310 ×104 4 610 ×104 5

15 14 12 CK 116 ×108 10 610 ×104 5 112 ×105 4

Ⅰ 510 ×108 3 510 ×104 4 410 ×104 3

Ⅱ 413 ×107 3 215 ×104 5 115 ×105 3

　　图 3和图 4为土壤细菌总 DNA的 DGGE谱带。

从图 3中可以看到 ,提取的土壤细菌总 DNA的浓度

和纯度较高 ,完全可以满足 PCR扩增的要求。由图

4结果可见 ,每一个样品中均扩增出了细菌 16S

rDNA V3区的条带。除添加农药 3 d后的样品中条

带浓度较低外 ,其他样品的浓度均较高 ,这可能由

于氯氰菊酯的加入影响了 PCR扩增。从图 5 DGGE

的谱带和聚类分析显示 ,氯氰菊酯能够显著改变土

壤微生物的群落结构 ,土壤微生物种群数量有所降

低 ,在加入降解菌 CDT3和 PBM11后 ,种群数量逐

步增加。两种降解菌单独或共同加入土壤后 ,对土

壤微生物群落组成的影响是相似的 ,但是短期内不

能恢复到农药加入之前的群落结构。

3　讨论与结论

以上结果表明 , CDT3和 PBM11在土壤中协同

作用能够更好地降解氯氰菊酯及其中间产物。本

研究发现在土壤降解过程中能检测到的 32PBA较

理论含量要低 ,这可能是由于在复杂的土壤生态环

境中氯氰菊酯的降解产物并非仅有 32PBA一种 ,也

有可能被土壤中的土著微生物转化为其他结构的

物质 ,并进一步利用 ,从而检出的含量较低。但是

即使是低含量的 32PBA积累 ,也对 CDT3产生了反

馈抑制作用。

本研究以可培养的微生物为对象 ,研究了农药
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和降解菌的使用对土壤微生物群落的影响 ,尤其是

两株菌协同作用的影响。而目前公认可培养微生

物只占微生物总量的 1%左右 [ 14 ]
,因此又用分子生

态学的方法 (DGGE)作进一步研究和分析 [ 15 ]。结

果表明 ,两种方法得出的结论基本是一致的。从微

生物群落变化结果来看 ,本研究可以得出以下初步

结论 : (1)氯氰菊酯对土著微生物有较强的抑制作

用 ,但这种抑制可以通过土著微生物的适应而慢慢

消除 ; (2)投加 CDT3和 PBM11,开始时可以消除农

药对土著微生物的抑制 ,有助于土著微生物种群的

恢复 ,但即使农药被基本降解 ,土著微生物的种群

在短时间仍无法恢复到初始的水平 ,可见农药对土
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著微生物有较强的伤害作用 ; ( 3)根据分离培养计

数的结果结合显微镜观察 ,本研究认为氯氰菊酯的

抑制作用同样是有选择性的 ,敏感类群受到抑制 ,

能耐受或能降解该农药的微生物类群由于营养和

生态位竞争者减少而增殖 ,如细菌中的假单胞菌和

真菌中的某种酵母和白霉等。表现为土壤微生物

的总数影响不大 ,但组成结构却发生了改变。当

然 ,这只是可培养微生物的表现 ,至于其他未培养

土著微生物的变化情况 ,还要通过序列测定等分析

方法来做进一步研究。
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M ICRO B IAL REM ED IAT IO N O F CY PERM ETHR IN2CO NTAM INATED SO IL AND

EFFECT O N SO IL M ICRO B IAL COMM UN IT IES
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Abstract　An experiment was conducted in lab by inoculating cypermethrin2contam inated soil, separately, with

cypermethrin, 32Phenoxybenzoic acid ( 32PBA ) 2degrading bacteria CDT3 ( Rhodoccus sp. ) and PBM11 ( Pesudom onas
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sp. ) to study their effects on m icrobial remediation of the contam inated soil and soil m icrobial communities. Samp les were

collected from the inoculated soils and CK ( uninoculated) on D0, D3, D7, D15, and D30 for analysis of residues of

cypermethrin and 32Phenoxybenzoic acid (32PBA) in the soil as well as monitoring of dynam ics of the m icrobial communi2
ties in the soil, using the p late counting method and denaturing gradient gel electrophoresis(DGGE) method. The analysis

results show that the cooperation of CDT3 and PBM11 p romoted the degradation of cypermethrin and its metabolite 32PBA

in the soil. A s cypermethrin inhibits significantly native edaphon in soil, inoculation of these degrading2bacteria could

elim inate the inhibitive effect of cypermethrin on edaphon, thus p romoting restoration of indigenous m icrobial population

and communities. But it could not be expected that the damage cypermethrin brings to the soil m icrobial structure could be

removed within a short period of time.

Key words　Cypermethrin; 32PBA; Degrding2bacteria; Soil m icrobes; DGGE


