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摘 要：为进行阿特拉津（.1）污染的生物修复，从 .1 降解混合菌群中，经长期的交替液体摇瓶培养和平板划线分

离，筛选到一株能完全降解 .1 的菌株 I./。经生理生化特征及 /&I JKL. 序列分析，将该菌鉴定为假单胞菌属

（!"#$%&’&()" <=@）。与已报道的 .1 降解菌 !"#$%&’&()" <=@ .KM 不同，I./ 能以 .1 为唯一碳源、氮源和能源生长，

培养基中添加铵盐不抑制 I./ 的降解功能，而添加葡萄糖时，累积的氰尿酸会被快速降解。I./ 生长的最适温度为

#"N，最适 =O 值为 "G%。I./ 的静息细胞在 /%N ( !%N或 =O 值 ! ( // 时均能高效降解 .1，比 .KM 降解具有更广的

=O 和温度范围，表明 I./ 降解菌株具有广阔的应用前景。I./ 中 .1 降解基因为保守的 )*+,-./，并含有 PI0120 的

*(3, 基因片段，传代过程中降解基因会以一定频率丢失。
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阿特拉津，又名莠去津（5RJ5E;+,，.1），化学名 $7氯7!7乙
氨基7&7异丙氨基7/，#，’7均三氮苯，是世界范围内使用量最

大的除草剂之一。由于长期、广泛的使用，.1 在环境中残留

造成的污染问题引起越来越多的关注［/ ( !］，关于 .1 微生物

降解方面的研究也成为热点。在上个世纪 &% ( -% 年代，.1
被认为是一种难生物降解的化学物质［’］。到 -% 年代初，研

究者们从土壤中分离到一系列能以氰尿酸、:,25:;+,（$，!，&7
三氨基7/，#，’7均三氮苯）、脱乙基西玛津等为唯一氮源生长

的细菌，但它们都不能降解 .1［&］。到 8% 年代中期，几个不

同的实验室都分离到能矿化 .1 并以之为唯一氮源或碳源

生长的细菌［"，-］，其中 .1 降解菌株假单胞菌属（!"#$%&’&()"
<=@）.KM 的降解特性、降解基因 )*+,-./45 和降解酶得到了

详细的研究［’，8，/%］，对分离至不同地区降解菌的研究发现 .1
降解基因 )*+,-. 具有高度的保守性。国内也有降解 .1 微

生物的报道，但关于降解特性和降解基因等方面的研究较

少［’］。本研究从混合降解菌群中分离到一株能完全降解 .1
的菌株 I./，并鉴定为 !"#$%&’&()" <=@，并对该菌的生长、降

解特性和降解基因等方面进行了研究。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 土壤样品来源：取之浙江嘉兴使用阿特拉津（.1）三

年以上的水稻土，=O-G%，有机质含量 /%G&C3SC。

#$#$% 培 养 基：!基 础 盐 培 养 基：每 升 含 TO$MU! %G!’C，

T$OMU! /G"8C，VCIU! "O$U %G/C，L5W2 %G!C，=O"G’。"X.1

培养基：基础盐培养基加入 /C3Y 葡萄糖溶液和 ’%%:C3Y .1
乙醇悬液。

#$#$& 主要试剂和仪器：.1 原粉（8&Z）由浙江长兴中山化

工有限公司馈赠；15[ KL. 聚合酶购自上海生工生物工程有

限公 司；=VK /-71 \,BRHJ 购 自 15T5]5 公 司；氨 苄 青 霉 素

（.:=）购自南京创瑞公司；MW] 引物委托上海博亚生物有限

公司合成。液相色谱仪型 号 为 ^5R,J< &%%，MW] 扩 增 仪 为

_PU7].K 公司的 M,2R;,J 1F,J:52 W‘B2,J（M1W7$%%）。

#$% "’ 降解菌的分离筛选

本实验室采用直接稀释涂平板法从长期受 .1 污染的

土壤样品中分离获得一能以 .1 为唯一碳氮源生长的混合

菌群，该菌群为多种细菌的结团生长体，并产生大量粘性物

质。挑取混合菌群在 X.1 固体培养基平板上划线。因 .1
在水中的溶解度为 ## :C3Y（$’N），所以 X.1 培养基呈混浊

状，当 .1 被降解后会在菌落周围形成透明圈［!］。挑取形成

透明圈的“单菌落”接种液体 .1 培养基，振荡培养至 .1 粉

末消失，再在 X.1 固体平板上划线分离，如此重复，至镜检

时菌体形态单一，并在 Y_ 平板上划线纯化三次确证。

#$& "’ 及其代谢产物的检测

参考文献［’］进行。

#$( 温度和 )* 值对菌株生长和降解 "’ 的影响

接种相同量的 I./ 菌液于稀释 /% 倍的 Y_ 培养基（Y_3
/%）中，分别在 /%N、$’N、#%N、#"N和 !/N振荡培养 $!F 后

测菌的生长量；用 L5UO 和盐酸调整基础盐培养基的 =O 值

分别为 !、’、&、"、-、8 和 /%，接种相同量的 I./ 菌液振荡培养

$!F 后测菌的生长量。



挑取 !" 固体平板上形成透明圈的单菌落，接种 !" 液

体培养基培养至稳定期，#$$$ %&’() 离心收集菌体，用生理盐

水洗涤两次后重悬，调节 !"*$$ 值为 +,$，+$-放置 ./0 即为

用于降解试验的静息细胞。在 +$’’12&3 磷酸盐缓冲液中加

入过量的 !" 原药，45-剧烈振荡过夜，!$,.6"’ 滤膜过滤去

除未溶解 !"，将其 78 值分别调整为 4、/、6、*、#、9、+$ 和 ++，

各取 +’3 加 入 $,6’3 降 解 菌 的 静 息 细 胞 悬 液，4$- 温 育

.$’() 后，立 即 离 心（/-，+.$$$%&’()）+$’()，取 上 清，用

!$,.6"’ 滤膜过滤后 8:3; 检测 !" 含量。温度试验为 +’3
的 78 值为 5 的 !" 饱和溶液，加入 $,6’3 降解菌的静息细胞

悬液，然后分别在温度为 +$-、+*-、.6-、4$-、45-和 /.-
温育 .$’() 后，立即离心（/-，+.$$$%&’()）+$’()，过滤后 8:3;
检测 !" 含量。每试验均为 4 个重复，设不加菌为对照。

!"# 降解菌形态观察及生理生化鉴定

参考文献［++］进行。

!"$ 基因保守片段的扩增和系统进化树的构建

用高 盐 <=< 裂 解 法 提 取 <!+ 的 基 因 组 =>!。 #$%&、

’#(&)*" 基因片段的扩增参考文献［+.］。+*< %=>! 扩增使

用通用引物对 6?@!A!A"""A!";;" AA;";!A@4?（+ B ,-./ # C1
.5）和 6?@"!;;""A" "!;A!;""@4?（+ B ,-./ +6$5 C1 +/9.），由

上海博亚生物有限公司完成测序，测序结果用 D3!<" 软件

在 AE)DF)G 进行同源性比较，采用 ;2HICF2J 软件进行多序列

比对，>K721C 程序进行系统进化分析。菌株 <!+ 的 +*< %=>!
序列的 AE)DF)G 索取号为 =L$696/*。

% 结果和分析

%"! &’ 降解菌株的分离鉴定

从混合菌群中分离到一株能以 !" 为唯一碳源、氮源和

能源生长的单菌 <!+（图 +）。<!+ 的生理生化特性为接触酶

阳性、氧化酶阳性、不产芽孢、液化明胶、不水解淀粉、硝酸盐

还原阳性，严格好氧。<!+ 菌株的 +6$+M7 长度的 +*< %=>!
片段系统进化分析发现 <!+ 与 01234-5-$’1 聚在一个分支上

（图 .），结 合 培 养 及 生 理 生 化 特 征，我 们 将 6&+ 鉴 定 为

01234-5-$’1 I7B。

图 ! (&! 透射电镜照片（%)))) * ）

N(OB+ "PQ O%F70 1R <!+（.$$$$ S ）B

图 % (&! !$( +,-& 系统进化树
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)H’ME% () AE)DF)GB D11CIC%F7 YF2HEI（Z）F%E ()V(UFCEV FC C0E )1VEIB "0E IUF2E MF%I %E7%EIE)C $ B$$+ IHMIC(CHC(1) 7E% I(CEB

%"% 菌株 (&! 的降解特性研究

研究了 <!+ 以 !" 为唯一碳氮源和添加葡萄糖&铵盐降

解 !" 的情况，发现加铵盐（图 4@!）和以 !" 为唯一碳氮源

时，!" 的降解速率及菌体生长均没有显著差异，表明在铵离

子对降解没有抑制或促进作用。不加葡萄糖时，<!+ 降解 !"
的产物氰尿酸浓度不断增加，最终累积到与 !" 量相当的浓

度；而添加葡萄糖能明显促进降解（图 4@D，=），最初的 +60 生

成一定量氰尿酸，随后在 ..0 时被降解至检测不出的水平

（图 4@;），表 明 降 解 氰 尿 酸 的 酶 是 诱 导 酶。 最 近 关 于

01234-5-$’1 I7B !=: 的研究发现氰尿酸的降解基因受氮源

条件和氰尿酸的双重激活［+4］，我们的研究表明 <!+ 中氰尿酸

的代谢似乎也存在相似的调控系统。氰尿酸上的碳原子处

于完全被氧化的状态，不能作为能源被细菌利用，但其环上

的氮原子却可被用作氮源，因此在葡萄糖存在条件下 <!+ 能

继续利用氮原子生长，使得生长量增加。菌株 !=: 只能以

!" 为唯一氮源生长，而 <!+ 能以 !" 为唯一碳、氮源生长，并

且降解 !" 到氰尿酸的活性不受铵盐抑制，这在田间应用时

非常有利，因为耕作土壤中往往具有丰富氮源的特点。

6/6代先祝等：阿特拉津降解菌 <!+ 的分离鉴定及其降解特性研究 B &微生物学报（.$$5）/5（4）



图 ! "#$ 在添加碳源或氮源时降解 #% 生长及氰尿酸的降解

!"#$% &’()*+ (, -./ "0 .1 234"52 )"*+ *+3 644"*"(0 (, 76’8(0 (’ 0"*’(#30 9(5’739 604 *+3 43#’646*"(0 (, 7:65’"7 67"4$ .：&’()*+ 75’;3

(, -./ )"*+ *+3 43#’646*"(0 (, .1（644"*"(0 (, <=> ? ）；@：&’()*+ 75’;3 (, -./ )"*+ *+3 43#’646*"(0 (, .1（644"*"(0 (, #A57(93）；B：1+3 7+60#3

75’;3 (, 7:65’"7 67"4 )"*+ *+3 43#’646*"(0 (, .1；C：1+3 43#’64"0# 75’;3 (, .1 8: -./ "0 9(A5*"(0$

&’! 温度和 () 值对 "#$ 生长和降解的影响

试验表明 -./ 在 D= 值 E F /G 的范围内生长良好，低于 H
时生长差，最适生长 D= 值为 I F J。-./ 在 /GK F >GK条件

下都能生长良好，最适生长温度为 %IK。

L300",3’［/> ］等研究发现几株具有 !"#$ 基因菌株的降解底

物特异性并不相同，可能是受宿主影响或点突变导致基因编

码的酶性质不同。-./ 的降解基因与 %&’()*+*,!& 9D$ .CM
（由 N6)’3073 O67P3** 馈赠，能以 .1 为唯一氮源生长）的类似

（见 QR> 结果），降解试验结果显示两株菌在 %IK F >QK时降

解效率差不多。然而，当温度低于 %GK时，.CM 降解 .1 的效

率要远低于 -./（图 >S.），表明 -./ 具有更广的温度降解范

围，-./ 在 /GK降解率也可以达到 EGT，这种特性有利于低

温环境下 .1 的去除。.CM 在 D= 值 U E 时降解效率低于

>GT，而 -./ 在 D= 值 > F /G 范围内降解效率都在 EGT以上，

显著高于 .CM（图 >S@），比 .CM 具有更广的 D= 值降解范围，

表明菌株 -./ 比 .CM 具有更广阔的应用前景。

图 * 温度（#）和 ()（+）对 #,- 和 "#$ 静息细胞降解

#% 的影响

!"#$> V,,37* (, *32D3’6*5’3（.）604 D=（@）(0 43#’646*"(0 (, .1 8:

’39*"0# 73AA9 (, .CM 604 -./$

&’* !"#$%&’ 降解基因及 "()$ 基因的 -./ 扩增

从 -./ 中均扩增到 !"#$-./ 及 W- 0120 的 ",3$ 基因片段

（图略），说明 -./ 的降解基因与 .CM 的一样非常保守。目前

报道的 !"#$-./ 基因几乎都位于质粒上，!"#$-. 各基因两端

与 W- 0120 相连，质粒或单个基因经常会丢失［X，/G］。我们从

.CM 中提取到两个大质粒，但未能在 -./ 菌中提取到质粒。

将以 .1 为唯一碳氮源培养的 -./ 稀释涂布，发现有少量的

菌落在 .1 平板上不能形成透明圈，将其命名为 -./Y 。MBZ
检测发现 !"#$-./ 基因及 ",3$ 基因均已丢失（图略），暗示

-./ 的降解基因也在质粒上，并且会以一定频率丢失。

! 结论

从混 合 降 解 菌 群 中 分 离 到 一 株 .1 降 解 菌 -./
（%&’()*+*,!&）。-./ 能以 .1 为唯一碳源、氮源和能源生长，

降解产物主要是氰尿酸，培养基中添加铵盐不抑制降解，而

添加葡萄糖时，氰尿酸会被快速降解。-./ 生长的最适温度

为 %IK，最适 D= 值为 IRG。-./ 比 .CM 具有更广的 .1 降解

D= 值和温度范围。-./ 具有保守的 !"#$-./ 降解基因及 W-
0120 转座子相关序列，且这些基因会以一定频率丢失。
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