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摘要：【目的】分离并鉴定能够降解除草剂丁草胺的厌氧微生物菌株，研究其厌氧降解丁草胺的特性和

代谢途径，为深入研究丁草胺厌氧降解机制提供依据。【方法】以丁草胺为碳源作为选择压力从水稻田

土壤中富集驯化丁草胺降解菌，利用 16S rRNA 基因系统发育分析结合菌株培养特征对降解菌株进行初

步鉴定，利用液相色谱-时间飞行质谱(LC-TOF-MS)检测菌株降解丁草胺的代谢产物。【结果】筛选到

一株降解丁草胺的厌氧细菌，命名为 BAD-20，初步鉴定为嗜蛋白质菌属(Proteiniphilum)，菌株 BAD-20

降解丁草胺的最适条件为温度 30–35 °C、pH 7.5–8.0 和 0–0.5% NaCl，在有氧条件下该菌不能降解丁草

胺。最适条件下，菌株 BAD-20 在 10 d 降解 90%的 20 mg/L 丁草胺。菌株 BAD-20 还能降解甲草胺、

乙草胺、丙草胺，降解效率从高到低依次为甲草胺>乙草胺>丙草胺>丁草胺，对这些氯乙酰胺除草剂的

降解动力学符合一级动力学方程。鉴定到 2 个丁草胺降解代谢产物，分别是 N-(2,6-二乙基苯基)-N-(丁

氧甲基)乙酰胺(DEPBMA)和 N-(2,6-二乙基苯基)乙酰胺(DEPA)，表明菌株 BAD-20 降解丁草胺的起始步

骤为脱氯，随后脱去 N-丁氧甲基。【结论】本研究富集分离到一株降解丁草胺的厌氧细菌嗜蛋白质菌

属(Proteiniphilum) BAD-20，为深入研究丁草胺厌氧降解机制及研发含丁草胺废水厌氧生物处理技术提

供依据。 
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丁草胺[2-氯-N-(2,6-二乙基苯基)-N-(丁氧甲

基)乙酰胺，butachlor]是氯乙酰胺类除草剂中的主

要品种，是我国用量最大的除草剂之一[1]。丁草胺

作为选择性芽前除草剂，在直播或移栽水稻田中

广泛应用，防除一年生禾本科杂草及某些阔叶杂

草[1–3]。丁草胺具有潜在的致畸变和致突变性，被

美国环保局定为 B-2 类致癌物，丁草胺会导致心

率紊乱、抽搐、昏迷和呼吸停止[4]。丁草胺对鱼类

有很强的毒性，比对哺乳动物的毒性大 500–10000

倍，会严重危害污染水体中的渔业资源[5]。丁草胺
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对土壤微生物有明显的抑制作用，显著降低土壤

微生物多样性[6–8]。此外，丁草胺使用不当会对农

作物产生严重药害，特别是在有机质含量较低的

砂质土壤，或者用药量过大、施药后遇持续低温

高湿天气时，会严重影响作物的生长[9–12]。因此研

究丁草胺在环境中的转化和降解具有重要的意义。 

氯乙酰胺类除草剂在土壤中可以通过微生物

降解、光解和化学降解而消失，其中微生物降解

代谢是土壤中该类除草剂消失的主要因素[13–14]。

目前，国内外对氯乙酰胺类除草剂好氧微生物降

解的研究比较深入透彻，分离到多株能够好氧降

解丁草胺的真菌、放线菌和细菌菌株[15–25]。在降

解代谢过程和机制方面，以本课题组对分离到的

Sphingomonas sp. DC-6 研究最为深入，其代谢氯

乙酰胺除草剂的过程和参与的酶和基因已经清

楚 。 甲 草 胺 、 乙 草 胺 或 丁 草 胺 首 先 在 加 氧 酶

CndABC 催化下发生 N-脱烷基，脱烷基产物接着

在酰胺酶 CmeH 催化下脱乙酰基生产苯胺衍生物

2,6- 二 乙 基 苯 胺 (DEA) 或 2- 甲 基 -6- 乙 基 苯 胺

(MEA)，然后 DEA 或 MEA 在单加氧酶 MeaXY

和 MeaAB 催化下接连在苯环上 2 次羟基化，然后

苯环打开进入 TCA 循环直至完全降解[26–28]。 

此外，在厌氧条件下氯乙酰胺类除草剂也可

以被厌氧微生物降解[29–32]，叶央芳等[33]利用农药

厂厌氧污泥作为接种物富集驯化到一个高效降解

丁草胺的富集菌群。最近，本课题组通过富集驯

化，利用农药厂污泥作为接种物在厌氧反应器中

驯化出能够高效降解乙草胺、丁草胺和甲草胺的

厌氧污泥，并通过代谢产物鉴定推测了乙草胺厌

氧降解途径[34]。但到目前为止，国内外还没有分

离到能够降解氯乙酰胺类除草剂的厌氧菌株，这

严重制约了对该类除草剂厌氧降解代谢过程及其

遗传生化机制的深入研究。 

丁草胺主要应用于水稻田杂草防除，而在水

稻种植过程中农田有一段很长的淹水期，而淹水

导致水稻田深层土壤处于厌氧状态。因此研究水

稻田土壤中厌氧微生物对丁草胺的降解，对于阐

明丁草胺在水稻田中的转化降解及其生物学机制

具有重要意义。本研究利用水稻田土壤作为接种

物，通过富集驯化获得一个高效降解丁草胺的富

集液，并从中筛选到一株高效的丁草胺厌氧降解

菌 BAD-20，研究了该菌的分类地位和对丁草胺的

降解特性，利用液相色谱飞行时间质谱联用技术

鉴定了丁草胺厌氧降解代谢产物。 

1  材料和方法 

1.1  材料及培养基 

丁草胺(纯度 97%)、甲草胺(纯度 98%)、乙草

胺(纯度 96%)和丙草胺(纯度 96%)购买自百灵威公

司(中国，上海)。 

厌 氧 富 集 驯 化 培 养 基 (MSM ， g/L)[34] ：

K2HPO4·3H2O 0.35，KH2PO4 0.27，FeSO4·7H2O 

0.2，MgCl2·6H2O 0.10，NH4Cl 0.53，CaCl2·2H2O 

0.073，柠檬酸钠 0.10，丙酮酸钠 0.10，刃天青 

0.001，微量元素复合液 1 mL，维生素复合液 1 mL，

用磷酸盐缓冲液调 pH 为 7.2。 

厌氧分离和培养的培养基(PYT，g/L)：蛋白

胨 0.5，酵母浸粉 1.0，胰蛋白胨 0.5，酸水解酪蛋

白 1.0，可溶性淀粉 1.0，葡萄糖 1.0，K2HPO4 0.6，

MgSO4 0.2，丙酮酸钠 0.6，微量元素复合液 1 mL，

维生素复合液 1 mL，过滤除菌，灭菌后加入，用

磷酸盐缓冲液调 pH 为 7.2。固体培养基加入 1.7%

的琼脂。 

培养基除氧：将配置好的培养基煮沸，趁热

将 30 mL 培养基分装于 50 mL 血清瓶中，塞住胶
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塞并用铝帽固定，充入 N2 30 min，115 °C 高压蒸

汽灭菌 30 min。灭菌后的培养基应保持无色，如

果颜色变为微红色或红色，则说明氧气没有除尽。 

除草剂母液(10 g/L)：分别称取 0.5155 g 丁草

胺、0.5102 g 甲草胺、0.5208 g 乙草胺或 0.5208 g

丙草胺溶于 50 mL 甲醇中，过滤除菌 4 °C 保存

备用。 

1.2  丁草胺厌氧降解菌的富集分离 

用来驯化丁草胺厌氧降解菌群的土壤样品采

自江苏省南京市江苏省农业科学院水稻试验地

(E32°01″N118°52″)。采样时，挖取 3–10 cm 土壤

作为样品，装于无菌塑料袋带回实验室备用。称

取采集的土壤样品 3 g 加入到 30 mL 含有 20 mg/L

丁草胺的无氧 MSM 培养基的血清瓶中，用丁基胶

塞封口，然后将血清瓶放入30 °C恒温摇床150 r/min

振荡培养，培养过程中注意观察血清瓶中培养液

颜色应保持无色，如果培养基颜色变红则说明血

清瓶中混入了氧气。定时取样测定丁草胺的降解

效果，当血清瓶中的丁草胺大约降解 60%–70%后，

取 3 mL 富集液转接到另一个新鲜的丁草胺 MSM

培养基的血清瓶中。如此反复转接，直到富集液

能够在 2 周内降解 90%的 20 mg/L 丁草胺时驯化

结束。 

富集液中丁草胺降解菌的分离在厌氧操作箱

(COY-7000220A，COY Laboratory Products Inc.，

Michigan，USA)中进行，将富集液梯度稀释后涂

布于 PYT 固体培养基平板上，然后将平板放入厌

氧罐中，置于培养箱 30 °C 恒温培养 7 d，培养过

程中注意观察培养基颜色变化，培养基颜色应保

持无色状态。挑取平板上的菌落在厌氧培养箱中

进一步分离纯化，将纯化的菌落接种到含有 20 mg/L

丁草胺的 MSM 培养基中，定时取样测定其降解丁

草胺的能力。 

1.3  丁草胺厌氧降解菌 BAD-20 的鉴定 16S rRNA

基因序列分析及系统进化树构建 

形态鉴定：将菌株 BAD-20 划线于 PYT 固体

平板上，于厌氧罐中 30 °C 恒温培养 3 d，观察菌

落形态；将平板上的菌体用磷酸盐缓冲液重悬，

用 1%锇酸固定后，2%的磷钨酸钠负染，用透射

电子显微镜(日立 H-7650，日本日立)观察。 

碳源利用：分别向去除碳源的 MSM 培养基

(去除丙酮酸钠和柠檬酸钠)中加入酵母膏、蛋白

胨、甘氨酸、精氨酸、丝氨酸、苏氨酸、甲酸、

乙酸、丙酮酸或乳酸作为营养物质，接种 BAD-20

菌体，于 30 °C、150 r/min 条件下培养，定期观察

BAD-20 是否生长。 

分子生物学鉴定：利用高盐法提取分离菌株

的总 DNA，利用细菌 16S rRNA 基因的通用引物

对 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和

1492R (5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)[20]

进行 PCR 扩增。PCR 体系如下(50 μL)：2×Phanta 

Master Mix (诺维赞公司) 25 μL，模板(40 ng/µL)   

1 μL，27F (20 μmol/L) 2 μL，1492R (20 μmol/L)   

2 μL，加 ddH2O 补至 50 μL。扩增条件为：95 °C    

3 min；95 °C 15 s，56 °C 30 s，72 °C 90 s，30 个循

环；72 °C 7 min。PCR 产物纯化后，收集 1500 bp

左右的片段与 pMD18-T 载体用 DNA 连接酶连接，

然后用热激法转入到大肠杆菌 DH5α 内，利用含

有氨苄青霉素(100 μg/mL)的 LB 平板筛选阳性克

隆子，将阳性克隆子送至南京擎科生物科技有限

公司测序。测得的序列在 EzBioCloud database 

(www.ezbiocloud.net)数据库与已报到模式菌株的

16S rRNA 基因进行同源性分析，选取与其同源性

较高的模式菌株相关序列，利用 Clustal W 软件对
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齐后，利用 MEGA 6.0 软件，通过邻接法构建抗

性菌株的系统进化树，采用 Kimura’s two-parameter 

model 计算遗传距离，Bootstrap 值设定为 1000[20]。 

1.4  影响分离菌株降解丁草胺的各种因素 

将菌株 BAD-20 接种于 PYT 液体培养基中，

30 °C 恒温摇床 150 r/min 厌氧培养至对数生长期

后期(OD600 约为 0.3)作为种子液。将种子液按 5%

的接种量接种于血清瓶中加入 20 mg/L 丁草胺的

MSM 培养基中，于 30 °C、150 r/min 摇床内培养

10 d。考察不同温度对降解的影响时，设置 16、

20、25、30、35、40 和 45 °C；考察不同 pH 对

降 解 的 影 响 时 ， 利 用 缓 冲 体 系 50 mmol/L 

NaH2PO4-Na2HPO4 调节不同的 pH 范围(5.0–9.0)。

考察不同盐浓度对降解的影响时，利用 NaCl 调整

培养基盐浓度(0%、0.2%、0.5%、1.0%、1.5%、

2.0%、3.0%和 5.0%，W/V)。考察氧气对降解的影

响时，将血清瓶的橡胶塞换成 8 层纱布使培养基

通入氧气。考察不同底物浓度影响时，丁草胺的

浓度分别为 10、50、100 mg/L。以上实验分别设

置不加菌株 BAD-20 的空白对照组，处理组和对

照组均设置 3 个重复。 

1.5  菌株 BAD-20 底物谱的测定 

将培养至对数期后 (OD600 约为 0.3)的菌株

BAD-20 种子液按 5%的接种量接种于 30 mL MSM

的血清瓶中，然后分别加入各种氯乙酰胺除草剂

至终浓度为 20 mg/L，于 30 °C、150 r/min 摇床内

培养，定期取样测定培养液中各种氯乙酰胺除草

剂的浓度。 

1.6  氯乙酰胺除草剂浓度检测方法及代谢产物鉴定 

在丁草胺初始浓度为 50 mg/L 的 MSM 液体培

养基中，加入已制备好的 BAD-20 种子液 1.5 mL 

(OD600=0.3)，使其培养体系为 30 mL，于 30 °C、

150 r/min 条件下培养。定时取样测定丁草胺的浓

度，待丁草胺的浓度降解达到 80%时，将降解液

冷冻干燥，加 2 mL 甲醇，超声溶解，过 0.22 μm

有机滤膜。丁草胺(或甲草胺、乙草胺和丙草胺)

的检测条件：超高效液相色谱(U3000，Thermo 

Fisher Scientific，美国)；Thermo Fisher Syncronis 

C18 (5 μm，4.6 mm×250 mm)；流动相：乙腈︰水=   

90︰10 (V/V)；检测波长：215 nm；流速：1.0 mL/min；

柱温：40 °C；进样量：20 μL。 

丁 草 胺 代 谢 产 物 液 相 色 谱 - 时 间 飞 行 质 谱

(LC-TOF-MS)的测定条件：LC-20AD(日本岛津)，

AB Sciex TripleTOF® 5600 (美国 AB SCIEX)，

Phenomenex Kinetex C18 色谱柱(2.1 mm×100 mm，

2.6 μm)；柱温：40 °C；进样量：10 μL；流速为

0.3 mL/min；流动相 A 为水(0.1%甲酸，V/V)，B

为甲醇；梯度洗脱程序为：5%甲醇保持 0.5 min，

甲醇从 5%增加到 95%用时 11 min，然后 95%甲

醇保持 2 min。采用电喷雾离子源(ESI)正离子扫

描模式，离子喷雾电压(ISVF) 5500 V，离子源温

度(TEM) 550 °C，雾化气(GS1) 65 psi，辅助气(GS2) 

65 psi，气帘气(CUR) 35 psi；质谱数据采集模式

为高分辨飞行时间质谱全扫描并同时触发采集高

分 辨 二 级 质 谱 (TOF MS IDA MS-MS) 模 式 ，

TOF-MS 扫描范围 m/z 50–800，IDA MS-MS 扫描

范围 m/z 50–800，去簇电压(DP) 80 V，MS-MS 碰

撞能量(CE) 40 eV，扩展碰撞能量(CES) 20 eV。 

1.7  数据处理与统计分析 

降解率计算公式如公式 1 所示，Cck 表示空白

对照底物的浓度，Ct 表示处理组降解后底物的浓

度；一级动力学方程如公式 2 所示，C0 表示初始

底物浓度，k 表示一级反应速率常数，t 表示培养
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时间；降解半衰期(T1/2)：T1/2=(ln2)/k，其含义为底

物降解一半所需要的时间。实验中所有数值为每

组 3 个平行的平均值，对不同处理差异显著性的

比较采用 SPSS 19.0 统计学软件进行 Duncan 检

验，P<0.05 为具有统计学差异。 

ck t

ck

(%) 100%
C C

Degradation
C


             (1) 

kt
0eC C                                (2) 

2  结果和分析 

2.1  丁草胺厌氧降解菌 BAD-20 的分离和鉴定 

以丁草胺为碳源作为选择压力，以水稻土壤

为接种物，富集驯化获得一个丁草胺降解富集液。

该富集液能够在 2 周内降解 90%的丁草胺。利用

厌氧分离技术，从该富集液中分离纯化到 25 株厌

氧细菌，分别编号为 BAD-01 到 BAD-25。降解试 

验结果表明菌株 BAD-20 对丁草胺有很好的降解

效果(图 1)，在接种菌株 BAD-20 的培养液中丁草

胺吸收峰显著下降(图 1-A)，而且降解率随着培养

时间延长而增加，在 10 d 内能够降解 90%以上的

丁草胺(20 mg/L)(图 1-B)。而其他分离菌株对丁草

胺基本没有降解效果(数据未展示)。 

菌株 BAD-20 在 PYT 固体培养基 30 °C 培养

3 d 菌落为白色、不透明、凸起、边缘光滑(图 2-A)。

用透射电子显微镜观察，BAD-20 菌体为杆状，大小

为(0.5–0.8) μm×(1.5–1.8) μm，未观察到鞭毛(图 2-B)， 
 

 
 

图 1.  菌株 BAD-20 对丁草胺的厌氧降解效果 

Figure 1. The anaerobic degradation of butachlor by strain BAD-20. A: HPLC chromatograms of butachlor 
degradation by strain BAD-20; B: the time-course curve of anaerobic butachlor degradation by strain BAD-20. 

 

 
 

图 2.  菌株 BAD-20 的菌体形态(A)和透射电镜照片(B) 

Figure 2.  Photograph (A) and transmission electron micrograph (Bar, 1.0 µm) (B) of strain BAD-20. 
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不能运动，革兰氏染色阴性。菌株 BAD-20 能利

用酵母膏、蛋白胨、甘氨酸、精氨酸、丝氨酸和

苏氨酸等蛋白氨基酸类物质生长，能利用甲酸、

乙酸、丙酮酸和乳酸作为碳源。 

利用细菌 16S rRNA 基因通用引物扩增该菌

16S rRNA 基因，测序结果表明 BAD-20 的 16S 

rRNA 基因长度为 1492 bp (NCBI 的 GenBank 登录

号为 MW057853)，和 Proteiniphilum acetatigenes 

TB 107T 具有 99%的一致性，与其形成一个分支，

置信度为 100% (图 3)。因此，初步将菌株 BAD-20

鉴定为嗜蛋白属(Proteiniphilum sp.)。 

2.2  菌株 BAD-20 降解丁草胺的影响因素 

菌 株 BAD-20 降 解 丁 草 胺 的 最 适 温 度 为

30–35 °C，10 d 对丁草胺降解率达到 90%以上；

当温度高于 35 °C 或低于 20 °C 时，对丁草胺的降

解速率明显在下降(图 4-A)。菌株 BAD-20 降解丁

草胺的最适 pH 为 7.5–8.0，10 d 对丁草胺降解率

达到 80%以上；当 pH 高于 8.0 或低于 6.5 时，菌

株 BAD-20 对 丁 草 胺 的 降 解 速 率 明 显 下 降     

(图 4-B)。菌株 BAD-20 降解丁草胺的最适盐浓度

为 0–0.5% NaCl，当 NaCl 浓度超过 0.5%，丁草胺

的降解效率明显受到抑制(图 4-C)。在有氧条件下，

菌株 BAD-20 完全失去了丁草胺降解能力 (图

4-D)，说明菌株 BAD-20 为严格厌氧菌。 

图 5 结果表明，菌株 BAD-20 能高效降解高

达 50 mg/L 的丁草胺，而当培养基中丁草胺的起

始浓度超过 100 mg/L 时，菌株 BAD-20 对丁草胺

的降解效率下降，表明高浓度的丁草胺对菌株

BAD-20 有较强的抑制作用。菌株 BAD-20 对不同

浓度丁草胺的降解动态用一级动力学方程拟合，

结果如表 1 所示，BAD-20 对 10 mg/L、50 mg/L

和 100 mg/L 丁草胺的降解半衰期(T1/2)分别为 2.49 d、

6.78 d 和 23.17 d，不同初始浓度之间的降解半衰

期存在明显的差异(P<0.05)。 

 

 
 

图 3.  菌株 BAD-20 的 16S rRNA 基因序列系统发育树 

Figure 3.  Phylogenetic tree of strain BAD-20 based on 16S rRNA gene sequences. Numbers in parentheses 
represent the sequences accession number in GenBank; numbers at the nodes indicate the bootstrap values on 
Neighbor-Joining analysis of 1000 resampled data sets. Bar 0.02 represent sequence divergence. 
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图 4.  环境因素对菌株 BAD-20 降解丁草胺的影响 

Figure 4.  Effect of environmental factors on degradation of butachlor by strain BAD-20. A: temperature; B: pH; C: 
NaCl concentration; D: oxygen. All values represent the mean of triplicate samples. Different letters indicate 
signifificant differences in the degradation of butachlor with respect to temperature (A), pH (B), NaCl 
concentration (C), and oxygen (D) after incubation for 10 days as determined by one-way AVONA on (P<0.05). 
 

 
 

图 5.  丁草胺初始浓度对菌株 BAD-20 降解的影响 

Figure 5.  Effect of initial butachlor concentration on its degradation by strain BAD-20. All values represent the 
mean of triplicate samples. 
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表 1.  菌株 BAD-20 对不同初始浓度丁草胺降解的一级动力学参数 

Table 1.  First-order kinetic parameters of degradation by strain BAD-20 at different initial butachlor 
concentration 
Initial concentration/(mg/L) Kinetic equation Correlation coefficient (R2 a) Rate constant K/[mg/(L·d)] Half life (T1/2

b/d) 

10 C=10.76 e–0.2785t 0.9880 0.2785 2.49 a 

50 C=51.01 e–0.1022t 0.9923 0.1022 6.78 b 

100 C=100.03 e–0.0299t 0.9732 0.0299 23.17 c 
a: Correlation coefficient, which represents the fitness of the modeling data; b: Duncan test was used to test the difference between the 
data. Different letters after the same column of data indicated the significant difference between the treatments (P<0.05). 
 

2.3  菌株 BAD-20 对其他主要氯乙酰胺类除草剂

的降解 

如表 2 所示，菌株 BAD-20 除能降解丁草胺

外，还能降解甲草胺、乙草胺和丙草胺等主要氯

乙酰胺类除草剂。菌株 BAD-20 对甲草胺、乙草

胺、丙草胺和丁草胺的降解半衰期(T1/2)分别为

1.34、2.05、2.78 和 3.20 d。差异显著性分析表明，

菌株对氯乙酰胺类除草剂的降解效率从高到低依

次为甲草胺>乙草胺>丙草胺>丁草胺。 

2.4  菌株 BAD-20 降解丁草胺的代谢产物鉴定 

利用 LC-TOF-MS 检测了菌株 BAD-20 降解丁

草胺的中间代谢产物。结果如图 6 所示，在培养液

高 速 离 心 上 清 中 一 共 检 测 3 个 物 质 ， 其 中

Compound I 的荷质比(m/z)为 312，和丁草胺分子量 

相同，几个碎片峰荷质比也和丁草胺的分子结构相

符合(图 6-A)，因此 Compound I 鉴定为底物丁草胺。

Compound II 的荷质比为 278，刚好和丁草胺脱去

一个氯的产物 N-(2,6-二乙基苯基)-N-(丁氧甲基)乙

酰胺(DEPBMA)分子量相同，其几个碎片峰荷质比

理论上也符合该产物分子结构 (图 6-B)，因此

Compound II 鉴定为 N-(2,6-二乙基苯基)-N-(丁氧甲

基)乙酰胺(DEBMA)。Compound III 荷质比为 192，

刚好和 DEBMA 脱去 N-丁氧甲基的产物分子量相

同，其几个碎片峰也与脱该脱 N-丁氧甲基产物分

子结构相同(图 6-C)，因此 Compound III 鉴定为

N-(2,6-二乙基苯基)乙酰胺(DEPA)。 

表 2.  菌株 BAD-20 对各类氯乙酰类除草剂降解效率的测定 

Table 2.  The degradation of others important chloroacetamide herbicides by strain BAD-20. 

Compoundsa Structure Correlation coefficient (R2 b) Rate constant K/[mg/(L·d)] Half life (T1/2 
c/d) 

Alachlor 0.9981 0.5172 1.34 a 

Acetochlor 0.9889 0.3381 2.05 b 

Pretilachlor 

 

0.9724 0.2493 2.78 c 

Butachlor 

 

0.9923 0.2167 3.20 d 

a: the initial concentration of substrate is 20 mg/L; b: correlation coefficient, which represents the fitness of the modeling data; c: 

duncan test was used to test the difference between the data. Different letters after the same column of data indicated the significant 
difference between the treatments (P<0.05). 
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图 6.  利用 LC-TOF-MS 检测菌株 BAD-20 降解丁草胺的代谢产物 

Figure 6.  LC-TOF-MS Mass spectrograms and proposed structures of butachlor and its metabolites by butachlor- 
degrading strain BAD-20. A: compound I: butachlor; B: compound II: DEPBMA; C: compound II: DEPA. 
 

3  讨论 

丁草胺作为一种主要氯乙酰类除草剂，在农

田除草中得到了广泛使用。但丁草胺有潜在的致

癌性，对鱼类有高毒性，破坏土壤微生物多样性，

而且土壤高残留还会对农作物产生严重药害，因

此研究环境中丁草胺的降解规律和机制、开发丁

草胺残留污染降解修复技术具有重要的意义。 

目前对丁草胺好氧微生物降解机制的研究比较深

入，其降解过程及参与降解的酶和基因得到了阐 

明[35]。但是对于丁草胺厌氧降解的研究很少，仅

仅获得了能够厌氧降解丁草胺的富集液，而丁草

胺厌氧降解菌株分离鉴定及对丁草胺厌氧降解过

程和机制方面的研究还未见报道。水稻田淹水时

深层土壤处于厌氧状态，而且经常使用丁草胺除

草，因此水稻田土壤存在厌氧丁草胺降解菌的生
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态条件。本研究中我们利用富集驯化技术，以丁

草胺为碳源作为选择压力，成功从水稻田土壤中

富集分离到一株厌氧丁草胺降解菌 BAD-20，鉴定

为嗜蛋白质菌属(Proteiniphilum)。嗜蛋白质菌属为

一个创建于 2005 年的比较新的属，到目前共有两

个种 Proteiniphilum acetatigenes 和 Proteiniphilum 

saccharofermentans[36–37]，嗜蛋白质菌属的模式菌株

Proteiniphilum acetatigenes TB107T (=JCM 12891T= 

AS 1.5024T)分离自处理啤酒废水的 UASB(Up-flow 

Anaerobic Sludge Bed)厌氧反应器中的颗粒污泥，

能够分解利用酵母膏、蛋白胨、甘氨酸、精氨酸、

丝氨酸和苏氨酸等蛋白氨基酸类物质生长，但对有

机酸利用能力较差，仅能利用丙酮酸生长[36]。而菌

株 BAD-20 除分解利用酵母膏、蛋白胨、甘氨酸

和丙酮酸生长外，还能利用甲酸、乙酸和乳酸等

有机酸生长，这可能跟菌株 BAD-20 栖息环境稻

田土壤有机酸比较丰富有关；而菌株 BAD-20 能够

降解氯乙酰胺类除草剂则为该属细菌首次报道。 

从菌株 BAD-20 的降解谱可知，该菌能够降

解甲草胺、乙草胺和丁草胺等多种氯乙酰胺类除

草剂，其降解效率从高到低依次是甲草胺>乙草

胺>丙草胺>丁草胺。而通过比较不同氯乙酰胺类

除草剂的分子结构，甲草胺、乙草胺、丙草胺和

丁草胺分子结构的主要差异之处在于 N-取代烷氧

基团的长度不同，以及苯环上侧链基团不同(表 2)。

通过比较不同氯乙酰胺类除草剂分子结构的差异

及菌株 BAD-20 对不同氯乙酰胺类除草剂降解能

力的差异，我们发现氯乙酰胺类除草剂厌氧降解

效率与其分子结构有密切关系，即 N-取代烷氧基

团越长越复杂，其降解效率越低，而苯环上取代

基团对降解效率影响不大。甲草胺、乙草胺、丙

草胺和丁草胺支链上烷氧基团分别为 CH3O-、

CH3CH2O-、CH3CH2CH2O-和 CH3CH2CH2CH2O-，

其长度和复杂程度逐渐增加，而降解效率逐渐降

低。N-取代烷氧基团影响降解效率可能的原因是

氯乙酰胺除草剂与降解酶作用或结合的关键位置

不是苯环，而是 N-取代烷氧基团和氯乙酰基，N-

取代烷氧基团越大越复杂，会影响降解酶-底物的

相互结合，从而影响降解效率。 

在好氧菌中，丁草胺的降解上游步骤是在加

氧酶 CndABC 催化下发生 N-脱烷基生成 N-(2,6-

二 2-氯-N-(2,6-二乙基苯基)乙酰胺，该产物接着在

酰胺酶 CmeH 催化下脱氯乙酰基生成 2,6-二乙基

苯胺[26–28]。利用 LC-TOF-MS，我们从厌氧菌株

BDA-20 降解丁草胺的培养液中鉴定到 2 个代谢产

物 N-(2,6- 二 乙 基 苯 基 )-N-( 丁 氧 甲 基 ) 乙 酰 胺

(DEPBMA)和 N-(2,6-二乙基苯基)乙酰胺(DEPA)。

根据这个产物鉴定结果我们推测菌株 BDA-20 厌

氧降解丁草胺的上游降解步骤为先脱氯再脱 N-烷

氧烷基(图 7)。这个先脱氯再脱烷基的降解过程完

全不同于好氧菌对丁草胺的先脱烷基再脱氯乙酰

基降解过程，是一个新的乙草胺降解机制。 

卤代化合物广泛存在于自然界，很多重要的

合成化学品也是卤代化合物。一般卤代化合物化

学性质非常稳定，难以降解，而脱卤可以提高其

可生物降解性。研究表明微生物脱卤机制非常多 
 

 
 

图 7.  菌株 BAD-20 降解丁草胺的代谢途径推测 

Figure 7.  Proposed anaerobic degradation pathway of butachlor by the strain BAD-20. 
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样化，有氧化脱卤、水解脱卤、还原脱卤和硫醇

取代脱卤[38–41]。在厌氧菌中报道比较多的是还原

脱卤，有呼吸型还原脱卤和非呼吸型还原脱卤两

种类型[40,42–43]。呼吸型还原脱卤即卤代芳烃在厌

氧条件下作为电子呼吸链最终电子受体，因此呼

吸型还原脱卤又叫脱卤呼吸。如 Dehalobacter 

restrictus 和 Dehalospirillum multivorans 等能够通

过脱卤呼吸将四氯乙烯(Perchloroethylene，PCE)

脱去一个氯原子转化为三氯乙烯(Trichloroethylene，

TCE)[40,42]。非呼吸型还原脱卤不与电子呼吸链耦

联，其所需的电子由 NADPH 提供。催化还原型

脱卤的关键酶是还原脱卤酶(reductive dehalogenase，

RDs)，呼吸型位于细胞膜上以方便它们参与膜相

关的电子传递—耦合氧化磷酸化，而非呼吸型还

原脱卤酶位于细胞质[40,42–43]。菌株 BAD-20 到底是

通过哪一种脱卤机制脱去丁草胺上的氯原子还不

清楚，需要进一步研究。 
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Isolation, identification and degradation characteristics of an 
anaerobic butachlor-degrading bacterium BAD-20 

Junwei Liu, Xuan Zhang, Yixuan Bao, Jianyi Xu, Jiguo Qiu, Jian He* 
Key Laboratory of Agricultural Environmental Microbiology, Ministry of Agriculture, College of Life Sciences, Nanjing 
Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] The aim of this study was to isolate anaerobic bacteria capable of degrading butachlor. 

[Methods] By enrichment and acclimation method using butachlor as carbon source for enrichment, we screened an 

anaerobic butachlor-degrading bacterium from paddy soil. The isolated strain was preliminarily identified based on 

morphological and biochemical characteristics as well as 16S rRNA phylogenetic analysis, and the metabolites of 

butachlor degradation were identified by liquid chromatography-time of flight mass spectrometry. [Results] An 

anaerobic bacterium designated as BAD-20 was screened and identified as Proteiniphilum. The optimum conditions 

for butachlor degradation by strain BAD-20 were 30–35 °C, pH 7.5–8.0 and 0–0.5% NaCl. Under the optimal 

conditions, 90% butachlor was degraded within 10 days by Proteiniphilum sp. BAD-20. Under aerobic conditions, 

the stain lost the ability to degrade butachlor. Proteiniphilum sp. BAD-20 could also degrade alachlor, acetochlor 

and propionate with the degradation efficiency following the order: alachlor>acetochlor>propranolol>butachlor. 

The degradation kinetics to these chloroacetamide herbicides fit to a first-order kinetic equation. Two metabolites, 

N-(2,6-diethylphenyl)-N-(butoxymethyl)acetanilide and N-(2,6-diethylphenyl)acetamide, were identified, indicating 

that the initial two steps of butachlor degradation are dechlorination and dealkylation. [Conclusion] An anaerobic 

butachlor-degrading bacterium BAD-20 was enriched and isolated from paddy soil and identified as 

Proteiniphilum. This study provides a basis for further study on the anaerobic catabolism of butachlor and the 

development of anaerobic biological treatment technology for butachlor-containing wastewater. 

Keywords: butachlor, anaerobic degradation, acclimation and isolation, Proteiniphilum sp., degradation characteristics, 

metabolites 
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