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摘  要: 从农药厂废水处理池的活性污泥中分离到一株阿特拉津降解菌 X-4, 根据其生理生化特

性和 16S rRNA 基因序列相似性分析, 将其初步鉴定为节杆菌属(Arthrobacter sp.)。该菌能以阿特

拉津为唯一碳氮源生长, 42 h 内对 100 mg/L 的阿特拉津降解效果为 95.7%, 降解阿特拉津的最适

温度为 30 °C, pH 为 7.0。该菌对多种重金属离子都存在抗性, 显示了其在去除阿特拉津和重金属

复合污染方面的应用潜力。对其降解基因的初步研究显示, 该菌含有 trzN、atzB 和 atzC 3 个阿特

拉津降解相关基因。 
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Abstract: A bacteria strain X-4 capable of degrading atrazine was isolated from the activated sludge 
from the wastewater treating system of an atrazine manufacturer. It was preliminarily identified as Ar-
throbacter sp. according to its physiological & biochemical characteristics and the analysis of its 16S 
rRNA gene sequence. This strain could use atrazine as sole carbon and nitrogen source, and degrade 
95.7% of 100 mg/L atrazine within 42 h. The optimal pH and temperature for the degradation were 30 °C 
and pH 7.0, respectively. Strain X-4 could tolerate many kinds of heavy metals, which showed its po-
tential in treating the co-contamination of atrazine and heavy metals. The atrazine-degrading related 
genes of strain X-4 were the combination of trzN, atzB and atzC. 
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阿特拉津也称莠去津(Atrazine), 是在世界范围

内广泛使用的一种三嗪类除草剂, 在防除杂草方面

占有重要地位, 但它的残留会对一些后茬敏感作物

如小麦、大豆、水稻等产生药害[1−2]。由于阿特拉津

淋溶性好 , 易扩散 , 迁移率高 , 可以随排灌水和降

水流失而造成地下水及江河污染 [3], 因此阿特拉津

污染环境的生物修复问题是农药污染控制领域的研

究热点。革兰氏阴性的假单胞菌 ADP 菌株中的阿特

拉 津 降 解 途 径 已 经 得 到 阐 明 , 它 通 过 降 解 基 因

atzABCDEF 编码的 6 个酶将阿特拉津完全矿化[4−8]。

而革兰氏阳性的节杆菌 SP12 菌株中的降解基因则

是 trzN 和 atzBC 基因的组合[9]。本研究从农药厂废

水处理池的活性污泥中分离到一株阿特拉津降解

菌, 初步鉴定为 Arthrobacter sp., 并对其降解特性

和相关基因进行了研究, 以期为其在生物修复中的

应用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  培养基与试剂 
LB 培养基(g/L): 酵母膏 5.00, 蛋白胨 10.00, 

NaCl 10.00。 

唯一碳氮源培养基 (g/L): NaCl 1.00, K2HPO4 

1.50, KH2PO4 0.50, MgSO4·7H2O 0.10。 

以阿特拉津为唯一碳氮源, 浓度视需要添加。 

阿特拉津, 纯度>98%, 由江苏省农科院提供。

其他化学试剂均为分析纯。 

1.2  菌株分离 
将取自某农药厂废水处理池的活性污泥 5 g 置

于 100 mL 的以阿特拉津为唯一碳氮源的培养基(浓

度为 100 mg/L)中, 于 30 °C、180 r/min 培养 5 d, 然

后每 5 d 以 3%的接种量转接到相同的培养基中, 连

续传 3 代。然后取 0.5 mL 富集液梯度稀释 , 取

10−5−10−7 梯度的稀释液各 0.1 mL 涂布于含 100 mg/L

阿特拉津的 1/10 LB 的固体培养基上, 30 °C 培养 7 d

后, 挑取周围有透明圈的单菌落, 对其划线纯化 3

次后验证其降解性能。 

1.3  菌株鉴定 
菌株的形态及生理生化特性测定参照文献[10]

进行, 16S rRNA 基因克隆参照文献[11]进行, 高盐

法提取 X-4 总 DNA 作为模板, 进行 16S rRNA 基因

扩增, 正向引物: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 
3′, 反向引物 : 5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT- 
3′; 50 μL 体系为: 模板 1 μL, dNTPs (25 mmol/L) 4 μL, 
引 物 (1 mmol/L) 各 1 μL, 10×Taq 缓 冲 液 5 μL, 
Mg2+(25 mmol/L) 4 μL, Taq 酶(5 U/μL) 0.5 μL, 用超

纯水补至 50 μL。PCR 反应条件: 95 °C 5 min; 94 °C 
30 s, 55 °C 1 min, 72 °C 1 min, 30 个循环 ; 72 °C 
10 min。采用试剂盒回收 PCR 扩增产物, 琼脂糖凝

胶电泳检测扩增产物的大小(1.5 kb 左右)后, 将其

TA 克隆后进行测序(由上海英骏生物技术有限公司

完成)。将测序结果与 GenBank (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov)及其 Ribosomal Database Project II (http:// 
rdp.cme.msu.edu)上的相关 16S rRNA 基因序列进行

同源性比对分析。 

1.4  阿特拉津浓度的测定 
将培养液和三氯甲烷按 1/3 的比例进行全量提

取 , 剧烈振荡后静置分层 , 弃去上层水相 , 有机相

经无水 Na2SO4 脱水后, 用滤膜过滤萃取液, 收集滤

液, 常温挥发干, 甲醇溶解, 用 HPLC 检测。参考文

献[12]进行 , 检测条件 : 250 mm×4.6 mm C18 不锈

钢色谱柱 ; 流动相为甲醇 /水(80:20, V/V); 流速为

1.0 mL/min; Waters 2487 紫外检测器, 检测波长为

226 nm。 

1.5  阿特拉津降解相关基因的检测 
扩增 trzN 全基因的引物根据 Mulbry 等的报道

合成 [13], atzABC 基因片段扩增引物按文献 [14−15]合

成。以 X-4 总 DNA 为模板, 使用 PTC-200 Peltier 
Thermal Cycler, 25 μL 扩增体系: 10×buffer 2.5 μL, 
2.5 mmol/L dNTPs 2 μL, 25 mmol/L MgCl2 2 μL, 3′端
和 5′端引物各 1 μL, Taq 酶 0.5 μL, 超纯水补至

25 μL, 总 DNA 0.3 μg。trzN 全基因扩增条件: 95 °C 
5 min; 94 °C 30s, 57 °C 30 s, 72 °C 90 s, 30 个循环; 
72 °C 10 min。降解基因保守片段扩增条件 : 95 °C 
3 min; 94 °C 30 s, 50 °C(atzA)或 57 °C(atzB)或

49 °C(atzC) 30 s, 72 °C 30 s, 30 个 循 环 ; 72 °C 
10 min。琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物大小, 将其

TA 克隆后进行测序(由上海英骏生物技术有限公司
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完 成 ), 测 序 结 果 通 过 在 线 分 析 (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov), 与 GenBank 中的基因序列进行相似性

比较。 

2  结果与分析 

2.1  菌株分离及其生理生化特性 
经过富集培养和纯化, 获得一株能降解阿特拉

津的细菌, 命名为 X-4。该菌革兰氏阳性, 杆状, 有

鞭毛, 菌体大小为(0.8−1.2) μm×(1.8−3.0) μm; 在 LB

平板上生长 1 d 形成 1.0 mm−1.5 mm 的菌落, 菌落

为圆形, 表面凸起、呈金黄色, 粘稠, 不透明, 有光

泽 , 光滑 , 菌落边缘不整齐 , 生长过程中有球杆变

化。该菌接触酶和氧化酶阳性, VP 试验阳性, 不产

吲哚, 不产芽孢, 不水解淀粉, 不水解明胶, 能使石

蕊牛乳胨化。以菌株 X-4 的基因组总 DNA 为模板, 

用 16S rRNA 基因通用引物进行 PCR 扩增, 得到长

度约为 1.5 kb 的产物, 测序后在 GenBank 上登录, 

序列号为 HQ834307, 和其他模式菌株 16S rRNA

基因序列的同源性比较结果显示, 菌株 X4 与模式

菌 株 产 脲 节 杆 菌 (Arthrobacter ureafaciens DSM 

20216T)的相似性 100%, 结合其生理生化特征将该

菌初步鉴定为 Arthrobacter sp.。 

2.2  菌株 X-4 生长与阿特拉津降解的关系 
在浓度为 100 mg/L 的以阿特拉津唯一碳氮源

的液体培养基中, 以 3%的接种量接入用唯一碳氮

源培养基洗涤 2 次的在 LB 培养基中培养的 X-4 种

子液(A600≈1.00), 于 30 °C、180 r/min 摇床培养, 定

时取样, 测定阿特拉津浓度和菌体的生长量。从图 1

可以看出, X-4 可以以阿特拉津为唯一碳氮源生长, 

在 42 h 内对阿特拉津的降解率为 95.7%。 

2.3  温度对 X-4 降解阿特拉津的影响 
在浓度为 100 mg/L 的以阿特拉津唯一碳氮源

的液体培养基中, 以 3%的接种量分别接入用唯一

碳氮源培养基洗过的 X-4 种子液(A600≈1.00), 在不同

温度下以 180 r/min 摇床培养, 48 h 后取样测定阿特

拉津浓度, 结果如图 2 所示, 菌株 X-4 在 30 °C 时降

解阿特拉津效果最好, 过高过低温度都不利于 X-4

对阿特拉津的降解。 

 

图 1  菌株 X-4 生长与阿特拉津降解的关系 
Fig. 1  Relationship between the growth of X-4 and degra-
dation of atrazine 

 

 

图 2  不同温度对 X-4 对降解阿特拉津的影响 
Fig. 2  Effects of different temperature on atrazine degra-
dation by X-4 

 
2.4  初始 pH 值对 X-4 降解阿特拉津的影响 

调整浓度为 100 mg/L 的阿特拉津唯一碳氮源

液体培养基的 pH 值分别为 5、6、7、8、9、10, 以

3%的接种量分别接入用唯一碳氮源培养基洗过的

X-4 种子液(A600≈1.00), 30 °C、180 r/min 摇床培养, 

48 h 后取样测定阿特拉津浓度, 结果见图 3, 从图中

可以看出, 菌株 X-4 在 pH 6−9 范围内都能表现出

良好的降解能力, 最适 pH 为 7。 

2.5  阿特拉津起始浓度对 X-4 降解阿特拉津的

影响 
在唯一碳氮源培养基中加入阿特拉津, 使起始

浓度分别为 5、10、20、30、50 mg/L, 以 3%的接

种量接入用用唯一碳氮源培养基洗过的 X-4 种子

液(A600≈1.00), 于 30 °C、180 r/min 的摇床培养, 每
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隔一段时间取样 , 测定阿特拉津的浓度。从图 4
可以看出 , X-4 对较低浓度的阿特拉津有较好的降

解效率 , 对 5 mg/L 的降解率达 99.9%, 当阿特拉

津浓度大于 10 mg/L 时 , 阿特拉津终浓度维持在

1−2 mg/L, 不再有明显变化, 可能是由于代谢产物

的积累引起了抑制作用。 
 

 

图 3  不同初始 pH 对 X-4 阿特拉津的影响 
Fig. 3  Effects of different initial pH on atrazine degrada-
tion by strain X-4 
 

 

图 4  X-4 对不同起始浓度阿特拉津的降解 
Fig. 4  Effects of different initial atrazine concentration on 
atrazine degradation by strain X-4 
 
2.6  不同金属离子对 X-4 降解阿特拉津的影响 

在浓度为 100 mg/L 的阿特拉津唯一碳氮源的

液体培养基中分别加入终浓度为 1 mmol/L 的金属

离子, 以 3%的接种量分别接入用唯一碳氮源培养

基洗过的 X-4 种子液(A600≈1.00), 在 30 °C 条件下以

180 r/min 摇床培养 48 h 后, 取样测定阿特拉津浓度, 
结果如图 5 所示, 菌株 X-4 的降解能力受 Cu2+、

Mn2+、Hg2+的抑制显著, Cd2+和 Ni2+有一定的抑制作

用, 其他的金属离子没有明显的抑制, 显示该菌株

有较强的重金属抗性。 

 

图 5  不同金属离子对 X-4 降解阿特拉津的影响 
Fig. 5  Effects of different metal ions on atrazine degrada-
tion by strain X-4 
 

2.7  X-4 中阿特拉津降解相关基因的检测 
以 X-4 总 DNA 为模板扩增相关阿特拉津降解

相关基因 , 分别扩出 1 392 bp 大小的 trzN 基因、

491 bp 大小的 atzB 核心片段和 579 bp 的 atzC 核心

片段, 未扩出 atzA 核心片段(图 6), 说明菌株 X-4 中

降解相关基因是是 trzN 与 atzBC 基因的组合, 序列

测定和比较结果显示, 它们与已报道的其它菌中的

相应序列的相似性分别为 100%、100%、99%, 说明

3 个基因都具有保守性。 
 

 

图 6  阿特拉津降解相关基因的检测 
Fig. 6  PCR detection of atrazine-degradation related genes 
fragment of X-4 
Note: 1: PCR product of atzC fragment; 2: PCR product of atzB 
fragment; 3: PCR product of atzA fragment; 4: PCR product of total 
trzN; M: DL2000 DNA marker. 
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3  结论 

阿特拉津是一种三嗪类除草剂, 其生物降解一

直受到环境保护领域的关注。本研究分离到一株以

阿特拉津为唯一碳氮源生长的降解菌 X-4, 根据生

理生化及 16S rRNA 基因序列比对分析, 将其初步

鉴定为节杆菌属(Arthrobacter sp.)。该菌在 42 h 内对

100 mg/L 阿特拉津降解率达 95.7%, 与以往报导的

阿特拉津降解菌[13−15]相比, 该菌能抗多种重金属离

子, 显示该菌在处理阿特拉津和重金属复合污染方

面有一定的应用潜力。 
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