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腐霉利高效降解菌的筛选及其特性
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摘要：为了降解腐霉利，在长期受农药污染的蔬菜大棚土壤中，驯化分离出１３种菌株，通过正交试验确定了

混合菌群降解腐霉利的最优条件：腐霉利浓度为３００ｍｇ／Ｌ，葡萄糖浓度为２００ｍｇ／Ｌ，接种量为１５％．在分离

出的１３种菌株中，筛选出１种高效降解腐霉利的菌株Ｔ３２１．通过高效液相（ＨＰＬＣ）对菌株Ｔ３２１和混合菌

群对腐霉利的降解情况进行了分析，结果表明当腐霉利浓度为３００ｍｇ／Ｌ时，菌株Ｔ３２１和混合菌群对腐霉

利的去除率分别为７７．２％和９０％．
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　　腐霉利又称杀霉利、二甲菌核利、速克灵等，

属于杀菌剂，是一种常用农药［１］．腐霉利可以应用

于果树、蔬菜、植物等的黑星病、腐病、真核病、灰

霉病、大斑病的防治，并且对苯丙咪唑产生抗性的

真菌也有效果［２３］．研究表明，在温室中过多使用

腐霉利，其毒性可在生菜等植物上蓄积，对人类健

康存在潜在的影响，因此目前其已成为食品安全

检测中的一个重要的目标物［４］．除此之外，腐霉利

还是一种抗雄激素，长期暴露于腐霉利环境中，能

引发雄性鼠雄激素依赖组织发生组织学变化，包

括纤维化、上皮增生和细胞浸润［５］．鉴于腐霉利对

人类健康潜在的危害，腐霉利的降解显得十分重

要．目前，腐霉利的研究主要集中在检测方法

上［６１０］，而有关腐霉利的生物降解问题研究得很

少［１１］．本文以腐霉利为降解目标物，通过对长期

受腐霉利污染的土壤微生物进行驯化培养，分离
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得到１３种菌株，并从中筛选出降解腐霉利的高效

生物菌株，并对其生物降解效果进行了研究．

１　材料

１．１　土壤的采集

土壤样品采集于吉林省延吉市长期受农药污

染的某蔬菜大棚．采集方法：将地表５ｃｍ的表层

拨开，取５～２０ｃｍ深的土壤，除去石块、植物根系

等非土壤物质，过筛，置于冰箱（４℃）中保存备用．

１．２　试剂

试剂有腐霉利、乙腈、甲醇、ＣＴＡＢ、ｄＮＴＰ、去

离子水、Ｔａｑ酶、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、盐酸、

琼脂糖、氯仿、氯化钠、ＴＥ缓冲液、溶菌酶、葡萄

糖等，其中乙腈、甲醇为色谱纯，其他试剂均为分

析纯．

１．３　仪器

ＢＳＣ１３００ⅡＡ／Ｂ３型生物净化工作台，上海

博迅实业有限公司医疗设备厂生产；ＨＺＱＣ型空

气浴振荡器，哈尔滨东联电子技术开发有限公司

生产；ＬＣ１０Ａ 型高效液相色谱仪，岛津公司生

产；ＬＤＺＸ５０ＫＢＳ型立式压力蒸汽灭菌器，上海

申安医疗器械厂生产；ＳＰＸ２５０ＢＺ型生化培养

箱，上海博迅实业有限公司医疗设备厂生产；ＴＣ

５１２型 ＰＣＲ仪，Ｔｅｃｈｎｅ公司生产；ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｕｍ

Ｉｍａｇｉｎｇ型凝胶成像系统，ＵＶＰ公司生产．

１．４　培养基的制备

无机盐液体培养基：Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ７．０

ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００５ｇ，

Ｃａ（Ｈ２ＰＯ４）２０．０１４ｇ，ＫＨ２ＰＯ４２．０ｇ，ＦｅＳＯ４

０．１３ｍｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＮａＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ

０．００２５ｇ，稀释至１０００ｍＬ，ｐＨ值为７．０．

无机盐平板培养基：在上述无机盐液体培养

基成分中加入２０ｇ琼脂．

Ｒ２Ａ培养基：酸水解酪蛋白０．５ｇ，胰蛋白胨

０．２５ｇ，酵母浸粉０．５ｇ，可溶性淀粉０．５ｇ，无水

ＭｇＳＯ４０．１ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．３ｇ，丙酮酸钠０．３ｇ，葡

萄糖０．５ｇ，蛋白胨０．２５ｇ，琼脂１２．０ｇ，去离子水

１０００ｍＬ，ｐＨ值为７．０．

ＮＡ培养基：蛋白胨１０．０ｇ，氯化钠１５．０ｇ，

牛肉粉３．０ｇ，琼脂１５．０ｇ，去离子水１０００ｍＬ，

ｐＨ值为７．０．

ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼

脂１５ｇ，去离子水１０００ｍＬ，ｐＨ值为７．０．

ＬＢ液体培养基：蛋白胨１０．０ｇ，酵母浸粉

５．０ｇ，氯化钠１０．０ｇ，去离子水１０００ｍＬ，ｐＨ值

为７．０．

２　实验方法

２．１　菌种的驯化

取１ｇ受腐霉利污染的土壤样品，加入到以

腐霉利（５０ｍｇ／Ｌ）为唯一碳源的无机盐培养基

中，在３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养７ｄ，每个

样品作３个平行实验．取驯化后的菌液１０ｍＬ分

别转入到含１００、１５０、２００ｍｇ／Ｌ腐霉利的新鲜的

无机盐液体培养基中继续驯化．取驯化后的混合

菌群，加入到１００ｍＬ无机盐培养基中（腐霉利浓

度为２００ｍｇ／Ｌ），在３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡

培养，每个样品做３个平行实验，以未加菌液的培

养基为空白对照．为了优化混合菌群对腐霉利的

生物降解条件，选取腐霉利初始浓度、接种量以及

共基质（葡萄糖）等３种因素作为研究对象，建立

了三因素三水平正交试验，每隔３ｄ测定腐霉利

的浓度，其试验方案如表１．

表１　混合菌群对腐霉利的降解实验

水平 Ａ腐霉利初始

浓度／（ｍｇ／Ｌ）
Ｂ葡萄糖浓度／
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ接种量／

％

１ １００ １００ ５

２ ２００ ２００ １０

３ ３００ ３００ １５

２．２　菌株的分离

利用平板十倍稀释法将驯化培养液稀释为

１０－１～１０
－８之间，取稀释液２００μＬ，用无菌三角

棒均匀涂布在含５０ｍｇ／Ｌ腐霉利的培养基上，在

３０℃条件下培养１～７ｄ．在降解菌的筛选初期，

根据菌落的大小、形态、颜色、表面结构等特征的

不同，从培养后的平板上挑选出具有腐霉利耐受

程度高、生长速度较快、菌落较大的菌株，通过连

续划线法进行分离纯化，直到得到纯的菌株．最后

筛选出耐受情况和生长情况良好，传代比较稳定，

降解能力较高的菌株．

０２
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２．３　腐霉利的降解实验

将分离得出的菌株分别加入到含３００ｍｇ／Ｌ

腐霉利的锥形瓶中，放置在恒温振荡器中，温度为

２５℃．每隔２ｄ利用高效液相色谱仪测定腐霉利

的浓度．色谱条件为：色谱柱采用ＢＤＳＨＹＰＥＲ

ＳＩＬＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ），检测波长为２２０

ｎｍ，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为２５℃，流动相为

乙腈 水（６０∶４０，体积比）．在此条件下，腐霉利的

保留时间约为８．５９２ｍｉｎ（见图１）．

图１　腐霉利的标准色谱图

２．４　菌株的形态学观察及基因序列的测定

在光学显微镜下观察高效菌株的大小及其形

态．采用ＣＴＡＢ法
［１２］提取高效菌株的总ＤＮＡ，使

用ＰＣＲ扩增１６ＳｒＤＮＡ．ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）

为：缓冲液２μＬ，ｄＮＴＰ２μＬ，ｐｒｉｍｅｒ２７Ｆ２μＬ，

ｐｒｉｍｅｒ１４９２Ｒ２μＬ，ＤＮＡ２μＬ，Ｔａｑ酶０．４μＬ，

去离子水１０μＬ．ＰＣＲ扩增程序为：９５℃预变性

３ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５６℃复性３０ｓ，７２℃延伸

９０ｓ．３０个循环，７２℃延伸７ｍｉｎ．

测定采用 ＰＣＲ 纯化试剂盒 （ＳｉｌｉｃａＢｅｎｄ

ＤＮＡＧｅｌＥｘｔｅａｃｔｉｏｎＫｉｔ）纯化ＰＣＲ产物，然后送

上海英骏生物技术有限公司进行测序．

３　结果与分析

３．１　最优培养条件的确定

每个样品设置３个平行样，共２７组试验，并

设置空白对照，正交试验结果如表２．当腐霉利浓

度为３００ｍｇ／Ｌ，葡萄糖浓度为２００ｍｇ／Ｌ，接种量

为１５％时降解效果最好．

３．２　优化前后混合菌群的降解性能比较

优化前后混合菌群对腐霉利的生物降解情况

如图２和图３所示．可以看出，在优化条件下，混

合菌群对腐霉利的降解速率明显加快，去除率也

明显提高，１０ｄ的去除率达到９０％．

表２　正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 空白 η

１ １ １ １ １ ０．５６

２ １ ２ ２ ２ ０．７８

３ １ ３ ３ ３ ０．８６

４ ２ １ ２ ３ ０．７４

５ ２ ２ ３ １ ０．８

６ ２ ３ １ ２ ０．８

７ ３ １ ３ ２ ０．６４

８ ３ ２ １ ３ ０．８２

９ ３ ３ ２ １ ０．８８

犓犼１ １．９４ ２．１８ ２．２４

犓犼２ ２．４ ２．４ ２．２２

犓犼３ ２．５４ ２．３ ２．４２

狀 ３ ３ ３

犓１＝犓犼１／狀 ０．６４７ ０．７２７ ０．７４７

犓２＝犓犼２／狀 ０．８ ０．８ ０．７４

犓３＝犓犼３／狀 ０．８４７ ０．７６７ ０．８０７

极差犇 ０．２ ０．０７３ ０．０６

　　注：其中犓犼犻及犇 分别表示犼因素犻水平总的试验结

果及犼因素对试验结果的影响．

图２　优化前混合菌群对腐霉利的生物降解

图３　优化后混合菌群对腐霉利的生物降解

３．３　菌株犜３２１对腐霉利的降解性能

从驯化的土壤中分离得到１３种可降解腐霉

利的菌株，其中筛选出一种腐霉利生物降解高效

１２
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菌株Ｔ３２１．利用菌株Ｔ３２１进行了腐霉利的降

解实验，降解情况如图４所示．当腐霉利的初始浓

度为３００ｍｇ／Ｌ时，前４ｄ的降解效率相对缓慢，

去除率只有１９％，但是从第５ｄ开始，降解速率大

幅度增加，到第１４ｄ时去除率达到７７．２％．菌株

Ｔ３２１对腐霉利的降解效果不如混合菌群，这可

能是由于混合菌群中存在微生物物种间的协同作

用，使得降解能力提高．

图４　菌株犜３２１对腐霉利的生物降解

３．４　菌株犜３２１的形态学观察及其犇犖犃测序鉴定

菌株Ｔ３２１在Ｒ２Ａ培养基上呈淡粉色，菌体

偏小，边缘整齐，表面光滑，半透明，微隆，有鞣质

层，光学显微镜观察其菌体呈杆状．经ＰＣＲ后，菌

株Ｔ３２１的ＤＮＡ扩增结果如图５所示．

将测得的基因序列通过Ｂｌａｓｔ程序（ｈｔｔｐ：／／

ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）与 ＧｅｎＢａｎｋ中

核酸数据库进行对比，相似的序列进行多重匹配

排列分析（ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８３）
［１３］．用 Ｍｅｇａ４．０

［１４］分析

软件中的 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ方法
［１５］构建系统发

育树（图６）．分析结果表明，菌株 Ｔ３２１归属于

犕犲狋犺狔犾狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐ．．

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（左），Ｔ３２１（右）

图５　菌株犜３２１的１６犛狉犇犖犃电泳图

图６　菌株犜３２１的系统发育树

４　结论

在驯化的长期受农药污染的蔬菜大棚土壤中

分离得到１３种腐霉利生物降解菌株，经正交试验

得出混合菌株对腐霉利的生物降解最佳条件：腐

霉利浓度３００ｍｇ／Ｌ，葡萄糖浓度２００ｍｇ／Ｌ，接种

量１５％．经降解能力测定显示，混合菌群的降解

能力高于菌株Ｔ３２１，其中混合菌群的去除率可

达到９０％，菌株Ｔ３２１的去除率可达到７７．２％．

通过形态学观察及１６ＳｒＤＮＡ测序并构建系统发

育树表明，菌株Ｔ３２１归属于 犕犲狋犺狔犾狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

狊狆．．混合菌群和菌株Ｔ３２１对腐霉利的降解机理

还有待于进一步研究．
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的要求．运用本文方法，对采自敦化地区３个乡镇

人参土壤样品中有机氯农药残留量进行了检测分

析，结果显示土壤中ＰＣＮＢ的残留量超出了国家

规定的最大残留限量，ＨＣＨｓ、ＤＤＴｓ的残留量均

达到了国家规定的最大残留限量，这些药物残留

对人参质量的影响有待于进一步研究．本文方法

具有成本低、分析简便、快速等优点，因此适合批

量样品的检测分析．
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