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黑龙江省北部地区土著咪唑乙烟酸

降解细菌的分离与鉴定
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摘要：从长期施用咪唑乙烟酸的土壤中筛选获得了３株对咪唑乙烟酸具有较好降解能力的细菌（降解率均在

７５％以上）。通过形态特征、生理生化鉴定。结果表明：Ｊ１ 为微球菌属（犕犻犮狉狅犮狅犮犮狌狊ｓｐ．），Ｊ２、Ｊ３ 为芽孢杆菌属

（犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．）。
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　　咪唑乙烟酸，通用名咪草烟，商品名称普施

特，属咪唑啉酮类除草剂。保守估计，黑龙江省咪

唑乙烟酸（５％水剂）单剂年销量约３５００ｔ，使用

面积为１．３３×１０６～２×１０
６ｈｍ２

［１２］。黑龙江省北

部地区由于其气候的特殊性，大豆一直以来是该

地区的主要作物，但是由于咪唑乙烟酸的残效期

长，已成为目前困扰黑龙江省北部地区大豆倒茬，

产业结构调整的主要阻碍因素之一。

有研究表明，咪唑乙烟酸不易降解、挥发和光

解，其半衰期长，残留量大。咪唑乙烟酸在土壤中

主要通过微生物降解而消失，因此，利用咪唑乙烟

酸降解菌快速降解和转化土壤中的咪唑乙烟酸已

成为国内外研究热点［３］。由于细菌的特殊性，其

进入环境中受到诸多环境因素制约，严重影响其

在土壤的定殖，这也是造成降解菌迟迟不能应用

于生产实践的主要因素。土壤中土著菌具有良好

的本地适应性，所以对受咪唑乙烟酸污染的本地

土壤进行筛选，就可以筛选出具有较高降解率的

土著降解菌。该研究从长期施用咪唑乙烟酸的黑

龙江省北部地区的土壤中筛选出适应性好且具有

较好降解性的土著菌，并进行简单的鉴定。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　供试土壤　采自黑龙江省逊克县、孙吴

县、黑河市及黑龙江省农业科学院黑河分院长期

施用咪唑乙烟酸的土壤。

１．１．２　供试培养基　牛肉膏液体培养基：牛肉膏

５ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，蛋 白 胨 １０ｇ，蒸 馏 水 １ Ｌ，

ｐＨ７．０～７．２（固体培养基加入１５％～２０％琼

脂）。无机盐培养基：Ｋ２ＨＰＯ４１．６０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４

０．４ｇ，ＭｇＳＯ４ ０．０６ｇ，ＮＨ４Ｃ１１．０ｇ，ＮａＣｌ

０．５０ｇ，Ｆｅ２（ＳＯ４）３０．０３ｇ，ＣｕＳＯ４０．０５ｇ，ＺｎＳＯ４

０．０５ｇ，，ＣａＣｌ２０．０１ｇ，蒸馏水１Ｌ（固体培养基加

入１５％～２０％琼脂）。

１．２　方法

１．２．１　降解咪唑乙烟酸细菌的分离与纯化　参

考瓶培养富集技术，取经充分混合的土样５ｇ，在

无菌 条 件 下 置 于 牛 肉 膏 液 体 培 养 基 （含 有

１００ｍｇ·Ｌ
１咪唑乙烟酸），于空气浴摇床中培养

（３０℃，１５０ｒ·ｍｉｎ１），每隔７ｄ，按５％转移量至

新的牛肉膏液体培养基中培养，共富集５次；然后

转入无机盐培养基中，并逐步提高咪唑乙烟酸，培

养条件与富集过程相同，但每转接一次增加咪唑

乙烟酸含量１００ｍｇ·ｍＬ
１，直至培养液浓度达到

１０００ｍｇ·ｍＬ
１。在牛肉膏蛋白胨固体培养基进

行划线分离，挑取形态、颜色不同的菌株进行

纯化。

１．２．２　咪唑乙烟酸残留的测定　标准曲线的测

定包括残留和降解率的测定。该试验采用水培玉

米根长法进行咪唑乙烟酸的残留测定。选取玉米

种子边三２号，在２５℃黑暗条件下浸种２４ｈ，催

芽２０ｈ，选取胚根长１～５ｍｍ长势均匀一致的玉

米种子，播于含有除草剂０、１、５、１０、２５、５０、１００、

５６
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５００、８００、１０００ｍｇ·ｍＬ
１的纸质基质上，设３次

重复，保持培养液浓度不变，在２５±１℃黑暗条件

下培养５ｄ后，测量玉米根长，算出各处理的抑制

率。用Ｅｘｃｅｌ建立咪唑乙烟酸浓度与根长抑制率

的标准曲线，求出线性回归方程狔＝犪狓＋犫，以此

计算咪唑乙烟酸的含量。

采用水培法进行降解率的测定，向预先配置

好有咪唑乙烟酸的培养基中添加ＯＤ６００值为２．

０的菌悬液，接种于含有５００ｍｇ·Ｌ
１咪唑乙烟酸

的无机盐培养基中，接种量为培养液的０．５％，同

时设置空白对照。于空气浴摇床中培养（３０℃，

１５０ｒ·ｍｉｎ１），分别在培养的第７、１５、３０、４５、６０、

９０ｄ，进行水培。将各处理置于２５℃恒温培养箱

中培养，分别在培养的第５天，测量其根长抑制

率。求出各处理咪唑乙烟酸的降解率和半衰期。

１．２．３　降解菌的鉴定　首先对菌株在牛肉膏固

体培养基上的形态、革兰氏染色、荚膜染色、芽孢

染色等通过镜检进行观察和描述。然后通过甲基

红、乙酰甲基醇、淀粉水解、明胶液化、柠檬酸利

用、荧光色素等对降解菌生理生化特性进行鉴定，

鉴定至属。

２　结果与分析

２．１　降解咪唑乙烟酸的细菌富集与分离

依照富集培养条件富集３５ｄ，转入无机培养

基中培养７０ｄ进行筛选。将培养好的培养液按

逐级稀释法，取１０５、１０６稀释培养液进行涂布分

离，３０℃培养４８ｈ。待出现单个菌落后，按菌落

的颜色、形状、透明度、边缘及粘度不同进行划线

分离纯化。共分离６株菌株，其中３株菌株可以

在含药培养基中大量生长且经冷冻保存可以保证

较高活性，所以将这３株菌株标记为Ｊ１～Ｊ３。

２．２　降解菌降解效果的测定

从表１可以看出，编号为Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３ 的细菌均

对咪唑乙烟酸具有较高的降解率，随着时间的延

长，降解率也逐渐提高，３株在９０ｄ的时候降解率

分别为７８．２２％、８７．５７％、８２．９４％；降解半衰期

Ｔ１／２分别为５５．０４、４０．５０、４５．９３ｄ。其降解率都

在７５％以上，有一定的应用价值，所以选择这３

株菌进行下一步鉴定。

表１　处理后培养液咪唑乙烟酸的降解率

处理时间／ｄ

Ｊ１ Ｊ２ Ｊ３

检出量

／ｍｇ·Ｌ１

降解率

／％

检出量

／ｍｇ·Ｌ１

降解率

／％

检出量

／ｍｇ·Ｌ１

降解率

／％

７ ４３４．７６ １３．０５ ４１０．５７ １７．８９ ４２２．４９ １５．５０

１５ ３９０．８８ ２１．８２ ３４３．５１ ３１．３０ ３６３．８１ ２７．２４

３０ ３８３．８６ ２３．２３ ３１９．０１ ３６．２０ ３３７．７１ ３２．４６

４５ ３１２．０２ ３７．０６ ２２３．９８ ５５．２０ ２５８．７２ ４８．２６

６０ ２０４．１７ ５．３２ １２３．５２ ７５．３０ １５１．０５ ６９．７９

９０ １０８．８８ ７８．２２ ６２．１４ ８７．５７ ８５．３０ ８２．９４

２．３　咪唑乙烟酸降解菌的鉴定

２．３．１　降解菌的形态与菌落特征　将所筛选出的

３株菌株接种到培养皿中，３０℃培养２４ｈ后观察细

菌菌落形状、大小、运动性和菌落特征（见表２）。

表２　降解菌形态特征

项目
菌株

Ｊ１ Ｊ２ Ｊ３

形状 球状 杆状 杆状

长／μｍ １．７８～２．４４ ２．２３～３．１５ ２．１８～３．０８

宽／μｍ ０．６４～０．７３ ０．７５～１．２３ １．２３～１．３５

运动性 运动 运动 运动

菌落

特征

表面光滑、边缘

光滑、隆 起 生

长、透明、在培

养基上呈黄色

表面褶皱、边缘

褶皱、不隆起、

不透明、在培养

基上呈白色

表面光滑、边缘

光滑、隆起生长、

半透明、在培养

基上呈乳白色

２．３．２　降解菌生理生化特征　按照生理生化鉴

定方法进行鉴别，包括革兰氏染色、芽孢染色、需

氧性测定、接触酶试验、淀粉水解试验、甲基红试

验（ＭＲ）、乙酰甲基醇试验（ＶＰ）、明胶液化试验、

柠檬酸利用试验等试验（见表３）。

表３　降解菌部分生理生化特性

试　　验
菌株

Ｊ１ Ｊ２ Ｊ３

革兰氏染色 ＋ ＋ －

芽孢染色 无 有 有

需氧性 ＋ ＋ ±

接触酶 － ＋ ＋

淀粉水解 ＋ － －

甲基红（ＭＲ） ＋ ＋ －

乙酰甲基醇试验（ＶＰ） － － －

明胶液化试验 － ＋ ＋

柠檬酸盐利用 ＋ ＋ ＋

荧光色素 － － －

　　注：“＋”表示生化反应（或革兰氏染色）为阳性；“－”表示生

化反应（或革兰氏染色）为阴性。

根据降解细菌培养的形态特征及生理生化特

６６
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征的测定，参考伯杰氏细菌鉴定手册第八版［４］，初

步鉴定这３株降解菌结果为：Ｊ１ 菌为微球菌属

（犕犻犮狉狅犮狅犮犮狌狊 ｓｐ．），Ｊ２、Ｊ３ 为 芽 孢 杆 菌 属

（犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．）。

３　结论与讨论
通过瓶富集高压选择的方法，从长期施用

咪唑乙烟酸的土壤中分离得到３株，对咪唑

乙烟酸具有较好降解率的降解菌，通过微生

物形态学及生理、生化鉴定，初步鉴定为Ｊ１ 为

微球菌属（犕犻犮狉狅犮狅犮犮狌狊ｓｐ．），Ｊ２、Ｊ３ 为芽孢杆

菌属（犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．）。

目前，关于芽孢杆菌属细菌降解农药等难降

解有机物的报道较多，如张志光等分离得到５株

对甲胺磷和甲基对硫磷２种有机磷农药具有降解

作用的芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．），张建等分离得到

１株对拟除虫菊酯类农药功夫菊酯具有降解作用

的芽孢杆菌［５６］。但有关芽孢杆菌属降解咪唑乙

烟酸的报道较少，如郑玉莲等首次分离得到一株

芽孢杆菌属（犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．）细菌ｚｘ７对咪唑乙烟

酸具有较好的降解能力［２］。

国内关于微球菌属（犕犻犮狉狅犮狅犮犮狌狊ｓｐ．）的研究

报道主要集中在土壤和水源的修复，如潘利华等

从某印染厂的排污管道中分离得到１株高效能降

解苯酚的微球菌属的细菌，温洪宇等从被石油污

染的土壤中分离得到一株能降解萘的微球菌属的

细菌［７８］。

该研究结果说明了土壤中存在可加速降解咪

唑乙烟酸的细菌，但试验是在理想环境下进行的，

因此，关于咪唑乙烟酸在田间加速咪唑乙烟酸降

解及降解动力学问题，仍需要进行更进一步的

研究。
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