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摘  要: 【目的】研究阿特拉津降解菌株 DNS32 的菌种分类、降解特性及降解途径, 丰
富阿特拉津降解菌菌种资源。【方法】在长期施用阿特拉津的东北地区寒地黑土中筛选出

一株以阿特拉津为唯一氮源生长的降解菌株 DNS32, 测定其基本降解特性 , 通过 16S 
rRNA 序列分析进行分类鉴定, 并利用阿特拉津降解基因 PCR 扩增技术及降解产物生成

量的测定, 进一步揭示其降解途径。【结果】实验结果发现 DNS32 菌株具有较好的降解能

力, 且在相对较低温度下也具有一定的降解能力。16S rRNA 序列分析结果表明 DNS32
与鲁氏不动杆菌 (Acinetobacter lwoffii) 16S rRNA 序列同源性高达 99%。成功地扩增降解

基因 trzN、atzB 及 atzC, 实验结果表明 DNS32 遵循 Arthrobacter aurescens TC1 的降解模

式, 可将阿特拉津降解为氰尿酸, 降解产物的生成量测定也证明了这一点。【结论】实验

结果丰富了阿特拉津降解菌菌种资源, 为不动杆菌属的阿特拉津降解菌研究提供了参考。 
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Abstract: [Objective] The objective was to study the identification, degradation characteris-
tics and the degradation pathway of the atrazine-degrading strain DNS32, and enrich the re-
sources of atrazine-degrading bacteria. [Methods] Strain DNS32, which was isolated from 
black soil in this study, could utilize atrazine as the sole nitrogen source for growth, and its 
basic degradation characteristics were studied. The 16S rRNA gene phylogenetic analysis was 
used to identify of the strain DNS32. The degradation pathway was studied by degrading genes 
amplification and the measurement of the content of the final catabolite. [Results] The results 
showed that strain DNS32 had greater degradation capacity and could utilize certain amount of 
atrazine even under a relative low temperature. The 16S rRNA gene phylogenetic analysis 
showed that the 16S rRNA gene sequence of the strain DNS32 had a 99% similarity with that 
of Acinetobacter lwoffii. Atrazine-degrading genes trzN, atzB and atzC were amplified by 
PCR, and these genes enabled strain DNS32 decompose atrazine to cyanuric acid, in accor-
dance with the degradation pathway of Arthrobacter aurescens TC1 proved by the measure-
ment of the atrazine degradation rate and the content of the final catabolite. [Conclusion] This 
study enriched the resources of atrazine-degrading bacteria and provided useful informations 
to the study of the atrazine-degrading strains belonging to Acinetobacter. 
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阿特拉津是一种长残留除草剂, 具有生物毒

性, 且矿化过程缓慢, 在土壤中的半存留期长达

30−400 d [1], 容易对某些后茬作物产生毒害。阿

特拉津对土壤、地下水和表面水的污染及其对生

态环境的危害已引起广泛重视[2]。近年来, 生物

修复方法以其低成本、效果好、不产生二次污染

等特点, 已成为阿特拉津污染土壤修复的首选方

法, 得到了人们的广泛关注[3]。 

为了获得高效稳定的生物修复效果, 就必须

获得更多新的阿特拉津降解菌种。20 世纪 80 年

代以来, 至少在 19 个属的细菌中发现具有阿特

拉津降解能力的菌株[4−11]。其中, Pseudomonas sp. 

ADP 菌株和 Arthrobacter aurescens TC1 菌株的降

解途径研究得最为清楚, 是目前阿特拉津生物降

解研究的模式菌株[4−6]。Pseudomonas sp. ADP 菌

株含有 6 个降解基因 atzA、atzB、atzC 和 atzD、

atzE、atzF, 通过编码催化阿特拉津降解所需要的

酶, 可将阿特拉津完全降解成 CO2 和 NH3
[12−13]。

另外一种降解途径的代表是某些 Arthrobacter 细

菌, 它们通过降解基因 atzA、atzB 和 atzC[14], 或

者是 trzN、atzB 和 atzC[6], 能够将阿特拉津降解

成氰尿酸。 

在北方高寒黑土区, 阿特拉津施用量大, 而

该地区生物修复效果受到低温因素的限制, 目前

针对低温阿特拉津降解菌菌种资源相对较少, 因

此筛选出适用于北方高寒黑土区的阿特拉津降

解菌株, 并对其降解机理进行深入研究是十分必

要的。本研究在长期施用阿特拉津的北方寒地黑

土中分离获得一株阿特拉津降解菌株 DNS32, 研

究其基本降解特性, 利用分子生物学手段对其进

行分类鉴定, 并研究其降解基因组成及终产物的

生成情况, 阐明其降解途径。 

1  材料与方法 

1.1  培养基及试剂 
无机盐培养基(g/L): K2HPO4 1.6, KH2PO4 0.4, 
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MgSO4 0.2, NaCl 0.1, 葡萄糖 3, 阿特拉津含量

0.1; LB 培养基(g/L): 胰蛋白胨 10, 酵母粉 5, 
NaCl 10, 调节 pH 到 7.0。 

dNTPs (北京庄盟生物公司), 10×PCR Buffer 

(北京庄盟生物公司), Taq 酶(北京庄盟生物公司), 

丙酮(中国人民解放军第九零六六工厂), 三氯甲

烷(天津市耀华化学试剂有限责任公司), 甲醇

(TEDIA 公司), 0.01 mol/L 磷酸缓冲液(磷酸氢二

钠-磷酸二氢钠 pH 7.5, 均为天津市耀华化学试剂

有限责任公司)。 

1.2  方法 
1.2.1  16S rRNA 序列分析: LB 培养菌体过夜, 

离心收集菌体, 去培养基, 采用 CTAB/NaCl 方法

提取菌体总 DNA。  

50 μL PCR 反应体系 : DNA 模板 1 μL, 
Primer1 1 μL, Primer2 1 μL, dNTPs (10 mmol/L) 
1 μL, 10×Taq Buffer 5 μL, DNA Taq 聚合酶 1 μL, 

加 ddH2O 至 50 μL。 

PCR 扩增条件: 95 °C 5 min; 94 °C 1 min, 

50 °C 1 min, 72 °C 1 min, 共 25 个循环; 72 °C 

10 min; 4 °C 保存 30 min。用 1%的琼脂糖电泳检

测扩增反应产物。 

本实验使用的全部引物参见 Zhang Ying 等的

实验内容[15]。 

1.2.2  阿特拉津降解基因克隆: PCR 反应体系

(50 μL): DNA 模板 1 μL, Primer1 1 μL, Primer2 
1 μL, dNTPs (10 mmol/L) 1 μL, 10×Taq Buffer 
5 μL, DNA Taq 聚合酶 1 μL, 加 ddH2O 至 50 μL。 

PCR 扩增条件: 95 °C 5 min; 95 °C 1 min, 根

据引物要求[15]退火 30 s, 72 °C 下基因 atzA、atzB、

atzC、atzD、atzE、atzF 及 trzN 依次分别延伸 60、

40、40、60、60、60 和 60 s, 共 35 个循环; 72 °C 

10 min; 4 °C 保存 30 min。用 1%的琼脂糖电泳检

测扩增反应产物。 

1.2.3  基本降解特性及降解终产物的研究: 用

LB 培养 DNS32 菌体过夜, 离心收集菌体, 清除

培养基, 以无菌水重悬菌体, 调节 OD600 至 0.9, 
1%接菌量接入无机盐培养基培养。 

设定不同底物浓度、pH 值及培养温度, 在

48 h 取样测定 DNS32 生长情况及降解情况, 以此

考察不同因素对 DNS32 菌株生长情况及降解能

力的影响; 接菌后 30 °C 培养, 阿特拉津浓度为

100 mg/L, 每隔 8 h 取样, 测定 OD600 值及阿特拉

津降解率, 以此研究 DNS32 菌株利用阿特拉津

的生长情况及降解能力; 接菌后 30 °C 培养, 阿

特拉津浓度为 100 mg/L, 每隔 12 h 取样, 测定阿

特拉津含量及氰尿酸含量, 以此研究 DNS32 菌

株的降解途径。每组实验设计均设置不接菌的含

有同浓度阿特拉津的无机盐培养基的空白对照。 

1.2.4  阿特拉津残留量及氰尿酸含量测定: 将含

有阿特拉津的 10 mL 培养液倒入分液漏斗中, 加

入等体积的 CHCl3 等体积萃取, 浓度低于检出限

的置于旋转蒸发仪中浓缩后用 CHCl3 定容至

1 mL 待测。阿特拉津的检测采用岛津公司生产的

GC-14C 型气相色谱仪, FID 检测器和 N2000 色谱

工作站; 色谱柱: 内涂 14% OV-1701 大口径毛细

管柱  (300 mm×0.53 mm); 温度条件 : 进样口

250 °C, 柱温 200 °C, 检测器 250 °C, 非程序升

温; 气体流量: 氮气 50 kPa, 氢气 50 kPa, 空气

50 kPa, 尾吹 100 kPa; 不分流进样, 进样量 1 μL。

利用峰高计算阿特拉津浓度[15]。 

氰尿酸的测定根据侯升杰等 [16]的方法进行

调整。将所取培养液离心, 吸取上清液, 用无机

相无菌滤膜过滤到液谱专用瓶中。测定时采用

C18 液相色谱柱(5 μm, 150 mm×4.6 mm), 控制器

为 Waters 600 controller, 检测器为 Waters 2489 

ultraviolet 紫外可见检测器, 检测波长为 213 nm。

流动相为 0.01 mol/L 磷酸缓冲液(磷酸氢二钠-磷

酸二氢钠 pH 7.5); 流速为 1.0 mL/min; 柱温

35 °C。利用标准曲线计算氰尿酸浓度。 
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2  结果与分析 

2.1  DNS32 菌株降解阿特拉津的基本特性 
由图 1 可知, 阿特拉津浓度低于 100 mg/L 时, 

48 h 时 DNS32 菌株对将培养基中的阿特拉津的

降解率可达到 98%以上, 当阿特拉津浓度高于

200 mg/L 时, 生长和降解率均受到一定抑制, 当

高于 500 mg/L 时降解率低于 50%, 生长也受到抑

制, 当达到 1 000 mg/L 时, 降解率仅为 2.13%。

当高于 1 200 mg/L 时, 菌株几乎不降解阿特拉

津。这是由于阿特拉津对微生物具有毒害作用, 

若培养液中阿特拉津的浓度过高, 其毒性就会对

微生物的代谢活动产生抑制作用, 导致降解活性

大幅下降[17]。DNS32 菌株对阿特拉津耐受能力可

达到 1 000 mg/L, 而在 100 mg/L 时, 其降解能力

及生长情况最佳。由图 2 可知, DNS32 菌株最佳

生长的 pH 为 7−8, 在酸性条件和 pH 高于 8 的碱

性条件下, DNS32 菌株的降解能力及生长情况均

受到抑制, 该菌株在偏碱性条件下的降解与生长

能力要优于酸性条件。 
 

 

图 1  底物浓度对菌株DNS32 生长情况及降解能力的

影响           
Fig. 1  Effects of different atrazine concentration on the 
growth and the strain DNS32  

不同温度对 DNS32 生长情况及降解能力影

响的研究结果见图 3。由图 3 可知 ,  菌株在

25 °C−30 °C 条件下有较好的生长和降解能力, 

30 °C 为其最适温度。高于 35 °C 或低于 20 °C 时, 

其生长和降解均受到抑制。由结果可见菌株

D N S 3 2 在 低 温 下 仍 具 有 一 定 的 降 解 能 力 , 

10 °C−20 °C 条件下对阿特拉津的降解率仍有近

30%左右, 在 5 °C 时, 对阿特拉津的降解率仍为

18.12%。代先祝等研究了温度因素对 Pseudomonas 

sp. ADP 菌株(Lawrence Wackett 赠予)的降解能力 

 
图 2  pH 值对 DNS32 菌株生长情况及降解能力影响 
Fig. 2  Effects of pH on the growth and the degradation 
capacity of strain DNS32 
 

 
图 3  温度对DNS32 菌株生长情况及降解能力的影响 
Fig. 3  Effects of temperature on the growth and the 
degradation capacity of strain DNS32 
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的影响 , 结果发现 , 当温度在 20 °C 以下时, 
Pseudomonas sp. ADP 对阿特拉津降解率便下降

到 10%左右[18]。因此, DNS32 菌株较为适合应用

于北方寒地黑土区较低温度下的阿特拉津污染

修复。由图 4 可知, DNS32 菌株在 16 h 以后进入

指数生长期, 在 48 h 以后进入生长延滞期, OD600

值可达 0.876, 其利用阿特拉津为唯一氮源时生 

 
图 4  DNS32 菌株的生长情况及阿特拉津降解曲线 
Fig. 4  The growth and degradation curve of strain 
DNS32 on atrazine  

长情况较好。阿特拉津在 16 h 以后开始快速降解, 

48 h 降解率达到 97.63%, 可将浓度为 100 mg/L

的阿特拉津基本降解完全, 具有较好的降解能

力, 降解情况与生长情况基本同步。 

模式菌株 Pseudomonas sp. ADP 在液体培养

基中将浓度为 100 mg/L 的阿特拉津完全降解需

要 24 h[19],  DNS32 菌株降解同等浓度的阿特拉

津需要 48 h 左右, 但 Pseudomonas sp. ADP 的最

适生长温度为 42 °C, 与之相比, DNS32 菌株可在

较低温度条件下降解阿特拉津, 且降解速率较

快, 因此综合最适降解温度等因素来看 DNS32

是一株阿特拉津高效降解菌株。 

2.2  16S rRNA 序列分析及系统发育进化树的

构建 
16S rRNA 的 PCR 产物送至赛拓生物技术有

限公司进行测序, DNS32 菌株的 GenBank 注册号

在进化树中标注, 所得序列采用 MEGA 3.1 的

Neighbor-Joining 法构建系统发育树, 进行 1 000

次的相似度重复计算, 结果见图 5。 
 

 
图 5  菌株 DNS32 与相关种的 16S rRNA 序列系统发育树 

Fig. 5  Phylogenetic tree derived from 16S rRNA sequence data for strain DNS32 and  
other species of the genus Bifidobacterium 

注: 括号中的序号代表菌株的 GenBank 登录号; 分支点上的数字代表计算 1 000 次聚类到一起的几率; 标尺刻度代表 2%的序

列差异. 
Note: The sequence number in the bracket means the GenBank accession number of the strain. The number at the node means the 
percentage of occurrence in 1 000 boot-straped trees. The scale bar means 2% sequence difference. 
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以莫拉克斯氏菌属(Moraxella)为外群, 构建

菌株 DNS32 16S rRNA 序列系统发育树。菌株

DNS32 聚 类 在 与 鲁 氏 不 动 杆 菌 (Acinetobacter 

lwoffii)分类距离最近的一个分支上, Bootstrap 支

持率为 100%,  菌株 DNS32 与 Acinetobacter 

lwoffii WST 4 (DQ289067.1)、Acinetobacter lwoffii 

JCM 6840 (AB626125.1)、Acinetobacter lwoffii 

WST 5 (DQ289068.1)序列同源性均在 99%以上, 

与不动杆菌属内其他种同源性均低于 97%, 鉴定

结论为鲁氏不动杆菌(Acinetobacter lwoffii)。 

2.3  阿特拉津降解途径的研究 
2.3.1  DNS32 菌株阿特拉津降解基因的克隆及

测序: 如图 6 所示, 经 PCR 扩增后, 得到了 trzN、

atzB 和 atzC 的扩增片段, 但未得到 atzA、atzD、

atzE 和 atzF 的扩增片段。将所得到的扩增片段进

行切胶纯化回收, 回收后的 PCR 产物送至赛拓生

物技术有限公司进行测序, 测序结果经 NCBI 网

站进行 BLAST 比对。 

 
图 6  菌株 DNS32 阿特拉津降解基因 PCR 产物的琼

脂糖凝胶电泳 
Fig. 6  Agarose gel electrophoresis of PCR reactions 
from strain DNS32 for amplificating the atrazine- 
degrading genes 

 
比对结果说明 DNS32 菌株与阿特拉津降解

模式菌株 Arthrobacter aurescens TC1 的降解基因

trzN、atzB 及 atzC 具有极高同源性, 均达到了

99%。因此可判断 DNS32 菌株降解阿特拉津的降

解途径遵循 Arthrobacter aurescens TC1 的降解模

式, 即先通过 TrzN 水解阿特拉津生成羟基阿特

拉津, 再通过 AtzB 使羟基阿特拉津脱酰胺基, 生

成 N-异丙基氰尿酰胺, 最后通过 AtzC 将 N-异丙

基氰尿酰胺转化为终产物氰尿酸。AtzB、AtzC

及 TrzN 的 GenBank 注册号分别为 JQ360630、

JQ360631、JQ360632。 
2.3.2  阿特拉津残留量及终产物氰尿酸的测定: 
由图 7 可知, 随着阿特拉津的降解, 到 24 h, 氰尿

酸含量开始明显增加, 到 48 h 以后不再增加, 而

此时阿特拉津也降解殆尽, 说明阿特拉津已经完

全被降解为氰尿酸。这与降解基因的测定结果相

一致, 进一步说明 DNS32 可以将阿特拉津降解

到氰尿酸, 但不能将氰尿酸进一步降解, 其降解

途径与模式菌株 Arthrobacter aurescens TC1 相

一致。 

目前关于不动杆菌属降解阿特拉津的报道极

少, 国内外文献中, 仅有 Pooja Singh 等(2004)[10]

报道过一株以阿特拉津作为碳源生长的不动杆

菌属 A6, 但并未进行深入研究, 只研究了 A6 菌

株在不同条件下以阿特拉津作为碳源的生长情

况。Singh 发现的 Acinetobacter A6 在含有阿特拉 

 
图 7  阿特拉津的降解及氰尿酸的生成情况 
Fig. 7  The atrazine degradation and the cyanuric acid 
formation 
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津 的 培 养 基 中 的 最 适 生 长 温 度 为 37 °C, 而

DNS32 菌株在 30 °C 时为最适生长温度。当温度

为 25 °C 时, A6 菌株的生长就受到了明显抑制, 
而 DNS32 在 25 °C 时与其最适温度下相比, 其生

长及降解情况并未受到很大抑制, 与 Singh 所发

现的不动杆菌属相比, DNS32 更适合于在较低温

度下生长和降解阿特拉津。 
研究中发现 Acinetobacter DNS32 的降解基

因组合为 trzN 及 atzB、atzC, 可将阿特拉津降解

为 无 毒 的 氰 尿 酸 。 这 一 基 因 组 合 最 早 只 在

Nocardioides[20]及 Arthrobacter 等属中发现 , 但

Devers 等在之后的研究中发现在一些革兰氏阴性

菌如 Sinorhizobium 和 Polaromonas 也存在这种基

因组合[21], Arbeli 等在哥伦比亚展开的一项生物

地理学研究中发现 trzN 基因的存在比 atzA 更为

普遍, 在 Ancylobacter 菌属中也可检测到[22]。这

说明这种基因组合在阿特拉津降解菌中的存在

具有普遍性, 本研究所得结论为这一基因组合的

研究提供了新的菌种佐证。有研究表明 trzN 基因

编码的酶比 atzA 编码的酶具有更广谱的水解脱

氯活性, 因此含有 trzN 基因的阿特拉津降解菌株

具有更广的降解谱[23−24], 对三氮苯类除草剂均具

有降解效果, Singh 研究中也发现 Acinetobacter 
A6 可以利用除阿特拉津以外的其他 4 种三嗪类

除草剂进行生长, 因此推断 DNS32 可能还具有

降解其他三氮苯类除草剂的能力, 可能具有更广

阔的应用前景, 有待于进一步研究。 
本文首次深入研究了能够降解阿特拉津的

Acinetobacter 菌属的基本降解特性及降解途径, 
这将有利于了解阿特拉津生物降解途径和机制

的多样性研究, 为阿特拉津污染环境的生物修复

研究提供了新的菌种选择。研究发现 DNS32 菌

株能够在较低温度下降解阿特拉津, 因此本实验

所得结果对于高寒黑土区阿特拉津污染土壤环

境的修复具有重要意义, 且对不动杆菌属对阿特

拉津的降解作用的研究具有重要的参考价值。 

3  结论 

(1) DNS32 菌株具有较好的降解效果, 可耐

受 1 000 mg/L 浓度的阿特拉津, 在阿特拉津浓度

为 100 mg/L 的培养液中, 48 h 的降解率可达

97.63%, 其最适 pH 为 7−8, 最适生长温度为

30 °C, 且在低温下也有一定的降解能力, 适用于

温度较低的北方高寒黑土区的阿特拉津污染土

壤环境的生物修复治理。 

(2) 通过 16S rRNA 序列分析, 确定了 DNS32

菌株属于不动杆菌属, DNS32 的阿特拉津降解基

因组成为 trzN、atzB 及 atzC, 说明其降解途径遵

循 Arthrobacter aurescens TC1 的降解模式, 可将

阿特拉津最终降解为无毒的氰尿酸, 阿特拉津降

解率及终降解产物的测定也证明了这一点。实验

结果为不动杆菌属的阿特拉津降解菌研究提供

了参考。 
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