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摘  要：【目的】研究 Acinetobacter sp. DNS32 的生长、阿特拉津降解能力和降解基因转录水平的

表达对无机氮素的响应关系，为菌株的工程应用提供指导与理论基础。【方法】以 Acinetobacter 
sp. DNS32 为对象，采用摇瓶法研究菌株在阿特拉津培养基中菌株生长情况及降解能力对外加

硝态氮与铵态氮的响应关系，利用荧光定量 PCR 技术检测 DNS32 降解基因表达量对外加无机

氮源的响应关系。【结果】外加无机氮源可以促进 DNS32 菌株的生长，提高阿特拉津降解能力，

无机氮源对 DNS32 菌株的 trzN、atzB 和 atzC 3 种降解基因表达均有促进作用，加入无机氮源

的试验处理中 DNS32 菌株 trzN 基因的表达量最高可达对照的 11.252±2.408 倍，推断 DNS32 菌

株的这 3 种降解基因所编码的酶是稳定表达的组成酶。【结论】DNS32 降解阿特拉津不受“氮饥

饿”诱导机制调控，且无机氮源的存在对菌株的生长与降解有促进作用，因此菌株在土壤修复

实践中具有广阔的应用前景。 
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Response of an atrazine-degrading bacterium strain Acinetobacter sp. 
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Abstract: [Objective] The objective was to study the response relationship between the growth, 
degradation ability and gene expression of Acinetobacter sp. DNS32 and inorganic nitrogen source, 
and to provide guidance and theoretical foundation for engineering application of strain DNS32. 
[Methods] Taked Acinetobacter sp. DNS32 for research object, the effect of inorganic nitrogen 
source were studied on the growth and degradation ability of strain DNS32 by the bottle shaking 
method, and the influence of inorganic nitrogen on the expression of the degrading genes was studied 
by RT-qPCR. [Results] The results showed that the inorganic nitrogen in culture medium could 
promote the growth and the ability to degrade atrazine of DNS32 strain. The inorganic nitrogen could 
increase the expression of the trzN, atzB and atzC. Compared with the control treatment, the 
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expression of trzN gene in the treatments with inorganic nitrogen could be 11.25±2.40-folds. It was 
inferred that the atrazine-degrading enzyme coded by the three degrading genes may be 
constitutively in strain DNS32. [Conclusion] The degradation of atrazine in the strain DNS32 is not 
controlled by the induction mechanism of “nitrogen starvation”. The inorganic nitrogen can promote 
growth and degradation ability of strain DNS32. Therefore, strain DNS32 has broad application 
prospects in soil remediation practice. 

Keywords: Atrazine, Acinetobacter sp. DNS32, Inorganic nitrogen source, Degradation ability, Gene 
expression 

阿特拉津(Atrazine)是目前世界销售额最大的
18个除草剂品种之一[1-2]，在土壤中的半衰期长，

容易对一些后茬敏感作物产生药害[3-4]，已被列为

环境荷尔蒙的可疑物质[5-7]，且对动物细胞具有遗

传学毒性[8]。因此，阿特拉津的生物修复技术已经

成为了农药污染控制领域的研究热点。 
氮源是微生物生命活动所不可缺少的营养要

素，是构成重要生命物质蛋白质和核酸等的主要成

分，许多微生物可以利用阿特拉津为氮源进行生 
长[9-11]，Acinetobacter sp. DNS32能够以阿特拉津
为唯一氮源生长，且在低温度下具有相对较高的降

解能力[12]，有大量研究结果证明微生物降解阿特

拉津存在“氮饥饿”诱导机制，Garcés等[13]研究发现

外加氮源抑制微生物群落对阿特拉津的降解，Sims 
G. K.[14]和 Indesta K. J.等[15]研究发现土壤中氮元素

含量降低时，可以促进土壤中氮杂环物质的生物降

解。在农业土壤环境中，氮素是重要成分，含量为

0.5–3.0 g/kg[16]，因此当 DNS32菌被应用于实际土
壤修复的过程中时，阐释其降解效果与其他氮源物

质的响应关系对于生物修复的可行性具有重要意

义。本研究以 Acinetobacter sp. DNS32为对象，研
究了其生长、降解能力及降解基因转录与无机氮素

的响应关系，旨在为该菌株的工程应用提供理论 
支持。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和培养基 
Acinetobacter sp. DNS32为本实验室在长期施

用阿特拉津的北方寒地黑土中分离获得的一株阿

特拉津降解菌株，它通过降解基因 trzN、atzB 和

atzC 所编码的蛋白，能够将阿特拉津降解成氰尿
酸[12]，已在中国微生物菌种保藏管理委员会普通

微生物中心保藏，保藏编号为 CGMCC No. 5365。 
基础培养基(g/L)：K2HPO4 1.6，KH2PO4 0.4，

MgSO4 0.2，NaCl 0.1，葡萄糖 3.0，阿特拉津 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。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株生长和降解能力对外加氮源的响应：用

LB培养基培养 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值至

0.9作为种子，1%接菌量接入基础培养基培养，在

阿特拉津含量为 0.1 g/L的基础培养基中，以与阿

特拉津等含氮量进行计算，分别加入不同浓度

(0.1、1.0和 2.0 g/L)的铵态氮[(NH4)2SO4]与硝态氮

(KNO3)，同时设置未加无机氮源及未接菌的对照

实验，每隔 8 h取样，测定 OD600值以及阿特拉津

含量。 

1.2.2  阿特拉津的测定：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[17]。 
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1.2.3  荧光定量 PCR 测定降解基因的转录量：按

1.2.1中方法培养 DNS32菌株种子，在阿特拉津含
量为 100 mg/L基础培养基中加入不同浓度的铵态
氮与硝态氮，同时设置不加阿特拉津，只加外加氮

源(NH4)2SO4或 KNO3的处理(0.1、1.0和 2.0 g/L)，
均培养 12 h，使用 Omega 公司的 Bacterial RNA 
(R6950-01)试剂盒提取菌株 RNA，反转录反应体系
为 20 μL，其中 2×RT buffer 10 μL，随机引物   
(100 μmol/L) 1 μL，RT-mix 1 μL，模板(RNA) 5 μL，
DEPC水 3 μL，反转录条件的设置为 25 °C 10 min，
42 °C 60 min，85 °C 5 min。根据降解基因序列设计
荧光定量 PCR 引物，内参引物选用细菌 16S rRNA
基因的 V3区引物，所用引物见表 1。使用德国耶
拿公司的 qTOWER荧光定量 PCR仪进行实验，反
应体系为 50 μL，其中 2×RT buffer 25.0 μL，Primers  
(25 μmol/L) 0.6 μL×2，SYBR Green I (20×) 0.3 μL，
模板(cDNA) 1.0 μL，DEPC水 22.5 μL。扩增条件设
置为：94 °C 4 min；94 °C 20 s，60 °C 30 s，72 °C 
30 s，共 35个循环；72 °C检测信号。 

2  结果与分析 

2.1  氮源对 DNS32 生长及降解能力的影响 
硝态氮和铵态氮是自然界中最普遍和最重要

的氮源，他们影响着生物的细胞生长、代谢能力和

对污染物的降解能力[18]，有大量的研究结果表明

无机氮源会抑制含氮有机污染物的生物修复[19-20]，

因此，找到降解能力与无机氮源之间的响应关系好

的菌株是生物修复成功的关键。 
由图 1可知，硝态氮和铵态氮存在时均可促进

DNS32 菌株的生长，在整个生长周期内生物量均

高于无机培养基对照，说明无机氮源与阿特拉津相

比更易于被 DNS32 利用于生长代谢。无机培养基

中 KNO3含量为 1.0 g/L和 2.0 g/L时菌体 OD600值

均高于 0.1 g/L KNO3的处理，而 KNO3浓度超过   

1 g/L 时并没有发现明显的促进生长的作用(图

1A)；在无机培养基中(NH4)2SO4浓度较高(1.0 g/L

和 2.0 g/L)时，菌体生长相比低浓度(0.1 g/L)有明

显的抑制作用(图 1B)，造成这种现象可能是由于

以 KNO3 或(NH4)2SO4 为氮源时，菌体对 NO3
−或

SO4
2−的吸收利用，导致培养基 pH略有上升[21]，从

而影响菌体的生长。 

由图 2可知，不同浓度外加氮源处理的阿特拉

津残留量均低于对照(AT-CK)，KNO3 的不同浓度

处理在 36 h时将阿特拉津完全降解，较对照提前

了 16 h；而加入(NH4)2SO4的处理中，0.1 g/L浓度

处理在 44 h时将阿特拉津完全降解，而 1.0 g/L及   

2.0 g/L 浓度处理降解速度慢于 0.1 g/L 处理，与

OD600值的变化趋势一致，说明硝态氮与铵态氮对

菌株 DNS32降解阿特拉津的能力均表现为促进作

用，但是高浓度铵态氮对菌株降解能力的促进作用  

减弱。 
 

表 1  本试验中所用荧光定量 PCR 引物 
Table 1  The quantitative real-time PCR primers used in this study 

基因 Genes 引物 Primers 序列 Sequences (5′→3′) 片段大小 Fragment sizes (bp) 

trzN TrzNF GTCCTCCTCCAGTCGCTCC 178 

 TrzNR AGAAGCCACCTTCGCTCTTG  

atzB AtzBF CCCATCACCATTTTTTTCAGG 149 

 AtzBR CATGGACACCACTGTGCTGTG  

atzC AtzCF GGGCAAGACGATTTATCGAA 165 

 AtzCR TGGGCTGTGATTTAGTTGGG  

16S rRNA F341 CCTACGGGAGGCAGCAG 250 

R518 ATTACCGCGGCTGCTGG  
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图 1  硝态氮(A)和铵态氮(B)对菌株 DNS32 生长的影响 
Figure 1  The effect of nitrate (A) and ammonia (B) on growth of strain DNS32 

 

     
 

图 2  硝态氮(A)和铵态氮(B)对菌株 DNS32 降解能力的影响 
Figure 2  The effect of nitrate (A) and ammonia (B) on degradability of strain DNS32 

 
外加无机氮源对 DNS32 的降解具有促进作

用，可能存在以下两种可能，首先可能是由于单个

细胞降解能力受到外加氮源的促进，总体上表现为

促进降解；其次是单个细胞降解能力受到外加氮源

抑制，但由于细胞数量增多，整体上也表现为促进

作用。因此，本项研究通过荧光定量 PCR 技术检
测了 DNS32降解基因的转录量，阐释其促进作用
机制。 

2.2  菌株降解基因转录水平表达量对外加氮源

的响应 
由于外加氮源在 12 h 时与对照在生长和降解

能力上呈现明显差异，因此不同处理的 DNS32菌
株培养至 12 h，取样提取 RNA，通过荧光定量 PCR
技术研究降解基因 trzN、atzB和 atzC在 mRNA水
平上各个基因的表达情况，用相对表达量反映各基

因的表达情况。 
由图 3A 可知，在培养基中加入硝态氮培养  

12 h后，trzN、atzB及 atzC基因的表达量与阿特
拉津对照相比均显著升高。trzN基因与对照相比，
表达量增加最为显著，其中 0.1 g/L处理的表达量
是对照的 6.361±1.355倍，而 1.0 g/L与 2.0 g/L处
理的表达量分别为对照的 10.323±2.205 倍与 
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图 3  菌株降解基因转录对硝态氮(A)和铵态氮(B)的响应 
Figure 3  The response of degradation gene transcription 
to nitrate (A) and ammonia (B) 

 

11.252±2.408 倍；atzB 与 atzC 基因的相对表达量
随硝态氮浓度的增加而增加，这与菌株阿特拉津降

解趋势相一致，说明外加硝态氮对 DNS32 单个细
胞的阿特拉津降解在降解基因转录水平的表达上

是促进作用。在培养基中加入铵态氮后，trzN、atzB
及 atzC 基因的表达量与阿特拉津对照相比均有所
升高(图 3B)。与对照组相比，0.1 g/L trzN的表达
量最高，达到对照的 6.803±1.458倍，而 1.0 g/L和   
2.0 g/L 处理的相对表达量有所下降，分别为对照
的 3.183±0.683 倍与 3.535±0.751 倍；atzB 基因表
达量随铵态氮浓度的增加而增加；与对照组相比，

atzC基因表达量随氮源的加入有所增加，但增幅较
小。且加入铵态氮的试验组，同浓度下的 trzN、atzB

及 atzC基因的相对表达量均分别低于硝态氮组。 
以无阿特拉津且分别加入 0.1 g/L的硝态氮和

铵态氮的基础培养基培养 DNS32菌株，以基础培
养基作对照，未加入外加氮源的试验组作为对照

组，计算各降解基因的表达量。结果见图 4，与对
照组相比，试验组的 3 种降解基因的表达量均升
高，其中 trzN 基因的表达量显著升高，硝态氮组
为对照组的 6.060±1.300倍，铵态氮组为对照组的
6.659±1.449 倍。说明阿特拉津降解基因的转录不
受阿特拉津的诱导，在有其它氮源存在时降解基因

转录量提升，且硝态氮的提升作用明显。 
通过图 3和图 4发现，硝态氮在有无阿特拉津

存在的条件下对 trzN、atzB和 atzC转录水平上均
表现为促进效应；铵态氮对 trzN和 atzB促进效应
较明显，说明 DNS32降解阿特拉津不存在“氮饥饿
诱导机制”，适合于实践工程应用中。trzN 基因编
码的酶具有广谱的水解脱氯活性[22-24]，因此含有

trzN 基因的 DNS32 菌株具有较广的降解谱, 对三
氮苯类除草剂均具有降解效果，Singh P.等[25]研究

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
可以运用到其他三氮苯类除草剂污染的工程修复

中，可能具有更广阔的应用前景，有待于进一步  
研究。 

 

 
 
图 4  无阿特拉津降解基因转录相对量 
Figure 4  The relative amount of gene transcription 
without atrazine  
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3  结论 

(1) 硝态氮与铵态氮对 DNS32 菌株生长和降
解阿特拉津的能力均表现为促进作用。培养 12 h
以后，外加氮源组的阿特拉津降解量均高于对照，

在 36 h时硝态氮的 3个处理基本将阿特拉津完全
降解，较对照提前了 18 h；在 44 h时，铵态氮处
理将培养基中的阿特拉津基本完全降解，较对照提

前了约 8 h。较高浓度的硝态氮促进效应未见明显
增加，较高浓度铵态氮促进效应降低。 

(2) 外源硝态氮和铵态氮的加入均可促进降
解基因 trzN、atzB及 atzC转录水平的表达，其中
trzN 基因表达量增加最为显著，说明菌株 DNS32
降解功能不受“氮饥饿”诱导机制控制，同时具有降
解其他三氮苯类除草剂的潜力，在工程修复实践中

具有较广阔的应用前景。 
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