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研究报告 

一株乙草胺降解菌的分离及其降解特性研究 

罗玮*  姜宏亮  马浩 
(江南大学生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室  江苏 无锡  214122) 

 
 

摘  要：【目的】分离获得一株能有效降解乙草胺的菌株，并研究其降解乙草胺的影响因素，为

乙草胺生物修复提供微生物资源。【方法】通过富集培养和分离培养，从样品中筛选能以乙草胺

为唯一碳氮源的菌株。通过划线培养获得单菌落，并采用革兰氏染色法和 16S rRNA 基因测序进

行菌株的初步鉴定和系统分类。通过单因素试验研究初始乙草胺浓度、外加碳氮源对其降解乙草

胺的影响，并基于正交设计进行优化。【结果】分离获得的一株菌为革兰氏阴性菌，初步确定为

Pseudomonas sp.，能有效利用乙草胺进行生长。单因素试验证明在乙草胺初始浓度为 10 mg/L 时

降解率最高；外加碳氮源能提高乙草胺降解率，其中葡萄糖和蛋白胨分别最为有效。正交设计表

明在最优条件下，其对乙草胺降解率可以达到 80.2%。【结论】菌株 A-1 能有效利用乙草胺进行

生长，其降解乙草胺受多种因素影响。本研究将为利用进行该菌株进行乙草胺污染修复提供菌种

资源。 
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Isolation and degradation characteristics of an  
acetochlor-degrading strain 

LUO Wei*  JIANG Hong-Liang  MA Hao 

(School of Biotechnology, Jiangnan University, Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education,  
Wuxi, Jiangsu 214122, China) 

Abstract: [Objective] This study was aimed to obtain a strain which can effectively degrade acetochlor, 
and to investigate the factors affecting the degradation of the herbicide, so as to provide microbial 
resources for acetocholor bioremediation. [Methods] By enrichment and separation of culture from the 
sample, the pure culture was selected from the medium supplemented with acetochlor as the sole 
source of carbon and nitrogen. The strain in single colony was obtained by means of streak, and was 
preliminarily identified and classified by Gram staining and 16S rRNA gene sequencing. Effects of 
initial acetochlor concentration, additional sources of carbon and nitrogen on the degradation of the 
herbicide were studied by single factor test. Meanwhile, the effects of above-mentioned factors were 
optimized by orthogonal design. [Results] A strain of Gram negative bacteria was isolated and 
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identified as Pseudomonas sp. Single factor experiment demonstrated that the optimal initial acetochlor 
concentration for acetochlor degradation was 10 mg/L; the addition of carbon and nitrogen sources 
could improve the degradation rate of acetochlor. Among them, glucose and peptone was the best 
carbon and nitrogen source, respectively. The orthogonal design showed that the degradation rate of 
acetochlor could reach 80.2% under the optimum conditions. [Conclusion] The strain A-1 was able to 
grow on acetochlor, and the degradation of the herbicide is affected by many factors. This study will 
provide the strain resources for acetochlor bioremediation. 

Keywords: Acetochlor, Degrading bacteria, Isolation, Nutrients 

随着我国经济的快速发展，局部地区种植业已

经开始向集约化发展，除草剂的使用量也在快速增

加。乙草胺在我国旱田化学除草剂中占有相当重要

的地位，可与众多的除草剂复配，是我国生产量和

使用量最多的三大除草剂之一[1]。乙草胺是由美国

孟山都公司于 1971 年研制，通用名称为乙草胺

(Acetochlor)，商品名称有禾耐斯、消草安等，化学

名称为 2-氯代-乙基-6-甲基-N-(乙氧甲基)乙酞替苯

胺。乙草胺对人畜低毒，但对鱼类有较强的毒性，

另外具有较强致癌性，被美国环保局定为 B-2类致

癌物[2]。乙草胺对土壤微生物种群数量及土壤中细

菌、放线菌和真菌生长速率均有一定的抑制作用，

对土壤微生物呼吸作用具有明显的抑制作用[3-5]。 

乙草胺在自然界中的降解方式主要包括水解、

光解、以及微生物降解，其中微生物降解为最主要

方式。目前，关于利用土壤微生物降解酰胺类除草

剂的研究已有不少报道，但是关于乙草胺微生物降

解的报道较少[6]。朱九生等[7]研究表明，乙草胺在

未灭菌土壤中防除稗草的持效期显著短于灭菌土

壤，可见微生物的存在缩短了乙草胺在土壤中的滞

留时间，从而降低了乙草胺防除稗草的持效性。尽

管如此，乙草胺的好氧生物降解性较差，属于难生

物降解有机物，含乙草胺的废水为高难度处理有机

废水[8]。 

目前，国内外筛选出纯种菌株进行乙草胺降解

的研究非常有限。倪俊等[9]从长期受乙草胺污染的

污泥中分离到一株能以乙草胺为唯一碳源生长的

菌株，经鉴定为申氏杆菌属(Shinella sp.)，对乙草胺

的降解率达到 83.3%。董滨等[10]从农药厂污泥和长

期受乙草胺污染的土壤中分离到一株能以乙草胺

为唯一氮源生长的粘着剑菌(Ensifer adhaerens)，该

菌株在含 10 mg/L 乙草胺的无机盐培养基中培养  

10 d后对乙草胺的降解率为 33.6%，培养基中的盐

浓度影响该菌株的生长和对乙草胺的降解，在 NaCl

浓度为 0.5%时，降解率可达 35%；但当 NaCl浓度

达到 7%时，对乙草胺的降解率仅有 2.6%。Xu等[11]

从生产乙草胺的农药厂筛选出一株以乙草胺为碳

源的菌株食油假单胞菌(Pseudomonas oleovorans)，

该菌株 7 d 时间对 7.6 mg/L 乙草胺的降解率为

98.0%，而且可以耐受高浓度的乙草胺，但是降解

周期较长、降解率明显下降。Xu 等[12]从受乙草胺

污染的土壤中分离出 4个可以降解乙草胺的微生物

种群，4 个微生物种群混合培养时 4 d 可以完全降

解 55 mg/L乙草胺，4个微生物种群包含了 17种菌

株，但是没有一种菌株可以单独降解乙草胺。本文

拟采用富集培养试图从农药厂附近长期受乙草胺

污染的土壤中分离出降解乙草胺的微生物，研究不

同因素对其降解乙草胺的影响，确定其降解乙草胺

的最佳条件，为进行乙草胺污染生物修复提供技术

支持和微生物资源。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

乙草胺原药(93.1%)购于无锡禾美农药有限公

司，乙草胺标准品(99.5%)购于西格玛奥德里奇(上

海)贸易有限公司。其他试剂为分析纯或生物试剂。

振荡培养箱(HYL-C)，江苏太仓强乐实验设备有限

公司；显微镜(CX23)，奥林巴斯(中国)有限公司；
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液相色谱仪(LC-20AD)，配置 SPD-20AV 检测器和

Agilent TC C18色谱柱(长 25 cm，内径 4.6 mm，膜

厚 0.5 μm)，日本岛津公司。 

1.2  培养基 

LB培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母膏 5.0，NaCl 

10.0，pH 7.0，1×105 Pa湿热灭菌 20 min。 

无机盐培养基(g/L)：NaCl 1.0，K2HPO4 1.5，

KH2PO4 0.5，MgSO4 0.2，1 mL的微量元素液，pH 

7.0，1×105 Pa湿热灭菌 20 min后使用。 

微 量 元 素 液 (mg/L) ： MnSO4·H2O 39.9 ，

ZnSO4·H2O 42.8，(NH4)6Mo7O4·4H2O 34.7。 

1.3  乙草胺降解菌的筛选及培养 

取乙草胺生产工厂附近表层 0−20 cm的土壤，

称量采集到的土壤 5 g接种到 100 mL的 LB培养基

中，37 °C、180 r/min培养 48 h；取 2.5 mL通过增

殖培养获得的菌液，添加到乙草胺浓度为 5 mg/L

的 25 mL的无机盐培养基中。培养 7 d后，吸取培

养液转接到新鲜的添加乙草胺的无机盐培养基中，

反复转接并逐级提高乙草胺浓度到 20 mg/L。取终

末选择性培养液，划线接种于添加了 10 mg/L乙草

胺的无机盐琼脂培养基平板上倒置于恒温培养箱

中培养合适的时间。挑取生长较好的单菌落，进一

步分离纯化 3−4次。 

以乙草胺作为唯一碳氮源或者其他碳氮源添

加到上述无机盐中制备成培养基，按照 2% (体积比)

接种经过分离纯化的菌株 A-1到上述培养基中去，

37 °C、180 r/min培养，每组实验重复 3次。其间

定时取样或者在培养 5 d后取样分析生物量和乙草

胺浓度。生物量分析采用分光光度计，将菌悬液稀

释至合适浓度后置于 600 nm处测定其 OD 值。数

据采用其平均值并标注标准差，应用 SPSS 19.0进

行统计学分析，各组间采用 One-Way ANOVA进行

统计学分析，多重比较采用 LSD法。 

1.4  乙草胺的分析方法 

采用外标法进行乙草胺浓度的定量，根据标准

曲线计算溶液中乙草胺的浓度。乙草胺标准曲线制

备：配制一系列梯度浓度的乙草胺标准溶液，采用

液相色谱法进行分析，根据乙草胺的浓度和峰面积

制作其标准曲线。 

样品分析：从含有乙草胺的无机盐培养基中吸

取适量菌液到 1.5 mL 离心管中，置于离心机中，  

12 000 r/min离心 10 min，取上清，过膜孔 0.45 μm

的水膜处理。取 1 mL上清液用液相色谱测定样液

中乙草胺的含量。液相色谱条件：检测波长为   

215 nm，流动相为甲醇-水(80/20，体积比)，流速

1.0 mL/min，进样量：10 µL。 

1.5  微生物菌株的形态学及分子生物学鉴定 

对分离菌株采用平板形态观察、革兰氏染色和

显微镜观察等手段进行形态学初步分析[13-14]。 

微生物基因组 DNA 提取、PCR 反应与 16S 

rRNA 基因测序由上海生工生物工程技术服务有限

公司完成。16S rRNA基因引物为 27F (5′-CAGAGT 

TTGATCCTGGCT-3′)和 1540R (5′-AGG AGGTGA 

TCCAGCCGCA-3′)。PCR反应体系(25 μL)包含基因

组模板 1 μL，上下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，

dNTPs (各 10 mmol/L) 0.5 μL，10×PCR buffer    

2.5 μL，Taq聚合酶 0.2 μL，ddH2O补足至 25 μL。

PCR扩增条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，55 °C 35 s，

72 °C 1 min，35个循环；72 °C 8 min。反应产物纯

化后进行测序。对于获得的序列采用MEGA 6.0软

件进行多序列比对及系统发育树构建[15]。 

1.6  正交试验设计方法 

选择葡萄糖、蛋白胨和乙草胺等因素设计正交

试验，其因素及水平安排如表 1所示。 

 
表 1  正交设计因素水平表 

Table 1  Factors and levels for orthogonal design 

水平

Level

葡萄糖 (G)

Glucose 
(g/L) 

蛋白胨 (P) 

Peptone (g/L) 

乙草胺 (A) 

Acetochlor (mg/L) 

1 10.0 7.5 10.0 

2 2.0 2.5 20.0 

3 5.0 5.0 5.0 
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2  结果与分析 

2.1  乙草胺降解菌筛选及初步鉴定 

通过划线分离获得多株可降解乙草胺的菌株，

其中 A-1菌落生长最快，菌落最大，呈圆润淡黄色，

其菌落形态如图 1所示。经结晶紫简单染色后置于

光学显微镜下观察，菌株A-1菌体细长且长短不一，

有时呈球杆状或线状，成对或短链状排列，革兰氏

染色呈阴性。 

根据上海生工分析测序结果，用 BLAST 程序

对菌株 A-1的 16S rRNA基因序列与 GenBank数据

库中已收录的其他相似序列进行核酸序列同源性

比较。结果表明该菌与铜绿假单胞菌(Pseudomonas 

aeruginosa)具有 100%相似性，因此将其确定为该种

菌，GenBank 登录号为 KX426044.1。构建的系统

发育树如图 2所示。 

 
 
图 1  菌株 A-1 在乙草胺平板上的菌落形态 
Figure 1  Colonial morphology of the strain A-1 in the 
acetochlor solid medium 

 

 
 

图 2  菌株 A-1 与相关菌株的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain A-1 and its relatives 

注：线段 0.005表示序列差异的分支长度；发育树节点的数值表示 Bootstrap值；括号内的数值为 GenBank数据库中的登录号. 

Note: Bar=0.5% nucleotide divergence; Number at notes present bootstrap percentages (based on 1 000 sampling); Those in parentheses are 
the GenBank accession number. 
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2.2  影响乙草胺降解菌降解能力的单因素  

试验 

前期研究表明，菌株 A-1能以乙草胺作为唯一

碳源和氮源生长，其降解乙草胺能力大小与其生长

情况密切相关，但是农药的毒性通常抑制菌体的生

长，制约菌体的降解能力。通常情况下，微生物对

农药的降解能力与外界环境中农药浓度、营养物质

等也有着密切的关系。因此对上述几个影响因素进

行了研究。 

2.2.1  菌株A-1 以乙草胺作为唯一碳氮源的降解曲

线及其生长曲线：添加 10 mg/L乙草胺作为唯一碳

氮源，定时取样，获得菌株 A-1的生长情况和乙草

胺的降解率(图 3)。可以看出，菌株 A-1 的生长曲

线和乙草胺的降解曲线趋势相吻合，说明菌株 A-1

对乙草胺的降解能力是随着其在培养基中的生长

而提高，菌株的降解能力和菌株的数量成正相关。

1−5 d是菌体的对数生长期，此时乙草胺的降解率提

高速度最快，表明由于处于对数生长期的菌体大量

增殖，使乙草胺的降解速度加快；5 d后菌株 A-1的

生长能力和对乙草胺的降解能力逐渐趋于平衡。其

原因可能是达到一定时间后，培养液中菌株可利用

的有效物质减少，并且微生物在降解乙草胺的过程

中会产生抑制菌体生长的次代谢产物，所以菌体生

长量下降，对乙草胺的降解率趋于不变。以 5 d计算，

该菌株对乙草胺的平均降解速率是 0.78 mg/(L·d)。 

2.2.2  初始乙草胺浓度对乙草胺降解的影响：将菌

株 A-1接种于初始乙草胺浓度不同的培养基中，其

生物量和乙草胺降解情况如图 4所示。在乙草胺初

始浓度为 10 mg/L时，A-1对乙草胺的降解最完全，

降解率达到了 48.7%，与其他组别的降解率差异显

著(P<0.05)。同样培养条件下，当乙草胺的浓度下

降时，菌株 A-1对乙草胺的降解率也随之降低，而

当乙草胺浓度增加时，菌株 A-1对乙草胺的降解率

也呈下降趋势。由此可知，菌株 A-1只能对一定浓

度范围内的乙草胺具有较充分强的降解。乙草胺浓

度小于 10 mg/L时，菌株 A-1对于乙草胺的降解能

力下降，可能是因为较低浓度的乙草胺不能够为菌

体的生长提供足够的碳源和能源，生物量(OD)较 

 
 

图 3  乙草胺的降解曲线与菌株的生长曲线 
Figure 3  The degradation curve of acetochlor and the 
growth curve of the strain 
 

 
 

图 4  初始乙草胺浓度对乙草胺降解的影响 
Figure 4  Effect of the initial acetochlor concentration on 
its degradation 
 

低，从而导致降解能力的下降。当乙草胺的浓度在

20−100 mg/L时，高浓度的乙草胺对菌株 A-1的生

长产生了明显的毒害作用，抑制了菌体的生长，从

而限制了其对乙草胺的降解程度。从降解效率角度

来说，在 0−100 mg/L 的浓度范围内，较高初始浓

度乙草胺能被降解的绝对量要大大高于低初始浓

度乙草胺。 

2.2.3  外加碳源对乙草胺降解的影响：培养基中的

碳源种类会影响菌株的生长和对乙草胺的降解，本

实验分析了不同外加碳源(柠檬酸三钠、淀粉、蔗糖、

葡萄糖)对菌株 A-1降解乙草胺的影响。将菌株 A-1

接种于含有上述几种碳源(5 g/L)或者不添加碳源

(对照)的无机盐培养基中，测定 10 mg/L 乙草胺的

降解情况，结果如图 5所示。多重比较结果表明，

与未添加碳源的对照组相比，碳源的添加明显促进

了乙草胺的降解(P<0.05)。其中添加葡萄糖时 A-1
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对乙草胺的降解效果最明显，降解率达到了 65.6%，

与对照相比差异极显著(P<0.01)。这表明葡萄糖的

添加能明显促进菌体生长，增加乙草胺相关降解酶

系的含量。 

2.2.4  外加氮源对乙草胺降解的影响：分析不同外

加氮源(蛋白胨，酵母粉，NaNO3)对菌株 A-1 降解

乙草胺的影响。将菌株 A-1接种于 10 mg/L的乙草

胺，并分别添加上述几种氮源(5 g/L)或者不添加氮

源(对照)的无机盐培养基中培养，测定乙草胺的降

解情况(图 6)。多重比较可知，外加氮源能显著促进

乙草胺降解，与对照相比差异显著(P<0.05)，但是

蛋白胨和酵母粉实验组间并无统计学差异。 

2.3  利用正交试验优化菌株 A-1 的降解条件 

为提高菌株 A-1对乙草胺的降解能力，采用正 
 

 
 

图 5  不同外加碳源对乙草胺降解的影响 
Figure 5  Effect of additional carbon source on the 
degradation of acetochlor 
 

 
 

图 6  不同外加氮源对乙草胺降解的影响 
Figure 6  Effect of additional nitrogen source on the 
degradation of acetochlor 

交试验方法确定菌株 A-1的最佳培养条件。根据之

前的研究结果，外加碳源以葡萄糖对于促进乙草胺

降解效果最好，氮源中蛋白胨为最佳，另外初始乙

草胺浓度对于其降解影响非常明显。因此选取葡萄

糖、蛋白胨、乙草胺进行正交试验，采用 L9(34)正

交表来安排试验，为确保试验的准确性，每组试验

设置两个平行，试验结果取其平均值。 

2.3.1  极差分析：表 2中的 K1、K2、K3分别表示在

各因素各水平下菌株 A-1对乙草胺降解率的总和，

k1、k2、k3 分别表示在各因素各水平下乙草胺降解

率的平均值。用同一因素各水平下平均降解率的极

差 R (极差=平均提取量的最大值–平均提取量的最

小值)来反映各因素的水平变动对降解率影响的大

小。极差大就表示该因素的水平变动对试验结果的

影响大，极差小就表示该因素的水平变动对试验结

果的影响小。 

由表 2得到本次实验因素的主次顺序依次为：

乙草胺浓度(A)、蛋白胨含量(P)、葡萄糖含量(G)。

同时可以得到各因素的最佳搭配为 G3P2A3。即最佳

的搭配为：葡萄糖 5.0 g/L，蛋白胨 2.5 g/L，乙草胺    

5.0 mg/L。按此搭配的试验在正交表的 9次试验中

并没有出现，需要做补充试验进行验证。 

2.3.2  方差分析：正交试验的极差分析法简便、直

观、计算量小，但不能估计试验误差，即不能区分

试验结果的差异是由各因素的水平变化而导致，还

是由试验的随机波动而导致。为了解决此问题，需

要对试验结果做方差分析。对上述试验结果采用

Excel软件做了方差分析，结果如表 3所示。由表 3

可知各因素对试验结果的影响程度，乙草胺(A)对结

果影响最大，蛋白胨(P)次之，而最后是葡萄糖(G)，

这个结果与极差分析的结果一致。 

2.3.3  验证试验：根据正交试验分析的结果，G3P2A3

为最佳组合，即葡萄糖 5.0 g/L，蛋白胨 2.5 g/L，乙

草胺 5.0 mg/L。将菌株A-1接种于该培养基中，为保

证实验的精确性，每组实验进行 3次。结果显示乙草

胺降解率达到 80.2%，高于正交试验中最高的 72.2%，

在此条件下的平均降解速率达到 0.95 mg/(L·d)。 
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表 2  正交试验结果与极差分析 
Table 2  The results of the orthogonal test and range analysis 

实验号 

Trial No. 

葡萄糖 (G) 

Glucose (g/L) 

蛋白胨 (P) 

Peptone (g/L) 

乙草胺 (A) 

Acetochlor (mg/L) 

降解率 

Degradation rate (%) 

1 10.0 7.5 10.0 55.3±3.5 

2 10.0 2.5 20.0 52.4±2.8 

3 10.0 5.0 5.0 70.3±4.8 

4 2.0 7.5 20.0 44.4±3.7 

5 2.0 2.5 5.0 66.2±6.1 

6 2.0 5.0 10.0 57.6±4.4 

7 5.0 7.5 5.0 63.5±5.7 

8 5.0 2.5 10.0 72.2±5.8 

9 5.0 5.0 20.0 44.7±3.1 

K1 178.0 163.2 185.1  

K2 168.2 190.8 141.5  

K3 180.4 172.6 200.0  

k1 59.3 54.4 61.7  

k2 56.1 63.6 47.2  

k3 60.1 57.5 66.7  

R 4.1 9.2 19.5  

 
表 3  正交试验方差分析表 

Table 3  Analysis of Variance for the orthogonal test 

因素 

Factor 

平方和 

Sum of 
square 

自由度 

Degree of 
freedom 

方差 

Variance
F 

葡萄糖 (G) 

Glucose (G) 
27.8 2 13.9 0.4

蛋白胨 (P) 

Peptone (P) 
131.3 2 65.6 1.8

乙草胺 (A) 

Acetochlor (A) 
616.1 2 308.1 8.4

误差项 

Error term 
73.5 2 36.7 1.0

Note: F0.25(2,2)=3.00, F0.10(2,2)=9.00. 
 

3  讨论 

乙草胺作为国内外广泛使用的一种除草剂，为

农业增产增收做出了巨大贡献。但是长期大量使用

也对环境和农业生态系统造成明显的危害，目前尚

缺少有限手段解决此问题。除此以外，氯乙酰胺类

除草剂的巨大产能伴随着大量富含乙草胺、丁草胺

等工业生产废水的处理等问题。而环境生物技术的

发展为上述问题提供了解决方案，特别是微生物菌

种资源的不断发掘给氯乙酰胺类除草剂的生物修

复带来希望。尽管如此，目前国内外在此领域研究

报道较少。 

本研究从长期受乙草胺污染的土壤中分离获

得一株能以乙草胺为唯一碳氮源的微生物菌株，为

革兰氏阴性菌，初步鉴定为铜绿假单胞菌。除草剂

对微生物细胞具有毒性，过高浓度对菌体产生明显

毒性，造成菌体无法生长，从而丧失降解能力。添

加营养物质能减弱除草剂对细胞的毒性，提高细胞

降解能力[16-17]。本研究通过额外添加碳源、氮源提

高了菌株 A-1对乙草胺的降解能力，并通过进一步

正交试验设计和优化使其对乙草胺(5−10 mg/L)降

解率达到 72%−80%，与 Xu 等[11]获得的降解速率

[1.07 mg/(L·d)]相当，远高于董滨等[10]获得的降解速

率[0.33 mg/(L·d)]。本研究分离获得的乙草胺降解

纯培养物为乙草胺的生物修复提供了菌种资源，其

对乙草胺降解能力的基因资源有待进一步开发和

利用。 
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