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研究报告 

降解 1,3-二甲基-2-咪唑烷酮细菌的分离及功能评价 

张树林 1  韩绍良 2  张海亮 2  郭雪娜 3  程艳飞 3  何秀萍*3,4 
1 沧州市康壮生物发酵制品有限公司  河北 沧州  061001 

2 北京大北农科技集团股份有限公司 饲用微生物工程国家重点实验室  北京  100192 

3 中国科学院微生物研究所微生物生理与代谢工程重点实验室  北京  100101 

4 中国科学院大学生命科学学院  北京  100049 

摘  要：【背景】1,3-二甲基-2-咪唑烷酮(1,3-Dimethyl-2-Imidazolidinone，DMI)作为一种强极性非质

子溶剂，在生产和应用过程的环境中有稳定残留问题，存在安全隐患。【目的】分离筛选具有降解

DMI 能力的微生物菌株，为清除环境中残留的 DMI 提供优良的微生物菌种资源。【方法】从 DMI

生产区域土壤采集样品分离 DMI 抗性微生物，采用形态学及分子生物学鉴定确定其分类地位，并对

DMI 降解能力进行测定。【结果】分离到最高能够耐受 5% (体积分数) DMI 的微生物菌株，形态学

及分子生物学鉴定初步表明获得的菌株 DT-1 和 DT-2 为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)；全细胞

及细胞提取液均具有降解 DMI 的能力；其中菌株 DT-1 及其细胞提取液对 1% (体积分数) DMI 的降解

率分别达到 48%和 68%。【结论】从 DMI 生产区域土壤中分离到具有 DMI 降解能力的芽孢杆菌，不

但可为 DMI 污染的微生物治理提供优良微生物资源，而且扩展了人们对芽孢杆菌生物学功能的认识。 
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Isolation of 1,3-dimethyl-2-imidazolidinone degrading bacteria 
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Abstract: [Background] 1,3-Dimethyl-2-imidazolidinone (DMI) is a nonproton solvent with strong 
polarity, which remains steadily in waste water from production and application processes and causes 
potential hazard to people’s health. [Objective] Acquisition of DMI degrading microbial strains. 
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[Methods] Isolation and screen of DMI degrading microbial strains from the soil of manufacture plant by 
DMI tolerance assay. The strains were identified by morphological features and 16S rRNA gene sequence 
analysis. [Results] Two putative Bacillus velezensis strains tolerant to 5% (V/V) DMI were isolated from 
the soil samples, which were designated as DT-1 and DT-2 respectively. Both the whole cells and the 
cell-free extracts could reduce the DMI levels in the reaction systems. The degrading rates of whole cells 
and cell-free extract of strain DT-1 reached 48% and 68% respectively at 1% (V/V) DMI concentration. 
[Conclusion] DMI degrading Bacillus strains were obtained, which provided a basis for microbial 
degradation of DMI in the polluted environments. Moreover, the results in this study expand our 
knowledge of the biological function of Bacillus. 

Keywords: 1,3-dimethyl-2-imidazolidinone, microbial degradation, Bacillus sp. 
 

微生物具有降解不同污染物的能力，因此在

环境污染的生物治理方面发挥着重要作用，微生

物修复技术是生物修复的核心[1-3]。从受污染的环

境及其周边土壤中分离筛选污染物耐受性微生物

是实现污染物生物降解的基础。截至目前已发现

大量能够降解不同污染物的微生物，包括好氧型

和厌氧型微生物[4-10]。 

1,3- 二 甲 基 -2- 咪 唑 烷 酮 (1,3-Dimethyl-2- 

Imidazolidinone，DMI)是一种无色透明、低黏度的

强极性非质子溶剂[11] (图 1)。由于其对多种有机化

合物和无机化合物均具有优良的溶解性能，并能促

进试剂活化，提高反应速率，因此广泛应用于医药、

化工和微电子等领域，同时也广泛用作染料、颜料

和光刻胶等难溶解物质的溶解剂、清洗剂和剥离 

剂[12]。尽管目前尚无 DMI 相关毒性的详细报道，

但通常认为皮肤接触及吞食有害，尤其对眼睛有严

重伤害。DMI 具有非常好的稳定性和水溶性，在

水溶液、热酸和热碱溶液中不易分解，在光照和氧

气暴露环境中能稳定存在。因此在 DMI 生产和应

用过程中产生的废水或周边土壤中通常有 DMI 稳

定残留问题，存在安全隐患。然而目前还未见有关

微生物降解 DMI 方面的研究报道。    

 

 
 
图 1  1,3-二甲基-2-咪唑烷酮的结构 
Figure 1  Structure of 1,3-dimethyl-2-imidazolidinone 

本研究从 DMI 生产企业浅层土壤中分离筛选

具有 DMI 抗性的微生物菌株，并对其菌种属性和

DMI 分解能力进行初步研究，以期为清除环境中

残留的 DMI 提供优良的微生物菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源 

筛选耐受 DMI 微生物的土壤样品采自河北省

沧州临港经济技术开发区河北康壮环保科技股份

有限公司内的土壤，采样深度为 0−20 cm。 

1.1.2  培养基 

筛选和培养细菌用 LB 培养基和 M9 培养   

基[13]，筛选和培养真菌用 YPD 培养基[14]。使用时

按需要添加不同终浓度的 DMI。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

1,3-二甲基-2-咪唑烷酮(DMI)，河北康壮环保

科技股份有限公司；细菌基因组提取试剂盒，天根

生化科技(北京)有限公司；PrimeSTAR Max Mix，

宝生物工程(大连)有限公司；BCA 蛋白浓度测定试

剂盒(增强型)，碧云天生物技术公司；PCR 引物合

成和 DNA 测序，北京睿博兴科生物技术有限公司。

多功能样品均质器，欧姆尼有限公司；分光光度计、

气相色谱，岛津公司；PCR 仪，Eppendorf 公司；

光学显微镜，奥林巴斯(中国)有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株分离筛选 

称取约 10 g 土壤样品置于 250 mL 灭菌的摇瓶

中，加入 50 mL 无菌水及 2 g 直径约 3 mm 的玻璃
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珠，在 30 °C、200 r/min 条件下处理 1 h，然后静

置 30 min。取上清液进行 10 倍比梯度稀释，每个

浓度梯度分别取 100 L 涂布到 LB 和 YPD 平板上，

30 °C 培养 72 h，并观察记录不同稀释度的样品液

在不同培养基平板上的生长情况。选择 10−2 和 10−3

稀释度的菌液涂布到含 0.5%−5.0% (体积分数 ) 

DMI 的培养基平板上，30 °C 培养 3−5 d。 

将培养基平板上的单菌落转接于 1 mL 无菌水

中，室温静置 2 h，然后分别接种在含 3.0%−10.0% 

(体积分数) DMI 的培养基平板上，30 °C 培养 48 h，

检测不同单菌落对 DMI 的耐受性。挑取 DMI 耐受

性高的单菌落在培养基平板上进行划线纯化培养。

挑取单菌落于无菌水中，做 10 倍比梯度稀释，分

别取 5 L 稀释度为 10−1、10−2、10−3、10−4 的菌液

接种到含 0–5% (体积分数) DMI 的 LB 培养基平板

上，37 °C 培养 48 h。 

1.2.2  耐 DMI 微生物菌株的鉴定 

细胞及菌落形态观察：将待检测菌株在 LB 培

养基平板上划线培养，观察记录菌落形态特征。挑

取少量菌体进行革兰氏染色，光学显微镜下观察细

胞形态。 

芽孢形成分析：将待检测菌株及作为阴性对照

的大肠杆菌(Escherichia coli) DH5和作为阳性对

照的解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus amyloliquefaciens) 

CGMCC1.3450 制成菌悬液，在 80 °C 水浴中处理

20 min，10 倍比梯度稀释后，分别取 100 L 涂布

在 LB 培养基平板上，37 °C 培养 24 h。根据高温

处理后细胞是否存活确定菌株产生芽孢的能力，并

通过对高温处理前后菌液的孔雀绿/番红染色进行

芽孢观察。 

微生物菌株的分子鉴定：利用细菌基因组提取

试剂盒提取待检测菌株的基因组 DNA，利用 16S 

rRNA 基因通用引物 8F (5′-AGAGTTTGATCCTG 

GCTCAG-3′)和 1495R (5′-CTACGGCTACCTTGTT 

ACGA-3′)进行 PCR 扩增，PCR 反应体系及扩增条

件参照 PrimeSTAR Max Mix 产品说明书。PCR 产

物委托北京睿博兴科生物技术有限公司进行序列

测定。测序结果分别在 NCBI (https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/)和 EZ BioCloud (https://www.ezbiocloud. 

net.genome/)上进行比对确定待测菌株的分类地位。 

1.2.3  微生物对 DMI 的降解 

将耐受 DMI 的菌株接种于 2 mL 液体 LB 培养

基中，37 °C、200 r/min 培养 16 h；按 10% (体积

分数)接种量转接到 50 mL 液体 LB 培养基中，

37 °C、200 r/min 培养 12 h；取 0.5 mL 菌液进行梯

度稀释，利用岛津分光光度计测定 OD600，按 OD600

在 1.0 左右的稀释度计算原始菌液的浓度(OD600)。

10 000 r/min 离心 5 min 收集细胞，依据原始菌液

浓度，按最终 OD600 分别为 10.0、20.0 和 50.0 的

接种量转接到 2 mL 含 DMI 的 LB 培养基中，使

DMI 的终浓度为 1% (体积分数)，37 °C、150 r/min

培养 24 h 或 36 h；取样 0.5 mL，12 000 r/min 离心

3 min，取上清稀释 2 倍后进行 DMI 含量分析。以

含 1% DMI 的 LB 培养基为对照。每个处理设 3 个

重复。 

1.2.4  DMI 含量检测 

采用气相色谱法测定上清液中 DMI 含量。色

谱柱为 GSBP-FFAP，0.25 mm30 m0.25 m；载

气为 He 气，总流量 50 mL/min，色谱柱流量      

1 mL/min；气化室和检测器温度均为 250 °C；上

样量为 1 L，进样时间 1 min。依据峰面积变化计

算样品中 DMI 含量。 

DMI 降解率=(P1−P2)/P1100%，式中，P1 为

同样条件下对照组的峰面积，P2 为处理组峰面积。 

1.2.5  微生物菌株 DT-1 和 DT-2 细胞提取液对

DMI 的降解  

将菌株 DT-1 和 DT-2 接种于 2 mL 液体 LB 培

养基中，37 °C、200 r/min 培养 16 h；按 10% (体

积分数)接种量转接到 50 mL 液体 LB 培养基中，

37 °C、200 r/min 培养 12 h。10 000 r/min 离心 5 min

收集细胞，用 50 mmol/L 磷酸钾缓冲液(pH 7.4)洗

涤细胞 2 次，然后以 OD600 为 20.0 的终浓度将细

胞重悬于 50 mmol/L 磷酸钾缓冲液(pH 7.4)中；利

用多功能样品均质器处理细胞悬液(3 500 r/min 
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30 s，间隔 5 min，处理 3 次)，12 000 r/min 离心     

2 min 收集上清液。利用 BCA 蛋白定量试剂盒对

上清液蛋白质水平进行定量。 

将 DMI 和细胞提取液加入到 50 mmol/L 磷酸

钾缓冲液(pH 7.4)中，使 DMI 终浓度为 1% (体积分

数)，37 °C 反应 2 h 后，加入反应液 50%体积的

NaOH 溶液(20 mmol/L)终止反应，加水适当稀释，

过滤后经气相色谱检测 DMI 含量。以含 1% DMI

的磷酸钾缓冲液为对照。每个反应设 3 个重复。 

2  结果与分析 

2.1  抗 DMI 微生物菌株的分离筛选 

利用含 1%–5% DMI 的 LB 和 YPD 培养基平

板对土壤样品中的微生物进行初步分离筛选，获得

能够在含 3% DMI 的 LB 培养基上生长的微生物菌

株(图 2A)，经 DMI 抗性复测获得 2 株最高能够耐

受 5% DMI 的菌株，划线纯化后，所检测的单菌落

均可以在含 5% DMI 的 LB 平板上生长(图 2B、2C)。

相应菌株分别命名为 DT-1 和 DT-2。为了检测筛选

到的菌株是否能够以 DMI 为碳源生长，将 M9 培养

基中的葡萄糖分别替换为 0.5%或 1%的 DMI，通过

固体平板培养法分析其生长情况。结果发现菌株

DT-1 和 DT-2 在 M9 培养基及含 1% DMI 的 M9 培

养基平板上均能生长，而不能在 M9 培养基的葡萄

糖替换为 0.5%或 1% DMI 的培养基上生长(图 2D)，

表明菌株 DT-1 和 DT-2 不能以 DMI 作为唯一碳源

生长。 

2.2  降解 DMI 能力分析 

将菌株 DT-1 和 DT-2 以不同接种量分别接种

在 DMI 终浓度为 1%的 LB 培养基中，使最终 OD600

分别为 10.0、20.0 和 50.0。37 °C、150 r/min 培养

24 h 后检测培养液中的 DMI 浓度。结果发现，在

未接种微生物的对照中，对应 DMI 的峰面积无明

显变化，表明 DMI 在该培养体系中是稳定的；然

而接种微生物的不同处理的 DMI 峰面积均有降低

(图 3A)，表明分离筛选到的 2 个菌株均具有降低

培养液中 DMI 浓度的能力，其中菌株 DT-1 的效果

更为显著。 

 
 
图 2  抗 DMI 菌株的分离筛选 
Figure 2  Isolation and screen of DMI tolerant strains 
注：A：在含 3% (体积分数) DMI 的 LB 培养基平板上的单菌

落；B：菌株 DT-1 和 DT-2 单菌落在 LB 培养基平板上的生长；

C：菌株 DT-1 和 DT-2 单菌落在含 5% (体积分数) DMI 的 LB

培养基平板上的生长；D：菌株 DT-1 和 DT-2 在 M9 培养(D1)、

含 1% (体积分数) DMI 的 M9 培养基(D2)、0.5% (体积分数) 

DMI 替换 M9 中葡萄糖的培养基(D3)、1% (体积分数) DMI 替

换 M9 中葡萄糖的培养基(D4)上的生长比较 

Note: A: Colonies on LB plate containing 3% (V/V) DMI; B: 
Growth of single colonies of strains DT-1 and DT-2 on LB plate; 
C: Growth of single colonies of strains DT-1 and DT-2 on LB 
plate containing 5% (V/V) DMI; D: Growth of strains DT-1 and 
DT-2 on M9 plate (D1), M9 plate containing 1% (V/V) DMI (D2), 
plates with replacement of glucose in M9 by 0.5% (V/V) DMI 
(D3) or 1% (V/V ) DMI (D4) respectively 
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利用无细胞提取液进行体外反应检测 DMI 浓

度变化，反应体系中添加不同体积的细胞提取液使

蛋白质终浓度按比例递增。结果表明含 1% DMI

的磷酸钾缓冲液为对照的反应体系中 DMI 浓度无

明显变化，而 2 个菌株的细胞提取液反应体系中的

DMI 浓度均有显著降低，而且降低趋势与蛋白质

浓度呈正相关，随反应体系蛋白质浓度提高，DMI

降解率也提升(图 3B)，进一步证明上述菌株均具

有降解 DMI 的能力，而且菌株 DT-1 对 DMI 的降

解活性更高。 

2.3  菌株鉴定 

2.3.1  形态学特征 

在 LB 培养基平板上菌株 DT-1 和 DT-2 的单菌

落均呈不透明状，边缘不规则，表面粗糙有隆起。

液体静置培养有菌膜形成；显微镜下细胞呈长杆

状，长约 2.0−2.5 m，宽约 0.5 m，革兰氏染色

阳性(图 4A、4B)；可形成芽孢，芽孢位于细胞的

一端 (图 4C、4D)。初步判断上述菌株应该属 

 

 
 
图 3  菌株 DT-1 和 DT-2 降解 DMI 能力分析 
Figure 3  Analysis of DMI degrading ability of DT-1 and DT-2 
注：A：不同 OD600 的全细胞培养体系；B：不同蛋白质浓度的细胞提取液反应体系。数据为 3 次重复实验结果的平均值，误差

棒为标准偏差。**：P<0.01 

Note: A: Culture system of whole cells with various OD600; B: Reaction system of cell-free extract with different protein concentrations. Data 
are presented as the means of the results of three independent experiments. Error bars represent standard deviations (n=3). **: P<0.01 
 

 
 
图 4  菌株 DT-1 和 DT-2 的显微形态特征 
Figure 4  The microscopic features of strains DT-1 and DT-2 
注：A：菌株 DT-1 的革兰氏染色(100)；B：菌株 DT-2 的革兰氏染色(100)；C：菌株 DT-1 的芽孢染色；D：菌株 DT-2 的芽孢染色 

Note: A: The morphologic observation of strain DT-1 by Gram staining (100); B: The morphologic observation of strain DT-2 by Gram 
staining (100); C: The morphologic observation of strain DT-1 by spore staining; D: The morphologic observation of strain DT-2 by 
spore staining 
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于芽孢杆菌类。 

2.3.2  分子生物学鉴定 

利用 16S rRNA 基因通用引物 8F 和 1495R 从

菌株 DT-1 和 DT-2 的基因组均扩增到约 1.4 kb 的

16S rRNA 基因片段。序列分析结果表明，2 个菌株的

16S rRNA 基因序列完全相同，在 NCBI 中的 BLAST

比对显示它们与枯草芽孢杆菌(Bacillus subtiliis)

和解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus amyloliquefaciens)的

16S rRNA 基因序列具有最高的相似性。为了进一

步明确菌株 DT-1 和 DT-2 的分类地位，相应序列

提交 EZ BioCloud 进行同源比较，发现所测序列与

贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) CR-502(T)的序列具

有最高的相似性，达到 99.93%。 

依据形态学及分子生物学鉴定结果初步认为

菌株 DT-1 和 DT-2 均为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus 

velezensis)。由于菌株 DT-1 具有更高的 DMI 降解

能力，因此用作进一步研究。 

2.4  DMI 降解条件的初步研究 

2.4.1  处理时间的影响 

按 OD600 为 50.0 制备菌株 DT-1 的 LB 菌悬液，

加入终浓度为 1% (体积分数)的 DMI，处理不同时

间取样分析。结果发现在 24 h 内，处理时间和 DMI

降解率之间呈正相关，24 h 后继续延长时间对 DMI

降解率无显著影响(图 5A)。 

在蛋白质浓度为 1 mg/mL 的反应体系中考察

反应时间对 DMI 降解率的影响，结果发现，随着

反应时间延长，DMI 降解率不断提高，反应 6 h

达到峰值(图 5B)。 

2.4.2  DMI 浓度的影响 

在 OD600 为 50.0 的 DT-1 菌悬液中添加 DMI

使初始浓度分别为 1%、2%和 3% (体积分数)，

37 °C、150 r/min 培养不同时间取样分析 DMI 浓

度。结果发现，不同初始 DMI 浓度下菌株 DT-1

呈现出相似的降解时间曲线，但随着 DMI 浓度升

高，菌株 DT-1 的降解活性显著降低(图 6A)，而且

高浓度的 DMI 对细胞生长也产生了一定的抑制作

用(图 6B)，表明高浓度 DMI 具有细胞毒效应。 

3  讨论与结论 

DMI 极强的稳定性和溶解性使得常规物理方

法或化学方法不能有效去除，导致 DMI 能够稳定

持久残留，具有极大的安全风险。生物修复技术可

能是降解 DMI 最有效和可行的方法。鉴于目前还

未见降解 DMI 相关微生物的报道，本研究从 DMI 

 

 
 
图 5  处理时间对 DMI 降解的影响 
Figure 5  Influence of time on degrading rate 
注：A：全细胞培养；B：细胞提取液反应。数据为 3 次重复实验结果的平均值，误差棒为标准偏差 

Note: A: Culture system of whole cells with OD600 of 50.0; B: Reaction system of cell-free extract with protein concentration of 1 mg/mL. 
Data are presented as the means of the results of three independent experiments. Error bars represent standard deviations (n=3) 
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图 6  DMI 浓度对细胞生长和降解的影响 
Figure 6  Effect of DMI concentration on cell growth and DMI degrading 
注：培养体系的初始 OD600 设为 50.0。初始 DMI 浓度见图中标示。A：降解率；B：细胞生长。数据为 3 次重复实验结果的平均

值，误差棒为标准偏差。*：P<0.05；**：P<0.01 

Note: The initial OD600 of the culture system was set at 50. The initial concentrations of DMI are shown in the figure. A: Degrading rate 
of DMI; B: OD600 indicating cell growth. Data are presented as the means of the results of three independent experiments. Error bars 
represent standard deviations (n=3). *: P<0.05; **: P<0.01 
 

生产企业的土壤中分离筛选到具有 DMI 降解能力

的微生物菌株，通过形态学及分子生物学鉴定初步

认为其为贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis)。贝莱斯芽

孢杆菌是 2005 年由 Ruiz-García 等命名的芽孢杆菌

属的一个新种，被认为是解淀粉芽孢杆菌的后期变

异体[15]。因其对多种动植物病原菌具有拮抗活性

和促生长作用，被作为一种新型的生防菌广泛应用

于植物病害防治及动物营养和微生态调节中[16-19]。

此外，研究表明贝莱斯芽孢杆菌还具有降解黄曲霉

毒素和玉米赤霉烯酮等真菌毒素的功能[20]。本研

究获得了具有 DMI 降解活性的芽孢杆菌，为通过

微生物降解修复治理受 DMI 污染的环境提供了基

础微生物资源。作为强极性非质子溶剂，DMI 可

能引起膜损伤，并通过亲核、氧化和还原等反应

影响细胞内在反应活性[11]，从而对细菌产生一定

的毒性。我们将进一步通过菌种改造提升对 DMI

的抗性和降解能力，并明确降解 DMI 的芽孢杆菌

的准确分类地位，丰富对此类微生物生物学功能

的认识。 

当 DMI 浓度为 1% (体积分数)时，菌株 DT-1

全细胞反应体系的降解率达到 48%，无细胞提取

液的反应体系降解率达到 68%。DMI 具有与尿囊

素相似的核心骨架，推测参与尿囊素降解反应的

酶可能在 DMI 降解转化中发挥作用，从而将 DMI

转化为乙醛酸、甲胺和 CO2。其中，乙醛酸和

CO2 可通过糖异生和羧化反应作为碳源支撑微生

物的生长和代谢，而甲胺可作为微生物生长和代

谢的氮源，从而实现 DMI 的完全降解。本研究获

得的降解 DMI 芽孢杆菌是利用内在的尿囊素降解

系统促进 DMI 的降解还是具有特异性的 DMI 降解

酶系，有待进一步研究。 
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