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污染土壤中原位阿特拉津降解菌的分离和鉴定 3

代先祝　胡　江　蒋建东　徐　玮　李顺鹏­

(南京农业大学生命科学学院 ,农业部农业环境微生物工程重点开放实验室 ,南京　210095)

摘　要　　为克服传统富集培养分离降解菌的局限性 ,直接将长期受阿特拉津污染的土壤稀释后 ,涂布

于加有土壤浸出液和阿特拉津农药的平板 ,分别从两个采自不同地区的污染土壤中各分离了一株高效广谱

降解菌 AG1和 ADG1 :它们能以阿特拉津为唯一碳源、氮源和能源生长 ,能分别在 44 h和 48 h内降解 1 000

mg L - 1的阿特拉津 ,降解率 100 % ;它们还能以扑草净、西玛津等三嗪类除草剂为唯一氮源生长。16S rDNA核

苷酸序列分析结果表明菌株 AG1与 ADG1都与节杆菌属 ( Arthrobacter)的细菌有高度同源性 ,结合两株菌的形

态特征及生理生化特征 ,将它们鉴定为 Arthrobacter spp1。PCR扩增两株菌的降解基因 ,结果表明它们的降解

基因都是 trzN和 atzBC的组合 ,这是国内首次报道具有该基因类型的阿特拉津降解菌。
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　　阿特拉津 (22氯242乙胺基262异丙胺基21 ,3 ,52三
嗪)是一种广泛使用的三嗪类除草剂 ,它在土壤中的

半衰期长 ,可移动性较强 ,可通过地表径流、淋溶、干

沉降和湿沉降等途径进入地表水和地下水[1 ,2 ] ,从

而对水生生态环境和人类饮用水源构成威胁[3 ]。

阿特拉津在土壤中主要通过微生物的作用被降

解。到目前为止 ,人们已分离了很多阿特拉津降解

菌 ,并对其中的 Pseudomonas sp1 ADP菌株的降解基

因 atzABCD和酶进行了详细的研究[4～6 ] ,对其他菌

的研究发现阿特拉津降解基因 atzABC具有高度的

保守性[7 ]。然而 ,这些菌几乎都是采用富集培养方

法分离的 ,由于富集过程中培养条件的选择性 ,所得

的降解菌可能不能反映自然界中降解菌的真实情

况[8 ]。Sajjaphan和 Piutti 等报道直接从污染土壤分

离的阿特拉津降解菌 ,就没有 atzA 基因 ,都是 trzN

和 atzBC的组合[9 ,10 ]。为获得污染土壤中的原位降

解菌 ,本研究通过向分离培养基中添加土壤浸出液 ,

不经过富集培养 ,直接从两个不同地区的污染土壤

中各分离到一株高效阿特拉津降解菌 AG1 和

ADG1 ,并对它们进行了鉴定 ,比较了它们降解基因

与已报道的阿特拉津降解基因的同源性。

1　材料与方法

111　样品及培养基

土壤样品 1采自浙江某化工厂存放阿特拉津仓

库旁土壤 1～10 cm表层土 ,属水稻土 ,pH 815 ,有机

质含量 1112 g kg - 1 ;土壤样品 2采自山东某地长期

使用阿特拉津的玉米地 5～10 cm表层土 ,属黄潮

土 ,pH 714 ,有机质含量 2015 g kg - 1。土样过 40 目

筛后 4℃保存备用。

土壤浸出液 :取相应土样 50 g ,加入装有 100 ml

蒸馏水的三角瓶中 ,置摇床 200 r min - 1 ,常温振荡

30 min ,然后高速离心 (10 000 g)取上清 ,滤膜除菌

( <0122μm) 。

基础盐 ( MM , 1 L ) : KH2 PO4 0145 g、K2 HPO4

1179 g、Mg2SO4011 g、NaCl 014 g ,pH 715 ;分离培养基

(SAT)为MM培养基中含 20 %(m/ m)的土壤浸出液

和 500 mg L - 1阿特拉津乙醇悬液 ,因阿特拉津在水

中的溶解度仅 33 mg L - 1 ,所以培养基呈混浊状 ,阿

特拉津被降解后会在菌落周围形成透明圈[4 ]。
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112　降解菌的分离和纯化

取污染土样 10 g ,加入盛有 90 ml无菌水和玻璃

珠的三角瓶中 ,置摇床 , 25℃, 150 r min - 1振荡 10

min ,吸取 1 ml土壤悬液用于梯度稀释 ,涂布 SAT平

板 ,将平板在 25℃培养至有菌落周围产生透明圈 ,

挑取透明圈大的单菌落划线纯化 ,再将其转接液体

SAT培养基验证降解效果。

113　阿特拉津检测

用三氯甲烷/培养液 (1∶10 (V/ V) )全量提取 SAT

培养液中的阿特拉津 ,提取后的上清用于测菌体生

长量 ,提取液适当稀释后 HPLC检测 ,检测条件 :250

mm×416 mm C218 不锈钢色谱柱 ;流动相为 80/ 20

(V/ V)的甲醇/水 ;流速为 110 ml min - 1 ;柱温 :25℃;

Waters 2487紫外检测器 ,检测波长为 226 nm ;进样量

10μl。

114　降解菌株降解性能验证及降解谱测定

降解性能验证培养基为液体 MM 培养基加

1 000 mg L - 1阿特拉津为唯一碳源和氮源 (AT) ,降

解谱测定以MM培养基加葡萄糖为碳源 (1 g L - 1) ,

待测除草剂为唯一氮源 ,接种量接种用无菌水洗涤

重悬的菌种 (OD600 = 110) 1 ml。未经特别说明液体

培养条件为 30℃,150 r min - 1摇床振荡培养。细菌

生长量用 722 型分光光度计测菌液在波长 600 nm

处的吸收值表示。

115　降解菌形态观察及生理生化鉴定

用光学显微镜进行形态观察 ,生理生化鉴定过

程参考文献[11 ]。

116　细菌总 DNA提取

用 SDS2溶菌酶联合裂解 ,高盐沉淀法去除蛋白

质和多糖 ,再用异丙醇沉淀提取总 DNA。

117　16S rDNA和降解基因保守片段的 PCR扩增

细菌 16S rDNA通用引物 , trzN、atzA、B、C基因

片段扩增引物按文献[ 7 ,12 , 13 ]中的方法合成。使

用 PCR 仪 (MJ Research PTC2200 Peltier Thermal Cy2
cler)进行 PCR扩增 ,25μl 扩增体系 :10 ×Taq Buffer

215μl ,215 mmol L - 1 dNTP 2μl ,25 mmol L - 1 MgCl2

115μl ,3′端和 5′端引物各 1μl ,Taq酶 015μl ,超纯水

补至 25μl ,总 DNA 015μg 。16S rDNA 扩增条件 :

95℃预变性 10 min ,94℃变性 1 min、50℃复性 1 min、

72℃延长 2 min ,30个循环后 72℃延伸 20 min。降解

基因保守片段扩增条件 :95℃预变性 10 min ,94℃变

性 1 min、57℃( trzN )或 45℃( atzA)或 55℃( atzB )或

48℃( atzC)复性 1 min ,72℃延长 30 s ,30 个循环后

72℃延伸 5 min。PCR产物 110 %琼脂糖凝胶电泳 ,

EB染色后紫外分析仪检测。V2gene 核酸纯化试剂

盒纯化回收 DNA片段 ,连接到 pMD182T载体上 ,转

化大肠杆菌 DH5α,挑取阳性转化子酶切验证 ,将插

入有相应大小片段的转化子测序。

118　序列测序和分析

测序委托上海博亚生物有限公司完成 ,将测序

结果用 BLAST 软件在 GenBank 进行同源性比较。

AG1和ADG1的 16S rDNA的 GenBank索取号分别为

AY651317和 AY641318 ,采用 ClustalX软件进行多序

列比对 ,NJplot程序进行系统进化分析。

2　结果与分析

211　阿特拉津降解菌 AG1和 AD G1的分离与鉴定

3周后 2种土壤稀释涂布的 SAT平板上都有形

成透明圈的单菌落 ,选取透明圈大的菌落划线纯化 ,

最后分别从 2种土样中各分离到一株阿特拉津降解

菌 AG1和 ADG1。

AG1革兰氏染色阳性 ,无鞭毛 ,菌体在培养过程

中具有典型的球杆变化 (图 1A ,图 1B) ,在 LB 固体

平板上形成圆形、光滑、凸起的菌落 ,产生柠檬绿色

不扩散色素 ,接触酶阳性、氧化酶阴性、不产芽孢、液

化明胶、不水解淀粉 ,严格好氧 ,37℃不生长。ADG1

革兰氏染色阳性 ,无鞭毛 ,菌体在培养过程中有球杆

变化 (图 1a ,图 1b) ,在 LB固体平板上形成圆形、光

滑、凸起的菌落 ,产生柠檬绿色不扩散色素 ,并有刺

激性气味 ,接触酶阳性、氧化酶阴性、不产芽孢、液化

明胶、不水解淀粉 ,严格好氧 ,37℃生长。

以菌株总 DNA为模板 ,PCR扩增细菌 16S rDNA

得到长约 115 kb 的扩增产物。将 PCR产物克隆到 T

载体上测序 ,测序结果用BLAST程序和 GenBank中已

登录的 16S rDNA 序列进行核苷酸同源性比较 ,结果

发现AG1和ADG1与多株节杆菌属细菌的 16S rDNA

核苷酸序列相似性均在 98 %以上 ,下载与 AG1 和

ADG1 16S rDNA同源性较高的序列 ,进行聚类分析 ,

结果 (图 2)表明 AG1与 A . crystallopoietes (X80738)同

源性最高 ,ADG1与 A . polychromogenes (X80741)同源性

最高 ,AG1还与已报道的阿特拉津降解菌 A. crystal2
lopoietes cit1 3 (AF329834)分类地位很接近。综合以上

鉴定结果 ,AG1与ADG1都为节杆菌属 ( Arthrobacter)。

212　菌株 AG1和 ADG1阿特拉津降解特性及降解谱

从图 3 中可以看出经过约 4 h 的延滞期后 ,菌

量随阿特拉津浓度降低而增加 ,其中AG1降解 1 000

mg L - 1阿特拉津约需要 44 h ,菌液 OD600最后可达
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01714 ,ADG1 需 48 h ,菌液 OD600可达 01783 ,这可能 与ADG1分泌的胞外物质较多有关。该实验表明

图 1　AG1与 ADG1菌体显微照片 (×1 000) (A、a :幼龄培养物 ;B、b :老龄培养物)

Fig11　Micrographs of AG1 and ADG1 (×1 000) (A , a :New cultures ;B , b :Old cultures)

图 2　AG1和 ADG1 16S rDNA系统进化分析 (带 3的是阿特拉津降解菌或相关菌)

Fig12　16S rDNA phylogenic analysis of AG1 and ADG1 with related 16S rDNA in GenBank

(16S rDNA series of bacteria with“3”were atrazine2degrading bacteria or related ones)

图 3　阿特拉津降解曲线 (a. AG1 ; b. ADG1)

Fig13　Atrazine2degrading curves (a. AG1 , b. ADG1)
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AG1和ADG1都能以阿特拉津为唯一碳源、氮源和能

源生长 ,能高效快速地降解高浓度的阿特拉津 ,HPLC

检测时发现它们的降解终产物与氰尿酸的保留时间

相同 ,说明它们是利用阿特拉津的侧链生长的。

AG1和 ADG1都能以 500 mg L - 1的扑草净等三

嗪类除草剂为唯一氮源生长 (图 4) ,并在约 72 h (莠

灭净降解速度较慢 ,约需 7 d 时间)内将其完全降

解 ,其中阿特拉津、西玛津、特丁津和莠灭津三氮苯

环是氯取代基 ,西草净和扑草净在相同的位置上是

甲氧取代基 ,说明它们的降解谱较广。它们都不能

降解类三嗪类除草剂环嗪酮和嗪草酮 ,可能是因为

AG1和 ADG1降解酶的底物专一性导致的。它们也

不能降解氰尿酸 ,这与 HPLC检测降解产物的结果

一致。

①不加药 No pesticide ; ②阿特拉津 Atrazine ; ③西玛津 Simazine ; ④特丁津 Terbuthylazine ; ⑤莠灭津 Ametryn ;

⑥西草净 Simetryne ; ⑦扑草净 Prometryne ; ⑧环嗪酮 Hexazinone ; ⑨嗪草酮Metribuzin ; ⑩氰尿酸 Cyanuri

图 4　AG1和 ADG1的降解谱 (a. AG1 ; b. ADG1)

Fig14　Degrading2spectra of AG1 and ADG1 (a. AG1 ; b. ADG1)

图 5　atzABC PCR产物电泳图

Fig15　Electrphoresis prophile of atzABC PCR products

213　菌株 AG1和 AD G1降解基因保守片段的 PCR

扩增及测序

　　以 Pseudomonas sp . ADP为对照 ,以总DNA为模

板 , PCR 扩增 Arthrobacter spp . AG1 和 ADG1 的

atzABC基因保守片段 ,结果 (图 5)从AG1和ADG1中

均能扩增出与 ADP同源的 atzBC基因片段 ,同源性

都在 99 %以上 ,却没有扩增到与 atzA 基因同源的片

段 ,但氯离子检测实验结果却显示 AG1降解阿特拉

津的过程中释放氯离子 (结果未显示) ,说明它们可

能以一个不同于 AtzA的酶催化阿特拉津脱氯。

根据Mulbry等的报道合成另一个阿特拉津氯

水解酶基因 trzN 的基因特征引物 ,从 AG1 和 ADG1

中 PCR扩增 trzN 基因保守片段 ,结果都扩增到相应

大小的片段 (图 6) 。该序列与Mulbry等报道的 No2
cardioides sp . C190 的 trzN 基因相似性为 100 %。

Topp 等报道 Nocardioides sp . C190的总 DNA与 atzA

探针都没有杂交信号 ,该菌具有一个全新的阿特拉

津降解途径 ,到目前为止还仅有关于该途径第一个

图 6　trzN PCR产物电泳图

Fig16　Electrphoresis profile of trzN PCR products
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基因 trzN 的报道[13 ]。与之不同的是 AG1 和 ADG1

是 Nocardioides sp . C190和 Pseudomonas sp . ADP降

解阿特拉津途径的组合 : trzN 和 atzBC。

3　讨　论

采用在分离培养基中添加污染土壤浸出液可在

一定程度上模拟土壤环境 ,而且分离样品不经过富

集培养 ,避免了富集过程中对生长快菌群的选择 ,这

样所分离到的降解菌比用常规分离方法所分离的降

解菌更能代表污染土壤中的优势降解菌群 ,在用于

污染土壤的原位修复时可能具有更强的生存能力和

降解活力。

节杆菌属的细菌具有很强的抗旱性、耐饿性和

广食性 ,往往是土壤中的优势菌[14 ] ,本研究分离的

菌株 AG1和 ADG1都是节杆菌属细菌 ,它们可能就

是该污染土壤中主要的降解菌群 ,虽然降解阿特拉

津的终产物是氰尿酸 ,但氰尿酸在土壤中很容易被

降解 ,因此它们有很好的应用前景。

Pseudomonas sp . ADP 降解阿特拉津的基因

atzABCDEF都在质粒 pADP1上 ,并且 atzABC两侧都

有与基因转座有关的 tnpA 和 IS1071 序列[16 ] ,该质

粒可结合转移到大肠杆菌中[15 ]。ADP菌株是从能

矿化阿特拉津的混合菌群中划线分离得到的 ,最初

并不能从该混合菌中纯化出能矿化阿特拉津的纯

菌。另外 De Souza等报道的能矿化阿特拉津的混合

菌群中 Clavibacter michiganes ATZ1有与 atzA 同源的

基因 , Pseudomonas sp . CN1 中有与 atzBC同源的基

因[17 ]。综合这些报道可推测 ADP的阿特拉津矿化

途径可能是在划线分离过程中组合形成的 ,不能代

表自然环境中降解基因的主要类型。不经过富集培

养避免了不同菌的基因交换组合 ,因此所分离到的

降解菌更能代表土壤中降解菌降解基因的原始类

型。本研究从两个采自不同地区的污染土壤样品中

分离的菌株都是 Arthrobacter spp . ,且降解基因都是

trzN 和 atzBC的组合 ,Sajjaphan和 Piutti 等报道直接

分离的阿特拉津降解菌也都是革兰氏阳性菌 Nor2
cardioides sp .和 Arthrobacter sp . ,基因类型也是 trzN

和 atzBC的组合[9 ,10 ] ,并且 trzN 基因片段保守性都

是 100 % ,可见在土壤环境中阿特拉津降解菌可能

是以革兰氏阳性菌为主 ,而这种基因类型也许是自

然环境下最优基因组合 ,这些降解菌为研究自然环

境条件下微生物 (特别是革兰氏阳性菌)的污染物降

解基因进化机制提供了良好的研究材料。
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF IN SITU ATRAZINE2DEGRADING

BACTERIA FROM CONTAMINATED SOILS

Dai Xianzhu　Hu Jiang　Jiang Jiandong　Xu Wei　Li Shunpeng­

( College of Life Science , Nanjing Agric Univ , Key Lab of Microbiological Engineering Agricultural

Environment , Ministry of Agricuture , Nanjing　210095 , China )

Abstract　To overcome limitations of the traditional enrichment culturing method for degrading bacteria isolation , two

strains of bacteria , AG1 and ADG1 , capable of degrading atrazine efficiently , were isolated by diluting and plating atrazine2con2
taminated soils directly onto plates coated with soil extracts and atrazine. They grew in medium with atrazine as the sole sources

of nitrogen , carbon and energy , degrading 1 000 mgL - 1 of atrazine within 44 h and 48 h , respectively , and could also grew with

some other s2triazine herbicides as sole nitrogen sources. Based on their 16S rDNA sequences analysis and their physiologic and

biochemical characteristics , AG1 and ADG1 were identified as Arthrobacter spp . . Results of amplifying their degrading genes

with PCR , showed that atrazine metabolic genotype of AG1 and ADG1 were both combination of trzN and atzBC. It is the first

report in the country about atrazine2degrading bacteria with such metabolic genotypes.

Key words　Atrazine ; In situ degrading bacteria ; Isolation ; Identification ; Metabolic genotype
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