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一株多菌灵降解细菌的分离、鉴定及系统发育分析
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（/ 浙江大学生命科学学院 杭州 C/##"6）

（" 广州出入境检验检疫局 广州 5/#4"C）

摘 要：从被多菌灵污染的湖南红壤土中分离到一株能以多菌灵为唯一碳源和能源生长的菌株 /1/，该菌在含酵母
膏多菌灵（5##8+EF）的无机盐培养基中与无酵母膏的多菌灵（5##8+EF）无机盐培养基中，"!G对多菌灵的降解率分别
为 65H54I和 /6H/4I。根据表型特征、JK L含量及 /4M NO.)序列分析将菌株 /1/鉴定为!1PN&-3&Q9?-3N:9中的 !"#$
%&’()" ,R(（罗尔斯通氏菌）。
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多菌灵（L9NQ3=G9A:8）是一种广谱、高效内吸性
苯并咪唑类杀真菌农药，国内外广泛应用于谷类、蔬

菜、果树等植物的病害防治中。多菌灵化学性质稳

定，在环境中降解半衰期较长［/］，能持久地残留在使

用部位，易致累积效应，其在水果、植物、土壤中的残

留可通过食物链影响人们健康。据研究多菌灵还有

引起肝病［"］，导致染色体畸变的作用［C，!］，因而其在

环境中的降解代谢也受到普遍关注。T’33U3N［5］等曾
研究过多菌灵的光化学降解，而多菌灵在环境中主

要是通过生物降解［4］。因此，分离筛选能高效降解

多菌灵的微生物是人们进行多菌灵环境污染治理、

土壤生物修复的一种有效途径。但到目前为止，有

关多菌灵降解细菌的报道尚不多见［0，$］。本文报道

从多菌灵污染的湖南红壤土中分离到的一株多菌灵

降解细菌 /1/ 的分离、鉴定以及在系统发育中的地
位，以期为多菌灵污染的生物修复和治理提供一些

基础理论资料。

! 材料和方法

!"! 多菌灵降解细菌的富集、分离和纯化
在 058F不同浓度梯度的多菌灵富集培养液中

分别加入 0H5+土样，C#V、"##NE8:=摇床培养 CG后，
吸取 /8F转接至相同浓度的多菌灵富集培养液中，
连续富集、转接 5次后，用接种环蘸取少许富集培养
液，在相同浓度的多菌灵分离纯化培养基平板上划

线分离，"$ W C#V培养，待平板上出现单菌落后，挑

取单菌落转接至多菌灵分离纯化斜面培养基上，连

续转接、传代 5次，仍能在多菌灵培养基上生长的菌
种选用。

土样：为多菌灵污染的湖南祁阳红壤土。多菌

灵：为江苏盐城利民化工厂产品，纯度为 6!H4I。
富集培养基：.9L’ /H#+，X"YPZ! /H#+，[+MZ!·0Y"Z

/H#+，L9LZC /H#+，多菌灵（多菌灵先用少量稀盐酸溶
解设 5 个浓度梯度，分别为 "##8+EF、!##8+EF、
5##8+EF、4##8+EF、$##8+EF），蒸馏水 /###8F，RY
0H#。分离纯化培养基：.9L’ /H#+，X"YPZ! /H#+，

[+MZ!·0Y"Z /H#+，（.Y!）"MZ! "H#+，L9LZC /H#+，多
菌灵（5个浓度梯度同富集培养基），琼脂 "#+，蒸馏
水 /###8F，RY 0H#。
!"# 降解菌多菌灵降解能力测定
在 5个含酵母膏和 5个无酵母膏的多菌灵降解

性试验培养基中以 "I的接种量接入菌株 /1/，同时
做 5个不接种（无菌水代替）对照。置于 C#V，"##NE
8:=摇床培养，每隔 CG测定各培养液中的多菌灵残
留量。

多菌灵降解性试验培养基：.9L’ /H#+，X"YPZ!

/H#+，[+MZ!·0Y"Z /H#+，（.Y!）" MZ! "H#+，L9LZC

/H#+，酵母膏 #H/5+，多菌灵 5##8+，蒸馏水 /###8F，
RY 0H#。
!"$ 多菌灵含量的测定
薄层紫外扫描法［6］：采用高效薄层层析硅胶板



!"#$%（青岛海洋化工厂产品，&’() * #’()）。取
&$)+多菌灵降解液到 $’)+ 锥形瓶中，加 #’)+ 二
氧六环，在水浴上加热 $),-后加 &)+乙酸，将此溶
液冷却至室温；用 !%砂芯漏斗过滤到 $’)+容量瓶
中，用 &$)+二氧六环冲洗锥形瓶和玻璃砂芯漏斗，
洗脱液放入容量瓶中，然后用二氧六环定容。每个

样品取过滤液 &’!+在 !"#$%薄层板上均匀点样，点
样线距薄板底边 .()。在苯：丙酮：乙酸（/’ 0 .’ 0 $，
121）液中展层，展开后取出待溶液完全挥发干。用
岛津 345.’ 双波长薄层扫描仪在 #6’-)波长处扫
描。并以同样步骤做多菌灵回收率试验和含量的标

准曲线。检测限为 .7$)82+。回收率为 5%7$69。
!"# 分离菌株 !$!的鉴定
分离菌株 &:&的鉴定参照文献［&’］进行。生理

生化测定采用微量生理生化测定管（杭州天和微生

物试剂厂产品），每管穿刺接种，每一测试指标重复

. 管，于 .’;培养，定期观察结果。（! < 3）)=>9 用
带有加热装置的岛津 ?1:#$$’型紫外分光光度计测
定，热变性温度法（!"）。

!"% !&’ ()*+的 ,-.扩增和序列分析
取培养在 +@培养基上 #%A的供试菌体少量，加

入装有 #’’!+无菌重蒸 B#C的 DEEF-G=HI管中，旋涡
混匀后，沸水浴 . ),-，&#’’’H2),-离心 $ ),-，上清液
作为模板 JKL直接用于 M3N扩增。
用于 &64 HJKL的 M3N反应的引物为一对通用

引物［&&］（由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成）。正 向 引 物 @4"O2#’：$P:L!L!QQQ!LQ33Q!:
!3Q3L!:.P（#$%&’()%&)* %+,) 对应位置为 O R #/）；反
向引物 @4N>$%&2#’：$P:LL!!L!!Q!LQ33L!33!3L:
.P（# S %+,) 对应位置为 &$%& R &$##）。

M3N反应体系（$’!+）为：&’ * M3N 缓冲液（含
T8# <）$!+，GKQM（$))=>2+）&!+，引物 @4"O2#’和引
物 @4N>$%&2#’ 各 &!+，模板 JKL &7$!+，!*- 酶
#7$?，重蒸水 %’!+、石蜡油 .’!+。M3N程序为：5%;
$),-；5%; &),-，$’; &),-，/#; &),-，循环 #5 次；
/#; &’),-。M3N产物的纯化和测序由上海博亚生
物技术有限责任公司完成。

!"& 系统发育分析
将所 得 &%#’UE 序 列（ !F-@V-W 登 录 号：

LX$/&/O/）与 !F-@V-W 中核酸数据进行 @+L4Q 分
析，利用 3>YZ[V>\ &7O7&［&#］进行比对，通过 TD!L
#7&［&.］软件选用 ],)YHV #:EVHV)F[FH距离模型［&%］进行
?M!TL分析生成系统发育树，发育树用 @==[Z[HVE法
（&’’’次重复）检验。

/ 结果和讨论

/"! 降解菌的分离和筛选
在多菌灵浓度为 #’’)82+、%’’)82+、$’’)82+的

分离纯化培养基上均有菌落长出，且菌落形态非常

相似。各菌落纯培养物经个体形态、革兰氏染色、鞭

毛电镜等观察初步确定为同一种菌，取在多菌灵浓

度为 $’’)82+的培养基上生长、编号为 &:& 的菌株
作进一步鉴定和多菌灵降解性研究。

/"/ 菌株 !$!多菌灵的降解率
菌株 &:&降解多菌灵的试验结果（图 &）表明在

有酵母膏的多菌灵培养基中培养 #%G后，多菌灵浓
度从原来的 $’’)82+ 降至 #’7#)82+，降解率达到
5$7569，平均降解速率有 &5755)82（+·G）。而不加
酵母膏的无机盐培养基中，#%G 后多菌灵浓度从原
来的 $’’)82+降至 %’%7#)82+，降解率为 &57&69，平
均降解速率为 .755)82（+·G）。这表明含有酵母膏
促进了多菌灵的降解，这也与本试验观察到加入酵

母膏能明显增进供试菌的生长现象相符。

图 ! 菌株 !$!对多菌灵的降解曲线
",8S& QAF GF8HVGV[,=- (YH^FZ =I (VHUF-GV_,) U‘ Z[HV,- &:& a,[A,- #%G

B=>[)V-等［/］曾报道分离到 6 株革兰氏阳性的
多菌灵降解细菌，经鉴定均为 .&+/+%+%%0$ ’(12&(+3+,)$
（红城红球菌）。其中有 $株菌 &$G后能降解完无机
盐培养液中 &6)82+ 的多菌灵，平均降解速率为
&7’/)82（+·G）。本研究分离到的菌株 &:&的降解能
力优于该菌。

/"0 菌株 !$!的表型特征
菌株 &:& 为杆状，’7$!) R ’76!) * ’76!) R

#7/!)，革兰氏染色阴性，无芽孢，能运动，周生鞭毛
（图 #）。在多菌灵为唯一碳源的分离纯化培养基上
. R $G可形成 &7&))菌落，菌落为圆形，表面凸起、
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图 ! 菌株 "#"的负染电镜照片（"!$$$ %）
!"#$ % &’()*+,- .")+,#+/01 ,2 -(#/*"3(45*/"-(6 747 )(’’ 8"*1 2’/#(’’/
（7%999 :）

光滑，透明，边缘整齐。培养基中加入酵母膏能促进

其生长，在 ;<培养基上 7 = %6形成菌落，但菌落颜
色不同于多菌灵培养基上的颜色，为乳白色，不透

明，表面光滑。

分离菌株 747氧化酶、过氧化氢酶、精氨酸双水
解酶、赖（鸟）氨酸脱羧酶、酸（碱）性磷酸酶均为阳

性，能利用苹果酸盐、葡糖酸盐、核糖，不发酵葡萄

糖、甘露醇、乳糖。菌株 747的（> ? @）为ABCD.,’E。
菌株 747 同 !"#$%&’("（罗尔斯通氏菌）B 个菌
种［ 7F，7A］的表型特征比较见表 7。

表 " 菌株 "#"与 &个罗尔斯通氏菌株的表型特征比较
G/H’( 7 I1(-,*J0") 2(/*K+(5 ,2 B !"#$%&’(" 5*+/"-5 /-6 5*+/"- 747

! $ )(*+,%%(( &L M%FBG ! $ $&#"’"*,"-./ &L %7N7G ! $ ,.%-&)0" &L MODNG ! $ *"/)(’,’$($ PQ%G Q*+/"- 747
>+/.4-(#/*"3( +,6451/0(6 ? ? ? ? ?
R,*"’"*J ? S ? ? ?
!’/#(’’/*",- I,’/+ .,-, T,-( I(+" TU I(+"
>+,8*1 /* MOV ? S ? ? ?

B7V ? S ? ? ?
>+,8*1：T/@’ 9E ? ? ? TU ?

T/@’ ME S S ? TU ?
T/@’ FE S S S TU S

@/*/’/5( ? ? ? ? ?
WX"6/5( ? ? ? ? ?
Y+(/5( ? ? S ? ?
Z+#"-"-( 6"1J6+,’/5( S S ? S ?
;J5"-( 6()/+H,XJ’/5( S S S TU ?
W+-"*1"-( 6()/+H,XJ’/5( S S S TU ?
Z’[/’"-(（Z)"6）01,501/*/5( TU TU TU ? ?
TWM *, TW% ? ? ? ? ?
U(-"*+/2")/*",- ? S S S S
!(+.(-*/*",- ,2 #’K),5( S S S S S
\-6,’( TU TU TU S S
Y*"’"]/*",-：>/’/)*,5( ? S S TU S

@"*+/*( S ? ? S S
U4^ ;4Z+/H"-,5( S S S S S

U4#’K),-/*(，;4./’/*( TU TU TU ? ?
;/)*,5( ? S ? TU S
R/’*,5( ? ? S S S
R/--,5( ? ? S S S
R/--"*,’ S S S S S

R(’(]"*,5(，_/22"-,5( S S S TU S
U4_"H,5( ? S ? TU ?
U4#’K),5( ? S ? S S

R,’E > ? @ ,2 UTZ AB AACA AACF AACA = AACN ABCD
?：I,5"*"3(；S：T(#/*"3(；TU：T, 6/*K.；! $：!"#$%&’(" $

!’& 菌株 "#"的系统发育分析
图 M是根据菌株 747的 7AQ +UTZ序列与相关属

种 7AQ +UTZ序列构建的系统发育树。图中可见菌
株 747位于 !"#$%&’(" 分支上，经同源性比较发现菌
株 747与罗尔斯通氏菌属模式种 ! $ )(*+,%%(( 的 7AQ

+UTZ序列相似性为 DOE，与 ! $ *"/)(’,’$($ 同源性
最高，达 DDE，结合表型特征、> ? @ .,’E含量，可确
定菌株 747 应归属于 I+,*(,H/)*(+"/（变形菌门）、!4
I+,*(,H/)*（!4变形菌纲）中的 !"#$%&’(" 50$（罗尔斯通
氏菌属）。
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图 ! 基于多菌灵降解菌株 "#"和亲缘关系相近的多菌灵降解菌株的 "$% &’()序列的无根系统发育树
!"#$% &’()* +,-./#0102"3 2400 56708 /1 2,0 9:; 4<=* 70>?01307 /@ 7246"1 9A9 618 40.62"1# 36450186B"CA80#46862"1# 7+03"07

D//27246+ E6.?07 /526"108 F"2, 9GGG 40+02"2"/17 640 "18"36208 67 +0430126#07 62 6.. 54613,07$ (01D61H 633077"/1 1?C5047 640 "1 5463H027$ *5540E"62"/1：*$

!"#$"%&’(’)；D$ *+,-./"0’,%$；’$ 1)’+0/2/($)；I$ 3$")4/(%$ $

罗尔斯通氏菌属是 9JJK 年由 L65??3,"等建立
的一个新属［9K］，在 D04#0-’7 系统细菌学手册第一版
中无该菌属。该属现已合格发表了 9% 个种［9M］，其
中包括了能降解苯环化合物的菌株 3 $ ’+4,/5.$
N;MGK［9O］（降解氯苯）和 3 $ 6$)%"’()%) IP9［9J］（降解 Q，
:A二氯苯酚）。本文报道的分离菌株 9A9 是一株具
有降解多菌灵性能的 3$")4/(%$ 7+$。
目前已报道的苯并咪唑类农药降解细菌仅见

1)’+0/2/($) 7++$［O］和 3 $ ’,74.,/5/"%)［M］。 1)’+0/8
2/($) 7++$与本文报道的菌株 9A9同属于 ’4/20/56320A
4"6，但前者归属于!A’4/20/563204"6，后者归属于"A’4/A
20/563204"6。而 3 $ ’,74.,/5/"%) 则为高 ( R S 的革兰
氏阳性菌，分类学上属于 *32"1/563204"6（放线杆菌
纲）、*32"1/C-3026.07（放线菌目）、=/3648"63060（诺卡
氏菌科）、3./0/#/##+)（红球菌属），与菌株 9A9的亲源
关系较远。

! 结论
分离菌株 9A9能在多菌灵为唯一碳源和能源的

培养基上生长，培养基中加入酵母膏可明显促进菌

株 9A9 对多菌灵的降解，且其降解多菌灵的性能优

于已报道的 3./0/#/##+) 7++$。
根据表型特征鉴定及系统发育分析，将菌株9A9

归属为"A’4/20/563204"6中的 3$")4/(%$ 7+$，但该菌株
目前尚不能定种，还需与模式种进行 <=*杂交，根
据同源性作进一步分析。本研究为多菌灵的生物降

解提供了新的微生物资源。

致谢 农业部天津环科所曹仁林研究员提供了多菌

灵标样。
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