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六六六（!"!）降解菌 ,./&-+(0(-$1 #$ % &!"’( 的分离

与降解特性的研究

马爱芝 武 俊 汪 婷 张国顺 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 #%$$?"）

摘 要：从长期受六六六污染的土壤中分离得到一株能以 LML 为唯一碳源的高效降解菌株 6LM>5。通过对其主

要生理生化 特 征 分 析，以 及 %4N /O05 序 列 的 测 定 和 同 源 性 比 较 分 析，将 6LM>5 鉴 定 为 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属

（ !"#$%&’(’%)* BC)）。6LM>5 菌株在 %#K 以内能够完全矿化浓度分别为 "@P:Q 的!>、">、#>、$>LML ! 种异构体，特别是

对">LML 的降解在国际上也属少例。而前人所报道的#>LML 降解菌 !"#$%&’(’%)* ")+,$(’-$.$* R9#4 菌株对">LML
和$>LML 不产生降解作用，即使经过 #!K 的培养，对 "@P:Q 的!>LML 的降解率也只有 %#S4T。在黄瓜的盆钵试验

中发现，%"H 后 6LM>5 在土壤中对!、">、#>、$>LML ! 种异构体的降解率为 3!S2T，能够有效地消除土壤中六六六的

污染，缓解植株受药害症状。
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六六六又名六氯环己烷（L.=<+K(’/’+V+(’K.=<E.，
LML 或 6LM），是一种耐热、耐酸、脂溶性大、残效期

长的有机氯杀虫剂。六六六中的各种异构体在土壤

中的氢解半衰期很长，!>LML 为 #4 年，#>LML 为 !#
年，而">LML 最稳定，半衰期也最长，毒性最强，是

造成环境六六六污染的主要物，且在旱地中的持留

期远高于水稻田［%］。目前六六六仍是国内外农产品

出口监控的主要对象。

早期的研究者发现，厌氧条件下有机氯杀虫剂

的微生物降解是比较可行的［# W !］，六六六的各异构

体在厌氧系统中如水淹土中和湖底污泥中能被迅速

降解［" W 1］。目 前 有 关 于 需 氧 条 件 下 纯 培 养 物 对

">LML降解的报道很少，尽管有报道已分离到降解

!、#、$>LML 的菌株［3 W %%］，但他们都不能降解">LML。

国际上只有 X YG@</A 从印度的水稻根际土壤中分

离的少动鞘氨醇单胞菌（ !"$%&’(’%)* ")+,$(’-$.$*）

6?$ 能够降解">LML
［%#］。

本研究从长期受六六六污染的土壤中筛选到一

株需氧的并能同时矿化六六六!>、">、#>、$>LML ! 种

异构体的降解菌 6LM>5，并研究了该菌株降解!>、

">、#>、$>LML 的特性。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 供试土样及培养基：土壤样品采自河北沧县

某一生产过六六六的废弃厂内外环境中，以及山西

蒲州受六六六污染的土壤。无机盐培养基：每升含

Y#LZ*! %P，YL#Z*! %P，0L!0*2 %P，[PN*! ·1L#*
$S#P，;.#（N*! ）2 "@P，0<#[’*!·#L#* "@P，[EN*!·

!L#* "@P，去离子水 %$$$@Q，CL1S$ W 1S#，%$$\Z< 灭

菌 #$@AE。细菌培养基（N[）：每升含蛋白胨 "P，酵母

膏 #S"P，葡萄糖 %P，CL1S$ W 1S#，""\Z< 灭菌 #$@AE。

)*)*+ 菌种：!"#$%&’(’%)* ")+,$(’-$.$* R9#4：日本东

京大学生物工艺学院赠送。

)*)*, 试剂和仪器：!、"、#、$>LML 标准品（纯度为

??S??T），本实验室保存。/)0 O05 聚合酶，C[O%3>
9 &.+,’/ 购于 9<Y<X< 公司。气相色谱仪为岛津 8M>
%!6。

)*+ 菌株的筛选与分离

参照文献［%$］。将富集液连续稀释涂布 Q6（添

加 #$@P:Q 的#>LML）平板，获得 了 一 株 能 够 降 解

#>LML的菌，命名为 6LM>5，该菌经多次转接后进一

步纯化。



!"# 菌株生理生化指标测定

生理生化指标分析参照文献［!"］方法进行。

!"$ %&’() 菌株的 !*+,-.) 扩增和序列测定

以 #$%&’ 的菌体作为模板，利用通用引物：()*
+,&’-’-...-’.%%.--%.%’&",，/!01) +,&.’%%..-
..’%-’%..&",，进行 2%/ 扩增。反应体系（)+!3）：

#45567（!8 9 ）):+!3 ，;<) =（):+>>?@A3）!:+!3，BC.2
（):+>>?@A3）)!3，引物（)+D>?@A3）各 !!3，!"# 聚合

酶（+EA>3）8:+!3，$)F !0:+!3，吐温 )!3。反应条

件：1+G )>HI；10G "8J，+8G "8J，*)G K8J，循 环

"8 次；*)G !8>HI，0G保温。!KL 7MC’ 序列测定由

大连 .NON/N 公司完成。

!"/ &’& 的气相色谱测定［!$，!/］

样品中 $%$ 的提取：取待测样品 !>3，按 ! P 0
的比例加入正己烷，剧烈振荡 +>HI，静置分层，收集

上层有机相正己烷层，加入适量的无水硫酸钠除水

后，取 !!3 进样，气相色谱测定。

测定条件：Q%M 检测器；FR&))+ 毛细管柱（"8>
9 )+8!> 9 8:)+!>）；柱 温：)!8G；进 样 口 温 度：

)+8G；检测器温度："88G；载气 C)；流速：08>3A>HI；

进样量：!!3。

0 结果和分析

0"! 菌株的表型性状及鉴定

筛选到一株高效降解"&$%$ 的细菌，命名为

#$%&’。该降解菌在 L; 琼脂平板上 "8G培养 0B 后

形成黄色扁平的，具有清晰边缘，不透明的圆菌落。

该菌有极生鞭毛，-S ，直或弯杆菌（图 !），具有过氧

化氢酶和氧化酶活性，产黄色色素，菌体周围产荚膜。

图 ! %&’() 菌株的形态特征

(H<T! Q@6UV7?I NIB >HU7?JU?DW DX?V?<7NDX ?5 #$%&’

’：.7NIJ>HJJH?I 6@6UV7?I >HU7?<7NDX（!1888 9 ）；#：;HU7?JU?DW DX?V?<7NDX
（!888 9 ）T

0"0 %&’() 菌株的 !*+ ,-.) 测定

扩增菌株的 !KL 7MC’ 全长基因，序列测定后在

-6I#NIY 进行网上同源性的比对分析，结果发现该

菌株与 $%&’()*+*(", %"-.’+*/’0’, 的同源性为 11Z，

综合菌株的形态和生理生化特征，将 #$%&’ 菌株鉴

定为 $%&’()*+*(", JDT。
0"# %&’() 菌株产黄色色素的测定

取饱和状态的培养液 ">3，离心收集菌体，加入

)>3 的丙酮，剧烈振荡。含有黄色色素的丙酮层用

ER2%&)08! 型紫外可见分光光度计 )88I> [ K88I>
波长扫描，吸收峰在 088I> [ ++8I> 之间，显示了类

胡萝卜素的特征（在 0)0，0+) 和 0*1I> 处有可见光

吸收）。相同的现象还在 \6NI 等［!8］分离的"&$%$
降解 菌 1"(2&*+*(", JDT，$4IVH]6IJ 等［!K］分 离 的#&
$%$ 降解菌 3 T 45,’.-0"6，以及 \6IYHIJ 等［!*］报道的

3,5-7*+*(", %"-.’+*/’0’, 中 和 #N@@W 等［!^］ 报 道 的

80"4*/".256’-+ JDT中发现。

0"$ %&’() 菌 株 对 六 六 六 异 构 体（!(、"(、#(、$(
&’&）的降解

#$%&’ 菌株在 L; 中培养至对数期，以 )Z的接

种量分别接 入 到#&$%$、$&$%$、"&$%$、%&$%$ 为

+><A3 的 !88>3 无机盐培养基中，"8G、!^87A>HI 振

荡培养，每隔 )X 取样，用正己烷提取后取 !!3 气谱

测定。

测得降解曲线如图 )。从 KX 取样的#&$%$ 降

解气相图谱中发现，培养基中有"&$%$（/.#&$%$ _
8:108>HI，/."&$%$ _ !:!K+>HI）的短暂出现（而在相

同时间取样的对照中未发现），这可能是 #$%&’ 菌

株能引起#&$%$ 和"&$%$ 异构体之间的转化，当转

化成的"& $%$ 来不及被降解时，就会有暂时的累积。

图 0 %&’() 对!(、"(、#(、$(&’& 的降解曲线

(H<T) .X6 B6<7NBNVH?I U47‘6 ?5#&、$&、"&、%&$%$ aW #$%&’ JV7NHI

$&$%$ 降解的 ) [ !)X 中，气相色谱图（图 "&’）

一直有一个显著的产物色谱峰出现，随着培养基中

$&$%$ 的减少该产物的峰面积逐渐增加，到 !)X 时

1)*)88+，R?@T0+ C?T+ 马爱芝等：六六六（$%$）降解菌 $%&’()*+*(", JDT #$%&’ 的分离与降解特性的研究



峰面积值达到最高，然后随时间的延长该峰渐渐消

失。此产物结构的鉴定还有待进一步研究。国内外

有关于微生物对!!"#" 降解的报道很少，这是由于

六六六的 $ 种异构体中，!!"#" 具独特的化学结构，

它的化学性质最稳定。%"#!& 菌株能完全矿化!!
"#"，对菌体本身而言，降解途径很独特，对环境中

六六六污染的修复具有重要的理论和实践意义。

"!"#" 降解的 ’ ( )’* 过程中（图 +!%），气相色

谱图上也有一产物峰出现。培养 , ( -* 后，培养基

中"!"#" 被完全降解，而该产物在培养基中的浓度

也达最高，以后峰面积逐渐减小。"!"#" 在 %"#!&
菌体内的代谢过程较独特，其中间产物不同于"!
"#" 降解菌 !"#$%&’(’%)* ")+,$(’-$.$* %.’ 所产生的

"!/##"［0)］，该产物的鉴定还有待于进一步的研究。

图 ! "#$%& 降解!%#$# 和"%#$# 的中间产物峰

1234+ 5*6 27869:6;2<86= 27 8*6 ;639<;<82>7 >?!!"#" <7;"!"#" @A %"#!& =89<27

&：!!"#" ;639<;<82>7；%："!"#" ;639<;<82>74

图 ’ （&）! ( "#$%&’()&*&+ )*+, 对 #$# 各异构体的降解曲线；（"）"#$%& 菌株与 )*+, 菌株

在 -../012#%#$# 2" 选择性平板上产生的水解圈

1234$ （&）5*6 ;639<;<82>7 >? "#" 2=>:69= @A ! 4 ")+,$(’-$.$* B5),；（%）5*6 CD6<9 E>76 >7 8*6 F% =6D6C82G6 HD<86

27 8*6 H96=67C6 >? I’’:3JF#!"#" K696 :<;6 @A %"#!& <7; B5),

+3- "#$%& 菌株与 ! ( "#$%&’()&*&+ )*+, 对六六

六各异构体降解性能的比较

! 4 ")+,$(’-$.$* B5), 是由 L67>> 等［0.］在连续 0)
年施用#!"#" 的旱地中分离得到的 ! 4 ")+,$(’-$.$*
LL-, 的具有萘啶酸抗性的突变菌株［)’］，它能以#!
"#" 为唯一的碳源和能源，其降解#!"#" 的最关键

的酶是由 .$%& 基因编码的脱 "#D 酶［)0 ( )+］。

参照上述的方法，在相同的条件下，测定 ! 4
")+,$(’-$.$* B5), 对 I:3JF 的$!"#"、!!"#"、#!"#"、

"!"#" 的降解曲线（图 $）。

相同条件下经过 )$* 的培养后，它对$!"#" 降

解率也只有 0)M,N，气相图谱中有明显的中间产物

’+O 微生物学报 /,0) 1$,2’-$’.’&$,) !$%$,) )’’I，P>D4$I Q>4I



!!"##$ 色谱峰（%&!!"##$ ’ ()*+,-.），而 /$#!0 的降

解过程中一直未检测到中间产物，这可能是由于

/$#!0 能够继续利用!!"##$ 的速率明显的高于

1&23，因此整个降解过程中无!!"##$ 的积累。

对 "!$#$ 和 #!$#$ 这 两 种 异 构 体，! 4
"#$%&’()&*&+ 1&23 不产生降解作用，而 /$#!0 菌株

对二者具有独特的代谢途径，体内可能存在不同于

1&23 的特异性脱 $#5 酶 6780。

/$#!0 和 1&23 降解$!$#$ 的过程中分别检测

到中间产物$!"##$（%&$!"##$ ’ ()*9,-.），这两种菌

对$!$#$ 的代谢途径相同，但 /$#!0 菌株降解酶的

活性比 1&23 高（图 9!/）。

!"# $%&’( 菌株用于黄瓜上的盆栽试验

选取六六六农药易产生药害的葫芦科作物黄瓜

作为试验对象。

选择籽粒饱满均匀的黄瓜种子（蔬春牌津研四

号），先室温下水浸泡 :2;，后在 <(=催芽 :2;。

称取 <(,> 的六六六农药，溶于 :(,6 的丙酮

中，然后浸泡 *)(> 的硅藻土，使农药被完全吸附。

浸泡后的硅藻土置于通风橱中吹干，将其拌入 :(((>
的过筛风干土中。将处理好的土样置于花盆中，浇

足水 后 放 置 <3; 待 用。共 设 添 加 菌 液（/$#!0:，

/$#!02，/$#!0<），不加菌液（#?: ，#? 2 ，#? <）和

不添加六六六农药和菌液空白对照（空 :，空 2，空 <）

< 个处理。在每个花盆中播种已发芽的黄瓜种子

:( 粒，在 /$#!0:，/$#!02，/$#!0< 处 理 中 加 入

2(,6 新鲜的 /$#!0 培养液，其他的处理则加 2(,6
的水补齐，置于室外培养。记录黄瓜生长情况，:*@
后取样测定。

添加 /$#!0 菌液的处理经过培养后，与不加菌

液的 #? 相比，土壤中的六六六已降为 ()<<,>AB>，
降解率达到 C9)<D。

#? 中黄瓜秧苗产生严重的六六六药害，生长受

到明显抑制。叶片墨绿，小且卷曲，伸展度少，植株

矮小瘦弱，从茎底部产生黄色枯斑，逐渐萎缩，严重

的到 :*@ 后甚至死亡。而施加 /$#!0 菌液的盆钵

中，黄瓜健壮生长，茎直立而叶片完全伸展（图 *）。

就空白处理中和施加 /$#!0 菌液处理中的黄

瓜生长状况相比较而言，施加菌液的处理长势略好，

/$#!0 菌株对黄瓜植株没有不利生长的影响。

) 结论

本研究是国内首次报道从土壤中分离到需氧条

件下高效降解六六六的菌株 /$#!0。该菌株能以

图 * $%&’( 菌株在黄瓜上的施用 +*, 后效果图

E->4* &;F @F>GH@HI-J. JK $#$ LM /$#!0 J. NONO,LFG HKIFG :* @HMP

$#$ 为 唯 一 碳 源 生 长，为 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属

（!",&-.(’(-#+ PQ4）。六六六降解菌的分离对于研

究 $#$ 特别是"!$#$ 的降解机制具有重要意义，并

为六六六农药污染的生物修复提供了优良的材料。

/$#!0 菌株能够完全矿化!!、"!、$!、#!$#$ 9 种

异构体。本研究还发现，/$#!0 在!!$#$ 的降解过

程中能引起!!$#$ 和$!$#$ 异构体之间的转化，降

低了!!$#$ 的生物毒性。/$#!0 菌株对$!$#$ 的

代谢过程与 !",&-.(’(-#+ "#$%&’()&*&+ 1&23 的相同，

都产生中间产物$!"##$。/$#!0 菌株对"! $#$和

#!$#$ 降解代谢途径独特，降解过程中均有未知代

谢中间产物的产生，国际上未见相似报道。至于这

两种中间产物的化学结构以及代谢途径中脱 $#5 酶

的结构如何，特别值得继续关注。

/$#!0 菌株在用于黄瓜上的盆钵试验中能够

稳定降解土壤中的 $#$，并有效的缓解植株受六六

六药害的症状，为六六六污染的微生物修复提供了

理论和实践应用的科学依据。

致谢 日 本 东 京 大 学 生 物 工 艺 学 院 提 供 !",&-/
.(’(-#+ "#$%&’()&*&+ 1&23，农业部农业环境微生物重

点实验室的陈一楠老师帮助测定六六六的残留量。
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