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摘  要: 利用富集培养技术从长期施用氯嘧磺隆的土壤中分离得到 1 株能够降解氯嘧磺隆的细菌

L-7。通过生理生化特性和 16S rRNA 序列分析, 初步鉴定 L-7 为寡养单胞菌属(Stenotrophomonas 

sp.)。并分析了氯嘧磺隆的初始浓度、接种量、温度和 pH 值对 L-7 菌株降解氯嘧磺隆效果的影响,

确定了最佳降解条件。结果表明, 该菌在氯嘧磺隆浓度为 100 mg/L、接种量为 5%、pH 4.0、温度

30°C 条件下, 接种 5 d 后对氯嘧磺隆的降解效率达到 80%以上。 
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Isolation, Identification and Degradation Characteristics of 
Chlorimuron-ethyl Degradation Bacteria 
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Abstract: L-7, a bacterium which was able to degrade chlorimuron-ethyl, was isolated from the soil of 
long term applied with chlorimuron-ethyl by enrichment culture. Base on physiological and biochemical 
characteristics and 16S rRNA sequence analysis, the strain L-7 was identified preliminarily as Steno-
trophomonas sp.. The effect of initial concentration of chlorimuron-ethyl, inoculation amount, tem-
perature and pH on degradation efficiencies was studied. The optimal degrading conditions were: initial 
concentration of chlorimuron-ethyl 100 mg/L, inoculation amount of 5%, pH 4.0, respectively, under the 
optimal conditions, the degrading efficiency could reach more than 80% after 5 days at 30°C. 
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氯嘧磺隆属于磺酰脲类除草剂, 是黑龙江省大

豆产区应用面积较大的除草剂, 因其价格低, 对大

豆高度安全, 杀草谱广, 尤其是杀苣荬菜、刺菜等恶

性杂草效果好而被广泛使用 [1], 但由于其在土壤中

残留时间长, 对后茬敏感作物如油菜、甜菜、向日

葵、玉米等毒害严重, 影响大豆的轮作换茬, 同时污

染农田环境[2]。因此, 研究解决氯嘧磺隆残留毒害问

题及对环境造成的污染具有重要理论和实践意义。

目前, 减轻甚至解除土壤中磺酰脲类除草剂污染的

途径主要有化学水解和微生物降解两个途径, 其中

微生物修复作用显著[3]。因此筛选出氯嘧磺隆的高

效降解菌株, 对于氯嘧磺隆污染土壤的生物修复具

有重要的意义。当前, 对甲磺隆、绿磺隆、氟磺隆

等磺酰脲类除草剂微生物降解的研究较多 [4−7], 而

有关氯嘧磺隆的降解研究相对较少, 本研究从长期

施用氯嘧磺隆的大豆田土壤中分离筛选出 1 株能够
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降解氯嘧磺隆的菌株, 并对其进行了初步鉴定及降

解特性的研究。以期为氯嘧磺隆污染土壤的原位生

物修复提供理论依据, 同时为构建高效降解氯嘧磺

隆基因工程菌和降解菌酶制剂提供菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
1.1.1  土壤样品: 取自黑龙江省五大连池市建设乡

富民村常年施用氯嘧磺隆的大豆田土壤, 取土表及

以下 5 cm−15 cm 的耕层土壤。 

1.1.2  培养基: LB 培养基(g): 酵母粉 5, 蛋白胨 10, 
NaCl 5, 蒸馏水定容至 1 L。 

无机盐培养基 (g): K2HPO4 0.5, KH2PO4 0.5, 

葡萄糖 5, NaCl 0.2, MgSO4·7H2O 0.2, CaCl2 0.1, 
蒸馏水定容至 1 L, 添加不同体积氯嘧磺隆母液

(1000 mg/L)。 
1.1.3  农药: 氯嘧磺隆标准品(纯度为 98%, 德国

Dr. Ehrenstorfer), 20%氯嘧磺隆可湿性粉剂(江苏溧

化化学有限公司)。 

1.2  氯嘧磺隆降解菌株富集与分离 
取10 g 土样放入装有90 mL 无菌生理盐水的三

角瓶中 , 加适量玻璃珠摇床振荡约30 s, 使样品与

水充分混合, 将细胞分散, 形成均匀的菌悬液。以

10%的接种量接到含100 mg/L 氯嘧磺隆的无机盐培

养基中, 置30°C、150 r/min 的摇床振荡培养。以后

每周移种一次, 以接种量10%接入新鲜的无机盐培

养基中, 氯嘧磺隆浓度以100 mg/L 的梯度递增, 至

培养基中氯嘧磺隆浓度达到500 mg/L。经初筛、复

筛和纯化后, 将分离的1株降解菌接种于 LB 斜面上, 
编号, 4°C 冰箱中保存。 

1.3  降解菌的鉴定 
1.3.1  降解菌的形态观察及生理生化鉴定: 降解菌

采用平板涂布法接种 , 30°C 培养 12−16 h 后用电子

显微镜观察菌体形态。生理生化鉴定方法参见文

献[8]。  
1.3.2  降解菌分子鉴定: 降解菌总 DNA 的提取采

用 CTAB 法及 16S rDNA 引物设计参见文献[9]: 5′
端引物 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′; 3′端引

物 5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′。 
扩增 反应体系为 : 10 × Buffer (Mg2+) 5 μL, 

dNTPs (2 mmol/L) 3 μL, 引物(20 μmol/L)各 1 μL, 

菌 体 DNA(约 50 mg/L) 1 μL, Taq  DNA 聚 合 酶

(5 U/μL) 0.5 μL, 加 ddH2O 至 50 μL。  
PCR 反应条件 : 95°C 5 min; 94°C 30 s, 52°C 

30 s, 72°C 90 s, 30 个循环; 72°C 10 min。 

PCR 产物用博大泰克公司生产的胶回收试剂盒

对目的片段进行回收, PCR 回收产物连至 pMD18-T 

Vector, 转化 E. coil JM109 感受态细胞, 挑取阳性克

隆, 验证插入片段后测序(由上海生工公司完成)。将

所测序列进入 GenBank 数据库进行相似性分析。 

1.4  降解菌对氯嘧磺隆的降解性能测定 
1.4.1  氯嘧磺隆的提取 : 将培养后的待测样品以

10000 r/min 离心 5 min 后收集上清液, 将上清液转

移至 250 mL 分液漏斗中, 分 3 次加入二氯甲烷 20、

10、10 mL, 剧烈振荡 1 min, 室温下静置 10 min, 使

水相与有机相分层, 有机相过无水硫酸钠柱后旋转

蒸发至干后用甲醇定容至 10 mL, 摇匀待测。 
1.4.2  液相色谱检测条件: 色谱柱为 C18 反相柱

(5 μm, 4.6 mm × 250 mm i.d., Diamonsil, USA), 流动

相为: 甲醇: 水: 冰乙酸(68: 32: 0.1, V/V/V), 柱温为

室温 , 检测波长为 240 nm, 进样量 20 μL, 流速

为 1 mL/min。采用外标法测定样品中氯嘧磺隆的含

量, 求出其降解率。 
氯嘧磺隆降解率(%) = [1 − (实测残量/对照样实

测残量)] × 100%。方法参照文献[10−11]测得氯嘧磺

隆 的 保 留 时 间 为 11.880 min 。 标 准 曲 线 为 y = 
60829.83x + 1234.58, r = 0.9999. 其中 x 为氯嘧磺隆

浓度, y 为峰面积。 
1.4.3  菌株降解氯嘧磺隆的影响因素研究: 将菌株

在 LB 液体培养基中培养18−24 h (OD600 = 0.30)后, 
按 5%的 量 接 种 无 机 盐 培 养 基 中 , 初 始 pH 值 为

7.0, 初始氯嘧磺隆浓度为50 mg/L, 温度为30°C, 
150 r/min 恒温摇床振荡培养, 分别进行以下几组处

理测定生长量和降解率的变化 , 每种处理设3个平

行试验, 同时设接种灭活的 L-7为对照, 培养7 d 后

测定 OD600值和氯嘧磺隆的残留量。 
(1) 每隔 24 h 取样测定菌株 L-7 生长量和降解

率的变化。 

(2) 将温度分别设置为 20°C、25°C、30°C、35°C、

40°C、45°C 作为最佳温度试验组。 

(3) 用 NaOH 或 HCl 调节初始 pH 值分别至 4、

5、6、7、8、9 作为最佳 pH 试验组。 

(4) 将接种量分别设置为 2%、5%、10%、15%、

18%、20%作为最佳接种量试验组。 



1166 微生物学通报 2010, Vol.37, No.8 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

(5) 将氯嘧磺隆浓度分别设置为 10、50、100、

200、300、400 mg/L 作为最佳降解浓度试验组。 

(6) 将菌株的培养时间、pH、接种量、温度、

氯嘧磺隆浓度都设置为优化后的最佳条件, 测定氯

嘧磺隆的降解率。 

2  结果 

2.1  降解菌株的分离和生理生化鉴定 
通过富集培养法, 从长期施用氯嘧磺隆的土壤

中分离出 1 株能够降解氯嘧磺隆的菌株 L-7。菌落

较小, 白色, 圆形, 凸起, 边缘整齐, 表面光滑, 不

透明, 易挑起。菌体呈杆状, 极生鞭毛, 无芽孢, 无

荚膜, 大小为(0.7−1.0) μm × (1.0−2.0) μm (电镜照片

见图 1), 革兰氏染色阴性, 好氧, 能运动, MR 和 V.P.

试验、氧化酶和接触酶试验、淀粉水解试验、吲哚

试验、脲酶试验、柠檬酸盐试验、苯丙氨酸脱羧试

验、硝酸盐还原试验呈阴性 , 明胶液化试验、硫化

氢试验、产氨试验呈阳性。菌株 L-7 的抗药性检

测结果表明 , L-7 对卡那霉素(15 mg/L)敏感 , 而对

氨苄青霉素(50 mg/L)、链霉素(30 mg/L)、四环素

(12 mg/L)、氯霉素(20 mg/L)有抗性。 
 

 

图 1  菌株 L-7 的电镜照片(× 20000) 
Fig. 1  Micrograph of L-7 under transmission electron-
microscope (× 20000) 
 
2.2  降解菌株 16S rRNA 的序列测序和比较 

以 L-7 的基因组 DNA 为模板, 用细菌 16S rRNA

通用引物进行 PCR 扩增, 得到长度约为 1.5 kb 的扩

增 产 物 , 测 序 后 在 GenBank 上 登 录 , 序 列 号 为

AB294555, 将其与 GenBank 上的其他序列进行同源

性比对, 结果表明菌株 L-7 与 Stenotrophomonas sp. 
BBTR57 (DQ337605) 的 相 同 性 为 99%, 与

Stenotrophomonas sp. 6C 4 (AY689049) 、

Stenotrophomonas sp. OS17 (EF491967) 、

Stenotrophomonas sp. YRR09 (EU373437) 、

Stenotrophomonas maltophilia ZZ7 (DQ113454) 、

Stenotrophomonas maltophilia H2S8 (EU221397)和

Stenotrophomonas maltophilia LMG11087 (X95924) 
等的相同性为 98%, 再结合生理生化特性结果, 将

L-7 初 步 鉴 定 为 寡 养 单 胞 菌 属 (Stenotrophomonas 

sp.)。 

2.3  降解影响因素的研究 
2.3.1  培养时间对菌株 L-7 生长和降解的影响: 结

果如图 2 所示, 菌株 L-7 生长经过 1 d 的停滞期后进

入对数生长期, 3 d 后菌株 L-7 处于稳定生长期, 由

降解曲线可以看出, 氯嘧磺隆的降解主要发生在对

数生长期, 主要是由于对数生长期菌株增殖能力强, 

对氮源和能源的需求量增大, 氯嘧磺隆的降解迅速, 

氯嘧磺隆浓度下降快。此后, 培养基的氮源和能源

已相对较少, 没有新的营养物质补充, 同时菌株的

代谢产物不断积累, 菌体的生长受到抑制, 菌体数

量不再增加。因此, 氯嘧磺隆降解缓慢。菌株 L-7

在 3 d 后可将 80%以上的氯嘧磺隆进行降解。 
 

 

图 2  培养时间对菌株 L-7 生长和降解的影响 
Fig. 2  Effect of incubating time on the growth and the 
degradation rate of the strain L-7 
 
2.3.2  温度对菌株 L-7 生长和降解的影响: 结果如

图 3 所示, 菌株 L-7 在 25°C−40°C 范围内生长良好, 

在 25°C−35°C 范围内降解效果良好, 在 30°C 时, 菌

体生长量达到最大, 对氯嘧磺隆的降解也达到最大

值为 86.53%, 低于或高于该温度范围则降幅较大, 

分析原因可能是由于菌体产生的酶有最适温度, 温

度较低时, 酶活性受到影响而降低, 微生物生长缓

慢, 代谢活性差, 导致氯嘧磺隆降解效果下降。高温

时, 菌体的酶促系统受到损伤影响其活力从而影响

菌株对氯嘧磺隆的降解。因此, 降解菌 L-7 的最佳

生长和降解温度为 30°C。 
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图 3  温度对菌株 L-7 生长和降解的影响 
Fig. 3  Effect of temperature on the growth and the degra-
dation rate of the strain L-7 
 
2.3.3  pH 对菌株 L-7生长和降解的影响: 每种微生

物都有生长繁殖的适宜 pH 值, 当生存环境的 pH 值

不适合时, 微生物生长代谢就会受到抑制。这是因

为随着 pH 值的变化, 酶分子上的酸性及碱性氨基

酸侧链基团处于不同的解离状态。具有催化活性的

基团在总酶量中的比例不同使得酶分子催化能力也

不一样[12]。由图4可知, 菌株 L-7在初始 pH 4−7范

围内具有良好的适应性 , 降解率可达80%以上 , 在

pH 4的偏酸条件下菌体生长情况最佳, 对氯嘧磺隆

的降解能力达到89.25%。 
 

 

图 4  pH 对菌株 L-7 生长和降解的影响 
Fig. 4  Effect of pH on the growth and the degradation rate 
of the strain L-7 

 
2.3.4  接种量对菌株 L-7 生长和降解的影响: 结果

如图 5 所示, 当接种量在 2%−5%时, 菌株 L-7 的生

长量和降解率都呈上升趋势, 接种量为 5%时, 生长

量和降解率达到最大值, 降解率为 89.12%。而后随

着接种量的增加, 其降解率越来越低的主要原因可

能是由于接种量过高时, 菌体密度大大增加, 不利

于单个菌体的生长, 导致菌株之间发生竞争性抑制

作用, 影响菌株对氯嘧磺隆的吸收降解。因此, 菌株

L-7 最适宜的接种量是 5%。 

 

图 5  接种量对菌株 L-7 生长和降解的影响 
Fig. 5  Effect of inoculation on the growth and the degra-
dation rate of the strain L-7 

 
2.3.5  氯嘧磺隆浓度对菌株L-7生长和降解的影响: 
结果如图 6 所示, 当氯嘧磺隆的浓度为 100 mg/L 时, 
菌株 L-7 的降解率最高, 达到了 88.72%。以后随着

氯嘧磺隆浓度增加降解率逐渐下降, 400 mg/L 时降

解率仅为 35.26%。分析原因可能是由于氯嘧磺隆

水解的产物被菌株 L-7 吸收 , 为其生长提供了良

好 的 氮 源 , 因 而 随 着 氯 嘧 磺 隆 浓 度 的 增 加 (10− 
100 mg/L), 菌株 L-7 大量生长繁殖, 促进了对氯嘧

磺隆的生物降解。由图中可知, 80%以上的氯嘧磺隆

被降解。因此, 氯嘧磺隆浓度低于 100 mg/L 时对降

解率的影响较小。但当氯嘧磺隆浓度过大时, 对菌

株 L-7 产生了毒性, 抑制了菌株的活性, 影响菌株

生长从而使降解率下降。 
 

 

图 6  氯嘧磺隆浓度对菌株 L-7 生长和降解的影响 
Fig. 6  Effect of chlorimuron-ethyl concentration on the 
growth and the degradation rate of the strain L-7  

 
2.3.6  最佳条件下的降解率: 前面试验得出的菌株

L-7 的最佳生长条件为培养时间 5 d、温度 30°C、pH
值为 4、接种量 5%、氯嘧磺隆浓度 100 mg/L。在此

条件下菌株降解率达到 89.74%。 

3  讨论 

氯嘧磺隆因其价格低, 对大豆高度安全, 杀草

谱广而被广泛使用, 随着氯嘧磺隆的大量使用, 其
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在农田生态系统中的残留不断增加, 因此对土壤及

水体造成了一定污染。目前国外报道的对氯嘧磺隆

有降解作用的微生物主要有曲霉菌属、根霉菌属、

链霉菌属等[1]。国内关于氯嘧磺隆降解菌的报道相

对较少, 主要有假单胞菌属[1]、酿酒酵母 [13]。寡养

单胞菌属对农药的降解研究国内已有报道[14−15], 而

有关寡养单胞菌属对磺酰脲类农药氯嘧磺隆降解的

报道本文尚属首次, 为构建高效降解氯嘧磺隆基因

工程菌和降解菌酶制剂提供菌种资源。 

微生物在降解磺酰脲类除草剂中起着非常重要

的作用, 因此, 凡是能够影响微生物活动的因素都

将影响它对磺酰脲类除草剂的降解, 主要的影响因

子有 pH、微生物数量、温度、化合物结构同时还受

到农药施用量、土壤类型、氧气供应等的影响[3]。

因此, 本研究主要针对温度、接种量、pH、农药浓

度 4 个影响因素对菌株 L-7 的降解性能进行研究。

结果表明, 菌株 L-7 的最佳接种量为 5%, 当大于 5%
时, 随着接种量的增加, 其降解率越来越低。因此,
在降解试验中要根据菌株的种类采用适宜的接种

量, 并非接种量越大降解效率越高。菌株 L-7 的最

佳降解浓度为 100 mg/L, 当农药浓度低于 100 mg/L
时 对 降 解 率 的 影 响 较 小 。 菌 株 L-7 在 温 度 为

25°C−40°C, pH 4−7 范围内生长良好, 并且降解效率

较高, 在 pH 4 的偏酸条件下菌体生长情况最佳, 对

氯嘧磺隆的降解最高可达 89.25%, 说明菌株 L-7 的

生长与降解对温度和 pH 的要求范围较广, 具有较

好的田间应用潜力。 
菌株 L-7 在实验室条件下对氯嘧磺隆有较高的

降解能力, 其对田间氯嘧磺隆污染土壤的实际修复

能力还需要做进一步的研究。此外, 本课题还将进

一步研究菌株 L-7 与另外 3 种氯嘧磺隆降解菌随机

混合的降解效果。为氯嘧磺隆污染土壤的原位生物

修复提供理论依据。 

4  结论 

(1) 从长期施用氯嘧磺隆的土壤中分离到 1 株

降解菌 L-7, 根据菌株的形态和生理生化特性及

16S rRNA 分 析 , 初 步 鉴 定 为 寡 养 单 胞 菌 属

(Stenotrophomonas sp.)。 
(2) 降解菌 L-7 的最佳生长和降解条件为培养

基温度 30°C, pH 为 4, 接种量 5%。 
(3) 降解菌 L-7 在含 100 mg/L 的氯嘧磺隆无机

盐培养液中培养 7 d 后, 降解率达 80%以上。 
(4) 本研究首次发现寡养单胞菌属细菌降解氯

嘧磺隆的特性, 为利用寡养单胞菌属细菌降解氯嘧

磺隆, 进行生物修复奠定基础。 
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