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摘 要：采用富集培养法，从湖南省郴州烟区土壤中分离得到 1株可降解二甲四氯的细菌 SE08，经过形态、生

理生化特征及 16S rDNA序列分析，初步鉴定为肠杆菌属(Enterobacter sp.)。SE08对二甲四氯的降解特性研究表

明，SE08能有效降解质量浓度为 150～1 000 mg/L的二甲四氯，在 30 ℃条件下，24 h 内对 500 mg/L二甲四氯的

降解率达到 45.21%。菌株 SE08 降解二甲四氯的最适 pH 值为 6.0，最适温度为 30 ℃。 
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Abstract: A bacterial strain named SE08 capable of degrading 2–methyl–4–chlorophenoxy acetic acid (MCPA) was 
newly isolated by enrichment culture from the tobacco field soil in Chenzhou district, Hunan province. Strain SE08 was 
temporarily identified as Enterobacter sp. based on morphological and physio-biochemical characteristics combined with 
16S rDNA sequence analysis. Strain SE08 could effectively degrade MCPA in concentration range 150–1 000 mg/L. And 
45.21% of MCPA (500 mg/L) could be degraded by strain SE08 in 24 h. The optimal pH value and temperature for 
MCPA degradation by SE08 was 6.0 and 30 °C, respectively. 
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中国从 1956年开始在稻田和烟田大规模使用苯

氧羧酸类除草剂，其中二甲四氯因除草效果显著、

价格低廉而被广泛应用[1–2]。幼苗期禾本科植物对二

甲四氯尤其敏感，二甲四氯对未出土杂草的防除效

果并不明显，且气温低于 18 ℃时效果明显降低。二

甲四氯是激素型内吸传导选择性苯氧羧酸类除草

剂，易被植物的根和叶部吸收，对植物有强烈的生

理活性，低浓度时促进生长，高浓度时抑制生长[3–4]。

除草剂的频繁使用已引起了严重的环境污染问题[3,5]，

由于它在水中的溶解度高，一旦释放到环境中，很

容易进入水生系统，对水生生物的毒性不容忽视[6–7]。

二甲四氯在土壤表面容易转移且存在污染地下水

的可能性[10]；另一方面，自 20世纪 70年代初以来，

随着除草剂的广泛使用，杂草对除草剂产生的耐药

性、抗药性问题凸显 [11]，自然界中也已产生越来越

多不同类型的抗除草剂的物种[12]，因此，消除环境

中除草剂的残留危害具有重要意义。近年来，随着

人们对生物修复技术研究的深入，利用微生物来降

解环境中残留的除草剂已成为当今的热点。国内外

学者在除草剂的微生物降解方面做了大量研究，已
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分离得到 2甲 4氯丙酸(MCPP)[13]、2,4,5–三氯苯酸

(2,4,5–T)[14]、2,4–二氯苯氧丙酸(2,4–DP)[15]、2–甲

基–4–氯苯氧丁酸(MCPB)[16]的高效降解菌。但有关

二甲四氯微生物降解的报道很少。笔者对湖南郴州

烟区土壤中耐高浓度二甲四氯的微生物进行富集

培养，分离纯化后，获得 1株能降解二甲四氯的菌

株 SE08，对菌株 SE08的降解性能进行了测定，以

期为开发降低二甲四氯残留的微生物处理技术提

供参考。 

1  材料与方法 

1.1 材  料 

于2010年5—10月，自郴州烟田(长期施用二甲四

氯)采集土样。采集表层土壤样品(0～20 cm)[17]，用

塑料袋密封，置4 ℃冰箱冷藏。二甲四氯(MCPA)标

准品购自美国Sigma–Aldrich公司。 

主要仪器设备与试剂有：SW–CJ–2FD型超净工

作台(苏州智净净化设备有限公司)；LEH–250F型智

能生化培养箱 (上海飞越实验仪器有限公司 )； 

HZQ–X100A型恒温振荡器(上海一恒科学仪器有限

公司)；PHS–3E型数显酸度计(上海佑科仪器仪表有

限公司)；2–16K型SIGMA台式冷冻离心机(北京东

迅天地医疗仪器有限公司)。 

培养基：无机盐基础培养液；富集培养液为 3 g/L

葡萄糖、二甲四氯按需要量添加至无机盐基础培养

液；NA液体培养基[18]。 

1.2 方  法 

1.2.1  二甲四氯高效降解菌的分离纯化 

菌株的富集及纯化培养参照文献[19]的方法进

行；二甲四氯高效降解菌的分离纯化参照文献[20]

的方法进行。 

1.2.2 降解菌对二甲四氯降解性能的测定 

1) 二甲四氯标准曲线的建立。二甲四氯浓度的

定量测定采用紫外分光光度法，配制质量浓度为

10.0、20.0、40.0 、60.0、80.0 mg/L的二甲四氯标

准溶液，在特征吸收波长下测定吸光度值，以二甲

四氯标准溶液质量浓度为横坐标，吸光度值为纵坐

标，绘制标准曲线。 

2) 二甲四氯降解率计算。将富集纯化所得优势

降解菌株活化培养 18 h 后制成菌悬液，分别接种

至 100 mL无机盐基础培养液(二甲四氯含量为 500 

mg/L)中，每个菌种设 4个重复，37 ℃、200 r/min

培养，分别在摇床恒温培养前和 72 h取样，6 000 

r/min 离心 10 min， 取上清液，稀释 10 倍，根据

标准曲线的拟合方程计算培养基中二甲四氯浓度，

通过降解率的比较，复筛出降解力较强的菌株[21]。 

1.2.3 降解菌的鉴定 

1) 降解菌株的生理生化鉴定。取复筛后的降解

菌种，参照文献[22]的方法进行。 

2) 16S rDNA 的 PCR扩增及序列测定。CTAB

法提取细菌的总 DNA，设计引物 16F(5′–AGAGTT 

TGATCCTGGCTCAG–3′)和 16R(3′–GGTTACCTTG 

TTACGACTT–5′)扩增 16S rDNA片段，DNA序列

由英茂盛业生物技术有限公司测定。 

3) 系统发育树的构建。将获取的SE08菌株16S 

rDNA 序列在GenBank中核酸数据库进行BIAST分

析比对，选取相关序列，再利用DNAman进行多重

序列比对，构建发育树。 

1.2.4 菌种的降解特性的测定 

1) 降解菌生长与降解二甲四氯的关系曲线测

定。吸取经活化 18 h的菌液(OD600 nm≈0.6)2 mL，接

入 100 mL 无机盐基础培养液(二甲四氯含量为 500 

mg/L)，37 ℃、200 r/min振荡培养。分别于培养 1.5、

3、4、6、8、10、12、14、24 、28、32、36、40、

48 h后取出，测定菌株降解率，并绘制降解曲线和

菌株生长曲线。 

2) 不同浓度二甲四氯对降解率的影响的测定。

吸取经活化 18 h的菌液(OD600 nm≈0.6)2 mL，接入

100 mL无机盐基础培养液中，二甲四氯含量分别为

150、250、500、750、1 000、2 000、3 000 mg/L，
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37 ℃、200 r/min振荡培养 24 h，测定菌株降解率。 

3) 不同温度对菌株生长的影响的测定。吸取经

活化 18 h的菌液(OD600 nm≈0.6)2 mL，接入 100 mL

无机盐基础培养液 (二甲四氯含量为 500 mg/L) 

中，分别在 20、25、30、35、40和 45 ℃下，200 r/min

振荡培养 24 h，每个温度设 3个重复，测定菌株降

解率。 

4) 不同 pH对菌株生长的影响的测定。吸取经

活化 18 h的菌液(OD600 nm≈0.6)2 mL，接入 100 mL

无机盐基础培养液(二甲四氯含量为 500 mg/L)中，

分别调节 pH为 4.0、5.0、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、

8.5、9.0、10.0，37 ℃、200 r/min振荡培养 24 h，

每个 pH设 3个重复，测定菌株降解率。 

1.2.5 数据处理 

采用 Microsoft Excel 2007 软件对数据进行处

理和绘图，采用 DPS7.5 统计分析软件对数据进行

差异显著性检验。 

2 结果与分析 

2.1 二甲四氯标准曲线的制定 

用紫外可见分光光度计扫描二甲四氯的特征

吸收波长，得出在 287 nm波长下有最大光吸收值，

与李芳[23]报道的大致相同。在特征吸收波长 287 nm

测定吸光度值，以二甲四氯标准溶液为横坐标，吸

光度值为纵坐标，绘制标准曲线，得拟合方程为

y=0.004x–0.001 (r=0.999 8)。 

2.2 二甲四氯降解菌的筛选 

富集纯化后，从供试土壤中分离得到 10 种菌

株，均能在低浓度二甲四氯的环境中生长，将其编

号为 SE01～SE10。其中编号为 SE01、SE03、SE06、

SE08的菌株能以 3 000 mg/L二甲四氯为唯一碳源

生长，可作为有降解潜能的菌株进行复筛。 

计算待测样品中二甲四氯的浓度(结果取平均

值)，计算降解率，通过降解率的对比复筛出有较强

降解力的菌株。由表 1可见，初筛得到的 4菌株均

有一定的降解能力，其中 SE08菌株的降解率最高，

达到 40.60%，由此选取 SE08菌株为高效降解菌进

行研究。 

表 1 菌株的降解率 

Table 1 Degrading rates for MCPA of the selected strains 

二甲四氯质量浓度/(mg·L–1) 
菌株编号

0 h 72 h 
降解率/%

SE01 506.821 5 317.044 6 37.40ABb

SE03 523.964 3 339.767 9 35.15Aa 

SE06 509.142 9 322.937 5 36.57Aab 

SE08 486.821 5 289.187 5 40.60Bc 

2.3 降解菌株 SE08 的鉴定 

经过分离纯化得到 1株以二甲四氯为唯一碳源

的降解菌 SE08，该菌株为革兰氏阴性，在 NA 固

体培养基上 37 ℃培养 24 h，形状椭圆，边缘整齐，

表面光滑凸起，菌落为奶白色，体细胞呈短杆状，

长 2.0~2.5 μm，宽 0.6~0.8 μm，且随菌株生长变化，

无芽孢无荚膜。 

利用SE08菌株16S rDNA特异引物进行PCR扩

增，得到的扩增产物(图1)。DNA测序后，与GenBank

细菌序列库中序列进行同源性比对，SE08与肠杆菌

属的多株细菌相似性较高，与Enterobacter sp. 

enrichment culture clone HSL90A相似性系数达到

99%。根据16S rDNA序列，再结合其生理生化特征，

将菌株SE08鉴定为肠杆菌属(Enterobacter sp.)，图2

为菌株SE08的系统发育树。 

 
1     M 

1  PCR扩增产物；2  DL2000Marker。 

图1  16S rDNA PCR扩增结果 

Fig.1  16S rDNA PCR amplification 
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图2  菌株SE08基于16S rDNA序列同源性的系统发育树 

Fig.2  Phylogenetic tree of strain SE08 and related species based on 16S rDNA sequences homology 

2.4  菌株 SE08 的降解特性 

2.4.1  降解菌生长与降解 MCPA 的关系曲线 

如图 3 所示，菌株 SE08 在以二甲四氯为唯一

碳源生长时，能较快进入对数生长期，其中在 0 ～

20 h生长较快，20 h 后 OD值缓慢下降，说明菌株

生长受到抑制。而在 0～24 h ，二甲四氯的降解速

率随底物浓度增大而加快，培养 24 h 后二甲四氯

的降解率为 40.83%， 24 h 后，二甲四氯降解变化

不大，基本趋稳定，这与菌液浓度不再增加有关。 
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图 3 降解菌 SE08 生长及对二甲四氯的降解率 

Fig.3  Growth curve of strain SE08 growth and MCPA degradation 

2.4.2  SE08 对不同初始质量浓度二甲四氯的降解 

图 4 显示，菌株 SE08 对不同初始质量浓度二

甲四氯降解率各不相同，最初，降解率随培养液中

二甲四氯质量浓度的升高而升高，当二甲四氯质量

浓度为 500 mg/L时，降解率最高；当二甲四氯质量

浓度为 750～3 000 mg/L时，降解率明显降低，二

甲四氯质量浓度为 3 000 mg/L时，菌株几乎不再有

降解作用。该菌株降解二甲四氯的较适质量浓度为

500 mg/L。 
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图 4 二甲四氯不同初始质量浓度下菌株对二甲四氯

的降解率 

Fig.4 Degradation rate of MCPA under different initial concentrations 

2.4.3 温度对菌株降解二甲四氯效率的影响 

菌株 SE08对二甲四氯的降解率随温度的升高
而增大。到 30 ℃左右最大，达到 45.21%。随后，
随温度升高，降解率降低，这是因为培养温度会影

响细菌的生长，温度过低，细菌生长量小，温度过

高则抑制酶的活性, 所以二甲四氯的降解率都会
变低。但从图 5可看出，在 35、40 ℃时也有近 40%
的降解率，说明 SE08对温度有较好的耐受性，在
田间应用有很强的适应性。 
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图 5  不同温度下菌株对二甲四氯的降解率 

Fig.5  Degradation rate of MCPA under different temperatures 

2.4.4 pH 对菌株降解二甲四氯效率的影响 

如图 6所示，二甲四氯的降解率随 pH 值的增
加而加大，在 pH 值为 6的时候达到最大，尔后随
pH 值的增加降解率逐渐减小，可见在 37 ℃、200 
r/min 振荡培养下，pH6 是该菌降解二甲四氯的较
适 pH。二甲四氯的生物降解主要与细菌的生长量
或产酶量有关，但是从降解率的大小来看，在 pH 
5~8 时，降解率均在 35%以上，说明 SE08 对二甲
四氯的降解受 pH 影响较小。 
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图 6 不同 pH 值下菌株对二甲四氯的降解率 

Fig.6 Degradation rate of MCPA at different pH media 

3 讨  论 

从湖南郴州地区长期受到二甲四氯污染的烟

田土壤中富集培养、筛选分离到1株革兰氏染色阴
性的细菌SE08，根据表型特征、生理生化特性和16S 
rRNA 基因序列相似性分析，初步鉴定其为肠杆菌
属(Enterobacter sp.)。Enterobacter sp.能以二甲四氯
为唯一碳源和能源生长， 30 ℃条件下对500 mg/L
二甲四氯溶液的降解效率可达45.21%。Enterobacter 
sp.生长和降解二甲四氯的较适pH值、温度分别为
6.0和30 ℃。 
肠杆菌多存在于人或动物的肠道，如赵悦等[24]

在东亚飞蝗肠道内分离到肠杆菌。贾凌云[25]以相似

物为底物从变压器油污染点筛选获得了肠杆菌属

(Enterobacter sp.)，可降解多氯联苯(PCBs)。崔萍等[26]

利用稀释培养法从缫丝废水中分离到5株可降解家
蚕蛹油的细菌，其中1株鉴定为肠杆菌。周莉[27]从

环境水体中筛选分离出肠杆菌，能降解氮源污染

物。王卓娅等[28]从长期汞污染地区分离得到1株肠
杆菌用于降解氯化汞。吴辉等[29]从酚废水中筛选得

到苯酚降解菌肠杆菌属细菌，10 h内500 mg/L苯酚
降解率达96.1%。郭明志[30]从长期受铜污染的土壤

中分离得到对重金属铜具有较强抗性的菌株肠杆

菌，以用于修复土壤铜污染。 
关于肠杆菌的降解作用报道较多，但未见研究

报道肠杆菌属对苯氧羧酸类除草剂的降解作用，本

试验筛选的SE08虽然对二甲四氯的降解率并不高，
但是所用二甲四氯的质量浓度较高，证明SE08对高
浓度二甲四氯有较好的耐受性，这对于在烟草生产

中的降低高浓度除草剂药害和降低土壤毒性具有

非常重要的意义。 
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