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硝磺草酮降解菌 ＨＺ２制剂固定化
载体材料性能的比较

张晶晶１，杨孟然１，刘　婕１，蒋刚彪２，钟国华１

（１华南农业大学 农学院，广东 广州 ５１０６４２；２华南农业大学 材料与能源学院，广东 广州５１０６４２）

摘要：【目的】研究改性蔗渣ＭＳＢ、ＭＳＢＭｏ、ＭＳＢＣｌ对硝磺草酮降解菌ＨＺ２的降解能力的影响。【方法】以这３种
改性蔗渣和活性炭为固定化载体，对固定化后菌制剂的降解性能进行研究。【结果】降解菌制剂培养４８ｈ后，
Ｄ６００ｎｍ均较高，表明ＭＳＢ、ＭＳＢＭｏ、ＭＳＢＣｌ及活性炭均具备较强的固菌能力；培养３ｄ后，以改性蔗渣为载体的固菌
制剂对ＬＢ培养基中硝磺草酮的降解率高于８５％，显著优于活性炭，其中改性蔗渣 ＭＳＢＭｏ效果突出，降解率达
９６３５％。添加葡萄糖辅料７ｄ后，这３种改性蔗渣对土壤中硝磺草酮的降解率均高于９９％。【结论】改性蔗渣
ＭＳＢＭｏ是固定降解菌株的最佳新型生物载体材料。
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　　硝磺草酮（甲基磺草酮），化学名称为２－［４－
（甲基磺酰基）－２－硝基苯酰基］－３－环己二酮，是
一类能够抑制羟基苯基丙酮酸酯双氧化酶（ＨＰＰＤ），
使杂草产生白化症状的新型三酮类除草剂，适用于

苗前与苗后［１］。硝磺草酮是在玉米田上单独使用或

与阿特拉津和氯乙酰胺混用的广谱性除草剂，对环

境友好［２］。但是随着硝磺草酮使用量和施用频数增

加，对环境的潜在影响逐步体现［３］。因此，研究硝磺

草酮的生物修复技术，对农产品安全生产和环境保

护具有重要的前瞻意义。

微生物分解除草剂在农药降解中占很大比

重［４］，生物修复高效、安全、花费少、应用范围广［５］，

但菌株田间使用率低和田间不确定因素多，降解菌

制剂开发力度小、难度大。微生物的固定化技术可

以将优势菌种固定，使其保持较高的活性，而且可以

反复、连续利用，从而提高降解效率［６８］，具有单位体

积内微生物细胞密度高、反应迅速、稳定性高、耐毒

害能力强等优点［９］。目前，蔗渣已成功运用于造纸

工业、乙醇、氢气和木糖醇生产、食用菌栽培、高性能

吸附材料开发等［１０］。蔗渣在生产乙醇和木糖醇的过

程中，是将目标微生物或细胞固定在蔗渣上，然后通

过化学反应生产目标产物［１１］。已有研究［１２］表明利

用蔗渣和海绵作为载体的固定化微生物除油效果良

好。选用蔗渣作为农药残留降解菌制剂的载体材

料，制作方便、资源丰富、成本低廉、商业化前景广

阔，具有不可小觑的发展潜力。本文筛选并评价了

ＭＳＢ、ＭＳＢＭｏ、ＭＳＢＣｌ及活性炭对降解菌ＨＺ２的固
菌能力，以期为固定化微生物技术在农药降解方面

的应用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料

供试菌株：以硝磺草酮为碳源的菌株ＨＺ２，由华
南农业大学昆虫毒理研究室从农药厂废水处理池活

性污泥中筛选而得。根据其生理生化特性和 １６Ｓ
ｒＤＮＡ序列同源性分析，将该菌株鉴定为短小芽孢杆
菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ［１３］。

ＬＢ液体培养基：蛋白胨１０ｇ·Ｌ－１，酵母提取物
５ｇ·Ｌ－１，氯化钠１０ｇ·Ｌ－１；固体培养基为液体培养
基添加１５ｇ·Ｌ－１的琼脂。

改性蔗渣ＭＳＢ、ＭＳＢＭｏ及 ＭＳＢＣｌ由华南农业
大学材料与能源学院蒋刚彪教授课题组提供，具体

改性方法见文献［１４］。活性炭４０和１００目，购自上
海海诺炭业有限公司。

药剂：硝磺草酮标准品，纯度９８％（ｗ），由广东
省佛山市盈辉作物科学有限公司提供。

１．２　方法
１．２．１　降解菌的培养与降解菌制剂的制备　将菌
株ＨＺ２接种于ＬＢ固体培养基平板上，３０℃ 恒温培
养３６ｈ，挑取生长良好的单菌落，无菌操作条件下接
种到ＬＢ液体培养基中，于３０℃ 、１８０ｒ·ｍｉｎ－１摇床
培养，４８００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ收集菌体，用无菌
水洗涤后稀释成不同浓度的菌悬液。取０１ｇ载体
材料，加入１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１菌液２ｍＬ后密封，３０℃、
１８０ｒ·ｍｉｎ－１震荡培养，挂膜２４ｈ后离心，无菌水冲
洗沉淀，２０℃真空烘至近干。多次制备密封待用。
１．２．２　载体中降解菌的生长动态测定　将固有降
解菌的载体材料０１ｇ置于５０ｍＬＬＢ液体培养基
中，用同等质量的载体材料处理及１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１菌
液２ｍＬ处理为对照，３０℃ 、１８０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养，
测定培养０、２４、４８ｈ后的Ｄ６００ｎｍ。
１．２．３　硝磺草酮在ＬＢ培养基中添加回收率的测定
　取灭菌新鲜 ＬＢ培养基 ５０ｍＬ，添加硝磺草酮母
液，使其最终质量浓度分别为１、５、１０ｍｇ·Ｌ－１，３个
重复。加二氯甲烷３０ｍＬ后超声２０ｍｉｎ，混合液移
入分液漏斗，用３０ｍＬ二氯甲烷分２次冲洗，冲洗液
一并移入分液漏斗，摇匀，剧烈振荡３～５ｍｉｎ，静置
分层，下层经２０ｇ无水硫酸钠过滤至圆底烧瓶，重复
萃取３次，滤液并入烧瓶，４５℃浓缩至近干，用乙腈
分３次洗涤圆底烧瓶并定容至１０ｍＬ，最后取２ｍＬ
经 ０４５μｍ有机滤膜过滤至进样瓶，ＨＰＬＣ法检测。
１．２．４　降解菌制剂活性的初步测定　将固菌制剂
０１ｇ置于５０ｍＬＬＢ液体培养基中，培养基中初始
硝磺草酮５０ｍｇ·Ｌ－１，震荡培养３ｄ后，离心取上清
液，ＨＰＬＣ法检测。

ＨＰＬＣ检测参照文献［１３］：ＨＰ１１００型高效液相色
谱工作站（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国），Ｃ１８反相柱（ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８４６
ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ，１００Ａ），流动相为Ｖ（甲醇）∶Ｖ（ｗ
为００５％的磷酸溶液）＝５５∶４５，流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温
３０℃，检测波长２６８ｎｍ，进样量１０μＬ。
１．２．５　硝磺草酮在土壤中添加回收率的测定　取
２０ｇ土壤于２５０ｍＬ三角瓶，添加硝磺草酮母液，使
其最终浓度为１、５、１０ｍｇ·ｋｇ－１，３个重复，加入６０
ｍＬＶ（蒸馏水）∶Ｖ（乙腈）＝１∶５的混合溶液超声３０
ｍｉｎ，过滤至装有５ｇ氯化钠的具塞量筒，震荡分层，
取上清液２５ｍＬ于圆底烧瓶，５５℃浓缩至近干，用乙
腈分３次洗涤圆底烧瓶并定容至 １０ｍＬ，最后取 ２
ｍＬ溶液经 ０４５μｍ有机滤膜过滤至进样瓶，待
ＨＰＬＣ法检测。
１．２．６　降解菌制剂在土壤中的活性测定　取１０ｇ
灭菌土壤于１５０ｍＬ三角瓶，添加硝磺草酮母液，使
其最终浓度为１００ｍｇ·ｋｇ－１。加入０１ｇ降解菌制
剂和１０ｍＬ无菌水后震荡均匀，以直接加入菌液的
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土壤处理为对照，封闭震荡培养５ｄ。ＨＰＬＣ法测定
土壤中硝磺草酮的残留量，计算降解率。

１．２．７　添加葡萄糖对制剂降解活性的影响　在每
０１ｇ降解菌制剂中添加５ｍｇ葡萄糖，加入１０ｇ灭
菌土壤置于１５０ｍＬ三角瓶，加入１０ｍＬ无菌水后震
荡均匀，使土壤硝磺草酮终浓度为５０ｍｇ·ｋｇ－１，封
闭震荡培养，测定３、５、７ｄ后土壤中硝磺草酮的残留
量，计算降解率。

２　结果与分析
２．１　载体材料的固菌增殖能力的初步评价

将降解菌 ＨＺ２分别固定于改性蔗渣（ＭＳＢ、
ＭＳＢＭｏ及ＭＳＢＣｌ）以及活性炭（４０和１００目）５种
载体材料中，分别测定培养 ０、２４、４８ｈ后的 Ｄ６００ｎｍ
（菌液稀释２０倍）（表１）。结果表明，开始培养时，
Ｄ６００ｎｍ差异较大，这可能是由于各种载体材料吸光度
不同；培养２４ｈ后，５种供试载体材料 Ｄ６００ｎｍ均显著
提高；培养４８ｈ后，５种材料固菌后 Ｄ６００ｎｍ均较高，
说明这些材料均具备较强的固菌能力，降解菌均得

到了进一步的增殖，改性蔗渣 ＭＳＢＭｏ、ＭＳＢＣｌ的固
菌能力稍强于其他载体材料。

表１　供试载体材料固菌后的Ｄ６００ｎｍ
Ｔａｂ．１　Ｄ６００ｎｍｏｆｔｅｓｔｅｄｃａｒｒｉｅｒｍａｔｅｒｉａｌａｆｔｅｒｉｍｍｏｂｉｌｉｚｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａ

固菌材料 ０ｈ ２４ｈ ４８ｈ
ＭＳＢ ０．０３７ｄ ０．２９０ｃｄ ０．４００ｄｅ
ＭＳＢＭｏ ０．０９５ａ ０．３５０ｂ ０．４７０ａｂ
ＭＳＢＣｌ ０．０８５ｂ ０．４００ａ ０．４８５ａ
活性炭４０目 ０．０３８ｄ ０．３１６ｂｃ ０．３７３ｅ
活性炭１００目 ０．０５６ｃ ０．３３９ｂｃ ０．４２３ｃｄ
ＣＫ ０．０２１ｅ ０．３３０ｂｃ ０．４３０ｂｃｄ

　１）同列数据中后凡具有一个相同字母者，表示差异不显著
（Ｐ＞０．０５，ＤＭＲＴ法）。

２．２　硝磺草酮在ＬＢ培养基和土壤中的添加回收率
硝磺草酮在ＬＢ培养基中的添加质量浓度为１、５

和１０ｍｇ·Ｌ－１时，添加回收率分别为 １０８２４％、
９１９６％和９１７９％，变异系数分别为１．７４％、２．８４％
和０．６０％，均小于 ５００％；硝磺草酮在土壤中的添
加浓度为 １、５、１０ｍｇ·ｋｇ－１时，添加回收率分别为
８２３２％、８２７４％ 和 ８８７５％，变异系数分别为
０．９６％、３．７５％和１．６２％，均小于５００％，符合残留
检测要求，表明试验所采用的ＬＢ培养基和土壤中提
取硝磺草酮的方法稳定可靠。

２．３　降解菌制剂对ＬＢ培养基和土壤中硝磺草酮的
降解能力

　　改性蔗渣固菌制剂对硝磺草酮的降解效果明
显，降解率均大于８５％。活性炭材料制剂降解率显

著低于改性蔗渣材料，这可能与蔗渣的结构特点有

关。蔗渣富含纤维素、疏松多孔，对降解菌有良好的

固定能力；而且蔗渣本身具有强烈的吸附作用，能吸

附土壤中的重金属［１５］。

在这３种改性蔗渣材料中，ＭＳＢＭｏ、ＭＳＢＣｌ效
果突出，降解率分别达９６３５％和９３２２％，显著高于
ＭＳＢ的８９７８％，更显著优于活性炭载体处理组（４０
目为６４０５％和１００目为４３２２％）的降解率。其中，
ＭＳＢＭｏ相较于ＭＳＢＣｌ效果更好，故后续其他试验
未再研究活性炭的处理效果，而以３种改性蔗渣材
料作为研究对象。

降解菌制剂对土壤中硝磺草酮的降解能力见图

１。结果表明，处理 ５ｄ后，各处理降解率均不足
３０％，不能满足实际生产的要求。在ＬＢ培养基和土
壤条件下硝磺草酮降解率差异较大的原因，可能是

载体材料未能提供足够的营养物质，降解菌不能及

时繁殖，降解菌数量不足而导致降解率低下。

柱子上凡具有一个相同字母者，表示差异不显著（Ｐ＞００５，ＤＭＲＴ
法）。

图１　载体固菌制剂对土壤硝磺草酮的降解作用
Ｆｉｇ．１　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｍｅｓｏｔｒｉｏｎｅｉｎｓｏｉｌｂｙｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｍｉ

ｃｒｏｂｉａｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ

２．４　葡萄糖对改性蔗渣载体固菌制剂降解活性的
影响

　　在上述载体固菌制剂中添加葡萄糖，使制剂初
步具备菌株基本营养条件，为其在土壤中定植、生

长、抵御其他微生物的营养竞争等提供可能。从图２
中可以看出，处理３ｄ后，硝磺草酮降解率达５０％以
上，处理７ｄ后，改性蔗渣 ＭＳＢ、ＭＳＢＭｏ和 ＭＳＢＣｌ
为载体的降解菌制剂对土壤硝磺草酮的降解率分别

为９９２２％、９９４９％和９９４１％，说明添加葡萄糖能
提高改性蔗渣作为载体的降解菌制剂的降解能力。

结合降解菌制剂对 ＬＢ培养基中硝磺草酮的降解能
力影响的结果，改性蔗渣 ＭＳＢＭｏ是固定降解菌株
的最佳载体材料。
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　相同时间、不同柱子上凡具有一个相同字母者，表示差异不显著
（Ｐ＞００５，ＤＭＲＴ法）。
图２　添加葡萄糖后改性蔗渣固菌制剂对土壤硝磺草酮的降

解作用

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｍｅｓｏｔｒｉｏｎｅｉｎｓｏｉｌｂｙｍｏｄｉｆｉｅｄｂａ
ｇａｓｓｅａｓｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓａｆｔｅｒ
ａｄｄｉｎｇｇｌｕｃｏｓｅ

３　讨论与结论
固定化是一种常用的技术手段，固定化微生物

技术可以提高微生物密度、加快微生物生化反应速

率和提高微生物对环境的耐受力［１６］。载体的种类是

决定固定化微生物性能的关键因素之一［１７］。从本研

究来看，改性蔗渣对硝磺草酮的降解率显著优于活

性炭。天然疏松多孔的蔗渣不仅能作为微生物的附

着载体提供微生物生长所需的营养物质，而且还能

充当疏松剂提高土壤的透气性，可用于微生物的固

定。国内外已有研究［１８２０］将蔗渣载体应用于微生物

发酵、生产丁醇以及降解苯酚等，但鲜见其应用于农

药降解残留的研究。本研究结果表明，改性蔗渣

ＭＳＢ、ＭＳＢＭｏ、ＭＳＢＣｌ固菌后与５０ｍｇ·Ｌ－１硝磺草
酮在ＬＢ培养基中共培养３ｄ，对硝磺草酮的降解率
均高于８０％，显著优于活性炭；葡萄糖的适量添加可
显著加强载体固菌制剂降解土壤硝磺草酮的效果，

改性蔗渣 ＭＳＢ、ＭＳＢＭｏ、ＭＳＢＣｌ载体制剂按照质量
比５％的比例添加葡萄糖，７ｄ后对土壤中起始 ５０
ｍｇ·ｋｇ－１硝磺草酮的降解率均高于９９％。这些结果
可为将蔗渣开发成环境污染物降解制剂的载体材料

提供重要参考。今后将进一步深入研究其作用机制

和应用技术等。
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