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一株降解苄嘧磺隆光合细菌的分离鉴定及其降解特性
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摘要：从农药厂工业废水和污泥中富集分离到一株能降解苄嘧磺隆（Bensulfuron methyl）的光合细菌PSB07-6，根据分离菌株的细胞形态结构、活细胞光吸收特征、生理生化特征以及系统发育分析将该菌初步鉴定为沼泽红假单胞菌（Rhodopseudomonas palustris）。高效液相色谱法(HPLC)测定该菌降解光合细菌培养基中苄嘧磺隆的能力，在pH为6.5的光合细菌培养基中培养5 d，对350 mg·L-1苄嘧磺隆降解率达25.03％，添加回收率为105%~112%。降解特性研究结果表明，该菌能以苄嘧磺隆为唯一碳源和氮源，降解最佳条件为30 ℃、pH 6.5。 
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通过农药的使用，来提高单位面积粮食产量是21世纪农业的重要举措之一。而杂草防除在农作物生产中则起着关键性的作用。磺酰脲类除草剂以其超高效性为农药的发展开辟了一个新天地，其单位面积用量极低，每公顷仅以克计，生物活性高，除草效果好，对敏感植物无药害[1,2]。但是磺酰脲类除草剂选择性强，对不同作物的敏感性差异很大，在其应用过程中遇到残留药害和抗性问题，许多国家和地区目前不得不暂时禁用某些此类除草剂[3]。

目前，国内外对于该类化合物在环境中消减的研究，大多集中在对其化学代谢及理化影响因素方面，对于微生物降解途径及化学物的生物降解性方面尚无系统研究[4-5]。

从废水和污泥中分离到一株能降解苄嘧磺隆的光合细菌PSB07-6，并对其降解苄嘧磺隆的特性进行了初步研究。该研究工作为利用光合细菌菌剂在苄嘧磺隆生物修复中的应用提供一定理论依据。

1  材料和方法

1.1  培养基、试剂和主要仪器

光合细菌分离培养基（PSB培养基），MM培养基，参考文献[6]，选择培养基：在光合细菌分离培养基中不加碳源和氮源，加入一定质量浓度的苄嘧磺隆；以上试剂均为分析纯。

w=10％苄嘧磺隆WP，浙江天一农化有限公司；w=98%苄嘧磺隆标样，天津东方绿色技术发展有限公司。苄嘧磺隆残留检测由湖南省植物保护研究所农药残留检测室检测，农药残留检测试剂均为色谱纯。

HPLC（Waters 600，USA），JEXL-1230透射电子显微镜（日本电子公司，日本）, 分光光度计（Tu-1901,北京普析通用仪器有限责任公司）。
1.2  降解菌的筛选

降解菌的筛选采用富集培养分离[7]，筛选到能耐受400 mg·L-1苄嘧磺隆的光合细菌,命名为PSB07-6。

1.3  菌株的鉴定

1.3.1  传统的细菌鉴定方法
检测各种生理生化指标[8]。

1.3.2  电镜样品制备及观察
将活的细菌滴到具膜载网上，然后进行磷钨酸染色，TEM（transmission-scanning electron microscope）观察拍照。

1.3.3  菌体吸收光谱的测定
取1.5 mL培养5 d的光合细菌培养液，8 000 r·min-1离心洗涤3次，用w=0.9％生理盐水重悬浮，分光光度计300~900 nm扫描。

1.3.4  菌体16S rDNA序列的测定

细菌基因组提取采用上海生工生物工程技术服务有限公司UNIQ-10柱式基因组DNA抽提试剂盒，步骤参见使用说明书。以所提的细菌总DNA为模板，细菌16S rDNA通用引物进行PCR扩增[9]，w=1％琼脂糖电泳，检测扩增片断的大小和特异性，上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

1.3.5  16S rDNA序列同源性比对及系统发育树构建
将PSB07-6测得的16S rDNA序列在GenBank中利用blast进行比对，用ClustalW进行多序列联配，Mega 3.1  构建系统发育树[10]。

1.4  残留检测方法
1.4.1  样品前处理[11-12]
将菌液摇匀，取200 μL菌液，用流动相定容至5 mL，超声波提取20 min，过0.45 μm滤膜，待测；以浓度为0.2 mg·L-1的苄嘧磺隆标准样品作为标准，计算样品的残留量。
1.4.2  降解率测定
苄嘧磺隆残留测定利用Waters 600 HPLC进行，测定条件及过程参照文献[1,4,11,12]。流动相φ=0.25％乙酸：甲醇（35：65），流速0.8 mL·min-1，波长225 nm。
农药降解率的计算方法： 

降解率（％）＝（1―C1/C0）×100

C1：降解菌处理5 d后苄嘧磺隆残留质量浓度，C0：对照处理5 d后苄嘧磺隆残留质量浓度。
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图3  PSB07-6的系统发育树

Fig.3  Phylogenetic tree of PSB07-6，Micrococcus luteus was selected as the outgroup to root the tree. The numbers at each branch points indicated the percentage supported by bootstrap
2  结果与讨论
2.1  菌株的鉴定

2.1.1  菌体吸收光谱
PSB07-6菌体的特征吸收峰为310 nm、585 nm、809 nm、865 nm（图1）；表明PSB07-6含有菌绿素a和类胡萝卜素[7]。
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图1  PSB07-6吸收光谱

Fig.1  PSB07-6’s photometric absorption
2.1.2  菌株形态、生理生化特性
PSB双层固体平板培养基上，培养5 d，形成红色的圆形菌落，边缘整齐光滑，菌落直径0.45～1.05 mm。PSB液体培养基中培养5 d呈深红色。

生理生化特征：G-，杆状（图2），V-P反应阴性，甲基红反应阴性，不能利用淀粉，H2S反应阴性，w=3％NaCl中不能生长，最适温度30 ℃，pH6.5。

2.1.3  16S rDNA序列同源性及其系统发育树分析
测得的16S rDNA序列长度为1430bp，在GenBank中的登录号为EU004438，在系统发育树上与序列号为AF123087的Rhodopseudomonas palustris T菌株16S rDNA序列为一簇（图3），同源性为98％。

根据以上系统发育比较结果，再结合菌株的生理生化特性将其初步鉴定为沼泽红假单孢菌（Rhodopseudomonas palustris）。
2.2  菌株降解能力
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图2  PSB07-6的电镜扫描

Fig. 2  SEM photo of PSB07-6

120 mL的350 mg·L-1选择培养基中，加入5 mL PSB07-6菌液，光照培养，每天定时取5 mL菌液速冻保存，备测。以同等条件不加PSB07-6菌培养的350 mg·L-1选择培养基作为对照。
结果（图4）表明，苄嘧磺隆在光照下，经过5 d，有少量的苄嘧磺隆降解，可见光照对苄嘧磺隆有一定的降解效果，但作用并不是很大[2]。PSB07-6在350 mg·L-1苄嘧磺隆培养液中培养5 d，对苄嘧磺隆的降解率为23.05％。
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图4  PSB07-6对苄嘧磺隆的降解情况

Fig.6  Character of PSB 07-15 degrade Bensulfuron methyl
2.3  菌株降解特点

2.3.1  pH

120 mL的350 mg·L-1不同pH的选择培养基中，加入5 mL PSB07-6菌液，光照培养，5 d后测定残留量。图5表明，PSB07-6降解苄嘧磺隆的最适pH为6.5，在pH值6.5~7.5时，降解能力较高。
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图5  pH对PSB07-6降解苄嘧磺隆的影响

Fig.5  The effect of pH to PSB 07-6 degrading bensulfuron methyl
2.3.2  温度

120 mL的350 mg·L-1选择培养基中，加入5 mL PSB07-6菌液，不同温度下光照培养，5 d后测定残留量。图6表明，PSB07-6在3O ℃降解能力最好，温度过高或过低都显著影响菌株的降解能力，当温度低于10 ℃或高于40 ℃，菌株几乎丧失降解能力。
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图6  温度对PSB07-6降解苄嘧磺隆的影响

Fig.6 The effect of temperature to PSB 07-6 degrading bensulfuron methyl
3  讨论

通过富集培养法分离出苄嘧磺隆降解菌PSB07-6，常规鉴定和16SrDNA系统发育分析将其初步鉴定为Rhodopseudomonas palustris。在农药残留的降解菌研究中，光合细菌的研究报道相对较少，仅有光合细菌降解有机磷农药[7]、硫代磷酸酯类农药[13]的报道；由于光合细菌具有很好的促进作物生长和提高作物抗逆性作用[14],因此，筛选光合细菌降解菌具有良好的应用前景。

PSB07-6对高质量浓度的苄嘧磺隆具有较好的降解效果，在350 mg·L-1苄嘧磺隆的光合细菌培养液中培养5 d，降解率为23.05％。降解特性结果表明，该菌降解苄嘧磺隆的最佳条件与该菌最佳生长条件基本一致，表明该菌具有潜在的实际应用价值。
PSB07-6以苄嘧磺隆作为唯一碳源和能源，表明该菌可能以代谢的方式降解苄嘧磺隆。PSB07-6降解苄嘧磺隆的代谢途径和有关降解酶的研究，尤其是降解酶基因克隆和高效降解基因工程菌的构建将是下一步的工作方向。
4  结论

(1) 通过富集培养法分离出一株苄嘧磺隆降解光合细菌PSB07-6，常规鉴定结合和16S rDNA系统发育分析将其初步鉴定为沼泽红假单胞菌（Rhodopseudomonas palustris）。
(2)该菌株能够明显降解苄嘧磺隆，在350 mg·L-1苄嘧磺隆培养液中培养5 d，对苄嘧磺隆的降解率为25.03％。
(3)该菌株能以苄嘧磺隆作为唯一的碳源和氮源，最适降解条件为30 ℃、pH7.0。
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Isolation and identification of bensulfuron methyl degrading 
strain PSB07-6 and its degradation characteristics

Zhang Songbai1,2, Zhang Deyong1,2, Luo Xiangwen2, Yin Lebin1, Liu Yong1,2, Cheng Ju’e2, Zhu Chunhui2
1. Branch of Longping, Graduate College, Central South University, Changsha 410125, China;
2. Hunan Plant Protection Institute, Changsha 410125, China
Abstract: A photosynthetic bacterial strain capable of utilizing bensulfuron methyl as sole source of carbon and nitrogen was isolated by enrichment culture from wastewater and sludge of pesticides company. The strain was identified as Rhodopseudomonas palustris based on its morphology, physiology, photometric absorption and phylogenetic similarity of 16S rDNA sequences. The bensulfuron methyl residual quantity in photosynthetic bacterial media was analyzed accurately by HPLC (High Performance Liquid Chromatography). The result showed PSB07-6 could degrade 350 mg·L-1 Bensulfuron methyl up to 25.03％ in 5 d, the recoveries for the spiked medium with bensulfuron methyl were 105%~112%. The characteristics of bensulfuron methyl degrading by strain PSB07-6 was evaluated and the results showed 30 ℃、pH 6.5 were the optimum degrading conditions.
Key words: bensulfuron methyl; photosynthetic bacterium; growth conditions; biodegradation ratio

















































































































































































































































































































































































基金项目：国家高技术发展计划（863）项目（2006AA10Z401）；国家“十一五”科技支撑计划项目（2006BAD17B08, 2006BAD08A08）
作者简介：张松柏(1980年生)，男，助理研究员，博士研究生，主要从事农药降解微生物研究。E-mail:zsongb@sohu.com
收稿日期：2008-03-27(

