
摘 要：为了适应不同环境污染修复需要，分离更多有效的阿特拉津降解菌是十分必要的。鉴于此，本研究从河北省某农药厂排污

河中的废水中分离出一株以阿特拉津为唯一氮源生长的高效降解阿特拉津降解菌 CS3。经生理生化鉴定和 16S rRNA基因序列分
析，最终鉴定其为产脲节杆菌（Arthrobacter ureafaciens）。在 30 益和 pH 7的最适条件下，菌株 CS3能在 48 h内完全降解 50 mg·L-1的
阿特拉津，甚至能够在 6 d内将 500 mg·L-1的阿特拉津完全降解，表明该菌株对阿特拉津具有较好的降解性。菌株 CS3含有 trzN，
atzB，atzC 3个阿特拉津降解基因。菌株 CS3具有较宽的温度（10~37 益）和 pH（5~11）范围，且具有很好的耐碱性，为未来偏碱环境
中阿特拉津污染修复提供了良好的候选菌株。
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Isolation, identification, and characterization of atrazine-degrading bacterial strain CS3
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Abstract：Isolation of microbial resources from polluted environments used for soil remediation will be increasingly necessary in future agri原
culture. In view of this, atrazine-degrading bacterial strain CS3, which grows using atrazine as its sole nitrogen source, was isolated from the
effluent of a pesticide factory in Hebei Province. Based on its biochemical characterization and 16S rRNA gene sequence, strain CS3 was i原
dentified as Arthrobacter unreafaciences. Its optimum growth temperature and pH were 30 益 and 7.0, respectively. Under these conditions,
A . unreafaciences CS3 completely degraded 50 mg·L-1 atrazine within 48 h and 500 mg·L-1 within 6 days. A. unreafaciences CS3 contains
the atrazine-degrading genes trzN, atzB, and atzC and has good growth and atrazine degradation in the pH range 5~11.
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阿特拉津降解菌 CS3的分离鉴定及其降解特性的研究
杨晓燕，李艳苓，魏环宇，朱昌雄，李 峰，耿 兵 *

（中国农业科学院农业环境与可持续发展研究所，北京 100081）

阿特拉津（Atrazine）是一种被世界各地广泛应用
的三嗪类除草剂，可防除农业和森林中的阔叶杂草及

一些禾本科杂草[1-2]。虽然阿特拉津的杂草防除效果很
好，但是由于其具有淋溶性好、易扩散、迁移率高等特

点，导致其可以随排灌水和降水流失，进而对土壤[3-5]、

地表水和地下水[3，6-9]造成严重污染。此外，还有研究表
明阿特拉津是一种内分泌干扰物和致癌物，能够干扰

生物体内分泌系统，阻断正常的激素功能，导致先天

缺陷、生殖肿瘤、两栖类和人类体重减轻等，进而影响

生态平衡[10-11]。因此用生物法修复阿特拉津污染的环
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境受到广大研究工作者的密切关注并逐渐成为一个

研究热点。

目前，已经报道的能够降解阿特拉津的细菌包括

Pseudomonas sp. [12 -13]、Arthrobacter sp. [14 -15]、Acinetobac原
ter sp. [16]、Rhodococcus sp. [17-18]、Pseudaminobacter sp. [19]、
Nocardioides sp. [6]、Bacillus sp. [20]、Agrobacterium sp. [21-22]

等许多属。其中革兰氏阴性菌 Pseudomonas sp. ADP
和革兰氏阳性菌 Arthrobacter sp. TC1 是目前研究的
比较透彻的代表性菌株，前者对阿特拉津的降解是通

过降解基因 atzA、atzB、atzC、atzD、atzE和 atzF编码的
6个酶来完成，最终可以将阿特拉津完全矿化[23-24]；后
者则是由 trzN、atzB、atzC这 3个基因编码的酶催化完
成，最终只能将阿特拉津降解为氰尿酸[15]。

尽管目前对阿特拉津生物降解的研究已经取得

了显著的进步，但鉴于阿特拉津的应用范围及其毒

性，仍需要分离更多有效的降解菌以适应不同环境需

要。如 Ye等[25]在 2016年从中国东北的寒黑土壤中分
离到 Shewanella sp.菌株 YJY4，为寒冷地区的阿特拉
津污染修复提供新的候选菌株。本研究从河北省某农

药厂排污废水中分离出一株阿特拉津降解菌

Arthrobacter ureafaciens CS3，并对其生长降解特性和
相关基因等进行了分析。本研究分离的菌株 CS3具
有较好的耐碱性，丰富了阿特拉津降解的菌种资源并

为未来偏碱环境中阿特拉津污染修复提供了优良候

选菌株。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 水样来源

阿特拉津污染水样采集自河北省某农药厂排污

河中的废水。

1.1.2 试剂与培养基
阿特拉津标准样品和纯度 97%的阿特拉津原药，

购自北京百灵威科技有限公司。将阿特拉津原药溶解

在甲醇中配制成 10 000 mg·L-1的母液备用。氰尿酸（纯
度 98%）购自北京百灵威科技有限公司；用于高效液相
色谱分析的试剂均为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

无机盐基础培养基（MM）：NaCl 1.0 g、K2HPO4 1.5
g、KH2PO4 0.5 g、MgSO4 0.2 g，蒸馏水定容至 1 L，调节
pH至 7.0，121 益条件下灭菌 30 min。

LB培养基：胰蛋白胨 10 g、酵母粉 5 g、NaCl 10
g，蒸馏水定容至 1 L，调节 pH至 7.0，121 益条件下灭
菌 30 min。

1.2 方法
1.2.1 菌株的富集与分离

在无菌条件下取 10 mL阿特拉津污染废水水样
加入到含有 50 mg·L-1阿特拉津的 100 mL MM 中驯
化培养，每个样品 6次重复，30 益、150 r·min-1振荡培
养 7 d。然后取 10 mL培养液接种到 100 mL新鲜的培
养基中，并逐渐增加培养基中阿特拉津浓度。按相同

的富集培养方式培养，直至阿特拉津浓度增加到

1000 mg·L-1，驯化结束。同时将所有浓度的富集培养
物分别稀释 10 -1、10 -2、10 -3、10 -4、10 -5、10 -6、10 -7、10 -8

倍，各取 0.1 mL稀释液分别涂布于含有相应阿特拉
津浓度的 LB固体平板上，置于 30 益恒温培养箱中培
养。培养结束后，挑取 LB固体平板上不同形态特征
的单菌落，在 LB平板上连续划线纯化培养，得到纯
化菌株。

1.2.2 高效降解菌株的筛选
将得到的纯化菌株分别接种到 LB 液体培养基

中 30 益过夜培养。将培养液以 5000 r·min-1离心 3
min收集菌体，并用无菌水洗涤两次。接种 1 mL菌悬
液到含有 50 mg·L-1阿特拉津的 50 mL MM中，30 益、
150 r·min-1培养 7 d。用高效液相色谱法定量测定各
样品中阿特拉津的残留浓度，并计算降解率，从中筛

选出高效阿特拉津降解菌。

1.2.3 高效降解菌株的鉴定
根据常见细菌系统鉴定手册对菌株的形态和生

理生化特征进行鉴定[26]。菌株 16S rRNA基因的克隆
及序列分析参照如下步骤进行：（1）基因组 DNA的提
取按照北京全式金生物技术有限公司的细菌基因组

DNA提取试剂盒说明书进行；（2）采用 16S rRNA基
因通用引物 27F（5忆-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3忆）
和 1492R（5忆-GGTTACCTTGTTACGACTT -3忆），以基
因组 DNA为模板，进行 PCR扩增。扩增条件为：95 益
预变性 2 min，然后 95 益变性 30 s，58 益退火 30 s，72
益延伸 90 s，共 35个循环，最终 72 益延伸 10 min。使
用 1豫琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物大小并用北京全
式金生物技术有限公司的 EasyPure Quick Gel Ex原
traction Kit试剂盒纯化 PCR产物。纯化后的 PCR产
物由生工生物（上海）工程股份有限公司进行测序。通

过 NCBI网站上的 BLAST程序（https：//blast.ncbi.nlm.
nih . gov / Blast . cgi）将菌株 16S rRNA 基因序列与
GeneBank数据库中的已知序列进行比对，得出相似
性。使用 MEGA 6.0软件中的 Neighbor-Joining 法对
菌株的 16S rRNA 基因序列进行聚类分析 [27]，并构
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建系统进化树，用 Bootstrap 值进行检验，并重复
1000次。
1.2.4 外加碳氮源对菌株生长及降解阿特拉津效果的
影响

为了探究外加碳氮源对菌株 CS3生长和降解阿
特拉津的影响，本研究设立了四个不同处理，即在

MM中分别加入 50 mg·L-1阿特拉津作为唯一氮源，1
g·L-1蔗糖作为外加碳源（AT+C）；50 mg·L-1阿特拉津
作为唯一碳源，1 g·L-1的 NH4NO3作为外加氮源（AT+
N）；50 mg·L-1阿特拉津和 1 g·L-1的 NH4NO3作为氮
源，1 g·L-1蔗糖作为外加碳源（AT+CN）；只加入 50
mg·L-1阿特拉津作为唯一碳氮源（AT）。然后将 1 mL
浓度为 1伊108 CFU·mL-1的菌悬液接种到 100 mL 上
述四种培养基中，同时设立不接种菌液的样品为空白

对照。每个处理组设三个重复。将所有样品在 30 益、
180 r·min-1条件下振荡培养 48 h，每隔 12 h取样测
定样品中的菌浓度和阿特拉津的残留浓度，并计算阿

特拉津的降解率。

另外，为了研究不同碳源对菌株生长及降解阿特

拉津效果的影响，本研究分别在 MM中添加 1 g·L-1

葡萄糖、蔗糖、乳糖、柠檬酸钠作为外加碳源，然后将

pH调节至 7.0，121 益条件下灭菌 30 min。将 1 mL浓
度为 1伊108 CFU·mL-1的菌悬液接种到上述 100 mL
含有不同外加碳源的培养基中，并加入 0.5 mL浓度
为 10 000 mg·L-1的阿特拉津甲醇母液，使阿特拉津
的终浓度为 50 mg·L-1。同时设立没有添加外加碳源
的样品为空白对照。每个处理组设三个重复。将所有

样品在 30 益、180 r·min-1条件下振荡培养。分别在培
养 24 h和 48 h时取样测定样品中的菌浓度和阿特拉
津的残留浓度，并计算阿特拉津的降解率。

菌浓度测定方法：通过紫外分光光度计测定样品

在 600 nm处的吸光值（OD600）来表示，阿特拉津降解
率的计算参照方法 1.2.8进行。
1.2.5 环境因素对菌株生长及降解阿特拉津效果的影
响

为了研究不同的环境因素如 pH、温度、阿特拉津
浓度等对菌株生长及降解阿特拉津的影响，本研究分

别设置不同温度（4、10、20、30、37、45 益）、不同 pH值
（4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、12.0）和不同阿
特拉津浓度（5、25、50、75、100、200 mg·L-1）处理组。分
别将 1 mL浓度为 1伊108 CFU·mL-1的菌悬液接种到
100 mL含 1 g·L-1蔗糖的 MM中，并加入 0.5 mL浓度
为 10 000 mg·L-1的阿特拉津甲醇母液，使阿特拉津

的终浓度为 50 mg·L-1。同时设立不接种菌液的样品
为空白对照，每个处理组设三个重复。将所有样品在

30 益（不同温度实验除外）、180 r·min-1条件下振荡培
养。分别在培养 24 h和 48 h时取样测定样品中的菌
浓度和阿特拉津的残留浓度，并计算阿特拉津的降解

率。

1.2.6 阿特拉津降解基因的检测
参考前人报道的 atzA、atzB、atzC、atzD、atzE、atzF、

trzD和 trzN基因引物序列[23，28-30]，以菌株 CS3的基因
组 DNA为模板对上述 8种降解基因进行 PCR扩增。
扩增条件为：95 益预变性 5 min，然后 94 益变性 1
min，最佳退火温度退火 60 s，72 益延伸 2 min，共 35
个循环，最终 72 益延伸 10 min。使用 1豫琼脂糖凝胶
电泳检测 PCR产物，并由生工生物（上海）工程股份
有限公司进行测序。将测序结果通过 NCBI网站上的
BLAST程序（https：//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）与
GeneBank数据库中已知序列进行同源性比对。
1.2.7 菌株的生长及降解曲线

将 1 mL浓度为 1伊108 CFU·mL-1的菌悬液接种
到 100 mL含 1 g·L-1蔗糖的 MM中，然后加入 0.5 mL
浓度为 10 000 mg·L-1的阿特拉津甲醇母液，使阿特
拉津的终浓度为 50 mg·L-1。将样品分别在 30 益、180
r·min-1条件下振荡培养。每隔 6 h取样并测定样品中
的菌浓度、阿特拉津的残留浓度和氰尿酸浓度。每个

处理设三个重复。

1.2.8 阿特拉津和氰尿酸的测定
将培养液与二氯甲烷以 1颐2 的比例混合萃取 3

次，合并有机相。将合并的有机萃取液放入圆底烧瓶

中，用旋转蒸发仪将液体浓缩并蒸发至干，最后用色

谱纯的甲醇溶液调节体积。之后将样品通过 0.22 滋m
尼龙膜过滤，并装进样瓶中备用。

采用 HP1050型高效液相色谱（HPLC）仪检测阿
特拉津和氰尿酸的浓度。阿特拉津检测的液相条件

为：反相 C18色谱柱（4.6 mm伊250 mm，5 滋m），流动相
配比为甲醇颐水=70颐30（V /V），流速为 0.8 mL·min-1，可
变波长紫外检测器，检测波长为 225 nm，柱温：40 益，
进样量：10 滋L。氰尿酸检测的液相条件为：Thermo氨
基色谱柱（4.6 mm伊250 mm，5 滋m），流动相配比为甲
醇颐0.1%NH3·H2O=70颐30（V /V），流速：1.0 mL·min-1，可
变波长紫外检测器，检测波长为 215 nm，柱温：30 益，
进样量：10 滋L。

根据 HPLC测定的结果，计算阿特拉津的降解
率，计算公式如下：
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X=（CCK-CX）/CCK伊100%

式中：X 为阿特拉津的降解率，%；CX为阿特拉津的终
浓度，mg·L-1；CCK为阿特拉津的初始浓度，mg·L-1。
1.3 数据分析统计方法

实验结果用平均值和标准差来表示。采用软件

SPSS 21.0对数据进行单因素方差分析（ANOVA）和
相关性分析以确定所有处理组之间的差异。设定 P<
0.05为显著性差异。利用 Origin 9.0软件进行作图。
2 结果与分析

2.1 高效阿特拉津降解菌的分离及鉴定
经分离纯化，最终筛选出 1株高效阿特拉津降解

菌，命名为菌株 CS3。菌株 CS3为革兰氏阳性菌，在
LB平板上的菌落形态特征为菌落边缘整齐，表面凸
起，呈金黄色，不透明，粘稠，光滑的圆形菌落。菌株

CS3的菌体形态特征如图 1所示，在培养过程中有明
显的杆、球变化特征，培养 2 d的幼龄菌体呈长杆状，
培养 6 d后的老龄菌体则呈球状或短杆状。菌株 CS3
不水解淀粉，不产 H2S和吲哚，氧化酶阴性，甲基红试
验、V-P试验、硝酸盐还原试验均为阴性；接触酶阳
性，能够产氨。

通过 PCR扩增得到菌株 CS3的 16S rRNA基因
序列长度为 1394 bp（GenBank登录号为 MF612193）。
通过 NCBI的 BLAST 程序与已知序列比对可知，菌
株 CS3 与产脲节杆菌（Arthrobacter ureafaciens）的
16S rRNA基因序列同源，相似性在 99%以上；与其余
多株节杆菌属细菌的 16S rRNA基因序列亦同源，相

似性都在 97%以上。菌株 CS3的系统发育树（图 2）遗
传距离显示菌株 CS3与 Arthrobacter ureafaciens 的亲
缘关系最近，并与其聚集在同一个分支上。结合其形

态特征及生理生化特征，将菌株 CS3初步鉴定为产
脲节杆菌（Arthrobacter ureafaciens）。
2.2 外加碳氮源对菌株生长及降解阿特拉津效果的
影响

图 3显示了外加碳氮源对菌株 CS3生长的影响
和菌株 CS3降解阿特拉津的影响。在整个培养过程
中，处理组（AT+CN）和（AT+C）中菌株 CS3的菌浓度
都显著高于（AT+N）和（AT）处理组（P<0.05）。处理组
（AT+N）和（AT）中的菌株 CS3的菌浓度增长微弱，且
这两个处理组之间无显著性差异（P<0.05）。以上结果
表明外加碳源能够明显促进菌株 CS3的生长，外加

左图为培养 2 d的幼龄菌体；右图为培养 6 d的老龄菌体
The left image represents young cells cultivated for 2 d；The right im原

age represents aged cells cultivated for 6 d
图 1 菌株 CS3的扫描电镜图（伊20 000倍）

Figure 1 Scanning electron micrograph of strain
CS3（伊20 000 times）

采用邻近法进行计算（bootstrap number = 1000），误差棒代表每个核苷酸的碱基置换率为 0.005
The calculations were performed according to a neighbour-joining analysis（bootstrap number = 1000），

and the bar indicates 0.005 substitution per nucleotide position
图 2 基于 16S rRNA基因序列构建的菌株 CS3的系统发育树

Figure 2 Phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene sequences of strain CS3

Arthrobacter ureafaciens DSM 20126T（X80744）
Arthrobacter ureafaciens NCT（NR029281）

CS3
Arthrobacter nicotinovorans DSM 420T（NR026194）

Arthrobacter histidinolovorans DSM 20115T（NR026234）
Arthrobacter bambusae THG-GM18T（NR133968）

Arthrobacter gyeryongensis DCY72T（NR133699）
Arthrobacter luteolus CF-25T（AJ243422）

Arthrobacter nitroguajacolicus G2-1T（NR027199）
Arthrobacter aurescens DSM 20116T（X83405）

Micrococcus terreus V3M1T（NR116649）
0.005

9951
45

99
88

89

100
100

1152



2018年 6月

100
80
60
40
20
0

时间/h
0 12 24 36 48 60

a

bcb c

c

b

aa
aa
aa

a
c b

b

OD600表示菌浓度。不同的小写字母表示不同处理
之间存在显著性差异（P<0.05）

OD600 represent concentrations of strain CS3. Different lowercase letters
indicate significant difference（P<0.05）between the treatments

detected by ANOVA test
图 3 外加碳氮源对菌株 CS3生长及阿特拉津降解的影响
Figure 3 Growth and atrazine degradation of strain CS3 with

exogenous carbon or nitrogen sources

OD600表示菌浓度。不同的小写字母表示不同处理之间
存在显著性差异（P<0.05）

OD600 represent concentrations of strain CS3. Different lowercase letters
indicate significant difference（P<0.05）between the treatments detected

by ANOVA test

氮源对其生长影响不大，并且菌株 CS3能够利用阿
特拉津作为唯一氮源生长，不能利用其作为唯一碳源

生长。培养 36 h之前，处理组（AT+CN）和（AT+C）中
的阿特拉津降解率均显著高于处理组（AT+N）和
（AT）。36 h之后所有处理组中的阿特拉津基本都被
完全降解，各处理组之间无显著性差异，表明外加碳

源或氮源对阿特拉津降解率的影响并不大。

外加不同碳源对菌株 CS3生长的影响如图 4所
示。在整个培养过程中，在含有外加蔗糖的处理组中

菌株 CS3的菌浓度都明显高于其他处理组；其次为
乳糖。葡萄糖处理组中的菌株生长最慢，与对照组之

间无显著性差异。以上结果表明外加蔗糖、乳糖和柠

檬酸钠均会明显促进菌株 CS3的生长，其中最佳外
加碳源为蔗糖。葡萄糖对菌株 CS3的生长无显著影
响。图 4还显示了外加不同碳源对菌株 CS3降解阿
特拉津的影响。在培养 24 h时，在含有外加蔗糖的处
理组中菌株 CS3对阿特拉津的降解效果最好且显著

高于其他处理组，其次为乳糖。培养 48 h之后，外加
蔗糖、乳糖和柠檬酸钠的 3个处理组中阿特拉津降解
率均达到 95%以上，无显著性差异。此时葡萄糖处理
组中菌株 CS3 对阿特拉津的降解率最低，仅为
29.53%，甚至远低于对照组的 83.04%。综上可知，外
加葡萄糖会抑制菌株 CS3对阿特拉津的降解，外加
蔗糖、乳糖和柠檬酸钠则均会促进菌株 CS3对阿特
拉津的降解。

2.3 环境因素对菌株生长及降解阿特拉津效果的影响
图 5显示了不同 pH值、不同温度和不同阿特拉

津浓度对菌株 CS3 生长及降解阿特拉津效果的影
响。当 pH值为 7时菌株 CS3的生长最好，对阿特拉
津的降解率也最高。当 pH为 6时，菌株生长及对阿
特拉津的降解都受到较大影响，48 h后的阿特拉津降
解率下降为 58.90%。当 pH低于 4时，菌株几乎不能
生长，48 h后对阿特拉津的降解率低于 20%，表明该
菌株不适宜在酸性环境降解阿特拉津。当 pH为 11
时，菌株仍能较好地生长，48 h后对阿特拉津的降解
率依然保持在 90%以上。当 pH为 12时，菌株生长及
对阿特拉津的降解则会受到较大影响，48 h后对阿特
拉津的降解率为 31.40%。由此可知菌株CS3能够生
长和降解阿特拉津的 pH范围在 5~11之间，范围很
宽且具有较好的耐碱性，偏碱性环境对阿特拉津的

降解效果影响不大。因此该菌株可以作为未来偏碱

环境中修复阿特拉津污染的优良候选菌株。

温度过高或过低会抑制阿特拉津降解菌的生长，

图 4 外加不同碳源对菌株 CS3生长及阿特拉津降解的影响
Figure 4 Growth and atrazine degradation of strain CS3 with

different carbon sources
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24 h OD600 48 h OD600 24 h降解率 48 h降解率
不同小写字母表示不同处理之间存在显著性差异（P<0.05）

Different lowercase letters are different significantly between
different treatments（P<0.05）

图 5 不同环境条件对菌株 CS3生长及阿特拉津降解的影响
Figure 5 Growth and atrazine degradation by strain CS3 under

different culture conditions

同时影响阿特拉津降解菌代谢和降解酶活性[31]。由图
5可知，菌株 CS3生长和降解阿特拉津的最佳温度为
30 益，在温度范围为 10~37 益之间，具有一定的生长
和降解能力。当温度低于 4 益或高于 45 益时，菌株
CS3几乎不能生长。显著性分析表明在实验温度条件
下菌株 CS3的生长与对阿特拉津的降解率之间存在
极显著相关性（R=0.959**）。

由图 5可知，当阿特拉津浓度为 5 mg·L-1时，菌

株 CS3的浓度基本保持不变，OD600的值没有明显增
加，原因可能是低浓度阿特拉津不能够为菌株生长提

供足够的营养。阿特拉津浓度在 5~50 mg·L-1之间时，
OD600的值随着阿特拉津浓度的增高而逐渐增加。当
阿特拉津浓度超过 50 mg·L-1后，OD600值开始下降，
推测可能是因为高浓度的阿特拉津会对菌株 CS3的
生长产生抑制作用。当阿特拉津浓度高于 75 mg·L-1

时，由于其低水溶性（33 mg·L-1）而不能完全溶解在培
养基中，因此之后未测定 OD600的值。培养 24 h时，随
着阿特拉津浓度的升高，降解率逐渐降低。培养 48 h
后，只有阿特拉津浓度为 200 mg·L-1处理组的阿特拉
津降解率为 96.15%，其余处理组阿特拉津降解率都
达到 98.81%以上，且与其余处理组之间都存在显著
性差异。但在试验最高浓度（200 mg·L-1）以内，阿特拉
津的降解率最终不会受到太大影响。另经实验证明，

菌株 CS3能在 6 d内将 500 mg·L-1的阿特拉津降解
完全（数据未显示）。综上可知，菌株 CS3对低浓度和
高浓度的阿特拉津都具有较好的降解能力。

2.4 阿特拉津降解基因的检测
通过 PCR扩增，分别获得 444 bp的 trzN基因、

537 bp的 atzB基因和 630 bp的 atzC基因。尽管本研
究还尝试了用不同的扩增条件和引物去扩增其他 5
种降解基因，但是最终都未成功（图 6）。将序列测序
后与 GenBank数据库中的序列比对，结果显示本研
究获得的基因 trzN（GenBank登录号 MF774327）分别
与 Arthrobacter sp.SD41（KP994319）[32]和 Arthrobacter
sp . C3（KR263873）[ 33 ]的 trzN 基因同源性分别为
100%、99%。基因 atzB（GenBank 登录号 MF774328）
和 atzC（GenBank 登录号 MF774329）分别与Arthro-

M1：DL 2000 DNA marker；N：trzN；A：atzA；B：atzB；
M2：DL 5000 DNA marker；C：atzC；D：atzD；E：atzE；F：atzF；T：trzD

图 6 1%琼脂糖凝胶电泳检测菌株 CS3的阿特拉津降解基因
Figure 6 Agarose gel electrophoresis（1%）detection of atrazine-

degrading genes of strain CS3
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bacter aurescens TC1（AY456696）[34]的 atzB 和 atzC 基
因的同源性分别为 98%和 99%。
2.5 菌株的生长及降解曲线

从图 7可以看出，12 h内 OD600的值增加缓慢，对
阿特拉津的降解效果也不明显，可能因为前 12 h菌
株 CS3处于延滞期，对于环境需要一个适应的过程。
从 12 h开始菌株进入对数生长期，OD600的值增长迅
速，其对阿特拉津的降解速度也相应加快。到 48 h时
菌株 CS3进入生长稳定期，OD600的值基本保持不变，
此时阿特拉津也被降解完全。在整个降解过程中，氰

尿酸的浓度变化与阿特拉津浓度变化趋势完全相反，

从 12 h至 36 h之间浓度急剧增加，到 48 h后保持在
30 mg·L-1左右不再增加。相关性分析也表明，菌株的
生长与阿特拉津的降解之间具有极显著正相关性

（R=0.991**），而氰尿酸浓度与阿特拉津浓度之间具
有极显著负相关性（R=-0.989**）。此外，阿特拉津的
初始平均摩尔浓度等于累积的氰尿酸的平均摩尔浓

度。以上结果表明，阿特拉津的降解和菌株的生长基

本同步。结合菌株 CS3降解基因的检测结果，推测菌
株 CS3可能只能降解阿特拉津为无毒的氰尿酸，而
不能进一步代谢氰尿酸为 CO2和 NH3。

3 讨论

目前已经报道了许多从不同地方分离到的属于

节杆菌属的阿特拉津降解菌，如菌株 HIM[35]、GZK-1[1]、
KU001 [36]、TC1 [34]、ADH -2 [37]、AD26 [38]、MCM B -436 [39]、
AG1[40]、FM326[41]等。另有许多报道指出，该属细菌能
够降解许多其他有机污染物，如苯胺、苯酚、石油、有

机磷农药等[15，39]。这些工作显示出节杆菌属菌株在污

染位点生物修复方面具有巨大潜力。

研究报道多数阿特拉津降解菌能够以阿特拉津

为氮源进行生长并将它降解[14，38，42-44]，因此外加氮源会
抑制多数菌株对阿特拉津的利用和降解[45]，对外源氮
源不敏感的阿特拉津降解菌的报道很少。本研究中菌

株 CS3也能够利用阿特拉津为唯一氮源，但是外加
氮源对其生长和降解阿特拉津没有太大影响，具体原

因还在进一步研究中。

本研究中，外加蔗糖、乳糖和柠檬酸钠能够促进

菌株 CS3的生长及对阿特拉津的降解，外加葡萄糖
则会抑制其对阿特拉津的降解。不同外加碳源对不同

阿特拉津降解菌的影响不同。在某些情况下，外加碳

源甚至可以抑制阿特拉津的降解。前人研究报道，外加

蔗糖和葡萄糖能显著促进菌株 ADH-2的生长，但对
阿特拉津的降解表现出显著的抑制，而淀粉对其生长

和阿特拉津降解均表现出促进效应[37]。Wang等[43]研
究表明加入蔗糖、柠檬酸钠或半乳糖可显著促进菌

株DAT1的生长，蔗糖是其生长最适合的碳源。然而，
Wang等[46]2011年发现加入蔗糖并没有加速菌株HB-
5对阿特拉津的降解。李绍峰等[47]研究发现降解菌株
L-6可以利用葡萄糖、果糖和柠檬酸钠生长，不能利
用蔗糖、乳糖和淀粉。因此，不同阿特拉津降解菌的生

长及对阿特拉津的降解依赖于有机物质的类型[42]。
与许多菌株，如菌株 HB-5[46]、DNS10[42]、T3AB1[48]、

X-4[49]、FM326[41]等相比，菌株 CS3能够生长并降解阿
特拉津的 pH 范围更宽。菌株 CS3 降解阿特拉津的
pH范围不仅很宽，且具有一定的嗜碱性，在 pH值为
11的条件下，也具有很高的降解特性，这对于未来偏
碱环境中修复阿特拉津提供了更好的选择。

已经分离到的节杆菌属阿特拉津降解菌株中，除

AD1 [14]、MCMB436 [39]、C3 [33]外，许多其他 Arthrobacter
sp.菌株都含有 trzN、atzB、atzC 基因。菌株 CS3 中包
含的阿特拉津降解基因组合与许多已经报道的节杆

菌菌株如 SD41 [32]、TC1 [34]、ADH-2 [37]、AD26 [38]、X-4 [49]、
KU001 [36]、DNS10 [42]、DAT1 [43]等含有相同的基因组合
（trzN-atzBC）。结合前人报道的阿特拉津降解基因及
降解途径的研究报道[23-24]，初步推测其只能将阿特拉
津降解为无毒的氰尿酸，而不能完全将阿特拉津矿

化。菌株 CS3降解阿特拉津的实验结果也显示，当阿
特拉津被降解时会积累氰尿酸，且阿特拉津的初始平

均摩尔浓度等于累积的氰尿酸的平均摩尔浓度。因此

可以推测菌株 CS3通过 trzN-atzB-atzC代谢途径，经
水解脱氯和脱烷基化，将阿特拉津转化为氰尿酸，但

OD600表示菌浓度
OD600 represent concentrations of strain CS3

图 7 菌株 CS3的生长曲线及阿特拉津降解曲线
Figure 7 Growth curve of strain CS3 and atrazine degradation
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不能进一步催化三嗪环的裂解，使氰尿酸进一步降解

为 CO2和 NH3[1，50-51]。
菌株 CS3具有较好的降解性，对低浓度和高浓

度阿特拉津都具有较好的降解能力。其降解速率远

高于 Zhang 等 [31]筛选的菌株 N1 以及 Vaishampayan
等 [39]报道的菌株 MCM B-436，前者 96 h将 20 mg·L-1

阿特拉津降解 66.4%，后者 30 h将 25 mg·L-1阿特拉
津完全降解。

目前本研究只是在实验室条件下进行，下一步将

重点研究其在生态环境中的实际应用效果及特性，为

进一步提高其实际应用效果提供基础。此外，关于菌

株 CS3与其他降解菌之间是否存在共存互作以及相
互之间的互作机制也在进一步研究当中。

4 结论

（1）从河北某农药厂排污河中的废水中分离出
一株以阿特拉津为唯一氮源生长的高效降解阿特拉

津降解菌 CS3。经生理生化鉴定和 16S rRNA基因序
列分析，将其鉴定为产脲节杆菌（Arthrobacter ureafa原
ciens）。
（2）菌株 CS3 含有降解基因 trzN、atzB、atzC，能

够将阿特拉津降解为无毒的氰尿酸。

（3）在最适条件（30益，pH为 7）下，菌株 CS3 能
在 48 h内完全降解 50 mg·L-1的阿特拉津。甚至能够
在 6 d内将 500 mg·L-1的阿特拉津完全降解，表明该
菌株具有很好的降解能力。

（4）菌株 CS3生长和降解阿特拉津的温度和 pH
范围较宽，分别为 10~37 益和 5~11，显示出较好的环
境生存能力及较好的生物修复潜力。此外，菌株 CS3
生长和降解阿特拉津的 pH范围表明该菌株具有较
好的耐碱性，为未来偏碱环境中阿特拉津污染修复提

供了良好的候选菌株。
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