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农药降解菌的筛选及应用评价
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摘要 ：采用富集驯化、分离纯化法从受农药污染的土样和水样中筛选分离得到1株农药降解菌
NBL-B0078，并通过形态学和生理生化特征，以及16S rRNA基因序列分析进行鉴定，同时，考察了
其对作物的安全性，及对土壤和萝卜中农药残留的降解能力。 结果表明，菌株NBL-B0078对百菌
清、敌敌畏、高效氯氰菊酯、2,4-滴、烯酰吗啉具有良好的降解能力，降解率分别达到100%、63.64%、
75.00%、69.23%和83.54%；经分子鉴定，NBL-B0078为枯草芽孢杆菌斯氏亚种（Bacillus subtilis
subsp. spizizenii）。 该降解菌株能够显著降低土壤和萝卜中农药残留量，是一株具有良好开发前景
的农药降解菌。
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Screening and application evaluation of pesticide degrading strain
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Abstract: A pesticide degrading strain NBL-B0078 was isolated from soil and water contaminated with pesticides by

enrichment domestication, isolation and purification. It was identified by morphological, physio-biochemical, 16S rRNA

sequence analysis. And the safety of NBL-B0078 to crops and its abilities to degrade pesticide residues in soil and radish

were investigated. The rusults showed that strain NBL-B0078 had good degradation ability, the degradation rates to

chlorothalonil, dichlorvos, beta-cypermethrin, 2,4-D and dimethomorph were 100% , 63.64% , 75.00% , 69.23% and

83.54%, respectively. After molecular identification, strain NBL-B0078 was identified as Bacillus subtilis subsp. spizizenii.

The degrading strain could significantly reduce pesticide residues in soil and radish, and it had good development prospect.

Key words: pesticide degrading strain; Bacillus subtilis subsp. spizizenii; pesticide residue; chlorothalonil; screen

我国是农业大国，在农产品的种植过程中，农
民通常会选择使用农药来防御病虫害，提高农作物
收成，增加经济收益[1-2]。但农药的不合理使用，会阻
碍农作物正常生长，导致土壤肥力下降，造成农药
残留，危害人体健康等[3-5]。因此，如何降解农产品和
环境中的农药残留已成为世界各国的研究热点。
目前，农药残留的去除方法主要有物理法[6]、化

学法[7]、生化法[8]和微生物降解法[9]。其中，微生物降
解法可以大幅度降低果蔬等农产品中农药残留量，
而且不会对环境造成二次污染 [10]。Maria等[11]从土
壤中筛选出克氏杆菌，发现其对氟乐灵的降解率达
24.6%；丁海涛等[12]从活性污泥富集培养基中分离筛
选得到菌株qw5，发现其对青菜中残留的拟除虫菊
酯类杀虫剂具有明显的去除效果；刘智等[13]研究发
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现，利用甲基对硫磷降解菌DLL-E4开发的酶制剂对
甲胺磷、辛硫磷和毒死蜱的降解率分别为23.0%、
67.8%、32.3%；田颖等[14]研究发现，多粘类芽孢杆菌
对农药残留降解作用最强，其对氟啶胺、六六六、五
氯硝基苯、毒死蜱、滴滴涕的降解率分别为86.90%、
88.89%、79.88%、86.12%和86.67%。使用微生物降解
农药具有非常好的应用前景，因此，筛选具有不同
功能的农药降解菌，为后续构建具有协同作用的农
药降解微生物菌群奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料
1.1.1 试验样品
试验共采集样品14份。其中，9份土样采自于农

药厂周边土壤、植物根际土壤和非根际土壤，5份水
样采自于该厂区的排水口。样品采集后将其保存于
保鲜袋中并带回实验室进行处理。
1.1.2 培养基及组成成分

LB培养基：葡萄糖10 g/L、蛋白胨10 g/L、酵母膏
5 g/L、氯化钠5 g/L，pH为7.0。以农药为唯一碳源的
无机盐培养基：硫酸铵1 g/L、磷酸氢二钾1.5 g/L、磷
酸二氢钾0.5 g/L、七水硫酸镁0.1 g/L、氯化钠1 g/L。
以农药为唯一磷源的无机盐培养基：葡萄糖10 g/L、
硫酸铵1 g/L、氯化钾1 g/L、七水硫酸镁0.1 g/L、氯化
钠1 g/L。以农药为唯一碳源和磷源的无机盐培养基：
硫酸铵1 g/L、氯化钾1 g/L、七水硫酸镁0.1 g/L、氯
化钠1 g/L。相应的固体琼脂培养基，需加化学纯琼
脂20 g/L。将培养基分装后，于121℃、0.106 MPa下灭
菌20 min，备用。
1.1.3 试验产品
百菌清可湿性粉剂，江西中迅农化有限公司；

敌敌畏乳油，山东大成农化有限公司；烯酰吗啉水
分散粒剂，陕西海容德植物激素研发中心有限公
司；2,4-滴可溶粉剂，四川润尔科技有限公司；高效
氯氰菊酯乳油，山东恒利达生物科技有限公司。
1.2 试验方法
1.2.1 农药降解菌分离纯化及筛选方法
取10 g土壤样品或水样加入到含不同农药的富

集培养基（起始农药质量浓度为50 mg/L）中，置于
30℃、150 r/min摇床振荡培养。待培养液浑浊后转接
入含高浓度农药的富集培养基中，直至质量浓度提
高至300 mg/L。取最后一次富集驯化的培养液用平
板稀释法涂布于含300 mg/L农药的固体琼脂培养基
上，30℃培养，直至长出单菌落。用接种环挑取生长

快、菌落规则的单菌落。在对应的固体琼脂培养基
平板上划线分离，30℃培养，重复划线2～3次，直至
长出长势良好的单菌落，进行斜面保存。
1.2.2 农药降解菌的降解效率测定方法
选取分离筛选得到的降解效果好的农药降解

菌进行液体培养，将百菌清、敌敌畏、高效氯氰菊
酯、2,4-滴、烯酰吗啉配制成质量浓度为50 g/L的复
合农药母液。设空白组、对照组和样品组，其中，空
白组只含LB液体培养基100 mL，对照组在100 mL
LB液体培养基中加入1 mL复合农药母液，样品组在
100 mL LB液体培养基中加入1 mL复合农药母液，
同时接种初筛菌株菌液1 mL。对所有试验组进行摇
瓶培养，温度为30℃，转速150 r/min，培养时间2 d。
2 d后取样，进行样品检测。

农药降解率/%=（1-样品组实测残留量对照组实测残留量）×100

1.2.3 农药降解菌的鉴定方法
农药降解菌的形态特征鉴定：将分离筛选得到

的农药降解菌进行菌体菌落特征的观察，并进行结
晶紫染色，镜检。

生化鉴定：对农药降解菌株使用专利产品HBI
微生物生化鉴定条进行测定。

16S rRNA基因扩增分析：参照细菌基因组提取
试剂盒（天根）操作步骤，提取细菌基因组。上游引物
27F（5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'）、下游引
物 1492R（5'-TACGACTTAACCCCAATCGC-3'）。
PCR反应体系采用30 μL体系，DNA模板1 μL、上游
引物1 μL、下游引物1 μL、2×PCR mix 15 μL、ddH2O
12 μL。PCR反应条件：94℃预变性5 min；94℃变性
30 s，55℃退火30 s，72℃延伸1 min 10 s，共35个循环；
72℃最终延伸10 min。细菌基因组进行序列测定，测
序结果在NCBI中进行Blast比对，并构建系统发育树。
1.2.4 安全性评价方法
安全性评价试验选用黄瓜种子进行。将种子在

质量分数2%的菌液及蒸馏水中浸泡10 min，然后用
蒸馏水进行冲洗，均匀放置于铺好湿滤纸的培养皿
中，恒温培养，温度为24℃。分别记录处理组与对照
组的种子发芽数、须根数量、根长。通过观察种子发
芽的延迟程度和幼苗的生长情况判断安全性。
1.2.5 土壤、萝卜中农药残留测定方法

发酵液的制备：使用常规LB培养基活化和发
酵，30℃、180 min条件下发酵24 h。产孢率大于95%，
活菌数为5亿CFU/mL。
选用百菌清、烯酰吗啉、敌敌畏、高效氯氰菊酯
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等4种市售农药，供试材料为红心萝卜。选择平整健
康地块，利用果实膨大期萝卜进行农药降解菌剂的
效果研究。试验设空白组（A）和处理组（B），A喷施4
种农药后，浇灌清水；B喷施4种农药后，喷施农药降
解菌发酵液。
试验于2021年8月17日进行整地播种，期间正

常田间管理。2021年11月25日，第1次喷施4种农药
的混合液，按照产品说明书最大推荐量的2倍喷施；
2021年12月1日，第2次喷施4种农药的混合液，处理
组喷施农药降解菌剂，对照组喷施等量清水；2021
年12月10日，采集萝卜和土壤样品，置于冰盒，送
检，测定百菌清、烯酰吗啉、敌敌畏、高效氯氰菊酯4
种农药残留。

2 结果与分析

2.1 农药降解菌分离筛选
对单一农药的无机盐固体培养基初筛获得

164株菌株，结合含混合农药的固体琼脂培养基平
板复筛结果，获得4株降解效果良好的菌株，分别
编号NBL-B0076、NBL-B0078、NBL-B0130和NBL-
B0131，见图1。

菌株NBL-B0076呈圆形，波浪形边缘，白色，表
面粗糙无光泽，内部黏液状，台状凸起形似火山，湿
润；菌株NBL-B0078形状不规则，锯齿状边缘，乳白
色，不透明，表面粗糙无光泽，胶质扁平，黏稠；菌株
NBL-B0130呈圆形，波浪形边缘，白色，表面粗糙无
光泽，台状凸起形似火山，湿润；菌株NBL-B0131形
状不规则，锯齿状边缘，乳白色，不透明，表面粗糙
有光泽，胶质扁平，黏稠。
2.2 农药降解菌的降解效率
对分离筛选得到的4株降解效果良好的农药

降解菌进行液体培养，并测定其降解效率。结果见
图2。4株菌株对百菌清的降解率均为100%；菌株
NBL-B0078对2,4-滴的降解率最高，为69.23%；菌株

NBL-B0130对敌敌畏、高效氯氰菊酯降解率较高，
分别为78.79%和85.29%；菌株NBL-B0131对烯酰吗
啉降解率最高，为85.08%。综合来看，菌株NBL-B0078
对农药的降解效果较好，对百菌清、敌敌畏、高效氯
氰菊酯、2,4-滴和烯酰吗啉的降解率分别达到100%、
63.64%、75.00%、69.23%和83.54%。

2.3 农药降解菌NBL-B0078鉴定
2.3.1 农药降解菌NBL-B0078形态特征
菌株NBL-B0078菌落形态呈胶质扁平，乳白色，

形状不规则，不透明，粗糙无光泽，边缘呈锯齿状，
质地黏稠。在光学显微镜下观察，菌体形态呈典型
的芽孢杆菌特征，细胞呈直杆状，芽孢中生或亚端
生（图3）。

2.3.2 农药降解菌NBL-B0078生化鉴定
对菌株NBL-B0078使用HBI微生物生化鉴定条

进行测定。结果显示，厌氧生长、D-甘露醇、明胶液
化、pH 5.7生长、V-P试验，以及硝酸盐还原和淀粉水
解试验均呈阳性反应，柠檬酸盐、丙酸盐、D-木糖、L-
阿拉伯糖、7%氯化钠生长试验呈阴性反应。
2.3.3 农药降解菌NBL-B0078分子鉴定
对菌株NBL-B0078进行序列测定，测序结果通

过NCBI中的Blast进行比对。结果发现，NBL-B0078
菌株的16S rRNA序列与Bacillus sp.的16S rRNA序
列相似度达100%，该菌株为芽孢杆菌属。构建基于
16S rDNA序列的系统发育树（图4），结果发现，菌株
NBL-B0078与枯草芽孢杆菌斯氏亚种JS-4（Bacillus
subtilis subsp. spizizenii）亲缘关系较近。
2.4 农药降解菌NBL-B0078安全性评价
采用市售黄瓜种子进行安全性试验，测定发芽

率、主根长及须根数，结果如表1所示。经NBL-B0078

图 1 平板复筛中 4 株降解效果良好的菌株

图 2 不同菌株对 5 种农药的降解效果

图 3 菌株 NBL-B0078 菌体菌落形态特征图B0078

B0131

B0130

B0076
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菌液浸泡后，其发芽率、平均须根数和平均主根长
与对照相比均呈现不同程度的增加。综合来看，

NBL-B0078菌株对植物安全，且对黄瓜种子发芽率
具有促进作用，显著促进黄瓜根部生长。

图 4 菌株 NBL-B0078 的系统进化树分析

农药名称
土壤中农药残留/(mg/kg) 萝卜中农药残留/(mg/kg)

空白组 处理组 空白组 处理组

百菌清 48.400±3.900 10.800±0.700 0.529±0.003 0.148±0.001

烯酰吗啉 0.100±0.001 0.016±0.001 0.004±0 未检出

敌敌畏 0.043±0.003 未检出 1.910±0.070 0.540±0.040

高效氯氰菊酯 0.023±0.004 未检出 未检出 未检出

表 2 NBL-B0078 菌剂对土壤和萝卜中农药残留的降解影响

2.5 对土壤、萝卜中农药残留降解影响
由表2可以看出，与空白组（喷施4种农药后

浇灌清水）相比，处理组（喷施4种农药后浇灌
NBL-B0078发酵液）土壤中百菌清、烯酰吗啉、高效

氯氰菊酯和敌敌畏残留量显著降低，其中，百菌清
残留量下降77.69%，烯酰吗啉残留量下降84.00%，
敌敌畏和高效氯氰菊酯残留量下降100%。说明施用
微生物菌剂能够明显降低土壤中农药的残留量。

与空白组相比，处理组萝卜中百菌清、烯酰吗
啉和敌敌畏分别下降72.02%、100%、71.73%；高效
氯氰菊酯未检出可能是因为自然降解速度较快导
致其无法检出。

处理 发芽率/% 平均根须数/根 平均主根长/cm

空白对照 66.7±3.17a 2.10±0.46b 2.22±0.38b

NBL-B0078 85.7±3.28a 7.82±2.93a 4.41±0.53a

表 1 NBL-B0078 对黄瓜种子的安全性评价

3 讨论

农药的过度或不合理使用造成的农药残留，不
仅带来了一系列环境污染等问题，而且也对土壤微
生态环境产生了一定影响[15-18]。目前，以微生物修复
为主要手段的农残降解技术逐渐成为解决当前土
壤中农药残留问题的有效途径[19]。
自然界中生产者、消费者和分解者之间存在着

相生相克的互作关系，在某种物质污染的环境中也
必然存在能够对其进行降解的微生物[20]。目前，农药
降解菌的来源主要有2种：一是从已保存的菌株中

进行筛选；二是从受污染的土壤或者水体中进行分
离和富集[21]。本研究所用菌株亦从土样和水样等受
农药污染的环境中进行筛选，获得的NBL-B0078菌
株对植物安全，且对黄瓜种子发芽率具有促进作用，
显著促进黄瓜根部生长。研究表明，来源于原位环
境的微生物具备较高的安全性[22]。
目前，分离得到的农药降解菌分类广泛，

包括假单胞菌属（Pseudomonas）、无色杆菌属
（Achromobacter）、芽孢杆菌属（Bacillus）、棒状杆菌
属（Corynobacterium）、曲霉属（Aspergillus）、青霉属
（Pinicielium）等[23]。陈锐等[24]从土壤中分离鉴定出1
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株假单胞菌，研究发现该菌株对氧乐果具有降解作
用，降解率达92.3%；Abdelkader等 [25]研究采用富集
技术从氯氟氰菊酯重污染土壤中分离出5株菌株，
菌株在1 d内对高浓度（1 200 g/L）氯氟氰菊酯有较
好的生物降解潜力，其鉴定为枯草芽孢杆菌。李志
清等 [26]从污水处理站污泥中筛选出1株高效降解
2,4-滴的无色杆菌，其可以将 2,4-滴作为唯一碳源和
能源，而且环境适应力强，底物范围广。本研究筛选
出具有广谱农药降解特性的枯草芽孢杆菌斯氏亚
种NBL-B0078，其对百菌清、敌敌畏、高效氯氰菊
酯、2,4-滴、烯酰吗啉的降解率分别达到100%、
63.64%、75.00%、69.23%和83.54%。环境中原位菌的
多样性对于农药残留降解、自净化能力和农药残留
修复均具有重要价值[27]。
基因的水平飘移是微生物获得降解功能的主

要途径，尽管目前已分离得到的农药降解菌种类多
样，但其降解基因之间的保守性很高[28-29]。Trinder等[30]

发现，有机磷类农药水解酶基因在假单胞菌P.
diminutaGM和黄杆菌Flavobacterium sp. strain ATCC
27551中完全相同。本研究发现的枯草芽孢杆菌斯
氏亚种NBL-B0078具有广谱性，能够对多种农药残
留进行降解且条件温和，推测其也可能具有某些保
守降解基因，需要进行进一步研究确定。

4 结论

本研究利用农药选择性培养基定性筛选获得4
株降解效果较好的农药降解菌，分别为NBL-B0076、
NBL-B0078、NBL-B0130和NBL-B0131。进一步室
内摇瓶试验定量检测其降解效率，发现菌株
NBL-B0078对农药的降解效果良好。通过分子鉴定
并构建系统发育树，确定NBL-B0078为枯草芽孢杆
菌斯氏亚种（Bacillus subtilis subsp. spizizenii）。通过对
萝卜进行田间试验，初步认为微生物菌剂NBL-B0078
可以明显降低土壤和农产品中农药残留量，是一株
具有良好开发前景的农药降解菌。
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4 结论

通过研究多菌灵防治小麦赤霉病和水稻纹枯
病的风险评估结果，得出如下结论。
（1）在陆生生态系统中，多菌灵按照在小麦上

的GAP施用后，对鸟类的长期风险、家蚕饲喂外围
桑树叶、农田内捕食性非靶标节肢动物的风险不可
接受，应采取一定的风险降低措施，使风险可控。
（2）根据China-PEARL模型输出结果，在商丘、

潍坊、武功、同心、乌鲁木齐和新民施用多菌灵制剂
后，预测暴露浓度分别为0.217 557 μg/L、1.267 657
μg/L、0.024 217 μg/L、0.052 527 μg/L、0.334 822
μg/L、0.156 548 μg/L，不同场景下的风险商值均小
于1。多菌灵对旱田地下水的风险可接受。
（3）多菌灵制剂在水稻上施用后，对于初级急

性和慢性风险而言，多菌灵对脊椎动物和无脊椎动
物的风险组分分别占模拟组的100%，多菌灵对初级
生产者的风险组分占模拟组的6.90%。多菌灵对水
生生态系统具有较高风险。
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