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　　氟乐灵（ｔｒｉｆｌｕｒａｌｉｎ），别称氟乐宁、氟特力、茄科宁等，化学
名称为２，６－二硝基－Ｎ，Ｎ－二丙基 －４－三氟甲基苯胺，分
子式Ｃ１３Ｈ１６Ｆ３Ｎ３Ｏ４。实际生产中氟乐灵的常用剂为４８％的
乳油制品，是一种广泛应用的二硝基苯胺类选择性芽前除草

剂。因其在虾蟹育苗及养殖过程中可治疗和预防真菌病（链

壶菌病）［１］且具灭苔不伤草的功效，也广泛应用于水产养

殖中。

然而有研究表明，氟乐灵可使受试动物发生癌变、染色体

突变并对哺乳动物具有基因毒性［２－４］。氟乐灵对哺乳动物、

虾、蟹、鸟类的毒性较低，但对鱼类的毒性很大［５］。针对氟乐

灵的使用情况和有关毒理学试验数据，２００４年１１月底，美国
环保署再次修订氟乐灵最高残留限量［６］，重新修订后为

０．０５ｍｇ／ｋｇ。２０１０年日本多次检出我国出口的鳗鱼、梭子蟹
等水产品中氟乐灵超标，对我国渔业经济造成一定影响。

利用微生物来降解农药最早报道于 １９５１年，当时
Ａｕｄｕｓ［７］研究了土壤微生物对２，４－Ｄ的降解，引发了世人对
微生物降解能力的关注。微生物降解技术相对于物理、化学

技术，具有高效、彻底、无二次污染和成本低等优势，已成为近

年来研究的热点。

目前对于氟乐灵的研究主要着重于其对动植物的影响，

在土壤中的迁移、转化、降解［８－１０］以及检测方法［１１－１３］。对于

如何去除水环境和生物体内的氟乐灵报道较少，因此筛选更

多类型水体中的氟乐灵高效降解菌对于氟乐灵残留的生物修

复研究和应用具有十分重要的意义。本研究从受污染池塘底

泥中筛选到１株可降解低氟乐灵浓度的菌株，并研究其降解
特性，以期为合理使用渔用药物和保证水产品质量安全提供

理论基础。

１　材料与方法

１．１　氟乐灵降解菌分离源
氟乐灵降解菌分离自江苏宜兴多年使用过氟乐灵的虾蟹

养殖池塘的底泥。采用柱状采泥器采集５个不同的池塘底泥
各５００ｇ，装入无菌的玻璃广口瓶中，４℃保存下运回实验室
备用。

１．２　培养基与试剂
菌株富集所用的培养基（葡萄糖１ｇ、蛋白胨１０ｇ、硝酸铵

０．２ｇ、酵母膏０．０６ｇ、磷酸氢二钾０．１ｇ、磷酸二氢钾０．２ｇ、氯
化钠１ｇ、水１Ｌ），ｐＨ值为７．０～７．５，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

菌株驯化培养所采用的无碳源培养基（硝酸铵０．２ｇ、磷
酸氢二钾０．１ｇ、磷酸二氢钾０．２ｇ、氯化钠１ｇ、水１Ｌ），ｐＨ值
为７．０～７．５，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

菌株保存培养基采用液体或固体的肉汤培养基［牛肉膏

５．０ｇ、蛋白胨１０．０ｇ、氯化钠５．０ｇ（固体需加琼脂２０ｇ）、蒸
馏水１Ｌ］，ｐＨ值为７．０～７．５，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．３　氟乐灵降解菌株的筛选、分离和纯化

无菌条件下取养殖池塘的底泥１ｇ，置于经灭菌冷却的
９９ｍＬ富集培养基中，３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡４８ｈ培养。将经
富集培养后的底泥悬浊液静置０．５ｈ，在无菌条件下取１ｍＬ
上清液于９９ｍＬ富集培养基中按上述条件继续培养４８ｈ。取
１０ｍＬ经培养所得的菌液于 ２５０ｍＬ无碳源培养基（含
０．０１ｍｇ／Ｌ氟乐灵）中，培养（条件均为３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ）４８ｈ
后将菌液转接至下一批次新的无碳源培养基中，并逐步加大

无碳源培养基中氟乐灵的浓度，从 ０．０１ｍｇ／Ｌ提高至
２．０ｍｇ／Ｌ。每次转接前需测定培养液中氟乐灵的实际含量，
浓度有明显下降则表明培养液中有降解菌株的存在。

将混合培养物经含２．０ｍｇ／Ｌ氟乐灵的无碳源培养基平
板涂布，并将其进行分离化，取最终的驯化培养液 １ｍＬ于
９ｍＬ无菌水中，得到１０－１的稀释度，并依次获得１０－２和１０－３

的稀释度。从３个不同的稀释度中取样，在含２．０ｍｇ／Ｌ氟乐
灵的无碳源培养基平板上进行涂布分离，每个稀释度做３个
平行，放入３０℃的恒温培养箱中培养３ｄ。选择菌落疏密适
当的平板，在显微镜下观察，挑取生长状况良好、形态不同的
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菌落于液体肉汤培养基中培养，再将分离所得的各菌株在平

板上连续转接、传代５次，选择其中能在含氟乐灵无碳源培养
基上生长的菌株，转接至试管斜面，于４℃冰箱保存。

将纯化得到的菌株用肉汤培养基培养至菌数为

１０９ＣＦＵ／ｍＬ水平，按５％的比例接种于２５０ｍＬ装有１００ｍＬ
０．５ｍｇ／Ｌ氟乐灵无碳源培养基的三角瓶中，放置振荡培养箱
中３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养５ｄ。每隔２４ｈ取样１次，经适
当稀释后测定Ｄ６００ｎｍ，做３个平行，分别以培养时间、Ｄ６００ｎｍ吸
光值为横、纵坐标绘制菌株的生长曲线。同时测定其中氟乐

灵的浓度，选择降解率和生长性能均较好的菌株作为最终的

目标菌株，进行鉴定和降解特性的研究。

１．４　氟乐灵降解率的分析测定
菌株分离筛选时，氟乐灵的测定采用气相色谱（ＧＣ）法，

其中色谱条件的选择参照文献［１４］。取培养液 ５０ｍＬ于
２５０ｍＬ分液漏斗中，加入色谱纯二氯甲烷１０ｍＬ，摇振萃取
５ｍｉｎ，静置分层，取有机溶剂层，经４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
弃残余水相。有机相在氮气下吹干，再用二氯甲烷定容至

１ｍＬ，经０．２２μｍ的滤膜过滤后进气相色谱分析。
氟乐灵的降解率＝（Ｃｔ－Ｃ０）／Ｃ０×１００％。

式中：Ｃｔ为培养液中氟乐灵的最终浓度，ｍｇ／Ｌ；Ｃ０为培养液
中氟乐灵的初始浓度，ｍｇ／Ｌ。
１．５　氟乐灵降解菌株的１６ＳｒＤＮＡ的分析

为进一步确定所选菌株的种属，在进行菌落形态观察的

同时采用１６ＳｒＤＮＡ方法鉴定菌株。按 ＳＫ８２５５（细菌）试剂
盒的操作程度提取菌株的 ＤＮＡ，使用细菌通用引物７ｆ（５′－
ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－３′）和 １５４０ｒ（５′－ＡＧＧＡＧＧＴ
ＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′）扩增其片段，对扩增产物进行电泳观
察（１％琼脂糖电泳，１５０Ｖ１００ｍＡ，２０ｍｉｎ），并由生工（上海）
生物工程有限公司进行测序，所得基因序列经 Ｂｌａｓｔ程序与
ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库进行比对分析，采用 ＭＥＧＡ５．１软件进
行同源性比对分析并建立系统发育树［１５］。

１．６　氟乐灵降解菌株的生长曲线及降解特性
在２５００ｍＬ三角瓶中加入１０００ｍＬ的养殖水体水样（水

质ＣＯＤ为１７．７５ｍｇ／Ｌ，ＴＮ为１．６ｍｇ／Ｌ，ＴＰ为 ０．３０ｍｇ／Ｌ，
ＮＨ＋４ －Ｎ为０．７０ｍｇ／Ｌ，ＮＯ

－
３ －Ｎ为０．１５ｍｇ／Ｌ，ＮＯ

－
２ －Ｎ为

０．１０ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值为７．０），经灭菌冷却后根据养殖生产的实
际情况和条件加入氟乐灵并接入一定量的培养至对数生长期

的菌液（菌液浓度１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ），研究在不同的温度（１５、
２２、３０℃）、ｐＨ值（６．０、７．０、８．５）、光暗比（４ｈ∶２０ｈ、
１２ｈ∶１２ｈ、２０ｈ∶４ｈ）、接种量（１％、０．１％、０．０１％）和氟乐
灵浓度（０．０１、０．０５、０．５、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ）下，菌株经５ｄ连续
作用后对氟乐灵的降解能力；试验设３组平行。

２　结果与讨论

２．１　氟乐灵降解菌株的分离、筛选和纯化
以江苏宜兴多次使用过氟乐灵的５个虾蟹养殖池塘底泥

（Ｓ１～Ｓ５）为分离源，采用富集培养基培养后获得混合菌源。
将混合菌源接入含０．０１～２．０ｍｇ／Ｌ氟乐灵的无碳培养基中，
经３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４８ｈ，分析培养前后培养液中氟
乐灵的降解情况，以判别降解菌的存在和选择适宜的分离源。

试验结果详见图１。

　　由图１可知，在３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ，因挥
发等因素的影响，对照组 ＣＫ的氟乐灵（０．０１～２．０ｍｇ／Ｌ）有
５．３１％～２５．０８％的去除率，且随着浓度的上升而增大。相对
于对照组，富集于Ｓ１、Ｓ２池塘底泥的菌源，其对氟乐灵的降解
效果不显著（Ｐ＞０．０５），而富集于Ｓ３～Ｓ５池塘底泥的菌源则
具有良好的降解效率。其中 Ｓ４的菌源对于０．０５ｍｇ／Ｌ以上
的氟乐灵降解效果尤其显著（Ｐ＜０．０５），扣除对照组本底变
化值后分别达到 １１．３１％、１２．４８％、１２．５６％、１７．５４％和
１３．１２％。因此降解氟乐灵的菌株重点在Ｓ３～Ｓ５池塘底泥的
菌源中筛选。

　　将Ｓ３～Ｓ５这３组的菌株培养物在无菌条件下，经含氟乐
灵２．０ｍｇ／Ｌ的无碳源培养基平板进行涂布和分离纯化，共获
得菌株 ７株，编号为 ＦＪ－０１～ＦＪ－０７。将这 ７株菌株对
０．５ｍｇ／Ｌ的氟乐灵进行５ｄ的降解，降解结果见图２。由图２
可知，在所筛选出的７株菌株中，５ｄ内对０．５ｍｇ／Ｌ氟乐灵降
解效果较好的有４株菌，分别为 ＦＪ－０１、ＦＪ－０２、ＦＪ－０６和
ＦＪ－０７，降解率大于７６％（扣除对照组本底后大于５５％），其
中ＦＪ－０１菌株的降解率最高，达８４．１％（扣除对照组本底后
为６４．６％）。

　　试验同时测定了４株具有较好降解作用菌株的生长曲
线。由图３可知，４株菌在含０．５ｍｇ／Ｌ氟乐灵的无碳培养基
中生长良好。相比较而言，ＦＪ－０１菌株的生长比较活跃，是
唯一Ｄ值超过１．０的菌株，因此将其作为降解的首选菌株进
行研究和探索。

２．２　氟乐灵降解菌株 ＦＪ－０１的菌落形态观察和１６ＳｒＤＮＡ
分析

所筛得的氟乐灵降解菌 ＦＪ－０１在固体肉汤培养基中培
养２４ｈ后，菌落圆形且呈乳白色或淡黄色，四周边缘较为光
滑，表面湿润，不易挑取，革兰氏染色呈阳性（图４）。
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　　以ＦＪ－０１菌株的基因组ＤＮＡ为模板，利用引物７ｆ（５′－
ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－３′）和 １５４０ｒ（５′－ＡＧＧＡＧＧＴ
ＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′）对ＦＪ－０１菌１６ＳｒＤＮＡ片段进行ＰＣＲ

扩增，结果见图５。其中右侧第１个条带为ＦＪ－０１菌１６ＳｒＤ
ＮＡ的扩增片段，左侧为对比条带ｍａｒｋｅｒ。从该图的凝胶成像
图可以看出，ＰＣＲ反应得到的扩增产物长度为１５００ｂｐ，符合
１６ＳｒＤＮＡ的片段大小。

　　ＦＪ－０１的１６ＳｒＤＮＡ序列在 ＮＣＢＩ上比对分析后发现其
与多株Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒ菌的１６ＳｒＤＮＡ相似，调出其中相似度较高
的Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒ菌 １６ＳｒＤＮＡ序列，建立系统发育树。经计算，
菌株ＦＪ－０１与ＬｅｕｃｏｂａｃｔｅｒａｌｂｕｓｓｔｒａｉｎＩＡＭ１４８５１距离最近，两
者同源性为 ９１％，可以判断 ＦＪ－０１菌株与 Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒａｌｂｕｓ
ｓｔｒａｉｎＩＡＭ１４８５１为不同种，但同属于Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒ属。具体种
仍待进一步分析，其系统发育树见图６。

２．３　氟乐灵降解菌株ＦＪ－０１的降解特性研究
根据养殖生产中氟乐灵使用的实际情况和条件，研究了

不同的温度、ｐＨ值、光暗比、接种量和氟乐灵初始浓度对菌株
ＦＪ－０１降解能力的影响，了解菌株ＦＪ－０１的降解特性。
２．３．１　氟乐灵初始浓度对菌株ＦＪ－０１降解能力的影响　为
考察氟乐灵初始浓度对菌株ＦＪ－０１降解的影响，试验根据养
殖生产中的实际情况，选择了０．０１、０．０５、０．５、１．０、２０ｍｇ／Ｌ
５个浓度。试验条件为：温度３０℃、水体 ｐＨ值为７．０、光暗
比为１２ｈ∶１２ｈ、菌体接种量为０．１％，试验时间为５ｄ。试验
结果见图７。
　　由图７可以看出，当其他条件一致时，经过５ｄ的试验，５
个浓度组的氟乐灵均有不同程度的降解：其中０．０１ｍｇ／Ｌ浓
度组的降解率偏低，仅为１７．４６％，而其他各浓度组的氟乐灵
降解较明显，降解率均大于３８％，其中０．０５ｍｇ／Ｌ组的降解效
果最为显著，达６６．２６％。５个浓度组中０．０５、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ这

３个浓度组的降解率较为接近。降解率的不同与浓度有直接
的关系，０．０１ｍｇ／Ｌ组本身浓度偏低，可利用性差；而
２．０ｍｇ／Ｌ组浓度偏大，对菌株的生长代谢有一定的抑制作
用，故降解率又会有一定的下降。０．０５～１．０ｍｇ／Ｌ组的浓度
处于菌株代谢的适宜范围，而生产实际中氟乐灵的常用浓度
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是００５ｍｇ／Ｌ，因此该菌对养殖水体环境中残留氟乐灵的降
解是有效和适宜的。

２．３．２　温度对菌株ＦＪ－０１降解能力的影响　为考察水体温
度对菌株ＦＪ－０１降解的影响，试验根据养殖生产中的实际情
况，选择了水温为１５、２２、３０℃ ３个温度。试验条件为：水体
ｐＨ值７．０、光暗比１２ｈ∶１２ｈ、菌体接种量为０．１％，氟乐灵初
始浓度为０．０５ｍｇ／Ｌ，试验时间为５ｄ，试验结果见图８。

　　由图８可以看出，相对于１５℃时２２．５８％的降解率而
言，２２℃ 和３０℃ 时ＦＪ－０１菌株对氟乐灵５ｄ的降解率分别
达到５１．６２％和６７．３２％，表明温度较高适宜氟乐灵的降解。
一方面，水温较高，特别是３０℃左右时，正是微生物生长代谢
的适宜温度，有利于微生物对氟乐灵的代谢转化；另一方面，

水温上升有利于氟乐灵的挥发，从而加快其去除。１５℃的水
温较低，降解率也偏低，但此时一般不进行养殖生产或虽然养

殖但不需要使用氟乐灵，因此对实际应用的影响不大。养殖

生产中使用氟乐灵主要在早春水温２２℃左右，用于杀灭水中
的水绵，其次是在水温３０℃左右时防治虾病。而这２个温度
条件下ＦＪ－０１菌株对氟乐灵有５０％以上的降解率，故适宜
在实际生产中应用。

２．３．３　ｐＨ值对菌株 ＦＪ－０１降解能力的影响　为考察水体
ｐＨ值对菌株ＦＪ－０１降解的影响，试验根据养殖生产中实际
情况，选择了水体ｐＨ值为６．０、７．０、８．５的３个值。试验条件
为：水温３０℃、光暗比１２ｈ∶１２ｈ、菌体接种量为０．１％，氟乐
灵初始浓度为０．０５ｍｇ／Ｌ，试验时间为５ｄ，试验结果见图９。

　　从图９可以看出，ｐＨ值为６．０、７．０、８．５时，菌株 ＦＪ－０１
降解氟乐灵无显著差异，５ｄ后降解率分别为 ６１．９７％、
６６．２６％ 和６８．０５％，表明在ｐＨ值在６．０～８．５范围内，对菌
株的降解能力无影响，且养殖水体的 ｐＨ值基本在此范围内
波动，故对菌株ＦＪ－０１而言是适宜降解的条件。
２．３．４　光暗比对菌株ＦＪ－０１降解能力的影响　为考察光暗

比对菌株ＦＪ－０１降解的影响，试验根据养殖生产中的实际情
况，选择了光暗比为２０ｈ∶４ｈ、１２ｈ∶１２ｈ、４ｈ∶２０ｈ（光照度
为２５００ｌｘ）３个水平。试验条件为：水温３０℃、ｐＨ值为７．０、
菌体接种量为０．１％，氟乐灵初始浓度为０．０５ｍｇ／Ｌ，试验时
间为５ｄ，试验结果见图１０。

　　由图１０可以看出，在５ｄ的试验中，各组最终的降解率
在６３．９３％～６６．１５％之间，并无显著性差异，但５ｄ中的降解
速率存在差异。光暗比为２０ｈ∶４ｈ、１２ｈ∶１２ｈ的２组，在试
验前２ｄ的降解速度明显快于光暗比为４ｈ∶２０ｈ的试验组，
且２ｄ的降解率分别为５５．０４％和５１．７９％，远大于光暗比为
４ｈ∶２０ｈ试验组的３９．３２％。表明在试验开始后的２ｄ内，
菌株处于适应并增殖状态，氟乐灵的降解中包含了部分的光

降解，若此时光照时间长，降解率会明显提高。随着微生物代

谢能力的加剧，后３ｄ此种影响减弱，氟乐灵的代谢以菌株的
代谢为主，最终的降解率趋于一致。

２．３．５　接种量对菌株ＦＪ－０１降解能力的影响　为考察菌株
ＦＪ－０１接种量对降解效果的影响，试验根据养殖生产中的实
际情况，选择了接种量为１％、０．１％和０．０１％ ３个水平进行
试验。试验条件为：水温 ３０℃、ｐＨ值为 ７．０、光暗比
１２ｈ∶１２ｈ，氟乐灵初始浓度为０．０５ｍｇ／Ｌ，试验时间为５ｄ，
试验结果见图１１。

　　由图１１可以看出，在５ｄ的试验中，各组最终的降解率
在６０．１９％～６２．４１％之间，并无显著性差异，但５ｄ中的降解
效果存在差异。接种量为０．１％和１％的２组，试验前２ｄ的
降解效率明显要高，２ｄ的降解率分别为５４．４４％和５３．１５％，
远大于另一组的３５．９３％。表明在试验开始后的 ２ｄ内，菌
株处于适应和增殖状态，菌株活性菌数高的试验组降解能力

明显要强，但随着菌体的代谢，从第３天起降解作用效果趋于
一致。因此菌株的接种量以０．１％为佳，但在实际生产中应
用必须考虑经济有效性以及最终的降解结果，故接种量的选

（下转第５３１页）
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择宜小不宜大，０．０１％及以下的接种量则更加适宜，这还有待
于在实际应用中加以修正和完善。

３　小结

采用富集培养基和含氟乐灵的无碳源培养基从养殖池塘

底泥中定向分离得到具有降解功能的４株菌株，菌株分别标
记为ＦＪ－０１、ＦＪ－０２、ＦＪ－０６和 ＦＪ－０７。将此４菌株加入含
有氟乐灵的无碳源培养基中，经过５ｄ的培养，发现 ＦＪ－０１
菌株在培养液中生长情况最好，且对氟乐灵的降解率最高，故

选择ＦＪ－０１菌株作为重点研究菌株。
对菌株ＦＪ－０１进行了纯化和培养，分析了其菌落、菌株

形态，提取了菌体 ＤＮＡ并进行了 １６ＳｒＤＮＡ片段的 ＰＣＲ扩
增，对扩增得到的目标片段进行测序。利用Ｂｌａｓｔ对序列结果
进行比对，构建系统发育树进行分析，初步确定菌株 ＦＪ－０１
为Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒｓｐ．。

研究表明，结合水产养殖的实际情况，菌株 ＦＪ－０１对氟
乐灵降解的适宜条件为：ｐＨ值为 ６．０～８．５，水温为 ２２～
３０℃，光暗比为１２ｈ∶１２ｈ，接种量为０．０１％，氟乐灵初始浓
度为０．０５ｍｇ／Ｌ。
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