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不同除草剂对３株土壤细菌蛋白酶活性的影响
辛顺佳，杨虹琦，熊　伟，杨俊兴，杨红武，严永旺

（湖南农业大学生物科学技术学院，湖南长沙４１０１２８）

　　摘要：为验证不同除草剂对土壤微生物分泌蛋白酶活性的影响，以高有机质土壤中分离出的３种产蛋白酶细菌为
材料，采用干酪素平板透明圈法研究二甲戊灵、异丙甲草胺和精喹禾灵３种除草剂对３种细菌蛋白酶活性的影响。结
果表明，从土壤中分离的３种产蛋白酶活性高的细菌均为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）细菌，其中以蜡样芽孢杆菌（Ｂ．
ｃｅｒｅｕｓ）的蛋白酶活性最高；二甲戊灵浓度低于０．１９８ｍｇ／ｍＬ时不能抑制蜡样芽孢杆菌和 ＮＸ－３菌株的蛋白酶活性，
但能抑制短小芽孢杆菌（Ｂ．ｐｕｍｉｌｕｓ）的蛋白酶活性；异丙甲草胺浓度低于０．３６ｍｇ／ｍＬ时不能抑制蜡样芽孢杆菌的蛋
白酶活性；低浓度的精喹禾灵对３种芽孢杆菌的蛋白酶活性都有很强的抑制作用。综上，二甲戊灵、异丙甲草胺和精
喹禾灵３种除草剂对这３种芽孢杆菌的蛋白酶活性均有影响，且除草剂浓度越高，抑制作用越强。
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　　近年来，我国化学除草剂用量和使用面积呈现逐年增加
的趋势。据全国农技推广中心统计，２００９年全国杂草发生面
积０．８９亿ｈｍ２，化学防除面积达０．９１亿 ｈｍ２，挽回粮食损失
２１４１万ｔ［１］。由于化学除草剂具有速度快、防效好、省力、省
工等优点，因此被农民广泛使用。研究表明，这些除草剂有

７０％会进入土壤［２］，并且对土壤微生物的活动产生影响［３－４］，

进而影响土壤中有机物质的分解速度。微生物是土壤有机物

质的最早来源，虽然土壤中微生物数量占有机物质总量的比

例很少，但它们对土壤有机物质的转化起着非常重要的作用。

土壤有机物质是指那些进入土壤中尚未被微生物分解的动植

物残体，其中含氮化合物主要是由各种氨基酸构成的蛋白质，

并且大部分蛋白质须要经过微生物分泌产生的蛋白酶作用才

能被分解和利用。因此，土壤中产蛋白酶微生物的种群结构、

数量及其分泌蛋白酶活性与土壤有机物质中蛋白质的分解速

度密切相关，并且在一定程度上可以反映土壤有机质矿化的

速率［５－６］。对湖南省烟稻轮作地区耕层土壤养分调查发现，

其土壤有机质有逐年升高的趋势，虽然有关除草剂对土壤微

生物群落影响的相关研究报道较多［７－９］，但未见针对湖南省

烟稻轮作地区耕层土壤分离的产蛋白酶细菌种属及其分泌蛋

白酶活性研究的报道。本试验选取生产上广泛使用且作用机

制不同的３种除草剂（二甲戊灵、异丙甲草胺和精喹禾灵）为
试验材料，系统研究了土壤中分离的产蛋白酶细菌种属及不

同除草剂对细菌蛋白酶活性的影响，为探明湖南省烟稻轮作

地区土壤有机质逐年升高与大量使用化学除草剂是否有关提

供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试土壤　供试高有机质土壤样品采自湖南农业大
学耘园（ＹＹ）、湖南省宁乡县横市镇（ＮＸ）、湖南省邵阳市横
板桥乡（ＳＹ）。经检测已知耘园土壤有机质平均含量为
２５９２ｇ／ｋｇ，宁乡土壤有机质平均含量为３３．２９ｇ／ｋｇ，邵阳土
壤有机质平均含量为４０．８３ｇ／ｋｇ。
１．１．２　供试除草剂　供试除草剂为 ３３％二甲戊灵乳油、
７２０ｇ／Ｌ异丙甲草胺乳油和 １０％精喹禾灵乳油，均由市场
采购。

１．１．３　培养基　（１）酪素培养基。ＫＨ２ＰＯ４０．３６０ｇ，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．５００ｇ，ＺｎＣｌ２０．０１４ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ１．０７０ｇ，ＮａＣｌ
０．１６０ｇ，ＣａＣｌ２０．００２ｇ，ＦｅＳＯ４０．００２ｇ，干酪素４．０００ｇ，琼脂
２０．０００ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值为７．０～７．２。（２）牛肉膏蛋白胨
培养基。牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水
１Ｌ，ｐＨ值为７．０～７．２。
１．２　方法
１．２．１　土壤产蛋白酶细菌的分离纯化　称取５ｇ清除残根
杂物的土壤样品，倒入含有４５ｍＬ无菌水的１５０ｍＬ锥形瓶
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中，振荡２０ｍｉｎ，使土样充分打散，即成为１０－１的土壤悬液。
用移液枪吸１０－１的土壤悬液１ｍＬ，放入９ｍＬ无菌水中即为
１０－２稀释液，如此重复，依次制成１０－３、１０－４、１０－５的稀释液，
分别涂布于酪素培养基上。３７℃培养２ｄ后，挑取产生蛋白
水解圈的菌落，进一步划线直到得到单菌落，对菌株进行编

号，斜面保存，置于４℃冰箱中。
１．２．２　产蛋白酶细菌的初筛　将分离纯化得到的菌种接种
到酪素培养基中，３７℃恒温培养２ｄ，挑选生长良好、蛋白水
解圈明显较大且透明度高的单菌落，测量其水解圈直径（Ｄ）
与菌落直径（ｄ）。
１．２．３　产蛋白酶细菌的复筛　在２５０ｍＬ锥形瓶中加入液体
牛肉膏蛋白胨培养基１００ｍＬ，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，将初筛得到
的菌株分别接种于培养基中，３７℃摇床培养２４ｈ，离心培养
液，取上清液１ｍＬ测蛋白酶活性。从每份土壤中选择形态各
不相同且酶活性最高的１株细菌作为不同剂量除草剂对细菌
及其分泌蛋白酶活性影响的试验菌株。

１．２．４　产蛋白酶细菌种属鉴定
１．２．４．１　形态观察和生理生化鉴定　在牛肉膏蛋白胨琼脂
培养基上培养菌株，３７℃培养２４ｈ，观察菌落形态。根据《常
见细菌系统鉴定手册》［１０］和《微生物学实验指导》［１１］对菌株

进行革兰氏染色、接触酶、甲基红、硝酸盐还原、淀粉水解、葡

萄糖发酵、Ｖ－Ｐ试验等生理生化鉴定。
１．２．４．２　１６ＳｒＲＮＡ基因测序　委托生工生物工程（上海）股
份有限公司进行菌株的 １６ＳｒＲＮＡ基因测序，所得结果在
ＧｅｎＢａｎｋ中进行Ｂｌａｓｔ搜索同源序列，并利用 Ｍｅｇａ５．０软件
进行同源性分析以确定菌种。

１．２．５　除草剂对细菌产蛋白酶活性的影响　将已鉴定出的
细菌以１％的接种量接种到酪素体培养基中，加入不同浓度
的除草剂。其中，二甲戊灵使用浓度为０．０９９、０．１９８、０．３９６、
０．７９２、１．５８４ｍｇ／ｍＬ，异丙甲草胺使用浓度为 ０．３６、０．７２、
１４４、２．８８、５．７６ｍｇ／ｍＬ，精喹禾灵使用浓度为０．０３３、０．０６６、
０１３２、０．２６４、０．５２８ｍｇ／ｍＬ；以不加除草剂的酪素体培养基
为对照。３７℃摇床培养４８ｈ，离心培养液，取上清液测蛋白
酶活性和游离氨基酸含量。

１．２．６　蛋白酶活性测定　取５ｍＬ０．６％酪蛋白溶液于试管
中，４０℃预热２ｍｉｎ后加１９ｍＬｐＨ值为８的硼酸缓冲液和
１ｍＬ酶液，４０℃水浴反应１０ｍｉｎ，再加５ｍＬ０．４ｍｏｌ／Ｌ三氯
乙酸终止反应，４０℃保温２０ｍｉｎ，沉淀残余底物并过滤，滤液
在２７５ｎｍ下用紫外分光光度计测定吸光度。以先加三氯乙
酸使酶失活的试管为空白对照，以１ｍｉｎ内由酪蛋白释放出
的三氯乙酸可溶物在２７５ｎｍ处的吸光度与１μｇ的酪氨酸相
当时，其所需的酶量为１个单位，单位为Ｕ／ｍＬ。
１．２．７　游离氨基酸含量测定　采用茚三酮显色法测定［１２］。

２　结果与分析

２．１　土壤产蛋白酶细菌筛选
从３份供试土壤中共计筛选出３７株产蛋白酶细菌，菌种

编号、透明圈直径与菌落直径之比及细菌蛋白酶活性的测定

结果见表１。根据透明圈直径与菌落直径之比及蛋白酶活
性，选择蛋白酶活性较高的 ＹＹ－４、ＮＸ－３和 ＳＹ－２菌株进
行生理生化特性及１６ＳｒＲＮＡ基因分析和鉴定。但通过观察

发现，ＹＹ－４和 ＳＹ－２菌落形态相似，因此 ＳＹ地点选用
ＳＹ－９菌株进行试验。ＹＹ－４菌株蛋白酶活性最高，其次为
ＮＸ－３菌株，ＳＹ－９菌株蛋白酶活性最小。

表１　产蛋白酶细菌筛选结果

菌株

编号

酶活性

（Ｕ／ｍＬ）
透明圈直

径／菌落直径
菌株

编号

酶活性

（Ｕ／ｍＬ）
透明圈直

径／菌落直径

ＹＹ－１ ２５．６６ １．８９ ＮＸ－３ ７５．５７ ２．０８
ＹＹ－２ ３７．１２ ４．０７ ＮＸ－４ ２０．４８ ３．０１
ＹＹ－３ ４０．１２ １．９３ ＮＸ－５ ３９．８５ ２．４５
ＹＹ－４ １０２．０３ ３．１２ ＮＸ－６ ２２．３９ ２．４６
ＹＹ－５ ４１．２１ ３．２３ ＮＸ－７ ４３．１２ ３．３８
ＹＹ－６ ２４．０３ ３．９０ ＮＸ－８ ２４．８５ １．８７
ＹＹ－７ ５２．３９ ２．１４ ＮＸ－９ ３５．２１ ２．０６
ＹＹ－８ １４．７５ ３．７５ ＮＸ－１０ ６２．２１ ４．２７
ＹＹ－９ ８０．２１ ２．８５ ＮＸ－１１ ４３．１２ ３．３４
ＹＹ－１０ ４８．８５ ３．８４ ＳＹ－１ ２６．４８ ２．８４
ＹＹ－１１ ４６．１２ ３．６８ ＳＹ－２ ４６．６６ １．４１
ＹＹ－１２ ３２．７５ ２．３１ ＳＹ－３ ３６．５７ １．７３
ＹＹ－１３ ２１．５７ １．８７ ＳＹ－４ ４５．３０ １．３４
ＹＹ－１４ ２３．２１ １．４７ ＳＹ－５ ２０．７５ １．４１
ＹＹ－１５ ２５．６６ １．７５ ＳＹ－６ ３６．８５ １．５８
ＹＹ－１６ ２８．６６ ４．２０ ＳＹ－７ ３１．６６ ２．１７
ＹＹ－１７ ３３．０３ １．７４ ＳＹ－８ ２９．７５ ３．０５
ＮＸ－１ １７．７５ １．９３ ＳＹ－９ ４６．１２ ３．２１
ＮＸ－２ ２４．５７ ２．４０

２．２　产蛋白酶细菌鉴定
２．２．１　产蛋白酶细菌形态与生理生化特性　ＹＹ－４菌落为
乳白色、圆形突起、表面光滑、白蜡状；ＮＸ－３菌落颜色为乳
白色偏黄、圆形、表面光滑、湿润；ＳＹ－９菌落为乳黄色、不规
则形蔓延、半透明、表面光滑、湿润。３株产蛋白酶细菌主要
生理生化指标分析结果见表２。３种细菌的革兰氏染色、接触
酶、硝酸盐还原、葡萄糖产酸和葡萄糖产气特性均相同，但甲

基红显色、淀粉水解和Ｖ－Ｐ特性有所不同。

表２　３株产蛋白酶细菌主要生理生化特性

测试项目 ＹＹ－４ ＮＸ－３ ＳＹ－９
革兰氏染色 ＋ ＋ ＋
接触酶 ＋ ＋ ＋
甲基红 ＋ － ＋
硝酸盐还原 ＋ ＋ ＋
淀粉水解 ＋ ＋ －
葡萄糖产酸 ＋ ＋ ＋
葡萄糖产气 － － －
Ｖ－Ｐ ＋ － ＋

　　注：“＋”表示阳性反应；“－”表示阴性反应。

２．２．２　产蛋白酶细菌 １６ＳｒＲＮＡ基因鉴定　３种细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因的 ＰＣＲ产物电泳图谱见图１。经测序得到的１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列长度分别为 ＹＹ－４长 １４９６ｂｐ；ＮＸ－３长
１４９６ｂｐ；ＳＹ－９长 １４９２ｂｐ。将得到的基因序列与 Ｂｌａｓｔ、
ＧｅｎｅＢａｎｋ数据库中的序列进行比对，并利用 Ｍｅｇａ５．０软件
进行同源性分析，根据细菌鉴定中核糖体基因１６Ｓ区域同源
性大于９９％可视为同一个种属的准则，确定菌株ＹＹ－４为蜡
样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）；ＮＸ－３菌株为芽孢杆菌属
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）；ＳＹ－９菌株为短小芽孢杆菌（Ｂ．ｐｕｍｉｌｕｓ）。
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２．３　除草剂对３种细菌蛋白酶活性及培养液中氨基酸含量
的影响

２．３．１　二甲戊灵对３种细菌蛋白酶活性及培养液中氨基酸
含量的影响　二甲戊灵通常作为芽前、芽后旱田土壤除草
剂［１３］，广泛应用于玉米、大豆、马铃薯、烟草、蔬菜等田地除

草。二甲戊灵对３种细菌蛋白酶活性及培养液中氨基酸含量
的影响见图 ２、图 ３。结果显示，二甲戊灵浓度低于
０．１９８ｍｇ／ｍＬ时，对蜡样芽孢杆菌和ＮＸ－３菌株蛋白酶活性
无抑制作用，但对短小芽孢杆菌蛋白酶活性有抑制作用；当二

甲戊灵浓度超过０．１９８ｍｇ／ｍＬ后，３种菌株产蛋白酶活性均
迅速下降。蜡样芽孢杆菌培养液中氨基酸含量的变化与蛋白

酶活性变化基本一致，但在低浓度的二甲戊灵中，ＮＸ－３菌
株和短小芽孢杆菌培养液的氨基酸含量持续下降。由此可

见，二甲戊灵对短小芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌和 ＮＸ－３菌株
产蛋白酶活性均有抑制作用，并且低浓度的二甲戊灵（超过

０．１９８ｍｇ／ｍＬ时）对短小芽孢杆菌、ＮＸ－３菌株的抑制作用
较强，对蜡样芽孢杆菌的抑制作用相对较弱。

２．３．２　异丙甲草胺对３种细菌蛋白酶活性及培养液中氨基

酸含量的影响　异丙甲草胺是一种选择性苗前使用的土壤除
草剂［１４］，可用于棉花、花生、马铃薯、烟草等田地除草。异丙

甲草胺对３种细菌蛋白酶活性及培养液中氨基酸含量的影响
见图４、图５。异丙甲草胺浓度低于０．３６ｍｇ／ｍＬ时，对蜡样芽
孢杆菌蛋白酶活性及培养液中氨基酸含量均无抑制作用，但

对ＮＸ－３菌株和短小芽孢杆菌蛋白酶活性及培养液中氨基
酸含量有一定的抑制作用；异丙甲草胺浓度超过０．３６ｍｇ／ｍＬ
后，蜡样芽孢杆菌蛋白酶活性及培养液中氨基酸含量均急速

下降。说明当异丙甲草胺浓度超过０．３６ｍｇ／ｍＬ后对３种细
菌蛋白酶活性都有较强的抑制作用。

２．３．３　精喹禾灵对３种细菌蛋白酶活性及培养液中氨基酸
含量的影响　精喹禾灵是一种新型的芳基苯氧基丙酸类除草
剂［１５］，可用于大豆、烟草、棉花、花生、油菜等田地除草。精喹

禾灵对３种细菌蛋白酶活性及细菌培养液中氨基酸含量的影
响见图６、图７。结果表明，低浓度的精喹禾灵对蜡样芽孢杆
菌、ＮＸ－３菌株、短小芽孢杆菌蛋白酶活性和培养液中氨基
酸含量都有很强的抑制作用。
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３　结论与讨论

前人研究结果表明，２，４－Ｄ［３］、阿特拉津［４］、草甘膦［８］、

苄嘧磺隆［９］等除草剂会影响土壤细菌的数量；甲磺隆的施入

不仅会影响微生物生物量和微生物群落结构，而且对土壤微

生态系统会产生一定的破坏作用［１６］。滕春红等的研究表明，

氟磺胺草醚对土壤蛋白酶活性表现出抑制作用，低浓度（５、
１０μｇ／ｋｇ）的氯嘧磺隆对蛋白酶活性有轻微的激活作用，而高
浓度（２０、１００μｇ／ｋｇ）的氯嘧磺隆对蛋白酶活性有抑制作
用［１７－１８］。本试验研究了二甲戊灵、异丙甲草胺、精喹禾灵这

３种除草剂，发现它们在低浓度时均对蜡样芽孢杆菌、ＮＸ－３
菌株、短小芽孢杆菌的蛋白酶活性有明显的抑制作用。但由

于这３种除草剂的作用机制各不相同，所以相同条件下对不
同细菌蛋白酶活性的影响略有不同。

土壤蛋白酶是土壤氮素矿化过程中的重要水解酶，其酶

活性在一定程度上可以反映土壤中分泌蛋白酶细菌的数量，

也可以反映土壤氮素矿化的速率。Ｋａｍｉｍｕｒａ等研究表明，蛋
白酶与全氮矿化速率呈显著正相关关系［６］。因此，揭示不同

除草剂对细菌蛋白酶活性的影响将为除草剂对土壤矿化速率

影响的研究奠定坚实的理论和试验基础。本试验仅以高有机

质土壤中分离出的３种产蛋白酶活性较高的细菌为供试对
象，研究除草剂二甲戊灵、异丙甲草胺、精喹禾灵对细菌蛋

白酶活性的影响，而这３种除草剂是否对细菌分泌的其他水
解酶或氧化酶活性有抑制作用还有待今后做进一步的

研究。
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