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　　摘要：为揭示４种微生物（阴沟肠杆菌、铜绿假单胞菌、恶臭假单胞菌、荧光假单胞菌）对甲霜灵残留在烟叶中的
降解动态的影响及其降解规律变化，利用气相色谱分析技术，对不同处理下烟叶生长期中的甲霜灵进行检测与分析。

结果表明，阴沟肠杆菌、铜绿假单胞菌、恶臭假单胞菌、荧光假单胞菌能有效加速烟叶中甲霜灵残留的降解，喷施后５ｄ
的降解效果最明显。降解效果与初始菌量有关，Ｄ４１５ｎｍ为０．２的初始菌量下的荧光假单胞菌、恶臭假单胞菌对烟叶中

甲霜灵残留的降解效果极显著优于高初始菌量（Ｐ＜０．０１）；Ｄ４１５ｎｍ为０．４、０．６初始菌量的铜绿假单胞菌降解效果极显

著优于低初始菌量（Ｐ＜０．０１）；３种初始菌量的阴沟肠杆菌对烟叶中甲霜灵残留的降解效果在后期差异不显著；Ｄ４１５ｎｍ
为０．２、０．６初始菌量的荧光假单胞菌对烟叶中甲霜灵残留降解效果最好，优于其他３种微生物的降解效果。研究结
果为开发绿色烟叶提供了理论依据，且具有重要的指导意义。
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　　甲霜灵（ｍｅｔａｌａｘｙｌ）别称阿普隆、瑞毒霜、甲霜安、雷多米
尔，是当前普遍使用的卵菌杀菌剂，化学名称为 Ｄ，Ｌ－Ｎ－
（２，６－二甲苯基）－Ｎ－（２－甲氧基乙酰）丙氨酸甲酯，是一
种低毒广谱的氨基甲酸酯类杀菌剂，具有高效、内吸性强、残

留毒性极低、双向传导、残效期长等特点，具有很强的保护和

治疗作用［１］，深受使用者的青睐，并得到广泛使用和迅速发

展。甲霜灵通过抑制菌丝在植物体内的生长、孢子囊的形成，

对由卵菌纲病原菌引起的烟草黑胫病、白粉病及其他作物的

霜霉病、疫霉病有良好的防治效果［２］，因其使用量巨大而在

环境中广泛存在，但其残留污染问题日趋严重，且有关甲霜灵

降解的研究很少，尤其是关于微生物降解甲霜灵的研究更少。

目前，有关甲霜灵在农作物、土壤中的残留及其降解研究已有

不少报道［３－８］，但就其在烟叶中的残留研究尚未见报道。

生物降解通常是指微生物降解［９－１０］。微生物降解农残

的特点是无毒、无二次污染、比较安全、对人体无副作用。近

年来人们对农药生物降解进行了大量的研究，大多集中在水

体及土壤等环境方面［１１－１２］，利用微生物进行农产品中农药残

留降解研究的尚少［１３－１４］，未见关于烟草地中用降解菌降解甲

霜灵农药残留的报道。微生物因其种类繁多且代谢多样性，

在农药降解中表现出独特的优势，具有良好的前景。用微生

物降低农药残留对保证安全生产是一种直接有效的方法，在

提高烟叶质量、突破“绿色壁垒”、开发绿色烟叶过程中具有

重要的作用和深远的意义。鉴于此，为探明微生物对甲霜灵

在烟叶中的消解规律，为今后制备农药残留降解剂解决生产

实际问题打下基础，本研究拟以甲霜灵为降解对象，于２０１４
年在云南省普洱市宁洱县的普义乡烟区进行利用微生物降解

农药的试验。

１　材料与方法

１．１　供试材料
荧光假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）、恶臭假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ）、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、
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阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）４种微生物保存于北京微生
物鉴定保藏中心。取活化过的 ４种菌的普通液体培养基，
３０℃ 培养２４ｈ，用无菌水稀释成所需的试验初始菌量。

９５％甲霜灵原药，由江苏利民农化有限公司生产。甲霜
灵结构式见图１。

１．２　田间试验
　　参照农业部农药检定所制定的ＮＹ／Ｔ７８８—２００４《农药残
留试 验 准 则》进 行。施 药 剂 量 为 推 荐 使 用 剂 量

（１８００ｇ／ｈｍ２）。试验在历年未施用过甲霜灵的烟叶种植地
进行，试验小区面积２０ｍ２，小区设３个重复，小区随机排列，
区间设保护行，另设空白对照小区。

有益微生物对烟叶中甲霜灵消解动态影响的试验在烟叶

植株生长旺盛期进行，用９５％甲霜灵原药２７００ｇ／ｈｍ２兑水
稀释成溶液，对烟叶封闭式喷雾施药１次。施药后隔１ｈ，用
初始菌量Ｄ４１５ｎｍ为０．２、０．４、０．６的接种量，以不接菌为对照
（ＣＫ），每个处理３个重复，对喷过药的对应小区进行喷雾，喷
施时间选择在１６：００—１７：００进行，喷后２４ｈ无降水。试验
均在同等烟地正常的肥培管理下进行，用五点法取样，分别于

施药后１ｈ及施菌后５、１０、１５ｄ采集烟叶样品１ｋｇ，运回实验
室标记后于－２０℃保存待测其甲霜灵的残留量。
１．３　样品制备

从试验小区取回的鲜烟叶，将其切碎，用四分法取样约

２００ｇ并用匀浆机制成匀浆置于洁净的玻璃瓶中。待测样品
应尽快分析测定其中甲霜灵的残留量，不能及时分析测试的

样品贮存于低温（－２０℃）冰柜中。
１．４　仪器与试剂
１．４．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１１０高效液相色谱仪，购自美国安捷
伦公司；ＡＰＩ４０００液相色谱 －质谱／质谱联用仪（ＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ），购自 美 国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公 司；组 织 捣 碎 机
（２００００ｒ／ｍｉｎ），购自上海比朗仪器制造有限公司；Ｔ１８
ＵＬＴＲＡ－ＴＵＲＲＡＸ匀浆机，购自德国 ＩＫＡ公司；旋转蒸发仪
ＳＡ３１，购自瑞士 Ｂüｃｈｉ公司；ＭｅｔｔｌｅｒＰＬ１５００－ｓ电子天平
（０．０１ｇ）；固相萃取柱，购自迪马科技公司；ＸＷ－８０Ａ涡旋混
匀器，购 自 上 海 沪 西 分 析 仪 器 有 限 公 司；离 心 机

（１００００ｒ／ｍｉｎ）购自上海万捷科技有限公司。
１．４．２　试剂　甲苯为色谱纯；丙酮、乙腈、甲酸均为优级纯
（ＧＲ）；水为ＧＢ／Ｔ６６８２—２００８《分析实验室用水规格和试验
方法》规定的一级水；甲霜灵标准品纯度为９８．０％，由国家标
准物质信息中心提供；３５％甲霜灵拌种剂，由浙江禾本农药化
学有限公司生产。

１．５　分析方法
１．５．１　提取　称取－２０℃冷冻保存的烟叶样品各１００ｇ，依
次用捣碎机将样品粉碎；取１ｇ样品于５０ｍＬ离心管中，加入
丙酮２０ｍＬ，用涡漩混匀器混合１ｍｉｎ后于８０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ；取上清液，再向离心管中加入２０ｍＬ丙酮，重复提取１
次；合并上清液于３５℃旋转蒸发至近干，加入５ｍＬ乙腈－甲
苯（Ｖ乙腈∶Ｖ甲苯 ＝３∶１）溶解，待净化。
１．５．２　固相萃取净化（ＳＰＥ）　用 １０ｍＬ乙腈 －甲苯
（Ｖ乙腈∶Ｖ甲苯 ＝３∶１）预淋洗ＧＰＲ固相萃取柱，将流出液弃去。
将５ｍＬ溶解液倾入 ＧＰＲ固相萃取柱中，用２０ｍＬ乙腈 －甲
苯进行洗脱。收集全部洗脱液于鸡心瓶中，于３５℃水浴中旋
转浓缩至近干。用乙腈溶解，并定容至１ｍＬ，经０．２２μｍ滤
膜过滤后供ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定。
１．５．３　气相色谱条件　色谱柱柱温为４０℃，流动相为甲酸
水－乙腈，Ｖ甲酸水∶Ｖ乙腈 ＝１∶９，其中甲酸水的 Ｖ甲酸∶Ｖ水 ＝
１∶９９９，流速为２５０μＬ／ｍｉｎ，离子源温度为７２５℃，进样量为
１０μＬ，正离子扫描，多反应监测（ＭＲＭ）。电离方式为电喷雾
（ＥＳＩ），电喷雾电压为５５００Ｖ，雾化气压力为０．４８３ＭＰａ，气
帘气压力为０１３８ＭＰａ，辅助加热气压力为０．３７９ＭＰａ。
１．６　数据处理
　　采用Ｅｘｃｅｌ、ＤＰＳ２０００进行数据统计分析。

２　结果与分析

２．１　荧光假单胞菌对烟叶中甲霜灵降解动态的影响
从表１、图２可以看出，随着药后取样时间的延长，甲霜

灵残留量呈下降趋势，说明叶面喷施不同初始菌量的荧光假

单胞菌对烟叶中甲霜灵残留有降解效果，在不同初始菌量下，

甲霜灵在烟叶中的残留量和降解率不同。施药后１ｈ，甲霜灵
残留在烟叶中的原始沉积量为２５．４８ｍｇ／ｋｇ，其中喷施３种初
始菌量荧光假单胞菌后５ｄ（即药后第６天）的降解效果最明
显，烟叶中的甲霜灵残留量分别为０．２７、０．５４、０．３３ｍｇ／ｋｇ，
分别比清水对照（３．７６ｍｇ／ｋｇ）降低 ９２．８２％、８５．６４％、
９１．２２％，说明荧光假单胞菌可以加速烟叶中甲霜灵残留的降
解，Ｄ４１５ｎｍ为０．４、０．６初始菌量的降解效果极显著低于 Ｄ４１５ｎｍ
为０．２的降解效果，且这２个初始菌量的降解效果差异不显
著。喷施３种初始菌量荧光假单胞菌后１０ｄ（即药后第 １１
天），烟叶中的甲霜灵残留量分别为０．１４、０．３１、０．２３ｍｇ／ｋｇ，
分别比清水对照（２．９１ｍｇ／ｋｇ）降低 ９５．１９％、８９．３５％、
９２．１０％；喷施不同初始菌量荧光假单胞菌后１５ｄ（即药后第
１６天），烟叶中的甲霜灵残留量分别为 ０．１１、０．２０、
０．１７ｍｇ／ｋｇ，分别比清水对照（２．６１ｍｇ／ｋｇ）降低 ９５．７９％、
９２．３４％、９３．４９％。

综上所述，喷施不同初始菌量荧光假单胞菌后５ｄ（即药
后第６天），甲霜灵残留在烟叶中的降解率均达到９７％以上，
明显强于对照（８５．２４％），且低初始菌量下的荧光假单胞菌
对烟叶中甲霜灵残留降解效果优于高初始菌量。采样与喷菌

时间间隔越长，甲霜灵残留在烟叶中的量越少。

对试验结果进行分析，得出３种初始菌量荧光假单胞菌
作用下甲霜灵残留在烟叶中的降解曲线方程，分别为 Ｃ＝
８．５４７４ｅ－０．３４９３ｔ、Ｃ＝１０．７１９ｅ－０．３１１２ｔ、Ｃ＝８．７４３８ｅ－０．３１５７ｔ。降解
符合一级动力学公式 Ｃ＝Ｃ０ｅ

－ｋｔ，式中：Ｃ０为施药后１ｈ的原
始残留量，ｍｇ／ｋｇ；Ｃ为ｔ天的残留量，ｍｇ／ｋｇ；ｔ为降解时间，ｄ；
ｋ为消解速率常数。ｒ２分别为０．６８６６、０．７２３７、０６６０７，再
根据半衰期Ｔ１／２＝ｌｎ（２／ｋ）计算出３种初始菌量荧光假单胞
菌作用下甲霜灵残留在烟叶中的半衰期，分别为１．９８、２．０５、

—９６１—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１４期



表１　不同初始菌量荧光假单胞菌对烟叶中甲霜灵降解动态的影响

取样间隔时间

（ｄ）

不同初始菌量处理的烟叶中甲霜灵降解情况

ＣＫ Ｄ４１５ｎｍ＝０．２ Ｄ４１５ｎｍ＝０．４ Ｄ４１５ｎｍ＝０．６
残留量（ｍｇ／ｋｇ）降解率（％）残留量（ｍｇ／ｋｇ）降解率（％）残留量（ｍｇ／ｋｇ）降解率（％）残留量（ｍｇ／ｋｇ）降解率（％）

１／２４ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００
５ ３．７６±０．１０Ａａ ８５．２４Ｄｄ ０．２７±０．２４Ｄｄ ９８．９４Ａａ ０．５４±０．１１Ｂｂ ９７．８８Ｂｂ ０．３３±０．１０Ｃｃ ９８．７０Ｂｂ
１０ ２．９１±０．１７Ａａ ８８．５７Ｄｄ ０．１４±０．１０Ｄｄ ９９．４５Ａａ ０．３１±０．２３Ｂｂ ９８．７８Ｃｃ ０．２３±０．１２Ｃｃ ９９．０９Ｂｂ
１５ ２．６１±０．２５Ａａ ８９．７５Ｂｂ ０．１１±０．３４Ｄｄ ９９．５６Ａａ ０．２０±０．２０Ｂｂ ９９．２１Ａａ ０．１７±０．１５Ｂｂ ９９．３３Ａａ

降解方程 Ｃ＝１６．０６８ｅ－０．１４５７ｔ Ｃ＝８．５４７４ｅ－０．３４９３ｔ Ｃ＝１０．７１９ｅ－０．３１１２ｔ Ｃ＝８．７４３８ｅ－０．３１５７ｔ

ｒ２ ０．６８３１ ０．６８６６ ０．７２３７ ０．６６０７
半衰期（ｄ） ４．３８ １．９８ ２．０５ ２．０２

　　注：表中数据为平均值±标准差（ｎ＝３）；同行数据后标有不同小写字母、大写字母分别表示差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。下
表同。

２．０２ｄ，清水对照的降解曲线方程为 Ｃ＝１６．０６８ｅ－０．１４５７ｔ，ｒ２为
０．６８３１，半衰期为４．３８ｄ。
２．２　恶臭假单胞菌对烟叶中甲霜灵降解动态的影响

从表２、图３可以看出，随着药后取样时间的延长，甲霜
灵残留量呈下降趋势，说明叶面喷施不同初始菌量的恶臭假

单胞菌对烟叶中甲霜灵残留有降解效果，在不同的初始菌量

下，甲霜灵在烟叶中的残留量和降解率不同。施药后１ｈ，甲
霜灵残留在烟叶中的原始沉积量为２５．４８ｍｇ／ｋｇ，其中喷施３
种初始菌量恶臭假单胞菌后５ｄ（即药后第６天）的降解效果
最明显。３种初始菌量的恶臭假单胞菌菌液处理的烟叶中甲
霜灵的残留量分别为０．５８、１．１６、１．０２ｍｇ／ｋｇ，分别比清水对
照（３．７６ｍｇ／ｋｇ）降低８４．５７％、６９．１５％、７２．８７％，说明恶臭
假单胞菌可以加速烟叶中甲霜灵残留的降解，低初始菌量的

降解效果优于高初始菌量。喷施３种初始菌量恶臭假单胞菌
后１０ｄ（即药后第 １１天），烟叶中的甲霜灵残留量分别为
０．４４、０．６７、０．９６ｍｇ／ｋｇ，分别比清水对照（２．９１ｍｇ／ｋｇ）降低
８４．８８％、７６．９８％、６７．０１％；喷施３种初始菌量恶臭假单胞菌
后１５ｄ（即药后第 １６天），烟叶中的甲霜灵残留量分别为
０．４０、０．６３、０．６５ｍｇ／ｋｇ，分别比清水对照（２．６１ｍｇ／ｋｇ）降低
８４．６７％、７５．８６％、７５．１０％。

表２　不同初始菌量恶臭假单胞菌对烟叶中甲霜灵降解动态的影响

取样间隔时间

（ｄ）

不同初始菌量处理的烟叶中甲霜灵降解情况

ＣＫ Ｄ４１５ｎｍ＝０．２ Ｄ４１５ｎｍ＝０．４ Ｄ４１５ｎｍ＝０．６

残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）
残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）
残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）
残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）

１／２４ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００
５ ３．７６±０．１０Ａａ ８５．２４Ｄｄ ０．５８±０．２１Ｄｄ ９７．７２Ａａ １．１６±０．１６Ｂｂ ９５．４４Ｂｂ １．０２±０．２１Ｃｃ ９５．９９Ｂｂ
１０ ２．９１±０．１７Ａａ ８８．５７Ｄｄ ０．４４±０．２１Ｄｄ ９８．２７Ａａ ０．６７±０．２１Ｃｃ ９７．３７Ｂｂ ０．９６±０．１８Ｂｂ ９６．２３Ｃｃ
１５ ２．６１±０．２５Ａａ ８９．７５Ｃｃ ０．４０±０．２１Ｃｃ ９８．４３Ａａ ０．６３±０．１９Ｂｂ ９７．５２Ｂｂ ０．６５±０．１９Ｂｂ ９７．４４Ｂｂ

消解方程 Ｃ＝１６．０６８ｅ－０．１４５７ｔ Ｃ＝９．５６１ｅ－０．２６０５ｔ Ｃ＝１２．０１８ｅ－０．２３９４ｔ Ｃ＝１１．６４３ｅ－０．２２６９ｔ

ｒ２ ０．６８３１ ０．６２２８ ０．６８３５ ０．６５２８
半衰期（ｄ） ４．３８ ２．６７ ２．８９ ３．０２

　　综上所述，喷施不同初始菌量恶臭假单胞菌后５ｄ（即药
后第６天），甲霜灵残留在烟叶中的降解效果显著，Ｄ４１５ｎｍ为
０．２初始菌量的降解率达到９７．７２％，Ｄ４１５ｎｍ为０．４初始菌量
的降解率达到９５．４４％，Ｄ４１５ｎｍ为０．６初始菌量的降解率达到
９５．９９％，均极显著大于对照（８５．２４％）。采样与喷菌时间间
隔越长，甲霜灵残留在烟叶中的量越少。

对试验结果进行分析，得出３种初始菌量恶臭假单胞菌
作用下甲霜灵残留在烟叶中的降解曲线方程，分别为 Ｃ＝
９．５６１ｅ－０．２６０５ｔ、Ｃ＝１２．０１８ｅ－０．２３９４ｔ、Ｃ＝１１．６４３ｅ－０．２２６９ｔ。降解符
合一级动力学公式 Ｃ＝Ｃ０ｅ

－ｋｔ，式中：Ｃ０为施药后１ｈ的原始
残留量，ｍｇ／ｋｇ；Ｃ为ｔ天的残留量，ｍｇ／ｋｇ；ｔ为降解时间，ｄ；ｋ
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为消解速率常数。ｒ２分别为０．６２２８、０．６８３５、０．６５２８，再根
据半衰期Ｔ１／２＝ｌｎ（２／ｋ）计算出３种初始菌量恶臭假单胞菌
作用下甲霜灵残留在烟叶中的半衰期，分别为 ２．６７、２．８９、
３．０２ｄ；清水对照的降解曲线方程为 Ｃ＝１６．０６８ｅ－０．１４５７ｔ，ｒ２为
０．６８３１，半衰期为４．３８ｄ。
２．３　铜绿假单胞菌对烟叶中甲霜灵降解动态的影响

从表３、图４可以看出，随着药后取样时间的延长，甲霜
灵残留量呈下降趋势，说明叶面喷施不同初始菌量的铜绿假

单胞菌对烟叶中甲霜灵残留有降解效果，在不同的初始菌量

下，甲霜灵在烟叶中的残留量和降解率不同。施药后１ｈ，甲
霜灵残留在烟叶中的原始沉积量为２５．４８ｍｇ／ｋｇ，其中喷施３
种初始菌量铜绿假单胞菌后５ｄ（即药后第６天）的降解效果
最明显，烟叶中的甲霜灵残留量分别为 ０．５２、０．３１、
０．３４ｍｇ／ｋｇ，分别比清水对照（３．７６ｍｇ／ｋｇ）降低 ８６．１７％、
９１．７６％、９０．９６％，说明铜绿假单胞菌可以加速烟叶中甲霜灵
残留的降解。喷施３种初始菌量铜绿假单胞菌后１０ｄ（即药
后第１１天），烟叶中的甲霜灵残留量和 １５ｄ（即药后第 １６
天）差异不大。

表３　不同初始菌量铜绿假单胞菌对烟叶中甲霜灵降解动态的影响

取样间隔时间

（ｄ）

不同初始菌量处理的烟叶中甲霜灵降解情况

ＣＫ Ｄ４１５ｎｍ＝０．２ Ｄ４１５ｎｍ＝０．４ Ｄ４１５ｎｍ＝０．６

残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）
残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）
残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）
残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）

１／２４ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００
５ ３．７６±０．１０Ａａ ８５．２４Ｃｃ ０．５２±０．３３Ｂｂ ９７．９５Ｂｂ ０．３１±０．３０Ｃｃ ９８．７８Ａａ ０．３４±０．３０Ｃｃ ９８．６６Ａａ
１０ ２．９１±０．１７Ａａ ８８．５７Ｃｃ ０．３４±０．３３Ｂｂ ９８．６６Ｂｂ ０．１８±０．３０Ｃｃ ９９．２９Ａａ ０．２５±０．３０Ｃｃ ９９．０１Ａａ
１５ ２．６１±０．２５Ａａ ８９．７５Ｃｃ ０．２９±０．３３Ｂｂ ９８．８６Ｂｂ ０．１３±０．３０Ｃｃ ９９．４８Ａａ ０．１５±０．３０Ｃｃ ９９．４１Ａａ

消解方程 Ｃ＝１６．０６８ｅ－０．１４５７ｔ Ｃ＝９．６６２７ｅ－０．２８４１ｔ Ｃ＝８．９０８７ｅ－０．３３６７ｔ Ｃ＝９．２２０９ｅ－０．３２２９ｔ

ｒ２ ０．６８３１ ０．６５７６ ０．６８７９ ０．６８５２
半衰期（ｄ） ４．３８ ２．２４ ２．０５ ２．１４

　　综上所述，喷施３种初始菌量铜绿假单胞菌后５ｄ（即药
后第６天）后，甲霜灵残留在烟叶中的降解率最快，均达到
９７％以上，而对照为８５．２４％，说明铜绿假单胞菌能有效加速
烟叶中甲霜灵残留的降解。

对试验结果进行分析，得出３种初始菌量铜绿假单胞菌
作用下甲霜灵残留在烟叶中的降解曲线方程，分别为 Ｃ＝
９．６６２７ｅ－０．２８４１ｔ、Ｃ＝８．９０８７ｅ－０．３３６７ｔ、Ｃ＝９．２２０９ｅ－０．３２２９ｔ。降
解符合一级动力学公式 Ｃ＝Ｃ０ｅ

－ｋｔ，式中：Ｃ０为施药后１ｈ的
原始残留量，ｍｇ／ｋｇ；Ｃ为ｔ天的残留量，ｍｇ／ｋｇ；ｔ为降解时间，
ｄ；ｋ为消解速率常数。ｒ２分别为０．６５７６、０．６８７９、０．６８５２，
再根据半衰期 Ｔ１／２＝ｌｎ（２／ｋ）计算出３种初始菌量恶臭假单
胞菌作用下甲霜灵残留在烟叶中的半衰期，分别为 ２．２４、
２０５、２．１４ ｄ；清 水 对 照 的 降 解 曲 线 方 程 为 Ｃ ＝
１６．０６８ｅ－０．１４５７ｔ，ｒ２为０．６８３１，半衰期为４．３８ｄ。
２．４　阴沟肠杆菌对烟叶中甲霜灵降解动态的影响

从表４、图５可以看出，随着药后取样时间的延长，甲霜
灵残留量呈下降趋势，说明叶面喷施不同初始菌量的阴沟肠

杆菌对烟叶中甲霜灵残留有降解效果。施药后１ｈ，甲霜灵残
留在烟叶中的原始沉积量为２５．４８ｍｇ／ｋｇ，其中喷施３种初始

菌量阴沟肠杆菌后５ｄ（即药后第６天）的降解效果最明显，
烟叶中的甲霜灵残留量分别为０．５９、１．６２、０．８４ｍｇ／ｋｇ，分别
比清水对照（３．７６ｍｇ／ｋｇ）降低８４．３１％、５６．９１％、７７．６６％，
说明阴沟肠杆菌可以加速烟叶中甲霜灵残留的降解。喷施３
种初始菌量阴沟肠杆菌后１０ｄ（即药后第１１天），烟叶中的
甲霜灵残留量分别为０．３１、０．５３、０．６０ｍｇ／ｋｇ，分别比清水对
照（２．９１ｍｇ／ｋｇ）降低８９．３５％、８１．７９％、７９．３８％；喷施３种
初始菌量阴沟肠杆菌后１５ｄ（即药后第１６天），烟叶中的甲
霜灵残留量分别为０．３１、０．３６、０．４５ｍｇ／ｋｇ，分别比清水对照
（２．６１ｍｇ／ｋｇ）降低８８．１２％、８６．２１％、８２．７６％。３种初始菌
量的阴沟肠杆菌菌液对烟叶中甲霜灵残留的降解效果差异不

大，喷施后５ｄ（即药后第６天）后，甲霜灵残留在烟叶中的降
解率均达到９３％以上，明显强于对照（８５．２４％），且低初始菌
量的阴沟肠杆菌降解效果强于高初始菌量的效果，采样与喷

菌时间间隔越长，甲霜灵在烟叶中的残留量越少。

对试验结果进行分析，得出３种初始菌量阴沟肠杆菌作
用下甲霜灵残留在烟叶中的降解曲线方程，分别为 Ｃ＝
９．６６２７ｅ－０．２８４１ｔ、Ｃ＝１０．７１９ｅ－０．３１１２ｔ、Ｃ＝８．７４３８ｅ－０．３１５７ｔ。降解
符合一级动力学公式 Ｃ＝Ｃ０ｅ

－ｋｔ，式中：Ｃ０为施药后１ｈ的原
始残留量，ｍｇ／ｋｇ；Ｃ为ｔ天的残留量，ｍｇ／ｋｇ；ｔ为降解时间，ｄ；
ｋ为消解速率常数。ｒ２分别为０．６５７６、０．７２３７、０．６６０７，再
根据半衰期Ｔ１／２＝ｌｎ（２／ｋ）计算出３种初始菌量恶臭假单胞
菌作用下甲霜灵残留在烟叶中的半衰期，分别 ２．４３、
２２２、２．１９ｄ。
　　综上所述，阴沟肠杆菌、铜绿假单胞菌、恶臭假单胞菌、荧
光假单胞菌能有效加速烟叶中甲霜灵残留的降解，且不同初

始菌量下的降解效果不同。４种微生物在喷施不同初始菌量
菌液后５ｄ（即药后第６天）的降解效果最明显，降解率均达
到９０％以上，低初始菌量下的荧光假单胞菌、恶臭假单胞菌
对烟叶中甲霜灵残留的降解效果极显著优于高初始菌量的降
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表４　不同初始菌量阴沟肠杆菌对烟叶中甲霜灵降解动态的影响

取样间隔时间

（ｄ）

不同初始菌量处理的烟叶中甲霜灵降解情况

ＣＫ Ｄ４１５ｎｍ＝０．２ Ｄ４１５ｎｍ＝０．４ Ｄ４１５ｎｍ＝０．６

残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）
残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％）
残留量

（ｍｇ／ｋｇ）
降解率

（％） 残留量（ｍｇ／ｋｇ）降解率（％）

１／２４ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００ ２５．４８ ０．００
５ ３．７６±０．１０Ａａ ８５．２４Ｄｄ ０．５９±０．１１Ｄｄ ９８．７８Ａａ １．６２±０．２５Ｂｂ ９３．６４Ｃｃ ０．８４±０．３０Ｃｃ ９６．７０Ｂｂ
１０ ２．９１±０．１７Ａａ ８８．５７Ｃｃ ０．３１±０．１１Ｄｄ ９８．７８Ａａ ０．５３±０．３０Ｃｃ ９７．９１Ｂｂ ０．６０±０．２５Ｂｂ ９７．６１Ｂｂ
１５ ２．６１±０．２５Ａａ ８９．７５Ｃｃ ０．３１±０．１１Ｄｄ ９８．７８Ａａ ０．３６±０．３０Ｃｃ ９８．５８Ａａ ０．４５±０．２５Ｂｂ ９８．２３Ａａ

消解方程 Ｃ＝１６．０６８ｅ－０．１４５７ｔ Ｃ＝９．６６２７ｅ－０．２８４１ｔ Ｃ＝１０．７１９ｅ－０．３１１２ｔ Ｃ＝８．７４３８ｅ－０．３１５７ｔ

ｒ２ ０．６８３１ ０．６５７６ ０．７２３７ ０．６６０７
半衰期（ｄ） ４．３８ ２．４３ ２．２２ ２．１９

解效果（Ｐ＜０．０１）；高初始菌量铜绿假单胞菌的降解效果极
显著优于低初始菌量的降解效果（Ｐ＜０．０１）；３种初始菌量
的阴沟肠杆菌对烟叶中甲霜灵残留降解效果在后期差异不显

著；Ｄ４１５ｎｍ为０．２、０．６初始菌量的荧光假单胞菌对烟叶中甲霜
灵残留降解效果最好，优于其他３种微生物。

３　讨论与结论

微生物能使农药以脱卤、脱烃、水解、氧化、还原、环裂解、

共轭等形式降解，从而转化成其他物质，且同一种农药可以被

多种微生物降解［９］。假单胞菌和芽胞杆菌等微生物对农药

降解具有广谱活性，可降解同类农药的多个品种［１５］或不同类

型的农药品种［１６］。本试验结果表明，在烟叶生长成熟期施用

甲霜灵农药，施药后喷施阴沟肠杆菌、铜绿假单胞菌、恶臭假

单胞菌、荧光假单胞菌４种不同的微生物，发现甲霜灵均能被
这４种微生物快速降解，这与尤民生等的研究结果［９，１６］一致。

微生物的种类、代谢活性直接影响到农药的降解与转

化［１７］，通过各种代谢途径把有机农药完全矿化或降解转化为

ＣＯ２、Ｈ２Ｏ等无毒无害或毒性较小的其他物质
［１８］，在农药降

解中占有主要地位［１９］。不同的微生物种类或同一种类的不

同菌株对同一有机底物或有毒金属的反应都不同［２０］。首先，

荧光假单胞菌降解效果优于铜绿假单胞菌、阴沟肠杆菌、恶臭

假单胞菌，接菌后５ｄ降解率均达９２％以上；其次，同种微生
物在不同的施用浓度下的降解率存在差异，产生此差异可能

与底物浓度有关；不同种微生物在同一施用浓度下的降解率

存在差异，产生此差异可能与微生物代谢活性有关。因此，于

烟叶生长旺盛期，药后１ｈ，优先选择喷施荧光假单胞菌菌液，
其次为Ｄ４１５ｎｍ为０．４初始菌量的铜绿假单胞菌，以提升烟叶
的安全性，且降解符合一级动力学公式Ｃ＝Ｃ０ｅ

－ｋｔ。氨基甲酸

酯类甲霜灵农药因其对烟草黑胫病和白粉病等多种病害有效

而被大量施用，严重影响烟叶的品质和安全性。本研究发现，

荧光假单胞菌、铜绿假单胞菌、阴沟肠杆菌、恶臭假单胞菌均

可以有效降解甲霜灵，初步建立了控制甲霜灵的方法，这为利

用微生物及其降解酶对烟叶中有机农药转化处理提供了良好

的应用前景。微生物降解与传统的物理、化学方法相比具有

投入低、治理效果明显、不易产生副作用的特点，被公认为是

一种低成本的环境友好型去除污染物的方法［２１］。

微生物降解农药的研究已经较多，其机制包括直接作用

于农药，通过一系列酶促反应（水解、氧化、还原、脱氧、合成）

来降解农药，或者通过微生物活动导致化学（共代谢作用）或

物理环境（生物浓缩、矿化作用或累积作用）的改变而降解农

药［２２］。如Ｓａｉｋｉａ等报道，施氏假单胞菌 Ｓ１是通过水解酯键
降解高效氟氯氰菊酯的，其降解产物为４－氟 －３－苯氧基苄
醇和３－（２，２－二氯乙烯）－２，２－二甲基环丙烷羧酸，另外
还能通过醚键断裂将高效氟氯氰菊酯水解产生 α－氰基 －
４－氟－３－苯氧基苄基－３－（２，２－氯乙烯基）－２，２－二甲
基环丙烷羧酸［２３］；博德特氏菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａｓｐ．Ｂ９）通过氧化和
水解２种作用将有机氯农药硫丹代谢为硫丹醚、硫丹内酯和
硫丹硫酸盐［２４］；呋喃丹在微生物作用下快速水解为呋喃酚，

经氧化生成２－羟基－呋喃酚，然后慢速开环反应，完全降解
生成ＣＯ２和Ｈ２Ｏ

［２５］；门多萨假单胞菌 ＤＲ２８菌株降解单甲眯
的产物为２，４－二甲基苯胺和ＮＨ３，而ＤＲ２８菌株不能以单甲
眯为碳源和能源生长，只能在添加其他有机营养基质作为碳

源的条件下才能降解单甲眯，且降解产物未完全矿化［２６］；鞘

氨醇单孢菌（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．ＴＦＥＥ）和皮氏伯克霍尔德氏菌
（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．ＭＮ１）通过共生关系降解杀螟硫磷农药［２７］；

韦军等的研究发现，氯氰菊酯在铜绿假单胞菌 ＧＦ３１作用下
酯键断裂生成间苯氧基苯甲酸和二氯菊酸［２８］；氯氰菊酯在微

球菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）作用下酯键断裂生成３－苯氧基苯甲
酸，二苯醚键进一步断裂生成苯酚和原儿茶酸［２９］；假单胞菌

ＤＬＬ－１在水溶液介质中可以将甲基对硫磷完全降解为无机
离子ＮＯ２

－、ＮＯ３
－［３０］。本研究发现，阴沟肠杆菌、铜绿假单胞

菌、恶臭假单胞菌、荧光假单胞菌这 ４种菌能降解甲霜灵。
Ｃｒａｗｆｏｒｄ等研究发现，门多萨假单胞菌（Ｐ．ｍｅｎｄｏｃｉｎａ）及荧光
假单胞菌 （Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ．ｓ）能够有效降解五氯化苯酚
（ＰＣＰ）［３１］；铜绿假单胞菌（Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）能有效降解六六六
及其异构体［３２］；Ｓａｒａｖａｎａｎ等研究表明，假单胞菌对苯酚和间
甲酚具有很强的降解能力［３３］；Ｍｕｏｚ等研究发现，恶臭假单
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胞菌（Ｐ．ｐｕｔｉｄａ）Ｆ１对甲苯有很强的特定降解能力
［３４］。目前

关于微生物降解甲霜灵农药的研究未见报道，其机制是酶促、

非酶促还是矿化还不清楚，本试验尚未作深入研究，推测可能

的机制是甲霜灵在假单胞菌作用下通过水解和氧化作用完成

降解。本研究后续将进一步总结以往的相关科研成果，有针

对性地对甲霜灵的降解机制开展进一步研究，研究假单胞菌

及其酶活性与作用机制，提高酶的降解谱和降解活性，改变其

代谢流，降低产物的毒性。

烟叶生长旺盛期可根据微生物种类（阴沟肠杆菌、铜绿

假单胞菌、恶臭假单胞菌、荧光假单胞菌菌）选取高降解效率

的施菌量以降低烟叶中甲霜灵的残留量。因此，烟叶生长旺

盛期利用假单胞菌微生物来降解甲霜灵农药残留，在提高烟

叶质量、突破“绿色壁垒”、开发绿色烟叶过程中具有重要的

理论意义和现实意义，为今后进一步研究假单胞菌微生物对

于甲霜灵农药的降解机制提供参考。
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