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　　摘要：从废弃农药厂周边土壤中分离筛选得到１株以氟环唑为唯一碳源的降解菌，命名为 Ｆ１。经过对菌落菌体
的形态观察、１６ＳｒＲＮＡ序列相似性及系统发育分析，初步鉴定其为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）菌株，其亲缘关系与
昆明假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｋｕｎｍｉｎｇｅｎｓｉｓ）最近。进一步优化 Ｆ１降解氟环唑的条件，结果表明，氟环唑初始浓度为
２０ｍｇ／Ｌ、温度为３０℃、ｐＨ值为７．０时，菌株降解氟环唑的效果最佳。在最佳条件下，接入菌悬液使无机盐液体培养
基在６００ｎｍ处的吸光度（Ｄ６００ｎｍ）为０．１，培养４ｄ后，菌株达到生长高峰，培养６ｄ时氟环唑降解率达９０．４％。研究还

发现，增加接菌量能明显提高Ｆ１对氟环唑的降解效率。
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　　氟环唑（ｅｐｏｘｉｃｏｎａｚｏｌｅ）是一类新型三唑类含氟
杀菌剂，具有内吸和残留活性，可以通过抑制麦角

甾醇的形成，阻碍病菌的细胞壁形成［１］，通常用于

防治谷物条锈病等多种病害［２］。由于具有良好的

内吸性和杀菌活性，氟环唑在杀菌剂市场中所占的

份额日渐增大［２－４］，其残留危害也日渐受到关注。

Ｔａｘｖｉｇ等发现，高剂量氟环唑对妊娠期和哺乳期的
大鼠有生殖毒性，而低剂量的氟环唑可导致大鼠子

代体质量增加，另外可通过参与扰乱类固醇激素合

成的关键酶对大鼠的胎儿分化及内分泌产生影

响［５］。Ｈｅｓｔｅｒ等研究发现，氟环唑能够引起肝细胞
肿大，肝癌细胞增殖，且可对谷胱甘肽 Ｓ－转移酶、
细胞色素 Ｐ４５０和氧化应激的基因转录等造成影
响［６］。在农业生产中，氟环唑等被大量运用于作物

病害防治，它在土壤、水体等环境中的滞留期及非

生物降解半衰期较长，给农业生态环境及农产品质

量带来安全隐患［７－８］。

近年来，有研究表明，利用微生物降解有机污

染物，进行环境修复是一种安全有效、易于操作、低

成本且无二次污染的生物修复技术［９－１０］。国内外

关于三唑类杀菌剂的降解研究主要集中于戊唑

醇［１１－１５］、丙环唑［１５－１７］、烯唑醇［１８］、三唑醇［１９］、苯醚

甲环唑［２０－２１］等上。微生物降解农药的机制包括酶

促反应和非酶促反应，微生物对三唑类农药的降解

大多通过酶促反应，包括氧化、羟基化、脱卤及还原

等反应过程［２２］。此外，温度、湿度、ｐＨ值、含氧量等
环境因素可能会影响微生物对三唑类农药的降解

效率。目前，有关微生物降解三唑类杀菌剂的研究

较多，且以往研究筛选到的菌株对几种三唑类杀菌

剂均有较好的降解效果［１１－２１］。然而，作为１种新型
三唑类杀菌剂，国内外还未发现氟环唑相关降解菌

的筛选及其降解特性研究。

本研究筛选到１株对氟环唑有良好降解效果的
假单胞菌，初步分析其对氟环唑的降解特性及影响

因素，以期为三唑类农药污染土壤的生物修复提供

借鉴和材料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　样本来源　土样采自江苏省苏科农化有限
责任公司厂区。

１．１．２　主要试剂　９５％氟环唑原药，江苏辉丰生物
农业股份有限公司；９８．５％氟环唑标准品，德国 Ｄｒ．
Ｅｈｒｅｎｓｔｅｒｆｅｒ公司；色谱纯乙腈，德国Ｄａｒｍｓｔａｄｔ公司；
其他试剂除特别说明外均为分析纯。

１．１．３　培养基　无机盐液体培养基：０．４ｇ
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ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．２ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．２ｇＫ２ＨＰＯ４，
０．２ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４，０．０８ｇＣａＳＯ４，去离子水定容至
１０００ｍＬ，ｐＨ值为７．０±０．２。ＬＢ液体培养基：牛肉
膏５．０ｇ，蛋白胨１０．０ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，去离子水定容
至１０００ｍＬ。ＬＢ固体培养基分别在上述液体培养
基中加琼脂１５ｇ／Ｌ，ｐＨ值为７．０。以上培养基均在
温度为１２１℃条件下，灭菌２０ｍｉｎ后，备用。
１．１．４　仪器设备　ＷＨ－３微型旋涡混合仪，上海
沪西分析仪器厂有限公司；Ａ－１５０６型紫外可见分
光光度计 ，上海奥析科学仪器有限公司；ＳＷ－ＣＪ－
１Ｄ净化工作台，苏州净化设备有限公司；ＺＱＺＹ－
７０ＢＦ振荡培养箱，上海知楚仪器有限公司；Ｆｉｖｅｇｏ
便携式 ｐＨ计，梅特勒 －托利多仪器（上海）有限公
司；ＡｇｉｌｅｎｔＬＣ／ＭＳ－１２６０／６４１０液相色谱质谱联用
仪，美国安捷伦科技有限公司。

１．２　氟环唑降解菌的筛选和纯化
初筛：取５ｇ土壤，置于ＬＢ液体培养基中富集培

养２４ｈ后，依次转移至含氟环唑５０、１００、２００ｍｇ／Ｌ的
无机盐液体培养基中，在 ３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ下培养
５ｄ。利用平板划线法在ＬＢ固体培养基上分离纯化
菌株，获得纯化菌株８株，分别编号为 Ｆ１～Ｆ８。将
菌株 Ｆ１～Ｆ８接种于 ＬＢ液体培养基中进行富集培
养，并将富集的纯菌种保存在 ３０％的甘油中，于
－６０℃ 冰箱中保存待用。
复筛：将初筛得到的 Ｆ１～Ｆ８单菌落分别接种

于以氟环唑为唯一碳源的无机盐液体培养基中，在

３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ下振荡培养，以不接菌的处理组为
对照，每个处理重复３次。培养６ｄ后取样测定氟
环唑含量并计算降解率。选择降解效能高且生长

速度快的细菌为目标菌株，进一步研究其降解特性。

１．３　菌株鉴定
细菌１６ＳｒＲＮＡ的测序与系统发育树的构建基

本步骤如下：提取细菌 ＤＮＡ基因组→１６ＳｒＲＮＡ
ＰＣＲ扩增→ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳及纯化回收
→ＴＡ克隆→验证（阳性）→测序→ＮＣＢＩ比对同源
性。１６ＳｒＲＮＡ扩增引物为通用引物，正向引物为
２７Ｆ（５′－ＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′），反向引物为
１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）；ＴＡ克
隆后测序的正向引物为Ｍ１３Ｆ（５′－ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴ
ＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡ－３′），反向引物为Ｍ１３Ｒ（５′－ＡＧＣＧ
ＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡ－３′）。测序方式为双
向测序，由南京金斯瑞生物科技有限公司完成。将

测序结果在ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）

中与具有相似性的细菌１６ＳｒＲＮＡ序列进行比对，
选择同源性最高（≥９７％）的序列，利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ进
行多重序列比对后，用 ＭＥＧＡ６．０软件进行遗传距
离计算，邻接法（ＮＪ法）构建细菌的系统进化树。
１．４　生长曲线测定

将菌种接种于 １００ｍＬＬＢ液体培养基中，在
３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ下振荡培养，每隔２ｈ测定１次培
养基在 ６００ｎｍ处的吸光度（Ｄ６００ｎｍ），连续测定
２４ｈ，绘制菌株生长曲线。取处于稳定生长期的液
体菌种进行氟环唑降解试验。

１．５　菌株对氟环唑的降解特性
１．５．１　菌悬液制备　将“１．４”节中所得到的菌种
接种于 ＬＢ液体培养基中，放置在３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ
培养箱中避光培养 １４ｈ。取 ２０ｍＬ富集菌液于
４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ下离心 ５ｍｉｎ，弃去上清液，用
１０ｍＬ无菌水清洗浓缩菌体，重复３次，用５ｍＬ无
菌水稀释后配制成菌悬液母液。

１．５．２　菌株对氟环唑的降解特性及其生长规律　
将“１．５．１”节中的菌悬液母液接种到５０ｍＬ无机盐
液体培养基中，调整 Ｄ６００ｎｍ为０．１，添加氟环唑至其
质量浓度为２０ｍｇ／Ｌ，测定初始 Ｄ６００ｎｍ和氟环唑含
量。以不接菌（加入与接菌液等体积的无菌水）的

培养基作为对照，每处理重复 ３次。于 ３０℃、
２００ｒ／ｍｉｎ摇床中避光培养，每天定时取样测定
Ｄ６００ｎｍ及氟环唑残留量。
１．５．３　温度和初始 ｐＨ值对菌株降解效率的影响
　用１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠或盐酸调节无机盐液体培养
基的ｐＨ值分别为５、６、７、８、９［培养基中３－（Ｎ－吗
啉基）丙磺酸（ＭＯＰＳ）缓冲液浓度为 ５ｍｍｏｌ／Ｌ］。
灭菌后，将“１．５．１”节中的菌悬液母液接种到５０ｍＬ
无机盐液体培养基中，调整 Ｄ６００ｎｍ为０．１，添加氟环
唑使其质量浓度为２０ｍｇ／Ｌ，分别置于２５、３０、３５℃的
摇床（转速为２００ｒ／ｍｉｎ）中避光培养６ｄ后取样测定
培养液中氟环唑的残留量。每个处理３次重复。
１．５．４　接菌量对菌株降解效率的影响　将
“１５１”节中的菌悬液母液接种到５０ｍＬ灭菌的无
机盐液体培养基（ｐＨ值为７．０）中，调整 Ｄ６００ｎｍ分别
为 ０．０５、０．１０、０．２０、０．５０，添加氟环唑至其质量浓
度为 ２０ｍｇ／Ｌ，于３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ下避光培养，分
别于０、２、４、６ｄ取样测定培养液中氟环唑残留量。
每个处理重复３次。
１．５．５　氟环唑质量浓度对菌株降解效率的影响　
将“１．５．１”节中的菌悬液母液接种到５０ｍＬ无机盐
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液体培养基中，调整 Ｄ６００ｎｍ为０．１，添加氟环唑至其
初始质量浓度分别为５、１０、２０、５０ｍｇ／Ｌ，培养、取样
及测定方法同“１．５．４”节。每个处理重复３次。
１．６　氟环唑提取及分析方法
１．６．１　提取及净化　采用Ｑｕｅｃｈｅｒｓ法［２３］提取氟环

唑：取２ｍＬ样品溶于１０ｍＬ乙腈中，添加１ｇＮａＣｌ
涡旋振荡１ｍｉｎ后，在５０００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，吸
取上清液０．５ｍＬ置于１０ｍＬ离心管中，加３．５ｍＬ
乙腈涡旋振荡１ｍｉｎ，最后加入０．０５ｇＮ－丙基乙二
胺和０．１００ｇ无水硫酸镁进行净化，过０．２２μｍ有
机系滤膜，待测。

１．６．２　仪器检测条件　液相色谱条件：色谱柱为
ＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８（３．５μｍ，２．１×１５０ｍｍ）；流动相
比例设置为９∶１，其中Ａ相为１００％色谱乙腈，Ｂ相
为０．１％甲酸；等梯度洗脱；流速为０．４ｍＬ／ｍｉｎ；进
样体积为５μＬ；柱温为室温。

质谱条件：多反应监测扫描模式；电喷雾正离

子源；离子化电压为４０００Ｖ；雾化温度为３５０℃；喷
雾气压为２５Ｐｓｉ。具体质谱监测参数见表１。

表１　氟环唑质谱检测参数

保留时间

（ｍｉｎ） 母离子 子离子
去簇电压

（Ｖ）
碰撞电压

（Ｖ）
驻留时间

（ｍｓ）

１．２０９ ３３０ １４１．０ １１０ １０ ２００
３３０ １２１．１ １１０ １５

　　在上述条件下，氟环唑的添加回收率为
９１．６％～９６．５％。

２　结果与分析

２．１　氟环唑降解菌的分离筛选
经过富集培养、梯度驯化、分离纯化等过程，得

到８株可在含氟环唑的无机盐液体培养基中生长并
可耐受２００ｍｇ／Ｌ氟环唑的菌株，通过初步降解试验
发现，其中１株菌株能够以氟环唑为唯一碳源快速
生长，且对氟环唑有较好的降解效果，将其命名为

Ｆ１。在ＬＢ固体培养基上，菌落呈白色突起、圆形、
边缘整齐、质地光滑、黏稠。

２．２　菌种鉴定
菌株Ｆ１的 ＤＮＡ通过 ＰＣＲ扩增得到约１．４ｋｂ

的１６ＳｒＲＮＡ基因片段，对该基因片段进行测序，并
将测序结果在 ＮＣＢＩ上进行 Ｂｌａｓｔ同源性比对，结果
表明，该菌株与假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）相似
度达 ９９％，将该菌株的 １６ＳｒＲＮＡ序列提交至
ＧｅｎＢａｎｋ，获 得 的 登 录 号 为 ＭＮ５１５０６９。使 用
ＭＥＧＡ６．０软件构建系统发育树，结果（图１）发现，
该菌株与昆明假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｋｕｎｍｉｎｇｅｎｓｉｓ
ＨＬ２２－２同源性最为高。

２．３　降解菌的生长曲线
从图２可以看出，Ｆ１菌株接入 ＬＢ液体培养基

培养４ｈ后进入对数生长期，１０ｈ后生长速度减缓，

到１４ｈ时达到生长高峰。Ｆ１菌株处于稳定生长期
的时间为培养后１４～１８ｈ。取处于稳定生长期的细
菌制备成菌悬液母液，进行下一步氟环唑降解试验。
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２．４　菌株Ｆ１对氟环唑的降解特性及其生长规律
从图３可以看出，在以２０ｍｇ／Ｌ氟环唑为单一

碳源的无机盐液体培养基中，菌株 Ｆ１的生长繁殖
均以氟环唑为唯一碳源和能源，菌株在培养０～４ｄ
内逐步生长繁殖，同时氟环唑被快速代谢；在培养

４ｄ后因氟环唑含量降低，菌株生长进入衰退期（数
量减少），氟环唑降解速率降低。在培养４ｄ时菌株
Ｆ１数量达到最大值，其对氟环唑的降解率达
７５３％；至培养６ｄ时，氟环唑的残留量为１．９２ｍｇ／Ｌ，
降解率达到９０．４％，而在未接菌的处理中，氟环唑
的自降解率仅为 １２．８％，表明接菌处理组培养基中
氟环唑浓度的下降主要是由于菌株Ｆ１的作用。

２．５　菌株Ｆ１对氟环唑降解条件的优化
２．５．１　温度和初始ｐＨ值对菌株Ｆ１降解氟环唑的
影响　从图４可以看出，在 ｐＨ值为６．０～８．０范围
内，菌株Ｆ１对氟环唑的降解效率较高，最适初始ｐＨ
值为７．０，ｐＨ值过高或者过低均会影响菌株的生长
及对氟环唑的降解率。在相同 ｐＨ值、不同温度
（２５～３５℃）条件下，菌株 Ｆ１在２５℃下生长较慢，
对氟环唑的降解能力也最小；在３０℃ 下菌株 Ｆ１对
氟环唑降解效率最高，培养６ｄ后氟环唑降解率达
９０．１％。

２．５．２　接菌量对菌株Ｆ１降解氟环唑的影响　从图
５可以看出，在底物氟环唑浓度均是２０ｍｇ／Ｌ的无
机盐液体培养基中，随着初始接菌量的逐渐增加，

菌株Ｆ１对氟环唑的降解效率明显提高。接菌量（即
无机盐培养基的Ｄ６００ｎｍ）在０．０５～０．５０范围内时，培
养６ｄ后菌株 Ｆ１对氟环唑的降解率为 ２２．０％ ～
９２１％；其中当接菌量为０．０５时，菌株Ｆ１的适应期
延长，氟环唑降解缓慢；当接菌量分别为０．１０、０．２０
时，菌株Ｆ１在培养４ｄ内快速降解氟环唑，随后降
解速率变缓；而当接菌量为０．５０时，菌株Ｆ１在培养
２ｄ内快速降解氟环唑，之后降解速率变慢。

２．５．３　氟环唑底物浓度对菌株Ｆ１降解氟环唑的影
响　从图６可以看出，在菌株Ｆ１接菌量为０．１０、底
物氟环唑的质量浓度为 ５～５０ｍｇ／Ｌ时，培养 ６ｄ
后，随着初始氟环唑浓度的增加，降解率呈现先增

加后降低的趋势。当底物浓度为５０ｍｇ／Ｌ时，推测
由于底物浓度较大，菌株 Ｆ１适应时期较长，导致培
养６ｄ后氟环唑的降解率仅为３８％；当底物浓度低
于或等于２０ｍｇ／Ｌ时，菌株 Ｆ１快速降解氟环唑，培
养６ｄ后降解率均高于８０％，表明该菌株对浓度低
于或等于２０ｍｇ／Ｌ的氟环唑有较高的降解效果。
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３　结论与讨论

本研究在农药厂区污染土壤中采样，经过以氟

环唑为唯一碳源的梯度驯化、分离纯化等步骤，得

到１株对氟环唑降解性能较好的菌株Ｆ１。经过１６Ｓ
ｒＲＮＡ同源性比较分析，初步鉴定该菌株属于假单
胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．），其亲缘关系与昆明假单
胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｋｕｎｍｉｎｇｅｎｓｉｓ最为接近。目前已
报道的三唑类（戊唑醇［１３］、丙环唑［１７］、多效唑［２４］）

农药降解菌大多属于假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．）。假单胞菌属细菌是从污染物中分离出的常见
菌株，且大部分种属对人类危害较小，有望应用于

三唑类农药污染环境的微生物修复。

本研究表明，菌株 Ｆ１降解氟环唑的最佳环境
条件是ｐＨ值为６．０～８．０，温度为３０℃。细菌都具
有一定的最适 ｐＨ值和温度生长范围，其中温度通
过控制微生物的酶促反应速率来影响降解菌的生

长，进而影响降解菌对农药的降解速率［２２］。当氟环

唑初始浓度为２０ｍｇ／Ｌ，接菌量（Ｄ６００ｎｍ）为０．１，ｐＨ
值为７．０，温度为３０℃时，培养６ｄ后，氟环唑降解
率达９０．４％。除以上影响因素外，能源物质的添加
也可能影响微生物对农药的降解效率。Ｓａｒｋａｒ等研
究表明，葡萄糖作为碳源物质或硝态氮作为氮源物

质的加入均能促进微生物对土壤中三唑类杀菌剂

的降解作用［１７］。在氟环唑的降解过程中是否具有

类似的规律，需要进一步研究。

菌株Ｆ１是１株降解氟环唑功效良好的降解菌，
对主要影响因素适应性良好，但还需进一步研究该

菌株介导的氟环唑代谢途径及降解氟环唑过程中

起关键作用的酶或控制基因等。另外，该菌株对其

他三唑类农药的降解效果如何还需要进一步研究。

目前，国内外对氟环唑的生物降解研究尚无报道，

本研究为三唑类农药氟环唑的生物降解提供了微

生物资源。该降解菌在已被氟环唑污染的化工废

水及农田环境的生物修复中可能具有良好的应用

前景。
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１株热带海洋光合细菌的筛选、鉴定及水质净化能力
张秀霞１，２，王冬梅１，李军涛１，胡永华１，郑佩华１，鲁耀鹏１，冼健安１

（１．中国热带农业科学院热带生物技术研究所／海南省海洋生物资源功能性成分研究与利用重点实验室，海南海口５７１１０１；

２．天津市水产生态及养殖重点实验室，天津３００３９２）
　　摘要：从西沙群岛永兴岛滩涂底泥中，通过富集分离纯化得到１株光合细菌（编号ＹＸ－１），对菌株进行形态观察
和生理生化特性分析，经１６ＳｒＤＮＡ鉴定为红假单胞菌。将该菌株接种到模拟富营养化养殖污水中，结果显示该菌株
具有较强的ＣＯＤ、氨氮和亚硝酸盐去除能力，优于阳性对照菌株，可开发应用于海南水产养殖污水的净化处理。
　　关键词：光合细菌；分离；养殖污水；净化
　　中图分类号：Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）０４－０２７８－０４

收稿日期：２０１８－１２－０５

基金项目：农业农村部财政专项（编号：ＮＦＺＸ２０１８）；天津市水产生态

及养殖重点实验室开放基金（编号：ＴＪＡＥ２０１８０８）。

作者简介：张秀霞（１９８２—），女，广东梅州人，硕士，工程师，主要从事

水产健康养殖研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１０７２６５８３４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：冼健安，博士，副研究员，主要从事水产养殖生态及毒理

学、水产动物营养与饲料学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉａｎ－ｊａ＠１６３．ｃｏｍ。

　　光合细菌（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＳＢ）是一类
具有光合色素、能在无氧条件下进行光合磷酸化的

微生物，分布广泛，遍及江河、沼泽、湖泊、海洋、池

塘及活性污泥和土壤中［１］，易培养，生长速度快，繁

殖力和生命力强，与自然界的Ｃ、Ｎ、Ｓ化学循环有重
要关系，在自然界自我净化过程中担负着重要角

色，在污水净化、水产养殖、保健品研发、产氢、农业

等多方面得到广泛应用［２－３］。ＰＳＢ最初被应用于处
理有机污水，后来逐渐引入应用到水产养殖当中。

ＰＳＢ在水产养殖上的研究和应用主要集中在调控、
改善和稳定养殖水体的水质［４］，防治疾病的发生及

利用ＰＳＢ作为生物饵料和营养性添加剂［５－６］。

本研究从西沙群岛永兴岛滩涂底泥中富集并

分离筛选出１株光合细菌菌株，对其形态学和生理

生化特性进行了分析，并对其在模拟的富营养化对

虾养殖污水中的净化效果进行了研究，为其进一步

开发利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　试验使用饲料为本实验室自制
对虾饲料，阳性对照菌为市售光合细菌产品。

１．１．２　试验试剂　ＰＣＲ扩增试剂购自 ＴａＫａＲａ公
司，其他试剂购自广州化学试剂厂。

１．１．３　培养基配方
１．１．３．１　富集培养基　ＮａＣｌ２．００ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．２０ｇ、ＮＨ４Ｃｌ１．００ｇ、ＮａＨＣＯ３２．００ｇ、ＫＨ２ＰＯ４
１．７５ｇ、ＣＨ３ＣＯＯＮａ３．００ｇ、酵母膏１．００ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０［７］。
１．１．３．２　分离培养基　培养基成分见表１，按上储
备液Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ配制好后用２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液
调ｐＨ值为７．０，置于高压蒸汽灭菌锅中１２１℃，灭
菌 ２０ｍｉｎ，若配固体培养基则再添加２％琼脂粉，储
备液Ｃ、Ｆ使用时在无菌超净工作台中用 ０．２２μｍ
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