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　　摘要：采用紫外线诱导和化学诱变相结合的方法，对生防木霉Ｔ１１菌株进行选育得到Ｔ１１－５－２变异菌株。该菌
株在多菌灵浓度为１００ｍｇ／Ｌ的无机盐培养基中，于２５℃，２００ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养，用ＨＰＬＣ－ＭＳ检测显示，处理
２ｄ的培养液中检测出多菌灵和３种代谢产物；处理５ｄ的培养液经检测未发现多菌灵和代谢产物；以玉米秸秆为原
料，在温度为 ２５℃ 条件下固体发酵６ｄ，制成生物修复剂。该修复剂可有效降解５种常用农药，并对黄瓜灰霉病的活
体防治效果达到７９．５％，优于化学农药多菌灵。
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　　由于温室大棚的不易迁移和常年重茬种植同
一种作物，土壤中大量土传病原菌滋生繁殖，易引

发植物病害。而病害的频繁发生，又促使农民用药

次数增加，致使土壤中农药残留升高，形成恶性循

环，导致棚内土壤生态平衡受到严重破坏。笔者对

蔬菜大棚内土壤采用多点采样进行检测分析，然后

与同一地未建大棚的耕地土壤检测数据比较，发现

棚内土壤中的农药残留量是非大棚耕地的３．６倍，
而细菌、放线菌、霉菌等微生物种群却减少４～６倍。
可见，化学农药的大量、重复使用，使土壤中的农药

残留量大幅增加，不仅使生产的农产品残留超标，

而且还破坏了土壤的微生态平衡，导致微生物数量

大幅减少。随着人们生活水平的提高，对食品安全

和环境安全也提出了更高要求。无药物残留、无副

作用的绿色农副产品越发受到人们青睐。因此，对

温室大棚内的土壤进行生物修复意义重大。目前，

国内外对多菌灵降解菌的研究多集中于细菌，且均

为液体降解研究［１－９］。

木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ．）Ｔ１１菌株，是笔者所在实
验室分离出的高效生防真菌菌株，对灰葡萄孢菌

（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）、镰刀菌（Ｆａｓａｒｉｕｍｓｐｐ．）等多种土
传病原菌具有良好的抑制作用；通过药物驯化、紫

外线诱导和化学诱导相结合的方法，对筛选出的生

防木霉Ｔ１１菌株进行改良，得到 Ｔ１１－５－２木霉变
异菌株。使其在保持对多种病原菌有良好拮抗性

的同时，对速克灵、多菌灵等化学农药残留有显著

的降解效果，可使生产的蔬菜等农产品有害残留量

大幅降低，达到绿色食品标准。农药残留被降解为

二氧化碳和水，对环境不会造成二次污染，同时，还

可以防治农作物灰霉病、枯萎病、霜霉病等常见和

多发病害，使土壤修复、农药残留降解和土传病害

的防治有机结合，从而大幅提高劳动生产效率、降

低成本，有效提高大棚蔬菜的经济效益，有较高的

应用前景和推广价值。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料主要有木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ．）Ｔ１１降

解菌株，由笔者所在实验室在农药厂土壤中分离、

选育得到；５０％多菌灵可湿性粉剂，由江苏靖江农药
厂提供；马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基：２００ｇ马
铃薯，２０ｇ葡萄糖，１５ｇ琼脂，１０００ｍＬ水，ｐＨ值自
然；ＰＤＡ药物培养基：把ＰＤＡ培养基熔化后，加入一
定量多菌灵粉剂混合均匀后倒入平板制得；无机盐

培养基：５．７１０ｇＫ２ＨＰＯ４，１．７００ｇＫＨ２ＰＯ４，２．６３０ｇ
（ＮＨ４）２ＳＯ４，０．０９５ｇＭｇＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ，０．０５０ｇ
ＭｎＳＯ４，０．０５ｇＦｅＳＯ４，０．００３ｇＣａＣｌ２，１０００ｍＬ水，
ｐＨ值为 ７．０；甲基磺酸乙酯（ｅｔｈｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｅ，简
称ＥＭＳ），由上海艾研生物科技有限公司提供。
１．２　紫外线多重诱导及药物驯化处理

在接种木霉菌株 Ｔ１１于２５℃恒温培养５ｄ的

—６４２— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１２期



ＰＤＡ培养基平板上，加入５０ｍＬ无菌水，轻轻洗刷
绿色分生孢子，制成１０７个／ｍＬ孢子悬浮液。在含
多菌灵 １０ｍｇ／Ｌ的ＰＤＡ药物培养基上涂抹０．１ｍＬ
上述孢子悬浮液。去盖在２０Ｗ、波长为２５３．７ｎｍ
的紫外灯管下３０ｃｍ处，避光照射后立即用黑纸包
好，放入 ２５℃恒温箱中培养。每次照射时间为
６０ｍｉｎ。每个处理重复３次。统计平板上菌落数并
将其转接到含１０ｍｇ／Ｌ多菌灵的 ＰＤＡ药物培养基
上。选取生长迅速的变异木霉菌株，待产生大量绿

色分生孢子后，再按上述方法配制孢子悬浮液，涂

抹在含２０ｍｇ／Ｌ多菌灵ＰＤＡ药物培养基上，进行第
２次紫外线重复诱导和驯化处理。依此类推，逐步
提高多菌灵浓度达到１５００ｍｇ／Ｌ，获降解性变异菌
株Ｔ１１－５。
１．３　化学诱导处理
　　在接种木霉菌株Ｔ１１－５于２５℃恒温培养５ｄ
的ＰＤＡ培养基平板上，刮取少量绿色分生孢子，用
无菌生理盐水和０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲溶液（ｐＨ值
为５．０）各洗涤１～２次后，将洗好的Ｔ１１－５菌株分
生孢子悬浮于含有１０ｇ／Ｌ甲基磺酸乙酯的磷酸钾
溶液（ｐＨ值 ＝５．０）中，２５℃振荡处理１～２ｈ。取
１０ｍＬ处理后的悬液用０．１６ｍｏｌ／Ｌ硫代硫酸钠溶
液稀释１０倍终止反应，离心收集孢子，用无菌生理
盐水洗涤后，加入无菌水，制成１０７个／ｍＬ孢子悬浮
液，取０．１ｍＬ上述孢子悬浮液均匀涂在 ＰＤＡ培养
基平板上，于２５℃恒温培养，从平板上挑取菌落较
大的进行纯化。最后得到能在多菌灵浓度达到

２０００ｍｇ／Ｌ的 ＰＤＡ平板上良好生长的变异菌株
Ｔ１１－５－２。
１．４　菌株Ｔ１１－５－２对多菌灵降解

在无机盐培养基中加入 １００ｍｇ／Ｌ多菌灵，以
５％接种量接入木霉 Ｔ１１－５－２种子液，于２５℃、
２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养。２、５ｄ后分别取样１次，用液
相色谱－质谱联用技术（ＨＰＬＣ－ＭＳ）检测培养液中
多菌灵及代谢产物含量［１０］。

１．５　对其他几种常用农药的降解
在ｐＨ值为 ６．０的无机盐培养基中分别加入

１００ｍｇ／Ｌ多菌灵、速克灵、扑海因、甲基托布津、三
唑酮，以５％接种量接入种子液，于２５℃、２００ｒ／ｍｉｎ
条件下振荡培养５ｄ，取样分别测定各自农药的残留
量［１１］并计算降解率。每个处理重复３次。
　　多菌灵降解率计算公式如下：

Ｎ＝（Ａ－Ｂ）／Ａ×１００％。

式中：Ｎ表示降解率；Ａ表示未接种子液的多菌灵含
量；Ｂ表示接种子液的多菌灵含量。
１．６　制备种子液

液体培养基：８～１０ｍＬ马铃薯浸出液，０．２～
０４ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４，０．２～０．３ｇＫ２ＨＰＯ４，１ｇＣａＣＯ３，
补加水至１０００ｍＬ，调节 ｐＨ值至６．０～６．５。取上
述培养液１００ｍＬ，高压灭菌２０～３０ｍｉｎ。冷却后接
入已活化好的木霉菌 Ｔ１１－５－２菌株，于 ２５～
２６℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养，用分光光度计测量
Ｄ６００ｎｍ达到０．３０～０．３５停止液体发酵。发酵液作为
种子液备用。

１．７　固体发酵
固体培养基：１０ｇ玉米秸秆粉（粉碎至３０～４０

目），３ｇ麸皮，０．８～０．９ｇ葡萄糖，０．２０～０．４０ｇ
（ＮＨ４）２ＳＯ４，０．１０～０．２０ｇＫＨ２ＰＯ４，０．０８～０．１０ｇ
ＭｇＳ０４·７Ｈ２Ｏ，１０００ｍＬ水，调节 ｐＨ值至 ６．０～
６５。高压灭菌３０ｍｉｎ，冷却后接入上述Ｔ１１－５－２
菌株种子液 １００～１３０ｍＬ，搅拌均匀，放在 ２５～
２６℃ 恒温培养箱中培养６ｄ，用血球计数板测量固
体发酵物的分生孢子量达到１０１０个／ｇ，即可结束固
体发酵出料，常温风干或使用真空干燥器控制温度

在４５℃左右干燥。即可得到复合生物修复剂。
１．８　生物防效试验

经过固体培养基发酵获得木霉Ｔ１１－５－２菌株
分生孢子粉，把孢子粉和多菌灵可湿性粉剂用无菌

水稀释８００倍，各取一定量药液与等量灰霉菌孢子
悬浮液（孢子浓度为１０５个／ｍＬ）混合均匀，然后喷
施在盆栽黄瓜苗上。每盆种植８株津青１号黄瓜，
每株留３片复叶，用药１０ｍＬ／株。并喷施等量无菌
水作空白对照。于２０℃恒温保湿３ｄ，调查叶片发
病情况，计算发病率和防治效果。每个处理４盆，重
复３次。

发病率＝感病株数／总株数×１００％；
　　防治效果＝（对照发病率 －用药发病率）／对照
发病率×１００％。

２　结果与分析

２．１　菌株Ｔ１１－５－２对多菌灵的降解试验
对处理多菌灵２ｄ的培养液采用ＨＰＬＣ－ＭＳ分

析，结果出现４个峰（图１），结合相应的质谱分析认
为，代谢产物Ａ为２－氨基苯腈、Ｂ为２－氨基苯并
咪唑、Ｃ为苯并咪唑、Ｄ为未降解的残留多菌灵，保
留时间分别为１．４２、１．８１、２．４２、３．１４ｍｉｎ。而在对
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Ｔ１１－５－２菌株处理多菌灵 ５ｄ的培养液进行
ＨＰＬＣ－ＭＳ分析时，却未再检测出代谢产物和多菌
灵残留（图２）。说明Ｔ１１－５－２菌株５ｄ已完全降
解１００ｍｇ／Ｌ的多菌灵，且经过１０次继代转接后降
解效果仍较稳定。

　　对多菌灵经过５ｄ处理，通过ＨＰＬＣ－ＭＳ分析，
已经检测不到多菌灵及其降解物的存在，已经被彻

底转化为成二氧化碳和水，对环境不会产生二次

污染。

２．２　对其他几种常用农药的降解
由图３可知，降解菌对速克灵、多菌灵的降解率

分别高达９８．１％、９０．４％，对扑海因、甲基托布津、
三唑酮的降解率分别达到８６．５％、４０．１％、５５．３％。
表明该降解菌株对５种不同类型的化学农药均具较
好的降解作用，表明 Ｔ１１－５－２菌株具有较广泛的
降解能力，这在降解菌的研究中还未见报道过。

　　由于农作物病害种类繁多，施用１种农药已不
能完全达到防病效果，为保证稳产、高产，往往会在

田间施用多种农药，因此降解菌株能够对多种农药

具有降解特性是十分必要且应用价值极高的。

２．３　生物防效试验
试验前应把盆栽黄瓜用水浇透，然后喷施各处

理８００倍药液。于２０℃恒温保湿处理３ｄ，调查感

病叶片数。

　　活体拮抗性试验结果（表１）表明，木霉菌对黄
瓜灰霉病的防治效果可达到７９．５％，优于化学农药
多菌灵的防治效果（７１．７％），且差异明显。这充分
表明木霉 Ｔ１１－５－２菌株除具有良好的降解效果
外，还具有优良的对土传病害防治效果。

表１　木霉Ｔ１１－５－２菌株对黄瓜灰霉病防治结果

药剂处理
总叶数

（张）

病叶数

（张）

发病率

（％）
防效

（％）

木霉Ｔ１１－５－２ ９６ １５．３ １５．９ ７９．５

多菌灵 ９６ ２１．２ ２２．１ ７１．７

ＣＫ ９６ ７５．０ ７８．１

３　结论

通过药物驯化、紫外线诱导、化学诱导相结合

的方法，人工选育出木霉变异菌株Ｔ１１－５－２，在多
菌灵浓度为１００ｍｇ／Ｌ条件下，于２５℃、２００ｒ／ｍｉｎ
振荡培养５ｄ，可完全降解多菌灵。以玉米秸秆为主
要原料，通过固体发酵６ｄ，制备的修复剂分生孢子
数达到１．４×１０１０ＣＦＵ／ｇ。木霉菌株 Ｔ１１－５－２对
浓度为 １００ｍｇ／Ｌ的速克灵、多菌灵、扑海因、三唑
酮、甲基托布津在最适条件下处理５ｄ，降解率分别
达到 ９８．１％、９０．４％、８６．５％、５５．３％、４０．１％。木霉
菌对黄瓜灰霉病的防治效果可达到７９．５％，优于化学
农药多菌灵的防治效果（７１．７％），且差异明显。
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ｉｎａｑｕｅｏｕｓｍｅｄｉａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，

１９８６，３４（１）：１０８－１１２．

［２］许敬亮，王志春，李顺鹏，等．多菌灵降解菌株ｄｊ－６－１的分离、

鉴定及降解特性［Ｊ］．中国环境科学，２００６，２６（３）：３０７－３１０．
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［３］ＨｏｌｔｍａｎＭ Ａ，ＫｏｂａｙａｓｈｉＤ Ｙ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｅｒｙ

ｔｈｒｏｐｏｌｉｓｉｓｏｌａｔｅｓｃａｐａｂｌｅｏｆｄｅｇｒａｄｉｎｇｔｈｅｆｕｎｇｉｃｉｄｅｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ［Ｊ］．

ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９７，４７（５）：５７８－

５８２．　　　　

［４］程洁红，李慧蓉．高效降解菌处理多菌灵农药生产废水的研究

［Ｊ］．上海环境科学，２００３，２２（１０）：６９０－６９４．

［５］ＰａｔｔａｎａｓｕｐｏｎｇＡ，ＮａｇａｓｅＨ，ＳｕｇｉｍｏｔｏＥ，ｅｔａｌ．Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆ

ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍａｎｄ２，４－ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙａｃｅｔｉｃａｃｉｄｂｙｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ

ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ ｏｎ ｌｏｏｆａｓｐｏｎｇｅ［Ｊ］． ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ

Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００４，９８（１）：２８－３３．

［６］ＭａｚｅｌｌｉｅｒＰ，ＬｅｒｏｙＥ，ｄｅＬａａｔＪ，ｅｔａｌ．Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｂｙ

ＵＶ／Ｈ２Ｏ２ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙｋｉｎｅｔｉｃｍｏｄｅｌｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

ＣｈｅｍｉｓｔｒｙＬｅｔｔｅｒｓ，２００３，１（１）：６８－７２．

［７］ＰａｔｔａｎａｓｕｐｏｎｇＡ，ＮａｇａｓｅＨ，ＩｎｏｕｅＭ，ｅｔａｌ．Ａｂｉｌｉｔｙｏｆａｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ ｔｏ ｒｅｍｏｖｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ，ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ ａｎｄ ２，４ －

ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙａｃｅｔｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００４，２０（５）：５１７－５２２．

［８］张丽珍，乔雄梧，马利平，等．多菌灵降解菌 ＮＹ９７－１的鉴定及

降解条件［Ｊ］．环境科学学报，２００６，２６（９）：１４４０－１４４４．

［９］ＺｈａｎｇＧＳ，ＪｉａＸＭ，ＭａＸＨ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ－ｄｅｇｒａｄｉｎｇｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｔｒａｉｎ

［Ｊ］．ＡｃｔａＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａＳｉｎｉｃａ，２００４，４４（４）：４１７－４２１．

［１０］田连生，陈　菲．多菌灵降解菌Ｔ８－２的分离及其降解条件研

究［Ｊ］．江苏农业科学，２００８（６）：２７１－２７４．

［１１］中国农业科学院植物保护研究所．农药分析［Ｍ］．８版．北京：

化学工业出版社，１９８８．

宋林韩，金　鹏，吴　桐，等．陕北黄土高原耕地生态安全的时空格局［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１２）：２４９－２５７．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．１２．０５１

陕北黄土高原耕地生态安全的时空格局

宋林韩１，金　鹏２，吴　桐１，卫新东１，２，３

（１．长安大学地球科学与资源学院，陕西西安７１００５４；２．长安大学土地工程学院，陕西西安７１００５４；

３．自然资源部退化及未利用土地整治工程重点实验室／陕西省土地整治重点实验室，陕西西安 ７１００７５）

　　摘要：研究陕北黄土高原耕地生态安全的时空格局，加强耕地数量、质量和生态三位一体管护，提升耕地可持续利
用水平。基于压力－状态－响应（ＰＳＲ）模型建立评价指标体系，用熵值法计算指标权重，多目标综合评价法研究陕北
黄土高原２０１３、２０１７年耕地生态安全时空格局，在此基础上，利用障碍度模型计算障碍因子及障碍度。研究结果显
示：（１）与２０１３年比较，２０１７年陕北黄土高原耕地生态安全水平空间格局呈现发展较好的趋势。（２）２０１７年陕北黄
土高原２５个县（区、市）耕地生态安全障碍度存在差异。（３）２０１７年耕地生态安全分布情况为南部＞西部＞中部＞北
部＞东部。可见，陕北黄土高原耕地生态安全整体上向更安全的方向发展，未来更应从“惠民惠农”政策保护、生态安
全知识普及、土地整治等方面来进一步提高研究区耕地生态安全。

　　关键词：耕地生态安全；压力－状态－响应（ＰＳＲ）模型；障碍度模型；熵值法；障碍因子；陕北黄土高原
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　　耕地是土地资源的精华部分，是粮食安全的基
础，其可持续利用是影响区域可持续发展的关键问

题［１］。耕地保护是国家的头等大事，事关经济平稳

健康发展、政治昌明、社会稳定、生态文明和文化传

承［２］。在新时期、新形势下，耕地保护重点推进国

土资源数量、质量、生态三位一体综合管理。耕地

占补平衡制度作为耕地保护制度的“牛鼻子”［３］，自

确立实施以来，基本上保证了耕地数量动态平衡和

质量的相对稳定和提升，而耕地生态管护成为当今

耕地管护研究的前沿和热点问题。党中央、国务院

高度重视生态环境保护，党的十八大将生态文明建

设提升到“五位一体”的发展高度，在党的十九大会

议中，习总书记提出生态文明建设，提高生态安全

度，而耕地生态安全作为建设生态文明的必经之

路，耕地生态安全问题随之越来越受到重视。研究

耕地生态安全问题对指导新时期合理利用耕地，促

进耕地可持续利用水平，保障国家粮食安全、生态

安全和社会稳定意义重大。
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