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　　摘要：研究了１株具有毒死蜱降解活性的巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）ＤＧＢ定殖水稻后对水稻及种植土壤
中毒死蜱降解的影响。在低浓度和高浓度毒死蜱处理的土壤中，接菌水稻生物量相比对照分别增加了２２．１％和
１７３％；在试验前期接菌水稻中毒死蜱残留量要显著高于对照组，后期差异逐渐减小。与对照相比，接菌水稻种植的
低与高２个处理土壤中毒死蜱残留分别减少了２７．６％和４３．９％，半衰期分别由１１ｄ和１０．８ｄ降至９．６ｄ和８．１ｄ。
结果表明，该内生菌定殖水稻能够显著促进土壤中毒死蜱的降解，同时对水稻生长也有一定的增益。
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　　毒死蜱（ｃｈｌｏｐｙｒｉｆｏｓ）是一种广谱性有机磷类杀
虫剂。自２０世纪６０年代以来，毒死蜱广泛用于农
业和城市害虫的防治 ［１］。２０１４年对浙江省绍兴市
部分蔬菜基地及农贸市场各类蔬菜进行抽检的结

果中毒死蜱的农残超标率达到 ７７．８％，其中以青
菜、芹菜等叶菜类蔬菜为主［２］。２０１６年对江西省内

１６个龙牙百合基地鲜百合进行抽检，其中毒死蜱的
检出率为１０％［３］。已有研究表明，毒死蜱能够在多

种动植物体内富集［４］，对人的神经系统和脑发育也

有着潜在危害［５－６］，毒死蜱还与癌症的发生有关，长

期接触可能会增加患肺癌的概率［７－８］。毒死蜱在农

田土壤及水体中的残留会对地表水和地下水造成

污染。稻田系统又是作物系统中比较特殊的一类，

稻田农药更容易通过径流、渗滤等途径进入到水体

环境中，因此，修复农田环境中的农药残留对整个

生态环境都有非常重要的意义。

生物修复是一种利用微生物降解污染物的修

复手段，是一种可靠、经济有效的环境污染治理方

法。不同微生物间的合作甚至能够将污染物完全
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降解，目前，已经有利用微生物修复有机磷农药污

染的土壤和水环境的研究［９］。有些微生物在对污

染物进行解毒的同时对植物的生长也能起到一定

的促进作用［１０－１１］。关于毒死蜱降解菌的研究较多，

人们从环境中已陆续分离出多株具有降解毒死蜱

能力的微生物，如希瓦氏菌属 ＢＴ０５［１２］、肠杆菌属菌
株Ｂ－１４［１３］、苍白杆菌属 ＪＡＳ２［１４］等。Ｍａｙａ等从土
壤中分离获得不同菌属的７株毒死蜱降解菌，它们
对毒死蜱的降解能力强弱依次为假单胞菌、农杆

菌、杆菌［１５］。Ｌａｋｓｈｍｉ将４株不同属的毒死蜱降解
菌（荧光假单胞菌属、羊布鲁氏杆菌、枯草芽孢杆

菌、铜绿假单胞菌）分别接种到５０ｍｇ／ｋｇ毒死蜱污
染的土壤中，３０ｄ后毒死蜱的去除率达到 ８５％ ～
９２％，而对照土壤中毒死蜱的去除率仅为３４％［１６］。

赵倩等将１株邻单胞菌属降解菌 ＤＬＬ－１接种到含
１５ｍｇ／ｋｇ甲基对硫磷的竹林土壤中，１０ｄ后甲基对
硫磷的去除率达到９８．８％［１７］。但是，在实际应用

中由于土壤微生物种群结构的差异经常出现接入

的降解菌存活率低、降解活性弱等问题。Ｌｉ等在修
复５０ｍｇ／ｋｇ毒死蜱污染土壤时发现在接种粪产碱
菌属毒死蜱降解菌 ＤＳＰ３的同时种植甘蓝，土壤中
毒死蜱在１２ｄ后完全降解，而未种植植物的土壤中
毒死蜱１２ｄ的去除率仅为２２％［１８］。但是对内生降

解菌－作物协作治理农田环境中农药残留的研究
还较少。

本研究通过室内盆栽试验，向土壤中添加不同

浓度的毒死蜱，测定内生菌定殖水稻后对水稻生物

量、植株毒死蜱残留和土壤毒死蜱残留的改变，探

究内生降解菌与水稻协作对稻田土壤中毒死蜱污

染降解的影响。进而分析内生降解菌定殖水稻辅

助治理稻田系统中毒死蜱残留的可行性，以期为环

境中农药污染物的原位修复提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试植株与土壤　土壤采自江苏省农业科
学院实验田，日本晴水稻种子来自江苏省农业科学

院粮食作物研究所。供试菌株为课题组前期从水

稻内分离出的１株具有毒死蜱降解特性的内生菌
ＤＧＢ，经鉴定为巨大芽孢杆菌属。
１．１．２　主要试剂　９７％毒死蜱原药（南京红太阳
股份有限公司）；９９．９％毒死蜱标准品（上海安谱实
验科技股份有限公司）；色谱纯正己烷（德国 Ｍｅｒｃｋ

公司）；分析纯乙腈（德国Ｍｅｒｃｋ公司）。
１．１．３　主要仪器　ＡｇｉｌｅｎｔＨＰ６８９０气相色谱（美国
安捷伦公司）；ＷＨ－３微型漩涡混合仪（上海沪西
分析仪器厂有限公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８０４Ｒ型离心机
（ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ公司）；ＪＪ２２３ＢＣ型电子天平（常熟市
双杰测试仪器厂）；ＩＫＡ型组织匀浆机（德国 ＩＫＡ仪
器设备有限公司）；

１．２　试验设计
土壤于阴凉处晾干后过１０目筛，加入一定量毒

死蜱混匀后分别获得含２、２０ｍｇ／ｋｇ毒死蜱的土壤；
将生长状况相近的 ３叶 １心水稻幼苗随机分成 ２
组，接菌水稻组置于无菌生理盐水配制的菌悬液中

过夜培养，对照组用等量无菌生理盐水处理。接菌

水稻与对照水稻均单独移栽至低浓度及高浓度毒

死蜱污染的土壤中生长，分别于０、１、３、７、１５、３０ｄ
测定各处理水稻生物量、水稻植株及土壤中毒死蜱

浓度，另测定未种植水稻的毒死蜱污染土壤中毒死

蜱残留变化。每个处理重复 ３次。所有试验于
２０１９年完成于江苏省农业科学院农产品质量安全
与营养研究所。

１．３　试验方法
１．３．１　试验水稻种植　水稻种子用３％次氯酸钠
溶液浸泡５ｍｉｎ，灭菌去离子水洗涤３～５次，７５％乙
醇浸泡５ｍｉｎ，灭菌去离子水洗涤３～５次。消毒种
子３０℃避光催芽，出芽状况相近的水稻种子转移至
水培系统继续培养，生长至３叶１心开始试验。
１．３．２　样品中毒死蜱的提取分析　水稻植株：水稻
植株整株剪碎加入１０ｍＬ乙腈后匀浆机打碎，加入
１．０ｇ氯化钠，涡旋振荡 １ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，取２ｍＬ上清液加入５０ｍｇＧＣＢ、１００ｍｇ无水
硫酸镁和３０ｍｇＰＳＡ，涡旋振荡２ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液氮气吹干，加入１ｍＬ色
谱级正己烷，过０．２２μｍ有机系滤膜，待进样。

土壤：称取５．０ｇ土壤加入１０ｍＬ乙腈，涡旋振
荡 ２ｍｉｎ，加入 ２．０ｇ氯化钠，涡旋振荡 ２ｍｉｎ，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取２ｍＬ上清液加入１００ｍｇ
无水硫酸镁和 ５０ｍｇＰＳＡ，涡旋振荡 ２ｍｉｎ，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液氮气吹干，
加入１ｍＬ色谱级正己烷，过０．２２μｍ有机系滤膜，
待进样。

气相色谱检测条件：ＨＰ－１７０１毛细管柱（３０ｍ×
２５０μｍ×０．２５μｍ）；ＥＣＤ检测器温度３２０℃；进样
口温度 ２８０℃；柱温 １５０℃，保持 １ｍｉｎ，以
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１５℃／ｍｉｎ的速度升至２７０℃，保持５ｍｉｎ；进样量，
１μＬ；载气为Ｎ２，流速１ｍＬ／ｍｉｎ。该方法下毒死蜱
在仪器上的保留时间为８．８１ｍｉｎ，在水稻植株样品
中的回收率为１０６．７８％，ＲＳＤ为６．３９％；在土壤样
品中的回收率为９５．２６％，ＲＳＤ为４．８３％。

２　结果与分析

２．１　内生菌定殖对水稻生物量的影响
接菌与对照水稻在２ｍｇ／ｋｇ与２０ｍｇ／ｋｇ毒死

蜱污染的土壤中生长１个月，随着时间变化各处理
水稻生物量的变化如图１所示。在２ｍｇ／ｋｇ毒死蜱
污染土壤处理中接菌水稻在７ｄ时水稻生物量略高
于对照处理水稻，到３０ｄ时接菌水稻生物量达到对
照组水稻生物量的１．２２倍；２０ｍｇ／ｋｇ污染土壤中
对照组水稻在前３ｄ生物量变化不明显，到３０ｄ时
接菌水稻与对照组水稻生物量也出现较大差距，接

菌水稻生物量为对照组的１．１７倍。不同浓度毒死
蜱污染对水稻生物量变化影响不明显。

２．２　内生菌定殖对水稻植株毒死蜱残留的影响
２ｍｇ／ｋｇ毒死蜱污染土壤中接菌水稻与对照水

稻毒死蜱含量变化见图２。水稻植株内毒死蜱含量
在开始处理１ｄ时内急剧上升，接菌水稻毒死蜱含
量达到了对照组水稻的１．５６倍，从７ｄ时开始２个
处理水稻毒死蜱含量差异显著减小，到 １５ｄ时由
１３２倍减至１．１３倍，并于３０ｄ时接菌水稻毒死蜱
含量与对照水稻基本保持一致。２０ｍｇ／ｋｇ污染土
壤中水稻植株内毒死蜱含量变化与２ｍｇ／ｋｇ污染土
壤相似，１、３、７、１５、３０ｄ时样品中接菌水稻毒死蜱含
量分别为对照组的１．４０、１．４３、１．５３、１．３３、１．３０倍，
在７ｄ时２个处理水稻毒死蜱含量差异最大，随后
差异开始逐渐减小。

２．３　内生菌定殖水稻对土壤毒死蜱残留的影响
土壤中毒死蜱含量变化以未种植水稻的土壤

为空白组，种植未接菌水稻的土壤为对照组，种植

接菌水稻的土壤毒死蜱含量变化见图 ３。３０ｄ时
２ｍｇ／ｋｇ毒死蜱污染处理对照组与接菌水稻组土壤
中毒死蜱残留量分别为空白组的 ５４．９２％和
３９７８％；２０ｍｇ／ｋｇ毒死蜱处理的结果较为相似，对
照组与接菌水稻组土壤中毒死蜱残留量分别为空

白组的５２８６％和２９．８３％。
　　各处理土壤中毒死蜱降解动态、相关系数和半

衰期见表１。２ｍｇ／ｋｇ毒死蜱处理空白组、对照水稻
组、接菌水稻组土壤中毒死蜱半衰期分别为１６．１２、
１１．００、９．６３ｄ；２０ｍｇ／ｋｇ毒死蜱处理各组土壤中毒
死蜱半衰期分别为 １６．１２、１０．８３、８．０６ｄ。可见，
２ｍｇ／ｋｇ及２０ｍｇ／ｋｇ毒死蜱污染的土壤中种植水
稻能够对毒死蜱的降解起到明显的促进作用，内生

菌定殖水稻则能够进一步加速土壤中毒死蜱降解

速率。

３　讨论与结论

利用内生菌与农作物协作修复农田环境中的

农药污染已成为近年来的研究热点［１９］，这可能成为

农药污染修复及保障农产品安全的一条有效途径。

本试验通过降解菌定殖，探究微生物与水稻协作对

土壤中毒死蜱修复的作用。结果表明，接菌后有利

于种植于毒死蜱污染土壤中水稻生物量的增加，对

水稻植株内毒死蜱含量检测结果表明，接菌后水稻

植株内毒死蜱的含量在前期要远高于对照，但到后

期差异迅速减小。由此可知，内生菌定殖只会在短

时间内增加水稻内的毒死蜱浓度。

低与高浓度毒死蜱处理土壤中种植水稻后对

土壤中毒死蜱的去除均有一定的促进作用，当水稻

接菌后这种促进得到进一步强化。相似的，黄春萍
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等［２０］发现施用具有毒死蜱降解活性的芽孢杆菌

ＭＺＳ１可同时促进大芥菜与土壤中毒死蜱的降解，
且对大芥菜有一定的促生作用。但直接喷施菌液

受到环境中多种因素的影响，效果不是十分稳定，

降解菌定殖作物则可以极大地避免这些影响。

本研究将毒死蜱内生降解菌定殖水稻后种植
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表１　不同处理土壤中毒死蜱降解动态

处理 降解动态方程 ｒ２ 半衰期

（ｄ）

２ｍｇ／ｋｇ－空白 ｙ＝１．９７９４×ｅ－０．０４３ｘ ０．９９７６ １６．１２

２ｍｇ／ｋｇ－对照 ｙ＝１．７９９５×ｅ－０．０６３ｘ ０．９８０２ １１．００

２ｍｇ／ｋｇ－接菌 ｙ＝１．６３２１×ｅ－０．０７２ｘ ０．９５９９ ９．６３

２０ｍｇ／ｋｇ－空白 ｙ＝１９．７０３×ｅ－０．０４３ｘ ０．９９３１ １６．１２

２０ｍｇ／ｋｇ－对照 ｙ＝１８．４３７×ｅ－０．０６４ｘ ０．９６８９ １０．８３

２０ｍｇ／ｋｇ－接菌 ｙ＝１６．７５７×ｅ－０．０８６ｘ ０．９００３ ８．０６

于毒死蜱污染土壤，结果表明接菌后对受到毒死蜱

胁迫的水稻有着显著的促生作用，且极大地加快了

土壤中毒死蜱的降解速率，而接菌水稻植株内毒死

蜱含量的上升也仅发生在短时间内。接菌后水稻

可以在正常生长的同时加速降解土壤中的农药残

留，因此，内生菌与农作物协作修复农田环境中农

药污染问题是可行的。为了更好地利用内生菌与

作物协作修复土壤中有机物污染，仍需进一步研究

植物与内生菌间的相互作用机制。
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［１９］ＮｅｗｍａｎＬＡ，ＲｅｙｎｏｌｄｓＣＭ．Ｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｐｈｙｔｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ：ｎｅｗ

ｕｓｅｓｆｏｒ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ［Ｊ］． Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，２３（１）：６－９．

［２０］黄春萍，李　江，李艳琳，等．生物降解菌 ＭＺＳ１对大芥菜及土

壤中毒死蜱的降解效果 ［Ｊ］．贵州农业科学，２０１６，４４（４）：６６－

７０．　
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