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厚垣孢子降解阿特拉津的探究 
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摘 要 ：阿特拉津(atrazine)是一类普遍存在于环境中且难降解的污染物．本文探究了黄孢原毛平革菌(Phan— 

erochaete chrysosporium)厚垣孢子对阿特拉津降解的最佳条件，包括温度、摇床转速、初始培养基 pH及接种量．并在 

大田土壤盆栽实验中，研究 P．chrysosporium厚垣孢子和土壤土著微生物对土壤中阿特拉津的降解情况．结果表 

明：P．chrysosporium厚垣孢子可以有效去除阿特拉津，在 33℃、转速为 180 r·rain～、pH值为 7．0、接种量是 4 g 

· L_。时，．去除效果最好，去除率达 90．77 ．土壤盆栽实验结果表明：施用 P．chrysosporium厚垣孢子 28 d后，非灭 

菌土壤中阿特拉津去除率为 97．8 ，其中 P．chrysosporium的降解贡献最为突出，去除能力为 59．3 ．而土著土壤 

微生物的去除率仅为 2O．7 ，表明 P．chrysosporium厚垣孢子对AT降解效果明显． 
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白腐真菌是一群具有两组同工酶系，可利用同工酶系，分解木质素的丝状真菌集合 J．白腐真菌的两类 

同工酶由木质素过氧化物酶(1ignin peroxidase)和锰依赖性过氧化物酶(Manganese dependent peroxidase) 

构成_2]．白腐真菌通常以自身酶系统的独特功能，在环境污染治理方面广泛应用，对生物修复、环境治理具有 

深刻意义[3]．白腐真菌属中有一种突出的菌株——黄孢原毛平革菌_4 (Phanerochaete chrysosporium)，P． 

chrysosporium归于非褶菌目，伏革科，显革菌属．P．chrysosporium菌丝球细胞属于胞内多核，其菌丝通常 

没有隔膜，菌丝内部也没有锁状联合．P．chrysosporium对环境污染物的去除，主要通过本身所产 MnP和 

LiP，进行无特异性 的分解l5]． 

P．chrysosporium通常以分生孢子和菌丝体的形式存在，本实验室成功研发一种产厚垣孢子培养基，在 

高锰条件下，厚垣孢子的产量可达 1．06×10 g_。．厚垣孢子从菌丝体分化出来，具有一层厚壁，厚垣孢子内 

部营养物质集中，在逆境中有超强的抗逆性．由于厚垣孢子内的MnP和 LiP对环境污染物进行降解l_6]，因此 

可通过大量发酵厚垣孢子，实现环境污染物的降解．液体发酵产P．chrysosporium的培养基可以用马铃薯葡 

萄糖培养基 ]，液体发酵产厚垣孢子具有明显特点：菌体生长周期明显缩短，产物量大，菌龄保持一致，接种 

后菌可迅速萌发．黄孢原毛平革菌固体培养产厚垣孢子需要 7～10 d，而液体培养仅需3～5 d．本实验室不断 

优化高产厚垣孢子的培条件，发酵时间减短，厚垣孢子产量数量级增高，当温度 33-C、18O r·min一、培养基 

初始 pH值 4．5，葡萄糖含量 20 g·L一，厚垣孢子的产量可达到 1．42×10。L一． 

阿特拉津(atrazine缩写 AT)，化学结构名称：2一氯一4一乙基胺一6一异丙基胺一1，3，5一三嗪．国内 

外，在除草方面 AT都占有很重要的地位 ]，目前 8O多个国家均使用该除草剂；美国进行最广泛除草剂的统 

计，AT也被列入其中；在 2002年世界除草剂排行中，除草剂 AT被记为第 1o名．AT主要用途：阔叶杂草、 
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普通田地除草以及在种植土壤中除草(玉米地、高梁地等)__g]．但该除草剂化学结构稳定，难以被土著微生物 

矿化，在土壤中存留期很久口 ，因此对后茬作物再次种植造成药害，并且残留物对人和动物具有毒害作用， 

易发生致畸、致癌、致突变 ．传统治理AT的方法：物化去除和生物去除．农业土壤残留的AT，物理去除有 

吸附法、光催化法等；化学去除有催化氧化法、化学氧化法等；生物方法利用土壤微生物分解消化，降解 AT． 

微生物修复降解与物化去除相比，有更令人青睐的优势：1．微生物以污染物为营养物，在利用终点，污染物以 

CO 和 H O无毒形式归于自然界；2．微生物降毒迅速，节约成本，少于物化消耗的一半；3．微生物去除属于 

低碳节能，达到节能减排的理念．由于 P．chrysosporium厚垣孢子相较于一般的固定化酶，有着制备简单、成 

本低、重复实用性高、储藏性能好的优点，所以本实验立足地利用 P．chrysosporium厚垣孢子生物降解 AT 

的研究 ]． 

1 实验材料 

1．1 菌种 

黄孢原毛平革菌(P．chrysosporium)由河南师范大学生命科学学院AEM实验室筛选保藏． 

1．2 培养基 

P．chrysosporium生长培养基 ̈ ；P．chrysosporium高产厚垣孢子培养基 ̈ ． 

1．3 实验试剂 

AT标准品(ZhiBao biotechnology company，xinxiang，China) 

1．4 实验器材 

超净工作台；恒温摇床；恒温培养箱；高度液色谱仪器(美国安捷伦公司 型号 1200) 

2 实验方法 

2．1 厚垣孢子的制备 

P．chrysosporium于 PDA培养基培养 3～5 d，即长出白色菌丝，将灭菌后的蒸馏水加入试管斜面中，接 

种环轻刮孢子丝制菌丝悬液，于 500 mL摇瓶含 250 mL高产厚垣孢子培养基，向其中打入 3 mL菌丝悬液， 

放置在 180 r·rain_。，温度为35℃的振荡培养箱进行培养，5 d后即可得到 P．chrysosporium菌丝球，研磨， 

在电镜下观察厚垣孢子口 ． 

2．2 厚垣孢子对 AT降解能力 ． 

本实验从 4个因素：接种量、培养基初始 pH值、温度以及摇床转速，探究厚垣孢子降解 AT的影响．分 

别从接种量 2 g·L_。、3 g·L_。、4 g·L_。、5 g·L～，培养基原始 pH值 5、6、7、8，温度 25℃、28℃、33℃、 

37℃，摇床转速 120 r·rain_。、150 r·rain 、180 r·rain_。、200 r·rain_。．探究P．chrysosporium厚垣孢子 

降解 AT影响l1 ．每隔一天取样一次，放入 4℃冷藏室储藏，进行 HPLC分析． 

2．3 研究厚垣孢子在土壤盆栽实验中对 AT的去除 

河南师范大学试验田取回大田土壤，去除杂质，晾置风干，取若干土壤置于灭菌锅灭菌，进行 6种处理的 

盆栽实验．A组：厚垣孢子加入含有 AT的灭菌土壤；B组：AT加入灭菌土壤；C组：厚垣孢子加入含有 AT 

的风干土壤；D4：AT加入风干土壤；E5：厚垣孢子加入灭菌土壤；F6：厚垣孢子加入风干土壤_1 ． 

配置 AT溶液：100 mg·L～，土壤质量(g)与喷洒量(mL)比例 5：1，即：5O g土壤加入 10 mL AT溶 

液．使土壤中所含AT浓度为20／lg·g～．每 50 g土壤加 30 mL P．chrysosporium厚垣孢子(1．2×10 m· 

L )． 

操作过程中：为使土壤含水量保持在 6O ，定时定量喷洒一定水，分别于 1、4、7、10、l3、16、19、22、25、 

28 d取土样，将样品中阿特拉津成分提出，离心并经型号为 o．45 m的有机滤膜处理，HPLC分析，(因组 5、 

组 6土壤中AT含量结果为 0 g·．g )，所以没有测定后续实验组 5、组 6中 AT的含量． 

2．4 高效液相测定 AT条件 

ODS反向硅胶柱 (C18)，流动相 ：甲醇：水 (5：1，V ：V)柱温：3O℃，流速 l mL·rain～，检测 波长： 
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时，去除力最差，可能转速太低，影响了酶的释放，从而影响了底物与酶的接触．而过高的转速可能会破坏细 

胞的剪切力，影响酶的形成． 
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图3不同条件对降解阿特拉津 的影响 

3．2．3 培养基初始 pH值对 P．chrysosporium厚垣孢子降解 AT能力的影响 

利用优化后的培养温度，以及转速条件，设置 P．chrysosporium厚垣孢子的不同培养基初始 pH值，探 

究 pH对 AT的去除效果 (图 3(c))，数据显示出厚垣孢子作用于AT,随反应时间的增长，去除率的效果差 

异较大，在 pH值为7．0时，去除率最高，实验结果与张颖等的实验结果一致_2 ．厚垣孢子降解 AT的效果最 

好，为89．69 ，在 pH为 5．0或 8．0时，去除效果较差，分别为 7．94 、1O．82 ，说明LiP和 MnP在过酸或 

过碱的条件下，酶活性都减弱． 

3．2．4 接种量对 P．chrysosporium厚垣孢子降解 AT能力的影响 

不同接种量厚垣孢子降解 AT效果见(图 3(d))，实验表明厚垣孢子接种量这个因素，对 AT去除效果 

显著．由于厚垣孢子内包含 LiP和 MnP，随着摇瓶内接种量的增加，参与反应的酶也就随之增多，图中显示 

出当接种量为4 g·L ，去除效果最好，达到 90．77 ，此时的浓度与底物浓度使反应达到最大值．王志刚、 

王溪等人使用固定化酶进行对 AT的降解 ，其降解率仅为 72．84 ，并且成本高，操作复杂，所以利用黄孢 

原毛平革菌厚垣孢子进行对 AT的降解，成本低，效率高． 

3．3 P．chrysosporium厚垣孢子对土壤盆栽实验中 AT的去除 

喷洒到田间的土壤中的 AT，可通过物理去除(例如：吸附、光催化等)、化学去除(例如：催化氧化法、化 

学氧化法等)、以及土壤中原有微生物的分解作用，使土壤中 AT被部分降解_2 ．本实验在土壤中加入 P． 

chrysosporium厚垣孢子，实验结果见 (图 4)：组 1(厚垣孢子加入含有 AT的灭菌土壤)AT去除率为 
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77．15 ，组 2(AT加入灭菌土壤)AT去除率为 17．83 ，组 3(厚垣孢子加入含有 AT的风干土壤)AT去除 

率为 97．8 ，3组数据两两差值显示出：a．土壤物化去除作用为 17．83 ；b．土壤中自身存在的微生物去除 

AT的能力为 20．71％；c．P．chrysosporium厚垣孢子去除 AT的能力最明显，达到 59．32 ．验证土壤施加 

厚垣孢子，通过酶系统去除 AT，效果突出． 

经过土壤盆栽实验的结果显示出：喷洒厚垣孢子悬液对降解土壤中的AT效果突出，并且该菌株培养厚 

垣孢子的方法简单，成本较低，并且厚垣孢子悬液制作简单，厚垣孢子由于厚壁包被，存活率高，所以对于施 

用于大田进行田间 AT去除与修复具有良好的市场前景性，应大面积广泛推广． 

4 讨 论 

本实验立足于研究 P．chrysosporium厚垣孢子对 AT进行降解作 用，在摇瓶实验中，33℃，摇床转速 

180 r·rain_。，初始培养基 pH值为 7．0，接种量是 4 g·L 去除能力最高，高达 90．77 ；盆栽实验中， 

P．chrysosporium厚垣孢子去除59．3 的AT，而土壤自身存在的微生物去除率仅有 2O．7 ，表明厚垣孢子 

对 AT去除效果明显．但是，未来在大田环境的实际操作中，可受天气、土壤硬度、土壤土著微生物种类等各 

种不可控制因素，会对 AT降解效果造成不同程度的影响，未来将进一步考察． 

P．chrysosporium可利用液体发酵大规模高产厚垣孢子，又具有较好的存货期，因此拥有良好的市场 

前景． ． 
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The Bio—degradation of Atrazine by Chlamydospore of Phanerochaete chrysosporium 

W ANG Ying，QIN Yu，LI Hui，WANG Hailei 

(College of Life Sciences，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China) 

Abstract：Atrazine is one kind of refractory organics extensively existing in the environment．In the study，results 

showed that chlamydospore of Phanerochaete chrysosporium can significantly degrade Atrazine in both laboratory studies and 

field trials．The highest degradation rate reached 90．77 with the optimal conditions as following：33℃ ，180 r·min_。，pH 

7．0 and 4 g·L inoculum quantity into a 250 mL／500 mL flask．When chlamydospore of Phanerochaete chrysosporium was 

applied to the soil。the degradation rate was 97．8 while control soil without chlamydospore was 20．7 ．The pot cultivation 

experiments showed that the degradation rate reached 9 7．8 after Phanerochaete chrysosporium chlamydospore was applied to 

sterilized soil for 28 days．This suggests that chlamydospore of Phanerochaete chrysosporium is the main factor during the 

whole degradation process in field conditions．The degradation rate of Phanerochaete chrysosporium was 59．3 while indige— 

nous soil microbial was only 2O．7 ．In summary，chlamydospore of Phanerochaete chrysosporium can degrade Atrazine effec— 

tively and has a potential use in the area of environment protection． 
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