
氯嘧磺隆(Chlorimuron- ethyl)，最早是由美国

杜邦公司研制开发的磺酰脲类除草剂[1]。主要用于

大豆田防除多种杂草 [2]。但由于氯嘧磺隆在土壤

中残留时间长，对后茬敏感作物如油菜、甜菜、向

日葵以及多种蔬菜等毒害严重，严重影响大豆的

轮作换茬，同时对农田环境也造成了污染 [3- 5]。因

此，研究解决氯嘧磺隆残留毒害问题对扩大氯嘧

磺隆在大豆田中的应用，减少对后茬作物及环境

造成的污染具有重要的理论和实践意义[6]。本文主

要是对已筛选的氯嘧磺隆高效降解菌 2N3 进行

生长优化，旨在为其生产中大面积推广运用奠定

基础。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

菌种：2N3 (克雷伯氏菌属，Klebsiellas.sp)本
实验室提供。

试 剂 ： 氯 嘧 磺 隆 (Chlorimuron- ethyl) 原 药

(97.5%)由沈阳化工研究院提供，甲醇(色谱纯)，其

它化学试剂均为分析纯。
主要仪器：Agilent1100 型液相色谱仪(美国安

捷伦公司)，TU- 1900 紫外可见分光光度计。
富集培养基 (g/L)：酵母浸粉 5 g、胰蛋白胨 5

g、NaCl 10 g、蒸馏水 1 L，pH=7。
无机盐液体培养基(g/L)：K2HPO4 0.5 g、KH2PO4

0.5 g、NaCl 0.2 g、MgSO4 0.2 g、蒸馏水 1 L，碳氮源按
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需加入。
备用碳氮源：蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、苯甲酸

钠、碳酸钠、硝酸铵、乙酸、蛋白胨。
固 体 培 养 基 ： 富 集 培 养 中 添 加 琼 脂 粉 15～20
g/L。
1.2 试验方法

1.2.1 氯嘧磺隆测定：参见文献[5]。
样品处理：取无机盐液体培养基 5 mL，4 000

r/min 高 速 离 心 20 min， 取 上 清 液 过 微 孔 滤 膜

(0.45μm 纤维膜)，吸取滤液 1 mL，稀释后过 0.22
μm纤维膜后待用。
1.2.2 2N3 最优碳氮源筛选

转接 2N3 与富集培养基，30℃、150 r/min 的

条件下培养 20 h 至对数期，取适量离心，生理盐

水冲洗、过滤备用。逐次取 0.5 g 菌体分别加入含

量 5 g/L 蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、苯甲酸钠、碳酸

钠、硝酸铵、乙酸，蛋白胨为碳、氮源，氯嘧磺隆添

加浓度 5×10- 3 g/L 的无机盐液体培养基，分别在

0 h、24 h、48 h、96 h 等处取样检测 2N3 OD600 及

氯嘧磺隆残留量。
1.2.3 2N3 最佳生长条件正交设计

以葡萄糖、菌体接入量、通气量、氯化钠为考

察因素，建立 4 因素 3 水平正交试验模型(表 1)。
转接 2N3 与富集培养基，30℃，150 r/min 的条件

下培养 20 h 至对数期，取适量离心，生理盐水冲

洗、过滤备用。取适量加入正交设计的 9 个处理

中，隔 18 h 检测 2N3 OD600。

2 结果与讨论

2.1 2N3 在不同碳氮源下生长情况

碳氮源的筛选实验结果见图 1。2N3 在接种

24～72 h 时，葡萄糖为碳源的无机盐培养基中

2N3 处于适应期；蛋白胨与蔗糖所在的培养基中，

2N3 进入对数生长期，但蔗糖中 2N3 长势不佳，

表明蛋白胨有助于 2N3 适应氯嘧磺隆存在的环

境生长；96 h 时，葡萄糖为碳源的培养基中 2N3
进入对数生长期，24 h 后 OD600 可达到蛋白胨培

养基中的最大 OD600；麦芽糖也可以被 2N3 利用，

但生长周期较长且长势不好，因此，供试碳氮源

中，葡萄糖、蛋白胨较适宜 2N3 生长。

2.2 2N3 在葡萄糖、蛋白胨培养基中的生长及对

氯嘧磺隆的降解

2N3 在葡萄糖、蛋白胨培养基中对氯嘧磺隆

的降解实验结果见图 2、图 3。由图 2 得知，在添加

蛋白胨的培养基中，2N3 经历了完整的生长周期，

但对氯嘧磺隆的降解效果不明显，仅为对照的

5%；图 3 中，伴随 2N3 生长，氯嘧磺隆残留量逐渐

减小，在接入菌体 96 h 后氯嘧磺隆降解完全，此

时 2N3 进入对数生长期，因此，葡萄糖的存在加

速了氯嘧磺隆的降解，是较优良的碳源。
2.3 正交设计

2N3 最优生长正交设计实验结果见表 2。试验

结果表明：在葡萄糖添加浓度 5%、接菌量 1%、氯

化钠 0.2%、通气量 100 mL 条件下 2N3 生长最

好，18 h OD600 可达 0.8。上述 4 因素对 2N3 生长

影响因素大小为：菌体接入量 > 氯化钠浓度 > 通

气量 > 葡萄糖百分含量。

图 2 2N3 在蛋白胨培养基中生长及氯嘧磺隆降解示意图

注：氯嘧磺隆残留量数值为缩小 100 倍后所得数值

表 1 各因素水平列表

水平
葡萄糖(g/L) 氯化钠(g/L) 接菌量(g/L) 通气量(mL)

1 3 0.1 0.5 50
2 4 0.2 1 100
3 5 0.4 1.5 200

因素

图 1 2N3 在不同碳氮源下生长情况

图 3 2N3 在葡萄糖培养基中生长及氯嘧磺隆降解示意图
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(上接第 24 页)效果明显高于 JD 改良剂。

3 结论

(1)在不同土层中，MM改良剂对土壤渗透速

度作用大小为：表层＞中层＞下层；JD 改良剂对

土壤渗透速度作用大小为：下层＞中层＞表层。
(2)在相同土层中，MM改良剂的效果明显高

于 JD 改良剂。
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图 3 不同改良剂对表层土渗透系数的影响

表 2 2N3 最优生长环境正交设计

试验序号 葡萄糖(%) 菌体接入量(%) 氯化钠(%) 通气量(mL) 实验结果(平均)OD600

1 1 1 1 1 0.4
2 1 2 2 2 0.6
3 1 3 3 3 0.5
4 1 4 4 4 0.5
5 2 1 2 3 0.3
6 2 2 1 4 0.6
7 2 3 4 1 0.5
8 2 4 3 2 0.2
9 3 1 3 4 0.8
K1 0.5 0.467 0.4 0.5
K2 0.467 0.367 0.633 0.567
K3 0.5 0.633 0.433 0.4
R 0.033 0.266 0.233 0.167

3 小结与讨论

供试碳氮源中，葡萄糖是促进氯嘧磺隆降解的

最优能源，葡萄糖为碳源时，氯嘧磺隆 96 h 时降

解完全。 2N3 最优生长环境正交试验表明：葡萄

糖添加浓度 5%、接菌量 1%、氯化钠 0.2%、通气

量 100 mL 条件下 2N3 生长最优，18 h OD600 可达

0.8。在上述条件下，能确保短期内得到 2N3 菌体，

为 2N3 工业化生产奠定基础。
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