
异噁草酮是美国 FMC 公司于 20 世纪 80 年

代中期开发的高效除草剂，防除一年生禾本科杂

草和阔叶杂草，属于低毒除草剂，多作为芽前选择

性除草剂，也可用做萌后除莠剂[1]。其最先用于防
除大豆田杂草，由于其具有高效的除草活性和用

量少等突出特点被广泛应用于多种作物田[2-3]。异
噁草酮在土壤中的生物活性可持续 6 个月以上，

施用当年的秋天或次年春天都不宜种植小麦、大
麦、燕麦、谷子和苜蓿等作物；施用后的次年春季，可

收稿日期：2013-05-14

基金项目：吉林省农科院植物保护研究所青年科研基金项目

(zbs2010-06)；黑龙江省高校重点实验室开放基金项

目 (GXS08-3)；黑龙江省教育厅科学技术研究项目

(11521017)

作者简介：张金花 (1978-)，女，助理研究员，硕士，主要从事水稻

病害及农药微生物降解的研究。
通讯作者：刘亚光，女，博士，教授，E-mail: liuyaguang@sina.com

以种植水稻、玉米、棉花、花生和向日葵等作物[4-5]，
其长残留性一直是限制其应用的唯一障碍。目前
通过土壤富集的方法在长期施用过异噁草酮的土

壤中成功分离出能够高效降解异噁草酮的降解菌

W2 为短杆菌属(Brevibacterium. sp.)，木糖氧化亚
种，并对其降解特性、对土壤的修复能力等方面进
行了研究[6]。本文对降解菌 W2 的摇瓶发酵条件进
行了研究，为降解菌扩大生产提供理论依据，从而

延长此农药的使用寿命。

1 材料与方法
1.1 材料

1.1.1 菌种
W2 为短杆菌属(Brevibacterium. sp.)，木糖氧

化亚种，东北农大农学院农药室保存。
1.1.2 培养基
种子培养基：牛肉膏 5 g，蛋白胨 10 g，NaCl 5
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g，蒸馏水 1 000 mL，pH 7.0。
最优发酵培养基：葡萄糖 1.5%，酵母粉

0.25%，淀粉 0.8%，豆粕 1%，FeSO40.01%，MnCl2
0.01%，CaCl2 0.1%。
1.2 方法

1.2.1 降解菌W2发酵条件的优化
分别选取不同的接种量 (1%，3%，5%，10%，

15%，20%)；不同的温度(25℃，30℃，35℃，37℃)；
不同的装液量 25 mL，50 mL，75 mL，100 mL；不

同的初始 pH (用 1 mol/L 的 NaOH 溶液将发酵培

养基分别调至 5，5.5，6.0，6.5，7.0，7.5 和 8.0)；不

同的摇床转数 (90 r/min，120 r/min，150 r/min，

180 r/min，210 r/min)，在 30℃，120 r/min 的摇床
中恒温培养，培养时间以最佳种龄为准，以未接种

的发酵培养基作对照，在 650 nm 下比色测定，考

察不同发酵条件对降解菌生长量的影响。
1.2.2 降解菌生长量的测定方法
本试验采用紫外分光光度计在 650 nm 下比

色测定降解菌数量的方法。
1.2.3 发酵后活菌量的测定方法
以细菌数衡量各因素对降解菌株发酵的影

响，利用稀释平板法测发酵液中有效活菌数。
1.2.4 酸度的测定
采用 S-3 型酸度计，每次使用前用 pH6.8 标

准缓冲液校正。

2 结果与分析
2.1 发酵条件的优化

2.1.1 种龄对降解菌生长量的影响
从图 1 中可以得出当种龄在 32 h 前随着种

龄的增长降解菌生长量不断增加，当种龄超过 32

h 时菌体生长量又开始下降，此时的菌体生长量

达到最大值 1.19，且种龄为 32 h 时的菌体生长量

与其他种龄的菌体生长量间差异显著。因此确定
W2 菌最佳种龄为 32 h。

2.1.2 接种量对降解菌生长量的影响

降解菌 W2 在接种量为 10%，15%，20%处理

间无显著差异，但在接种量为 10%时菌体生长量

OD650 达到最大值 1.02。因此，可确定最佳接种量
为 10%。

2.1.3 培养温度对降解菌生长量的影响
图 3 表明降解菌 W2 的生长量随着温度的升

高菌体生长量逐渐下降，可见高温下不适合 W2

菌株的生长，方差分析结果表明，培养温度为

25℃处理与其他处理有明显差异，此时降解菌
W2 的生长量 OD650 达到最大值 0.869，以此确定

降解菌 W2 最佳培养温度为 25℃。

2.1.4 摇瓶装液量对降解菌生长量的影响
从图 4 可以看出，随着摇瓶装液量增加，菌体

生长量逐渐降低，在摇瓶装液量为 25 mL 时菌体

生长量最大。说明菌体的生长对溶氧有一定的要
求，过大不利于菌体生长。结合方差分析结果表明，
摇瓶装液量为 25 mL 处理与其他处理间差异显著。
2.1.5 培养基的初始 pH值对降解菌生长量的影响
从图 5 可以看出，初始 pH 值为 8 时，发酵终

点时菌体生长量明显高于其他水平。经方差分析
可知初始 pH 值为 8 时与其他处理相比差异显

著，可见降解菌 W2 适宜在偏碱性培养基中生长，

适宜在碱性较强的培养基中生长，初始 pH 值为

8.0 时降解菌 W2 的生长量 OD650 达到最大值为

0.605，在本试验中没有对 W2 菌的 pH 值增设高

于 8.0 的浓度，分析上述试验结果 W2 菌在高于

8.0 的培养基中可能生长更好，本次试验只能确定

降解菌 W2 发酵培养基的初始 pH 值为 8.0。
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图 1 种龄对降解菌生长量的影响

图 2 接种量对降解菌生长量的影响

图 3 培养温度对降解菌生长量的影响
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图 4 摇瓶装液量对降解菌生长量的影响 图 5 培养基的初始 pH 值对降解菌生长量的影响
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2.1.6 摇床转数对降解菌生长量的影响
图 6 中可以看出，降解菌 W2 生长量随着摇

床转速的增加先升高后降低，在转数为 180 r/min

时菌体生长量达到最大值，方差分析得知转速为

180 r/min 处理与其他处理间菌体生长量有显著

差异，摇床转速为 180 r/min 时降解菌 W2 的生长

量 OD650 达到最大为 0.753，所以选择 180 r/min

为降解菌 W2 摇瓶发酵的摇床转速。

2.1.7 发酵过程代谢曲线
从图 7 W2 菌代谢曲线中可以看出，将种子

液转入发酵培养基后能很快就进入对数生长期。
0～32 h 为对数生长阶段，在此阶段 pH 值先是迅
速下降，从初始的 7.303 下降到 5.79 左右，此后

pH 值逐渐上升，说明菌体在此阶段快速生长产生

酸性代谢物，而培养基的调节作用使其稳定到一

定范围。

32～48 h 为稳定生长期，菌体生长量没有明
显变化，OD650 值均达到了 1.5 以上，并且在 48 h

时菌体生长量 OD650 达到了最大值为 1.634，而后

有所下降，可能因为菌体数量已达到最大值而生

长受到抑制所致，而此时发酵液 pH 值开始逐渐

升高。56～68 h 为菌体自溶期，自溶开始，生物量
有所减少，pH 值逐渐升高。综上所述，判断发酵终
点为 48 h，终点 pH 值为 7.65。
2.2 最优条件下发酵液中菌体的活菌数

经优化后的发酵液中菌株的有效活菌数均大

幅度增加，其中 W2 菌株的最优发酵培养的活菌

数高达 9.3×1011 cfu/mL。

3 结 论
通过试验降解菌 W2 的摇瓶发酵条件为种龄

32 h、初始 pH 值 8、摇床转速 180 r/min、摇瓶装
液量 25 mL/250 mL、培养温度 25℃，接种量
10%。
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表 1 发酵液中菌体的活菌数与种子液中活菌数

菌株 种子液中活菌数
(cfu/mL)

发酵液中活菌数
(cfu/mL)

发酵终点
pH

W2 2.65×1010 9.3×1011 7.65

图 7 降解菌代谢曲线

图 6 不同摇床转数对降解菌生长量的影响
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