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降解菌 HQ-C-01 对克百威污染土壤的生物修复
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摘  要： 在室内模拟条件下，研究了降解菌 HQ-C-01（Pichia anomala）对克百威污染土壤的修复作用及其影响因素，同时

研究了克百威及该菌株对土壤微生物的影响。结果表明，克百威降解率与降解菌 HQ-C-01 接种量呈正相关，降解菌接种量为

2.09×108 CFU/g 干土时，对土壤中 50 mg/kg 克百威 10 天降解率达 82.89%；当降解菌接种量低于 106 CFU/g 干土时，降解菌对克

百威的降解效果较弱。土壤含水量显著影响降解菌对克百威的降解率，含水量为 600 g/kg 时降解效果最好，降解率达 85.32%，而

当含水量低于 200 g/kg 时降解效果较差。在温度范围 25℃ ~ 35℃ 
降解菌对克百威都具有较好的降解效果。不同土壤 pH 值对降

解菌的降解作用有显著影响，在 pH 值为 7 时，降解菌对土壤中 50 mg/kg 克百威 10 天降解率达 85.62%，在较低和较高 pH 值下，

降解效果较差。克百威使用对土壤菌落结构有一定的影响，对土壤真菌具有强烈刺激作用，从而使土壤微生物群落结构发生改变，

而降解菌的使用可缓解克百威对土壤微生物的影响，修复受污染土壤。 
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克百威（Carbofuran）是一种高效、广谱内吸型杀

虫剂，作为氨基甲酸酯类的杀虫剂代表，广泛用于水

稻、棉花、小麦、玉米、大豆和甘蔗等作物。然而随

着此类杀虫剂使用范围的不断扩大，农药残留对土壤

及地下水造成了不同程度的污染[1]。通过自然界的富

集和生物链进入生物体内，严重危害人类的健康和生

存环境[2]。国际上规定单种氨基甲酸酯杀虫剂在谷物

中的最高残留量（MRL）为 0.02 ~ 7.00 mg/kg，饮用

水中的 MRL 是 0.1 μg/L[3]。并且克百威残留易被淋溶

而直接进入环境，致使环境污染严重[4]。因此有效地

控制克百威残留，对缓解农产品、土壤及环境水的污

染有重要意义。而生物修复是一种低成本的环境友好

型去除污染物的方法[5]。近年来国内外对克百威微生

物降解的研究报道较多[6-11]。国内在本领域的研究主要

集中在环境中农药残留生物降解菌的筛选、降解特性

研究等基础层面，而应用方面的研究鲜有报道。本研

究以实验室分离的高效克百威降解菌 HQ-C-01 为对

象，在实验室模拟条件下研究各种环境因子对其修复

克百威污染土壤的影响，同时研究克百威及降解菌的

使用对土壤微生物的影响，旨在为其在环境修复中的 

 

 

 

 

应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

1.1.1  供试土壤    采自华南农业大学农场未施用

过克百威农药土壤的表层（0 ~15 cm），土壤 pH 值 5.7，

有机质含量 36.934 g/kg，总 N 0.649 g/kg，总 P 0.936 

g/kg，总 K 19.841 g/kg，含水量 383.1 g/kg。土壤过 5 mm

筛，保湿储存（每皿装土 0.1 kg，用薄膜封口，留有

少许气孔，以维持水分和通气量，放在避光处），以供

后续使用。 

1.1.2  菌液制备    菌株 HQ-C-01 属异常毕赤酵母

（Pichia anomala）由华南农业大学胡美英教授课题组

筛选保存。在 48 h 内对 50 mg/L 克百威降解率达到

95.2%。将分离得到的菌株 HQ-C-01 划线转接到添加

克百威杀虫剂的基础培养基中驯化，克百威添加浓度

为 100、200、300、400、500 mg/L。将菌株接种到 NADY

培养基中，26.8℃，200 r/min 震荡培养至对数期后期。

将培养液 4℃，8 000 r/s 离心，收取菌体并用磷酸盐缓

冲液洗涤 2 次。再用磷酸盐缓冲液重悬控制菌体浓度 
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至所需浓度备用。 

1.2  试验方法 

1.2.1  土壤中克百威的提取及测定    准确称取 2 g

土样于 50 ml 玻璃离心管中，加入 30 ml 二氯甲烷，经

振荡器震荡 5 min，然后经超声波超声震荡 2 h，6 000 r/s

离心，收集上层液至 50 ml 圆底烧瓶，并用二氯甲烷分

3 次洗剂下层土壤和离心管。经旋转蒸发仪在 50℃ 旋

转蒸发至瓶底 1 ~ 2 ml 液体，用分析甲醇分 3 次洗剂

圆底烧瓶，将洗液转移至 5 ml 刻度试管，最后定容至

5 ml。用 10 ml 注射器吸取洗液过孔径 0.45 µm 的有机

滤头，将滤液收集至进样瓶，以备测定。 

高效液相色谱（HPLC）测定条件如下[12]：型号为 

HP-1100，色谱柱为 C18 反相柱（ODS Hypersil 5 μm，

125 mm × 4 mm），柱温为常温，流动相为甲醇/水 = 

55/45（v/v），检测波长为 275 nm，流速为 1 ml/min，

进样量10 μl。依此条件，添加回收率测定结果表明，

当克百威添加质量浓度分别为 5 ~ 400 mg/L 时，回收

率都能达到 90% 以上，提取和分析方法可信。 

1.2.2  接种量对克百威降解的影响    将克百威原

药按 104 mg/L 的浓度配成甲醇溶液，以 50 mg/kg 施

用于供试土壤搅拌均匀。待溶剂挥发土样自然风干后

加入不同浓度的菌液，使土壤菌浓度为  0.47×107、

1.82×107、5.76×107、10.2×107、20.9×107、39.1×107 CFU/g

干土，以不接菌处理为对照，每个处理 3 个重复。保

持土壤湿度 600 g/kg 于 30℃ 生化培养箱中培养，10 

天后取样，采用高效液相色谱法测定克百威含量。 

1.2.3  农药初始浓度对克百威降解的影响    在准

备好的土样中分别加入不同浓度克百威，使其终浓度

为 10、50、100、200 mg/kg，混匀，待溶剂挥发土样

自然风干后，每个处理接 108 CFU/g 的菌液，每个处

理分别以添加相同浓度的农药且不接菌处理为对照，

每个处理 3 个重复，控制土壤含水量为 600 g/kg，于 

30℃ 生化培养箱中培养，每天称重给土壤补足水分。

1、3、5、7、10 天取样采用高效液相色谱法测定土壤

中克百威含量。 

1.2.4  土壤含水量对克百威降解的影响    用甲醇

配置浓度为 400 mg/L 的克百威，称取烘干的灭菌土

（135℃下干热灭菌 3 h） 0.1 kg，加入克百威使土壤中

克百威浓度为 50 mg/kg，混匀，自然风干，待溶剂挥

发后待用。加入干燥的菌粉，使土壤中降解菌含量为 

108 CFU/g干土，分别加入不同量的灭菌水，充分搅拌

溶解，将其加入土样中，以其含水量为 100、200、300、

400、600 g/kg。以含水量低于 50 g/kg 干燥土壤处理

为对照，每个处理 3 次重复，于 30℃ 生化培养箱中培

养，每天称重给土壤补足水分，10 天后采用高效液相

色谱法测定土壤中克百威含量，并计算菌株对土壤中

克百威的降解率。 

1.2.5  土壤温度对克百威降解的影响    称取添加

含量为 50 mg/kg 克百威灭菌土壤 0.1 kg，加入浓度为

108 CFU/g 的菌剂，用灭菌水调整土壤含水量  600 

g/kg，分别保存在 20、25、30、35、40 ℃ 生化培养箱

中培养，以不加菌 30℃ 培养处理为对照，每个处理 3 

个重复，每天称重补足水分，培养 10 天后采用高效液

相色谱法测定克百威含量，并计算菌株对土壤中克百

威的降解率。 

1.2.6  土壤 pH 对克百威降解的影响    称取添加

含量为 50 mg/kg 克百威灭菌土壤 0.1 kg，调整土壤 

pH 为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0。加入 108 CFU/g 

菌液，以 pH 7.0 不接菌处理为对照，用灭菌水调整土

壤含水量为 600 g/kg 每个处理 3 个重复，每天称重补

足水分，于 30℃ 生化培养箱中培养 10 天，经高效液

相色谱测定土壤中克百威含量，并计算菌株对土壤中

克百威的降解率。 

1.2.7  降解菌对土壤微生物的影响及克百威在土壤

中的降解    称取采自农场未经处理的土样 0.1 kg，放

入培养皿中，保持湿度。试验设 5 个处理，处理 1 在

土样中加入克百威使其含量为 50 mg/kg；处理 2 为在

土样中施用菌液，使菌液浓度为 108 CFU/g；处理 3 为

在克百威含量为 50 mg/kg 的土样中加入 108 CFU/g 

菌液；处理 4 为施用不接菌的培养基。处理 5 为使用

相同量的灭菌水。每个处理 3
 个重复。每天称重补足

水分以保持湿度。处理后 5 天采用平板菌落计数法计

数[13]。同时设定另一个处理：在 0.1 kg 干热灭菌土中

添加克百威使其浓度为 50 mg/kg。5 天后采用高效液

相色谱法测定处理 1 和处理 3 以及灭菌土样中克百

威含量，并计算克百威的降解率。 

2  结果与分析 

2.1 降解菌接种量对克百威降解的影响 

试验结果（图 1）显示：不同接种量的降解菌对

土壤中克百威都有一定的降解作用，降解菌接种量为

5.76×107 ~ 20.9×107 CFU/g 干土时，克百威降解率为

69.75% ~ 82.42%。当降解菌接种量为 39.1×107 时，克

百威降解率最大，为 86.74%。随着降解菌接种量的增

大克百威降解率也升高。当降解菌接种量较大时，随

着接种量的增大，克百威降解率增加较缓慢。原因可
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能是当降解菌接种量达到一定量时，降解菌与底物克

百威充分接触，此时降解菌接种量已经不是克百威降

解率的制约因素，而土壤湿度、pH、温度等其他因子

成为影响克百威降解率的主要因素。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 1  降解菌 HQ-C-01 接种量对克百威降解的影响 

Fig. 1  Effect of inoculation quantity of Fungi Stain HQ-C-01  

on degradation of carbofuran 

 

2.2  克百威初始浓度对克百威降解的影响 

试验结果（图 2）显示：将土样接种相同量的菌

液，该菌株对 10 ~ 200 mg/kg 浓度的克百威均有较好

的降解效果。降解菌对 10 mg/kg 克百威 10 天降解率

为 80.23%。降解菌对 50 mg/kg 克百威 10 天降解率最

高，达到 87.42%。对浓度为 100 mg/kg 和 200 mg/kg

克百威 10 天降解率分别为 78.35% 和 75.36%。可以看

出降解菌 HQ-C-01 不但能降解低浓度的克百威，对高

浓度克百威也有较好的降解效果。在 1 ~ 5 天期间各处

理降解菌对克百威的降解率影响差异较大，随着时间

增长，至 7 ~ 10 天时处理之间降解率差异逐渐缩小。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  克百威初始浓度对克百威降解的影响 

Fig. 2  Effect of initial concentration of carbofuran on its degradation 

2.3  土壤含水量对克百威降解的影响 

试验结果（图 3）显示，土壤含水量在 100 ~ 600 

g/kg 的范围内，随着含水量的增加降解菌对土样中克

百威的降解率增大。在土壤含水量为 400 ~ 600 g/kg

范围内克百威降解效果较好，土壤中克百威残留浓度

仅为 13.43 ~ 7.34 mg/kg，降解菌对克百威降解率为

73.15% ~ 85.32%。当土壤含水量低至 100 g/kg 时，克

百威降解率明显下降，仅为 26.74%，含水量低降解菌

生长繁殖速度降低，导致对克百威农药残留速率减慢。

可以看出土壤含水量对降解效果影响较大。代先祝等
[14]利用阿特拉津降解菌 Arthrobacter sp. 进行土壤试

验时也发现土壤含水量＜100 g/kg 时降解效率开始明

显降低。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  土壤含水量对克百威降解的影响 

Fig. 3  Effect of soil moisture on degradation of carbofuran 

 

2.4  土壤温度对克百威降解的影响 

试验结果（图 4）显示，土样温度为 30℃时，土

壤中克百威的残留浓度仅为 7.17 mg/kg，降解率达

85.67%。在 20℃和 40℃时克百威在土壤中的残留浓度

为 18.14 mg/kg 和 24.37 mg/kg，降解率分别为 63.72% 

和 51.26%，表明较低和较高温度对土壤中克百威的降

解有一定促进作用。在 20℃ ~ 30℃时降解率不断增

大，30℃ ~ 40℃范围内降解率下降。说明该降解菌对

土壤温度适应范围较大，在土壤温度为 30℃左右降解

菌对土壤中克百威残留降解效果最好。 

2.5  土壤 pH 对克百威降解的影响 

试验结果（图 5）显示，在 pH 为 7 时土壤中克百

威残留浓度为 7.20 mg/kg，降解率达 85.62%。在 pH 范

围 6 ~ 8 时降解菌对土壤中克百威降解率为 68.24% ~ 

75.07%。在 pH 4 ~ 7 范围内降解菌对克百威的降解率

逐渐升高，在 pH 7 ~ 10 范围内降解率随 pH 的升高而

0

10

20

30

40

50

100 200 300 400 600 CK

克
百
威
残
留
浓
度
（

m
g/

kg
）

 

土壤含水量（g/kg） 

培养时间（d） 

0 

20 

40 

60 

80 

 100 

0 2 4 6 8 10 12

10 mg/kg 
50 mg/kg 
100 mg/kg 
200 mg/kg 

克
百
威
降
解
率
（

%
）

降解菌接种量（×107 CFU/g 干土） 

0.47 1.82 5.76 10.2 20.9 39.1 CK

克
百
威
残
留
浓
度
（

m
g/

kg
）

 

50 

45 

40 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

0 



  第 5 期                     杨 柳等：降解菌 HQ-C-01 对克百威污染土壤的生物修复                        801 

 

降低。在相对较酸性和较碱性条件下，降解率较低。

克百威在碱性条件下不稳定，自身的分解较严重，而

此时降解菌的活动较弱，降解率较低。降解菌对土壤

中克百威降解率因 pH 不同变化较大，表明 pH 对降解

率有显著的影响。分析其原因是因为在 pH 较高和较低

的条件下降解菌生长受到抑制，降解菌的生命活动较

弱，降解菌降解特性发挥受到抑制。Yan 等[15]分离得

到的 Novosphingobium sp. FND-3 在 pH 为 6 时对克百

威降解效果最好。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  温度对克百威降解的影响 

Fig. 4  Effect of temperature on degradation of carbofuran 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  土壤 pH 对克百威降解的影响 

Fig. 5  Effect of soil pH on degradation of carbofuran 

 

2.6 降解菌对土壤微生物群落结构的影响及克百威 

     在土壤中的降解效果 

试验结果（表 1）显示：经 Duncan 新复极差法分

析，对照处理中生物菌落计数真菌和细菌都低于其他

处理，特别是真菌数量，与其他处理差异达显著水平。

而处理 1 和处理 2 真菌数量均明显高于对照处理。说

明克百威及降解菌的使用对土壤微生物群落均有一定

影响。处理 1 土壤真菌数为 2.86×104 CFU/g 明显多于

其他处理，是对照处理真菌数的两倍多，说明克百威

对土壤真菌影响较大，有较强的刺激作用，使真菌数

迅速增加；而处理 3 真菌数为 1.59×104 CFU/g，表明

降解菌分解克百威，对污染土壤修复，消除克百威对

土壤真菌的刺激，使土壤中微生物数量逐渐恢复到原

来水平。处理 2 真菌数量和细菌数量与处理 4 差异不

明显，说明降解菌对土壤中土著微生物影响较小。处

理 1 和处理 2 的细菌数于对照处理处于同一水平，表

明克百威对细菌影响相对较小。而处理 3 的细菌数量

与对照处理差异明显，降解菌对土壤细菌有一定的影

响。胡江等[16]发现阿特拉津对土壤中真菌和细菌有较

强的刺激作用。可见不同药剂对土壤中微生物影响不

同。  

经 HPLC 分析发现，5 天后处理 1 和处理 3 土样

中克百威含量分别为 46.8 mg/kg 和 12.4 mg/kg，而灭

菌土中克百威含量为 49.2 mg/kg。克百威在处理 1、3

和灭菌土壤中的降解率分别为 6.4%、75.2% 和 1.5%。

可以看出，与灭菌处理相比，土壤中原有土著菌株对

克百威有一定的降解作用，但是降解效果不明显。在

土壤中添加降解菌可以明显地增加克百威在土壤中的

消解速度。这与 Plangklang 等[17]的研究结果相一致。 

 

表 1  不同处理土壤中微生物数量 

Table 1  Soil microorganism quantity under different treatments 

处理 真菌（104 CFU/g） 细菌（106 CFU/g） 

1 2.86 ± 0.13 a 4.33 ± 0.47 c 

2 1.24 ± 0.04 c 4.32 ± 0.54 c 

3 1.39 ± 0.07 b 4.37 ± 0.39 b 

4 1.13 ± 0.10 c 4.45 ± 0.58 a 

5（CK） 1.05 ± 0.06 d 4.30 ± 0.71 c 

注：表中同列数据后小写英文字母不同者表示经 DMRT 法检验差异

显著（p＜0.05）。 

3  讨论 

降解菌株 HQ-C-01 在实验室模拟条件下，能够很

好地降解土壤中的克百威，在接种量为 108 CFU/g 时

降解效果较好，土壤中克百威浓度为 50 mg/kg 10 天

后经降解菌的降解在土壤中的浓度仅为 6.63 mg/kg，

降解率为86.74%，同时菌株  HQ-C-01 对浓度为  200 

mg/kg 克百威也有较好的降解率，而很多分离的降解

菌对较高浓度的克百威降解效果较差[18-19]。土壤含水
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量对降解效果影响较大，含水量 400 ~ 600 g/kg 时可

有效地降解土壤中克百威，降解率为  73.15% ~ 

85.32%，土壤含水低于 200 g/kg 时降解效果较差。

Clotaire 等[20]用假单胞菌株 YAY6 进行土壤试验时也

发现土壤含水量＜200 g/kg 时降解效率开始明显降

低。降解菌 HQ-C-01 对土壤温度适有较好的适应性，

在温度 25℃ ~ 35℃范围内降解效果最好，降解率在 

78.24% ~ 88.67% 范围内；土壤 pH 对降解率影响较

大，在 pH 6 ~ 8 范围内降解菌的降解效果较好，在较

低和较高 pH 土壤中降解菌的生长受到抑制，可能是

一些关键酶在酸和碱性条件下活性较低[21]，从而降解

率较低；克百威的使用改变土壤中微生物菌群，而降

解菌 HQ-C-01通过降解土壤中的微生物对受污染土壤

进行修复，消除克百威对土壤微生物的刺激，恢复土

壤微生物种群结构。 

农药残留的土壤原位生物修复是近年来发展的一

项将生物技术用于解决生态环境农药污染的方法，有

效解决土壤中农药残留[4]。目前氨基甲酸酯类农药降

解酵母菌报道较少，并且传统的降解菌方面的研究多

数停留在降解菌的分离和降解特性的研究上。本研究

采用的降解菌株 HQ-C-01 经初步鉴定为酵母菌，耐受

环境条件范围较广，并且在存有许多抗生素的条件下

也能生长旺盛，对于取得方式和效益来说，酵母菌比

细菌更容易、更经济，大规模生产也不会引起人们像

对细菌那样产生对公共健康问题的担心[22]。因此应用

降解菌 HQ-C-01 对降解环境中的克百威农药有较好

的前景。应用微生物修复受污染环境需要考虑环境因

素的影响，接菌量、土壤农药残留浓度、含水量、土

壤温度、pH 以及土著微生物的竞争作用。这些因素影

响降解菌在环境中是否能够起到较好的降解效果。而

菌株 HQ-C-01 对环境有较强的适应能力，对环境适应

范围较广，具有在大田应用以及修复受污染的环境的

潜力。总之，本文探索实验室模拟条件下降解菌修复

污染土壤的应用条件，为氨基甲酸酯类农药污染土壤

的生物修复提供了参考和依据。 
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Bioremediation of Carbofuran-contaminated Soil by Degrading Fungi Stain HQ-C-01 

 

YANG liu,  CHEN Shao-hua,  HU Mei-ying,  HAO Wei-ning 

（Key Laboratory of Natural Pesticide and Chemical Biology, Ministry of Education, South China Agricultural University, Guangzhou  510642, China) 

 

Abstract:  Under the lab simulated conditions, the bioremediation of Fungi Stain HQ-C-01 on carbofuran-contaminated soil and the factors 

affecting the degradation capacity were studied, meanwhile the influences of carbofuran and Fungi Stain HQ-C-01 on soil microflora were also 

investigated. The results showed that there was positive correlation between the degradation rate and the inoculation quantity. The degradation rate for 

50 mg/kg carbofuran after 10 days was 82.89% with 2.09×108 CFU/g inoculation quantity. The degradation rate was low if the inoculation quantity 

was less than 106 CFU/g. The effect of soil moisture on the degradation rate was obvious, the degradation rate was best (85.32%) when soil moisture 

was 600 g/kg, but was lower when soil moisture lower than 200 g/kg. Fungi Stain HQ-C-01 had higher degradation rate when the temperature ranged 

from 25°C to 35°C. Soil pH value influenced the degradation rate significantly, the degradation rate for 50 mg/kg carbofuran after 10 days reached 

highest (85.629%) when soil pH value was about 7. Carbofuran has certain influence on soil microflora by intensively stimulating soil fungi, but the 

application of Fungi Stain HQ-C-01 can remit the influence and thus can remediate the contaminated soil. 

Key words:  Carbofuran, Degrading stain HQ-C-01, Bioremediation, Environmental factor, Soil microorganism 


