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会仙湿地底泥可培养微生物
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摘　要：利用平板涂布法分离会仙湿地底泥可培养原核微生物，共获得６５个分离株，基于细菌１６ＳｒＲＮＡ基因
序列的相似性和系统聚类分析显示，它们分属４个门，１２个属，２４个种，包括厚壁菌门的芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、
类芽孢杆菌属Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ属和肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ；放线菌门的链霉菌属 Ｓｔｒｅｐ
ｔｏｍｙｃｅｓ和红球菌属Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ；变形菌门的假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、寡养单胞菌属 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ、泛菌属
Ｐａｎｔｏｅａ、代尔夫特菌属 Ｄｅｌｆｔｉａ以及拟杆菌门的金黄杆菌属 Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ。分离株中芽孢杆菌属的菌株占
５３８５％，为优势菌群，其在有机物含量高的条件下会大量繁殖，与湿地富营养化特征相吻合；分离的微生物中
含１０株４种条件致病性菌，占分离株的１５３８％，有机砷耐受菌株３０株１２种，占４６１５％，表明该生态环境已
被人为活动严重影响。此外，还分离获得对农药五氯硝基苯 （ＰＣＮＢ）耐受性在３００ｍｇ／Ｌ以上的菌株１株，它
们的出现与当地农药与化肥的滥用有着直接关系。
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　　湿地具保持水源、净化水质、蓄洪抗旱、维护
生物多样性等重要的环境调节功能和生态效益，也

蕴含丰富的微生物资源［１］。广西会仙湿地是中国

最大的岩溶湿地之一，其地貌独特，是广西热带、

亚热带岩溶峰林地貌最大、最有研究价值的典型湿

地。由于人类活动的增加，农药的滥用和生活污水

的随意排放，导致该湿地富营养化和污染加

剧［２－３］。蓝运华、江绍峰等［４－５］研究表明农药百草

枯质量分数高于１２０μｇ／ｇ抑制会仙湿地底泥微生
物代谢活性，并通过测定在百草枯作用下２２℃时
会仙湿地微生物生长周期各个阶段的代谢热发现出

现２个产热指数期，表明同一群落微生物改变了体
内一些重要酶的转录和表达。余丽娟等［６］研究该

湿地的细菌菌落总数、大肠菌群数和粪大肠菌群数

的季节变化动态，表明夏季较其他三季相比在以上

３个方面均有明显增长趋势。但尚未见对该湿地底
泥微生物多样性的报导，而揭示该湿地的微生物多

样性特征，对其生态修复有重要的指导意义。本论

文采用传统纯培养的方法分离获得了会仙湿地底泥

样品中的微生物，测定和分析分离菌株的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列，初步揭示该湿地底泥中的可培养
微生物的群落组成特点和它们的重金属抗性，结合

该底泥样品中高质量浓度五氯硝基苯耐药性菌株的

分离分析，探讨它们对环境污染状态的指示意义。

１　材料和方法
１１　实验材料
１１１　样品采集　２０１５年１０月利用底泥采样器
按 《湖泊富营养化调查规范》［７］进行采集样品，采

集点为会仙湿地睦洞湖泊 （１１０°Ｅ２５°Ｎ）东南西
北四个角离岸２ｍ处及中央位置５个区域中水流速
度缓慢的沟渠底泥各５份，每份质量约５００ｇ，剔
除杂物和２ｍｍ以上的沙砾，以四分法将５份样品
等量缩为一份质量５００ｇ的土样［８］。采样过程中用

无菌手套取出样品并去除样品外围可能污染的部

分，放至无菌袋中。当日运回实验室后４℃保存备
用。

１１２　培养基　ＬＢ培养基：５ｇ／ＬＴｒｙｐｔｏｎｅ、２５
ｇ／ＬＹｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ、５ｇ／ＬＮａＣｌ、１２ｇ／ＬＡｇａｒ；高氏

一号培养基：２０ｇ／Ｌ可溶性淀粉、１ｇ／ＬＫＮＯ３、
０５ｇ／ＬＮａＣｌ、０５ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４、０５ｇ／ＬＭｇＳＯ４、
００１ｇ／ＬＦｅＳＯ４、１２ｇ／ＬＡｇａｒ。
１２　实验方法
１２１　菌株的分离　菌株的分离主要参照苏进
进［９］的相关方法进行，以无菌磷酸盐缓冲生理盐

水 （８０ ｇ／Ｌ ＮａＣｌ、０２ ｇ／Ｌ ＫＣｌ、１１５ ｇ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４、０２ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ７３）悬浮２ｇ湿
泥，２８℃、１７０ｒ／ｍｉｎ振荡４０ｍｉｎ，１０－１和１０－２梯
度稀释后取５０μＬ涂布固体培养基，２８℃培养２～
５ｄ后，根据涂布后肉眼观察平板菌落表面形态、
菌落边缘形态、菌落隆起形态、透明度等菌落特

征，尽可能挑选有差异的菌落于 ＬＢ和高氏一号培
养基中扩繁，平板划线法纯化获得纯菌。

１２２　菌株 ＤＮＡ提取和１６ＳｒＲＮＡ基因扩增　菌
株ＤＮＡ提取和１６ＳｒＲＮＡ基因扩增参照ＴＡＮＧＹＷ
等［１０］的实验方法。取０５ｍＬ纯菌液至１５ｍＬ离
心管中，沸水水煮１５ｍｉｎ后液氮速冻，重复３次。
悬浮液１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取１μＬ上清液作
为模板；以２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
－３′）和１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′）为引物进行１６ＳｒＲＮＡ基因的扩增；ＰＣＲ扩增
程序为９５℃１０ｍｉｎ；９５℃４５ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ３０ｓ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ；ＰＣＲ产物经ｗ
＝１％琼脂糖凝胶进行电泳检测，回收和纯化１５００
ｂｐ的ＤＮＡ片段，送上海生工生物工程股份有限公
司测序。

１２３　菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析　将的得到的
１６ＳｒＲＮＡ基因序列用ＤＮＡＭＡＮ软件进行排序并获
得相似性矩阵，相似性≥９７％的序列被认为来自相
同分类单元 （ＯＴＵ，ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ）［１１］，
用其中一个序列和菌株作为代表提交 ＧｅｎＢａｎｋ数
据库并获得该数据库的收录号 （ＭＦ２８９４９９～
ＭＦ２８９５２１），将每一个序列进行 ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：∥
ｂｌａｓｔｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／Ｂｌａｓｔｃｇｉ）相似性比对，根
据比对结果选取参照序列，用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１８３进行
排序，ｍｅｇａ５０［１２］软件基于 ＮＪ法构建会仙湿地分
离菌株的系统发育树。

１２４　有机砷耐受性检测　在所分离菌株的培养

２２
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基中加入１００、２００、５００ｍｇ／Ｌ对氨基苯胂酸，验
证菌株对有机砷耐受度。

１２５　耐ＰＣＮＢ菌种的富集、驯化　用９ｍＬ丙酮
溶解 ００１ｇＰＣＮＢ，滴加 １ｍＬ吐温作为增溶剂，
配成ＰＣＢＮ质量浓度为１ｇ／Ｌ的母液，再量取 ＰＣ
ＮＢ母液加入到１００ｍＬ液体 ＬＢ培养基中，使得培
养液中五氯硝基苯的质量浓度为１０ｍｇ／Ｌ，取底泥
样品１０ｇ接入到含有ＰＣＮＢ的液体ＬＢ培养基的三
角瓶中，３０℃震荡培养一周后取１ｍＬ菌液接种到
新的培养基中，７ｄ为一个转接周期，按１０、２０、
５０、１００、２００ｍｇ／Ｌ梯度依次提高培养液中五氯硝
基苯的含量，经过一定时间的富集培养之后从液体

培养基中取样涂布在含 ＰＣＮＢ质量浓度为３００ｍｇ／
Ｌ的固体ＬＢ培养基平板内，挑取单菌落进行多次
平板划线纯化菌株。

１２６　ＰＣＮＢ含量检测　丙酮 －石油醚萃取，磺
化法处理，气相色谱法测定。进样口温度为 ２５０
℃，色谱－质谱接口温度为２８０℃，离子源温度为
２５０℃，四极杆温度１５０℃；色谱升温程序：初始
温度８０℃，保持１ｍｉｎ，以３０℃／ｍｉｎ的速率升至
２１０℃，保持 １０ｍｉｎ；载气为氦气，流量为 １０
ｍＬ／ｍｉｎ，不分流进样，进样量为１μＬ。

２　结果和讨论
２１　分离菌株多样性分析

分离共获得６５株细菌纯培养物，分属于２４个
不同的ＯＴＵｓ。对这些菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列的
相似性分析结果 （表１）表明，它们与已知菌株相
似性均大于９７％，其中４３株菌的１６ＳｒＲＮＡ基因
序列与厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ的芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、
类芽孢杆菌属Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｌｙｓｉｎｉ
ｂａｃｉｌｌｕｓ属和肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ中的菌株最相
似，相似性９７２９％～１００％；１０株与放线菌门Ａｃ
ｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ的链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、红球菌属
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ中的菌株最相似，相似性 ９９０３％ ～
１００％；７株与变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ假单胞菌属
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、寡养单胞菌属 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ、泛
菌属Ｐａｎｔｏｅａ、代尔夫特菌属Ｄｅｌｆｔｉａ的菌株最相似，
相似性 ９８８７％ ～１００％；５株与拟杆菌门 Ｂａｃｔｅ
ｒｏｉｄｅｔｅｓ的金黄杆菌属 Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ最相似，它
们的相似性均为９９４８％。

基于１６ＳｒＲＮＡ基因的系统聚类分析表明，会

仙湿地底泥中可培养微生物中最优势的细菌为芽孢

杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓ（３５株，占５３８５％），其次是链霉菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ（７株，占 １０７７％） 和 金 黄 杆 菌
Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（５株，占 ７６９％），它们占所有
分离株的７２３１％。

实验结果显示厚壁菌门主要是芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓ占会仙湿地可培养原核微生物分离株的
５３８５％，已有的研究表明，大部分芽孢杆菌在有
机物含量高的条件下会大量繁殖［１３］；菌株 ＬＢＤ１４
的 １６ＳｒＲＮＡ基因与 Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｈｏｓｐｈｏｒｉｖｏｒａｎｓ
Ｃａ７ＴＴ （ＪＸ２５８９２４）的相似性为９９８６％，后者最
先从富含磷元素的样品中分离出，具有嗜酸除磷的

特性［１４］；菌株 ＧＳＤ８的 １６ＳｒＲＮＡ基因与 Ｄｅｌｆｔｉａ
ｌａｃｕｓｔｒｉｓＤＳＭ２１２４６Ｔ （ＥＵ８８８３０８） 的 相 似 性 为
９９９３％，后者为肽聚糖降解菌，从富营养化的环
境中分离出［１５］；采样时我们也观察到的水面疯长

水葫芦，由此推测，会仙湿地水体富营养化，与之

前蓝运华［２］等报道相一致。值得注意的是，可培

养的细菌中不少种类与条件致病菌的１６ＳｒＲＮＡ基
因具有较高的相似性，如菌株 ＬＢＡ９与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｎｔｈｒａｃｉｓＡＴＣＣ１４５７８Ｔ （ＡＢ１９０２１７）的相似性为
９９８５％，后者可引起吸入性炭疽热［１６］；菌株 ＬＢ
Ｄ３与 ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＡＴＣＣ１４５７９Ｔ （ＡＥ０１６８７７）的
相似性１００００％，后者可引起腹泻或呕吐的食物
中毒症状［１７］；菌株 ＧＳＡ２与 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌ
ｔｏｐｈｉｌｉａＭＴＣＣ４３４Ｔ （ＪＡＬＶ０１００００３６）的相似性为
１００％，后者也可能引起血流感染［１８］；菌株 ＺＹＥ
Ａ１８与能引起败血症的 ＰａｎｔｏｅａｂｒｅｎｎｅｒｉＬＭＧ５３４３Ｔ

（ＥＵ２１６７３５）［１９］的相似性为 １００００％，而在已有
的其它湿地底泥细菌多样性的文献报道中鲜有此类

条件致病菌的报道，提示人为活动已经严重的影响

了会仙湿地的原生态环境。另外，从该湿地底泥中

也分离出一些具有特殊性能的细菌，如与菌株 ＧＳ
３９１６ＳｒＲＮＡ基因相似性最高的 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｈａｒ
ｂｉｎｅｎｓｉｓＮＥＡＵ－Ｄａ３Ｔ （相似性９９７８％）为具抗肿
瘤活性的好氧菌，并能分解尿素［２０］；与菌株 ＺＹＥ
Ｃ１４相 似 性 最 高 的 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓａｅｔｈｅｒｉｖｏｒａｎｓ
１０ｂｃ３１２Ｔ （ＡＦ４４７３９１） （相似性为９９０３％）是甲
基叔丁基醚降解菌［２１］；菌株 Ｃｕ２（与 Ｄｅｌｆｔｉａｔｓｕｒｕ
ｈａｔｅｎｓｉｓＴ７Ｔ （ＡＢ０７５０１７）的同源性为９８８７％）能
对聚苯二甲酸乙二醇酯进行同化［２２］，这些菌出现

与当地农药化肥的滥用有着直接的关系。
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表１　会仙湿地底泥分离的可培养细菌１６ｓｒＲＮＡ基因序列相似性比较结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅ１６ＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓｅｄｉｍｅｎｔｏｆＨｕｉｘｉａｎｗｅｔｌａｎｄ

Ｐｈｙｌｕｍ Ｇｅｎｕｓ Ｎｏｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ Ｃｌｏｅｓｔｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ） ＮｕｍｂｅｒＩｄｅｎｔｉｔｉｅｓ／％

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ

Ｂａｃｉｌｌｕｓ

Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ

Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ

Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ

Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ

ＬＢＢ１０ ＢａｃｉｌｌｕｓｉｎｄｉｃｕｓＬＭＧ２２８５８Ｔ（ＪＧＶＵ０１０００００３） １０ ９９４９
ＬＢＡ９ ＢａｃｉｌｌｕｓａｎｔｈｒａｃｉｓＡＴＣＣ１４５７８Ｔ（ＡＢ１９０２１７） ５ ９９８５
ＬＢＤ８ ＢａｃｉｌｌｕｓｋｏｒｅｅｎｓｉｓＢＲ０３０Ｔ（ＡＹ６６７４９６） １ ９９９３
ＬＢＤ１１ ＢａｃｉｌｌｕｓｍａｒｉｓｆｌａｖｉＴＦ－１１Ｔ（ＡＦ４８３６２４） ２ ９９８６
ＬＢＤ３ ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＡＴＣＣ１４５７９Ｔ（ＡＥ０１６８７７） ３ １００００
ＬＢＢ２１ ＢａｃｉｌｌｕｓｓａｆｅｎｓｉｓＦＯ－３６ｂＴ（ＡＳＪＤ０１００００２７） ２ ９９２４
ＺＹＥＣ１２ ＢａｃｉｌｌｕｓａｒｙａｂｈａｔｔａｉＢ８Ｗ２２Ｔ（ＥＦ１１４３１３） ３ ９８６０
ＺＹＥＣ１６ ＢａｃｉｌｌｕｓｉｎｄｉｃｕｓＬＭＧ２２８５８Ｔ（ＪＧＶＵ０１０００００３） １ ９７２９
ＬＢＡ５ ＢａｃｉｌｌｕｓｍａｎｌｉｐｏｎｅｎｓｉｓＢＬ４－６Ｔ（ＦＪ４１６４９０） ６ １００００
ＺＹＥＣ７ ＢａｃｉｌｌｕｓｄｒｅｎｔｅｎｓｉｓＬＭＧ２１８３１Ｔ（ＡＪ５４２５０６） １ ９９９３
ＬＢＤ１３ ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｂａｒｃｉｎｏｎｅｎｓｉｓＢＰ－２３Ｔ（ＡＪ７１６０１９） １ ９８２８
ＬＢ３１１ ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇａｒｉｄｅｖｏｒａｎｓＤＳＭ１３５５Ｔ（ＡＪ３４５０２３） ２ ９９０７
ＬＢＤ１４ ＦｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｈｏｓｐｈｏｒｉｖｏｒａｎｓＣａ７ＴＴ（ＪＸ２５８９２４） ４ ９９８６

ＬＢＢ１９
ＬｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｈａｅｒｉｃｕｓＫＣＴＣ３３４６Ｔ

（ＡＵＯＺ０１００００２４）
１ ９９９３

Ｗ２ ＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍＣＧＭＣＣ１２１３６ＴＡＪＫＨ０１０００１０９ １ １００００

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ

ＧＳ３９ ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｈａｒｂｉｎｅｎｓｉｓＮＥＡＵ－Ｄａ３Ｔ（ＪＱ７５０９７４） ３ ９９７８
ＧＳ２８ ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐｏｎｇｉａｅＳｐ０８０５１３ＳＣ－２４Ｔ（ＡＢ４９８７４１） ４ １００００
ＺＹＥＣ１４ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓａｅｔｈｅｒｉｖｏｒａｎｓ１０ｂｃ３１２Ｔ（ＡＦ４４７３９１） ３ ９９０３

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

Ｄｅｌｆｔｉａ

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ

Ｐａｎｔｏｅａ

ＧＳＤ８ ＤｅｌｆｔｉａｌａｃｕｓｔｒｉｓＤＳＭ２１２４６Ｔ（ＥＵ８８８３０８） ２ ９９９３
Ｃｕ２ ＤｅｌｆｔｉａｔｓｕｒｕｈａｔｅｎｓｉｓＴ７Ｔ（ＡＢ０７５０１７） １ ９８８７
ＬＢＢ９ ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｏｓｓｅｌｉｉＣＩＰ１０５２５９Ｔ（ＡＦ０７２６８８） ２ ９９９３

ＧＳＡ２
ＳｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａＭＴＣＣ４３４Ｔ

（ＪＡＬＶ０１００００３６）
１ １００００

ＺＹＥＡ１８ ＰａｎｔｏｅａｂｒｅｎｎｅｒｉＬＭＧ５３４３Ｔ（ＥＵ２１６７３５） １ １００００

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＬＢＣ１２ Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｇａｍｂｒｉｎｉ５－１Ｓｔ１ａＴ（ＡＭ２３２８１０） ５ ９９４８

２２　有机砷耐受性分析
在２４个属的６５个分离株中，有１２个属３０株

菌耐受对氨基苯胂酸，其耐受性均在１００ｍｇ／Ｌ及
以上 （表２）。在Ｂａｃｉｌｌｕｓ中，具有耐受性的菌株占
该属分离株总数的２９４１％。对氨基苯胂酸属于芳
香族氨基化合物，具有抗菌、抑菌的特点［２３］，是

一种全合成抗菌剂，常被添加到饲料中，用于医治

家禽细菌感染。会仙湿地有机砷耐受菌的出现从某

种程度上说明会仙湿地环境正受到的污染，也说明

了人类活动对湿地生态环境的影响。由结果可见，

有机砷抗性具有菌株特异性。已有的有机砷抗性菌

隶属８个属，分别是芽孢杆菌属、类芽孢杆菌属、
Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ属、红球菌属、泛菌
属、代尔夫特菌属、金黄杆菌属，这些属中只有部

分菌株表现抗性，且耐收质量浓度在不同菌株中存

在一定差异。目前有报道芽孢杆菌能够对砷进行生

物积累［２４］，这些耐受菌株的分离，可能在日后用

于湿地生态修复和环境污染治理中。

２３　耐ＰＣＮＢ菌种分离
分离出一株对ＰＣＮＢ具有强耐受性的菌株Ｗ２，

耐受质量浓度３００ｍｇ／Ｌ以上ＰＣＮＢ，经１６Ｓ序列比
对，其与屎肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ ＣＧＭ
ＣＣ１２１３６Ｔ （ＡＪＫＨ０１０００１０９）菌株的相似度为
１００％。用全扫描质谱方式对含 ＰＣＮＢ培养基中的
菌株代谢产物进行了检测，结果如图 ２、图 ３所
示。根据气相色谱－质谱仪对样品检测的结果与质
谱谱图数据库进行数据分析，最高的色谱峰与五氯

硝基苯的匹配度为９９９９％，其对五氯硝基苯无降
解作用。

４２



　第 １期 阮楚晋等：会仙湿地底泥可培养微生物

图１　基于会仙湿地底泥可培养原核微生物１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统聚类树
Ｆｉｇ１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅ１６ＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｍｉｃｒｏｂｅｓ

ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓｅｄｉｍｅｎｔｏｆＨｕｉｘｉａｎｗｅｔｌａｎｄ
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表２　对氨基苯胂酸耐受菌及其耐受度
Ｔａｂｌｅ２　Ａｒｓａｎｉｌｉｃａｃｉｄｔｏｌｅｒａｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｔｏｌｅｒａｎｃｅ

分离菌株编号 典型菌株 （登录号） 相似性／％
耐受质量浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）
ＬＢＡ９ ＢａｃｉｌｌｕｓａｎｔｈｒａｃｉｓＡＴＣＣ１４５７８Ｔ（ＡＢ１９０２１７） ９９８５ １００
ＬＢＤ３ ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＡＴＣＣ１４５７９Ｔ（ＡＥ０１６８７７） １００００ ５００
ＬＢＢ２１ ＢａｃｉｌｌｕｓｓａｆｅｎｓｉｓＦＯ－３６ｂＴ（ＡＳＪＤ０１００００２７） ９９２４ １００
ＬＢＤ１３ ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｂａｒｃｉｎｏｎｅｎｓｉｓＢＰ－２３Ｔ（ＡＪ７１６０１９） ９８２８ ２００
ＬＢ３１１ ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇａｒｉｄｅｖｏｒａｎｓＤＳＭ１３５５Ｔ（ＡＪ３４５０２３） ９９０７ ２００
ＬＢＤ１４ ＦｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｈｏｓｐｈｏｒｉｖｏｒａｎｓＣａ７ＴＴ（ＪＸ２５８９２４） ９９８６ ２００
ＬＢＢ１９ ＬｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｈａｅｒｉｃｕｓＫＣＴＣ３３４６Ｔ（ＡＵＯＺ０１００００２４） ９９９３ ２００
ＺＹＥＣ１４ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓａｅｔｈｅｒｉｖｏｒａｎｓ１０ｂｃ３１２Ｔ（ＡＦ４４７３９１） ９９０３ ２００
ＧＳＤ８ ＤｅｌｆｔｉａｌａｃｕｓｔｒｉｓＤＳＭ２１２４６Ｔ（ＥＵ８８８３０８） ９９９３ ５００
Ｃｕ２ ＤｅｌｆｔｉａｔｓｕｒｕｈａｔｅｎｓｉｓＴ７Ｔ（ＡＢ０７５０１７） ９８８７ ５００

ＺＹＥＡ１８ ＰａｎｔｏｅａｂｒｅｎｎｅｒｉＬＭＧ５３４３Ｔ（ＥＵ２１６７３５） １００００ ２００
ＬＢＣ１２ Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｇａｍｂｒｉｎｉ５－１Ｓｔ１ａＴ（ＡＭ２３２８１０） ９９４８ ２００

　　在所发现的肠球菌中，很多菌种都具有极强的
耐药性，并且大多数肠球菌为多重耐药菌株。肠球

菌耐药性包括固有耐药、获得性耐药和耐受性，对

青霉素、万古霉素、头孢类、低质量浓度氨基糖苷

类等多种抗菌药物呈现固有耐药［２５－２７］。意大利科

学家在鲜奶奶酪中发现的 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｓｐ．具
有毒力因子和抗生素耐药性［２８］。蓝运华［２９］在会仙

湿地的底泥中检测出少量 ＰＣＮＢ及其降解产物
ＰＣＡ。分离到的菌株 Ｗ２为肠球菌，该菌株对 ＰＣ
ＮＢ具有极强的耐药性，对 ＰＣＮＢ的耐药质量浓度
在３００ｍｇ／Ｌ以上，目前，已经报道过细菌对 ＰＣ
ＮＢ的耐受性在２００ｍｇ／Ｌ以上［３０］，而耐受能力在

３００ｍｇ／Ｌ以上的细菌鲜有报道。在对多种药物均
具有耐受性的肠球菌的研究中，也很少有肠球菌耐

受ＰＣＮＢ的报道。

图２　提取样品总离子流图
Ｆｉｇ２　Ｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ

通过气质联用测定从菌液中所分离的物质，由

于色谱峰与五氯硝基苯的匹配度为９９９９％，且在
检测的离子丰度图中，离子强度最大的离子为

２３７，２３７为ＰＣＮＢ的定量离子杆［３１］，由此可判断

分离提取的物质为 ＰＣＮＢ，菌株 Ｗ２对 ＰＣＮＢ耐受
性很强，但不具降解能力。ＰＣＮＢ耐受菌的出现，
在一定程度上意味着当地已受到农药的污染，生态

环境遭到人为的破坏，并且其对杀菌药物的耐受性

值得引起足够的重视，多重耐药的特性使其一旦感

染其它生物体致病后将难以进行药物治疗，对医学

领域产生极大的挑战。

图３　提取样品全扫描离子相对丰度图
Ｆｉｇ３　Ｆｕｌｌｓｃａｎｉｏｎｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ
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ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｄｉｓｔａｎｃｅ，ａｎｄｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉ
ｍｏｎｙｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，
２０１１，２８（１０）：２７３１－２７３９．

［１３］　郑莹，霍颖异．浙江镇海潮间带沉积物中可培养微
生物初步研究［Ｊ］．海洋学研究，２０１２，３０（４）：６５－
７１．
ＺＨＥＮＧＹ，ＨＵＯＹＹ．Ａｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｃｕｌ
ｔｕｒａｂｌｅｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎｔｉｄａｌｆｌａｔｓｅｄｉｍｅｎｔｆｒｏｍＺｈｅｎ
ｈａｉ，ＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭａｒｉｎｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，
２０１２，３０（４）：６５－７１．

［１４］　ＧＬＡＥＳＥＲＳＰ，ＤＯＴＴＷ，ＢＵＳＳＥＨＪ，ｅｔａｌ．Ｆｉｃｔｉｂａ
ｃｉｌｌｕｓｐｈｏｓｐｈｏｒｉｖｏｒａｎｓｇｅｎ．ｎｏｖ．ｓｐ．ｎｏｖ．ａｎｄｐｒｏｐｏｓａｌ
ｔｏｒｅｃｌａｓｓｉｆｙＢａｃｉｌｌｕｓａｒｓｅｎｉｃｕｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｂａｒｂａｒｉｃｕｓ，Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓｍａｃａｕｅｎｓｉｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｎａｎｈａｉｅｎｓｉｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｒｉｇｕｉ，
ＢａｃｉｌｌｕｓｓｏｌｉｓａｌｓｉａｎｄＢａｃｉｌｌｕｓｇｅｌａｔｉｎｉｉｎｔｈｅｇｅｎｕｓＦｉｃｔｉ
ｂａｃｉｌｌｕｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃ＆Ｅｖｏ
ｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，６３（Ｐｔ８）：２９３４．

［１５］　ＪＯＲＧＥＮＳＥＮＮＯ，ＢＲＡＮＤＴＫＫ，ＮＹＢＲＯＥＯ，ｅｔａｌ．
Ｄｅｌｆｔｉａｌａｃｕｓｔｒｉｓｓｐ．ｎｏｖ．ａｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎｄｅｇｒａｄｉｎｇｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍｆｒｏｍｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ，ａｎｄｅｍｅｎｄｅｄｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆ
Ｄｅｌｆｔｉａｔｓｕｒｕｈａｔｅｎｓｉｓａｓａｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎｄｅｇｒａｄｉｎｇｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃ＆Ｅｖｏｌｕ
ｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，５９（Ｐｔ９）：２１９５．

［１６］　ＳＨＩＶＡＪＩＳ，ＳＵＲＥＳＨＫ，ＣＨＡＴＵＲＶＥＤＩＰ，ｅｔａｌ．Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓａｒｓｅｎｉｃｕｓｓｐ．ｎｏｖ．ａｎａｒｓｅｎｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍａｓｉｄｅｒｉｔｅｃｏｎｃｒｅｔｉｏｎｉｎＷｅｓｔＢｅｎｇａｌ，Ｉｎｄｉａ
［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃ＆Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００５，５５（Ｐｔ３）：１１２３．

［１７］　ＩＶＡＮＯＶＡＮ，ＳＯＲＯＫＩＮＡ，ＡＮＤＥＲＳＯＮＩ，ｅｔａｌ．Ｇｅ
ｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓａｎｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙ
ｓｉｓｗｉｔｈＢａｃｉｌｌｕｓａｎｔｈｒａｃｉｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００３，４２３
（６９３５）：８７．

７２
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［１８］　ＬＯＯＮＥＹＷ Ｊ， ＮＡＲＩＴＡ Ｍ， ＭüＨＬＥＭＡＮＮ Ｋ．
Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ：ａｎｅｍｅｒｇｉｎｇｏｐｐｏｒｔｕｎｉｓｔ
ｈｕｍａｎｐａｔｈｏｇｅｎ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，２００９，
９（５）：３１２．

［１９］　ＢＲＡＤＹＣＬ，ＣＬＥＥＮＷＥＲＣＫＩ，ＶＥＮＴＥＲＳＮ，ｅｔａｌ．
ＥｍｅｎｄｅｄｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｕｓＰａｎｔｏｅａ，ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｏｆｆｏｕｒｓｐｅｃｉｅｓｆｒｏｍｈｕｍａｎｃｌｉｎｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ，Ｐａｎｔｏｅａ
ｓｅｐｔｉｃａｓｐ．ｎｏｖ．Ｐａｎｔｏｅａｅｕｃｒｉｎａｓｐ．ｎｏｖ．Ｐａｎｔｏｅａｂｒｅｎ
ｎｅｒｉｓｐ．ｎｏｖ．ａｎｄＰａｎｔｏｅａｃｏｎｓｐｉｃｕａｓｐ．ｎｏｖ．ａｎｄ
ｔｒａｎｓｆｅｒｏｆＰｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｙｐｒｉｐｅｄｉｉ（Ｈｏｒｉ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃ＆ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏ
ｇｙ，２０１０，６０（Ｐｔ１０）：２４３０．

［２０］　ＬＩＵＣＸ，ＷＡＮＧＸＪ，ＺＨＡＯＪＷ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｈａｒｂｉｎｅｎｓｉｓｓｐ．ｎｏｖ．ａｎｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ，ｉｋａｒｕｇａｍｙｃｉｎｐｒｏ
ｄｕｃｉｎｇａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｓｏｙｂｅａｎｒｏｏｔ［Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒ］［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔ
ｉｃ＆ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，６３（１０）：３５７９－
８４．

［２１］　ＧＯＯＤＦＥＬＬＯＷＭ，ＪＯＮＥＳＡＬ，ＭＡＬＤＯＮＡＤＯＬＡ，
ｅｔａｌ．Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓａｅｔｈｅｒｉｖｏｒａｎｓｓｐ．ｎｏｖ．ａｎｅｗｓｐｅｃｉｅｓ
ｔｈａｔｃｏｎｔａｉｎｓｍｅｔｈｙｌｔｂｕｔｙｌｅｔｈｅｒｄｅｇｒａｄｉｎｇａｃｔｉｎｏｍｙｃｅ
ｔｅｓ［Ｊ］．Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ＆ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００４，２７
（１）：６１－６５．

［２２］　ＳＨＩＧＥＭＡＴＳＵＴ，ＹＵＭＩＨＡＲＡＫ，ＵＥＤＡＹ，ｅｔａｌ．
Ｄｅｌｆｔｉａｔｓｕｒｕｈａｔｅｎｓｉｓｓｐｎｏｖ．ａｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅａｓｓｉｍｉｌａｔｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍａｃｔｉｖａｔｅｄｓｌｕｄｇｅ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃ＆ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏ
ｇｙ，２００３，５３（５）：１４７９－１４８３．

［２３］　朱聪英，周仲儿．饲料中对氨基苯胂酸测定方法初
探［Ｊ］．中国饲料，１９９３（１１）：２３－２３．
ＺＨＵＣＹ，ＺＨＯＵＺＥ．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｙｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎａ
ｔｉｏｎｏｆａｍｉｎｏｂｅｎｚｅｎｅｉｎｆｏｄｄｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＦｅｅｄ，１９９３
（１１）：２３－２３．

［２４］　郭盾．高耐砷菌株的筛选及其除砷性能初步研究
［Ｄ］．昆明：云南大学，２０１５．
ＧＵＯＤ．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｙｏｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈａｒｓｅｎｉｃ
ｔｏｌｅｒａｎｔｓｔｒａｉｎｓａｎｄｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｆｏｒａｒｓｅｎｉｃｒｅｍｏｖ
ａｌ［Ｄ］．Ｋｕｎｍｉｎｇ：ＹｕｎｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１５．

［２５］　姚杰．临床分离肠球菌的耐药性分析及相关耐药机

制的研究［Ｄ］．合肥：安徽医科大学，２０１１．
ＹＡＯＪ．Ｓｔｕｄｙｏｎａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎａｌｙｓｅａｎｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｉｎｃｌｉｎｉ
ｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ［Ｄ］．Ｈｅｆｅｉ：ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１１．

［２６］　王豫平，王慕云．肠球菌耐药性研究及对策［Ｊ］．广
西医学，２００２（１）：５９－６１．
ＷＡＮＧＹＰ，ＷＡＮＧＭＹ．Ｓｔｕｄｙｏｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｎ
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓａｎｄｔｈｅｓｔｒａｔｅｇｙ［Ｊ］．ＧｕａｎｇｘｉＭｅｄｉｃａｌ
Ｊｏｕｒｎａｌ，２００２（１）：５９－６１．

［２７］　王文．宁夏地区肠球菌耐药性分析及其耐药机制研
究［Ｄ］．银川：宁夏医科大学，２０１４．
ＷＡＮＦＷ．Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｒｅｓｅａｒｃｈ
ｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｉｓｏｌａｔｅｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｉｎ
Ｎｉｎｇｘｉａ［Ｄ］．Ｙｉｎｃｈｕａｎ：ＮｉｎｇｘｉａＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
２０１４．

［２８］　ＭＯＲＡＮＤＩＳ，ＣＲＥＭＯＮＥＳＩＰ，ＰＯＶＯＬＯＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎ
ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｓｐ．ｎｏｖ．ｆｒｏｍＩｔａｌｉａｎｒａｗｍｉｌｋｃｈｅｅｓｅｓ．
［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃ＆Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１２，６２（８）：１９９２－６．

［２９］　蓝运华．会仙湿地底泥及微生物对常用几种有毒物
质净化能力的研究［Ｄ］．桂林：广西师范大学，２０１５．
ＬＡＮＹＨ．Ａｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｏｆｓｅｄｉ
ｍｅｎｔａｎｄｍｉｃｒｏｂｅｉｎｉｔｆｒｏｍＨｕｉｘｉａｎｗｅｔｌａｎｄａｇａｉｎｓｔｓｅｖ
ｅｒａｌｃｏｍｍｏｎｔｏｘｉｃａｎｔｓ［Ｄ］．Ｇｕｉｌｉｎ：Ｇｕａｎｇｘｉｎｏｒｍａｌｕ
ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１５．

［３０］　王玉军，赵晓松，孙安娜，等．五氯硝基苯降解菌生
长特性及降解活性［Ｊ］．吉林农业大学学报，２００２
（６）：６２－６４．
ＷＡＮＧＹＪ，ＺＨＡＯＸＳ，ＳＵＮＡＮ，ｅｔａｌ．Ｇｒｏｗｔｈｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｎｉｔｒｏ
ｂｅｎｚｅｎｅｄｅｇｒａｄｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＪｉｌｉｎＡｇｒｉｃｕｌ
ｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００２（６）：６２－６４．

［３１］　王莹．有机氯农药—五氯硝基苯农药废水的辐射降
解研究［Ｄ］．长春：东北师范大学，２００６．
ＷＡＮＧＹ．Ｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｒａｄｉａｔｉｏｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｎｏｒｇａｎｏ
ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ（ＰＣＮＢ）
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