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Mucoromycotina sp. HS-3 对苯胺蓝染料的降解 
林永慧  陈亮  何兴兵*  何瑶庆  周霞 

(吉首大学生物资源与环境科学学院  湖南 吉首  416000) 

 
 

摘  要: 采用静置开敞式培养法研究了碳源、氮源、盐度、金属离子对 Mucoromycotina sp. HS-3 菌

降解苯胺蓝的影响。结果表明, 菌株脱色最适合条件为葡萄糖 1 g/L, 硫酸铵 0.6 g/L, Fe3+ 0.15 mmol/L, 

盐度小于 50 g/L, 在上述各培养条件下, 对浓度为 100 mg/L 不灭菌的苯胺蓝溶液静止培养 5 d, 脱

色率达 95%以上。此外, 通过降解前后的苯胺蓝溶液对豇豆和枯草芽孢杆菌进行毒性测试发现, 降

解后的苯胺蓝溶液毒性明显降低。因此, 该菌对处理以苯胺蓝为主要成分的印染废水具有较好的

应用潜力。 
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Biodegradation of Aniline Blue Dye by a Fungus  
Mucoromycotina sp. HS-3 

LIN Yong-Hui  CHEN Liang  HE Xing-Bing*  HE Yao-Qing  ZHOU Xia 

(College of Biology and Environmental Sciences, Jishou University, Jishou, Hunan 416000, China) 

Abstract: An experiment on the effect of carbon source, nitrogen source, metal ion and salinity on 
degradation of aniline blue dye by Mucoromycotina sp. HS-3 was carried out under statically air-opened 
condition. The results showed that the optimum medium for single factor were 1 g/L glucose, 0.6 g/L 
ammonium sulfate, 0.15 mmol/L Fe3+, and less than 50 g/L salinity, respectively. Under each optimum 
condition above, the decolorization rate of aniline blue dye (100 mg/L initial concentration) was over 
95% after 5 days. In addition, a toxicity test was carried out using a bioassay based on growth inhibition 
of Vigna unguiculata (a plant species) and Bacillus subtilis (a bacterial species) by aniline blue solution 
before and after degradation. The result showed that the toxicity of aniline blue after degradation had 
reduced obviously. So this strain had a good application potential for treating dyeing wastewater mainly 
consisted of aniline blue. 
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合成染料是工业废水中常见的水体污染物, 如

蒽醌、染料、三芳基甲烷和酞菁类, 这些染料大多

数具有毒性, 且可以致突变、致癌 [1]。目前染料废

水的处理是用物理或化学的方法, 如吸附、离子交
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换、凝聚和膜过滤臭氧化 [2−4], 然而由于这些方法

大多数存在成本高、耗时长等问题, 没有被广泛应

用 [5]。目前, 许多研究开始集中到能高效脱色与分

解染料的微生物方面 [6], 国内外已有研究结果显示

许多白腐真菌对染料有较好的降解效果[7−12]。本研

究 选 择 苯 胺 蓝 为 研 究 对 象 , 通 过 对 白 腐 真 菌

Mucoromycotina sp. HS-3 降解条件的优化探讨各种

因素对该菌种降解效果的影响 , 分析其降解潜力 , 
为实际应用提供一定的技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  受试菌种: 菌株 Mucoromycotina sp. HS-3 为

纯菌种, 由吉首大学生物资源与环境科学学院环境

微生物实验室提供。 
1.1.2  染料与试剂 : 苯 胺 蓝 (C32H25N3O9S3Na2, 分

子量为 737.72), 试验中所用试剂为国产分析纯。配

制 1 g/L 的苯胺蓝溶液置于 4°C 冰箱中储存备用。 
1.1.3  培养基: LB 培养基(g/L): 牛肉膏 5.0, 蛋白

胨 10.0, NaCl 5.0, pH 7.2; PDA 培养基(g/L): 土豆浸

出 液 200, 葡 萄 糖 20.0, 琼 脂 20.0; PDB (Potato 

Dextrose Broth)培养基(g/L): 土豆浸出液 200, 葡萄

糖 20.0; 染料-Kirk 培养基(g/L): C32H25N3O9S3Na2 
0.1, C4H12N2O6 0.22, KH2PO4 0.2, CaCl2 0.01, 
MgSO4·7H2O 0.05, 1 g/L VB1 1 mL, 10% 吐温-80 
10 mL, 100 mmol/L 黎芦醇 10 mL, 微量元素 10 mL; 

其中微量元素(g/L): CuSO4·5H2O 0.125, MnSO4·H2O 
0.0547, ZnSO4·7H2O 0.043, Fe2(SO4)3 0.05, 
(NH4)6Mo7O24·4H2O 0.054。 

1.1.4 主要仪器设备: 紫外分光光度计 , 恒温培养

箱, 全温振荡培养箱和电子分析天平等。 

1.2  方法 
1.2.1  菌膜的培养: 将培养于 PDA 培养基上的菌种

接种于装有 50 mL PDB 培养基的 150 mL 锥形瓶中, 
28°C 恒温摇瓶培养 5 d, 形成菌丝球, 用灭菌玻璃棒

将摇瓶中菌丝球充分打碎, 用移液枪吸取 1 mL 接种

于装有 20 mL PDB 培养基的直径为 9 cm 的平板中。

28°C 恒温静止培养 5 d, 得到试验所需菌膜。 

1.2.2  染料降解优化设计: 分不同批次研究碳源、

氮源、盐度和金属离子对受试菌株降解能力的影响, 

在研究某一因素的影响时, 仅该因素设不同变化梯

度, 其他影响因素保持不变, 后面因素以前面优化

结果为前提进行。盐度优化在最优碳源、氮源、pH
条件下进行, 每个影响因素设置不同浓度梯度, 每

种梯度设置 3 个重复水平。将培养好的菌膜加入到

装有 50 mL 不灭菌苯胺蓝-Kirk 培养基的 150 mL 锥

形瓶中(苯胺蓝浓度为 100 mg/L)。28°C 恒温静置培

养, 并以加入菌膜时间为起点, 每 24 h 对锥形瓶中

的降解液进行离心, 测其吸光值。 

1.2.3  染料吸附: 将受试菌株接种于装有 100 mL 

PDB 培养基的 250 mL 锥形瓶中, 28°C 摇瓶培养 5 d, 

以获得大量菌丝体。将获得的菌丝体用 4 层纱布过

滤, 并用大量蒸馏水冲洗菌丝体, 直到滤液为无色。

将冲洗干净的菌丝体置于 45°C 烘箱 24 h, 烘干后碾

磨制成粉状。分别设置质量梯度为 10、20、30、

50 mg 粉状菌丝体对 100 mg/L 的苯胺蓝溶液进行吸

附试验。 

1.2.4  染料脱色前后毒性测试试验设计: (1) 植物

毒性测试。以豇豆为试验材料(购买于种子市场), 对

豇豆进行预处理时, 用 25°C 温水浸泡 12 h, 使种子

充分吸水膨胀。以无染料的 Kirk 培养基作为对照, 

分别用无染料的 Kirk 培养基, 降解前、后的苯胺蓝

溶液 2 mL 对加入铺有 3 层滤纸并经干灭菌的培养皿

进行润湿处理, 然后每个培养皿均匀放入 10 粒种

子, 每种处理设置 5 个重复。28°C 恒温培养 5 d, 每

天观察记录发芽情况, 发现长有霉菌种子立即用蒸

馏水冲洗, 然后放回原处[13]。定期对 3 种处理的培

养皿等量加入对应培养液使培养皿内的滤纸始终处

于湿润状态。 

(2) 细菌毒性测试。以枯草芽孢杆菌为试验材

料(由本实验室提供), 对枯草芽孢杆菌进行毒性测

试时采用圆纸片法[14], 用无染料的 Kirk 培养基做对

照。用打孔器将滤纸打成直径为 4 mm 小圆纸片, 选

出边缘整齐的圆纸片分别用无染料的 Kirk 培养基, 

降解前、后的苯胺蓝溶液浸泡, 每个处理挑选 3 片

置于盛有无菌牛肉膏蛋白胨固体培养基的平板中 , 

在超净工作台中风干。用涂布法将枯草芽孢杆菌涂

布于 3 种处理的培养皿中并分别标记, 28°C 恒温培

养 24 h。每个处理设置 16 个重复。 

1.2.5  脱色能力的测定: 菌株对染料的脱色能力采

用比色法测定。每 24 h 取 1 次培养液, 于 5000 r/min
离心 15 min, 所得上清液于染料的最大吸收波长(苯

胺蓝为 585 nm)下测定其吸光度 A1, 以不接种菌悬
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液的染料培养基的吸光度 A2 为对照。其脱色率用下

列公式计算: 

脱色率(%) = (A2 − A1)/A2 × 100% 

1.2.6  数据分析: 对不同处理间数据的差异比较采

用 SPSS 统计软件进行单因素方差分析。 

2  结果与讨论 

2.1  不同碳源对 Mucoromycotina sp. HS-3 降解苯

胺蓝的影响 
碳源是微生物正常生长的必需元素之一 , 分

别将葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖和可溶性淀粉添

加到 Kirk 培养基中, 使最终浓度均为 5 g/L。将 pH

值调至 5 左右, 28°C 恒温静止培养 5 d, 测得各组试

验 5 d 时的脱色率如图 1A。结果表明, HS-3 在以添

加葡萄糖为碳源的 Kirk 培养基中降解效果最佳, 降

解率为 79.94%, 蔗糖和乳糖次之, 分别为 76.45%和

75.35%, 可溶性淀粉对菌株的影响最小, 说明相对

于其他碳源 HS-3 更容易利用单糖类的葡萄糖。已

有研究报道一些降解菌可以高效利用葡萄糖作为

碳源进行染料降解, Raghukumar 和 Rivonkar[15]研

究表明白腐真菌 Flavodon flavus 可以高效利用葡萄

糖降解染料废水 ; 梁红昌等 [16]研究报道泡盛曲霉

(Aspergillus awamori)在以葡萄糖为碳源的查氏培养

基中生长量最大, 且脱色效果最好。 

2.2  葡萄糖浓度对 Mucoromycotina sp. HS-3 降解

效果的影响 
由图 1A 可知, 菌株以葡萄糖为碳源时对苯胺

蓝脱色效果最佳。相同条件下 , 在苯胺蓝浓度为

100 mg/L 的 Kirk 培养基中设置葡萄糖的浓度梯度为

1、3、5、7、9 g/L, 通过不同质量浓度的葡萄糖对

菌株降解效果的影响, 优化出降解效果最佳时的葡

萄糖质量浓度, 优化结果如图 1B 所示, 在 5 d 时葡

萄糖质量浓度为 1、3、5、7 g/L 时降解效果并没有

明显区别, 脱色率分别为 88.48%、87.29%、87.44%
和 88.20%, 其中以 1 g/L 时的脱色率最高。当葡萄

糖浓度为 9 g/L 时, 脱色率明显偏低。已有研究报道

了 类 似 结 果 , Ösoy 等 [17] 利 用 真 菌 Fulani trogon 
ATCC 200800 降解染料 Drimarene Blue X3LR 和

RemazolBrilliant Blue R 时, 降解率随着葡萄糖浓度

的增大而降低。这可能是因为高浓度的葡萄糖对

Mucoromycotina sp. HS-3 降解苯胺蓝在一定程度上

有抑制作用。 

2.3  不同氮源对 Mucoromycotina sp. HS-3 降解效

果的影响 
氮源是促进微生物生长的重要营养元素之一。

在 pH 5, 葡萄糖浓度为 1 g/L 的前提下, 分别用硫酸

铵(AS)、硝酸铵(AN)、硝酸钾(PN)、酒石酸铵(AT)

和蛋白胨(PP)作为 Krik 培养基中的氮源, 各组氮源

浓度均为 0.2 g/L, 加入预先准备的菌膜, 28°C 静置

培养 5 d, 结果如图 1C 所示, 硫酸铵对该菌降解苯

胺蓝影响效果最明显, 硝酸铵次之, 脱色率分别达

到 89.97%和 84.54%, 蛋白胨的脱色率最低, 仅为

34.45%。试验结果表明, 该菌能够高效的利用硫酸

铵作为氮源进行染料脱色, 可能主要由于硫酸铵促

进 HS-3 菌丝量的生长, 进而促进菌株对苯胺蓝的降

解 。 类 似 报 道 如 梁 红 昌 等 [16] 研 究 证 实 泡 盛 曲 霉

(Aspergillus awamori)可更好利用硫酸铵等无机氮进

行染料降解, 而对蛋白胨的利用效果相对较低, 而

Xu 等[18]研究报道真菌 Ceriporia lacerate strain P2 可

利用尿素作为自己氮源对染料 Alizarin Red 和 Methyl 

Orange 进行高效降解。可能由于种的特异性, 使得不

同菌株可以利用不同的氮源对染料进行高效降解。 

2.4  硫酸铵浓度对 Mucoromycotina sp. HS-3 脱色

效果的影响 
保持其他条件不变 , 设置硫酸铵的浓度分别

为 0.05、0.10、0.20、0.40 和 0.60 g/L, 探讨不同

浓度的硫酸铵对该菌脱色效果的影响 , 结果如图

1D 所示。随着硫酸铵浓度的增加 , 菌株对苯胺蓝

的 脱 色 率 也逐渐增加 , 当氮源浓度为 0.60 g/L 时

Mucoromycotina sp. HS-3 对苯胺蓝脱色效果处于最

佳状态, 脱色率为 90.93%。已有研究报道了类似结

果, 如 Xu 等[18]研究报道了真菌 Ceriporia lacerate 

strain P2 在以尿素为氮源降解 Methyl Orange 时, 降

解率随着尿素增长呈线性增加。也有报道表明一些

白腐真菌可以在低浓度氮源(0.2 g/L)中对染料进行

高效降解[19−20]。 

2.5  不同金属离子对 HS-3 脱色效果的影响 
金属离子在真菌降解染料系统中起着重要作

用。本实验采用 Fe3+、Mo6+、Co2+、Cd2+、Ni+、Ag+、

Mn2+、Cu2+、Pb2+研究金属离子对 HS-3 脱色效果

的影响, 且保持其他条件不变(pH 5, 葡萄糖浓度为

1 g/L, 硫酸铵浓度为 0.6 g/L), 设置各种金属离子的

浓度均为 0.1 mmol/L, 28°C 恒温静止培养 5 d, 所得
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试验结果如图 1E 所示。在相同浓度的各种金属离子

中, Fe3+对 Mucoromycotina sp. HS-3 降解苯胺蓝的效

果最佳, 第 5 天的脱色率为 95.74%, Ag+、Ni+次之, 

分别为 95.32%、95.16%; Cu2+、Pb2+对该菌的脱色效

果明显偏低, 脱色率分别为: 82.32%、81.13%, 说明

铜离子、铅离子对 HS-3 降解染料苯胺蓝有一定程度

的抑制作用。其他几种金属离子对 HS-3 的脱色效果

都有不同程度的促进作用。由本实验结果可知, Fe3+

可以增强 HS-3 对苯胺蓝的降解的效果, 主要由于

Fe 是微生物体内细胞色素、水解酶、氧化酶、氢化

酶以及歧化酶等的主要成分, 为细胞内氧化还原反

应提供电子载体[21]。Hatvani 和 Mécs [22]研究重金属

对真菌 Lentinula edodes 生长, 染料降解以及酶活性

的影响时得出类似结论; 吴锦华等[23]在研究金属离

子对硝基苯厌氧生物降解的影响时也报道 Fe3+对生

物降解有很大促进作用。 
 

    

    

    

图 1  不同碳源、氮源、金属离子及浓度对 Mucoromycotina sp. HS-3 脱色效果的影响 
Fig. 1  Effects of carbon source, nitrogen source, metal ion and their concentration on decolorization of aniline blue by  

Mucoromycotina sp. HS-3 
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2.6  Fe3+浓度对 Mucoromycotina sp. HS-3 脱色效

果的影响 
由图 1E 可知, Fe3+对菌株脱色效果影响最为明

显 , 保持其他条件不变 , 设置 Fe3+的浓度梯度为 : 
0.05、0.10、0.15、0.20 mmol/L 研究不同浓度的 Fe3+

对菌株脱色效果的影响。结果如图 1F 所示, Fe3+浓

度 为 0.15 mmol/L 时 脱 色 效 果 最 佳 , 脱 色 率 为

95.78%, 而浓度为 0.1、0.2 mmol/L 时, 脱色率分别

为 93.31%、95.23%。因此可知菌株脱色效果最佳时

Fe3+的浓度为 0.15 mmol/L。 
本试验采用的是静置开敞式, 允许空气中微生

物进入降解液中, 即使在这种情况下, 优化后的受

试菌种对苯胺蓝的降解率仍高达 95.78%, 说明该受

试菌种在与外源微生物共存情况下仍能具备高效的

降解能力。 

2.7  盐度对 Mucoromycotina sp. HS-3 脱色效果的

影响 
溶液的渗透压对菌株降解染料污染物有重要影

响。本实验保持其他条件不变(pH 5、葡萄糖浓度为

1 g/L、硫酸铵浓度为 0.6 g/L), 设置 0、2、4、6、8、

50、100、150 g/L 8 个 NaCl 浓度梯度研究溶液渗透

压对 HS-3 脱色效果的影响, 各梯度染料 5 d 后的脱

色率如图 2 所示, 在低浓度盐溶液中(≤ 50 g/L), 各

盐 浓 度 的 染 料 脱 色 率 与 对 照 组 并 没 有 明 显 区 别 , 
为 90% 左 右 , 当 盐 浓 度 升 高 时 (100 、 150 g/L) 
Mucoromycotina sp. HS-3 对苯胺蓝溶液仍有脱色效

果, 脱色率均达到 70%以上。试验结果表明, 低浓度

的盐溶液对菌株降解苯胺蓝溶液并没有明显影响 , 

然而该菌在高盐浓度溶液中却仍具有较好的脱色效

果, 说明该菌株为耐高盐浓度的真菌。李艳红等[24]

研究高盐度工业废水优势降解菌生长特性时得到了

一株可以在盐度为 6%−8%的工业废水中进行高效

降解的菌株 XA3, 对比可知菌株 HS-3 更具有在高

盐度染料废水中对染料进行高效降解的应用潜力。 

2.8  Mucoromycotina sp. HS-3 对苯胺蓝吸附效果

测定 
设置质量梯度为 10、20、30、40、50 mg 的菌

粉(每个梯度 3 个重复), 研究其对染料的吸附效果。

分别将其加入装有 8 mL 苯胺蓝 -Kirk 培养基的

10 mL 离心管中(苯胺蓝浓度为 100 mg/L), 水平放

置在 135 r/min 的摇床中。24 h 后 5000 r/min 下离心

15 min, 测得各梯度的平均脱色率如图 3 所示: 

由图 3 可知, 随着菌丝量的增加, 脱色率呈明

显的上升趋势, 说明该菌种具有较强的吸附能力。

在随后的实验过程中可以发现, 苯胺蓝首先被吸附

在菌膜表面 , 使菌膜成蓝色 , 随着时间延续 , 菌膜

表面蓝色又逐渐变成白色, 且培养液澄清, 由此可

得出, 该菌对苯胺蓝的降解是先吸附后降解的过程, 

苯胺蓝被吸附到菌膜表面后, 再由菌体分泌降解酶

将染料降解, 这种染料吸附由染料分子的结构和性

质 以 及 染 料 和 菌 体 所 带 电 荷 所 共 同 决 定 的 [25] 。

Yesiladal 等 [26] 在 研 究 真 菌 Trichophyton rubrum 

LSK-27 对偶氮染料 Supranol Turquoise GGL 降解时

报道了类似现象; Yang 等[27]研究报道了一株只靠吸

附脱色的真菌。 
 

 
图 2  盐度对 Mucoromycotina sp. HS-3 脱色效果的影响 

Fig. 2  Effect of salinity on decolorization of aniline blue by Mucoromycotina sp. HS-3 
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图 3  Mucoromycotina sp. HS-3 对苯胺蓝吸附效果测定 
Fig. 3  A test on biosorption of aniline blue by Mucoromy-
cotina sp. HS-3 biomass 
 
2.9  降解前后苯胺蓝溶液的毒性测试 

对各重复中种子的胚根长、胚芽长和胚轴长, 以

及三者的干重用单因素方差分析进行差异显著性检

验, 试验数据如表 1 所示。对胚根、胚芽、胚轴的长

度进行 LSD 检验结果显示: 对于胚根, 降解后的处

理(10.56 cm ± 0.56 cm)与对照组(7.62 cm ± 0.61 cm)、
降解前(7.17 cm ± 0.45 cm)的处理均存在极显著的差

异(P < 0.01), 而对照组与降解前之间的差异不显

著。对胚芽进行的 LSD 检验结果显示, 3 种处理之间

的差异均不显著。而对于胚轴, LSD 检验结果说明降

解前的处理(4.72 cm ± 0.29 cm)与对照组(5.41 cm ± 
0.35 cm)、降解后的处理(4.49 cm ± 0.27 cm)差异均

不显著, 对照组与降解后的处理之间存在极显著的

差异(P < 0.01)。对胚根、胚芽、胚轴的干重进行 LSD

检验的结果表明, 胚根、胚芽、胚轴的干重经降解

前、后的苯胺蓝处理后差异均不显著。由于胚根是

种子最先长出的结构, 因此在相同的时间内胚根与

苯胺蓝接触时间最长, 所以苯胺蓝对豇豆胚根的影

响最显著。

 
表 1  苯胺蓝溶液脱色前后对豇豆生长的影响 

Table 1  Effect of aniline blue solution on the growth of Vigna unguiculata before and after the decolorization 
长度(平均值 ± SE, cm) 
Length (Mean ± SE, cm) 

 

干重(平均值 ± SE, g) 
Dry weight (Mean ± SE, g) 胚结构 

Embryonic structure 对照组 
Control 

降解前 
Before decolorization 

降解后 
After decolorization

 

对照组 
Control 

降解前 
Before decolorization 

降解后 
After decolorization

胚根 
Embryonic root 

7.62 ± 0.61 7.17 ± 0.45 10.56 ± 0.56  0.13 ± 0.02 0.11 ± 0.01 0.12 ± 0.01 

胚芽 
Embryonic bud 

1.29 ± 0.06 1.21 ± 0.05 1.19 ± 0.04  0.04 ± 0.02 0.04 ± 0.00 0.04 ± 0.10 

胚轴 
Embryonic axis 

5.41 ± 0.35 4.72 ± 0.29 4.49 ± 0.27  0.18 ± 0.03 0.16 ± 0.00 0.16 ± 0.02 

 
枯草芽孢杆菌的抑菌试验结果显示, 在对照组

和经降解后溶液处理滤纸片周围均未发现抑菌圈 , 

而在经降解前苯胺蓝溶液处理的滤纸片周围有明显

的抑菌圈, 各抑菌圈平均直径为 0.93 cm ± 0.06 cm。

由此可知, 苯胺蓝对枯草芽孢杆菌具有明显的毒性, 
降解前后的苯胺蓝溶液对枯草芽孢杆菌的毒性有明

显的减弱。 

3  结论 

Mucoromycotina sp. HS-3降解水溶苯胺蓝的单

因子优化最适条件是: 碳源为1 g/L 葡萄糖, 氮源为

0.6 g/L 硫酸铵, 金属离子为0.15 mmol/L Fe3+, 盐度

小于50 g/L, 在上述条件下对浓度为100 mg/L 的不

灭菌苯胺蓝溶液静止降解5 d, 水溶苯胺蓝的脱色率

达95%以上。当直接利用该菌进行印染废水处理时, 

为避免水体引入过高的 COD 和氨氮, 外源添加的碳

源、氮源浓度对脱色率影响差别不大时, 尽量选择

低浓度的碳源与氮源 , 并适当延长废水的处理时

间。同时该菌株在高达15%的高盐度下对苯胺蓝的

脱色率达70%以上 , 说明该菌为耐高盐菌株 , 而染

料废水一般为高盐度溶液 , 使该菌的应用成为可

能。脱色过程也包含了吸附过程, 染料首先吸附在

菌体表面, 然后再进行降解。毒性测试表明, 降解后

苯胺蓝溶液对枯草芽孢杆菌的毒性作用明显降低 , 

但对豇豆萌发影响较小, 只在一定程度上抑制了胚

根的生长。 
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