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摘 要：从农药污染土样中分离出的一株细菌具有彻底降解甲基对硫磷的能力。该菌经生理

生化特性分析和 4/1 KL.) 序列同源性分析，鉴定为假单胞菌属，命名为 !"#$%&’&()" ,>(MNO3
0。该菌在 >PG Q $、温度 "0R Q 0#R范围内均生长良好，对甲基对硫磷的耐受浓度在单纯无

机盐培养基中可达到 $##6+DS，在含有 #T4U葡萄糖的培养基中可达到 "###6+DS。该菌能够以

甲基对硫磷作为唯一碳源、氮源，将其彻底降解作为生长基质，对于 0##6+DS 甲基对硫磷的降

解速度达 4I6+DS·;，于 ""; 后达到其稳定生长期。该菌对于多种有机磷农药及部分芳烃类化

合物具有生化代谢能力。从该菌的细胞周质组分中纯化出的有机磷水解酶在 1L13V)W5 胶

上显示为分子量约为 00TI X 4#0 的条带。
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我国是高毒农药生产大国，其中有机磷农药的产量约占整个农药工业的 IGU［4］。对

硫磷一类的有机磷农药被大量用于农业生产与害虫防治，但其残毒会造成环境与食品的

严重污染，并产生大量的杀虫剂废物，严重影响了人们的身体健康及农产品的质量，引起

社会的广泛关注。针对目前该类农药的大量使用对人类造成的影响，如何有效地处理残

药，避免对环境及人类的损害，成为人们亟待解决的问题。传统的方法是采取化学法

（!#R时以 #T46&’DS 的 .7ZP 处理）或焚烧、掩埋的方法，这些方法的副作用大，往往造成

环境的二次污染，并且作用很慢［"］。

曾有文献报道了微生物处理有机磷农药残留的方法。多株微生物可通过共代谢（B&3
6?-7[&’8,6）的方式矿化对硫磷，即一株菌将对硫磷降解成对硝基苯酚后再由其他菌株进

行彻底的分解［0］。我们从湖北沙市地区农药污染土样中分离出一株有机磷农药降解细

菌，具有彻底降解对硫磷的能力。本文报道该菌的分离筛选及其有关降解性能。

& 材料和方法

&’& 药品与试剂

甲基对硫磷（\V)]），纯度 HIU，购自沙市农药厂；\V)] 标准品，纯度 HHTHU，色谱

纯，购自沙市农药厂药品研究所；对硝基苯酚（V.V），纯度 HHU购于吴江市桃源试剂厂；其



他有机磷类农药：二嗪农、杀螟松、辛硫磷、喹硫磷、亚胺硫磷，由武汉市公安厅检验科提

供；基因组提取试剂盒 !"#$%&’ ()*+,-. /"0 1-*-23)24 5-6 购自 "789%7:*;+*；实验中所用

其他化学试剂均为分析纯。

!"# 仪器与设备

蛋白电泳仪（,-*-;)<，8-+%=:>），()< 7.:* 电泳图像分析系统（8-+%=:>），测定 !"?’@用 A-%

6)36)B !*-4B:*!!酶标仪，测定 !"C’’使用 D@E 型紫外可见分光光度计，测定 1F0= 浓度使

用 7G-,:>HI 公司的 ;:4 .G3+,:6+;3:2G (9%J0，测定 8K/ 用微生物快速测定传感器［?］。

!"$ 培养条件

无机盐培养基（8I3B ,-*)3:< 4+<I6-+*）：5ELFK? ’ME;，5LEFK? ’MN;，1;7K? ’ME;，9:7K?·

ELEK ’M&;，":E1+K?·ELEK ’M’’OO;，P)7K?·DLEK ’M’’@;，（"L?）E 7K? &M’; 以双蒸水定容至

&’’’,Q，调节 2L 成 DME，’M@@ R &’@F: 灭菌 O’,-*。使用前加入适量农药浓缩储存液成适

当浓度。接种适量土样悬液或菌液于上述培养基中，O’S、E’’3T,-* 振荡培养，平板或斜

面在 O’S恒温箱中静置培养。

!"% 菌体的富集与分离

将采集的农药污染土样配制成 E’U的悬浮液，然后以 @U的接种量接到含 @’,;TQ
1F0= 的无机盐培养基中，并加适量玻璃珠，振荡培养。待菌长出后，取适量菌液接入同

样培养基中 O’S培养，C’> 的传代过程中 1F0= 的浓度从 @’,;TQ 逐步增高至 N’’,;TQ，平

板稀释法将富集的农药降解菌菌液涂布在含有 E’’,;TQ F"F 的无机盐固体培养基上，当

平板颜色从黄色变为白色时，选取在农药培养基中生长快，菌落规则，传代稳定的单菌落

转入斜面保存，进行性能测试。菌种鉴定参照文献［@，C］。

!"& 基因组 ’() 的提取与 !*+ ,’() 的同源性比较

参照文献［D］以蛋白酶 5T9A08 法结合试剂盒提取 V89%O 基因组 /"0。参照文献

［N］，采用 V89%O 的基因组 /"0 &C7 3/"0 扩增引物如下：上游引物为 @W0(0 (AA A(0 A99
A(( 9A9 0(%OW，下游引物为 @WA09 ((A A09 9AA (AA 09( 09A A%OW。以新提的 V89%O 基

因组 /"0 为模板，每 @’"Q F9= 反应体系中含：& R F9= 缓冲液（1;E X Y3))），&M@,,+<TQ
1;E X ，?’’*,+<TQ 引物，E’’",+<TQ >"AF，’MON"Q Z[ A:\（@IT"Q），//V。F9= 循环设定为：

J?S，OM@,-*，循环一次；J@S变性 &,-*，?&S退火 ?’4).，DES延伸 &M@,-*，共 O’ 个循环；

DES，&’,-*，循环一次；?S延伸。&M’U琼脂糖电泳检测 F9= 产物后，进行 F9= 产物的克

隆。测序由 8-+:4-: 博亚生物工程公司完成，用 8Q07A 软件与 ()*8:*B 中的 &C7 3/"0 序列

进行同源性比较。

!"* -.)/ 及 .(. 的分析检测方法

培养基经萃取提纯后进行气相色谱分析，测定底物 1F0= 的含量。萃取方法为：

E@,Q 细菌培养液，以 ?’’’3T,-* 离心 &’,-*，获取上清液，转移至 E@’,Q 分液漏斗中，加入

&E,Q 二氯甲烷和 &’,Q ":E7K?（@’;TQ），充分振荡 @,-*，静置分层，将下层提取液转移至蒸

发皿中，重复萃取两次（各加入二氯甲烷 N,Q），合并三次的提取液，令其在蒸发皿中自然

挥发。用少量二氯甲烷清洗蒸发皿，洗液移入具塞刻度离心管中，定容至 EM@,Q。气相色

谱的测定条件为：内径 O,,，长 EM&, 的色谱柱，装涂以 EU（,T,）K]%&D 和 EM@U（,T,）$P%
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! 混合固定液的 "# $ !## 目的 %&’()(*(’+ , -, ./%0；气流速度为氮气 1#)23)45，空气

1##)23)45，氢气 1#)23)45；进样口温度为 61#7，检测器温度为 61#7，柱温为 !"#7。每

次测定将待测样品适当稀释，然后上样 !!2。中间产物对硝基苯酚的浓度则以其在 8#15)
的特征光吸收值表示。菌体生长量通过测定样品的 !"9##来确定。

!"# 呼吸底物范围实验（微生物传感器法）

将菌株首先接种于含 8#):32 的 6，;<二氯酚、邻苯二酚或马拉硫磷的富集培养基中，

68& 培养至菌体的 !"9##分别达到 !=1、!=1 和 #=1 时，取出 !" 值为 #=>1 的菌量做测定用

的菌膜，以 !#):32 标准 ??- 溶液（!1#):32 葡萄糖 @ !1#):32 谷氨酸）@ !#):32 二氯酚3
1):32 马拉硫磷活化所做菌膜，用活化好的菌膜进行 AB. 实验［8］。同时进行了对呼吸代

谢有较大毒性的化合物为唯一碳源的培养试验：在 8##):32 的 CDC 中活化的 ,A%<; 以

8E接种于 1)2 无机盐培养基（含 8#):32 的底物）中，于 ;#7振荡培养，8"& 后测其 !"9##

的变化。

!"$ 有机磷水解酶的纯化

用渗透压休克法提取细胞周质区蛋白［F］，利用硫酸铵分级沉淀获取饱和度为 9#E $
"#E的组分，即目的蛋白的集中区。将盐析下来的蛋白沉淀重悬于 1#))(G32、HI"=# 的

J’4*<%G 缓冲液后，进行 87透析脱盐，再以 CK?9### 适当浓缩至酶液体积少于 1)2。参照

文献［!#］处理 0LH&MNLO ?<>1 凝胶，装填于清洁的柱子中，以 1#))(G32、HI>=1 的 J’4*<%G 缓

冲液平衡柱床。上样 1)2 于 !P) Q 81P) 的柱床，再以同样的缓冲液以 #=6)23)45 的流速

进行洗脱，以分部收集器进行收集，测定各收集管中的酶活，集中酶活高的组分，以

CK?9## 进行适当浓缩。将 !##)2 的 R 0LH&M’(*L SM*T SG(U 离子交换树脂经 !)(G32 的 DMBI
及蒸馏水反复浸泡清洗，静置分层去上清，最后加入 !36 体积的蒸馏水，搅拌均匀后装柱，

以 1#))(G32、HI!#=# 的 J’4*<%G 平衡柱床，将样品以流速 !)23)45 上至柱床，然后以缓冲液

-（1#))(G32、HI!#=# J’4*<%G）和缓冲液 A（含 #=;)(G32 DM%G 的 1#))(G32、HI!#=# J’4*<%G）梯

度混合后进行洗脱，以 9)23管的速度分部收集，合并酶活最高的几管，进行超滤浓缩，取

少量样品进行 0.0<C-?K。

!"% 蛋白浓度测定

A’MNV(’N 法测定蛋白浓度［!!］，以 A0- 作为标准蛋白。

!"!& 有机磷水解酶活力测定

适当体积的周质酶、盐析组分、凝胶过滤组分、纯酶 6 $ !#!2，加入 !#!2 的 /C-W 样品

（至终浓度 !))(G32），以 1#))(G32、HI"=1 J’4*<I%G 缓冲液补齐至 6##!2，;#7反应，测定最

初反应的 !"8#1值变化。!"8#1值的变化反映了产物对硝基苯酚的生成量，酶活单位定义

为：;#7时每分钟产生 !!)(G 对硝基苯酚所需要的酶量。

’ 结果

’"! 菌种的鉴定及其生理生化特性

该菌种的主要特征为：菌体呈短杆状，极生单鞭毛（图 !），革兰氏染色阴性，氧化葡萄

糖产酸、硝酸盐还原及 XY CY反应阴性，过氧化氢酶和氧化酶测定阳性。丰富培养基上菌

落白色，光滑，边缘整齐。能以对硝基苯酚（CDC）或对硫磷做唯一碳氮源生长，在无机盐
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图 ! !"#$%&’&()" "#$ %&’()
菌的电镜照片（ * +,,,）

!"#$% &’()*+"**",) -.-/0’,) +"/’,#’(#1

,2 *0’(") 34567（ 8 9:::）

培养基（外加 ;<; 浓度为 =::+#>?）中、7:@摇床培养时生长

很快。在 ABC D 9、温度 E:@ D F:@范围内均生长良好。该菌

的 %CG ’H<I 序列与 J-)4()K 中存有的其它 %CG ’H<I 序列的

同源性见表 %，与之序列同源性极高的菌种包括 !"#$%&’&()"
*A$ L?E，!"#$%&’&()" *+#,&-+&"".,.%)，及一些 !"#$%&’&()" *$/.0
%) 的菌株。鉴定该菌为假单胞菌（!"#$%&’&()" *A$），编号为

34567。

表 ! %&’() 菌的 !-. /012（345&657 2884""9:5
1:$2;,<,+=>）的 &?2.@ 分析

&(M.- % 4?IG& ()(.N*"* ,2 %CG ’H<I *-OP-)/-* *1,Q")#

01- /.(**"2"/(0",) ,2 *0’(") 34567

4(/0-’"P+ 2,’ (."#)+-)0 J-)4()K I//-**",) <,$ RS-)0"0N
!"#$%&’&()" *A$ L?E
!"#$%&’&()" *+#,&-+&"".,.%)
!"#$%&’&()" *$/.%)
!"#$%&’&()" *$/.%) *0’(") I&55 %T7U:
!"#$%&’&()" *A$ "*,.(0- V%
!"#$%&’&()" *$/.%) *0’(") I&55 %TF=7
!"#$%&’&()" ’&(/#.+..
!"#$%&’&()" *$/.%) *0’(") I&55 %T=%F
!"#$%&’&()" *$/.%) *0’(") I&55 %TCFE
!"#$%&’&()" *$/.%)
!"#$%&’&()" *A$ ;B%
!"#$%&’&()" *$/.%) *0’(") L&4C
!"#$%&’&()" *A$
!"#$%&’&()" ,1 $ +,)0-".""
!"#$%&’&()" ’&""#+..

I!7T9:%%
I4::UF=T
I!EU%:F9
I!:TFT7T
IW::E9:=X%
I!:UFTFC
I!:CFF=9
I!:UFTF%
I!:UFTFF
I4:EUE=T
I!:C=%CC
I!%7%%:7
IW::T::C
I!%9%=TC
I!:TEC99

%FUF>%FUT（UU$9Y）

%FU7>%FU9（UU$CTY）

%FU=>%=:%（UU$CY）

%FU:>%FU=（UU$CTY）

%FTU>%F9%（UU$9TY）

%FTF>%FTF（%::Y）

%F9U>%FU7（UU$T7Y）

%FT=>%FTC（UU$U7Y）

%F9T>%FUF（UU$=7Y）

%FCC>%FT:（UU$T7Y）

%F9U>%FUU（UU$77Y）

%F9:>%F99（UU$FCY）

%F=U>%FC%（UU$9CY）

%F9T>%=::（UU$%7Y）

%F9E>%FU7（UU$ECY）

图 > %&’() 菌利用 AB2C 及 B1B 的生长曲线

!"#$E L-01N.A(’(01",) /(0(M,."*+ ()S *6)"0’,A1-),.

S-#’(S(0",) ") M(0/1 /P.0P’-

!———L-01N.A(’(01",)； "———A6)"0’,A1-),.； #———5-.. S-)*"0N$

>D> %&’() 对甲基对硫磷、对硝基苯酚的

降解

将 F::+#>? ;<; 中培养 E:1，活化至对数

期的菌液，按 =Y计接于含 7::+#>? 的 L;IV
的无机盐培养基中，每隔一定时间取样一次，

测定底物 L;IV、中间产物 ;<; 及菌体生长

量。34567 菌能利用甲基对硫磷或对硝基苯

酚快速生长（图 E），在生长过程中唯一碳源

物质甲基对硫磷的浓度有明显的降低，降解

速度大约是 %=+#>?·1，培养 E:1 后 L;IV 已

检测不出。在底物甲基对硫磷减少的同时伴

随着其降解产物对硝基苯酚浓度的增加。经

过一段时间的诱导及耐受过程，菌株会利用二次底物对硝基苯酚为碳源和能源进行快速

生长，且对硝基苯酚的减少与生物量的增多成正比关系。

>D) %&’() 对甲基对硫磷的耐受浓度

将在 C::+#>? ;<; 的无机盐培养基中活化至对数期的菌液，按 FY 计接于含 =: D
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!"""#$%& ’()* 的无机盐培养基中，+",培养 -./ 左右测其 !"0"" 值。同样以活化好的菌

液接种于含 -"" 1 +""#$%& ’()* 的葡萄糖（浓度为 "2!3）无机盐培养基中，培养至稳定

期测其 !"0""值。4567+ 菌接种于无机盐培养基中培养时，其耐受底物浓度达 .""#$%&，

最适生长浓度为 0""#$%&。而将 4567+ 接种于含不同浓度甲基对硫磷的葡萄糖无机盐培

养基中，则其耐受底物浓度高达 -"""#$%&，最适生长浓度为 !-""#$%&（图 +）。

图 ! "#$%! 菌对高浓度 &’()的耐受曲线

89$:+ ;<=>?@AB> C< /9$/7B<AB>AC?@C9<A #>C/D=E@?@C/9<A 9A
（)）F@G@= #>H9I# @AH（5）"2!3 $=IB<G>7@HH>H F@G@= #>H9I#

*+, "#$%! 对多种化合物的生化代谢能力

用微生物传感器稳态 5JK 快速测定法，来检验 4567+ 菌对于某些单一有机底物的可

生化能力，发现其对于一些芳烃类衍生物，如 -，+7二氯酚、邻苯二酚、邻苯二胺、对苯二酚、

马拉硫磷等有较强的代谢活性；另外，对于 +，L7二氯酚、(M(、二嗪农、杀螟松、喹硫磷、辛

硫磷、乐果等也有一定代谢活性；但对于五氯酚、-，L，N7;、亚胺硫磷则无代谢活性（表 -）。

表 * "#$%! 菌的降解底物范围

;@F=> - OP@=I@C9<A <Q H>$?@H@F9=9CD <Q B/>#9B@= GIFGC?@C>G FD C/> GC?@9A 4567+

RIFGC?@C>G 5JK# 6>== $?<SC/ K>$?@H@F9=9CD!

’>C/@#9H<E/<G " :+T " :+U"" V
(/<G>#>C " " :"-TT W
8>A9C?<C/9<A " :-0 " :"U+" V
K9@X9A<A " :-N " :"LTL V
YI9A@=E/<G " :!. W V
(/<Z9# ":!N W V
K9#>C/<@C> " :-- " :!N"" V
’@=@C/9<A " :N! " :LT"0 V
-，L，N7;?9B/=<?<E/>A<= " " W
(>AC@B/=<?<E/>A<= " " W
+，L7K9B/=<?<E/>A<= " :-! W V
-，+，7K9B/=<?<E/>A<= ! :N- ! :N!T" V V V
#7M9C?<E/>A<=（(M(） ":-- " :!N-T V
[DH?<\I9A<A> " :0. W V V
!，-7K9/DH?<ZD=F>AX>A> ! :NT ! :LT-" V V V
-，+7K9@#9A<E/>A<= " :U" W V V

!，V ，H>A<C>G“H>$?@H@F=>”；V V : H>A<C>G“/9$/>? H>$?@H@F9=9CD”；V V V :“@ P>?D GC?<A$ H>$?@H@F9=9CD”；W :“A< H>$?@H7

@F9=9CD”:
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用 !，"#二氯酚、邻苯二酚、马拉硫磷、二嗪农、杀螟松、二嗪农、亚胺硫磷等物质为唯一碳源

培养 $%&#" 菌时也显示了同样的结果。

!"# $%&’( 有机磷水解酶的纯化

经过硫铵沉淀、凝胶过滤、离子交换层析等步骤，原存在于 $%&#" 菌细胞周质中的含

量较少的有机磷降解酶得到了有效的纯化，获得 ’(’#)*+, 胶上的单一条带蛋白，凝胶分

析软件显示，该蛋白的分子量大约为 ""-./(。（图 0）

图 ) $%&’( 菌有机磷水解酶的纯化

12340 )5627289:2;< ;7 :=> ;639<;?=;@?=9:> =AB6;C9@> 76;D !"#$%&’&()" @?4 $%&#"

E4 F;G#69<3> ?6;:>2< D;C>85C96 G>23=: D96/>6；

H4 1698:2;< ;7 IJK L MJK（NO0）!’P0 ?6>82?2:9:2;<；! 4 );;C>B 7698:2;<@ 97:>6 ’>?=9B>Q +#R. @:>?；

" 4 );;C>B 7698:2;<@ 97:>6 S ’>?=96;@> 11 @:>?；04 &65B> ?>62?C9@:28 >Q:698: ;7 !"#$%&’&()" @?4$%&#" 4

纯化过程的效率见表 "，经三个步骤的纯化，得到的酶比活是最初的细胞周质酶液的

0M 倍，整个纯化过程的回收率为 "IK。

表 ( $%&’& 菌有机磷水解酶的纯化

T9UC> " )5627289:2;< ;7 ;639<;?=;@?=9:> =AB6;C9@> 76;D !"#$%&’&()" @?4 $%&#"

’:>? V;C5D>WDF T;:9C ?6;:>2<WD3 T;:9C 98:2X2:AWY ’?>82728 98:2X2:AW（YWD3） )5627289:2;< 798:;6 Z2>CBWK

)>62?C9@:28 7698:2;< 0J HJ!4JJ !!! ! 4! H 4JJ HJJ

（NO0）!’P0 ?6>82?2:9:2;< . 0M 4HJ H[R 04H H 4MI MM 4R

’>?=9B>Q +#R. I M 4I0 H.0 HR4M M 4J[ I[ 40

S ’>?=96;@> 11 " J4RI MJ HJ.4M 0M 4HJ "I 4J

( 讨论

对甲基对硫磷、对硝基苯酚的彻底降解，意味着 $%&#" 菌具有苯环类化合物的分解

代谢能力，在苯环开裂的过程中，必然存在着加氧酶的作用。本实验中采用了微生物传感

器测定生化需氧量（%P(）的方法，初步确定了菌株能够代谢的底物范围。其原理是：将菌

株预先在芳香烃类化合物存在的情况下培养驯化，待驯化成熟后，将菌体作成微生物膜，

以夹心法构成微生物传感器的生物敏感元件。在测定中，样品液接触固定化微生物膜时，
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如果微生物能够氧化利用其中的有机物，则会消耗样品中的溶解氧，使与之接触的氧电极

附近的氧浓度降低，经换能器转换后表现为电极电流的减小，这样通过电流响应值的变化

可以测定对样品的利用情况。为避免溶剂物质可能造成的干扰，一些难溶于水的苯环类

物质先将其转变为钠盐的形式溶解；对于一些抑制细胞呼吸的毒性较大的化合物，用于

!"# 的测定显然不够准确，实验中辅以该种化合物为唯一碳源的培养试验，结果如表 $ 显

示，两种方法的结果基本一致。实验中发现，凡苯环上有—"% 或—&%$ 取代基的化合物

都比较容易为 ’!()* 菌所降解，这与苯环的降解通常需先羟化再开环的原理一致［+$］。本

实验说明，’!()* 菌具广泛的底物适用性，对于由多种不同苯环类化合物引起的点源污染

的治理有着非常重要的意义。另外，在进行邻苯二酚双加氧酶测定时，发现经 ,&, 诱导

培养的菌体具有明显的邻苯二酚 +，$)双加氧酶活性，而不具有 $，*)双加氧酶活性，说明该

菌很可能以邻位开环的途径降解 ,&,。

图 ! "#$%& 菌的降解可诱导性

-./01 234567.8.79 :; 7<= 4=/>?4?7.8=

6?@?A.B.79 :; C7>?.3 ’!()*

+ D 0 (=BBC ;>:E F! 65B75>=；

$ D 0 (=BBC ;>:E ,&,)?44.7.8= A?C?B E=4.5E0

实验中还发现编码有机磷降解酶的基因在

’!()* 菌中是组成型表达的，菌株经丰富培养

基传代或冻存后再次接种使用，其降解有机磷

化合物的能力始终不变，无需诱导。而进行对

硝基苯酚分解代谢的酶系则不然。当加入适量

诱导物（如 ,&,、$，*)二氯酚等）的菌株经传代或

冻存后，接入较高浓度的苯环类化合物，均不显

示降解；分别由丰富培养基和含 ,&, 的无机盐

培养基培养得来的等量菌体，对于同一浓度的

农药的降解速度有明显差异（图 1）；在 ,&, 存在

的情况下，菌体生长有一定时间的延迟，可能在

此期间，降解所需的中间酶系（如苯环类化合物

羟化开环的单加氧酶、双加氧酶）正被诱导生

成，经过这段时间，菌体才能分解并利用 ,&, 作

为其生长的基质，而且加入的 ,&, 浓度越高，延迟现象越明显（表 G），说明降解酶系只有

积累到一定量值时，才能抵消苯环类化合物对菌体生长的抑制作用。在该菌用于环境污

染物治理的时候，需要重视这一点。

表 ’ ()(导致的 "#$%& 生长延迟

H?AB= G !)&.7>:@<=3:B).3456=4 B?/ @=>.:4 .3 7<= />:I7< :; C7>?.3 ’!()* :3 E=7<9B@?>?7<.:30

J,KL 6:36=37>?7.:3M（E/MF） ,&, @=?N 7.E=M< H5>3):8=> 7.E=M<

+OO * 01 1

$OO P +G +Q

GOO +R $G

SOO $O $Q

ROO $+ *O
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