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一株能高效降解几种有机磷农药的菌株 !"#$% 的鉴定
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摘 要：从福建三明农药厂附近的土壤分离、筛选获得一株能够高效降解甲基 /"%6、辛硫磷等有机磷农药的菌株

’F%/,，在 GH 培养基中发酵 #"I，对甲基 /"%6、辛硫磷、三唑磷、敌敌畏的降解率分别为 +"J、++J、+,K+J和 "+K%J 。

该菌在 GH 平板培养基上形成的菌落为粉红色，圆形，有光泽；经电镜观察，为小球状菌，直径 %K6!8 & %K06!8；革兰

氏染色为阴性；能够在 #%L & #,L温度范围内和 =M0K% & +K% 范围内很好的生长，最适生长温度为 #$L，最适 =M0K6
& ,K%；在含有 "JN4O1 以上的培养基中，不能生长。抗生素敏感性实验表明：’F%/, 菌对安比西林、青霉素、林肯霉

素有抗性；对卡那霉素、四环素、庆大霉素等敏感。碳源发酵实验表明：该菌株能发酵葡萄糖、海藻糖、松三糖、乙

醇；不能发酵阿拉伯糖、蔗糖、甘露糖、木糖、果糖、半乳糖、麦芽糖、乳糖等；不能利用棕檬酸盐，不能液化明胶，不产

生硫化氢，能还原硝酸盐，不产生吲哚，接触酶阳性，脲酶阳性。根据其形态特征，生理生化特性、/"F PQNR 序列分

析，初步鉴定 ’F%/, 为 !"#$"%"&’#（玟瑰单胞菌属）。
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有机磷农药在杀虫剂中占据重要的地位，是世界上生产

和使用最多的农药品种，是控制农作物害虫和病虫媒昆虫的

重要手段。然而，由于有机磷农药的毒性，随着广泛使用，也

带来严重的副作用，日益成为重要的化学环境污染物。其中

结构相似的乙基对硫磷、甲基对硫磷、杀螟松等，虽属于禁用

或慎用之列，但由于其有高效、经济的优势，至今仍有些地方

在生产 并 应 用，造 成 生 态 失 衡 并 直 接 影 响 人 们 的 身 体 健

康［/］。解决农残问题已成为世人共同关心的问题。本文报

道从农药厂附近的土!分离、筛选到一株具有高效降解甲基

/"%6、辛硫磷等几种有机磷农药的菌株 ’F%/, 的分离、鉴定，

以期为该菌株的进一步研究与应用提供一些基础理论资料。

$ 材料和方法

$&$ 材料

$&$&$ 菌株：’F%/, 分离自福建三明农药厂附近的土壤。

$&$&’ 农药：6%J甲基 /"%6 乳液：福建建瓯农化工有限公司；

$6J喹硫磷：四川省化学工业研究设计院；,%J敌敌畏：山东

农药厂；!%J毒死蜱：大连凯飞化学有限公司；!%J辛硫磷：

青岛东生药业有限公司；$%J三唑磷：福建福安农药厂。

$&$&( 培养基："斜面培养基（GH）：配方见文献［$］；#分离

培养基［#］：牛肉膏 #;，蛋白胨 /%;，N4O1 6;，提纯的甲基 /"%6
%K68G，吐温 ,% /8G，琼脂 $%;，自来水 /%%%8G，=M 0K% & 0K$。

农药在培养基冷却到 6%L左右时加入，甲基 /"%6 的提纯采

用文献［!］介绍的方法。$种子培养基：配方见文献［#］；%

发酵培养基：在种子培养基中加入一定的农药。

$&$&) 主要试剂和仪器：HQ =ME*)95/%% 细菌自动化鉴定仪，

形态观察用 ’7T-/%/% 透射电子显微镜、’FT-6#%GU 扫描电子

显微镜，()"%%值测定用 VU-/"%% 紫外分光光度计测定，=M 值

用 MRNNR=M$// 测 定，MW-$// 恒 温 摇 床。 XOY 试 剂 由

.4Z4Y4 提供；青霉素、链霉素购自北京多元合众科技发展有

限公司，安比西林、林肯霉素、金霉素、卡那霉素、红霉素、新

霉素、四环素、庆大霉素均购自华美生物工程公司。

$&’ 甲基 $*#+ 降解菌的分离

甲基 /"%6 被微生物降解时，如果是磷酯键断裂，则其降

解产物是对硝基苯酚，它是一种黄色的物质，肉眼可观察。

在本研究中，将土壤经系列稀释后，分别涂布在平板分

离培养基上，#0L恒温培养，观察菌落周围的颜色，将能使其

周围培养基颜色变黄的单菌落挑选出来进行划线培养纯化，

经筛选，得到降解能力较强的 / 个菌株，编号为 ’F%/,。

$&( 降解产物的分析

参照文献［6］的方法：’F%/, 菌液加甲基 /"%6 至终浓度

6%!G2G，#0L恒温处理 $I，离心取上清液，在 VU-/"%% 紫外分

光光度计，#6%)8 & ,%%)8 波长范围进行扫描。然后将纯的对

硝基苯酚配制成相同浓度溶液在同样的条件下进行波长扫

描，通过对比波形来分析降解产物，同时确定后续研究选用

的有效波长。

$&) !"#$% 菌的形态观察

菌株 ’F%/, 接种于 GH 平板培养基上，#0L培养 !,I 观察



菌落特征；菌株 !"#$% 接种于 &’ 斜面培养基上，()*培养 +,-
后制成适当浓度的的菌悬液，经固定后在透射电子显微镜、

扫描电子显微镜下观察形态［(］，测定其大小。

!"# $%&!’ 菌对几种有机磷农药降解能力的测定

发酵培养基中分别加入市售的喹硫磷、敌敌畏、毒死蜱、

辛硫磷、甲基 $.#/、三唑磷配成液体培养基，每一种农药的终

浓度均为 (##012&，+/#0& 的三角瓶装 $##0& 培养基，每种农

药重复 ( 瓶，接种量为 /3（空白用培养基代替种子液）［.］；接

种后于 $/#42056 摇床 ()*下培养 (.-，然后将每种农药重复

的 ( 瓶混合均匀后取样，按 7’289)++:$9%%，用气相色谱（型号

为 7;)9##，检验器为 <=>）测定，并计算 !"#$% 菌对各种农药

的降解率。降解率计算公式如下：

降解率 ?（对照的浓度 @ 处理的浓度）2对照的浓度 A $##3
!"( 生理生化特性测定

将对数生长期菌液按 /3的接种量接种于液体培养基，

然后在 %*、$.*、+#*、+/*、(#*、(/*、,#*、,/*这 % 个温

度梯度下、$/#056 振荡培养 +,-，每个处理 / 个重复，测定

!".##值，以确 定 其 生 长 的 最 适 温 度。为 了 更 准 确 地 确 定

!"#$% 菌生长的最适温度，据上述结果，再设置 (#*、(+*、

(,*、(.*、(%*、,#* . 个温度梯度下，其它方法同上。用

$B C;& 或 $B BDEC 调整发酵培养基的 FC，使培养基的初始

FC 分别为 (G#、,G#、/G#、.G#、)G#、%G#、9G#、$#G#、$$G#，每个处

理 / 个重复，接种量为 /3，接种后在 (+*下 $/#42056 振荡培

养 +,-，测定 !".##值，以确定其生长的最适酸碱度。类似温

度，根据上一步结果，FC 再设置 )G#、)G,、)G%、%G+、%G,、%G.、

9G# 进一步试验；革兰氏染色反应，接触酶、氧化酶、葡萄糖氧

化发酵试验、蛋白质水解、尿酶、明胶液化、HI、J= 等生理生

化试验参照文献［)］的方法；抗生素敏感性试验参考 K54LM:
’DNO4 实验方法［%］，以升汞为 ;K。碳源发酵试验参考文献［)］

和［9］的方法进行。

!") !(% *+,- 序列分析

以基因组 >BP 为模板扩增 $." 4>BP，扩增引物选用微

生 物 的 通 用 =;I 引 物 进 行 扩 增［$#］，其 序 列 为：=<：/Q:
P7P78887P8;;877;8;P7PP;7PP;7;8:(Q；=I：/Q:8P;77;8
P;;88788P;7P;88;P;;;;:(Q。引物合成、=;I 试剂及 =;I
产物测序均由 8DKDID（大连）公司提供服务。

!"’ 细菌自动鉴定系统鉴定

用 ’> FCRO65S$## 细菌自动化鉴定仪鉴定。

. 结果和分析

."! 农药降解菌的分离

从分离培养基平板中挑取周围呈黄色的菌落，经过筛选

获得一株能使培养基变黄的菌株 !"#$%。

.". 降解产物的鉴定

!"#$% 降解甲基 $.#/ 后的产物和纯的对硝基苯酚液在

(/# T %##60 波长下扫描。对比扫描结果可以看出：它们的波

形和峰值所在的波长基本一致，因此可以初步判定降解酶作

用甲基 $.#/ 后的产物为对硝基苯酚，有效波长为 ,#/60，这

与相关参考文献报道的一致［$$］。

."/ $%&!’ 菌的形态观察

!"#$% 菌落小，湿润，微凸起，边缘整齐，菌落颜色为粉红

色。菌体很小，直径在 #G/ T #G)/!0 之间，球状，7@ ，边缘有

菌毛，无鞭毛，产生荚膜。透射电子显微镜、扫描电子显微镜

下观察结果如图 $。

图 ! $%&!’ 菌的电子显微镜照片

<51U $ VWOXY4R6 05X4R14DF-Z R[ ZY4D56 !"#$% U P："XD66561 OWOXY4R6
05X4R14DF-（$#### A ）；’：84D6Z05ZZ5R6 OWOXY4R6 05X4R14DF-Z R[ ZY4D56
!"#$%（(#### A ）U

."0 $%&!’ 菌抗药性测定

测定了 !"#$% 菌对 $+ 种抗生素的敏感性，实验结果表明：

!"#$% 菌对安比西林、林肯霉素、青霉素有抗性，对金霉素、卡

那霉素、红霉素、新霉素、链霉素、四环素、庆大霉素敏感。

."# $%&!’ 菌对几种有机磷农药降解能力的测定

!"#$% 菌对六种有机磷农药降解能力的测定结果见表 $。

实验结果表明，!"#$% 菌对辛硫磷、甲基 $.#/，三唑磷的降解

率非常高，对喹硫磷、敌敌畏的降解率也很高，而对毒死蜱几

乎不降解。从这 . 种有机磷农药的化学结构及甲基 $.#/ 的

降解产物来分析，!"#$% 主要裂解磷酯键，而且该键的极性越

弱，降解能力越强。

表 ! $%&!’ 对几种有机磷农药的降解率

8DLWO $ 8-O \O14D\DY5R6 4DYOZ R[ ZO]O4DW ^56\Z R[ R41D6RF-RZF-DYO

FOZY5X5\OZ \O14D\O\ LM ZY4D56 !"#$%

=OZY5X5\O 8OZY #（FOZY5X5\O）
2（012&）

>O14D\DY5R6
4DYO23

_N56DWF-RZ 84ODY0O6Y
XR6Y4RW

)$G#
$,#G# ,9G(

\5X-WR4]RZ 84ODY0O6Y
XR6Y4RW

($G#
$##G# .9G#

X-WR4FM45[RZ 84ODY0O6Y
XR6Y4RW

%$G#
9%G# $)G(

F-RS56 84ODY0O6Y
;R6Y4RW

‘ $G#
$##G# a 99G#

=D4DY-5R6:0OY-MW 84ODY0O6Y
XR6Y4RW

‘ $G#
+%G# a 9.G#

-RZYDY-5R6 84ODY0O6Y
XR6Y4RW

+G)
+,#G# 9%G9

."( 生理生化特性

!"#$% 能够在 (#* T (%*范围内很好的生长，其生长最

适温度为 (+*；能够在 FC)G# T 9G# 范围内很好地生长，最适

生长 FC 为 )G/ T %G#。该菌属于需氧菌，能弱发酵葡萄糖，发

酵蕈糖、海藻糖、松三糖、乙醇，不能发酵阿拉伯糖、蔗糖、甘

露糖、木糖、果糖、纤维二糖、麦芽糖、半乳糖、乳糖、甜醇、山

,., !bPB7 cN:d5 $% &’ U 2(#%& )*#+,-*,’,.*#& /*0*#&（+##.）,.（(）



梨醇、葡萄苷、赤丝草醇、水杨苷，不能利用棕檬酸盐，不能液

化明胶，不产生硫化氢，能还原硝酸盐，不产生吲哚，!" 阴

性，#$ 阴性，氧化酶阴性，接触酶阳性，脲酶阳性，不吸收 %#
长波光，在 &’()*+ 培养基中不生长。

!"# $%&’()* 序列分析

以 ,-./0 的 1(2 为模板进行 $*"，获得一条 /3456 左右

的特异性片段，用 7)8)") $*" 9:);<=>? "=@AB=:C 8D? 切胶回

收，溶于 /.!E 的 FGHI 中。将切胶回收后的 $*" 产物使用

7)8)") 1(2 ED;)?DA> 8D? 中的 -A+J?DA>"和载体 K!1/0L7 连接

后，热转化到感受态细胞 ! 3 "#$% ,!/.M 中，涂布平板过夜培

养菌体，挑选抗性单菌落委托 7)8)")（大连）公司测序。测序

结果，,-./0 的 /&- :1(2 全序列长为 /4&.6K（在 N=>O)>5 核酸

序列数据库中的注册号为 1P././.0），将该序列提交 N=>O)>5
进行 O+)Q?，下载相似性较高的相关序列 HR 条，采用 1(2!2(
进 行 同 源 性 分 析，分 析 结 果（ 图 H）表 明，,-./0 菌 与

&#’(#)#*+’ ,(*#)#’-("%(’ S 的同源性最高，达到 MM’。

&#’(#)#*+’ 属在《伯杰氏细菌鉴定手册》第九版上还没有

收录［/H］。据 "DTQ 等［/U］的研究，&#’(#)#*+’ ,(*#)#’-("%(’ 有 &
个基因种，它们主要的共同特征如下：NV ，主要为球状，偶尔

为杆状，成双或短链状，菌落微小，淡粉色，有光泽：吲哚氧化

酶阳性（在 #2!* 试验。而在 *1* 试验时，有些是阴性）；过

氧化氢酶阳性，脲酶阳性，不吸收 %# 长波光，不产生 GH -，不

液化明胶，不发酵葡萄糖，所有菌株都没有氧化半乳糖醇、乳

糖、麦芽糖、甲醇、棉籽糖、EL鼠李糖、蔗糖的能力，不产生苯

丙氨酸脱氨基作用，不同化乙酰胺，用 !A++=: 的方法，不产生

EL精氨酸水解酶、EL赖氨酸脱羧酶和 EL鸟氨酸脱羧酶；在 &’
()*+ 培养基中不生长，大多菌株对青霉素、呱拉西林、磺唑青

霉有抗性，对庆大霉素、妥布拉霉素、四环素，亚胺培南，丁胺

卡那霉素诺氟沙星敏感。其它的生理生化反应，& 种类型有

所差别。

图 ! 以 $%& ’()* 同源性为基础构建的系统发育树

9D;W H $TC+A;=>=?D@ ?:== 6)Q=F A> /4&.6KLX:);<=>? AX /&- :1(2 Q=YJ=>@=QW (J<6=:Q D> K):=>?T=Q=Q :=K:=Q=>? ?T= Q=YJ=>@=Q’)@@=QQDA> >J<6=: D> N=>O)>53
7T= >J<6=: )? =)@T 6:)>@T KAD>?Q DQ ?T= K=:@=>?);= QJKKA:?=F 6C 6AA?Q?:)K3 O):，4’Q=YJ=>@= FDB=:;=>@=3

!"+ 细菌自动鉴定仪鉴定

O1 KGA=>DZ/.. 细菌自动鉴定仪鉴定的生理生化结果如

下：精氨酸L精氨酸L2!*，甘氨酸L脯氨酸L2!*，戊二酰L甘氨

酸L精氨酸L2!*，EL焦谷氨酸L2!*，赖氨酸L丙氨酸L2!*，甲基

巴豆酸，S!%L(L乙酰LO1 氨基葡萄糖苷，$($LO1L糖苷，#L葡二

糖，山犁醇，EL阿拉伯糖，(L乙酰LHL氨基半乳糖，鸟氨酸，1L半

乳糖，甘氨酸L2!*，EL苯丙氨酸L2!*，EL色氨酸L2!*，乙酸，

1L甘露 醇，丙 二 酸，$($L磷 酸 盐，葡 萄 糖，蔗 糖，EL鼠 李 糖，

!)+?J+AQ=，1L葡糖酸，EL精氨酸L2!*，EL亮氨酸L2!*，EL脯氨酸

L2!*，核糖醇，枸橼酸，#L阿洛糖，1L果糖，半乳糖醛酸，甲基L
OL葡糖苷，七叶苷，1L密二糖均为阴性。$L酮戊二酸，EL谷氨

酸L2!*，N)<<)L谷氨酰L(2，尿素，粘菌素，多粘菌素 O，EL脯
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氨酸!"# 均为阳性。自动鉴定仪无法鉴定出该菌株，一定程

度上说明 $%&’( 菌不是一个常见的菌株。

! 结论

（’）$%&’( 菌经试验不能在以农药为唯一碳源的培养基

中生长，必需在其它碳源共同存在的情况下才能生长和分解

有机磷农药，故 $%&’( 可能是以共代谢方式降解农药或生长

过程中需环境提供生长因子。

（)）根据 ’*% +,"# 序列同源性分析，结合形态特征、生理

生化特征、抗生素敏感性等特征，细菌自动鉴定系统的生化

指标，$%&’( 属于 !"#$"%"&’#。从 ’*% +,"# 序列同源性分析，

$%&’( 与 !"#$"%"&’# ($&"%"#)$*+$# - 同源性最高，而从其它生

理生化特征分析，尤其是对七叶苷水解、甘露糖氧化、葡萄糖

发酵等方面与 !"#$"%"&’# 属的 * 个基因种有差别，由于目前

无法获得模式菌株进一步进行相关实验，故 $%&’( 菌是否为

!"#$"%"&’# 属 的 一 个 新 的 种 或 变 种，有 待 进 一 步 实 验。

!"#$"%"&’# 属在《伯杰氏细菌鉴定手册》第九版上还没有收

录，目前尚未见合格化，这也给 $%&’( 菌株的鉴定带来了一定

的困难。

（.）$%&’( 菌对几种有机磷农药降解率很高，且国内外尚

未报道过 !"#$"%"&’# 属中有降解有机磷农药的种，该菌具有

开发价值，值得进一步研究。
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