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摘 要：从生产甲基对硫磷的山东华阳农药厂污水曝气池中，分离到一株能以甲基对硫磷及其降解中间产物对硝

基苯酚为唯一碳源生长，且能够将其彻底降解为 FG# 和 H#G 的细菌 I!，经鉴定，为节杆菌属（!"#$"%&’(#)" ;C>）。用

气相色谱法和分光光度法对 I! 的降解性能分析表明，I! 在 ’? 内对 4$.DJK 甲基对硫磷、4$.DJK 对硝基苯酚的降解

率为 &&L以上，对其它有机磷农药也有良好的降解效果，测定条件为：CH 值 ’，温度 *$M，接种量 *$L。并构建了

系统发育树以了解其它菌株与 I! 之间的亲缘关系。
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甲基对硫磷（.,@?82C606@?7E9，以下简称 QR）又称

甲基 %"$4，是一类目前广泛使用的高毒有机磷农

药，其 主 要 中 间 代 谢 产 物 为 对 硝 基 苯 酚（!3
97@0EC?,9E2，以下简称 RSR），易溶于水，具有中等毒

性。由于二者都具有苯环结构，残留期很长，给人类

健康带来潜在的威胁。许多发达国家已经禁用或限

用 QR，但由于该类农药杀虫效果好，见效快且成本

低廉，我国目前仍在大量生产、使用，但常规的化学

方法降解会形成二次污染，由此引发的环境问题日

益突出［%］。RSR 是重要的化工原料，被广泛地用作

医药、染料、农药、塑料等的合成前体，是一类重要的

环境污染物质。目前发现的 QR 和 RSR 降解菌主要

有假单孢菌、黄杆菌、产碱菌等，而且大多只能部分

降解 QR 和 RSR，国内外尚未发现节杆菌对 QR 及其

降解中间产物 RSR 的降解。本实验所分离到的 QR
彻底降解菌 I! 可实现对 QR 和 RSR 的同步高效降

解，将二者彻底降解成小分子物质。QR 彻底降解菌

I! 的研究对于有机磷和硝基芳香族化合物污染的

生物修复提供了优良的菌株资源，有重要的意义。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 样品和培养基：样品即筛选菌株的污水取自

山东华阳农药厂污水曝气池。基础培养基、富集培

养基和普通培养基均参考文献［#］配制。

#$#$% 主要试剂和仪器：QR 标准品（含量 &&L，购

自成都化学试剂厂）；QR 原药（含量 )$L，购自华阳

农药厂）；RSR（购自天津市天新 精 细 化 工 开 发 中

心）；RFT 扩增试剂盒和 +SPQ60U,0（16V6T6 公司）；

细菌通用引物（上海英骏生物技术有限公司合成）；

WF3#$%$ 型气相色谱仪（日本岛津公司）；’4# 紫外光

栅分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）；X5Q3
%#$$5I 透射电镜（日本电子公司）；Y69E9 WZ[#$%$ 凝

胶成相系统（上海天能科技有限公司）。

#$% 细菌的富集培养与分离纯化

取华阳农药厂污水曝气池中的污水悬浊液离

心，称取 *D 污泥置于 %$$.K 富集培养基中，添加

%$$.DJK 的 QR 于 *$M、%*$0J.79 摇床培养。以后每

周转接一次，以 %4L的接种量接入新鲜培养基中，

每次接种需提高 QR 浓度，以 %$$.DJK 的梯度递增，

直到浓度增加到 4$$.DJK。然后用基础培养基代替

富集培养基，每隔 % ( # 周转接一次，QR 的浓度保持

4$$.DJK，如此驯化 % 个月，最后用平板涂布法在普

通培养基上进行细菌分离纯化［*］。

#$& 细菌的鉴定

将所分离菌株按照参考文献［!］进行鉴定。生

长曲线的测定是将菌株 I! 在牛肉膏蛋白胨平板上

的单菌落分别接入牛肉膏蛋白胨培养基、含4$$.DJK
QR 和 *$$.DJK RSR 的基础培养基中，培养 #!? 后分

别测其 *+"$$的值。

#$" 菌株系统发育树的构建

菌株 I! 的 %"[ 0+SP RFT 扩增的通用引物［4］：Y
C07.,0：4\3PWPW111WP1FF1WWF1FPW3*\，T C07.,0：
4\3WWF1PFF11W11PFWPF13*\。用通用引物扩增出



!" #$% &’() 序列，用 *+,- ./012 3/45/&1（6&78/90）连

接，转化大肠杆菌 !"#$%&’#$’( #)*’ ’:;!，蓝白斑筛

选，选出呈现白色的阳性克隆，菌落 6<= 检测目的

条带，将含有插入片段的产物用 .> 引物测序，序列

测定由上海英骏生物技术有限公司（ ?@3A5&78/@）完

成。为了研究 !" 与其它菌株之间的遗传关系，为

进一步的研究打基础，从 +/@B0@C 上搜索了 #D 株与

!" 同源性较高的菌株的 #$% &’() 序列［$ E #D］，并用

’()-)("FG 和 -,+)DFG 软件构建了 !" 与这 #D 株

菌的系统发育分析树［#" E #$］。

!"# 菌株降解性能的测定

!"#"! 气相色谱法测定 !" 对 -6 的降解率：参照

参考文献［#>］进行，对照的标样浓度为 ;G98HI，-6
在本试验条件下的出峰时间为 ;F>J>9A@。

让菌株 !" 在 ;GG98HI -6 为唯一碳源的基础培

养基平板上生长，从其水解圈的大小初步判定 !"
的降解能力。为了测定 !" 对 -6 的降解能力，采用

了气相色谱法，测定底物减少和产物生成。将在牛

肉膏蛋白胨培养基上培养至对数期（+,$GG 为 GF$ E
GFJ）的 !" 离心收集，以 DGK 接 种 量 转 接 至 含 有

;G98HI -6 的 *: 值为 > 的基础培养基上，DGL振荡

培养，定时取样，以加 -6 但不接菌的基础培养基为

对照。样品处理如下：离心培养液，取上清加入 MF;
倍体积二氯甲烷，涡旋器上混匀 D9A@，静置 #N 后去

上清，加入无水硫酸钠脱水，置 "L冰箱，一并检测。

气相 色 谱 条 件：载 气，OOFOOK 的 高 纯 (M，压 力 为

>DF"C*0；氢 气 流 量，JGFG9IH9A@；空 气 流 量，

#MG9IH9A@；色谱柱型号，#M;P;GDQ RSP;，长度，DGFG9，

内径，GF;D99，膜厚，#FGG"9；检测器，火焰光度检测

器，温度，M;GFGL；柱温，#OGL；进样口温度，M#GL；

直接法进样，进样量 M"I。

!"#"$ 菌株 !" 接种量对降解能力的影响：将在牛

肉膏蛋白胨培养基上培养至对数期（+,$GG 为 GF$ E
GFJ）的 !" 离 心 收 集，转 接 至 含 有 ;G98HI -6 或

;G98HI 6(6 的 *: 值为 > 的基础培养基上，分别按

体积比 ;K、#GK、#;K、MGK、DGK、"GK 接种量接

种，DGL振荡培养，定时取样，在 M>D@9 处测定 -6
的降解，在 "G;@9 处测定 6(6 的降解，以加农药但

不接菌的基础培养基为对照，分光光度计测定［D］。

!"#"% *: 值、温度、-6 或 6(6 浓度对 !" 降解能力

的影响：将在牛肉膏蛋白胨培养基上培养至对数期

（+,$GG为 GF$ E GFJ）的 !" 离心收集，按接种量为

DGK转接至含有 ;G98HI 和 #GG98HI -6 或 ;G98HI 和

#GG98HI 6(6 的 *: 值为 $、>、J、O、#G 的基础培养基

上，MGL、M;L、DGL、D>L振荡培养，定时取样，以加

农药但不接菌的基础培养基为对照，分光光度计测

定。

!"#"& 菌株 !" 对其它有机磷农药的降解研究：将

在牛肉膏蛋白胨培养基上培养至对数期（+,$GG 为

GF$ E GFJ）的 !" 离心收集，按接种量为 DGK分别转

接至含有 ;G98HI 甲胺磷（-/5N09AR7*N71）、毒 死 蜱

（<NT7&*2&AU71）、克百威（<0&S7UV&0@）的 *: 值为 > 的基

础培养基上，在 DGL摇床上振荡培养，定时取样，以

加农药但不接菌的基础培养基为对照，分光光度计

测定。

!"#"# 菌株 !" 对 -6、6(6 及其它有机磷农药的最

大耐受浓度实验：将在牛肉膏蛋白胨上生长至对数

期（+,$GG 为 GF$ E GFJ）的 !"，按 DGK接种量转接入

含有一定浓度的农药的 *: 值为 > 的基础培养基

中，DGL振荡培养，培养 M"N 后离心收集菌体，测其

+,$GG，当 +,$GG增加时，继续增加农药的浓度培养菌

株，当 +,$GG不再增加时，该浓度即为最大耐受浓度。

$ 结果

$"! 菌株 ’& 的分离

将用驯化液涂布得到的平板挑取单菌落，进行

纯化划线。分离纯化得到 ;$ 株菌，从中选出一株命

名为 !"，!" 在普通培养基上 D$N 后由大小均一的

球状细胞组成，D$N 以前是杆状。且培养时间越长

菌体越短，在培养过程中从长杆菌逐渐变短，直到变

为球菌，具有明显的球杆变化周期。如图 # 所示，在

不同的培养时间内 !" 呈现不同的形状。杆菌的排列

彼此按一定角度呈“W”或“X”型，有鞭毛可以运动。

图 ! 菌株 ’& 透射电镜图片（$(((( ) ）

YA8Z# .&0@19A11A7@ /T/45&7@ 9A4&78&0*N *N7578&0*N1 7U !"（MGGGG [ ）Z

)：?@4VS05/R U7& M"N；B：?@4VS05/R U7& 97&/ 5N0@ D$NZ

$"$ 菌株 ’& 的鉴定

$"$"! 生理生化特征：经生理生化测定，菌株 !" 不

GJO !?, !AVP*A@8 %- (* Z H.#-( /’#&)0’)*)1’#( 2’3’#(（MGG$）"$（$）



产生芽孢，革兰氏染色阳性，液化明胶，不水解淀粉，

还原硝酸盐为亚硝酸盐，氧化葡萄糖、乳糖、果糖、半

乳糖、蔗糖、木糖、乙醇，不氧化山梨醇、甘露醇。脲

酶实验阳性，产氨实验阳性，不产生吲哚，产生 !"#，

无卵磷脂酶活性，酸凝牛奶。生长温度范围 "$ %
&’(，在 )! 值为 * % +$ 的范围内可以生长，最适生

长 )! 值为 ’ % , 之间。生理生化水平上初步将 -.
归类为节杆菌属。

!"!"! 菌株 -. 的生长曲线的测定如图 " 所示：从

图上看，-. 菌株在牛肉膏蛋白胨培养基上生长良

好，在基础培养基加 /0 和 010 时基本不生长。

图 # 菌株 $% 的分子进化遗传分析

2345& 678793:; :8:;<=3= >? =9@:38 -.A BC7 8DEF7@= :9 7:GC F@:8GC )>389= 38H3G:97 9C7 )7@G789:47 =D))>@97H F< F>>9=9@:)，:8H 38 ):@789C7=7= :?97@

7:GC F:G97@3:; 8:E7 :@7 +*# @I1J :GG7==3>8 8DEF7@ 38 678K:8L5 K:@，$AMN =7OD78G7 H3P7@478G75

图 ! $% 生长曲线

2345" Q)4@>R9C GD@P7 >? -.5

!"!"# 菌株 -. 的系统发育分析：利用 0ST 的方法

获得的菌株 -. +*# @I1J 序列有 +.,’ 个碱基，在

678K:8L 中的登记注册号为 IU"$"&"$，用 K;:=9 软件

与 678K:8L 中已注册的 +*# @I1J 序列进行比较，发

现与 -. 序列同源性最高的绝大多数为节杆菌，选

取部分相似序列用 1V 法构建系统发育树（图 &）。

-. 在 系 统 发 育 树 上 与 序 列 号 为 IU""&*MM，

IU+W+&""，IU"$++,, 的假单胞菌聚为一族。

!"# 菌株 $% 降解性能的研究

!"#"& 气相色谱法测定 -. 对 /0 的降解率：菌株

-. 在 M$$E4XY /0 为唯一碳源的基础培养基平板上

生长良好，能产生较大水解圈，初步判定 -. 有良好

的降解能力。

气相色谱测定结果如图 . 所示。因 -. 可以将

/0 彻底降解为小分子物质，因此根据 /0 浓度的减

少计算降解率。降解率 Z（初始吸收峰面积 [ 终止

作用时的吸收峰面积）\ 初始吸收峰面积［+,］，根据

所测样品与对照同一出峰时间出现的峰面积大小，

测得 .C 降解率为 *$N；’C 降解率为 WWAWN。

!"#"! 菌株 -. 接种量对降解能力的影响：当接种

量为 &$N时，-. 的降解效果最好，’C 内降解率就达

WWN以上，当接种量超过 &$N时，随接种量增加降

解效果却不再增加。

!"#"# )! 值、温度、/0 或 010 浓度对 -. 降解能力

的影响（图 M）：当 )! 为 ’、温度为 &$(、/0 浓度为

M$E4XY 、010 为 M$E4XY 时，-. 的降解效果最好，’C
内降解率达 WWN以上。

!"#"% 菌株 -. 对其它有机磷农药的降解研究："$C
内，-. 对甲胺磷的降解率为 *.N，对毒死蜱的降解

率为 M.N，对克百威的降解率为 *,N。从实验结果

知 -. 对 /0、010、甲胺磷、毒死蜱、克百威均有良好

+,W解秀平等：甲基对硫磷彻底降解菌 -. 的分离、降解性及系统发育研究 5 X微生物学报（"$$*）.*（*）



图 ! "! 降解 #$ 的气相色谱图

!"#$% &’#()*)+",- +, ./ 0,( 1% ,0 234 5：67’ )8’9 )(’) ,0 :,-+(,; "< =%%>??@AB（./ ?AC#DE）；

F：50+’( % 7 "< G=HBA??@%（./ GH4HHC#DE）；3：B 7 ;)+’( "< %@?GA?G（./ A4A%IC#DE）$

图 % "! 在最适 &’ 值、温度、#$ 或 $($ 浓度下的降解

曲线

!"#$ ? &’#()*)+",- :J(K’ ,0 1% )+ ,8+"CJC 8L， +’C8’()+J(’ )-*

:,-:’-+()+",- ,0 ./ )-* /M/$

的降解作用。

)*+*% 菌株 1% 对 ./、/M/ 及其它有机磷农药的最

大耐受浓度实验：菌株 1% 对 ./ 的最大耐受浓度是

GBAAC#DE，对 /M/ 的最大耐受浓度为 ?AAC#DE，对甲

胺磷的最大耐受浓度为 ?AAC#DE，对毒死蜱和克百

威的最大耐受浓度为 =AAC#DE。

+ 讨论

经形态、生理生化及 GHN (&M5 分析，将 1% 鉴定

为简单节杆菌，该菌株在生长过程中具有明显的球

杆变化，培养初期为长杆菌，随着时间增加，逐渐变

短，老龄培养物全部为球形。所有的生理生化性质

均与节杆菌的相吻合。经过对 1% 降解性能的研究

发现：1% 对 ./ 和 /M/ 有良好的降解效果，经检测

B7 内对 ./、/M/ 的降解率为 II4IO；使 1% 达到最

佳降解率的接种量为 =AO，8L 值为 B，温度为 =AP；

1% 对 ./、/M/、甲胺磷、毒死蜱、克百威的最大耐受

浓度分别 为 GBAAC#DE、?AAC#DE、?AAC#DE、=AAC#DE、

=AAC#DE。由此可知，1% 是一株对有机磷农药具有强

降解能力的菌株。1% 可以降解 ./，并且可以同步降

解其反应的中间产物 /M/，在培养过程中几乎检测不

到 /M/ 的存在，类似菌株国内外尚未见报道。

./和 /M/ 是重要的环境污染物，治理与监测

此类化合物对保证人类健康和环境清洁具有重要意

义，例如松花江硝基酚污染便需要 1% 一类的高效

降解菌株。利用生物修复技术处理此类化合物造成

的污染具有高效率低成本的优势［GI，@A］。对该类菌株

进行鉴定，对其降解性能及其与其它降解农药菌株

的系统发育研究，对开发新的菌株资源具有重要意

义。
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