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多功能农药降解基因工程菌株 m-CDS-1 环境释放安全评价 

蒋建东，李荣，郭新强，陈凯，李顺鹏* 
(南京农业大学生命科学学院，农业部农业环境微生物工程重点开放实验室，南京  210095) 

摘要：【目的】为了评价多功能农药降解基因工程菌株 m-CDS-1 的环境释放中间试验水平的安全性。

【方法】通过农药检测、平板计数、Most probable number-PCR (MPN-PCR)和 Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis (DGGE)等方法在江苏大丰进行了工程菌株 m-CDS-1田间降解农药效果、定殖动态和

对土壤微生物群落结构影响的研究。【结果】投加 1.01×107 CFU/g 干土的工程菌株 m-CDS-1 在 30 d

时均能完全降解 10.71 mg/kg的甲基对硫磷和 1.29 mg/kg的呋喃丹。平板计数表明工程菌株 m-CDS-1

在土壤中快速下降；MPN-PCR检测结果显示，在 4 d，15 d和 30 d时，0～10 cm混合土壤中该工

程菌株的数目分别为 2.15±0.98×106 CFU/g 干土，3.70±4.66×104 CFU/g 干土和检测不出。工程菌株

m-CDS-1的投加不会对土壤可培养三大微生物菌群数量产生显著影响；基于细菌 16S rDNA V3 区的

DGGE分析结果表明，施加农药对细菌菌落结构有显著影响，4 d，11 d，30 d时农药施用区与空白

对照区的图谱相似性分别为 17.16%，49.81%和 75.01%，但到 60 d时的相似性为 98.62%。工程菌株

m-CDS-1释放在前期对细菌群落结构有一定影响，4 d，11 d和 30 d工程菌株释放区相对于空白的

相似性分别为 49.57%，38.30 %和 83.30%。在 60 d时，空白、施药和施菌小区的图谱相似性都在 90%

以上。【结论】工程菌株 m-CDS-1 不仅可同时高效降解甲基对硫磷和呋喃丹，仍保持了实验室内的

原有特性，而且不会成为优势菌群长期在土壤环境中存在，也不会对土壤微生物群落结构造成长期

影响。 

关键词：基因工程菌株 m-CDS-1；环境释放；安全评价；农药降解；Most probable number-PCR (MPN- 
PCR)；Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
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基因工程微生物（Genetically engineered microor-

ganisms, GEMs）在污染环境修复中应用潜力巨大[1, 2]。

由于 GEMs具有的各种新特性、遗传物质的水平转移
性（Horizontal transfer）而导致潜在的生态安全问题
迫切需要研究，然而这一领域的研究较少。微生物在

环境中的定殖与种群建立直接关系到其功能的发挥，

监测接种到环境中的微生物是工程菌株环境释放安

全评价的重要研究内容[3]。跟踪环境中的工程菌株有

基于常规培养方法的活菌计数法(CFU法)，随着分子

生物学技术的发展，不依赖于纯培养的微生物分析方

法已得到广泛的发展和应用 [4]。Most probable num-
ber-PCR (MPN-PCR)是通过极限稀释扩增靶标菌株
特异序列来检测微生物的一种方法，具有很好的灵敏

度和可操作性[5]。基因工程菌株环境释放安全评价的

另一重要内容是监测工程菌株释放对环境的潜在冲

击，主要指环境微生物群体结构的变化[6]。分子生物

学方法的应用使我们能够在遗传水平上研究微生物

的群落结构与多样性，基于 16S rRNA基因片段扩增



1480  Jiandong Jiang et al. /Acta Microbiologica Sinica (2008) 48(11) 

  

 

的分子指纹图谱技术已经成功用于检测微生物群落

结构的变化[7]。 
本研究按照转基因微生物环境释放中间试验的

要求，在江苏大丰韭菜地进行田间试验，研究构建的

多功能农药降解基因工程菌株 m-CDS-1 在环境中降
解甲基对硫磷和呋喃丹两种农药的效果、田间的生态

学行为以及该工程菌株释放对土壤微生物群落的影

响，评价其环境释放的安全性，为工程菌株的实际应

用提供指导。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  材 料 ：多 功能农药 降解菌株 m-CDS-1
（Sphingomonas sp. CDS-mpd，StrR）[8]，能同时降解

甲基对硫磷和呋喃丹农药，外源甲基对硫磷水解酶基

因 mpd整合在受体菌 Sphingomonas sp. CDS-1的染色
体上，该工程菌株已经获准进行环境释放中间实验

（农基安办字 2003-T085）。菌剂由实验室摇瓶发酵而
成，菌数为 9.37±0.23×1010 CFU/mL。 
1.1.2  培养基：实验中用到牛肉膏蛋白胨培养基（培
养普通细菌用）、改良高氏 1 号培养基（培养放线菌
用）和马丁氏培养基（培养霉菌用）配方具体参见文

献[9]。 
1.1.3  主要试剂和仪器：50%甲基对硫磷乳油和 3%
呋喃丹颗粒剂分别由镇江农药厂和太仓鲍利葛化工

有限公司提供，其余试剂均为分析纯，购自创瑞公司。

PCR 扩增引物由上海博亚生物技术公司合成。农药
检测仪器为 Shimadzv GC-14B，氮磷检测器（FTP）。
PCR仪型号为 Bio-Rad Peltier Thermal Cycler-200。
DGGE仪器型号为 D-Code Universal Mutation Detec-
tion System（Bio-Rad Laboratories, USA）。 

1.2  试验条件和设计 
试验地点在江苏省大丰市南阳镇城乡村韭菜地，

韭菜刚割过 2～3 d，长势均匀，面积约为 2亩。试验
田土壤质地均一，其基本理化性状为有机碳 10.3 g/kg
干土，全氮 6.4 g/kg干土，速效磷 11.6 mg/kg干土， 
速效钾 8.48 mg/kg干土, 含水量 18.03%。试验地生态
环境为滩涂半湿地生态类型。地形环境为滩涂平原，

地势平坦。试验共持续 2个月，平均气温 18.2℃，总
降水量 43.2 mm，平均日照时数 8.08 h。试验时实行
一般生物隔离。 

试验小区设置在试验地中央，设置施药对照区、

施菌处理区和空白区，3次重复（用Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ表示），

每小区宽 2 m，长 13.2 m，采用拉丁方排列。农药施

用在土壤 0～10 cm 范围内，每小区均匀兑水喷施甲

基对硫磷 80 mL；呋喃丹固体颗粒剂采用与细土混匀

后垄间撒施，每小区施用 160 g。农药施用后 3 d，在

每施菌处理小区均匀兑水喷施 400 mL 工程菌株

m-CDS-1 菌剂，0～10 cm 深度内土壤混匀，该工程

菌株理论接种量约为 1.01±0.02×107 CFU/g土。 

土壤取样采用 5点混合取样法，分别取 0～10 cm

深和 10～20 cm深土样混合后即为混合土样；取带根

际土壤的韭菜根于无菌水中振荡 30 min，将根捞出后

即为根际土样。 

1.3  土壤中 3 大菌群和工程菌株 m-CDS-1 的平板计数 
土壤 3大菌群采用平板活菌计数法[9]。工程菌株

m-CDS-1的平板活菌计数为取一定土壤样品，梯度稀
释后涂布含 100 mg/kg链霉素和 100 mg/kg 甲基对硫

磷的 1/3 LB平板，培养 3 d后计数能产生黄色水解圈
（对硝基苯酚）的米黄色菌落。 

1.4  土壤总 DNA 的提取 
土壤总 DNA 提取采用间接法，参考 Esther M 

Gabor的 Blending方法[10]并作适当修正。均匀取 50 g
土壤样品，加入 50 mL预冷的无菌水匀浆机匀浆（防
止温度过高），然后补加 2×匀浆缓冲液，充分振荡
混匀；600 ×g 室温离心 10 min，收集上清液转移至
另一离心瓶中。沉淀再用 100 mL 1×匀浆缓冲液洗涤
重悬，离心取上清液，与前次合并；所得上清液室温

下高速（12000 ×g）离心 30 min以回收菌体细胞；所
得细胞依次用 150 mL焦磷酸钠(1 g/L)和 100 mL洗涤
缓冲液洗涤，离心取沉淀；用 8mL 土壤提取缓冲液
重悬，加 160 μL溶菌酶（50 mg/mL）和 20 μL蛋白
酶 K（20 mg/mL），37℃水浴 30 min；加 1 mL 200g/L 
SDS，65℃水浴 2 h，其间每隔 15～20 min轻轻颠倒
混匀，室温 4000 ×g 离心 10 min，收集上清，用氯仿
-异戊醇抽提，异丙醇沉淀，回收沉淀洗涤，吹干后
溶于 500 μL灭菌超纯水。 

1.5  提取 DNA 的定量 
以 λDNA（0.569 μg/μL）作为标准，与提取的

DNA 同时电泳，经溴化乙锭染色后，用 GIS 凝胶分

析软件进行分析定量。 

1.6  土壤 DNA 的提取效率 
取大丰韭菜地土样 121℃湿热灭菌 1 h，至提取

不出 DNA。将培养至对数期的工程菌株 m-CDS-1 离
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心收集菌体，洗涤后悬浮于同等体积的无菌水中，取

1 mL接种 50 g灭菌土壤，摇床振荡吸附 0.5 h后用间
接法提取总 DNA。同时取 1mL 纯菌提取总 DNA。
DNA提取效率%=土壤提取量/纯菌提取量×100%。 

1.7  MPN-PCR 法计数土壤中工程菌株 m-CDS-1[5] 
1.7.1  MPN-PCR方法的灵敏度验证：将 m-CDS-1 培
养至对数期，用含有 100 μg/mL的链霉素和甲基对硫
磷的 1/3 LB平板计数每毫升液体中菌数。10−2～10−8

系列稀释，各稀释度分别取 1 mL加入到 5 g江苏大
丰韭菜地土样中，摇床振摇 30 min，间接法提取土壤
总 DNA，溶于 50 μL水中，取 1 μL DNA作为模板特
异性扩增 mpd基因，扩增引物为 F15′-ATGCTAGCTC- 
CGTCCAATCTCC-3′和 R1 5′-CAGCTAGCTATCAC- 
TTGGGGTTG-3′，反应体系为：10×Taq聚合酶反应
缓冲液 2.5 μL，dNTP(20 mmol/L)2.5 μL，5′和 3′端引
物（25 pmol/μL）各 1 μL，Mg2+（25 mmol/L）3 μL， 
Taq DNA聚合酶（5 U/μL）0.5 μL，体系为 25 μL。
反应条件为：首轮循环 95℃ 2 min；96℃ 30 s，60℃  
30 s，72℃ 1.5 min，30个循环；最后 72℃ 10 min。
观察每个稀释度有无特异性条带扩增，验证 MPN- 
PCR方法的检测灵敏限。 
1.7.2  小区土壤中靶标菌株的 MPN-PCR方法检测：
按照上述方法提取施菌处理小区土壤总 DNA，无菌
水 10 倍−10 倍稀释，分别作为模板按照上述方法扩
增 mpd基因，观察各个稀释梯度中有无扩增条带，将
次最高稀释倍数的模板作为 3 倍-3 倍稀释的起点（3
个重复，稀释 6次，共 18个稀释物）组成一个矩阵，
直至不能扩增出目的条带，根据控制组中的检测灵敏

限反推靶标组中的该基因工程菌株数目。 
1.8  Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)
实验 

提取各小区土壤总 DNA，提取的 DNA溶于 1 mL
水中，稀释 100倍用于 PCR扩增模板。细菌 16S rDNA 
V3区扩增引物为 333F（GC）5′-CGCCCGCCGCGCG- 
CGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTAC-
GGGAGGCAGCAG-3′和 558R 5′-ATTACCGCGGC- 
TGCTGG-3′。所用凝胶的丙烯酰胺浓度为 10%，尿
素梯度为 33～55%。待样品进入分离胶后 85 V电泳
11.5 h。银染后拍照成像。用 Gelcompar 4.0 program 
(Applied Maths license version)的软件包进行系统聚
类分析，背景亮度和对比度进行自动调整，条带自动

搜索后进行手工调整。通过条带间的 Pearson 相关性
系数（ Pearson correlation index）和 Unweighted 

Pair-Group Method Using Arithmetic averages（UPGMA）
聚类分析构建系统聚类树。 

2  结果和分析 

2.1  工程菌株 m-CDS-1 对两种农药的降解效率  
每小区甲基对硫磷和呋喃丹农药的理论含量分

别为 10.71 和 1.29 mg/kg。使用农药后 3 d，喷施   
1.01±0.02×107 CFU/g土的工程菌株 m-CDS-1，相比
于对照区，土壤中甲基对硫磷在 4 d、11 d和 30 d的
降解率分别为 89.82%、97.79%和 100%，呋喃丹降解
率分别为 21.92%、39.94%和 100%（图 1），表明该
工程菌株降解两种农药的效果显著。 
 

 
 
图 1  农药在土壤中的降解 
Fig. 1  Dynamic trends of pesticide residues in the soil. 
 
2.2  基因工程菌株 m-CDS-1 在田间的动态变化 

平板活菌计数法检测表明工程菌株 m-CDS-1 数
量快速下降，4 d时混合土壤（0～10cm）中该工程菌
株数量下降了 2个数量级，为 4.74±0.62×105 CFU/g
土，到 11 d时已经检测不到该工程菌株的存在。韭菜
根际的工程菌株 m-CDS-1 数量明显高于混合土壤，
11 d 时为 5.25±2.03×104 CFU/g 土。混合土壤    
（10 cm～20 cm）中均未检测到该工程菌株。我们构
建的工程菌株为 Sphingomonas，平板计数法存在很大
的局限，检测灵敏度小于 104 CFU/g土，所以，我们
进一步用 MPN-PCR的方法来检测该工程菌株。 

间接法提取土壤总 DNA，电泳显示片段较大。
总 DNA的提取量为 1.8±0.31 μg/g干土，提取效率为
20.8±0.63%。由于间接法首先要将细胞从土壤颗粒中
分离出来，提取效率一般较低，但由于 DNA 纯度较
高，腐殖酸等干扰物质较少，有利于后续 PCR操作，
综合比较后本实验中选用间接法提取土壤总 DNA。 

通过人为向土壤中添加一定数量的工程菌株

m - C D S - 1，用 M P N - P C R 法检测发现灵敏度为    
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1.09±0.11×103 CFU 靶标细菌/g 土，即每 g 土壤中
投加 1090个靶标细菌就可检测到。分别在施菌后 4 d、
11 d和 30 d取处理区土壤，提取土壤总 DNA，通过
适当的 10倍稀释后，再 3倍稀释，用MPN-PCR法检测
工程菌株数量，直到正好能扩增出特异性的 1300 bp 的
条带。根据 MPN-PCR 的检测灵敏度反推待测土壤中靶
标 mpd基因的拷贝数，由于工程菌株 m-CDS-1染色体上
mpd基因的拷贝数为 1，因此，土壤 DNA中 mpd基因的
拷贝数能反映土壤中工程菌株 m-CDS-1 的数目。 

MPN-PCR 法计数工程菌株数目要比平板计数法
高出 1～2个数量级（见图 2），结果同样表明释放到
环境中的工程菌株 m-CDS-1 呈快速下降趋势。混合
土壤（0～10 cm）中该工程菌株在 11 d 时下降了 3
个数量级，为 3.70±4.66×104 CFU/g 土。混合土壤
（10～20 cm）中该工程菌株数量下降最快，在 4 d
和 11 d 时数量分别为 3.06±0.19×104 CFU/g 土和
7.65±3.79×103 CFU/g 土。韭菜根际的工程菌株
m-CDS-1数量高于混合土壤，表明韭菜根际更适合于
该工程菌株的定殖。到 30 d 时所有土样中均未检测
到工程菌株 m-CDS-1。 
 

 
 
图 2  MPN-PCR 法计数土壤中工程菌株 m-CDS-1 数量 
Fig. 2  Detection of GEM m-CDS-1 cells by MPN-PCR 
method. 
 

2.3  工程菌株 m-CDS-1 释放对土壤微生物群落结构的

影响 
采用平板计数法分析各小区土壤中可培养三大

菌群数量，结果表明不同时期细菌、真菌和放线菌数

量分别处于 108 CFU/g干土、105 CFU/g干土和 104 CFU/g
干土的水平，都处于同一个数量级，没有显著差异。 

以试验各小区土壤提取的总 DNA 稀释后为模

板，用含 GC夹子的 V3区通用引物 333F和 538R扩
增土壤细菌 16S rDNA 的 230 bp的片段，将扩增产
物进行 DGGE电泳。Gelcompar 4.0 program软件聚类

分析，构建系统聚类树，发现重复小区间（Ⅰ、Ⅱ和

Ⅲ）DGGE图谱相似性很高（见图 3），UPGMA分析
Pearson 相关性系数后聚为一类，相似性都在 90%以
上（除 KB-11d 只有 76%外），说明 DGGE 指纹图谱
分析方法具有较高的可重复性和可操作性。 

DGGE图谱分析结果表明，空白区在 2个月的试
验期内图谱的相似性都很高，4 d到 60 d的相似性在
79.7%～88.7%之间，说明细菌菌落结构和多样性没有
发生太大的变化，主要是由于在试验期内气象因素变

化不大，也没有进行任何耕作管理。 
施药对照区与空白区在 4 、11、30和 60 d的图

谱相似性分别为 17.16%，49.8%，75.01%和 98.62%，
表明施加农药对微生物的群落结构影响很大，但随着

农药浓度的降低，微生物群落结构逐渐恢复，到 60 d
时两者的相似性已经达到 98%以上，表明施加农药对
微生物群落结构的影响具有时效性，而且依赖于农药

浓度。 
工程菌株 m-CDS-1 的释放在前期对微生物的群

落结构具有一定影响，在工程菌株释放后 4 d，相对
于空白区图谱相似性为 49.57%，而且条带减少（图
3），表明细菌多样性减少，并且出现了一条特别浓的
条带，表明某种细菌成了优势菌群，测序结果显示该

条带对应的是 Sphingomonas，表明工程菌株 m-CDS-1
在数量上占一定优势。11 d 和 30 d 相对于同时期的
空白区相似性分别为 38.30%和 83.30%，对应于
Sphingomonas的条带的浓度也在逐渐降低，表明工程
菌株的数量也在下降。在 60 d 时，空白区、施药对
照区和施菌处理区的图谱相似性都很高，可聚为一

类，表明工程菌株 m-CDS-1 释放不会长期影响土壤
微生物的群落结构。 

3  讨论  

微生物修复是解决农药面源污染的有效方法，而

构建多功能农药降解基因工程菌株则是消除多种农

药污染的有力的手段。国内外科研工作者构建了大量

具有应用价值的工程菌株，但大多都限于实验室内研

究，只有少数能实际应用于生产过程，主要原因便是

涉及到工程菌株的环境释放安全性问题，而国内外对

工程菌株环境释放的安全评价体系研究相对较少，已

经成为工程菌株环境释放的一个瓶颈。本研究通过在

江苏大丰韭菜地中进行工程菌 m-CDS-1 环境释放评
价中间试验，表明该工程菌株不仅可同时高效降解甲 
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图 3  Pairwise similarity 系统聚类树 
Fig. 3  Phylogenetic tree (Values in the Phylogenetic tree indicate the similarity). KB: Blank; P: Pesticides used; GEM: m-CDS-1 

inoculated after the pesticides were used; CDS-mpd: Pure culture of m-CDS-1; 4 d, 11 d, 30 d and 60 d: the times soil samples were 
taken;Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ: ReplicateⅠ,ⅡandⅢ. m-CDS-1 is indicated by arrows. 
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基对硫磷和呋喃丹，仍保持了实验室内的原有特性，

而且不会成为优势菌群长期在土壤环境中存在，也不

会对土壤微生物群落结构造成长期影响，显示了该工

程菌株具有良好的安全性和应用前景。 
许多研究表明转基因微生物释放到环境后菌数

总体呈下降趋势，主要是因为外源发酵性微生物无法

和土著微生物进行竞争，但也有接种的工程菌株由于

利用降解底物而在初期增殖的研究报道[11]。一般情况

下，工程菌株初始浓度越高，其数量下降的速度一般

越慢，本实验中使用较大剂量的工程菌株 m-CDS-1
（浓度为 1.01±0.02×107 CFU/g土），结果表明该工
程菌株在环境中数量是逐渐下降的，对微生物的群落

结构的影响也是短暂的，那么低浓度的工程菌株的环

境释放肯定也是安全的。我们的工程菌株属于鞘胺醇

单胞菌，生存竞争能力弱，在土壤中数量呈直线下降，

不会成为优势菌群长期存在于土壤中。两种检测方法

都表明韭菜根际的工程菌株 m-CDS-1 数量高于混合
土壤，主要是由于韭菜根会分泌一些糖类、氨基酸等

物质，这些物质可能会刺激微生物的生长或为微生物

提供良好的生存环境，延迟了衰亡时间。试验期间有

43.2 mm 的降水，工程菌株可能会随着雨水的渗透作
用向下层转移，但由于工程菌株总体消亡的趋势和深

层土壤中生存条件的限制，下层土壤（10～20 cm）中
工程菌株数量普遍较低，在 30 d时均检测不到其存在。 

基因工程菌株释放对环境的潜在影响主要包括

某些菌种的替代或增殖、微生物群落结构和功能的改

变导致的生态系统紊乱等。如果引入的转基因微生物

有很高的生存能力，就容易造成土著微生物种群的替

代，由此可能产生复杂的生态效应[12,13]。从本研究的

结果看，由于误差和灵敏度等原因，平板计数法观察

不到微生物群落结构的细微变化。通过扩增土壤细菌

16S rDNA V3区的 DGGE 分析，研究工程菌株释放
对微生物群落结构的影响，显示了比平板计数法具有

更高的灵敏性和可操作性。工程菌株 m-CDS-1 释放
区 60d的DGGE图谱几乎与空白和施药对照小区聚为
一类，表明细菌菌落结构已经恢复到自然状态，证明

该工程菌株的释放不会长期改变土著细菌的群落结

构，工程菌株的环境释放是安全的。微生物群落结构

的改变影响因素很多，有接种的微生物、接种微生物

降解农药造成农药浓度的变化，甚至植物的生长或是

气候的变化等，因此，微生物群落结构的变化异常复

杂，有些效应可能是滞后的，但本研究中工程菌株释

放对土壤微生物群落结构的影响总的趋势是逐渐消

退的，到目前为止还没有转基因微生物释放对生态系

统产生明显的负作用的报道。 
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Risk Assessment for Environmental Release of Genetically Engineered Mi-
croorganism m-CDS-1  

Jiandong Jiang, Rong Li, Xinqiang Guo, Kai Chen, Shunpeng Li ∗  
(College of Life Sciences, Key Laboratory for Microbiological Engineering of Agricultural Environment of Ministry of Agriculture, 

Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract: [Objective] To assess the environmental release risk of genetically engineered microorganism Sphingomonas sp. 
m-CDS-1. [Methods] Pesticides detection, plates counting, most probable number-PCR (MPN-PCR) and denaturing gra-
dient gel electrophoresis (DGGE) were used to study the pesticides degrading effects, the decline dynamics of m-CDS-1, 
and the effects of release of m-CDS-1 on community structure of soil microorganisms. [Results] m-CDS-1        
(1.01× 107CFU/g dry soil) could degrade both 10.71 mg/kg methyl parathion and 1.29 mg/kg carbofuran in 30 days. 
m-CDS-1 declined quickly with time, and could not be detected anymore in 30 days. Release of m-CDS-1 would not 
change the number of the cultivable microorganisms notably. The similarities of PCR-DGGE profiles between the pesti-
cides applied treatments and the controls in 4, 11 and 30 days were 17.16 %, 49.81 % and 75.01 %, and the similarities 
between the m-CDS-1 released treatments and controls were 49.57 %, 38.3 % and 83.3 %, respectively. In 60 days, DGGE 
profiles of all treatments and controls had high similarities. [Conclusion] m-CDS-1 could degrade both pesticides re-
markably in the field, and would not be the predominant population, and would not affect the community structure of soil 
microorganisms in the long term. 
Keywords: genetically engineered microorganism m-CDS-1; environmental release; risk assessment; pesticides degrada-
tion; most probable number-PCR (MPN-PCR); denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 
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