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　　摘要：为寻找有机磷农药的快速降解途径，采集污染严重的土样，以毒死蜱为底物，采用梯度驯化法筛选得到菌株
ＣＪＣ－３，并研究该菌株对毒死蜱及其他４种常用有机磷农药（敌敌畏、辛硫磷、乙酰甲胺磷、草甘膦）的降解特性。结
果表明，ＣＪＣ－３对毒死蜱的最佳降解条件：温度为 ２８℃，培养时间为 ４８ｈ，农药浓度为 ２０００ｍｇ／Ｌ，降解率达
７６０３％。优化ＣＪＣ－３对其他有机磷农药的降解条件后，降解率分别为敌敌畏５０．４７％、辛硫磷６５．２９％、乙酰甲胺磷
２６．１５％、草甘膦３６．１２％，表明该菌株对有机磷杀虫剂和有机磷除草剂均有一定的降解效果，适用于有机磷农药的普
遍降解。
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　　据报道，２０１３年我国农药总使用量达到１２万 ｔ，其中有
机磷、氨基甲酸酯和拟除虫菊酯类农药使用量分别为８６３００、
５８００、３６００ｔ［１］。有机磷类农药已成为三大支柱之一，在世
界的农药市场上有着十分重要的地位［２］。其中，毒死蜱是当

今有机磷农药中的代表性品种，现在我国约有１５％的农药厂
家拥有毒死蜱相关产品，按每个品种的平均原药需求量

１０～１５ｔ计算，我国约有６０００～９０００ｔ的原药需求量［３］。农

药的使用在带来农业增产、农民增收的同时，农药残留已成为

严重危害人类生命健康的主要因素之一，如何消除其对生态

环境造成的不良影响就成为了不得不考虑的问题。目前根据

国内外的研究，认为微生物降解是解决其残留污染的有效途

径［４］，如董庆龙等通过改良定向培育法，驯化筛选到毒死蜱

降解菌ＣＡＳ１７，当毒死蜱浓度为 １００ｍｇ／Ｌ以下时，降解率可
达到６７％左右［５］。冯发运等从农药厂废液池旁采集小飞蓬

植物，提取植物汁液后以毒死蜱作为唯一碳源的无机盐培养

基连续筛选，得到１株高效降解菌ＸＦＰ－ｇｙ，当毒死蜱浓度为
１０ｍｇ／Ｌ时，９ｄ可完全降解毒死蜱，实现无残留［６］。本试验

通过驯化、筛选得到毒死蜱降解菌，并探索其降解特性以提高

对毒死蜱的降解率，同时还研究了该菌株对其他常用有机磷

农药包括杀虫剂和除草剂的降解效果，期望为有机磷农药的

广泛修复提供一定参考［７］。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　土样　云南曲靖蔡家冲复合化肥厂周边土壤，采用五
点采样法。

１．１．２　培养基　（１）基本培养基：葡萄糖２．５ｇ、柠檬酸三钠
０．５ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４０．１ｇ、ＫＨ２ＰＯ３３．０ｇ、Ｋ２ＨＰＯ３７．０ｇ、ＭｇＳＯ４
０．１ｇ、Ｈ２Ｏ５００ｍＬ、琼脂１０．０ｇ，１２１℃高压蒸气灭菌３０ｍｉｎ。
（２）无机盐培养基：ＭｇＳＯ４０．２ｇ、ＮＨ４ＮＯ３１．０ｇ、Ｋ２ＨＰＯ３
０．５ｇ、ＣａＣｌ２０．１ｇ、ＫＨ２ＰＯ３０．５ｇ、ＮａＣｌ０．２ｇ、ＭｎＳＯ４痕量、
ＦｅＣｌ２痕量、Ｈ２Ｏ１０００．０ｍＬ，１２１℃高压蒸气灭菌３０ｍｉｎ。（３）
富集培养基：蛋白胨１０．０ｇ、氯化钠５．０ｇ、牛肉膏５．０ｇ、琼脂
２０．０ｇ、Ｈ２Ｏ１０００．０ｍＬ，１２１℃高压蒸汽灭菌３０ｍｉｎ

［８－１０］。

１．２　方法
１．２．１　菌种驯化　取５．０ｇ土样，用含毒死蜱４ｍｇ／Ｌ的无
机磷培养基于３０℃、１７０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养４８ｈ；取１０％
转接至新鲜无机磷培养基中并将农药浓度提高１倍，再继续
培养４８ｈ；随后加入５ｍＬ含有机磷农药的原液，培养５个周
期，共２４０ｈ［９－１０］。
１．２．２　菌种分离纯化　取１００μＬ驯化得到的土壤悬浊液涂
布于基本培养基表面，经培养后观察，挑取不同形态的菌落，

分离纯化。配置毒死蜱浓度为８ｍｇ／ｍＬ选择培养基，将分离
纯化后的降解菌菌株接种于选择培养基上，保存备用［９－１０］。

１．２．３　ＣＪＣ－３菌株形态特征和主要生理生化特征　参照
《伯杰氏细菌鉴定手册》对ＣＪＣ－３的菌落形态特征及主要生
理生化特征进行试验和观察记录［１１－１２］。

１．２．４　ＣＪＣ－３对毒死蜱的降解特性研究　分别研究培养时
间、温度、毒死蜱浓度、接种量对 ＣＪＣ－３降解的影响因素，以
确定其最佳降解条件与最大降解率。设置时间梯度分别是

６、１２、１８、２４、３６、４８、６０、７２ｈ；温度梯度分别是２５、２８、３０、３５、
４０℃；毒死蜱农药浓度分别是５００、１０００、１５００、２０００、２５００、
３０００ｍｇ／Ｌ；接种量分别为０．５％、１％、５％、１０％、２０％。按上
述条件将培养管置于恒温摇床中１７０ｒ／ｍｉｎ培养，得出最佳
降解条件，利用钼锑抗法测定复合菌剂的降解率［９－１０，１３］。

１．２．５　ＣＪＣ－３对其他常用有机磷农药的降解特性研究　分
别设置培养时间２４、３６、４８、６０、７２ｈ；培养温度２０、２４、２８、３２、
３６℃；敌敌畏浓度 ２０、４０、６０、８０、１６０、２４０、３２０、４００、
４８０ｍｇ／Ｌ；辛硫磷浓度 １００、１４０、１８０、２２０、２６０、３００、３４０、

—９７４—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第９期



３８０ｍｇ／Ｌ；乙酰甲胺磷浓度６０、１２０、１８０、２４０、３００、３６０、４２０、
４８０、５４０ｍｇ／Ｌ；草甘膦浓度 ４０、８０、１２０、１６０、２００、２４０、２８０、
３２０ｍｇ／Ｌ。将培养管置于恒温摇床中１７０ｒ／ｍｉｎ培养，测定
降解效率，得出最佳降解条件［７，１０，１３］。

２　结果与分析

２．１　降解菌的分离纯化
经过分离、纯化得到１株高效降解菌，编号为ＣＪＣ－３。

２．２　ＣＪＣ－３菌株形态特征和主要生理生化特征
经初步生理生化鉴定后，ＣＪＣ－３于选择培养基上的单菌

落呈圆形，表面光滑湿润，菌体隆起，边缘整齐不透明。初生

时为白色，生长时间较长后为乳白色，菌体挑取时有黏着性，

划线时不易划开，菌体常多个连在一起，呈短杆状，菌体平均

直径为４．７０μｍ，革兰氏反应呈阳性，存在芽孢和荚膜，为好
氧菌。

２．３　ＣＪＣ－３菌株对毒死蜱的降解特性
２．３．１　毒死蜱降解时间优化　如图１所示，当降解时间较短
时，ＣＪＣ－３菌株数量少、生长缓慢，菌株降解活性低，随着降

解时间的延长，菌体利用培养基的营养成分大量繁殖，ＣＪＣ－
３菌株对于毒死蜱的降解能力也逐渐增强、降解率明显上升，
于４８ｈ时降解率达到最大；在４８ｈ后，可能由于营养成分的
消耗、降解后的有机磷被菌体重新利用、菌体老化等原因，降

解率呈现下降趋势，当培养时间为４８ｈ时，降解率最高，为
５７．０１％。
２．３．２　毒死蜱降解温度优化　如图２所示，ＣＪＣ－３降解菌
株在低温和高温时降解率低至１８．９０％，分析可能因高温和
低温环境下抑制酶活性，不能有效地降解毒死蜱，在温度为

２８℃时降解率最高，温度达３０℃时降解率骤降。最终温度
优化试验结果显示：当降解温度为２８℃时，降解率最高，为
５８．８０％。
２．３．３　毒死蜱浓度优化　如图３所示，低浓度毒死蜱培养
时，ＣＪＣ－３降解菌株菌体降解能力弱，当毒死蜱浓度自
５００ｍｇ／Ｌ逐渐上升至２０００ｍｇ／Ｌ时，降解率达到最高，当毒
死蜱浓度再升高时，降解率下降，毒死蜱浓度优化试验结果：

ＣＪＣ－３降解菌株在毒死蜱浓度为２０００ｍｇ／Ｌ时，降解率最
高，为６５．８５％。

２．３．４　降解菌最佳接种量　如图４所示，ＣＪＣ－３降解菌株
接种量为０．５％～５％时降解率迅速提升，接种量至５％后，继
续增加接种量降解率提升效率变化不明显，因此最适接种量

为５％。
　　综合上述最优条件，在温度２８℃、培养时间４８ｈ、农药浓
度为２０００ｍｇ／Ｌ、接种量为５％（Ｄ６００ｎｍ＝１）的条件下，ＣＪＣ－３
菌株的降解率最高值可达到７６．０３％。

２．４　ＣＪＣ－３对其他常用有机磷农药的降解特性
２．４．１　有机磷农药浓度对ＣＪＣ－３降解效果的影响　设置敌
敌畏浓度分别是２０、４０、６０、８０、１６０、２４０、３２０、４００、４８０ｍｇ／Ｌ。
如图５所示，敌敌畏浓度在８０ｍｇ／Ｌ时ＣＪＣ－３菌株降解敌敌
畏效果最好，降解率为４２．７２％。
　　如图６所示，辛硫磷浓度在２６０ｍｇ／Ｌ时 ＣＪＣ－３菌株对
辛硫磷的降解最好，为３９．５４％。

　　如图７所示，乙酰甲胺磷浓度在２４０ｍｇ／Ｌ时 ＣＪＣ－３菌
株对乙酰甲胺磷的降解率最佳，为２４．１５％。
　　如图８所示，草甘膦浓度在１２０ｍｇ／Ｌ时 ＣＪＣ－３菌株对
草甘膦的降解效果最佳，为１５．３２％。
　　综合上述，农药浓度对 ＣＪＣ－３菌株降解效果有显著的

影响。ＣＪＣ－３菌株对这４种农药的降解率，随着农药浓度的
升高降解率逐渐升高，当农药浓度达到最适浓度时，降解率达

到最大，最后随着农药浓度升高而逐渐减小。当农药浓度超

过菌体所能承受的浓度后，菌体逐渐裂解死亡，降解率逐渐

减小。
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２．４．２　温度对ＣＪＣ－３降解效果的影响　每种有机磷农药分
别设置了５个温度梯度：２０、２４、２８、３２、３６℃，通过测定培养
温度对ＣＪＣ－３菌株降解４种有机磷农药的降解率变化和影
响，如图９所示。

　　ＣＪＣ－３菌株在 ４种有机磷农药中表现一致，在 ２０～
２８℃ 之间随着温度升高而逐渐增大。在２８℃时达到最大，
在２８～３６℃之间随着温度升高而降低。在２８℃下，４种农
药降解率分别为：草甘膦３６．１２％、敌敌畏４１．５４％、辛硫磷
５０．９５％、乙酰甲胺磷２６．１５％。
２．４．３　培养时间对ＣＪＣ－３降解效果的影响　分别测定４种
有机磷农药条件下，培养时间对 ＣＪＣ－３降解效果的影响。
试验结果表明，ＣＪＣ－３菌株对草甘膦、敌敌畏、乙酰甲胺磷的
降解率，随着培养时间的增加降解率逐渐增大。在４８ｈ降解
率达到最大，分别为：草甘膦３５．２１％、敌敌畏５０．４７％、乙酰
甲胺磷２３．４％，之后随着培养时间的增加降解率逐渐减小，
辛硫磷在６０ｈ降解率达到最大，为６５．２９％（图１０）。

３　结论与讨论

以毒死蜱为底物，采用梯度驯化法筛选得到菌株ＣＪＣ－

３。通过降解特性研究，ＣＪＣ－３对毒死蜱的最佳降解条件为：
温度２８℃、培养时间４８ｈ、农药浓度为２０００ｍｇ／Ｌ，降解率达
７６．０３％。然而，在实际农业生产中，为保证有效防治有害生
物，常常施用多种农药。为更好地发挥 ＣＪＣ－３降解菌的广
泛应用性，试验还研究了 ＣＪＣ－３对敌敌畏、辛硫磷、乙酰甲
胺磷３种有机磷杀虫剂以及１种有机磷除草剂草甘膦的降解
特性。结果表明，ＣＪＣ－３菌株对４种农药的降解率从大到小
依次为：辛硫磷６５．２９％、敌敌畏５０．４７％、草甘膦３６．１２％、乙
酰甲胺磷２４．１５％，证明该菌株对有机磷农药具有广泛的降
解特性，除可降解有机磷杀虫剂外，对有机磷除草剂也有一定

降解作用，可作为农药残留控制的新途径，为修复有机磷农药

污染的土壤提供了有效参考。
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