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　　摘要：从农药厂排放污泥中筛选分离得到１株可以以甲氰菊酯为唯一碳源生长的细菌菌株Ｗ－１０，经鉴定为粪产
碱杆菌。考察其对甲氰菊酯（ＦＰ）、氯菊酯（ＰＭ）和高效氟氯氰菊酯（β－ＣＦ）的降解特征，降解半衰期分别为５．０６、３．
４０、４．０３ｄ，重点研究菌株Ｗ－１０对不同异构体和对映体的降解差异。结果表明，３种菊酯虽然结构相近，但氯菊酯和
高效氟氯氰菊酯的顺反异构体呈现不同的降解选择性，菌株Ｗ－１０分别优先降解氯菊酯的顺式体和高效氟氯氰菊酯
的反式体；此外，菌株Ｗ－１０对对映体的降解选择性则主要体现在高效氟氯氰菊酯反式异构体所包含的一对对映
体上。
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　　拟除虫菊酯是人工合成的一类仿生农药，广泛用作农业
和卫生杀虫剂。菊酯农药种类较多，结构也较类似，大多数含

有１个或者多个手性中心，立体结构较为复杂，一般包含２个
以上顺反异构体，同时每个顺式或反式异构体又含有１对对
映异构体。研究表明，不同的菊酯异构体，其杀虫活性及对非

靶标生物的毒性往往存在很大差异［１－２］。同时当菊酯施用到

田间后，不同异构体在环境中的消解也显示出很大的不同，这

种差异主要是由环境微生物的代谢作用造成［３－４］。当前，国

内外有关菊酯在环境中对对映体或异构体的选择性降解有很

多研究［５－７］，但从微生物水平上考察单一微生物菌株对菊酯

异构体的降解差异，则只有很少的报道［８－９］。本研究从农药

厂污泥中筛选得到１株菊酯的优势降解菌株，研究其对甲氰
菊酯（ＦＰ）、氯菊酯（ＰＭ）和高效氟氯氰菊酯（β－ＣＦ）（结构见
图１）的降解行为，重点考察其对不同异构体和对映体的降解
特征。相关研究结果有助于阐释菊酯农药在环境中的对映体

选择性降解行为，同时可为菊酯农药的微生物强化修复提供

理论和试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
污泥取自河北省石家庄某农药厂；甲氰菊酯乳油（８９％）

由河北威远生物化工股份有限公司惠赠；甲氰菊酯标准样品

（９８％）购自上海市农药研究所；正己烷、乙酸乙酯、异丙醇等
购自天津市大茂化学试剂厂，均为色谱纯。本试验于２０１６年
在河北科技大学生物科学与工程学院实验室完成。

１．２　培养基
富集培养基：蛋白胨 １０ｇ、ＮａＣｌ１ｇ、ＫＨ２ＰＯ４１ｇ、水

１０００ｍＬ（ｐＨ值为７．０～７．２）；普通培养基：牛肉膏３ｇ、蛋白
胨１０ｇ、ＮａＣｌ５ｇ、水１０００ｍＬ（ｐＨ值为７．０～７．２）；基础培养
基：ＮＨ４ＮＯ３ １．００ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５０ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４
０．５０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．５０ｇ、ＮａＣｌ０．５０ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４１．５０ｇ、酵母浸
粉０．０５ｇ、水１０００ｍＬ（ｐＨ值为７．０～７．２），固体培养基在此
基础上加入２％琼脂粉。
１．３　试验仪器

安捷伦 １２００型高效液相色谱仪（带 Ｇ１３１４Ｂ紫外检测
器）、超净工作台、超声波清洗器、ｐＨ计、摇床、灭菌锅等。
１．４　菊酯降解菌的筛选

将１００ｍＬ含甲氰菊酯农药（１００ｍｇ／Ｌ）的富集培养基装
入２５０ｍＬ三角瓶中，灭菌、冷却后加入污泥１０ｇ，于３０℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ下摇床培养７ｄ，此后按１０％的接种量转接到下一
批含甲氰菊酯 （质量浓度依次为 １００、２００、３００、４００、
５００ｍｇ／Ｌ）的富集培养基中，每个浓度在相同条件下培养７ｄ
后，再按１０％的接种量转接到含甲氰菊酯为５００ｍｇ／Ｌ的基
础培养基中，继续培养１４ｄ，此后进行梯度稀释并涂布到普通
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固体培养基上，反复进行平板划线分离，直至得到单菌落，将

单菌落进行甘油管保存，最终得到３株优势菌株。通过后续
甲氰菊酯降解试验，选择降解性能最好的１株进行详细研究，
命名为Ｗ－１０。
１．５　菌种鉴定

将稀释好的菌液涂布于牛肉膏蛋白胨培养基上，待菌落

长出后，采用革兰氏染色以及芽孢染色后镜检。另外进行葡

萄糖发酵试验、甲基红试验等生理生化鉴定［１０］，并提取菌株

ＤＮＡ扩增后送往生工生物工程（上海）股份有限公司进行测
序，将１６ＳｒＤＮＡ的序列结果与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的核酸数
据进行同源性对比［１１］。

１．６　降解效能的测定
以Ｗ－１０菌株为种菌，进行菌液配制，以接菌量５％（菌

液Ｄ６００ｎｍ≈０．５）接种到装有１００ｍＬ含１０ｍｇ／Ｌ甲氰菊酯的
无菌液体基础培养基中，加入１ｍＬ吐温 －２０，以含相同浓度
无菌液体基础培养基作对照，在３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下振荡培
养，分别在０、２、４、６、８ｄ取样，使用液相色谱进行总量及手性
测定。氯菊酯和高效氟氯氰菊酯的降解测定试验与甲氰菊酯

相同。色谱条件为非手性高效液相色谱（ＨＰＬＣ）的色谱柱为
正相硅胶柱（购自大连伊利特分析仪器有限公司，２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ），流动相为正己烷 ∶异丙醇 ＝１００∶０．０８（体积比）；
手性ＨＰＬＣ色谱柱、甲氰菊酯和高效氟氯氰菊酯为 Ｃｈｉｒａｌｃｅｌ
ＯＤ－Ｈ（购自日本大赛璐化学工业株式会社，２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ），氯菊酯为ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＪ－Ｈ（购自日本大赛璐化学工
业株式会社，２５０ｍｍ×４．６ｍｍ），流动相均为正己烷 ∶异丙
醇＝１００∶２（体积比）。非手性和手性ＨＰＬＣ的检测波长均为
２３０ｎｍ，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为２０μＬ。具体色谱分析
方法参见文献［１２］。

２　结果与分析

２．１　菌株鉴定
菌株Ｗ－１０是能以甲氰菊酯为唯一碳源生长的细菌，该

菌属革兰氏染色阴性短杆菌，葡萄糖发酵试验为阴性，甲基红

试验为阴性，常成单、双或成链状排列，无芽胞，专性需氧。

Ｗ－１０菌株测定的１６ＳｒＤＮＡ序列长度为１４９９ｂｐ，与粪产碱
杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓ）ＡＵ０２的同源相似性达９９％，初步鉴
定为产碱菌属中的粪产碱杆菌。

２．２　菊酯降解菌降解条件的优化
分别调节温度为１０、２０、３０、４０℃，ｐＨ值为５．０、６．０、７．０、

８．０、９．０、１０．０，接菌量为０．５％、１．０％、３．０％、５．０％、７．０％、
１０．０％，于１８０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养，培养６ｄ后取样测定降解
率，进行条件优化试验。结果表明，该菌的最适生长条件为温

度３０℃、ｐＨ值７．０、接菌量５．０％，后续的菊酯降解试验均在
该条件下进行。

２．３　菊酯顺反异构体的降解选择性
菌株Ｗ－１０对３种菊酯的降解结果见表１。３种菊酯的

降解符合一级动力学方程，按异构体总量计，甲氰菊酯、氯菊

酯和高效氟氯氰菊酯的降解半衰期分别为 ５．０６、３．４０、
４．０３ｄ，降解快慢顺序为氯菊酯 ＞高效氟氯氰菊酯 ＞甲氰
菊酯。

甲氰菊酯、氯菊酯和高效氟氯氰菊酯分别含有１、２、３个
手性中心，因此甲氰菊酯含有２个对映异构体，无顺反异构
体。氯菊酯和高效氟氯氰菊酯均含有１个顺式异构体和１个
反式异构体，顺式异构体和反式异构体又分别含２个对映异
构体，因此共有４个对映体。表１中也列出了氯菊酯和高效
氟氯氰菊酯顺反异构体的降解数据，氯菊酯和高效氟氯氰菊

酯存在明显的顺反异构体选择性。氯菊酯的顺式体降解明显

快于反式体，顺反异构体半衰期分别为２．６８、４．３６ｄ，同时用
立体异构体比率（ｓｔｅｒｅｏｉｓｏｍｅｒｒａｔｉｏ，简称ＳＲ）表示顺式体和反
式体的浓度比值，降解过程中氯菊酯的 ＳＲ值逐渐减小，从
０ｄ的１．１９减小到８ｄ的０．５４。高效氟氯氰菊酯顺式体降解
明显慢于反式体，半衰期分别为４．４８、３．５９ｄ，降解过程中其
ＳＲ值从０ｄ的１．２０逐步增大到８ｄ的１．５７。图２给出了氯
菊酯和高效氟氯氰菊酯降解０、８ｄ时的分离色谱图，可以清
楚地看出ｃｉｓ－ＰＭ和ｔｒａｎｓ－β－ＣＦ分别是２种菊酯降解较快
的异构体。因此，Ｗ－１０菌株对氯菊酯和高效氟氯氰菊酯的
顺反异构体有着不同的降解选择性。

高效氟氯氰菊酯与氯菊酯在结构上只有很小的差异（图

１），前者仅比后者多１个氰基和氟原子，因此结构上的微小
差异可能会对化合物的异构体选择性带来较大影响，具体的

微生物降解机制仍有待深入研究。同时，菊酯在土壤试验中，

一般均为反式异构体快于顺式异构体［７，１３］，而本研究中

Ｗ－１０菌株对氯菊酯顺式体降解快于反式体，与土壤试验相
反，高效氟氯氰菊酯顺反式体的降解选择性则与土壤试验一

致，这可能是由于土壤中的降解微生物有很多种，而本研究中

仅为其中一种菌株的降解，土壤中不同的微生物菌群应该有

不同的降解特征，农药降解为各种微生物的综合代谢作用。

表１　３种菊酯及其顺反异构体的降解情况

浓度（ｍｇ／Ｌ）
０ｄ ２ｄ ４ｄ ６ｄ ８ｄ

ｋ×１０２

（ｄ－１）
ｔ１／２
（ｄ） ｒ２

ＦＰ Ｃｔｏｔａｌ ８．５４ ５．７１ ４．９２ ３．８５ ２．８４ １３．７０ ５．０６ ０．９８６０
ＰＭ Ｃｔｏｔａｌ ８．２１ ４．２３ ２．８８ １．８１ １．６５ ２０．３０ ３．４０ ０．９４７７

Ｃｃｉｓ ４．４６ １．９４ １．０６ ０．６４ ０．５８ ２５．９０ ２．６８ ０．９３６９
Ｃｔｒａｎｓ ３．７５ ２．２９ １．８２ １．１７ １．０７ １５．９０ ４．３６ ０．９６０２
ＳＲ １．１９ ０．８５ ０．５８ ０．５５ ０．５４

β－ＣＦ Ｃｔｏｔａｌ ８．３４ ５．６４ ４．２３ ２．５６ ２．２１ １７．２０ ４．０３ ０．９８１３
Ｃｃｉｓ ４．５５ ３．１８ ２．５３ １．５５ １．３５ １５．５０ ４．４８ ０．９７８６
Ｃｔｒａｎｓ ３．７９ ２．４６ １．７０ １．０１ ０．８６ １９．３０ ３．５９ ０．９８２０
ＳＲ １．２０ １．２９ １．４９ １．５３ １．５７

　　注：下标ｃｉｓ表示顺式体；下标ｔｒａｎｓ表示反式体，表２同；ｋ表示农药降解速率常数；ｔ１／２表示半衰期。
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２．４　菊酯对映异构体的降解选择性
菊酯所包含的对映异构体结构十分相近，只能在手性色

谱柱上得到拆分，笔者所在课题组先期工作已研究了菊酯的

手性拆分，并确定了各对映体的流出顺序［１４］。本研究在手性

柱上测试Ｗ－１０菌株对各菊酯对映体的降解情况，并定义对
映体比率（ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｒａｔｉｏ，简称 ＥＲ）为先流出对映体与后流
出对映体的浓度比值，具体结果见表２。甲氰菊酯和氯菊酯
的ＥＲ值始终为１．００左右，说明对映体降解速率基本一致，
没有选择性。高效氟氯氰菊酯顺式异构体所含的１对对映体
也没有降解选择性，而反式异构体则显示出一定的对映体选

择性，其ＥＲ值从０ｄ的０．９９逐渐增大，到８ｄ时为１．１３，说

表２　３种菊酯降解过程中ＥＲ值测定结果

时间

（ｄ）
ＦＰ ＰＭ β－ＣＦ
ＥＲ ＥＲｃｉｓ ＥＲｔｒａｎｓ ＥＲｃｉｓ ＥＲｔｒａｎｓ

０ １．００ １．０１ １．００ １．００ ０．９９
２ ０．９９ １．０２ １．０１ １．０１ １．０１
４ １．０１ １．００ １．０３ １．０３ １．０８
６ １．０２ ０．９９ １．０１ １．０２ １．１０
８ １．００ １．００ １．０２ １．０１ １．１３

明色谱柱上先流出的１Ｒ－ｔｒａｎｓ－β－ＣＦ降解略慢于后流出
的１Ｓ－ｔｒａｎｓ－β－ＣＦ，具体的手性分离色谱图见图３，２种对
映体的半衰期分别为３．７７、３．４３ｄ。

３　结论与讨论

本研究表明，微生物菌株对菊酯的降解选择性与菊酯的

结构密切相关，化合物结构的微小差异可能造成异构体选择

性的根本不同，因此研究微生物对手性污染物的降解和修复

时，必须将不同异构体分别进行考察，其原因可能与微生物体

内降解酶的特定手性结构有关，具体的作用机制仍有待深入

研究。同时，微生物的手性降解可以更加有针对性地降解手

性污染物的特征异构体，因此采用适宜的微生物菌株，有利于

（下转第２９０页）
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提高环境污染中手性农药的降解修复效果。
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