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一株毒死蜱降解细菌的分离鉴定及其在土壤修复中的应用
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摘 要：从蔬菜大棚土壤中分离到一株能以毒死蜱为唯一碳源和能源生长的菌株 +DE2，该菌在含毒死蜱（&%%.FGH）

的酵母膏和蛋白胨与同样毒死蜱含量而无酵母膏蛋白胨的无机盐培养基中，&6I 对毒死蜱的降解率分别为 46J#K
和 8#J$K；在土壤实验中 $%I 对毒死蜱（&%%.FGLF）的降解率接近 &%%K，加入 +DE2 菌在蔬菜大棚新鲜土壤中能有效

促进毒死蜱在土壤中的降解。根据生理生化特征、&#D 0+1M 序列分析、（N O 3）.()K测定和 +1M 同源性分析，将菌

株 +DE2 鉴定为粪产碱杆菌（!"#$"%&’(’) *$’#$"%)）。
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毒死蜱（3=)(0Q<0;C(B），化学名：(，(7二乙基7(7（2，

"，#7三氯7$7吡啶基）硫代磷酸酯，是美国陶氏化学公

司（+(R* 3=,.;-:&3S*）于 &4#" 年开发并研制出来

的一种广谱性有机磷酸酯类杀虫剂，广泛用于农业

和城市害虫的防治［&］。它在植物和土壤中的残留可

通过食物链影响人们健康［$，2］，由于其在叶面上持效

期较短，而在土壤中持效期较长［!］，因此，毒死蝉在

土壤中的降解情况早已受到人们的普遍关注。微生

物是影响有机磷农药在环境中降解的最主要因素，

因而微生物降解被认为是有机磷农药降解最可靠，

最高效的途径［"］。分离筛选能高效降解毒死蜱的微

生物是人们进行毒死蜱污染治理、土壤生物修复的

有效措施［#，8］。但到目前为止，关于毒死蜱降解细菌

的报道尚不多见。我们从浙江大学农场蔬菜大棚土

壤中分离到一株毒死蜱降解菌，本文报道了该菌株

的分离鉴定，以及实验室条件下该菌株在液体培养

基和土壤中对毒死蜱的降解特性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品来源：分离样品来自浙江大学华家池校

区蔬菜大棚，毒死蜱由浙江大学农药与环境毒理研

究所提供，纯度为 48J"K。供试菌株均属于粪产碱

杆菌（ !"#$"%&’(’) *$’#$"%) ），其 中 ! * *$’#$"%) M533
68"%5 来源于美国菌种保存中心，为模式菌株；! *
*$’#$"%) 3T33 MDH 8#8 来源于上海工业微生物研究

所，为参比菌株。+DE2 由本实验室分离于浙江大学

华家池校区蔬菜大棚土壤中。

!"!"# 主要试剂和仪器：试验中试剂均为 MU 级国

产试剂；用于 E3U 扩增的全套试剂均购自上海博亚

生物技术有限公司；&#D 0+1M 序列扩增引物也由上

海博亚生物技术服务有限公司合成。HNU&#7V 型

高速台式离心机（北京医用离心机厂）；EWD723 型精

密 QW 计（上海精科雷磁）；WXYMT+ 牌 E3U 仪（英国

W</:;I）；+X72M 型稳压稳流电泳仪（江苏兴化分析

仪器厂）；岛津 Z’7$""% 型紫外分光光度计（配有加热

设备）和 D=;.:I>[ N374M 气相色谱分析（日本岛津）。

!"!"$ 培养基：无机盐（\\）培养基：每升含 %J!F
\FDS!·8W$%，%J$F ],DS!·8W$%，%J$F $̂WES!，%J$F

（1W! ）$ DS!，%J%6F 3:DS!，QW8J%。毒死蜱溶于氯仿

后抽滤灭菌，加到预先灭菌的 \\ 培养基，设 2 个浓

度梯度，分别为 $%.FGH、"%.FGH、&%%.FGH。加富培养

基：在 \\ 培 养 基 中 分 别 加 &%%%.FGH 酵 母 膏 和

&%%%.FGH 蛋白胨，用于菌株的平板培养和斜面保

存。分离纯化培养基：在 \\ 培养基中再添加琼脂

$%F。
!"# 毒死蜱降解细菌的富集、分离、和纯化

在 "%.H 不同浓度（$%、"%、&%%.FGH）的毒死蜱富

集培养液中分别加入 "F 土样，2%_，$6%0G.;@ 摇床培

养 !I 后，吸取 &.H 转接到相同浓度的毒死蜱无机

盐培养基中，连续富集，如此转接 " 次后，用接种环

蘸取少量富集培养液，在相同浓度的毒死蜱分离纯



化培养基平板上划线分离，!"#培养，待平板上出现

单菌落后，挑取单菌落转接至分离纯化斜面培养基

上，连续接种、传代 $ 次，仍能在毒死蜱培养基上生

长的菌种选用。

!"# 毒死蜱降解菌的降解能力和降解率的测定

!"#"! 毒死蜱的气相色谱条件：采用带 %&’ 检测器

的 ()*+,-./ 01234 气相色谱分析；色谱柱：$5 672
8"8，9" : 8"" 目，长 8;$+，直径 !++；柱温 <="#，进

样口和检测器温度分别为 <!"#和 <$"#；载气：氮

气，流速为 >$+?@+*A，氢气 8$+?@+*A，空气!"+?@+*A；

进样量 $!?；保留时间：!;B!+*A。

!"#"$ 毒死蜱的提取：液体培养基中毒死蜱提取：

取供测培养基 <"+? 置于 8""+? 分液漏斗中，加重

蒸石油醚（=" : 3"#）<"+? C <，振摇 <+*A，收集并合

并石油醚相，置于 D2’ 浓缩仪中蒸至近干，再用氮

气吹干，重蒸石油醚定容，后用于气相色谱测定。

土壤中的毒死蜱提取：每个样品各取 $E 土壤于

8""+? 的三角烧瓶中，用 <"+? C < 重蒸石油醚，<$#
恒温震荡提取 8)，离心，过滤，收集滤液合并在 $"+?
容量瓶中，滤液用无水硫酸钠干燥后，后序步骤同液

体培养基中毒死蜱提取。

!"#"# 菌株 ’(&! 对毒死蜱的降解率的测定：在

FF 和加富培养基的毒死蜱降解性试验中以 <5的

接种量接入菌株 ’(&!，即将毒死蜱 FF 培养基中生

长 !- 的 ’(&! 菌株液培物 ";>+?，分别接入 <"+? 的

以毒死蜱为唯一碳源和能源的 FF 液体培养基中和

加富 培 养 基 中（ 毒 死 蜱 含 量 为 8""+E@?），!"#，

<""G@+*A振荡培养，以不接菌（无菌水代替）做对照。

分别于第 !、=、3、8<、8$、89- 测定 ’(&! 的菌体生长

!"=""和培养基中的毒死蜱降解率，每次 ! 个重复，

气相色谱条件如上。

取蔬菜大棚的新鲜土，设 > 个处理：灭菌土（新

鲜土自然风干后，过 <" 目筛，以无菌水调节湿度为

8"5，装入瓶中，高压灭菌锅中 8<8#灭菌 <)）；新鲜

土；添加 ’(&! 的灭菌土；添加 ’(&! 的新鲜土。土

样均装在棕色瓶中，毒死蜱浓度为 8""+E@HE。’(&!
菌株在 ?I 平板上 !"#培养 <>) 后，用无菌水稀释

至 #="" J 8;"，制成新鲜菌悬液，与土样均匀混和，使

得土壤 ’(&! 细菌接种量为 8"= 个@E 土。在黑暗条

件下 !"#每 $- 测定土壤中的毒死蜱残留量，培养

期间，补充喷无菌水保持土壤含水量在 8"5左右，

气相色谱条件如上。

!"% 分离菌株鉴定

!"%"! 菌株 ’(&! 生理生化鉴定：方法参照文献

［9 : 8"］进行。

!"%"$ 8=( G’K4 测序和系统发育分析：取培养在

?I 培养基是 <>) 的供体菌体少量，加入装有 8""!?
无菌重蒸 L<6 的 MNNOA-PGQ 管中，漩涡混匀后，沸水

浴 !+*A，8<"""G@+*A 离心 $+*A，上清液作为模板 ’K4
直接用于 &1R 扩增。

用于 8=( G’K4 的 &1R 反应的引物为一对通用

引物。正向引物 I(%9@<"：$S24040TTT04T11T001
T1402!S（$%&’()*&’*+ &,-* 对应位置为 9 : <B）；反向引

物 I(R8$>8@<"： $S24400400T04T1140110142!S
（$ U &,-* 对应位置为 8$>8 : 8$<<）。&1R 反应体系

（$"!?）：8" C &1R 缓 冲 液 $!?，FE1V<（<$++PV@?）

>!?，-KT&（$++PV@?）8!?，引物 I(%9@<" 和 I(R8$>8@
<" 各 <!?，模板 ’K4 8!?，.+/ 酶（8""""W@+?）";$!?，

重蒸 水 !>;$!?。&1R 反 应 条 件：3># <+*A；3>#
8+*A，$=# 8+*A，B<# <+*A，循环 <3 次；B<# 8"+*A。

&1R 产物的纯化和测序由上海博亚生物技术有限责

任公司完成，测序用引物为 I(%9@<"。

将所 得 的 部 分 长 度 8=( G’K4 序 列 >"BXN
（0OAI,AH 登陆号：4YB>9>=9）与 0OAI,AH 中核酸数

据进行 I?4(T 分析，利用 1V/Z[,V\ 8;9;8 进行比对，

通过 FM04 <;8 软件选用 D*+/G,<2N,G,+O[OG 距离模

型进 行 W&0F4 分 析 生 成 系 统 发 育 树，发 育 树 用

IPP[Z[G,N 法（8""" 次）重复检验。

!"%"# ’K4（0 ] 1）+PV5和 ’K42’K4 杂交：.+ 值

和（0 ] 1）+PV5采用热变性法测定，以 $ U &,-* D28<
为参比菌株。缓冲液为 ";8 C ((1（";"8$+PV@? K,1V，
";""8$+PV@? 柠檬酸钠），采用带有加热装置的紫外

分光光度计测定，热变性温度法（.+）。’K42’K4 杂

交采用复性速率法测定［88］，同样利用带有加热装置

的岛津 W72<$$" 型紫外分光光度计测定变性 ’K4
的复性速率，通过下列公式计算不同菌株之间的

’K4 同源性（L）：

L J（>7+ （̂7, ] 7X））@<（7, ] 7X）";$ C 8""5
7,、7X 分别代表 ,、X 菌株的复性速率，7+ 代表

,、X 两菌株 ’K4 混和样品的复性速率。每组杂交重

复 ! 次。

$ 结果

$"! 降解菌的分离和筛选

毒死蜱浓度为 <"、$"、8""+E@? 的分离纯化培养

基上均有菌落长出，各菌落纯培养物经革兰氏染色，

个体形态及鞭毛电镜等观察初步确定为同一菌株，

="3 微生物学报 #&0+ 1*&),2*,-,3*&+ 4*5*&+ <""$，7PVU>$ KPU=



命名为 !"#$，对该菌株作进一步鉴定和毒死蜱的降

解性研究。

!"! 菌株 #$%& 的表型特征

菌株 !"#$ 能以毒死蜱为单一的碳源和氮源生

长，革兰氏染色阴性，无芽孢，细胞杆状；没有鞭毛，

不能运动；在 %& 平板菌落乳白半透明，边缘整齐。

取其在 ’(()*+% 的培养基上生长，作进一步鉴定和

降解性研究。其表型特征（表 ’），根据其氧化酶反

应阳性，好氧，动力实验为阴性，无鞭毛，不运动等性

质初步鉴定为产碱菌属（!"#$"%&’(’)）。

表 ’ 菌株 #$%& 的表型特征

!!

,-./0 ’ #102345678 90-4:;0< 39 !"#$

,0<4 60;93;)0= >1-;-840;7<478< ,0<4 60;93;)!! 0= >1-;-840;7<478<

!!?87= 9;3) ,"@ -87=

!!A/:83<0 B &:44 C0=+ B

!!D5/3<0 B "/-24 C0=+ B

!!E-22743/ B "0//0;< -*-;

!!%-843<0 B "/-24 &/:0

!!":8;3<0 B &:44 &/:0+ B

!!E-/43<0 B #7*)024 B
>-4-/-<0 F GH6;3=:80=!! F

!!IJ7=-<0 F %74):< )7/K B

!!"7))32L< 874;-40 &/:0+ F C-81 15=;3/5<7< B
!!G74;740 ;0=:84732 F %767= 15=;3/5<7< B
!!G74;-40 ;0=:84732 B @2=3/0 B

M;0- B

图 ’ 基于毒死蜱降解菌株 #$%& 和亲缘关系相近的毒死蜱降解菌株的 ’($ )#*+ 序列的无根系统发育树

N7*O’ M#AE? 615/36022-478 4;00 .-<0= 32 ’P" ;!G? <0Q:0280< 39 <4;-72 !"#$ -2= ;0/-472* 81/3;65;793<R =0*;-=-472* <60870<

&334<4;-6 S-/:0< 3.4-720= T741 ’((( ;060474732< -;0 72=78-40= -< 60;8024-*0< -4 -// .;-2810<O G:).0;< 72 6-;02410<0< ;06;0<024 410 <0Q:0280<

-880<<732 2:).0; 72 A02&-2KO ,10 2:).0; -4 0-81 .;-281 63724< 7< 410 60;8024-*0 <:663;40= .5 .334<4;-6O &-;，HU <0Q:0280 =7S0;*0280O

!"& 菌株 #$%& 的系统发育分析

图 ’ 是根据菌株 !"#$ 的 ’P" ;!G? 序列与相关

属种 ’P" ;!G? 构建的系统发育树。图中可见菌株

!"#$ 位于 !"#$"%&’(’) 分支上，经同源性比较发现菌

株 !"#$ 与 !"#$"%&’(’) *$’#$"%) 的序列相似性为 VWU，

与 !"#$"%&’(’) <6O 的序列相似性也为 VWU，!"#$ 应

归属于产碱杆菌属。

!", 菌株 #$%& 的（-. /）0123和 #*+4#*+ 杂交

将菌株 !"#$ 进行（A F >）)3/U 测定和 !G?R
!G? 杂交，所得结果见表 H。

菌株 !"#$ 的 !G? 的（A F >）U为 XPYZU，与文

献报道的 ! O *$’#$"%) 模式菌株 ?,>> ZWX(,（A F >）

U为 X[YZU \ XVYHU（>3/T0// -2= E-2=0/，’VP[）相一

致，与参比菌株 >@>> ?"% WPW（A F >）U为 XXY$ 也相

符。!"#$ 与 ! O *$’#$"%) 的 ?,>> ZWX(,、>@>> ?"%O
WPW 的 !G? 同源性分别为 ZXU和 V$U。根据国际

系统细菌学委员会规定的 !G? 同源性在 W(U以上

为规定种的标准，!"#$ 应归属与粪产碱杆菌。这和

表型特征，生理生化特征和 ’P" ;!G? 系统分析结果

相一致，可确定菌株 !"#$ 应归属于 ! O *$’#$"%)。

表 ! #$%& 和参比菌株间的 #*+（-. /）0123和

#*+ 同源性

,-./0 H !G? 13)3/3*5 .04T002 <4;-72 !"#$ -2= ;090;0280 <4;-72< -2=
!G?（A F >）)3/U

"4;-72 !G?（A F >）)3/U !G? 13)3/3*5 T741 !"#$+U
!"#$ XPYZ ’((

?,>>ZWX(, X[YZ \ XVYH ZX
>@>> ?"%OWPW XXY$ V$

, 4560 <4;-72O

目 前 已 报 道 的 毒 死 蜱 降 解 菌 主 要 为

+)’,-./.($) 属 和 *"$0.1$#2’3%,/ 属，最 近 有 人 发 现

W(VH((X，]3/O[X G3OP 杨 丽等：一株毒死蜱降解细菌的分离鉴定及其在土壤修复中的应用



!"#$%&’()#$% (*’+%,($ !"#$%［&’］也 有 菌 株 能 降 解 毒 死

蜱，本文报道的菌株属于 - ( .($)(/,*，在 - ( .($)(/,*
中有 不 少 菌 株 有 降 解 环 境 污 染 物 的 能 力，如 - (
.($)(/,* ))* +&,- 能降解苯酚［&.］，- ( .($)(/,* *&［&,］具

有 /01 胞 外 解 聚 酶 可 以 降 解 /01。这 说 明 - (
.($)(/,* 在环境修复中有着广阔的应用前景。

!"# 菌株 $%&’ 毒死蜱的降解率

对菌株 23/. 的毒死蜱降解效率进行了初步研

究。结果表明（图 ’）在 44 培养基中菌体生长在 56
达到生长稳定期，培养 &76 后毒死蜱浓度从原来的

&889!:; 降至 ’.<+79!:;，降解率达到 +5<’’=，在加

富培养基中菌体 .6 就出现生长高峰，培养 &76 后毒

死蜱浓度降至 &<,,9!:;，降解率达到 >7<-5=。表

明加富培养基中的蛋白胨和酵母膏促进了 23/. 对

毒死蜱的降解，这也与本试验观察到的加富培养基

能有效增进供试菌的生长现象相一致。

图 ! 菌株 $%&’ 在 ()* 内的生长曲线和毒死蜱降解曲线

?@!(’ *AB C$"DBE #F 6B!"G6@F! "GHB #I CAJ#"%K"@I#E GF6 !"#LHA #I 23/.

L@HA@F &7 6GKE

!"+ 毒死蜱在不同土壤中的降解情况

图 . 为 23/. 在不同土壤处理中的毒死蜱降解

情况，可以看出在不同处理中土壤毒死蜱降解速率

存在着明显的差异，在灭菌土壤中，毒死蜱的降解速

率十分缓慢，’86 只降解了 &8=左右，而新鲜土壤中

的毒死蜱降解速率就明显快于灭菌土壤中，’86 降

解了 ’8=左右，这种现象可以说明微生物在毒死蜱

的降解过程中起着重要作用，因为新鲜土壤比灭菌

土壤微生物数量明显占优势。新鲜土壤中的毒死蜱

降解速率又慢于添加了 23/. 菌株的灭菌土壤，灭

菌土壤中添加的 23/. 浓度为 &85 个:! 土，数量明显

小于新鲜土壤中土著微生物的数量，但毒死蜱降解

速率却反而快于新鲜土壤，说明土壤中降解毒死蜱

的能力并不是由微生物数量起决定性作用，而是“质

量”在起作用［&-］。即添加了毒死蜱降解菌 23/. 的

灭菌土壤比新鲜土壤中存在着更多的可降解毒死蜱

的微生物。最高的降解率出现在添加了 23/. 的新

鲜土，由这种现象可以判断 23/. 在土壤中有良好

的毒死蜱降解能力，并且推测 23/. 和土著微生物

间可以形成一种稳定的微生物群落结构［&5，&+］。

图 ’ 菌株 $%&’ 在土壤不同处理中的毒死蜱降解曲线

?@!( . *AB C$"DB #F 6B!"G6@F! "GHB #I CAJ#"%K"@I#E @F HAB 6@IIB"BFH H"BGHB6

E#@JE L@HA EH"G@F 23/.

’ 讨论

分离菌株 23/. 能在以毒死蜱为唯一碳源和能

源的培养基上生长，培养基中加入酵母膏和蛋白胨

可明显促进菌株 23/. 对毒死蜱的降解，且其还能

在土壤中有效促进毒死蜱降解，大大缩短了土壤中

毒死蜱的半衰期。

分离菌株的生理生化特性和部分长度的 &53
"2MN 的 同 源 性 分 析 表 明，分 离 菌 株 最 接 近 于

-/)(/,0$"$* .($)(/,*，二者的 &53 "2MN 序列相似性为

>+=，并且其（O P )）=含量为 -5<7=，与 -/)(/,0$"$*
.($)(/,* 模 式 菌 株 N*)) 7+-8* 2MNQ2MN 同 源 性 为

7-=，进一步证实 23/. 与 -/)(/,0$"$* .($)(/,* 属于同

一个种。

试验结果证明，微生物在土壤的毒死蜱降解起

着很重要作用，菌株 23/. 即使在数量为 &85 个:!，
数量明显小于新鲜土壤中土著微生物数量时仍能有

效促进毒死蜱在土壤中的降解，说明 23/. 是一种

十分高效的毒死蜱降解菌。关于 23/. 在土壤中如

何降解毒死蜱的机制有待进一步研究。本研究为毒

死蜱的生物降解提供了新的微生物资源。

致谢 感谢浙江大学分析测试中心为本试验提供了

O) 仪器！
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