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三唑磷降解菌株 GS-1 的分离鉴定 
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摘  要: 从有机磷农药污水处理池污泥中分离到一株能高效降解三唑磷的菌株 GS-1, 通过生理生

化实验和 16S rDNA 序列同源性分析, 将该菌株鉴定为 Diaphorobacter sp.。菌株 GS-1 能以三唑磷

为唯一碳源生长, 能在 12 h 内降解 100 mg/L 的三唑磷至检测不出的水平。菌株 GS-1 降解三唑磷

的过程中会产生中间代谢产物苯唑醇(1-苯基-3-羟基-1,2,4-三唑), 36 h 后苯唑醇被完全转化。菌株

GS-1 降解三唑磷的最适 pH 值为 8.0, 最适温度为 30°C, 且对杀螟硫磷、辛硫磷、毒死蜱和甲基对

硫磷等农药具有良好降解效果。菌株 GS-1 对三唑磷、杀螟硫磷和辛硫磷具有趋化性, 显示了降解

性和趋化性密切相关。本研究显示了菌株 GS-1 具有良好的生物修复应用前景。 
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Abstract: A strain designated as GS-1, capable of degrading triazophos efficiently, was isolated from the 
sludge in an organophosphate-pesticides wastewater treatment plant. Strain GS-1 was identified preliminar-
ily as Diaphorobacter sp. based on its physiological and biochemical characters and the result of the 16S 
rDNA homologue sequence analysis. Strain GS-1 could grow with triazophos as its sole carbon source, and 
degrade 100 mg/L triazophos to non-detectable level within 12 h. The metabolite, 1-phenyl-3-hydroxy-1, 
2,4-triazole, produced during triazophos biodegradation was finally transformed within 36 h. The optimal 
initial pH value and temperature for triazophos degradation by GS-1 was 7.0 and 30°C, respectively. Strain 
GS-1 could also degrade some other organophosphorus-pesticides such as fenitrothion, phoxim, chlorpyrifos 
and methyl-parathion. Strain GS-1 also showed chemoatxis to triazophos, fenitrothion and phoxim, indicat-



1144 微生物学通报 2008, Vol.36, No.8 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

ing the close relationship between degrading and chemotaxis characteristics. This study demonstrated that 
strain GS-1 had great potential in the bioremediation of organophosphorus-pesticides contaminated sites. 

Keywords: Triazophos, Degradation, Diaphorobacter sp., Chemotaxis, 1-phenyl-3-hydroxy-1,2,4-triazole 

近年来, 农药在农业生产中发挥着重要作用。
然而, 由于化学农药的大量使用而导致的环境污染
问题却不容忽视。利用微生物降解技术进行农药污

染的清除被公认为是高效、廉价、无二次污染且最

有前景的修复方法, 是目前环境微生物学研究领域
的热点, 并且对农药残留进行原位生物修复已有许
多成功的报道[1,2 ]。三唑磷, O,O-二乙基-O-(1-苯基-1, 
2,4-三唑 -3-基 )硫逐磷酸酯 , 1970 年由原西德
Farbwerke Hoechst AG开发。三唑磷农药是一种广
谱性硫代磷酸酯类杀虫杀螨剂, 对粮、棉、果、蔬
菜等主要农作物上的许多重要害虫, 如螟虫、稻飞
虱、蚜虫、红蜘蛛、棉铃虫、菜青虫和线虫等都有

良好的防治效果, 其杀卵作用明显, 对鳞翅目昆虫
卵的杀灭作用尤为突出[3]。据相关研究表明三唑磷

半衰期较长, 具有一定的环境危害性。在荷兰, 地下
水中三唑磷浓度≤0.1 mg/m3时才被视为安全。我国

三唑磷原药年生产能力达到 3.1×104 t, 由于其大量
使用在粮食蔬菜水果上的造成的残留问题仍很严

重。国内外关于三唑磷的微生物降解研究取得了一

些进展 [4], 戴青华等自山东某地农田土壤中分离到
一株苍白杆菌 Ochrobactrum sp. mp-4, 该菌在 24 h
内能降解 98.3%的 100 mg/L三唑磷, 但该菌不能矿
化三唑磷 , 会累积中间代谢产物苯唑醇 [5,6]。Wang 
等从浙江新农化工的三唑磷生产车间土壤中分离了

一株能够降解三唑磷的克雷白杆菌 Klebsiella sp. E6, 
该菌在 7 d内降解 100 mg/L的三唑磷[7]。然而, 关
于高效的三唑磷降解菌株报道不多。最新研究结果

表明细菌的趋化性(Chemotaxis)能帮助降解性细菌
有效地感应到污染物, 增加污染物周围的细菌密度, 
提高污染化合物的生物降解性, 在污染物的原位生
物修复中具有重要作用[8,9], 然而三唑磷降解菌株对
其降解底物的趋化性还未见报道。 

本文分离、鉴定了一株三唑磷高效降解菌株

Diaphorobacter sp. GS-1, 该菌株具有较广的降解谱, 
能在 12 h内高效降解 100 mg/L的三唑磷, 并在 36 h
内完全转化代谢中间产物苯唑醇。对 GS-1的降解特
性进行了研究, 并研究了其降解性和趋化性之间的
关系。本文研究结果为有机磷农药污染环境的生物

修复提供了优良菌株资源, 显示了菌株GS-1具有良
好的生物修复应用前景。 

1  材料与方法  

1.1  培养基配方 
1.1.1  培养基和缓冲液: 基础盐培养基(MSM, g/L):  
NaCl 1.00, NH4NO3 1.00, K2HPO4 1.50, KH2PO4 0.50, 
MgSO4·7H2O 0.20, pH 7.0; LB 培养基(g/L): 酵母膏
5.00, 蛋白胨 10.00, NaCl 10.00 (固体加 2.0%的琼脂), 
pH 7.0; 富集培养基: 基础盐培养基中添加 100 mg/L
三唑磷; LBTAP培养基: LB培养基中添加 200 mg/L
三唑磷乳油; 趋化培养基(SSM, g/L): (NH4)2SO4 1.0, 
K2 HPO4 0.7, KH2PO4 0.3, MgSO4 0.2, NaCl 0.5, pH 
7.0, 琼脂糖 0.2%。趋化缓冲液: 40 mmol/L K3PO4, 
0.05%甘油, 10 mmol/L EDTA, pH 7.0。 
1.1.2  供试农药及试剂: 20%三唑磷乳油购自江苏
省农化股份有限公司。分析纯二氯甲烷、色谱纯丙

酮购自 Sigma公司, 其它试剂均为分析纯。 

1.2  菌株分离与鉴定 
1.2.1  菌株的分离: 污泥样取自山东省荷泽市某有
机磷农药排放污水处理池, 污泥样在含 100 mg/L的三
唑磷乳油的富集培养基中培养 5 d (30°C, 160 r/min), 
每 5天以 10%的接种量转接到相同的富集培养基中, 
连续转接 3次。然后取 1 mL富集液适当稀释后涂布
于 LBTAP平板, 培养 48 h后挑取周围出现水解圈的
单菌落, 分离纯化后保存。 
1.2.2  生理生化鉴定: 方法参见文献[10]。 
1.2.3  16S rDNA PCR 扩增及序列的测定: 5′端引物 
5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ (Escherichia coli 
bases 8 to 27), 3′端引物 5′-TACCTTGTTACGACTT- 
3′(Escherichia coli bases 1507 to 1492)。扩增反应 
体系如下: 10×Taq 聚合酶反应缓冲液 5 μL, dNTP   
(20 mmol/L) 4 μL, 引物(25 pmol/μL)各 2 μL, Mg2+ 

(25 mmol/L) 3 μL, 菌体 DNA(约 50 ng/μL) 1 μL, Taq 
DNA聚合酶(5 U/μL) 0.5 μL, 加 H2O至 50 μL。反应
条件: 95°C 5 min; 94°C 30 s, 50°C 30 s, 72°C 1 min, 
30个循环; 最后 72°C延伸 20 min。将扩增的 1.5 kb
左右的 GS-1菌株的 16S rDNA序列送上海英俊公司
测序, 获得序列后在 GenBank 核酸数据库中进行
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Blast 比对 , 利用 ClustalX1.8.1 进行分析 , 通过
NJplot软件分析生成系统发育树。 

1.3  三唑磷的检测方法 
取培养液 2 mL, 置于具塞的刻度试管中, 加入

4 mL二氯甲烷, 剧烈振荡后静置分层, 弃去上层水
相, 有机相经无水硫酸钠脱水后, 取 1 mL于微量离
心管中, 氮气吹干后加入 1 mL 丙酮溶解(色谱纯), 
用于紫外扫描检测和气相色谱分析。紫外扫描仪为

岛津 2401PC。气相色谱仪为岛津 GC-14B, 检测器
为氮磷检测器, 色谱柱为 OV225-毛细管柱(17 m× 
0.53 mm×20.0 μm)。检测器温度 280°C, 柱温 250°C, 
进样口温度 260°C。载气为氮气(纯度 99.99%), 恒压
160 kPa, 不分流进样, 进样量 0.5 μL。 

1.4  苯唑醇的紫外检测 
在 100 mL的基础盐培养基中添加 100 mg/L的

三唑磷 , 按 3%接种量接入洗涤后的 GS-1, 30°C,  
160 r/min 摇床振荡培养 , 定时取培养液 4 mL,  
10000 r/min离心 5 min, 取上清用于紫外扫描检测。 

1.5  降解特性研究 
在 LB 培养基中接种 GS-1 振荡培养至对数期

(OD600约为 2.0), 离心收集菌体, 用生理盐水洗涤 2
次后重悬, 作为降解试验的接种菌液。除非特别说
明, 降解试验中三唑磷浓度为 100 mg/L, 接种量为
3%, 30°C, 160 r/min摇床振荡培养, 定时取样, 气相
色谱检测, 每次试验重复 3 次。菌体生长量采用比
浊法, 即检测 600 nm 的吸光值。研究温度对 GS-1
的生长和降解三唑磷的影响 ,  温度分别设置为
20°C、25°C、30°C、35°C和 40°C。研究初始 pH值
对 GS-1 降解三唑磷的影响, 初始 pH值分别设置为
3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 和 10.0。研究 
三唑磷起始浓度对GS-1降解三唑磷的影响, 三唑磷
起始浓度分别设置为 100 mg/L、200 mg/L、400 
mg/L、600 mg/L、800 mg/L和 1000 mg/L。 

1.6  菌株对不同有机磷农药的降解情况 
在基础盐培养基中分别添加 100 mg/L 甲基对

硫磷、辛硫磷、三唑磷、毒死蜱和杀螟硫磷为唯一

碳源, 按 3%接种量接入 GS-1菌体, 30°C, 160 r/min
摇床培养 12 h, 用丙酮提取进行气相色谱检测。 

1.7  游动平板分析菌株对降解低物的趋化性 
取处于对数生长期的GS-1培养液, 离心收集菌

体, 用趋化缓冲液洗涤 3 次, 悬浮于趋化缓冲液中, 
滴加 10 μL(约 106个细胞)于趋化平板的中央, 趋化

培养基中以受试底物(100 mg/L的农药)为唯一碳源, 
培养一定时间, 如果细菌对所测化合物产生趋化反
应, 则会在平板上形成趋化圈。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的分离与鉴定 
在 LBTAP 平板挑取到一个周围出现水解圈的

菌落(见图 1), 分离纯化后命名为 GS-1。GS-1 菌体
呈杆状[(1.7~1.9) μm×(0.45~0.5) μm](电镜照片见图
2), 革兰氏染色为阴性, 不产芽孢, 端生鞭毛, 能运
动。生理生化特性为: 氧化酶, 接触酶阳性, 甲基红
阴性, VP 反应阴性, 吲哚反应阴性, 硝酸盐还原阳
性, 不水解淀粉。 

以菌株 GS-1 的基因组 DNA 为模板, 用细菌

16S rDNA 通用引物进行 PCR 扩增, 得到长度约为

1.5 kb的扩增产物, 测序后在 GenBank上登录(序列

号为 FJ158841)。16S rDNA序列同源性分析结果显

示菌株 GS-1 与 Diaphorobacter nitroreducens 
 

 

图 1  GS-1 在 LBTAP 平板上产生的水解圈 
Fig. 1  Transparent halos produced around the colonies of 
GS-1 
 

 

图 2  菌株 GS-1 的电子透射照片(4000×) 
Fig. 2  Electronic microscopy photograph of strain GS-1 (4000×) 



1146 微生物学通报 2009, Vol.36, No.8 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

图 3  菌株 GS-1 基于 16S rDNA序列同源性的系统发育树分析 
Fig. 3  Phylogenetic analysis of strain GS-1 and related species by the neighbor joining approach 

Note: Bootstrap values obtained with 1000 resamplings are indicated as percentages at all branches. The scale bars represent 0.01 substitu-
tions per nucleotide position. 

 
NA10BT (AB064317)、Diaphorobacter nitroreducens 
KSP3(AB076855) 和 Diaphorobacter nitroreducens 
KSP4(AB076856)同源性最高, 都为 99%(见图 3)。结
合 生 理 生 化 特 征 , 将 菌 株 GS-1 鉴 定 为

Diaphorobacter sp.。 

2.2  菌株 GS-1 生长和三唑磷降解的关系 
在三唑磷浓度为 100 mg/L 的基础盐培养基中, 

以 3%的接种量接入, 于 30°C、160 r/min摇床培养, 
每隔一定时间取样, 测定 OD600值及三唑磷浓度。从

图 4中可以看出, GS-1可将三唑磷在 12 h内降解至
检测不出的水平, 而菌株在 12 h 内几乎没有生长, 
随着时间的推移 ,  G S - 1 开始逐步生长 ,  推测 
 

 

图 4  菌株 GS-1 以三唑磷为唯一碳源的生长和降解曲线 
Fig. 4  Biodegradation of triazophos versus GS-1 cells 
growth in MSM medium supplemented with 100 mg/L tria-
zophos 
Note: The data are represented as the means ±standard deviation for 
triplicate incubations. 

GS-1 是进一步利用了三唑磷降解生成的中间代谢
产物生长。 

2.3  GS-1 对三唑磷中间代谢产物苯唑醇的降解 
在 100 mL的基础盐培养基中添加 100 mg/L的

三唑磷, 按 3%接种量接入洗涤后的 GS-1, 定时取
样检测。有机相的紫外扫描中发现 12 h三唑磷被完
全降解, 且检测不到中间代谢产物(图 5 A)。取水相
紫外扫描检测发现 12 h时在 275 nm处有新物质的
吸收峰, 该吸收峰与报道的三唑磷降解中间产物苯
唑醇(1-苯基-3-羟基-1,2,4-三唑)的最高吸收峰一致[6], 
推测中间代谢产物为苯唑醇, 但在 36 h后水相紫外
扫描检测发现苯唑醇被完全转化(图 5 B)。由于在有
机相和水相中最终都检测不到代谢产物, 而GS-1能
利用三唑磷为唯一碳源生长, 推测GS-1能够矿化三
唑磷。 

2.4  温度对 GS-1 的生长与降解三唑磷的影响 
按 3%的接种量接种 GS-1到装有 100 mL LB液

体培养基的 250 mL三角瓶中, 于不同温度下(20°C、

25°C、30°C、35°C、40°C), 160 r/min摇床培养 24 h, 

测定 OD600值。从图 6可以看出, 温度过高或过低都

会影响到菌株的生长, 30°C 最适合菌株的生长。从

图 7可以看出, 菌株 GS-1在 20°C和 40°C条件下对

三唑磷的降解效果较差, 25°C到 35°C降解效果良好, 

其中在 3 0 °C 时对三唑磷的降解效果最好。 
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图 5  GS-1 三唑磷降解的紫外扫描图谱 

Fig. 5  Degradation of triazophos observed by UV sanning  
注: A: 有机相; B: 水相.  
Note: A: Organic; B: Water. 
 

 
图 6  温度对 GS-1 生长的影响 
Fig. 6  The influence on growth of GS-1 by temperature 
 

 
图 7  温度对 GS-1 降解三唑磷的影响 
Fig. 7  Effect of temperature on triazophos degradation by 
strain GS-1 
 
30°C 是菌株的最适合生长温度, 所以在 30°C 时三
唑磷的降解效果最好。 

2.5  初始 pH 值对 GS-1 降解三唑磷的影响 
从图 8中可以发现, 在酸性条件下(pH<6) GS-1

对三唑磷的降解效果较差, 中性和碱性条件下降解 

效果较好, 在 pH 8.0时降解效果最好。可能在酸性
条件下降解酶的活性较低, 在中性和碱性条件下降
解酶的活性较高, pH 8.0降解酶的活性最高, 所以降
解效果最好。 

2.6  农药起始浓度对 GS-1 降解三唑磷的影响 
图 9的结果显示, GS-1对较高和较低浓度的三 

 

 

图 8  初始 pH 值对 GS-1 降解三唑磷的影响 
Fig. 8  Effect of initial pH value on triazophos degradation 
by strain GS-1 
 
 

 
图 9  初始浓度对 GS-1 降解三唑磷的影响 
Fig. 9  Effect of initial concentration of triazophos on tria-
zophos degradation by strain GS-1 
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唑磷都有较好的降解效果 , 18 h 内能完全降解    
200 mg/L 以下的三唑磷。对于高浓度的三唑磷 
(>400 mg/L)起初降解速度缓慢, 降解一段时间后降
解速度开始加快, 84 h内对 800 mg/L的三唑磷的降
解率可达到 90%以上, 该实验结果表明菌株GS-1适
用于各种浓度三唑磷污染环境的修复。 

2.7  GS-1 对不同有机磷农药的降解情况 
由表 1的数据可以看出, GS-1对三唑磷、杀螟

硫磷和辛硫磷的降解效果非常好, 在 12 h内可以降
解 90%以上的 100 mg/L的农药。GS-1在 12 h内也
能分别降解 72%和 86%的甲基对硫磷和毒死蜱, 表
明GS-1修复应用潜力巨大, 适合于复合有机磷农药
污染环境的修复。 

2.8  GS-1 对不同有机磷农药的趋化反应 
为了研究菌株 GS-1 农药降解性与其降解底物

趋化性之间的关系, 分别验证了 GS-1对三唑磷、杀 
 
表 1  菌株 GS-1 对不同有机磷农药的降解 

Table 1  Degradation of different organophosphorus 
pesticides by strain GS-1 

农药 
Pesticide 

三唑磷 
Triazophos 

甲基对 
硫磷 

Methyl 
parathion

杀螟 
硫磷 

Sumithion 

毒死蜱 
Durshan 

辛硫磷
Phoxim

降解效果
(%)   

Degradation 
efficiency 

100 72±0.84 97±0.14 86±0.71 90±0.74

 

螟硫磷、辛硫磷、甲基对硫磷和毒死蜱的趋化性, 通

过图 10中可以看出, GS-1对三唑磷产生很大的趋化

圈, 趋化特性显著。GS-1 对辛硫磷、毒死蜱和杀螟

硫磷产生的趋化圈较小, 显示趋化性较弱, 而对甲

基对硫磷的趋化反应不明显。细菌的趋化性是细菌

响应环境化学物质梯度的移动, 许多研究表明趋化

物(Chemoattractant)能作为细菌的代谢底物, 表明细

菌对污染物的趋化性和降解性之间存在密切关系。

本实验结果同时也显示了降解性与其趋化性之间存

在联系。 

3  结论 

1) 分离到一株三唑磷高效降解菌 GS-1, 初步

鉴定为 Diaphorobacter sp.。 

2) GS-1能以三唑磷为唯一碳源生长, 在 12 h内

能降解 100 mg/L的三唑磷至检测不出的水平; 降解

三唑磷的最适条件为 30°C和 pH 8.0; 该菌株还能降

解杀螟硫磷、辛硫磷、甲基对硫磷和毒死蜱等有机

磷农药。 

3) 菌株 GS-1 降解三唑磷的过程中产生中间代

谢产物苯唑醇, 36 h后苯唑醇被完全转化。 

4) GS-1对三唑磷产生的趋化反应非常显著, 对

辛硫磷、毒死蜱和杀螟硫磷产生趋化反应较弱, 对

甲基对硫磷的趋化反应不明显。 

 

 

图 10  GS-1 对不同有机磷农药的趋化反应(72 h) 
Fig. 10  Chemotaxis of GS-1 to different organophosphorus-pesticides (72 h) 
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