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摘　要　　从长期受毒死蜱污染的污水处理池中分离到一株毒死蜱高效降解菌株 ,命名为 Dsp22。经生

理生化和 16S rDNA序列同源性分析 ,鉴定其为鞘胺醇单胞菌属 ( Sphingomonas sp1)细菌。该菌株能在 24 h内

完全降解 100 mg L - 1的毒死蜱 ,降解特性的研究表明 :随着农药浓度的加大 ,绝对降解量也增大 ,但高浓度的

毒死蜱会导致不能完全降解 ;起始接种量和降解毒死蜱的速率呈正相关 ;外加氮源营养能够明显促进降解 ;

1 mmol L - 1的 Fe3 +和 Ni2 +等对其降解性能有抑制作用。研究了 Dsp22在土壤中降解毒死蜱的效果。结果表

明 ,Dsp22在三种供试土壤中都能有效的降解毒死蜱 ,其中在潮土中降解的速率最快 ,且当毒死蜱的浓度范围

在1～100 mg kg - 1内 Dsp22都能有效的降解毒死蜱 ,7 d降解率达到 85 %～98 %。
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　　随着农业生产的发展 ,农药的使用量越来越大 ,

由此造成了严重的环境污染问题。有关微生物降解

农药污染的研究很多 ,尤其是有机磷农药残留污染

的生物修复研究近几年进展较快[1～3 ]。

毒死蜱 (Chlorpyrifos)是一种高效、广谱、中等毒

性的有机磷类杀虫剂。在我国 ,毒死蜱广泛用于防

治多种作物上的螟虫、粘虫、介壳虫、蚜虫、棉铃虫、

蓟马、叶蝉和螨类等害虫。毒死蜱于粮食蔬菜水果

上的广泛应用造成了严重的残留问题。由于其在土

壤中持效期较长 ,半衰期从几天到几百天不等[4～6 ] ,

同时也对农田环境及其有益生物产生了影响。这些

都是迫切需要解决的问题。而毒死蜱作为一种有机

磷水解酶难以利用的底物[7 ] ,分离其高效降解菌株

存在一定的困难。国内外有关毒死蜱的微生物降解

的研究并不多见 ,目前仅报道了 2株细菌和一些真

菌 ,降解的速度和效果与对硫磷、甲基对硫磷等相比

还不甚理想[8～12 ]。因此 ,分离纯化出高效的毒死蜱

降解菌株 ,深入研究其降解特性 ,最终用于田间原位

生物修复 ,具有较高的理论意义和应用价值。

本研究分离、鉴定了一株毒死蜱高效降解菌株 ,

命名为 Dsp22 ,研究了实验室条件下其生物学特性和

降解特性 ,包括营养及金属离子对该菌株降解毒死

蜱的影响 ,并采用室内模拟方法 ,对该菌株在土壤中

对毒死蜱的降解效果进行了初步研究 ,为该菌株最

终应用于生产实践 ,特别是应用于修复毒死蜱污染

的生态环境提供理论依据和微生物资源。

1　材料与方法

111　试验材料

11111　供试菌株 　　Sphingomonas sp . Dsp22 由本

实验室分离。

11112　供试土壤 　　潮土、高沙土和红壤 ,土壤性

质见表 1。供试土壤经风干 ,过 20目筛 ,备用。

表 1　供试土壤的基本理化性质
Table 1　Primary physic2chemical properties of the tested soils

土壤类型

Type of soil
pH

有机碳

Organic carbon

(g kg - 1)

全氮

Total nitrogen

(g kg - 1)

矿质氮

Mineral nitrogen

(μg kg - 1)

潮土Brown soil 6132 12174 0189 52115

红壤 Red soil 4180 9120 0177 16160

高沙土 Sandy soil 8175 5186 0179 56102
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11113　培养基与药品　　MSMN培养基 :磷酸氢二

钾 110 g ,磷酸二氢钾 013 g ,硫酸镁 011 g ,氯化钠

110 g ,蛋白胨 110 g ,去离子水 1 000 ml ,pH 710。

LB培养基 :酵母粉 5 g ,蛋白胨 10 g ,NaCl 10 g ,

去离子水 1 000 ml ,pH 710 ,固体培养基加琼脂 2 % ,

121℃、25 min高压蒸汽灭菌。

毒死蜱降解菌分离培养基 :以毒死蜱 (浓度为

100 mg L - 1)为唯一碳源的MSMN固体培养基。

毒死蜱 :原药 ,化学名称 :O ,O2二乙基2O23 ,5 ,62
三氯222吡啶基硫逐磷酸酯 ,纯度 96 % ,南通染化厂

生产。

112　试验方法

11211　菌株的分离与鉴定 　　取农药厂污水处理

池中的水样直接涂布毒死蜱降解菌分离培养基 ,于

30℃倒置培养 3 d ,挑取有明显透明圈的菌落 ,在 LB

固体平板上纯化 ,菌株形态及生理生化特性测定参

照文献[13 ]进行鉴定 ,菌株 16S rDNA 的克隆及序列

测定和比较 ,参照文献 [ 14 ]的方法 ,提取菌株的总

DNA ,进行 16S rDNA的扩增。测序由上海英骏生物

技术公司完成。将测序结果用BLAST软件与 GenBank

中的 16S rDNA序列进行同源性比较 ,鉴定到属。

11212　降解特性研究　　菌种的制备 :在 LB培养

基中接种 Dsp22振荡培养至对数期 (OD600 = 210) ,离

心收集菌体 ,用生理盐水洗涤 2次后重悬 ,作为降解

试验的菌液。

除非特别说明 ,降解试验中毒死蜱浓度为

100 mg L - 1 ,接种量为 5 %。培养条件均为 30℃,

160 r min - 1摇床振荡培养 ,定时取样 ,气相色谱检测。

菌体生长量采用比浊法 ,即检测 600 nm的吸光值。

在浓度对毒死蜱降解的影响试验中设置 10、

50、100、200 mg L - 1四个浓度。

在接种量对毒死蜱降解的影响试验中设置

1 %、5 %、10 %三个接种量。

在营养条件对毒死蜱降解的影响试验中设置 5

种培养基 :1)基础盐 ,2)基础盐加100 mg L - 1的酵母

粉 ,3)基础盐加 100 mg L - 1的蛋白胨 ,4)基础盐加

1 000 mg L - 1的葡萄糖 ,5)基础盐加 1 000 mg L - 1的

蛋白胨。

在金属离子对毒死蜱降解的影响中设置 11 种

供试的金属离子 ,浓度均为 1 mmol L - 1。

11213　土壤降解试验 　　参考文献[ 4 ,15 ,16 ] ,称

20100 g土壤到 50 ml 三角瓶中 ,均匀加入毒死蜱甲

醇液使终浓度约为 100 mg kg - 1干土 ,吸附 24 h后即

为模拟污染土壤。试验设对照和处理组 ,处理组定

量加入 Dsp22 菌液 ,使土壤中菌浓度为 107 CFU g - 1

干土 ,调整各组土壤水含量为土壤最大持水量的 50 % ,

暗处培养。定期取样 ,测定土壤中毒死蜱的含量。

11214　样品中毒死蜱的提取 　　土壤 :称取土样

10100 g倒入相应的锥形三角瓶中 ,加入 20 ml氯仿 ,

置摇床剧烈振荡 2 h ,取 5 ml 土壤悬液 ,12 000 r min - 1

离心 5 min ,取上清 ,将氯仿用氮气吹干后 ,用正己烷

定容 ,加入无水硫酸钠 ,吸净残水后检测。培养基 :

取 2 ml培养液至相应的刻度试管中 ,加入 4 ml 氯

仿 ,振荡器剧烈振荡 2 min ,吸出上层水相 ,将氯仿用

氮气吹干后 ,用正己烷定容 ,加入无水硫酸钠 ,吸净

残水后检测。

11215　毒死蜱的检测方法 　　仪器 :岛津 GC214B

气相色谱仪 , ECD 检测器 ,色谱柱 : SPB25 石英毛细

管柱 (30 m×0153 mm×011μm) 。温度条件 :检测器

温度 280℃,进样口温度 260℃,采取程序升温 ,起始

温度 100℃,保持 1 min ,20℃min - 1升至 210℃,保持

2 min。载气为氮气 (纯度 99199 %) ,恒压 160 kPa ,不

分流进样 ,进样量 014μl。

2　结果与讨论

211　菌株的分离与鉴定

　　从长期自然驯化的水样中直接分离培养 ,避免

了实验室条件下人为造成的原有样品中的优势降解

菌群的改变。在获得的六株毒死蜱降解菌中 ,选取

降解性能最好的菌株 ,命名为 Dsp22。Dsp22 是革兰

氏阴性 ,无芽孢的直杆状 ,极生鞭毛 (图 1) 。接触酶

阳性 ,氧化酶阴性 ,不能水解淀粉 ,不能液化明胶 ,

伏2普反应阳性 ,甲基红反应阴性 ,不产生吲哚 ,水解

吐温 80。根据 16s rDNA同源性比较 ,再结合生理生

化特征 ,将该菌鉴定为鞘氨醇单胞菌属 ( Sphin2
gomonas sp . ) 。Genebank 登录号为 AY994060。鞘氨

醇单胞菌和假单胞菌一样 ,是一类降解能力很强的

细菌。近年来报道的很多污染物的降解菌株都是鞘

氨醇单胞菌 ,如本实验室分离的降解呋喃丹、六六

六[17 ,18 ]等环境污染物的菌株。作为革兰氏阴性的

细菌 ,无论是后续的基因克隆 ,还是发酵应用 ,都有

良好的可操作性。

212　毒死蜱浓度对 Dsp22降解的影响

从图 2中可以发现 ,Dsp22对浓度小于 100 mg L - 1

的毒死蜱有较好的降解效果 ,100 mg L - 1的毒死蜱

在 24 h内几乎被完全降解 ,这也是现有报道的降解

速度最快的菌株[8～12 ]。随着农药浓度的增加 ,绝对
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降解量也增大 ,但高浓度的毒死蜱最终导致不能完

全降解 ,这可能是由于其中间代谢产物 3 ,5 ,62三氯2
吡啶醇 ( TCP)对微生物有明显的抑制作用[4～6 ,8 ]。

Dsp22对 TCP的降解比毒死蜱本身要缓慢的多 ,它

的过量积累 ,对菌体产生毒害作用 ,反馈抑制了对毒

死蜱的降解。

图 1　Dsp22菌株的电镜照片

Fig11　Electron micrograph of strain Dsp22 (×19 000)
　　

图 2　浓度对 Dsp22降解毒死蜱的影响

Fig12　Effect of concentration on CP degradation by strain Dsp22
　　

213　接种量对 Dsp22降解毒死蜱的影响

由图 3可见 ,降解毒死蜱的速率和起始接种量

呈正相关 ,随着接种量的增加 ,前 12 h的降解速率

明显加快。较大的接种量缩短了菌体生长的延滞

期 ,从而相应的加快了前期的降解。但是 24 h 后 ,

接种量 5 %和 10 %的处理降解率相差不大 ,所以从

节约的角度看 ,5 %的接种量已经能够保证在短时间

内达到良好的降解效果。

图 3　接种量对 Dsp22降解毒死蜱的影响

Fig13　Effect of inoculum size on CP degradation by strain Dsp22
　　

214　不同营养条件对 Dsp22降解毒死蜱的影响

图 4的结果表明 ,添加少量的酵母粉和蛋白胨

对降解的促进作用不大 ,添加大量易利用的碳源 (葡

萄糖)虽然细菌的生长量有所增加 ,降解率反而下

降。这是因为菌株优先利用易于利用的葡萄糖 ,减

少了对毒死蜱的利用。但当添加蛋白胨的浓度达到

1 000 mg L - 1时 ,菌体生长量增加明显 ,降解率也明

显提高。可见一定程度上较高的氮源对 Dsp22降解

毒死蜱的影响有明显的促进作用。总之 ,微生物降

解农药 ,需要合适的外加碳、氮源浓度 ,过低则影响

微生物正常的生长 ,导致代谢缓慢 ,过高则降低菌株

对农药的利用或抑制降解酶的产生 ,只有适量添加

外加碳、氮源 ,才能既保证细胞的正常生理功能 ,又

满足降解酶产生的要求。

□　降解率 Degradation rate　　◆　菌体生长 Growth

11基础盐 Mineral medium;21酵母粉 Yeast ;31蛋白胨 Peptone

(100 mg L - 1) ;41葡萄糖 Glucose ;51蛋白胨 Peptone (1 000 mg L - 1)

图 4　不同营养条件对 Dsp22降解毒死蜱的影响

Fig14　Effect of nutrients on CP degradation by strain Dsp22
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215　金属离子对 Dsp22降解毒死蜱的影响

部分结果见图 5 ,在供试的 11种离子中 ,Ni2 + 、

Co2 +、Cu2 +、Zn2 +、Fe3 +、Mn2 +对降解有明显的抑制 ,

其他离子对降解则没有明显的抑制或促进作用。其

中Ni2 + 、Co2 + 、Zn2 +同时对菌体的生长也产生了明

显的抑制的作用 ,而 Fe3 +对菌体生长量的影响不

大 ,可能抑制了降解酶的活性。

□　降解率 Degradation rate　　◆　菌体生长 Growth

图 5　部分金属离子对 Dsp22 降解毒死蜱的影响

Fig15　Effect of some metal ions on CP degradation by strain Dsp22
　　

216　Dsp22在不同土壤中降解毒死蜱的效果

从图 6可以看出 ,Dsp22在 3种土壤中都能有效

降解毒死蜱 ,接菌 7 d后土壤中毒死蜱浓度分别降

低到 1517 mg kg - 1、4119 mg kg - 1和 113 mg kg - 1干

土 ,对照土壤中毒死蜱浓度分别为 8917 mg kg - 1、

10010 mg kg - 1和 4218 mg kg - 1干土。进一步分析可

以发现 ,土壤 pH值对降解效率的影响十分显著 ,在

中性的潮土中 ,绝对降解率达到了 8513 % ,而在酸

性的红壤中只有 5811 % ,在碱性条件下毒死蜱不稳

定 ,易分解 ,所以在高沙土中 ,毒死蜱的降解除了生

物作用外 ,理化因素也起了重要的作用。Dsp22在潮

土中降解毒死蜱的速率最快 ,除了其中性环境适合

菌体生长外 ,相对较高的有机碳、氮含量也有利于菌

体降解活力的保持 ,从而进一步加大了降解速率的

差异。这也说明一定程度上偏高的有机质含量可以

促进生物降解作用。

选择潮土作为试验土壤 ,进一步调整对照及相

应的处理土壤中毒死蜱含量分别为 1、20、

100 mg kg - 1 ,培养 7 d后取样检测毒死蜱含量。结

果见表 2 ,可以看出 Dsp22在 1～100 mg kg - 1的浓度

范围内都能有效降解毒死蜱 ,对低浓度的降解效果

更好 ( > 90 %) ,没有出现低浓度不降解的现象。

Dsp22的这种特性有利于确保在污染程度不同的土

壤中都能有效地发挥作用。

□未接菌对照 Uninoculated control　■接菌处理 Inoculated

图 6　不同土壤中 Dsp22降解毒死蜱的效果

Fig16　Degradation of CP by strain Dsp22 in different soils
　　

表 2　Dsp22对不同浓度毒死蜱的降解

Table 2　Degradation of chlorpyrifos different in content by strain Dsp22

浓度

Content

(mg kg - 1)

对照残留浓度

Residual content

of control

(mg kg - 1)

处理残留浓度

Residual content

in treatments

(mg kg - 1)

降解率

Degradation rate

( %)

100 9011 1510 8510

20 1719 113 9315

1 0197 0102 9810

3　结　论

1) 分离得到一株高效降解毒死蜱的菌株 ,鉴定

为鞘氨醇单胞菌属 ( Sphingomonas sp . ) 。

2) 该菌在 24 h内对 100 mg L - 1的毒死蜱降解

率达到 99 %以上 ,接种量为 5 %时有较高降解速率 ;

随着农药浓度的增加 ,绝对降解率也增大 ,但过高浓

度最终会抑制降解 ;外加氮源有利于降解 ,1 mmol L - 1

的 Fe3 +、Ni +对降解产生明显的抑制作用。

3) Dsp22在不同 pH、不同污染程度的土壤中都

能有效的降解毒死蜱 ,土壤的 pH值和有机碳、氮含

量对降解速率影响显著。在潮土 Dsp22中降解毒死

蜱的速率最快 ,除了潮土的中性环境适合菌体生长

外 ,相对较高的有机质含量也有利于菌体降解活力

的保持。
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF CHLORPYRIFOS DEGRADING

STRAIN SPHINGOMONAS SP. Dsp22 AND ITS CHLORPYRIFOS

DEGRADATION CHARACTERISTICS

Li Xiaohui　Jia Kaizhi　He Jian　Li Shunpeng­

( College of Life Science , Nanjing Agricultural University , Key Laboratory of

Agricultural Environmental Microbiological Engineering , Nanjing 210095 , China)

Abstract　A strain of bacterium designated as Strain Dsp22 ,capable of degrading chlorpyrifos efficiently ,was isolated from

sludge in a wastewater treatment installation that has long been treating chlorpyrifos polluted water. Strain Dsp22 was identified

preliminarily as Sphingomonas. sp based on its physiological and biochemical characters and the result of the 16 S rDNA homo2
logue sequence analysis. Strain Dsp22 can grow with chlorpyrifos as its sole carbon source ,degrading 100 mg L - 1of chlorpyrifos

completely within 24 h. Results of its degradation characteristics show that the degradation rate of chlorpyrifos was increased con2
siderably with the concentration. But when the chlprpyrifos concentration was higher than 200 mg L - 1 ,the strain Dsp22 stopped

degrading. Effects of initial inoculum size ,yeast extract ,glucose ,peptone and metal ion on degradation of chlorpyrifos by Dsp22
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were also studied. Results show that large initial inoculum size and a proper amount of peptone could promote its degradation of

chlorpyrifos. 1 mmol L - 1of Fe3 + and Ni2 + could restrain its degradation rate of chlorpyrifos. Addition of strain Dsp22 to three test

soils treated with chlorpyrifos resulted in a higher degradation rate of chlorpyrifos than in the control ,soils without inoculation.

However ,the highest rate was showed in brown soil ,which indicated moderate pH , moisture and nutrients could promote the

degradation. The degradation rate reached to 85 %～98 % at 7th day when the concentration of chlorpyrifos ranged in 1～

100 mg kg - 1 .

Key words　Chlorpyrifos ; Sphingomonas sp . ;Degradation characteristics ;Soil
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