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菊酯类农药是一类人工合成的，类似天然除虫菊素的神经致毒性杀虫剂[1]，作为高毒、高残留有机磷和有机氯农药的替代品，已经成为世界第三大类杀虫剂，广泛用于防治农作物害虫。菊酯类农药化学性质较稳定，自然环境中残留期长达30~60 d[2]，是我国出口茶叶、蔬果中残留最严重的三类农药之一[3]。菊酯类农药对某些非靶标生物如蜜蜂、家蚕、鸟类和水生生物高毒[4]，也对人类和其他哺乳动物有危害。研究菊酯类农药的生物修复对于保护生态环境和保障人类健康具有重要意义，微生物降解在其中起重要作用。目前国内外已报道的菊酯降解菌[5-13]（Bacillus，Pseudomonas，Achromobacter，Trichoderma，Micrococcus，Alcaligenes，Rhodococcus，Sphingomonas以及Klebsiella等属）能以唯一碳源或共代谢的方式降解一种或多种菊酯类农药，但对这些菌株对不同菊酯类农药的降解速率与其结构的关系还缺乏系统的研究。环境中菊酯类农药生物降解有显著的立体异构选择性，如菊酯降解菌株CF-3、CF-17、CF-28对反式氯氰菊酯降解速率较顺式氯氰菊酯高1.7倍～2.5倍[14]；这种立体异构选择性导致了部分难降解异构体在环境中的积累而引起手性污染。在降解酶学方面，Maloney等[15]从Bacilus cereus SM3 中纯化获得大小为61 kDa菊酯水解酶，林淦等[16]从Pseudomonas putida CP-1中初步纯化获得大小为78 kDa的甲氰菊酯降解酶，中山大学刘玉焕等[17]从Aspergillus niger ZD11中获得一个大小为56 kDa的单聚体菊酯水解酶；这些菊酯降解酶酶活在菌体中均受到菊酯的诱导。在菊酯降解基因方面，中山大学刘玉焕等[13,18]从Klebsiella sp. ZD112及蔬菜地的宏基因组中分别克隆到菊酯水解酶基因estP和pye3；南京农业大学何健等[19]从菊酯降解菌JZ-1中克隆到一个菊酯水解酶基因pytH。
菌株Sphingobium sp. JZ-1[19]是一株从农药厂处理菊酯类农药生产废水的活性污泥中分离筛选到的菊酯降解细菌，该菌能广谱降解目前使用的各类菊酯类农药，且对菊酯具有独特的降解特性。本文研究了菊酯降解菌JZ-1对7种菊酯类农药的降解效率与菊酯分子结构之间的关系，对菊酯类农药降解的立体异构选择性及对氯氰菊酯的降解代谢途径进行研究。
1  材料与方法
1.1 试剂和培养基
菊酯类农药（氯菊酯、甲氰菊酯、氯氰菊酯、氰戊菊酯、溴氰菊酯、联苯菊酯、功夫菊酯)购自扬州农药厂，其他试剂未特别说明的均为分析纯，纯度大于96 %。1 %（w/v）菊酯原药母液：1 g菊酯原药溶解至100 ml的甲醇中，过滤除菌。基础盐培养基（g L-1）：NH4NO3 1.0，KH2PO4 0.5，K2HPO4 1.5，MgSO4•7H2O 0.2，pH 7.2。LB培养基（Luria–Bertani）和0.1 mol L-1的PBS缓冲液（pH 7.4）参照分子克隆[20]。含农药的固体LB平板：LB培养基中加入2 %琼脂和2 %的农药母液。含农药的固体PBS平板：PBS缓冲液中加入2 %琼脂和2 %的农药母液。
1.2 JZ-1对菊酯农药的降解
菌株JZ-1接种至50 ml LB培养液中，培养至稳定期，5 000 r min-1离心后菌体接种至50 ml含100 mg L-1菊酯类农药基础盐培养基中，于30 ℃、200 r min-1摇床培养。121 ℃灭活的JZ-1细胞作为对照。每隔8 h取不同处理培养液各3瓶，用50 ml二氯甲烷作全量提取，有机相用无水硫酸钠脱水，用氮气吹干后，定容至甲醇溶液中，用紫外扫描和气相色谱检测农药的降解情况。

1.3 检测条件

气相色谱的检测条件：ECD检测器；柱子SPB-5（30 m×250 μm×0.25 μm）；进样口温度，260℃；柱温，240 ℃；检测器温度，300 ℃；N2流速1 ml min-1。

反应体系中甲氰菊酯和氰戊菊酯同分异构体的分离和定量：高效液相色谱，CHIRALCEL® OJ-H手性柱；紫外检测器（Waters 2 487 Dual λ），检测波长为230 nm；甲氰菊酯，流动相为正己烷：1,2-二氯乙烷：乙醇（92︰6︰2，v/v/v），流速0.6 ml min-1；氰戊菊酯，流动相为正己烷：异丙醇（95︰5，v/v），流速0.4 ml min-1。
1.4 粗酶液的制备
菌株JZ-1接种至100 ml LB培养基及100 ml含100 mg L-1氯氰菊酯的LB培养基中，生长至稳定期后，12 000 r min-1离心5 min，0.1 mol L-1 PBS缓冲液（pH 7.4）洗涤菌体两次，菌体沉淀重悬于10 ml的PBS中，超声破碎5 min，12 000 r min-1于4 ℃离心10 min，留上清液。

1.5 粗酶液对氯氰菊酯的降解途径初步研究 
1.96 ml的PBS缓冲液中添加20 μl氯氰菊酯母液，20 μl粗酶液，37℃水浴，反应2、4、6 h各取出3只试管，用4 ml二氯甲烷全量提取，有机相用无水硫酸钠脱水并风干后，用1 ml乙腈︰水（60︰40，v/v，甲酸酸化pH为3）溶液定容，通过高效液相色谱、质谱检测代谢产物。
先经过高效液相色谱对中间代谢产物进行初步检测分离，再经过质谱进一步检测鉴定。高效液相色谱的检测条件：反相高效液相色谱（Shimadzu），Nova-Pak C18柱（3.9×150 mm）；Shimadzu SPD-20AV检测器；流动相为乙腈:水（60︰40，v/v，甲酸酸化pH为3），检测波长为270 nm。
质谱条件：采用电喷雾离子化方式 (ESI)，正离子（ESI+）状态下：喷雾气压力为35 psi（屏蔽气压力15 psi，辅助气20 psi），毛细管电压为4 500 V；负离子（ESI-）状态下：喷雾气（N2）压力为8 psi（屏蔽气压力3 psi，辅助气5 psi），毛细管电压为3 000 V；传输电压为70 V，质荷比扫描范围为80~350 m/z，扫描限为1 m/z，干燥气（N2）流速为10 L min-1，干燥气（N2）温度为350 ℃。
2 结果与分析

2.1 Sphingobium sp. JZ-1及其粗酶液在固体平板上对氯氰菊酯的降解
菌株Sphingobium sp. JZ-1可高效降解低浓度菊酯（20~50 mg L -1），而对于高浓度菊酯（200 mg L-1以上）降解能力明显减弱；JZ-1降解菊酯最适pH为7，最适温度30 ℃，接种量加大可使JZ-1降解菊酯速率加快。菊酯类农药的水溶性非常低（仅0.05~0.8 mg L-1），加入100 mg L-1菊酯的固体琼脂平板由于大部分菊酯为不溶的悬浮微小颗粒状态，而不透明。将菊酯降解菌Sphingobium sp. JZ-1接种至含100 mg L-1氯氰菊酯的LB固体培养基上于30 ℃培养3 d后在菌落周围会因氯氰菊酯被降解而形成肉眼可见的透明圈（图1A）；将Sphingobium sp. JZ-1的粗酶液点于含氯氰菊酯的PBS固体平板，30 ℃放置2~3 h后便形成一个明显的透明圈（图1B）。将Sphingobium sp. JZ-1细胞或其粗酶液点接至甲氰菊酯、氯氰菊酯、功夫菊酯、氰戊菊酯、溴氰菊酯和联苯菊酯固体平板上培养一段时间，也能观察到类似的透明圈。
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图 1 菊酯降解菌株JZ-1（A）及其粗酶液（B）在含氯氰菊酯的固体平板形成透明圈
Fig.1 Transparent haloes formed by cell (A) and cell-free extracts (B) of strain Sphingobium sp. JZ-1 on cypermethrin-containing agar plate


2.2 Sphingobium sp. JZ-1对不同菊酯类农药降解效率的比较
研究了Sphingobium sp. JZ-1对多种菊酯类农药的降解情况，结果表明Sphingobium sp. JZ-1能降解各种菊酯类农药，但在同等条件下，该菌对不同种菊酯类农药的降解效率相差很大（图2），降解效率与菊酯类农药的分子结构有以下规律：

(1) Sphingobium sp. JZ-1对氯菊酯的降解速率最快，32 h对100 mg L -1的氯菊酯完全降解；与氯菊酯相比，甲氰菊酯、氯氰菊酯、溴氰菊酯、功夫菊酯、和氰戊菊酯在分子结构上的差异在于醇部分α位引进了氰基（图3），说明α位氰基的引进增加了底物和酶结合的空间位阻或者增加了酯键的稳定性，导致了其降解效率的下降。
(2) Sphingobium sp. JZ-1对甲氰菊酯的降解速率和对氯氰菊酯的降解速率差别不大，但显著高于对溴氰菊酯、功夫菊酯和氰戊菊酯的降解效率。与甲氰菊酯相比，氯氰菊酯、溴氰菊酯、功夫菊酯和氰戊菊酯在分子结构上的差异在于其酸部分甲基分别被二氯乙烯基、二溴乙烯基、2-氯-3,3,3-三氟甲基-乙烯基和氯苯基取代；说明甲基被二氯乙烯基取代并不显著影响酶对菊酯的降解速率，而二溴乙烯基、2-氯-3,3,3-三氟甲基-乙烯基和氯苯基取代将显著降低酶对底物的催化效率。
(3) Sphingobium sp. JZ-1对联苯菊酯的降解效率最低，72 h对100 mg L -1的联苯菊酯仅降解约50 %。与其他菊酯相比，联苯菊酯在分子结构上最大的差别在于其醇部分3-苯氧基苯基被联苯取代，取代后降解酶和底物的结合受到了严重的空间位阻的阻碍。
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	图 2 菌株JZ-1在基础盐培养基对菊酯农药的降解
Fig.2 Time course of degradation of pyrethroids and growth of strain JZ-1 in mineral salts medium


2.3 Sphingobium sp. JZ-1对菊酯类农药的手性选择性
菊酯类农药的分子结构一般有1~3个手性中心，因此菊酯类农药分子一般有2~8个立体同分异构体(图3)。本文研究了Sphingobium sp. JZ-1对甲氰菊酯、氰戊菊酯和氯菊酯不同异构体的降解效率。甲氰菊酯有两个同分异构体（αR-和αS-），氰戊菊酯有四个同分异构体（αS,2R-，αR,2R-，αS,2S-，αR,2S-）（如图3），由于甲氰菊酯和氰戊菊酯的立体同分异构体在市场上购买不到，本研究用甲氰菊酯和氰戊菊酯原药（各立体同分异构体的近似等量混合物）进行降解反应，反应体系中菊酯提取后用手性高效液相色谱分离和定量各同分异构体，通过测定同分异构体在混合物中的组分（SF，stereoisomer fraction）变化来研究菌株对菊酯同分异构体降解的选择情况[21-22]。试验表明，甲氰菊酯和氰戊菊酯中各同分异构体在混合物中所占的比例（SF），整个降解过程中非常稳定，这表明Sphingobium sp. JZ-1对甲氰菊酯和氰戊菊酯各同分异构体的降解效率无显著差异（表1）。此外，通过比较Sphingobium sp. JZ-1对顺式-氯菊酯和反式-氯菊酯的降解速率发现，顺式和反式氯菊酯降解速率非常接近，无显著差异，这说明顺反结构的立体异构也不影响JZ-1对底物的降解速率（表2）。综上所述，Sphingobium sp. JZ-1对菊酯类农药的降解不存在手性选择性。
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	甲氰菊酯 Fenpropathrin
	氯菊酯 Permethrin
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	联苯菊酯 Bifenthrin
	氰戊菊酯Fenvalerate
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	氯氟氰菊酯 Cyhalothrin
	氯氰菊酯 Cypermethrin
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	溴氰菊酯 Deltamethrin

	图3 菊酯农药的分子结构（黑点表示手性位点）
Fig.3 Molecular structures of pyrethroids tested（Black dots indicate the chiral centers）


表1 Sphingobium sp. JZ-1降解甲氰菊酯和氰戊菊酯过程中SF变化

Table 1 SF change with the process of Sphingobium sp. JZ-1 degrading fenpropathrin and fenvalerate
	样品 Sample
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氰戊菊酯 
Fenvalerate

	
	αR-
	αS-
	αS,2R-
	αR,2S-
	αS,2S-
	αR,2R-

	A
	0.491
	0.509
	0.261
	0.264
	0.239
	0.236

	B
	0.488
	0.512
	0.269
	0.274
	0.229
	0.227

	C
	0.483
	0.517
	0.271
	0.273
	0.228
	0.228


     注：A，表示反应初始，即底物未发生降解时；B和C 分别表示在底物降解约40 %~50 %和70 %~80 %时
Note: A stands for the initial phase of the reaction when no substrate was degraded; B and C, for the time approximately 40%~50% and 70%~80% of the substrate was degraded, respectively
 表2 Sphingobium sp. JZ-1对顺式和反式氯菊酯的降解

Table 2 Degradation of trans- and cis- permethrin by Sphingobium sp. JZ-1
	底物Substrate
	浓度Concentration (mg L-1)

	
	0 h
	8 h
	16 h
	24 h

	顺式-氯菊酯

trans-permethrin
	97.5±2.1
	46.1±1.6
	21.7±1.3
	10.5±0.5

	反式-氯菊酯

 cis-permethrin
	99.2±3.4
	46.4±2.0
	22.3±1.5
	11.1±0.3


2.4 Sphingobium sp. JZ-1对氯氰菊酯降解代谢途径的初步研究

在基础盐培养基中，菌株Sphingobium sp. JZ-1能在48 h内将100 mg L -1的氯氰菊酯完全降解，图4是培养液二氯甲烷提取物的紫外扫描图谱，从图谱中我们发现，降解48 h后图谱上紫外区吸收峰（277 nm和235 nm）消失，说明没有苯环类中间产物积累，氯氰菊酯应该被完全降解。
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	  图 4 菌株Sphingobium sp. JZ-1降解氯氰菊酯过程中的紫外扫描图谱
Fig.4 UV scanning of strain Sphingobium sp. JZ-1 degrading cypermethrin


研究了Sphingobium sp. JZ-1细胞粗酶液对氯氰菊酯的降解情况，发现无论培养基中是否添加菊酯作为诱导底物，JZ-1细胞粗酶液均能降解氯氰菊酯，且降解速率没有显著的差别，说明JZ-1 细胞内的菊酯水解酶酶活性不需要菊酯的诱导。利用高效液相色谱对Sphingobium sp. JZ-1细胞粗酶液降解氯氰菊酯过程进行研究（图5 a~图5 d），结果显示，反应2 h，有大量的3-苯氧基苯甲醛生成；4 h后，3-苯氧基苯甲醛逐渐减少，有3-苯氧基苯甲酸不断生成，说明3-苯氧基苯甲醛正在转化为3-苯氧基苯甲酸。Sphingobium sp. JZ-1粗酶液不能进一步降解3-苯氧基苯甲酸，3-苯氧基苯甲酸在JZ-1中的进一步代谢途径有待于深入研究。通过高效液相色谱和质谱测定了粗酶液对氯氰菊酯的降解产物，离子质谱图5 e、图5 f中，得到强峰分为m/z（质荷比）199.08、m/z 212.98，其中199为苯氧基苯甲醛（分子量198）正离子峰为[M+H]+，212.98为苯氧基苯甲酸（分子量为214）负离子峰[M-H]-。因此，推断Sphingobium sp. JZ-1对氯氰菊酯的代谢途径是：菊酯首先在菊酯水解酶催化下水解形成二氯菊酸和3-苯氧基苯甲醛，3-苯氧基苯甲醛再氧化成3-苯氧基苯甲酸。
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	a. 3-苯氧基苯甲醛标准品

a. The standard of 3-phenoxybenzaldehyde
	b. 3-苯氧基苯甲酸标准品

b. The standard of 3-phenoxybenzoic acid
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	c. 酶促反应2小时

c. Enzymatic reaction for 2 hours
	d. 酶促反应4小时

d. Enzymatic reaction for 4 hours
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	e. 代谢物质谱图，苯氧基苯甲醛

e. MS of metabolite, 3-Phenoxybenzaldehyde 
	f. 代谢物质谱图，苯氧基苯甲酸

f. MS of metabolite, 3-Phenoxybenzoic acid 

	图 5 Sphingobium sp. JZ-1粗酶液降解氯氰菊酯过程中的中间产物HPLC-MS检测
Fig.5 Determination of the metabolites of cypermethrin degradation by the crude enzyme extract of Sphingobium sp. JZ-1 by HPLC-MS at different times


3 讨 论
菊酯降解菌株JZ-1鉴定为Sphingobium属，Sphingobium属细菌是土壤和水体中常见的土著性细菌，没有动植物致病性和毒性报道，在环境中具有很强的生存和适应能力；该属的细菌在菲、壬基苯酚和多环芳香族化合物[23]等有毒污染物的生物修复中发挥着重要的作用。Sphingobium sp. JZ-1能高效降解目前市场上使用的各种菊酯类农药，且降解后没有苯环类物质的积累，这些特性使得菌株JZ-1在土壤、水体和农产品菊酯农药残留污染生物修复中具有良好的应用前景。
菊酯类农药生物降解研究的一个难点是菊酯降解活性的检测，需要对待测样品进行全量提取后通过气相色谱或液相色谱测定，过程烦琐，耗时长。而菊酯降解菌的分离筛选、菊酯水解酶的纯化及菊酯降解基因的克隆需要对大量样品进行检测。以前，有研究者利用菊酯类似物或在菊酯分子中引入荧光基团来检测菊酯水解酶活性，如中山大学刘玉焕等[13]利用5-bromo-4-chloro-3-indolylcaprylate（X-caprylate，可被水解酶水解而形成蓝色的水解圈）来指示菊酯水解酯酶活性而成功地从菊酯降解菌Klebsiella sp. ZD112中克隆到菊酯水解酶基因EstP；Stok等[24]利用p-nitrophenyl acetate（pNPA）水解产生黄色产物作为菊酯水解酯酶活性标记老鼠肝脏微体中克隆到菊酯水解酶基因。但这种策略的缺点是指示试剂较昂贵，且生物体内的酯酶种类很多，将菊酯水解酶从众多的酯酶中筛选出来也是一项很繁琐的工作；已有研究表明菊酯水解酶不一定能将指示底物水解产生颜色反应从而导致实验失败，如Maloney等[15]发现从菊酯降解菌Bacillus cereus SM3细胞中纯化的菊酯水解酶并不能水解p-nitrophenyl acetate。在本试验中，降解菌株（或菊酯水解酶）会在含农药的固体平板上降解菊酯而出现明显的透明圈，这个现象可以作为定性检测菊酯降解活力的方法，与以前的方法相比较，该方法快速、简便、可靠、花费少。
菊酯类农药与一般农药相比的显著特点就是其分子结构中具有手性结构，存在立体同分异构体现象。同一种菊酯类农药分子的各同分异构体虽然在物理化学性质上相同，但其生物活性如杀虫效果等方面可能存在很大的差异，如顺式菊酯的毒性远远大于反式菊酯的毒性[22]；最近的研究表明，菊酯类农药的生物降解有显著的立体异构选择性，如在土壤中 (1S-cis)-bifenthrin的降解速率大于(1R-cis)-bifenthrin；在菊酯降解菌株中，(1S-cis)-permethrin的降解速率大于 (1R-cis)-permethrin，反式-氯菊酯较顺式氯菊酯降解快[21-22]；菊酯水解酶对反式-氯氰菊酯的降解速率是顺式-氯氰菊酯的4倍，(αR)(2S)-甲氰菊酯的降解速率是其他3种甲氰菊酯同分异构体的10倍以上[22]。而本研究表明Sphingobium sp. JZ-1对甲氰菊酯、氰戊菊酯和氯菊酯各光学异构体的降解效率没有显著差异，表明该菌对菊酯类农药的降解没有手性选择性，这一特性不同于已有报道，具有非常重要的理论研究和实际应用价值。

目前已发现菊酯类农药的生物降解途径有两条；在很多对菊酯类农药产生抗性的昆虫（如库蚊、家蝇和实蝇）体内菊酯类农药可以通过细胞色素P450的氧化作用而转化为无毒的化合物[25]。在已报道的菊酯降解微生物和部分对菊酯类农药产生抗性的昆虫（如黑尾叶蝉）体内发现存在着另外一条菊酯降解途径，即在菊酯水解酶的催化下，菊酯分子的羧酸酯键断裂分解成菊酸和3-苯氧基苯甲醛 （或其衍生物）[26-29]。酶学试验结果表明，Sphingobium sp. JZ-1对氯氰菊酯的降解是第二条途径，即在菊酯水解酶催化下分解为二氯菊酸和3-苯氧基苯甲醛。但与已报道的需要底物诱导的菊酯水解酶不同[15-17]，菌株JZ-1菊酯水解酶不需要菊酯诱导。

致 谢   感谢浙江工业大学生物与环境工程学院刘维屏教授和马云博士在甲氰菊酯和氰戊菊酯光学异构体分离和测定方面提供的帮助。
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Characteristics of Sphingobium sp. JZ-1 degrading pyrethroid pesticides 
Li Lian1  Wang Baozhan1  Zhou Weiyou2  Hang Baojian1  Guo Peng1  He Jian1†  Li Shunpeng1    
(1 Key Laboratory for Microbiological Engineering of the Agricultural Environment, Ministry of Agriculture, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095,.China)
(2 School of Chemical Engineering, Nanjing University of Science and technology, Nanjing 210094, China)
 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc Abstract  Characteristics of pyrethriod-degrading strain Sphingobium sp. JZ-1 and its crude enzyme extract degrading pyrethriod were investigated in this experiment. The strain was capable of degrading a wide range of pyrethroid pesticides, which followed a descending order of permethrin > fenpropathrin ≈ cypermethrin > cyhalothrin > fenvalerate > deltamethrin > bifenthrin in degradation rate. No chiral selectivity was observed in biodegrading pyrethroid isomers. The initial reaction of Sphingobium sp. JZ-1, in degrading cypermethrin was to break carboxylic acid ester bonds under the catalysis of permethrin hydrolase yielding equimolar amounts of dichloroving acid (DCVA) and 3-phenoxybenzaldehyde, which was then oxidized into phenoxybenzoic acid. The pyrethroid hydrolase in Sphingobium sp. JZ-1 was expressed without pyrethroid induction.
 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc Key words  Pyrethroid ; Biodegradadtion; Sphingobium sp.; Chiral selectivity
文章修改说明
非常感谢编辑和审稿专家对本文提出的宝贵意见，下面是我们对意见的回复：

编辑意见回复：
1.
文章格式请参照本刊。

答：已按要求修改。

2.
文中取值范围号用“～”表示，文献引注、文献页码起止用“-”表示。

答：已按要求修改。

3.
计量单位的分母单位以负指数幂表示，如“mg/L”改为“mg L-1”等。计量单位中间不加修饰词。数值与英文计量单位之间空1/4格。

答：已按要求修改。

4.
注意数字的三位分节。如“1000”应为“1 000”。

答：已按要求修改。

5.
公式及文中的外文字母、数码和数学符号需分清大小写、正斜体、上下标。

答：已按要求修改。

6.
参考文献列表请按本刊最新格式要求著录。

答：已按要求修改。

7.
其他意见见稿面修改示例及批注，并注意稿面中的质疑处。

答：已在文中按要求修改。

重审中编辑和专家意见回复：

1. “材料与方法”部分，农药是通过甲醇溶解后加入培养基的，那么甲醇在培养基中的浓度是多少？培养基中含甲醇是否影响降解菌的生长？

答：本实验中1%（w/v）菊酯原药母液是由1g菊酯原药溶解至100 ml的甲醇(分析纯)中，过滤除菌制得。在100 ml含100 mg L-1菊酯的培养基中，需加入菊酯原药母液1 ml，即加入了约为1 ml的甲醇，因此甲醇在培养基中的含量为约为1% (v/v)。培养基中含有甲醇对菌株的生长并无显著影响，如本文图1-A，菌株JZ-1在含菊酯200 mg L-1（即甲醇2%）的固体培养基上生长良好。

2. “材料与方法”部分，补充说明代谢产物的质谱检测条件；
答：已按要求在文中补充说明。

质谱检测条件：采用电喷雾离子化方式Electrospray Ionization （ESI），正离子（ESI+）状态下：喷雾气压力为35 psi（屏蔽气压力15 psi，辅助气 20 psi），毛细管电压为4 500 V，负离子（ESI-）状态下：喷雾气压力为8 psi（屏蔽气压力3 psi，辅助气 5 psi），毛细管电压为3 000 V，传输电压为70 V，质荷比扫描范围为80-350 m/z，扫描限为1 m/z，干燥气（N2）流速为10 L min-1，干燥气（N2）温度为350 ℃。
3. “结果与分析”部分，2.4节，“降解48小时后图谱上紫外区吸收峰（277 nm和235 nm）消失，说明没有苯环类中间产物积累”，给出相关参考文献以证实；
答：紫外－可见分光光度计是利用一定波长的紫外—可见光照射被分析的有机物质，引起分子中价电子的跃迁，选择性被吸收入射的紫外－可见光，根据这种特征吸收现象鉴别不同结构的有机物分子。此外，在紫外－可见光谱中，对于一种特定的物质的特征吸收波长，其吸收的程度正比于试样中该物质的浓度，因此测量紫外－可见光谱既可以定性分析分子结构，又可以定量分析组分含量。在本文引用的文献[5]中，作者正是通过紫外－可见光谱扫描来检测氰戊菊酯降解情况的。在如下文献[Luo S, Zhang J J, Zhou N Y. Molecular Cloning and Biochemical Characterization of Protocatechuate 3,4-dioxygenase in Burkholderia sp. NCIMB 10467. Microbiology, 2008, 35(5)：712-719.]中作者也利用了紫外－可见光谱检测原儿茶酸的降解情况。综上，本文利用紫外－可见光谱中苯环结构的特征吸收峰（277nm和235nm）消失的现象来说明没有苯环类中间产物积累是可靠的。
4. 图5中，对代谢物的质谱图作相应解析
答：离子质谱图5e、图5f中，得到强峰分为m/z 199.08、m/z 212.98，其中199为苯氧基苯甲醛（分子量198）正离子峰为[M+H]+，212.98为苯氧基苯甲酸（分子量为214）负离子峰[M-H]-，相应的分析已加入文中。
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