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及降解特性的研究
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  摘  要   从长期经有机磷农药污染的土壤中分离到一株能高效降解三唑磷的菌株 mp-4,通过生理生

化实验和 16 S rDNA 同源性序列分析将该菌鉴定为苍白杆菌属( Ochrobactrum sp. )。mp-4 菌能以三唑磷为唯

一碳源生长,对三唑磷的降解率为 98. 3%。在 25~ 37 e 、pH 值为 616 时生长较好, 27~ 32e 、pH715~ 818 时

有较好的降解性能。在水稻大田试验中, 米壳的三唑磷残留去除率为 911 9% , 糙米的三唑磷残留去除率为

100%。
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  世界上化学农药的出现和使用, 为农业生产做

出了巨大的贡献,但这些农药及其衍生物的毒性给

土壤和水体造成了潜在的危险,给自然生态系统带

来了极大的压力,给人们提出了如何消除农药残留

的环境污染的课题[ 1, 2]。近几十年出现的生物修复

技术已经成为消除面源污染物的有效方法。生物修

复技术主要是利用微生物的多样性及其代谢易变

性,筛选出高效的针对性强的降解性微生物进行人

工接种来强化污染物的降解[ 3]。利用微生物对农药

残留进行原位生物修复已有成功报道, 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
[ 4, 5]
。

三唑磷农药是一种有机磷杀虫剂, 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
[ 6]
。加上它的生产工艺比较简单,

得率较高, 使用方便, 在全国各地已大量推广应用,

仅江苏省每年在水稻上的使用面积就达几百万公

顷。但是,三唑磷农药半衰期较长,大量的使用在粮

食蔬菜水果上造成的残留问题仍很严重, 这一问题

迫切需要解决。目前, 国内外研究工作者已经分离

筛选了大量的降解农药的微生物,并成功的进行了

原位生物修复研究。但是关于三唑磷农药的生物降

解未见报道,利用三唑磷降解菌株进行田间原位生

物修复更是没有先例。本文研究了三唑磷农药的微

生物降解,并应用于田间水稻上, 有效地解决了水稻

生产过程中三唑磷农药残留问题, 为农业无公害生

产提供新思路。

1  材料与方法

111  供试材料

11111  培养基 基础盐培养基: ( NH4) 2SO4 110

g L- 1, K2HPO4115 g L- 1,KH2PO4015 g L- 1,NaCl 110

g L- 1, MgSO4# 7H2O 0105 g L- 1,水 1000 ml, pH710~

712。富集培养基: 在基础培养基中添加 100 mg L- 1

酵母膏。LBTAP 培养基: LB 培养基中添加 200

mg L- 1三唑磷乳油。种子培养基为 1/ 2LB, 发酵培

养基配方为葡萄糖 10 g L- 1, 酵母膏 1 g L- 1,

(NH4) 2SO4110 g L- 1, NaCl015gL- 1。其他参见文献[ 7]。

11112  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。三氯甲烷,分析纯, 上海

化学试剂厂。pMD-Tvector 购自TaKaRa公司。

112  试验方法

11211  菌株筛选 土样取自山东省有机磷农药

长期污染的农田土壤,将土样在含 100 mg L
- 1
的三

唑磷乳油的富集培养液中富集培养 4周, 并逐步提
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高三唑磷农药浓度到200 mg L
- 1
。取1 ml富集液适

当稀释后涂布于 LBTAP 平板,培养 36 h后挑取周围

出现透明水解圈的单菌落,分离纯化后保存。

11212  生理生化鉴定 方法参见文献[ 8]。

11213  分子生物学操作 菌体染色体总 DNA提

取、纯化、回收、酶连、转化方法参见文献[ 11]。序列

测定由TaKaRa 公司进行。

11214  16 S rDNA序列PCR扩增 引物设计参见

文献[ 10] : 5c端引物 5c-AGAGTTTGATCCTG GCTCAG-

3c( Escherichia coli bases 8 to 27) 3c端引物 5c-TAC-

CTTGTTACGACTT-3c ( Escherichia1coli1bases 1507 to

1492)。扩增反应体系如下: 10 @ Taq 聚合酶反应缓

冲液 5 Ll, dNTP( 20 mmol L- 1 ) 5 Ll, 引物 ( 25 pmol

Ll- 1)各2 Ll, Mg2+ ( 25 mmol L- 1) 6 Ll,菌体 DNA(约

50 ng Ll
- 1

) 1 Ll, Taq DNA聚合酶( 5U Ll
- 1
) 015 Ll,加

H2O至50 Ll。反应条件: 94 e 变性2 min; 94 e 30 s,

50 e 30 s, 72 e 1 min, 30 个循环; 最后 72 e 延伸
20 min。

113  三唑磷定量分析
水样经两倍体积的三氯甲烷提取后进行紫外扫

描, 测定条件为K200 nm~ K350 nm连续光谱扫描,定

量分析在 K248 nm条件下进行。

114  降解谱试验
在无碳基础盐培养基中分别添加 200 mg L- 1甲

基对硫磷、辛硫磷、对硫磷、马拉硫磷、三唑磷、甲胺

磷为唯一碳源,按5%接种量接入mp-4菌体, 30 e 摇
床培养24 h,三氯甲烷提取进行紫外扫描。

115  环境条件对菌株mp-4生长及降解三唑磷的影

响试验

  在最适碳、氮源利用试验中, 分别以 10 g L
- 1
葡

萄糖、麦芽糖、果糖、乳糖和蔗糖为唯一碳源或以 5

g L- 1牛肉膏、蛋白胨、酵母膏和硫酸铵、硝酸铵、氯

化铵、尿素为唯一氮源, 检测菌体培养12 h时的

OD600值。

在最适温度、pH 值试验中在葡萄糖铵盐培养

基,按 3%的接种量接入离心后以无菌水洗涤并悬

浮的 mp-4菌体。30 e (温度试验除外)摇床培养,

12 h后测 OD600值。

在温度、pH 对三唑磷降解影响的实验中,在无碳

基础盐培养基中加 200 mg L- 1的三唑磷,按 5%接种

量接入离心后无菌水洗涤并悬浮的mp-4菌体,设不

接菌为对照,摇床培养 24 h,测定三唑磷的降解率。

116  菌株mp-4在水稻田间去除三唑磷残留试验

将 mp-4 菌株在 70 L 中试发酵罐 ( GUJS-7-

70AUTOBIO2000型)发酵成菌剂 75 L, 发酵条件为:

温度 30 e , pH 值 618, 气液比 ( V/ V) 2/ 5, 转速 200

r min
- 1
。菌数通过平板计数为 112 @ 10

11
个 ml

- 1
, 聚

乙烯桶装常温运抵常熟试验地。试验时间为水稻抽

穗期至成熟收获期。

试验区布置为对照区和处理区各 3个区, 面积

各为 1167 hm2。按实验区水稻田地块自然分区。对

照区按照当地田间正常用药,三唑磷共用药 7次, 每

次 1800 ml hm- 2,共计 1216 L hm- 2。处理区按对照

区正常用药,最后一次用药后 3 天喷施 5 ml m- 2的

菌剂。

抽样检测:水稻成熟收获期在对照区和处理区

分别随机抽样稻穗 15份。去除稻穗穗柄,用去壳机

使稻谷米壳和糙米分离,分别取米壳和糙米 50 g 送

农业部农产品质量检验监督测试中心(济南)测试三

唑磷含量,检测方法参见 GB/ T17331-1998。

2  结果分析

211  菌株的分离与鉴定

21111  菌株分离 在 LBTAP 平板挑取到一个周

围出现透明水解圈的单菌落(见图 1) , 分离纯化后

定名为mp-4。菌体(见图 2)呈杆状( 1158 Lm @ 0179
Lm)、G- 、不产芽孢、周生鞭毛、运动。生理生化特

性为:氧化葡萄糖产酸、无胞外淀粉酶活性、氧化酶

接触酶皆弱阳性、能使牛乳酸凝固、VP反应阳性、吲

图 1 菌株 mp-4 在 LBTAP平板上产生的水解圈

Fig. 1  Hydrolyt ic circles generated by strain mp-4 on the LBTAP plate

图 2  菌株mp-4的电镜照片( @ 10000)

Fig. 2 Electronic microscopic photograph of strain mp- 4 ( @ 10000)
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哚反应阴性。

21112  16 S rDNA序列分析及菌种鉴定 用 SDS

高盐法提取菌株 mp-4的总 DNA, 以细菌 16 S rDNA

通用引物通过 PCR扩增出 mp-4115 Kb的 16 S rDNA

片段。PCR产物经纯化回收后,连接到 pMD 18-T 载

体上测序,序列测定结果为:

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCG

GCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCATTTGCTACGGAACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGTATGTG

CCCTTTGGGGGAAAGATTTATCGGCAAATGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGG

CGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG

CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAA

GCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA

CGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAGGGGTGAAATCCC

GGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGG

TGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCCGAGGTGCGAAAG

CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGGAGTTTACTCT

TCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGG

GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATACCGGTCG

CGGACACAGAGATGTGTCTTTCAGTTCGGCTGGACCGGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCC

GGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAA

TGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCA

ACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC

ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGG

GTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA

  将该序列在 GenBank中相关数据进行同源性分

析并结合生理生化特性将菌株 mp-4 鉴定为苍白杆

菌属( Ochrobactrum sp)。

212  菌株mp-4对三唑磷的降解性能

从扫描图谱 (如图 3)可知菌株 mp-4对三唑磷

的降解效率达 98%以上, 几乎完全矿化。从菌体生

长及降解进程曲线(如图 4)可知 mp-4菌能在以三

唑磷为唯一碳源的培养基中生长,且当菌体生长处

图3  菌株 mp-4 降解三唑磷的紫外扫描图谱

Fig. 3  UV scanning of degradat ion of triazophos by strain mp-4

图 4 mp-4 菌株生长与降解三唑磷进程曲线

Fig. 4  Growth curve of mp-4 and degradat ion curve of triazophos

于对数期时对三唑磷的降解速度明显加快, 在 24 h

内能降解 9815%。从试验结果可知 mp-4菌降解三

唑磷的性能很好, 可作为进一步试验和实际应用的

良好材料。

213  菌株 mp-4的降解谱

从表 1可知,菌株mp-4具有广谱的降解有机磷

农药的性能,能高效降解甲基对硫磷、对硫磷、辛硫

磷、马拉硫磷和三唑磷, 降解率均在 90%以上。
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表 1 菌株 mp-4 对不同有机磷农药的降解性

Table 1 Capability of strain mp-4 degrading different organophosphorous pest icides

底物

Subst rate

甲基对硫磷

Methylparathion

辛硫磷

Phoxim

对硫磷

Parathion

马拉硫磷

Malathion

三唑磷

Triazophos

甲胺磷

Methamidophos

降解率

Degrading rate( % )
100 9513 100 9314 9815 0

214  菌株mp-4的最适碳氮源

由图 5可知 mp-4菌能利用葡萄糖、麦芽糖、果

糖和蔗糖作为碳源, 几乎不利用乳糖,最适碳源为葡

萄糖。mp-4菌对氮源的利用谱较广, 以有机氮为唯

一氮源时生长明显好于无机氮, 最适有机氮源是酵

母膏。

图 5 菌株 mp-4 对不同碳源和氮源的利用

Fig. 5  Utilization of different carbon and nitrogen sources by strain mp-4

215  温度、pH值对mp-4生长和降解三唑磷的影响

  从温度、pH 值试验结果可知 mp-4 菌的生长和

降解温度范围都较广,在 25~ 37 e 生长良好,在27~

32 e 有较好的降解性能。mp-4菌的最适生长 pH值

为616, pH 值在 715~ 818降解性能较好,最适 pH值

为816。mp-4菌对温度、pH 值的良好适应性有利于

菌株在大田应用中较好的发挥作用。

图 6 温度对 mp-4菌生长和三唑磷降解的影响

Fig. 6 Effects of temperature on growth of mp- 4 and degradation of triazophos

216  菌株mp-4在水稻田间去除三唑磷残留结果

根据检测结果(见表 2)可知, mp-4菌株在大田

应用中能很好的发挥降解三唑磷的性能,米壳中的三

图 7 pH 值对 mp-4菌生长和三唑磷降解的影响

Fig. 7 Effects of pH on growth of mp-4 and degradat ion of triazophos

唑磷农药从对照的 21503mg kg
- 1
降为 01203mg kg

- 1
,

降解率为 9116%; 糙米中的三唑磷农药从对照的

01355 mg kg
- 1
降为检测不出, 降解率达到了 100%。

结果显示所有对照区中糙米中的三唑磷农药含量明

显小于米壳, 说明农药残留大部分残留于米壳中,而

糙米中的残留有可能是米壳中的残留部分运输至糙

米中。因此, 要使糙米中农残检测不出的关键在于

充分的降解米壳中的残留农药, 防止农药的运输转

移。实验结果表明,虽然处理区米壳中农药的检出

率均为 100%, 但是却有效地降低了农药残留, 最终
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使糙米中农残检出率为 0,达到了 A级食品的标准。

本研究为菌株 mp-4大规模应用于粮食、水果蔬菜的

农药残留降解、生产无公害农业产品奠定了良好的

基础。

表 2 菌株 mp-4在水稻大田去除三唑磷残留结果统计

Table 2 Statist ics of the test results of strain mp-4 degrading triazophos

in rice field

样品

Sample

处理

Treatment

三唑磷含量(mg kg- 1)

Triazophos concentrat ion

检出率(% )

Detect ion rate

去除率( % )

Degradat ion rate

米壳

Rice husk

未施菌

Control

施菌

Inoculation

21503? 013

01203? 012

100

100   9116

糙米

Brown rice

未施菌

Control

施菌

Inoculation

01355? 011

0 ? 010

53

0 100
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF TRIAZOPHOS

DEGRADING BACTERIUM mp-4

Dai Qinghua  Zhang Ruifu Jiang Jiandong Gu Lifeng Li Shunpeng

(Key Laboratory of Agricultural Environment Microbiological Engineering , Ministry of Agriculture, Nanjing Agricultural University ,Nanjing  210095, China)

  Abstract   A triazophos degrading bacterium designated as mp-4 was isolated from soils that have long been subjected to

organophosphate pollution. Strain mp-4 was identified as Ochrobactrum sp. based on its biochemica-l physiological characters and

the result of the 16 S rDNA homologue sequence analysis. Strain mp-4 can grow with triazophos as its sole carbon source and de-

grade it at a rate of 98. 3% . The optimal growth temperature and pH for mp-4 are 30 e and 6. 6 respectively. At the temperature

of 27~ 32 e and pH of 7. 5~ 8. 8, mp-4 can degrade triazophos well. Field test results show that mp-4 can decrease the residue of

triazophos in rice husk and brown rice by 91. 9% and 100% , respectively.

Key words   Triazophos; Degradat ion; Biochemica-l physiological
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