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氧化乐果降解菌的筛选及其培养条件的优化
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摘要: 为了利用微生物法修复氧化乐果污染的土壤,从陕北长期施用氧化乐果的土壤中筛选氧化

乐果降解菌。经过富集、分离、纯化, 得到 10 株能在含氧化乐果的培养基上生长的菌株, 其中

ZS- 4、ZS- 7、ZS- 8在含氧化乐果培养基中有较高的生长量, 24 h时 OD6 00均超过 0� 6。通过钼蓝

比色法测定,菌株 ZS-7对氧化乐果的降解率最高,达 72. 1%, 因此选择 ZS-7作为氧化乐果高效降

解菌。其对氧化乐果的降解与菌体生长呈正相关,降解途径可能是利用葡萄糖以共代谢方式将氧

化乐果中的有机磷降解成无机磷。利用正交试验对 ZS-7的培养条件进行了优化, 结果显示: pH

7� 5、转速 150r/ min、温度 30 � 时,菌体产量比优化前( pH 7� 0、转速 180 r/ m in、温度 30 � )提高了

22� 06%。
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Abstract: In o rder to use microorg anism s for remediat io n of soil po lluted by omethoate, ten

st rains w ere iso lated f rom soil spr ay ed by om ethoate for a long tim e in northern regio n of

Shaanx i, w hich could g row on the medium containing om ethoate. T he ZS-4, ZS-7 and ZS-8 grew

obviously bet ter than o thers in the culture medium w ith o methoate, and OD600 w as more than 0� 6

af ter 24 hours. T he degradat ion rate of omethoate w as 72. 1% for ZS-7. T he ZS-7 str ain w as se-

lected as ef fect iv e ometho ate-deg radat ing st rain. T he o methoate-deg radat io n w as po sit ively relat-

ed w ith the st rain gro w th. The biodegr adat ion pathw ay might be degr adation of org anic phos-

phorus in om ethoate to inorg anic phosphorus by w ay of co-metabo lism using g lucose. T he culture

condit ions of the st rain ZS-7 w er e also opt imized by orthogonal test, and the result show ed that

the ZS-7 product io n was increased by 22. 06% at the condit ion of pH 7. 5, rotat ional speed of 150

r/ min and 30 � .
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� � 氧化乐果( O, O - 二甲基- S- [ 2- (甲胺基)

- 2- 氧代乙基]硫代磷酸酯, ometho ate) , 属二硫代

磷酸酯,是我国目前用量最大且难降解的有机磷农

药之一
[ 1-2]

,其毒性强,普通微生物难以降解, 目前仍

在大量使用,造成了严重的环境污染,因此,这类残

留农药的降解显得尤为重要[ 3-4] 。有机磷农药的微
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生物降解国内外已有报道 [ 5-6] ,但关于陕北地区土著

菌降解氧化乐果还没有较为系统的研究。鉴此, 从

陕北地区长期施用氧化乐果的土壤中分离筛选氧化

乐果降解菌,测定其降解率,并对其培养条件进行了

优化,以期为该地区残留氧化乐果污染的修复奠定

基础。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 供试土样 � 2010 年 6 月, 采用 5 点采样法

在宝塔区枣园长期施用氧化乐果农药的菜地采集 5

份土样备用。

1. 1. 2 � 培养基 � 富集培养基[ 7]
、肉膏蛋白胨培养

基、基础培养基
[ 8]
、LB培养基。

1. 1. 3 � 试剂 � 氧化乐果乳油( 40% )由天津制药厂

生产,钼酸铵、亚硫酸钠等均为分析纯。

1. 1. 4 � 仪器 � 紫外分光光度计 ( U Vmin-i 1240、日

本岛津公司)、气浴式振荡器( ZJS-1320、科大创新股

份有限公司中佳分公司)、高速离心机( H C-3518、科

大创新股份有限公司中佳分公司)等。

1. 2 � 方法
1. 2. 1 � 高效降解菌的筛选 � ( 1)富集、分离: 取供试

土样 2� 0g , 加入 50 mL 富集培养基中, 30 � 、180

r/ min培养 7 d;取第1次的培养液按5%的接种量再

次接入富集培养基中, 30 � 、180 r/ m in 培养 7d, 如

此再重复 4次。取最后 1 次富集培养液, 在含 2%

氧化乐果的基础培养基平板上划线分离, 得到单菌

落,转管于 4 � 保存备用。
( 2) 初筛: 采用生长量法[ 9] 筛选。取分离得到

的纯菌株活化, 之后按 2%的接种量接入含 2%氧化

乐果的基础培养基 (含 2 g/ L 葡萄糖) 中, 30 � 、

180 r/ m in 培养 24 h后,测定培养液的 OD600。选择

生长情况好的菌株进行复筛。

( 3) 复筛:取初筛得到的菌株活化, 之后按 5%

接种量接入含 2%氧化乐果、2 g/ L 葡萄糖的基础培

养基中, 以相同培养基不接菌作为对照组, 30 � 、

180 r/ m in 培养 4 d, 3 000 r/ m in离心 30 min,取上清

用钼蓝比色法
[ 10]
测定其中无机磷含量, 同时测定总

磷含量
[ 11]

,计算各菌株的降解率。

1. 2. 2 � 高效降解菌降解规律的探讨 � 取筛选得到

的高效降解菌, 按 2%的接种量接入含 2%氧化乐果

的基础培养基 (含 2 g/ L 葡萄糖 ) 中, 30 � 、180

r/ min 培养 7 d,从接种开始,每隔 24h 取样 1次, 按

照初筛和复筛的方法, 分别测定同一时刻各样品中

菌体的 OD600和氧化乐果含量。以时间为横坐标,

以菌体 OD600和氧化乐果含量为纵坐标,绘制曲线。

1. 2. 3 � 高效降解菌对氧化乐果代谢方式的探讨 � 将

高效降解菌活化后,以5%的接种量分别接种于A(含

2%氧化乐果的基础培养基)和 B(含 2%氧化乐果、

2 g/ L 葡萄糖的基础培养基) 2种培养基中, 30 � 、

180 r/ min培养 4d,测定 2种培养基中氧化乐果的残

留量,由此推测高效降解菌利用氧化乐果的方式。

1. 2. 4 � 高效降解菌生长规律的探讨及培养条件的

优化

1. 2. 4. 1 � 生长曲线的制作 � 取活化后的高效降解
菌按 5%的接种量接入 LB 液体培养基中, ( 30 �

1) � 、180 r/ min培养。从培养开始, 每隔一定时间

取样 1次,测定 OD600 ,直至 OD600开始下降时停止。

以培养时间为横坐标,以菌体 OD600为纵坐标,绘制

生长曲线。

1. 2. 4. 2 � 培养条件的优化 � 菌体的生长受多种因
素影响, 本试验以高效降解菌在 LB 培养基中的生

长量为指标, 对培养温度、初始 pH、摇床转速 3个

因素利用正交试验 L9 ( 34 )进行优化,具体因素及水

平见表 1。

表 1 � L9 ( 34 )正交试验的因素水平

水平
因素

A(初始 pH ) B(转速, r/ min) C(培养温度, � )

1 5. 5 100 20

2 6. 5 130 30

3 7. 5 150 40

1. 2. 4. 3 � 优化结果验证 � 取活化后的高效降解菌,

以 5%的接种量接入 LB液体培养基,分别按优化前

后的条件培养一定时间,测定菌体 OD 600。

2 � 结果与分析

2. 1 � 氧化乐果高效降解菌的筛选结果
2. 1. 1 � 富集、分离结果 � 经过富集、分离、纯化, 共

得到 10株能在含 2%氧化乐果的基础培养基平板

上生长的菌株, 分别编号为 ZS-1、ZS-2、ZS-3、ZS-4、

ZS-5、ZS-6、ZS-7、ZS-8、ZS-9、ZS-10。

2. 1. 2 � 初筛结果 � 将纯化得到的 10株纯菌株在含

2 g/ L 葡萄糖、2%氧化乐果的基础培养基中, 30 � 、
180r/ min培养 24 h, 各菌株的 OD600见表 2。从表 2

可以看出: ZS-4、ZS-7、ZS-8 这 3 株菌在含 2%氧化

乐果的基础培养基中有较高的生长量, 24 h 时

OD600均超过 0� 6。由于培养基中只含少量葡萄糖,

因此,可以初步断定这 3 株菌株有较强的降解氧化

乐果的能力。
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表 2 � 各菌株在含氧化乐果的基础培养基中的生长量

菌株编号 生长量( OD600 ) 菌株编号 生长量( OD 600)

ZS-1 0. 280 ZS-6 0. 215

ZS-2 0. 171 ZS-7 0. 627

ZS-3 0. 267 ZS-8 0. 604

ZS-4 0. 607 ZS-9 0. 318

ZS-5 0. 131 ZS-10 0. 127

2. 1. 3 � 复筛结果 � 将 ZS-4、ZS-7、ZS-8这 3株试验

菌株接入含 2%氧化乐果、2g / L 葡萄糖的基础培养

基中, 30 � 、180 r/ min 培养 4 d后,测定 3株菌对氧

化乐果的降解率, 结果见图 1。从图 1 可知, 菌株

ZS-7对氧化乐果的降解能力最强, 4 d时其降解率

可达 72� 1% ,因此,选择 ZS-7 作为氧化乐果高效降

解菌,进行后续试验。

图 1 � 不同菌株对氧化乐果的降解率

2. 2 � 高效降解菌的降解规律

高效降解菌 ZS-7 的生长情况及其对氧化乐果

的降解情况见图 2。由图 2可知,菌株 ZS-7在含有

氧化乐果的培养基中生长时, 适应期相对较长,从第

2天开始,菌体的 OD600开始增加, 与此同时,氧化乐

果的含量在下降, 到第 4 天时, 菌体生长到了稳定

期,氧化乐果含量也降至最低。由此说明,氧化乐果

的降解和高效降解菌 ZS-7 的生长有一定的相

关性。 � � �

图 2 � 菌株 ZS 7 生长及氧化乐果降解曲线

2. 3 � 高效降解菌利用氧化乐果的途径和方式
由表 3可知, 高效降解菌 ZS-7 在培养基 A 中

培养 4 d, OD600为 0� 063, 说明菌体没有明显生长, 同

时氧化乐果含量为 1� 76% , 也没有明显降低; 而在

培养基 B中, 4 d时 OD600达 0� 548, 氧化乐果含量降

至 0� 65%。由此可知, 菌株 ZS-7对氧化乐果的分

解利用与葡萄糖的存在有关, 其原因可能是菌株

ZS-7利用葡萄糖以共代谢方式将氧化乐果中的有机

磷降解成无机磷。

表 3 � ZS-7在不同培养基中培养后 OD600值和氧化乐果含量

培养基 ZS-7的 OD600 氧化乐果含量/ %

A 0. 063 1. 76

B 0. 548 0. 65

2. 4 � 高效降解菌的生长规律

高效降解菌 ZS-7 在 LB 培养基中的生长曲线

见图 3。由图 3 可知, 0~ 3 h 为 ZS-7 的潜伏期;

3~ 11 h为对数生长期, 这一阶段菌体快速增殖;

11~ 25 h 为平稳生长期, 25 h 以后, 进入衰亡期。因

此,在后续优化试验中,取样的时间选择在菌体细胞

最多的 11~ 12 h。

图 3� ZS-7 在 LB培养基中的生长曲线

2. 5 � 高效降解菌的优化培养条件

2. 5. 1 � 高效降解菌培养条件的优化结果 � 按照表

1正交试验 L9 ( 3
4
)方案,以菌株在 LB培养基中培

养 12 h的生长量( OD600 ) 为指标对 ZS-7的培养条

件进行优化, 结果见表4。对极差 R 值分析可知,

表 4 � ZS-7 培养条件正交试验优化结果

试验序号
因素

A B C
OD600

1 1 1 1 0. 299

2 1 2 2 0. 490

3 1 3 3 0. 374

4 2 1 2 0. 353

5 2 2 3 0. 309

6 2 3 1 0. 583

7 3 1 3 0. 229

8 3 2 1 0. 484

9 3 3 2 0. 607

K 1 0. 388 0. 294 0. 455

K 2 0. 415 0. 428 0. 483

K 3 0. 440 0. 521 0. 304

R 0. 052 0. 227 0. 179
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3个因素对菌体生长影响的程度依次是: B> C> A,

说明转速对菌体生长的影响最大, 温度次之, 初始

pH 最不明显。

表 4的结果只能进行直观分析, 为了了解各因

素影响之间的差异是否显著, 对结果进行了方差分

析,其结果 (表 5)也说明, 培养温度和转速对菌体

ZS-7的生长有极显著影响。通过分析可知, 适合

ZS-7生长的最佳条件是 A 3B3C2 , 即初始 pH 为

7� 5, 转速为 150 r/ m in,温度为 30 � 。

表 5� ZS-7 培养条件正交试验方差分析结果

变异来源 偏差平方和 自由度 F值

pH 0. 004 2 2. 000

转速 0. 079 2 39. 500��

温度 0. 056 2 28. 000��

误差 0. 020 2

总和 0. 141 8

� 注:在此过程中,以空白项为误差项, F2,8, 0. 05 = 4. 459,

F 2, 8, 0. 01 = 8�649, * * 表示差异极显著

2. 5. 2 � 验证试验结果 � 将 ZS-7接种于 LB培养基

中,分别在优化后条件( pH 7� 5、转速 150 r/ min、温

度 30 � )和优化前条件( pH 7� 0、转速 180 r/ m in、温

度 30 � )下培养 12h, 测定 OD600 分别为 2� 49 和

2� 04,培养条件优化后产量提高了 22� 06%。

3 � 结论与讨论

1) 从受农药污染的土壤中分离筛选具有优良

降解性能的菌株是筛选环境修复菌最常用的方

法[ 12]。本试验从陕北地区长期施用氧化乐果的土

壤中,经富集、分离、纯化,初步筛选得到氧化乐果降

解菌, 使用钼蓝比色法测定其降解率,其中菌株ZS-7

的降解率最高, 达 72� 1% , 因此, 选择 ZS-7 作为氧

化乐果高效降解菌。同时发现, 氧化乐果的降解和

菌体的生长有一定的同步性, 这可能是高效降解菌

在对数期后才能产生氧化乐果降解酶, 因此, 氧化乐

果降解的高峰期与 ZS-7生长高峰期一致。

2) 本试验利用正交法对氧化乐果高效降解菌

ZS-7的培养条件进行了优化, 结果显示: pH 7� 5、转

速 150 r/ m in、温度 30 � 条件下, 菌体产量比优化前

提高了 22� 06%。同时可知, 转速是影响菌体生长

的关键因素, 150 r/ min的效果优于 180 r/ min, 表明

该菌可能是好氧菌, 但过多的氧可能会抑制相关的

酶活性。

3) 微生物对农药的转化作用有 2种方式: 一是

矿化作用,农药可以作为微生物的营养源而被微生

物分解利用,生成无机物、二氧化碳和水; 二是共代

谢作用,有些化合物不能被微生物分解利用,但若有

碳源和能源的辅助基质存在时, 则有可能被部分降

解[ 1 3]。本试验结果表明, 高效降解菌 ZS-7 对氧化

乐果的降解过程中可能存在共代谢作用。
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