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摘要:从长期受有机磷农药污染的土壤中分离到 4株能降解甲胺磷和甲基对硫磷的降解菌 ,初步

鉴定:2株为巨大芽孢杆菌(Baci l lus megaterium),分别为 BM1和 BM2 ,1 株为地衣芽孢杆菌(B.

l icheni formis)BL4 ,1株为假单胞菌属菌(Pseudomonas)P3 。摇床培养 7 d 后 ,除 BM1 外 , BM2 、

P3 、BL4菌株对甲胺磷和甲基对硫磷的降解率均在 90%以上 。盆栽试验表明:菌剂处理 30 d后 ,对

土壤中 2种有机磷农药的降解率均在 78%以上 。
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Abstract:Four bacterium strains deg rading methamidophos and methy lparathion w ere isolated

f rom contaminated soil by o rg anophosphorus pesticide.Tw o isolates w ere identified as Bacil lus

megaterium , one w as B .l icheni formis , and one belonged to the genus P seudomonas.The deg rada-

tion rate of tw o organopho spho rus pesticides by the four iso lates w ere over 90%in culture af te r 7

days and the deg radation rates w ere over 78% in soi l af ter 30 days.
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　　有机磷农药是造成土壤农药污染最主要的种类

之一 。目前 ,世界上的有机磷农药多达上百种 ,在我

国使用的约有 30余种 ,其中 80%以上是剧毒农药 ,

如甲胺磷 、甲基对硫磷 、对硫磷 、久效磷等
[ 1]
。目前 ,

我国有机磷农药占据农药主导地位的局面难以在短

期内改变 ,仍将长期使用 ,有机磷农药的广泛使用造

成的环境污染和食品污染问题已直接威胁人类生存

和农业的可持续发展 ,且农药残留业已超出了自然

生态系统自身修复能力 ,寻求降解有机磷农药的方

法 ,消除其引起的污染问题成为亟待解决的问题。

大量研究证明 ,微生物对土壤和水中的有机磷农药

均有很好的降解作用 ,且不会造成二次污染 ,因此 ,

筛选高效 、广谱的有机磷降解菌株具有重要意义[ 2] 。

本试验对从长期受有机磷农药污染严重的土壤
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中分离的有机磷农药高效降解菌的生理生化特性进

行了初步鉴定 ,并对该菌降解甲胺磷 、甲基对硫磷的

降解能力进行了测定 ,旨在为筛选有机磷农药高效

广谱降解菌提供理论依据和菌种资源。

1　材料和方法

1.1　材料

土样采集于农药厂排污口被污染的土壤 。

1.2　方法

1.2.1　降解菌的分离及筛选　取被农药污染的土

样 2.0 g ,放入装有 100mL 无机盐培养基的 500mL

三角瓶中 , 其中甲胺磷 、甲基对硫磷浓度均为

0.01%,置于 28 ～ 30℃, 150 r/min 条件下摇床培

养 ,以后按 10%接种量每周移种 1 次 ,逐渐提高至

0.1%,最后在无机盐培养基平板上划线 ,挑取生长

快的细菌菌落 ,在平板上划线分离单菌落 ,并结合镜

检至菌体形态单一为止
[ 3]
。

将筛选的甲胺磷降解菌株转接到甲基对硫磷降

解菌无机盐培养基上 ,选择在 2 种培养基上均能生

长的菌株 ,即同时降解甲胺磷和甲基对硫磷的菌株 ,

保存备用 。

甲胺磷降解菌无机盐培养基:NaCl 0.5g ,

KH 2PO4 0.5g , Na2HPO4 1.5 g , MgSO 4 · 7H2O

0.5 g ,微量元素溶液 1.5mL(CaSO4 ·2H2O 4.0g ,

FeSO4 ·7H2O 0.7g , FeCl3 ·7H2O 7.0 g , CoCl3 ·

6H 2O 0.2 g , NaMO4 ·2H2O 3.4 g , CaCl2 · 2H 2O

2.0 g ,蒸馏水 1000mL);1mL/ L甲胺磷 ,琼脂 15 g ,

蒸馏水 1000mL ,pH 7.0 。

甲基对硫磷降解菌无机盐培养基:NH4Cl 1.0g ,

KH 2PO4 0.5g ,K 2HPO 4 1.5 g , MgSO 4·7H2O 0.2g ,

NaCl 0.5 g , 甲基对硫磷 1mL ,琼脂 15g ,蒸馏水

1000mL ,pH7.0。

1.2.2　菌株鉴定　参考《常见细菌系统鉴定手册》

做生理生化试验 ,对分离菌株进行初步鉴定
[ 4]
。

1.2.3　对甲胺磷降解活性的测定　配制 LB 液体

培养基 50mL 于 250mL 三角瓶中 ,分别接种分离

到的菌株 BM1 、BM2 、P3 、BL4 ,在 35℃、120 r/min

摇床培养过夜作为种子液。配无机盐液体培养基

50mL 于 250mL 三角瓶中 ,灭菌后无菌条件下加甲

胺磷 ,使其浓度至 1 000mg/L 。按 5%的接种量接

种种子液 ,以不接菌为对照 ,在 35℃、120 r/min 摇

床培养 7d ,取降解菌液 ,8 000 r/min离心 5m in ,取

上清加入等体积乙酸乙酯 ,剧烈振荡 5min ,静置

1h ,取上层有机相加入少量无水硫酸钠脱水。

采用 C18反相柱(2.5 cm ×15cm)高效液相色

谱测定甲胺磷含量 ,流动相为乙腈∶水=4∶96 ,流

速为 1.5mL/min , 检测波长为 210 nm , 进样量为

20μL[ 5] 。

1.2.4　对甲基对硫磷降解活性测定　方法如 1.2.3 ,

培养 7d ,离心培养液 ,取上清加入 2.5倍体积二氯

甲烷 ,涡旋器上混匀 3min ,静置 1 h后去上清 ,加入

无水硫酸钠脱水 ,置 4℃冰箱。

气相色谱条件:载气 , 99.99%的高纯 N 2 ,压力

为 73.4 kPa;氢气流量 80.0mL/min;空气流量

120mL/min ;检测器 ,火焰光度检测器 ,温度250℃;

柱温 190℃;进样口温度 210℃;直接法进样 ,进样量

2μL
[ 6]
。

1.2.5　盆栽试验　测定降解菌对土壤中 2种有机

磷农药的降解活性 ,以草炭土作为菌剂的载体 ,将各

降解菌按比例均匀拌入 ,调整菌数 5×10
8
cfu/g 。试

验土采自生物中心试验田 ,过筛后 121℃灭菌 2 h ,

自然风干后 ,装入塑料盆中 ,每盆 1 kg 。播种时 ,均

匀拌入各供试菌剂(每盆 10 g),每盆播种棉花种子

10粒 ,每盆浇水量保持一致(每升水含甲胺磷 、甲基

对硫磷 1000mL),浇入的水量以不从盆底流出为

准 。共设 BM1 、BM2 、P3 、BL4 、CK 5 个处理 ,每处

理重复 6 次 ,温室随机摆放 。出苗后 ,疏为每盆 5

棵 ,以后按常规操作进行管理。

播种后 ,于 7 d 、15 d 、20 d 、30 d 各取样 1 次 ,测

定土壤和植株内的农药残留 ,计算降解菌对 2种有

机磷农药的降解率 。

2　结果与分析

2.1　降解菌株鉴定结果

利用含甲胺磷农药的无机盐培养基 ,共分离有

机磷降解菌 13个 ,多次划线纯化 ,得性状稳定的优

良降解菌菌株 7个 ,进一步转接于含甲胺对硫磷的

无机盐培养基上 ,仅 4 个菌株在此培养基上生长良

好 ,表明其有潜在的同时降解 2种有机磷农药的能

力 ,标号 Y1 、Y2 、Y3 、Y4 。根据伯杰氏系统细菌鉴

定手 册 , 鉴 定 Y1 、 Y2 为 巨 大 芽 孢 杆 菌

(B .megaterium),编号 BM1 ,BM2;Y3 为假单胞菌

属(Pseudomonas),编号为 P3 , Y4为地衣芽孢杆菌

(B .l icheni formis),编号为 BL4 。

2.2　摇瓶条件下降解菌株对 2种有机磷农药的降

解活性

摇瓶试验结果表明(表 1),菌株 BM1 、BM2 、

P3 、BL4 均有明显降解甲胺磷和甲基对硫磷的活
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性 ,其中 BM2 、P3 、BL4 3个菌株培养 7d后 ,降解率

均达到90%以上;BM1对甲胺磷和甲基对硫磷的降

解率稍低 ,分别为 75.26%、79.13%。

表 1　降解菌株对 2 种有机磷农药降解活性测定结果

菌株 BM1 BM2 P3 BL4 CK

甲胺磷(mg/ L) 213.6 65.2 72.3 30.8 863.3

降解率(%) 75.26 92.45 91.63 96.43 -

甲基对硫磷(mg/ L) 151.6 41.1 53.8 15.3 726.4

降解率(%) 79.13 94.34 92.59 97.89 -

2.3　降解菌对盆栽土壤中 2 种有机磷农药的降解

效果

盆栽试验结果表明 , 4种菌剂均能有效降解甲

胺磷和甲基对硫磷。在降解甲胺磷的试验中 ,菌剂

处理 20 d后 ,BM1 、BM2 、P3 、BL4四个处理的甲胺

磷残留量(图 1)分别为 25.0mg/kg 、25.3mg/kg 、

18.0mg/kg 、8.6mg/kg ,相对于对照75mg/kg 的残

留 ,4 个处理的降解率均达到 65%以上 ,其中 BL4

降解率达到 88.54%;30 d 后 ,除 BM1 降解率略低

外 ,其他 3个菌株对甲胺磷的降解率均超过 85%。

图 1　降解菌株对甲胺磷有机磷农药的降解效果

　　从图 2可以看出 ,甲基对硫磷在土壤中自然降解

较快 ,处理20d后 ,对照农药的残留量降为21.4mg/kg;

施入 4种菌剂进一步促进农药残留的降解 ,20d后 ,甲

基对硫磷的残留量分别降为6.1mg/ kg 、2.5mg/kg 、

图 2　降解菌株对甲基对硫磷的降解效果

5.6mg/kg 、3.2mg/kg ,降解率均在 71.50%。30d

后 ,菌剂处理的土壤中几乎检测不到甲基对硫磷残

留 。经统计 ,2种菌的降解率均在 78%以上。

3　讨论

关于农药的微生物降解菌 ,国内外已经进行了

较多的研究 ,已报道的主要包括细菌 、真菌和放线

菌 。目前 ,对有机磷农药降解细菌的研究包括降解

菌的获得 、降解酶的分离纯化 、降解酶基因的克隆以

及降解菌的田间应用等 ,报道的种属主要有假单胞

菌属 、芽孢杆菌属 、黄杆菌属等 ,但多是针对一种有

机磷农药有效 ,缺少广谱的有机磷农药降解菌[ 7] 。

本试验分离筛选的 4 株降解菌 , 2株是巨大芽孢杆

菌 ,1株是地衣芽孢杆菌 , 1株属于假单胞菌属。摇

瓶和盆栽试验结果表明 , 4株细菌均有明显的降解

甲胺磷和甲基对硫磷的效果 ,这为研制土壤修复剂

及构建高效广谱基因工程菌提供良好的菌种资源。

但是 ,本试验筛选的降解菌株主要针对甲胺磷

和甲基对硫磷 ,对其他常用有机磷农药没有进行测

定 ,还有待于进一步研究。此外 ,还应对降解菌降解

有机磷农药的酶学机理等进行摸索和探讨 。
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