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三唑磷降解菌的筛选及其降解途径研究
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摘 要 从三唑磷生产厂周围的土壤中用土壤富集的方法筛选分离出一株三唑磷降解菌 >,%?&#%,,+ =8)，它能以三唑磷为唯一
碳源、唯一氮源、唯一磷源生长同时实现对三唑磷的降解，三唑磷作为唯一氮源时的降解速度最快，是实现三唑磷降解的最佳

营养方案。在三唑磷为唯一氮源时，"$$$ ->OK的三唑磷浓度对菌体降解无抑制作用。此降解菌首先通过水解作用实现对
A7P的降解，之后把水解产物进一步降解为无毒的无机物质。降解菌的这些降解特性表明了它用于生物降解消除三唑磷污染
的巨大潜力。
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农药是农业生产中防治病虫害、提高农作物产

量必不可少的工业产品，农药的广泛使用在给人类

带来增产增收的利益同时也给环境造成了严重的污

染，使得农业产量和环境质量之间的矛盾日益突出。

这是因为农药在使用的过程中不是只停留在施用的

地点，它可以通过土壤渗透、空气流动、水土流失等

过程进入地球的生态系统［"］，还可以通过食物残留

和改变生物种类等方式危害人类健康［! Y R］。有机磷

农药（XP=）是近年来农业上使用最广泛的一类农药，
通过抑制生物体内的乙酰胆碱酯酶活性来扰乱神经

冲动正常进行而产生毒性作用，XP=的污染目前对
人类的饮用水资源和生存环境造成了严重的威胁，

已经引起全世界的广泛关注。

利用微生物的降解作用来消除农药的污染是一



种理想且可行的清除环境污染的方法，此法的依据

是大量的研究已表明微生物降解是土壤中农药消失

的主要途径，农药被降解为完全无毒的无机物质水

和二氧化碳［! " #］，虽然此法还处于初步发展阶段，很

多问题还有待解决，但是由于它符合与自然界协调

的发展观念，被视为最有前途的方法之一。它有传

统的土壤焚烧和地下水抽出处理技术不能相比的优

势：通过生物化学转化和矿化作用把有毒物质彻底

转化为无毒的最终产物，不会形成二次污染或导致

污染物的转移；处理条件温和；可原位操作；操作成

本低。

生物降解消除 $%&污染的前提条件是获得高效
降解 $%&的微生物，从受农药污染严重的土壤中筛
选分离具有降解能力的菌种是一种有效途径。国外

在 ’(世纪 )(年代就开始开展对当时广泛使用的有
机磷农药对硫磷和甲基对硫磷降解菌的筛选工作，

*+,-./0,-0/ 12 和 *+3403 52 62分别从各自所在的对
硫磷污染区域筛选出对硫磷降解菌 !"#$%&#’()*+,-
&72［8］和 ./),0%-%1#/ 0+-+1,(#［9(］，后面的研究者们对
这两种降解菌的降解性能进行了深入的研究，并发

现它们都是通过水解作用实现降解的，于是也就有

了从这些菌体细胞中分离纯化出来的有机磷水解

酶［99］，其基因已被克隆并测序。之后，有关对硫磷

和甲基对硫磷的筛选和有机磷水解酶的分离纯化的

研究工作蓬勃开展起来，研究报道也逐渐增

多［9’ " 9:］。近年来，对硫磷和甲基对硫磷由于高毒性

和环境残留持久等原因已经被许多国家禁用，一些

低毒和环境中低残留的 $%&如毒死蜱、三唑磷、敌百
虫等被广泛应用，因此筛选对这些 $%&有降解作用
的菌种也就成为消除农药污染的当务之急。作为

$%&一种的三唑磷（;<%），是 ’(世纪 =(年代以后开
发出来的，化学名称为 $，$>二乙基>$>（9>苯基>9，’，
?>三唑>:>）硫代磷酸酯（图 9），是一种广谱、高效的
有机磷杀虫、杀螨剂，由于其良好的使用效果和经济

的价格已在我国和其他国家普遍推广，其对环境的

污染也在日益加剧。为此，本文从 ;<%生产车间周
围的土壤中筛选出三唑磷降解菌，并对其降解性能

和降解途径进行了研究，拟为生物降解消除 ;<%污
染奠定基础。

图 9 三唑磷的化学结构
@AB2 9 5-+CAD0E &,3.D,.3+ FG ;3A0HF7-F&

! 实验方法

!"! #$% 降解菌的筛选
!"!"! 筛选培养基：筛选 ;<% 降解菌所用培养基为
基本无机盐培养基（I*6）（9J去离子水）：（1K?）’ *$?

9L(B ；@+ *$?·)K’$ (L((!B；50*$? (L(#B；10’6F$?·’K’$
(L((::B；6B*$? (L’B；M’K%$?(L#B；MK’%$? (L’B；
7K )L’，灭菌后加入 9((CBNJ ;<% 作为唯一碳源。
固体培养基在上述培养基中加入 9L!O的琼脂。
!"!"& 筛选过程：;<%降解菌的筛选采用传统的土
壤富集法，土壤取自浙江新农化工有限公司的 ;<%
生产车间附近。取来的土壤样品先过筛除去石子和

杂草，然后取 ’(B放入 9((CJ上述培养基中在 ;KP>
5恒温振荡器中培养，温度 :(Q，转速 9#(3NCA/，培
养 94 后取出，静置 ’- 后，以上面的悬浮液为种子
液，’(O的接种量接种到新鲜的液体培养基中继续
培养 ’周，定期观察培养液的混浊度和摇瓶底部的
;<%液滴有无减少（;<%在水溶液中的溶解度很低，
’:Q时 :8CBNJ，所以会在摇瓶底部形成不溶的液
滴），培养基逐渐变混浊表明有菌体生长，;<%液滴
减少表明有 ;<% 降解菌。观察到上述现象后便可
进行平板涂布固体培养，然后取单菌落再次转入液

体培养基培养，观察摇瓶底部 ;<%液滴有无减少来
判断是否为 ;<%降解菌，有降解作用的单菌落再次
涂布取单菌落继续传代，涂布，直至平板培养基上的

菌落形态完全一致，转入液体培养基，至此得到 ;<%
降解菌的纯培养，选 ;<%液滴消失速度最快的纯培
养菌株作为后续的实验菌种。平板培养在 RS%>
8(!’型电热恒温培养箱中进行，温度 ::Q。
!"!"’ 菌种鉴定：菌种生物学性质测定参照
I+3B+T’& 60/.0E FG R+,+3CA/0,AU+ I0D,+3AFEFBT［9?］，然后
9=* 3R1<测序进行分类学鉴定。9=* 3R1<测序过
程中，菌种基因组 R1<提取采用标准的 ;3A&平衡酚
提取法，%5S扩增采用两种合成的通用引物（合成由
上海生物工程公司完成），%5S产物纯化后测序，纯
化及测序工作由 ;0M0S0生物工程公司（大连）完成，
测序结果在 15IV数据库中 IJ<*;搜索其相似性最
高的序列确定菌种分类。

!"& 降解菌对 #$%的降解
!"&"! 降解菌以 ;<%为不同营养时的降解：设计了
;<%为菌种生长不同营养的培养基，以研究菌体对
;<%的降解性能。;<%为碳源的培养基（65）：I*6，
’((CBNJ ;<%，’(BNJ甲醇；;<%为唯一氮源的培养基
（61）：I*6 中去掉（1K?）’ *$?，’((CBNJ ;<%，’(BNJ
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甲醇；!"#为唯一磷源的培养基（$#）：%&$中去掉
’()#*+ 和 ’)(#*+，(,,-./0 !"#，(,./0 甲醇。各培

养基 1)调至 23(，!"#和甲醇从 (4-./0的 !"# 甲
醇溶液中同时加入灭菌后的 %&$中。每隔一定时
间取培养液 54-0分别分析菌体生长情况和 !"#浓
度降低情况。

!"#"# 菌体对不同浓度 !"# 的降解：为确定 !"#
对菌体生长有无抑制作用，菌体接种到一系列不同

浓度的 !"#为唯一氮源培养基中，培养基组成：%&$
中去掉（6)+）( &*+，(,./0 甲醇，!"# 浓度分别为：

(,,-./0，4,,-./0，5,,,-./0；!"#和甲醇从不同 !"#
浓度的甲醇溶液中同时加入灭菌后的 %&$中。每
隔一定时间取培养液 54-0 分析 !"# 浓度降低情
况。

!"#"$ 培养条件：上述 53(35 和 53(3( 实验中均采
用如下的培养条件：菌种以 5,7的接种量接入新鲜
的培养基中，恒温振荡器中培养，889，(,,:/-;<。每
组实验均做空白培养作为对比，空白培养中培养基

组成相同，但不加入菌种。每组实验做三组平行。

!"#"% 分析：
（5）菌体生长分析：以 =,,<-处菌体培养液的吸
光度 !"=,,值分析菌体生长情况。吸光度测量在

&1>?@:A-BCD 4+ 型紫外可见分光光度仪上进行。
（(）!"#浓度分析：培养液中 !"#浓度分析采用
气相色谱法（EF），EF分析前样品须经如下的预处
理：5,-0培养液转入 5,,-0分液漏斗中，用等体积
的乙酸乙酯萃取 8次，合并 8次萃取液无水硫酸钠
脱水后氮气浓缩，浓缩至近干用乙酸乙酯定容至

5-0用于 EF分析。
EF分析在检测器为火焰光度检测器（G#H）的

".;B><@ -IJ>B =KL,型气相色谱上进行，不分流进样，
操作条件为：进样温度 (+,9；检测器温度 (4,9；进
样量 5!0；柱温程序升温 K,9—4,9（5-;<）—5=,9
（ 5-;<）—549（ 5-;<）—((,9（ 43+-;< ）—8,9
（5-;<）—(4,9（5-;<）；载气氮气流速 (-0 M -;<，空气
5,,-0 M -;<，氢气 24-0 M -;<。此条件下 !"# 的停留
时间为 5+342-;<。浓度确定采用外标测定法。
!"$ 降解菌对 &’(的降解途径
!"$"! 降解实验：菌体以 5,7的接种量接种到 !"#
为唯一氮源的培养基中，组成为：%&$ 中去掉
（6)+）( &*+，(,,-./0 !"#，(,./0 甲醇。889，(,,

:/-;<培养 4J，第 8 天和第 4 天分别取样，分析培养
液的组分以确定降解产物。

!"$"# 培养液组分分析：培养液用气相N质谱连用
（EFN$&）分析来确定其中的组分，培养液分析前的
预处理如下：5,-0 样品在烘箱中 +,9烘干除去水
分，然后用 5-0 6，6N二甲基甲酰氨溶解，得到的溶
液用于 EFN$&分析。

EFN$& 分析在 )>OB>@@N#C?PC:J =KL,EFN4L28$&
系统上进行，操作条件如下：进样量 5!0；柱温程序
升温，2,9（8-;<）—(,9（5-;<）—(2,9（5,-;<）。

# 结果与讨论

#"! &’( 降解菌的筛选
在以 !"#为唯一碳源的筛选培养基中，共有 (K

株菌株可以生存和生长，但是大多数菌株只是能在

其中生存，并不能以 !"# 为营养生长，也就不具备
降解 !"#的能力，经过多次的传代和稀释涂布分离
纯化，最后确定一株编号为 Q= 的菌株的降解能力
最强，以 !"# 为碳源的生长速度也最快，所以选定
Q=作为降解性能和降解途径研究的菌种。

Q=为短杆状细菌，革兰氏染色为阴性，能氧化
葡萄糖产气，能降解硝酸盐；5=& :H6"测序结果显
示，菌株与 6F%R数据库中 #$%&’(%$$) S1T S@:C;< *++,
（ER：54,(82K）的相似性最高，达 LL7。基于这些结
果确定此降解菌为 #$%&’(%$$) S1T。
#"# 降解菌对 &’(的降解
在实验中发现，降解菌 Q= 虽然能以 !"# 为唯

一的碳源生长，但是其生长速度和 !"#的降解速度
都相当缓慢，5,,-./0 !"#液滴完全消失需要 2J的
时间（平均降解速度 ,3+=-.·0U 5·VU 5），表明 !"#并
不是 Q= 的良好碳源。为提高 Q= 的生长速度以便
加快 !"#的降解速率，经实验（实验数据未给出）最
后确定甲醇作为 Q=的良好碳源。选甲醇的原因有
二：第一，甲醇是 Q= 的良好碳源，Q= 在甲醇为碳源
的培养基中生长良好，菌体数目多，!"#被利用的速
率快；第二，甲醇为 !"#的良溶剂，!"#的甲醇溶液
加入 %&$培养基中形成乳浊液，相当于增加了 !"#
在水溶液中的溶解度，与 !"#形成液滴沉于培养基
底部相比，菌体与 !"#的接触机会大大增加，!"#
被利用几率也会大幅增加。

依据 53(35的实验结果绘制的 Q=在 !"#为不
同营养的培养基中的生长曲线（图 (）和对 !"#的降
解曲线（图 8）表明，当 !"# 为不同的营养成分时，
!"#的降解速度并不与菌体的生长速度成正比，在
$F培养基中菌体生长最快但 !"# 的降解速度最
慢，在 $6培养基中菌体生长居中但 !"#降解最快。
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图 ! "#$为不同营养时 %&的生长曲线
’()*! +,-./0 12,345 -6 %& .(/0 "#$ 75 8(664,49/

5-:4 92/,(49/ 5-2,145

这是因为，在 ;<培养基中，"#$虽然是菌体生长的
碳源但并不是唯一碳源，因此菌体会优先利用甲醇

这一良好碳源而生长，致使 "#$ 被利用的速度减
小；在 ;=或 ;$培养基中，"#$除作为碳源外，还是
菌体生长的唯一氮源或唯一磷源，是菌体生长的必

需营养，因此在 ;=或 ;$培养基中 "#$降解速度
大于 ;<中的。;=和 ;$中的降解速度不同的原
因主要是菌体生长所需氮量和磷量的不同。因此，

"#$为菌体生长唯一氮源的营养设计是获得高速
"#$降解的最佳培养基，在以后的降解途径实验中
即选用了此培养基。

图 > "#$为不同营养时的降解曲线
’()* > ?4),787/(-9 -6 "#$ .(/0 "#$ 75

8(664,49/ 5-:4 92/,(49/ 5-2,145

当 "#$浓度增加时，未发现菌体的降解作用受
到抑制（图 @），降解速率随 "#$浓度增加而增加，表
明了此菌体用于处理高浓度 "#$污染的潜力。
!"# 降解菌对 $%&降解的途径

%&在 "#$为唯一氮源的培养基中培养 >8后的
培养液 +<A;B分析的总离子流图（"C<）见图 D。总
离子流图中有两个主要峰，相应的质谱图和组分结

图 @ "#$为不同初始浓度时的降解曲线
’()*@ ?4),787/(-9 -6 "#$ 7/ 8(664,49/

(9(/(7: 1-9149/,7/(-95

构示于图 &和图 E，总离子流图中的峰 F对应降解产
物 G，GA二乙基硫代磷酸，峰 !对应产物 FA苯基A>A羟
基AF，!，@A三唑，此两种产物是 "#$水解后的产物，
因此可判断 %&对 "#$的降解是通过水解机理来完
成的，这与国外筛选的对硫磷和甲基对硫磷降解菌

的降解机理相同，进一步表明微生物通过水解作用

降解 G$5的现象还是比较普遍的。

图 D 培养 >8的培养液总离子流图
’()*D "C< 10,-H7/-),7H -6 12:/2,4 H48(2H

76/4, ),-.9 6-, > 87I5

D8后的培养液 +<A;B 分析 "C< 示于图 J 中。
此时总离子流图中只有 G，GA二乙基硫代磷酸一个
峰，其质谱图和相应的组分结构见图 K，说明降解中
间产物 FA苯基A>A羟基AF，!，@A三唑可被 %&进一步降
解，由于在培养液中未分析出其他组分，所以可以推

断 FA苯基A>A羟基AF，!，@A三唑被降解为无机物质，具
体的降解途径还有待进一步研究。

综合上述 +<A;B 分析结果，本文给出 %& 对
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图 ! 图 "中峰 #的对应组分质谱图及结构
$%&’! ()** *+,-./01 )23 *./0-.0/, 45 .6, -41+4023

-4//,*+423%2& .4 +,)7 # %2 $%&’ "

图 8 图 "中峰 9的对应组分质谱图及结构
$%&’8 ()** *+,-./01 )23 *./0-.0/, 45 .6, -41+4023

-4//,*+423%2& .4 +,)7 9 %2 $%&’"

图 : 培养 "3的培养液的总离子流图
$%&’: ;<= -6/41).4&/)1 45 -0>.0/, 1,3%01

)5.,/ &/4?2 54/ " 3)@*

;AB的降解途径（图 #C）。首先 D!通过水解作用将
;AB降解，之后 D!还可以把其中的一种中间产物 #E
苯基EFE羟基E#，9，GE三唑进一步降解为无机物质，这
些性质表明 D! 用于生物降解 ;AB的巨大潜力，能
把 ;AB完全降解为无毒的无机物质的特性对于生
物降解农药是至关重要的一点，也是最具吸引力的

一点。

图 H 图 :中峰的对应组分质谱图及结构
$%&’H ()** *+,-./01 )23 *./0-.0/, 45 .6, -41+4023

-4//,*+423%2& .4 .6, +,)7 %2 $%&’:

图 #C D!降解菌对 ;AB的降解途径
$%&’#C ;AB 3,&/)3).%42 +).6?)@ %2 !"#$%&#""’ %( ’ D!

! 结论
本文从长期接触 ;AB的土壤中分离筛选出了

一株能高效降解 ;AB的细菌 !"#$%&#""’ *+’ D!，此细
菌能以 ;AB为唯一碳源、唯一氮源、唯一磷源生长，
;AB为唯一碳源时生长和降解都非常缓慢，以 ;AB
为唯一氮源或唯一磷源时由于有甲醇为碳源，菌体

在较高的生长速率下又保持了较高的 ;AB利用率，
;AB为唯一氮源时的降解速率大于 ;AB 为唯一磷
源时的降解速率，因此本文确定 ;AB为唯一氮源的
培养基设计为 ;AB降解的最佳培养基。

;AB降解途径的研究结果表明菌体 D! 首先通
过水解机理实现对 ;AB 的降解，不仅如此 D! 还能
以 ;AB水解后的中间产物 #E苯基EFE羟基E#，9，GE三
唑为营养生长，因此可把 #E苯基EFE羟基E#，9，GE三唑
进一步降解，降解的最终产物为无机物，表明降解菌

具备将 ;AB从有毒的农药完全降解为无毒物质的
能力，实验结果证明了本文筛选出来的降解菌用于

生物降解 ;AB污染的巨大潜力。
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《经济全球化与生态安全》

戴星翼 唐松江 马涛 著 科学出版社 ?@@V年 A月出版 SD(P K B @M B @!VWWV B \ 定价：MA0@@元
阐述了经济全球化与生态安全的关系，将社会热点———生物入侵作为经济全球化过程中的生态安

全案例，探讨了中国在全球经济分工和生态安全协作中的权利和义务。可作为环境科学、生态学、经济

学和国际贸易等领域教研人员和学生的参考用书。

《生态服务的价值实现》

戴星翼 俞厚未 董梅 著 科学出版社 ?@@V年 A月出版 SD(P K B @M@!VWWW B L 定价：C@0@@ 元
许多环境生态因子具有作为自然物品和生态服务提供者的复杂功能，这些功能在人类利用过程中

会出现矛盾冲突，即相对稀缺，也会因为拥挤而使这些因子的稀缺程度同时上升，即绝对稀缺。由于种

种原因，市场在应对自然物品的稀缺性时较为有效，而在生态服务问题上往往失灵，这是探讨生态服务

价值实现的基本出发点。本书首先从自然科学的角度出发，系统梳理生态服务的性质、类型和意义，然

后再基于价值实现的角度，对生态服务进行了重新分类，并探讨了各类生态服务要素价值实现的路径，

书末分析了我国目前生态服务存在的两大问题，即大城市生态服务系统的构建和区域之间生态服务的

关系。
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