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摘  要: 通过比较查彼氏培养基、马铃薯葡萄糖培养基、理查德培养基、燕麦片培养基和玉米粉

液体培养基等 5种培养基对高效氯氰菊酯降解菌株Fusarium sp. HG-P-01生长的影响, 确定了查彼

氏培养基是菌丝生长最适宜的培养基。采用中心组分旋转设计技术, 优化了查彼氏培养基中Ｃ、

Ｎ、Ｐ的组成, 以降解率为衡量指标, 最佳配方包括Ｃ为 20.94 g/L、Ｎ为 1.82 g/L、P 为 1.66 g/L, 
处理后 24 h 对 50 mg/L 高效氯氰菊酯期望降解率 96.34%, HPLC 法测定实际降解率为 93.78%, 对
高效氯氰菊酯的降解率模型预测值与实测值一致。 
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Screen and Optimization of Cultured Medium  
Constituents for Biodegradation of β-cypermethrin,  

a Synthetic Pyrethroid Insecticide, by Fusarium sp. Strain 
HG-P-01 via Central Composite Rotatable Design 
ZHONG Guo-Hua  HE Yue  LUO Jian-Jun  GUAN Shan  HU Mei-Ying*

(Laboratory of Insect Toxicology, South China Agricultural University, Key Laboratory of Pesticide and Chemical Biology, 
Ministry of Education, Guangzhou, Guangdong 510642, China) 

Abstract: By means of comparing biomasses of biodegradation fungi, Fusarium sp. HG-P-01 for 
β-cypermethrin, a synthetic pyrethroid insecticide used widely in China, in five different media, the 
Czapek-Dox medium was selected as the best medium for mycelia growth. Furthermore, an experiment of 
central composite rotatable design (CCRD) was used to optimize the content of nutrient components. The 
optimal composition of C, N and P in media for HG-P-01 were 20.94 g/L, 1.82 g/L and 1.66 g/L, respec-
tively, in which an expectant or real rate of β-cypermethrin-degradation got to 96.34% or 93.78% by HPLC 
for a concentration of 50 mg/L after 24 h treatment. The predicted value in degradation rate model was con-
sistent with that from HPLC method. 

Keywords: β-cypermethrin, Microbiol degradation, Medium, Optimization, Central composite rotatable de-
sign (CCRD)
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拟除虫菊酯类杀虫剂(Pyrethroid pesticide)是根
据天然除虫菊素结构人工合成的杀虫剂, 目前的使
用量仅次于有机磷类和氨基甲酸酯类, 约占世界杀
虫剂市场份额的 20%[1]。拟除虫菊酯类农药急性毒

性较小、使用剂量较低, 过去一直被认为在体内易
被氧化酶系统降解 , 无蓄积性 , 可以安全使用 , 因
而在果蔬生产中使用频繁、用量渐增, 然而, 近年来
研究表明, 此类农药有蓄积性, 长期接触即使是低
剂量也会引起慢性疾病[2,3]; 有些品种有致癌、致畸、
致突变作用[4]; 对哺乳动物具有中等的神经毒性、免
疫系统毒性、心血管毒性和遗传毒性[5−7], 目前尚无
特殊的治疗药物。所以, FAO和WHO已对它们在农
产品中的残留作出严格的限量, 欧盟、日本、美国
等发达国家和地区相应的要求更为严格。我国果蔬

拟除虫菊酯类农药残留检出率和超标率现象渐趋严

重 [8,9], 已成为阻碍我国农产品出口的重要障碍之
一。高效氯氰菊酯(β-cypermethrin)是此类药剂中最
常用的品种之一, 是主要监测对象。生物降解是解
决农产品农药残留的新途径之一, 但对拟除虫菊酯
类农药降解微生物的研究仍然较少。作者从贫营养

极端环境中筛选获得了镰刀菌菌株Fusarium sp. 
HG-P-01, 此菌对农作物无致病性 , 对农产品安全
无污染, 对高效氯氰菊酯等拟除虫菊酯类药具有较
明显的降解作用, 具备进一步研究开发的潜力。本
文在筛选获得适宜培养基种类的基础上, 采用中心
组分旋转设计, 优化HG-P-01 菌株培养基的组分配
方, 为制备果蔬农药残留生物降解剂提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌种和试剂 
供试菌种为 Fusarium sp. HG-P-01, 系作者课题

组 2004 年从贵州省遵义市所采集的水样中分离获
得, 菌种保存于华南农业大学昆虫毒理研究室。 

93.2%高效氯氰菊酯由江苏扬农股份化工有限
公司提供, 折算成 100%供试。其它均为国产常规分
析纯试剂和材料。  

1.2  培养基的初筛 
供试培养基 5 种, 包括查彼氏培养基(Czapek- 

Dox medium)、马铃薯葡萄糖培养基(Potato dextrose 
medium)、理查德培养基(Richard medium)、燕麦片
培养 (Oatmeal medium)、玉米粉液体培养基 (Corn 
meal medium), 各培养基配方见文献[10]。配好后, 

调整 pH至 7.0, 再分装入 250 mL三角瓶中, 每瓶装
50 mL, 高温灭菌, 冷却备用。将在查彼氏培养基预
培养 3 d的菌液于 4000 r/min离心 10 min, 弃上清菌
液, 取 0.1 g 湿菌体接入供试培养基中, 重复 3 次, 
置于气浴恒温振荡器中(28°C, 150 r/min)培养。根据
预备试验结果, 培养 4 d~7 d内菌丝体干重变化很小, 
培养 5 d后, 达到最大值, 因此取一定比例培养 5 d
的菌液, 将培养物用双层滤纸过滤, 然后用蒸馏水
清洗 3遍, 菌体连同滤纸干燥后称重, 得菌体干重。
相同的实验重复 2 次。以同等条件下菌丝体干重为
指标, 选择降解菌合适的培养基。显著性分析检验
以 DPS(Data processing system)统计软件分析求取。 

1.3  高效氯氰菊酯的定量分析 
采用 HPLC 法, 条件如下: HP-1100 型高效液 

相色谱工作站(Agilente 科技公司, 美国), C18 反相
柱(ODS Hypersil 5 μm, 125 mm×4 mm), 流速为   
1.0 mL/min, 柱温 28°C±1°C, 流动相为乙腈 :水＝
80:20, 检测波长: 235 nm, 进样量为 10 μL/次。 

1.4  菌株 HG-P-01 对高效氯氰菊酯的降解试验 
将预培养 3 d 的降解菌液于 4000 r/min 离心   

10 min, 取 0.1 g湿菌体在无菌条件下接入 250 mL
三角瓶 50 mL 培养液中, 置于气浴恒温振荡器中
(28°C, 150 r/min)振荡培养 5 d后, 添加目标降解农
药高效氯氰菊酯样品母液(丙酮为溶剂), 使其终浓
度为 50 mg/L。CK添加等量丙酮。1 d后测定对高
效氯氰菊酯的降解率。每个处理 3个重复。 

培养液中提取残留高效氯氰菊酯的处理过程 : 
每重复取 30 mL添加农药的培养液, 分别加入 60 mL
丙酮, 采用超声波提取法提取(2×15 min)。提取液经
铺 2 层滤纸的布氏漏斗减压抽滤, 将滤液全部移入
500 mL分液漏斗, 加入 60 mL石油醚, 摇匀, 振荡
30 min, 静置 , 分层 , 弃下层溶液 , 取石油醚层溶 
液, 用 20 g无水硫酸钠过滤至 250 mL圆底烧瓶。 分
液漏斗和无水硫酸钠用 45 mL石油醚分 3 次洗涤, 
洗液并入烧瓶滤液中, 50°C恒温浓缩, 将浓缩液全
部转入 10 mL刻度试管, 并用 3 mL石油醚分 3次洗
涤圆底烧瓶, 定容至 5 mL, 取 2 mL经 0.45 μm有机
膜注射式过滤器过滤, 滤液收集于试管中, 按照 1.3
方法测定菌液中高效氯氰菊酯含量[11]。 

1.5  培养基配方的优化和验证 
在 1.2 实验基础上, 选择查彼氏培养基作为基

本培养基, 分别对C、N、P含量进行优化试验。根
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据预试验, 采用中心组分旋转设计(Central compos-
ite rotatable design, CCRD)[12,13], 设置不同配方组合, 
按照常规条件(pH值 7.0、温度 28°C、培养 5 d)培养
降解菌。实验设计 3个因子分别为C、N、P含量(X1、
X2、X3), 各 5 个水平(−1.68、−1、0、1、1.68)。培
养 5 d后, 取一定比例的菌液, 按照 1.2 方法, 测定
菌丝体干重。其余培养菌液用以降解高效氯氰菊酯, 
1 d后测定对高效氯氰菊酯的降解率, 测定前处理程
序同 1.4, HPLC定量测定方法同 1.3。 

图 1  高效氯氰菊酯标样 HPLC 色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatogram of β-cypermethrin 

 
2.2  培养基种类的筛选 根据菌丝体干重和高效氯氰菊酯降解率 , 采 

用中心组分旋转设计模型 , 按照统计学要求检验 
模型显著性 , 分析配方组合对降解菌生长量、高  
效氯氰菊酯降解率的影响及效应, 根据响应面模型
和预测面模型回归模型方差分析, 采用二次多项式

逐步回归分析方法, 得出回归模型  

 并评价模型

0 i iY = b b X+∑
2ij i j ij i ,b X X b X+∑ ∑ [14]。对菌体干重和

高效氯氰菊酯降解率的特征值和鞍点坐标进行分析, 
得到培养基优化配方。按照最优配方所得C、N、P
比例培养降解菌 , 以降解率为主要衡量评价指标 , 
按 1.4 方法进行HG-P-01 菌株降解高效氰菊酯实验, 
验证模型结论可靠性。 

培养基筛选实验结果表明, 从第 3天起, HG-P- 

01 菌在查彼氏培养基中菌丝体生长最旺盛, 均显著

高于其他培养基同期生长量, 培养 5 d 后菌丝体干

重达到最大值 490.2 mg/50 mL(表 1), 5 d后干菌丝干

重有所降低, 但在查彼氏培养液中的菌丝干重显著

高于其他培养基类型。其余 4 种供试培养基中, 马

铃薯培养基和燕麦培养基的培养效果显著高于理查

德培养基和玉米粉培养基。 

2.3  培养基配方的优化 
按照中心组分旋转设计得到培养基配方优化试

验设计及响应值见表 2。根据试验结果, 采用二次多

项式逐步回归分析 , 分别建立了菌丝体干重(Y1)和

降解率(Y2)的回归模型:  2  结果与讨论 
Y1=−183.6554+12.9541X1+166.5525X2+223.1037X3 

2.1  高效氯氰菊酯 HPLC 测定 −0.35265X1
2−79.4635X2

2−70.3193X3
2+7.0667X1X2 

在 1.3 所述HPLC条件下, 高效氯氰菊酯标准样
品峰形由两个峰组成(存在顺反异构体), 且峰形尖锐、
对称、稳定, 保留时间分别为 3.643 min和 3.840 min 
(图 1), 标准曲线方程为Y=51.309X+10.932, 相关系
数R2=0.9999, 供试药剂浓度与其对应的峰面积相关
性显著, 检测方法可信。 

Y 2 =35.6094+1.1377X 1 +20.7873X 2 +35.9560X 3 

−0.0272X1
2−3.9746X2

2−8.7279X3
3−3.8000X2X3 

回归模型诊断结果显示, 此两模型均到显著水

平(表 3) , 进而寻优得到各因子的最佳配比值和预

期响应值(表 4)得到最适宜菌丝生长的 C、N、P 组

分含量分别为 42.00 g/L、2.50 g/L 和 1.59 g/L, 期望 

 
表 1  不同种类培养基对降解菌菌丝体干重的影响 

Table 1  Effect of different media on dry cell weight of biodegradation fungi 

干菌丝重(mg/50 mL培养液)  Dry cell weight of biodegradation fungi (mg/50 mL) 培养基种类 
Type of media 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d 

查彼氏培养基 Czapek-Dox medium 310.5±4.3a 419.7±5.3a 490.2±7.3a 458.7±3.4a 430.0±5.4a 

马铃薯培养基 Potato dextrose medium 229.7±5.7c 391.3±6.7b 401.8±5.4c 440.0±5.3b 402.6±6.7b 

理查德培养基 Richard medium 180.1±5.2d 282.3±7.3c 363.4±6.7d 352.2±5.7d 331.3±4.7c 

燕麦培养基 Oatmeal agar medium 290.1±6.7b 381.5±8.7b 441.4±8.9b 431.3±4.5c 401.2±7.1b 

玉米粉培养基 Corn meat medium 191.2±4.6d 270.0±11.5c 350.7±5.7d 300.3±6.3e 290.5±6.2d 

注: 表中同列数据后标有相同字母者表示在 5%水平差异不显著(DMRT法). 
Note: Followed the same letters in the same column showed no significantly difference at level P=5% by DMRT method. 
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表 2  培养基配方优化试验设计及响应值 
Table 2  Central composite rotatable design for medium and actual levels with experimental results 

参试因子 Factors of test 响应值 Observed values 

编码值 
Coded level of variables 

实际值(g/L) 
Actual level of variables 

菌丝干重(mg/50 mL) 
Dry cell weight 

降解率(%) 
Biodegradation rate

试验编号
Test No. 

X1 X2 X3 C N P Y1 Y2

1 −1.00 −1.00 −1.00 8.5 0.5 0.5 168.8±5.7g 75.8±0.12f 

2 −1.00 −1.00 1.00 8.5 0.5 2.0 160.3±11.5h 92.1±0.09b 

3 −1.00 1.00 −1.00 8.5 2.0 0.5 181.5±5.7g 88.2±0.00c 

4 −1.00 1.00 1.00 8.5 2.0 2.0 169.2±11.5g 89.4±0.06c 

5 1.00 −1.00 −1.00 33.5 0.5 0.5 208.7±5.7f 75.0±0.09f 

6 1.00 −1.00 1.00 33.5 0.5 2.0 189.5±5.7g 82.8±0.12e 

7 1.00 1.00 −1.00 33.5 2.0 0.5 431.5±0.02b 88.0±2.72d 

8 1.00 1.00 1.00 33.5 2.0 2.0 521.3±5.7a 93.8±0.17a 

9 −1.68 0.00 0.00 −0.02 1.25 1.25 31.2±0.04j 72.9±0.58g 

10 1.68 0.00 0.00 42.0 1.25 1.25 340.7±5.7e 76.1±0.12f 

11 0.00 −1.68 0.00 21.0 −0.01 1.25 31.3±5.7j 71.6±0.06g 

12 0.00 1.68 0.00 21.0 2.5 1.25 400.0±5.7c 88.7±0.06c 

13 0.00 0.00 −1.68 21.0 1.25 −0.01 101.8±0.0i 53.3±0.06h 

14 0.00 0.00 1.68 21.0 1.25 2.5 362.2±11.5d 92.1±0.09b 

15 0.00 0.00 0.00 21.0 1.25 1.25 351.3±5.7d 93.8±0.06a 

16 0.00 0.00 0.00 21.0 1.25 1.25 361.1±5.7d 94.0±0.17a 

17 0.00 0.00 0.00 21.0 1.25 1.25 342.3±5.7e 95.5±0.29a 

18 0.00 0.00 0.00 21.0 1.25 1.25 399.7±0.0c 89.2±0.06c 

19 0.00 0.00 0.00 21.0 1.25 1.25 361.5±11.5d 93.1±0.17b 

20 0.00 0.00 0.00 21.0 1.25 1.25 410.3±5.7c 92.3±0.12b 

21 0.00 0.00 0.00 21.0 1.25 1.25 391.2±5.7c 93.0±0.12b 

注: 1) 以上结果为 3次重复平均值( x +s), 培养时间 5 d; 2) 表中同列数据后标有相同字母者表示在 5%水平差异不显著(DMRT法). 
Note: 1) Means of 3 replicates ( x +s), 5 d for culture; 2) Means followed the same letters in the same column showed no significantly dif-
ference at level of P=0.05 by DMRT method. 

 

表 3  回归模型分析结果 
Table 3  ANOVA and parameter estimations of CCRD model 

  Y1(菌丝体干重模型)(Model of dry cell weight) Y2(降解率模型)(Model of biodegradation rate)

  
偏相关系数 

Partial correlation 
coefficient 

t检验值 
t test 

values 

显著水平 P
Significance 

level 

偏相关系数 
Partial correlation 

coefficient 

t检验值 
t test 

values 

显著水平 P
Significance 

level 
 r (y, X1) 0.6011 2.7118 0.0169 0.5205 2.1980 0.0453 

偏相关 r (y, X2) 0.5016 2.0905 0.0553 0.4898 2.0254 0.0623 

Partial r (y, X3) 0.6804 3.3478 0.0048 0.6969 3.5034 0.0035 

correlation r (y, X1*X1) −0.7316 3.8693 0.0017 −0.5392 2.3084 0.0368 

 r (y, X2*X2) −0.6540 3.1169 0.0076 −0.3175 1.2073 0.2473 

 r (y, X3*X3) −0.6076 2.7582 0.0154 −0.5924 2.6512 0.0190 

 r (y, X2*X3) 0.6860 3.3991 0.0043 −0.2293 0.8493 0.4100 

相关系数 Rcorrelation coefficient 0.9476 0.8446 

F值 F values 16.3903 4.6208 

显著水平 P* Significance level 0.0000 0.0085 
Durbin-Watson统计量 d 
Durbin-Watson statistic d 

2.2924 1.3376 

注: *: P<0.05, 说明拟合方程显著. 
Note: *: P<0.05 indicated the fit equation significant level. 
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表 4  培养基的优化配方、响应值及验证实验结果 
Table 4  Optimized formulation, observed values and validation experiment of medium 

 X1
(C, g/L) 

X2
(N, g/L) 

X3
(P, g/L) 

Y1 (菌丝干重mg/50mL) 
(Dry cell weight, mg/50mL) 

Y2 (降解率, %) 
(Biodegradation rate, %)

理论预测 Theory predict value 42.00 2.50 1.59 577.11*  

 20.94 1.82 1.66  96.34 

验证实验 Validation experiment 20.94 1.82 1.66 450.30 93.78 

注: *: 同列数据差异显著(t检验, P=0.05). 
Note: *: In the same column showed significantly difference ( t test, P=0.05). 

 
菌丝产量(即理论预测值)达到 577.11 mg 干重/50mL

菌液; 最适宜氯氰菊酯降解的 C、N、P组分含量分

别为 20.94 g/L、1.82 g/L和 1.66 g/L, 期望降解率达

到 96.34%。 

2.4  培养基优化配方的验证 
选取降解率预测值最大的配方 , 即 C 为   

20.94 g/L、N为 1.82 g/L、P为 1.66 g/L进行验证试

验, 按此配方培养, 虽然菌体干重 450.30 mg/ 50 mL

培养液显著低于菌丝干重模型中最大理论预测值 , 

但处理后 24 h对 50 mg/L高效氯氰菊酯降解率即高

达 93.78%, 与期望降解率 (即理论预测最大降解

率)96.34%一致(表 4), 表明该配方较适合 HG-P-01

菌丝生长, 并能保持该菌株对高效氯氰菊酯有较高

的降解率。 

3  结语 

中心组分旋转设计注重各因素间的综合作   

用[15,16], 以最经济的方式和最少的试验次数进行全

面研究, 提供局部与整体之间的关系[17], 克服了单

次单因子法无法考察各因素间的交互作用从而获得

最优条件的弊端[14], 目前国内外学者通过中心组分

旋转设计在培养基的优化方面取得了良好的效果 , 

应用也越来越广泛[18−21]。本试验以培养基中C、N、

P三因素含量为考察对象 , 在单因素试验的基础上

选择各因素水平, 采用中心组分旋转设计法进行非

线型数学模型拟合, 以菌体干重和对高效氯氰菊酯

的降解率为考察指标, 采用多元二次回归拟合方程, 

最后确定了HG-P-01 菌株生长的最佳培养基配方为

碳(C)为 22.3 g/L、氮(N)为 1.76 g/L、磷(P)为 1.68 g/L。

在优化配方条件下菌体干重 450.30 mg/50mL培养菌

液, 处理后 24 h对 50 mg/L高效氯氰菊酯降解率即

达 93.78%, 为降解菌HG-P-01 大规模生产提供了参

考。 

在降解菌研究中, 培养基的组成及配比对降解

菌的活性影响极大, 培养基的确定又因采用不同指

标而可能有所差异。本文在查彼氏培养基、马铃薯

培养基、理查德培养基、燕麦培养基、玉米粉培养

基中, 首先以目标降解菌 HG-P-01 菌株生长量为指

标确定了查彼氏培养基为作为基础培养基, 其次应

该说马铃薯培养基和燕麦培养基的效果也较好(表

1), 这为实际大规模培养又提供了备选的培养基方

案。在优化查彼氏培养基 C、N、P时, 分别采用了

菌丝体生长量和降解率为指标建立了模型, 在验证

实验中发现, 要求降解率和生长量同时达到理论预

测最佳值实际上很困难, 如本文中, 降解率接近理

论预测最佳值, 但菌丝体干重就显著低于理论最大

值(表 4)。这可能是酶的产生量与菌丝体的生长量在

相同时间内未必呈正相关, 由于在两种模型中降解

菌培养条件不同, 差异较大(表 4), 也就是降解酶产

生条件不同, 造成降解率与菌丝体干重模型理论最

佳值的不一致。由于农药降解菌的研究的目的是将

环境或农产品表面(如水果、蔬菜)表面残留农药尽

可能降低, 所以, 本文认为农药降解菌时以降解率

为主要指标进行筛选研究可能更加切合实际。 
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稿件书写规范 

 

论文中有关正、斜体的约定 

 
物种的学名：菌株的属名、种名(包括亚种、变种)用拉丁文斜体。属的首字母大写, 其余小写, 属以上

用拉丁文正体。病毒一律用正体, 首字母大写。 
限制性内切酶：前 3个字母用斜体, 后面的字母和编码正体平排, 例如：BamH I、Msp I、Sau3A I 等。 
氨基酸和碱基的缩写：氨基酸缩写用 3个字母表示时, 仅第一个字母大写, 其余小写, 正体。碱基缩写

为大写正体。 
基因符号用小写斜体, 蛋白质符号首字母大写, 用正体。 
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