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摘 要：以扬州、天津、吴江、泰州等地区施用过氧化乐果或农药厂排污口的土壤为菌源，以氧化乐

果作为惟一碳源和能源，采用逐渐加量的驯化方式，分离得到lo株对氧化乐果有一定降解能力的

微生物。
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Screening of Microorganisms with High Biodegrading Ability for Omethoate
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Abstract：The wide use of organophosphorus pesticide in china at present has not only caused the

flourishing of agriculture but bring on serious environmental problems．Soil samples that had

been fertilized with omethoate before in different places and from some issues of the pesticide

factories were collected．By using omethoate as the sole carbon and energy source for bacterial

growth，and gradually increa'sing the concentration in the media，more than ten microbes that

could decompose omethoate were screened．
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有机磷农药由于其防治对象多、应用范围广，

以及在环境中降解半衰期短(一般为几周至几个

月)，目前已成为中国使用量最大的农药，并已占到

中国农药总产量的70％。作为其中一种具有广谱、

内吸等特点的高效、剧毒的有机磷农药，氧化乐果

(O，O一二甲基一S_甲基氨基甲酰基硫酐磷酸酯，

omethoate)已成为我国用量最大的有机磷农药之

一，其毒性为乐果的10倍。虽然氧化乐果残留期

短，但是它可以在动物体内产生蓄积作用，且具有

“三致”危害。因此，此类农药的降解治理已经迫在

眉睫‘1‘。

目前对被农药污染的土壤、水体修复的技术有
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很多，大体可分为物理修复、化学修复及生物修复。

由于生物修复克服了物理和化学修复的工程量大、

费用高、易造成二次污染等缺点，因而已成为当今

研究的热点心]。生物修复，即生物降解，就是通过

生物(包括微生物、植物、动物)的作用将大分子分

解成小分子化合物的过程。而其中的微生物降解

则是农药生物降解的第一要素，具有降解和转化有

机农药的巨大潜能。目前已有较多文献报道了微

生物对“甲胺磷”、DDT和“对硫磷”等有机磷农药的

降解能力：如王永杰等对有机磷农药降解菌地衣芽

孢杆菌进行紫外线诱变后，筛选出的突变菌株对甲

胺磷的降解率比出发菌株提高了近10％[3]；段玉梅

等研究发现一种厌氧的氢单胞菌能够多途径降解

DDT，枯草杆菌是降解对硫磷最有效的微生物等

等[4]。不过迄今尚无降解氧化乐果微生物的报道。

作者采用从不同地域采集的土壤样品，并从中

筛选出具有一定降解氧化乐果能力的微生物，以期

为阐明微生物降解氧化乐果乃至有机磷类农药的

机理奠定基础[5]。

1材料与方法

1．1 实验材料

1．1．1 样品采集 样品采集见表1。

表1土壤样品的采集

Tab．1 Collecting of soil samples

注：土样均采集土壤表面下5～8 cm处土壤，并装于牛皮纸袋中于冰箱4℃冷藏保存待用。

1．1．2培养基

1)富集培养基(组分g／L)L6]：蛋白胨10．0，

NaCl 1．。o，K2 HPO。1．0，葡萄糖1．0；pH 7．0。

2)普通培养基(组分g／L)?牛肉膏3．0，蛋白

胨10．0，NaCl 5．0，琼脂20；水1 L，pH 7．0。

3)基础培养基(组分g／L)：NH。NO。1．00，

MgS04·7H20 0．50，(NH4)2SO。0．50，KH2PO。

0．50，NaCl 0．50，酵母膏0．05，K2 HP04 1．5；水

1 L，pH 7．0。

4)斜面培养基(组分g／L)：牛肉膏2．5，蛋白

胨5．0，NaCl 2．5。

以上培养基待灭菌后冷却至55℃后加入适量

质量浓度的氧化乐果原液。

1．1．3其他试剂 氧化乐果：天津农药厂生产。

1．2 实验方法

1．2．1 菌种的驯化(富集) 菌种驯化采用逐渐加

量的方式。取各采集的土样2 g，分别加入含有50

mL富集培养基的250 mL的三角瓶中。其中氧化

乐果质量浓度为100 rng／mL，置于30℃，150 r／

rain摇床培养7 d。取上层浊液5 ml。加入45 mL

新鲜富集培养基，氧化乐果质量浓度提高到300

mg／mL，培养条件同上，培养7 d。同法培养直至氧

化乐果质量浓度提高到500 mg／mL。随后用基础

培养基代替富集培养基，取驯化耐受到500 mg／mL

氧化乐果的菌液5 mL，加入到含600 mg／mL氧化

乐果的基础培养基中，30℃，150 r／min摇床培养。
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同法继续培养至氧化乐果质量浓度到800 mg／mL。

1．2．2 菌种的分离与保存 取驯化后的菌液1

mL进行梯度稀释，取适合梯度0．1 mL稀释液在含

有800 mg／mL氧化乐果的普通培养基上进行涂布

平板分离，置30℃培养箱进行培养，待菌落长出后

挑取菌落形态不同的2株进行划线纯化，直至纯菌

落为止。将筛选出的菌落进行斜面保藏(4℃)。

1．2．3 菌种降解氧化乐果能力的测定 取保藏的

菌种各一环在普通培养基中活化后，取1 mL接种

于50 mL含800 mg／mL氧化乐果的基础培养基

(含2 g／L葡萄糖)培养24 h，随后与未接种的基础

培养基(编号N，OD值为0)对照，测定其在600

nm处的oD值。

1．2．4 茵落形态观察 将保藏的菌种进行革兰氏

染色[7]，随后镜检观察菌落形态。

2 实验结果

2．1初筛菌降解能力测定结果

通过驯化，平板分离初步获得Al、A2、B1、B2、

M1、M2等共26株菌。将26株菌进行降解氧化乐

果能力测定，测定方法采用简单直观的生长量法，

估计初筛菌株的降解能力，从而为进一步复筛减轻

工作量，提高筛选效率。

26株菌在含有亚适量葡萄糖的氧化乐果无机

盐培养基中的生长量(OD。。。值)见表2。从表2可

以看出，C2，Gl，12，A1，11，D2，M1，D1，E2，M2这

10株菌株在含有亚适量葡萄糖的氧化乐果培养基

内有较高的生长量，均能在24 h内达到0．4以上的

浊度。由于培养基中葡萄糖含量很低，因此可以初

步断定这10株菌株可能有较强的将氧化乐果降解

为小分子化合物的能力。

表2各微生物在含氧化乐果的培养基上的生长能力

Tab．2 Growth of screened microorganisms on the omethoate

containing media

菌号 培姜岔盎值 菌号嵋，rm警L，LEL
A1 O．685 Hl O．209

A2 0．220 H2 0．083

B1 0．133 11 0．586

B2 O．033 12 O．796

C】0。042 J1 0．128

C2 1．046 J2 0．339

D1 0．483 Kl 0．136

D2 O．570 K2 O．101

E1 O．081 L1 0．075

E2 0．481 L2 0．023

F1 0．133 M1 O．556

F2 O．037 M2 0．418

G1 O．866 N O

G2 0．121

2．2菌种形态观察结果

将初筛的26株菌株进行革兰氏染色，镜检，观

察其形态差异。重点观察C2，G1，12，A1，11，D2，

M1，D1，E2，M2这10个潜力菌，结果见表3。

由表3可初步判断出G1、D2、E2(图卜A)可

能为同一菌属，12、D1(图1一B)可能为同一菌属，

A1、11、M1、M2(图1一C)可能为同一菌属，其形态

见图l。
～

表3各菌落形态的初步观察

Tab．3 Morphology of screened microorganisms
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3 讨 论

图l部分微生物的菌落形态

Fig．1 Selected microbial colony morphologies

从受污染严重的土壤中筛选分离具有优良性

状的菌株是当今筛选环境修复菌最常用的方法，一

般是利用农药厂排污口及其周围或者长期使用农

药的土壤，经过富集培养，从而获得优良的菌株凹]。

作者以此为基本筛选思想，采用逐渐加量方法，先

在营养丰富的富集培养基中富集可以耐受高浓度

氧化乐果的菌株，随后再将富集的高耐菌株转入基

础培养基，进一步筛选具有降解氧化乐果能力的目

的菌。

农药降解菌之所以能够降解农药，归根结底是

由其分泌的酶来完成的。农药降解酶一般分为3

类凹]，即1)偶发代谢的酶(微生物可以代谢农药，但

不可利用农药作为能源)；2)分解代谢的酶(微生物

可利用农药作为能源，或农药诱导酶利用农药作为

能源)；3)解毒代谢的酶(微生物降解农药不是出于

利用它们作为能源，而是出于抵抗这些农药的毒

性)。显然，第2种酶无疑是农药生物修复中最理

想的酶，即这种酶是在微生物可以利用农药为能源

的前提下产生的。据报道，微生物代谢分解难降解

物质如农药的能力有限，但除最基本的生物转化现

象外，还存在一种共代谢现象n⋯，即在初级能源物

质存在时大幅度提高某些难降解物质的代谢，并将

其导人循环。共代谢作用在降解农药这类非天然

物质中显得格外重要。作者综合考虑微生物共代

谢作用，在筛选过程中，在基础培养基里添加2 g／L

的葡萄糖[11|，在保证有葡萄糖作为第一碳源的条件

下，旨在筛选出具有共代谫十能力的高降解氧化乐果

菌株。
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