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一株长江优势菌的降解特性研究

徐会兰，储金宇，柴晓娟

（江苏大学环境学院，江苏 镇江 !#!$#:）

摘要：从长江水体中分离到一株最优功能菌株 6D#，经初步鉴定该菌株为琼氏不动杆菌属（!"#$%&’(!"&%) *+$##）。
该菌株最高可耐受质量浓度 9$$=E F G的乐果，降解乐果的最适温度为 :!H，在 :$ I :JH的广泛温度下仍生
长良好，最适 KL值为 JM!左右，具有广泛的 KL值生长范围（KL N OMO I ;M$）。研究发现，装液量、接种量对菌
株的降解有明显影响。装液量由 : F #$调整为 # F O时，6D#对质量浓度 #$$=E F G的乐果降解率从 !#P提高到
O#MO"P。试验表明，该菌株可以在质量浓度高达 !"$$=E F G的苯酚中生长良好。
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有机磷农药是一类使用广泛、效果较好的杀虫

剂。!$世纪 9$ 年代以来，许多国家开始禁止或限
制使用有机氯农药，以致有机磷农药逐步发展成为

目前应用广泛、品种最多的农药。就目前的科技能

力，化学农药在很长的一段时间内还是不可替代的，

有机磷农药残留问题直接威胁到人类的生存和可持

续发展，并成为发达国家设置绿色贸易壁垒的重要

手段，因此解决环境中存在的农药残留问题仍是世

界各国的研究热点。乐果是目前国内产量最大的有

机磷农药之一，在害虫体内还能被氧化成为毒力更

高的氧乐果［#!:］。美国环保局和我国相继把乐果

（;#2%&-’!&%）列入优先控制有机污染物黑名单［"］。

大量研究表明，利用微生物对环境中有机磷农

药进行净化处理是行之有效的，并显示出良好的应

用前景［O!9］。微生物的分离培养、驯化、筛选只是微

生物培育中的基础，随着诱变育种、原生质体融合技

术以及 D1’重组技术的使用，所培育出来的微生物

用于含高浓度有机磷、成分复杂的工业废水必将取

得很好的效果［J］。本试验分离出能够有效降解乐果

的菌株，对菌株的培养条件和降解特性进行相应研

究；初步探讨了对苯酚的耐受性。笔者计划以该出

发菌株作为降解基因资源，为后续研究提供实验材

料，为工业化生物处理有机磷农药提供理论指导。
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! 材料和方法

! !! 实验材料
!"!"! 菌源
在江滨泵站溢流口分离到的长江水体中优势微

生物菌群。

!"!"# 试剂
"#$乐果（镇江农药厂生产）；所用化学试剂均

为国产分析纯（均由国药集团化学试剂有限公司提

供）。

!"!"$ 培养基
%& 分离培养基：%&’%() #*" +；%,-&.(’ #*’" +；

/+0(’ #*" +；琼脂 1" 2 -# +；蒸馏水 1 ### 34；5& 6
7*#；使用前加入适量乐果浓缩液。

’& 富集培养基：牛肉膏 " +；蛋白胨 1# +；%,89
" +；蒸馏水 1 ### 34；5& 6 7*#；加入适量乐果浓
缩液。

(& 蒙 金 娜 有 机 磷 培 养 基：葡 萄 糖 1# +，
（%&’）-0(’ #*" +，/+0(’·7&-( #*) +，%,89 #*) +，:89
#*) +，;<0(’·7&-( #*#) +，/=0(’·&-( #*#) +，8,8()

" +，琼脂 1> 2 -# +；加入适量卵黄稀释液。
! !# 实验方法
!"#"! 菌悬液的制备
以无菌操作将选好的菌株接种于 "# 34活化富

集培养基中，)-?、1"# @ A 3B= 好氧振荡培养 1’ C，使
菌液浓度 (D’E#保持在 #*F#"左右备用。
!"#"# 微生物的富集分离
将蒙金娜有机磷培养基培养出来的 GD1制成菌

悬液，取 "34于 ’"34含农药乐果的分离培养基中，
)-?、1"# @ A 3B=培养 7 H。以 >$的接种量接入新鲜
的同种培养基中，乐果的浓度在传代过程中逐步从

"#3+ A 4提高到 "##3+ A 4。取富集液 #*" 34，在稀释
倍数 1# I 1、1# I -、1# I )时分别取 #*" 34涂布于富集
培养基中。)-?培养 - 2 ) H。选取菌落规则的菌株
分离、纯化后斜面保存。

!"#"$ 菌株 GD1对乐果的降解实验
活化斜面后，将以上分离的纯化菌株于富集培

养液中培养 1’ C后，’ ### @ A 3B=离心 1# 3B=，用无菌
水洗涤 1次，按 >$的接种量接入含乐果的分离培
养液中，)-?、1"# @ A 3B=培养 ) H。用钼锑抗分光光
度法测定降解前后乐果的含量，计算降解率。

分别测定培养前后总磷量及无机磷量，有：

降解率 ! 进水有机磷含量 " 出水有机磷含量
进水有机磷含量

式中：有机磷 6总磷 I无机磷。
!"#") 分析方法

%& 菌株的鉴定：常规鉴定操作及方法参看文献

［>!1#］，菌株的鉴定测序分析由上海生物工程研究
所完成。

’& 菌体生长测定：以波长为 ’E# =3处的 (D值
表示。

(& 乐果含量测定：本试验通过测定溶液中无机
磷含量来计算有机磷乐果的降解率，采用钼锑抗分

光光度法［11］测定培养液中的无机磷含量。

# 结果与分析

# !! 菌株农药耐受性试验
将纯化菌株按 >$的接种量接入乐果浓度逐渐

提高的一系列分离培养基中，)-?、1"# @ A 3B=摇床培
养，-’ C后测定菌液的 (D’E#值，结果见图 1。

图 ! 菌株的农药耐受性

由图 1可以看出，该菌株对农药乐果的耐受力
较强，在质量浓度为 E## 3+ A 4的乐果培养基中，菌
体生长基本不受到抑制。

# !# 主要环境生存因子对 GD1菌株的影响
#"#"! 温度
取 -34 的 GD1 菌悬液接种于乐果质量浓度为

1##3+ A 4的富集液体培养基中，并分别置于不同温度
（-"?，)#?，)-?，)7?，’"?）的摇床中振荡培养 -’C，
取样测定乐果的质量浓度以及微生物的生长量。

由图 -、图 )可知，在 )# 2 )7?之间，GD1菌株降
解乐果效果较好，而且生长也较好。且在 )-?时乐
果降解率最高达 ’F*"’$，(D’E#达到 #*EF>，生长最
好。当温度小于 -"?、大于 ’#?时，乐果降解率和
生长量显著降低。

图 # 温度对 *+!菌株降解乐果的影响

图 $ 温度对 *+!菌株生长的影响
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!"!"! !"值
取 #$%的 &’( 菌悬液接种于不同的 !"值（)，

*+*，,+-，.+/，.+#，.+*，0，1，((）且乐果质量浓度为
(//$2 3 %的富集液体培养基中，在 )#4条件下振荡
培养 #- 5，取样测定乐果的浓度以及微生物的生
长量。

由图 -、图 * 可知，&’( 菌株在 !" 6 , 7 0 之间
时，&’(菌株降解乐果效果较好，而且生长也较好。
在 !" 6 .+#时，乐果降解率最高达到 */+),8，而且
生长最好。当 !" 9 *+*或 !" : 1时，乐果降解率和
生长量显著降低。

图 # $%值对乐果降解率的影响

图 & $%值对 ’()菌株生长的影响

!"!"* 通气条件
由于本试验的培养条件（)#4，(*/ ; 3 $<=摇床培

养）是一定的，所以三角烧瓶中的装液量是影响通气

量的主要因素。按比例将 &’(菌悬液接种于装液量
分别是 (*$%、#/$%、#*$%、)/$%、)*$%、-/$%、-*$%
的 (*/$%三角烧瓶中，乐果质量浓度为 (//$2 3 %，置
于 )#4摇床中振荡 #- 5后，取样测定乐果的浓度以
及微生物的生长量。

由图 ,、图 .可知，随着装液量的增加，&’(菌株
对乐果降解率逐渐减小。装液量为 )/ $%时，乐果
降解率高达 *(+*-8；装液量为 -* $%时，乐果降解
率为 #(8；同时 &’( 菌株的生长也减缓，装液量为
)/$%时，>’-,/高达 /+,-#；装液量为 -* $%时，>’-,/

为 /+)*0。结果表明，菌株 &’(的生长量和对乐果的
降解率均随着摇瓶中装液量的增加即通气体积的减

少而递减，装液量为 )/$%时效果最好。

图 + 装液量对乐果降解率的影响

! ?* 接种量对乐果降解率的影响
取活化后的 &’(菌株接种到富集液体培养基进

行富集，制成的菌悬液用于接种量对乐果降解影响

的研究。按 (8、#8、-8、(/8的接种量（按体积比
计算）将 &’( 菌株接种到 )/ $%的富集液体培养基
中，观察不同的接种量对乐果降解率的影响，其中乐

果质量浓度为 (//$2 3 %，结果如图 0。

图 , 装液量对 ’()菌株生长的影响

图 - 接种量对乐果降解率的影响

结果表明，提高接种量可以加快反应速率，缩短

延迟期，但接种量在 ,8 7 (,8之间时，接种量对乐
果的降解率影响不大。因此本次试验均统一采用

08的接种量。
! ?# &’(菌株对乐果降解率的影响
!"#") &’(生长过程中对乐果的降解
取活化后的 &’( 菌株接种到乐果质量浓度为

(//$2 3 %的富集液体培养基中，接种量为 # $%。置
于 )#4、(*/ ; 3 $<=的摇床上振荡培养，每间隔 # 5取
样测定菌体的生长量和乐果的降解情况。

由图 1、图 (/可知，&’(菌株的生长和乐果的降
解是基本同步的。&’(菌株的生长明显分为迟滞期
（/ 7 ( 5）、对数期（# 7 (# 5）、静止期（(# 7 ## 5）、衰亡
期（ : ## 5）。在培养时间为 (, 5的时候，&’(菌株的
>’-,/值最大，达到 (+//*，同时乐果的降解率也达到

*(+*-8。

图 . 乐果降解率随时间的变化曲线

图 )/ ’()菌株的生长曲线

!"#"! 不同初始浓度乐果对降解率的影响
在富集液体培养基中，加入不同浓度的乐果，置
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于 !"#、$%& ’ ( )*+的摇床上振荡培养 ", - 后，取样
测定 ./$ 菌体的生长量和乐果的降解情况，
见图 $$。

图 !! 不同初始浓度乐果对降解率的影响

结果可知，在乐果质量浓度为 %& 0 "&& )1 ( 2之
间，经过 ", -的培养，./$菌株对乐果的降解率基本
一致，高达 %$3%,4，但当质量浓度超过 "&& )1 ( 2
时，./$菌株对乐果的降解率急剧下降。据此可推
测，./$菌株降解乐果的酶系统在乐果质量浓度为
$&& )1 ( 2 时活性最高。当乐果质量浓度大于
"&&)1 ( 2时，./$菌株降解乐果的酶系统可能受到抑
制作用，导致乐果的降解率急剧下降。由前面 ./$菌
株耐受性试验可知，在乐果质量浓度高达 5&&)1 ( 2的
培养基中菌体生长基本不受到抑制，所以这里并不是

由于菌株的生长受到抑制而使降解率下降的。

" 6# ./$菌株对苯酚耐受性试验
制备 ./$菌悬液，按 ,4的接种量接入 %个不同

苯酚浓度、78 9 :3&、%& )2 液体富集培养基的三角
烧瓶中，!"#、$%& ’ ( )*+ 摇床培养，", - 后于 5&& +)
波长处测菌液的 ;/值。
由图 $" 可以看出，该菌株对苯酚的耐受力很

强，在苯酚质量浓度为 " ,&& )1 ( 2的液体培养基中，
菌体生长基本不受到抑制。

图 !" 菌株的苯酚耐受性

$ 结 论

%& 通过菌株农药耐受性试验可知，./$菌株对农
药乐果的抗受力较强，在乐果质量浓度高达 %&&)1 ( 2
的培养基中，菌体生长基本不受到抑制。

’& ./$ 菌株的最适生长温度为 !"#，在 !& 0
!:#的温度下仍生长良好，最适 78值为 :3" 左右，
同样具有广泛的 78值生长范围（%3% 0 <3&）。

(& 装液量影响溶解氧量，从而影响菌株的生长
和对乐果的降解率。试验表明，装液量 $ ( %为最佳。
在实际处理农药废水或进行污染修复时需要保持良

好的通气（曝气）条件。

)& 提高接种量可以加快反应速率，缩短延迟

期，但接种量在 54 0 $54之间时，接种量对乐果的
降解率影响不大，采用 =4的接种量为最佳。

*& 初始乐果浓度较低有利于提高菌株的降解
率，若用于含高浓度有机磷废水处理则应考虑水样

的预处理。另外，实验结果发现在低浓度乐果培养

液中，./$菌株细胞的生长和乐果的降解是同步的。
+ & 试验还发现，./$菌株耐受苯酚质量浓度高

达 ",&&)1 ( 2，可以从分子水平上进一步研究菌株的
降解片断基因，有针对性处理含高浓度有机磷、成分

复杂的工业废水。
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