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有机磷农药是我国目前农业生产上使用的主要

农药品种牞近年来牞由于大规模施用化学农药所带来

的环境问题日益明显 犤牨犦
。特别是在田间机械化施药

时，因器械清洗和剩余药液而产生大量低浓度的农药

废水，如不加处理则严重污染水体。但这些废水分散

于各个农场，处理困难。生物处理设备简单而去毒效

果较为彻底，很适用于农药废水的分散就地处理，通

过研究降解微生物菌株的筛选诱变及基因工程技术

建立新菌株，或者通过降解酶系统及固定化酶技术，

为处理农药废水提供更有效的手段犤牪犦
。乐果属于二硫

代磷酸酯牞是使用较多而较难降解的有机磷农药品种

之一牞我们筛选了能产生乐果降解酶的菌株牞并对其

产酶条件进行了研究，现报道如下。

牨 材料和方法

牨牣牨 菌种的筛选

从广州农药厂附近受农药长期污染的土壤中采

取土样，加入乐果无机盐培养基中，在牫牥℃摇床牗牨牭牥

狉牤犿犻狀牘中培养牱犱，再转入新鲜无机盐培养基中继续

培养，连续转接富集牬次。将最后一次富集培养液取

样进行梯度稀释，涂布于乐果无机盐琼脂平板，于恒

温箱中培养，待长出菌落后，挑取单菌落连续划线纯

化牫次，获得初筛菌株。将初筛菌株接种于含牥牣牪％

乐果的发酵培养基中，在牫牥℃摇床牗牨牭牥狉牤犿犻狀牘培养

牪牬犺，取样测定各菌株的生长量和发酵液的酶活力，

以生长最好，酶活力最高者为实验菌株。

牨牣牪 主要培养基

（牨）乐果无机盐培养基牶犓犆犾牥牣牭犵、犕犵犛犗牬 牥牣牭

犵、犆犪犆犾牪牥牣牨犵、犕狀犛犗牬牥牣牥牥牨犵、犎牪犗牨牥牥牥犿犔，狆犎

牱牣牥，灭菌后再添加牥牣牪％乐果作为唯一碳源，如为固

体平板则需加入牪％琼脂。（牪） 牛肉膏蛋白胨培养基牶

蛋白胨牨牥犵、牛肉膏牭犵、犖犪犆犾牭犵、犎牪犗牨牥牥牥犿犔，狆犎

牱牣牥。牗牫牘发酵产酶培养基牶蛋白胨牫犵、牛肉膏牥牣牭犵、

犖犪犆犾牭犵、犎牪犗牨牥牥牥犿犔，狆犎牱牣牥，灭菌后再添加一

定浓度的乐果作为产酶诱导物，如为固体培养基则再

添加牪％琼脂。牗牬牘鉴定培养基牶参阅文献犤牫犦配制。

牨牣牫 菌体生长量的测定

将发酵液进行牨∶牬稀释后，测定牰牥牥狀犿处吸收

值，以犃牰牥牥表示。

牨牣牬 磷的测定方法 参阅文献犤牬犦测定。

牨牣牭 酶活力测定 将牥牣牭犿犔、牭牥犿犿狅犾牤犔犜狉犻狊（狆犎

牳牣牥）缓冲液，其中含有牥牣牭％乐果作为底物，于牰牥℃

预热牨牥犿犻狀，然后加入酶液牥牣牪犿犔，迅速混匀，精确

反应牨牭犿犻狀，以牥牣牪犿犔牥牣牪犿狅犾牤犔犎犆犾终止反应，测

定反应体系中产生的无机磷含量。以终止反应后加入

酶液的试管为对照。酶活力单位的定义：在上述反应

条件下，每催化反应生成牨μ犵无机磷所需酶量为牨

个活力单位。

牪 实验结果

牪牣牨 菌种的筛选结果

牪牣牨牣牨初筛结果

从土壤中分离筛选，在选择平板上获得细菌牨牫

株，经摇瓶复筛，获得细菌牱株，各菌株在摇瓶发酵时

的生长量和产酶活力见表牨。尽管其中牨牨、牨牪、牪牪、牪牫

号菌株生长量也较高，但检测其发酵上清酶活力并不

高，估计这几号菌株对乐果有一定的耐受力，而牨牫、
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表牪 犘－牨菌株的生理生化特性

表牨 菌株的复筛结果

菌株编号 生长量牗犃牰牥牥牘 酶活力牗狌牤犿犔牘

牨牨 牥牣牥牳牳 牨牣牫

牨牪 牥牣牥牳牰 牥牣牴

牨牫 牥牣牥牪牬 牥

牪牪 牥牣牥牳牬 牥牣牭

牪牫 牥牣牨牥牬 牨牣牭

犘－牨 牥牣牨牨牪 牰牣牱

犅－牫 牥牣牥牥牰 牥

生理生化实验 碳源利用实验

与氧的关系 严格 半乳糖 ＋ 异戊醇 ＋

好氧 蔗糖 ＋ 正己醇 －

在牬牨℃生长 ＋ 乳糖 － 乙二醇 －

荧光色素 ＋ 山梨醇 － 乙酸乙酯 ＋

脓青素 － 甘露醇 ＋ 丙酮 －

接触酶 ＋ 麦芽糖 ＋ 牪－丁酮 －

硝酸盐还原 － 肌醇 － 乙醚 ＋

反硝化作用 ＋ 棉子糖 －

淀粉水解 － 赤藓糖醇 －

明胶液化 ＋ 甲醇 －

酪蛋白水解 ＋ 乙醇 ＋

葡萄糖发酵 ＋ 异丙醇 －

半乳糖发酵 ＋ 丁醇 ＋

甘露醇发酵 ＋ 正戊醇 ＋

图牨 初始狆犎对菌株生长量及产酶的影响

图牪 通气量对菌株生长及产酶的影响

犅－牫号菌株的生长量较低，并且未能测出降解酶活

力。最后，选取在含乐果的培养基上生长良好，并且

具有最高酶活力的犘－牨菌株作为实验菌株。

牪牣牨牣牪菌株的鉴定

（牨）犘－牨菌株的培养特征 在牛肉膏蛋白胨培

养基中，培养液浑浊，产生黄绿色的可溶性色素，不

产生脓青素，不产生沉淀，无气泡产生。在乐果－无

机盐培养基中，能以乐果为唯一碳源、氮源、磷源生

长，但生长量明显降低。培养基中添加乐果后，会抑

制菌种产生色素。

（牪）犘－牨菌株的菌落特征 在营养琼脂平板上

生长较快，培养牨牰犺菌落直径可达牨～牪犿犿，菌落边

缘不规整，向外扩散，菌苔米白色。

（牫）镜检结果 革兰氏染色阴性短杆状细菌，两

端钝圆，牥牣牭～牥牣牳×牨牣牭～牪牣牭μ犿。在缺氮培养基上

的老培养物，经结晶紫染色后在菌体两端形成异染

粒。

（牬）犘－牨菌株的生理生化特征 见表牪。

根据犘－牨菌株的以上特征，查阅《伯杰细菌鉴

定手册》第八版，初步鉴定犘－牨菌株为铜绿假单胞

菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）。

牪牣牪 产酶条件的优化

牪牣牪牣牨犘－牨菌株的产酶进程曲线

在发酵产酶培养基中，接种犘－牨菌株，在牫牭℃

摇床牗牨牭牥狉牤犿犻狀牘培养，每隔一定时间取样测定上清

的酶活力。结果表明，在发酵培养基中，最初牰犺检测

不到酶活，牴犺后产酶逐渐上升，到第牪牬犺达到最高

峰，随后酶活开始下降。

牪牣牪牣牪初始狆犎对菌种产酶的影响

在起始狆犎值分别为牭牣牥到牨牨牣牥牗间隔牥牣牭狆犎单

位牘的发酵产酶培养基中接种犘－牨菌，在牫牭℃摇床

牗牨牭牥狉牤犿犻狀牘培养牪牬犺，测定发酵上清的酶活力，结果

如图牨。起始狆犎为牱牣牥时，菌株的酶产率最高 ，这与

菌种的最适生长狆犎是基本一致的。

牪牣牪牣牫培养温度对菌种产酶的影响

将菌种接种于发酵产酶培养基中，于牪牥℃、牪牭℃、

牫牥℃、牫牭℃、牬牥℃、牬牭℃、牭牥℃不同温度牞摇床牗牨牭牥狉牤

犿犻狀牘发酵牪牬犺，取样测定发酵液的酶活力，结果表明，

培养温度为牫牭℃ 时，上清具有最高的酶活力 。当温

度达到牬牭℃ 时，菌体仍然有微弱的生长，但由于生长

较弱，此时培养液中已测不出酶活力。

牪牣牪牣牬通气量对菌种产酶的影响

牪牭牥犿犔三角瓶中分别装入牪牭犿犔、牭牥犿犔、牱牭

犿犔、牨牥牥犿犔、牨牪牭犿犔、牨牭牥犿犔培养基，接种在牫牭℃进

行振荡牗牨牭牥狉牤犿犻狀牘培养，牪牬犺后取样测定发酵上清

的酶活力。结果见图牪。由于该菌的生长是个好氧过

程，需要有较好的通气条件，通气不畅将抑制菌种的

生长，进而抑制酶的产生。

牪牣牪牣牭乐果浓度对菌体生长及产酶的影响
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表牬 犘－牨菌株正交实验结果

犃 犅 犆 酶活力牗狌牤犿犔牘

牨 牨 牨 牨 牬牣牬

牪 牨 牪 牪 牫牣牳

牫 牨 牫 牫 牨牣牪

牬 牪 牨 牪 牭牣牳

牭 牪 牪 牫 牬牣牳

牰 牪 牫 牨 牱牣牰

牱 牫 牨 牫 牰牣牬

牳 牫 牪 牨 牳牣牱

牴 牫 牫 牪 牳牣牪

Ⅰ 牴牣牬 牨牰牣牬 牪牥牣牱

Ⅱ 牨牳牣牪 牨牱牣牫 牨牱牣牳

Ⅲ 牪牫牣牫 牨牱牣牥 牨牪牣牬

犚 牨牫牣牴 牥牣牴 牳牣牫

图牫 乐果浓度对犘－牨菌株生长及产酶的影响

表牫 正交实验的因素和水平

蛋白胨牗犃牘

牗％牘

牛肉膏牗犅牘

牗％牘

乐果牗犆牘

牗％牘

牨 牥牣牨 牥牣牥牭 牥牣牥牭

牪 牥牣牪 牥牣牨牥 牥牣牨牥

牫 牥牣牫 牥牣牨牭 牥牣牪牥

以含有不同浓度的乐果的培养基接种菌株，在

牫牭℃摇床牗牨牭牥狉牤犿犻狀牘培养牪牬犺，取样检测发酵上清

的酶活力及菌种生长量。结果表明牗图牫牘，该菌可以

耐受较高浓度的乐果，但是乐果浓度越高，对菌种生

长的抑制作用越明显，其产生的酶活也逐步降低。

牪牣牪牣牰最佳发酵条件的选定

为了确定最佳发酵条件，进行了三因素三水平的

正交实验犤牭、牰犦
，实验条件和结果见表牫、表牬。

对正交实验的结果分析表明，蛋白胨作为菌种生

长的主要营养物质，其浓度对菌体生长量和酶活力有

显著影响。浓度越高，菌体生长量越高，同时产生的胞

外酶活力也越高。乐果作为产酶的诱导物，较低浓度

就能诱导该菌产生较高的酶活，浓度过高，将对菌种

生长产生抑制作用，进而降低胞外酶活力。牛肉膏的

浓度对生长量和酶活力均没有显著影响，估计这是因

为该菌对生长因子的要求不高造成的。综合以上数据

认为，采用犃牫、犅牪、犆牨作为最佳发酵条件进行发酵实

验能获得最高的酶产率犤牭、牰犦
。

牫 小结

本实验从农药长期污染的土壤中分离了能以乐

果为唯一碳源和能源进行生长的假单胞菌，研究结果

表明，该菌株生长较快，能适应较宽的狆犎和温度生

长范围，在较高的乐果浓度下也能生长，并在生长过

程中能过量的吸收磷，同时产生较高的胞外降解酶活

性，具有一定的实用化前景。
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犳狉狅犿 狋犺犲犳犻犲犾犱狊狌犫犼犲犮狋犲犱狋狅犳狉犲狇狌犲狀狋犪狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狊狅犳狅狉犵犪狀狅狆犺狅狊狆犺狅狉狌狊犻狀狊犲犮狋犻犮犻犱犲狊牣犜犺犲 犫犪犮狋犲狉犻狌犿 狑犪狊犪犫犾犲狋狅 狌狊犲

犱犻犿犲狋犺狅犪狋犲犪狊狊狅犾犲犮犪狉犫狅狀犪狀犱犲狀犲狉犵狔狊狅狌狉犮犲狊牣犜犺犲狅狆狋犻犿犪犾狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犪狀犱狆犎狏犪犾狌犲犳狅狉犵狉狅狑狋犺狅犳狋犺犲犫犪犮狋犲狉犻狌犿 狑犲狉犲

牫牥－牫牭℃牞犪狀犱牱牣牥－牱牣牭牞狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔牣犠犺犲狀犻狋狑犪狊犮狌犾狋狌狉犲犱犻狀犪 犿犲犱犻狌犿 犮狅狀狋犪犻狀犻狀犵牥牣牫％ 狆犲狆狋狅狀犲牞牥牣牥牭％ 犫犲犲犳犲狓

狋狉犪犮狋牞牥牣牭％ 犱犻犿犲狋犺狅犪狋犲牞牥牣牭％ 犖犪犆犾犪狀犱犻狀犮狌犫犪狋犲犱犪狋牫牭℃狑犻狋犺狊犺犪犽犻狀犵 牗牨牭牥狉牤犿犻狀牘犳狅狉牪牬犺狅狌狉狊牞犻狋狑犪狊犳狅狌狀犱狋犺犪狋

狋犺犲犫犪犮狋犲狉犻狌犿 狑犪狊犮犪狆犪犫犾犲狅犳狆狉狅犱狌犮犻狀犵狋犺犲犿犪狓犻犿狌犿犱犻犿犲狋犺狅犪狋犲－犱犲犵狉犪犱犻狀犵犪犮狋犻狏犻狋狔狑犻狋犺犪犫狅狌狋牳狌牤犿犔牣

犓犲狔狑狅狉犱狊 牶犱犻犿犲狋犺狅犪狋犲牷 犱犲犵狉犪犱犻狀犵犲狀狕狔犿犲牷 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狆牣


