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氯氰菊酯降解菌株ＣＤＴ３的分离鉴定及
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摘 要：采用室内培养试验方法，从农药厂污泥中分离到一株降解氯氰菊酯的放线菌 牗命名为 ＣＤＴ３牘，并对该菌进行了
鉴定，研究了其生理特性。结果表明，ＣＤＴ３能以共代谢的方式降解氯氰菊酯，经１６ＳｒＤＮＡ序列分析，鉴定为红球菌属
（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）。降解性能验证显示在摇瓶中对１００ｍｇ·Ｌ－１氯氰菊酯７２ｈ降解效率达到８４．２４％。ＣＤＴ３在 ＬＢ培养
基中经１５ｈ达到稳定期，在葡萄糖铵盐培养基中经２５ｈ达到稳定期。生长条件的初步研究显示牞其最适碳源为葡萄糖，
最适有机氮源为酵母膏，无机氮源为硫酸铵，最适温度３０℃，最适 ｐＨ８．０。无机盐利用试验表明牞当添加１％的磷酸二氢
钾，０．２％的氯化钠，０．２％的硫酸镁，０．０５％的碳酸钙时菌体生长良好；抗生素试验表明牞ＣＤＴ３对多种抗生素均敏感。小
区试验中对茶叶上氯氰菊酯的降解率达到６８．９４％。
关键词：氯氰菊酯牷降解菌牷生长条件牷降解效率
中图分类号：Ｘ１７２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７２－２０４３牗２００４牘０５－０９５８－０６

ＩｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎＤｅｇｒａｄｉｎｇ－ＢａｃｔｅｒｉｕｍＣＤＴ３ａｎｄＩｔｓＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎＣｈａｒ
ａｃｔｅｒｓ
ＸＵＹｕｘｉｎ牞ＤＡＩＱｉｎｇｈｕａ牞ＬＩＸｉａｏｈｕｉ牞ＬＩＳｈｕｎｐｅｎｇ
牗ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ牞ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅＣｏｌｌａｇｅ牞ＮａｎｊｉｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞ＫｅｙＬａｂｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆ
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ牞ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ牞Ｎａｎｊｉｎｇ２１００９５牞Ｃｈｉｎａ牘
Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｃａｐａｂｌｅｏｆｄｅｇｒａｄｉｎｇｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎ牞ｎａｍｅｄＣＤＴ３牞ｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓｌｕｄｇｅｏｆｐｅｓｔｉｃｉｄｅｆａｃｔｏｒｙ．Ｔｗｏ
ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｐｒｉｍｅｒｏｆ１６ＳｒＤＮＡｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｂｙｒｅｆｅｒｔｏＥ．ｃｏｌｉｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄＣＤＴ３ｓ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｔｈｒｏｕｇｈ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ 牗ＰＣＲ牘．Ｔｈｒｏｕｇｈｃｈｅｍｏｔａｘｏｎｏｍｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｉｎｆｅｒｅｎｃｅｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｈｏ
ｍｏｌｏｇｏｕｓａｎａｌｙｓｉｓ牞ｔｈｅｓｔｒａｉｎｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓａｍｅｍｂｅｒｇｅｎｕｓｏｆＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＣＤＴ３ｃｏｕｌｄｎｏｔｇｒｏｗｉｎｍｉｎｅｒａｌｍｅｄｉｕｍｃｏｎ
ｔａｉｎｉｎｇｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｏｔｈｅｒｃａｒｂｏｎｒｅｓｏｕｒｃｅ牞ｍｅａｎｗｈｉｌｅｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎｃａｎｂｅｄｅｇｒａｄｅｄｂｙＣＤＴ３ｗｉｔｈｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｏｆｏｔｈｅｒ
ｃａｒｂｏｎｒｅｓｏｕｒｃｅ牞ｓｏＣＤＴ３ｗａｓｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄｔｏｂｅａｂｌｅｔｏｄｅｇｒａｄｅｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎｉｎｔｈｅｃｏｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｍｅｔｈｏｄ．ＣＤＴ３ｒｅａｃｈｅｄｔｏｉｔｓ
ｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅａｆｔｅｒ１５ｈｏｕｒｓｉｎＬＢｍｅｄｉｕｍｏｒ２５ｈｏｕｒｓｉｎｇｌｕｃｏｓｅａｍｍｏｎｉａｍｅｄｉｕｍ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ牞ｏｒｇａｎｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｓｏｕｒｃｅ牞ｉｎｏｒｇａｎｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｆｏｒＣＤＴ３ｗｅｒｅｇｌｕｃｏｓｅ牞ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ牞牗ＮＨ４牘２ＳＯ４ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄ３０℃牞ｐＨ８．０ｗｅｒｅｔｈｅｏｐ
ｔｉｍｕｍｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＣＤＴ３．Ｔｈｅｍｉｎｅｒａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈｅｓｔｒａｉｎｇｒｅｗｗｅｌｌｗｉｔｈ０．１％ ＫＨ２ＰＯ４牞０．２％ ＮａＣｌ牞０．２％
ＭｇＳＯ４ａｎｄ０．０５％ＣａＣＯ３ｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒａｌｍｅｄｉｕｍａｎｄＣＤＴ３ｗａｓｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｏｓｅｖｅｒａｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ．Ｔｈｅｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎｑｕａｎｔｉｔｙｗａｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｒｏｕｇｈｌｙｔｈｒｏｕｇｈｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｃａｎｍｅｔｈｏｄａｔ２７８ｎｍａｎｄａｎａｌｙｚｅｄａｃｃｕｒａｔｅｌｙｂｙＧＣｗｉｔｈＥＣＤ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄＣＤＴ３
ｃｏｕｌｄｄｅｇｒａｄｅ８４．２４％１００ｍｇ·Ｌ－１ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎｗｉｔｈｉｎ７２ｈｉｎｆｌａｓｋ．ＴｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎｂｙＣＤＴ３ｗａｓ６８．９４％
ｉｎｔｈｅｐｌｏｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｔｅａｔｒｅｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎ牷ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｂａｃｔｅｒｉｕｍ牷ｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ牷ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅ

拟除虫菊酯类杀虫剂是一类人工合成的、类似天

然除虫菊酯的化合物。氯氰菊酯是拟除虫菊酯类杀虫

剂的一种，是Ｍ．Ｅｌｌｉｏｔｔ等人１９７４年发现的杀虫剂犤１犦。

氯氰菊酯是安全有效的广谱杀虫剂，从２０世纪８０年
代以后，在我国得到广泛使用犤２犦。

虽然除虫菊酯类农药被认为是高效低毒的农药，

但是，拟除虫菊酯杀虫剂具有对光、热稳定的特点，在

环境中的半衰期较长，很难在自然条件下快速降解。

由于长期的使用，很多害虫出现了抗药性，于是农民

加大了用量，这势必造成了蔬菜和土壤中此类农药的

大量残留 犤３犦。尽管它们的毒性相对较低，但大量的残

留还是给人们的健康带来了巨大的威胁。尤其是在我

国加入了ＷＴＯ以后，西方国家调整了农产品的农药
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残留标准，使我国的农产品出口受到更严格的限制，例

如茶叶，这迫使我们寻找一种切实有效的方法来解决

这一难题犤４犦。以生物修复（Ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ）为理论基础
的农药残留降解菌技术就应运而生了，该技术具有高

效、无毒、无二次污染的特点，而且经济实用，操作简

便，目前已成为去除农药残留污染的一种重要方法犤５犦，

国内外已有相关研究报道。本实验室经多年的研究，

已筛选到了多株降解有机磷、氨基甲酸酯、除虫菊酯

杀虫剂和除草剂农药的降解菌，而且已推广应用了几

万公顷，取得了良好的经济效益和社会效益。

目前，国内外很多有关农药残留降解菌研究的报

道牞但对拟除虫菊酯类农药的降解菌报道相对较少。
据目前收集的资料，国外报道的菌株有蜡状芽孢杆菌

属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ．）等一些菌 犤６～８犦，而国内则集中在

产碱菌属牗Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｓｐ．牘的一株菌 犤９～１１犦。它们的共

同点是都以共代谢（Ｃｏｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）的方式降解（转化）
菊酯，且当菊酯浓度超过２００ｍｇ·Ｌ－１时，降解率明
显下降甚至不降解。这一方面可能由于菊酯的疏水性

较强，另一方面可能与降解产物对细菌的毒害有关。

共代谢是微生物降解污染物的一种重要方式，即微生

物在以某种基质为碳源和能源生长时，能同时代谢农

药等化合物，但这种微生物不能利用这些化合物，它

只是改变它们的结构，产生中间产物，结果是农药并

没有完全被矿化犤５牞１２犦。本文对本实验室筛选的一株降

解氯氰菊酯的放线菌 ＣＤＴ３的生长条件和降解特性
进行了初步探究。

１ 材料与方法

１．１培养基与试剂犤１３犦

基础盐培养基ＭＭ：牗ＮＨ４牘２ＳＯ４１．５、ＫＨ２ＰＯ４０．５、
Ｋ２ＨＰＯ４１．５、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２、ＮａＣｌ０．５ｇ·Ｌ－１牞ｐＨ
７．５；富集培养基：在培养基 ＭＭ中加入一定浓度的
农药和适量的酵母膏；ＬＢ培养基：蛋白胨１０、酵母
膏５、ＮａＣｌ５ｇ·Ｌ－１牞ｐＨ７．２；葡萄糖铵盐培养基：在
ＭＭ中加入葡萄糖１０ｇ·Ｌ－１牞ｐＨ７．０（固体培养基中
加入２％～２．５％的琼脂）牷碳源试验培养基：在ＭＭ
中加入１０ｇ·Ｌ－１的各种碳源 （葡萄糖、蔗糖、果糖、
木糖、乳糖、半乳糖）牷氮源试验培养基：在ＭＭ中不加
牗ＮＨ４牘２ＳＯ４牞另外加入２．０ｇ·Ｌ－１的各种氮源 （有机
氮：酵母膏、牛肉膏、蛋白胨、尿素；无机氮：ＮＨ４ＮＯ３、
牗ＮＨ４牘２ＳＯ４、ＮＨ４Ｃｌ）；无机离子试验培养基：ＭＭ分别
不加入Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｍｇ２＋牞再分别按０．２、０．５、１牞２ｇ·Ｌ－１

的量加入ＫＨ２ＰＯ４，按０．５、１牞２、５ｇ·Ｌ－１的量加入

ＮａＣｌ；按０．２、０．５、１牞２ｇ·Ｌ－１的量加入ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ；按０．１、０．２、０．５、１ｇ·Ｌ－１的量加入ＣａＣＯ３。
１０％氯氰菊酯乳油、９０％氯氰菊酯原油由江苏农药研
究所农药厂赠送，９８％氯氰菊酯标准品购自上海农药
研究所，其余试剂均为分析纯。

１．２降解菌的分离与鉴定
１．２．１降解菌的筛选犤１４犦

将采自江苏农药研究所农药厂的污泥 ２ｇ加入
１００ｍＬ含１００ｍｇ·Ｌ－１氯氰菊酯的富集培养基中，培
养７ｄ后以１０％的接种量转入同样的培养基中，同时
用三氯甲烷提取富集液中的氯氰菊酯，以不接菌的富

集培养基作对照，于３５０～２００ｎｍ波长范围内做紫外
扫描检测农药。重复以上过程，直到观察到农药的降

解。取１ｍＬ富集液分别稀释涂布到含１００ｍｇ·Ｌ－１氯
氰菊酯的固体ＭＭ和ＬＢ培养基中。挑取菌体和菌落
形态不同的菌，接种到ＬＢ试管中培养，菌体离心洗
涤后加入含１００ｍｇ·Ｌ－１氯氰菊酯的，７２ｈ后检测农
药。

１．２．２降解菌的鉴定
ａ．采用传统的细菌鉴定方法，检测各种生理生

化指标犤１５犦

ｂ．采用扩增、测定 １６ＳｒＤＮＡ序列，通过检索
ＧｅｎＢａｎｋ数据库鉴定到属犤１６犦。

１．２．２．１ＣＤＴ３染色体总ＤＮＡ的提取
ＣＤＴ３提前 ２ｄ划平板活化，挑单菌落接种于 ５

ｍＬ试管，３７℃剧烈振荡培养过夜→１０％接种量转接
至５０ｍＬＬＢ液体培养基摇至稳定期 （ＯＤ６００＞１．０牞
＞１０１０ｃｆｕ·ｍＬ－１）→１２０００ｒ·ｍｉｎ－１牞离心５ｍｉｎ→
ＴＥＮ洗涤菌体→离心收集菌体→悬浮于 １０ｍＬ的
ＴＥＮ中→加入５０μＬ蛋白酶Ｋ牗２０ｍｇ·ｍＬ－１牘，再加
入１ｍＬ的１０％ＳＤＳ，５０℃３ｈ温水浴→加入１／３体积
的饱和ＮａＣｌ剧烈振荡１５ｓ→１２０００ｒ·ｍｉｎ－１牞离心５
ｍｉｎ→上清用等体积的酚∶三氯甲烷抽提２次，１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１牞离心５ｍｉｎ收集上清→加入０．６体积的异
丙醇沉淀→７０％乙醇洗涤，吹干，溶于 ＴＥＲ中，备
用。

１．２．２．２１６ＳｒＤＮＡ扩增
上游引物：ＣＣＧａａｔｔｃｇＴＣｇＡＣＡＡＣＡｇＡｇＴＴＴｇＡＴ

ＣＣＴｇｇＣＴＣＡ－３。
下游引物：ＣＣＣｇｇｇＡＴＣＣＡａｇＣＴＴＡＣｇｇＣＴＡＣＣ

ＣＴＴｇＴＴＡＣｇＡＣＴＴ－３
１００μＬ反应体系：模板 ５μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ·

Ｌ－１）８μＬ，引物（２５ｐｍｏｌ·μＬ－１）４μＬ，Ｂｕｆｆｅｒ（１０×）１０
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μＬ，Ｍｇ２＋（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１０μＬ，Ｔａｑ酶２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
５７μＬ。

反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２
℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃延伸１０
ｍｉｎ；４℃保温。
１．３ＣＤＴ３最适生长条件研究
１．３．１ＣＤＴ３生长曲线测定

按５％的接种量接入ＬＢ培养基和葡萄糖铵盐培
养基中，３０℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１，定时取样测ＯＤ６００值。
（ＬＢ培养基培养的菌液需先离心 ８０００ｒ·ｍｉｎ－１，５
ｍｉｎ，再用无菌水重悬后测定）。
１．３．２碳源、氮源、无机盐利用试验

均按 ２．５％的接种量接入待测培养基 （装瓶量

１００ｍＬ／２５０ｍＬ）中牞３０℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１，振荡培养。
根据生长曲线测定结果，在最高生长量期即培养２５ｈ
后取样，测定ＯＤ６００值。
１．３．３温度试验

按２．５％的接种量接入葡萄糖铵盐培养基（装瓶
量１００ｍＬ／２５０ｍＬ），分别于１８℃、２５℃、３０℃、３７
℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１，振荡培养。２５ｈ后取样，测定ＯＤ６００
值。

１．３．４ｐＨ试验
葡萄糖铵盐培养基（装瓶量１００ｍＬ／２５０ｍＬ），初

始ｐＨ分别调至５．０、６．０、７．０、８．０、９．０，按２．５％的接
种量接种，３０℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１，振荡培养。２５ｈ后取
样，测定ＯＤ６００值。
１．３．５碳源、氮源双因素试验

以葡萄糖为碳源，硫酸铵为氮源，设定３个葡萄
糖浓度梯度，同一梯度下，改变Ｃ／Ｎ比，分别为１０∶１、
２０∶１、４０∶１，按２．５％的接种量接种，３０℃，１６０ｒ·
ｍｉｎ－１，振荡培养。２５ｈ后取样，测定ＯＤ６００值。
１．４ＣＤＴ３的抗生素抗性试验

取培养好的菌液０．１ｍＬ于灭菌的平皿中，到入
ＬＢ培养基，混匀，备用。将小滤纸片在待测抗生素中
浸润后贴于平板的不同区域，平板于３０℃培养，观察
抑菌圈的有无及大小。

１．５ＣＤＴ３对氰氯菊酯的降解试验
１．５．１摇瓶中的降解试验

在ＭＭ培养基 （装瓶量１００ｍＬ／２５０ｍＬ）中加入
氰氯菊酯使浓度为 １００ｍｇ·Ｌ－１，以 ２％的量接入
ＯＤ６００＝１．０的ＣＤＴ３菌液，同时添加酵母汁使其终
浓度为 ５０ｍｇ·Ｌ－１，以不接菌的培养基作对照，３０
℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１，振荡培养，７２ｈ后检测农药残留

量。

１．５．２小区试验犤１７犦

用１０％的氯氰菊酯乳油加水配制成５０ｍｇ·Ｌ－１

的溶液，将新叶长出５片以上，高度为１ｍ左右的绿
茶茶树分为处理和对照两个区，每个区各设３个重复
小区，小区面积为３ｍ２，每个小区约４棵茶树。农药喷
施于茶树的叶面，２４ｈ后，处理区喷稀释 １０倍的
ＣＤＴ３菌液牗＞１０１０ｃｆｕ·ｍＬ－１牘，对照区喷清水。农药和
菌液的用量均为７５ｍＬ·ｍ－２，喷施时间均为傍晚，无
雨。喷菌７２ｈ后按“Ｓ”形方法采集茶叶，测定农药残
留量。

１．６农药检测方法
１．６．１紫外扫描检测

由于氯氰菊酯在三氯甲烷中在２７８ｎｍ有特征吸
收峰，因此可以通过紫外扫描的方法对氯氰菊酯的含

量作定性分析。吸取２ｍＬ培养液，加入４ｍＬ三氯甲
烷，振荡混匀，静置使萃取充分，弃去上层水相，加入

少量无水硫酸钠吸取残留水分，于３５０～２００ｎｍ波长
范围内在ＳＨＩＭＡＤＺＵＵＶ２４０１紫外扫描仪上扫描。
１．６．２气相色谱检测犤１８犦

培养液中氯氰菊酯的提取：吸取１ｍＬ菌液，加入
５ｍＬ丙酮，混匀１ｍｉｎ静置，加入无水氯化钠至饱和，
混匀１ｍｉｎ静置，吸取０．１ｍＬ上层液，氮气吹至近干，
用正己烷定容至１ｍＬ，加入无水硫酸钠，上机分析。

茶叶上残留氯氰菊酯的提取：称取新鲜叶片２５
ｇ，加入 ２５ｍＬ乙腈，在高速匀浆机中以 １００００ｒ·
ｍｉｎ－１匀浆１ｍｉｎ，匀浆液倒入具塞量筒，加入５ｇ干燥
的ＮａＣｌ，振荡混匀、静置，待分层后取１０ｍＬ上层液，
用氮气吹至近干，加５ｍＬ淋洗液 （１０％丙酮∶９０％石
油醚）溶解，过弗罗里硅土柱净化，用适量淋洗液净

化，收集淋洗液，用氮气吹至近干，加正己烷定容至５
ｍＬ，上机检测。

气相色谱检测条件：气相色谱仪为ＨＰ６８９０（带工
作站），载气：９９．９９９％Ｎ２，平均线速度３８ｃｍ·Ｌ－１，不
分流进样，进样量１μＬ－１，ＨＰ－５毛细管柱（３０．０ｍ×
０．５３０ｍｍ×１．５μｍ），以外标法定量；进样口温度２４０
℃，ＥＣＤ检测器温度３００℃，柱温采用程序升温：初温
１５０℃，以２５℃·ｍｉｎ－１升温至２９０℃，在此温度保持
１０ｍｉｎ。

本检测方法样品中氯氰菊酯的含量以各种异构

体的总量计，最小检出量为０．００５０ｍｇ·Ｌ－１。菌液和
茶叶样品中，分别做了０．１ｍｇ·Ｌ－１和１ｍｇ·Ｌ－１的
添加回收率试验，平均回收率都在 ９０％和 １１０％之
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图２ ＣＤＴ３的１６ｓｒＤＮＡ电泳图谱

Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆ１６ｓｒＤＮＡｏｆＣＤＴ３

图１ ＣＤＴ３的电镜照片牗×１９９０００牘

Ｆｉｇｕｒｅ１ ＥＭＳｐｈｏｔｏｏｆＣＤＴ３
图４ 不同碳源对 ＣＤＴ３生长的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４ ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｃＤＴ３

间，变异系数在１０％以下，符合农药残留检测的标
准。

２ 结果及讨论

２．１菌株鉴定
菌体形态：在葡萄糖铵盐培养基中呈短杆状；在

ＬＢ中呈长杆状；成单、成双、成链；大小０．６～１．２
μｍ×１．５～６．０μｍ。菌落特征：圆形，在ＬＢ上呈橙色，
略干，隆起，老的培养物边缘有扩散现象。生理生化特

征：革兰氏染色阳性，不能发酵葡萄糖产酸，严格呼吸

型代谢，氧化酶阴性，接触酶阳性，Ｖ－Ｐ反应阴性，
甲基红反应阴性，不能利用淀粉，可液化明胶，还原硝

酸盐到亚硝酸盐，可氧化乙醇到乙酸。

经过生理生化试验和１６ＳｒＤＮＡ序列分析，ＣＤＴ３
初步鉴定为红球菌属 牗Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．牘，见图 ２。
ＣＤＴ３在以氯氰菊酯为惟一碳源的ＭＭ培养基中不生
长，但在有其他碳源存在可以降解氯氰菊酯，所以可

以认为ＣＤＴ３是以共代谢的方式降解农药的。
２．２生长曲线测定

以 ５％的接种量接入 ＯＤ６００＝１．０的 ＣＤＴ３菌
种，３０℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１，定时取样测ＯＤ６００值。ＣＤＴ３
在ＬＢ培养基中延滞期约３ｈ，对数生长期约８ｈ，经１５
ｈ达到稳定期；在葡萄糖铵盐培养基中延滞期约４ｈ，
对数生长期约２０ｈ，经２５个小时达到稳定期。ＣＤＴ３
在营养丰富的ＬＢ培养基中的生长速度较快，生长量
也较大，而在葡萄糖铵盐培养基中的生长周期长，生

长量也较小。考虑到葡萄糖铵盐培养基中葡萄糖的浓

度相对较低，可能适当的提高碳源浓度可以提高菌体

的产量，这将在后面的试验中验证。

２．３生长条件的研究
２．３．１碳源、氮源利用试验

从图３、图４、图５可以看出，ＣＤＴ３可利用木糖、
蔗糖、半乳糖、葡萄糖和果糖等多种碳源，不能利用乳

糖，在葡萄糖中生长得最好，果糖次之。ＣＤＴ３可利用
多种氮源，在有机氮中生长明显好于无机氮，最适有

机氮源为酵母膏，无机氮源为硫酸铵。在有机氮存在

的条件下菌体的生长量有明显增加，这可能与有机氮

源也可以提供部分碳源营养，而且含有丰富的生长因

子有关。

２．３．３添加无机盐对ＣＤＴ３生长的影响
从表１可以看到，添加１ｇ·Ｌ－１的Ｋ２ＨＰＯ４菌体

生长最好，ＮａＣｌ的加入量在１～２ｇ·Ｌ－１时菌体生长
最好，添加２ｇ·Ｌ－１的ＭｇＳＯ４·Ｈ２Ｏ菌体生长最好，
添加０．５ｇ·Ｌ－１ＣａＣＯ３菌体生长最好。适当的添加无
机营养都有助于 ＣＤＴ３的生长，尤其是Ｋ＋对菌体的
产量影响最大，原因有待进一步分析。

图３ ＣＤＴ３在葡萄糖铵盐／ＬＢ培养基中生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３ ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＣＤＴ３ｉｎｇｌｕｃｏｓｅ／ＬＢｍｅｄｉｕｍ

图５ 不同氮源对ＣＤＴ３生长的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５ ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＣＤＴ３
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图７ ｐＨ对ＣＤＴ３生长的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７ ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＣＤＴ３

图６ 温度对ＣＤＴ３生长的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６ ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＣＤＴ３

表１ 无机盐对菌体生长的影响

Ｔａｂｌｅ１ ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉｎｅｒａｌｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＣＤＴ３

ＮａＣｌ／ｇ·Ｌ－１ ＯＤ（６００ｎｍ） ＭｇＳＯ４·Ｈ２Ｏ／ｇ·Ｌ－１ ＯＤ（６００ｎｍ） ＣａＣＯ３／ｇ·Ｌ－１ ＯＤ（６００ｎｍ） Ｋ２ＨＰＯ４／ｇ·Ｌ－１ ＯＤ（６００ｎｍ）

０．５ ０．５０３ ０．２ ０．２５４ ０．２ ０．５８０ ０．２ ０．５９７
１ ０．６１６ ０．５ ０．３６６ ０．５ ０．６６５ ０．５ ０．６０９
２ ０．６３３ １ ０．４０７ １ ０．５９２ １ ０．８１６
５ ０．５２８ ２ ０．６０３ ２ ０．５９３ ２ ０．７８４

１．添加０．１％的葡萄糖 ２．添加１％的葡萄糖

３．添加２％的葡萄糖
图８ 不同的 Ｃ／Ｎ比对 ＣＤＴ３生长的影响

Ｆｉｇｕｒｅ８ ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓＣ／ＮｒａｔｉｏｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＣＤＴ３

图９１００ｍｇ·Ｌ－１氯氰菊酯 ＣＤＴ３降解的紫外扫描图谱

Ｆｉｇｕｒｅ９ ＵＶ－Ｓｃａｎｇｒａｐｈｏｆｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆ１００ｍｇ·Ｌ－１

ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎｂｙＣＤＴ３

种类 浓度 ／μｇ·ｍＬ－１ 抑菌圈大小 ／ｄ·ｃｍ－１

Ａｍｐ １００ ０．７０
Ｃｈｌ １７０ １．４６
Ｋａｎ ５０ １．３４
Ｓｔｒ ５０ １．６５
Ｔｃ ５０ １．００

表２ 抗生素试验

Ｔａｂｌｅ２ ＴｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＣＤＴ３ｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ

２．３．４温度、ｐＨ试验
从图６、图７可以看到，ＣＤＴ３在３０℃生长良好，

温度过高或过低都不利于它的生长。ＣＤＴ３在偏碱条
件下生长良好，其生长的最适ｐＨ为８．０，ｐＨ值低于
７．０时生长明显受到抑制。ＣＤＴ３属红球菌属，是一种
放线菌，ＣＤＴ３在３０℃、碱性环境下生长良好，这与鉴
定结果是一致的。

２．３．５碳氮比试验
从图８中可以看出，添加碳源越多，菌体生长越

好，但添加１％的葡萄糖与添加２％的相差不大，故从
节约的角度来看，添加１％的碳源更合适。在１％和
２％浓度的碳源试验中，Ｃ／Ｎ比为 ４０∶１的生长最
好。碳氮比的试验结果可以为ＣＤＴ３以后的大规模发
酵生产提供理论依据。

２．３．６抗生素抗性试验
ＣＤＴ３对多种抗生素均敏感，其中链霉素能强烈

抑制ＣＤＴ３的生长牗表２牘。这虽然给ＣＤＴ３的基因操
作造成了一定的困难，但对于降解菌在应用中的安全

性却是有利的。

２．４降解性能的验证

分别用紫外扫描和气相色谱方法分析了 ＣＤＴ３
在摇瓶中对氯氰菊酯的降解效果。ＣＤＴ３的ＯＤ６００为
１．０，接种量为２．５％，农药浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１，经过
３ｄ的摇瓶培养，培养液经三氯甲烷提取后作紫外扫
描，波长２７８ｎｍ处为氯氰菊酯的特征紫外吸收峰。与
对照相比，在２７８ｎｍ处已基本无峰，说明加菌的处理
中氯氰菊酯已经基本被降解牗图９牘。以上样品经过气
相色谱检测牗图１０牘，对照的平均浓度为９３．３７５ｍｇ·
Ｌ－１，处理的平均浓度为１４．７１５ｍｇ·Ｌ－１，降解率为
８４．２４％。虽然ＣＤＴ３不能利用农药生长，但在有其他



９６３第２３卷第５期 农 业 环 境 科 学 学 报

牗图中７．８～８．５ｍｉｎ的峰为氯氰菊酯，有多种异物体牘
图１０１００ｍｇ·Ｌ－１氯氰菊酯ＣＤＴ３降解的气相色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１０ＧＣｇｒａｐｈｏｆｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆ１００ｍｇ·Ｌ－１

ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎｂｙＣＤＴ３

样品编号 农药残留量／ｍｇ·ｋｇ－１ 平均数／ｍｇ·ｋｇ－１ 降解率／％
对照 １ ０．４３６２
对照 ２ ０．４２６８ ０．４２１６
对照 ３ ０．４０１９ ６８．９４
处理 １ ０．１１５７
处理 ２ ０．１４９９ ０．１３０９
处理 ３ ０．１２９０

表３ ＣＤＴ３对茶叶上氯氰菊酯降解影响的田间小区试验

Ｔａｂｌｅ３ ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎｂｙＣＤＴ３ｉｎｔｅｅｔｒｅｅｓ
ｉｎｔｈｅｐｌｏｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

营养存在时菌体生长达到一定浓度后可以农药降

解。试验中还发现即使没有营养，但菌体量足够大时

仍然可以观察到农药被降解的现象，因此推测农药的

降解是一种酶在起作用，而这种酶的量与ＣＤＴ３菌体
的量呈正相关，这与其他的有关菊酯降解菌研究报道

是一致的犤８、１０犦，这也是“共代谢”降解菌的一个普遍规

律犤４、１２犦。

２．５小区试验
从表３结果可以看出，ＣＤＴ３对茶叶上氯氰菊酯

降解率达到６８．９４％。田间试验受多种因素的影响，
比如温度、湿度等气候因素，以及降解菌和叶面农药

之间的相互作用和在实验室的摇瓶中不一样，这都直

接影响到试验结果，因此本次田间试验的结果不如实

验室的降解效果好并不奇怪，应将通过试验不断优化

田间试验的条件，尽可能提高降解菌在田间应用的效

果。

３讨论

通过富集培养法分离到了氯氰菊酯降解菌

ＣＤＴ３，用生理生化和分子生物学方法将其鉴定为红
球菌属牗Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．牘。研究了ＣＤＴ３的最适生长
条件，为以后的大规模的发酵生产提供了理论参数。

初步研究了ＣＤＴ３的降解性能并作了茶叶小区试验，
证实是以共代谢的方式降解农药的。本试验为利用降

解菌消除茶叶和其他农作物的菊酯类农药污染提供

了一种新的方法。在研究中发现，除虫菊酯杀虫剂结

构较复杂，水溶性极小，因此降解菌难以筛选。尤其是

分离的降解菌不能以此类农药作为碳源和能源，只能

以共代谢的方式降解农药，造成降解效果的不稳定和

降解性状的易退化，这都给此类降解菌的研究和应用

带来了障碍。研究中发现的问题，有待在以后的工作

中解决。例如研究农药在降解菌作用下的代谢途径和

有关降解酶的研究，尤其是降解酶基因的研究和降解

酶基因的克隆和高效降解基因工程菌的构建将有助

于上述问题的根本解决，这也将是下一步的工作方

向。
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