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摘要:类球红细菌具有广泛的代谢方式,它能够发酵生产 5-氨基乙酰丙酸、辅酶Q10、类胡萝卜素、氢气等,已经成为一种非常有

工业化开发潜力的微生物.从土壤中分离、筛选了 1 株类球红细菌(编号为 EBL0706) ,分析了它的培养和遗传特性, 测定了水

溶液的 pH、温度、敌敌畏浓度、类球红细菌浓度对其降解敌敌畏速率的影响, 结果表明, 该菌株在水溶液中能够快速矿化敌敌

畏,在 pH 619~ 715、温度 20~ 50 e 条件下,在 5@ 108CFUPmL的类球红细菌稀释液中, 400 mgPL的敌敌畏在 12 h 内降解率达到

98%以上.该菌株发酵液的稀释液喷洒到幼苗期的白菜叶片上,能够显著加快残留敌敌畏降解速度,显示出其在无公害农产品

生产中的应用潜力.
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Abstract: Rhodobacter sphaeroides possesses an extensive range of energy acquiring mechanisms including photosynthesis, lithotrophy, aerobic

and anaerobic respiration. It can produce 5-aminolevulinic acid, CoQ10 , carotenoids, hydrogen, etc. by fermentation. A Rhodobacter

sphaeroides strain was isolated, designated as EBL0706, from soil. The degradation of dichlorvos ( DDVP) by the Rhodobacter sphaeroides was

investigated. 98% of DDVP could be degraded in water solution in 12 h when 5@ 108CFUPmL Rhodobacter sphaeroides was added to 400 mgPL
DDVP solution under pH 619-715 and 20-50e . This strain could also degrade the DDVP residues on Chinese cabbage leaves effectively.
Key words: Rhodobacter sphaeroides ; dichlorvos; degradation; 16S rDNA; Chinese cabbage

  类球红细菌( Rhodobacter sphaeroides )属于细菌

域中紫色细菌群的A亚群, 具有广泛的代谢方式, 可

以在多种生长条件下生长. 如它具有广泛的能量代

谢机制,包括光合作用、无机营养、好氧和厌氧呼吸

等.它还可以固定氮分子,合成重要生物活性物质四

吡咯 ( tetrapyrroles)、叶绿素 ( chlorophylls )、血红素

( heme)、维生素 B12等
[ 1]
.

大量研究文献表明, 类球红细菌已经成为一种

非常有工业化开发潜力的微生物.已有多篇文章报

道了利用类球红细菌发酵生产 5-氨基乙酰丙酸

(ALA)
[ 2, 3]
; ALA可促进植物叶绿素合成, 增强植物

抗逆性,促进植物生长
[ 4]
.用类球红细菌来生产辅酶

Q10的文献也很多
[ 5, 6]
;辅酶Q10是人体内具有重要作

用的辅酶之一, 又称泛醌,它在体内呼吸链中质子移

位及电子传递中起重要作用, 是细胞呼吸和细胞代

谢的激活剂,也是重要的抗氧化剂和非特异性免疫

增强剂,已经广泛应用于临床药物、保健品和化妆

品
[ 7,8]
.还有文献报道了类球红细菌发酵生产类胡萝

卜素
[ 9]
、氢气

[ 10, 11]
等.笔者也发现了类球红细菌促进

植物生长的特性
[ 12]
.鉴于类球红细菌的巨大应用潜

力,美国休斯顿得克萨斯大学健康科学中心微生物

学和分子遗传学系的研究人员已经开展了类球红细

菌基因组计划研究, 测序工作已经于 2005年完成,

功能基因研究也取得了长足进展
[ 1]
.

敌敌畏( dichlorvos, DDVP)化学名称为 2, 2-二氯

乙烯基二甲基磷酸酯, 是一种有机磷农药,在农业生

产与害虫防治中应用广泛,但其残毒容易造成环境

与食品污染,因此,世界各国都对其农产品制定了相

应的残留标准,如中国国家标准中对水果、蔬菜中敌

敌畏残留的限量为 [ 011 mgPkg, 欧盟对茶叶中敌敌
畏残留的限量为 [ 0102 mgPkg.对于消除敌敌畏农药
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残留造成的污染,微生物降解是一种安全、有效的方

法
[ 13]
. 目前, 已有微生物降解敌敌畏的相关研

究
[ 14~ 16]

,但还鲜见有关类球红细菌降解敌敌畏的研

究报道.

本研究从土壤中分离到 1株类球红细菌, 将其

编号为: EBL0706, 保存于中国微生物菌种保藏管理

委员会普通微生物中心, 保藏编号: CGMCC No1
0645,分析了它的遗传、培养特性及其对敌敌畏农药

的降解特性.

1  材料与方法

1. 1  类球红细菌及其培养基

实验采用类球红细菌( Rhodobacter sphaeroides )

EBL0706菌株, 保存在 LB固体培养基斜面上, 保藏

于4 e 冰箱,半年转接 1次.

液体培养基配方( gPL) : 乳酸 4, 硫酸铵 1, 磷酸

氢二钾 019,磷酸二氢钾 016, 硫酸镁 012, 无水氯化
钙01075, 硫酸亚铁 01012, EDTA 0102,危量元素溶液
10 mL, 生长因子溶液 10 mL,调节 pH 710.

其中,微量元素溶液配方( gPL) : 硼酸 218, 硫酸
锰116,钼酸钠 0176,硫酸锌 0124,硫酸铜 0104;生长
因子溶液配方( gPL) : 维生素 B1 1, 烟酰胺( VPP) 1,

生物素01016,对氨基苯甲酸1.
上述试剂均为分析纯或生化试剂.

1. 2  类球红细菌的培养和计数

将斜面保存的菌种接种到盛有 100 mL 液体培

养基的三角瓶中, 共 3 瓶, 置于光照培养箱中, 于

32 e 下, 150 rPmin摇床振荡培养 24 h, 得到液体种

子.按照 5%的接种量将摇瓶活化的液体种子接种

到盛有4 L液体培养基的发酵罐中, 发酵液初始 pH

617,通气量 5 LPmin,温度 32 e ,培养 26 h. 采用平板

菌落计数法计算培养液中的活菌数( CFU) . 用 pH 计

测定发酵液 pH.

1. 3  类球红细菌原位 PCR直接扩增 16S rDNA

使用细菌 16S rDNA通用引物 27f ( 5c-AGAGTT-

TGATCMTGGCTCAG, M= C或A) 和 1492r ( 5c-TAC-
GGYTACCTTGTTACGACTT, Y= C 或 T) , 挑取少量

类球红细菌菌体作为 DNA 模板, PCR 扩增其

16S rDNA
[17]
. PCR 反应条件为: 先 95 e 预变性 5

min,然后 94 e 变性 1 min, 50 e 退火 1 min, 72 e 延伸

1 min,共 30个循环,最后在 72 e 下延伸 10 min. PCR

反应产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测.

1. 4  类球红细菌 16S rDNA 序列测定和系统发育

分析

将类球红细菌 16S rDNA的 PCR产物送交上海

生工生物工程技术服务有限公司测序. 将所得序列

录入 NCBI 网站的 Blast程序, 与 GenBank数据库中

已有序列进行比对, 下载相似性最高的序列和相似

性较高的已知菌种名称的序列作参考, 将所有序列

用 DNAMAN软件进行比对分析,绘制系统发育树.

1. 5  类球红细菌在水溶液中降解敌敌畏农药
经 21 h培养的类球红细菌培养液用无菌水稀

释到 5 @ 108CFUPmL,分装于 150 mL 三角瓶中,每瓶
50mL 的装液量, 分别调节 pH 分别为 618、713、
715、718、813,以 121 e 高温灭菌 20min的稀释培养

液为对照,分别加入 80%的敌敌畏乳油(河北新丰

农药化工股份有限公司) 使敌敌畏的含量为 400

mgPL.在 30 e 摇床 150 rPmin振荡, 每隔 2 h 调节 pH

一次,每次都调节到初始 pH.在不同时间取样, 分析

敌敌畏的残留量的变化.

经 21 h培养的类球红细菌培养液用无菌水稀

释到5 @ 10
8
CFUPmL, 取50 mL 稀释液于 150 mL 三角

瓶中,以高温灭菌的稀释培养液和 012 Lm孔径的膜
过滤除菌稀释培养液为对照, 共 5 组, 分别加入

80%的敌敌畏乳油使敌敌畏的含量分别为 400、

600、800 mgPL, 该浓度范围与敌敌畏的使用浓度
( 1 000~ 2 000倍稀释液)一致.在适宜 pH、30 e 摇床

150 rPmin振荡,每隔 2 h调节 pH 一次, 每次都调节

到初始 pH.在不同时间取样,分析敌敌畏的残留量

的变化规律.

经 21 h培养的类球红细菌培养液用无菌水稀

释到 1 @ 108、2 @ 108 和 5 @ 108CFUPmL, 各取 50 mL

稀释液于 150 mL 三角瓶中,以高温灭菌的稀释培养

液为对照,分别加入 80%的敌敌畏乳油使敌敌畏的

含量为 400 mgPL. 在适宜 pH、30 e 摇床 150 rPmin振
荡,每隔 2 h调节 pH 一次, 每次都调节到初始 pH.

在不同时间取样, 分析敌敌畏的残留量的变化.

经 21 h培养的类球红细菌培养液用无菌水稀

释到 5 @ 108CFUPmL,分装于 150 mL 三角瓶中,每瓶
50 mL的装液量, 调节 pH 为适宜 pH,以高温灭菌的

稀释培养液为对照,分别加入 80%的敌敌畏乳油使

敌敌畏的含量为 400 mgPL. 在不同温度下, 摇床 150
rPmin振荡,每隔 2 h 调节 pH 一次, 调节到初始 pH.
在不同时间取样, 分析敌敌畏的残留量的变化.

1. 6  类球红细菌降解白菜叶面上残留的敌敌畏

农药

在大田中的大白菜 (幼苗期)上用 80%敌敌畏

乳油的1 000倍稀释液均匀喷雾处理, 每 30棵分成 1

1200 环   境   科   学 30 卷



组,共 4 组, 2 h 后, 分别喷洒以自来水稀释到 1 @

10
8
、2 @ 108 和 5 @ 108CFUPmL的类球红细菌培养液,

以喷洒自来水为对照.分别在 24 h和 48 h采集白菜

叶片,测定敌敌畏残留量.

1. 7  农药残留分析

敌敌畏的残留量测定按照国家标准方法 GBPT
500912012003/食品中有机磷农药残留量的测定0和
文献[ 18]进行;测定结果为 2次平行实验的平均值,

相对偏差< 5%. 敌敌畏标准品由北京伟业科创科技

有限公司提供, 浓度为 100 mgPL.

2  结果与讨论

2. 1  类球红细菌的生长特性

在发酵罐中, 用液体培养基培养类球红细菌的

生长曲线见图 1.结果表明,在 32 e ,液体培养基中,

培养12 h后进入指数生长期,培养 21 h活菌数达到

最大浓度 811 @ 109CFUPmL,培养 24 h 后,活菌数开始
降低.而培养基 pH 随培养时间的延长逐渐升高,开始

pH 为618, 27 h后 pH可达 917.可见类球红细菌可以
在很宽泛的 pH 条件下生长,但当 pH 达到 915以上,
活菌数增加缓慢,甚至降低.因此,培养过程中控制培

养基pH 可能会进一步增加活菌数浓度.

图 1  类球红细菌的生长曲线

Fig. 1  Time course of Rhodobacter sphaeroides growth
 

2. 2  类球红细菌的常规检测鉴定
该株类球红细菌经中国科学院微生物研究所进

行常规检测鉴定,结果表明,该菌株的厌氧培养物棕

色,细胞为卵球状, 大小为 018~ 112 Lm,二分裂繁
殖,极生鞭毛,细胞内有囊泡状内膜结构. 该菌的好

氧培养物为红色, 以生物素、尼克酰铵为生长因子,

可利用乙酸钠、琥珀酸钠、丙三醇等小分子有机物生

长、不能利用苯甲酸钠和酒石酸钠为碳源生长.

该菌株的抗药性试验结果表明, 该菌对氟罗沙

星、洛美沙星、环丙沙星、阿米卡星、氧氟沙星、左旋

氧氟沙星、依诺沙星、诺氟沙星、奈替米星、青霉素、

红霉素、新霉素、四环素、羧苄青霉素、多粘菌素、庆

大霉素、氯霉素、阿奇霉素、链霉素、强力霉素、克拉

霉素、妥布霉素、卡那霉素、利福平、头孢唑啉、头孢

曲松、头孢噻吩、头孢哌酮、阿莫西林、苯唑西林、哌

啦西林、氨苄西林、阿洛西林、吡哌酸等药物敏感,对

柱晶白霉素、痢特灵、复方新诺明、呋喃妥因、磺胺甲

基异苯唑、乙酰螺旋霉素、克林霉素等有抗性.

经连续传代培养和对比试验, 该菌株的分类学

性状和对药物的敏感性等理化性状未发生可见变

化,说明其遗传性状是稳定的.上述常规鉴定和分子

生物学检测结果都表明, 该菌株为红细菌属

( Rhodobacter ) 中 的 类 球 红 细 菌 ( Rhodobacter

sphaeroides) .

2. 3  类球红细菌的 16S rDNA序列分析

该株类球红细菌的 16S rDNA 序列已递交到

GenBank数据库,登录号: EU263643.与GenBank数据

库中已有得序列进行比对, 相似性> 97%的序列都

是来自于 Rhodobacter 属的微生物, 相似性最高的是

Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025菌株,序列相似性

达到99% .系统发育树如图 2所示.

图 2  类球红细菌 16S rDNA序列系统发育树

Fig. 2  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequence

analysis of Rhodobacter sphaeroides

2. 4  水溶液的 pH 对类球红细菌降解敌敌畏效率

的影响

初步实验结果表面,类球红细菌在水溶液中降

解敌敌畏会引起溶液的 pH 迅速下降, 敌敌畏浓度
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在600或 800 mgPL时, 降解反应 12 h, 溶液 pH 降到

515以下,此时,类球红细菌的降解能力基本丧失.
Schramm 等

[ 19]
研究了超声波对水溶液中敌敌畏

的降解机制,敌敌畏完全矿化的反应方程式为:

C4H7Cl2O4P+ 9P2O2 y

4CO2 + H2O+ 2Cl
-
+ PO

3-
4 + 5H

+
( 1)

  由式( 1)可以看出, 1 mol敌敌畏完全矿化会产

生2 mol盐酸和 1 mol磷酸,即 5 mol H
+
.因此,为了

保持类球红细菌在水溶液中的降解活性, 本研究采

用0102 molPL的NaOH 水溶液调节敌敌畏降解过程
中的产酸量, 使溶液 pH 保持相对稳定, 并准确记录

NaOH的消耗量. 通过计算, NaOH 的消耗量(摩尔

数)约为敌敌畏的 5倍, 因此, 初步推断类球红细菌

降解敌敌畏是以矿化为主, 具体代谢过程和机制还

有待于进一步研究.

不同 pH 范围下, 类球红细菌降解水溶液中敌

敌畏的速率如图 3所示.由于每隔2 h调节1次 pH,

因此, 溶液的 pH 是在一个区间内变化. 结果列出了

降解 6 h和 12 h 时的测定数据,表明溶液 pH 在 715
~ 619之间,敌敌畏降解最快.发酵液虽然有一定的
pH缓冲能力,但是稀释后缓冲能力较小, 敌敌畏降

解时会引起溶液 pH 大幅度下降,因此, 可以考虑在

实际应用时适当添加 pH缓冲剂.

图 3  不同 pH对类球红细菌降解敌敌畏的影响

Fig. 3  Effect of pH on the degradat ion of DDVP by

Rhodobacter sphaeroides

 

2. 5  水溶液中敌敌畏的浓度对类球红细菌降解效

率的影响

类球红细菌培养液的稀释液( 5 @ 108CFUPmL)对
不同浓度敌敌畏的降解规律如图 4所示. 结果表明,

该株类球红细菌对正常使用浓度范围内的敌敌畏具

有高效降解作用, 400、600 和 800 mgPL的敌敌畏在
水溶液 12 h 降解率分别达到 9814%、8911% 和

7715%, 24 h 降解率分别达到 9918%、9910% 和
9511%.敌敌畏在高温灭活的类球红细菌培养液中
和过滤除菌的类球红细菌培养液中的降解率差别不

显著,表明参与敌敌畏降解的相关酶类主要在细

胞内.

图 4 类球红细菌在水溶液中对不同浓度的敌敌畏的降解

Fig. 4  Degradat ion of DDVP with different concent rat ion

in water solution by Rhodobacter sphaeroides

 

2. 6  水溶液中类球红细菌培养液的浓度对其降解

敌敌畏效率的影响

不同浓度类球红细菌培养液对 400 mgPL 敌敌
畏的降解率如图 5所示.结果表明,类球红细菌的浓

度越高,降解敌敌畏的速率越快.当类球红细菌浓度

为 1 @ 108CFUPmL时, 18 h后, 水溶液中敌敌畏的降
解速率与对照差别不大, 表明类球红细菌的降解活

性基本丧失.

图 5  不同浓度的类球红细菌在水溶液中对敌敌畏的降解率

Fig. 5 Degradation of DDVP in water solution by different

Rhodobacter sphaeroides addit ion

2. 7  水溶液的温度对类球红细菌降解敌敌畏效率

的影响

在不同温度下, 类球红细菌培养液对 400 mgPL
敌敌畏的降解率如图 6 所示. 结果表明, 在 50 e 条
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件下, 类球红细菌降解敌敌畏的速率最快, 2 h 降解

率就达到 77%. 在20~ 50 e 温度范围内 12 h降解率

都达到98%以上, 在 15 e 和 55 e 条件下, 12 h 降解
率分别达到97%和 95%.可见类球红细菌在比较宽

泛的温度范围内都具有较高的降解敌敌畏的能力.

图 6  不同温度对类球红细菌降解敌敌畏的影响

Fig. 6  Effect of temperature on the degradat ion of DDVP by

Rhodobacter sphaeroides

 

2. 8  类球红细菌降解白菜叶面上残留敌敌畏的
特性

为了验证类球红细菌在实际应用中是否还能发

挥高效降解敌敌畏的作用, 本研究在白菜上均匀喷

洒敌敌畏后,再喷洒不同浓度的菌液,不同时间采样

测定敌敌畏残留量, 结果如表 1所示.结果表明, 类

球红细菌在白菜上也有显著的降解敌敌畏能力, 各

种使用浓度的类球红细菌喷洒到白菜叶片上 24 h

后,敌敌畏残留量都不超国家标准( 011 mgPkg) ,而且
最高使用浓度 5 @ 108CFUPmL类球红细菌处理的白
菜,敌敌畏残留量不超欧洲标准( 0102 mgPkg) . 48 h
后,各处理敌敌畏残留都在欧洲标准以下了, 但不用

菌处理的白菜还不能达到欧洲标准所控制的残

留量.

在室温条件下,敌敌畏在水溶液中的半衰期约

为3 d
[ 20]
,但是通过对白菜上敌敌畏的残留检测, 发

现其在白菜上的自然降解也是比较快的, 24 h 其残

留量就能降解 90%以上, 48 h 就能低于国家标准,

而敌敌畏使用注意事项中一般规定蔬菜收获前 7 d

停止用药.笔者推测, 除了物理和化学因素外, 自然

条件下,白菜叶面上的土著叶际微生物可能对敌敌

畏的降解也发挥了重要作用. Zhang 等
[21]
的研究也

发现,在温室中,植物叶际微生物对菊酯类农药残留

的降解可能起到了重要作用.

表 1  不同浓度的类球红细菌降解白菜上的敌敌畏残留特性

Table 1  Degradation of DDVP in Chinese cabbage by

Rhodobacter sphaeroides

类球红细菌的浓度

PCFU#mL- 1
喷菌后不同时间敌敌畏残留量Pmg#kg- 1

1 h 24 h 48 h

0 3163 ? 0121 0127 ? 0102 01051 ? 01005

1@ 108 - 01051 ? 01005 01019 ? 01003

2@ 108 - 01021 ? 01002 01011 ? 01001

5@ 108 - 01015 ? 01001 01011 ? 01002

2. 9  类球红细菌对其他农药的降解特性初试

本研究也初步测试了该株类球红细菌对氧化乐

果、高效氯氰菊酯、阿维菌素等农药的降解活性. 结

果表明,该菌株对氧化乐果有一定的降解作用, 5 @

10
8
CFUPmL类球红细菌的稀释培养液中 300 mgPL的

氧化乐果 48 h 降解 57%, 600 mgPL的氧化乐果 48 h

降解 44% .高效氯氰菊酯和阿维菌素不能被类球红

细菌降解.推测类球红细菌可能对有机磷类农药的

降解有一定的选择性, 但需要进一步实验验证.

3  结论

  ( 1)类球红细菌 EBL0706菌株在 32 e 下液态培

养 21 h活菌数可以达到 811 @ 109 CFUPmL.它能够在
20~ 50 e , pH 617~ 718 的水溶液中高效降解敌敌
畏,其降解敌敌畏的机制以矿化为主,敌敌畏降解酶

系主要在细胞内.

( 2)类球红细菌稀释培养液能有效提高白菜叶

面上的敌敌畏农药残留的降解速度, 并表现出对有

机磷农药降解的选择性, 显示出该菌株在无公害农

产品生产中的应用潜力.
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