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摘要:以分离于杭州农药厂污水排放污泥的 1 株可降解多种拟除虫菊酯类农药的菌株———缺陷假单胞菌 M5R14 为对象，采用

直接离心分离提取和超声波破碎提取的方法获得菌株 M5R14 的胞外和胞内粗酶，初步探讨了该菌株粗酶液降解拟除虫菊酯

类农药的特性 ． 研究表明该菌株降解拟除虫菊酯类农药的酶为胞内酶，粗酶液对联苯菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯 3 种拟除虫菊

酯类农药降解的最佳 pH 为 6. 5，最适温度为 35℃ ，其米氏常数和最大降解速率依拟除虫菊酯类农药品种而不同，对 3 种拟除

虫菊酯类农药的米氏常数分 别 为4 162. 73、1 092. 57和1 171. 97 μmol /L，最 大 反 应 速 率 ( 以 蛋 白 计 ) 分 别 为 0. 152、0. 038 和

0. 043 μmol /(min·mg) ． 降 解 粗 酶 对 3 种 拟 除 虫 菊 酯 类 农 药 的 降 解 过 程 满 足 一 级 动 力 学 方 程 模 型，降 解 半 衰 期 ( t1 /2 ) 分 别 为

119. 51、113. 63 和 108. 30 min． 在 pH 5. 0 ～ 8. 0，温度为 20 ～ 50℃ 条件下，降解粗酶对所用 3 种拟除虫菊酯类农药都能保持较

高的降解活性，表明降解粗酶具有较宽 pH 适应范围和较好的热稳定性，在控制拟 除 虫 菊 酯 类 农 药 残 留 方 面 具 有 较 好 的 应 用

潜力 ．
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Primary Study on the Characteristics of Crude Pyrethroid Pesticide-Degrading
Enzyme Extracted from Pseudomonas diminuta Strain M5R14
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Abstract:One Pseudomonas diminuta strain M5R14 was selected as object in the present study，which was isolated from the tame
sludge in water course of Pesticide Factory of Hangzhou and could degrade a variety of strains of synthetic pyrethroid insecticides． The
inner and extra-cell crude enzyme of Pseudomonas diminuta strain M5R14 prepared by ultrasonic break up and centrifugal separation
methods，and the characteristics of crude pyrethroid pesticide-degrading enzyme were primary studied． The results showed that pyrethroid
pesticides degrading enzyme excreted from the strain of was intracellular enzyme，the best pH for bifenthrin，fenpropathrin and
cypermethrin degradation was 6. 5，as well as the most appropriate temperature was 35℃ ． Besides，the Michaelis constant and maximum
degradation rate varied due to pyrethroid species． The Michaelis constant to such 3 pyrethroid pesticides were 4 162. 73，1 092. 57，

1 171. 97 μmol /L respectively，and the maximum degradation rate to such 3 pyrethroid pesticides were 0. 152，0. 038，0. 043
μmol /(min·mg) protein． The degradation process of crude degrading enzymes to such 3 pyrethroid pesticides was fitted for first-order
kinetic equation and the half life ( t1 /2 ) were 119. 51，113. 63，108. 30 min，respectively． Crude degrading enzymes for the three
pyrethroid insecticides could be maintained high degradation activity when the pH ranging from 5. 0 to 8. 0，and the temperature was
20℃ to 50℃ ，indicating the degrading enzymes were with large scope of pH stability and thermalstability． Therefore，there's higher
potential in controlling the residuals of synthetic pyrethroid insecticides．
Key words:pyrethroid pesticides; Pseudomonas diminuta; crude degrading enzyme

微生物在农药等有机污染物环境污染修复中一

直扮演着重要的角色，是有机污染物污染环境修复

的一重要手段
［1］，其降解农药等有机污染物质的实

质是由其分泌的降解酶 来 完 成 的
［2 ～ 6］． 这 些 酶 往 往

比产生这类 酶 的 微 生 物 菌 体 更 能 忍 受 异 常 环 境 条

件，并且降 解 酶 的 降 解 效 果 远 胜 于 微 生 物 本 身
［7］．

因此，降解酶作为净化农药污染的有效手段而备受

关注，具有广阔的前景 ． 探明微生物降解酶对农药的

降解特性和酶学特性是开发控制农药残留酶制剂的
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基础
［8］．
本实验室在以前的工作中从杭州农药厂污水排

放的污泥中分离得到 1 株可同时降解联苯菊酯、甲

氰菊酯和氯氰菊酯这 3 种拟除虫菊酯类农药的高效

菌株———缺陷假单胞菌 M5R14［9］． 而拟除虫菊酯类

农药是农用及卫生杀虫剂的主要支柱产品之一
［10］，

在家庭卫生和农业生产中的应用已有 50 多年，广泛

应用所产生的大量残留积累可妨碍生物生长，并直

接或间接地危害着人体和动物的健康
［11 ～ 16］，寻找有

效消除环境中的拟除虫菊酯类农药残留的方法已成

为迫切需要解决的问题 ． 因此本研究依据微生物降

解农药的实质是由其分泌的降解酶来完成的，对缺

陷假单胞菌菌株 M5R14 分泌的拟 除 虫 菊 酯 类 农 药

降解酶的特性进行了初步探讨，以期为进一步研制

控制拟除虫菊酯类农药残留的酶制剂奠定基础 ．

1 材料与方法

1. 1 缺陷假单胞菌 M5R14 的活化

将缺陷假单胞菌分离株 M5R14 接种到含( 蛋白

胨 10 g，NH4NO3 1. 00 g，MgSO4·7H2O 0. 5 g，

(NH4 ) 2 SO4 0. 5 g，KH2PO4 0. 5 g，NaCl 0. 5 g，

K2HPO4 1. 5 g，H2O 1 000 mL，pH 7. 0) 普通培养基

上，于 30℃、180 r /min振 荡 培 养 3 d，测 定 D 值，定

量接种于含已知联苯菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯浓

度 的 富 集 培 养 基 ( NaCl 1. 0 g，KH2PO4 1. 0 g，水

1 000 mL，葡萄糖 1. 0 g) 上，在 30℃、180 r /min培养

过夜 ．
农药储备液

［11］:将一定量 95. 8% 的联苯菊酯原

液溶于丙酮，一定量的 20% 甲氰菊酯乳油原液溶于

乙醇以及一定量的 94% 的氯氰菊酯原液并加入 1. 5
倍( 质量比) 的 Tween-80 溶于乙醇，分别获得 50 mL
含 50 g /L联苯菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯的 3 份农

药储 备 液，用 于 摇 瓶 实 验 或 制 农 药 平 板 使 用 ． 在

1 000 mL 富集 或 基 础 培 养 基 中 同 时 加 入 一 定 量 的

联苯菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯储备液，配成相应的

含农药的混合培养基，加入 12 ～ 15 g 琼脂得到固体

培养基 ．
农药萃取溶剂:石油醚 ．
灭菌条件:0. 1 MPa，121℃ ，30 min 高压蒸汽湿

式灭菌 ．
1. 2 粗酶液的制备及粗酶液中可溶性蛋白质含量

的测定

将活化过的 缺 陷 假 单 胞 菌 M5R14 菌 株 接 种 富

集培养基( 加 联 苯 菊 酯、甲 氰 菊 酯、氯 氰 菊 酯 各 100

mg /L) ，30℃、180 r /min 振 荡 培 养 3 d 后，7 500
r /min离心 10 min，菌 体 与 上 清 液 分 开 收 集 ． 其 中 上

清液经加硫酸铵沉淀( 饱和度为 100% ) 后 4℃ 盐析

过夜，10 000 r /min离心 15 min 收集沉淀，用 pH 7. 0
和 0. 02 mol /L的磷酸盐缓冲液溶解后用同一缓冲液

透析(MWCO = 5 000) 至无 SO2 －
4 ，得细胞外粗酶液 ．

收集的菌体则用 pH 7. 0 的磷酸缓冲液洗涤 3 次后，

按 3 mL 缓 冲 液 + 1 g 菌 体 的 比 例 配 成 菌 悬 液，用

JY92-Ⅱ型超声波 细 胞 粉 碎 机 (400 W) 超 声 波 破 碎

处理 99 次，每次 5 s，间隔 5 s，4℃ 下10 000 r /min离

心 10 min，取上清液，得无细胞胞内粗酶液 ． 粗酶液

中降解酶的浓度采用 Bradford 检测法
［17］，即以牛血

清蛋白 BSA( sigma) 作为标准蛋白表示 ．
1. 3 酶活力测定

反应 体 系 统 一 为:预 热 的 一 定 pH 的 含 3 种 拟

除虫菊酯( 联 苯 菊 酯、甲 氰 菊 酯、氯 氰 菊 酯) 农 药 各

100 mg /L的磷酸 盐 缓 冲 液 (0. 02 mol /L)18 mL 中，

加预热过的缺陷假单胞菌 M5R14 菌 株 降 解 酶 的 粗

酶液 2 mL，其 总 体 积 为 20 mL，一 定 温 度 下 于

DKB600B 型电 热 恒 温 水 槽 水 浴 中 反 应 2 h，加 0. 5
mL 1. 0 mo1 /L HCl 溶液终止酶反应 ． 每一处理重复

3 次，以不加酶液的 3 种拟除虫菊酯农药的 缓 冲 液

为对照 ． 反应结束后，吸取 2 mL 反应液，加入 4、4、
2 mL 的石油醚萃 取 3 次，加 入 无 水 硫 酸 钠 除 水，并

定容至 10 mL，用 气 相 色 谱 检 测 残 留 农 药 并 计 算 农

药的降解率 ．
1. 4 粗 提 酶 的 米 氏 常 数 Km 和 最 大 反 应 速 率 测 定

及 3 种菊酯农药的降解动力学分析

将含 3 种 拟 除 虫 菊 酯 农 药 一 定 浓 度 (50、75、
100、125、150、175、200 mg /L) 的 pH 7. 0，18 mL
磷酸缓冲液和缺陷假单胞菌 M5R14 菌 株 降 解 酶 的

粗酶液分别在 35℃ 的水浴中预热 5 min 后，将 2 mL
酶液加入对应缓冲液中( 总体积 20 mL) 同一水浴中

反应 2 h，测定 3 种拟除虫菊酯农药浓度对反应速率

的影响 ． 将拟除虫菊酯农药初始浓度倒数和测得的

反应速率倒数作 Lineweaver-Burk 图，求得缺陷假单

胞菌 M5R14 菌株降解酶的粗提酶 降 解 农 药 的 米 氏

常数 Km 及最大反应速率 Vmax
［18，19］．

此外在含联苯菊酯、甲氰菊酯、氯氰菊酯各 100
mg /L的缓冲液 18 mL 中，加预热缺陷假单胞菌降解

酶的粗酶液 2 mL，其总体积为 20 mL，一定温度下于

DKB600B 型 电 热 恒 温 水 槽 水 浴 中 反 应 2 h 后，加

0. 5 mL、1. 0 mol /L HCl 溶液终止酶反应 ． 每一处理

重复 3 次，以不加酶液的 3 种拟除虫菊酯农药的缓
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冲液为对 照 ． 培 养 结 束 后，吸 取 2 mL 培 养 液，加 入

4、4、2 mL 的石油醚萃取 3 次，加入无水硫酸钠吸

水，并定容至 10 mL，用气相色谱检测，采用一级动

力学模型对 20、40、60、80、100、120、150 min 农

药残留量( ct) 和时间( t) 进行拟合，降解动力学方程

为 ct = c0 × e － kt( 式 中，c 为 t 时 间 农 药 残 留 量，c0 为

样品的初始浓度，k 为降解速率常数) ，半衰期 t1 /2 =
ln2 / k，分析缺陷 假 单 胞 菌 降 解 粗 酶 对 联 苯 菊 酯、甲

氰菊酯、氯氰菊酯降解动力学过程 ．
1. 5 拟除虫菊酯类农药残留量的测定

石油醚萃取的联苯菊酯、甲氰聚酯、氯 氰 菊 酯，

经无 水 硫 酸 钠 除 水 后 定 容 至 10 mL，用 Agilent
6890GC(G1530N /G3172A) 气 相 色 谱 仪 检 测 3 种 拟

除虫菊酯农药残留量 ． 具体操作方法参考文献［9］．
降解率(% ) = ( 对照样品残留量 － 粗酶处理样

品残留量) /对照样品残留量 × 100%［20］．

2 结果与分析

2. 1 拟除虫菊酯类农药降解粗酶的定位

表 1 是缺陷假单胞菌 M5R14 菌株的胞内和 胞

外粗酶液对拟除虫菊酯类农药 的 降 解 效 果，由 表 1
可知，与对照( 未加酶) 相比，胞外粗 酶 液 对 联 苯 菊

酯、甲氰菊 酯、氯 氰 菊 酯 的 降 解 率 和 比 活 力 较 小，

几乎没有降解 活 性; 而 胞 内 粗 酶 液 与 对 照 相 比 对

3 种拟除虫菊酯农药的降解率 和 比 活 力 较 高 ． 在 本

实验条 件 下，3 种 拟 除 虫 菊 酯 农 药 的 浓 度 分 别 为

100 mg /L时，反 应 时 间 为 2 h，胞 内 粗 酶 液 对 3 种

拟 除 虫 菊 酯 的 降 解 率 就 分 别 达 到 44. 56%、
45. 45% 和 45. 56% ; 比 活 力 ( 以 酶 计，下 同 ) 分 别

为 533. 30、543. 95 和 546. 4 μg /(mg·h) ． 由 此 可

见，缺陷假单胞 菌 M5R14 菌 株 产 生 的 降 解 酶 属 于

胞内酶 ．

表 1 缺陷假单胞菌 M5R14 的胞外和胞内降解粗酶对联苯菊酯、甲氰聚酯、氯氰菊酯降解的活性1)

Table 1 Determination of the degradative inner and extra-cell crude enzyme of Pseudomonas diminuta strain

M5R14 to bifenthrin，fenpropathrin and cypermethrin

项目

联苯菊酯 甲氰菊酯 氯氰菊酯

降解率

/%
比活力

/μg·(mg·h) － 1
降解率

/%
比活力

/μg·(mg·h) － 1
降解率

/%
比活力

/μg·(mg·h) － 1

胞内粗酶液 44. 56 ± 1. 29 533. 30 ± 15. 44 45. 45 ± 3. 69 543. 95 ± 44. 16 45. 66 ± 2. 18 546. 46 ± 26. 09

胞外粗酶液 6. 54 ± 1. 65 70. 75 ± 17. 85 7. 13 ± 1. 28 77. 13 ± 13. 85 7. 24 ± 2. 45 78. 32 ± 26. 20

CK( 无酶液) 2. 28 ± 1. 02 — 1. 45 ± 0. 84 — 1. 39 ± 0. 59 —

1)—表示未添加酶不存在比活力

2. 2 pH 值对降解粗酶活性的影响

在 pH 为 4. 0、5. 0、6. 0、6. 5、7. 0、7. 5、8. 0、
9. 0、10. 0 的磷酸盐的缓冲液中，35℃ 下，缺 陷 假 单

胞菌 M5R14 菌株的降解粗酶与联苯菊酯、甲氰菊酯

和氯氰菊酯 3 种农药反应 2 h，对 3 种拟除虫菊酯农

药的降解率见图 1，从中可知，缺陷假单胞菌 M5R14
菌株的降解粗酶在 pH 4. 0 ～ 10. 0 之间对农药都有

不同程度 的 降 解，适 宜 pH 范 围 在 6. 0 ～ 7. 5 之 间，

其 对 3 种 拟 除 虫 菊 酯 农 药 的 降 解 效 率 范 围 为

34. 5% ～ 45. 6% ． 从图 1 同时可知，降解粗酶降解活

性的最适 pH 是 6. 5，对联苯菊酯、甲 氰 菊 酯 和 氯 氰

菊酯的降解率分别为 44. 6%、45. 4% 和 45. 6% ．
2. 3 温度对降解粗酶活性的影响

pH 7. 0 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 中，缺 陷 假 单 胞 菌

M5R14 菌株的降解粗酶液与联苯菊酯、甲氰菊酯和

氯氰菊酯 3 种农药分别在 20、25、30、35、40、45、
50℃ 下反应 2 h，对 3 种拟除虫菊酯农药的降解率见

图 2，从 中 可 以 看 出，缺 陷 假 单 胞 菌 M5R14 菌 株 产

图 1 pH 值对缺陷假单胞菌 M5R14 菌株粗酶降解联苯

菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯的影响

Fig． 1 Effect of pH on degradation rate of bifenthrin，

fenpropathrin and cypermethrin by crude enzyme of

Pseudomonas diminuta strain M5R14

生的降解粗酶 在 温 度 20 ～ 45℃ 范 围 内 都 能 保 持 较

好的降解活性，最适温度为 35℃ ． 对联苯菊酯、甲氰

菊酯和氯氰菊酯的降解率分别为 44. 6%、45. 4% 和

45. 6% ．
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图 2 温度对缺陷假单胞菌 M5R14 菌株粗酶降解

联苯菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯的影响

Fig． 2 Effect of temperature on degradation rate of bifenthrin，

fenpropathrin and cypermethrin by crude enzyme of

Pseudomonas diminuta strain M5R14

2. 4 降解粗酶的 pH 稳定性

缺陷假单 胞 菌 M5R14 菌 株 的 降 解 粗 酶 于 pH
4. 0、5. 0、6. 0、6. 5、7. 0、7. 5、8. 0、9. 0、10. 0 的

磷酸盐缓冲液中 35℃ 保温 30 min 处理后，再与联苯

菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯 3 种农药底物 35℃ 下反

应 2 h，对 3 种农药 的 降 解 效 果 见 图 3，从 中 可 以 看

出，降解粗酶经 pH 5. 0 ～ 8. 0 处理后表现较稳定，对

联 苯 菊 酯、甲 氰 菊 酯、氯 氰 菊 酯 降 解 率 分 别 从

29. 47%、31. 68%、32. 11% 到 最 高 时 的 44. 56%、
45. 44%、45. 66% ． 低 于 pH 5. 0 或 高 于 pH 8. 0 处

理后，降 解 粗 酶 对 3 种 农 药 的 降 解 率 较 低，如 pH
4. 0 处理后，降 解 粗 酶 对 联 苯 菊 酯、甲 氰 菊 酯、氯 氰

菊酯降解率只有 12. 19%、14. 47%、15. 01% ．

图 3 缺陷假单胞菌 M5R14 菌株粗酶降解联苯

菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯的 pH 稳定性

Fig． 3 Degradation stability to bifenthrin，fenpropathrin

and cypermethrin under different pH by crude enzyme of

Pseudomonas diminuta strain M5R14

2. 5 降解粗酶的热稳定性

将缺陷假单胞菌 M5R14 菌株的降解粗酶于 pH
7. 0 的缓冲液中，在 20、30、40、50、60、70℃ 下 保

温 30 min 处理后，再和含联苯菊酯、甲氰菊 酯 和 氯

氰菊酯 3 种 拟 除 虫 菊 酯 农 药 的 底 物 35℃ 下 反 应 2
h，对 3 种农药的降解结果如图 4，从中可看出，在 20
～ 50℃ 之间热处理后的粗酶液对 3 种拟除虫菊酯都

能表现 较 高 的 降 解 率 ． 但 是 热 处 理 温 度 一 旦 超 过

60℃ 降解粗酶对联苯菊酯，甲氰菊酯，氯氰菊酯的降

解 率 迅 速 由 34. 56%、 45. 44%、 45. 66% 降 到

9. 42%、10. 46%、11. 29% ，下 降 幅 度 较 大 ． 由 此 可

见热处理温度 60℃ 是该酶酶促反应的临界温度 ．

图 4 缺陷假单胞菌 M5R14 菌株粗酶降解联苯

菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯的热稳定性

Fig． 4 Degradation stability to bifenthrin，fenpropathrin and

cypermethrin under different temperature by crude enzyme of

Pseudomonas diminuta strain M5R14

2. 6 降解粗酶的米氏常数 Km 和最大反应速率

为了了解降解粗酶对 3 种拟除虫菊酯农药的最

大反应速 率 等 情 况，采 用 Lineweaver-Burk 作 图 法，

求得降解粗酶对联苯菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯的

米氏常数 Km、最 大 反 应 速 率 Vmax 和 相 关 关 系 数，结

果见表 2. 从表 2 中可以看出降解粗酶对于联苯菊

酯、甲氰聚酯、氯氰菊酯这 3 种拟除虫菊酯类农药有

不同的米氏常数和最大反应速率，反应速率倒数与

农药浓度倒数呈线性关系 ． 对联苯菊酯、甲氰聚酯、
氯氰菊酯的反应速率倒数与底物浓度倒数线性拟合

相关系数分别为 0. 995、0. 993、0. 996; 米氏常数分

别为4 162. 73、1 092. 57、1 171. 97 μmol /L; 最大反

应速 率 ( 以 蛋 白 计，下 同 ) 分 别 为 0. 152、0. 038、
0. 043 μmol /(min·mg) ． 从 米 氏 常 数 和 最 大 反 应 速

率可以看出 降 解 粗 酶 对 联 苯 菊 酯 具 有 较 好 的 亲 和

力，反应比较快 ．
2. 7 降解粗酶对 3 种拟除虫菊酯农药的降解动力

学分析

为了解缺陷 假 单 胞 菌 M5R14 菌 株 降 解 粗 酶 对

3 种拟除虫菊酯农药的同时降解行为，研究中 采 用

一级动力学模型，对 20、40、60、80、100、120、150
min 的农药残留浓度 ( c) 和时间 ( t) 进 行 拟 合，降 解

动力学方程为 ct = c0 × e － kt( 式中，ct 为 t 时间农药的

6971



6 期 廖敏等:缺陷假单胞菌 M5R14 粗酶液降解拟除虫菊酯类农药特性初探

表 2 缺陷假单胞菌 M5R14 菌株粗酶对联苯菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯降解的 Lineweaver-Burk 拟合参数

Table 2 Corelation parameters Lineweaver-Burk of degradation to bifenthrin，fenpropathrin and cypermethrin by crude enzyme of

Pseudomonas diminuta strain M5R14

农药名称 Lineweaver-Burk 拟合方程
米氏常数 Km

/μmol·L － 1

最大反应速率 Vmax

/μmol·(min·mg) － 1 相关系数

联苯菊酯 y = 27. 474x + 0. 006 6 4 162. 73 0. 152 0. 995

甲氰菊酯 y = 23. 925x + 0. 026 5 1 092. 57 0. 038 0. 993

氯氰菊酯 y = 29. 053x + 0. 023 3 1 171. 97 0. 043 0. 996

残留 浓 度，c0 为 样 品 的 初 始 浓 度，k 为 降 解 速 率 常

数) ，半衰期 t1 /2 = ln 2 / k，拟合结果见表 3． 从表 3 可

知，粗酶液对联苯菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯的同时

降解符合 一 级 动 力 学 方 程，相 关 系 数 ( R2 ) 分 别 为

0. 997 1、0. 980 6和0. 978 8 . 通 过 计 算 得 出 粗 酶 液

对联苯菊酯、甲氰菊酯和氯氰菊酯同时降解的动力

学速 率 常 数 ( k) 分 别 为0. 005 8、0. 006 1和0. 009 7
mg /(L·min) ，半衰 期 ( t1 /2 ) 分 别 为 119. 51、113. 63

和 108. 30 min．
表 3 缺陷假单胞菌 M5R14 菌株粗酶液对联苯菊酯、

甲氰菊酯和氯氰菊酯降解的动力学参数

Table 3 Degradation kinetic parameters of crude enzyme of

Pseudomonas diminuta strain M5R14 to bifenthrin，

fenpropathrin and cypermethrin

农药名称 动力学方程
降解速率

常数( k)

相关系数

(R2 )

半衰期

/min

联苯菊酯 y = 9. 088 8e － 0. 005 8x 0. 005 8 0. 997 1 119. 508 1

甲氰菊酯 y = 9. 382 8e － 0. 006 1x 0. 006 1 0. 980 6 113. 630 7

氯氰菊酯 y = 9. 307 1e － 0. 006 4x 0. 006 4 0. 978 8 108. 304 2

3 讨论

作为目前最有发展前途的杀虫剂，拟除虫菊酯

尚未找到新型的替代化合物，在未来十几年内仍将

广泛使用
［21］． 采用微生物农药降解酶解决农药残留

污染问题是当前环境科学研究的热点 ． 由于农药的

微生物降解实质上就是酶促降解，而且酶可以在常

温、常压等温和的反应条件下高效催化，一些难以进

行的化学反应在酶的催化作用下也能顺利完成 ． 因

此从微生物中提取降解酶，将其应用于控制农药残

留污具有广阔的前景 ．

本研究所用的缺陷假单胞菌对联苯菊酯、甲氰

聚酯、氯氰菊酯都有很好的降解效果，菌株能将这几

种农药作为很好的氮源和碳源加以利用
［9］． 研究发

现，缺陷假单胞菌 M5R14 菌株降解拟除虫菊酯类农

药的酶位于其胞内，这一特性与洪源范等
［22］

的研究

发现相似，他 们 在 研 究 甲 氰 菊 酯 降 解 菌 JQL4 特 性

时也发现其 降 解 酶 也 位 于 降 解 菌 JQL4 胞 内，同 时

相似结 果 在 其 他 研 究 中 也 得 到 验 证
［23，24］． 本 研 究

中，缺陷 假 单 胞 菌 M5R14 菌 株 降 解 粗 酶 在 pH 4. 0
～ 10. 0 之间对 3 种 拟 除 虫 菊 酯 类 农 药 具 有 一 定 的

降解作用，但在 pH 5. 0 ～ 8. 0 降解稳定，表明具有较

广的 pH 适应 性，相 似 的 结 果 在 研 究 其 他 降 解 酶 特

性中都得到支持
［25，26］． 同时发现在 20 ～ 50℃ 之间降

解粗酶对 3 种拟除虫菊酯都能表现较高的降解率，

表明其具有较广的温度适应性，同样这一特征在其

他降解酶特性研究中也得到发现
［27］． 上述结果都说

明本研究中分离所得缺陷假 单 胞 菌 M5R14 菌 株 降

解粗酶具有较好的外界环境适应性 ． 此外研究发现，

降解粗酶对联苯菊酯、甲氰聚酯、氯氰菊酯这 3 种拟

除虫菊酯类农药的降解满足一级动力学方程，降解

半衰期分别只有 119. 51、113. 63 和 108. 30 min，与

缺陷假单胞菌 M5R14 菌株对 3 种 拟 除 虫 菊 酯 类 农

药的降解半衰期 97. 6、106. 6 和 101. 9 h 相比
［9］，大

大缩短，表明其降解效率远远高于母体 ． 同时米氏常

数和最大反应速率也反映了降解粗酶对 3 种拟除虫

菊酯类农药具有较高的降解效率，其作用差异可能

和其与不同结构的拟除虫菊酯类农药的亲和力不一

致有关
［28］． 总的 来 看 缺 陷 假 单 胞 菌 M5R14 菌 株 降

解粗酶对 3 种拟除虫菊酯类农药具有较高的降解效

率和较广的环境适应性，具有一定的开发应用前景 ．

4 结论

(1) 缺陷 假 单 胞 菌 M5R14 菌 株 分 泌 的 降 解 粗

酶位于胞内，降解粗酶对 3 种菊酯农药降解的最适

pH 为 6. 5，最适温度 为 35℃ ，同 时 缺 陷 假 单 胞 菌 在

pH 5. 0 ～ 8. 0 和温度 20 ～ 50℃ 之间，对联苯菊酯、甲
氰菊酯和氯氰菊酯 3 种菊酯降解性能具有一定的稳

定性 ．
(2) 降解粗 酶 对 联 苯 菊 酯、甲 氰 菊 酯 和 氯 氰 菊

酯的降解过程满足一级动力学方程模型，降解半衰

期( t1 /2 ) 分别为 119. 51、113. 63 和 108. 30 min; 对

这 3 种 菊 酯 的 米 氏 常 数 Km 分 别 为 4 162. 73、
1 092. 57、1 171. 97 μmol /L; 最 大 反 应 速 率 Vmax 分

别为 0. 152、0. 038、0. 043 μmol /(min·mg) ．
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