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摘要:从农药厂废水处理池的活性污泥中分离到 1株能降解氟铃脲的菌株,命名为 FLN-1.根据表型特征、生理生化特性及 16S rDNA序列同源

性分析,将 FLN-1初步归类为红球菌属 ( Rhodococcus sp. ) .研究结果表明,该菌能在含氟铃脲 ( 50m g# L- 1 )的基础盐液体培养基中降解氟铃脲,

5d降解率达 85% ,降解最适 pH为 6. 0~ 9. 0,最适温度为 25~ 40e ,降解速率随初始接种量的增加而增大; 100m g# L- 1的葡萄糖、酵母膏和蛋

白胨对菌株降解氟铃脲具有促进作用.酶的定域试验表明,降解氟铃脲的酶为胞内酶.
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Abstract: A hexaflumu ron-degrading b acterium, FLN-1, w as isolated from act ivated s ludge co llected from the w astew ater-treatm en t system of a pesticide

factory. B ased on the analys is of its 16S rDNA, m orph ology and phys iological characterist ics, s train FLN-1w as iden tif ied asR hodococcu s sp. Th is strain

cou ld degrade 85% of 50 mg# L- 1 hexaflum uron w ith in 5 days. The opt imum pH and temp erature ranges for th e degradat ion w ere 6. 0 ~ 9. 0 and 25~

40e , respect ively. The degradation eff iciency w aspos it ively correlated to in itial inocu lum s ize. Addit ion of 100m g# L- 1 yeas t extract, glucose or peptone

cou ld enhan ce th e hexaflum uron degradation rate. En zym e d is tribut ion exp erim en t resu lts ind icated that the h exaf lum u ron degrad ing enzym e of strain FLN-

1 w as an endoenzym e.

Keyw ords: hexaf lumu ron; b iodegadation; R hodococcu s sp. FLN-1; enzym e d ist ribu t ion

1 引言 ( Introduction)

氟铃脲化学名称为 1-[ 3, 5-二氯- 4-( 1, 1, 2, 2-

四氟乙氧基 )苯基 ]-3-( 2, 6-二氟苯甲酰基 )脲,是一

种新型、高效、低残留的含氟苯甲酰脲类杀虫剂. 氟

铃脲具有很高的杀虫和杀卵活性, 被广泛应用于蔬

菜、瓜果、水稻、棉花等防治鳞翅目害虫, 并对有机

磷、氨基甲酸酯类、拟除虫菊酯产生抗性的害虫具

有良好的效果 (梁诚, 2003; 张一宾, 2002; Su,

1998) .但是,随着含氟农药的长期大量使用, 含氟

农药在环境中的迁移、转化和分解等环境行为正受

到日益关注. 目前国外有关氟铃脲的研究, 主要集

中于其药效和农药残留检测方面 ( V alenzuela, 1999;

Y ang et al, 2006; So ler et al, 2007) ;国内徐珍 ( 2008)

采用实验室模拟试验证实了土壤微生物降解是氟

铃脲在土壤中分解的主要因素. 本实验室从生产氟

铃脲的工厂废水处理池污泥中驯化、分离得到 1株

能够降解氟铃脲的红球菌属 ( Rhodococcus sp. )细

菌,命名为 FLN-1,并对该菌的降解特性和降解酶的

定域进行初步研究, 旨在为研究氟铃脲微生物降解
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机制提供材料和理论依据.

2 材料和方法 (M aterials and methods)

2. 1 材料

仪器设备: W ater 600E高效液相色谱仪,超声波

细胞粉碎机,冷冻干燥机, 超净工作台,恒温振荡培

养箱,生化恒温培养箱, 高压灭菌锅,电子天平及实

验室常用玻璃仪器等.

氟铃脲原药由扬州农药厂馈赠 (纯度大于

9717% ).使用前将氟铃脲原药溶于丙酮并用滤膜

(孔径 0122 Lm )过滤除菌, 按所需浓度添加到培养

基中.

基础盐培养基 ( g# L
- 1

) : N aC l0. 5, K2HPO 4 1. 5,

KH 2PO4 0. 5, NH 4NO 3 1. 0, M gSO4# 7H 2O 0. 2. 去离子

水 1000mL. pH = 7. 0.

LB培养基 ( g# L
- 1

): NaC l 10. 0,酵母膏 5. 0, 蛋

白胨 10. 0 (固体培养基加入 2% 的琼脂 ) . pH =

7. 0.

富集分离培养基: 在基础盐培养基中视实际情

况加一定量的氟铃脲原药作为唯一碳源.

2. 2 菌株的富集和分离

取扬州农药厂 (该农药厂生产氟铃脲 )废水处

理池中的活性污泥 2g,加入到 100mL含 50mg# L
- 1

氟铃脲的富集培养基中, 振荡摇匀, 180r#m in
- 1
、

30e 条件下摇床培养.每隔 7d以 5%的接种量转接

至新鲜的富集培养基中,传代 3次.经测定有降解效

果后,在 50mg#L- 1
的氟铃脲基础盐培养基平板上划

线, 置于 30e 培养箱中培养, 待平板上出现单菌落

后, 挑取单菌落转接至含 50mg# L
- 1
氟铃脲的基础

盐培养基中,通过高效液相色谱验证单菌对农药的

降解效果.

2. 3 菌株的鉴定

2. 3. 1 形态结构观察及生理生化实验  对分离得

到的菌株进行革兰氏染色、拍照,并进行电镜拍照.

生理生化实验参照文献 (东秀珠, 2001)进行.

2. 3. 2 16S rDNA序列和系统发育分析  菌株 16S

rDNA的克隆及序列测定和比较参照文献 (奥斯伯

F, 1999) .提取 FLN- 1的基因组 DNA作为模板, 进

行 16S rDNA基因的扩增. 引物分别为: 5.端引物

5.-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3. , 3.端引物 5.-

TACCTTGTTACGACTT-3. . 25LL体系为: 模板 1LL,

dNTP ( 25 mmo l# L
- 1

) 2LL, 引物 ( 1mmol# L
- 1

) 各

1LL, 10 @ Taq缓冲液 2. 5LL, M g
2+

( 25mmo l# L
- 1

)

1. 5LL, Taq酶 ( 5U#LL- 1
) 0. 3LL, 超纯水 15. 7LL.

聚合酶链式反应条件: 95e 下变性 3m in; 94e 下变

性 1m in; 55e 下退火 1m in; 72e 下延伸 3m in, 循环

30次;再在 72e 下延伸 10m in. 测序由上海英骏生

物技术公司完成. 测序结果通过在线分析 ( http: / /

www. ncb.i n lm. n ih. gov ) , 与 GenBank 中的 16S

rDNA基因序列进行相似性比较.

2. 4 菌悬液制备
从平板上挑取一单菌落, 接种于 100mL LB液

体培养基中, 于 30e 、180 r# m in
- 1
摇床培养至

OD600nm U 1. 00, 作为种子液;以 12000r#m in
- 1
、4e 离

心 10m in, 收集菌体并用 100mL 0. 02moL# L
- 1

N a2HPO4-N aH 2PO4 ( pH = 7. 0)缓冲液洗涤 2次后

再用等体积的 0. 02moL# L
- 1

N a2HPO4 - NaH2 PO4

( pH = 7. 0)悬浮, 4e 下保存备用.

2. 5 土壤浸出液的制备
将富含有机质的果园土风干,捣碎,过粗筛. 然

后取土壤 40g加入 960mL自来水,装入 2L烧瓶中,

在 121e 下湿热灭菌 1h,放置过夜.第 2天取出用滤

纸过滤后分装 1L烧瓶, 每瓶 300mL, 再在 121e 下

湿热灭菌 80m in, 在室温下放置 2周, 慢慢除去沉

淀,取上清液备用. (刘智等, 2004)

2. 6 氟铃脲含量的测定

农药提取参照文献 (韩红新, 2008)做如下修

改:取 1mL培养液,离心, 取上清液于 10mL刻度试

管中,加 4mL的乙酸乙酯,剧烈振荡后静置分层,取

有机相通过装有无水硫酸钠的漏斗过滤, 将滤液置

于离心管中用氮气吹干后,加入 1mL甲醇溶解 (色

谱纯 ), 用滤膜 (孔径 0. 22 Lm)过滤.液相色谱条件

参考文献 (王雪娟, 1999)并适当修改: 流动相为甲

醇 B水 ( 85B15, V /V ), Zorbax C- 18 ODS Spherex反相

柱 ( 5Lm, 4. 6mm @ 250mm, A g ilen,t U SA) ,柱温为室

温,紫外检测器, 测定波长 240nm, 进样量 20LL, 流

速为 0. 8mL#m in
- 1
. 外标法按峰面积定量.

水体中氟铃脲的添加浓度为 1、25、50、100

mg#L- 1
时添加回收率为 100. 12% ? 0. 22%、

99197% ? 0. 12%、100. 22% ? 0. 41%、98. 98% ?

0143%.按照下列公式计算氟铃脲降解率:

X =
A - B
A

@ 100%

式中, X为降解率, A 为未接菌处理液中氟铃脲浓

度 ( mg# L
- 1

) , B 为接菌处理液中氟铃脲浓度

(mg# L
- 1

) (周德平等, 2003) .
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2. 7 粗酶液的制备

将已培养好的菌液 6000r#m in
- 1
下离心 10m in,

去上清液;菌体用 0. 1mo l# L
- 1
的 PBS缓冲液洗涤 2

次,然后用在冰浴中超声波粉碎 10m in, 破碎细胞时

频率为破碎 5s, 间隔 5s; 细胞破碎液于 12000

r#m in
- 1
离心 5m in, 弃沉淀,上清液冷冻真空干燥,制

成酶的冻干粉,临用时重新溶于 0. 1mo l# L
- 1
的 PBS

缓冲液中得到粗酶液.

2. 8 酶活力测定方法

取 0. 1mo l# L
- 1
磷酸盐缓冲液 ( PBS) 920LL ( pH

= 7. 5)、50LL氟铃脲 (丙酮溶解, 10mg#mL
- 1

)、

30LL粗酶液, 30e 条件下反应 24h后, 用 20LL浓

度为 6mo l#L- 1
HC l终止反应; 加入 1mL乙酸乙酯剧

烈振荡 5m in后,于 12000 r#m in
- 1
离心 5m in,取上层

有机相进行 HPLC检测;通过氟铃脲的标准曲线, 求

得氟铃脲的减少量. 本实验的 1个酶活力单位 (U )

定义为在本实验条件下 1m in内氟铃脲减少的纳摩

尔数.

2. 9 酶的定域试验

应用渗透休克原理 ( Neu et al. , 1965, 戴树桂

等, 1996), 按下列步骤分步提取. 取菌液离心 ( 6000

r#m in
- 1
, 10m in) ,上清 ( S1 )冻存; 沉淀 ( P1 )用 10mL

( 10mmo l# L
- 1

) 盐酸三羟甲基氨基甲烷溶液

( T ris#HC l) ( pH = 8. 0)重悬, 离心 ( 6000r#m in
- 1
,

10m in) , 洗涤 2次, 上清 ( S2 )冻存; 沉淀 ( P2 )以

10mL( 25% )的蔗糖溶液重悬, 于 25e 下振荡

10m in,离心 ( 13 000 r#m in
- 1
, 10m in) , 上清 ( S3 )冻

存; 沉淀 ( P3 )加冷超纯水重悬, 在冰浴中振荡

10m in,离心 ( 13 000 r#m in
- 1
, 10m in) , 上清 ( S4 )冻

存; 沉淀 ( P4 )重悬于 10mL( 10 mmo l# L
- 1

) T ris#HC l

( pH = 7. 5 )中, 在冰浴中超声波破碎 1m in, 间隔

1m in,重复 5次,再离心 ( 15000r#m in
- 1
, 20m in)上清

( S5 )冻存, 沉淀 ( P5 )弃去.将 S1、S2和 S3合并, 即为

胞外提取液, S4为周质提取液, S5为膜内提取液.

3 结果 ( Resu lts)

3. 1 菌株的分离及其生理生化特性

通过富集培养和纯化, 从扬州农药厂废水处理

池中的活性污泥中获得了 1株能降解氟铃脲的菌

株, 命名为 FLN-1.图 1是 FLN- 1对氟铃脲降解 5d

后的液相色谱图. 从图上可以看出, 氟铃脲在

712m in有特征吸收峰, 利用 HPLC测定结果中氟铃

脲浓度的减少计算降解率 (周德平等, 2003), 根据

所测样品与对照同一出峰时间出现的峰面积大小,

菌体培养至 5d时降解率可达 85%以上.

图 1 FLN-1降解氟铃脲的 HPLC分析

F ig. 1  HPLC analysis of h exaf lumu ron b efore and after f ive days

incubation w ith th e isolate FLN-1

菌株 FLN- 1在 LB培养基上生长时为圆形, 边

缘整齐,表面隆起、湿润、光滑, 菌落呈橙红色.革兰

氏染色阳性, 长杆状, 无鞭毛 (电镜照片见图 2); 无

芽孢,接触酶、V-P反应为阳性, 氧化酶、甲基红试验

(M. R. )、明胶液化反应为阴性, 不能水解淀粉, 葡

萄糖发酵产酸;在 25~ 40e 均能生长良好, N aC l耐

受浓度为 0~ 10%.

图 2 菌株 FLN-1的透射电镜照片 ( 2000@ )

F ig. 2 E lectronm icrograph of stra in FLN-1

3. 2 菌株的 16SrDNA的序列分析

扩增并测定了菌株 FLN-1的 16S rDNA全长基

因 ( G enB ank accession number EU725800), 在 RDP

数据库中 ( http: / / rdp. cme. m su. edu / )进行 BLAST
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并应用 MEGA软件作系统进化树 (图 3) .结果显示

该菌与红球菌属 (Rhodococcus sp. )有较高的同源

性, 与 Rhodococcus ruber DSM 43338亲源关系最近,

16SrDNA基因相似性为 99%,两者在系统发育树上

聚为一个分支. 结合菌株的形态、生理生化特征和

16S rDNA基因序列的系统发育分析, 将菌株 FLN- 1

初步鉴定为放线菌类诺卡氏菌科 (Nocardiaceae )中

的红球菌属 (Rhodococcus sp. ) .

图 3 降解菌株 FLN-1系统发育分析

F ig. 3 Phy logenet ic analys is of th e iso late FLN-1 w ith related sp ecies by Neighbor-Jo in ing m ethod. Bootstrap valu es (% ) are ind icated at the nodes

3. 3 菌株 FLN-1生长曲线及降解曲线

在 50mg#L- 1
氟铃脲基础盐培养基中,按 3%接

种量接入 FLN-1新鲜菌液 ( OD600nm U 1. 0) , pH值为

7. 0,于 180r#m in
- 1
、30e 条件下摇床培养,每隔一定

时间取样, 测定 OD600nm及氟铃脲浓度. 以未接菌的

50mg#L- 1
氟铃脲基础盐培养基作空白对照,结果见

图 4.

图 4 FLN-1的生长曲线和氟铃脲降解曲线

Fig. 4  Grow th cu rves of bacterial FLN- 1 and hexaflum uron

d egradation 

由图 4可见,菌株 FLN-1能以氟铃脲为碳源进

行生长,在初始的 1. 5d内,菌株生长处于延迟期,对

氟铃脲的降解非常缓慢, 随着菌株进入对数生长

期, 氟铃脲的降解速度也增加, 而到稳定期和衰亡

期时,降解速度又趋于缓慢, 菌体培养至 5d时,降解

率可达 85%以上.

3. 4 pH对 FLN-1的降解性能的影响

在 50mg# L
- 1
氟铃脲基础盐培养基中, 调节初

始 pH至 4、5、6、7、8、9,按 3%接种量接入 FLN-1新

鲜菌液 ( OD600nm U 1. 0) , 于 180r#m in
- 1
、30e 条件下

摇床培养, 5d后测定氟铃脲的含量, 结果如图 5所

示.由图 5可知,在 pH值为 4~ 5时,菌株 FLN-1的

降解能力受到抑制, 而在 pH 值为 6 ~ 9范围内, 菌

株降解氟铃脲的能力均保持在 80%左右, 菌株对

pH耐受范围比较广,为生物修复特别是碱性环境污

染的微生物修复提供了可行性.

图 5 pH对 FLN-1降解氟铃脲的影响

F ig. 5 E ffect of pH on hexaflum uron d egradation by strain FLN-1

3. 5 温度对 FLN-1的降解性能的影响

在 50mg# L
- 1
氟铃脲基础盐培养基中, 按 3%接

种量接入 FLN-1新鲜菌液 ( OD600nm U 1. 0) ,分别在

10、15、20、25、30、35、40e 条件下 180r#m in
- 1
摇床培

养, 5d后测定氟铃脲的含量, 结果如图 6所示.

由图 6可见, 菌株 FLN-1降解氟铃脲有比较宽

的温度耐受范围, 不同的温度下 FLN-1对农药的降
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图 6 温度对 FLN-1降解氟铃脲的影响

F ig. 6 E ffect of tem perature on hexaflumu ron degradat ion by strain

FLN-1

解效果相差不大, 最适降解温度范围为 25 ~ 40e ,

推断可能是此最适降解温度与菌体的最适生长温

度一致.

3. 6 接种量对 FLN-1降解氟铃脲的影响

在 50mg# L
- 1
氟铃脲基础盐培养基中, 以 1%、

3%、5%、8%和 10%的接种量接入 FLN-1新鲜菌液

( OD600nm U 1. 0), pH值为 7. 0,于 30e 、180r#m in
- 1

摇床培养,每天取样 1次,测定氟铃脲的含量.

图 7 接种量对 FLN-1降解氟铃脲的影响

F ig. 7  E ffect of inocu lum on hexaf lumu ron degradat ion by strain

FLN-1

由图 7可见,菌株 FLN-1降解氟铃脲的速率随

初始接种量的增加而增大. 当接种量为 1% ~ 8%

时, 氟铃脲的降解随着接种量的加大而加快, 当接

种量达到 5%或以上时,降解速率迅速上升.

3. 7 外源营养物质添加对 FLN- 1降解氟铃脲的

影响

在 50mg#L- 1
氟铃脲基础盐培养基中分别添加

100mg# L
- 1
的葡萄糖、酵母膏、蛋白胨和土壤浸液

(土壤浸液单位为 mL# L
- 1

) (刘智等, 2004) , pH 值

为 7. 0, 按 3% 接种量接入 FLN- 1菌液 ( OD600 U

110), 于 180r#m in
- 1
、30e 条件下,每隔 1天取样测

定氟铃脲的含量.

图 8 外源营养物质添加对 FLN-1降解氟铃脲的影响

F ig. 8 E ffect of added nutrien ts on hexaflumu ron degradation by

FLN-1

从图 8中可以看出,外源营养物质的添加对氟

铃脲的降解率有一定的影响, 在添加葡萄糖、酵母

膏和蛋白胨的情况下, 菌株 FLN-1降解氟铃脲的速

率加快,但添加土壤浸出液对 FLN-1降解氟铃脲没

有明显促进作用.这可能是外加碳源的添加对 FLN-

1降解氟铃脲具有促进作用, 而土壤中的营养成分

含量太低,不足以影响 FLN-1对农药的降解.

3. 8 降解酶的定域试验

对膜内、周质空间、胞外提取液分别测定其酶

活,结果如图 9所示.由图可知, 以膜内提取液的酶

活最高,胞外提取液和周质空间提取液的酶活分别

只有膜内提取液酶活的 9. 5%和 3. 8% .试验结果表

明,菌株 FLN-1中的氟铃脲降解酶是胞内酶.

图 9 FLN- 1降解酶的定域

Fig. 9 D istribu tion of crude en zym es in strain FLN-1

4 结论 ( Conclusions)

1) 从农药厂废水处理池的活性污泥中分离到

1株能降解氟铃脲的菌株, 经鉴定为 1株红球菌

(Rhodococcus sp. ), 命名为 FLN-1.

2) 菌株 FLN-1可以在 5d内将 50mg# L
- 1
氟铃

脲降解,降解率可达到 85%以上.

3) 降解氟铃脲的最适 pH范围为 6. 0~ 9. 0,最
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适温度为 25~ 40e ,降解氟铃脲的速率和起始接种

量呈正相关, 另外, 外源营养物质的添加能促进菌

株对氟铃脲的降解.

4) 酶的定域试验表明, 降解氟铃脲的酶为胞

内酶.
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