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摘 要：菊酯类农药广泛用于农业害虫的防治，但对生态环境与食品的污染也是十分严重的，微生物降解菊酯类农药是消除其污

染的主要途径。从农药厂废水排放口附近的活性污泥中分离到一株能利用功夫菊酯为惟一碳源生长的细菌，命名为 GF-3。根据其
生理生化特征和 16S rDNA序列相似性分析，将该菌株鉴定为芽孢杆菌属（Bacillus sp.）。采用室内培养与液相色谱测定方法，研究
了 GF-3对功夫菊酯的降解特性。结果表明，GF-3能有效地降解浓度为 50～600 mg·L-1的功夫菊酯，在 24 h内对 100 mg·L-1功夫菊

酯的降解率达到 98.4%。降解功夫菊酯的适宜温度为 30 ℃左右，适宜 pH为 7～10。酶的定域试验表明，降解功夫菊酯的酶属于胞外
酶。GF-3除了降解功夫菊酯外，还能降解甲氰菊酯、氯氰菊酯、溴氰菊酯、高效氯氰菊酯等。GF-3中有 2个质粒，但质粒消除试验表
明降解功夫菊酯的基因不在质粒上，而是在其染色体 DNA上。
关键词：功夫菊酯的生物降解；芽孢杆菌 GF-3；分离鉴定；生理生化特性
中图分类号：X172 文献标志码：A 文章编号：1672- 2043(2009)07- 1545- 07

功夫菊酯降解菌 GF-3的筛选鉴定及其降解特性研究
徐 莲 1，张丽萍 1，刘怡辰 1，吴 莹 1，刘连成 2，沈 标 1

（1． 南京农业大学生命科学学院，农业部农业环境微生物工程重点开放实验室，江苏 南京 210095；2． 江苏食品学院，江苏 淮安
223003）

Isolation, Identification and Characteristics of A Cyhalothrin-Degrading Bacterium GF-3
XU Lian1, ZHANG Li-ping1, LIU Yi-chen1, WU Ying1, LIU Lian-cheng2, SHEN Biao1

（1.Key Laboratory of Microbiological Engineering Agricultural Environment, Ministry of Agriculture, College of Life Science, Nanjing Agri－
cultural University, Nanjing 210095, China; 2.Jiangsu Food Science College, huai′an 223003, China）
Abstract：Pyrethroids were widely used to prevent pests in agriculture and resulted in severely environmental pollution. Microbial degrada－
tion was an effective way to remove the pyrethroids contamination from environment. A bacterium, GF-3, capable of utilizing cyhalothrin, a
kind of pyrethroids, as sole carbon source was isolated from activated sludge collected from waste water-treating system of cyhalothrin manu－
facturer. The GF-3 cells were rod, Gram positive with side flagella and spore-forming. The colonies on LB media were milk-white in color,
circular, and smooth. The cells were positive for catalase and glutin-degradation test. No pigments were produced. GF-3 strain was identified
as Bacillus sp. according to its physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA sequence similarity analysis. The GF-3 strain
could effectively degrade cyhalothrin ranging of 50～600 mg·L-1. 100 mg·L-1 cyhalothrin could be almost completely degraded by GF-3 strain
in 24 h. The optimal pH and temperature for GF-3 strain to degrade cyhalothrin were pH7～10 and 30 ℃ respectively. The enzyme analysis
showed that the enzyme responsible for the cyhalothrin degradation was extracellular. Besides cyhalothrin the strain of GF-3 was also able to
degrade other pyrethroids such as fenpropathrin, cypermethrin, deltamethrin, beta cypermethrin, fenvalerate and bifenthrin. Degradation of
fenpropathrin and cyhalothrin by GF-3 was best among the above pyrethroids, while fenvalerate and bifenthrin were poorly degraded by GF-
3. There were two plasmids in GF-3, but none was related to the cyhalothrin degradation because after plasmids curing GF-3 strain could still
degrade cyhalothrin.
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功夫菊酯（cyhalothrin），即三氟氯氰菊酯，它作
为一种广谱高效的拟除虫菊酯类杀虫剂，广泛用于

农业病虫害的防治，主要用在果树、茶树、蔬菜等农
作物上。拟除虫菊酯类农药具有胃毒和触杀作用，虽
然对作物安全，但是它们对人、畜有中等毒性，对水
生生物、蜜蜂、家蚕高毒。长期使用该类农药导致害
虫产生抗药性，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。由于拟除虫菊
酯杀虫剂具有对光、热稳定的特点，在环境中的半衰
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期较长，很难在自然条件下快速降解，造成对生态环

境与食品的污染，影响农产品的质量及人们的身体

健康[1-3]。微生物降解是消除农药污染的一种重要手
段，目前对氯氰菊酯、甲氰菊酯等拟除虫菊酯类杀虫
剂的微生物降解在蜡状芽孢杆菌（Bacillus cereus）、
产碱杆菌属（Alcaligenes sp.）、红球菌属（Rhodococcus
sp.）、鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas sp.）、克雷伯氏
菌属（Klebsiella sp.）和混合微生物的降解等中都已有
详细的研究[4-13]。而有关功夫菊酯的降解研究相对较
少，国内外关于功夫菊酯的降解研究主要侧重于其

自然降解过程[14-18]，本文对本实验室筛选的一株降解

功夫菊酯的芽孢杆菌属（Bacillus sp.）细菌 GF-3 的
降解性能进行了初步研究，为其在生物修复中的应

用提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 培养基与试剂
基础盐培养（g·L-1）：NaCl 0.5，NH4NO3 1.0，K2HPO4

1.50，KH2PO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.04，pH7.0。LB培养基
（g·L-1）：酵母膏 5.00，蛋白胨 10.0，NaCl 10.0，pH 7.0。
99%功夫菊酯粉剂购自南京红太阳集团有限公司；
PCR所用试剂购于上海申能博彩科技有限公司；DNA
凝胶回收试剂盒购于 Axygen；pMD19-T vector 购于
大连 Takara；胰蛋白胨和酵母粉购于 Oxid；甲醇（色
谱纯）购自山东禹王实业有限公司化工分公司；其余

试剂均为分析纯。
1.2 细菌的富集与分离
取采自农药厂废水排放口附近的活性污泥 5.0 g，

置于 100 mL含 100 mg·L-1功夫菊酯的基础盐培养基

中，于 30 ℃，170 r·min-1摇床培养 5 d，以 5%的接种
量转接到相同的培养基中，共转接 3次，然后取富集
液经梯度稀释后涂布于加有 100 mg·L-1功夫菊酯的

基础盐培养基平板上，30℃培养 3 d后，挑取单菌落
接种于加有 100 mg·L-1功夫菊酯的基础盐培养基平

板上划线纯化，得到纯培养。然后在加有 100 mg·L-1

功夫菊酯的液体基础盐培养基中验证其对功夫菊

酯的降解效果，确定降解效果后，用 15%甘油保存
于-70℃冰箱。
1.3 菌株的鉴定
菌株形态及生理生化特性测定参考文献[19-20]。

菌体总 DNA提取、纯化、回收、酶连、转化方法参见文
献[21]。16S rDNA序列 PCR扩增引物[22]正向引物：5′-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，反向引物：5′-TAC

CTTGTTACGACTT-3′；25 μL PCR 反应体系含模板
1 μL，dNTP（25 mmol·L-1）2 μL，引物（25 mmol·L-1）各

0.5 μL，10×Taq缓冲液 2.5 μL，MgCl2（25 mmol·L-1）

2.5 μL，Taq 酶（5 U·μL-1）0.3 μL，超纯水 15.7 μL。
PCR反应条件：95℃，5 min；94℃，30′；52℃，30′；72℃，
1.5 min；循环 29次，72℃延伸 10 min。采用 PCR回收
试剂盒回收扩增的 16S rDNA 片段，将其酶连到
PMD19-T vector 上；转化大肠杆菌 DH5α，进行蓝白
斑筛选；挑选白斑菌落，提取质粒，酶切验证插入片段

的大小（1.5 kb 左右）；测序由 Invitrogene 公司完成，
测序结果通过在线分析（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov），
与 GenBank中的 16S rDNA序列进行相似性比较。
1.4 种子液培养和生长的测定
从平板上挑取单菌落，接种于 50 mL LB液体培

养基中，菌液于 30 ℃，170 r·min-1摇床培养 12 h。细
菌的生长量采用分光光度法测定，以波长 λ=600 nm
处的光密度 A600表示，培养后的菌液经离心、洗涤，再
加入等体积无菌水后测定[23]。将经过上面方法处理的
菌液作为种子液。
1.5 功夫菊酯的分析测定
功夫菊酯的提取采用全量提取法[10]。用 HPLC测

定样品中功夫菊酯的含量[24-25]。液相色谱条件：Waters
Kromasil 100，ODS-C18反相柱（4.6mm×250mm×5μm）；
流动相：甲醇，流速 1 mL·min-1；紫外检测器，波长 218
nm；进样量 10 μL。取不同功夫菊酯质量浓度（1～100
mg·L-1）和峰面积的关系曲线：y=0.099 1x2+1.554 6x，
R2=0.999 1，根据样品中功夫菊酯的峰面积计算功夫
菊酯的质量浓度，初始浓度超过 100 mg·L-1的样品按

比例稀释后进行检测。所有数据均为 3次试验重复的
平均值。
1.6 粗酶液的制备
将已培养好的菌液 6 000 r·min-1离心 10 min，弃
上清液，菌体用 0.1 mol·L-1的磷酸盐缓冲液（PBS）
（pH8.0）洗涤两次，然后在冰浴中用超声波破碎细胞，
每次处理 30 s，间隔 5 s，处理总时间为 20 min。细胞
破碎液于 12 000 r·min-1离心 5 min，弃沉淀，上清液
经冷冻真空干燥制成冻干粉，临用时重新溶于 0.1
mol·L-1的 PBS缓冲液中，得到粗酶液[7-11]。
1.7 酶活力测定方法
取 0.1mol·L-1磷酸盐缓冲液（PBS）430μL（pH8.0），

50 μL 功夫菊酯（甲醇溶解，50 mg·L-1），20 μL 粗酶
液，30℃条件下反应 5 min后，用 20 μL 6 mol·L-1 HCl
终止反应，加入 500 μL二氯甲烷剧烈振荡 5 min后，
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静置分层，收集有机相，N2吹干二氯甲烷后加入 500μL
甲醇溶解功夫菊酯，于 12 000 r·min-1下离心 1 min，
取上层有机相于液相色谱检测，通过功夫菊酯的标准

曲线，求得功夫菊酯的含量。酶活力单位用相对酶活
力单位表示，即 1个相对酶活力单位（U）为在本试验
条件下 1 min内功夫菊酯减少的微摩尔数[7-11]。
1.8 酶的定域试验
应用渗透休克原理[26-27]，按下列步骤分步提取：取

菌液离心（6 000 r·min-1，10 min），上清液（S1）冻存；沉
淀（P1）用 10 mL 10 mmol·L -1 Tris·HCl 缓冲液
（pH8.0）重悬，离心（6 000 r·min-1，10 min），洗涤 2次，
上清液（S2）冻存；沉淀（P2）以 10 mL 25%的蔗糖溶液
重悬，于 25℃振荡 10min，离心（13000 r·min-1，10 min），
上清液（S3）冻存；沉淀（P3）加冷超纯水重悬，在冰浴
中振荡 10 min，离心（13 000 r·min-1，10 min），上清液
（S4）冻存；沉淀（P4）重悬于 10 mL 10 mmol·L-1 Tris·
HCl（pH7.5）中，在冰浴中超声波破碎 1 min，间隔 1
min，重复 5次，再离心（15 000 r·min-1，20 min），上清
液（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为胞内提取液。
1.9 质粒的提取
采用碱裂解法和煮沸法提取质粒，具体过程参见

文献[28]。
1.10 质粒的消除
采用高温和高浓度 SDS交替处理法[29]。（1）将菌

接种于 3 mL LB培养液中，37 ℃、200 r·min-1振荡培

养 16～18 h；（2）取 50 μL接种于含 0.05% SDS的 LB
培养液中，37 ℃振荡培养 16～18 h；（3）取 50 μL接种
于 5 mL 不含 SDS 的 LB 培养液内，43 ℃振荡培养
16～18 h；（4）重复（2）、（3）步；（5）取 50 μL接种于 3 mL
不含 SDS的LB培养液中，37 ℃振荡培养 16～18 h[30]，

然后接种在LB平板上，经培养后挑取单菌落，接种到
LB培养液中 30 ℃振荡培养，用碱裂解法提取质粒
DNA，电泳检测。

2 结果与分析

2.1 功夫菊酯降解菌的筛选与鉴定
通过对活性污泥中微生物的富集、分离和纯化，
得到一株对功夫菊酯具有较高降解能力的菌株，命名

为 GF-3。该菌株属革兰氏阳性菌，好氧，短杆状，侧生
鞭毛，具移动性，芽孢中生，菌落平铺，不规则圆形，乳

白色，易挑取，不产色素，接触酶呈阳性，能够液化明

胶。根据菌株 GF-3的 16S rDNA序列（GenBank序列

号为 EU219735）及相关菌株的 16S rDNA 序列构建
的系统发育树见图 1。结果表明菌株 GF-3与 Bacil－
lus sp. 41KF2b AJ831842 的亲缘关系最近，16S rDNA
序列同源性达 99%，再结合菌株的生理生化特性将其
鉴定为芽胞杆菌属（Bacillus sp.）。

2.2 GF-3降解功夫菊酯与其生长的关系
在含有 100 mg·L-1的功夫菊酯的基础盐培养基

中，以 5%的接种量（A600≈1.30的种子液与基础盐培
养基的体积之比为 5%）接入 GF-3种子液（A600≈1.30），
于 30℃，170 r·min-1摇床培养，每隔 2 h取 1次样，测
定 A600及功夫菊酯的残留量，结果见图 2。从图中可
以看出菌株 GF-3对功夫菊酯的降解和菌体的生长
呈正相关。在培养 2 h后，菌株 GF-3对功夫菊酯的降
解达 67%左右，10 h后降解约 98.4%。菌株 GF-3在
以功夫菊酯为惟一碳源生长时进入对数生长期较快，

这说明其能很好地应用于生物修复试验。10 h后，虽
然功夫菊酯已经降解完毕，但菌体生长进入稳定期，

这可能是由于功夫菊酯降解的中间产物继续提供了

菌株生长所需要的碳源。
2.3 GF-3对不同浓度功夫菊酯的降解
在基础盐培养基中加入不同浓度的功夫菊酯，

使其终浓度分别为 50、100、200、300、400、600、800
mg·L-1。以 5%的接种量接入 GF-3种子液（A600≈1.30），
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于 30 ℃，170 r·min-1摇床培养，培养不同时间后取

样，样品经处理后，用液相色谱进行检测。由图 3可
见，GF-3对功夫菊酯的降解速度与浓度有关。随着浓
度的增加，降解速度逐渐下降。GF-3不仅对低浓度
（50、100 mg·L-1）的功夫菊酯具有很好的降解效果，对

较高浓度（400、600 mg·L-1）的功夫菊酯也能较好的降

解，培养 2 d后的降解率分别达到 63.1%和 46.33%，
而对 800 mg·L-1的功夫菊酯培养 2 d的降解率仅为
21.57%，加大接种量后降解效果稍有提高，但提高幅
度不大，这可能是因为高浓度的农药对菌体生长产生

一定的抑制作用。

2.4 pH值对 GF-3降解功夫菊酯的影响
在 pH 为 5、6、7、8、9、10 的基础盐培养基中，加
入 100 mg·L-1的功夫菊酯，以 5%的接种量接入 GF-3
种子液（A600≈1.30），于 30 ℃，170 r·min-1摇床培养，

培养 24 h后取样，样品经处理后，用液相色谱进行检

测。结果（如图 4）表明，pH对 GF-3降解功夫菊酯有
较大的影响，虽然在酸性、中性和偏碱性的环境中
GF-3都能够降解功夫菊酯，但在 pH中性和偏碱性
(pH7～10)环境中的降解效果较好,培养 24 h后,功夫菊
酯的降解率均达到 98%左右。而酸性环境(pH5～6)明
显抑制 GF-3对功夫菊酯的降解,培养 24 h功夫菊酯
的降解率不到 80%。

2.5 温度对 GF-3降解功夫菊酯的影响
在基础盐培养基中加入 100 mg·L-1的功夫菊酯，

以 5%的接种量接入 GF-3种子液（A600≈1.30），于不
同温度下，170 r·min-1摇床培养 24 h取样，样品经处
理后，用 1.5节方法进行检测，结果见图 5。30℃条件
下最适宜 GF-3对功夫菊酯的降解，25℃下的降解也
比较快，而 20 ℃下降解速度明显减慢。培养 1 d后，
GF-3 在 20、25、30 ℃下对功夫菊酯的降解分别为
76.1%、89.4%、98.6%。40℃明显抑制 GF-3对功夫菊
酯的降解，培养 1d后，功夫菊酯的降解率只有65.1%。
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2.6 接种量对 GF-3降解功夫菊酯的影响
在基础盐培养基中加入 100 mg·L-1的功夫菊酯，

以 1%、3%、5%、10%和 15%的接种量接入 GF-3的种
子液（A600≈1.30），于 30℃，170 r·min-1摇床培养 24 h
取样，样品经处理后，用 1.5节方法进行检测，结果见
图 6。虽然总的来说，接种量与功夫菊酯的降解率呈
正相关，但是影响不大，接种量在 3%～15%范围内，功
夫菊酯的降解率均较高，24 h都能够达到 98%左右；
1%的接种量对功夫菊酯的降解稍有影响，但是 24 h
的降解率也能达到 96%以上。这可能与菌株的高降
解能力有关。

2.7 GF-3对不同拟除虫菊酯的降解
在基础盐培养基中分别加入甲氰菊酯、功夫菊
酯、氯氰菊酯、溴氰菊酯、高效氯氰菊酯、联苯菊酯、
氰戊菊酯,使其终浓度均为 100 mg·L-1，以 5%的接种
量接入 GF-3的种子液（A600≈1.30），于 30℃，170 r·min-1

摇床培养，每天取样，样品经处理后，用 1.5方法进行
检测，结果见图 7。GF-3对不同拟除虫菊酯的降解效
果差异较大，对功夫菊酯、甲氰菊酯的降解效果最
好，对氯氰菊酯、溴氰菊酯、高效氯氰菊酯也具有较
好的降解效果，而对氰戊菊酯和联苯菊酯的降解效

果相对较差，这可能是由于各种拟除虫菊酯结构上

的差异所造成的。
2.8 降解酶的定域试验
从图 8中可见胞外酶活力为 35.35 U·L-1，周质空

间内仅有 0.28 U·L-1的酶活，胞内酶活力为 11.828 U·
L-1，由此可以推测，功夫菊酯降解酶应该属于胞外酶。
2.9 降解基因的定位
将用碱裂解法从 GF-3中提取的提取物通过电
泳检测发现在约 6 557 bp和 3 500 bp处有质粒条带，

如图 9所示。通过质粒消除试验消除了该质粒，挑取
消除质粒的单菌落接种到含 100 mg·L-1功夫菊酯的

基础盐培养基中，于 30℃，170 r·min-1摇床培养，24 h
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后取样，样品经处理后，用 1.5节方法进行检测，同时
检测经过相同处理的 GF-3不消除质粒对照和不加
菌对照 CK。发现质粒消除后 GF-3降解功夫菊酯的
效果 98.1%与消除前 GF-3 处理 98.4%相比差别不
大，见图 10。说明该降解菌的降解基因应该存在于其
染色体 DNA上。

3 结论

（1）从农药厂排污口的活性污泥中分离到 1株能
以功夫菊酯为惟一碳源生长且将其降解的细菌，经鉴

定属于芽孢杆菌属（Bacillus sp.）细菌，命名为 GF-3；
（2）GF-3降解功夫菊酯的最适 pH值为 7～10，最
适温度为 30℃左右，降解功夫菊酯的速率和起始接
种量关系不大；

（3）GF-3还能降解氯氰菊酯、溴氰菊酯、高效氯氰
菊酯、氰戊菊酯和联苯菊酯等多种拟除虫菊酯类杀虫
剂；

（4）酶的定域试验表明，降解酶以胞外酶为主；
（5）GF-3中存在大小为 6 557 bp和 3 500 bp左右
的质粒，质粒消除实验发现功夫菊酯的降解与质粒无

关。
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