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摘 要：为筛选分解高效氯氰菊酯的优良菌株，试验从活性污泥中分离出 5株菌株，均能一定程度地降解高效氯氰菊

酯。通过液相色谱分析，菌株 XCH-5降解高效氯氰菊酯的能力最强。观察该菌株的形态学特点，再结合测序分析，可鉴

定 XCH-5菌株为栖土曲霉。利用正交法优化降解条件，得出该菌株在最优水平组合为接种量 0.2 g/L、温度 35℃、pH7.5的
情况下，10 d对 200 mg/L高效氯氰菊酯的降解率可达到 78%。
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Abstract：In order to screen new microbial strains with high degrading capabilities for beta-cypermethrin from agri⁃
cultural by- products, five strains were isolated from the activated sludge. By liquid chromatography analysis, a
strain named XCH-5 exhibited the strongest degradation ability among these five strains. Further investigation re⁃
vealed that XCH-5 was Aspergillus terricola as showed by morphological characteristics and ITS sequencing analy⁃
sis. By orthogonal design method, the optimal combinations of the strain XCH-5 for beta-cypermethrin degradation
were found with inoculation amount of 0.2 g/L, temperature 35℃ , and pH 7.5. Under the optimized conditions,
XCH-5 showed 78% of degradation rate for beta-cypermethrin after ten days of treatment.
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微生物不仅分布广泛，而且种类多种多样。

利用不同微生物代谢类型的特异性，可有效降解

农药 [1]。由于微生物降解农药安全、高效、无污

染，是选择降解农药的理想原材料 [2]。高效氯氰

菊酯（beta-cypermethrin）是一种有效的杀虫剂，在

蔬菜、果树、花卉等农副产品上使用量较多 [3]。研

究发现，经常接触高效氯氰菊酯会产生免疫毒

性 [4]，而且此类农药易在人体内蓄积，诱发各种慢

性疾病 [5]。目前，高效氯氰菊酯已被欧美国家标

为潜在致癌性物质 [6]。因此，有效降解残留的高

效氯氰菊酯成为重要的研究课题。试验从活性污

泥中分离出降解高效氯氰菊酯的优良菌株，并
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研究最优降解条件，以期为研究降解高效氯氰菊

酯的微生物制剂产品提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

活性污泥样品，采集于上海市市区内多处污

水处理厂的排污口。高效氯氰菊酯原药，黄棕色

粘稠固体，购于南京荣诚化工有限公司，纯度可

达到 98%以上。

1.2 仪器设备

净化工作台（SW-CJ-20型），高速冷冻离心机

（Centrifuge 5810R），全 自 动 高 压 灭 菌 器（HIR
AYAMA），恒温培养箱（SHP-250型），高压液相色

谱仪（Agilent LC-1260）,梯度 PCR仪（BJC-RAD）,
电泳仪（DYY-6C型）。

1.3 主要试剂
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配置高效氯氰菊酯母液的丙酮、乙醇、甲醇等均

为分析纯，液相测定所用的乙腈等均为色谱纯，购自

国药集团化学试剂有限公司。真菌基因组DNA提
取试剂盒购自 TIANGEN生物公司。PCR的体系溶

液、1000 bp DNA ladder均购自TaKaRa生物公司。

引物 1（ITS1: 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3'）和引物 2（ITS2: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATG-
3'）由 Invitrogen生物公司合成。

1.4 降解率测定

待测样液与乙腈等体积混匀，涡旋振荡 10
min，12 000 r/min离心 10 min。滤液用 0.45μm的

滤膜吸取上样。色谱条件设定为：乙腈/水=85/15
（V/V），流速 1 mL/min，柱温 30℃，波长 235 nm，进
样量为 15μL。
1.5 菌株筛选

采取逐级增加高效氯氰菊酯浓度的驯化培养方

式，在通用的营养琼脂平板上分离菌株。更换不同

溶剂的高效氯氰菊酯母液，以排除菌株对溶剂的依

赖性。将分离出的不同菌株，定量接种到 200 mg/L
的高效氯氰菊酯培养液中，测定各菌株的降解效率。

1.6 菌株鉴定

观察菌株在 Czapek培养基的菌落特征和显微

结构。利用试剂盒提取菌株 DNA。扩增菌株

XCH-5的 ITS序列，PCR反应程序：95℃预变性 5
min，95℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 90 s，
循环 30次，72℃终延伸 10 min。PCR产物经 1.5%
琼脂糖凝胶电泳分析，推断出扩增片断大小。

PCR扩增产物委托上海美吉生物公司进行测序。

对测序结果进行 BLAST基因同源性比对，再用

MEGA 4.1软件构建系统发育树。

1.7 降解条件优化

单因素对比试验，确定影响降解率的因素主

要有温度、pH值、菌种接种量。根据正交试验原

理，设计正交表 L9（34）来安排试验方案,测定

XCH-5菌株降解高效氯氰菊酯的效果，最终得出

最优水平组合。

1.8 菌株生长与降解性能

设计最优降解条件，将菌株 XCH-5接种到含

200 mg/L高效氯氰菊酯的培养液中连续培养 10
d。定时取样液，10 000 r/min离心沉淀，烘干测菌

体干重。据此，作菌株 XCH-5的生长曲线及培养

液中高效氯氰菊酯的残留量变化。

2 结果与分析

2.1 降解菌的筛选

经驯化培养，在通用的营养琼脂平板上分离

出多个菌株。为获得真菌类的菌株，将其涂布于

含高效氯氰菊酯的 Czapek培养基上，36℃恒温培

养 5 d。共筛选出 5株真菌，分别标记为 XCH-1、
XCH-2、XCH-3、XCH-4、XCH-5，经测定降解率分

别为 68.95%、49.31%、50.53%、71.12%、82.02%。

多次降解比较后，发现菌株 XCH-5降解特性稳定

且降解率最佳。

2.2 XCH-5的鉴定

XCH-5菌落形态和细胞特征见图 1。菌落近

圆形，稍带霉味。外圈呈白色丝绒状，中间凹陷

且有不明显的辐射状沟纹，略带紫褐色。在 Cza⁃
pek平板上 7 d直径可达 35～38 mm。细胞个体可

见椭圆形的分生孢子囊，产孢结构呈两层放射状

排布。孢子球形，壁厚。

利用真菌基因组 DNA提取试剂盒提取 XCH-
5的总 DNA。PCR扩增该菌株 ITS序列，扩增产物

经琼脂糖凝胶电泳分析约 500 bp，如图 2所示。测

序结果表明XCH-5的 ITS序列长度为 511 bp，与电

泳推断吻合。BLAST基因同源性分析，XCH-5与
FJ531244等曲霉有 98%的相似性，建立其系统进化

树如图 3。综合XCH-5菌落形态、细胞特征及序列

比对结果，最终鉴定XCH-5为栖土曲霉。

2.3 XCH-5的降解优化

单因素对比试验确定最佳取值范围分别为：

 

 

 
图 1 菌株 XCH-5在Czapek上的菌落形态和细胞特征

 

图 2 XCH-5菌株 ITS序列扩增产物的电泳分析图

注：1，2:扩增产物 M:DNA ladder
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接种量 0.1～0.3 g/L，温度 30.0～40.0℃，pH6.5～ 7.5。正交法设计 L9（34）来实施试验，结果如表

1。F检验表明，接种量、温度、pH对高效氯氰菊

酯的降解率有极显著影响。利用 LSD法进行处理

间的多重比较，确定试验的最优水平组合为接种

量 0.2 g/L、温度 35℃、pH7.5。
2.4 菌株生长与降解高效氯氰菊酯的关系

在最优降解条件下，菌株 XCH-5生长曲线与

高效氯氰菊酯的降解曲线见图 4。结果表明，

XCH-5菌株在 96 h附近发生对数期生长，此时高

效氯氰菊酯的降解速率大幅度增速。在 144 h菌
株生长进入稳定趋势，降解速率随之放缓。XCH-
5菌株 240 h干重为 7.78 g/L，降解率达 78.96%。

这一结果与正交优化试验分析基本吻合。

表 1 菌株 XCH-5降解高效氯氰菊酯的结果

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

因素

A：接种量（g/L）
0.1
0.1
0.1
0.2
0.2
0.2
0.3
0.3
0.3

B：温度（℃）
30.0
35.0
40.0
30.0
35.0
40.0
30.0
35.0
40.0

C：pH
6.5
7.0
7.5
7.0
7.5
6.5
7.5
6.5
7.0

降解率（%）

34.1
69.9
49.4
73.5
78.1
37.8
63.4
39.5
64.2

3 讨 论

随着生物降解的深入研究，微生物被广泛应

用于解决农药残留的污染问题。目前报道氯氰菊

酯降解菌以细菌为主 [7]，有芽孢杆菌、假单胞菌、

苍白杆菌、无色杆菌、沙雷菌等。但真菌少有报

道。试验尝试筛选真菌菌株做研究，以期丰富菌

株的种类。研究表明，真菌的氧化酶系复杂，对

芳香类杀虫剂有较强降解能力，被视为潜在农药

降解菌 [8]。高效氯氰菊酯分子组成复杂，含有苯

环、卤素等基团。而真菌的代谢能将这些农药视

为碳源或氮源来利用，在酶促反应下逐步降解。

高效氯氰菊酯在真菌的菊酯水解的作用下，其羧

酸酯键会断裂生成 DV菊酸和 3-PBA，3-PBA再通

过二苯醚键的断裂降解成苯酚和原儿茶酸，最终

完全矿化 [9]，降解成无毒的 CO2、H2O等无机物。

试验从活性污泥中分离出对高效氯氰菊酯具

有较强降解能力的栖土曲霉。栖土曲霉属半知菌

纲、壳霉目、杯霉科，在中国的上海、四川、江苏、

湖南等地均有分布。栖土曲霉虽然在霉菌中研究

较少，但却有特殊的性能。一般霉菌以产中、酸

性蛋白酶为主，细菌以产碱性蛋白酶为主，但是

 

CK 高效氯氰菊酯的残留 XCH-5菌株干重

高
效
氯
氰
菊
酯
的
残
留
（

m
g/

L）

细
胞
干
重
（

g/
L）

1

0

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
培养时间（h）

图 4 菌株 XCH-5生长曲线与高效氯氰菊酯的降解曲线

 

图 3 菌株 XCH-5的系统发育树
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栖土曲霉所产蛋白酶较为丰富，包括酸、中、碱性

蛋白酶。这些蛋白酶系，具有高水解能力，能很

大程度满足发酵的需要，可在工农业发酵方面广

泛应用 [10]。试验所得栖土曲霉可看作是食品发酵

工业和农业生产的优良菌种，可用于制造各种酶

制剂、有机酸等 [11]，为研制降解高效氯氰菊酯的微

生物制剂提供参考价值。
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