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摘� 要: 从福建省福农生化有限公司排污口的土壤中筛选到 1 株对乐果有较好降解效果的菌株阴沟肠杆菌, 为

了使该菌能更好的应用于乐果残留污染的治理, 采用正交试验法 L 16 ( 44 � 23 ) 研究各培养条件对该菌降解乐果

的降解效能的影响,结果表明, 该菌降解乐果的最佳发酵条件组合为: 碳源为蔗糖、离子为 CuCl2 ( 10 mmol � L- 1 )、

乐果浓度 100 mg � L - 1、培养时间 36 h、培养温度 30 � 、pH 值 8、氮源 (酵母 3 g � L- 1 ) , 降解率达到

58� 90% ; 运用 DPS 数据处理系统分析各类因子对菌降解乐果的影响, 得出离子对其影响最为显著, pH 值、培

养温度、乐果浓度、培养时间等也依次对菌降解乐果有较大的影响。
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Effect of culture conditions on Enterobacter closcae in degrading dimethoate
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Abstract: By using selective cultural media, Enter obacter closcae was isolated from the soil around a pesticide facto�

r y. Fo r evaluat ing factor s affecting E. closcae's potential in deg rading r esidual dimethoate, a L16 ( 44 � 23 ) o rthogo�

nal t est was used fo r the design of the exper iment . The r esult s show ed that sucrose as the conformable carbon

sour ce, 10 mmol � L- 1 Cu2+ , 100 mg � L- 1 dimethoate, 30 � , initial pH 8� 0, 3 g � L - 1 yeast ex tract as the con�

fo rmable nit rog en sour ce, and 36 h cultiv ation to yield a deg rading rate of 58� 90% . Statistical analy sis by using DPS

Data Processing System revealed t hat t he ion exerted the most significant impact on the deg radation rate, followed

by pH , cult ur e time, dimethoate concent ration, temperature and carbon sour ce in that o rder.

Key words: E nter obacter closcae , dimethoate, deg radat ion, opt imize ort hogonal experiments

� � 有机磷农药一直是我国用量最大的农药种类,

每年都在 10 万 t 以上, 这类农药施用于农田后,

只有大约 1%作用于靶标生物, 其余的或残留于土

壤, 或通过径流进入水域, 影响土壤和水体中的生

物, 残留于土壤、水源、大气以及农作物中, 对人

类及其环境产生深远的影响 [ 1- 4]。微生物是环境中

有机磷农药降解的重要方式, 农药微生物降解在农

药废水处理和土壤生物修复等领域具有广阔的开发

应用前景, 因此筛选新菌株、提高已有菌株的降解

性能、研究农药的微生物降解机制等一直是近几年

来国内外研究的热点
[ 5- 8]
。目前国内外已经在提高

已有菌降解性能方面做了不少的研究 [ 9- 11] , 其中

包括环境因子对农药降解效能的影响研究等。谭芙

蓉等筛选到 1株对甲胺磷有降解效果的铜绿假单胞

菌, 并研究了底物浓度、接种量、营养源及金属离

子对菌降解甲胺磷的影响, 发现以上因素均不同程

度影响着菌对甲胺磷的降解作用
[ 12]

; 许育新等用

GC�MS研究了红球菌 CDT3 降解氯氰菊酯的最适

条件, 发现温度、pH 及碳源等因素也不同程度的

影响着其降解效果 [ 13] ; 另外也有其他环境影响因

子如含水量、溶解氧、盐度、有机质、黏度及气候

条件等影响微生物对农药的降解作用的报道[ 14]。

福建农业学报 24( 4) : 355~ 359, 2009
F uj ian Journal of Ag r icultural Sciences

文章编号: 1008- 0384 ( 2009) 04- 0355- 05



但在关于各类因素对影响微生物降解农药的效能分

析等方面的研究目前未见报道。

本研究筛选到的 1株对乐果有较高降解效能的

阴沟肠杆菌,经研究发现该菌具有生长速度快,生存

适应能力强等优点
[ 15]
。由于环境因子对农药微生

物修复的影响巨大,有些因子的影响有时甚至决定

了农药微生物修复的成功与否[ 16] ,因此运用正交试

验法对碳源、离子、乐果浓度、培养时间、培养温度、

pH 值、氮源 7 因素在影响阴沟肠杆菌降解乐果的

情况方面做比较分析, 目的在于分析比较各类因素

对菌降解乐果的影响情况, 筛选出阴沟肠杆菌降解

乐果的最佳发酵条件组合, 从而将该菌更好地应用

于土壤、水体的乐果残留治理,同时也为其他微生物

降解农药的降解效能的因素研究提供理论参考。

1 � 材料与方法

1� 1 � 试剂与药品
菌种:阴沟肠杆菌;药品: 40%乐果乳油(湖南海

利常德农药化工有限公司)、乐果标样( Sigma�A ld�
drich 公司)、丙酮 (分析纯)、二氯甲烷、乙腈 (色谱

纯) , CdCl2、ZnCl2、CuCl2、FeCl2、氯化钠、盐酸、氢氧

化钠(优级纯)、果糖、蔗糖、葡萄糖、淀粉、酵母、蛋白

胨等;葡萄糖蛋白胨水培养基:蛋白胨6� 5 g、葡萄糖
6� 5 g、K 2HPO 42 g、水 1 000 mL、pH7� 0 (固体培养

基加琼脂 20 g )。

1� 2 � 仪器设备
Agilent1100 H PLC仪 (带 VWD 检测器及色

谱工作站 )、色谱柱: Hypersi LODS C18反相柱

( 4� 0 mm � 250 mm, 填料孔径 5 �m)、真空抽滤

器 ( 2XZ�0� 5型选片真空泵, 浙江黄岩真空泵厂) ;

U V�2550 紫外分光光度计、摇床、恒温箱、pH

计、水浴锅等。

1� 3 � 阴沟肠杆菌的培养
取一环阴沟肠杆菌接种于 100 mL 体葡萄糖蛋

白胨水培养基中, 于 32 � 、60 r � min- 1条件下摇

床培养 24 h, 作为接种液备用。

1� 4 � 乐果的浓度和峰面积关系的标准曲线的制作
将乐果标样用乙氰稀释成 15 mg � L - 1、20

mg � L - 1、40 mg�L- 1、60 mg�L - 1、80 mg�L - 1、100

mg � L - 1
, 再将各标样用液相色谱仪测定, 液相色

谱操作条件
[ 17]
为流动相: V (乙氰 �水= 30 �70) ,

流速: 1 mL � min- 1 , 波长: 210 nm, 出峰时间:

7� 59 min。每次进样 10 �L, 每处理重复 3次, 得

到对应乐果浓度的峰面积, 再以峰面积为横坐标,

乐果浓度为纵坐标, 绘制标准曲线图 (图 1) , 得

标准曲线方程。

1� 5 � 不同培养条件对阴沟肠杆菌乐果降解效能的
影响

1� 5� 1 � 试验设计 � 参照文献 [ 18]的方法, 选用

L 16 ( 44 � 23 ) 正交表, 对 7 因子进行试验, 其中

因子碳源、离子、乐果浓度及培养时间设置 4个水

平, 培养温度、pH 值、氮源等因子设置 2 个水

平, 具体见表 1。

表 1� 正交试验因素水平表

Table 1� Factors and design of orthogonal experiment

因子 水平 1 水平 2 水平 3 水平 4

碳源( g � L- 1) 果糖 ( 3) 蔗糖( 3) 葡萄糖( 3) 淀粉( 3)

离子( m mol� L- 1 ) CuCl2 ( 10) FeCl2 ( 10) CdCl2 ( 2) ZnCl2( 2)

乐果浓度( mg � L- 1) 50 100 200 500

培养时间( h) 12 24 36 48

培养温度( � ) 35 30

pH 值 7 8

氮源( g � L- 1) 酵母( 3) 蛋白胨( 3)

1� 5� 2 � 试验方法 � 参照文献 [ 19- 20]采用 L 16

( 44 � 23 )正交因素水平表 (表 3) 中的要求配制各

处理发酵液, 每处理 30 mL 发酵液, 高压灭菌,

在各处理中加入活化好的菌液各 50 �L, 以未加菌

的相应培养基为对照, 每处理 2次重复。放置于不

同温度的摇床中培养, 并在相应的培养时间内取

样, 此即为待测样品。吸取样品 4 mL, 用真空抽

滤器抽滤, 回收滤液, 在滤液中加氯化钠至饱和,

再加 12 mL 的二氯甲烷充分混匀, 用分液漏斗萃

取分离, 取二氯甲烷部分, 剩余的残液再用 8 mL

二氯甲烷二次提取, 将两次所得二氯甲烷提取液用

冷风吹干, 再用乙氰定容至 4 mL, 进行液相色谱
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分析 (具体操作见 1� 4) , 最后将测得的峰面积带
入乐果的浓度和峰面积关系的标准曲线方程中, 求

出相应的浓度。

1� 6 � 结果统计
农药降解率 ( % ) = (对照样品残留量 � 处理

样品残留量) � 100/对照样品残留量; 用 DPS 数

据处理系统对试验结果进行分析[ 21] 。

2 � 结果与分析

2� 1 � 乐果的浓度和峰面积关系的标准曲线图
从图 1可以看出,乐果在 15� 0~ 100� 0 mg�L - 1

的范围内, 其浓度和峰面积呈现良好的线性关系,

其标准曲线方程为 y = 0� 0723x + 0� 2227, R
2
=

0� 9992。

图 1 � 乐果浓度和峰面积关系标准曲线

Fig� 1� Standard curve for relation between dimethoate con�

centration and peak area

2� 2 � 不同培养条件对阴沟肠杆菌乐果降解效能的
影响

表 2为 16 个处理的降解效果, 可以看出, 不

同处理的降解率有很大的差别, 最高的降解率为处

理 5, 即碳源为蔗糖、离子为 CuCl2 ( 10 mmol �

L
- 1
)、乐果浓度为 100 mg � L - 1

、培养时间 36 h、

培养温度 30 � 、pH 值 8、氮源为酵母 3 g � L- 1
,

降解率达到 58� 90% , 而降解率最低的为处理 6,

其中处理 3、4、6、7、8、10、11、12、14的降解

率不到 4% , 可认为无降解作用。以上结果说明培

养条件因素等对菌降解乐果的影响作用很大, 适合

的条件可以促进菌对乐果的降解, 反之将可能阻碍

甚至阻止菌对乐果的降解作用。分析各因素碳源、

离子、乐果浓度、培养时间、培养温度、pH 值、

氮源调整后的极差值 R�分别为 7� 40、30� 56,
19� 99、18� 69、25� 51、26� 23、0� 52。极差描述的
是个体值间的差异变异范围, 极差越大, 表明样本

变异范围越大, 反之亦然 [ 22]。运用这一原理分析

各因素对菌降解乐果的效能差异, 可知极差值最大

的离子对菌降解乐果的影响作用最大, 其余依次为

pH 值、培养温度、乐果浓度、培养时间, 影响作

用最小的是碳源、氮源, 这和方差分析的结果是一

致的。

表 2� L 16( 44 � 23)培养条件对阴沟肠杆菌乐果降解效能的影响

Table 2� Effect of culture conditions on dimethoate degradation by E. cloacae

处理号
因素水平

碳源 离子 乐果浓度 培养时间 培养温度 pH 值 氮源

降解率

( % )

1 1 1 1 1 1 1 1 38�70

2 1 2 2 2 1 2 2 17�23

3 1 3 3 3 2 1 2 2�92

4 1 4 4 4 2 2 1 3�89

5 2 1 2 3 2 2 1 58�90

6 2 2 1 4 2 1 2 0

7 2 3 4 1 1 2 2 1�10

8 2 4 3 2 1 1 1 0�29

9 3 1 3 4 1 2 2 49�47

10 3 2 4 3 1 1 1 1�31

11 3 3 1 2 2 2 1 3�00

12 3 4 2 1 2 1 2 2�27

13 4 1 4 2 2 1 2 9�76

14 4 2 3 1 2 2 1 2�46

15 4 3 2 4 1 1 1 26�52

16 4 4 1 3 1 2 2 50�23
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处理号
因素水平

碳源 离子 乐果浓度 培养时间 培养温度 pH 值 氮源

降解率

( % )

K1 62� 73 156� 84 91�92 44� 53 184� 84 81� 77 135�07

K2 60� 30 21� 01 104�92 30� 28 83� 21 186� 28 132�98

K3 56� 06 33� 53 55�14 113� 36

K4 88� 96 56� 67 16�07 79� 88

R 8� 23 33� 96 22�21 20� 77 12� 70 13� 06 0�26

R� 7� 40 30� 56 19�99 18� 69 25� 51 26� 23 0�52

� 注: K 1、K 2、K 3、K4分别为各因素的水平数的观察值的总和, R 和 R�分别为极差值和调整后的极差值。

2� 3 � 方差分析
用 DPS 数据处理系统统计分析各因素对阴沟

肠杆菌降解乐果的显著水平 (表 3) , 结果表明,

碳源的 P 值为 0� 0515, 大于 0� 0500, 所以碳源对
菌降解乐果没有显著性影响, 而离子、乐果浓度、

培养时间、培养温度、pH 值的 P 值依次为

0� 0124、0� 0192、0� 0205、0� 0130、0� 0127, 其 P

值均在 0� 0100~ 0� 0500 之间, 说明这些因素对菌

降解乐果有显著的影响。

表 3� 不同培养条件对阴沟肠杆菌乐果降解效能影响的显
著性分析

Table 3 � Variance analysis of degrading rates aff ected by cul�
ture conditions

变异来源 平方和 自由度 均方 F P

碳源 166� 3454 3 55� 4480 203� 6880 0� 0514

离子 2853� 1540 3 951� 0510 3493� 6470 0� 0124

乐果浓度 1198� 5400 3 399� 5130 1467� 5960 0� 0191

培养时间 1042� 1010 3 347� 3670 1276� 0390 0� 0205

培养温度 645� 5792 1 645� 5790 2371� 5080 0� 0130

pH 值 682� 5809 1 682� 5910 2507� 4320 0� 0127

氮源 0� 2722 1 0� 2722

误差 0� 2722 1 0� 2722

总和 6588� 5730 16

3 � 讨 � 论

关于微生物对农药降解的影响因素的研究, 目

前还主要集中在单个因素的研究上 [ 12- 14] , 而对乐

果的降解研究方面, 也主要涉及到乐果降解酶产生

菌的筛选及产酶条件优化的研究 [ 23]和个别单一因

素如温度、乐果浓度等对乐果的降解率的影响研

究[ 24]。本试验于采用 L 16 ( 44 � 23 ) 正交法研究了

碳源、离子、培养时间、温度、pH 值、乐果浓

度、氮源等 7因素对阴沟肠杆菌降解乐果的影响,

并采用 DPS数理系统对各因素进行了分析, 表明

各因素对菌降解乐果效能的影响也存在差异等的特

点, 并最终筛选出了阴沟肠杆菌降解乐果的各类因

子最佳发酵条件组合。

从结果中可知, 在最佳发酵条件组合下阴沟肠

杆菌对乐果的降解率可达到 58� 90%, 这与已报道

的降解菌对乐果的降解率相比有了较大的提

高[ 2 4- 25]。研究还发现离子对阴沟肠杆菌降解乐果

的影响最为显著, 这可能是离子会与阴沟肠杆菌分

泌的降解酶作用的结果, 适量的 Cu
2+
很有可能与

降解酶结合从而促进其降解效能, 相反, 有些离子

则可能因会与其他因素结合, 从而阻止了降解酶的

降解作用, 如处理 6对菌已经没有降解作用等, 但

具体原因还有待近一步研究。其次 pH 值对菌降解

影响也较培养温度等另 5种因素明显, 这一研究也

进一步用理论数据证实了郑永良等提到的土壤 pH

值降解影响相对较大的结论
[ 14]
。另外, 培养温度、

乐果浓度、培养时间、碳源等对菌降解乐果也有较

大的影响。通过对以上结果的分析, 可知将菌应用

到田间时, 了解待处理环境中的因素条件尤为重

要, 特别是被处理环境中离子种类、浓度和 pH 值

的状况, 不适合的环境如当土壤过酸时, 很可能使

菌失去降解功能。因此在田间使用技术研究中, 要

结合以上结果将阴沟肠杆菌的降解条件调整到最佳

的状态, 以利于提高菌的降解功效。另外本研究结

果也可以为其他微生物降解有机磷的降解效能研究

提供理论参考依据, 进一步促进农药残留治理的深

入研究发展。
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