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一株孔雀石绿降解菌 Citrobacter sp. D3的
分离鉴定及降解特性

刘菁华，孙振中，陈    琳

（上海市水产研究所，上海　200433）

摘    要：【目的】 筛选获得可高效降解孔雀石绿的菌株。【方法】 采用富集驯化的方法对渔业养殖环境中的土著微

生物进行分离筛选，获得的降解菌株通过生理生化、扫描电镜和 16S rDNA分析进行鉴定，采用单因素试验研究温

度、pH及药物初始浓度对菌株降解效率的影响，并对其降解动力学参数进行分析。通过发光细菌法结合高分辨质

谱仪对其降解产物的综合毒性和降解途径进行分析。【结果】  从上海某渔业养殖池塘中分离到一株孔雀石绿降解

菌 D3，初步鉴定其为柠檬酸杆菌 Citrobacter sp.。菌株 D3在 pH7～8、温度 30～35 ℃ 的环境中具有较好的生长和降

解率，在该条件下，菌株对质量浓度为 2 mg·L−1 的孔雀石绿的降解率为 96.32%，半衰期为 0.563 0 d，且其代谢产物

隐性孔雀石绿无明显累积；孔雀石绿质量浓度超过 30 mg·L−1，菌株生长及降解受到明显抑制。菌体降解孔雀石绿可

以用一级反应动力学方程描述，拟合曲线的相关系数在 0.916 9～0.963 5。菌株对孔雀石绿的降解产物综合毒性降低

明显，72 h降解产物对发光细菌的抑制率降低 50%以上。从降解产物中解析获得 3种特征降解中间产物，分别为 4-二

甲氨基二苯基甲酮（m/z=226.12）、N,N-二甲基苯胺（m/z=122.10）和 4-二甲氨基-苯酚（m/z=138.09），推测 D3菌株

对孔雀石绿的降解过程为逐步脱掉苯环获得次级代谢产物。【结论】 D3菌株对孔雀石绿具有很好的降解效果，对

解决渔业生态中的孔雀石绿残留具有较高的应用价值。
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Identification and Malachite Green-Degrading Ability of Citrobacter Sp., D3
LIU Jinghua,   SUN Zhenzhong,   CHEN Lin

（Shanghai Fisheries Research Institute, Shanghai　200433, China）

Abstract: 【Objective】 A microorganism capable of decomposing malachite green (MG) was identified and its degradation

ability studied.【Method】 Indigenous microbes in water samples from aquaculture farms were enriched and domesticated in

laboratory  to  screen  for  the  species  that  could  degrade  the  organic  germicide,  MG,  a  pollutant  in  aquaculture  ponds.  Strains

showing  such  capability  by  physiological  and  biochemical  tests  were  examined  under  scanning  electron  microscopy  and

identified by a 16S rDNA analysis. A single factor experiment was conducted to determine the effects of temperature, pH, and

initial MG concentration on the degradation kinetics of the isolated bacterium. The inoculated culture medium was monitored

continuously  for  the  luminescent  bacteria  toxicity  determination  and  sampled  for  the  high-resolution  mass  spectrometry

analysis to reveal the decomposition pathway.【Result】 An MG-degrading bacterium isolated from the specimens collected at

a  fish  pond  in  Shanghai  was  identified  as  D3  belonging  to  Citrobacter  sp.  It  exhibited  a  high  rate  of  growth  and  MG-

degradation on the medium at the pH ranging from 7 to 8 and temperature between 30℃ and 35℃. Its degradation rate under

MG 2 mg·L−1 was 96.32% and a half-life of 0.563 0 d with no significant accumulation of leucomalachite green (LMG). Once

the MG concentration exceeded 30 mg·L−1, the bacterial growth and degradation effect were significantly hindered. The first-order

kinetic degradation function of D3 had a correlation coefficient of 0.916 9–0.963 5. After inoculation for 72 h, the overall toxicity
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shown  on  the  medium  was  significantly  decreased  with  more  than  50%  reduction  on  the  inhibition  of  the  luminescent  bacterial

growth.  Three  compounds,  4-dimethylaminodiphenyl  ketone  (m/z=226.12),  N,  N-dimethylaniline  (m/z=122.10),  and  4-

dimethylamino-phenol  (m/z=138.09),  in  the  metabolites  were  the  degradation  intermediates.  It  appeared  that  D3  removed  the

benzene rings in MG step by step to result in those degraded secondary metabolites.【Conclusion】 D3 of Citrobacter sp. might

be applied to decontaminate MG in aquaculture ponds.

Key words: Malachite green；leucomalachite green；microbial degradation

 

0    引言

【研究意义】孔雀石绿（Malachite green，MG）

作为工业用染色剂和细胞化学染色剂等被广泛应用[1]。

1933年，研究发现孔雀石绿具有抗菌的药效，之后

许多国家开始将孔雀石绿广泛用作杀菌剂，主要用

于杀灭养殖水体环境中的寄生虫、原生动物和鱼卵

中的霉菌等[2]。孔雀石绿会在水生动物体内代谢成无

色孔雀石绿（Leucomalachite green，LMG），孔雀石

绿和无色孔雀石绿在水生动物体内长时间残留，可

产生高度致畸、致癌和突变效应[3]。考虑到孔雀石绿

的毒性，各国纷纷将其列入水产养殖的禁用药物名

单，然而，由于孔雀石绿价格低廉、抗菌效果显著，

而且还没有研制生产出更好的替代药物，因此直到

现在，仍不断有违规使用孔雀石绿的情况发生。在

水产品抽样检查中发现孔雀石绿仍然存在残留超标

现象[4−5]，在渔业生态环境监测中，孔雀石绿在养殖

底泥中残留现象较为突出[6−7]，如何安全有效地去除

渔业环境中的孔雀石绿药物残留已成为水产养殖领

域待解决的问题。【前人研究进展】目前，国内外

研究孔雀石绿药物降解的方式主要有光降解[8]、化学

降解 [9] 和生物降解 [10]。相对于物理化学方法费用

高、副作用大等不足，生物修复方法具有高效、成本

低、无二次污染等优势。然而，目前利用微生物降

解药物研究主要集中在堆肥、城市污水、湖泊和土

壤等环境领域。吴永利等 [11] 从印染厂污泥中分离到

一株假单孢菌 Pseudomonas sp.，该菌株处理化工废

水中高浓度孔雀石绿效果理想。熊晶晶等 [12] 从盐场

的盐田中分离了一株耐受高盐环境的菌株，菌株对

150 g·L−1 的 NaCl浓度具有较高的适应性，适用于高

盐度条件下孔雀石绿的降解。而对于渔业养殖环境

中孔雀石绿残留的积累模式、降解行为和生物修复

技术研究较少，有报道利用高锰酸钾去除养殖水体

中孔雀石绿效果较好，在非养殖期间通过翻耘、暴

晒和泼洒生石灰等方法也可降低养殖底泥中孔雀石

绿残留 [13]。【本研究切入点】但整体而言，对于渔

业养殖环境中孔雀石绿残留的积累模式、降解行为

和生物修复技术研究较少，特别是与生物降解相关

菌株的筛选。开展养殖环境中孔雀石绿及其代谢产

物隐性孔雀石绿的微生物降解行为及生物修复技术

研究，不仅对明确生物修复过程中药物的降解途径

和机理具有重要的作用，而且对养殖环境的保护、

水产品质量安全等具有重要意义。【拟解决的关键问

题】本研究从渔业养殖池塘中分离获得一株可高效

降解孔雀石绿的菌株，且其降解过程中代谢产物隐

性孔雀石绿无明显累积，采用生理生化、扫描电镜

及 16S rDNA对菌株进行生理生化、菌体形态特征及

分子生物学鉴定，同时对其降解特性进行初步研

究，并结合生物毒性测试仪及高分辨质谱仪对菌株

的降解产物及降解途径进行分析探讨，以期为该菌

株在渔业养殖环境中降解孔雀石绿的应用提供理论

基础。

1    材料与方法

1.1    仪器与试剂

岛津 LC-20AD液相色谱仪、AB SCIEX QTRAP®

6500质谱联用仪、LTQ Orbitrap  XL（Thermo  Fisher

Scientific）、涡旋振荡器（IKA MS3）、超纯水机（美国

Millipore公司）、Centrifuge  5810R型离心机（德国

Eppendorf公司）、恒温培养摇床（上海一恒 THZ-

100）、滨松光子水质安全毒性测试仪（BHP9514）。

乙腈和二氯甲烷为色谱纯（TEDIA）；PRS固相

萃取柱（Agilent Bond Elut）；乙酸和乙酸铵等化学

纯试剂购自国药集团化学试剂有限公司。

孔雀石绿标准品：显性孔雀石绿（Malachite green，

MG）、隐性孔雀石绿（Leucomalachite green，LMG）

购自德国Dr.Ehrenstorfer。氘代显性孔雀石绿（Malachite

green-D5，MG-D5）、氘代隐性孔雀石绿（Leucomalachite

green-D6，LMG-D6）购自德国WITEGA。

乙酸铵溶液（0.125 mol·L−1）：9.635 g乙酸铵溶

于 1 L H2O，乙酸调 pH = 4。

0.2%乙酸铵溶液、标准储备液（500 μg·mL−1）

和内标标准储备液（200 μg·mL−1）。

基础培养基：磷酸二氢钾 3.0 g，七水硫酸镁

0.1 g，硝酸铵 2.0 g，无水 CaCl2 0.01 g，磷酸氢二钾

1.5 g，乙二胺四乙酸二钠 0.01 g，过滤养殖水体 1 000
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mL，pH 7.6～7.8，高压蒸汽灭菌（121 ℃，15 min）后

制得。

营养培养基：蛋白胨 10.0 g，牛肉粉 3.0 g，氯化

钠 5.0 g，葡萄糖 1.0 g，过滤养殖水体 1 000 mL，pH
7.6～7.8，高压蒸汽灭菌（121 ℃，15 min）后制得。

富集培养液：在营养培养基中加入孔雀石绿药

物，使孔雀石绿药物质量浓度为 5 mg·L−1。

孔雀石绿降解液体培养基：99%基础培养基，

1%营养培养基，添加孔雀石绿质量浓度为 5 mg·L−1。

孔雀石绿琼脂平板：蛋白胨 10.0 g，牛肉粉 3.0 g，
氯化钠 5.0 g，琼脂 15.0 g，蒸馏水 1 000 mL，121 ℃
高压灭菌 15 min，冷却，添加孔雀石绿溶液，混匀

倒平板。

1.2    孔雀石绿降解菌的分离、筛选

上海市郊区某养殖鱼塘采集底泥样品，取适量

底泥于无菌状态下，加入含孔雀石绿 5 mg·L−1 的富

集培养液的 250 mL三角瓶中，在温度 30 ℃、转速

160 r·min−1 的条件下，驯化培养 3 d，待培养液浑浊

且颜色变浅后，按 10%的接种量转接至下一批次新

鲜富集培养液中，并逐步加大孔雀石绿投加浓度，

如此重复，投加梯度质量浓度为 5、10、15、20、25

mg·L−1。取最后一次获得的培养液，稀释 5～8倍

后，取 100 μL涂布于孔雀石绿琼脂平板上，30 ℃ 恒

温培养 24 h，挑选单菌落，连续平板划线 3次以上，

获得纯化单菌落，将纯化后的各菌落接至孔雀石绿降

解液体培养基中振荡培养 24 h（30 ℃，160 r·min−1），

通过高效液相色谱-串联质谱仪（HPLC-MS/MS）检

测降解液体培养液中孔雀石绿残留量，同时检测

其代谢产物隐性孔雀石绿累积情况，最后筛选获得

对孔雀石绿具有高效降解能力且降解过程中隐性孔

雀石绿无明显累积的菌株，降解菌使用 20%甘油冻

干管于−80 ℃ 冰箱冷冻保存。

1.3    菌种鉴定

根据细菌分类鉴定标准，从菌株个体形态特

征、菌落特征等方面进行初步鉴定。利用常规方法

进行革兰氏染色观察，根据细菌鉴定手册对菌株进

行生理生化试验，通过扫描电子显微镜观察菌株

D3的细胞形态，利用分子生物学手段进行菌株鉴

定，提取 D3基因组 DNA作为模板进行 16S rRNA基

因的扩增，测序获得完整的 16S rRNA基因序列，将

菌株 D3的 16S rRNA基因序列在 NCBI上进行同源

性比对分析。

1.4    HPLC-MS/MS检测孔雀石绿方法

培养液 8  000  r·min−1 离心 3  min，取 100  μL溶

液，稀释到 10 mL水体中，加入 300 μL质量浓度为

0.2 μg·mL−1 的氘代孔雀石绿和氘代隐性孔雀石绿混

合内标，取 1 mL样品过 PRS固相萃取柱，PRS柱子经

过活化（2 mL乙腈、2 mL水），上样，淋洗（2 mL水、

2 mL乙腈），最后采用3 mL乙腈∶乙酸铵（V∶V=1∶1）
洗脱，取 1 mL洗脱液过滤，采用高效液相色谱-串联

质谱仪检测。

1.5    降解条件的优化

培养温度：设置培养温度分别为 15 、20 、25 、

30 、 35 和 40 ℃，孔雀石绿降解液体培养基初始

pH为 7.6，摇床转速 160 r·min−1，避光，在此培养条

件下，测定菌株在 48 h后的降解率。

初始 pH：设置孔雀石绿降解液体培养基的初始

pH分别为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0和 10.0，恒

定温度 30 ℃，摇床转速 160 r·min−1，避光，测定菌

株在 48 h后的降解率。

不同初始浓度：设置孔雀石绿降解液体培养基

中孔雀石绿的质量浓度分别为 2、5、10、15、20、

30 μg·mL−1，分别接入处于对数生长期的菌液，在温

度 30 ℃、pH 7.6、避光、摇床转速 160 r·min−1 条件

下培养，定时取样测定菌株对孔雀石绿的降解率。

不同条件下的降解，均为孔雀石绿降解液体培

养基中接入 1%的处于对数生长期的菌液。孔雀石绿

在环境中易转化为隐性孔雀石绿，试验同时考查不

同温度和 pH对隐性孔雀石绿降解的影响。试验设置

3个平行重复。

1.6    菌株降解产物综合毒性分析

采用发光细菌法 [14]，检测降解菌株产物综合毒

性。发光细菌为可进行生物发光的一类细菌，该类

细菌遇到有毒有害物质，其发光性受到抑制。相关

试验显示，毒物浓度同菌体发光强度存在线性负相

关关系，因此，发光细菌发光强度可作为毒物毒性

大小的测定指标。目前利用发光细菌进行毒性评估

已广泛应用于环境科学的各个领域[15]。

将菌株接种于孔雀石绿降解液体培养基中，于

30 ℃、160 r·min−1 摇床培养，分别于 24 h和 7 d后取

样，菌液 8 000 r·min−1 离心 10 min，取上清液通过水

质生物安全测试仪进行毒性分析。发光细菌菌株为

明亮发光杆菌，根据仪器获得的发光值，计算发光

细菌的抑制率，其抑制率的计算公式如下：

(1− RL
RL0

)X/%= ×100

式中，X 为抑制率；RL 为暴露于样品的明亮发

光杆菌的发光强度；RL0 为暴露于标准品种的明亮发
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光杆菌的发光强度。

1.7    降解产物及降解途径分析

为满足孔雀石绿降解中间产物达到其在高分

辨质谱仪的检出要求，试验过程中，适当提高

MG的初始浓度，提高降解产物的回收、富集效率。

回收、富集方法如下：分别在投加菌株后的第 3、
6、12和 24 h取样，收集菌株对 MG的降解液，采

用二氯甲烷大量萃取降解产液中的代谢产物，萃

取液合并后旋蒸，使用 1 mL甲醇溶解，过滤装瓶，

采用 LTQ Orbitrap XL高分辨质谱进行降解产物分

析，设置无添加菌样品和纯菌体培养液为两个空白

对照。

2    结果与分析

2.1    孔雀石绿降解菌 Citrobacter sp. D3的分离、筛

选及特性分析

经分离、筛选，获得一株具有高效降解孔雀石

绿药物的菌株，命名为 D3。其生物学特征为：革兰

氏染色阴性，杆菌（图 1），鸟氨酸脱羧酶试验、赖

氨酸脱羧酶试验、尿素酶试验、精氨酸双水解试

验、明胶液化试验阴性，甘露醇试验、山梨醇试验

阳性，可以利用葡萄糖、乳糖、蔗糖。在固体培养

基上，菌落圆形、凸起，中等大小，边缘整齐光

滑，呈灰白色，半透明。

  

5 μm 4 μm
 

图 1    D3 菌株扫描电镜图

Fig. 1    Scanning electron microscopy of D3 strain
 

以菌株 D3的基因组 DNA为模板，以细菌 16S

rDNA通用引物进行 PCR扩增，PCR产物测序后在

GenBank上登录，序列号为 MG201776，经 BLAST

同源性比对发现，该菌株的 16S rDNA与柠檬酸杆菌

属相似度最高，进一步结合形态学和生理生化特征

可初步鉴定该菌株为柠檬酸杆菌（Citrobacter sp.）。

2.2    菌株降解条件的优化

2.2.1   温度对菌株 D3降解效率的影响　 温度作为微

生物生长及其代谢的重要因子，在适宜的温度范围

内，微生物会表现出较快的生长及代谢速率，因

此，试验设置不同的培养温度，考察不同温度下菌

株 D3对孔雀石绿降解效率的影响，并同时考察降解

菌对孔雀石绿代谢产物隐性孔雀石绿降解的影响。

由图 2看出，D3菌株在 35 ℃ 时对孔雀石绿具

有最高的降解率，在低温条件 15～20 ℃ 对孔雀石绿

的降解率较低；菌株对隐性孔雀石绿的最高降解率

在 30 ℃ 左右。降解菌对药物的降解整体呈现随着温

度的升高降解率提高，温度超过最适降解温度，其

降解效率降低，可能由于温度对菌体生长及降解酶

活性有影响，间接影响菌株对药物的降解率。因

此，选择 30～35 ℃ 作为 D3菌株对 MG和 LMG的最

适降解温度。

  

0

15

30

45

60

75

90

15 20 25 30 35 40

温度 Temperature/℃

MG

LMG

降
解
率

 D
eg

ra
d
at

io
n
 r

at
e/

%

 
图 2    D3 菌株在不同温度条件下对 MG 和 LMG 的降解率

Fig. 2    Degradation  rates  of  MG  and  LMG  by  D3  at  different
temperatures

 

2.2.2   培养液初始 pH对菌株 D3降解效率的影响　

 菌株在不同初始 pH的培养液中的生长及降解效率

如图 3所示。从图中可以看出，D3菌株在偏酸性条

件下，降解率较低，仅为 15%左右，pH为 8时获得

最高降解率，这与孔雀石绿降解菌 Enterobacter B-
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20[16] 和 Sphingomonas  paucimobilis[17] 的 最 适 降 解

pH较一致，这可能与高 pH更适于孔雀石绿降解酶

发挥作用有关。随着碱性增强，菌株对孔雀石绿的

降解率降低，因为随着 pH的升高，菌体生长受到抑

制，导致降解率减弱，但其降解效率相对酸性条件

仍较高，降解率约为 46%。隐性孔雀石绿为孔雀石

绿的酸性还原产物，从图中数据显示，D3菌株对隐

性孔雀石绿降解的最适 pH范围较为宽泛，pH对

LMG的降解影响不大，随着 pH值的增加，其降解

率有所提升，在 pH为 4～10范围内，降解率较为稳

定，维持在 60%～75%。综上，选取 pH为 7～8作为

D3菌株对MG和 LMG的最适降解 pH。
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图 3    D3 菌株在不同 pH 条件下对 MG 和 LMG 的降解率

Fig. 3    Degradation rates of MG and LMG by D3 at varied pH
 

2.2.3   培养液中药物初始浓度对菌株 D3降解效率的

影响　  将生长于对数期的菌液以 1%的接种量接

种至 100 mL孔雀石绿药物初始质量浓度分别为 2、
5、10、15、20、30 μg·mL−1 的培养液中，分别在第

12、24、48、72、4、5、9、10 d检测孔雀石绿的降

解率。

由图 4可知，D3菌株对不同初始浓度孔雀石绿

的降解率均随时间的延长而增加，降解率达到最大

值后随着时间的增加，药物的降解率不再增加，这

可能是降解过程中不断累积的代谢物质及环境中营

养成分的耗损，对菌体的正常生长代谢产生影响，

导致酶活性降低。结果显示，较低初始浓度条件

下，菌体在 48 h左右降解率达到最大值。随着初始

浓度的增加，菌体降解药物的时间延长，且降解率

降低，在质量浓度为 30 μg·mL−1 的条件下，菌体降

解率最高为 20%左右，菌体 OD600 值非常低，说明

高浓度的孔雀石绿对菌株的生长繁殖产生抑制，进

而导致降解率降低。

2.2.4   降解动力学分析　 采用一级反应动力学方程描

述孔雀石绿降解过程，本试验所用的动力学方程为：

ln（C0 / Ct）= k t，即 Ct = C0 e
−kt

t1/2 = ln2/k

式中，Ct 为降解后 t 时刻残留孔雀石绿的质量浓

度（μg·mL−1），C0 代表孔雀石绿的初始质量浓度

（μg·mL−1）， t 为降解反应时间（d）， k为孔雀石

绿降解速率常数（d−1），t1/2 为药物降解半衰期（d）。

采用 D3菌株降解不同初始浓度条件下的孔雀石

绿，降解试验结果如表 1所示。一级动力学方程的

拟合度由 R2 进行评价。结果表明，菌体降解孔雀石

绿可以用一级反应动力学方程来描述，拟合曲线的

相关系数在 0.916 9～0.963 5。不同初始浓度对药物

的降解率影响较大，随着初始浓度的提高，药物的
 

表 1    D3 菌株在不同初始浓度 MG 条件下的降解动力学参数

Table 1    Parameters on D3 degradation kinetics of varied starting MG concentrations

初始质量浓度

Initial concentration/（μg·mL−1
）

降解动力学方程

Degradation kinetics equation
相关系数R2

降解半衰期t1/2/d
降解率

Degradation/%

2 Ct=1.485 8e
−1.231 1t

0.936 0   0.563 0 96.32

5 Ct=4.192 7e
−0.636 5t

0.918 1   1.089    92.49

10 Ct=8.977 2e
−0.230 6t

0.916 9   3.005 8 85.80

15 Ct=11.712 4e
−0.113 6t

0.922 5   6.101 6 72.81

20 Ct=21.289 9e
−0.095 9t

0.963 5   7.227 8 66.70

30 Ct=28.962 4e
−0.028 6t

0.917 9 24.235 9 25.70
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图 4    不同初始浓度条件下 D3 对 MG 降解的影响

Fig. 4    Effects  of  D3  on  degradation  of  MG  with  varied  initial
concentrations
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降解半衰期增加，且降解率下降。低浓度条件下，

D3菌株对 MG降解效果理想，降解率在 85%以上，

降解半衰期较短。在初始质量浓度较高的情况下，

菌株降解效率较低，在 30 μg·mL−1 条件下，药物的

降解效率仅为 25.7%，且降解半衰期时间延长明显。

2.3    菌株降解产物综合毒性分析

本试验采用发光细菌法，研究 D3菌株对孔雀石

绿降解产物的综合毒性，通过降解产物对明亮发光

杆菌发光抑制率评价产物毒性。D3菌株对 MG的降

解产物在 24 h和 72 h对发光细菌的抑制率如表 2所

示。结果显示，菌株对发光细菌的抑制率分别为

0.2%和 0.5%，说明 D3菌株在生长过程中几乎不会

产生生物毒性，而初始质量浓度为 5  μg·mL−1 的

MG对发光细菌具有较高的抑制率，抑制率为 50%
以上，投加 D3菌株后，菌株对 MG的降解效果，  
24 h时药物抑制率降低 10.9%，72 h后抑制率再降低

17.3%。结果表明，D3菌株在降解 MG过程中可有

效减弱药物生物毒性，但降解混合液在 72 h对发光

细菌仍具有约 21.9%的抑制率，说明 D3菌株在降解

MG的过程中产生未完全分解的中间产物，中间产物

对发光细菌仍具有抑制作用。

 
  

表 2    D3 菌株对 MG 降解产物的综合毒性

Table 2    Toxicity of MG degraded by D3 strain

样品 Sample 相对发光值 RL0 相对发光值 RL（24 h） 抑制率X （24 h）/% 相对发光值 RL（72 h） 抑制率X （72 h）/%

D3 100 99.7  0.2 99.4  0.5

MG 100 49.9 50.1 49.2 50.8

MG+D3 100 60.8 39.2 78.1 21.9

 
 

2.4    菌株降解产物及降解途径分析

菌体对药物的降解主要依赖酶的催化作用，由

于降解速度较快，降解过程产生的中间降解产物可

能被迅速分解，为最大程度收集中间降解产物，获

得准确的药物降解途径，分别在菌体投加后的 3 h、
6 h、12 h和 24 h连续取样，不同时间段的降解产物

混合后浓缩富集。

采用高分辨质谱仪对富集浓缩的降解产物进行

质谱分析，高分辨质谱仪目前被广泛应用于降解产

物代谢途径及其降解中间产物的分析 [18]。试验结果

先经过空白扣除，再进行质谱图分析，初步获得 MG
的 3种中间降解产物，分别为 4-二甲氨基二苯基甲酮

（m/z=226.12）、N,N-二甲基苯胺（m/z=122.10）和4-二
甲氨基 -苯酚（m/z=138.09），其质谱图和分子结构

如图 5所示。根据 MG和其 3种降解产物的分子结

构特征推测 D3菌株降解 MG的途径如图 6所示。

MG首先经过羟基化反应生成一个过渡中间产物孔雀

石绿甲醇，该过渡中间产物氧化分解，获得 4-二甲

氨基二苯基甲酮和 N,N-二甲基苯胺，中间产物 4-二
甲氨基二苯基甲酮进一步分解，获得次级代谢产物

4-二甲氨基-苯酚和苯甲醛。

3    讨论

本研究从渔业养殖环境中分离得到的柠檬酸杆

菌，可高效降解渔业生态环境中的孔雀石绿药物残

留，且其降解过程中代谢产物隐性孔雀石绿无明显

累积。该菌株生长温度、pH范围宽泛，具备较强的

环境适应性，在 pH为 7～10、温度为 25 ℃～40 ℃

条件下，菌株对孔雀石绿具备较高的降解效率，其

降解率最高可达 95%以上，并同时对孔雀石绿代谢

产物隐性孔雀石绿具有较好的去除效果。目前，已

有多株孔雀石绿降解菌被筛选出，如芽孢杆菌

（Brevibacillus）、肠杆菌（Enterobacter）、拉乌尔

菌（Raoultella）及假单胞菌（Pseudomonas）等 [19]，

但尚未见可同时去除孔雀石绿及其代谢产物的菌株

报道，柠檬酸杆菌尚属首次。通过对降解菌株的降

解动力学分析，获得菌株在不同初始浓度条件下的

降解动力学参数，研究发现菌株在 2～10 μg·mL−1 低

浓度范围，对孔雀石绿药物具备较高的降解效率，

降解率在 85%以上，药物质量浓度提高至 30 μg·mL−1

时，菌体生长受到抑制，其降解效率明显降低，孔

雀石绿在渔业养殖中治病、杀菌用药质量浓度约 0.15～

2.00 μg·mL−1，用药浓度不高，该降解菌株降解能力

可有效解决残留于渔业环境中的孔雀石绿药物残

留。本试验通过对降解产物的毒性分析，推测降解

菌对孔雀石绿的降解产物仍存在部分毒性，并初步

获得 3种降解中间产物，其中 4-二甲氨基二苯基甲

酮是 MG脱掉一个苯环结构后主要的特征产物之

一，该产物与已报道的多种菌株降解孔雀石绿的降

解产物较为一致 [20]，多数菌株降解 MG均有此产物

产生，说明其降解途径具有相似性。产物 N,N-二甲
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基苯胺是生产 MG的工业原料，也是合成 MG的关

键前体，该产物的出现可以推断 N,N-二甲基苯胺在

MG生产上可重复使用。由于部分降解中间产物尚未

找到，所以 MG详细的降解途径有待进一步研究。

目前国内外利用微生物降解孔雀石绿的研究较多，

但是在微生物领域仍未有一个全面的关于 MG降解

途径报告 [21]，本研究成功分离的 3种特征产物可为

MG的降解途径研究分析填补理论上的空白。如何将

最终的降解产物完全转化为无毒无害的物质，或为

环境中的植物、生物菌群吸收代谢，是后期的一个

重要研究方向。
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图 5    3 种降解产物的分子结构和质谱图

Fig. 5    Molecular structures and mass spectrograms of 3 metabolites
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图 6    MG 降解途径推测

Fig. 6    Proposed metabolic pathway of MG-degradation by D3
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