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克百威降解菌株 HQ-C-Ol 的筛选及培养基优化

乔润香，钟国华，罗建军，丈IJ 承兰，胡美英

(华南农业大学昆虫毒理研究室，广东广州 510642)

摘要:以涂布法和富集培养法筛选得到降解菌株 HQ-C-O l ，该菌株在 48 h 时对 50 mglL 克百威、甲荼威、苟虫威和

仲丁威的降解率分别可达 95.2% 、99.0% 、85.0% 和 67.5% .确定菌株 HQ-C-O l 的 C川、P 源化合物为葡萄糖、蛋白

豚和磷酸氢二饵，采用中心组分设计法确定了菌株 HQ-C-O l 的培养基最适 C川、P 源配比为葡萄糖 32. 10 glL、蛋白

脐、 3.25 glL、磷酸氢二御1. 50 glL;在最佳培养基条件下 ， D590 nm实测值为 0.786 5 ，与期望值 0.805 4 接近，48 h 时

对 50 mglL 克百威降解率为 95.9% . 
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Screening of Carbofuran Degrading Fungi Stain HQ-C -O l 
and Its Medium Optimization 

QIAO Run-xiang , ZHONG Guo-hua , LUO Jian-jun , LIU Cheng-lan , HU Mei-ying 

(Laboratory of Insect Toxicology ,5outh China Agricultural University ,Guangzhou 510642 ,China) 

Abstract: A high effective stain named HQ-C -O l was screened , which the degrading rates for 50 mg/L 

carbofuran , carbary 1, indoxacarb and fenobucarb after treatment in 48 h were 95. 2 % , 99. 0% , 85. 0% 

and 67. 5% respectively. 1t was found that the compounds for C , N and P were glucose , peptone and po­

tassium phosphate dibasic. By using the central composite rotaηdesign method , the results indicated that 

the optimum of C , N and P were 32. 10 g/L for glucose ,3.25 g/L for peptone and 1. 50 g/L for potassium 

phosphate dibasic respectively. The measured value of D刑 nm was O. 786 5 similarly to the expected value , 

and the degrading rate of 50 mg/L carbofuran was 95.9% after 48 h by the strain incubation in medium 
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氨基甲酸醋类农药具有高效、广谱的特点，是目

前应用于粮食、蔬菜、水果及经济作物害虫防治中最

重要的农药种类之一.随着此类农药使用范围的不

断扩大，不科学使用的情况时有出现，对食品、土壤

及环境水造成了不同程度的污染(14]. 国际上规定单

种氨基甲酸醋农药在谷物中的最高残留量(MRL) 为

0.02-7. ∞ mg/kg，饮用水中的 MRL 是 O. 1 忡g/LW].

克百威( Carbofuran )作为氨基甲酸醋类的代表性农

药，应用量大，但其毒性较高，原药大鼠经口 LD5。为

8 -14 mg/kg，属高毒杀虫剂，易被淋洛而直接进入

收稿日期 :2∞8-11 -04

环境，致使环境污染严重[叫，且其代谢产物具有更

强的抗胆碱醋酶能力[34] ，还可在体内积累，造成二

次中毒[5]. 因此，有效控制以克百威为代表的氨基甲

酸脂类农药在农产品中的残留，缓解环境污染压力，

具有重要意义.近年来国内外对克百威微生物降解

的研究报道渐多[8-ll] ，为克百威残留问题的解决提供

了一些解决途径.本文筛选得到克百戚降解菌株

HQ喃C-O l ，优化了其培养基，旨在为该菌将来的实际

应用提供基础资料.
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1 材料与方法

1. 1 供试菌种、主要试剂和仪器

分别从广东、安徽、贵州、山东、山西、河北、辽宁

等地采集土样，编号，4 't冰箱保存备用.本文筛选确

认的高效降解菌株 HQ-C-0 1 分离自贵州省贵阳市郊

贫营养土样中.

供试 98.0% 克百威、90.2% 丁硫克百戚、96.5%

仲丁威原药由河北威远生物化工有限公司提供，

96.5% 灭多威、 98.0% 甲荼威、 90.0% 速灭威、

99.7% 异丙威原药由广东省农科院提供， 86.0% 昂

虫威原药由美国杜邦公司提供.其余药品、试剂均为

市售分析纯.

主要仪器包括常规立式压力蒸汽灭菌锅 (YXQ­

LS-30S) 、超净工作台、生化培养箱、冷冻恒温振荡

器、超声波清洁器、旋转蒸发仪( LABORTA4001 )、

UV mini1240 紫外分光光度计、HP-1100 型高效液相

色谱仪等.

1. 2 残留克百威提取方法

根据文献[12-13J ，取 50 mL 经降解菌处理过的

加药培养液，加人 7 g 氯化纳，溶解后，全部移人 250

mL 分液漏斗，二氯甲:皖萃取，下层液加入lO g 无水

硫酸销，吸水后转人圆底烧瓶，旋转蒸发仪 50 "c恒

温浓缩蒸干，甲醇溶解，经 0.45μm 有机过滤器过滤

后，采用高效液相色谱(HPLC)测定克百威含量.

供试药剂在降解菌培养基中添加回收率的测

定:取预培养 4d 的降解菌培养液 50 mL，添加克百

威母液，使其添加终质量浓度分别为 10 、25 、50 mglL , 

按以上提取方法提取， HPLC 法测定克百威含量，计

算回收率:回收率=处理后的质量浓度/标准液质量

浓度 x 100%. 

1. 3 克百威降解菌的筛选

涂布法:将所收集土样用无菌水稀释 105 倍后，
涂布法接种于含 50 mglL 克百威查氏固体培养基

上，待长出单个菌落后，挑取单菌落转接到克百威质

量浓度为 200 mglL 的培养基上，相同方法继续转接

驯化直到加药质量浓度为 500 mglL ，纯化 3 次后，保

存菌种.

富集培养法 :250 mL 三角瓶中装基础培养液 50

mL，加人克百威溶液使其终质量浓度为 200 mglL , 

加人 5 g 土样， 28 't , 150 r/min 摇床培养，每隔 7 d 

按照 5% 的接种量转接 1 次，逐步增加克百威终质量

浓度至 400 、 600 、 800 、 1 000 mglL. 1 000 mglL 培养

后，移取 1 mL 菌液接到平板培养基，生长菌落后，分

离纯化菌株，保存待测.

菌株对克百威的降解率测定:用元菌水将待测

菌株制成菌悬液 ( D590 nm 为 0.2) ，吸取 1 mL 菌悬液

加人含 50 mL 基础培养液的三角瓶中，以加 1 mL 元

菌水到等量培养液为对照，在 28 "c、 150 r/min 条件

下振荡培养.每处理3 个重复.预培养4d 后，培养菌液

中加人克百威母液，使其终质量浓度为 50 mglL ,48 h 

后，按1. 2 方法提取残留克百威， HPLC 测定含量，计

算降解率:降解率=(对照的克百威含量-处理的克

百威含量)/对照的克百威含量 x 100%. 

将高效降解菌株 HQ-C-0 1 分别转接到含苟虫

威、甲荼戚、仲丁威、异丙威、灭多威、速灭威和丁硫

克百威质量浓度为 50 mglL 的固体培养基上，待长

出菌落后继续转接直到加药质量浓度为 500 mglL , 

测定 HQ-C-0 1 对各农药的降解率，初步评估菌株对

其他氨基甲酸醋类农药的降解效果.

1. 4 对高效降解菌株 HQ-C-Ol 的初步鉴定

以 YPD 培养基培养单菌落，观察菌落颜色、边缘

形状、透明度等;用接种环以无菌操作法挑取菌苔少

许，制成水浸片，置显微镜下观察细胞的形态;生殖

培养基培养菌株，细胞染色后，显微镜观察生殖方

式;接菌到葡萄糖蛋白陈培养液，观察菌液特征.

1. 5 降解菌株 HQ-C-Ol 培养基筛选

确定 C 、N 、P 源化合物:以m;糖、麦芽糖、葡萄糖

和淀粉分别作为唯一 C 源，以蛋白胀、硝酸饵、硝酸

饷和硝酸镀分别作为唯一 N 源，以磷酸二氢饵、磷酸

氢二押、磷酸二氢铀和磷酸氢二锅分别作为唯一 P

源，接人 1 mL D590 nm 为 0.2 的菌悬液， 4 d 后测其

D590 nm ，以最高值为 C 、N 、P 源化合物.

1. 6 降解菌株 HQ-C-Ol 培养基配方的优化和验证

C 、N 、P 源化合物确定后，采用中心组分设计

(Central composite design , CCD )技术进行优化试验，

3 个因子分别为 C 、 N ， P 含量 ( x] 、町、川) ，各 5 个水

平，分别编码为 :C( -0.50 , -0.25 ， 0 ， 0.25 ， 0.50) 、N

( - O. 50 , - O. 25 , 0 , O. 25 , O. 50 )、 P ( - O. 500 000 , 

- O. 392 857 , - O. 214 286 , O. 142 857 , O. 500 000 ) , 

取 20 个点，利用 DPS 统计软件进行试验设计和数据

分析，采用二次多项式逐步回归分析方法，得出回归模

型y =bo+ZbA+Zbzjzpl+Zbuzz2 ，其中 y 为函数
D590 nm'X 为培养基 C 、N 、P 含量 ， b 为变异系数，并进

行寻优，得到培养基优化配方，按此配方培养降解

菌，按1. 3 方法测定该菌对 50 mglL 克百威特 h 的

降解率，理论预测值与实测值比较验证优化配方.

2 结果与分析

2.1 克百威 HPLC-UV 测定条件

经反复探索，确定克百威 HPLC-UV 测定条件
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为 :Hl11∞型 HPLC ，色谱柱 O 为 C 18 反相柱 (ODS

Hypersil5 ,.un, 125 mm x4 mm) ，柱温为常温，流动相

为V( 甲醇): V( 水) = 55: 45 ，检测波长为 275 nm，流速

为 1 mUmin，进样量 10 μ1.依此条件，在 0-50 mglL 

范围内其浓度(Y) - 峰面积(X)标准曲线方程为:Y=

16. 72X - 9. 578 9 ,R2 = 0.999 O. 添加回收率测定结果

表明，当克百威添加质量浓度分别为 10 、25 、50 mglL 

时，回收率都能达到 90% 以上，提取和分析方法可信.

在上述分析测定条件下，其他几种氨基甲酸醋

类农药的浓度-峰面积标准曲线方程分别为苟虫

威: Y = 31. 959 0 X + 2. 620 4 , R2 = O. 999 9; 甲荼威:

Y = 6. 792 5X + 2. 396 5 , R2 = O. 999 9; 仲丁威 :Y = 

3. 408 8 X + 1. 559 3 , R2 = O. 999 0 ;异丙威:Y=

1. 149 0 X - 1. 062 2 , R2 = O. 999 7 ;速灭威 : y -

31. 3500X+4.6218 ,R2 =0.999 8; 丁硫克百威 :Y = 

O. 322 3 X + O. 000 8 , R2 = 1. 000 0; 灭多威:Y=

1. 942 2X + 0.611 7 ,R2 = 0.999 9. 

2.2 克百威降解菌筛选结果

按照1. 3 的降解菌分离筛选方法和 2. 1 确定的

分析测定方法，本文初步筛选得到 5 株真菌、 11 株细

菌，各菌株保存于华南农业大学昆虫毒理研究室胡

美英教授课题组，各菌株编号、归类及处理后 48 h 对

50 mglL 克百威降解率结果见表1.结果表明，真菌

菌株 HQ-C-O l 和细菌菌株 HQ-C-02 处理后 48 h 对

50 mglL 克百威的降解率分别为 95. 2% 和 93.0% , 

显著高于其他菌株降解效果.本文选取真菌菌株

HQ-C-O l 作为高效降解菌株进一步研究.

表 1 克百威降解微生物的筛选结果

Tab.l Screening results of carbofuran degrading strain 

菌株编号

HQ-C -O l 
HQ-C-02 
HQ-C-03 
HQ-C -04 

HQ-C -05 
HQ-C -06 
HQ-C-07 
HQ-C-08 
HQ-C -09 

HQ-C- lO 

HQ-C-ll 
HQ-C-12 
HQ-C-13 
HQ-C-14 
HQ-C-15 
HQ-C-16 

归类 48 h 降解率1) /% 

真菌 95.2a 
细菌 93.0a 
细菌 87.5b 
细菌 81.8c 
真菌 78.6cd 
细菌 78.0d 
细菌 72. 如

细菌 51. 4f 
真菌 47.6g 
细菌 38.3h 
细菌 30.7i 
真菌 28.7i 
细菌 23.6j 
细菌 22.4j 
细菌 18.7k 
真菌 14. 11 

1 )本列数据后注有相同字母者表示差异不显著 (DMRT

法 ， P =0. 05) , n =3 

测定了降解菌株 HQ-C-O l 对其他几种氨基甲酸

酣类农药的降解效果，结果表明，共培养降解处理后

48 h，菌株 HQ-C-O l 对 50 mg/L 甲荼威、苟虫威和仲

丁威的降解率分别为 99. 0% 、85. 0% 和 67.5% ，降解

效果较好;对异丙戚、灭多威和速灭威降解效果较

弱，降解率分别为 34. 6% 、 39.5% 和 45. 0% ，而对丁

硫克百威降解率只有 5.1% ，几乎没有降解能力.

2.3 高效降解菌株 HQ-C-Ol 的初步鉴定结果

菌株 HQ-C-O l 在 YPD 培养基上培养 3 d 后，菌

落乳白色，呈奶油状，圆形，边缘规则整齐，中间突

起，不透明，表面光滑发亮，不皱缩(图 1 ) ;细胞呈圆

形或椭圆形(图 2a) ;出芽生殖(图 2b);掖体培养特

征: 11昆浊，表面不形成菌，试管底部有沉淀:根据文献

[ 14] ，初步确定该菌为酵母菌.

Fig. 1 

Fig.2 

图 l 降解菌株 HQ-C-O l 单菌落

llldividual colonies of degrading strain HQ-C -Ol 

b:出芽生殖

图 2 降解菌株 HQ-C-O l 显微形态

Microscopic morphology of degrading strain HQ-C心l

2.4 高效降解菌株 HQ-C-Ol 培养基的筛选

以 DS90 nm反映 HQ-C-Ol 菌株在不同 C 、N 、 P 源条

件下的生长情况，结果如表 2 所示.预培养 4 d 后，

HQ-C-O l 菌株在葡萄糖中的 DS90 nm显著高于醺糖、麦

芽糖和淀粉培养，在 N 源方面， HQ-C-O l 菌株在蛋白

陈的 DS90 nm显著高于在硝酸押、硝酸铀和硝酸镀培

养，而在 P 源方面， HQ-C-O l 菌株在磷酸二氢押、磷

酸氢二钢、磷酸二氢饷中的 D刑 nm差异不大，以磷酸

氢二饵的 D刑m 稍高，但在磷酸氢二锅中培养的

D别m显著低于上述三者的培养.最终确定葡萄糖、

蛋白脏、磷酸氢二何作为 HQ-C-O l 菌株的培养基 C 、

N 、P 源化合物.
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表 2 菌种 HQ-C-Ol 在不同 C、N、P 源条件下的生长情况1) 表 4 培养基的优化配方及其晌应1)

Tab. 2 Growth situation of the strain under ditTerent condi- Tab. 4 Optimizaüon formula of medium and response value 

tions of C. N ,P 

C 源 DS90 nm N 源 DS90 nm P 源 Ds四 nm

蘸糖 0.938 3b 蛋白陈 1. 3100a 磷酸二氢御 0.889 9a 

麦芽糖 0.833 8b 硝酸饵 0.9072b 磷酸氢二例 0.938 3a 

葡萄糖 1. 147 4a 硝酸纳 0.938 3b 磷酸二氢纳 0.899 3a 

淀粉 0.376 3c 硝酸钱 0.636 2c 磷酸氢二纳 0.751 5b 

项目

理论预测

验证性实验

葡萄糖

(X 1) 

32. \0 

32. \0 

pI(g'L- 1
) 

蛋白陈

(X2) 

3. 25 

3. 25 

K2HP04 

(X3) 

D<~ 一
一…降解率/%
(y) 

1.50 0.8054a 

1.50 0.786 5a 95.9 

l)n=3; 同列数据后注有相同字母者表示差异不显著(DM-

1 )同列数据后注有相同字母者表示差异不显著(DMRT 法， RT 法 ， P = 0.05) 

P=0.05) ,n=3 

2.5 高效降解菌株 HQ-C-Ol 的配方优化和验证

根据 2.4 试验结果，通过 CCD 技术 C 、N 、P 源化

合物配方优化试验，测定 D590 nm' 采用二次多项式逐

步回归分析，建立了 D刑 nm (y) 的回归模型:

y = - O. 508 7 + O. 016 3x] + O. 480 9x2 + 

0.361 2X3 - O. 000 3X]2 - O. 080 6X2
2 - O. 119 3x/ , 

经诊断，该模型相关系数 R 为 0.950 4 ，模型达到极

显著水平( F = 21. 3 , P < O. ∞01) .进而寻优得到各

因子的最佳配比值和预期响应值，详见表 3. 按照该

模型计算得到菌株 HQ-C-O l 的培养基最佳 C 、 N 、 P

源配方:葡萄糖、蛋白陈和磷酸氢二饵的质量浓度分

别为 32. 10 ，3.25 和1. 50 glL，期望 D590 nm为 0.8054

(表 4) . 

按照上述理论最佳配方培养降解菌株 HQ-C-

01 ，测定 D阴阳，结果(表的表明 ， D590 nm 实测值为

0.7865 ，接近期望值 0.8054; 1 mL 按此配方培养的

菌株 HQ-C-O l 菌液(D到m值为 0.2) ，对 50 mglL 克

百威 48 h 的降解率达 95.9% ，表明该配方较适合

HQ-C-O l 菌丝生长，并能保持该菌株对克百威的较

高降解率.

表 3 回归模型及诊断结果

Tab.3 Regression model and diagnosis results 

变异来源 偏回归系数 y标准差值 t 检验值 显著水平 pJ)

偏相关 r(y ，引) 0.016 3 O. ∞36 4ω O. ∞1 0 

r(y ，马) 0.4809 0.0400 12.02 <0.αJ0 1 

r(y ，句) O. 361 2 0.0662 5.45 O. 仪J0 3

r(y ,x1xX1) -0.删 3 0.0∞ l -3. 87 O. ∞36 

r(y ,x2xX2) -0.0806 O. ∞65 -12.40 <0.0∞ l 

r(y ,x3xX3) -0.1193 0.0146 -8. 19 <0. 仪J0 1

r(y ,x1xX2) O. 仪泊 7 O. (削 8 0.91 O. 382 1 

r(y ,x1xX3) -0. ∞1 5 O.αJ0 8 -1. 78 O. \05 7 

r(y ,x2xX3) 0.013 8 0.0124 1. 11 0.293 0 

相关系数 R Q~04 

F 21. 3 

显著水平 pl) <0.0ωl 

l) P运0.05 ，说明方程拟合是显著的

3 讨论与结论

本文筛选得到克百威高效降解菌株 HQ-C-O l ，

并能有效降解其他几种氨基甲酸醋类农药，已初步

鉴定为酵母菌.对于具有降解活性的酵母类真菌已

有报道，如降解有机磷类农药及酣类物质等的酵母

菌[]川]，但降解氨基甲酸醋类农药的酵母菌鲜见报

道.己报道的克百威降解菌多为细菌，如鞠氨醇单胞

菌、假单胞杆菌等[MJ ，且未同时测定对其他氨基甲

酸醋类农药的降解效果.菌株 HQ-C-O l 作为酵母阻，

耐受环境条件较细菌范围更广，并且在存有许多抗

生素的条件下也能生长旺盛，对于取得方式和效益

来说，酵母菌比细菌更容易、更经济，大规模生产也

不会引起人们像对细菌那样产生对公共健康问题的

担心[叫，因此，可为克百威的降解研究提供新思路，

同时，菌株 HQ-C-O l 对甲荼威、市虫威和仲丁威都有

较好的降解效果，可进一步作为广谱降解菌应用于

对氨基甲酸醋类农药降解的研究.

酵母菌培养通常使用固定配方的麦氏、酵母膏

蛋白陈等培养基[2阳]，本试验采用中心组分旋转设

计法筛选优化菌株 HQ-C-O l 培养基配方，以最经济

的方式和最少的试验次数进行全面研究，对培养基

主要成分 C 、N ，P 源化合物做了广泛筛选，并对其使

用量做了更精确的分析，验证结果表明，理论最优配

方期望值与实测值结果相吻合，48 h 后对克百威降

解率由培养基配方优化前的 95.2%提高到优化后的

95.9% ，刘宪华等[22] 已研究并报道假单胞商 120 h 

后对克百威降解率为 96.2% ，本文菌株 HQ-C-O l 的

降解效果与其相当.

本文筛选到 2 株降解效果较好的菌株，但只选

择菌株 HQ-C-O l 做了相关研究，没有结合另一菌株

HQ-C-02 进行深入研究，例如这 2 种菌的协同降解

作用等.研究表明，假单胞菌和节杆菌协同降解克百

威，可以加快降解速度，利用基因工程菌可同时降解

甲基对硫磷和克百威[2334]. 本研究结果表明菌株

HQ-C-O l 对克百威、甲荼威、苟虫威和仲丁威等氨基
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甲酸醋类农药具有降解作用，对有机磷类及拟除虫

菊醋类农药的降解作用有待进一步研究.此外，本文

在室内条件下优化了菌株 HQ-C-D l 培养基并进行纯

培养，使其在最优条件下达到最高的降解效果，但降

解菌在自然条件下的生长受到微生物多样性的控

制，自然环境影响较大.因此，需进一步研究降解菌

的生长条件、降解酶特性、工程菌、菌制剂等，为实际

应用解决克百威残留问题提供基础和参考.

致谢:降解菌株 HQ-C-0 1 的初步鉴定是在华南农业大学资

源环境学院刘琼光老师的指导下完成，谨此致谢!
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