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毒死蝉降解菌枝子包霉菌的紫外诱变和筛选

赵 )11 ，林庆胜，杨柳，胡美英

(华南农业大学昆虫毒理研究室，广东广州 510642)

摘要:通过紫外诱变毒死蝉降解菌校抱霉菌 Cladosporium cladosporioides Hu .Ql ，利用高效液相色谱( HPLC) 检测，筛

选获得 12 株突变菌株，其中突变株 Hu.Q l -4和 Hu.Q l -6的降解效果明显高于初始菌株 Hu.Q l. 突变株 Hu.Q l -4和

Hu.Q l -6经过加药斜面传种 10 代， Hu.Q l -6的降解率比初始菌株提高 1 1. 749毛，并且保持良好的稳定性.突变菌株

Hu.Q l -6在 28 '{:、pH6.5 培养条件下的生长量最大，降解率最高，且均明显高于初始菌株 Hu.Q1.
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Breeding and Screening of Chlorpyrifos-Degrading Strain 
Cladosporium cladosporioides by Ultraviolet Ray Mutation 

ZHAO Chuan , LIN Qing-sheng , Y ANG Liu , HU Mei -ying 

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

Abstract : Twelve mutants were obtained from chlorpyrifos-degrading strain Cladosporium cladosporioides 

Hu -O l by UV -induced screening and their degradation capacities were determined by high performance 

liquid chromatography (HPLC). The degradation abilities of mutant strain Hu -O l -4 and Hu -O l -6 were 

higher than the original strain Hu -O l. Furthermore , the mutant strain Hu-01-6 kept a good stability of deg­

radation rate after 10 serial passages on the test-tube medium containing chlorpyrifos , increasing by 

11. 749毛 compared with the original strain. Moreover , both the growth and degradation ability of mutant 

strain Hu -01-6 were higher than original strain Hu -01 under the conditions of 28 "C and pH 6. 5. 
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毒死蝉( Chlorpyrifos )是一种广谱性有机磷酸醋

类杀虫剂，具有良好的触杀、胃毒和熏蒸作用，对稻、

麦、棉、蔬菜、果树、茶叶等作物害虫，蚊、蝇类及牛羊

体外寄生虫有防效.在土壤中残留期较长，对地下害

虫和自蚁的防治效果较好[l]. 毒死蝉对鱼类及水生

生物毒性极高，对虫E蚓不安全，能明显加重蜓蚓的死

亡率.许多国家对农产品，特别是蔬菜上的毒死蝉残

留量进行了严格的规定，日本规定甘蓝中的毒死蝉

残留限量(MRL) 标准为 0.05 mgl屿，美国与欧盟规

定蔬菜中毒死蝉的残留限量为 0.05 mglkg ，国际食
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品法典委员会(CAC)规定毒死牌在叶菜类农药残留

限量为 lmgl吨，在番茄为 0.5 mgl屿，而毒死牌在我

国果蔬上的 MRL 为 1 mglkg，以致出口的许多农产

品因毒死蝉残留超标而被销毁，造成巨大的经济损

失.因此，毒死蝉的残留问题日益受到重视[2]. 目前，

国内外学者已经对环境土壤和水体中毒死蝉残留生

物降解进行了广泛深入的研究，证明了土壤微生物

对毒死蝉的降解起重要作用[35] ，具有毒死蝉降解效

果的微生物不断被分离出来[叫.但是从自然界直接

分离的野生菌种，其活性往往比较低，且传代稳定性
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较差，在产量和质量上均难以适合工业化生产的要

求，因此，分离的野生菌种必须根据其形态、生理上

的特点，进行菌种的改良[9].

本课题组分离筛选得到的毒死牌阵解菌株 Hu-

01 ，经鉴定为枝抱霉菌 CIαdosporium cladosporioides ，该

菌株对 50 mglL 毒死蝉处理 24 h 后的降解率为

74.20% [ω];并提取其粗酶液，优化了其降解酶液保

护剂组成配方，明确了其在不同条件下降解毒死蝉

的稳定性，为商品化生产降解酶制剂，处理农产品农

药残留提供了基础[l1];但是该菌在传代多次后，其降

解能力大幅下降，对其进行菌种改良，使其保持对毒

死蝉的高效降解能力成为解决其实际应用的关键问

题之一[l2]. 本文在上述研究的基础上，以毒死牌降解

菌 Hu-0 1 菌株为初始菌株，进行了紫外线诱变和毒

死蝉梯度平板选育高效降解毒死蝉突变株的研究，

以期诱变筛选获得高效、稳定降解毒死蝉的优良

菌株.

1 材料与方法

1. 1 菌株

枝抱霉菌 Cladosporium cladosporioidesHu -0 1 菌

株，从农药厂废水中分离筛选得到，保存于华南农业

大学本课题组(2007 年 7 月 20 日寄存于中国微生物

菌种保存管理委员会普通微生物中心，菌种保藏号

为 CCTCC M 20711). 

1. 2 培养基、试剂

降解菌培养采用的培养基是查彼氏培养基

(Czapek medium) :硝酸铀 2.0 g ，氧化饵 0.5 g ，硫酸

镜 0.5 g ，磷酸氢二饵1. 0 g ，硫酸铁 O. 01 g ，庶糖

30.0 g ，蛋白陈 0.5 g ，调整 pH 7.0 ，加双蒸水定容至

1 OOOmL , [固体平板 w( 琼脂)为1. 8% ] , 121 "c高压

蒸汽灭菌 20 mm[l3]. 

毒死蝉选择培养基:查彼氏培养基灭菌后添加

一定浓度的毒死蝉.

959毛毒死牌原药(西安西诺农化有限公司生产)

用甲醇配制成质量浓度为10 000 mglL 的溶液供试.

1. 3 方法

1. 3. 1 毒死埠生物降解残留量高效液相色谱

(HPLC) 测定方法 以 1702-MP8 型电子天平准确称

取 959毛毒死牌原药 0.010 5 g 于 10 mL 容量瓶中，加

入乙酸乙醋，定容得 100 mglL 毒死蝉标样工作母

液，按梯度稀释法，分别配制 50 、 10 、 5 ， 1 、 0.5 和 0.05

mglL 、溶液，在文献方法基础上略做改动，用 HP-ll00

型高效液相色谱仪测定各浓度对应的峰面积 Y， 以毒

死蝉残留浓度为 X ， 制作标准曲线 Y= α + bX. HPLC 

测定条件:色谱柱为 CI8 反向柱 (Hypersil ODS2 型

5 mm ,4. 6 mm x 250 mm) ，流速为 1 mUmin，柱温

(25 :t 1) "C，流动相为甲醇和水 ， V( 甲醇) : V( 水) = 
90:10 ，检测l波长 300 nm ，进样量 10μLM].

1. 3. 2 毒死埠降解茵茵株的培养及抱子悬液的制

备按照元菌操作的要求，将沙土管保存的菌种接

种到改良的查彼氏培养基试管斜面，置于 28 "c的培

养箱中培养 4 d，然后在无菌条件下用 100 mL 无菌

水洗下子包子，倾于装有玻璃珠的三角瓶内，放在摇床

上振蔼 (150 r/min) 20 min ，使于包子均匀分散在溶液

中，再用灭菌纱布过滤，滤液即为毒死蝉降解菌的

子包子悬液，用血球计数板计数，调整其抱子浓度为
106 _ 107 个/mL[l5l6].

1. 3. 3 紫外尤诱变效死率的测定 取制备好的菌

悬液 5 mL 于无菌培养皿中，并放在元菌磁力搅拌器

上进行紫外光照射处理，照射菌悬液之前先开启紫

外灯预热 30 min ，使光波稳定.紫外光灯功率为 15

W，照射距离为 30 cm，波长为 253.7 nm，分别照射

30 、60 、90 、 120 和 150 s ，分别取不同照射时间的毒死

蝉降解菌子包子悬液 0.1 mL 涂布于加药的培养基平

板(毒死蝉添加终浓度为 50 mglL) ，每处理 3 个重

复，设无紫外光处理为对照.处理后包裹黑布于 28

℃倒置培养 2 d ，待平板长出菌落后进行菌落计数，

并计算致死率，致死率=(未照射平板菌落数-照射

平板菌落数)/未照射平板菌落数 x 100% [肌21].

1. 3.4 定量诱变处理 根据剂量-致死率曲线选

出致死率达 70% 的剂量I lS]. 用该剂量进行诱变处
理，方法同1. 3. 3. 

1. 3. 5 突变株的分离及高产菌株的筛选 诱变处

理后置于 28 "c倒置培养 4 d ，依据菌落形态、大小等

特征选出与对照相比差异较大、生长较快的菌落，依

次编号，接种到发酵培养基中，250 mL 三角瓶装液量

为 50mU瓶，28 吧，转速 150 r/min ，培养 4 d ，然后离

心，得到温菌体，接种湿菌体 O. 1 g 至液体培养基摇

床培养 4 d ，再添加毒死蝉终质量浓度为 50 mglL ，培

养 24 h 后用高效液相色谱仪测定每个菌株对毒死蝉

的降解效能.同时设不经诱变处理作对照.初筛获得

降解力明显高于初始菌株的有效变异菌株，再进行

菌株降解效能稳定性试验[l8].

1. 3. 6 高产菌株降解效能稳定性试验 将诱变得

到的高效菌株在加药斜面培养基上连续培养 10 代

后，测其对毒死蝉的降解效能，每个菌株设 4 次重

复[l9].
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1. 3. 7 高产菌株培养 pH 和温度的确定将预培养 3

d 的降解菌培养液于4 仪泊 r/min 离心 10 min ，取 O. 1 g 

湿菌体在无菌条件下分别接人装有 50 mL 培养基的

250 mL 三角瓶中，置于气浴恒温振荡器中 (28 "C, 150 

r/min)震荡培养，分别测定不同 pH 值(4.0 ，5.0 、6.0 、

6.5 ，7.0 ，7.5 ，8.0 ，9.0 和 10.0) 、温度 (23 、 25 、 28 、 30

和 32 "c )条件下，菌株的生长量及其对 50 mglL 毒
死蝉的降解率[2233].

2 结果与分析

2.1 毒死蝉生物降解残留 HPLC 测定条件的确定

按1. 3. 1 测定方法，做出标准曲线方程为 y=

5.351 4X +7. 586 6 ，相关系数(R2 ) 为0.999 2 ，相关

性显著，检测方法可信.同时测定了毒死蝉的添加回

收率，试验结果显示，当添加质量浓度为 10 、25 和 50

mglL时，回收率分别为 (77.86 :t 3. 64)% 、 (97.97 :t 

3. 14) %和( 86. 28 + 1. 24 ) % ，说明本试验确定的毒

死蝉测定方法稳定可靠，可为以下内容测定提供技

术基础.

2.2 毒死蝉降解菌的紫外照射剂量-菌体致死

曲线

对于理化诱变的诱变效果而言，正突变较多出

现在较低的剂量中，负突变则较多出现在偏高的剂

量中[川，而且，近年来人们一直认为致死率在 70%

-80%诱变效果较好[M]. 从本文采用紫外光不同时

间照射毒死蝉降解菌 Hu-O l 菌悬液后的试验结果

(图 1 )中可以看出，随着紫外光处理时间的增加，菌

体的死亡率逐渐升高，当照射时间在 120 和 150 s 

时，该菌体的死亡率分别为 76.979毛和 90.399毛.进→

步分析表明，紫外光照射时间-菌体致死率曲线符

合以下模型，其实测值与拟合值之间差异很小，拟合

性很好 ， R2 = O. 995 2 ，拟合方程 y = 9 1. 5730/( 1 + 

e34制 I -0 阳 4勺.因此，根据紫外光对菌体的致死曲

线，笔者选定照射时间 120 s 为最佳诱变剂量

(图1).

2.3 定量诱变处理及突变株的筛选

采用紫外灯最佳诱变剂量，即 15 W 紫外灯，照

射距离 30 cm，照射时间 120 s 诱变毒死牌降解菌

Hu-O l 的菌悬液后，初筛获得 12 株生长较快的菌株，

然后分别对其进行降解率的测定，得到 2 株降解毒

死蝉效果较好的菌株，分别编号为 Hu-O l -4和 Hu-

AV AU I 
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图 1 紫外光照射不同时间的毒死蝉降解菌杀菌曲线

Fig. 1 The fungus-killing curve of C. clαdosporioides 

表 1 突变菌株的降解率1)

Tab. 1 Degradation capacity of mutants 

菌株 降解率/% 菌株 降解率/%

Hω叫1贝(初始菌株) 79.2丑1 :1: 1 

Hu怔-0创1-8 4 1. 1口2+2.17g

Hu-O l-θ9 7η1. 89 + 3. 56c 

Hu-O l-IO 58.60 土 1.00de

Hu -O l-11 32.64 士1. 27h 

Hu-O l-l口2 49.64 士 2.74f

Hu-O l-l 59.63 :1: 3. 23d 

Hu-0 1-2 71. 70+2.35c 

Hu-01-3 54.86 +4. 32def 

Hu斗)1 -4 92.09 :1: 1. 12a 

Hu-0 1-5 53.56 士 2.47ef

Hu-O l -6 86.55 :1: 1. 31a 

1)表内数据为 4 次重复的平均值士标准误;供试毒死埠初

始添加质量浓度 50 mg/L，降解 24h; 同列数据后凡标有一个

相同英文字母，表示在 5% 水平差异不显著(DMRT 法) . 

2.4 高产菌株降解效能的稳定性

对初筛获得的菌株 Hu-O l -4和 Hu-O l毛经过斜

面传代培养 10 代后，测其降解效果，结果(表 2) 表

明:菌株 Hu斗)1 -4和 Hu-O l毛的降解率分别为

84.549毛和 87. 149毛，分别比初始菌株提高 8.40% 和

11. 73% ，存在较小的显著性差异，保持了较好的传

代降解稳定性.因此本文就菌株 Hu-01-6 做了进一步

研究(关于菌株 Hu-O l -4的研究将另文发表) . 

表 2 突变菌株降解稳定性1)

Tab. 2 Degradation stability of mutants 

菌株
降解率/%

5 代 10 代

Hu-Ol (初始菌株) 81. 27 :1: 2. 38c 

Hu-O l -4 87.49 + 1. 34b 

77.99 + 2.40b 

84.54 :1: 2. 85ab 

87.14 :1: 4. 21a Hu -O l -6 92.64 + 4. 08a 

01 -6，这 2 株菌株对 50 mglL 毒死蝉处理 24 h 后的 1 )表内数据为 4 次重复的平均值±标准误;供试毒死蝉初

降解效果分别为 92.09% 和 86.559毛，分别比初始菌 始添加质量浓度 50 mg/L，降解 24h; 同列数据后凡标有一个
株提高了 16.259毛和 9.279毛(表 1 ) . 相同英文字母，表示在 5% 水平差异不显著(DMRT 法) . 
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2.5 诱变菌株培养温度和 pH 的确定

2.5.1 温度的确定 从图 2 可知，温度对降解菌活

性影响显著.诱变菌株 Hu-01-6 和初始菌株 Hu-0 1 在

25 - 30 "c温度范围内，均生长旺盛，对毒死蝉的降解

活性均较高，于 23 和 32 "c时，其活力低.诱变菌株

Hu-0 1岳和初始菌株 Hu-0 1 在 28 "c培养条件下的生

长量均达到最高，分别为 0.0100 和0.0096 g/mL , 

诱变菌株 Hu-0 1 -6的菌体生长量显著高于初始菌株

Hu-0 1. 诱变菌株 Hu-0 1 -6和初始菌株 Hu-0 1 对 50

mg/L 毒死蝉 24 h 后的降解率在 28 "c培养条件下均

达到最高，分别为 93.97% 和 8 1. 08% ，诱变菌株 Hu-

01-6 的降解率显著高于初始菌株 Hu-0 1.

0.014 

~ 0.012 
b ~ Hu-01 

目 Hu-01-6
a 

a a 
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图中显示 4 次重复的平均值士标准误;供试毒死蝉初始质量浓度为

50 mglL( 终质量浓度) ，降解 24h; 同一量的相同温度下，柱形图上方

凡标有一个相同英文字母，表示在 5%水平差异不显著(DMRT 法)

图 2 不同温度培养下的菌株生长量和对毒死蝉的降解率

23 25 30 32 

Fig. 2 Fungi growth and chlorpyrifos biodegradation rate at 

different temperatures 

2.5.2 pH 的确定 从 2. 5. 1 结果可知，诱变菌株

Hu-O l -6和初始菌株 Hu-O l 在 28 "c条件下对毒死蝉

降解活性最高.因此，测定降解菌在 28 "c时，不同

pH 值对降解菌降解活性的影响.结果(图 3) 表明，

pH 在 4 -10 范围内菌株生长有差异，在 pH 值为 6.5

时，诱变菌株 Hu-0 1-6 和初始菌株 Hu-0 1 的生长量均

达到最高，分别为 0.010 0 和0.009 6 g/mL，诱变菌

株 Hu-O l -6的菌体生长量显著高于初始菌株 Hu-01.

诱变菌株 Hu-0 1 -6和初始菌株 Hu-0 1 对 50 mg/L 毒

死蝉 24 h 后的降解率也均达到最高，分别为

91. 16% 和 79.95% ，诱变菌株 Hu-0 1 -6的降解率显

著高于初始菌株 Hu-0 1.

0.014 
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图中显示 4 次重复的平均值±标准误;供试毒死蝉初始质量浓度为

50 mglL( 终质量浓度) .降解 24h; 同一量的相同温度下，柱形图上方

凡标有一个相同英文字母，表示在 5%水平差异不显著(DMRT 法) . 

图 3 不同 pH 培养条件下的菌株生长量和对毒死蝉的降解率

Fig. 3 Fungi growth and chlorpyrifos biodegradation rate at 

different pH 

3 讨论与结论

一般而言，从自然环境中直接分离得到的菌株，

纯化后如长期培养于实验室条件下，就会容易变异，

降低甚至失去对农药的降解能力[22]. 本文研究的毒

死蝉降解菌株 Hu-O l 在查彼氏培养基中连续传代多

次之后，发现其降解能力有较大幅度的下降，因此，

运用一些手段对其进行改造、提高，使之更符合工业

发酵生产的要求是必要的.

目前，菌种的诱变筛选是当前国际上的研究热

点，国内外在菌种的育种方面还有用微波、离子注入

等物理诱变和亚硝基腻、硫酸二乙醋、亚硝酸铀等化

学诱变剂或几种方法结合进行[25·29] ，但紫外诱变较

安全、简便易行，且诱变效果也很显著，因此被广泛

应用于工业育种[30]. 紫外线诱变剂量因紫外灯的功

率、照射时间及照射距离的不同而不同.功率大，时

间长，距离短，剂量就大;功率小，时间短，距离长，剂

量就小.不同紫外线剂量照射对微生物的影响是不

同的，在一定剂量范围内引起的是诱变作用，超过这

一范围则引起致死作用，所以在紫外线诱变育种时，

应先测定紫外线照射剂量对菌体的致死曲线，以确
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定最佳诱变剂量.在诱变处理中，高剂量一般引起致

死或者负突变，正突变一般出现在较低的剂量中，但

处理剂量太低则达不到诱变目的，所以一般选用达

到 70% -80% 的致死剂量为宜[口].本研究确定的紫

外线最佳诱变剂量为 15 W 紫外灯(预热 30 min) ，垂

直照射距离 30 cm，波长为 253.7 nm，照射时间 120 s. 

菌种的诱变筛选中，突变株的降解率比初始菌

株降低 10% 以下的突变株属于负突变株，提高 10%

以上的突变株即是正突变株，正突变株具有→定的

研究开发价值.本文采用紫外最佳诱变剂量诱变毒

死蝉降解菌 Hu-O l 后，筛选到 1 株突变株 Hu-O I -6，

Hu-01-6 培养的适宜温度为 28 'C ， pH 为 6.5 ，传代

10 代后，其对 50 mglL 毒死蝉 24 h 后的降解率达到

87. 14% ，比初始菌株提高了 1 1. 739毛.因此，突变株

Hu-O l -6在工业生产中具有一定的研究与开发前景.
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