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摘要: 【目的】制备高效氯氰菊酯 (β-CP)的降解菌菌剂。【方法】将前期分离驯化的 β-CP高效降解菌株枯草芽孢杆

菌 Bacillus subtilis BSF01，通过各助剂成分及含量优化，获得菌剂最佳配方。采用室内模拟试验，检验该菌剂对土

壤中 β-CP 的降解效果。【结果】试验明确了 BSF01 菌剂的最佳配方为：以 w 为 30% 的 BSF01 菌粉为主体，添加

w 为 5% 的十二烷基苯磺酸钠作为润湿剂、w 为 7 % 的阿拉伯树胶为分散剂、w 为 4% 的磷酸钾为稳定剂和 w 为

1%的糊精为保护剂，并补足载体高岭土至 w 为 100%。该菌剂主要质量指标的检测结果表明，BSF01菌剂芽孢含

量为 6.50×1011 cfu·g–1，含水量 (w)≤0.6%，细度≥99%，润湿时间为 32.0 s，悬浮率为 78.0%，符合国家标准。将

BSF01菌剂稀释 100、1 000及 2 000倍后，分别投入受 β-CP污染的田间土壤，5 d后，以 100倍菌剂稀释液处理的

土壤中 β-CP降解率达到 87.50%，有效降低了土壤中 β-CP的残留水平。【结论】枯草芽孢杆菌 BSF01菌剂可成为

消除农田拟除虫菊酯类农药残留污染的高效安全生物制品。
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Preparation of bacterial agent based on Bacillus subtilis BSF01 and
its biodegradation effect on beta-cypermethrin

ZHOU Liangcheng†, LI Yun†, LI Zhuomiao, LIN Peijiong, ZHONG Guohua
(College of Agriculture, South China Agricultural University/Key Laboratory of Integrated Pest Management of Crop in

South China, Ministry of Agriculture, Guangzhou 510642, China)

Abstract: 【Objective】To prepare a bacterial  agent   that   is  able  to degrade beta-cypermethrin

(β-CP).【Method】Based on previously isolated and cultured Bacillus subtilis BSF01 which had excellent

potential in rapidly degrading β-CP, the bacterial formulation was determined by optimizing additives and

dosage. The degrading ability of prepared bacterial agent was evaluated in β-CP-contaminated soil under

laboratory conditions.【Result】The optimal formulation was determined to blend 30% bacterial powder with

5% sodium dodecyl benzene sulfonate as wetting agent, 7% acacia gum as dispersant and 4% potassium

phosphate as stabilizer, appending kaolin as the carrier to 100%. The quality assessment verified that the spore

intensity of prepared bacterial agent reached 6.50×1011 cfu·g–1 with low water content (≤0.6%), high fineness

(≥99%), short wetting time (32 s) and 78% suspensibility. The prepared agent was sprayed on β-CP-

contaminated soil by diluting to 100, 1 000 and 2 000 times, respectively. After five days, about 87.50% of

residual β-CP in soil was degraded by bacterial agent at 100-fold dilution, which rapidly decreased the residual 
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level of β-CP in soil.【Conclusion】The prepared β-CP bacterial agent exhibits outstanding potential in realistic

application with further optimization, which may provide an effective, safe and promising bacterial product for

eliminating pyrethroid contamination in agricultural environment.

Key words:  beta-cypermethrin; Bacillus subtilis; biodegradation; bacterial agent; pestiside
  

拟除虫菊酯类农药是一类高效、广谱、低毒的

仿生杀虫剂，通过触杀和胃毒作用，可有效防治农

业、公共卫生、城市绿化中多种害虫、害螨等，在全

球范围内广泛使用[1]。氯原子和 3–苯氧基苄基取代

天然除虫菊素的部分侧链，显著改进了菊酯类农药

的光稳定性，使高效低毒的拟除虫菊酯类农药在农

业生产中迅速推广[2]，目前该类农药已商业化的品

种约为 70 多种，产量占据了全球杀虫剂市场的

30% 左右[3]。然而，化学结构的改造极大提高了该

类农药的生物毒性[4]。拟除虫菊酯类农药作用于昆

虫神经系统，因此，哺乳动物神经传导系统的钠离

子通道也成为菊酯类农药的潜在作用位点[5]。研究

表明，拟除虫菊酯类农药对非靶标哺乳动物的中枢

神经和外周神经表现出较高的神经毒性[6-8]，逐渐成

为人类健康及生态系统安全的潜在威胁，因此，如

何消除拟除虫菊酯类农药在环境中的残留污染是

保障农业安全生产的迫切问题[9-10]。

微生物群落的多样性及丰富性促进了土壤有

机质的分解和养分的转化，微生物可快速响应土壤

环境中的农药蓄积压力，并激发其特有的生物解毒机

制[11]。研究表明，经筛选、驯化后，微生物可有效代

谢环境中残留的农药，具有操作简单、高效、低成

本、无二次污染等优点[12-13]。然而，在田间应用中，

因菌株的直接投放导致菌群存活率低、生长繁殖

慢、易受原生菌群及环境因素影响等问题，大幅削

弱了农药降解菌的生物修复效果，从而阻碍了降解

微生物在田间农药残留污染修复中的大规模推广

和应用。本研究利用前期筛选的高效氯氰菊酯

(Beta-cypermethrin，β-CP) 降解菌株枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis BSF01，通过助剂成分筛选及比例

优化，制备活性高、持效性好、能够在田间广泛运用

的降解菌剂，为今后该降解菌的产业化生产和应用

提供重要基础，同时，为治理农田环境中的拟除虫

菊酯类农药的残留污染提供参考。

1   材料与方法

1.1    材料

供试菌株枯草芽孢杆菌 BSF01 是由华南农业

大学昆虫毒理研究室从广西农药厂废水活性污泥中

筛选、分离与鉴定。现保存于该实验室及中国典型

培养物保藏中心，菌种保藏号为 CCTCCAB2014103。
根据文献方法，制备种子液培养基[3]，计数培养基[3]

及发酵培养基[14]。

质量分数为 95%的 β-CP原药由江苏扬农股份

化工有限公司提供。色谱级有机溶剂购自瑞典

Oceanpak公司；其余试剂均为国产分析纯。

准确称取一定质量的原药，加入丙酮振荡使其

充分溶解，并定容至 1 0 0  mL ，配制为 1   0 0 0
mg·L–1 的农药母液，经 0.22 μm 有机滤膜过滤后避

光低温保存于棕色瓶中。

1.2    菌粉的制备

在 50 mL种子液培养基中按 1%的体积分数添

加活化菌液，置于 200 r·min–1、35 ℃摇床中培养 24 h
后，制得菌株 BSF01 的活化种子液。扩大培养时，

将发酵罐蒸汽灭菌之后装入发酵培养基 15 L，继续

蒸汽灭菌 30 min，待发酵液温度下降至 40 ℃ 后，

按 1% 的体积分数 (150 mL) 接种活化种子液至发

酵罐中，调节 pH 为 7.0±0.2，加入适量灭菌消泡剂，

于 350 r·min–1、35 ℃ 条件下发酵培养 16 h。在发酵

后期，每隔 1 h从发酵罐中取样制片，结晶紫染色后

将其置于光学显微镜下观察枯草芽孢杆菌形态，待

视野中芽孢生成率大于 99% 且芽孢形态均一时结

束发酵，将发酵液分装后，以 4 ℃、3 600 r·min–1 离
心 30 min，弃上清液，按沉淀质量的 3%添加载体填

料高岭土用于喷制菌粉。喷雾干燥制备菌粉时，将

进样泵的转速设置为 14~16 r·min–1，喷雾干燥机进

风温度 195 ℃，出风温度 90 ℃，雾化器转速 250~
260 r·min–1，每次进行喷雾干燥前先清洁干燥器内

壁及管道，进样前开引风机热机 0.5 h，喷雾干燥完

成后开引风机降温，待温度低于 50 ℃ 时，收集喷雾

塔中的菌粉，称质量，测定芽孢含量，密封保存。

1.3    菌剂助剂的筛选

1.3.1    润湿剂的筛选　以洗衣粉、十二烷基磺酸钠

(Sodium dodecyl sulfonate, SDS)及十二烷基苯磺酸

钠 (Sodium dodecyl benzene sulfonate, SDBS) 为待

测润湿剂，使菌粉中各润湿剂的质量分数分别为

3%、5% 和 7%，每个处理 3 个重复，并设置未添加

润湿剂的空白对照。经过微型粉碎机粉碎后收集混
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合物，参照《农药可湿性粉剂润湿性测定方法 (GB/T
5451—2001)》[15]，测定不同润湿剂混合物的润湿时

间。同时，将混合物常温条件贮存 7 d 后用稀释涂

布平板法计算混合物中枯草芽孢杆菌的芽孢含量。

1.3.2    分散剂的筛选　以阿拉伯树胶、聚乙烯醇

(Polyvinyl alcohol, PVA) 及 PEG-8000 为待测分散

剂，使菌粉中各分散剂的质量分数分别为 3%、5%
和 7%，每个处理 3 个重复，并设置未添加分散剂

的空白对照。经过微型粉碎机粉碎后收集混合物，

参照《农药可湿性粉剂润湿性测定方法 (GB/T
5451—2001)》 [15]，测定不同分散剂混合物的悬浮

率。同时，将混合物常温条件贮存 7 d 后用稀释涂

布平板法计算混合物中枯草芽孢杆菌的芽孢含量。

1.3.3    稳定剂的筛选　以磷酸钾、碳酸钙、磷酸氢

二钾及羧甲基纤维素钠为待测稳定剂，添加质量分

数为 4%，每个处理 3个重复，并设置未添加稳定剂

的空白对照。将配置好的混合物置于 50 ℃ 电热鼓

风干燥箱中，每隔 7 d 取样测定不同处理条件下混

合物的芽孢含量。

1.3.4    紫外保护剂的筛选　向待测混合粉剂中分

别加入质量分数为 0 .5% 和 1 .0% 的抗坏血酸

(VC)或糊精为紫外照射保护剂，并将菌剂稀释涂布

于平板中，置于 15 W紫外灯下，照射距离为 40 cm，

照射 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、4.0、6.0、8.0 和 10.0 h
后，将平板置于 35 ℃ 接种培养箱培养 18.0 h，记录

芽孢杆菌的菌落数量。

1.4    菌剂质量检测

BSF01 菌剂的质量检测参照《农用微生物菌剂

(GB 20287—2006)》标准[16]。将 1 g 菌粉添加至装

有 10~20 颗玻璃珠及 100 mL 无菌水的三角瓶中，

置于 35 ℃、150 r·min–1 摇床中震荡培养 30 min 后，

将菌液进行梯度稀释，取稀释菌液 100 mL 均匀涂

布于培养基平板，并置于 35 ℃培养箱中培养 15~18 h，
记录平板菌落数，计算菌粉芽孢含量。

在初始质量浓度为 50 mg·L–1 的 β-CP 培养液

中，分别添加稀释了 100、1 000 和 2 000 倍的

BSF01 菌剂，每个处理设置 3 个重复，记录各处理

芽孢含量，并以未添加菌剂的 β-CP 培养液为空白

对照，处理 1、3、5 和 7 d 后，通过高效液相色谱法

(High performance liquid chromatography, HPLC)分
析检测 β-CP的质量浓度，并计算降解率。

1.5    β-CP 的 HPLC 分析检测

分别配制 0.1、0.5、1.0、2.0和 5.0 mg·L–1 的工作

标准液，经 HPLC 测定[3]，β-CP 的标准曲线符合方

程 y=153.78+7.263 8x，相关性好 (R2=0.999 9)，满足

液相色谱分析要求。土壤样品取自华南农业大学

教学农场，过筛处理后，土壤空白样品中分别添加

β-CP 标准溶液至 0.1、0.5 和 1.0 mg·kg–1，每个处理

设 5 个重复，以不添加 β-CP 标准溶液作为空白对

照，混匀静置 30 min 后进行提取和净化[17-18]，通过

HPLC 测定，其回收率为 82.5%~105.2%，相对标准

偏差为 3.8%~6.1%，方法准确可信，满足农药残留

检测要求。

1.6    菌剂对高效氯氰菊酯的降解试验

从华南农业大学教学实习农场取回菜地用土

(未经烘烤、灭菌)，用于室内模拟试验。按喷雾量

0.075 L·m–2 喷施 36 mg·L–1 β-CP 悬浮剂。48 h 后，

将制备菌剂兑水稀释 100、1 000 和 2 000 倍，按

0.075 L·m–2 用量喷雾，以喷施等量清水为空白对

照，每个处理设 3 个重复。菌剂施用 2 h 后检测

土壤中 β-CP 的原始沉积量，5 d 后按“5 点取样

法”分析检测 β-CP 残留量，并计算降解率和相对

降解率。

降解率 = (1−wT/w0)×100% ,

式中，wT 为处理 5 d 后的残留量，w 0 为原始沉

积量。

相对降解率 = (1−wT/wCK)×100% ,

式中，w T 和 w CK 分别为菌剂和空白对照处理

5 d后土壤中 β-CP残留量。

2   结果与分析

2.1    润湿剂的筛选

加入润湿剂之后，复合菌粉的润湿时间明显缩

短 (表 1)。以 SDS 为润湿剂的菌粉润湿时间最短，

当添加质量分数为 3%、5% 和 7% 时，润湿时间分

别为 11.2、9.6和 9.0 s；以洗衣粉为润湿剂的润湿时

间次之，在添加质量分数为 5%和 7%时，用时分别

为 10.4 和 10.6 s；以 SDBS 为润湿剂时，耗时较长，

与对照组相当，需要 30.0 s 以上。比较各润湿剂处

理菌粉的芽孢含量，以 SDBS 为润湿剂时芽孢含量

最高，其中，添加质量分数为 5% 的 SDBS 后，菌剂

芽孢含量达到 4.8×1013 cfu·g–1，与洗衣粉或 SDS 处

理组均存在显著差异 (P<0.05)。由于芽孢含量是衡

量菌剂质量的重要指标，且其润湿时间 (31.2 s) 足
以满足实际运用需要，因此，选择质量分数为 5%
的 SDBS作为 BSF01菌剂的润湿剂。

2.2    分散剂的筛选

以阿拉伯树胶为分散剂的菌剂悬浮率最高

(表 2)，当添加质量分数为 7% 时，悬浮率可高达

77%；以 PEG-8000 或 PVA 为分散剂，菌剂悬浮率
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均低于 60%，与阿拉伯树胶存在显著差异。同时，

以阿拉伯树胶为分散剂的菌剂芽孢含量最高，当其

添加质量分数为 3%、5% 和 7% 时，芽孢含量分别

达到 9.7×1012、10.0×1012 和 8.0×1012 cfu·g–1，因此综

合考虑以不同分散剂处理的菌剂悬浮率及芽孢含

量，选择以质量分数为 7% 的阿拉伯树胶为 BSF01
菌剂的分散剂。

2.3    稳定剂的筛选

从图 1 中可以看出，在加入不同稳定剂后，各

处理芽孢含量均随着时间延长而减少，最终趋于稳

定。其中，以碳酸钙，磷酸氢二钾和羧甲基纤维素钠

为稳定剂的菌粉复合物芽孢含量与对照组差异不

大。当磷酸钾作为稳定剂时，芽孢含量明显高于其

他处理，混合处理 28 d后，芽孢含量达 6.0×1012 cfu·g–1，

因此，在菌粉中添加质量分数为 4% 的磷酸钾作为

稳定剂。

2.4    紫外保护剂的筛选

由图 2可知，紫外照射 2 h内，各处理中芽孢含

量普遍上升后下降，推测紫外辐射能激发枯草芽

孢杆菌 BSF01的紫外抗性。继续进行辐照 10 h，各
处理中芽孢含量均缓慢下降，其中，以质量分数为

1.0% 的糊精为紫外保护剂的菌剂芽孢含量高达

30.5×1011 cfu·g–1，显著高于其他处理组。因此，选择以

质量分数为 1.0%的糊精为 BSF01菌剂的紫外保护剂。

2.5    BSF01 菌剂质量检测

通过配方筛选，确定了 BSF01菌剂配方以及各

组分质量分数：以 30% 菌粉为主体，添加 5%SDBS
为润湿剂，7% 阿拉伯树胶粉为分散剂，4% 磷酸钾

 

表 1   添加不同种类及质量分数润湿剂后 BSF01 菌剂的润湿时间和芽孢含量1)

Tab. 1    The wetting time and spore intensity of strain BSF01 agent with different types and contents of wetting agents
 

润湿剂
t润湿/s 芽孢含量/(×1013 cfu·g–1)

3% 5% 7% 3% 5% 7%

SDBS 32.0±1.2a 31.2±1.1a 30.4±0.6a 3.3±0.3a 4.8±0.4a 4.4±0.8a

洗衣粉 16.8±1.6b 10.4±0.9b 10.6±1.1b 2.8±0.1a 2.3±0.5b 1.9±0.2b

SDS 11.2±0.5c 9.6±1.2b 9.0±0.8b 1.6±0.1b 1.3±0.2c 1.2±0.1c

对照 32.6±0.2a 32.6±0.2a 32.6±0.2a 1.3±0.2b 1.3±0.2c 1.3±0.2c

　1)表中数据为3次重复的平均值±标准误，同列数据后凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05，Duncan’s 法)

 

表 2   添加不同种类及质量分数分散剂后 BSF01 菌剂的悬浮率和芽孢含量1)

Tab. 2    The suspending rate and spore intensity of strain BSF01 agent with different types and contents of dispersants
 

分散剂
悬浮率/% 芽孢含量/(×1012 cfu·g–1)

3% 5% 7% 3% 5% 7%

PEG-8000 49.0±3.6b 58.0±4.0b 59.0±3.3b 8.3±0.7a 8.0±0.6a 7.7±0.4a

阿拉伯树胶 65.0±5.2a 67.0±2.6a 77.0±4.1a 9.7±0.5a 10.0±0.6a 8.0±0.9a

PVA 46.0±4.1b 52.0±2.2b 56.0±3.5b 0.4±0.1b 0.5±0.1b 0.6±0.2b

　1)表中数据为3次重复的平均值±标准误，同列数据后凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05，Duncan’s 法)
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图 1    添加不同稳定剂后 BSF01 菌剂的芽孢含量

Fig. 1    The spore intensity of strain BSF01 agent with
different stabilizers
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图 2    添加不同紫外保护剂后 BSF01 菌剂的芽孢含量

Fig. 2    The spore intensity of strain BSF01 agent with
different UV protectants
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为稳定剂及 1% 糊精为紫外保护剂，并加入载体高

岭土补足 100%。根据《农用微生物菌剂 (GB
20287—2006)》检测标准，检测了 BSF01 菌剂的主

要质量指标，结果表明，菌剂芽孢含量为 6.50×1011

cfu·g–1，含水量 (w)≤0.6%，细度≥99%，润湿时间

为 32.0 s，悬浮率达到 78.0%，各项指标均符合国家

标准。将 BSF01 菌剂稀释 100、1 000 及 2 000 倍

后，芽孢含量为 1.0×106~1.0×1010 cfu·g–1，将稀释菌

剂投入初始质量浓度为50 mg·L–1 的 β-CP 溶液中，

培养处理后 7 d 后，各处理中 β-CP 残留均大幅降

低 (图 3)，其中，以 100 及 1 000 倍菌剂稀释液处理

5 d后，β-CP的残留质量浓度不足 5 mg·L–1，降解率

达到 90% 以上，说明该菌剂对 β-CP 残留表现出显

著的消解效果。

2.6    BSF01 菌剂对土壤 β-CP 的降解效果

在室内模拟条件下，将 36 mg·kg–1 β-CP施用土

壤 2 d 后，喷施 BSF01 菌剂 100、1 000 和 2 000 倍

稀释液，经 HPLC分析，各处理中 β-CP原始沉积量

分别为 5.71、6.13和 8.71 mg·kg–1。5 d后取样检测，

土壤中 β-CP残留量分别为 0.03、0.11和 0.21 mg·kg–1，

降解率达到 99.47%、98.37% 和 97.70%，降解效

果显著 (图 4)。相较于 5 d 后空白对照的残留量

(0.24 mg·kg–1)，各稀释菌剂处理间差异明显，相对降

解率分别为 87.50%、58.33% 和 16.67%，表明该菌

剂对土壤中 β-CP具有快速、高效的降解效果，且降

解能力与菌剂的使用剂量相关，具有进一步优化应

用潜力。

3   讨论与结论

随着有机氯、有机磷等高毒农药的禁用，高效

低毒广谱的拟除虫菊酯类农药在农业生产中得以

广泛使用。然而，一味追求产量及防效的传统耕作

理念使得不规范、不科学、不合理施用农药的现象

普遍存在，导致了日益严重的农药残留污染问题，

对作物生长安全、农产品安全、生态环境安全造成

了极大威胁，已成为科研工作者亟待解决的具有重

要经济和社会意义的重大问题。利用微生物对外源

污染物的代谢作用，有效降低或消除环境中农药残

留污染已成为现代农业科学的研究热点[19]。微生物

制剂中的助剂性质决定着菌剂的各项初始理化性

质[17, 20-21]，因此，本研究通过单因素试验法，对 β-CP
降解菌剂的助剂成分进行筛选及优化，确保制剂有

效成分的生物活性，得到了枯草芽孢杆菌 BSF01菌
剂的最佳配方以及各组分质量分数：以 30% BSF01
菌粉为主体，添加 5%SDBS，7%阿拉伯树胶，4%磷

酸钾，1% 糊精，并添加高岭土补足 100%。经检验，

该配方制备的菌剂芽孢含量为 6.50×1011 cfu·g–1，含
水量 (w)≤0.6%，细度≥99%，润湿时间为 32.0 s，悬
浮率达到 78.0%，各项指标均符合国家标准。

降解菌剂对环境中农药残留蓄积污染的修复

是微生物制剂研发的最终目标[18, 22]。本研究通过室

内模拟试验，将 BSF01 菌剂投入受 β-CP 残留污染

的土壤中，可在短期内有效降低 β-CP残留水平，初

步验证了该菌剂的田间适用性。值得注意的是，实

际田间环境中存在多种可能影响菌剂降解效果的

因素，今后需明确各因素的潜在影响，并通过优化

配方、改良施用方式等途径，保障 BSF01 菌剂的实

际运用效果。另外，供试降解菌剂对 β-CP残留的降

解效果，主要与该菌剂的稀释倍数相关。试验中，当

菌剂稀释倍数为 100倍时，可迅速降低土壤中 β-CP
残留含量，相对降解率达到 87.50%，高于该菌剂的

1 000倍及 2 000倍稀释液。因此，今后仍需深入研

究降解效率与稀释倍数之间的关系，并从残留污染

水平及使用方式等方面指导该菌剂的实践使用。本

研究结果表明，β-CP 降解菌株 BSF01 菌剂制备方

法简便、性质稳定、实践应用效果良好，具有产业化

运用的前景，值得进一步研究开发。然而，本研究仅
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图 3    不同稀释倍数的 BSF01 菌剂对 β-CP 的降解效果

Fig. 3    The degradation of β-CP by strain BSF01 agent
with different dilution
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图 4    BSF01 菌剂对土壤 β-CP 残留的降解效果

Fig. 4    The degradation of β-CP residue in soil by strain
BSF01 agent
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测定了供试菌剂对 β-CP 的降解效果，对于其他菊

酯类农药残留污染的降解效果仍有待进一步深入

研究。
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