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  甲胺磷 °是一种重要

的广谱 !剧毒有机磷杀虫剂 近年来  °的产

量和用量均居国内诸农药之首 引发的环境污

染危害也确实令人担扰≈  关于  °在自然

生态系统中残留 !转化及解毒的研究已有报

道≈ ∗  但迄今为止鲜见以真核微生物酵母菌

为材料 研究  °降解过程 !主要酶系及中间

产物的文献 本文将报道这方面的试验结果 

1  材料与方法

  供试菌 • ≠2由本室从污水中分离≈

 苯基磷酸钠上海化学试剂厂 !甲胺磷纯品

和乳油由湖北沙隆达农药股份有限公司提

供 对硫磷系进口产品 其它试剂

均为国产分析纯 

培养基   培养基 ° 1

° 1≤ 1≥ 1葡萄

糖 1 ƒ≥  ≤≤  ≤∏≥

1≥ 1 蒸馏水
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调  至 1 磅灭菌后加入适量的

纯化甲胺磷≈作唯一氮源 培养基 培

养基中的磷酸盐用 ≤取代 其余成分不

变 甲胺磷作唯一氮 !磷源 培养基 

菌体生长量测定  用测定菌液

消光值表示 

菌种鉴定  按文献≈进行 

甲胺磷的检测  用薄层层法进行 薄层

硅胶板按文献≈制备 将已培养好的细胞配成

悬浮液与一定量的甲胺磷反应 ε  尔后间隔

适当时间各取 1反应液 离心收集上清液 

加等体积丙酮 在活化的硅胶薄层析上点样 !展

层 !显色 以定性分析甲胺磷残留量的变化 

粗酸性磷酸酶的制备  将 • ≠2菌接种

到 培养基中 摇瓶培养 ε 离心收集

菌体 用 1×2≤缓冲液1洗

涤 次 菌体悬浮于同一缓冲液中 其比例为 Β

 置冰浴用超声波仪破细胞 离心 

除去细胞碎片 上清液即为粗酶液 

酸性磷酸酶活力测定  参照文献≈并

稍作修改 反应总体积 Β1乙酸缓

冲液11 底物苯基磷酸钠溶

液 1酶溶液 1于  ε 保温 加

含   2氨基安替比林的 1  ≤  溶液

中止反应 接着加  铁氰化钾溶液 

摇匀后测定 的消光值 一个酶活力单

位规定为在上述条件下 每分钟分解 Λ底物

所需的酶量 

蛋白质含量测定  参照文献≈进行 

聚丙烯酰胺凝胶电泳  参照文献≈

进行 

气相色谱分析  参考文献≈进行 

磷酸根的检测  除删去  磷酸外 

其余操作均按文献≈进行 

毒性测定  选成熟小白鼠 随机分成

组 每组 只 每天灌胃 1连续 记录

小鼠的死亡数及体重变化 

2  结果

211  • ≠2菌的生物学特性

• ≠2 菌能在  培养基   ° 浓度

中迅速生长若此培养基中除去

 °时 • ≠2 菌不生长 摇床培养 ε 

左右可达对数中期 从此时开始 • ≠2菌

培养液  值开始下降 最低可降至 1 把该

菌转接到 平板上培养时 长出的菌落为圆

形 !菌苔较厚 液体培养物可产生蹼膜 显微镜

观察细胞呈现瓶状 一端芽殖 !无假菌丝 • ≠2

菌能发酵蔗糖和麦芽糖 但不能发酵半乳糖和

棉子糖 它除能利用  °作氮原生长外 还能

利用硫酸铵 !甲胺和乙胺不利用硝酸盐和羟

胺作氮源生长 另外 该菌还能在含高浓度

  葡萄糖的酵母汁基质上生长 但是 • ≠2

菌不能利用  °的甲氧基和甲硫基作碳源

生长在  !培养基中除去葡萄糖时 该菌

不生长 据此将 • ≠2菌初步鉴定为鲁氏酵母

菌 Σαχχηαροµ ψχεσ ρουξιι)
≈ 

212  • ≠2菌对  °的降解

将 • ≠2菌接种于  培养基中 摇

床培养 ε 至对数中期 离心收集菌体 用

磷酸缓冲液1洗涤 次 悬于

相同缓冲液中 与  °终浓度为 作

用 ε  然后不同时间取样作薄层分析 结果

的样品  ° 尚存量低于对照约  

的样品则未检出  °见图  由此看出 

• ≠2菌降解  °的能力较强 

213  • ≠2菌利用  °作磷源的性能

将 • ≠2菌分别接种到含不同浓度氟化钠

的  !培养基见材料与方法中 摇床培养

 ε 测得其生长情况如表 所示 从表

看出 • ≠2菌在同样浓度氟化钠的 培养

基中 生长性能基本不受影响 而在同样浓度氟

化钠的 培养基中则生长受到严重抑制 而且

抑制程度是随着氟化钠浓度的增加而增加见

表  同时用另一种酸性磷酸酶的专性抑制剂

对硫磷≈取代氟化钠重复上述试验时也得到

了类似的结果见表  这些数据初步表明 

• ≠2菌利用  °作磷源的性能可被氟化钠

和对硫磷抑制的根本原因是 该菌代谢  °

释放无机磷的酸性磷酸酶受到了抑制 

 环   境   科   学 卷



1 标准甲胺磷  1 对照  1 试样作用 

1 试样作用   1 试样作用 

展层剂 乙醚预展层后用醋酸乙酯Β

丙酮Β正庚烷  ΒΒ Ρ 1

图 1  ΩΨ23 菌降解 ΜΑΠ的薄层层析图谱

ƒ  ×≤  

  °   • ≠2

214  • ≠2菌酸性磷酸酶的鉴定及其在不同

基质中的生成

测定 • ≠2 菌酸性磷酶酶活力的数据显

示 当该酶置   1反应系统时 活力较高 

而当其置   1反应系统时 活力较低或丧

失 此酶反应的适宜  为 1 ∗ 1 适宜温度

为  ε 见图   将粗酶液经板状不连续聚

丙烯酶胺凝胶电泳约 后 按文献≈进行

酸性磷酸酶活性染色时 在胶板上会呈现一条

清晰的白色谱带 其谱带的宽度是随酶量增加

而增加的见图  这些试验进一步证明 从

• ≠2菌体内分离的酶为酸性磷酸酶 另外 从

表 不同基质对酸性磷酸酶生成的影响可以看

出 当 • ≠2菌生长在 培养基时 酶活力最

高 生 长 在  培 养 基 次 之 生 长 在 以

≥和 ° 
 为氮 !磷源培养基则最低 

这可能与 培养基缺无机磷有关≈ 

表 1  氟化钠和对硫磷抑制 ΩΨ23 菌利用 ΜΑΠ作磷源的试验1)

×   ∏ ∏   °2   • ≠2

三角瓶号        

氟化钠浓度#   1 1 1

对硫磷浓度#   1 1 1

 培养基菌生长量 1 1 1 1 1 1 1 1

 培养基菌生长量 1 1 1 1 1 1 1 1

  培养基含无机磷  培养基不含无机磷 菌生长量是指摇床培养 ε 的 消光值 

图 2  πΗ值对酶活的影响

ƒ  ∞  √

215  • ≠2菌降解  °的中间产物分析

收集培养  的 • ≠2 菌细胞 来自

培养基 用 1×2≤缓

图 3  温度对酶活的影响

ƒ  ∞∏ √

冲液1洗涤  次 悬于 相同缓冲

液 混匀后分为  份 ≠ 加入  °终浓度

称试验 号  置沸水灭活后加入

期 环   境   科   学



 ! !孔加酶量分别为  ! !Λ

孔为对照加灭活酶液 Λ酶蛋白含量 1

图 4  聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

ΩΨ23 菌酸性磷酸酶图谱

ƒ  °

  • ≠2

表 2  ΩΨ23 菌在不同氮 !磷源基质上

产生酸性磷酸酶的比较

×  ≤ ∏

 • ≠2  ∏

 ∏∏

培养基

酶活∏# 

 



  ≈≥°
 
 代替  °







培养基中的碳源均为  葡萄糖 

 °终浓度同上称试验 号 ≈ 加入洗涤缓

冲液替代  ° 称试验  号  ε 摇床培养

分别取样 1离心弃沉淀 精确取上清

液 Λ进行气相色谱分析 以甲醇为标样 结果

见图  从图 看出 试验 号出现 个与甲醇

标样保留时间约 1相同的色谱峰 而

试验  ! 号均未出现此峰 这表明 甲醇是

• ≠2菌降解  °的中间产物之一 

与此同时 用接种与不接种 • ≠2菌的 

培养基培养后离心除去菌体作试验材料 分

别检测无机磷生成与否时发现 前者接种的

培养液能与钼酸铵测磷试剂反应呈现蓝颜色 

而后者却无此反应 这表明 • ≠2 菌在降解

 °过程中会释放出无机磷物质详细数据未

列 

216  • ≠2菌利用  °作氮源后残留物的毒

性

  将  只小白鼠雌性分成  组每组 

只 第 组用接种 • ≠2菌培养 的 培

养液  ° 作唯一氮源 初浓度 

1灌胃 第  组用未接菌的  培养基

  °浓度同上1灌胃 第 组用生理盐

水1  ≤1灌胃 结果第 组小白鼠

图 5  ΩΨ23 菌降解 ΜΑΠ后中间产物的气相色谱分析

ƒ  ≤   °2   • ≠2

存活率   平均体重由 1增长到 1
增    第 组存活率仅   且行为异常

≈其中试验第 天死去 只只 只 

第 天死 只 体重增长不明显 第 组存活

率亦为   平均体重由 1增至 1
增 1   由此看出 剧毒  °的氨基被代

 环   境   科   学 卷



谢后 其毒性会大大降低或消除 

3  讨论

鲁氏酵母菌 • ≠2可用  °作唯一

氮 !磷源生长 并可将其有效降解 • ≠2菌降

解  °是通过共代谢完成的 自然界存在很

多像 • ≠2菌一样降解  °的微生物≈ 它

们所需的碳源在一般土壤是不缺乏的 而残留

于土壤或自然界的甲基类化合物 通常又可

被环境中存在的甲基营养菌转化≈ 因此推

测 土壤等环境中有  °农药撒落时 是不会

长期残留的 

从 • ≠2菌能利用硫酸铵 !甲胺 !乙胺 

而不能利用硝酸盐 !羟胺作氮源 以及该菌利用

 °作磷源的性能可被氟化钠抑制来看 • ≠2

菌降解  °的酶至少有 类 一类是首先切

断  °的 ° ) 键释放出氨态氮可被微生物

迅速利用 在培养液中检测不到的酶 当 ° )

键被打开后 其分子结构的稳定性可能受到

了一定影响 另一类是切断 ° )  键释放出无

机磷和甲醇物质的酸性磷酸酶 该酶可催化

 °进一步降解使其甲氧基转化为甲醇 这也

表明 酸性磷酸酶在  °降解过程中尤其是

在缺无机磷的环境中起很重要的作用 

图 6  对硫磷抑制酸性磷酸酶活性曲线

ƒ  ≤∏√√

 

目前  °的毒性作用机理 一般认为

与其它有机磷农药相似 主要是对靶细胞胆碱

酯酶的抑制≈ 资料表明 有机磷农药对许多

酯酶都有抑制作用≈ 但笔者的试验显示 尽

管  °和对硫磷同属有机磷农药 但是它们

对 • ≠2菌酸性磷酸酶活力影响却差别很大 

在所试浓度范围内 前者  °对酸性磷酸酶

活力无任何抑制作用 而后者则有明显抑制效

果见图  这不仅为研究有机磷农药对酯酶

的作用机制提供了一个新视角 而且对进一步

认识  °的毒性 !毒理学也很有益处 
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留量 农药   

  鲁子贤等 1 蛋白质和酶学研究方法 北京 科学出版社 

1 

          2

  ∏   

≤      

  12  ∗  

  袁玉孙 朱婉华等 1 生物化学实验 1 北京 人民教育出版

社   

  李玉京 李滨 李振声等 1 低磷营养胁迫条件下 小麦

 酶与酸性磷酸酶活性的变化 西北植物学报  

17  ∗  

  宋春艳 张宝真 1 甲胺磷毒理学研究进展 卫生毒理学杂

志  8  ∗  

  武内志男 小川和朗 1 新酶组织化学 北京 人民卫生出

版社 1 ∗  

  赵永芳 王银善编著 1 醌酶原理导论 武汉 武汉大学出

版社 1 ∗  

期 环   境   科   学




