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摘要　测定了降解菌 A lcaligenes sp. YF 11 粗酶液对拟除虫菊酯杀虫剂的降解性能.粗酶液降解杀灭菊酯、甲氰菊酯、氯氰菊

酯、溴氰菊酯、氯菊酯、三氟氯氰菊酯的最适 pH 分别为 8. 0、8. 5、8. 0、8. 0、9. 0、7. 5; 米氏常数分别为 41. 4、136. 8、65. 4、222. 8、

5. 2、8. 67nmol/ m l;最适温度为 32. 5℃.该粗酶液在 pH5. 0—10. 5均具有降解活性.
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Abstract　Degradative characterist ics of synthet ic py rethro id insect icides was determined by

the crude enzyme ex t racted f rom the iso lated st rain YF11 o f A lcaligenes sp. . T he crude enzyme

act ivit ies have opt imum pH o f 8. 0, 8. 5, 8. 0, 8. 0, 9. 0, 7. 5 for enzymat ic degradat ion o f fen-

valerate, fenpropathr in, cypermethrin, del tamethrin, permethrin, cyhalothr in, and has optimum

temperature of 32. 5℃. T he Michaelis-M entn'constans are 41. 4, 136. 8, 64. 36, 222. 8, 5. 2,

8. 67, respect ively. T he crude enzyme is ef fective at pH values range of 5. 0—10. 5.

Keywords　synthet ic pyr ethroid insect icide, microor ganism, enzymat ic degr adat ion.

　　用微生物产生的酶降解环境中包括农药在

内的有机污染物是环境污染治理的重要途径之

一,并已显示出良好的应用前景[ 1—9] .拟除虫菊

酯类杀虫剂的酶促降解的研究仅仅是拟除虫菊

酯转化菌 Bacil lus cereus 中提取的氯菊酯酶

( permethrinase)
[ 10] .笔者在前期工作中从污泥

中分离到能同时降解有机磷酸酯和拟除虫菊酯

类杀虫剂的广谱性降解菌 Alcal igenes sp. YF

11
[ 11 ]

,从其培养物提取的酶液对杀灭菊酯具有

较好的降解效果 [ 12] .本文考察该酶降解拟除虫

菊酯类杀虫剂的降解性能, 为该类杀虫剂污染

的酶学控制提供理论依据.

1　材料与方法

1. 1　菌种

A lcaligenes sp. YF11
[ 11] .

1. 2　降解酶的提取

A lcaligenes sp. YF11 接种于肉汁胨培养

基 (蛋白胨, 10g ; 牛肉膏, 5g ; 蒸馏水, 1L ;

pH7. 2)中, 30℃培养过夜, 新鲜菌液接种于培



养基(蛋白胨, 2g; 牛肉膏, 1g; 杀灭菊酯, 0. 2g;

蒸馏水, 1L ; pH7. 2)中, 30℃摇床培养 1周. Al-

cal igenes sp. YF11培养液离心( 7500×g )收集

菌 体, 菌 体 用 20ml pH7. 0 的 0. 05mol / L

Na2HPO 4-NaH2PO4缓冲液洗涤 2次.将菌体悬

浮于同一缓冲液中, 比例为 1g 湿菌体: 3. 0ml

缓冲液, 置冰水浴中用 ART EK·Sonic Dis-

menbrator ( M odel300) 超声波破碎器处理 6

次, 每次 1min, 离心( 7500×g )除去细胞碎片,

得无细胞抽提液即粗酶液. 收集菌体后的培养

滤液, 边搅拌边加硫酸铵至饱和度为 100%.

4℃盐析过夜,离心收集蛋白沉淀, 用 pH7. 0的

0. 05mol / LNa2HPO 4-N aH 2PO 4 缓冲液溶解并

用同一缓冲液透析( MWCO = 5000)至无硫酸

根,得胞外酶粗提液.

1. 3　蛋白质含量的测定

胞内和胞外酶粗提液的蛋白含量按 Brad-

fo rd
[ 13]方法进行,以牛血清白蛋白为标准蛋白.

1. 4　农药降解试验

预热的一定 pH 的含已知浓度杀虫剂缓冲

液中, 加适量预热粗酶液, 使其总体积为

3. 0ml, 一定温度水浴中反应一定时间后加

0. 2ml1. 0mol / L 的盐酸终止酶反应, 杀虫剂用

4ml 石油醚提取 2次浓缩后用气相色谱测定.

每一试验重复 3次,同时设不加酶液对照处理.

2　结果与讨论

2. 1　pH 对农药酶促降解的影响

在 pH6. 5、7. 0、7. 5、8. 0、8. 5、9. 0、9. 5 的

1/ 15mol / L Na2HPO 4-KH2PO 4 缓冲液中粗提

酶降解 20mg/ L 的杀灭菊酯、甲氰菊酯、氯氰菊

酯、溴氰菊酯、氯菊酯、三氟氯氰菊酯的活性如

表 1所示(以最大活力的百分率表示) .粗酶液

降解各农药的最适 pH 分别为: 杀灭菊酯, 8. 0;

甲氰菊酯, 8. 5; 氯氰菊酯, 8. 0; 溴氰菊酯, 8. 0;

氯菊酯, 9. 0; 三氟氯氰菊酯, 7. 5.因农药结构不

同,最适 pH 有所差异.粗酶液在pH6. 5、9. 5均

保持较好的降解活性,说明降解酶对 pH 的忍

受范围比A lcaligenes sp. YF11本身宽 [ 11] .

胞外粗提酶在各 pH 均未显示降解活性.

表 1　不同 pH农药酶促降解的相对活性1) / %

pH 6. 5 7. 0 7. 5 8. 0 8. 5 9. 0 9. 5

杀灭菊酯 50. 9 54. 4 67. 6 100 78. 5 70. 1 70. 8

甲氰菊酯 41. 3 47. 2 68. 7 86. 5 100 96. 8 91. 1

氯氰菊酯 56. 2 60. 5 87. 4 100 90. 1 88. 6 83. 1

溴氰菊酯 51. 3 63. 4 77. 5 100 84. 1 76. 2 71. 6

氯菊酯 58. 6 64. 0 73. 6 83. 5 90. 2 100 98. 0

三氟氯菊酯 60. 3 68. 4 100 81. 4 58. 2 57. 3 54. 5

　　 1 )试验条件: 温度 30℃, 反应时间 3min, 杀虫剂浓度

20mg/ L

2. 2　粗酶液的 pH 稳定性

粗酶液在 25℃的 pH5. 0、5. 5、6. 0、6. 5、

7. 0、7. 5、8. 5、9. 0、9. 5、10. 0 的 1/ 15mo l/ L 的

Na2HPO 4-KH2PO 4缓冲液中保温 30m in, 后以

20mg/ L 的杀灭菊酯为底物在同样温度下测定

经保温后粗酶液的降解活性. 不同 pH 保温

30m in后,粗酶液降解活力的变化如图 1所示.

由图 1 可以看出, 粗酶液在 pH7. 5—8. 5

较稳定, 在 pH5. 0和 pH10. 5粗酶液易于变性

失活. 从粗酶液活力的变化情况看, 粗酶液对

pH 的适应性超过产生该酶的 A lcal igenes sp.

YF11本身.

图 1　粗酶液的 pH 稳定性

2. 3　温度对农药酶促降解的影响

在 pH8. 0 的 1/ 15mol/ L Na2HPO 4-

KH2PO 4缓冲液中温度对粗酶液降解杀灭菊酯

的影响如图 2 所示(以最大活力的百分率表

示) . 由图 2可以看出,粗提酶在试验温度范围

内能保持较好的降解活性, 粗酶液降解杀灭菊

酯的最适温度均为 32. 5℃, 接近于 A lcaligenes
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sp. YF11的最适生长温度
[ 11]

.

图 2　温度对杀灭菊酯酶促降解的影响

( pH, 8. 0;浓度, 20mg/ L;反应时间, 3min )

2. 4　粗酶液的热稳定性

将粗酶液分别在 25℃、40℃、50℃保温一

定时间后,测定粗酶液降解杀灭菊酯活力的变

化,其结果如图 3. 粗酶液在 25℃时较为稳定,

保温 30h, 其活力损失不大, 保持初活力的

99%; 40℃时粗酶液的稳定性略差, 保温 30h

后,活力损失 10% ; 50℃时粗酶液的活力无法

维持长期稳定, 保温 30h, 其活力损失达

83. 6% ,仅保持初活力的 16. 4%.

图 3　粗酶液的热稳定性

2. 5　粗提酶对各杀虫剂的米氏常数 K m 和最

大反应速率 vmax

含已知浓度杀虫剂(表 2)的 pH8. 0 的 1/

15mol/ L Na2HPO 4-KH2PO 4 缓冲液和粗提酶

分别在 32. 5℃水浴中预热 5min,后将 300�l酶
液加入缓冲液中(总体积为 3. 0m l)同一水浴反

应 3min,测定杀虫剂浓度对反应速率的影响.

据 杀 虫 剂 浓 度 和 测 得 的 反 应 速 率 作

Linew eaver -Bur k 图, 求得粗提酶对各杀虫剂

的米氏常数 K m和最大反应速率 vmax如表 2.
表 2　各杀虫剂的试验浓度及 vmax和 Km

杀虫剂 浓度/ nm ol·ml- 1
vmax

/ nmol·min - 1

K m

/ nm ol·ml- 1

系数

杀灭菊酯 7. 62 6. 67 5. 71 4. 76 3. 81 2. 85 1. 90 0. 95 19. 0 41. 4 0. 9830

甲氰菊酯 9. 15 8. 01 6. 86 5. 71 4. 57 3. 43 2. 29 1. 14 29. 3 136. 8 0. 9557

氯氰菊酯 7. 68 6. 72 5. 76 4. 80 3. 84 2. 88 1. 92 0. 96 13. 4 65. 36 0. 9494

溴氰菊酯 6. 33 5. 53 4. 75 3. 95 3. 17 2. 38 1. 59 0. 79 76. 5 222. 8 0. 9949

氯菊酯 8. 17 7. 15 6. 13 5. 11 4. 08 3. 06 2. 04 1. 02 1. 87 5. 2 0. 9898

三氟氯氰菊酯 7. 11 6. 22 5. 33 4. 44 3. 56 2. 66 1. 77 0. 88 2. 63 8. 67 0. 9348

　　拟除虫菊酯酶促降解的研究不多, 主要是

氯菊酯酶( permethrinase) [ 10] .氯菊酯酶可以降

解氯菊酯、杀灭菊酯、溴氰菊酯等 12 种拟除虫

菊酯类杀虫剂.氯菊酯酶 37℃、8h后对 2ml的

26�mol/ L 的氯菊酯的降解率为 65%, 20�mol/

L 的溴氰菊酯的降解率为 30%, 24�mol/ L 的

杀灭菊酯的降解率为 55%, 22�mol/ L 的三氟

氯氰菊酯的降解率为 36%.即氯菊酯酶对氯菊

酯、溴氰菊酯、杀灭菊酯、三氟氯氰菊酯的降解

速率分别为 0. 23—0. 35、0. 08—0. 125、18. 3—

27. 5、0. 11—0. 165nmo l/ ( min·mg ) 蛋白 (表

3) . 由此, Alcaligenes sp. YF11粗酶液对氯菊

酯、溴氰菊酯、杀灭菊酯和三氟氯氰菊酯的降解

速率明显高于氯菊酯酶(表 3) .

表 3　拟除虫菊酯杀虫剂不同酶促降解的比较

(以蛋白计) / nmo l·( min·mg ) - 1

杀虫剂 氯菊酯酶
A lcaligenes sp. YF11

粗酶液

杀灭菊酯 18. 3—27. 5( 24) 1 40( 7. 6)

甲氰菊酯 32( 9. 2)

氯氰菊酯 28( 7. 7)

溴氰菊酯 0. 08—0. 125( 20) 29( 6. 3)

氯菊酯 0. 23—0. 35( 26) 14( 8. 2)

三氟氯氰菊酯 0. 11—0. 165( 22) 18( 7. 1)

　　1)括号内数据为试验浓度(�mol/ L)
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以上结果显示, 广谱性降解菌 A lcaligenes

sp. YF11所产生的胞内酶对拟除虫菊酯类杀

虫剂具有较好的降解效果, 并且拟除虫菊酯类

杀虫剂是我国目前使用的主要农药品种之一,

A lcal igenes sp. YF11 及其产生的降解酶作深

入研究, 对农药污染的控制与净化无疑具有积

极的意义.
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亚硝胺的环境卫生学
　　空气、水、土壤和食品等介质中都含有亚硝胺, 尤

其食品中的亚硝胺倍受人们关注. 对鱼和肉的腌制和

烘烤加工处理,尤其是油煎烹调时, 分解出一些胺类化

合物. 腐烂变质的鱼和肉, 也分解出胺类, 这些胺类与

亚硝化试剂作用生成亚硝胺,鱼和肉产品中的亚硝胺

主要是吡咯烷亚硝胺和二甲基亚硝胺. 油煎咸肉中二

甲基亚硝胺的含量约为痕量- 15�g / kg ,吡咯烷亚硝胺

的含量约为痕量- 30 �g / kg , 而油煎肉产品时逸出的

烟气中含有更高水平的亚硝胺. 在各类香肠和罐头鱼

以及熏鱼和熏肉中, 二甲基亚硝胺的含量约为 1—50

�g/ kg. 在发霉变质的奶酪产品中也含有微量的亚硝

胺. 如果人们从环境中摄入亚硝酸盐和胺类,也能在胃

内合成亚硝胺.应当注意的是香烟的烟气中含有多种

烟草特有的亚硝胺. 实验证明, 亚硝胺对 40 多种不同

的动物显示出致癌作用, 包括猿、猴等哺乳类动物, 以

及鱼和两栖类动物. 亚硝胺几乎对动物所有的脏器和

组织都可以诱发出肿瘤. 但是致癌的主要器官是肝脏、

食管、肺和胃等. 由于亚硝胺易于通过环境介质的多种

途径而进入人体, 从而危害人体健康, 可能诱发肿瘤.

关于亚硝胺的致癌机理, 最近的动物实验证明,亚硝胺

这类烷化剂,在动物体内经活化代谢和细胞色素 P450

同工酶作用, 形成不稳定中间体并立即分解为烷化亲

电试剂,然后与脱氧核糖核酸( DNA )的氮或氧的中心

部位反应, 形成 DNA 加合物, 导致 DNA 遗传密码的

损伤 ,引起致畸或致癌作用. 实验还证明, 给予实验动

物二甲基亚硝胺, 在动物的尿中检出相应水平的 3-甲

基腺嘌呤和 7-甲基鸟嘌呤, 这就是二甲基亚硝胺在体

内的 DNA 加合物,即甲基化核酸碱基.

预防亚硝胺对人体健康危害最有效的措施是清除

环境中亚硝胺的存在, 阻断亚硝胺对人体的各种接触;

其次是服用一定量的维生素 C 和 A, 破坏亚硝胺在体

内的反应和作用.
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