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摘要 从高效降解真菌镰孢霉属 • 2  Φυσαριυ µ ¬ ƒ¬中提取了降解酶 研究了该降解酶的分离条件及对毒死蜱的降

解特性 研究表明 其胞内酶对毒死蜱的降解率高达 1  细胞碎片对毒死蜱的降解率为   但由≥沉淀提取的

胞外酶液对毒死蜱的降解率仅为 1  经 次非诱导条件下培养提取粗酶液 酶活力损失较少 判断 • 2 菌株的毒死蜱

降解酶为胞内酶且属于组成酶 以牛血清白蛋白为标准蛋白测得粗提酶中可溶性蛋白的含量为 1#  该酶对毒死蜱

的酶促降解最适  为 1 在  1 ∗ 1之间都有较高的活性 最适温度为  ε 在实验温度范围 ∗  ε 内该降解酶

均具有较好的降解活性 但在  ε 时 酶活迅速降低 降低到最高酶活力的   测得粗提酶中其米氏常数 Κ 为1 

#  ϖ¬为1 Λ##  研究结果表明该酶具有较好的热稳定性和  稳定性 对热和  均具有较好的

耐受力 高效降解真菌 • 2 所产生的胞内酶对毒死蜱具有较好的降解效果 
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中图分类号 ÷  文献标识码   文章编号 222

收稿日期 22 修订日期 22
基金项目 国家自然科学基金项目 山东省优秀中青年科

学家科研奖励基金项目≥

作者简介 谢慧 女 硕士研究生 主要从事农药残留与环境毒理方面
的研究 ∞2∏∏

3 通讯联系人 ∞2∏∏∏∏

Ενζψµ ατιχ ∆εγραδατιον οφ Οργανοπηοσπηορυσ Ινσεχτιχιδε Χηλορπψριφοσ βψ Φυνγυσ

ΩΖ2 
÷∞ ∏   ∏2 •  ∏ •  ÷∏2∏ •  ± •  ±

≤  ∏∞√≥ ∏∏ √  ×  ≤

Αβστραχτ :⁄∏¬

• 2  Φυσαριυ µ ¬ ƒ¬ ×  ∏  

 ∏ ¬∏  1   1     

√  ×   ¬ ∏∏ ∏      2
∏√ ∏  ∏∏  ×

∏  ∏   ∏ √∏  ∏  

∏ 1 #   × ∏ ∏ 1  

√ √ 1 ∗ 1 ×∏ ∏√  ε 

√ √∏ ∗  ε √  ∏ ε √

   ¬ √  ×∏ Κ √∏ 1  #   ¬

  1 Λ# #     ¬ √∏ 

 ∏∏ ∏∏∏ • 2 ∏√ 

Κεψ ωορδσ:∏∏ • 2   Κ

  有机磷农药的大量使用对环境已经造成了相当

程度的污染≈ 大量研究表明土壤和水中的微生物

对有机磷农药降解起到重要作用 研究表明利用微

生物及其产生的降解酶对环境中农药残留的去除与

净化是治理农药污染的有效方法 并已显示了良好

的应用前景≈ ∗  有机磷农药酶促降解首先从荧光

假单胞菌为主的混合菌种分离纯化对硫磷降解酶开

始 并研究了它的降解特性 表明该酶比产生酶的微

生物菌体更能忍受异常环境 并且其降解效果远胜

于微生物本身≈  

毒死蜱是一种被广泛应用的有机磷杀虫剂 在

美国被广泛应用于家庭和农业 在  年大约

  ∗  毒死蜱应用于植物保护 约  ∗

 在非农业中使用≈ 毒死蜱的广泛应用对环

境造成了严重的污染 对其环境行为及其污染状况

的研究已有许多报道≈ ∗  但是有关真菌对毒死蜱

农药的酶促降解报道较少 真菌 • 2 是本实验室

从生产毒死蜱的农药厂排放的污泥中筛选出的 株

高效降解毒死蜱的镰孢霉属菌株 本文研究了该降

解酶的分离条件以及降解酶特性 
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1  材料与方法

111  菌种和培养基

菌种 • 2 从农药厂排污口污泥中分离所得 

菌落白色 气生菌丝呈绒状 生长比较旺盛 常产生

紫色色素 大型孢子数量多 为 个细胞 大小约为

1Λ ≅ 1Λ 微弯 镰刀形 无足细胞和厚垣孢

子 经鉴定为镰孢霉属 Φυσαριυ µ 1¬ ƒ¬ 该菌

株在 内对毒死蜱的降解率高达   

°⁄培养基≈ 分为固体培养基和液体培养

基 在液体培养基中加入琼脂即为固体培养基 

112  菌株 • 2 的培养

将在固体培养基斜面于  ε 培养 的新鲜孢

子接种到液体培养基中  ε 摇床转速 

培养  ∗ 

113  降解酶的提取

胞内酶的提取 将培养好的菌株以 

进行离心 去除上清培养基 得菌丝球 将菌体用

≅   1 的 1# 磷酸盐缓冲液

 °2°洗涤 然后再以 离

心收集菌体 以 1倍菌体体积加入少量缓冲液置

于冰浴中用超声波细胞粉碎机的探头处理 次 每

次 以 离心 除去细胞碎片 得胞内

粗酶液 

胞外酶提取 收集菌体后的培养滤液边搅拌边

加碾细的≥ 至饱和度为    ε 时 

≥溶解度为 #   ε 盐析过夜 离

心收集蛋白沉淀 用  1的 1的磷酸

盐缓冲液溶解后用同一缓冲液透析分子量为 

∗  至无
 用纳氏试剂检验 得胞外

粗酶液 

114  酶蛋白质含量的测定

样品中的实际含量按 法≈进行测定 

以牛血清白蛋白为标准蛋白 在  进行比色

测定 

115  毒死蜱残留量的测定

根据毒死蜱在紫外光区 处有特征吸收

峰的性质 用紫外分光光度法测定溶液中毒死蜱的

残留量≈ 具体方法为 向培养液中加入 石油

醚 在混合振荡器上振荡提取后 用紫外分光光度计

测定其 波长的吸光值 Α 然后由标准

曲线换算出毒死蜱的浓度 同时做了用气相色谱与

分光光度计测定方法相比较的试验 其测定结果相

近 并且该方法快速 !简单 !可靠 

116  判断毒死蜱降解酶的形成

将菌株分别接种于含毒死蜱农药的培养基和不

含农药的培养基中于  ε 时培养 即在诱导和非诱

导条件下生长 将菌体连续在不含毒死蜱农药的

°⁄培养基中转接 次后测定菌体的毒死蜱降解

活性 

117  毒死蜱的酶促降解

向 预热的一定  的含已知浓度毒死蜱

的缓冲液中 加入 1预热的酶液 在一定温度

水浴中反应 后 用 1#的 ≤

溶液终止酶反应 测定溶液中毒死蜱的残留量 重复

次 同时设加入失活的酶液处理作为对照 

118  温度对酶活力的影响

取  1的 #毒死蜱的缓冲液

于试管中 分别置于  ! ! !  ! ! ε 等不

同温度的水浴中预热 然后加入 1酶液

反应 按照上述的毒死蜱的残留量的测定方

法测定溶液中毒死蜱的残留量得到相同的酶液在不

同的反应温度下所具有的酶活力单位 以最高酶活

力为   其他条件下的酶活力与之相比得各自

的相对酶活力 本文中酶活力均用相对酶活力表示 

119   对酶活力的影响

首先配制不同  值的 1#磷酸盐缓

冲液 °2°  分别设为 1 !1 !

1 !1 !1 !1 !1 !1 并分别用  计进行校

正 取 不同  值的 # 毒死蜱的缓冲

液于试管中 在  ε 下预热 后加入 1

酶液 混合后在  ε 反应 分别各自测定酶

活力 

1110  • 2 胞内粗酶液对毒死蜱降解的动力学常

数的测定米氏常数 Κ和最大反应速度 ϖ¬

在试管中 加入一定量的用  1 的 1

#  °2° 缓冲液配制的不同浓

度的毒死蜱溶液 最初底物浓度分别为 1 ≅

  1 ≅   1 ≅   1 ≅   1

≅   1 ≅   1 ≅   #   在

 ε 水浴中预热 然后加入预热的酶液

1反应 测定毒死蜱浓度对反应速率的

影响 

1111  毒死蜱降解酶的  稳定性及热稳定性

将粗酶液在不同  值的缓冲液中于  ε 保温

后 分别测定其在  1  ε 下的剩余酶活力 

将酶液在 1#中性磷酸盐缓冲液中 于不

同温度下保温  ! ! !和 按降解酶的
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酶活测定法测定剩余酶活力 

1112  降解率的计算

计算公式 

Ξ =
χ≤ − χ

χ≤
≅ % ()

式中 Ξ 毒死蜱降解酶的降解率 χ 接酶液处理

缓冲液中毒死蜱的浓度# χ≤对照缓冲液

中毒死蜱的浓度# 

2  结果与讨论

211  紫外分光光度法的可靠性分析

由表  可以看出 当毒死蜱的浓度为 1

#时 在 处测定的吸光值为 1 当

毒死蜱的浓度低于 1#时 在 处测定

不到吸光值 则该方法的最低检测浓度为 1

# 

表 1  不同浓度毒死蜱的吸光值

×  × ⁄ √∏ 

浓度#  1 1           

吸光值 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

  从图  可以看出 当毒死蜱的浓度小于 

#时 浓度和吸光值之间成良好的线性关系 

可以认为使用紫外分光光度法测定水体中毒死蜱 

在毒死蜱浓度小于  #的情况下是可行的 

从表  可以看出 在毒死蜱的添加浓度分别为  !

 ! ! #等不同浓度水平时 平均添加回

收率为 1  ∗ 1  测定结果的变异系数均

小于 1  完全符合残留检测要求 

图 1  相关性曲线

ƒ  ×∏√√

表 2  毒死蜱在缓冲液的添加回收率和变异系数

×  ×√  Χς ∏

浓度#  平均回收率  变异系数 









1 ? 1

1 ? 1

1 ? 1

1 ? 1

1

1

1

1

每种浓度处理做了 次测定

212  毒死蜱降解酶的形成

菌体经用毒死蜱诱导或未经诱导 研究结果表

明 其粗酶液降解毒死蜱的效果无显著差异 由此判

断 菌体 • 2 的毒死蜱降解酶不是诱导酶 而是

组成酶 因组成酶通常被认为是细胞内固有的酶类 

其活性形成受外界条件影响较少 若为诱导酶 在未

经诱导条件下培养几代后 酶活性便迅速的降低 甚

至全部消失 

213  毒死蜱降解酶的定位

毒死蜱降解酶活性组分的定位是通过处理破碎

细胞 !培养液的上清液 分别测定其降解率后予以确

定的 由表 可见 从培养液的上清液中提取到胞外

粗酶液 与毒死蜱反应后测定 其胞外酶降解毒死蜱

活性较低 在 内对 #毒死蜱的降解

率仅为 1  用超声波细胞粉碎机处理破碎菌体

一段时间后 离心所得菌体碎片和胞内粗酶液 测定

其降解率 胞内酶的酶活明显增强 在 内对

#毒死蜱的降解率高达 1  菌体碎片

中酶活略微减少 在 内对 # 毒死蜱

的降解率为 1  表明经超声波细胞粉碎机处理

后 细胞内的酶大部分释放到溶液中 但细胞碎片中

仍有部分酶存在 确证该降解酶主要为胞内酶 

表 3  真菌 ΩΖ2 不同组分对 50 µ γ#Λ− 1毒死蜱的降解

×   

 • 2 

组分 降解率 

胞外酶液 1

胞内酶液 1

超声波处理后细胞碎片 1

214  粗酶液中可溶性蛋白质含量

按 的方法考马斯亮蓝染色法 以牛

血清白蛋白为标准蛋白测得胞内酶中可溶性蛋白的

含量为 1#  胞外酶中可溶性蛋白质含量
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为 1 #  

215  温度对毒死蜱酶促降解的影响

不同温度条件下对毒死蜱酶促降解的影响见图

 酶活力以最大活力的百分率表示 图 表明 温度

为  ε 时 降解酶表现出最强的降解活性 即该降

解酶对毒死蜱的的最适降解温度为  ε 在实验温

度范围 ∗  ε 内该降解酶均具有较好的降解活

性 但在  ε 时 酶活性迅速降低 降低到最高酶活

力的   

图 2  温度对毒死蜱酶促降解的影响

ƒ  ∞∏ 

 

216   对毒死蜱酶促降解的影响

在  1 !1  !1 !1 !1 !1 !1 !1的

1#  °2° 缓冲液中毒死蜱

降解酶的活性如图 所示 图 表明 • 2 胞内粗

酶液降解毒死蜱的最适  为 1 在  1 ∗ 1

之间都有较高的活性 说明该降解酶对  不敏感 

对  耐受力较强 

图 3  πΗ对毒死蜱酶促降解的影响

ƒ  ∞   

217  • 2 胞内粗酶液对毒死蜱降解的动力学

常数

据毒死蜱浓度和测得的反应速率用双倒数作图

法作 √2∏图 求得胞内粗酶液对毒死蜱

的米氏常数 Κ和最大反应速率 ϖ¬ 如图  按照

√2∏作图法 以毒死蜱为底物 测得毒

死蜱降解酶的 Κ 为1  #  ϖ¬为

1 Λ##  

图 4  毒死蜱降解酶的 Λινεωεαϖερ2Βυρκ相关性

ƒ  √2∏ 

218  毒死蜱降解酶的  稳定性

酶的  稳定性结果见图  图  表明在 

1的环境中保温 后 其酶活力损失了近   

而在  1和 1的环境中保温 后 其酶活

力损失分别为 1 和 1  即在偏酸性的环境

中 其酶活力损失更大 略偏碱性的环境对酶活力影

响较小 

图 5  酶的 πΗ稳定性

ƒ  ×  

219  毒死蜱降解酶的热稳定性

酶的热稳定性结果见图  图 表明该酶有较

好的热稳定性 在  ε 保温 酶活保存为   

在  ε 保温 酶活保存近   在  ε 保温 

该降解酶还保持为   的活性 即该酶对热不敏
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感 对热具较好的耐受力 

图 6  酶的热稳定性

ƒ   

3  结论

由高效降解真菌 • 2 提取的胞内酶对毒

死蜱的降解率为 1  而胞外酶对其降解率仅为

1  判断该真菌降解酶属胞内酶 经连续 次在

非诱导条件下培养后提取其降解酶并测定其活性 

其酶活降低不显著 判定其降解酶为组成酶 

降解酶酶促反应的最适温度为  ε 和最适

 1 在最适条件下  内该降解酶对 

#的毒死蜱降解率高达 1  该胞内酶具

有较好的热稳定性和  稳定性 在实验温度范围

内保温 仍具有较好的酶活力 其蛋白质含量为

1#   并测得其动力学参数 Κ 为

1   #    ϖ¬ 为 1 

Λ##  

高效降解真菌 • 2 所产生的胞内酶蛋白

质含量丰富 与底物毒死蜱结合力强 对毒死蜱具有

较好的降解效果 

参考文献 

≈    ∏ ≥   ∏  ⁄   

 ∏∏     ≤ ∞

   ≤  Χψπριανσ χαρπιο ≈  

∞√≤  ×¬ 35  ∗  

≈     ∏ ⁄   ∞ ¬  

≈   ƒ ≤  8 

  

    ∗  

≈    °  ≤ ≤≤  ¬

√≈  ≥   

 14  ∗  

≈    °    ¬ 2

 ≈ ∞√ ±∏ 20 

 ∗  

≈    虞云龙 陈鹤鑫 樊德方 等 一硫代磷酸酯杀虫剂的酶促降

解≈ 环境科学  19  ∗  

≈     °∏ ∏ 

 ∞≈   •  ⁄≤ ≥ ∞°  

∗  

≈    石利利 林玉锁 徐亦钢 等 毒死蜱农药环境行为研究≈ 

土壤与环境  9  ∗  

≈    ≥  °     ≈  

∞√ 46  

≈       ⁄ ∞√    ≈   √ 

∞√≤  ×¬  11  ∗  

≈  ≥   •   • ⁄⁄ 

  √ ≈ 

≤ ° ≤∏   78  ∗  

≈  ∏ ≤× 

∏ ≤ ≈ ≤ 

44  ∗  

≈  °×  ≥∏ ≤  • ∏ ×¬ 

  ∏   √ •   ≥

∂∏ ≈ ∞√ ×¬ 45  ∗  

≈  ∏ ≥  •    •  ⁄  ° 

     

  ≈  ∏

∞√≤  ×¬  69  ∗  

≈     ⁄ •  ≥   ⁄∏

 ∏   ≤2    

  ≈   ∏ ∞√  ≤ 

×¬ 70  ∗  

≈  中国科学院南京土壤研究所微生物室 土壤微生物研究法

≈   北京 科学出版社   ∗  

≈      √∏

  ∏   ∏   

 ≈    72  ∗  

≈  ≥≥      ∏ ετ αλ ∏2

√     

 ∏≈  °∏ √ ∏

   12  ∗  

 环   境   科   学 卷




