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摘  要: 对一株新分离的、能以甲基对硫磷为唯一磷源生长的菌株——JMUPMD-2 利用形态观察

和 rDNA ITS 序列分析对 JMUPMD-2 进行鉴定; 用气相色谱法检测培养过程中甲基对硫磷浓度的

变化, 确定甲基对硫磷降解速率。该菌株的 rDNA ITS 序列与米曲霉 (Aspergillus oryzae)的同源性

为 99%, 菌落形态和显微形态都与米曲霉特征相符, 因此鉴定为米曲霉; 以 350 μg/L 甲基对硫磷

为唯一磷源和 350 μg/L 甲基对硫磷及 1 g/L K2HPO4组成的混合磷源分别培养该菌株, 200 h 后的分

解量分别为 189 μg/L 及 28 μg/L。该菌株的胞内提取液具有明显的甲基对硫磷降解酶活性。 
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Abstract: A newly isolated fungus JMUPMD-2, capable of growing with parathion-methyl as the sole 
phosphorus source, was identified based on morphological charaterisitics and rDNA ITS sequences 
analysis, and its capability of degrading parathion-methyl was investigated by determining the changes 
of parathion-methyl concentration in the broth of the isolate. JMUPMD-2’s colonic and microscopic 
morphologies were identical with and its sequences of rDNA ITS was 99% similar to Apspergillus 
oryzae. Consequently, it was identified as Aspergillus oryzae. When cultured with an artificial medium 
containing parathion-methyl as the sole phosphorus or parathion-methyl-K2HPO4 mixed phosphorus, 
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concentration of parathion-methyl respectively reduced 189 μg/L and 28 μg/L after inoculating for 200 
hours. JMUPMD-2’s intracellular extract had obvious parathion-methyl degrading enzyme activity. 

Keywords: Parathion-methyl, Biodegradation, ITS sequence, Aspergillus oryzae, Strain identification 

有机磷农药 (Organophosphorus pesticides, OPs)

是当今农药中的主要类别, 也是目前我国使用最广

泛的一类农药, 占全国农药产量的 30%左右[1], 在

减少农业虫害、增加农业产量的同时也造成了严重

的环境问题[2], OPs的污染已成为农业生产环境中最

严重的污染源之一。甲基对硫磷 (Parathion-methyl, 

PM)是有机磷农药中一种被广泛使用的高效、高毒

杀虫剂, 对非靶标生物毒性高, 具迟发性神经毒性, 

在土壤和水中的残留期长, 不仅造成环境污染问题, 

还给人类健康带来潜在的威胁。 

有多种方法 [3−5]可用于降解农药残留 , 减少污

染, 但微生物降解 OPs 被认为是最安全且有效的方

法[6]。获得高效的有机磷农药降解菌株是利用微生

物降解机理消除农药污染的前提。虽然国内外对有

机磷农药降解菌的筛选及应用进行了大量的研究 , 

但目前有机磷农药降解并没有得到推广运用, 其主

要原因是菌种的效率还不高 , 满足不了应用的需

求。因此, 筛选 PM降解菌, 发现新的有机磷农药降

解菌仍然具有重要的意义。 

本实验室从集美大学附近土壤里采样, 以 PM

为磷源配制培养基, 分离获得了一株真菌, 实验室

编号为 JMUPMD-2, 本文利用分子 rDNA ITS 分子

序列分析及表观形态方法进行鉴定 , 检测其降解

PM的特点, 为相关研究提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种: 菌株 JMUPMD-2的分离过程如下: (1) 

从集美大学附近受有机磷农药污染的土壤采集

样品 , 称取 10 g 土样接入 100 mL 选择培养基中 , 

30 °C、180 r/min的摇床上培养 7 d, 以 10%接种量

转接到新鲜选择培养基中, 培养 7 d后, 再次以 10%

接种量接种于新鲜选择培养基中, 30 °C、180 r/min

的摇床上培养。(2) 取第 3次富集所得培养液 1 mL, 

将适合浓度的稀释液 0.1 mL涂布于选择性固体培养

基上, 在 30 °C恒温培养箱中培养 4−8 d。选择平板

上的单菌落进行平板划线分离, 并纯化得纯种。 

1.1.2  主要试剂: 50%甲基对硫磷乳油购自福建建
瓯福农化工有限公司, 甲基对硫磷标准品购自农业
部环境保护科研检测所。乙酸乙酯(色谱纯)、NaCl 
(分析纯)、CaSO4 (分析纯)、FeSO4·7H2O (分析纯)、
(NH4)2SO4 (分析纯)、MgSO4·7H2O (分析纯)、葡萄
糖(分析纯)、石英砂(分析纯)等购于国药集团化学
试剂有限公司。0.05 mol/L的 pH 6.8磷酸盐缓冲液, 
6 mol/L HCl。酵母基因组 DNA 提取试剂盒  (离心
柱型 )购自 TIANGEN、DNA 凝胶回收试剂盒

DW02−2、dNTPs、Taq 酶、10×PCR Buffer 均购自
广州东盛生物科技有限公司。引物由上海鼎安生物

科技有限公司合成。 
1.1.3  培养基 : 选择性培养基 : Glc 10.0 g, NaCl 
0.5 g, (NH4)2SO4 1.0 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, CaSO4 

0.05 g, FeSO4·7H2O 0.018 g, pH 7.2, 添加 1 000 μL

甲基对硫磷乳油 , 蒸馏水 1 L。查氏培养基 : 蔗糖
30 g, NaNO3 3.0 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, K2HPO4 1.0 g, 
KCl 0.5 g, FeSO4·7H2O 0.018 g, H2O 1 L, pH自然状

态。固体培养基: 上述各种液体培养基添加 20 g/L

的琼脂。 

1.2  方法 
1.2.1  ITS 序列的 PCR 扩增、序列测定和系统发育

分析: 用查氏液体培养基培养 JMUPMD-2, 收集对
数生长期的菌体, 按照酵母基因组DNA提取试剂盒
说明书所述步骤提取 JMUPMD-2 菌株的基因组总
DNA, 并以此为模板用 ITS 的通用引物 ITS1: 5′-T 
CCGTAGGTGAACCTGCGG-3′和 ITS4: 5′-TCCTC 
CGCTTATTGATATGC-3′对其进行扩增。20 μL PCR
扩增体系: 超纯水 16.2 μL、10×PCR buffer 2.0 μL、
dNTPs (2.5 mmol/L) 1.0 μL、 ITS1 (25 μmol/L) 
0.2 μL、ITS4 (25 μmol/L) 0.2 μL、DNA模板 0.2 μL、
Taq 酶(2.5 U/μL) 0.2 μL。PCR 条件 : 95 °C 5 min; 
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94 °C 1 min, 60 °C 1 min, 72 °C 1 min, 30 个循环 ; 
72 °C 10 min。回收 PCR产物交由英俊(Invitrogen)
生物公司测序, 测序结果在 GenBank 上进行同源比
对。BLAST 搜索 GenBank 数据库中与该序列相似
性较高的典型菌株的序列, ClustalX多序列比对, 用
MEGA 4.1 中的 Neighbor-Joining (NJ)和 Maximum 
Parsimony (MP)方法构建系统发育树, 用 Bootstrap
对系统树进行统计检验。 
1.2.2  形态鉴定: JMUPMD-2 菌株接种于查氏培养

平板上, 于 28 °C恒温培养。6 d和 12 d后对菌落形

态和显微形态进行观察。 

1.2.3  甲基对硫磷的检测 : 气相色谱检测条件 : 

VARIAN CP-3800 气相色谱仪 ; 色谱柱 : HP-50 毛

细管柱 , 30 m×530 μm×1 μm; 色谱柱温度 : 100 °C 

(3 min) ⎯⎯⎯ →⎯ ° min/C51 240 °C (15 min); TSD检测器温度: 

300 °C; 进样口温度 : 250 °C; 载气 : 99.999%高

纯氮气 , 流速 30 mL/min; 氢气 5 mL/min; 空气

175 mL/min; 进样量 1 μL, 分流比 50:1。 

分析测定方法: 稀释适当倍数后, 取 2 mL培养

液, 添加 1 g NaCl充分涡旋、盐析; 加入等体积乙

酸乙酯提取, 充分振荡, 静置 30 min, 分离乙酸乙

酯相; 无水Na2SO4脱水, N2减压吹干; 加 1 mL乙酸

乙酯摇匀, 气相色谱检测(图 1)。 

1.2.4  JMUPMD-2 菌株对环境中甲基对硫磷降解

的模拟试验: 设 3组选择性液体培养基, 每组 3个平
行, 其中两组培养基只添加 350 μg/L甲基对硫磷为
唯一磷源, 另一组培养基中添加 350 μg/L甲基对硫
磷和 1 g/L K2HPO4为磷源。以添加 350 μg/L甲基对
硫磷为唯一磷源而不接菌的选择性培养基作为对

照, 另外两组接种 JMUPMD-2 菌株, 所有摇瓶都置
于摇床上 28 °C振荡培养, 定期取样, 依据 1.2.3的
分析测定方法测定各瓶中甲基对硫磷的残留浓度。 
1.2.5  JMUPMD-2 菌株甲基对硫磷降解酶液的制

备及活性测定: 分别制备 JMUPMD-2菌株的发酵上
清液及胞内提取液, 加入适量的甲基对硫磷进行反
应, 测定反应后甲基对硫浓度变化。 

胞外提取液: JMUPMD-2 液体培养至 6 d 时, 
取 50 mL发酵液 8 000 r/min离心, 上清即为胞外提
取液。 

胞内提取液: 收集上步离心后的菌体, 用蒸馏
水洗涤菌体 3 次, 将菌体置入研磨内, 加入适量的
石英砂, 放入冰箱中预冷, 然后充分研磨。反复预冷
研磨 3次后加入 20 mL 50 mmol/L的 pH 6.8磷酸盐
缓冲液, 全部转移至离心管中, 0−4 °C 条件下浸泡
24 h, 10 000 r/min离心得上清, 即为胞内提取液。 

 

 

图 1  JMUPMD-2 对甲基对硫磷降解的气相色谱图 
Fig. 1  Degradation to parathion-methyl in the presence of JMUPMD-2 determined by Gas Chromatography (GC) 

注: A: 甲基对硫磷. 
Note: A: Parathion-methyl. 
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反应体系: 30 μL浓度为 800 mg/L甲基对硫磷, 

1 950 μL提取液 (对照组为 1 950 μL磷酸盐缓冲液), 

35 °C下反应 40 min, 20 μL 6 mol/L HCl终止反应。

每组反应 3个平行。依据 1.2.3的分析测定方法测定

各反应体系中甲基对硫磷的浓度, 并计算对照组和

提取液处理组 40 min后甲基对硫磷的浓度减少量。

运用 SPSS 17.0 软件进行统计分析, 确定各组中甲

基对硫磷降解的显著性。 

1.2.6  JMUPMD-2 菌株对甲基对硫磷的耐受性实

验: 选择性液体培养基 (培养基配方见 1.1.3)中分
别添加甲基对硫磷使其浓度分别达到 1、3、5、7、
9、11、13、15 mg/L, 接种后于 30 °C、180 r/min的
摇床上培养, 记录菌株生长情况。生长记为“+”、不
生长记为“−”。 

2  结果 

2.1  JMUPMD-2 的 rDNA ITS 区域的序列分析及

系统发育树 
提取 JMUPMD-2 的 DNA 为模板, 用酵母 ITS

区域通用引物 ITS1和 ITS4为引物, 进行 PCR扩增
反应并对相应 PCR 产物进行测序, 共 562 个碱基, 
将序列提交到 GenBank 获得登记注册号为
HM143899。利用 BLAST 软件将所得基因序列与
GenBank 数据库的序列进行同源性分析, 结果显示
菌株 JMUPMD-2与一些黄曲霉、米曲霉及未知曲霉
菌株的同源性达 99%。收集这些菌株序列 , 采用

ClustslX进行多序列匹配比对, 通过MEGA 4.1软件
构建系统进化树 (图 2), 结果表明 JMUPMD-2 与
Aspergillus oryzae FH4 (GU409806)的系统发育关系
最为密切, 位于同一个分支。 

2.2  JMUPMD-2 的形态观察 
JMUPMD-2查氏培养 6 d后, 菌落圆形、黄色、

大小约 5.5 cm、质地疏松、表面干燥有凹凸 , 呈粉
粒状  (图 3A); 第 12 天菌落铺满整个平板 , 颜色
变为黄绿色 , 边缘呈褐绿色  (图 3B)。菌丝有隔膜  
(图 3C), 分生孢子梗长度 1.8 mm−2.0 mm, 直径
12.3 μm−14.8 μm, 粗糙有麻点 , 顶囊膨大成球形
泡囊 , 顶囊直径 49.9 μm−51.4 μm, 小梗双层 , 分
生孢子串生 , 分生孢子球形 , 大小 4.4 μm−5.1 μm 
(图 3D)。 

2.3  JMUPMD-2 菌株降解甲基对硫磷试验结果 
如图 4所示, 3组中甲基对硫磷浓度随着时间延

长都有一定程度的降低。其中对照组的曲线说明甲

基对硫磷在此条件下能自身分解 ; 同对照组相比 , 
以甲基对硫磷为唯一磷源培养 JMUPMD-2, 120 h后
甲基对硫磷开始快速降解; 添加 350 μg/L甲基对硫
磷和 1 g/L K2HPO4为磷源组的培养液中的甲基对硫

磷在 150 h后开始降解。至培养结束时 (200 h), 对
照组甲基对硫磷浓度为 227 μg/L, 甲基对硫磷为唯
一磷源组甲基对硫磷残留浓度为 38 μg/L, 甲基对硫
磷和 K2HPO4 为混合磷源组甲基对硫磷的残留浓度

为 199 μg/L。 
 

 

图 2  菌株 JMUPMD-2 ITS 序列系统发育分析 
Fig. 2  Phylogenetic tree derived from ITS sequences of strain JMUPMD-2 

Note: Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in GenBank. Numbers at the nodes indicate the bootstrap values on 
neighbor-joining analysis of 1 000 resampled data sets. Bar 0.002 represent sequence divergence. 
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图 3  JMUPMD-2 的培养性状及显微特征 
Fig. 3  Cultural and microscopic characteristics of strain JMUPMD-2 

注: A: 查氏平板 28 °C培养 6 d; B: 查氏平板 28 °C培养 12 d; C: 菌丝; D: 分生孢子. 
Note: A: Colony on CZA incubated for 6 days at 28 °C; B: Colony on CZA incubated for 12 days at 28 °C; C: Mycelium; D: Conidiophores. 
 

 

图 4  JMUPMD-2 对甲基对硫磷的降解曲线 
Fig. 4  Degradation curve of parathion-methyl by strain 
JMUPMD-2 
 
2.4  JMUPMD-2 菌株提取液降解甲基对硫磷的

酶活性 
结果(表 1)显示, JMUPMD-2菌株的胞内提取物

具有甲基对硫磷降解酶活性, 处理 40 min后甲基对

硫磷浓度显著降低, 而胞外提取液中的甲基对硫磷

浓度与对照差异不显著。因此可以确定 JMUPMD-2

菌株发酵液上清无甲基对硫磷降解酶活性, 胞内提

取液具有甲基对硫磷降解酶活性。 

表 1  JMUPMD-2 粗酶液对甲基对硫磷的降解 
Table 1  Degradation of parathion-methyl by crude enzye 

liquid 
样品 

Sample 
甲基对硫磷浓度 
Concentration of 
parathion-methyl 

(mg/L) 

甲基对硫磷的减少量
Reduced  

parathion-methyl 
(mg/L) 

Phosphate buffer-0 12.14±0.26A 

Phosphate buffer-40 12.05±0.35A 
0.09±0.09B 

Extracellular extract-0 12.15±0.21A 

Extracellular extract-40 12.07±0.18A 
0.08±0.03B 

Intracellular extract-0 12.04±0.36A 

Intracellular extract-40  9.13±0.25B 
2.90±0.11A 

   

注 : 数字后不同的字母标注表明同一列的数值间差异极显著
(P<0.01). 
Note: The different superscript letter behind the number means the 
numbers in the same column are significant different (P<0.01). 
 
2.5  JMUPMD-2 菌株对甲基对硫磷的耐受性实验 

培养 7 d后发现 JMUPMD-2菌株在甲基对硫磷
浓度为 1、3、5、7、9、11 mg/L 的选择性培养基
中均能生长, 当甲基对硫磷浓度达到 13 mg/L 时该
菌株生长受到明显抑制(表 2)。因此确定该菌株在本
研究所使用的选择性培养基中对甲基对硫磷的耐受

浓度为 11 mg/L。 
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表 2  JMUPMD-2 菌株对甲基对硫磷的耐受浓度 
Table 2  Endurance of JMUPMD-2 to parathion-methyl 

甲基对硫磷浓度 
Concentration of parathion-methyl (mg/L) 

1 3 5 7 9 11 13 15 

生长情况 
Growth situation 

+ + + + + + − − 

 

3  结论与讨论 

图 2 所示的 rDNA ITS 区域的序列分析及系统

发育分析表明菌株 JMUPMD-2为米曲霉, 图 3所示

的菌株 JMUPMD-2形态特征与《真菌鉴定手册》[7]

所描述的米曲霉的形态特征相符合。这些结果说明

新分离到的菌株 JMUPMD-2是米曲霉。 

研究发现, 该菌不仅能在以甲基对硫磷为磷源

的培养基中降解甲基对硫磷, 即使在含有容易利用

的磷源条件下(如 K2HPO4)也可以降解甲基对硫磷。

该特性非常有利于降解土壤及污染水体中的甲基对

硫磷污染, 因为污染环境中常含有一定量的磷酸盐, 

如磷肥、洗涤剂等。微生物降解甲基对硫磷的过程

是一种酶促反应过程, 其中涉及到氧化、还原和水

解酶类, 菌株 JMUPMD-2 所表达的甲基对硫磷降

解酶为胞内酶 , 其培养上清液未检测出甲基对硫

磷降解酶的活性。该菌株对甲基对硫磷的耐受浓度

为 11 mg/L, 高于《中华人民共和国国家标准污水

综合排放标准》(GB8978-1996)中规定的甲基对硫

磷的最高排放浓度 2 mg/L, 因此该菌株可以用于

11 mg/L以下甲基对硫磷污染的环境治理。 

本研究分离得到了降解甲基对硫磷的米曲霉 

(Aspergillus oryzae)菌株, 目前鲜见米曲霉降解甲基

对硫磷及产生甲基对硫磷降解酶的报道[8]。相比其

他的甲基对硫磷降解菌株 , 如假单胞菌属 [9−13] 

(Pseudomonas)、节杆菌属[14−16](Arthrobacter)、邻单

胞菌属[17−18](Plesiomonas)、沙雷氏菌属[19](Serratia)、

苍白杆菌属 [20](Ochrobacterum)、木霉属 [21] (Tricho-

derma), 米曲霉具有生长快、易培养、遗传性状稳

定、适应性强、安全性高(是酱油及一些食品酶的生

产菌)等优点。此外, 新分离的菌株在有磷酸盐存在

时也能分解甲基对硫磷; 因此, 新分离的菌株具有

良好的应用前景。 
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