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摘  要: 为明确毒死蜱降解菌——蜡状芽孢杆菌 Bacillus cereus HY-1 的生长和粗酶液对毒死蜱的

降解特性, 采用种子液中定量添加毒死蜱和测定粗酶比活力的方法, 研究含毒死蜱的种子液培养

基中菌株的生长规律和环境因素对粗酶液降解毒死蜱的影响。结果表明: 含毒死蜱的培养液和空

白对照相比, 菌株生长的适应期延长, 对数期、稳定期顺序后延。随着培养液中菌体数量的增长, 
培养液的 pH 也随之升高。粗酶液中可溶性蛋白的含量为 2.21 g/L, 测得粗提酶中其米氏常数 Km

为 1.235 6 mmol/L, 最大降解速率 Vmax 为 0.022 6 μmol/(mg·min)。酶促反应时间为 1 h 时, 粗酶液对

50 mg/L 毒死蜱的降解率最高可达 74%, 粗酶液加入体积为 1 mL 时的比活力最高。在 20 °C−44 °C
温度范围内, 粗酶液能保持较好的降解活性, 最适温度为 28 °C; 在 pH 5.0−9.0 之间, 粗酶比活力

都能达最高比活力的 66%以上, 最适 pH 为 6.0。进一步研究发现, 该粗提酶具有较好的热稳定性

和 pH 稳定性, 在温度-20 °C−40 °C、pH 4.0−8.0 的条件下, 暴露 1 h 仍能保持较高的比活力。该

粗酶液在 10−70 g/L 的 NaCl 浓度下保持 1 h, 仍能高效降解毒死蜱, 其耐盐性与目前国内外已报道

的毒死蜱降解粗提酶相比是最高的, 其开发应用价值大。 
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The growth pattern of the Bacillus cereus HY-1 and the 
enzymatic degradation characteristics of  

insecticide chlorpyrifos 
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Abstract: The growth pattern of the bacteria and degradation characteristics of the crude enzyme ex-
tracted from an isolated strain Bacillus cereus HY-1 were approached in the paper. The results showed 
that the adaptation period of the bacteria was prolonged by addition of chlorpyrifos and the logarithmic 
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phase and stationary phase were also extended against the control. Moreover, the pH of the culture me-
dium increased with the growth of the strain. The results also indicated that the soluble protein of the 
crude enzyme was determined with Albumin (bovine serum) as standard protein and the soluble protein 
content of the crude enzyme was 2.21 g/L. The Km value and the maximal enzymatic degradation rate 
for chlorpyrifos were 1.235 6 mmol/L and 0.022 6 μmol/(mg·min), respectively. The appropriate incu-
bation time for the enzymatic degradation was 1 h. The highest specific activity of the crude enzyme 
was gained when the adding volume of the crude enzyme was 1 mL. The crude enzyme activity had op-
timal temperature of 28 °C for the enzymatic degradation of chlorpyrifos, which was still over 78% of 
the maximal activity within temperature ranged from 20 °C to 44 °C. The crude enzyme showed com-
paratively greatest enzymatic activity at pH 6, high activity pH ranged from 5 to 9. Furthermore, addi-
tional experimental evidence revealed that the crude enzyme had some extent stability for temperature 
and pH. The crude enzyme also degraded chlorpyrifos efficiently while it was dealt with sodium chlo-
ride from 10 g/L to 70 g/L for 1 h. 

Keywords: Chlorpyrifos, Bacillus cereus, Growth pattern, Enzymatic degradation, Km 

农药不仅是有毒化学品 , 也是环境释放率较

大、影响面广的物质。我国是世界农药生产大国, 品

种繁多、使用量大, 它在对作物进行保护的同时也

进入环境, 现已成为农业污染中最为重要的污染源

之一[1]。毒死蜱(Chlorpyrifos)又名乐斯本, 化学名称

O,O-二乙基 -O-(3,5,6-三氯 -2-吡啶基 )硫逐磷酸酯 , 

是一种高效、广谱、中等毒性的有机磷杀虫、杀螨

剂, 具有良好的触杀、胃毒和熏蒸作用, 广泛用于粮

棉、果树和蔬菜等作物防治多种害虫和害螨, 也可用

于防治家畜体外的寄生虫[2]。由于我国将其列为替代

五种高毒有机磷农药的主要品种之一 , 高效价廉 , 

使用方便, 现已发展成为大吨位骨干品种。因此, 在

农药生产和施用过程中, 其在环境中的残留也势必

会逐渐增多, 其对环境造成的污染不容忽视[3−4]。 

利用微生物或其酶制剂来消除毒死蜱污染的生

物修复技术有着物理、化学方法无可比拟的优越

性 [5]。利用生化法处理毒死蜱生产企业排放的废水

也同样成为人们积极探索的途径, 因废水中含较高

的盐分 , 传统的处理方法通常为稀释后再生物降

解、反渗透和离子交换等方法, 但使用这些方法的

成本都较高, 而且占用大量空间。因此, 开发出耐盐

性高的降解菌株具有重要的实践意义[6]。目前国内

外已分离出多株能够降解毒死蜱的菌株[3,7−9], 且已

在降解菌的降解特性和降解途径方面进行了大量研

究, 但是对于耐盐性毒死蜱降解菌株却鲜有报道。

由于降解菌剂的利用需要较为严格的营养条件, 环

境条件不适宜微生物的生长则失去利用价值。降解

酶往往比产生这类酶的微生物更能忍受异常的环境

条件, 且降解效果远胜于微生物菌体本身[1,10]。因此, 

降解酶对目标污染物降解特性的研究就显得尤为重

要, 而且鲜见有关毒死蜱耐盐性降解酶的报道。关

于降解酶的降解性能与环境因素的关系是降解酶

(或其酶制剂)实际应用的重要依据。因此, 本实验对

前期筛选到的一株耐盐性毒死蜱降解菌株−蜡状芽

孢杆菌 Bacillus cereus HY-1 进行了降解粗酶的提取, 

开展了环境因素对粗酶液降解毒死蜱影响的研究 , 

以期为该降解粗酶的实际应用提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料  
1.1.1  供试菌种: 以本实验室分离纯化得到的一株

蜡状芽孢杆菌 HY-1 为研究对象, 在 GenBank 的登

录号为 EU915687。 
1.1.2  供试药品: 毒死蜱(95.9%原药): 山东华阳科

技股份有限公司提供; 石油醚: 分析纯 , 天津凯通

化学试剂有限公司。 

1.1.3  培养基: 普通培养基(g/L): 牛肉浸膏 3.0, 胰

蛋白胨 5.0, 酵母膏 1.0, 氯化钠 5.0, pH 7.0, 可加入

1.5%的琼脂条制成固体培养基用于菌株的平板培

养。种子液培养基(g/L): 胰蛋白胨 5.0, 酵母膏 5.0, 
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KH2PO4 1.0, pH 7.0。发酵培养基(g/L): 葡萄糖 6.0, 
胰蛋白胨 2.2, K2HPO4 2.0, KH2PO4 0.2, MgSO4·7H2O 

0.1, NaCl 0.1, 微量元素溶液 2 mL, pH 7.0。微量

元 素 溶 液 (g/L): EDTA 2.5, FeSO4·7H2O 1.0, 
ZnSO4·7H2O 5.0, MnSO4·H2O 1.0, CuSO4·5H2O 0.4, 
Na2B4O7·10H2O 0.2, Na2MoO4·2H2O 0.25。 

1.2  菌株 HY-1 的培养 
无菌条件下将菌株 HY-1 接种到普通培养基平

板上, 在 33 °C 下培养 72 h。取 2 接菌环于 100 mL

种子液培养基中 , 33 °C、170 r/min 培养 16 h, 将

培 养 好 的 菌 体 利 用 低 温 冷 冻 离 心 机 在 15 °C、

8 000 r/min 条件下离心 5 min, 收集菌体, 用 pH 6.8
的 0.04 mol/L 磷酸盐缓冲液(Na2HPO4-NaH2PO4)洗

涤 3 次, 然后用灭菌的蒸馏水重悬菌体, 调整菌悬

液 OD600=2.0, 按 1% (V/V)的接菌量转接到 100 mL
发酵培养基中, 33 °C、170 r/min 培养 18 h。 

1.3  粗酶液的提取 
将培养好的菌体利用低温冷冻离心机 15 °C、

8 000 r/min 离 心 10 min, 收 集 菌 体 , 将 菌 体 用

pH 6.8 的 0.04 mol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液 (Na2HPO4- 

NaH2PO4)洗涤 3 次 , 再以 8 000 r/min 的速度离心

10 min, 将菌体(比例为 2 g 湿菌体加入到 10 mL 磷

酸盐缓冲液中)悬浮于一定量的上述磷酸盐缓冲液

中, 置于冰水浴中用超声波细胞破碎仪处理 10 min, 

功率为 280 W, 频率为破碎 5 s、间隔 5 s, 然后以

4 °C、10 000 r/min 离心 10 min, 除去细胞碎片得降

解酶粗酶液。 

1.4  测定方法 
菌 量 的 测 定 : 采 用 紫 外 - 可 见 分 光 光 度 计

(UV-2201, 日本岛津)于 600 nm 固定波长下测定光

密度值。 

蛋 白 质 含 量 测 定 : 粗 酶 液 中 总 蛋 白 含 量 按

Bradford 法[11]进行测定, 以牛血清白蛋白为标准蛋

白, 在 595 nm 下进行比色测定。 
毒死蜱残留量测定: 在处理结束后, 反应液用

等体积的石油醚提取 2 次, 合并 2 次提取液后检测。

利用毒死蜱在 λ=290 nm[9]左右处有紫外特征吸收峰

的特性 , 进一步通过紫外分光光度计扫描确定在

λ=292 nm 处测定样品的 OD292, 根据标准曲线计算

样品中毒死蜱的含量 , 从而计算出毒死蜱的去除

量。粗酶比活力的计算公式为: 

 aX
b c⋅

=  (1) 

式中, X: 粗酶的比活力[μmol/(mg·min)]; a: 毒

死蜱的去除量 (μmol); b: 粗酶液中总蛋白的质量

(mg); c: 反应时间(min)。 

1.5  研究方法 
1.5.1  菌株在不同毒死蜱浓度下的生长规律和 pH
变化趋势: 无菌条件下取 2 接菌环于普通培养基平

板上培养 72 h 的菌体接种到 100 mL 种子液培养

基中 , 33 °C、170 r/min 摇培 60 h, 其间每隔 10 h

用 pH 计测定培养液的 pH 值, 同时取 5 mL 菌液以

15 °C、10 000 r/min 离 心 10 min, 然 后 用 pH 6.8
的 0.04 mol/L 磷酸盐缓冲液(Na2HPO4-NaH2PO4)洗

涤菌体 3 次, 再用 5 mL 该缓冲液重悬菌体, 测定菌

体的生长量(OD600)。同样的方法在种子液培养基中

加入适量的毒死蜱, 使最终药剂浓度分别为 50 mg/L
和 100 mg/L, 分别得出菌体的生长抑制曲线和培养

液 pH 值变化趋势。 

1.5.2  粗酶比活力测定方法: 取 3 mL 含 50 mg/L 毒

死蜱的 0.04 mol/L Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液 , 在

28 °C 水浴中预热 10 min, 之后加入预热的粗酶液

1.0 mL 反应 1 h, 用 0.5 mL 1.0 mol/L 的 HCl 溶液终

止反应, 每个处理重复 3 次, 以不加粗酶液作为对

照。计算粗酶比活力, 以最大比活力为 100%, 推算

出其它同类条件下的相对粗酶比活力。 

1.5.3  毒死蜱降解动力学常数测定: 取 3 mL 含已

知浓度(分别为 20、40、50、60、80、100 和 150 mg/L)

毒死蜱 0.04 mol/L 磷酸盐缓冲液, pH 为 6.8, 在 28 °C
水浴中预热 10 min, 加入预热的粗酶液 1 mL 反应

1 h, 用 0.5 mL 1.0 mol/L 的 HCl 溶液终止反应。以

不加粗酶液作为对照。运用 Lineweaver-Burk[12]作图

法求得粗酶对毒死蜱的米氏常数 Km 和最大反应速

率 Vmax。 
1.5.4  不同体积粗酶液对粗酶比活力的影响: 采用

1.3 方法从菌体中提取粗酶, 设置不同体积的粗酶液

分别为 0.5、0.7、1.0、1.5 和 2.0 mL, 分别加入到

3 mL 含 50 mg/L 毒死蜱的 0.04 mol/L Na2HPO4- 
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NaH2PO4 缓冲液中(pH 6.8)反应 1 h, 每个处理重复 3
次, 同时设不加粗酶液为对照。计算粗酶比活力, 以

最大比活力为 100%, 推算出其它条件下的相对粗

酶比活力。 
1.5.5  不同温育时间对粗酶比活力的影响: 取 3 mL
含 50 mg/L 毒死蜱的 0.04 mol/L Na2HPO4-NaH2PO4

缓冲液 (pH 6.8)于 28 °C 水浴中预热 10 min, 加入

预热的粗酶液 1.0 mL, 设置不同的温育时间, 分别

为 20、40、60、80、100 和 120 min, 同时设不加粗

酶液作为对照。计算粗酶比活力, 以最大比活力为

100%推算出其它条件下的相对粗酶比活力。 
1.5.6  温度对粗酶比活力的影响: 取 3 mL 含 50 mg/L
毒死蜱的 0.04 mol/L Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液

(pH 6.8), 分别于 20 °C、28 °C、36 °C、44 °C 和

52 °C 的水浴中预热 10 min, 然后加入 1.0 mL 粗酶

液反应 1 h, 同时设不加粗酶液作为对照。计算粗酶

比活力, 以最大比活力为 100%推算出其它条件下

的相对粗酶比活力。  

1.5.7  pH 对粗酶比活力的影响: 配置磷酸盐缓冲

液的 pH 值分别为 4、5、6、7、8、9 和 10。取 3 mL
含 50 mg/L 毒 死 蜱 的 不 同 pH 值 的 0.04 mol/L 
Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液于试管中, 置于 28 °C 水

浴中预热 10 min, 加入 1.0 mL 粗酶液反应 1 h, 同时

设不加粗酶液作为对照。计算粗酶比活力, 以最大比

活力为 100%推算出其它条件下的相对粗酶比活力。 
1.5.8  粗酶的热稳定性: 将提取出来的粗酶液分为

6 份, 在 pH 6.8 的 0.04 mol/L Na2HPO4-NaH2PO4 缓

冲液中, 分别于−20 °C、4 °C、28 °C、40 °C、50 °C
和 60 °C 下保温 1 h, 测定剩余粗酶比活力, 以最适

条件下的比活力为 100%推算出其它条件下的相对

粗酶比活力。 
1.5.9  粗酶的 pH 稳定性: 将培养好的菌悬液等分

为 4 份, 离心收集菌体。根据 5.0 mL 缓冲液中加入

1 g 湿菌体的比例, 将菌体分别悬浮在 pH 为 4、6、

8 和 10 的 0.04 mol/L Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液中, 
超声波破碎后得到的粗酶液在冰水溶中放置 1 h 后, 
测定剩余粗酶比活力。以最适条件下的比活力为

100%, 推算出其它条件下的相对粗酶比活力。 
1.5.10  粗酶对高盐的耐受度: 将培养好的菌悬液

等分为 4 份, 离心收集菌体。根据 5.0 mL 缓冲液中

加入 1 g 湿菌体的比例, 将菌体分别悬浮在 NaCl 浓

度为 10、30、50 和 70 g/L 的 0.04 mol/L Na2HPO4- 

NaH2PO4 缓冲液中(pH 6.8), 超声波破碎后得到的粗

酶液在冰水浴中放置 1 h 后测定剩余粗酶比活力。

以最适条件下的比活力为 100%推算出其它条件下

的相对粗酶比活力。 

1.6  数据分析与方法 
数据采用 SPSS13.0 软件进行 ANOVA 方差分析

和多重比较。 

2  结果与分析 

2.1  HY-1 在不同毒死蜱浓度下的生长规律和培

养液的 pH 变化趋势 
从图 1 可见, 当接菌培养 10 h 时, 培养液中不

含毒死蜱的菌株生长较为迅速, 在 30 h 时菌量达到

最大, 接着菌株生长进入稳定期。当毒死蜱浓度为

50 mg/L 和 100 mg/L 时, 菌株的生长规律是相似的, 

在 10 h 时 , 菌株的生长量较小 , 从 10 h 到 20 h, 菌

量增长较快, 菌量分别在 40 h 和 50 h 时达到最大。

表明毒死蜱对 HY-1 初期的生长有抑制作用, 但是 
 

 

图 1  菌株在不同毒死蜱浓度下的生长规律和培养液 pH
变化趋势 
Fig. 1  The growth kinetics of the bacteria and pH trend of 
the culture medium 
注: 柱状图: 菌株的生长规律; 折线图: 培养液 pH 变化趋势. 
Note: The column and the curve represent the growth kinetics of 
the bacteria and the pH trend of the culture medium, respectively. 
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菌株生长达到最高峰的菌量大致相同。与空白对照

相比, 菌株在含毒死蜱的培养液中生长的适应期延

长 , 对数期、稳定期顺序后延。由图 1 还可以看出 , 

在 20 h 时不含毒死蜱培养液的 pH 从 7.0 增至

8.45, 在 60 h 达到 9.86。这表明 , pH 随着菌体数量

的增加而上升。当含毒死蜱的浓度为 50 mg/L 和

100 mg/L 时, pH 的变化趋势和空白对照相似, 分别

在 50 h 和 60 h 时达到和空白对照相同的水平。 

2.2  粗酶液中可溶性蛋白含量和粗酶的米氏常数

Km 和最大反应速率 Vmax 测定 
以测得的反应速率倒数 1/V 对毒死蜱浓度的倒

数 1/[S]作 Lineweaver-Burk 图(图 2), 其纵轴截距为

1/Vmax, 横轴截距为−1/Km, 斜率为 Km/Vmax, 求得粗

酶对毒死蜱降解的米氏常数 Km 和最大反应速率

Vmax。由图 2 可得出直线公式为 y=24.711x+0.2。令

y=0, 得 出 Km=1.235 6 mmol/L; 令 x=0, 求 得

Vmax=50.00 nmol/min。以牛血清白蛋白为标准蛋白

制作标准曲线, 在波长 595 nm 下比色测定, 测得粗

酶液中可溶性蛋白含量为 2.21 g/L。因此, 粗酶对毒

死蜱的最大降解速率为 0.022 6 μmol/(mg·min)。 
 

 

图 2  粗酶的 Lineweaver-Burk 图 
Fig. 2  Lineweaver-Burk plots of the crude enzyme 
 

2.3  不同体积粗酶液对粗酶比活力的影响 
由图 3 可见, 当温育时间为 1 h, 粗酶液体积从

0.5 mL 增至 0.7 mL 时, 粗酶比活力由最大比活力的

59%上升到 96%。当体积为 1 mL 时, 粗酶比活力达

到最大(P<0.05)。随着加酶液体积的进一步加大, 粗

酶的比活力迅速降低。当体积为 2 mL 时粗酶比活力

下降到最大比活力的 66%。因此, 为提高降解酶利

用效率, 对于初始浓度为 50 mg/L 的毒死蜱确定粗

酶液体积为 1 mL。 
 

 

图 3  不同体积粗酶液对粗酶比活力的影响 

Fig. 3  Effect of different volume of crude enzyme on the 
specific activity 
注: 数据之间的显著性差异用 Duncan 检验; 同一折线图(柱状

图)上标的字母不同表示处理间差异显著(P<0.05), 字母相同表

示处理间差异不显著(P>0.05). 下同. 
Note: Data in the graph were tested by Duncan’s test. Data that in 
the groph-followed by the same letters was not significantly dif-
ferent at 0.05 level. The same as bellow. 
 

2.4  不同温育时间对粗酶比活力的影响 
由图 4 可见, 当粗酶液加入量为 1 mL, 温育时

间为 20 min 时, 粗酶比活力较高, 随着温育时间的

增长, 粗酶的比活力先下降后上升, 当温育时间达

到 60 min 时, 粗酶的比活力达到最大。从图 4 还可

以看出, 粗酶比活力在温育时间为 20 min 和 60 min

时相差不大(P>0.05)。但是在 20 min 时对毒死蜱的

降解率较低为 24%, 而温育时间为 60 min 时降解率

可达 74%。因此, 当毒死蜱浓度为 50 mg/L 时, 确

定粗酶液降解毒死蜱的温育时间为 60 min。 

2.5  不同温度对粗酶比活力的影响 
由图 5 可见, 温度在 28 °C 时, 粗酶对 50 mg/L

毒死蜱的降解活性最高。在 20 °C−44 °C 范围内均

能保持较好的降解活性, 其粗酶比活力保持在最高

比活力的 78%以上, 显示了该酶对温度较好的适应
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性。温度过高或偏低都会抑制粗酶对毒死蜱的降

解 , 尤其是高温对粗酶比活力的影响较大, 当温度

为 52 °C 时 , 粗酶比活力仅能达到最高比活力的

37%。 
 

 

图 4  不同温育时间对粗酶比活力的影响 
Fig. 4  Effect of different incubation time on the specific 
activity 
 

 

图 5  不同温度对粗酶比活力的影响 
Fig. 5  Effect of different temperature on the specific 
activity 
 
2.6  不同 pH 对粗酶比活力的影响 

由图 6 可知, pH 值对粗酶的活性有较大影响。

粗酶降解毒死蜱的最适 pH 值为 6, 在 pH 5.0−9.0 之

间粗酶比活力都能保持在最高比活力的 66%以上, 

说明粗酶液能够适应较宽泛的 pH 值。 

 

图 6  不同 pH 对粗酶比活力的影响 
Fig. 6  Effect of different pH value on the specific activity 
 
2.7  粗酶对温度的耐受性 

由图 7 可见, 粗酶在−20 °C 和 4 °C 时保存最为

稳定, 处理 1 h 后粗酶比活力仍能达最高比活力的

98%左右。粗酶比活力随着温度的升高而降低, 当温

度为 28 °C 时 , 粗酶比活力下降到最高比活力的

70%左右, 在 60 °C 保存 1 h 粗酶比活力仅能维持最

高比活力的 20%左右。可见温度对粗酶活性的影响

较大, 较高的温度可使降解酶变性失活。 
 

 

图 7  粗酶对温度的耐受性 
Fig. 7  The tolerance of the crude enzyme to different tem-
perature 
 
2.8  粗酶的 pH 稳定性 

由图 8 可见, 当 pH 为 6.0 时, 粗酶的剩余酶比

活力最高, 处理 1 h 还能达最高比活力的 87%。在

pH 为 4.0 的环境中保存 1 h 后, 粗酶比活力损失

34%, 而在 pH 为 10.0 的环境中保存 1 h 后, 粗酶比
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活力损失达 74%, 可见粗酶液对碱性环境的耐受力

较低(P<0.05), 略偏酸性的环境对粗酶比活力的影

响相对较小。 

2.9  粗酶对高盐的耐受度 
由图 9 可见, 当氯化钠浓度为 10 g/L 时, 粗酶

处理 1 h 能维持最高比活力的 92% (P<0.05), 当氯化

钠浓度为 30 g/L 和 50 g/L 时, 粗酶比活力下降到最

高比活力的 73%和 63%。当氯化钠浓度增加到 70 g/L

时, 粗酶比活力为最高比活力的 48% (P<0.05), 仍

有较高的毒死蜱降解活性。这说明该降解酶具有较

高的耐盐性。 
 

 

图 8  粗酶对 pH 的耐受性 
Fig. 8  The tolerance of the crude enzyme to different pH 
 

 

图 9  氯化钠浓度对粗酶比活力的影响 
Fig. 9  Effect of the sodium chloride concentration on the 
specific activity 

3  讨论 

当微生物接触新的环境后会有一段适应新环境

的时间, 这段时间的长短与菌株对环境条件的适应

性有关, 若新环境与原来的生长环境差别较大, 适

应期会较长, 反之, 则适应期很短甚至没有。然而, 

在适应期内, 降解菌体内发生着许多有益于生物降

解的变化, 如降解基因的表达或变异和降解酶的诱

导等, 这些变化决定着菌株对污染物降解能力的大

小。Spain JC 和 Nishlno SF 等[13−14]报道, 微生物生

长适应期的长短和目标污染物的化学结构和浓度、

菌株驯化周期的长短、接种量的大小等有关。任源

等[15]报道在苯胺初始浓度相同的条件下, 菌株的适

应期随着驯化周期的增加而缩短, 而在相同的驯化

周期内 , 苯胺初始浓度低的适应期则相对较短。

Singh BK 和庄铁诚等 [16−17]也曾报道随着污染物浓

度的升高, 菌株生长的适应期明显延长。为了缩短

菌株的适应期, 提高生物降解效率, 多位学者进行

了有益的探索。Ka JO 等[18]报道, 通过构建混合菌可

以 大 大 缩 短 除 草 剂 2,4-D 生 物 降 解 菌 的 适 应 期 ; 

Stanlake GJ 等[19]报道, 通过提高菌株生长环境的 pH

值, 可以缩短五氯酚降解过程中菌株生长的适应期。

至于如何缩短蜡状芽孢杆菌 HY-1 降解毒死蜱的适应

期, 还需要进一步的研究。 

降解菌(或其酶制剂)在农药污染领域的脱毒和

工业废水的处理方面发挥着越来越重要的作用。酶

促生物降解是一种潜在的快速净化环境中农药残留

的方法。但有机磷水解酶(OPH)对毒死蜱的水解作用

要比对其它有机磷农药弱的多。Cho CM 等[20]报道

通过改良有机磷水解酶(对氧磷为其最适底物)可以

较快速的降解毒死蜱。通常酶反应速率非常快, 但

是本文报道的降解粗酶的反应时间要 1 h 才能达到

较好的降解效果, 也进一步印证了毒死蜱难被生物

降解的特性。该毒死蜱降解酶是否也属于已报道的

有机磷水解酶(OPH)还需要进一步验证。微生物(或

其酶制剂)在生物修复方面的成功与否是由多种因

素决定的, 如菌株竞争力的强弱、污染物生物利用

度的大小以及所处环境的温度、湿度和 pH 值等。
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目前国内外已有关于毒死蜱降解酶与环境因素关系

的相关报道, Xu GM 等[3]报道从副球菌 Paracoccus 

sp. TRP 中提取的粗酶液在温度为 35 °C、pH 为 8.0

时对毒死蜱的降解率最高; 谢慧等[21]从真菌镰孢霉

属 WZ-I 中提取的胞内粗酶液降解毒死蜱的最适温

度为 40 °C, 最适 pH 为 6.8。本研究从蜡状芽孢杆菌

HY-1 中提取的粗酶和环境因素的关系和上述研究

较为接近, 只是在最适温度和 pH 方面有差异。这可

能与菌株的差异以及酶促反应体系不同有关。但是

迄今为止尚未见毒死蜱降解粗酶耐盐性的相关报

道, 而在农药污染地区的微生物修复过程中, 尤其

是在农药企业废水的生化处理过程中, 降解酶(或其

固定化酶)的耐盐性是非常重要的[22]。一般毒死蜱生

产废水的含盐量就达到 8.7%左右[4], 再加上国内大

多数农药企业的废水需要混合处理, 含盐量还会升

高。蜡状芽孢杆菌 HY-1 所产降解粗酶在 10−70 g/L 

NaCl 浓度下, 处理 1 h 仍能高效降解毒死蜱, 属于

耐盐性较强的毒死蜱降解酶。因此, 本文的研究结

果对蜡状芽孢杆菌(或其降解酶)用于高盐环境毒死

蜱污染的治理具有重要意义。 

4  结论 

(1) 在添加毒死蜱的种子液培养基中 , 蜡状芽

孢杆菌生长的适应期延长, 对数期、稳定期顺序后

延。随着培养液中菌体数量的增长, 培养液的 pH 也

随之增大。 

(2) 当粗酶液温育时间为 1 h 时, 其对 50 mg/L

毒死蜱的降解率最高可达 74%, 且粗酶液加入体积

为 1 mL 时粗酶的比活力最高。以牛血清白蛋白为标

准蛋白测得粗酶液中可溶性蛋白的含量为 2.21 g/L。

该粗提酶的米氏常数 Km 为 1.235 6 mmol/L, 最大降

解速率 Vmax 为 0.022 6 μmol/(mg·min)。 

(3) 该粗酶在 20 °C−44 °C、pH 5.0−9.0 时都能

保持较好的降解活性, 其中最适温度为 28 °C, 最适

pH 为 6.0, 该粗酶还具有较好的热稳定性和较宽泛

的 pH 适应性。该粗酶在 10−70 g/L NaCl 浓度下处

理 1 h 仍能高效降解毒死蜱。该降解粗酶与国内外

已报道的毒死蜱降解粗酶相比, 其耐盐性是最高的, 

故进一步开发应用价值较大。 
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