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摘  要: 从长期受锐劲特污染的农药厂活性污泥中分离到一株锐劲特降解菌株 R-2, 根据其生理

生化特征和 16S rRNA 基因序列同源性分析, 将该菌株鉴定为 Paracoccus sp.。菌株 R-2 能以锐劲

特为唯一碳源生长, 在含有 50 mg/L 的锐劲特的基础盐培养基中, 3 d 的降解率达到 85%。菌株 R-2

降解锐劲特的最适温度为 30 °C, 最适 pH 值为 6.0−7.0, 其降解锐劲特的效率与锐劲特初始浓度呈

负相关。添加 0.1 mmol/L 的 Zn2+或 Fe3+能够显著促进菌株对锐劲特的降解。灭菌与非灭菌土壤降

解试验表明, 菌株 R-2 均可以在 10 d 内降解 63.4%−71.2%的 100 µg/g 的锐劲特。 
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Isolation and characterization of a fipronil-degrading  
strain R-2 and its degrading characteristics 
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Abstract: A bacterial strain R-2, capable of degrading fipronil, was isolated from a long-term 
fipronil-polluted activated sludge in a fipronil manufacture factory. Strain R-2 was preliminarily identi-
fied as Paracoccus sp. based on its physiological and biochemical properties, as well as the 16S rRNA 
gene sequence analysis. Strain R-2 could utilize fipronil as the sole carbon source for growth, and de-
grade 85% of 50 mg/L fipronil within 3 d in mineral salts medium. The optimal pH value and tempera-
ture for fipronil degradation by strain R-2 were 6.0−7.0 and 30 °C, respectively. The degrading rate 
showed a negative correlation with the initial concentration of fipronil. The addition of 0.1 mmol/L Zn2+ 
or Fe3+ to the culture medium could significantly increase the degradation of fipronil. In both sterile and 



1180 微生物学通报 2011, Vol.38, No.8 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

non-sterile soils, strain could remove 63.4%−71.2% of 100 µg/g fipronil within 10 d. 

Keywords: Fipronil, Biodegradation, Paracoccus sp. R-2, Identification and characterization 

化学农药在防治农林病虫害过程中发挥着非常

重要的作用, 然而, 不恰当的农药使用也会对人类

健康和生态环境造成严重危害[1−3]。锐劲特, 又名氟

虫腈(Fipronil), 是一种苯基吡唑类杀虫剂。锐劲特

杀虫谱广, 以胃毒作用为主, 兼有触杀和一定的内

吸作用, 其杀虫机制在于阻碍昆虫 γ-氨基丁酸控制

的氯化物代谢。因此, 锐劲特对蚜虫、叶蝉、飞虱、

鳞翅目幼虫、蝇类和鞘翅目等主要害虫具有很高的

杀虫活性[4]。 
据中国农药毒性分级标准 , 锐劲特属中等毒

性杀虫剂。锐劲特对甲壳类水生生物和蜜蜂有高

风险 [5−6], 在水和土壤中降解缓慢。我国农业部、工

业和信息化部和环境保护部于 2009 年 2 月 25 日联

合发布公告 , 自 2009 年 10 月 1 日起 , 在我国境内

停止销售和使用含氟虫腈成分的农药制剂。锐劲

特可通过光化学反应、物理作用等被自然降解, 但

在土壤中主要是依赖生物因素分解, 其中微生物是

分解的主要因素之一[7−10]。因此, 分离筛选高效的锐

劲特降解菌株, 深入研究其降解特性, 最终应用于

田间原位生物修复, 具有重要的理论意义和应用价

值。然而, 目前国际上还没有关于锐劲特降解菌株

分离及其降解特性研究的报道。 
本研究将筛选降解锐劲特的微生物菌株, 研究

其生物学特性和降解特性, 以期为锐劲特污染环境

的生物修复提供理论指导和菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  供试样品   
菌株分离样品取自江苏某农药厂生化池活性

污泥 ; 降解试验土壤取自南京农业大学校园黄棕

壤, 土壤 pH 值为 6.97, 含有机质 17.34 g/kg, 含氮

1.01 g/kg, 土壤经过风干过筛(Φ=2 mm), 备用。 

1.2  培养基、供试农药及主要试剂 
1.2.1  培养基: 基础盐培养基(MM, g/L): NaCl 1.00, 
NH4NO3 1.00, K2HPO4 1.50, KH2PO4 0.50, MgSO4  
0.20, pH 自然; 富集培养基: 在基础盐培养基中加

入锐劲特浓度至 50 mg/L; LB 培养基(g/L): 酵母膏

5.00, NaCl 10.00, 蛋白胨 10.00, 固体培养基加入

2%的琼脂粉。培养基经 1×105 Pa、30 min 湿热灭菌。 

1.2.2  供试农药及试剂: 锐劲特原药(≥97%), 由

江苏省农药研究所馈赠。二氯甲烷(分析纯)、无水

硫酸钠、甲醇(色谱纯)购自 Sigma 公司。 

1.3  菌株的富集、筛选及纯化 
在 50 mL 富集培养基中加入 2 g 长期受锐劲特

污染的活性污泥, 于 30 °C、160 r/min 摇床振荡培养

7 d 后, 吸取 5 mL 转接到新鲜的富集培养基中, 连

续富集, 转接 5 次。富集培养液经测定有降解效果

后, 在含 50 mg/L 锐劲特的 MM 培养基固体平板上

梯度稀释涂布, 于 30 °C 培养箱培养, 待平板上出

现单菌落后, 挑取单菌落分别转接至含 50 mg/L 锐

劲特的 MM 培养基中, 验证菌株对锐劲特的降解

效果。 

1.4  菌株的生理生化鉴定 
生理生化鉴定方法参见文献[11]。 

1.5  菌株的 16S rRNA 基因序列的 PCR 扩增 
提取菌株 R-2 基因组 DNA 作为模板[12], 进行

16S rRNA 基因扩增。一对引物分别为正向引物

5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′[13], 反 向 引 物

5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′。扩增反应体

系 如 下 : 10×Taq 聚 合 酶 反 应 缓 冲 液 5 μL, dNTPs 

(20 mmol/L) 4 μL, 引物(25 μmol/L)各 2 μL, Mg2+ 

(25 mmol/L) 4 μL, 菌体 DNA (约 50 ng/μL) 1 μL, Taq 

DNA 聚合酶(5 U/μL) 0.5 μL, 加 ddH2O 至 50 μL。反

应条件: 95 °C 5 min; 94 °C 30 s, 52 °C 30 s, 72 °C 

1 min, 30 个循环; 72 °C 20 min; 10 °C 5 min。 

1.6  系统发育树的构建 
采用 PCR 回收试剂盒回收 16S rRNA 的基因片

段, 琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物的大小, T/A 克隆

后进行测序, 测序由上海英骏生物技术有限公司完

成。测序结果在 GenBank 核酸数据库中进行 BLAST
比对, 利用 ClustalX 1.8.1 进行分析, 通过 NJplot 软

件分析生成系统发育树。 
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1.7  锐劲特的提取 
1.7.1  溶液中锐劲特的提取 : 在待测溶液中加入

20 mL 二 氯 甲 烷 , 剧 烈 振 荡 5 min, 室 温 下 静 置

10 min, 使水相与有机相分层, 用移液管吸取下层

的二氯甲烷 5 mL, 过无水 Na2SO4 柱, 除去有机相中

少量的水分, 用旋转蒸发仪蒸发干, 色谱纯甲醇溶

解, 用孔径 0.45 μm 的有机相针头过滤器过滤后留

待液相检测。 

1.7.2  土壤中锐劲特的提取 : 取土样 10 g 加入

250 mL 三角瓶中, 加入 20 mL 丙酮和正己烷[14] (1:1, 

V/V), 置 30 °C 摇床 200 r/min 振荡 1 h, 静置过夜, 

抽滤, 滤渣用 20 mL 丙酮洗 3 次, 合并滤液, 经无水

Na2SO4 脱水后, 用旋转蒸发仪蒸发干, 色谱纯甲醇

溶解, 用孔径 0.45 μm 的有机相针头过滤器过滤后

留待液相检测。 

锐劲特含量的测定采用 HPLC 法 , 采用高效

液相色谱仪(Waters 600), 使用可变波长紫外检测

器 , 分离柱为 20 cm 长、内填有 C18 的反相柱。流

动相为甲醇, 流量为 1 mL/min, 可变波长紫外检测

器的工作波长为 215 nm, 进样量为 1 μL, 按峰面积

定量。 

1.8  降解特性研究 
1.8.1  菌株 R-2 对锐劲特降解曲线的绘制 : 在

250 mL 三角瓶中装入 100 mL 含有 50 mg/L 锐劲特

的 MM 液体培养基, 并按 5% (体积比)的接种量接入

菌株 R-2, 置于 30 °C、160 r/min 摇床振荡培养。以

1 d 为间隔取样测定菌株 R-2 对锐劲特的降解能力, 

绘制降解曲线。 
1.8.2  不同环境条件对菌株 R-2 降解锐劲特的影

响: 在 LB 液体培养基中接种菌株 R-2, 培养至对数

期(OD600 约为 1.0), 离心收集菌体, 用新鲜的 MM 培

养液洗涤 2 次后重悬, 作为降解试验的接种菌液。

除非特别说明, 降解试验中锐劲特浓度为 50 mg/L, 

接种量为 5%, 培养温度为 30 °C, 160 r/min 摇床振

荡培养, 定时取样, HPLC 检测, 每次试验重复 3 次。

研究温度对菌株 R-2 降解锐劲特的影响, 温度分别

设置为 10 °C、20 °C、30 °C、37 °C、45 °C; 研究

培养基初始 pH 值对菌株 R-2 降解锐劲特的影响, 初

始 pH 值分别设置为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、

10.0; 研究锐劲特起始浓度对菌株 R-2 降解锐劲特

的影响 , 将初始锐劲特浓度分别设置为 25、50、

100、200、400、800 mg/L; 研究金属离子对菌株

R-2 降解锐劲特的影响, 以氯化物的形式分别添加

0.1 mmol/L 的 下列 金属离 子 : Ni2+ (NiCl2)、 Co2+ 

(CoCl2)、Hg2+ (HgCl2)、Zn2+ (ZnCl2)、Mg2+ (MgCl2)、

Fe3+ (FeCl3)。 

1.8.3  土壤中锐劲特的降解: 称取 200 g 干土, 锐

劲特初始浓度为 100 µg/g, 试验土壤采用灭菌土

壤 与 非 灭 菌 土 壤 两 组 , 每 组 分 别 设 对 照 和 处 理

组 , 处理组为添加锐劲特和锐劲特降解菌株 R-2 

(107 CFU/mL), 对照组只添加锐劲特 , 用去离子水

调节各组土壤的含水量至 40%, 放置于 30 °C 培养

箱中保温保湿培养, 定期取样(10 g), 3 次重复, 土壤

中的锐劲特提取后用 HPLC 检测。 

2  结果与讨论 

2.1  降解菌株的分离与鉴定 
经过分离纯化, 获得了一株能以锐劲特为唯一

碳源生长的细菌(菌株 R-2), 该菌株为革兰氏阴性, 

在 LB 固体平板上 30 °C 培养 24 h 的菌落呈乳白

色、圆形、不透明、边缘整齐、表面隆起、湿润光

滑(图 1), 菌体形态为球状、无鞭毛(图 2)。菌株 R-2

的 V. P.试验、淀粉水解、明胶水解和苯丙氨酸脱氢

酶试验均呈阴性; 硝酸盐还原、吲哚试验、柠檬酸

利用试验均呈阳性。菌株 R-2 对 100 mg/L 的链霉素

具有抗性, 而对卡那霉素、四环素、壮观霉素和氯

霉素敏感。菌株 R-2 在 LB 培养基中生长的最适温

度为 30 °C, 最适 pH 值为 7.0。 

2.2  菌株 16S rRNA 基因序列的系统发育分析 
以 菌 株 R-2 的 总 DNA 为 模 板 ,  用 细 菌

16S rRNA 基因通用引物进行 PCR 扩增, 得到长度

约为 1.5 kb 的扩增产物, 测序后在 GenBank 上登录

(序列号为 EU725799)。16S rRNA 序列同源性分析

结果显示菌株 R-2 与 Paracoccus aminovorans 同源

性最高, 为 99% (图 3)。结合生理生化特征和系统发

育分析, 将菌株 R-2 鉴定为 Paracoccus sp.。 
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图 1  菌株 R-2 在 LB 平板上的菌落形态 
Fig. 1  The colony of strain R-2 on LB plate 

 

 

图 2  菌株 R-2 的电镜照片 
Fig. 2  The electronic photograph of strain R-2 

 

 

 

图 3  基于 16S rRNA 基因序列的菌株 R-2 的系统发育树 
Fig. 3  The phylogenetic tree of strain R-2 based on the sequences of 16S rRNA gene 
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2.3  菌株 R-2 对锐劲特的降解 
2.3.1  菌株 R-2 以锐劲特为唯一碳源的降解: 在以

锐劲特为唯一碳源的 MM 培养基中, 菌株 R-2 的生

物量随着时间的延长而逐渐增加, 与此同时, 锐劲

特的含量逐渐下降(图 4)。该实验表明菌株 R-2 能够

以锐劲特为唯一碳源进行生长, 在 3 d 时 85%左右

的锐劲特被降解。 
 

 

图 4  菌株 R-2 利用锐劲特为唯一碳源的降解曲线 
Fig. 4  Biodegradation of fipronil versus R-2 cell growth in 
mineral salts medium supplemented with 50 mg/L fipronil 
 

2.3.2  温度对菌株 R-2 降解锐劲特的影响: 从图 5

可以看出 , 温度对菌株 R-2 降解锐劲特的影响较

大, 在 30 °C 时降解效果最好, 而温度过低和过高

对降解均有一定的抑制作用, 这可能与菌株 R-2 的

生长情况以及菌体中降解锐劲特的降解酶的最适

温度有关。 
 

 

图 5  温度对菌株 R-2 降解锐劲特的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on the fipronil degradation by 
strain R-2 

2.3.3  培养基初始 pH 值对菌株 R-2 降解锐劲特的

影响: 从图 6 可知, 培养基初始 pH 值对菌株 R-2 降

解锐劲特的影响显著, 菌株在弱酸性或者中性条件

下降解效果较好, 当初始 pH 值为 6.0−7.0 时, 菌株

R-2 对锐劲特的降解率最高。当 pH 值低于 5.0 或者

高于 7.0 时, 菌株 R-2 对锐劲特的降解能力降低。由

此可以看出菌株 R-2 较适用于中性或弱酸性污染环

境的修复。 
 

 

图 6  初始 pH 对菌株 R-2 降解锐劲特的影响 
Fig. 6  Effect of initial pH value on the fipronil degradation 
by strain R-2 
 
2.3.4  锐劲特初始浓度对菌株 R-2 降解锐劲特的影

响: 由图 7 可知, 当锐劲特初始浓度为 25 mg/L 或者

50 mg/L 时, 菌株 R-2 对锐劲特的降解效果最好。当

锐劲特的浓度达到或超过 100 mg/L 时, 降解率显著

下降, 菌株 R-2 几乎不能降解浓度超过 400 mg/L 的

锐劲特, 这可能是由于过高的锐劲特浓度或中间代

谢产物的积累对 R-2 菌株产生毒害作用所致。 
 

 

图 7  锐劲特初始浓度对菌株 R-2 降解锐劲特的影响 
Fig. 7  Effect of fipronil initial concentration on the deg-
radation by strain R-2 
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图 8  金属离子对菌株 R-2 降解锐劲特的影响 
Fig. 8  Effect of metal ions on the degradation of fipronil 
by strain R-2 
 

2.3.5  金属离子对菌株 R-2 降解锐劲特的影响: 由

图 8 可知, 在 MM 培养基中加入 0.1 mmol/L Zn2+或

Fe3+对菌株 R-2 降解锐劲特有一定的促进作用。而

Ni2+、Co2+、Hg2+、Mg2+则对降解有显著的抑制作用, 

可能原因是这几种金属离子抑制了菌株 R-2 对锐劲

特降解酶的活性。 

2.3.6  菌株 R-2 对土壤中锐劲特的降解: 菌株 R-2

对不同土壤处理组(灭菌和未灭菌)中锐劲特的降解

效果如图 9 所示。10 d 后灭菌对照土壤中只有 2.3%

的锐劲特被降解, 这可能是由于锐劲特的水解或吸

附作用等引起的。在接种菌株 R-2 的灭菌土壤中, 

63.4%的锐劲特被降解。在未灭菌的对照土壤中 , 

7.2%的锐劲特被降解 , 高于经过灭菌处理的土壤 , 

说明在自然土壤中存在的一定量的土著微生物对锐

劲特有降解作用。接种降解菌株的未灭菌土壤中有

71.2%的锐劲特被降解。接种菌株 R-2 的土壤中的锐

劲特的降解率明显要高于未接种对照组, 说明菌株

R-2 在土壤中可以发挥降解作用, 具有一定的修复

土壤中锐劲特污染的潜力。 

3  结论 

(1) 从江苏某农药厂活性污泥中分离得到一株

锐劲特降解菌株 R-2, 根据表型特征、生理生化特性

和 16S rRNA 基因序列分析, 将其鉴定为副球菌属

(Paracoccus sp.)。 

 

图 9  菌株 R-2 对土壤中锐劲特的降解 
Fig. 9  Degradation of fipronil by strain R-2 in sterile and 
non-sterile soils 
 

(2) 菌株 R-2 降解锐劲特的最适温度为 30 °C、

最适 pH 值为 6.0−7.0。菌株 R-2 对较低浓度的锐劲

特有很好的降解效果 , 过高的起始浓度抑制菌株

R-2 对锐劲特的降解; 添加 0.1 mmol/L 的金属离子

Zn2+ (ZnCl2)或 Fe3+ (FeCl3)对降解有促进作用。土壤

试 验 表 明 , 菌 株 R-2 可 以 在 10 d 内 降 解

63.4%−71.2%的 100 µg/g 的锐劲特。 
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