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茶叶上拟除虫菊醋类农药降解菌的分离及其特性

王兆守，林 淦，尤民生’，李秀仙，梁小虾
(福建农林大学应用生态研究所、食品生物安全研究中心，福建福州 350002)

摘要:生物修复对降解污染基质中的农药是一种对环境有益的方法。目标是要寻找能够降解在茶叶生产中使用的拟除虫菊醋类
农药的降解菌。最终在福州某茶园经农药处理过的茶叶中分离降解菌。首先在富集培养基中筛选，接着在以农药为唯一碳源的

基础培养基中连续筛选。结果发现，其中一株标号为clf6的菌株生长的特别良好，经AMS-VITEK120全自动微生物分析系统

鉴定，为假单胞菌属的一个未知种。采用HP689。气相色谱仪测定菌株对拟除虫菊醋类农药联苯菊醋、甲氰菊醋和氯氰菊酷的

降解率。在pH7.。的基础培养基发酵液中，以各加100mg " L-’这3种农药为唯一碳源,30℃振荡培养，接种。1f6后3d，这3种

农药的降解率分别为55.64 0 o .44.56%和52.1900。采用光密度测定的菌株生长值和农药降解率的关系曲线表明，在基础培养

基中，农药降解和菌株生长成正相关，说明菌株能以拟除虫菊醋类农药为唯一碳源和能源进行生长。采用同样的方法测定表明，

菌株。1f6对有机磷农药也有一定的降解力，3d对甲胺磷和毒死蝉的降解率分别为27. 67%和12-35%。因此，假单胞菌。1f6是

一株较广谱的农药降解菌，有望用于生物修复过程，以减少茶叶栽培过程中的产品和环境污染。
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Isolation and character of synthetic pyrethroid insecticides一degrading bacteria

from tea leaves

WANG Zhao-Shou，LIN Gan，YOU Min-Sheng‘，LI Xiu-Xian，LIANG Xiao-Xia   (Institute of Applied Ecology

and Research Centre for Food- and Bio-Safety, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou, Fujian 350002, China). Acta Ecologica

Sinica , 2005 , 25 (7) :1824̂  1827.

Abstract: Bioremediation is an environmentally-benign method for degrading insecticides from contaminated substrates. Our

goal was to find bacteria that could degrade the pyrethroids that are used in production of tea. To this end，we isolated bacteria

from pesticide-treated tea leaves from the tea garden in Fuzhou，Fujian Province，China. Initial screening was on enrichment

media，with subsequent sequential isolation on minimal media containing the pesticides as sole C source. One strain which grew

particularly well (designated clf6) was Pseudomonas sp.，identified with a AMS-VITEK120 whole-auto-microbial analysis

system. We then used gas chromatography (HP 6890) to measure the rates of disappearance of the pyrethroids bifenthrin,

fenpropathrin and cypermethrin from pH 7，liquid cultures maintained aerobically at 30"C.Other than 100mg·L一' of each of

the pesticides，the media were carbon-free. Three days after inoculation with clf6 the concentrations of the three chemicals had

decreased by 55.64 %，44. 56 0 o and 52. 19% respectively. Growth measured as optical density showed a positive correlation to

the amount of pesticide removed，suggesting the bacteria used these pyrethroids as carbon and energy sources. Using the same

methods，we showed that clf6 could also degrade the organophosphorus pesticides methamidophos and chlorpyrifos，27. 67 and

12. 35% being degraded respectively, after 3 days. Since Pseudomonas sp. clf6 can degrade a broad spectrum of pesticides，it

should be able to use it in a bioremediation process to minimize contamination of the product and the environment during tea

cultivation.
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    农药残留是当前茶叶出口和内销中遇到的最为敏感的、最大的卫生质量问题。拟除虫菊醋是茶叶生产上广泛使用的一类农

药，对哺乳动物有中等毒性，对鱼类等水生生物高毒。它们的广泛应用对生态环境产生一定的影响，引起人的急慢性中毒事件也

时有发生，其残留日益引起人们的重视。所以，最新欧盟茶叶中农药最大残留限量(MRL)以拟除虫菊醋类农药残留限量变动

最大，如从2000年7月1日起，氰戊菊醋MRL由原先10mg " kg-‘现改为0. lmg " kg-'，降低了100倍，联苯菊酷从5mg

kg-’改为0. 2mg " kg-'，降低了25倍。甲氰菊醋现改为。. 02mg " kg-',氯氰菊醋、氟氯氰菊醋、氟氰戊菊醋的现行MRL都改为

0. lmg " kg-'。因此，我国茶叶出口农药残留超标面临着严峻的形势〔1-21

    如何降低茶叶中的农药残留，国内外已进行了多方面的研究，并取得了一定的效果。但研究多限于合理使用农药，改进农艺

措施、调整茶业结构等预防性措施方面。而对于如何降低茶园环境中已有的农药残留，研究还不够深人，不能较好地解决问题。

而用微生物的方法进行环境有机污染物的治理，已成为当前环境科学研究的热点〔3--7]，但从喷药诱发的茶叶中分离降解菌及利

用微生物降解茶叶中拟除虫菊酷类农药残留的研究尚未见报道。随着无公害、绿色、有机食品倍受青睐，这方面的研究可为绿色

食品生产提供一条新的途径。

    所以，本文选用茶园中广泛应用的联苯菊醋、甲氰菊醋和氯氰菊醋等3种菊醋类农药，通过在茶园喷药诱发降解菌、采集茶

叶进行农药降解菌的分离、筛选、鉴定及降解效能的测定，获取适合于茶园特殊生态环境的有较高降解活力的菌株，为进一步研

究和生产应用提供素材。

1 材料与方法

L1 实验材料

    (1)茶样来源 从福州某茶园经定期喷药的茶园小区中采集得到。

    (2)培养基 富集培养基、基础培养、普通培养基，配方见参见文献[81

    (3)供试药剂 2.5%天王星(有效成分联苯菊醋)乳油:苏州富美实植物保护剂有限公司。20%灭扫利(有效成分甲氰菊醋)

乳油:浙江威尔达化工有限公司。1000氯氰菊酷乳油:红太阳集团有限公司。甲氰菊醋，联苯菊醋，氯氰菊醋标样:北京康林科技

有限公司。

1.Z 实验方法

1.2.1 菌株分离
    (1)茶园喷药诱发降解菌 在福州某茶园中取毛蟹、肉桂、黄旦、铁观音、福云六号茶树品种各2个小区，每小区1 X 2m'，每

5d喷灭扫利、天王星、抓氛菊酷各50mg·L-’的混合药液1次，共喷药6次，用木牌做好标记。最后一次喷药后5d，从喷药小区

中采集茶叶到室内进行降解菌的筛选口

    (2)茶样中菌株的分离 取每个喷药茶园小区茶叶各log，在无菌操作条件下，分别加人对应的含looml无菌液体富集培

养基的250m(三角瓶中(每瓶含联苯菊醋、甲氰菊醋、氯氰菊醋各50mg " L-')，在30℃下180r " min-’摇床培养7d，然后按

10%的接种量将其转接到下一批富集培养基中(含上述3种菊酷农药各100mg·L-1)，继续培养7d，再转接到含上述3种菊醋

各为200mg " L-’的富集培养基中培养7d。接着转接人基础培养基中(每瓶含上述3种菊醋浓度各为200mg " L-1，下同)，继续

培养7d，在加农药的基础培养基中再转接2次，最后，各取0. lml发酵液分别转接到对应序号的普通培养基平板上，涂布平板。

置于30'C恒温培养箱中培养48h，然后选取不同形态特征的菌株分别进行分离纯化3次，再用气相色谱仪测定各纯化菌株的降

解效能，根据降解效能的高低筛选出降解菌株[C0. 07

1.2.2 降解效能测定 取纯化后的单个菌株，以初始接种量D(41snm) =0. 2接种到以上述3种菊醋(浓度各为100mg " L-1)为

唯一碳源的基础培养基中，设不接菌为对照，每处理重复3次，在摇床上30'C ,180r " min-‘培养3d。吸取2m]培养液，用石油醚

萃取3次，每次用量分别为4,4,3m1。接着加人无水硫酸钠脱水，并定容至10m1，再用气相色谱仪检测。测试条件如下:气相色

谱仪型号HP6890，色谱柱型号为HP-5 (25m X 0. 32mm X 1. 05t Lm film thickness)，弱极性，柱温采用程序升温:柱温起始温度

170'C, 30̀C " min-’升至260̀C，保持l0min，检测器(FID) 300'C，进样口温度270"C，不分流，载气为He气(99.99900),流量

25ml " min-1,氢气的流量为30m1 " min-1，空气的流量为400ml " min-1，进样量均为11.11[10.11] o

1.2.3 降解率计算

降解率(%)=
对照样品残留量 一处理样品残留量

对照样品残留量
X 10000[127

1.2.4 菌株鉴定 选取降解力强的菌株进一步测其降解力稳定性，取稳定性好的菌株用美国生物梅里埃公司生产的AMS-

VITEK120全自动微生物分析系统进行鉴定。
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1.2.5 菌株生长和拟除虫菊醋农药降解率关系曲线的测定 将细菌等量接种到各瓶基础培养基发酵液中(含上述3种菊酷各

100mg " L-')，在30"C和180 r " min-‘条件下培养。然后，分别在12,24,36,48,60,72,84,96,108h后取出(每处理3个重复)，

置4℃冰箱中保存，到时一并取样进行气相色谱分析，取样过的发酵液离心取菌体并适当稀释测D(415nm)值，制作农药降解率曲

线和菌体生长曲线。

1.2.6 菌株对其它农药的降解力 分别将菌株接种到含有机磷农药乐果、敌敌畏、甲胺磷、毒死蟀各100mg " L-‘的4个处理

的基础培养基中(每个处理3个重复),30"C， 180r " min-‘培养3d,测定菌株对有机磷的降解力。提取及检测方法参照文献〔13],

2 结果与分析

2.1 菌株降解效能测定

    选取形态特征不同的65株细菌对3种菊醋进行降解效能的测定，结果表明，有的菌株没有降解力，有的只对其中1种或2

种农药有降解力，现筛选到对3种拟除虫菊醋同时有降解力的菌株9株。再经过两次复筛，只有clf6仍然对3种菊酷保持较稳

定的降解力，它对联苯菊酷、甲氰菊醋和氯氰菊醋的降解率分别为55.64 % , 44.56%和52.19%，而其它菌株的降解力都不同

程度地衰退了(表1)，所以选定clf6作为进一步试验菌株。

    表1 第2次复筛菌株对农药降解率 (%)

Removal rates of pesticides by the second screened strains(%)

菌株Strain

联苯菊醋Bifenthrin

甲氛菊醋Fenpropathrin

抓氛菊醋Cypermethrin

Table 1

    clf6

    55. 64

  44. 56

    52. 19

  clf4

15. 23

27. 69

35. 73

  c2f4

36.25

28.47

0

  c4f5

42. 16

31. 53

37. 72

  clf9

16. 29

41. 94

44.55

  c6f3

44.95

33. 67

22. 76

  c5fl

33.74

0

20. 65

  clfl

43. 25

32. 16

43.21

clf3

26.07

0

16.48

2.2 菌株鉴定

    采用AMS-VITEK120全自动微生物分析系统对。1f6进行各项指标测试，鉴定clf6为假单胞菌属的一个未知种

(Pseudomonas sp.)。

2.3 菌株生长和农药降解率的关系曲线测定

    菌株生长和农药降解率的关系曲线(图1)表明，在只加农药为唯一碳源的基础培养基中，菌株生长的对数期在12-48h之

间，稳定期在48̂-72h，在菌株生长期和对期内农药降解率增长迅速，和菌株生长近乎成正相关，随着菌株生长进入衰亡期(72h

以后)，农药降解率增长趋势也趋向减缓;同时，经只加农药为唯一碳源的基础培养基平板划线培养，菌株在平板上生长良好，这

些特性是菌株降解农药的典型特征。

2.4 对其它农药降解力的测定

由以上实验结果可知，clf6确实能够降解农药，并能以农药为唯一碳源进行生长。

， 菌体Strain
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    对有机磷农药降解力测定的结果表明，clf6对甲胺磷的降

解率为27. 67 0 o，对毒死蟀的降解率为12.3500，但对敌敌畏和

乐果无降解力。

3 讨论

    拟除虫菊醋是茶园中常用的农药，也是茶叶中残留超标的

主要农药类型之一，所以，进行茶叶上拟除虫菊酷类农药降解菌

的研究对解决茶叶安全生产问题具有重要的意义。农药降解菌

株的筛选常见的采样方法是从农药厂排污口等受污染的区域采

集土样。但环境条件对微生物种群结构具有重要的影响，从不同

的生态环境中分离出的微生物是有差异的，具有其特定的应用

范围。茶园是一种独特的生态环境，茶叶内含有茶多酚等具有抑

菌作用的成份，要在茶园中使用降解菌，需要有特定的能够在茶

0   12   24 36   48   60   72   84

  时间Time伍)

图1 菌株clf6生长D(415nm)和农药降解率(肠)的关系

Fig. 1  Relationships between the growth D(41s,m) of strain clf6 and

the removal rate( %) of pesticides

园环境中存活的降解菌。所以本文针对能够应用于茶园特殊生态环境的要求，通过从喷药诱发的茶园采集茶样进行降解菌的筛

选。以往的研究多用单一农药为底物进行降解菌筛选，所获得的菌株降解谱也较窄。本研究以多种农药为底物筛选同时对多种

农药有降解力的菌株，从茶叶中筛选到具有较广降解谱的假单胞菌。1f6，所以，该菌株更符合茶叶生产实际，在茶叶农药残留超

标降解和绿色食品开发上，具有良好的应用前景。但茶叶收获时效性很强，常言道“早采三天是个宝，迟采三天是根草”。降解菌

喷在茶叶上降解农药残留，农药需在一定的时间才能降解，间隔期长了，茶叶品质受影响，或不能采摘。降解菌。1f6如何在田间

条件下应用，发挥出效果，有待于进一步深人研究。
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