
甲基对硫磷，化学名称为 O，O-二甲基-O-（4-硝
基苯基）硫代磷酸酯，属高毒有机磷农药，因其半衰期

长、毒性大而广受关注，在环境和粮食中均有检出[1-3]。
甲基对硫磷对哺乳动物的危害主要为神经性毒剂，通

过抑制乙酰胆碱酯酶活性导致乙酰胆碱积累，从而引

起神经功能紊乱，严重时可致死，对生态环境与人体

健康具有较大威胁[4]。
环境中有机污染物的传统处理方法主要包括化

学法或焚烧、掩埋等，这些方法的副作用较大，容易造

摘 要：利用实验室已获取的菌株 YC-YH1对甲基对硫磷进行降解，以高效液相色谱结合质谱分析（HPLC-MS）测定菌株 YC-YH1
对甲基对硫磷的降解速率并检测其代谢产物，通过基因克隆研究菌株 YC-YH1对甲基对硫磷降解的分子机制，同时分析代谢产物
对菌株 YC-YH1生长的影响。结果表明，菌株 YC-YH1为施氏假单胞菌（Pseudomonas stutzeri），能够高效降解甲基对硫磷，其同时
含有甲基对硫磷水解酶基因 mpd和有机磷水解酶基因 ophC2。经质谱分析确定，菌株 YC-YH1将甲基对硫磷水解为对硝基苯酚和
二甲基硫代硫酸酯，其中对硝基苯酚显著抑制 YC-YH1的生长。综上，施氏假单胞菌 YC-YH1能够高效地降解甲基对硫磷，但对硝
基苯酚作为其代谢产物对 YC-YH1的生长存在显著抑制作用。
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Abstract：A newly isolated bacterial strain YC-YH1, which could degrade methyl -parathion efficiently, was identified according to 16S
rRNA gene analysis in combination with physiological, biochemical and Biolog tests. The present study was focused on its capability of de原
grading methyl parathion. The metabolites of methyl parathion were identified by HPLC-MS. Changes of methyl parathion and its metabolite
concentrations in the inorganic medium were determined by HPLC. The primers of genes involved in the methyl parathion degradation were
designed and the target fragments were obtained by gene cloning. The influence of degradation intermediates on the growth of the strain YC-
YH1 was examined using filter paper and plate methods. The colonic and microscopic morphologies of the strain YC-YH1 was determined.
The 16S rRNA gene sequence showed that YC-YH1 had 98% similarity to Pseudomonas stutzeri. Pseudomonas stutzeri YC-YH1 showed
high degradation efficiency for parathion-methyl. p-nitrophenol and dimethyl phosphorothioate were identified as the intermediates. p-ni原
trophenol concentrations increased along with decrease of methyl parathion concentrations in the inorganic medium. However, p-nitrophenol
significantly inhibited the growth of the strain YC-YH1 in the inorganic medium. Methyl parathion hydrolase gene mpd and organophospho原
rus pesticides hydrolase gene ophC2 were both cloned from the strain YC-YH1. These results suggest that the strain YC-YH1 could effi原
ciently degrade methyl parathion, but the degradation intermediate p-nitrophenol could significantly inhibit the growth of the strain YC-
YH1.
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成第二次污染，因此有机磷农药污染在环境中最有效

的清除主要是以生物降解为主[5]。生物降解具有降解
彻底、无二次污染、速效性和广谱性等优点。细菌等原

核生物代谢农药通常是同化吸收，将其作为基本的营

养物质和能源，因此微生物在环境污染物的降解过程

中占据着主导地位[6]。
对于农药的微生物降解，已经分离获得大量的降

解菌株，可降解污染物包括杀虫剂、杀菌剂和除草剂

等，微生物类型主要为细菌与真菌[7-9]。本研究以实验
室保藏的有机磷农药降解菌株 YC-YH1 为研究对
象，对菌株进行鉴定，测定其对甲基对硫磷的降解效

率并克隆降解相关基因。同时，建立基于 HPLC对甲
基对硫磷代谢产物对硝基苯酚的检测方法并检测降

解产物对 YC-YH1生长的影响。
1 材料与方法

1.1 药品、仪器和培养基
本研究所用的甲基对硫磷（纯度 97.2%）与对硝

基苯酚（纯度 99.1%）均购自国药集团。甲醇和乙腈为
色谱纯级（美国，Fisher公司），其余药品为分析纯级，
均购自国药集团。

所用仪器有 Agilent 1200 高效液相色谱仪（美
国，Agilent公司），Biolog 微生物鉴定系统（美国，Bi原
olog公司），Bio-Rad C1000 PCR仪（美国，Bio-Rad公
司），BX63显微镜（日本，Olympus公司），S-3000N扫
描电镜（日本，Hitachi 公司），ScanSpeed 1580R 冷冻
高速离心机（丹麦，Labogene 公司），Agilent 1260
HPLC- Agilent 6420 三重四极杆液质联用仪（美国，
Agilent公司），Supcre G6R全自动菌落分析仪（中国，
迅数）。

普通培养基（LB）[10]：胰蛋白胨 10 g，酵母粉 5 g，
NaCl 10 g，去离子水 1 L，pH=7.2依0.2。
无机盐离子培养基（MSM）[11]：NH4NO3 1.0 g，NaCl

0.5 g，（NH4）2SO4 0.5 g，KH2PO4 0.5 g，K2HPO4 1.5 g，去
离子水 1 L，pH=7.2依0.2。
上述培养基中加入 1.5%的琼脂粉即得到对应

的固体培养基，所有培养基均在 121 益灭菌 30 min
备用。

1.2 菌株来源
菌株为中国农业科学院研究生院生物学教研室

分离保藏的有机磷农药降解菌 YC-YH1，菌株分离自
常年生产有机磷农药的邢台农药厂排污口活性污泥。

菌种保藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心，保藏

号为 CGMCC No. 9624。
1.3 菌株的鉴定
将 YC-YH1菌株在 LB固体平板上划线，30 益条

件下培养过夜，观察平板上生长的菌落形态。挑取单

菌落放到载玻片上，固定后进行革兰氏染色，显微镜

观察菌株的菌体形态。对菌落进行制片，进行电镜扫

描观察。

YC-YH1菌株的生理生化特性鉴定使用博检革
兰氏阴性细菌鉴定系统进行（青岛海博生物技术有限

公司）[12]，同时使用 Biolog微生物鉴定系统和 Gen芋
微孔板测试菌株 YC-YH1利用不同化合物的能力[13]。
该微孔板上含有 94个不同的表型测试，可将该微生
物鉴定到种的水平上。

采用 16S rRNA 基因序列分析对菌株 YC-YH1
进行鉴定，主要步骤：淤细菌基因组 DNA 提取
（Takara，细菌基因组小提试剂盒）。于以获得的基因
组为模板进行 16S rRNA序列 PCR扩增（引物序列见
表 1）。PCR 反应条件为：a.95 益 5 min；b.95 益 0.5
min；c.50 益 0.5 min；d.72 益 1.5 min（重复 b~d循环 34
次）；e.72 益 10 min。盂PCR产物纯化并进行测序（上
海生工生物工程股份有限公司）。测序结果进行

BLAST 比对分析（http：//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi）。

1.4 菌株 YC-YH1对甲基对硫磷的降解效率
将菌株 YC-YH1在 LB液体培养基中培养至对

数期，取 1 mL菌液，6000 r·min-1离心 2 min收集菌
体，用新鲜的 MSM培养基冲洗并悬浮至 OD600nm=1.0。
按 1%接种量接入 10 mL含有 100 mg·L-1甲基对硫磷
的MSM无机盐培养基中作为处理组，以相同条件下
不接菌的含甲基对硫磷的 MSM培养基作为对照组，
在 180 r·min-1、30 益的摇床中培养。每 12 h取样一
次，检测培养液中甲基对硫磷浓度。

表 1 基因名称及引物序列
Table 1 Gene names and primers

基因 引物序列

16S 16SF：AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16SR：GGTTACCTTGTTACGACTT

mpd mpdF：ATGCCCCTGAAGAACCGCT
mpdR：TCACTTGGGGTTGACGAC

ophC2 ophC2F：ATGCGTCTTTTCTCGCTGAGC
ophC2R：TCAGCGGTCGCTACGGAT

opdA opdAF：ATGCAAACGAGAAGAG
opdAR：TCATCGTTCGGTATCT
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表 2 菌株 YC-YH1的生理生化特征
Table 2 Physiological and biochemical characteristics of

strain YC-YH1
类型 结果 类型 结果

氧化酶 + 柠檬酸 +
精氨酸 - 脲酶 -
赖氨酸 - 明胶 -
鸟氨酸 - 甘露醇 -
吲哚 - 苦杏仁苷 -
乳糖 - 硫化氢 -
蔗糖 - VP +
葡萄糖 + 山梨醇 -
肌醇 - 蜜二糖 -
鼠李糖 - 阿拉伯糖 -

以正己烷作为萃取剂提取培养液中的甲基对硫

磷，预实验表明该方法的回收率为 98.7%耀101.2%，证
实该方法可行。向培养液中加入等体积的正己烷，颠

倒混匀 5 min，超声波振荡 10 min，4 益条件下静置 1
h。取上层有机相，经无水硫酸钠脱水后真空冷冻抽
干，重溶于等体积甲醇中，经孔径为 0.22 滋m 的滤
膜过滤，用 Agilent 1200高效液相色谱仪进行检测。
色谱柱为 Zorbax Eclipse Plus C18（4.6 mm伊150 mm伊5
滋m），流动相为甲醇颐乙腈=80颐20，流速为 1 mL·min-1，
柱温 30 益，进样量 2 滋L，检测波长 288 nm，同时以甲
基对硫磷标准品建立标准曲线（R2=0.993 1）。利用
SPSS 15.0软件分析实验数据，并绘制相关标准曲线
和降解曲线。

1.5 甲基对硫磷降解相关基因检测
根据已有报道 [14-16]，分别对有机磷水解酶基因

mpd、ophC2和 opdA 设计引物以进行 PCR扩增，引物
序列见表 1。PCR反应条件为：a.95 益 5 min；b.95 益
0.5 min；c.（mpd 为 53 益，ophC2为 55 益，opdA 为 60
益）0.5 min；d.72 益 1 min（重复 b~d循环 34次）；e.72
益 10 min。将获得的 PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳
检测，产物纯化后连接载体转化入大肠杆菌 DH5琢，
挑选阳性克隆子进行测序，进行 BLAST比对分析并将
序列递交至 GenBank（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）。
1.6 基于HPLC-MS的甲基对硫磷及其代谢产物检测
取在含 100 mg·L-1甲基对硫磷的 MSM培养基中

培养 48 h的培养液 20 mL，10 000 r·min-1离心 5 min，
收集上清液并用 0.22 滋m滤膜过滤。利用 HPLC检测
样品中的对硝基苯酚，流动相为甲醇颐乙腈颐水=48颐42颐
10，流速为 1 mL·min-1，柱温 30 益，进样量 2 滋L，检测
波长 320 nm。同时以对硝基苯酚标准品建立标准曲
线（R2=0.987 2）。

利用 HPLC-MS检测菌株 YC-YH1降解甲基对
硫磷的代谢产物，电喷雾电离（ESI源），负离子模式
扫描。流动相 100%甲醇，流速 0.2 mL·min-1，1 滋L样
品直接注射至质谱中。质谱检测条件：毛细管电压和

碎裂电压分别为 3500 V和 150 V，源温度和去溶剂化
温度分别为 150 益和 350 益。扫描离子范围 50~200
Da。用 Agilent MassHunter软件收集并分析数据。
1.7 甲基对硫磷代谢产物对菌株 YC-YH1生长的影响
通过底物抑菌实验分析甲基对硫磷代谢产物对

YC-YH1生长的影响。分别制备普通 LB固体平板、
含甲基对硫磷（100 mg·L-1）的 LB固体平板和含对硝
基苯酚（100 mg·L-1）的 LB固体平板。用无菌的直径

为 0.8 cm的滤纸片蘸取在 LB培养基中培养至对数
期的 YC-YH1菌液，将滤纸片置于制备的固体 LB
平板中央。在 30 益、避光条件下培养，定时观察并用
迅数 Supcre G6R全自动菌落分析仪拍照记录。
2 结果与讨论

2.1 菌株 YC-YH1的鉴定
经革兰氏染色、显微镜观察和电镜扫描观察，菌

株 YC-YH1的特征如图 1所示：菌株为革兰氏阴性
菌，菌落为淡黄色，干燥，扁平，边缘不整，不透明，表

面粗糙，有褶皱；电镜扫描观察发现菌体为杆状，菌体

细长，顶部生有单根鞭毛，长度为 3~4 滋m。

根据博检革兰氏阴性细菌鉴定系统说明书中提

供的方法对培养结果进行判读，得到菌株对各种生化

反应的结果，如表 2所示。
Biolog分析菌株 YC-YH1的代谢指纹并与数据

库进行比对。鉴定结果表明，菌株 YC-YH1最具可
能性为 Pseudomonas stutzeri，其 PROB 值为 0.827、
SIM值为 0.540、DIST值为 5.029，说明鉴定结果较为
可信[13]。

图 1 菌株 YC-YH1的菌落（A）及电镜扫描（B）观察
Figure 1 Colonic morphology（A）and SEM image（B）of

strain YC-YH1

（A） （B）

1.0 cm 1 滋m
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图 4 甲基对硫磷降解相关基因检测
Figure 4 Detection of methyl parathion degrading genes
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M：DNA Maker，1：mpd，2：opdA，3：ophC2

将菌株的 16S rRNA 基因序列提交到 GenBank
数据库，登录号为 KJ786450。经 BLAST比对，构建系
统发育树（图 2），表明该菌株的 16S rRNA基因序列
与菌株 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588的相似度高
达 98%。结合上述结果，将菌株 YC-YH1鉴定为施氏
假单胞菌（Pseudomonas stutzeri）[12]。
2.2 菌株 YC-YH1对甲基对硫磷的降解效率

菌株 YC-YH1在 72 h内对甲基对硫磷的降解情
况如图 3所示。结果表明：100 mg·L-1甲基对硫磷在
60 h内被彻底降解，降解率为 100%，而对照组中甲基
对硫磷的浓度为 99.3 mg·L-1。同时，菌株 YC-YH1接
种到含甲基对硫磷的无机盐培养基中后，因与原 LB
生长环境差别较大，菌体内需要产生许多适应新环境

的变化，如降解基因的表达和降解酶合成等，故在 0~
12 h之间存在一个短暂的适应期，在 12 h以后进入
快速降解阶段。可见，菌株 YC-YH1能够高效的降解
甲基对硫磷，其对甲基对硫磷的降解效率高于 Bacil原
lus cereus HY-1[17]和 Candidablankii JMUPMD-1[8]。
2.3 甲基对硫磷降解相关基因的检测
以菌株 YC-YH1的基因组为模板，以设计的引

物分别进行 PCR扩增并经电泳检测产物（图 4），其中
mpd与 ophC2基因检测结果为阳性。对获得的 PCR
产物进行回收、克隆并测序，测序结果进行 BLAST比
对分析。mpd基因与 Pseudomonas sp. WBC-3的 mpd
基因相似性为 100%，ophC2基因与 Stenotrophomonas
sp. SMSP-1的 ophC2基因相似性为 99%。将获得的
mpd与 ophC2基因序列递交至 GenBank，登录号分别
为 KP207597和 KP207598。这两种基因分别报道自
Pseudomonas sp. WBC-3 [18]和 Pseudomonas pseudoal原
caligenes [19]，在这两种菌中均只含有一种降解酶。本研
究首次报道了在一个菌株内同时存在这两种有机磷

水解酶的情况。

根据已有报道 [20 -21]，mpd 和 ophC2 分别编码甲
基对硫磷水解酶 MPH 和有机磷水解酶 OPHC2，它
们都能作用于有机磷农药的 P-O酯键，进行水解作
用。MPH和 OPHC2能够将甲基对硫磷水解为二甲
基硫代硫酸酯和对硝基苯酚。因此，可以初步判断，

菌株 YC-YH1通过对硝基苯酚途径对甲基对硫磷进
行水解。

图 2 菌株 YC-YH1与相关种属菌株的系统发育树
Figure 2 Phylogenetic tree of strain YC-YH1 and other bacteria within a genera

图 3 菌株 YC-YH1对甲基对硫磷的降解曲线
Figure 3 Degradation curve of methyl parathion by strain YC-YH1
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2.4 基于 HPLC-MS的甲基对硫磷代谢产物检测
根据甲基对硫磷降解相关基因检测的结果，初步

判断菌株 YC-YH1 降解甲基对硫磷生成对硝基苯
酚。因此，利用 HPLC-MS对甲基对硫磷及其代谢产
物进行检测，在负离子模式下质谱分析检出质荷比分

别为 m/z=138.100 0[M-H]-、m/z=141.300 0[M-H]-的两
种不同物质，其中前者与对硝基苯酚的分子量相吻合

（图 5A），后者推测为甲基对硫磷降解另一产物二甲
基硫代硫酸酯；以对硝基苯酚标准品进行质谱负离子

模式扫描分析，在 m/z=138.1000[M-H]-处出现目标峰
（图 5B），据此可判断 YC-YH1中的甲基对硫磷水解
酶 MPH和有机磷水解酶 OPH将溶液中的甲基对硫
磷水解为对硝基苯酚和二甲基硫代硫酸酯。通过

HPLC-MS对代谢中间产物进行了分析，得出菌株
YC-YH1是通过对硝基苯酚途径降解甲基对硫磷，与
已报道的 Pseudomonas aeruginosa HS-D38 [22]和 Kleb原
siella sp. MP-6[23]的代谢方式均一致。
本研究使用 HPLC法对甲基对硫磷及对硝基苯

酚浓度进行检测，结果如图 6所示。图 6A和图 6B分
别为甲基对硫磷与对硝基苯酚标准品的 HPLC检测
结果，甲基对硫磷的保留时间为 4.21 min，对硝基苯
酚的保留时间 1.59 min；图 6C和图 6D为接入菌株

YC-YH1后未进行培养时甲基对硫磷和对硝基苯酚
的色谱峰，可以看出此时培养液中无对硝基苯酚的存

在；接菌培养 72 h 后，甲基对硫磷色谱峰消失（图
6E），而此时检测到对硝基苯酚的浓度为 43.7 mg·L-1

（图 6F）。因此，菌株 YC-YH1可高效降解甲基对硫
磷，在 72 h内将 100 mg·L-1甲基对硫磷彻底降解，并
生成对硝基苯酚。

2.5 甲基对硫磷的水解产物对菌株 YC-YH1生长的
影响

在污染物的生物降解过程中，代谢中间产物的积

累会反馈抑制上游反应酶的活性，甚至抑制菌株的生

长[24]。某些代谢中间产物还可破坏环境微生物的多样
性，影响环境微生态，如毒死蜱降解后的产物三氯吡

啶酚已被证实能够显著减少环境微生物多样性，同时

导致毒死蜱的降解受抑制[25-26]。本研究检测了甲基对
硫磷降解中间代谢产物对菌株 YC-YH1 生长的影
响，结果如图 7所示。图 7A表明菌株 YC-YH1在含
甲基对硫磷的固体 LB平板上生长 72 h后，在滤纸片
周围出现了黄色水解圈，但菌株基本没有生长，可以

判断 YC-YH1的代谢中间产物对菌株的生长产生了
显著的抑制作用，提取黄色水解圈中的物质并进行

HPLC-MS分析，结果表明其主要成分为对硝基苯酚；

图 5 菌株 YC-YH1降解甲基对硫磷后代谢产物质谱（A）和对硝基苯酚标准品质谱（B）
Figure 5 Mass spectral analysis of metabolic intermediates of methyl parathion by strain YC-YH1（A）and p-nitrophenol standard（B）
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（E）methyl parathion in culture at 72 h；（F）p-nitropehnol in culture at 72 h

图 7B表明菌株 YC-YH1在含对硝基苯酚的固体LB
平板上生长 72 h后，平板中对硝基苯酚的颜色（黄
色）并无任何变化，且菌株的生长同样也受到显著抑

制；图 7C可以看出菌株 YC-YH1在不含甲基对硫磷
和对硝基苯酚的固体 LB平板上培养 72 h时，生长良
好。综上所述，菌株 YC-YH1降解甲基对硫磷产生对
硝基苯酚，而对硝基苯酚的积累会对菌株 YC-YH1
的生长产生显著的抑制作用。

污染物的降解，在很大程度上减小了污染物对环

境及人体健康的危害。但不彻底降解所产生的代谢中

间产物，不仅在毒性上与母体分子产生较大差异，同时

理化性质及结构等均不同于母体分子。总的来说，大多

数代谢中间产物的毒性通常较母体分子毒性低，如三

氯吡啶酚作为毒死蜱的代谢中间产物毒性被降低[27]，这
也导致了对于代谢中间产物危害的认识不足；同时，许

多水溶性差的母体分子经过降解后得到的中间产物往

图 6 甲基对硫磷与对硝基苯酚 HPLC检测
Figire 6 HPLC analyses of methyl parathion and p-nitrophenol
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往具有良好的水溶性，如三氯吡啶酚和对硝基苯酚，这

使得污染物的代谢中间产物在环境中具有更好的流动

性[28]，也更容易进入地下水环境中，因而导致了更大的
潜在威胁；而且，部分代谢中间产物的积累可导致母体

分子降解受到抑制，一方面是代谢中间产物抑制了菌

株的生长从而导致降解过程的减缓，另一方面是代谢

中间产物的积累抑制降解途径上游酶的活性。

3 结论

研究获得了甲基对硫磷水解酶基因 mpd与有机
磷水解酶基因 ophC2，并通过共降解实现了对甲基对
硫磷的彻底降解。

首次证实了甲基对硫磷的降解存在代谢中间产

物抑制效应，为甲基对硫磷的生物降解研究及实际应

用提供了参考依据。
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