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降解毒死蜱多功能菌株的构建
及其对土壤的修复作用

李红梅，张广志，张新建，黄玉杰，李纪顺，杨合同

（山东省科学院中日友好生物技术研究中心，山东省应用微生物重点实验室，山东 济南 ２５００１４）

摘要：将实验室保存的有机磷降解酶基因ｍｐｄ连接到自杀性质粒 ｐＵＴＫｍ１上，构建重组质粒 ｐＵＴＭ，通过三亲杂交，将
ｍｐｄ整合到越南伯克氏菌Ｂ４１８的染色体上，获得多功能工程菌株。实验证明工程菌株的原有解磷、解钾、固氮活性没有
改变；４８ｈ后对溶液中毒死蜱降解率达到６５％；对室内模拟污染土壤有一定的降解能力，２０ｄ对土壤中的毒死蜱降解率
达９１％。
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　　毒死蜱作为高毒有机磷农药的替代品，大量频繁使用对生态环境造成了严重污染，尤其在土壤中残留期

较长［１］，因此毒死蜱污染土壤的治理备受关注。过去分离到的多数降解微生物在室内纯培养方式下有较好

的降解效果，但不能适应复杂的自然土壤环境，且功能单一，难以适应农业生产的需求，因此研制降解农药残

留的多功能微生物制剂将成为可持续发展农业和生态农业发展的战略需求。
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本实验室分离的越南伯克氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓ）Ｂ４１８具有多功能性，可以固氮、解磷、解钾、防

治植物根结线虫、防治植物土传病害、促进植物生长，并已进行了商品化生产［２］。本文将有机磷降解酶基因

ｍｐｄ整合到Ｂ４１８的染色体上，获得了具有降解毒死蜱活性的多功能工程菌株，为毒死蜱污染土壤的生物治

理提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株和质粒

本研究所用菌株和质粒参见表１。
表１　供试菌株与质粒

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｔｒａｉｎｓａｎｄｐｌａｓｍｉｄｓｔｏｂｅｔｅｓｔｅｄ

菌株和质粒 基因型和表型 来源

质粒

　ｐＭＤ１８ＴＭ ＴＶｅｃｔｏｒｈａｒｂｏｒｉｎｇｍｐｄｇｅｎｅ 实验室保存

　ｐＵＴＫｍ１ Ｓｕｉｃｉｄｅｐｌａｓｍｉｄ；Ｒ６ＫＲｅｐｌｉｃｏｎ；Ａｍｐｒ；Ｋｍｒ； 实验室保存

　ｐＵＴＭ ｐＵＴＫｍ１ｈａｒｂｏｒｉｎｇｍｐｄｇｅｎｅ 本文构建

　ｐＲＫ６００ Ｃｍｒ；ｈｅｌｐｅｒｐｌａｓｍｉｄ 实验室保存

菌株

　Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（λｐｉｒ）
Ｆ－，ｒｅｃＡ１，ｅｎｄＡ１，ｈｓｄＲ１７，ｄｅｏＲ，ｔｈｉ１，ｓｕｐＥ４４，ｇｙｒＡ９６，ｒｅｌＡ１，

△（ｌａｃＺＹＡａｒｇＦ）Ｕ１６９，λ＋
实验室保存

　Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓ４１８（Ｂ４１８） Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ 实验室保存

　Ｅ．ｃｏｌｉＴＯＰ１０Ｍ Ｅ．ｃｏｌｉＴＯＰ１０ｈａｒｂｏｒｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｐＭＤ１８ＴＭ 实验室保存

　Ｅ．ｃｏｌｉＳ１７１Ｍ Ｅ．ｃｏｌｉＳ１７１ｈａｒｂｏｒｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｐＵＴＭ 本文构建

　Ｂ４１８Ｍ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉｓ４１８ｈａｒｂｏｒｉｎｇｍｐｄｇｅｎｅ 本文构建

１．１．２　试剂和仪器

限制性内切酶，Ｔ４ＤＮＡ连接酶，ＤＮＡ凝胶回收试剂盒为 ＴａＫａＲａ公司产品。毒死蜱测定采用岛津 ＬＣ

２０ＡＴＶＰ液相色谱仪。

１．２　毒死蜱的检测与分析

毒死蜱的提取及检测参照文献［３］进行。

１．３　表达载体的构建和转化

ＮｏｔＩ酶切质粒 ｐＭＤ１８ＴＭ（ｍｐｄ基因两端带有 ＮｏｔＩ酶切位点及 ＳＤ序列），小片段回收后连接到经同

样酶切的质粒ｐＵＴＫｍ１上，构建自杀性重组质粒ｐＵＴＭ，转化大肠杆菌ＤＨ５α（λｐｉｒ），验证后的阳性转化子

命名为Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５αＭ。

１．４　多功能工程菌的构建

采用三亲杂交方法［４］，利用助手质粒ｐＲＫ６００将供体菌中的自杀性质粒ｐＵＴＭ．转入受体菌Ｂ４１８中；即

将过夜培养的供体菌、受体菌、助手菌以１∶１∶１（体积比）混合，离心收集菌体，无菌水冲洗２次，再次收集菌

体悬浮于１００μＬ的无菌水中，３０℃静止培养１０ｈ后涂布于含毒死蜱和Ｋａｎ的基础无机盐平板上，３０℃培养

７２ｈ，挑选有水解圈的菌落进行验证，阳性克隆命名为Ｂ４１８Ｍ。

１．５　工程菌对毒死蜱的降解

１．５．１　对溶液中毒死蜱的降解

将转化子活化后接种到无机盐培养基（含毒死蜱１００ｍｇ·Ｌ－１），３０℃ ，１５０ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ后，萃取培

养液中残留的毒死蜱，测其残留量，以不接菌的作为对照计算毒死蜱的降解率，每个样品设三个重复。

１．５．２　对室内模拟毒死蜱污染土壤的降解

以工程菌株及原始菌株Ｂ４１８为试验菌株，取蔬菜地土壤（山东省科学院中日友好生物技术中心基地），
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自然风干，过２０目筛，进行灭菌处理。然后分成等份，每份１００ｇ，未灭菌土壤也同样分成等份，分别放入三

角瓶中，按每千克干土１００ｍｇ毒死蜱的量加入，搅拌均匀，过夜，作为模拟试验土壤。然后按每克干土１０８个

细胞的量加入工程菌发酵液及Ｂ４１８发酵液，保持土壤的含水量在４０％左右，放入暗处培养。每隔５ｄ取样，

萃取后进行测定。以不接菌的土壤作为对照。每个处理三个重复。

降解率＝（对照毒死蜱残留量－样品毒死蜱残留量）／对照毒死蜱残留量×１００％。

２　结果与分析

２．１　表达载体ｐＵＴＭ的构建

载体ｐＭＤ１８ＴＭ经ＮｏｔＩ酶切后，目的片段克隆到自杀性质粒ｐＵＴＫｍ１上，构建了表达质粒ｐＵＴＭ，并

成功转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（λｐｉｒ），经酶切验证（见图１）载体构建成功。

２．２　多功能工程菌的构建

通过三亲杂交，将有机磷降解酶基因 ｍｐｄ整合到 Ｂ４１８染色体 ＤＮＡ上，挑选有水解圈的转化子进行进

一步的ＰＣＲ验证（见图２），转化子都能扩增到目的片段，表明ｍｐｄ基因已经进入Ｂ４１８中。

图１　重组质粒ｐＵＴＭ的酶切鉴定

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｏｎｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

ｐＵＴＭ

图２　部分转化子的ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐａｒｔｉａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

２．３　工程菌对毒死蜱的降解

图３　工程菌及Ｂ４１８对室内模拟污染土壤的降解

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓｉｎｓｉｍｕｌａｔｅｄｓｏｉｌ

ｗｉｔｈＢ４１８ＭａｎｄＢ４１８

２．３．１　工程菌对溶液中毒死蜱的降解

工程菌株接入无机盐液体培养基，４８ｈ后测定农药残留

量，计算降解率，结果见表２。重组工程菌对１００ｍｇ·Ｌ－１毒

死蜱的降解率达到６５％，表明 ｍｐｄ基因已经整合到 Ｂ４１８的

染色体上，表达出有活性的有机磷降解酶。

表２　工程菌株降解活性检测

Ｔａｂｌｅ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐＵＴＭ

菌株 残留量／（ｍｇ·Ｌ－１） 降解率／％

ｐＵＴＭ ３３ ６５

Ｂ４１８ ８９ ６

ＣＫ ９５ －

２．３．２　工程菌对室内模拟污染土壤的降解

工程菌株接入土壤后，土壤中的毒死蜱在前２０ｄ内降解
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很快（见图３），到第２０ｄ，降解率达到９１％，在自然土中降解率稍高于灭菌土，达到９３％；第２０ｄ到第３０ｄ，

降解速率减慢，到第３０ｄ时毒死蜱基本降解完。整个降解过程中，毒死蜱在自然土中的降解率都稍高于灭

菌土中的降解率，因为自然土中存在的微生物起到了加速降解的作用。原始菌株 Ｂ４１８无论是在自然土中

还是灭菌土中，对毒死蜱基本不降解。表明有机磷降解酶基因导入Ｂ４１８菌株后，获得的工程菌具有了降解

毒死蜱的能力。

２．４　重组工程菌的遗传稳定性研究

在不加抗生素的平板上，连续转接１００次后，随机挑取５０个单菌落，均能在含抗生素的平板上生长，并

且对毒死蜱的降解特性相同，说明 ｍｐｄ基因是通过同源重组整合到 Ｂ４１８的染色体上，并且得到了稳定表

达。

３　讨论

重组自杀性载体是以Ｔｎ５转座的方式将目的基因整合到宿主菌的染色体上，与以质粒为载体构建的工

程菌相比［５］，在遗传稳定性方面表现出独特的优越性，本文构建的重组工程菌经连续传代，其降解特性没有

发生改变，能稳定遗传；且获得的工程菌与出发菌相比，原有的解磷、解钾、促生、防病等功能没有改变（本文

数据没有列出），因此自杀性载体用于工程菌构建安全、有效。

在工程菌构建中有多种受体菌可供选择，如恶臭假单胞、鞘胺醇单胞菌等［６－７］，本文选择已商品化的具

有解磷、解钾、固氮、促生、防根结线虫等功能的 Ｂ４１８菌株作为受体菌，将有机磷降解酶基因整合到其染色

体中，获得了具有降解毒死蜱功能的多功能工程菌株，实验证明，工程菌株在土壤中可有效降解毒死蜱。本

研究为毒死蜱污染土壤的生物降解提供理论支持。
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