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摘　 要:针对氯氟氰菊酯(Cyfluthrin,CL)残留的环境风险,研究采用富集培养法从 CL 污染的土壤中分离、筛选、鉴定了一株降

解菌 Rhodococcus sp. LJF 3,并通过 Plackett-Burman 因素筛选、最陡爬坡试验和 Box-Behnken Design 响应面分析法优化了其降

解条件。 在优化后,菌株 LJF 3 的最佳降解条件是:15 g / L 酵母粉,10 g / L 葡萄糖,0. 5 g / L K2HPO4,0. 5 g / L KH2PO4,1. 0 g / L
NaCl,0. 5 g / L MgSO4,培养基体积为 70 mL,接种体积分数为 6% ,培养温度为 30 ℃ ,pH 值为 7. 0,转速为 180 r / min。 优化后的

菌株 LJF 3 在 42 h 内对 1 000 mg / L CL 降解率达 87. 4% ,较未优化前的降解率(38. 9% )提高了 48. 5 百分点。 研究为 CL 的

微生物降解提供了优良的菌株资源,为 CL 污染环境的修复提供了技术支持和方法参考。
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0　 引　 言

氯氟氰菊酯(Cyfluthrin,CL)是一种拟除虫菊酯

类杀虫剂,主要通过触杀和胃毒作用,实现对昆虫的

驱避、击倒和毒杀,对刺吸式口器害虫具有良好防治

效果[1 2]。 近年来,CL 由于高生物活性和广谱性在

农业害虫控制和公共卫生领域得到了广泛应用[3]。
然而,CL 具有较低的水溶性,难以降解,导致在环境

和农产品中频繁检测到其残留,且 CL 通过食物链在

哺乳动物和人体内积累[4 5]。 研究显示,CL 会对非

靶标生物的免疫系统、神经系统以及血液循环系统

等产生不利影响[3,6]。 因此,探究高效消减 CL 残留

的方法和技术十分重要。
微生物降解是消除环境中 CL 的重要途径。

1997 年, 虞云龙等[7] 最先报道了降解 CL 的细

菌———产碱杆菌(Alcaligenes)YF11,该细菌能以 CL
等多种拟除虫菊酯类农药为唯一碳源生长以进行去

除。 2004 年,Nirmali 等[8] 首次报道了降解 CL 的真

菌———绿色木霉(Trichoderma Viride)5 2,并对其降

解产物进行了分离和鉴定。 关于 CL 降解率的研究

也有报道,如 2009 年,解开治等[9] 最先研究了微生

物酶对 CL 降解率的影响,0. 3 mL 恶臭假单胞菌

(Pseudomonas putida)XP12 的粗酶液在 30 ℃、pH 值

为 7. 5 的条件下,20 min 内对 200 mg / L CL 降解率

达 80% 。 2015 年,Chen 等[10] 分离并鉴定了一株能

以 CL 作为唯一碳源的苏云金芽孢杆菌 (Bacillus
thuringiensis)ZS 19,并第一次提出了微生物降解

CL 受高浓度底物抑制的观点。 菌株 ZS 19 在 24 h
内对 100 mg / L CL 的降解率可达 61. 5% ,并在 72 h
内实现完全降解,但当 CL 质量浓度增加到 200 mg /
L 以上时,降解率明显下降[10]。 2018 年,Tian 等[11]

分离 了 能 有 效 降 解 CL 的 副 球 菌 ( Paracoccus
acridae)SCU M53,并首次研究了环境条件对 CL 降
解率的影响。 菌株 SCU M53 在最佳条件下 (28
℃、180 r / min),2 d 内对 75 mg / L CL 的降解率达
79. 84% [11]。 2022 年,Abdelkader 等[12]分离到 43 株

CL 降解菌株,但只有 4B、5A、7A、11B 和 AHB 这 5
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株菌可以降解 1 200 mg / L CL(高质量浓度),且降解

所需时间长达 48 h。 综上,虽然已有少数 CL 降解菌

的报道,但其数量和种类依然不足,且能快速降解高

浓度 CL 的降解菌更少。
Plackett-Burman(PB)因素筛选试验在环境微生

物领域具有广泛应用,能够快速筛选出影响微生物

生长和代谢的关键因素。 最陡爬坡试验作为 PB 试

验的后续试验,用于进一步筛选显著因素的影响区

间。 张鸣等[13]通过单因素 响应面模型试验确定了

小麦秸秆常温厌氧微生物发酵的最优预处理条件

(NaOH 质量分数为 4. 36% ,预处理时间为 12. 44
d)。 本文在此方法基础上,通过 PB 因素筛选 最陡

爬坡试验 Box-Behnken Design(BBD)响应面分析

法,建立包含培养基组分和培养条件的 11 因子响应

模型,以对显著因素进行更为全面的系统优化,从而

找到最优的试验条件。
为了有效控制 CL 污染,本文以 CL 作为底物,

旨在通过富集培养法分离筛选出 CL 降解菌株,并对

其降解特性进行探究。 以提高菌株对 1 000 mg / L
CL 的降解率为目标,通过 PB 因素筛选、最陡爬坡试

验和 BBD 响应面分析法,推算目标值的优化条件并

验证,以期为 CL 的微生物降解提供优良的菌株资

源,为 CL 污染的微生物修复奠定理论基础。

1　 材料与方法

1. 1　 试剂和培养基

CL 原药(纯度 99% )由湖北兴琰新材料科技有

限公司提供。 每升 Luria-Bertani(LB)培养基含有以

下成分:10. 0 g 蛋白胨,5. 0 g 酵母提取物,10. 0 g
NaCl。 每升无机盐培养基 (Minimal Slat Medium,
MSM)含有以下成分:1. 0 g NaCl,1. 5 g K2HPO4,0. 5
g KH2PO4,1. 0 g NH4Cl,0. 2 g MgSO4。 CL 降解培养

基 ( Minimal Slat Medium Supplemented with
Cyhalothrin,MMCL)由 MSM 添加特定浓度的 CL 作

为唯一碳源配制而成。 每升固体培养基由相应的液

体培养基加入 15 g 琼脂粉制成。 所有培养基的初

始 pH 值均调整为 7. 0,并在 121 ℃ 下高压灭菌

20 min。
1. 2　 CL 降解菌的分离和筛选

本文通过富集培养法分离菌株。 在安徽省安庆

市某农田收集受 CL 污染的土壤,按质量浓度为 50
g / L 溶于纯水,作为分离 CL 降解菌的初始富集液。
将 5 mL 富集液转移到新鲜的 CL 初始质量浓度为

200 mg / L 的 100 mL MMCL 液体培养基中,并置于

30 ℃,180 r / min 恒温摇床(THZ XL,苏州硕舟科

技有限公司)内培养。 重复上述操作,每隔 3 d 传代

一次,每一代均采用 200 mg / L MMCL 为筛选培养

基。 连续传代 5 次,目的是减少杂菌干扰,从而筛选

出目标降解菌。 在第 5 次传代时,设置 3 组平行试

验和空白对照组(未接种富集液的 MMCL 培养基)
并在相同条件下培养 3 d。 使用紫外分光光度计

(UV)和高效液相色谱(HPLC)测定 CL 的含量。 与

空白组相比,CL 含量显著减少,表明存在具有降解

活性的富集培养物。 将具有降解活性的富集液以

10 - 8 ~ 10 - 4的梯度稀释,并取 0. 10 mL 的各梯度稀

释液均匀涂布在 CL 质量浓度为 200 mg / L 的 MMCL
固体培养基上。 将培养皿倒置在 30 ℃恒温培养箱

(303 3B,上海翰雨科技有限公司)中,直到菌落可

见,选择形态特征明显不同的单菌落进行平板划线

法纯化。 分别将纯化的单菌落在 30 ℃和 180 r / min
的 LB 液体培养基中培养至对数中后期,室温下以

6 000g 离心 5 min,收集菌株的细胞沉淀。 然后,用
MSM 液体培养基洗涤并悬浮至最终 OD600为 1. 0,作
为后续试验的种子液。 将 5 mL 各菌株的种子液分

别接种到 100 mL CL 质量浓度为 200 mg / L 的

MMCL 液体培养基中,并在 30 ℃和 180 r / min 条件

下培养 3 d,以评估其降解活性。 将 4 株表现出显著

降解活性的菌株分别命名为 LJF 1、LJF 2、LJF 3
和 LJF 4,用 50%甘油保存在 - 80 ℃冰箱,并用于

后续试验。
为了进一步筛选能降解高质量浓度 CL 的降解

菌,用接种环挑取一环 - 80 ℃ 冰箱保存的菌株

LJF 1、LJF 2、LJF 3 和 LJF 4,接种在 LB 液体

培养基中,并放置于 30 ℃,180 r / min 恒温摇床内活

化培养至 OD600为 1. 0 作为种子液。 将体积分数为

5%的上述种子液接种在 CL 质量浓度为 1 000 mg / L
的 MMCL 液体培养基中,放置于 30 ℃,180 r / min 恒

温摇床中培养 3 d。 每组试验均设 3 次重复,以未接

种菌液的 CL 质量浓度为 1 000 mg / L 的 MMCL 液体

培养基为空白对照。
1. 3　 降解菌株 LJF 3 的鉴定

根据《伯杰鉴定细菌学手册》和 16S rRNA 序列

分析鉴定降解效果最佳的菌株为 LJF 3[14]。 首先,
通过高盐浓缩沉淀法提取菌株 LJF 3 的基因组

DNA,并使用标准 PCR 程序扩增 16S rRNA 基因,委
托通用生物公司 (安徽滁州) 测序;其次,将 16S
rRNA 基 因 序 列 输 入 国 家 生 物 技 术 信 息 中 心

(National Center for Biotechnology Information,NCBI)
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数据 库, 并 使 用 该 网 站 上 的 BLAST 搜 索 工 具

(https: / / submit. ncbi. nlm. nih. gov / BLAST)进行比

对;最后,通过 Clustal X 软件(2. 1 版本)进行多重数

据对齐,使用 MEGA 软件(11. 0 版本)进行系统发育

分析,并通过邻接法构建系统发育树鉴定菌株 LJF
3[15]。 同时,参考刘波等[16] 的研究方法,对菌株

LJF 3 进行形态学观察和生理生化试验。
1. 4　 Plackett-Burman 因素筛选试验

根据单因素试验选择发酵变量,通过设计 PB 因

素筛选试验、最陡爬坡试验和 BBD 响应面分析进行

优化。 基于单因素试验结果,确定温度、pH 值、接种

量、培养基体积、转速,NaCl、K2HPO4、MgSO4、葡萄糖

表 1　 PB 设计不同水平的试验变量用于优化 CL 的降解率

Table 1　 Experimental variables at different levels used for optimization of degradation rate of CL using PB design

试验值
温度

A / ℃
pH
B

接种量

C / %

培养基

体积

D / mL

转速 E /
( r∙min - 1)

氯化钠质

量浓度

F / (g∙L - 1)

磷酸氢二钾

质量浓度

G / (g∙L - 1)

硫酸镁质

量浓度 H /
(g∙L - 1)

葡萄糖质

量浓度 J /
(g∙L - 1)

酵母粉质

量浓度 K /
(g∙L - 1)

低( - 1) 25 6. 5 5 40 160 0. 5 0. 2 0. 2 15 20

高( + 1) 35 7. 5 7 60 200 1. 5 0. 8 0. 8 25 30

表 2　 基于 PB 设计的编码变量对实测 CL 降解率的影响矩阵

Table 2　 PB design matrix for variables with coded values along with the tested degradation rate of CL

批次 A C J D E F G H J K 降解率 / %

1 + 1 - 1 + 1 + 1 - 1 - 1 + 1 + 1 - 1 + 1 44. 91 ± 0. 04

2 - 1 + 1 + 1 - 1 - 1 - 1 + 1 - 1 + 1 + 1 15. 11 ± 0. 02

3 + 1 - 1 + 1 + 1 + 1 - 1 - 1 - 1 + 1 - 1 42. 96 ± 0. 09

4 - 1 - 1 + 1 - 1 + 1 + 1 - 1 + 1 + 1 + 1 14. 6 ± 0. 04

5 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 37. 89 ± 0. 07

6 + 1 - 1 - 1 - 1 + 1 + 1 + 1 - 1 - 1 + 1 34. 56 ± 0. 06

7 + 1 + 1 - 1 + 1 - 1 + 1 - 1 - 1 + 1 + 1 18. 75 ± 0. 05

8 - 1 + 1 + 1 + 1 + 1 + 1 + 1 - 1 - 1 - 1 81. 89 ± 0. 14

9 - 1 - 1 - 1 + 1 - 1 + 1 + 1 + 1 + 1 - 1 44. 61 ± 0. 07

10 + 1 + 1 - 1 - 1 + 1 - 1 + 1 + 1 + 1 - 1 27. 34 ± 0. 09

11 - 1 + 1 - 1 + 1 + 1 - 1 - 1 + 1 - 1 + 1 41. 77 ± 0. 11

12 + 1 + 1 + 1 - 1 - 1 + 1 - 1 + 1 - 1 - 1 48. 08 ± 0. 08

　 　 注: + 1 和 - 1 分别表示高水平和低水平,编码数值与表 1 相对应。

和酵母粉质量浓度为影响 1 000 mg / L CL 降解率的

10 个重要变量(数据未显示)。 使用 PB 试验从影响

CL 降解率的 10 个变量中筛选显著影响 CL 降解率

的 3 个变量,每个参数设计两个水平,见表 1。 此试

验由 Design Expert 13. 0. 5 软件设计,以 1 000 mg / L

CL 降解率为响应值来确定每个变量的重要性程度,
每组试验均设 3 次重复,见表 2。
1. 5　 显著因素最陡爬坡试验

根据 PB 设计的结果(表 2),选取 D(培养基体

积)、J(葡萄糖质量浓度)和 K(酵母粉质量浓度)进
行最陡爬坡试验,每组试验均设 3 次重复,试验设计

与结果见表 3。 CL 降解率先增加后减少,在第 4 组

达到最高,因此选择第 4 组试验水平作为响应面优

化试验的中心点。
1. 6　 Box-Behnken Design 响应面分析

使用 BBD 响应面分析确定 3 个显著性影响因

子的最佳水平。 为测量降解率的差异,设计 3 因素 3
水平试验,共进行了 17 次试验,并对中心点进行了 5
次重复(表 4)。 回归分析和二阶多项式系数使用

Design Expert 13. 0. 5 软件计算。
1. 7　 CL 的检测及数据分析

紫外扫描法:取 1. 0 mL 待测液体培养基或菌悬
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表 3　 最陡爬坡试验设计与结果

Table 3　 Steepest ascent design with experimental results

批次 培养基体积 / mL 葡萄糖质量浓度 / (g∙L - 1) 酵母粉质量浓度 / (g∙L - 1) 降解率 / %

1 40 25 30 15. 13 ± 0. 07

2 50 20 25 60. 46 ± 0. 06

3 60 15 20 81. 88 ± 0. 09

4 70 10 15 87. 45 ± 0. 11

5 80 5 10 58. 71 ± 0. 04

表 4　 基于 CL 降解率的实测值和预测值的 BBD 试验设计及模型验证

Table 4　 BBD matrix for the experimental design and model validation with observed and predicted
responses for degradation rate of CL

批次
符号代码 降解率 / %

Xa
1 Xb

2 Xc
3 实测 预测

1 0 0 0 87. 49 ± 0. 11 87. 46

2 0 1 1 77. 18 ± 0. 14 78. 06

3 - 1 - 1 0 66. 59 ± 0. 12 63. 59

4 - 1 1 0 66. 18 ± 0. 07 66. 83

5 1 - 1 0 66. 21 ± 0. 09 65. 55

6 0 0 0 87. 41 ± 0. 10 87. 46

7 0 0 0 87. 43 ± 0. 09 87. 46

8 0 0 0 87. 55 ± 0. 08 87. 46

9 - 1 0 - 1 68. 47 ± 0. 14 69. 89

10 0 - 1 - 1 80. 61 ± 0. 10 79. 74

11 0 1 - 1 80. 88 ± 0. 13 77. 93

12 0 - 1 1 76. 65 ± 0. 07 79. 61

13 0 0 0 87. 43 ± 0. 09 87. 46

14 - 1 0 1 67. 11 ± 0. 07 68. 07

15 1 1 0 55. 94 ± 0. 04 58. 95

16 1 0 - 1 66. 05 ± 0. 06 65. 11

17 1 0 1 68. 34 ± 0. 11 66. 93

　 　 注:X1
a代表培养基体积,编码 - 1,0 和 1 分别代表 60 mL,70 mL 和 80 mL;X2

b代表葡萄糖质量浓度,编码 - 1,0 和 1 分别代表 5 g / L,10 g / L

和 15 g / L;X3
c代表酵母粉质量浓度,编码 - 1,0 和 1 分别代表 10 g / L,15 g / L 和 20 g / L。

液,室温下 12 000g 离心 10 min,弃去沉淀,使用岛

津 UV 2401PC 紫外扫描仪于 200 ~ 400 nm 连续扫

描,根据 276. 8 nm 处的 LC 特征吸收峰的强度来确

定降解活性。
HPLC 分析:将待测样品 12 000g 离心 10 min,

吸取上层水相,用 0. 22 μm 有机相滤膜过滤两次后

进行 HPLC 分析。 液相色谱条件是:液相色谱仪型

号为 Dionex UltiMate 3000;液相色谱柱为 C18 反相

柱,规格为 250 mm ×4. 6 mm ×5 μm(柱长 × 内径 ×
粒径);检测时间为 0 ~ 15 min;流动相为乙腈与

H2O,体积比为 80 ∶ 20;柱温为 30 ℃;流速为 0. 8
mL / min;检测波长为 276. 8 nm。
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2　 结果与分析

2. 1　 CL 降解菌的分离和筛选

本文从安庆市某农田的污染土壤样品中分离出

了 4 株降解 CL 的菌株,分别命名为 LJF 1、LJF 2、
LJF 3 和 LJF 4。 以质量浓度为 200 mg / L CL 为唯

一碳源,降解情况见图 1(a)。 其中,菌株 LJF 1 和

LJF 2 在最初 6 h 内降解 CL 的速率严重滞后,推测

菌株 LJF 1 和 LJF 2 中参与 CL 降解初始步骤的

图 1　 每个菌株分别对 200 mg / L 和 1 000 mg / L
CL 的降解情况

Fig. 1　 Degradation of 200 mg / L and 1 000 mg / L
CL by strains respectively

酶可能需要诱导,这不利于 CL 的快速降解。 而菌株

LJF 3 和 LJF 4 表现出对 CL 的快速降解能力,其
降解反应没有任何滞后现象。 在污染原位修复过程

中,外源添加的降解菌通常存活时间有限,活菌数会

随着时间推移而逐渐减少,因此急需快速降解污染

物的菌株。 本文分离的菌株 LJF 3 和 LJF 4 具有

能快速降解 CL 的优势,更适合于快速修复受 CL 污

染的场地。 如图 1(b)所示,菌株 LJF 3 在 30 ℃,
pH 值为 7. 0 的条件下,42 h 内对 1 000 mg / L CL(高
质量浓度)的降解率仍达 38. 9% 。 而菌株 LJF 1,

LJF 2 和菌株 LJF 4 对 1 000 mg / L CL 的降解效果

均不明显。 因此,鉴定菌株 LJF 3 最优并将其作为

后续试验的研究对象。
2. 2　 菌株 LJF 3 的鉴定

具有最佳降解活性的 LJF 3 菌株在 CL 质量浓

度为 200 mg / L 的 MMCL 固体培养基上生长 48 h
后,乳白色菌落光滑凸起,见图 2(a)。 在扫描电镜

下,菌株 LJF 3 单细胞呈现圆形或椭圆形,直径约

0. 8 ~ 1. 0 μm,见图 2(b)。 菌株 LJF 3 的 16S rRNA
基因序列由通用生物公司(安徽滁州)扩增和测序,
并上传至 NCBI 数据库(登录号 PQ803889)。 本文

基于菌株 LJF 3 的 16S rRNA 基因序列构建了系统

发育 树, 见 图 3。 菌 株 LJF 3 与 红 球 菌 属

(Rhodococcus) 的遗传关系最密切,与 Rhodococcus
sp. T3 1、Rhodococcus sp. W LS 3、Rhodococcus
sp. P15 的 相 似 度 分 别 为 99. 93% 、 99. 93% 和

99. 86% 。 结合菌株 LJF 3 的生理生化测试,菌株

LJF 3 的苯丙氨酸芳胺酶、L 乳酸盐碱化和酪氨酸

芳胺酶检测结果呈现阳性,其他均呈现阴性。 综上,
将菌株 LJF 3 鉴定为红球菌属(Rhodococcus)。

图 2　 菌株 LJF 3 在 MMCL 平板上的菌落照片和

扫描电镜照片

Fig. 2　 Photo of strain LJF 3 cultured on MMCL plate
and taken by scanning electron microscope
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基于 16S rRNA 基因序列构建的邻接法系统发育树,显示菌株 LJF 3 与相关分类单元之间的亲缘关系。
节点处标注的自举值(% )表示分支置信度,比例尺代表每个位点 0. 005 个核苷酸替换率。

图 3　 基于 16S rRNA 基因构建的菌株 LJF 3 系统发育树

Fig. 3　 Phylogenetic tree constructed on the basis of 16S rRNA gene sequences of strain LJF 3

表 5　 偏回归系数及显著性分析

Table 5　 Partial regression coefficients and significance analysis

因素 回归系数 标准差 E 贡献值 / % 平方和
是否显著

(p < 0. 05)

截距 37. 71 2. 40

A - 1. 61 2. 40 3. 23 0. 84 31. 20 否

B 1. 11 2. 40 2. 22 0. 40 14. 81 否

C 3. 56 2. 40 7. 12 4. 09 152. 01 否

D 8. 10 2. 40 16. 21 21. 17 787. 81 是

E 2. 82 2. 40 5. 64 2. 57 95. 49 否

F 2. 72 2. 40 5. 43 2. 38 88. 51 否

G 3. 69 2. 40 7. 38 4. 39 163. 47 否

H - 0. 81 2. 40 - 1. 63 0. 21 7. 95 否

J - 10. 47 2. 40 - 20. 94 35. 36 1 315. 66 是

K - 9. 42 2. 40 - 18. 83 28. 59 1 063. 90 是

2. 3　 降解条件的优化

如表 5 所示,根据 PB 设计结果,因素 J(葡萄糖

质量浓度)的偏回归系数为 - 10. 47,标准误差为

2. 40,影响水平 E = 20. 94,表明葡萄糖质量浓度对

菌株 LJF 3 的降解率呈负影响。 因此,在后续的优

化试验中减少了 J。 J 的贡献值为 35. 36% ,显著高

于 A、B、C、D、E、F、G、H、K。 此外,K(酵母粉质量浓

度)和 D(培养基体积)的贡献值分别为 28. 59% 和

21. 17% ,仅次于 J 的贡献值,远高于其他因素的贡

献值,而虚拟因子 L 只有 0. 595% ,这些结果表明线

性模型适用。 同时,D、J、K 的影响水平(E)分别为

16. 21、 - 20. 94 和 - 18. 83,绝对值也远高于其他因

素的影响水平。 因此,在后续最陡爬坡试验中,选取

D、J、K 作为优化对象。 通过多元变量回归分析,得
到二阶模型方程, Y = 37. 71 + 8. 10D 10. 47J
9. 42K,以拟合菌株 LJF 3 的降解率。 其中,Y 为预

测降解率。 结果显示,p(Prob > F)为 0. 001 1,表明

方程显著。
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本文基于 PB 设计研究获得的数据,选取葡萄糖

质量浓度、酵母粉质量浓度和培养基体积进行了 5
组最陡爬坡试验。 为了分别呈现负影响、负影响和

正影响,设置培养基体积递增,葡萄糖质量浓度和酵

母粉质量浓度递减,试验设计与结果见表 3。 从表 3
可以看出,CL 降解率先增加后减少,在第 4 组达到

最高(87. 45% ±0. 11% ),因此选择第 4 组试验水平

(培养基体积为 70 mL,葡萄糖质量浓度为 10 g / L,
酵母粉质量浓度为 15 g / L)作为响应面优化试验的

中心点。
通过 BBD 响应面分析法进一步研究了 3 个显

著变量,以确定最佳水平和相互作用。 试验设计包

括菌株降解率实测值和预测值,见表 4。 本文利用

该模型模拟了最优条件下的发酵过程,完整的二次

方程(编码方程)为
Y = 87. 46 1. 48X1 1. 23X2 0. 84X3 2. 47X1X2 +
0. 91X1X3 + 0. 065X2X3 17. 53X2

1 6. 20X2
2 2. 43X2

3

(1)
式中　 X1、X2、X3分别为培养基体积(mL)、葡萄糖质

量浓度(g / L)和酵母粉质量浓度(g / L);Y 表示预测

降解率(% )。
方差分析表明,回归模型的一般回归关系达到

极显著水平,回归方程拟合 R2为 0. 977 9,相关性

强;修正后的决定系数为 0. 994 5,表明筛选试验中

99. 45%的数据可以被解释,p < 0. 001 表明该模型

可以很好地拟合菌株 LJF 3 的降解率。 综上,该
模型能够充分优化菌株 LJF 3 降解氯氟氰菊酯的

过程。
三维响应面图和各自的等值线图见图 4。 在 3

个显著因素中,任意两个均呈现两两相互作用。 任

意两个响应面在峰值点之间的相互作用表明,所选

显著因素在 3 个试验水平范围内存在最大值。 本文

在最佳条件下进行验证试验:酵母粉质量浓度为 15
g / L,葡萄糖质量浓度为 10 g / L,K2HPO4质量浓度为

0. 5 g / L,KH2PO4质量浓度为 0. 5 g / L,NaCl 质量浓

度为 1. 0 g / L,MgSO4质量浓度为 0. 5 g / L,培养基体

积为 70 mL,接种体积分数为 6% ,温度为 30 ℃,pH
值为 7. 0,转速为 180 r / min。 优化前后的降解率的

变化见图 5。 验证试验表明,优化后比优化前(1 000
mg / L CL 的 100 mL MMCL 培养基,接种体积分数为

5% ,温度为 30 ℃,pH 值为 7. 0,转速为 180 r / min)
的降解率提高了 48. 5 百分点。 因此,菌株 LJF 3
在最优条件下的降解符合模型,并大幅提高了生

物量。

图 4　 多因素交互作用对菌株 LJF 3 降解

CL 的响应面图

Fig. 4　 Response surface for the interaction effects of
multiple factors on the CL degradation rate
of strain LJF 3

3　 讨　 论

拟除虫菊酯类杀虫剂占据了全球农药市场约

25%的份额,并且其使用量还在不断增长,经常在地
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图 5　 优化前后菌株 LJF 3 降解 CL 的残留率比较

Fig. 5　 Comparison of CL residual rate by strain
LJF 3 before and after optimization

表水(全球最高达 13 mg / L)、沉积物和农产品中检

测到残留[17 18]。 拟除虫菊酯类杀虫剂在环境中的

大量残留不仅对水生生物,如鱼类、虾类和贝类有极

高的 毒 性, 也 会 影 响 哺 乳 动 物 和 昆 虫 肠 道 稳

态[18 19],甚至通过食物链对整个生态系统产生连锁

反应,导致生态平衡破坏。 含有拟除虫菊酯农药残

留的土壤样品显示出具有相应耐受或降解能力的微

生物多样性和丰度增加,以及其他微生物的多样性

和丰度减少[1,20]。 为了解决这一问题,微生物降解

技术作为一种环保且高效的方法被学者提出[17,12]。
基于微生物种类和代谢途径的多样性,通过富

集培养法,筛选高效降解特定农药残留的菌株。 据

报道,研究者已经从相应的污染土壤中分离出一些

降解 CL 的细菌,并发现培养基中 CL 的初始浓度增

加了农药降解的滞后期,从而降低了细菌生长速

率[21 22]。 目前,在分离到的菌株中,只有 5 株枯草芽

孢杆菌可以降解高质量浓度(1 200 mg / L)的 CL,且
没有延滞期,48 h 后的降解率达到 95% 以上,表明

高效降解菌株很少,高质量浓度 CL 可能会对降解微

生物产生毒害[12]。 例如,利用 CL 作为唯一碳源的

苏云金芽孢杆菌菌株 ZS 19,其降解效率随着 CL
浓度的增加而下降[10]。 当 CL 初始质量浓度分别增

加到 200 mg / L、400 mg / L、600 mg / L 和 800 mg / L
时,72 h 内降解率分别为 95. 5% 、87. 4% 、84. 0% 和

82. 1% [10]。 除此之外,微生物降解高浓度的 CL 均

明显受底物抑制[23 24]。 本文研究分离的菌株 LJF
3 属于红球菌属(Rhodococcus),该属菌株通常具备

抗逆性强和生长代谢快等优势,因此具有强大的环

境适 应 性, 值 得 进 一 步 研 究[25 26]。 红 球 菌 属

(Rhodococcus)通常具有丰富的加氧酶,尤其是针对

含苯环的化合物,例如 CL,可通过羟基化、开环和侧

链氧化等途径进行降解,而双加氧酶、单加氧酶等在

这些反应过程中发挥关键作用[27]。 在这些酶的作

用下,CL 被破坏,并生成低分子量的化合物,如苯甲

酸、邻苯二甲酸等,这些化合物还会在菌株作用下进

一步被分解为二氧化碳和水等无机物。 菌株 LJF 3
对高质量浓度 CL 耐受性强,42 h 内对 1 000 mg / L
CL 仍有 38. 9%降解率,是一株在较短时间内对高质

量浓度 CL 有明显降解效果的优良菌株。
为了进一步提高菌株 LJF 3 的降解效果,优化

菌株培养基组分和培养条件是一种重要的方法。 在

前人研究中,通过 PB 因素筛选试验和 BBD 响应面

分析,使鞘氨醇单胞菌( Sphingomonas) DC 6 的生

物量较优化前提高了 22% ,从而提高了菌株 DC 6
对高浓度乙草胺的降解率[28]。 胡琼等[29] 对溴氰菊

酯降解菌株———不动杆菌(Acinetobacter junii) LH
1 1 的降解条件进行了优化,通过设计 PB 因素筛

选试验、最陡爬坡试验和 BBD 响应面分析,发现优

化后的菌株 LH 1 1 对 75 mg / L 溴氰菊酯的降解

率达 82. 36% ,较未优化前提高了 28. 9 百分点。 本

文研究则是直接以高质量浓度 CL 的降解率为响应

值,经 PB 因素筛选、最陡爬坡试验和 BBD 响应面分

析法优化后,菌株 LJF 3 在 42 h 内对 1 000 mg / L
CL 降解率达到 87. 4% , 较 未 优 化 前 的 降 解 率

(38. 9% )提高了 48. 5 百分点,表明本文对降解条件

优化的方案设计合理有效。 Majid 等[30] 采用 BBD
响应面分析法优化青霉菌(Penicillium chrysogenum)
分解联苯菊酯(10 mg / L)的理想条件,发现在富营

养化条件和富含葡萄糖的培养基中,这种真菌会与

联苯菊酯共代谢。 本文研究中培养基组分添加葡萄

糖和酵母粉作为碳氮源后,降解效率明显提高,表明

菌株LJF 3 优异的降解能力也可能依赖于共代谢。
液体培养基体积与培养基中的溶解氧含量密切相

关,优化后培养基体积由原来的 100 mL 下降至 70
mL,表明菌株 LJF 3 可能通过好氧降解途径降解

CL,在降低培养基体积后,溶解氧含量增加,从而提

高了 CL 的降解率。 综上,菌株 LJF 3 在 CL 污染的

生物修复中具有潜力,本文研究为 CL 污染的生物修

复提供了技术参考。

4　 结　 论

CL 广泛应用于农业中病虫害的防治,微生物降

解是消减环境中 CL 的重要途径。 研究筛选出 4 株

降解 CL 的菌株,其中菌株 LJF 3 在最适降解条件
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下,42 h 内可降解 76. 3%的 200 mg / L CL,且对1 000
mg / L CL(高质量浓度)的降解率仍有 38. 9% 。 通过

菌株的生理生化分析及 16S rRNA 测序和比对,鉴定

其为红球菌属(Rhodococcus)。
通过 PB 因素筛选、最陡爬坡试验、BBD 响应面

分析法优化其降解条件,优化后菌株 LJF 3 的最佳

降解条件为酵母粉质量浓度为 15 g / L,葡萄糖质量

浓度 为 10 g / L, K2 HPO4 质 量 浓 度 为 0. 5 g / L,
KH2PO4质量浓度为 0. 5 g / L,NaCl 质量浓度为 1. 0
g / L,MgSO4质量浓度为 0. 5 g / L,培养基体积为 70
mL,接种体积分数为 6% ,温度为 30 ℃,pH 值为

7. 0,转速为 180 r / min。 优化后的菌株 LJF 3 在 42
h 内对1 000 mg / L CL 降解率达到 87. 4% ,较未优

化前的降解率(38. 9% )提高了 48. 5 百分点。 本

文为 CL 的微生物降解提供了优良的菌株资源,为
农药降解菌在环境修复中的实际应用奠定了理论

基础。
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Isolation, identification, and optimization of degradation conditions
for a cyhalothrin-degrading bacterial strain

WANG Hui1,2, ZHU Hongkang1,2, YAO Peilin1,2, MA Zhengxuan1,2, JIAO Tongyu1,2,
CAO Jingjing1,2, ZHAO Weirui1,2, WAN An1, ZU Yao3, HU Shubao3

(1 College of Resources and Environment, Anqing Normal University, Anqing 246133, Anhui, China;
2 Anhui Provincial Key Laboratory of Intelligent Monitoring and Productivity Improvement

of Cultivated Land, Anqing 246133, Anhui, China;
3 College of Life Sciences, Anqing Normal University, Anqing 246133, Anhui, China)

Abstract: To tackle the environmental risks posed by Cyfluthrin (CL) residues, this study utilized enrichment culture methods to
isolate CL degrading bacterial strains. CL contaminated soil served as the enrichment medium, while a Minimal Medium (MMCL)
with CL as the sole carbon source was used for screening. This approach led to the isolation of four strains: LJF 1, LJF 2, LJF 3,
and LJF 4. Notably, strain LJF 3 demonstrated rapid degradation of 200 mg / L CL, achieving a degradation rate of 38. 9% even at
1 000 mg / L. Based on 16S rRNA gene sequencing ( GenBank accession number PQ803889), strain LJF 3 exhibited 99. 93%
sequence similarity to Rhodococcus species in the NCBI database. Physiological and biochemical tests yielded positive results for
phenylalanine arylamidase, L lactic acid alkalization, and tyrosine arylamidase, while other tests returned negative results.
Consequently, strain LJF 3 was identified as a species of Rhodococcus. To enhance its degradation efficiency, an 11-factor, 3-level
Plackett-Burman experimental design was employed, identifying culture volume, glucose concentration, and yeast extract concentration
as significant factors. Follow-up steepest ascent experiments with five gradient groups determined the optimal conditions: a culture
volume of 70 mL, glucose concentration of 10 g / L, and yeast extract concentration of 15 g / L. A Box-Behnken Design Response Surface
Methodology (RSM) was subsequently employed to optimize these three factors, with results indicating a well-fitted model ( p <
0. 001). The optimized conditions for strain LJF 3 included: 15 g / L yeast extract, 10 g / L glucose, 0. 5 g / L K2HPO4, 0. 5 g / L
KH2PO4, 1. 0 g / L NaCl, 0. 5 g / L MgSO4, a culture volume of 70 mL, 6% inoculation volume, incubation at 30 ℃, pH 7. 0, and
agitation at 180 r / min. Under these optimized conditions, strain LJF 3 achieved an impressive degradation rate of 87. 4% for 1 000
mg / L CL within 42 hours, representing a 48. 5 percentage point increase compared to the unoptimized rate of 38. 9% . In summary, the
optimization strategy significantly enhanced CL degradation by strain LJF 3. This study provides a valuable microbial resource and
technical framework for the remediation of CL pollution, offering insights for future environmental bioremediation applications.
Key words: environmental engineering; microbial degradation; Plackett-Burman screening; Box-Behnken Design; cyhalothrin
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