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类球红细菌XR12的分离、鉴定及其解毒效果研究
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摘要: 为丰富敌百虫污染治理的微生物资源, 从养殖污泥中分离筛选了一株优良的敌百虫耐受菌XR12, 综合

生理生化特性与16S rRNA序列分析对其进行了鉴定, 采用纸片扩散法分析了其耐药性, 并进一步评价了其安

全性与解毒效果。结果显示: 菌株XR12对敌百虫的最大耐受浓度达到了7680 mg/L。通过生理生化特性以及

16S rRNA序列分析, 菌株XR12被鉴定为类球红细菌(Rhodobacter sphaeroides), 其16S rRNA序列与GenBank中
类球红细菌菌株的16S rRNA序列有98%—100%的同源性, 而且与类球红细菌菌株RSF1 (登录号: KF606891)
的亲缘关系最近。此外, 菌株XR12对卡那霉素、罗红霉素、吡哌酸、阿莫西林、氟苯尼考、多黏菌素B、新

霉素、庆大霉素、氧氟沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、链霉素、四环素、奈替米星等抗生素高度敏感, 对多西

环素中度敏感, 对杆菌肽、萘啶酸、磺胺异噁唑等抗生素耐药, 对斑马鱼的LC50大于109 cfu/mL, 能够将敌百

虫对斑马鱼的LC50从26.06 mg/L增加至59.51 mg/L, 对敌百虫具有良好的解毒效果。研究证实了类球红细菌

XR12的安全性及其对敌百虫良好的解毒效果, 对养殖水体中敌百虫的解毒具有潜在的应用价值。
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敌百虫, 又名马佐藤, 属于水产养殖常用的有

机磷驱杀虫剂, 主要通过抑制寄生虫乙酰胆碱酯酶

而使乙酰胆碱在突触处积累, 引起寄生虫的神经功

能紊乱而死亡
[1]
。近年来, 随着养殖规模的扩大和

鱼类寄生虫病防控需求的增强, 敌百虫的用药量逐

渐增加, 被广泛用于体外寄生吸虫、肠内寄生蠕虫

以及甲壳动物引起的鱼类寄生虫病的防治
[2]
。然而,

据研究报道
[3—5], 养殖水体中的敌百虫会通过呼

吸、摄食进入水产动物体内对机体产生副作用, 轻
者会影响水产动物的免疫因子活性, 重者会直接导

致水产动物急性中毒。因此, 敌百虫的长期大量使

用对环境造成的污染不容忽视
[6], 养殖水体中敌百

虫的解毒研究对水产养殖健康生产和水体环境保

护具有重要的意义。目前, 敌百虫的生物降解法以

其环保、高效、成本低廉等优点深受研究者的青

睐
[7, 8]

。许多研究表明
[6, 8, 9], 假单胞菌(Pseudomonas

sp.)、节杆菌(Arthrobacter sp.)、青霉菌(Penicillium
sp.)、利氏链霉菌(Streptomyces levis)、鞘氨醇杆菌

(Sphingobium sp.)、特基拉芽孢杆菌(Bacillus tequi-
lensis)、聚多曲霉(Aspergillus sydowii)等微生物对

敌百虫均展现出了良好的降解效果, 对环境中敌百

虫的解毒和污染治理具有潜在的应用价值, 但有关

类球红细菌(Rhodobacter sphaeroides)对敌百虫的

解毒研究却鲜有报道。鉴此, 本实验从养殖污泥中

分离筛选了一株敌百虫耐受菌(XR12), 综合生理生

化特性和16S rRNA系统发育分析对其进行了鉴定,
并分析了其药敏特性、安全性以及对敌百虫的解

毒效果, 旨在丰富敌百虫污染治理的微生物资源。
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1    材料与方法

1.1    实验材料

养殖污泥, 采集于上海青浦某养殖场; 斑马鱼

(Danio rerio), 平均体重0.15 g, 健康无病伤, 购于上

海汐灵生物科技有限公司; 标准稀释水, 根据《水

质物质对淡水鱼(斑马鱼)急性毒性测定方法》

(GB/T 13267—1991)[10]
配制; 晶体敌百虫, 有效成分

含量为90%, 购于湖北沙隆达股份有限公司; 营养

琼脂、营养肉汤, 购于国药集团(上海)化学试剂有

限公司; 以上培养基均在121℃灭菌20min, 冰箱保

存备用。

1.2    敌百虫耐受菌株的分离、纯化及筛选

参照杜迅等
[11]

的方法, 将5 g养殖污泥加入到

100 mL含敌百虫浓度为1000 mg/L的无菌营养肉汤

中混匀, 于25℃摇床培养18h后再于含敌百虫浓度

为1000 mg/L的无菌营养琼脂平板上进行划线分离

与纯化, 25℃恒温培养24—48h后, 挑取单菌落进一

步在含敌百虫浓度2000 mg/L的无菌营养琼脂平板

进一步纯化。纯化后的菌株接种于营养琼脂斜面,
25℃恒温培养24—48h后4℃冰箱保藏备用。

1.3    敌百虫耐受菌株对敌百虫的耐受性分析

采用陶树兴等
[12]

推荐的试管二倍稀释法测定

敌百虫耐受菌株对敌百虫的耐受性。将1000 mg/
mL敌百虫溶液分别加入含有2 mL无菌营养肉汤的

试管中至终浓度为30720、15360、7680、3840、
1920、960、480、240、120、60、30、15、7.5、
3.75、1.88、0.94、0.47、0.24、0.12、0.06和0.03 mg/
L, 同时以无菌营养肉汤作为空白对照, 然后分别接

种耐敌百虫菌株的菌液至终浓度5.0×105 cfu/mL,
于25℃恒温培养24h后观察结果, 把无菌生长、稀

释度最大的敌百虫的质量浓度作为敌百虫耐受菌

株对敌百虫的最大耐受浓度(Maximum tolerance
concentration, MTC)。每个处理设3个平行。

1.4    敌百虫耐受菌株的生理生化鉴定

参照黄志勇等
[13]

的方法, 采用生化微量发酵管

对敌百虫耐受菌株进行生理生化鉴定。

1.5    敌百虫耐受菌株16S序列测定及系统发育分析

以敌百虫耐受菌株的基因组DNA为模板, 对其

16S rRNA进行PCR扩增, 其中正向引物为27F: 5′-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′, 反向引物为

1492R: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′ [14]
。

PCR的扩增条件为: 94℃ 3min; 94℃ 1min, 60℃
1min, 72℃ 1min, 共35个循环。敌百虫耐受菌株的

16S rRNA序列委托上海杰李生物技术有限公司完

成, 并将其与GenBank中已知序列进行同源性比对

后利用Mega 5.0软件通过邻接法构建系统发育树

(Replications=1000, bootstrap值取百分比)。
1.6    敌百虫耐受菌株的耐药性分析

参照KB纸片扩散法
[15]

测定敌百虫耐受菌株的

耐药性, 并根据杭州滨河微生物试剂有限公司提供

的《纸片法药敏试验抑菌圈直径判断标准》, 确定

敌百虫耐受菌株对抗菌药物的敏感性。

1.7    敌百虫耐受菌株对斑马鱼的安全性分析

试验设6个试验组和1个对照组, 每组健康斑马

鱼1 0尾。试验组斑马鱼分别浸泡在终浓度为

104—109 cfu/mL敌百虫耐受菌株的标准稀释水中,
对照组的标准稀释水中不添加敌百虫耐受菌株。

试验周期为8d, 试验期间对鱼体反应能力、游动能

力、呼吸能力等指标进行观察, 记录各组斑马鱼的

死亡数目, 计算敌百虫耐受菌株对斑马鱼的半数致

死浓度(LC50)。每个浓度设3个平行, 试验期间水温

控制在24—26℃、DO>4 mg/L、pH 7.2。
1.8    敌百虫耐受菌株对敌百虫的解毒效果分析

参照《水质物质对淡水鱼(斑马鱼)急性毒性测

定方法》(GB/T 13267—1991)[10]
进行。试验设3个

试验组、3个阳性对照组、1个阴性对照组和1个空

白对照组, 每组健康斑马鱼20尾, 分别放置于规格

为Φ225 mm×180 mm的圆形玻璃水族缸中。试验

组在标准稀释水中加入敌百虫耐受菌株至终浓度

1.0×106 cfu/mL后立即加入终浓度为10、20和30 mg/
L敌百虫, 阳性对照组在标准稀释水中仅加入敌百

虫至终浓度10、20和30 mg/L, 阴性对照组在标准

稀释水中仅加入终浓度为1.0×106 cfu/mL的敌百虫

耐受菌株, 空白对照组在标准稀释水中不添加任何

物质, 然后在试验开始后的24h、48h、72h和96h对
鱼体反应能力、游动能力、呼吸能力等指标进行

观察, 记录各组斑马鱼的死亡数目, 计算敌百虫在

敌百虫耐受菌株添加和不添加时对斑马鱼的

LC50。每个处理设3个平行, 试验期间水温控制在

24—26℃、DO>4 mg/L、pH 7.2。
1.9    数据处理与分析

所有实验数据采用SPSS11.0软件进行处理分

析, 以平均值±偏差表示。

2    结果

2.1    敌百虫耐受菌优良菌株的分离与筛选

从养殖污泥中分离了6株敌百虫耐受菌, 分别

暂命名为XR11、XR12、XR13、XR14、XR15和
XR16, 通过进一步测定比较其对敌百虫的最大耐

受浓度(图 1), 最终筛选出了菌株XR12为敌百虫耐

受菌的优良菌株, 其对敌百虫的最大耐受浓度达到
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了7680 mg/L, 分别是菌株XR11、XR13、XR14、
XR15和XR16对敌百虫最大耐受浓度的3倍(P<
0.05)、2倍(P<0.05)、1.5倍(P<0.05)、2.4倍(P<
0.05)和1.2倍(P>0.05)。
2.2    敌百虫耐受菌优良菌株的鉴定

菌株XR12的生理生化鉴定结果(表 1)表明, 菌
株XR12能利用酒石酸钠、葡萄糖酸钠、柠檬酸

钠、琥珀酸钠、苯甲酸钠、谷氨酸钠、精氨酸

钠、乙酸钠、延胡索酸钠、乳酸钠、甲酸钠、丙

酮酸、丙三醇、甘露醇、乙醇, 不能利用半乳糖

醇、硫代硫酸钠, 与已报道
[13, 16]

的类球红细菌的生

理生化特性一致。此外, 菌株XR12的16S rRNA序

列(登录号: MK156296)与GenBank中类球红细菌菌

株的16S rRNA序列有98%—100%的同源性(表 2),
菌株XR12的系统发育树(图 2)进一步表明, 菌株

XR12与类球红细菌菌株RSF1 (登录号: KF606891)
的亲缘关系最近。综合生理生化特性以及16S rRNA

序列分析的结果, 判定菌株XR12为类球红细菌。

2.3    敌百虫耐受菌优良菌株的耐药性

菌株XR12对18种抗生素的敏感实验结果表明

(表 3), 菌株XR12对卡那霉素、罗红霉素、吡哌

酸、阿莫西林、氟苯尼考、多黏菌素B、新霉素、

庆大霉素、氧氟沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、链

霉素、四环素、奈替米星等14种抗生素高度敏感,
对多西环素中度敏感, 对杆菌肽、萘啶酸、磺胺异

噁唑等3种抗生素耐药。

2.4    敌百虫耐受菌株对斑马鱼的安全性

菌株XR12以终浓度为104—109 cfu/mL连续浸

泡斑马鱼8d, 斑马鱼均未出现鱼体反应迟钝、侧

翻、游动和呼吸能力减弱以及死亡等不正常现象,
均生长良好, 而且对照组中的斑马鱼也未出现任何

不正常现象, 也生长良好, 说明菌株XR12对斑马鱼

的LC50大于109 cfu/mL。
2.5    敌百虫耐受菌株对敌百虫的解毒效果

表 4表明, 空白对照和仅添加菌株XR12的阴性

对照组中斑马鱼均未出现鱼体反应迟钝、侧翻、

游动和呼吸能力减弱以及死亡等不正常现象, 均生

长良好; 未添加菌株XR12的阳性对照组中10—30 mg/
L敌百虫导致斑马鱼出现18.3%—58.3%的死亡率,
根据概率单位图解法建立的死亡概率(Y)与敌百虫

浓度(X)的关系曲线方程: Y=0.0559X+3.543, 敌百虫

在未加入XR12时对斑马鱼的96h-LC50为26.06 mg/
L; 而添加菌株XR12的试验组中敌百虫在终浓度为

20和30 mg/L时分别导致斑马鱼出现13.3%和20.0%
的死亡率, 根据概率单位图解法建立的死亡概率

(Y)与敌百虫浓度(X)的关系曲线方程: Y=0.0285X+
3.304, 敌百虫在加入菌株XR12时对斑马鱼的96h-
LC50为59.51 mg/L, 是未添加菌株XR12时敌百虫对

表 1    菌株XR12的生理生化特征

Tab. 1    Phenotypic characterization of strain XR12

鉴定项目Test item
结果Result

 

鉴定项目Test item
结果Result

XR12 类球红细菌R.
sphaeroides[13, 16] XR12 类球红细菌R.

sphaeroides[13, 16]

半乳糖醇Dulcitol – – 谷氨酸钠Monosodium glutamate + +
丙三醇Glycerol + + 精氨酸钠Monosodium arginine + d
甘露醇Mannitol + + 乙酸钠Sodium acetate + +
乙醇Ethanol + + 延胡索酸钠Sodium fumarate + +
酒石酸钠Sodium Tartaric + + 硫代硫酸钠Sodium Thiosulfate – –
葡萄糖酸钠Sodium gluconate + + 乳酸钠Sodium lactate + +
柠檬酸钠Sodium citrate + + 甲酸钠Sodium formate + +
琥珀酸钠Sodium succinate + + 丙酮酸Pyruvic acid + +
苯甲酸钠Sodium benzoic + +

注: +. 阳性; -. 阴性; d. 种间差异
Note: +. positive reaction; -. negative reaction; d. interspecies differences
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图 1   分离菌株对敌百虫的最大耐受浓度

Fig. 1   The maximum tolerance concentration of isolates against
trichlorfon
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斑马鱼的96h-LC50的2.28倍, 说明菌株XR12能够显

著降低敌百虫对斑马鱼的毒性, 对敌百虫具有良好

的解毒效果。

3    讨论

3.1    类球红细菌的应用价值

类球红细菌是一种光合细菌, 具有广泛的代谢

方式, 能够较好地利用低级脂肪酸、氨基酸和糖类

等物质, 尤其是在厌氧、好氧、黑暗、光照条件下

都能较好地生长
[17]

。因此, 类球红细菌是一种具有

巨大开发潜力的水产益生菌
[18]

。目前, 类球红细菌

作为一种处理农药残留污染的微生物, 已经得到了

学术界的广泛认可。例如, 赵凯等
[19]

从土壤中分离

了一株对敌敌畏具有良好降解效果的类球红细菌

EBL0706, 其在pH 6.9—7.5、温度20—50℃条件下

对400 mg/L敌敌畏的降解率达到了98%以上; 韩庆

莉等
[17, 20]

观察了类球红细菌CGMCC0645对敌敌畏

暴露中鲫和斑马鱼的保护作用, 实验结果表明在

20.0和35.0 mg/L敌敌畏暴露的养鱼水中添加类球

红细菌(5×107 cfu/mL)能够将鲫的96h死亡率从

40.0%和100.0%分别降至0和15%, 在28.3和33.6 mg/
L敌敌畏暴露的养鱼水中添加类球红细菌(5×107 cfu/

表 2    菌株XR12的16S rRNA序列与GenBank基因库中已知类球红细菌菌株16S rRNA序列同源性的比较

Tab. 2    Homology comparison of 16S rRNA sequence of strain XR12 with the other R. sphaeroides strains in GenBank

菌种名Species 菌株名称Strain name 分离源Isolation source 登录号Accession No. 同源性Homology (%)
类球红细菌R. sphaeroides RSF1 池水Pool water KF606891 100
类球红细菌R. sphaeroides K73 底沙Dish KX028788 98
类球红细菌R. sphaeroides SA38 ND AB196354 98
类球红细菌R. sphaeroides 2R 池水Pool water KY266821 98
类球红细菌R. sphaeroides 2.4.1 ND NR_029215 98
类球红细菌R. sphaeroides Z08 土壤Soil GU990615 98
类球红细菌R. sphaeroides JA193 滩涂Beach AM983573 98
类球红细菌R. sphaeroides SKO11 ND EU410423 98
类球红细菌R. sphaeroides TS ND EU882155 98
类球红细菌R. sphaeroides DB803 废水Waste water FJ545654 98
类球红细菌R. sphaeroides ZX-5 ND EU123535 98
类球红细菌R. sphaeroides NMBL-01 ND JN256029 98
类球红细菌R. sphaeroides BHUH1 生活污水Domestic sewage KC731573 98

注: ND, 表示不确定
Note: ND, not determined

Rhodobacter sphaeroides strain JA149 [AM696295]

Rhodobacter sphaeroides strain ZX-5 [EU123535]

Rhodobacter sphaeroides strain BHUH1 [KC731573]

Rhodobacter sphaeroides strain P221(1) [GU370090]

Rhodobacter sphaeroides strain SA38 [AB196354]

Rhodobacter sphaeroides strain NMBL-02 [JN256030]

Rhodobacter sphaeroides strain JA233 [AM690349]

Rhodobacter sphaeroides strain DBNRh32 [KT180199]

Rhodobacter sphaeroides strain DBNRh09 [KJ776409]

Rhodobacter sphaeroides strain QG 1.1737-168 [EU682411]

Isolate XR12

Rhodobacter sphaeroides strain KKU-PS5 [KC481702]

Rhodobacter sphaeroides strain KKU-PS1 [KC478552]

100

100

98

92

81

69

52

81

49

31

42

0.002

Rhodobacter sphaeroides strain RSF1 [KF606891]

图 2    基于菌株XR12及相关菌株16S rRNA序列的系统发育树

Fig. 2    The phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences of strain XR12 and other related strains
括号中的序号代表菌株的GenBank登录号; 分支点上的数字代表bootstrap值; 标尺刻度代表碱基替代率

The sequence number in the bracket is the GenBank accession number of the strain; the numbers at the node are the bootstrap values; the
scale bar means nucleotide substitution ratio
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mL)能够将斑马鱼的96h死亡率从63.3%和96.7%降

至0。这些类球红细菌优良菌株的获得极大地丰富

了环境中农药残留生物处理的微生物资源。然而,
从现有文献资料来看, 类球红细菌对敌百虫的解毒

研究的详细报道却极为匮乏。鉴此, 本实验从养殖

污泥中分离筛选了一株优良的敌百虫耐受菌——
类球红细菌XR12, 确定了其分类地位, 分析了其药

敏特性、安全性与解毒效果, 丰富了敌百虫污染治

理的微生物资源。

3.2    类球红细菌的鉴定

目前, 在细菌分类鉴定方法上, 生理生化鉴定

和16S rRNA序列分析方法是细菌分类鉴定最常用

的有效方法, 但这二种方法依然存在部分缺陷
[21]

。

因此, 细菌分类鉴定必须将16S rRNA序列分析和生

理生化鉴定两种方法相结合, 以使鉴定方法更科学,
鉴定结果更可靠、更准确。本实验在对菌株XR12
进行分类鉴定时, 结合了生理生化特性和16S rRNA
序列分析结果 ,  最终确定菌株XR12为类球红细

菌。然而, 菌株XR12与黄志勇等
[13]

从渔场底泥中

分离的类球红细菌菌株AS-32在葡萄糖酸钠利用上

的特性有所不同, 而且与GenBank中同源性较高的

类球红细菌菌株RSF1之间也存在一定的16S rRNA
序列差异性, 这可能与类球红细菌菌株之间的地理

差异以及生长环境条件不同有关
[22]
。

3.3    类球红细菌的安全性

近年来, 益生菌引起人菌血症、内膜炎、肝脓

肿等病例的报道
[23], 使益生菌潜在的安全性评价成

为一个不容忽视的问题。耐药性是益生菌安全性

评价内容的之一。为了避免益生菌在养殖环境中

的生长受到限制, 所筛选的菌株应该对大部分抗生

素敏感
[24]

。目前, 纸片扩散法是评价益生菌耐药性

的常用方法之一。王晓琳等
[24]

采用纸片扩散法测

定了芽孢杆菌益生菌BZ5的耐药性 ,  发现菌株

BZ5对苯唑西林、头孢呋新、卡那霉素表现出耐

药性; 窦春萌等
[25]

采用纸片扩散法分析了一株产消

化酶能力强的夹膜红细菌的耐药性, 显示该菌株对

青霉素、氨苄西林、卡那霉素、红霉素、麦迪霉

素等抗生素耐药。本实验也采用纸片扩散法检测

了菌株XR12的药敏特性, 结果表明菌株XR12对
83.3%实验选用的抗生素敏感或中度敏感, 因而满

足水产养殖用益生菌候选菌株关于药物敏感性的

基本要求。此外, 小规模浸泡试验是评价潜在益生

菌株对养殖动物安全性的良好方式
[26]
。王晓琳等

[24]

通过浸泡试验证实了芽孢杆菌BZ5和溶藻弧菌

VZ5在浓度为106 cfu/mL时对南美白对虾的安全

性。本实验也通过浸泡试验确定了菌株XR12在浓

表 3    菌株XR12的药敏特性

Tab. 3    Antibiotic sensitivity of strain XR12

抗生素Antibiotics
抑菌圈直径判断标准Assessment standard of

inhibition zone diameter (mm) 药物含量
Content (μg/片)

抑菌圈直径Diameter of
inhibition zone (mm)

敏感性
Susceptibility

不敏感R 中度敏感I 高度敏感S

杆菌肽Bacitracin ≤8 9—12 ≥13 10IU 0.0±0.0 R
卡那霉素Kanamycin ≤13 14—17 ≥18 30 24.37±0.55 S
罗红霉素Roxithromycin ≤10 11—15 ≥16 15 16.37±1.18 S
吡哌酸Pipram ≤17 18—20 ≥21 30 24.07±0.90 S
萘啶酸Nalidixic acid ≤13 14—18 ≥19 30 0.0±0.0 R
磺胺异噁唑Sulfisoxazole ≤12 13—16 ≥17 300 0.0±0.0 R
阿莫西林Amoxicillin ≤13 14—17 ≥18 10 24.27±0.64 S
多西环素Doxycycline ≤17 18—22 ≥23 30 21.37±0.55 I
氟苯尼考 ≤10 11—15 ≥16 30 22.43±0.51 S
多黏菌素B Polymyxin B ≤8 9—11 ≥12 30 15.37±0.64 S
新霉素Neomycin ≤12 13—16 ≥17 30 23.67±1.15 S
庆大霉素Gentamycin ≤12 13—14 ≥15 10 18.33±0.58 S
氧氟沙星Ofloxacin ≤12 13—15 ≥16 5 25.67±0.58 S
诺氟沙星Norfloxacin ≤10 13—16 ≥17 10 20.77±0.40 S
恩诺沙星Enrofloxacine ≤15 16—18 ≥19 5 26.70±0.61 S
链霉素Streptomycin ≤11 12—14 ≥15 10 25.47±0.50 S
四环素Tetracycline ≤14 15—18 ≥19 30 19.40±0.53 S
奈替米星Netilmicin ≤19 20—22 ≥23 100 23.43±0.59 S

注: S. 高度敏感; I. 中度敏感; R. 耐药
Note: S. sensitive; I. intermediate sensitive; R. resistance
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度为109 cfu/mL时对模式生物-斑马鱼的安全性。

因此, 菌株XR12具备在水产养殖中应用的安全性。

3.4    类球红细菌对敌百虫的解毒作用

敌百虫为胆碱酯酶抑制剂, 其对鱼类的主要致

毒作用是通过机体吸收后与脑突触及肌肉神经接

点的胆碱酯酶相结合, 形成不易水解的磷酰化胆碱

酯酶, 从而抑制胆碱酯酶的活性, 导致乙酰胆碱在

突触内蓄积, 致使神经突触传导中断, 引起神经功

能紊乱, 诱发中毒症状
[27]

。汪鹏鹏等
[27]

研究发现,
敌百虫对斑马鱼的96h-LC50为27.88 mg/L。本实验

结果表明, 敌百虫对斑马鱼的96h-LC50为26.06 mg/
L, 与汪鹏鹏等

[27]
的试验结果稍有差异, 可能与斑马

鱼的种类、规格不同有关
[28], 但根据生态毒理学危

害性分级标准
[29]: 极高, LC50≤1 mg/L; 高, 1<LC50≤

10 mg/L; 中, 10<LC50≤100 mg/L; 低, LC50>100 mg/
L, 上述研究均证实敌百虫对斑马鱼的危害等级属

于中级, 这与敌百虫能够显著抑制斑马鱼头部乙酰

胆碱酯酶活性有关
[27]

。此外, 敌百虫在酸性水体中

可水解生成无毒的去甲基敌百虫, 在碱性水体中可

水解为毒性更强的敌敌畏, 后者可进一步水解为对

鱼类具有毒害作用的磷酸二甲酯和二氯乙醛
[30, 31]

。

本实验发现, 在试验水体pH (pH 7.2)没有变化的情

况下, 敌百虫在添加菌株XR12时对斑马鱼的毒性

显著降低, 由此推断菌株XR12能够降解水中敌百

虫, 并且在解毒过程中没有积累有毒的代谢产物。
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Abstract: To explore the microbial resources on control trichlorphon pollution, a potential trichlorphon-tolerant bacte-
rium XR12 was isolated and screened from the aquaculture sediment according to the physiological-biochemical cha-
racteristics and 16S rRNA gene sequence analysis, and its antibiotic resistance and its safety and detoxification effect
were evaluated. The results indicated that strain XR12 exhibited the maximum tolerance concentration of 7680 mg/L
trichlorphon. The strain XR12 was identified as Rhodobacter sphaeroides through phenotypic characterization and
phylogenetic analysis based on 16S rRNA sequences. Its 16S rRNA sequence had homology of 98%—100% with
strains of R. sphaeroides from GenBank, and showed the closest relation to R. sphaeroides strain RSF1 (GenBank ac-
cession number: KF606891). In addition, XR12 exhibited high sensitivity to kanamycin, roxithromycin, pipram, amoxi-
cillin, florfenicol, polymyxin B, neomycin, gentamycin, ofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin, streptomycin, tetracyc-
line, netilmicin, intermediate sensitivity to doxycycline and resistance to bacitracin, nalidixic acid and sulfametho-
xazole. XR12 had a LC50 of >109 cfu/mL for zebra fish, and could significantly enhance the LC50 of trichlorfon to
zebrafish from 26.06 to 59.51 mg/L, indicating a good detoxification effect on trichlorfon. This study indicated that
XR12 had the potential for trichlorfon detoxification in aquaculture water.
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