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新烟碱类杀虫剂哌虫啶降解菌P4-7的筛选、
鉴定及其降解特性的研究
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(常州大学 制药与生命科学学院,江苏 常州213164)

摘要:采用富集培养的方法,从常州南郊农田土壤中筛选出8株以哌虫啶(Paichongding,IPP)为唯一生长碳源和能

源的菌株,选择生长速度快和降解率较高的菌株P4-7进一步研究,据18SrDNA序列将其鉴定曲霉属(Aspergillus
sp.)。通过单因素试验和初步优化,菌株4-7在20d对50mg/L哌虫啶的降解率可达30%,该菌株降解哌虫啶的最

适初始pH为7.0、最适接种量为5%。菌株Aspergillussp.P4-7降解IPP的过程中,检测到2种中间代谢产物M1
和M2,经高分辩LC-MS/MS鉴定为C14H17ClN4O3(M1)、C14H14ClN3O(M2),实验结果表明,IPP的丙氧基水解成

羟其,形成中间产物 M1,M1进一步脱硝基,羟基同时氧化形成 M2。
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Isolation,IdentificationandDegradationCharacteristicsofaNovel
cis-NitromethyleneNeonicotinoidInsecticidePaichongding-

DegradingStrainP4-7
CAIZhiqiang,RONGYan,CHENJie,LIShanshan,WANGJing

(SchoolofPharmaceuticalEngineering&LifeScience,ChangzhouUniversity,Changzhou213164,China)

Abstract:Paichongding(IPP)isanovelnitromethyleneneonicotinoidrecentlydevelopedinChina.Eight
strainswhichcanutilizeIPPassolecarbonandenergysourcewereisolatedfromthefieldinsouthofChan-
gzhou,Jiangsuprovince.ThestrainP4-7withhigherrateofdegradingIPPwasselectedforfurtherstudy.
Basedon18SrDNAsequence,thestrainwasidentifiedasAspergillussp..Undertheconditionof50mg/

LofIPP,pH7.0and5%ofinoculum,thedegradationrateofIPPwithin20daysreached30%bythe
strainP4-7.Twomainmetabolites(M1andM2)weredetectedduringIPPdegradationprocess.Basedon
LC-MS/MSanalysis,theywereidentifiedasC14H17ClN4O3(M1)andC14H14ClN3O (M2).Accordingto
theirappearancedynamics,thebiodegradationpathwayofIPPbyP4-7wasproposed:Thepropylgroupof
IPPwasinitiallyde-esterifiedandhydrolyzedtoformM1,thenM1wastransformedintoM2throughre-
ductionofnitrogrouponM1andthehydroxyloxidization.
Keywords:Paichongding;Aspergillussp.;18SrDNA;biodegradation;degradationpathway
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  烟碱类杀虫剂源于植物源农药烟碱,主要作用

于害虫的乙酰胆碱酯酶受体,因其卓著的杀虫活性、
新颖的作用机理,引起了人们的广泛关注,掀起了研

发烟碱类杀虫剂的热潮[1-2]。为改变国内农药生产

仿制品种多、创制品种少、产品附加值低的局面,华
东理工大学和江苏克胜集团合作,历经五载,创制出

新一代拥有自主知识产权的新烟碱类杀虫剂哌虫

啶2。哌虫啶(Paichongding,IPP,1-((6-氯吡啶-3-
基)甲基)-5-丙氧基-7-甲基-8-硝基-1,2,3,5,6,7-六
氢咪唑-(1,2-α)吡啶)是一种高效、低毒、广谱的新

烟碱类杀虫剂,主要用于同翅目害虫的防治,目前获

得 两 项 国 家 发 明 专 利 (ZL200410084457.1、

ZL200710024512.1)和 一 项 国 际 专 利 (PCT/

CN2005/000617)[3-6]。95%哌虫啶原药和10%悬

浮剂两产品已通过农业部审查,取得了农药临时登

记证(证号分别为:LS20091270、LS20091271)。经

测试表明IPP对抗性飞虱试验防效尤为突出,对吡

虫啉抗性的褐飞虱具有显著的活性,具有对哺乳动

物低毒,对鱼无毒和蜜蜂低毒等特点[3-6]。
随着哌虫啶在国内使用量的增加,其在环境中

的归趋也日益引起人们的重视,哌虫啶在环境中降

解特性及代谢行为的研究鲜有报道。目前哌虫啶在

环境中的归趋研究主要集中在哌虫啶在好氧厌氧土

壤中代谢、土壤结合残留以及哌虫啶在白菜中的代

谢特性等方面[5-11],而在哌虫啶的生物降解菌的筛

选和在水体中的代谢行为研究很少。本实验从常州

市南郊农田土壤中,经分离筛选得到哌虫啶高效降

解菌株P4-7,对该菌株的生物降解降解特性作了进

一步的研究,并鉴定IPP生物降解中间产物,推测

其可能的代谢途径,为哌虫啶的生物降解及环境污

染的生物修复提供理论指导和技术支持。

1 实验材料与方法

1.1 实验材料

哌虫啶(IPP,MW367,分子式C17H23ClN4O3,
纯度98.3%)购自江苏克胜集团有限公司,基本培

养基、富集培养基、初筛培养基、复筛培养基和LB
培养基的配方见参考文献[5,12-13]。从常州市南

郊菜园、麦地等农田中采集植物根部5~10cm左右

土壤样品10份。其它化学试剂均为分析纯。

1.2 降解菌株筛选与纯化

取3g土样溶解于100mL生理盐水中,振荡充分

溶解15~20min,静 置10min。取 上 清3mL加 入

100mL基础培养基中(含哌虫啶50mg/L)。放入摇

床140r/min,30℃培养数天。待菌体大量生长后,以

5%的接种量转接到含哌虫啶50mg/L的基础培养基

中富集培养4次。吸取200mL菌液于平板涂布,挑
取菌落较大的接种于以哌虫啶为唯一碳源的固体培

养基上30℃培养3d,反复划线纯化,保存菌株备用。

1.3 18SrDNA护增和菌株鉴定

选择降解率较高的菌株提取菌株染色体总

DNA作为扩增模板,18SrDNA扩增PCR反应所

用引物为NS1(GTAGTCATATGCTTGTCTC)和

NS6(GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC),18S
rDNA序列由生工生物工程(上海)股份有限公司鉴

定。将序列登录 GenBank进行同源性比较,应用

MEGA4.0软件中的 Nerghbor-Joining方法构建

18SrDNA的系统发育树。

1.4 分析测定方法

反应体系中哌虫啶及其代谢产物的提取[5-6]:用

2倍体积二氯甲烷萃取两次,合并二氯甲烷相,经无

法硫酸钠脱水后,旋转蒸发(<40℃)浓缩至干,用

5mL乙腈溶解,0.45mm 微孔滤膜过滤,HPLC检

测哌虫啶浓度,哌虫啶平均回收率为99.02%,变异

系数为3.06%。
哌 虫 啶 HPLC 检 测 条 件:仪 器 为 Agilent

HPLC1260,色谱柱:AgilentEclipseXDB-C18(4.6
×250mm,5μm);检测波长354nm,柱温30℃,流动

相V(乙腈)∶V(水)=50∶50,流速1mL/min,进样量

20μL
[14-15]。
哌虫啶降解率计算公式

降解率=
(ρ0-ρ)

ρ0
×100%

式中:ρ0为对照样品哌虫啶质量浓度,mg/L;ρ为生

物降解样品哌虫啶质量浓度,mg/L。
哌虫啶降解产物 HPLC-MS/MS分析方法:高

效液相色谱-超高分辨飞行时间质谱联用技术(LC-
MS/MS,DionexU3000-BrukermaXis4G)检测产

物结构。HPLC条件:检测波长268nm;色谱柱Ag-
ilentEclipseXDB-C18(4.6×250mm);柱温30℃;
流动相:乙腈(0.1%甲酸)-水(0.1%甲酸);流速

0.4mL/min;进样量8μL。质谱条件如下:ESI电喷

雾电离(正离子模式),毛细管电压4.5kV,碰撞电

压25V,干燥气体6L/min,气体温度180℃,扫描

·88·
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m/z为50~1000[5-6]。

2 结果与讨论

2.1 土壤中降解哌虫啶微生物的筛选

在以哌虫啶为唯一碳源的培养基中分筛选到8
株降解菌:P14-1,P1-3,P4-7,P10-2,P11-3,P4-
1,P1-12和P11-13。在LB培养基中活化24~72h

后,以10%接种量(菌体用无菌生理盐水洗涤2~3
次)接种是含哌虫啶(50mg/L)的基础培养基中,

30℃,120r/min条件下培养10d,菌液经提取处理

进行HPLC分析,结果如表1,本实验分离得到的8
株菌对哌虫啶均有一定的降解效果,根据菌落大小、
菌株生长速度和IPP初步降解率,选取菌株P4-7为

目标菌株进一步研究。

表1 哌虫啶8株降解菌的降解率

Table1 DegradationrateofPaichongdingdegradingstrains

P14-1 P1-3 P4-7 P10-2 P11-3 P4-1 P1-12 P11-13
菌落大小 ++ +++ ++++ ++ +++ ++ +++ ++
菌体形状 球状 短杆状 孢子呈球状 球状 杆状 杆状 球状 球状

降解率 18.87 23.50 22.45 18.06 15.63 20.4 13.45 19.71
  说明:“+”代表1mm。

2.2 菌株P4-7的分类鉴定

菌株P4-7在含哌虫啶固体基础培养基中涂布

培养4d,平板上长出4~5mm直径大小的菌落,圆
开,中间隆起且厚,边缘呈放射性。生长初期菌丝为

绒状,呈白色,后期变成绿色。菌丝体随着培养时间

的增加颜色逐渐加深,最后变成墨绿色颗粒状(图1
(a))。菌株P4-7分生孢子梗壁光滑,孢子成簇状,
单个 孢 子 为 球 形,孢 子 表 面 粗 糙,平 均 直 径 长

2.8mm(图1(b),图1(c)和图1(d))。

图1 P4-7菌落形态和孢子照片

Fig.1 Colonial,mycelialandsporemorphologyofP4-7

将电泳后的片段进行测序,将菌株 P4-718S
rDNA基因序列登录GenBank进行同源性比较,应
用MEGA4.0软件中的Nerghbor-Joining方法构建

18SrDNA的系统发育树(图2)。分析结果显示菌

株P4-7与 Aspergillussp.的相似性在99%以上,
结合菌株的形态学特征,哌虫啶高效降解菌P4-7命

名为Aspergillussp.P4-7。

2.3 pH对菌株P4-7降解哌虫啶的影响

哌虫啶 在 酸 性 环 境 中 不 稳 定,容 易 发 生 水

解[14-15],本实验调节培养基pH分别至7.0,8.0和

9.0,并各设定一对照组,接种量为8%,哌虫啶浓度

为50mg/L,30℃,140r/min条件下培养,每5d取

样测定不同pH条件下P4-7对哌虫啶的降解率(图

3,空白对照试验pH为7.0)。菌株在pH为7.0~
9.0的条件下均可生长,并能降解哌虫啶。由图3
可知在pH7.0时降解率最高,可达27.46%,随着

pH降解率逐渐下降,说明在哌虫啶作为唯一碳源

和能源时,菌株最适生长pH 为7.0。这可能是在

pH为中性时有利于哌虫啶相关降解酶的表达与合

成,并维持较高的酶活,当pH 上升,降解酶的合成

速度或活性受到了一定的抑制,从而影响IPP的降

解效果。

2.4 底物浓度对菌株降解哌虫啶的影响

将处于对数期生长期的菌株P4-7以8%的接

种量接种于30、50、75、100mg/L不同质量浓度哌虫

啶的基础培养基中。将pH 调至7.0,置于140r/

min,30℃条件下培养。取样周期为5d,研究哌虫啶

初始浓度对菌株P4-7的影响,结果如图4(空白对

照试验IPP质量浓度为30mg/L)。在本实验范围

·98·
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内,哌虫啶初始浓度对菌株P4-7的影响不大,IPP
浓度的升高,降解率略有下降。另外,在哌虫啶浓度

为30mg/L时,降解率反而低于浓度为50mg/L,说
明菌株P4-7在较低浓度时,对哌虫啶的利用效率较

低。据报道新型广谱烟碱类杀虫剂哌虫啶对鱼、鸟、
蜜蜂和家蚕均为低毒[1-6],研究结果表明,哌虫啶初

始浓度对菌株P4-7的降解效率影响不大,说明哌虫

啶对环境微生物可能也是低毒的。

图2 Aspergillussp.P4-7的系统发育树

Fig.2 PhylogenetictreeofAspergillussp.P4-7

图3 初始pH对P4-7降解IPP的影响

Fig.3 EffectofpHvalueonIPPdegradationbystrainP4-7

图4 底物浓度对P4-7降解IPP的影响

Fig.4 EffectofIPPconcentrationonIPPdegradationby
strainP4-7

2.5 接种量对菌株降解哌虫啶的影响

在哌虫啶质量浓度为50mg/L、pH为7的基础

培养基中,以2%、5%、8%、12%的接种量接种菌株

P4-7,取样周期为5d,测定接种量对哌虫啶降解率

的影响,结果如图5所示(空白对照试验接种浓度为

5%)。由图可知,接种量2%~12%时,IPP在0~
10d的降解率随着接种量的增大而增加,说明在降

解初期,IPP-2初始降解率与接种量呈正相关。培

养后期,IPP-2在不同接种量下降解率几乎相同。
由此可得,P4-7接种量对IPP-2在降解效果影响不

大,在降解初期时,较大接种量有利于IPP较快降

解,但最终降解效果一致。综合评定初步接种量为

5% 为 最 佳 接 种 量,培 养 30dIPP 降 解 率 达

到29.03%。

图5 接种量对P4-7降解IPP的影响

Fig.5 EffectofinoculationonIPPdegradationbystrainP4-7

2.6 水体中哌虫啶降解产物及其代谢途径

采用萃取方法作为前处理手段,高效液相色谱

-超高分辨飞行时间质谱联用技术(LC-MS/MS)
作为产物结构检测手段,水体中各样品总离子流图

见图6(a)和图6(b)。由图可知,共检测到2种代谢

·09·
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产物,其中IPP保留时间分别是17.1min(IPP-1)、

19.3min(IPP-2),中间代谢产物 M1、M2保留时间

分别是1.1min(M1)、21.2min(M2)。

IPP的质谱图,保留时间为17.1、19.3min,IPP
分子离子m/z367.1539[M+H],与之前报道的

质谱特征离子一致。

图6 0d和15d样品TIC图

Fig.6 Totalionchromatographyof0dand15dsamples

  降解产物 M1:保留时间1.1min,分子离子m/

z325.1088[M+H],降解产物M1结构见图7(a)。
由碎片离子推知,降解产物 M1为C14H17ClN4O3,
化学名为1-[(6-氯吡啶-3-基)甲基]-7-甲基-8-硝基-
1,2,3,5,6,7-六氢咪唑并[1,2-a]吡啶-5-羟基,分子

质量324.0989。由结构式推测,中间代谢产物 M1
是IPP分子上丙氧基水解生成羟基所得。

降解产物M2:保留时间21.2min,分子离子m/z
276.0900[M+H],降解产物M2结构见图7(b)。由

碎片离子可推知,降解产物 M2为C14H14ClN3O,其
化学名为1-[(6-氯吡啶-3-基)甲基]-7-甲基-2,3-二氢

咪唑并[1,2-a]吡啶-5-酮,相对分子质量275.0825。
由结构式推测,中间代谢产物 M2是由IPP分子去硝

基、丙基并进一步氧化为羰基所得。

图7 IPP降解中间产物 M1和 M2质谱图

Fig.7 MassspectraofmetabolitesformedduringthedegradationofIPPbythestrainP4-7

  文献报道代谢产物 M1和 M2同样存在于菌株

Sphingobacteriumsp.P1-3催化降解哌虫啶的水体

系中[5],哌虫啶在好氧与厌氧土壤中降解特性的研

究结果表明代谢产物 M1和 M2也存在于土壤代谢

产物中[6,16],其一级质谱和二级质谱均一致[5-8,16]。
本实验研究结果表明在菌株P4-7的催化作用下哌

虫啶进行一系列的生物降解,产生 M1、M2两种降

解产物,代谢产物 M1首先出现,M2出现在 M1之

后,其代谢途径可能是IPP分子上丙氧基水解形成

羟基降解为 M1,M1羟基氧化为羰基并去硝基降解

为 M2(图8)[17-18]。

3 结 论

从常州市南郊农田土壤中富集、筛选出以哌虫

啶为唯一碳源的8株降解菌。选择降解效果较好的

菌株P4-7进一步研究,经18SrDNA测序,P4-7属

于 为 Aspergillus sp.。 对 哌 虫 啶 降 解 菌

Aspergillussp.P4-7最适生长条件及最大底物耐
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受浓度进行研究。结果表明,菌株P4-7降解哌虫啶

的最适pH为7.0,最适接种量为5%。在哌虫啶初

始浓度低于50mg/L时,降解率高达29%。Asper-
gillussp.P4-7在水体中催化降解哌虫啶,通过

HPLC检测溶液中哌虫啶降解产物,并对样品进行

LC-MS/MS分析,初步推断出哌虫啶在水体中的生

物降解途径。菌株P4-7所具备的降解哌虫啶的特

性及其应用还有待进一步研究,将菌株P4-7作为出

发菌株进行基因工程育种,进一步提高该菌株的降

解效率。

图8 IPP生物降解途径

Fig.8 ProposedpathwayofIPPdegradationbyAspergillussp.P4-7
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