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环境中基因工程微生物的监测方法
童咏仪

中国军事医学科学院微生物流行病研究所
,

北京

摘要 介绍国外有关环境基 因工程微生物的监测原理与方法
。

即环境 监测标记系统的基本要求 几种环境

监测常用的标记系统 抗性标记系统
、

发色标记系统和发光基因标记系统等 环境 的检测方法 平皿培养计数法
、

免疫学法
、

遗传学法
、

生物发光法和流动细胞计数器对环境 监测
。

关 词 基因工程微生物
,

环境
,

监测
。

偶然逃逸 实验室
、

工厂 和人为施放入环境

中的基 因 工 程微 生 物 佣

, 怕
,

是 否会对 生态平衡和 人类

健康造成危害一直为科学界和各国政府所关注
。

特别是近年来一些国家提出向环境中人为引入

以提高作物产量和治理环境污染等以来
,

这一问题更引起科学界和公众的不安
,

各国政府

相继建立管理机构和法规来评价和管理 的

人为施放活动少
三。

研究 在环境中的命运 存活
,

扩散
,

基

因传播等 及其可能对生态环境和人类健康造成

的危害首先必需解决环境中 的监测问题
。

年经济合作与发展组织  ! 在丹麦首

都哥本哈根召开 了一次有关环境中遗传修饰有

机体
,

监测

的国际会议
,

其中讨论 了对环境 监测的制

度
、

方法
、

设计及国际间合作的必要性等问题仁’〕
。

为了促使我国学者参与国际上对生物工程这一

重大技术安全性间题的研究和讨论
,

特别是具体

地监察和评价我国各种 的人工施放活动

现对国外有关环境中 的监测方法加 以介

绍
。

监测环境中 的基本策略

在构建用于环境施放的 时
,

考虑到 日

后 的 监 测 问题
,

常 向 中 引 入 某种 标记

施
,

以研究 及其工程特性在

环境中的命运和转归
。

这种标记基因的引入既可

以通过体外重组
,

也可通过体内重组和人工诱变

等现代分子生物学和微生物学技术获得
。

标记系

统可以是专门设计的
,

也可能是工程特性本身在

引入环境中的稀有性而具有标记功能
。

环境 监测标记系统的基本要求

在引入环境中是特异的 环境中很少或

没有这种标记系统的存在或活动
。

如 基因

是恶臭假单胞菌质粒上编码邻苯二酚
一 , 一

双加

氧酶 ”。 基因
,

一般环境中微生物很少有这种

基因
,

因此具备作为标记系统的条件〔‘,
·
’‘

·

〕
。

发

光微生物存在于许多水体中
,

特别是海洋中
,

但

陆上土壤中的微生物很少有发光基因的活动
,

因

此它可在这些环境中被用作标记基因  
。

具备多种方便
、

灵敏的检测方法 如既

可以用核酸探针等遗传学方法检测标记基因存

在
,

又可通过免疫学方法
、

酶活力测定
、

发色
、

发

光反应等表型检测方法检测该基因的表达产物
。

既可通过标记系统追踪 在环境中存在和移

动
,

又可研究新遗传性状在环境中的稳定性
。

不要因标记系统的活动给宿 主 带

来太大负担 向宿主菌引入额外标记系统
,

其保

持和表达会给宿主带来一定的负担
,

特别在高效

表达时
。

因此
,

在考虑引入标记系统时
,

应避免因

标 记系统的 活动影 响 的期望 功 能
。

如

用 基因作标记基因时
,

向

工程质粒中引入可调控原件 或
,

启动子及

其温度敏感抑制子
, 。

在一般外环境温度时

处于活性状态
,

抑制了 基因的表达
,

减

少了对宿主的负担
。

但在检测时
,

将培养温度提

高到 ℃以上使抑制子失活
,

开动了 基因

的表达
,

起到标记功能’〕
。

此外
,

将标记基因置

于染色体而不是质粒上不仅可以减少因质粒不

稳定造成标记的丢失
,

还可减少因其过度复制和

表达给宿主带来的负担
,

其传播的危险性也降低

了
。

但标记置于染色体上时
,

其拷贝数必然较少
,

年 月 日收到修改稿
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赋予检测的信号也就弱 了言
·

二’ ,
· ‘ 一

‘

巴 ‘ ,
‘

不致带来新的公共卫生和环境向题
‘

如

抗菌素抗性基因虽可方便地用作标记基因
,

但由

于其在环境中潜在传播的可能性
,

因此即便使用

也最好不用人
、

畜常用的抗菌素的抗性基因作标

记
,

而应用蔡咤酮酸
、

利福平等抗性基因〔”〕
。

几种环境 监测常用的标记系统

国外近几年发展起来用于环境 监测的

几种标记系统都还不太成熟
,
离满意使用还有一

段距离
,

但随着大家的努力
,

从这些系统中会发

展出一些能更好地满足上述条件的标记系统
。

么 抗性标记系统

对抗菌素或重金属的抗性基因可通过体外

重组或人工突变的方法使 带上该标记
,

这

种标记系
、

统可使 方便地在含有抗菌素 如

蔡咙酮酸
、

新生霉素
、

利福平等 或重金属盐
、

的选择性培养基上生长出来并可进行定量

研究
。

在使用抗性标记系统时应注意以下几点

不要用人畜常用抗菌素抗性基因作标记
,

因为

这可导致抗菌素抗性传播的可能性 环境中可

能存在一些天然抗性本底
,

如杀虫剂可能诱导本

土细菌产生对重金属的抗性而干扰了其标记功

能 为避免抗性基因传播
,

应将抗性基因置于

染色体上
,

而不是质粒 匕而且不要位于染色体

重复序列附近以免因转坐子活动导致基因传播

一些在实验室构 建的抗性菌株在缺乏选择压

力的自然环境中可能生长不好江’ 〕
。

发色标记系统
“

标记系统 基 因已成功地

用于许多基因操作 中选择阳性重组子
。

其产物能

分解乳糖或其类似物
一

等使菌落呈特殊颜

色
。

由于许多环境中不存在该基因的活动 如土

壤
,

植物叶面等
,

因此可在这些环境中作为一种

方便的标记系统
。

将该基因置于广

谱质粒上
,

通过不同 的高效启动子启动
,

非常有

效监 测 土壤 中的荧光 假单 胞 菌三‘习。

将该基因引入致金 假单胞菌伊努翻勿护

。‘

 峨扣之成五
名

染色体中用于检测 目的〔”〕
。

标记系统 基 因是恶臭假单

胞菌大质粒 上编码邻苯 二酚
一 , 一

双 加

氧酶
。

的基因
,

该酶能使邻苯二酚转化为一
‘

种黄色产物
一 。  

。

由

于该基因序列 已全部弄清
, 。

酶定量方便
,

 

酶还可以转化邻苯二酚为黄色产物使菌落呈黄

色
,

因此可用基 因探针
、

酶学定量
、

邻苯二酚喷

雾
、

等多种检测方法对这种标记系统进行

检测 〔
·
,

·

」
。

基 因作为标记基因不仅可用于研究携

带该标记系统的 在环境中的存活
、

扩散情

况
,

而且它作为一种非选性标记系统用于研究

的基因传播时
,

可以克服抗性选择标记系

统难以区分基因转移究竟是发生在平皿上 实验

过程中 或是在自然界中的间题
。

葡糖昔酸酶
 ,

基因

大肠杆菌产生的 性质稳定
、

测定方便
,

底物

丰富
,

绝大多数植物及其叶面
、

根际微生物
、

真

菌
、

昆虫都没有大肠杆菌 基因的活动
,

因此

可将其引入这些生物中
,

作为标记研究基因的表

达调控和追踪 在环境中的动向川
。

·

发光基因标记系统

许多微生物
,

特别是海洋微生物具有发光的

特性
,

对其中有些微生物的生物发光机理 已经弄

清并将有关基因作为标记来研究基因的调控表

达 规 律和 追踪 环境 微生 物 的动 向田二
。

将一种海洋发光弧菌
一

咖。 了云义 次, 的萤

光酶基因
 入

、 、 、 、 、 、

构建成不同的结构性和可诱导性质粒 引入大肠

杆菌中
,

用测光法测定具有这些工程质粒的大肠

杆菌
,

在水中的敏感性为 于
,

在土壤中的敏

感性为 二‘ 二
。

一 将
、

基因

引入小肠结肠炎耶尔森氏菌 物二
。 翻友护

蒯
“ 

的染色体中
,

用生物发光法测定了经牛和小鼠口

服该菌后的排菌情况图
。

由于水环境中有不少能

自发萤光的细菌
,

有人认为该标记系统用于水环

境时特弃性不好
。

 其它标记系统

 特异性寡核昔酸片段 这些标记系统主

要通过核酸探针或 、 技术进行检测而不是对

表达产物的表型检  !
。

如 用来自

紫狼尾草  ! 的一段 作为标记基
’
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因
,

由于它与水
、

土等环境中各类微生物核酸无

同源性
,

因此可将其用作标记基因检测 在

环境中的转归图
。

的 用去调节的二氯芬氧 乙酸单

加酸  ! ∀#
∃% & ∋(∃∃)( )∃ ∗  % & ∋+∃%(,∃ −基

因作为标记系统
,

该基因的产物可使苯氧基乙酸

(
Phe no

x
yac eta

te P A A )转 化 为酚
,

用分光光度

法
、

气相色谱或高性能液相色谱测定酚的含量或

同时监测 PA A 的消失情况即可对 G EM 进行定

量研究
。

也可以将PA
A 等喷雾到平皿上

,

含有该

标记基因的菌落能转化 PA A 使菌落呈红色
。

由

于环境中一般微生物 不能降解 PA A
,

故该基因

作为标记基因具有很好的特异性
。

但该方法的敏

感性尚有待提高。“二
。

( 3 )
Be

n
L

u
s t e n

be

r
g ( 1 9 9 0 ) 利 用一种融合蛋

白作为标记来检测环境中 G EM
。

N
od

o 蛋白是一

种根瘤菌的分泌蛋白(细胞膜上没有)
,

Ph oE 是

肠杆菌科具有的一种外膜蛋白
,

将两种蛋白的基

因克隆到一个去掉转座酶基因的转座子上(防止

传播)
,

并置于一个广谱革兰氏阴性菌启动子之

下
,

借一个不稳定质粒的转座酶基因的转座作

用
,

可将其导入 多种革兰氏阴性菌中
,

成为一种

广谱的标记系统
。

Ph

o
E 蛋白作为锚将 N od o 蛋白

固定于细胞外膜
,

用免疫学方法检测时可克服较

长的外膜脂多糖的干扰作用川
。

2 环境 G EM 的检测方法

G EM 的检测方法按检测的对象可分为表型

检测租遗传型检测
,

前者是对基因产物的检测
,

后者是对核酸片段的检测
。

按定量与否可分为定

性与定量检测
‘

按检测的手段可分为培养法
、

免

疫学方法
、

核酸探针检测方法
、

生物发光法
、

酶活

力测定法等
。

一种标记系统可能同时用多种方法进行检

测
。

如对 xy lE 标记系统可采用培养平皿喷雾法

(定量
、

表型检测 )
,

也可用核酸探针法检测 xy lE

基因
,

还可通过测定邻苯二酚
一
2

,

3

一

双加氧酶的

活力对 G EM 进行定量
。

具体使用哪种方法要考

虑到所用方法的特异性
、

敏感性
、

实用性和可靠

性等因素
。

2. 1 平皿培养计数法

许多抗性标记系统 和发色
、

发光标记 系统

(xy一E ,

l
a e

z y

、

G u s

、

L
u x

A B 等)都可使用平皿培养

计数法直接对 G EM 进行计数
。

前者是向平皿介

质中加入一定浓度抗菌素或重金属盐抑制杂菌

的生长而使带标记的G EM 能选择性地生长出来

进行计数
;后者是向平皿介质中加入 某种基质

(如乳糖)或待菌落长成后再向平皿中喷入某种

物质(如邻苯二酚)
,

带有标记的菌落具有特殊代

谢能力能产生特殊颜色而计数
。

平皿培养计数法是一种表型检测方法
,

它的

特点是直观
,

可定量
。

但其缺点是对环境中普遍

存在的休眠态微生物无法检测
;
有些含有标记基

因
,

但在环境中并不表达该基因特性的 G EM 也

不能检测
;一些环境中微生物具有的本底抗性也

可能影响该方法的可信性
。

2

.

2 免疫学方法

象其它微生物一样
,

免疫学方法对环境中特

异 G EM 也是一种很好的检测方法
。

( 1) 免疫荧光直接计数法 将环境样品经过

适 当处理后
,

用荧光标记的单克隆抗体染色
,

然

后用荧光显微镜直接计数染荧光的细胞
。

M as
on

( 1 9 9 0 ) 用这种方法检测土壤样品中肠从泊以没护

,
P25菌

,

敏感性达 20/gU
”〕

。

目前认为这是一种最

具特异性和敏感性的环境 G EM 检测方法
。

它不

需要培养微生物就可直接定量
,

使用蔡睫酮酸和

酵母浸膏先处理样品后再荧光染色计数能使具

有代谢活力的 G EM 与总 G E M 区别开来
。

但制备

针对每一种 G EM 的单克隆抗体较复杂
,

环境中

的自发荧光对检测也有一定影响
。

( 2) 免疫磁捕获法 将包被有特异性抗体的

磁性微粒 加 入 到 样 品 中特异性地 吸 附格应

G E M
,

在外加磁场时
,

所 吸附的 G EM 被磁粒带

到试管壁上
,

其它杂质被倒掉
,

用这种方法可将

样 品 中的 G E M 选 择性 浓 缩供进 一 步 分析
。

M or sa

n

( 1 9 8 幻用对模式假单胞菌鞭毛特异性抗

原的单克隆抗体包被磁株
,

从中回收 了 20 % 的

靶细胞叫
。

‘

( 3 )
E L r s A

M

o r

g

a n

(

’

1 9 8 9
) 用 ELIsA 法测定

了带
xyl E 基因标记的恶臭假单胞菌

。

由于 xy lE

基因产 物 C
23。
仅在细 胞上才有活性

,

因此可用
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EL Is A 测定该产物对完整细胞进行定量
。

该方法

的敏感性为 x0
3
/m l[

‘5〕
。

忽
.
3 遗传学方法

(l) 菌落原位杂交法 将样品中的微生物先

在平皿上长成菌落
,

然后按菌落原位杂交法用针

对 G EM 的特异性探针进行杂交
,

对杂交 阳性的

菌落计数即可知样品中 G EM 的浓度
。

由于要求

细菌先长成菌落
,

因此它还是克服不了平皿培养

计数法对休眠态微生物不能计数的缺点
。

但用于

分离环境中低浓度含 目的基因的微生物时十分

有用[
2。〕。

( 2 ) M p N

一

核 酸探 针杂 交 法 Fredriekso n

(1988) 根据 M PN 的终极稀释原理
,

用微量板将

微生物样品用抗性选择培养基多孔系列稀释后

培养 3一4d
,

然后将各孔菌液过滤到膜上进行点

杂交
,

根据阳性杂交点数和
.
M p N 计数法原理求

算样品 中微生物浓度
。

该方法用于检测土壤含

Tns 的恶臭假单胞菌和 石九江‘幼砚 协四执玩仪斌侧饥 的

敏感性为 一o / g 和 10 0/g〔
5」

。

F
u

l t h
o r 讲(1989 )也进

行了类似的探索困
。

( 3) 直接抽提环境样品中微生物的总核酸

纯化后用核酸探针杂交能对环境 G EM 作定性检

测 ,
,
2 ‘〕

。

它的优点在于不需要先培养微生物
,

解

决了休眠态微生物的检出问题
。

将核酸纯化
、

酶

切后 so ut h 斑点杂交分析可研究工程基 因在环

境中的重排
、

缺失和基因转移现象
。

特别是先通

过 Pc
R 技术特异性地扩增靶片段

,

然后再进行

杂交
,

能大大提高该方法的敏感性[s,
’2〕

。

但如何

利用该方法对环境样品中的 G EM 进行定量的问

题还没有解决
。

毖
.
4 生物发光法

标记具有发光功能的 G EM 能通过发光菌落

计数
、

光输出测量
、

萤光酶基因探针
、

电荷藕合显

徽留(。
ar二

一
c o u

p ,e d m i e r os
e。 , ) 和 x 光成像等

多种方法检测
。

光输出测量具有简单
、

快速的特

点
。

Ma

hr

。
( 1 9 8 9 ) 用 高 灵 敏 度 的摄 像 机 对

St re Pto
m yees coe lieolo: J1501(含有 L

uxA B)进行

空间照像定位
,

能确定以微菌落和微液滴形式存

在的 G EM 在环境中各层次密度仁‘3〕
。

2

.

‘ 流动细胞计数器(Fl
ow eytom eter)对环境

G EM 监测

流动细胞计数器是一种能对环境中特异微

生物进行快速鉴定
、

分选
、

计数的方法
。

用荧光染

料标记的特异性抗体或寡核昔酸探针处理环境

样品
,

由于抗原抗体反应或核酸探针杂交使样品

中的 G EM 带上特异性荧光
,

洗去游离的荧光抗

体或寡核昔酸片段
,

剩下标记有特异性荧光的

G EM 在流动细胞计数器上极细的激光束中一个

一个地通过
,

仪器将记录下细胞的各种参数(密

度
、

大小)
,

如果用不同的荧光染料标记几种抗体

或核酸探针则可同时对几种不同的微生物进行

检测
,

并分选
、

计数
,

结果可用计算机储存
、

分析
。

A m

ma

n
( 1 9 9 0) 用该法检出了复杂微生物群体中

< 3% 的目标微生物 烧 州孙枷匆 典卿 , 〔幻
。
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