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不同生物反应器中基因工程菌生物强化处理阿特拉津
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摘要!在膜D生物反应器"1T/#和复合生物反应器中$考察基因工程菌生物强化处理阿特拉津去除效果$并对基因工程菌浓度

和降解基因 $#P<基因丰度变化进行检测B结果表明$阿特拉津对 60W和氨氮的生物去除活性具有一定的抑制作用’基因工程

菌生物强化后$60W及氨氮的去除效率得到恢复B1T/对 60W和氨氮的去除效果优于复合生物反应器B基因工程菌生物强化

显著提高阿特拉津的生物去除效率$1T/和复合生物反应器阿特拉津去除率均逐渐提高$运行后期平均去除率分别达到

*&‘#Eh和 ’#‘*%hB接种基因工程菌后$反应器中基因工程菌细胞浓度快速下降$而后趋于稳定B1T/(复合生物反应器悬浮

污泥和附着生物膜稳定细胞浓度分别为 ) s"(* ( "‘" s"(* 和 (‘E s"(* 6=XPF4B采用 =.5\技术对 1T/和复合生物反应器中

降解基因 $#P<基因进行检测$结果表明$$#P<基因平均相对丰度先减小而后增加B1T/污泥 $#P<基因平均相对丰度最大’附着

生物膜 $#P<基因平均相对丰度高于悬浮污泥B$#P<基因水平迁移可能是维持较高基因丰度的重要原因B
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!!生物强化是提高难降解污染物生物去除效率的
可行途径$基因工程菌应用于废水生物强化处理研
究始于 ’( 世纪 &( 年代末 +",B利用高效降解基因工
程菌生物强化处理难降解污染物$有利于提高污染
物降解速率$并对提高处理系统的抗冲击负荷能力
具有显著效果 +’ j),B例如$丁华等 +%,将基因工程菌
9/,3"-.,3.$ ,(%.]1"(# " OZ+_’3[#投加到厌氧膜生
物反应器中$在对偶氮染料脱色过程中$启动时间
短$脱色效率高$脱色效果稳定B,>C;@A8 等 +),将可降
解 *D氯苯甲酸和 ED甲基苯甲酸的基因工程菌接种

到活性污泥反应器中$收到良好处理效果B+AM:8@L
等 +$,研究表明在冲击负荷下$基因工程菌生物强化
可以保护处理系统中土著微生物生物多样性’而对
照系统在冲击负荷作用下$生物多样性指数大幅
下降B
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阿特拉津是世界上用量最大的除草剂$阿特拉
津及其代谢产物对于水生生物具有一定的生物毒
性 +&,B目前$关于阿特拉津降解菌株的研究主要包
括阿特拉津污染环境中高效降解菌株的分离筛选$
以及菌株降解特性(降解基因获取及分析等 +# j"*,B
此外$由于阿特拉津生物降解性较差$采用传统生物
处理工艺对废水中阿特拉津去除效果不甚理
想 +"E j"%, $因此可尝试采用基因工程菌生物强化提高
阿特拉津生物去除效率B

活性污泥D生物膜复合生物反应器是最为常用
的生物处理反应器形式之一$ 膜D生物 反应 器
"1T/#是近年来受到广泛关注的新型生物处理反
应器B本研究以阿特拉津为目标污染物$在复合生物
反应器和 1T/中$考察了基因工程菌生物强化处理
对阿特拉津生物去除的效果’检测了反应器微生物
群落中$基因工程菌种群浓度和降解基因丰度的变
化’初步探讨了降解基因水平迁移及其对生物强化
效果的影响B

JK材料与方法

JLJK菌株及菌悬液制备
本研究使用的基因工程菌受体细胞为大肠杆菌

W\).$质粒载体为 O36Y6"&E$携带阿特拉津脱氯
水解酶基因"$#P<#$对氯霉素有抗性B

挑单菌落于 4T培养基中 "含 ’) *UPF4氯霉
素#$在 *$r$"’( j"E( LPFA8 摇床转速下培养过
夜$离心$磷酸缓冲液" O\$‘(#洗涤$收获细胞$制
成菌悬液备用B

菌悬液浓度测定如下!首先在不同浓度条件下$
测得细胞浓度"6=XPF4#与 %(( 8F波长下的光密
度"C#值的标准直线$然后在实验中$通过测定 %((
8F波长下的 C值$计算菌悬液细胞的浓度B
JLNK复合生物反应器和 1T/

采用活性污泥D生物膜复合生物反应器和一体
式 1T/同时开展并行实验B复合生物反应器采用曝
气池和沉淀池合建式$曝气池和沉淀池容积分别为
’E 4和 &‘’ 4$内置悬浮多孔填料"(‘$) MFs(‘$)
MFs(‘$) MF#B一体式 1T/容积为 "& 4$内置中空
纤维膜组件$膜材质为 V-W=$膜面积为(‘’ F’$孔
径为 (‘" *FB
JLMK反应器运行

复合生物反应器和 1T/接种石家庄桥西污水
处理 厂的 二沉池回流污泥$ 接种污 泥 浓 度 为
*‘( UP4$运行过程中没有排泥B

复合生物反应器水力停留时间为 "% :$曝气量
(‘) F* P:$运行温度为 ’)r’1T/水力停留时间为
"% :$曝气量 (‘% F* P:$运行温度为 ’)rB

反应器进水为人工配水 +"$, $葡萄糖为主要碳
源$氨氮为主要氮源$平均 60W浓度为 E$( FUP4$
平均氨氮浓度为 $"‘’ FUP4B进水中含有一定浓度
的阿特拉津"") j’( FUP4#B反应器中 W0在 * jE
FUP4$O\值保持在中性B

反应器稳定运行 E# ?$分为 * 个阶段!"$#反
应器空白运行阶段$接种污泥后采用不含阿特拉津
的人工配水$使反应器稳定运行 $ ?’"%#非生物强
化运行阶段$采用含阿特拉津的人工配水$未接种基
因工程菌$反应器稳定运行 $ ?’"&#基因工程菌生
物强化运行阶段$接种基因工程菌悬液$使基因工程
菌的终浓度达到 "(& 6=XPF4$采用含阿特拉津的人
工配水$反应器稳定运行 *) ?B
JLRK基因工程菌浓度检测

基因工程菌浓度采用稀释平板法测定$污泥样品
经分散后$利用抗生素抗性选择性培养基 "含 ’)
*UPF4氯霉素#培养计数$测定污泥样品中基因工程菌
浓度B每个样品取 * 个稀释度$每个稀释度取 ’ 个平行
样$菌落数目取平均值B污泥中具有抗生素抗性的土著
微生物种群背景值低于 "(’ 6=XPF4$远远低于基因工
程菌浓度$不会对检测造成明显干扰B
JLQK$#P<基因 =.5\检测

采用荧光原位杂交"=.5\#技术检测反应器污
泥样品中降解基因 $#P<分布和相对丰度B$#P<特异
性 荧 光 探 针 序 列 为! )pD
36ZZZ6Z2633226232Z36D*p+"&, $其中 )p标记荧
光物 质 =.26B通 用 探 针 X,.-"*#’ 序 列 为 )pD
36ZZZ6ZZ2Z2Z236D*p+"#, $其中 )p标记荧光物质
=.26B

取 ’)( *4的污泥样品置于 "‘) F4离心管中$
加入 * 倍体积的 Eh多聚甲醛固定BEr静置 " :$
"( ((( LPFA8 离心 ) FA8$弃去上清液$再用 " sVT5
缓冲液清洗样品 * 次$然后将污泥样品涂在载玻片
上$分别用 )(h(&(h和 "((h的梯度乙醇进行脱
水$每个系列 * FA8B

将 " *4浓度为 (‘" 8F7;P*4的探针与 # *4杂
交缓冲液"(‘# F7;P4,G6;$(‘("h 5W5$(‘(’ F7;P4
2LAND\6;$一定浓度的甲酰胺$O\$‘’#充分混合$然
后将探针与杂交缓冲液均匀展开在污泥样品上$再
把载玻片放入预先平衡好温度和湿度的分子杂交箱
"X-V$\TD"((($美国#中$E%r杂交 ) :B

)))
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杂交好的污泥样品用 E%r 的杂交清洗液
"(‘("h 5W5$ (‘(’ F7;P42LAND\6;$一定浓度的
,G6;$O\$‘’#清洗未杂交的探针和杂交缓冲液$再
用 E%r的灭菌 ??\’0漂洗 * 次$自然风干B

杂交后的污泥样品置于荧光显微镜 "179AM$
T3’(($中国#下观察$每个样品取 *( 个视野获得
=.5\杂交图像B使用 179AM=;>7"‘( 荧光分析软件
对图像进行分析$确定目标基因的分布形态$并测量
荧光杂交区域面积$通过与通用探针杂交区域面积
比较$计算目标基因的相对丰度 +’(,B
JL!K污染物检测方法

阿特拉津的检测!含阿特拉津的水样用 (‘E)
*F的滤膜过滤后$采用 46D’(32"日本岛津#高效
液相色谱"\V46#进行检测$色谱柱为 /V6"& 反相
柱$检测器为二极管阵列检测器$检测条件为!流动
相配比甲醇w水 n$(w*($检测波长 ’’* 8FB

60W(氨氮(1455 的检测参照国家标准法B

NK结果与讨论

NLJK反应器运行性能
NLJLJK常规污染物去除

反应器对常规污染物 60W(氨氮的去除是反映
反应器运行性能的重要方面B1T/和复合生物反应
器 * 个运行阶段 60W的去除效率如图 " 所示$进水
60W平均浓度为 E$( FUP4B1T/运行 * 个阶段的
出水 60W平均浓度分别为 )&‘&( "(&‘E 和 )&‘(
FUP4’60W平均去除率分别为 &$‘%h($&‘*h和
&%‘*hB复合生物反应器运行 * 个阶段出水 60W平
均浓度分别为 %E‘’("")‘& 和 %"‘& FUP4’60W平均
去除率分别为 &E‘*h($E‘"h和 &)‘#hB可以看到$
第 ’ 阶段阿特拉津的加入使得 60W去除效率明显
降低$表明阿特拉津对污泥生物活性有一定抑制作
用’而第 * 阶段 60W去除效率恢复至先前水平$表
明基因工程菌生物强化作用降低了阿特拉津的不利
影响B同时$’ 种反应器对 60W的去除效果基本相
当$1T/略优于复合生物反应器B
!!同样$1T/和复合生物反应器 * 个运行阶段氨
氮的去除效率如图 ’ 所示$进水氨氮平均浓度为
$"‘’ FUP4B1T/运行 * 个阶段出水氨氮平均浓度
分别为 *‘%("(‘E 和 "‘# FUP4’氨氮平均去除率分
别为 #E‘$h(&E‘%h和 #$‘(hB复合生物反应器运
行 * 个阶段出水氨氮平均浓度分别为 )‘#(""‘( 和
*‘" FUP4’氨氮平均去除率分别为 #"‘%h(&*‘%h
和 #)‘$hB可以看到 ’ 个反应器在 * 个运行阶段中

图 JK反应器中 -C5去除效率

=AUB"!60WL@F7SG;LG9@A8 9Q7CA7L@GM97LN

氨氮去除效果的变化与 60W情况类似$同样反映了
阿特拉津对污泥硝化活性的不利影响$以及基因工
程菌生物强化消除阿特拉津不利影响(恢复污泥硝
化活性的作用B

图 NK反应器中氨氮去除效率
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NLJLNK阿特拉津去除
基因工程菌生物强化对阿特拉津生物去除具

有显著的改善作用B1T/和复合生物反应器第%(
&运行阶段阿特拉津的去除效率如图 * 所示$阿
特拉津的平均进水浓度为 "%‘" FUP4B可以看到$’
个反应器中阿特拉津去除效率变化规律基本相
同B第%运行阶段中$反应器对阿特拉津基本没有
生物去除作用$阿特拉津的去除主要是污泥吸附
作用$待污泥吸附饱和后$阿特拉津的去除率几乎
降至 (B接种基因工程菌生物强化的第&运行阶段
中$阿特拉津的去除效率显著提高$表明基因工程
菌的生物去除作用’但前期去除效率维持在较低
的水平$1T/中阿特拉津平均去除率为 "E‘’&h$
复合生物反应器平均去除率为 "(‘"&hB运行至后

%))
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期$阿特拉津的生物去除效率逐渐升高$1T/中阿
特拉津平均去除率上升为 *&‘#h$复合生物反应
器平均去除率上升为 ’#‘EhB基因工程菌生物强
化在 1T/中对阿特拉津的去除效果明显优于复
合生物反应器B

图 MK反应器中阿特拉津去除效率
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NLNK基因工程菌浓度及降解基因变化
NLNLJK基因工程菌浓度变化

在 1T/和复合生物反应器接种基因工程菌之
后的第&运行阶段$对反应器污泥中的基因工程菌
浓度变化进行监测$结果如图 E 所示B可以看到$
1T/和复合生物反应器悬浮污泥中的基因工程菌
浓度在接种之后即快速下降$而后逐渐趋于并保持
在某一个稳定浓度B1T/中基因工程菌浓度逐渐稳
定于 ) s"(* 6=XPF4水平上$复合生物反应器悬浮
污泥中基因工程菌浓度稳定于 "‘" s"(* 6=XPF4
水平上B复合生物反应器附着生物膜中$基因工程菌
细胞浓度先略有上升$而后逐渐降低$并最终稳定于
(‘E s"(* 6=XPF4水平上B与复合生物反应器相比$
1T/具有细胞截留作用$基因工程菌细胞浓度下降
较慢$且可以保持更高的种群浓度 +’",B接种初期多
为游离基因工程菌细胞$其逐渐附着于生物膜上$使
得生物膜中基因工程菌浓度增加’同时$附着于生物
膜的基因工程菌细胞可以降低土著微型动物捕食及
流失等因素的影响$基因工程菌浓度降低更为缓
慢 +’’,B
NLNLNK降解基因分布及丰度变化

采用针对 $#P<基因的特异性荧光探针$利用
=.5\技术对 1T/和复合生物反应器第&运行阶段
污泥中的 $#P<基因分布和相对丰度进行检测B接种基
因工程菌 (( E( ’( 和 *’ ? 后1T/污泥样品以及空白
接种污泥样品中 $#P<基因分布状态如图 ) 所示B可以

图 RK反应器中基因工程菌浓度变化

=AUBE!Z+1?@8NA9<SGLAG9A78 A8 9Q7CA7L@GM97LN

看到$特异性探针几乎不与空白污泥样品杂交$表明
接种污泥中不存在 $#P<基因B接种基因工程菌初始阶
段"( ?#$荧光杂交区域较大且分布均匀$表明 $#P<基
因存在于基因工程菌细胞中且均匀分布于污泥中BE
? 的污泥样品荧光杂交区域减少且聚集程度增加$表
明基因工程菌浓度下降且分布更为集中B然而$’( ?
和 *’ ? 污泥样品荧光杂交区域又逐渐扩大且更为分
散$表明 $#P<基因的相对丰度增加且分布更为均匀B
同样$复合生物反应器污泥样品中 $#P<基因的分布状
态变化与 1T/相同B
!!分别测量污泥样品特异性探针和通用探针杂
交区域面积$并计算 $#P<基因相对丰度$结果如图
% 所示B可以看到$1T/和复合生物反应器污泥样
品中 $#P<基因的平均相对丰度变化相同$先略有
降低$而后有所回升B$#P<基因平均丰度变化与基
因工程菌细胞浓度变化存在明显差异$随着基因
工程菌浓度的大幅降低$$#P<基因平均丰度反而有
所增加B二者变化趋势的差异表明$随着反应器的
运行$$#P<基因不仅存在于基因工程菌细胞中$且
可能迁移至土著细菌细胞中$这种降解基因水平
迁移有助于维持降解基因丰度及改善生物强化处
理效果 +*$’*,B

同时$1T/污泥 $#P<基因平均相对丰度明显高
于复合生物反应器污泥$其原因可能在于 1T/对细
胞和污泥的截留作用有助于保持基因工程菌细胞以
及通过水平迁移获取降解基因的土著细菌细胞$同
时对促进降解基因水平迁移具有积极作用 +’E,B此
外$附着生物膜污泥 $#P<基因平均相对丰度均高于
悬浮态污泥$表明生物膜的附着生长特性对于基因
工程菌保持(特别是降解基因水平迁移更为有
利 +’),B

$))
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图 QKOX\中 %$9:基因的 8?":检测

=AUB)!$#P<U@8@?@9@M9A78 A8 1T/C<=.5\

图 !K反应器 %$9:基因平均相对丰度

=AUB%!/@;G9AS@GC7>8?G8M@7R$#P<U@8@A8 9Q7CA7L@GM97LN

MK结论

""#阿特拉津对 1T/和复合生物反应器 60W
及氨氮的生物去除活性具有一定的抑制作用’基因
工程菌生物强化后$60W及氨氮的去除效率得到恢
复B1T/对 60W和氨氮的去除效果优于复合生物
反应器B

"’#基因工程菌生物强化可以显著提高阿特拉
津的生物去除效率$1T/和复合生物反应器对阿特
拉津生物强化去除效率均逐渐提高$运行后期平均
去除率分别达到 *&‘#Eh和 ’#‘*%hB

"*#接种基因工程菌后$1T/和复合生物反应
器中基因工程菌细胞浓度均快速下降$而后趋于稳
定B1T/稳定细胞浓度为 ) s"(* 6=XPF4$复合生

物反应器悬浮态污泥稳定细胞浓度为 "‘" s"(*

6=XPF4$附着生物膜稳定细胞浓度为 (‘E s"(*

6=XPF4B
"E#=.5\对 1T/和复合生物反应器中降解基

因 $#P<基因检测结果表明$$#P<基因平均相对丰度
先减小而后增加B1T/污泥 $#P<基因平均相对丰度
最大’附着生物膜 $#P<基因平均相对丰度高于悬浮
污泥B$#P<基因水平迁移可能是维持较高基因丰度
的重要原因B
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