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摘要#研究了接合性质粒 OCWE 在 ’ 株纯菌C+.&(%_\)-( 8(.)(%$#’#0NOB及好氧颗粒污泥混合菌群中的水平转移情况&并以获

得 OCWE 质粒的接合子 8(.)(%$#’#0NOB##OCWE 为强化菌种&考察了接合子细胞强化对好氧颗粒反应器和生物膜反应器中难降解

有机物 ’&ED二氯苯氧乙酸$’&ED_%的去除效应B结果表明&OCWE 质粒能在 CB.&(%_\)-( 8(.)(%$#’#0NOB及好氧颗粒污泥中发

生水平转移B在 ’&ED_为唯一碳源及半连续流运行条件下& 向好氧颗粒污泥反应器中投加接合子细胞 8(.)(%$#’#0NOB##OCWE&
使系统对 ’&ED_的平均降解速率提高了 "’q h" E#&qB在混合碳源及序批式运行条件下向生物膜反应器中投加 8(.)(%$#’#0
NOB##OCWE&使启动时间从 "% ?缩短到了 ) ?B通过基因强化获得高效接合子&并以其作为生物强化菌种&可以提高生物反应器

对特定污染物的去除能力B
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!!生物强化是通过向污染系统中投加具有某种特

殊代谢功能的微生物或编码特殊代谢功能的可移动

性基因片断$F7TA8VV@8@9AM@;@F@89N&1Z+N%达到改

善系统功能和强化特殊污染物去除的目的B从发生

机制上分&生物强化分为细胞强化和基因强化
)"& ’*B

基因强化通过1Z+N的水平转移形成具有特定降解

特性的接合子&并通过其降解作用强化去除目标污

染物’ 而细胞强化则通过本身具有高效降解特性的

微生物细胞来强化分解污染物B目前污染系统的生

物强化主要是采用细胞强化B但是由于实际环境的

复杂性&直接投加高效降解菌往往会因其适应性差

而无法达到预期目标
)* h)*B基因强化则弥补了这一

不足&它是通过可移动基因片段向污染系统中土著

微生物的水平转移来强化其分解目标污染物&因此&

近年来基因强化的研究也受到广泛关注&国内外许

多研究人员已经开展污染土壤及多种生物反应器

$活性污泥(生物膜和好氧颗粒污泥等%的基因强化

研究
)% h"**B但由于基因水平转移效率受到很多复杂

因素影响&基因强化往往存在效应滞后的现象
)%&"(*B

鉴于基因强化与细胞强化各自存在的不足&
本研究提出 了 对 污 染 系 统 中 的 土 著 微 生 物 进 行

系统外基因强化&获得携带 1Z+N的高效接合子

细胞&再将其反馈到污染系统对难降解有机物进

行 细 胞 强 化 的 新 思 路B以 ,0#23&-&’)012*%3)
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51"EE*## $51’J$ OCWE## 30;#3 % $ 59@O:G8 UG9:@
教授赠送% 为基因供体菌&首先采用激 光 共 聚 焦

显微技术 $6451% 考 察 了 接 合 性 质 粒 OCWE 在 ’
种纯菌 C+.&(%_\)-(8(.)(%$#’#0NOB及混合菌 群

好氧颗 粒 污 泥 中 的 水 平 转 移 状 况&然 后 以 获 得

OCWE 质粒的接合子 8(.)(%$#’#0NOB##OCWE 为细胞

强化菌剂&考察了其对好氧颗粒污泥反应器和生

物膜反应器中难降 解 有 机 物 ’&ED二 氯 苯 氧 乙 酸

$’&ED_%的降解效应B该研究对于基因与细胞联

合强化去除 实 际 污 染 系 统 中 难 降 解 有 机 物 具 有

重要的指导意义B

LM材料与方法

LNL!实验菌种

本研究中 OCWE 质 粒 的 供 体 菌 为 基 因 工 程 菌

,0#23&-&’)012*%3) 51"EE*##$51’!$OCWE##30;#3%B
该菌携带的 OCWE 质粒上携带编码 ’&ED_降解功能

的完整基因簇$*53% )"E h"%* &以及 30;#3 标记基因B染

色体上带有 $51’!标 记 基 因 和 ().Y基 因B在 没 有

.W2Z诱导条件下&().启动子控制的 30;#3 被 ").X
抑制&,+12*%3) 无法表达红色荧光蛋白&而只能表

达绿色荧光蛋白
)"$*B当 OCWE 转移到其他微生物体

内&").X阻遏解除&接受质粒的接合子会发出红色荧

光B该基因工程菌染色体上带有卡那霉素和利福平

抗性基因’ 质粒 OCWE 上带有庆大霉素和氯化汞抗

性基因B,+12*%3) 本身不能降解 ’&ED_&能在 4U培

养基中生长B
8(.)(%$#’#0NOB为从废水生物处理反应器中分离

到的 " 株纯菌BC+.&(%_\)-为常用质粒受体菌B各

菌种特性见表 "B
表 LM本研究所用菌种和质粒"%

2GR;@"!59LGA8NG8? O;GNFA?N@FO;7<@? A8 9:ANN9>?<

项目 相关特征 文献

细菌

,+12*%3) 51"EE*##$51’J$OCWE##30;#3% $51’J& /ASL& ]FL& ().X )"$& "&*
8(.)(%$#’#0NOB##OCWE OCWE 本研究

8(.)(%$#’#0NOB 质粒 OCWE 消除后 本研究

C+.&(%_\)- 常用质粒受体菌 )"#*
质粒

OCWE .8MW.O;GNFA?& 9S?l 30;#3 ZFL\VL )"$& ’(*

"%$51’!为红色荧光蛋白基因’/ASL为利福平抗性基因’]FL为卡那霉素抗性基因’*53 l为编码’&ED_降解酶的基因簇’ 30;#3为红色荧光蛋白

的基因’ ZFL为庆大霉素抗性’ \VL为\V6;抗性基因

LNO!接合转移实验

质粒 OCWE 在C+.&(%_\)-(8(.)(%$#’#0NOB或好

氧颗粒污泥中的水平转移采取滤膜杂交实验&主要

步骤如下#$分别将 ,+12*%3) 与 C+.&(%_\)-或

8(.)(%$#’#0NOB接种于 4U培养基中扩培 "& :&好氧

颗粒污泥则直接取自好氧颗粒污泥培养反应器B%
调整供受体菌浓度并控制在 ) g"(%M@;;NPF4B&用

一次性注射器取供P受体菌各 ’ F4过 (‘’’ ’4硝酸

纤维膜杂交&将膜放入4U平板上 *(n培养 E& :B1
取出硝酸纤维膜&浸入 " F4(‘&)q ,G6;中&漩涡

清洗 ’ 次&每次各 " FA8B2杂交后样品用核酸染料

5Y20E) 预染 *( FA8 再用 6451观察&实验分别设

置阴性和阳性对照B通过采用 6451检测接合子中

30;#3 发出的红色荧光&对接合子进行鉴定B
LNP!接合子强化对好氧颗粒污泥反应器降解 ’&ED
_实验

好氧颗粒污泥系统基因强化降解 ’&ED_实验方

法如下#取一定量的好氧颗粒污泥&经过磷酸盐缓冲

溶液多次洗涤后加入到 )(( F4锥形瓶中&然后再加

入一定量的基因工程菌 ,+12*%3) 菌悬液&’&ED_储

备液和模拟废水&使反应液总体积为 ’(( F4B颗粒

污泥初始浓度$以 14-55 计&下同%为 *‘’&) VP4&
接合 子 投 加 后 初 始 浓 度 为 (‘))# VP4&投 加 率 为

"$q&’&ED_初始浓度约为 "%( FVP4B模拟废水成分

按文献)"(*配置B将反应瓶放置摇床中反应&温度

*(n&转数 "’( LPFA8B反应过程取水样经 (‘’’ ’F
滤膜过滤后En保存待分析B
LNQ!接合子强化生物膜反应器降解 ’&ED_实验

以圆柱环形 W+悬浮填料 $聚乙烯&" MFg"
MF& 兰州捷晖生物环境工程有限公司% 为挂膜载

体&在序批式反应器内接种活性污泥&并以模拟生活

污水运行约 ’ 个月&载体挂膜成熟B将挂膜成熟后的

载体取出分装到 ’ 个有效体积为 E4的反应器中&初

始生物量$以 1455 计% 为 "‘$E$) VP4B将接合子

8(.)(%$#’#0NOB##OCWE 扩培收集后投加到强化反应

器中&投加率为 ""qB另一反应器不投加高效菌作

*)"’
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为对照系统B反应器采用序批式运行&周期为 % :&包

括进水#*( FA8’ 曝气#’E( FA8’ 静置 #( FA8’ 排水#
*( FA8B容积交换率为 $)q&泥龄控制约为 ’’ ?B模

拟废水成分为$FVP4%#葡萄糖 *((& ’&ED_%(& 淀粉

")(&蛋白胨 E)&尿素 **&]\’W0E %%&1V50E-$\’0
")&,G\60* "E"B
LNS!分析方法及仪器

’&ED_浓度采用高效液相色谱分析$\W46%&型

号为aG9@LN")’)’ 色谱柱为]L7FGNA;"((D) 6"& 柱’
紫外检测器型号为 aG9@LN’E&$&波长为 ’&) 8F&流

动相为甲醇{水{冰乙酸 k&){"*{’$体积比%&流速

为 "‘(( F4PFA8&进样 ’( ’4B
采用激光共聚 焦 显 微 镜 $451)"(& 德 国 6GL;

[@ANN%检测 30;#3 时&激发波长为 )E* 8F&发射滤片

为 UW)%( h%") 8F’ 检测 $51时&激发波长为 E&&
8F&发射滤片为 4W)() 8F’ 检测 5Y20E) 蓝色荧

光时&激发波长为 E)& 8F&发射滤片为4WE$))’’*B

OM结果与讨论

ONL!质粒 OCWE 在 C+.&(%@\)-(8(.)(%$#’#0NOB及

好氧颗粒污泥中水平转移

首先采用 6451方法分析了 OCWE 质粒在 ’ 种

纯菌和好氧颗粒污泥复合菌群中的水平转移情况&
结果如图 " 所示B

图 "$)%为 ,+12*%3) 与 C+.&(%_\)-膜杂交

成像图B发出绿色荧光的细胞为基因工程菌&红色荧

光表明质粒 OCWE 在 C+.&(%_\)-中成功发生水平

转移形成了接合子B从图 "$)%中可以看出&红色荧

光细菌数量远低于绿色荧光细菌数量&说明 C+.&(%
_\)-作为受体菌发生基因水平转移的效率比较

低&基因水平转移频率约为 & g"( j%B一方面可能是

由于基因水平转移效率比较低’ 另一方面&也可能

是 30;#3 本身成熟缓慢及寡聚化程度较高&杂交实

验结束后短时间内 30;#3 没有完全表达出来B
图 "$(% 揭示了质粒 OCWE 在 8(.)(%$#’#0NOB中

的水平转移情况B其中3为蓝色为 5Y20E) 对样品

中细菌背景染色结果&U为供体菌发出的绿色荧光&
6中 出 现 的 红 色 荧 光 表 明 质 粒 转 成 功 移 到

8(.)(%$#’#0NOB菌中并形成了接合子细胞B接合子数

量较图 "$)%明显增多&说明该菌作为受体菌发生

OCWE 质粒水平转移效率较高& 基因水平转移频率为

’ g"( jEB在本课题组开展的活性污泥系统基因强化

实验也分离到了大量的 8(.)(%$#’#0NOB##OCWE 接合

子&该接合子能够将初始浓度为 "%( FVP4’&ED_在

** : 内降解完全
)’**B因此&8(.)(%$#’#0NOB作为广泛

存在于生物反应器中的 " 株土著微生物&具有对其

开展基因调控及环境应用研究的潜在价值B
图 "$+%揭示了质粒 OCWE 在好氧颗粒污泥混

合菌群中的转移情况B6中的红色荧光表明在颗粒

污泥局部发生了质粒水平转移并形成了接合子细

胞&其主要集中在供(受体菌密度相对较高之处B与

生物膜相似&好氧颗粒作为微生物聚集生长的一种

特殊形式&其基因水平转移的研究也开始受到关

注
)$& ""*B,G8M:GLGAG: 等

)""*
首次报导了利用携带质

粒 204的 ,0#23&-&’)012*%3) ]2’EE’ 菌作为基因

强化的供体菌&对好氧颗粒污泥进行功能调控&并通

过 Z=W和 _N/@? 报告基因对供体菌在颗粒污泥上

的附着及质粒的水平转移进行监测&发现随着质粒

转移的发生&系统对目标污染物苯甲醇的降解能力

大大提高B
ONO!接合子强化对好氧颗粒污泥反应器降解 ’&ED
_影响

本实验模拟了处理易降解有机废水的好氧颗粒

污泥反应器受到难降解有机物 ’&ED_负荷冲击时&
接合子细胞 8(.)(%$#’#0NOB##OCWE 强化对目标污染

物的去除效果B反应器采用半连续流方式运行了 )
个 周 期& ’& ED_的 去 除 效 果 如 图 ’ 所 示B投 加

8(.)(%$#’#0NOB##OCWE 对好氧颗粒污泥系统中 ’&ED_
的去除具有显著的强化效应B反应第 " 周期&对照体

系中 ’&ED_经过 )( : 延滞期开始降解&%( : 去除率

仅为 ’&q&而强化体系不经过延滞期即开始降解&
") : 内全部去除B第 ’( *( E( ) 周期&强化体系相对

对照体系依然保持了较高的降解速率B
两系统对 ’&ED_平均降解速率如图 * 所示&速

率之差为接合子强化降解优势B反应第 "( ’( *( E(
) 周 期 强 化 优 势 分 别 为 #‘)#( *‘’)( "‘$( $‘))(
"(‘&* FVP$4-:%&强 化 速 率 分 别 提 高 了 " E#&q(
’&q( "’q( )Eq和 )*qB可见投加接合子强化的

第 " 周期对 ’&ED_的强化效应最显著&此后由于反

应器内 "((q换水致使部分8(.)(%$#’#0NOB##OCWE 流

失&使第 ’( * 周期强化效率有所降低B在第 E( ) 周

期&强化效率得到稳定恢复&分析可能是 8(.)(%$#’#0
NOB##OCWE 在好氧颗粒污泥中繁殖或发生进一步水

平转移&增加了好氧颗粒污泥中 ’&ED_降解菌的数

量BUG9:@等
)"’*

在以木屑为生物载体的生物膜反应

器中&采用半连续流方式研究质粒 O,U’ 接合 子

R&-)-&’)0*#0*&0*#/&’###O,U’ 介导强化降解三氯苯

胺$*D63%&也得出了与本研究类似的结论#在反应

E)"’
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图 LM-V"‘检测质粒在不同环境中水平转移

=AVB"!178A97LA8VO;GNFA? OCWE :7LAc789G;9LG8NS@LGF78V?ASS@L@89RGM9@LAGQA9: 6451

第 " 周期由于木屑碎片的吸附和接合子的强化降

解&强化体系效果明显&但后两周期中强化效果不是

很强&后期强化效应主要由于投加的接合子适应新

的生存环境促使其强化降解 *D63B
ONP!接合子强化对生物膜反应器降解 ’&ED_影响

本实验考察了以序批方式运行的生物膜反应器

$5UU/%处理 ’&ED_和葡萄糖为混合碳源的模拟废

水时&接合子细胞强化对 ’&ED_去除效应的影响&结

果如图 E 所示B当含约 %( FVP4’&ED_的混合废水

进入到反应器后&’ 个系统出水 ’&ED_均出现先上

升后下降的现象B加入接合子细胞的强化系统 ) ?
后启动成功&’&ED_去除率达到 #)q以上&而对照系

统则经过 "% ? 运行后达到相同 ’&ED_去除效果B由

此可见&加入接合子细胞提高了 ’&ED_降解速率&有

效缩短了 5UU/启动周期B在稳定运行阶段&强化系

统60_去除率 &)q h#&q&平均去除率达到 #(q&
对照系统与之接近&为 &’q h#%qB’&ED_能够被二

系统中微生物彻底矿化&而不会发生中间代谢产物

的累积B此外&强化系统启动成功后持续运行 E( 多

?$数据没有给出% 一直保持了上述稳定的去除效

率&说明 8(.)(%$#’#0NOB##OCWE 在系统中得到了有效

保持&通过 6451也观察到了大量接合子细胞在系

统中的存在&说明其在反应器中保持了竞争优势&这

可能因为 8(.)(%$#’#0NOB本身为生物反应器中的 "
株土著微生物&具有良好的环境适应性B笔者也曾经

利用本研究中的基因工程菌直接强化生物膜反应

器&发现在运行初期&基因强化效果不显著&对于初

始浓度为$"$( o"(% FVP4的 ’&ED_&基因强化系统

和对照系统都经过 $% : 延滞期后开始降解&"(( :
后显示出基因强化效果

)%*BUG9:@等
)"’*

以质粒 O,U’

))"’
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图 OM36,’6.)*+*/,$j##$>2Q 强化好氧颗粒污泥系统降解 O&Q.5效应

=AVB’!WL7SA;@N7S’&ED_?@VLG?G9A78 A8 9:@G@L7RAMVLG8>;GLN;>?V@L@GM97LRA7G>VF@89@? QA9: 8(.)(%$#’#0NOB##OCWE

图 PMO&Q.5平均降解速率随运行周期变化

=AVB*!6:G8V@N7SGT@LGV@’&ED_L@F7TG;LG9@QA9: 7O@LG9A78 M<M;@N

强化生物膜反应器实验中也发现了类似现象&即基

因工程菌直接强化无法促进系统的快速启动&长期

运行中会产生强化效果’ 接合子细胞强化对系统启

动效应显著B这可能是因为基因水平转移效率较低&
直接对生物反应器进行基因强化&形成具有降解特

性的大量的接合子需要相对较长的时间B因此&取待

强化的生物反应器中的微生物&进行系统外基因强

化调控获得高效接合子&再将其以细胞强化方式反

图 QM36,’6.)*+*/,$j##$>2Q 强化生物膜

反应器降解 O&Q.5效应

=AVBE!+SS@M9N7SRA7G>VF@89G9A78 QA9: 8(.)(%$#’#0NOB##OCWE

78 9:@L@F7TG;7S’&ED_A8 GRA7SA;FL@GM97L

馈到系统中&是一种可行的生物强化策略B

PM结论

$"%基因工程菌 ,0#23&-&’)012*%3) 51"EE*##
$51’J$ OCWE## 30;#3% 中 的 质 粒 OCWE 能 在 C+.&(%
_\)-( 8(.)(%$#’#0NOB及好氧颗粒污泥中发生水平

转移&转移发生的热点场所为菌群密度较高的地方B
$’%向 ’&ED_为唯一碳源及半连续流运行方式

的好氧颗粒污泥反应器中投加接合子 8(.)(%$#’#0

%)"’
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NOB##OCWE&能够强化 ’&ED_的降解&使其平均去除

速率提高 "’q h" E#&qB
$*%向混合碳源运行及序批式运行的生物膜反

应器中投加8(.)(%$#’#0NOB##OCWE&显著加快了系统

启动&使启动时间由 "% ? 缩短到 ) ?B
$E% 通过基因强化方式获得高效接合子&并以

其作物生物强化菌种&可以提高生物反应器对特定

污染物的去除能力B
!!致谢#感谢德国慕尼黑技术大学 59@O:G8 UG9:@
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