
中国环境科学  2004,24(3)：285~289                                       China  Environmental  Science 

 

非均匀电场对土壤中基因工程菌的迁移与机理 
 
罗启仕 1,张锡辉 1,2*,王  慧 1,钱  易 1 (1.清华大学环境科学与工程系,环境模拟与污染控制国家重点联合实验

室,北京 100084；2.清华大学深圳研究生院,环境工程与管理研究中心,广东 深圳 518057) 
 
摘要：以克隆有绿色荧光蛋白基因的 Rm1021-GFP 细菌作为标记细菌,研究了该细菌在非均匀电场作用下在土壤中的运移特征和存活性,

分析了其运移机理和影响因素.结果表明,非均匀电场能有效地促进土壤中 Rm1021-GFP 细菌的运移,电泳、介电泳和随电渗析流迁移是其

主要机理,土壤介质、电压梯度和电极反应是其主要影响因素,电极反应对电极附近细菌的存活性有不利影响. 
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Abstract：With Rm1021-GFP bacteria of green fluorescent protein gene as a mark bacterium, the movement character and 

survival of the bacteria in soil under non-uniform electric field were studied, and the movement mechanisms and affecting 

factors were analyzed. Non-uniform electric field could promote effectively the movement of the bacteria in soil. 

Electrophoresis, dielectrophoresis and electroosmosis were its main mechanism; and soil media, voltage gradient and 

electrolysis of pore fluids on electrodes were its main affecting factors. Electrolysis of pore fluids on electrodes affected 

adversely the survival of the bacteria near the electrodes. 
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微生物的移动性是影响生物修复速率和生

物强化效率的重要因素之一.具有降解活性的微

生物在土壤中的吸附、沉降和过滤,阻止或延迟

了微生物的运移[1],使土壤污染物被降解的机会

大大降低.当污染环境中缺乏活性微生物或其数

量不足时,则需加入活性微生物或基因工程菌进

行生物强化[2].传统方法是通过水力作用将外源

微生物注入受污染环境中.这种方式注入的微

生物通常集中于注入点的局部位置,容易堵塞土

壤孔隙,使强化过程失败.非均匀电场可以使微生

物产生电泳和介电泳运动 [3,4],因而可能成为生

物强化的手段.本研究以克隆有绿色荧光蛋白基

因 gfp 的基因工程菌 Rhizobium meliloti1021 

(Rm1021-GFP)作为标记细菌,研究该细菌在非

均匀电场作用下,在不同土壤介质中的运移特征

及其机理,以揭示利用非均匀电场加速土壤微生

物运移的特性. 

1  材料与方法 

1.1  受试土壤和微生物 

自然土取自清华园附近林地,风干磨细过

2mm 筛后,储存待用;高岭土和石英砂购自北京

旭东化工厂.石英砂平均粒径为 0.5mm;自然土和

高岭土的主要性质见表 1. 

受试微生物为 Rm1021-GFP.该菌株由美国

麻省理工学院生物技术研究中心提供. 

1.2  土壤灭菌和菌液制备 
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表 1  受试土壤的主要性质 
Table 1  Major characteristics of the tested soils 

参  数 自然土 高岭土 

质地 沙壤土 轻黏土 

粒径(%)＜2µm 11.21 19.07 

       2~10µm  5.01 47.92 

       10~50µm  7.00 32.38 

       50~250µm 63.31  0.63 

       ＞250µm 13.47  0 

表面积(m2/g)  8.10  9.53 

碳酸盐(%)  0.0306  0.0125 

有机质(g/kg)  5.33  0.98 

CEC (cmol/kg) 11.25  8.80 

饱和含水量(%) 33.0 53.6 

Zeta电位(mV) -34 -48 

等电点  1.3  2.0 

 

取适量受试土壤,湿热(121℃,2h)和干热(105℃, 

6h)交替灭菌 3次,冷至室温后使用. 

用 LB/MC培养基[5]将 Rm1021-GFP恒温培

养至指数期,离心浓缩.测定其光密度并用菌落计

数法测定细菌数. 

1.3  实验方法 

取 1.0kg 灭菌土壤,按其饱和含水率为 70%

的比例加入无菌水(含链霉素 500mg/L和放线菌

酮 25mg/L),充分拌匀后逐层装入有机玻璃反应

器(24cm×10cm×6cm),振动压实,吸去表层压出水,

制成体积为 24cm×10cm×(2.2~2.6)cm 的实验土

壤.测定其含水率和细菌量.在反应器中部取出体

积为 0.5cm×9cm×(2.2~2.6)cm 的土壤,填入相同

体积灭菌石英砂.用微量移液管在石英砂区每隔

0.5cm加入菌液 50µL.往整个土壤中加入细菌时,

则直接将菌液与土壤充分混合. 

    插入板状(0.5cm×10cm×5cm)和圆柱状(直

径×长=0.5cm×5cm)高纯石墨电极,分别产生均匀

和非均匀电场,电极间距为 20cm.用导线将阳极

和阴极分别与电源正极和负极相连.加盖密封反

应器.施加 40V 和 20V 恒定电压(即电压梯度分

别为 2V/cm和 1V/cm),同时以不加电场作为对照.

试验运行 1~2d.每隔 2~4h在 a0、a1、c0和 c1处

取样;整个土壤中均加细菌时则实验结束后在

a0~c0区域每隔 3cm取样.取样位置见图 1. 

图 1  取样点空间分布 

Fig.1  Layout of sampling positions  

 

1.4  分析方法 

    取 0.1g 土样加 0.1%焦磷酸钠溶液 0.9mL,

振荡 10min,取上清液 0.1mL 按 10 倍梯度稀释,

测定 0.1mL 稀释样中的细菌量.Rm1021-GFP 活

菌数用 LB/MC琼脂平板法,30℃恒温培养 2d后

在波长 365nm 紫外灯下计数绿色荧光菌落数[6].

死菌数用 Bacligh LIVE/DEAD探针,室温下染色

15min,用荧光显微镜在 460~490nm 计数红色细

菌数,计数方法及样品细菌量换算见文献[7].同

时用 BCA 试剂测定样品蛋白质含量,测试原理

和方法见文献[8].另取 2g 土样加入 0.01mol/L 

CaCl2溶液 5mL,振荡 3h后用 pH 计测定上清液

pH值.同时用烘干法(105℃)测定样品水分含量. 

2  结果与讨论 

2.1  土壤中 Rm1021-GFP细菌的运移特征 

首先研究了自然土中 Rm1021-GFP的迁移.

试验开始时测得土壤含水率为 17.5%,其水分饱

和度为 53%.在反应器中部加入 Rm1021-GFP菌

液,测得土壤初始菌量为 9.13 log CFU/g,其他区

域不含该细菌.施加电场后 a0、c0、a1 和 c1 处

的细菌量明显增加(图 2).对照实验中在各取样

点均没有检测到该细菌.表明电场能加速不饱和

土壤中 Rm1021-GFP细菌的运移. 

    图 2 表明,各取样点细菌量随时间增加均出

现一个明显的峰,意味着电场作用下,大多数细菌

是被一起迁移的.由经过 a0、c0、a1 和 c1 处的

细菌迁移速率和累计迁移量(表 2)可以看出 , 

Rm1021-GFP通过 a0~a1向阳极迁移速率比通过

c0~c1 向阴极的迁移速率快 2.3~6.4cm/d,而且向
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阳极累计迁移量比向阴极的迁移量大约 3 个数

量级 .这表明在电场作用下自然土中的

Rm1021-GFP 细菌主要是向阳极区迁移的.细菌

表面通常带负电荷,在电场中能以电泳方式向阳

极运动[3],同时也能被电渗析流拖向阴极[9].自然

土粒径较大且水分含量较低,电场引起的电渗析

流较弱[9],因而随电渗析流迁移的细菌量较少.

图 2  各取样点 Rm1021-GFP细菌量随时间的变化 

Fig.2  Variation of Rm1021-GFP at sampling positions with time 

─▲─ a0  ─△─ c0  ─◆─ a1  ─◇─ c1 

 

在均匀电场作用下,Rm1021-GFP 细菌经过

a0~c0和 a1~c1的迁移基本相同;但在非均匀电场

作用下,24h 内经过 a0~c0 的累计迁移量比经过

a1~c1 的迁移量至少大 1 个数量级(表 2).可见

Rm1021-GFP 细菌在非均匀电场中主要是通过

a0~c0 区域迁移.这可能是由不同系统中场强分

布的空间差异引起的.在均匀系统中 a0~c0 和

a1~c1场强大小相同,而非均匀系统中a0~c0场强

最大,a1~c1 场强较小,而且离电极越近场强越大
[4]. 

 
表 2  自然土中 Rm1021-GFP迁移速率和累计迁移量 

Table 2  Migration rate and comulative amount of  

Rm1021-GFP in the natural sandy loam 

均匀(2V/cm) 非均匀(2V/cm) 非均匀(1V/cm) 
取样点 

V C-24h V C-24h V C-32h 

a0 10.3 6.54 14.4 7.40 8.0 6.29 

a1 10.3 6.68 12.0 6.35   

c0 8.0 3.78 8.0 4.18 5.1 3.59 

c1 8.0 3.66 8.0 3.00   

  注: V为迁移速率(cm/d), C-24h和 C-32h分别为 24h和 32h内

的累计迁移量(logCFU/g) 

 

    电压梯度为 2V/cm时,Rm1021-GFP 在非均

匀电场作用下通过 a0处向阳极的迁移速率和 24h

累计迁移量分别为 14.4cm/d 和 7.40 log CFU/g,

而在均匀电场作用下则分别为 10.3cm/d 和

6.54log CFU/g;尽管非均匀系统中通过 c0处向阴

极迁移速率与均匀系统相同,但其累计迁移量比

后者大 0.40 log CFU/g.这表明,在相同条件下非

均匀电场更有利于土壤中细菌的运移.这是因为,

在非均匀电场中细菌还可能发生极化,并通过介

电泳方式向场强较大的电极区运动,而在均匀电

场中细菌则不能进行介电泳迁移[4]. 

    电压梯度为 1V/cm时,Rm1021-GFP 细菌在

非均匀电场作用下通过 a0~c0 向阳极迁移速率

为8.0cm/d,比2V/cm时小6.4cm/d,而且其累计迁移

量也小得多.外加电压直接决定着对细菌作用力

的大小,因而对土壤中细菌的运移有重要影响. 

    实验同时研究了非均匀电场(2V/cm)对高岭

土和石英砂中Rm0121-GFP的迁移(图 3).石英砂

中的 Rm1021-GFP通过 a0向阳极迁移速率高达

24.0cm/d,比自然土中快 9.6cm/d,但通过 c0 向阴

极的速率比自然土中慢 3.2cm/d.高岭土中的

Rm1021-GFP 向阳极和阴极的迁移速率分别为

5.1 和 3.4cm/d,比在自然土和石英砂中的迁移慢

得多.可见非均匀电场对土壤中细菌的迁移与土

壤介质密切相关.土壤的孔隙大小、表面积和表
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面电荷等可能是其重要影响因素 [3,9].高岭土颗

粒最小、表面积和表面电荷最大(表 1),石英砂则

相反,自然土介于二者之间.受土壤孔隙大小的限

制,细菌在 3种介质中迁移难易顺序为:高岭土＞

自然土＞石英砂,但是随电渗析流向阴极迁移的

难易顺序则相反. 

图 3  Rm1021-GFP细菌在高岭土和石英砂中的迁移 

Fig.3  Migration of Rm1021-GFP through kaolin soil and 

quartz sand under non-uniform electric field 

─▲─ 石英砂-a0  ─△─ 石英砂-c0  ─◆─ 高岭土-a0 

─◇─ 高岭土-c0 

 

2.2  电场对 Rm1021-GFP细菌存活性的影响 

直接将 Rm1021-GFP 菌液与自然土均匀混

合,施加非均匀电场(2V/cm)运行 5h、24h和 48h,

在 a0~c0区域每隔 3cm取样.用 BCA和 CFU法

同时测定其细菌量.BCA法假定土壤细菌量越多,

土壤蛋白质含量则越高,样品在波长 610nm吸光

度则越大[8].BCA 法测定结果(图 4a)表明随着运

行时间增加,土体中部细菌量逐渐减少,阳极区细

菌量急剧增加,阴极区细菌量也一定程度地增加.

这与只在土体中部加入细菌的结果相符. CFU

法测定结果(图 4b)表明,尽管土体中部细菌量逐

渐减少,但电极区尤其是阴极区的细菌量也显著

降低,因此细菌总量变少.CFU 法测定的是能在

LB/MC 中生长的活细菌,而 BCA 法反映的是包

括活菌和死菌在内的总菌量,这意味着土壤中死

细菌量在逐渐增加. 

    用 BAClight LIVE/DEAD 探针可将活细胞

和死细胞分别染成绿色和红色 [7].在土壤和

MC/LB 培养基中加入的链霉素和放线菌酮可抑

制杂菌生长[5],在荧光显微镜下观察到的红色细

胞应主要是Rm1021-GFP死细菌.测定结果(图 5)

表明,在 2V/cm下运行 24h时,距阴极 1cm的死细

菌比例为 29.4%,运行 48h时距阴极 1cm和 4cm

的死菌量分别高达 95.9%和 79.8%,距阳极 1cm

的死菌量也明显增加. 

图 4  自然土中 Rm1021-GFP细菌含量的变化 

Fig.4  Variation of Rm1021-GFP in the natural soil under 

non-uniform electric field 

┄┄ 0h  ─△─ 5h  ─◆─ 24h  ─○─ 48h 

图 5  Rm1021-GFP死细菌的分布 

Fig.5  Distribution of dead Rm1021-GFP 

 

细菌电消毒的相关研究表明,直接致死细胞

需要高压脉冲电场 [10].本研究所用电压梯度

(2V/cm)和电流密度(最大为 0.104mA/cm2)均较

小,因而由电场直接致死细菌的可能性较低.土壤

pH值测试表明,48h时距阳极 1cm的 pH值降为
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5.9,距阴极 1cm 和 4cm 的 pH 值则分别升高为

11.8和 10.9. Rm1021-GFP适合在中性 pH值生

长[5],因而土壤pH值变化可能是细菌死亡的主要

原因.另外土壤中未添加生长基质,部分细菌也可

能因饥饿死亡.实验过程中电极表面发生水电解

反应,在阳极和阴极分别产生 H+和 OH-,从而导

致阳极附近土壤pH值降低,阴极附近pH值升高.

细菌表面电荷、电渗析流和土壤性质等都会随土

壤 pH值的变化而改变[3,9],因此土壤 pH值急剧变

化不仅直接影响细菌存活,而且还会改变细菌运

移速率和方向. 

3  结论 

3.1  非均匀电场能有效地促进土壤中

Rm1021-GFP 细菌的运移,其作用效果与土壤介

质 类 型 和 电 压 梯 度 密 切相关 .2V/cm 时

Rm1021-GFP在石英砂、自然土和高岭土中向阳

极迁移速率分别为 24.0,14.4,5.1cm/d,而 1V/cm

时在自然土中的迁移速率仅为 8.0cm/d. 

3.2  在电场作用下 Rm1021-GFP细菌主要通过

电泳方式向阳极迁移,同时还受到向阴极的电渗

析流影响,在非均匀电场中还可通过介电泳方式

向场强较大的电极区运动. 

3.3  电极反应引起土壤 pH 值急剧变化并对电

极附近细菌的存活性有不利影响,因而必须采取

适当的 pH值控制措施. 
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    我国将建环境和灾害监测小卫星星座  国家航天

局局长栾恩杰透露,在未来几年内,我国将向太空发射多

枚光学小卫星和合成孔径雷达小卫星,建立一个专门用

于环境与灾害监测预报的小卫星星座,以形成由灾害信

息运行系统和空间资源相结合的天地一体灾害管理

体系. 

 

  摘自《中国环境报》 

                                     2004-04-29 

 

环 保 信 息 


