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生物强化系统微生物分子
诊断技术的应用及新发展
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摘 　要 　现代分子生物技术的飞速发展及其在环境研究领域的应用 ,为生物强化技术的研究和发展提供了新方法和

新思路。本文从生物强化系统特异微生物检测及定量化技术、生物强化系统微生物群落结构组成及动态演替规律研究、生

物强化作用机制的分子生物学解析、生物强化菌的基因工程构建、生物强化系统微生物的安全释放及控制技术几方面 ,对

生物强化系统微生物分子诊断技术的应用和发展作了较为全面的综述。
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Abstract　The rap id development of modern molecular biotechnology and its app lication in the field of envi2
ronmental study creates new means and ideas for the research and development of bioaugmentation. This article

p rovides an overview of recent developments of the study of bioaugmentation with molecular biotechnologies from

the following aspects: methods for detecting and quantifying specific m icroorganism s in the bioaugmented system;

the analysis of m icrobial community structure and its dynam ic changes in the bioaugmented system; the study on
the mechanism of bioaugmentation on molecular level; the construction of bioaugmentation m icroorganism s geneti2
cally and the safe release and containment techniques for the bioaugmented m icroorganism s.
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　　生物强化技术 ,是通过向污染系统中直接投加

具有特殊作用的微生物来去除某一种或某一类污染

物质 ,或对污染物处理系统的性能进行优化和改善。

该项技术起源于 20世纪 70年代中期 , 80年代以

来 ,这项技术被广泛研究并应用于污染环境的修复、

活性污泥性能的改善、难降解有机污染物的去除等

多个方面 [ 1～4 ]。以往对生物强化技术的研究 ,多是

通过对强化与非强化系统污染物去除宏观效果的对

比和分析 ,来调整、优化强化系统操作参数 ,缺乏针

对强化系统微生物生态学的深入研究。近年来 ,现

代分子生物技术的迅猛发展及其在生物强化研究中

的应用 ,使得人们能够从细胞、分子以及基因水平深

入认识生物强化技术的作用机制、影响因素、强化效

应等等 ,使生物强化技术的研究进入了一个新领域。

1　生物强化系统特异微生物检测及定量化

技术

　　生物强化系统不仅包含所投加的强化微生物 ,

往往还包含固有微生物。强化微生物在系统中的存

活状态及其对固有微生物的影响会直接影响到生物

强化效果的好坏。传统的平板培养计数法对特异微
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生物定量化所需的时间比较长 ,且对不同种类的微

生物的分辨率比较差。分子标记和聚合酶链反应

( PCR)技术的发展 ,为生物强化系统特异微生物的

检测和定量化提供了新方法。

1. 1　生物标记基因

生物标记 ,或称为标记基因 ,是将一段外源

DNA序列插入到目标微生物体内 ,使其具备一定的

基因型或表现型 ,能够在环境中识别并检测出来。

表 1列出了一些用于跟踪环境中特定微生物的标记

基因及检测方法。生物标记的选择主要根据所研究

的系统及要解决的问题来确定 [ 5 ]。

表 1　用于跟踪环境中特定微生物的生物标记

Table 1　B iomarkers for trac ing spec if ic m icroorgan ism s in the env ironm en t

生物标记 检测表现型 一般检测方法

抗生素抗性基因 np tII 具有抗生素抗性 (如抗卡那霉素 ) 用含抗生素的选择性培养基培养

重金属抗性基因 mer 抗重金属 (如抗汞 ) 用含重金属的选择性培养基培养

产色素标记基因 lacZY
分解底物产生带颜色的产物 (如半乳糖苷酶

分解 X2gal形成蓝色的产物 )
用产色素培养基培养

产色素标记基因 xylE 当邻苯二酚存在时产生黄色的代谢产物 用产色素培养基培养

细菌荧光素酶基因 luxAB 在含 n2癸醛的基质中产生生物荧光 用光度计测定光的输出产荧光素菌落平板计数

真核生物荧光素酶基因 luc 在含荧光素的基质中产生生物荧光 用光度计测定光的输出对产荧光素菌落进行平板计数

绿色荧光蛋白基因 gfp 在蓝光的激发下会产生绿色荧光 选择性培养流式细胞仪或表面荧光显微镜计数

11111　抗生素抗性基因

抗生素抗性基因 ,如卡那霉素基因 np tII是最早

用于生物标记的基因。将抗生素抗性的基因插入到

目标微生物体内 ,微生物便会对这种抗生素产生一

定的抗性。通过在含抗生素的选择平板培养基上培

养可识别目的菌种。

11112　产色素标记基因

一些具有特定代谢特性的酶的编码基因也可作

为生物标记 ,如 xylE基因 (编码邻苯二酚 2, 32氧化

酶 )在邻苯二酚存在时产生黄色的代谢产物。产色

素基因还有 lacZY (编码β2半乳糖苷酶和乳糖透性

酶 )和 gusA (β2葡糖苷酸酶 )基因等。但由于环境

土著微生物中也可能含有较高含量的产色素基因 ,

使其在土壤及水污染治理中的应用受到一定限制。

11113　荧光素酶生物标记 ( luciferase biomarkers)

用萤火虫荧光素 ( luc)基因或细菌荧光素基因

( luxAB)标记的微生物会产生荧光 ,通过平板培养或

用光度计直接测定光输出量可以识别和监测特异微

生物 [ 6 ]。但当环境条件恶劣微生物活性受到抑制时 ,

单位微生物光输出量会降低 ,此时该方法所指示的生

物量会产生一定偏差。也可以通过直接提取生物样

品中总蛋白的方法进行测定 ,因为总蛋白中含有荧光

素蛋白 ,荧光素酶的活性与样品中以荧光素酶标记的

生物量直接相关 [ 7 ]。将 2, 42二氯苯氧基乙酸 (简称

2, 42D )降解菌 Pseudom onas cepacia用 lacZY和 lux

AB基因标记后 ,加入到含 2, 42D的土壤中 ,可以通过

菌落培养对其数量变化进行监测 [ 8 ]。

11114　绿色荧光蛋白基因 ( green fluorescent p rotein

gene, 简称 gfp)

gfp基因是编码水母体内一种绿色荧光蛋白的

基因 ,它是一种很有应用前景的标记基因。与其他

标记技术相比 ,其优点在于蛋白荧光是蓝色 ,除了在

发色团形成初期需要加氧外 ,无需加入其他能量物

质或基质。gfp标记的细胞可用表面荧光显微镜、流

式细胞仪等比较容易地检测出来。gfp基因被广泛

用于环境样品的生物标记 [ 9, 10 ]。如对硝基苯酚降解

菌 M oraxella
[ 11 ]和菲降解菌 Pseudom onas

[ 12 ]以 gfp基

因标记后 ,就可对其在土壤中的变化情况进行跟踪。

在许多情况下 ,往往一种生物标记不能够灵敏

地检测出环境样品中的特异微生物 ,采用 2种甚至

几种标记基因 ,并采用多种检测方法成为该领域的

研究热点之一。采用双基因标记 ,如将抗生素抗性

基因与生物荧光基因相结合 , luxAB基因和 gfp基因

相结合 ,对于微生物的检测将更加有效。 luxAB基

因作为生物标记时 ,发出的生物荧光与细胞的能量

状态有关 ,而细胞代谢需要能量 ,故生物荧光的输出

直接与细胞的代谢活性有关。相反 , gfp基因产生荧

光不需要能量。因此 ,这 2种标记基因的结合可同

2
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时检测样品中特异微生物的总量及其代谢活性。

1. 2　基于聚合酶链式反应 ( PCR)技术

从环境样品中提取的核酸往往存在于一个复杂

的混合物体系中 ,且含量很少 ,往往难以直接用于定

性或定量研究。 PCR是一种在体外扩增核酸序列

从而得到多个核酸拷贝的技术。PCR与 DNA技术

相结合 ,使环境样品中微量特异 DNA片断的检测成

为可能。采用嵌套引物进行 2轮 PCR扩增 ,或采用

实时检测系统 ,则会进一步提高检测的灵敏度。虽

然 PCR扩增的检测限是不确定的 ,但一般对于含

10
2 ～10

3 个细胞 / g土壤的系统 ,可以通过 PCR扩增

检测到其中的特异 DNA片段。尽管 PCR方法很灵

敏 ,但对于环境样品中微生物的定量化检测还是有

一定的难度。目前 ,基于 PCR技术的 DNA定量化

方法主要有 : MPN2PCR 和竞争 PCR ( cPCR ) ,这些

方法在生物强化中的应用如表 2所示。

表 2　基于 PCR方法的微生物定量化技术在生物强化系统中的应用

Table 2　Applica tion of m icrob ia l quan tita tive m ethods ba sed on PCR in b ioaugm en ted system s

细 菌 目标基因 定量化方法 参考文献

M ycobacterium chlorophenolicum strain (五氯酚降解菌 ) 16 rRNA MPN2PCR [ 13 ]

D esulfitobacterium frappieri strain (五氯酚降解菌 ) 16 rRNA 嵌套 PCR [ 14 ]

Pseudom onas abietan iphila BKME29 (树脂酸降解菌 ) 16SrDNA 竞争 PCR和竞争 RT2PCR [ 15 ]

Pseudom onas putida strain mx(甲苯降解菌 ) xylE 竞争 PCR [ 16 ]

Pseudom onas putida ATCC 11172 (苯酚降解菌 ) dmpN PCR和 RT2PCR [ 17 ]

Pseudom onas sp. Strain P51 (三氯苯降解菌 ) tbcC 竞争 RT2PCR [ 18 ]

Pseudom onas resinovorans strain CA10 (咔唑和二苯基 2对 2二恶英降解菌 ) carAa 实时竞争 PCR [ 19 ]

11211　竞争 PCR

定量的 cPCR方法是在每个 PCR反应体系中加

入人工构建的带有突变的竞争模板作为内标物 (竞

争 DNA ) ,内标应与目标 DNA相似 ,能够被同一引

物扩增 ,但又能够与目标 DNA片段相区分。一般是

通过对目标基因进行人工改造 ,使其带有一个小片

断的缺失 ,作为 PCR扩增的竞争模板。通过向经过

系列稀释的目标 DNA样品中加入某一已知含量的

竞争 DNA , 并以 PCR扩增 DNA的产率对目标 DNA

的初始浓度作图 ,建立标准曲线。通过标准曲线来

计算目标 DNA在环境样品中的未知浓度。在进行

实际样品测定时 ,加入到样品中的竞争 DNA内标量

要与作标准曲线时的用量相同。

在生物强化研究中 ,为了监测投加到污染环境

中强化微生物的数量变化 ,一般要通过提取环境样

品的 DNA ,采用竞争 PCR方法测定强化微生物降解

性功能基因片断的数量。

11212　MPN2PCR

该方法是对样品进行系列稀释后 ,进行多次

PCR扩增 ,每个稀释度一般重复扩增 3次。扩增后

呈阳性反应的样品与用来计算目标 DNA 数量的

MPN表进行对照 ,从而得出特异 DNA片段的数量。

MPN2PCR方法的关键是要在 PCR 扩增前对样品

DNA提取液进行系列稀释 ,稀释度主要参考已知的

对照稀释度来确定。

2　生物强化系统微生物群落结构组成及动

态演替规律研究

　　现代分子生物技术极大地推动了生物强化系统

微生物分子生态学的研究和发展 ,使人们能够更准

确地了解向生物强化系统投加外源菌对菌群结构所

产生的影响 ,掌握微生物菌群动态演替规律 ,为生物

强化技术在实际污染治理中的应用提供有益指导。

2. 1　基因指纹技术

基因指纹技术可提供微生物菌群基因的多态性

谱图。环境样品的微生物 DNA提取物是不同微生

物的 DNA混合物 ,经 PCR扩增后 ,得到序列等长但

不同源的 DNA片段的混合物。混合物中序列的多

样性和不同序列的丰度在一定程度上反映了原始样

品中微生物种群的多样性和不同物种的丰度。如果

可以将这些序列等长但不同源的 DNA片段分离 ,则

可对样品中的微生物群落组成进行初步分析。用于

生物强化系统微生物菌群结构分析的基因指纹技术

主要有 : 限制性长度多态性 ( restriction fragment

length polymorphism, RFLP)、PCR2变性梯度凝胶电

泳 ( denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE) /

3
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温度梯度凝胶电泳 ( temperature gradient gel electro2
phoresis, TGGE )、PCR2单链构象多态性 ( single

strand conformational polymorphism , SSCP)等。

21211　末端限制性片段多态性分析 T2RFLP ( term i2
nal restriction fragment length polymorphism)

碱基的改变或染色体结构的变化会导致生物个

体或种群之间 DNA片断酶切位点的变化 ,用限制性

内切酶切割会产生长短、种类、数目不同的 DNA限制

性片断。T2RFLP就是对样品中的 DNA采用 PCR技

术进行特异性扩增后 ,用特定的酶对其进行酶切 ,来

检测末端限制片段的多态性。这种方法能够检测酶

切位点因 DNA插入、重排或缺失而造成的长度差异 ,

具有较高的分辨率。它可以在群落水平上提供丰富

的、反映基因多样性的可靠信息 ,广泛应用于微生物

遗传多样性、菌群结构组成及其变化规律等研究中。

Cacilia Jernberg等 [ 20 ]研究了加入 42氯酚降解菌

A rthrobacter ch lorophenolicus A6L对氯酚污染土壤固

有菌群结构的影响 ,采用荧光蛋白基因 Luc对这株

菌进行了染色体标记 ,同时对不同条件下的土壤微

生物菌群结构用 T2RFLP方法进行了分析。发现固

有菌中一些菌对 42氯酚及 42氯酚降解菌的加入非

常敏感 ,明显受到抑制或激励。含有 42氯酚的土

壤 , A rthrobacter ch lorophenolicus A6L菌的丰度也明显

高于对照系统。Lendvay等 [ 21 ]采用 T2RFLP方法对

受到污染的含水层实施生物强化后的菌群结构变化

进行了研究 ,发现强化后 5周内系统均可检测到强

化菌的存在 ,但未实施生物强化的对照系统 ,在 72 d

后也可检测到与强化菌相同的生物菌种的存在 ,说

明含水层中也存在与强化菌相同的固有菌 ,在生物

促效作用下能够被激活。

21212　PCR2DGGE /TGGE

从环境样品中所提取的微生物 DNA通常是多

种微生物 DNA的混合体 ,用 PCR引物扩增得到的

是等长但不同源的 DNA混合物 ,一般的电泳方法往

往很难将其分开。但同样大小的 DNA序列由于含

有的碱基不同 ,各片断的变性温度 Tm 和变性剂浓

度也会有所不同。DGGE和 TGGE就是应用这种差

异来区分不同的基因序列。DGGE的原理是 :在碱

基序列上存在差异的不同 DNA双链 ,其解链需要不

同的变性剂浓度 ,通过在聚丙烯酰胺胶中添加线性

梯度的变性剂 (一般是甲酰胺 ) ,形成从低到高的线

性梯度 ,再将 PCR扩增得到的 DNA片段加入到变

性剂梯度的凝胶中进行电泳 ,序列不同的 DNA片段

就会最终停滞在其变性梯度的位置 ,从而达到分离

效果。TGGE则是在电泳中形成温度梯度 ,利用不

同构象的分子具有不同的变性温度进行分离。

DGGE和 TGGE方法还可以半定量地测定样品 DNA

浓度 ,反映微生物群落组成的变化。

N ico Boon等 [ 22 ]研究了活性污泥反应器受到 32
氯胺 (32chloroaniline,简称 32CA )冲击时 ,加入 32CA

降解菌 Com am onas testosterone I2 gfp对反应器硝化

功能和有机物去除能力的影响。采用 DGGE技术

并结合 F ISH方法对 32CA冲击后的氨氧化菌数量

及菌群结构变化进行了研究。发现没有加入高效菌

的对照系统 ,受到 32CA冲击 2 d后 ,氨开始累积 ,氨

氧化菌数量急剧下降 ,硝化功能也永久性丧失。而

加入 32CA降解菌的强化系统在 4 d后恢复了硝化

功能 ,氨氧化菌的菌群结构、活性和丰度也都得到有

效恢复。说明在受到有毒有害物质冲击时 ,强化菌

的加入有助于保持系统结构和功能的稳定性。

21213　PCR2SSCP

单链 DNA的碱基间的作用力使其呈现复杂的

空间折叠构象 ,当构成 DNA的碱基发生改变时 ,其

空间构象也会发生一定的改变 ,空间构象有差异的

单链 DNA分子在聚丙烯酰胺中受排阻的大小不同 ,

因此可通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( PAGE)非

常敏锐地将构象上有差异的分子分离。这就是单链

构象多态性分析的原理。这种方法能够有效检测

100～300 bp DNA片断碱基点突变。其优点是操作

简单、步骤少、检测所需时间短、成本低 ,不需要特殊

仪器。但 SSCP方法不能够确定变异位置 ,对于大

于 300 bp的 DNA片断检测灵敏度会降低 [ 23 ]。由于

RNA有着更加精细的二级和三级构象 ,且这些构象

对单个碱基的突变也很敏感 ,不易结合成双链 ,可以

较大量地进行电泳 ,故一部分研究人员转而利用

RNA进行 SSCP的分析。

W enderoth等 [ 24 ]对受氯苯污染的地下水进行了

生物强化研究。强化菌为氯苯降解菌 Pseudom onas

pu tida GJ31, Pseudom onas aerug inosa RHO1 和

Pseudom onas pu tida F1DCC。采用荧光原位杂交

( F ISH)方法对这些菌在微宇宙系统中的变化进行

了跟踪检测 , 同时从环境样品的总 DNA 获取

16SrDNA,用 SSCP方法分析了固有菌及强化菌的动

态变化。发现 P. aerug inosa RHO1不能够促进氯苯

降解 ,但 P. pu tida GJ31和 P. pu tida F1DCC能够在

固有菌群中存活并生长 ,并且促进氯苯的降解。当

4
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氯苯类污染物消失后 , P. pu tida GJ31也随之消失 ,

而 P. pu tida F1DCC菌可持续存在于系统中。

2. 2　荧光原位杂交 ( fluorescence in situ hybr id iza2
tion, F ISH)

传统的微生物培养方法对微生物的培养效率

低 ,时间长 ,往往不能够及时、有效地提供生物强化

系统微生物数量、形态、空间分布等重要信息。荧光

原位杂交技术结合了分子生物学的精确性和显微镜

的可视性 ,能够在自然的微生境中快速监测和鉴定

不同微生物个体 ,同时对微生物群落进行评价。

F ISH是目前单个细胞水平上分析微生物群落结构

的常用的分子生态学方法。其原理是 :微生物细胞

在固定材料上脱水后 ,与带有荧光染料标记的寡核

糖探针在一定温度下混合。与探针碱基对完全互补

序列的 RNA随即与探针发生杂交 ,从而使该菌体在

荧光显微镜下发出荧光。

探针的设计是 F ISH法应用的前提和关键。常

用的寡核苷酸探针长度一般是 15～30 bp。探针的

灵敏度可达到 10～20个 mRNA拷贝 / cell。除了用

一种荧光染料对探针进行标记外 ,还可用多种染料

标记的探针同时测定多个靶序列 ,这样可将多次繁

琐的 F ISH实验和多种不同应用目的 F ISH实验一

次完成。

Patureau 等 [ 25 ] 采用好氧脱氮菌 M icrovirgu la

aeroden itrif icans强化脱磷系统 ,期望在脱磷的同时

能够去除水中的氨氮 ,研究中采用 F ISH方法 ,对投

加菌在系统中的变化情况进行了研究。Bouchez

等 [ 26 ]向硝化反应器内投加好氧反硝化菌 M icrovir2
gu la aeroden itrif icans,以期望达到同时硝化反硝化。

发现强化菌投加量较少时 ,对氨的强化去除效果很

短暂 ,用 F ISH法对投加的反硝化菌进行了跟踪检

测 ,发现在原生动物体的体内有许多荧光标记的强

化菌 ,说明原生动物对强化菌具有较强的捕食作用。

F ISH法还可以对生物强化系统生物膜表面微生物

数量和种群的空间分布进行分析。

3　生物强化作用机制的分子生物学解析

虽然对生物强化技术的研究和应用已经有近

30年的历史 ,但对于生物强化的作用机制还缺乏明

晰的认识。生物强化效果的发挥究竟是依靠强化菌

的高效降解作用还是其所携带的可移动基因片断在

固有菌中的水平转移和分配作用 ? 现代分子生物技

术的发展为回答这一问题提供了有力工具 [ 27, 28 ]。

有研究表明 ,编码氯代苯甲酸降解的 c / c基因片断

在活性污泥系统中的传播有助提高系统抗 3CBA负

荷冲击能力 [ 28 ]。P. pu tida BN210菌在染色体上携

带有 c / c基因 ,当其投加到传统活性污泥 2膜生物反

应器耦合系统时 , P. pu tida BN210菌在系统中的数

量会急剧减少甚至消失 , PCR2DGGE分析表明 , c / c

基因片断转移到系统其他微生物中 ,形成了新的

3CBA降解菌群。进一步的研究还表明 ,以生物膜

形式存在的微生物由于接触密切 ,更利于基因片断

的水平转移 [ 28 ]。对于污水处理系统主要依靠基因

水平转移作用来实现生物强化的成功范例还比较

少 ,但在污染土壤生物修复过程中 ,基因水平转移的

发生比较普遍 [ 29, 30 ]。如 Enterobacter agg lom erans

DK3菌携带质粒 RP4: Tn4371,其中 Tn4371是编码

联苯降解的基因片断 ,但该菌不能利用联苯为惟一

碳源和能源 [ 27 ]。该菌投加到受联苯污染的土壤中

后会很快消失 ,但其所携带的质粒转移到土壤中其

他微生物体内 ,使这些微生物能够表达降解基因

bph。借助 PCR、DGGE、F ISH、报告基因等分子生物

学方法研究基因水平转移在生物强化中的作用 ,深

入揭示生物强化的作用机制 ,可为生物强化途径的

构建及在实际污染中的应用提供指导。

4　生物强化菌剂的基因工程构建

分子生物技术的发展 ,拓展了生物强化系统高

效菌剂的来源 ,除了利用野生型微生物作为强化菌

剂外 ,也可以根据净化污染物的具体需求对野生型

微生物进行基因工程改造 ,构建多功能高效微生物。

对生物强化菌进行基因改造的目的主要有 :

(1)拓宽强化微生物的底物利用范围 ; (2)提高微生

物对目标污染物的降解性能 ; (3)提高微生物抗有

毒有害物质冲击性能 ; (4)改善微生物的絮凝沉降

性 ,提高其在强化系统中的保持能力 ; (5)改善微生

物的表面性能 ,增强强化系统的生物可给性 ; (6)维

持低浓度下微生物的代谢活性。

利用基因工程构建新型、高效的强化微生物 ,为

生物强化技术的发展开创了崭新领域。如 B u rk2
holderia cepacia G4菌通常要芳香族化合物存在条件

下才能够共代谢三氯乙烯 ( TCE) ,但通过 Tn5插入

产生 B u rkholderia cepacia G4 52232PR1菌 ,它能够从

结构上表达降解 TCE的邻甲苯单氧合酶 ,在没有诱

导物 (如芳香族化合物 )的情况下也可降解 TCE
[ 31 ]。

将编码甲苯加双氧酶的 tod基因克隆到 D einococcus

5
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rad iodurans中后 ,这种菌能够降解甲苯、氯苯、3, 42
二氯 212丁烯和吲哚。这种菌已经成功应用到放射

性和有机溶剂混合废弃物的生物修复中 [ 32 ]。

目前 ,应用基因工程菌进行污染水体和土壤生

物强化的研究多数还局限于实验室 ,出于安全考虑 ,

各国政府严格限制将基因工程菌用于实际污染源的

治理。相信随着分子生物学的发展 ,人类对基因工

程菌环境迁移和变化规律的认知 ,以及科学控制方

法的把握 ,基因工程菌有望在生物强化技术应用中

发挥其特有的作用。

5　生物强化系统微生物的安全释放及控制

技术

　　向生物强化系统投加外源微生物 ,特别是基因

工程菌 ,可能会对原来的生态系统产生一定影响。

为了保证强化系统的生态安全 ,有必要采取适当的

措施对强化菌进行控制 ,限制或阻止其在受纳环境

中产生不必要的扩散 [ 33 ]。

目前 ,生物强化系统强化菌安全释放和控制机

制主要有 2种 [ 34 ]。

一种办法是采用“自杀 ”机制 ,即通过对强化微

生物进行基因工程改造 ,在其体内插入“自杀基

因 ”。当强化微生物分解的目标基质不存在时 ,“自

杀基因 ”被诱导 ,系统中的强化微生物被去除。如

通过控制编码链霉抗生素的基因来控制所投加的强

化菌。在生长基质存在时 ,链霉抗生素基因受到抑

制 ;当生长基质消失时 ,链霉抗生素基因得以表达 ,

产生链霉抗生素 ,其与维生素 D结合可杀死投加的

强化微生物 [ 35 ]。

另外一种控制强化微生物基因扩散的方法是引

入一种基因 ,在基因扩散过程 ,引入基因的产物能够

杀死那些不具有免疫性的受体细胞 ,这种引入基因

称为“灭活”基因。如图 1所示 E. coli gef基因编码

的蛋白和调控途径能够控制基因的扩散 [ 36, 37 ]。 gef

基因受控于 lac启动子 ,而 lac启动子的阻遏物 lac I

则在间位分解途径启动子的控制下。当间 2甲基苯

甲酸存在时 ,其作为 xylS的效应物 ,使 gef基因的表

达受到抑制。而当基质消失后 , gef的表达不再受到

抑制 ,宿主细胞被灭活。

6　结束语

现代分子生物技术的发展为生物强化技术的研

究提供了强有力的工具。可使人类更加深入认识生

图 1　“灭活基因 ”的作用机制

Fig. 1　The mechanism of killing gene

物强化作用机制 ,了解和掌握强化系统微生物数量及

菌群结构的动态演变规律及其与强化效果的关系 ,摒

弃以往生物强化应用中的盲目性和被动性 ,更加主

动、科学、有效地将生物强化运用到环境污染治理中。
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