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废水生物强化中基因工程菌的流失和环境生存状况
研究
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摘要 :在废水生物强化处理中 ,基因工程菌从生物反应器向环境的流失会造成潜在生态风险.在传统活性污泥法反应器 (CAS)

和膜2生物反应器 (MBR)中 ,考察了 1株降解阿特拉津基因工程菌的流失和流失后在模拟自然环境中的生存状况.结果表明 ,

基因工程菌在接种初期从反应器中流失的密度最大.在接种密度为 1010 CFUΠmL时 ,CAS的最大流失密度接近接种密度 ,MBR

的最大流失密度仅有 102 CFUΠmL.在模拟自然环境中 ,流失密度是决定基因工程菌生存状况的主要因素.在 CAS出水 1010

CFUΠmL流失密度下 ,高种群密度基因工程菌在水体和土壤中生存时间较长 (30 d以上) ,潜在生态风险较高 ;在 MBR出水 102

CFUΠmL流失密度下 ,基因工程菌在水体和土壤中很快衰亡 ,潜在生态风险较小.环境条件对基因工程菌生存状况具有影响 ,提

高土壤的含水率、有机质含量以及环境选择压力的存在有利于基因工程菌生存.
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Abstract : Genetically engineered microorganism ( GEM) leaking from bioreactors to natural environment will lead to potential ecological risk
when applied for wastewater bioaugmentation treatment. An atrazine2degrading GEM was used in a conventional activated sludge bioreactor
(CAS) and a membrane bioreactor (MBR) to investigate leaking density of GEM in the effluent. Survival of GEM in the simulated natural
environments after leakage was also explored. The results showed that the maximum leakage happened at the initial time of GEM inoculation.
When inoculating density was 1010 CFUΠmL , the maximum leaking density from CAS was close to inoculating density as well as the maximum
leaking density from MBR was only 102 CFUΠmL. Leaking density was the key factor influencing GEM survival in the simulated environments.
When leaking density from CAS reached to 1010 CFUΠmL , GEM with high density would survive in the simulated water and soil environments for
a long time (more than 30 d) , which would lead to high potential ecological risk. On the contrary , when leaking density from MBR was 102

CFUΠmL , GEM would disappear quickly in the simulated environments , which meant low potential ecological risk. Environmental conditions
also affected GEM survival. Increasing water content and organic compounds content of soil as well as creating environmental selective pressure
(adding atrazine) were profitable for GEM survival.
Key words :genetically engineered microorganism ( GEM) ; leaking density ; survival ; ecological risk ; wastewater treatment

　　生物强化是提高难降解污染物生物去除效率的

可行途径[1 ]
,高效降解基因工程菌为生物强化提供

了新的微生物资源 ,有利于提高污染物降解速

率[2 , 3 ] ,特别是对提高处理系统的抗冲击负荷能力

具有显著效果[4～7 ] .但是 ,在生物反应器中具有强化

降解能力的基因工程菌 ,流失到环境中却可能产生

危害 ,带来生态风险.

在土壤生物修复中 ,由于基因工程菌直接释放

到环境中 ,因此其生态风险问题受到重视[8 , 9 ]
.而且

研究表明 ,基因工程菌的释放对土壤微生物群落的

多样性、活性等具有一定的影响.比如 Bej 等[10 ]将

2 ,4 ,52T降解基因工程菌接种到土壤中 ,发现土壤微

生物群落生物多样性有提高 ,特别是基因工程菌和

2 ,4 , 52T 同时存在时 ,这种影响更为明显 ; Doyle

等[11 ]发现 2 ,42D降解基因工程菌 Pseudomonas putida

PPO301(pRO103)对土壤微生物群落的碳氧化能力、

真菌和细菌数量以及脱氢酶活性都有一定影响.同

时 ,对基因工程菌生态风险控制和评价研究也主要
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集中在土壤生物修复中[12～17 ]
.

目前 ,在基因工程菌生物强化废水处理中还缺

乏生态风险控制和评价的研究.事实上 ,废水处理过

程是开放系统 ,基因工程菌随处理出水进入天然水

体和土壤环境后 ,也会带来潜在的生态风险 ,因而对

生态风险进行必要的评价和控制是非常必要的.基

因工程菌的流失和流失后在自然环境中的生存研

究 ,是进行生态风险评价和控制的重要内容.本研究

比较了在膜2生物反应器 (MBR)和传统活性污泥法

(CAS)处理工艺中实施生物强化时 ,1株阿特拉津降

解基因工程菌的流失密度差异 ,并考察了基因工程

菌流失后在模拟天然水体和土壤环境中的生存状

况 ,以期为生态风险评价和控制提供参考依据.

1　材料与方法

1. 1　菌株和菌悬液的制备

本研究使用的基因工程菌受体细胞为大肠杆菌

DH5α,质粒载体为 pACYC184 ,携带阿特拉津脱氯水

解酶基因 ,对氯霉素有抗性.

挑单菌落于LB培养基中 (含 25μgΠmL氯霉素) ,

在 37℃,120～140 rΠmin摇床中培养过夜 ,离心 ,磷酸

缓冲液 (pH 710)洗涤 ,收获细胞 ,制成菌悬液备用.

1. 2　膜2生物反应器和活性污泥反应器
采用一体式膜2生物反应器和活性污泥反应器
同时开展并行实验.一体式MBR容积为 6 L ,内置中

空纤维膜组件 ,膜材质为聚乙烯 ,膜面积为 0103 m
2

,

孔径为 014μm. CAS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 12 L和 415 L.

2个反应器的运行条件基本一致 :接种某污水

处理厂的二沉池回流污泥 ,污泥浓度约为 3～4 gΠL ,

基因工程菌接种密度为 10
10

CFUΠmL ,力停留时间 24

h ,进水为校园生活污水加阿特拉津 20 mgΠL.

113　基因工程菌在模拟天然水体和土壤中的生存

基因工程菌的生态风险研究均采用模拟自然环

境微系统.本研究模拟天然水体的表层水环境和土

壤的表层土环境 ,并接种与反应器流失密度相同的

基因工程菌 ,以考察基因工程菌从反应器流失后在

自然环境中的生存状况.

(1)模拟土壤环境　土壤类型很多 ,组成、物理

化学性质以及生态系统都很复杂 ,这些条件对基因

工程菌生存都会造成影响.本研究选择华北地区典

型的砂壤土 ,有机物含量为 618 % ,pH值中性 ,用 2

mm筛网筛过 ,取一定量 (含水 ,约为 40 g)的土壤置

于培养皿中 ,土壤在培养皿中的厚度约为 015 cm ,最

终含水率约为 10 %～12 %. 充分翻动土壤使其充

氧 ,接种基因工程菌后 ,将培养皿密封 ,保持土壤性

质基本不变 ,置于自然环境中 (非太阳直射处 ,温度

为华北地区 5～6月的温度) ,每周 1次测定土壤中

基因工程菌密度 ,并翻动土壤充氧.模拟土壤环境条

件有利于基因工程菌生存 (避免太阳直射 ,温度 20

～30℃,好氧 ,较高的有机物含量和含水率) ,可以反

映基因工程菌在适宜条件下的生存状况.同时 ,改变

土壤的含水率、有机物含量和阿特拉津含量 ,考察土

壤性质对基因工程菌生存的影响.

(2)模拟水体环境　水体环境比土壤环境简单 ,

由于有机物含量低 ,生物量少 ,溶氧较低 ,在水体表

层 ,太阳直射强烈 ,因此总体来说 ,水体环境更不利

于基因工程菌生存.本研究中 ,取某池塘中的池水 ,

水中 COD含量为 3914 mgΠL ,氨氮含量为 014 mgΠL.

将 015 L池水放置于广口瓶中 ,接种基因工程菌 ,置

于室外自然环境中 ,测定工程菌密度随时间的变化 ,

考察基因工程菌在天然水体中的生存状况.

114　基因工程菌密度检测

基因工程菌密度利用抗生素抗性 (含 25

μg·mL
- 1氯霉素)LB培养基平板 ,采用平板菌落计数

法 (CFU)测定.反应器出水和模拟水体直接稀释后

测定.土壤样品取 015 g 土壤 (湿重) ,置于无菌水

中 ,加入玻璃珠 ,充分振荡 ,使土壤充分分散 ,然后将

土壤分散液稀释至合适的浓度后测定.每个样品取

3个稀释度 ,每个稀释度取 2个平行样 ,涂布于选择

性培养基培养皿上 ,37℃培养 24～48 h后计数 ,菌落

数目取平均值 (基因工程菌株菌落和环境抗性菌株

菌落具有明显差异 ,可以将其区分) .

2　结果与讨论

211　MBR和 CAS反应器基因工程菌的流失密度

传统 CAS反应器是完全开放的处理系统 ,可以

代表目前大部分废水生物处理工艺的特点 ,细菌细

胞随出水的流失不会受到任何限制 ;MBR反应器是

一种新型的生物处理工艺 ,膜组件对基因工程菌具

有高效截留作用 ,因此细菌细胞随出水的流失会得

到有效控制.在 112所示的反应器运行条件下 ,2个

反应器中基因工程菌的流失情况如图 1所示.

可以看到 ,在 2个反应器运行的过程中 ,出水中

基因工程菌的流失密度存在很大的差异. CAS反应

器中 ,基因工程菌的流失密度与反应器上清液基因

工程菌密度基本一致.在运行的初始阶段 ,CAS出水

中基因工程菌的流失密度最大 ,接近接种密度 10
10
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图 1　基因工程菌从 CAS和 MBR中流失的密度

Fig. 1　Leaking densities of GEM from CAS and MBR

CFUΠmL ;随后 ,由于生态因素的影响 ,反应器上清液

中基因工程菌密度迅速下降[18 ]
,因此出水中流失密

度也迅速降低 ;在运行过程中 ,由于阿特拉津的影

响 ,CAS反应器容易发生污泥膨胀[19 ] ,污泥随出水

大量流失 ,出水中流失的主要是附着于污泥絮体的

基因工程菌 ,此时流失密度可以达到 10
3～ 10

5

CFUΠmL.

MBR反应器中 ,同样是在运行初始阶段 ,接种

基因工程菌之后 ,出水中基因工程菌流失密度最大 ,

但远远小于 CAS反应器 ,仅在 102 CFUΠmL以下.随

后 ,由于反应器中基因工程菌密度的衰减 ,以及膜污

染对截留作用的贡献 ,出水中流失密度始终很低 ,基

本在 10 CFUΠmL以下 ,或者检测不到.事实上 ,运行

初始阶段 ,反应器中基因工程菌密度最大 ,膜的截留

作用最弱 (未形成凝胶层和泥饼层) ,此时可以看作

是MBR的最大可能流失密度.当 MBR稳定运行之

后 ,基因工程菌的流失可基本忽略.

可见 ,CAS反应器最大流失密度可以达到接种

密度 ,运行不正常时 ,污泥的流失也会造成出水中流

失密度的增加.而 MBR反应器出水流失密度很小 ,

且不受运行状况的影响.所以 ,和 CAS相比 ,MBR可

以大大降低由于基因工程菌流失造成的生态风险.

212　基因工程菌流失后在模拟环境中的生存

基因工程菌流失后在自然环境中的生存状况也

是决定生态风险的重要方面 ,基因工程菌在自然环

境中维持密度越高 ,生存时间越长 ,造成的生态风险

就越大.接种密度为 1010 CFUΠmL时 ,CAS的最大流失

密度接近接种密度 ,运行异常时 ,流失密度可以达到

10
3～ 10

5
CFUΠmL , MBR 的最大流失密度为 10

2

CFUΠmL ,因此 ,本研究考察了这 3 个流失密度条件

下 ,基因工程菌在模拟环境中的生存状况.

3个流失密度下基因工程菌在模拟水体环境中

的生存状况如图 2所示.

图 2　流失后基因工程菌在模拟水体环境中的生存

Fig. 2　GEM survival in the simulated water environment after leaking

可以看到 ,基因工程菌流失密度为 102 CFUΠmL

时 ,在天然水体中生存状况很差 ,1 d之内即降到背

景值水平 ;流失密度为 10
5
CFUΠmL水平时 ,基因工程

菌在天然水体中生存状况也较差 ,6 d之后密度降至

背景值 ;而初始密度为 10
10

CFUΠmL水平时 ,基因工程

菌生存状况明显优于前 2个流失密度 ,基因工程菌

密度在 10
2～10

4
CFUΠmL水平上可以维持相当长的

时间 ,直到 35 d之后才逐渐降到背景值水平.

3个细胞密度 (10
10、10

5、10
2
CFUΠg)下基因工程

菌在模拟土壤环境中的生存状况如图 3所示.

图 3　流失后基因工程菌在模拟土壤环境中的生存

Fig. 3　GEM survival in the simulated soil environment after leaking

可以看到 ,土壤中抗生素抗性细菌种群背景值

高达 10
4
CFUΠg ,所以流失 10

2
CFUΠg基因工程菌不会

对土壤中抗性细菌种群产生影响. 10
5
CFUΠg和 10

10

CFUΠg流失密度水平的基因工程菌在土壤中生存时

间相差不多 ,都是在 28 d时降至背景值水平.基因

工程菌在土壤中的衰减速率明显比水体中慢 ,保持

较高种群密度时间更长 ,流失密度为 10
10

CFUΠg时 ,

在第 1周内 ,密度可以保持在 10
6
CFUΠg以上 ,在第 3

周时 ,还可以保持在 105 CFUΠg左右.

可见 ,流失密度是决定基因工程菌在环境中生

存的主要因素.控制流失密度可以有效降低生态风

险.和传统生物处理工艺相比 ,MBR反应器在控制
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基因工程菌流失 ,减少流失密度方面具有明显优势.

213　土壤性质对基因工程菌生存的影响

和水体环境相比 ,土壤环境更为复杂 ,对基因工

程菌生存产生影响的因素更多.本研究改变原始土

壤含水率 (提高至 15 %～17 %)和有机质含量 (添加

蛋白胨 ,提高至 15 %) ,并添加阿特拉津 (浓度为 2

mgΠg) ,考察细胞密度为 10
5
CFUΠg时 ,土壤含水率、有

机质含量和阿特拉津残留对基因工程菌生存的影

响 ,结果如图 4所示.

图 4　基因工程菌在不同土壤环境中的生存

Fig. 4　GEM survival in the different simulated soil

environments after leaking

可以看到 ,提高有机质含量和增加阿特拉津对

基因工程菌生存的影响较为显著.提高有机质含量 ,

可以改善土壤的营养条件 ,存在阿特拉津 ,可以形成

一定的环境选择压力 ,有利于基因工程菌生存.提高

土壤含水率 ,也有利于基因工程菌的生存 ,但效果并

不显著.可见 ,一些土壤性质适宜基因工程菌生存

时 ,会增加基因工程菌的潜在生态风险.

因此 ,对基因工程菌流失水体和土壤环境条件

的评估 ,也应该是生态风险评价的重要内容.

3　结论

(1)废水生物强化处理中 ,基因工程菌在接种初

期从反应器中流失的密度最大.

(2)在接种密度为 10
10

CFUΠmL时 ,CAS反应器的

最大流失密度接近接种密度 ,MBR反应器的最大流

失密度仅有 10
2
CFUΠmL.

(3)在模拟自然环境中 ,流失密度是决定基因工

程菌生存状况的主要因素.在 CAS出水 10
10

CFUΠmL

流失密度下 ,高种群密度基因工程菌在水体和土壤

中生存时间较长 (30 d以上) ,潜在生态风险较高 ;在

MBR出水 10
2
CFUΠmL流失密度下 ,基因工程菌在水

体和土壤中很快衰亡 ,潜在生态风险较小.

(4)环境条件对基因工程菌生存状况具有影响.

提高土壤的含水率、有机质含量以及环境选择压力

的存在有利于基因工程菌生存.

　　致谢 :感谢南开大学蔡宝立教授赠送菌株.
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第五届国际水协会膜技术大会暨展览会通知

第五届国际水协膜技术大会暨膜技术与设备展览会 ( IWA Membrane Technology Conference & Exhibition)是

2009年度全世界最有影响力的膜产业界的盛事之一 ,本次大会由清华大学与国际水协联合主办 ,将于 2009

年 9月 1～3日在北京召开.

大会将邀请来自国际水协、联合国教科文组织、耶鲁大学、牛津大学、新南威尔士大学、清华大学、中国科

学院、北京大学、天津大学、浙江大学、哈尔滨工业大学、上海交通大学等国内外著名大学和研究机构的专家

学者参会 ,与您分享当前膜领域最新研究动态和成果.

届时 ,也会有来自各国的膜企业参加展览会 ,为业内人士提供与国内外顶尖学者和业界著名企业家交流

沟通的平台和机会 ,让您了解到当前最新的膜技术应用案例与成果.

热忱希望您充分利用此次机会踊跃投稿 ! 具体要求请见大会官方网站.期待我们在北京相聚 !

会议主要围绕以下几个内容展开 :

(1)新型膜材料和装置 ;

(2)不同的膜和复合膜的工艺 ;

(3)膜污染机理和控制 ;

(4)饮用水处理 ;

(5)生活污水处理和回用 ;

(6)工业废水处理和回用 ;

(7)脱盐工艺 ;

(8)工程案例研究.

会议网站 :http :ΠΠwww. IWA2MTC2009. org

联系电话 :010262796518 ; 010262780050

联系人 :张硕洁　张凯琴

传真 :010262771472 ; 010262795275

E2mail :iwamtc2009 @tsinghua. edu. cn ; iwamtc2009 @gmail . com
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