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摘要综述了目前环境治理保护中构建高效工程茵常用的质粒转移、原生质体融合和基因重组等方法。介绍了工程

茵在处理有机农药污染方面的降解性能及其固定化研究，并简要阐述了工程菌改造及应用方面所存在的问题及未来的研

究展望。
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Abstract 7This article summarizes the construction methods of the effective en矛neering bacteria in the governance and protection of

the environment：plasmid呐nsfer，protoplast fusion and gene recombination，etc．The performance of the engl‘neering bacteria and its immo—

bilized cell in the degradation of the organic pesticides is introduced．Problems in the construction and application-and the research

progress ale discussed．

Key words Engineering Bacteria Plasmid Transfer Protoplast Fusion Gene Recombination Organic Pesticide

农药在为农业生产提供高效杀虫、除草等性

能的同时，也带来了严重的环境污染。部分人工

合成有机化合物需要不同降解菌之间的协同代谢

或共代谢等复杂机制才能最终得以降解。如何将

分属于不同菌体中的污染物代谢途径组合起来，

构建具有特殊降解功能的工程菌，有效地提高农

药有机物的生物降解能力，是目前环境微生物领

域的研究前沿和热点。

1构建工程茵的方法

现代生物技术用于构建工程菌的方法有诱变

育种、质粒转移、原生质体融合和基因重组等，这

些方法各有其使用范围和优缺点。诱变育种因筛

选过程繁琐，突变具有不确定性，一般多与其他方

法联用。目前研究热点主要集中于质粒转移、原

生质体融合和基因莆组⋯t 2J。

1．1降解性质粒转移

质粒是独立于染色体外能自主复制的DNA分

子，当细胞处于某些特殊环境时，其对环境中特异

性限制因子的应答能力一般由质粒控制。携带着

难降解有机物降解基因的质粒被称为降解性质

粒。将不同细胞的降解性质粒转移到一个受体细

胞中，构建多质粒菌株，可以使一种微生物降解多

种污染物或能完成降解过程中的多个环节。Song

等【3]分离到一株以l，2，4一三氯苯(TCB)为唯一碳

源的施氏假单胞菌株THSL—l，将其降解质粒

pTHSL一1转化E．coliJMl09，转化子不仅繁殖快，

而且能高效降解土壤中残留的l，2，4一TCB。

1．2原生质体融合

亦称细胞融合，是将双亲株细胞在酶的作用

下脱去细胞壁，形成原生质体，在高渗和助融条件

下混合，通过细胞质融合、核融合，使基因组得到

重组，随后再生出细胞壁来，获得重组子的过

程【引。原生质体融合步骤包括【5J：①标记菌株的

筛选和稳定性验证；②原生质体制备；③原生质体

融合；④原生质体再生；⑤融合子验证、分离。与

分子克隆相比，投资省，易操作，能快速组建新菌

株。常用的促融技术【6J主要有仙台病毒诱导、聚

收稿Et期：2009—06—30
作者简介：叶国青(1978一)，男，硕士研究生。研究方向：环境生物技术。

一3l一



环境保护科学第36卷第1期2010年2月

乙二醇诱导、电场诱导及激光诱导。Wang等【7】发

现，采用不同强度、不同时间的紫外线照射原生质

体，有利于融合子中亲本优势性状的增强。

1．3基因重组

亦称重组DNA技术，其主要过程有：①通过酶

切消化，从供体细胞基因组中分离出目的性状的

基因片段；②将外源DNA片段在体外通过连接酶

连接到自我复制的、并具有选择记号的载体分子

上，形成重组质粒分子；③将重组质粒分子转移到

适当的受体细胞中，使之在新的遗传背景下实现

新的功能。Walker等【8J通过基因克隆构造了一株

同时表达有机磷水解酶(OpH)和对硝基苯酚

(PNP)降解酶的工程菌。Liu等19]把含有甲基对硫

磷水解酶基因mpd导入呋喃丹的降解菌CDS一1，

构建的基因工程菌CDS—pBBR—mpd对甲基对硫

磷的降解能力提高了6．75倍。

基囚重组能大幅度提高降解酶活性，打破物

种界限，加快变异速度，能定向选育、定向制备降

解能力极高的工程菌株，其应用标志着现代遗传

学已发展到能定向获得遗传性状的新阶段。

2 工程菌在降解有机农药污染物方面的应用

2．1工程菌的降解性研究

有机农药污染主要由有机磷、有机氮和有机

氯等造成。虽自然环境中某些细菌、真菌、放线菌

和藻类等均对有机农药具有降解作用，但直接从

环境中筛选降解菌，费时费力，且在环境中受土著

菌的影响较难成为优势菌【l引。近年来，随着生物

工程技术的发展，构建降解能力强、底物广泛及功

能稳定的工程菌是目前研究的重点。

在有机磷降解方面，Wang等【llJ筛选出一株能

高效降解甲基对硫磷(MP)的细菌HS—D36，在以

MP为唯一碳源的无机盐培养基上可以耐受

800mg／L的MP，在LB培养基上可耐受2000mg／L

的MP；同时克隆了甲基对硫磷水解酶基因mpd，并

在E．coli中获得高效表达，重组甲基对硫磷水解

酶粗酶液活性达到52．5U／mL。张丽青等【12J将抗

性库蚊解毒酶酯酶B1(能有效水解有机磷、有机

氯、氨摹甲酸酯、拟除虫菊酯等四大类农药)基因

片段引人融合表达载体pThioHisA中，转化大肠杆

菌DI-ISa。工程菌DH5a／pThioHisA—BI对甲基对

硫磷能够快速降解，在2h内降解率达8l％。

一32一

阿特拉津是一种广泛使用的有机氮除草剂。

李颖【13J以模式菌株假单胞菌ADP为供体，通过质

粒转移，培育并筛选出两株高效、快速降解阿特拉

津的菌株AD3和AD25。它们能以阿特拉津为唯

一氮源生长，降解速率和降解率都远高于ADP菌

株，能将培养基中500mg／L的阿特拉津在72h内

降解95％以上。崔俊涛等L14]以阿特拉津降解菌

青霉(P一02—07)的灭活原生质体为供体，以黑曲

霉(A一02一10)为受体，利用原生质体融合技术得

到融合子A1，可使土壤中阿特拉津降解的半衰期

由30d缩短为10d。此外，Liuehun等【『15,163还研究

发现，基因工程菌在MBR工艺中对阿特拉津具有

很好的生物强化处理效果，阿特拉津平均出水浓

度为0．84mg／L，平均去除率为95％。

因有机农药用量大、品种多、成分复杂，研究

能降解多种有机农药的多功能工程菌也是热点之

一。蒋建东等L1709j用同源重组方法将甲基对硫

磷水解酶基因mpd整合到呋喃丹降解菌CDS—l

染色体的16SrDNA位点，构建得到的工程菌mpd—

CDS一1在土壤中对甲基对硫磷在4d、1ld和30d

的降解率分别为89．82％、97．79％和100％，对呋

喃丹的降解率分别为21．92％、39．94％和100％。

最近，Lu等{20J通过转座子介导同源重组法，将

mpd导入到六六六降解菌BHC—A的染色体上，构

建了能同时降解六六六和甲基对硫磷的工程菌

BHC—A—mpa，且其对杀螟硫磷的降解率为

99．5％，对对硫磷的降解率为88．5％，表达出有活

性的底物广谱性有机磷水解酶，能降解多种有机

磷农药；在遗传稳定性方面也优于以质粒为载体

构建的基因工程菌。

Wu等[21J以多菌灵高效降解菌株DJL一6为受

体，通过PCR从六六六降解菌BHC—A扩增}“完整

的脱氯化氧酶基因linA，克隆到含有mini—Tn5的自

杀性质粒pUT4K上，再通过三亲杂交，得到工程菌株

DJL一6A，具有同时降解多菌灵和六六六的功能。

2．2工程菌固定化方面的研究

为提高工程菌的实际应用价值，防止其在使

用中流失而导致去除效果下降，人们对工程菌的

固定化进行了研究(22-z5]。Wei等【23J用固定化工

程菌与传统活性污泥法串联工艺，实现了对高浓

度高负荷阿特拉津废水的生物强化处理，没有出

现工程菌大量流失的现象，在固定化颗粒表面及

浅层均观察到大量菌体，颗粒表面还出现了生物
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膜和菌胶团。张丽青等【12】研究酯酶B1基因在大

肠杆菌中的融合高效表达并进行同定化，结果表

明固定化工程菌株对有机磷农药有高效降解能

力。谢珊等【24】采用PVA胶体法【25]将工程菌B121

固定，对比研究其与悬浮状态对混合农药废水的

处理效果，发现虽然固定化工程菌的降解效率比

悬浮工程菌略低，但其稳定性较好，能较长时间保

持降解活性，且固定化工程菌更适宜于实际废水

处理和大规模应用。

3存在问题及展望

虽然工程菌在降解有机农药污染物方面显示

出极大优越性，但由于构建方面的技术问题和应

用中的生态安全性等问题，将研究成果用于实际

工程还很有限。

构建技术问题主要有：①质粒转移时，其排斥

性会造成某些质粒无法组合于同一细胞内；质粒

的活性易被外界干扰所消除，过多的质粒将使细

胞生长能力降低；质粒所编码的功能并不唯一，有

可能转移有害的性状。②原生质体融合的局限性

在于，难于找到便于检测的遗传标记，融合后染色

体的重组是随机的，种属间细胞对异源DNA的限

制和染色体DNA的非同源性等障碍。③基冈重组

最大的难点是种的壁垒问题，即有些外源性降解

基因在其他微生物中表达时，大多数呈现出活性

减弱现象哂J。

在工程菌应用方面，随着技术研究、开发工作

及生物产业的迅猛发展，生物安全问题日益成为

各国政府、学术界以及社会公众的关注焦点。比

如基因可以随着技术的发展和人类的应用而产生

流动，这种“基因流”就可能带来“遗传污染”；基因

工程菌不是自然界原有的物种，其某项功能被人

为增强后在环境中有町能造成巨大的生态灾难。

为促进高效工程菌降解农药技术的推广，未

来的研究重点应集中于以下几个方面[27j：①通过

多途径多方法分离和筛选具有高效降解有机农药

特性的菌株，建立高效降解菌的基因库；②利用基

因工程技术定向选育遗传工程菌株并构建高效农

药工程菌，拓宽降解谱，提高降解能力；③加快有

机农药降解酶的酶学研究，采用固定化酶方法或

生物酶反应器用于有机农药的降解。

4结束语

治理环境污染的高效工程菌的应用虽然起步

较晚，但具有广阔的发展前景。从微生物降解菌

株的筛选，到细胞水平的原生质体融合，再到基因

工程的DNA重组等技术构建高效工程菌，人们已

从利用微生物发展到改造微生物来为人类服务。

但我们在看到它巨大发展潜力的同时，也不能忽

视其安全管理，只有这样才能使工程菌安全、高效

地为广大人类造福。
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的非相关性，并且作为专业的监测单位，技术和设

备更为专业，因此所提供的监测数据更为客观、真

实和专业。

(2)第三方为流域环境管理机构提供民意调

查服务。流域环境管理机构在制定相关政策、法

规、条例、标准和流域规划时，根据国家相关法律

的要求，需公告公示，实行公众参与，尊重民意。

由于流域环境管理机构本身作为政策的制定者，

在进行民意调查时难免有公众主观性质的导向，

导致调查结果的失真。而第三方提供的调查服

务，则由于其独立性，可以消除主观导向，并更容

易为公众信任，从而获得最真实客观的民意调查

结果，为流域管理机构提供决策依据。

(3)第三方为流域环境管理机构提供投资服

务。在流域管理中，水污染治理是必不可少的管

理措施，例如污水处理厂的建设与运营，其巨大费

用无疑增大了流域环境管理机构的财政负担，而

流域中不同的行政单位出于利益考虑，不愿承担

该费用。目前国际上最广为使用的BOT融资方

式，为第三方投资流域治理设施提供了有效可行

的运作模式。第三方对治理设施的投资，不但解

决了资金来源，减轻了地方政府与流域管理机构

的财政负担，而且由于流域管理机构的监督作用，

治理设施的质量及正常运营得到了保证，有效治

理流域水污染。

4．2第三方服务对我国跨流域监管的意义

基于第三方服务的流域环境管理机构，不但要有

效维护第三方在运营中的法律地位、利益独立地位，

更要善于有效利用第三方提供的服务，打破行政区域

的分割，完善流域管理机制。—个完善的流域环境管

理机构，需要建立事故发生通报机制、监测结果互通

机制、协调处置机制、共同监测机制、事故调查情况互

通机制、联合后督察机制、环境风险预警机制。在流

域环境监测中引入第三方服务，当发生不明原因的跨
流域、区域，环境污染事故或出现水质异常时，第三方

服务单位在协商之后叮以在省区跨界水质监测断面

取样、分析和监测，并及时将事故基本情况告知受影

响省(自治Ⅸ)同级环保部门，以及流域中其他受影响

地方的环保部门(省区级)及水利管理机构，以便提早

采取防治措施，有利于建立事故发生通报机制、监测

结果互通机制、共同监测机制和协调处置机制。

5结论与建议

在我围现行的流域环境管理体制中引进第三

方服务，有效解决了流域管理过程中被行政区域割

裂的问题，提高了流域环境管理机构的工作效率，

通过利益协调机制使流域中不同地区达到“双赢”
效果，较好的解决了流域跨界水污染纠纷问题。

在实际的运行过程中，流域环境管理机构需

要明确自身的职责、职能，赋予第三方服务单位清

晰明确的服务功能，并保证流域环境管理机构、地

方水利部门、地方环保局等政府单位与第三方服

务单位之间的利益独立性。
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