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摘要:在膜-生物反应器(MBR) 和复合生物反应器中，考察基因工程菌生物强化处理阿特拉津去除效果，并对基因工程菌浓度

和降解基因 atzA 基因丰度变化进行检测 . 结果表明，阿特拉津对 COD 和氨氮的生物去除活性具有一定的抑制作用;基因工程

菌生物强化后，COD 及氨氮的去除效率得到恢复 . MBR 对 COD 和氨氮的去除效果优于复合生物反应器 . 基因工程菌生物强化

显著提高阿特拉津的生物 去 除 效 率，MBR 和 复 合 生 物 反 应 器 阿 特 拉 津 去 除 率 均 逐 渐 提 高，运 行 后 期 平 均 去 除 率 分 别 达 到

38. 94% 和 29. 36% . 接种基因工程菌后，反应器中基因工程 菌 细 胞 浓 度 快 速 下 降，而 后 趋 于 稳 定 . MBR、复 合 生 物 反 应 器 悬 浮

污泥和附着生物膜稳定细胞浓度分别为 5 × 103、1. 1 × 103
和 0. 4 × 103 CFU /mL. 采用 FISH 技术对 MBR 和复合生物反应器中

降解基因 atzA 基因进行检测，结果表明，atzA 基因平均相对丰度先减小而后增加 . MBR 污泥 atzA 基因平均相对丰度最大;附着

生物膜 atzA 基因平均相对丰度高于悬浮污泥 . atzA 基因水平迁移可能是维持较高基因丰度的重要原因 .
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Bioaugmented Treatment of Atrazine by Genetically Engineered Microorganism
in Different Bioreactors
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Abstract:Removal of atrazine was investigated when genetically engineered microorganism ( GEM) was inoculated into membrane
bioreactor (MBR) and hybrid bioreactor for bioaugmentation. The performances of atrazine removal in two bioreactors were explored.
The variations of GEM density and atzA gene abundance in two bioreactors were also determined. The results indicated that removal
activities of COD and ammonia nitrogen were inhibited a little by atrazine and recovered after bioaugmentation by inoculated GEM. The
better removal performance of COD and ammonia nitrogen was obtained in MBR. The biological removal efficiency of atrazine was
improved significantly when bioaugmented treatment by GEM was applied. The atrazine removal increased gradually and the average
removal rates reached up to 38. 94% in MBR and 29. 36% in hybrid bioreactor in the later running period. After inoculated，GEM
densities in two bioreactors decreased rapidly and then tended to be constant. The stable GEM densities in MBR，suspended sludge and
adherent biofilm of hybrid bioreactor were 5 × 103 CFU /mL，1. 1 × 103 CFU /mL and 0. 4 × 103 CFU /mL，respectively. Fluorescence in
situ hybridization (FISH) was used to detect atzA gene in two bioreactors and the result indicated that the average relative abundances
of atzA gene decreased initially and increased subsequently. The largest average relative abundance of atzA gene was obtained in MBR.
The average relative abundance of atzA gene in adherent biofilm is larger than that in suspended sludge in the hybrid bioreactor. The
horizontal transfer of atzA gene was the possible important reason responsible for high gene abundance.
Key words: genetically engineered microorganism; atzA gene; bioaugmentation; fluorescence in situ hybridization (FISH) ; atrazine

生物强化是提高难降解污染物生物去除效率的

可行途径，基因工程菌应用于废水生物强化处理研

究始于 20 世纪 80 年代末
［1］. 利用高效降解基因工

程菌生物强化处理难降解污染物，有利于提高污染

物降解速率，并对提高处理系统的抗冲击负荷能力

具有显著 效 果
［2 ～ 5］. 例 如，丁 华 等

［6］
将 基 因 工 程 菌

Escherichia coli JM109 ( pGEX2AZ) 投 加 到 厌 氧 膜 生

物反应器中，在 对 偶 氮 染 料 脱 色 过 程 中，启 动 时 间

短，脱色效率高，脱色效果稳定 . Nublein 等
［5］

将可降

解 3-氯 苯 甲 酸 和 4-甲 基 苯 甲 酸 的 基 因 工 程 菌 接 种

到活性污 泥 反 应 器 中，收 到 良 好 处 理 效 果 . Eichner
等

［7］
研究表明在冲击负荷下，基因工程菌生物强化

可以保护处理系统中土著微生物生物多样性;而对

照系统 在 冲 击 负 荷 作 用 下，生 物 多 样 性 指 数 大 幅

下降 .
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阿特拉津是世界上用量最大的除草剂，阿特拉

津及其代谢 产 物 对 于 水 生 生 物 具 有 一 定 的 生 物 毒

性
［8］. 目前，关 于 阿 特 拉 津 降 解 菌 株 的 研 究 主 要 包

括阿特拉津污染环境中高效降解菌株的分离筛选，

以及菌株 降 解 特 性、降 解 基 因 获 取 及 分 析 等
［9 ～ 13］.

此外，由于阿特拉津生物降解性较差，采用传统生物

处 理 工 艺 对 废 水 中 阿 特 拉 津 去 除 效 果 不 甚 理

想
［14 ～ 16］，因此可尝试采用基因工程菌生物强化提高

阿特拉津生物去除效率 .
活性污泥-生物 膜 复 合 生 物 反 应 器 是 最 为 常 用

的 生 物 处 理 反 应 器 形 式 之 一，膜-生 物 反 应 器

(MBR) 是近 年 来 受 到 广 泛 关 注 的 新 型 生 物 处 理 反

应器 . 本研究以阿特拉津为目标污染物，在复合生物

反应器和 MBR 中，考察了基因工程菌生物强化处理

对阿特拉津生物去除的效果;检测了反应器微生物

群落中，基因工程菌种群浓度和降解基因丰度的变

化;初步探讨了降解基因水平迁移及其对生物强化

效果的影响 .

1 材料与方法

1. 1 菌株及菌悬液制备

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(atzA) ，对氯霉素有抗性 .
挑单菌 落 于 LB 培 养 基 中 ( 含 25 μg /mL 氯 霉

素) ，在 37℃ ，120 ～ 140 r /min 摇 床 转 速 下 培 养 过

夜，离心，磷酸 缓 冲 液 ( pH 7. 0) 洗 涤，收 获 细 胞，制

成菌悬液备用 .
菌悬液浓度测定如下:首先在不同浓度条件下，

测得细胞浓 度 (CFU /mL) 与 600 nm 波 长 下 的 光 密

度(D) 值的标准直线，然后在实验中，通过测定 600
nm 波长下的 D 值，计算菌悬液细胞的浓度 .
1. 2 复合生物反应器和 MBR

采用活性污 泥-生 物 膜 复 合 生 物 反 应 器 和 一 体

式 MBR 同时开展并行实验 . 复合生物反应器采用曝

气池和沉淀池合建式，曝气池和沉淀池容积分别为

24 L 和 8. 2 L，内 置 悬 浮 多 孔 填 料 (0. 75 cm × 0. 75
cm × 0. 75 cm) . 一体式 MBR 容积为 18 L，内置中空

纤维膜组 件，膜 材 质 为 PVDF，膜 面 积 为0. 2 m2 ，孔

径为 0. 1 μm.
1. 3 反应器运行

复合生物反应器和 MBR 接种石家庄桥西污水

处 理 厂 的 二 沉 池 回 流 污 泥，接 种 污 泥 浓 度 为

3. 0 g /L，运行过程中没有排泥 .

复合生物反应器水力停留时间为 16 h，曝气量

0. 5 m3 / h，运行温 度 为 25℃ ;MBR 水 力 停 留 时 间 为

16 h，曝气量 0. 6 m3 / h，运行温度为 25℃ .
反应器 进 水 为 人 工 配 水

［17］，葡 萄 糖 为 主 要 碳

源，氨氮为主 要 氮 源，平 均 COD 浓 度 为 470 mg /L，

平均氨氮浓 度 为 71. 2 mg /L. 进 水 中 含 有 一 定 浓 度

的阿特拉津 (15 ～ 20 mg /L) . 反应器中 DO 在 3 ～ 4
mg /L，pH 值保持在中性 .

反应器稳定运 行 49 d，分 为 3 个 阶 段:(Ⅰ) 反

应器空白运行阶段，接种污泥后采用不含阿特拉津

的人工配水，使反应器稳定运行 7 d;(Ⅱ) 非生物强

化运行阶段，采用含阿特拉津的人工配水，未接种基

因工程菌，反应器稳定运行 7 d;(Ⅲ) 基因工程菌生

物强化运行阶段，接种基因工程菌悬液，使基因工程

菌的终浓度达到 108 CFU /mL，采用含阿特拉津的人

工配水，反应器稳定运行 35 d.
1. 4 基因工程菌浓度检测

基因工程菌浓度采用稀释平板法测定，污泥样品

经分 散 后，利 用 抗 生 素 抗 性 选 择 性 培 养 基 ( 含 25
μg /mL 氯霉素)培养计数，测定污泥样品中基因工程菌

浓度. 每个样品取 3 个稀释度，每个稀释度取 2 个平行

样，菌落数目取平均值. 污泥中具有抗生素抗性的土著

微生物种群背景值低于 102 CFU /mL，远远低于基因工

程菌浓度，不会对检测造成明显干扰.
1. 5 atzA 基因 FISH 检测

采用荧光原 位 杂 交 ( FISH) 技 术 检 测 反 应 器 污

泥样品中降解基因 atzA 分布和相对丰度 . atzA 特异

性 荧 光 探 针 序 列 为: 5′-
ACGGGCGTCAATTCTATGAC-3′［18］，其 中 5′标 记 荧

光 物 质 FITC. 通 用 探 针 UNIV1392 序 列 为 5′-
ACGGGCGGTGTGTAC-3′［19］，其 中 5′标 记 荧 光 物 质

FITC.
取 250 μL 的污泥样品置于 1. 5 mL 离心管中，

加入 3 倍 体 积 的 4% 多 聚 甲 醛 固 定 . 4℃ 静 置 1 h，

10 000 r /min 离心 5 min，弃去上清液，再用 1 × PBS
缓冲液清洗样品 3 次，然后将污泥样品涂在载玻片

上，分别 用 50%、80% 和 100% 的 梯 度 乙 醇 进 行 脱

水，每个系列 3 min.
将 1 μL 浓度为 0. 1 nmol /μL 的探针与 9 μL 杂

交缓冲液(0. 9 mol /L NaCl，0. 01% SDS，0. 02 mol /L
Tris-HCl，一定浓度的甲酰胺，pH 7. 2) 充分混合，然

后将探针与杂交缓冲液均匀展开在污泥样品上，再

把载玻片放入预先平衡好温度和湿度的分子杂交箱

(UVP，HB-1000，美国) 中，46℃ 杂交 5 h.
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杂交 好 的 污 泥 样 品 用 46℃ 的 杂 交 清 洗 液

(0. 01% SDS，0. 02 mol /L Tris-HCl，一 定 浓 度 的

NaCl，pH 7. 2) 清洗未杂交的探针和杂交缓冲液，再

用 46℃ 的灭菌 ddH2O 漂洗 3 次，自然风干 .
杂交 后 的 污 泥 样 品 置 于 荧 光 显 微 镜 ( Motic，

BA200，中国) 下 观 察，每 个 样 品 取 30 个 视 野 获 得

FISH 杂交图像 . 使用 Motic Fluo 1. 0 荧光分析 软 件

对图像进行分析，确定目标基因的分布形态，并测量

荧光杂交区域面积，通过与通用探针杂交区域面积

比较，计算目标基因的相对丰度
［20］.

1. 6 污染物检测方法

阿特拉 津 的 检 测: 含 阿 特 拉 津 的 水 样 用 0. 45
μm 的滤膜过滤后，采用 LC-20AT( 日本岛 津) 高 效

液相色谱(HPLC) 进行检测，色 谱 柱 为 RPC18 反 相

柱，检测器为二极管阵列检测器，检测条件为:流动

相配比甲醇 ∶ 水 = 70∶ 30，检测波长 223 nm.
COD、氨氮、MLSS 的检测参照国家标准法 .

2 结果与讨论

2. 1 反应器运行性能

2. 1. 1 常规污染物去除

反应器对常规污染物 COD、氨氮的去除是反映

反应器运行性能的重要方面 . MBR 和复合生物反应

器 3 个运行阶段 COD 的去除效率如图 1 所示，进水

COD 平均浓 度 为 470 mg /L. MBR 运 行 3 个 阶 段 的

出水 COD 平 均 浓 度 分 别 为 58. 8、108. 4 和 58. 0
mg /L;COD 平 均 去 除 率 分 别 为 87. 6%、78. 3% 和

86. 3% . 复合生物反应器运行 3 个阶段出水 COD 平

均浓度分别为 64. 2、115. 8 和 61. 8 mg /L;COD 平均

去除率分别为 84. 3%、74. 1% 和 85. 9% . 可以看到，

第 2 阶段阿特拉津的加入使得 COD 去 除 效 率 明 显

降低，表明阿特拉津对污泥生物活性有一定抑制作

用;而第 3 阶段 COD 去除效 率 恢 复 至 先 前 水 平，表

明基因工程菌生物强化作用降低了阿特拉津的不利

影响 . 同 时，2 种 反 应 器 对 COD 的 去 除 效 果 基 本 相

当，MBR 略优于复合生物反应器 .
同样，MBR 和复合生物反应器 3 个运行阶段氨

氮的去除 效 率 如 图 2 所 示，进 水 氨 氮 平 均 浓 度 为

71. 2 mg /L. MBR 运行 3 个 阶 段 出 水 氨 氮 平 均 浓 度

分别为 3. 6、10. 4 和 1. 9 mg /L;氨 氮 平 均 去 除 率 分

别为 94. 7%、84. 6% 和 97. 0% . 复 合 生 物 反 应 器 运

行 3 个阶段出水氨氮平均 浓 度 分 别 为 5. 9、11. 0 和

3. 1 mg /L;氨 氮 平 均 去 除 率 分 别 为 91. 6%、83. 6%
和 95. 7% . 可以看到 2 个反应器在 3 个运行阶段中

图 1 反应器中 COD 去除效率

Fig. 1 COD removal rate in two bioreactors

氨氮去除效果的变化与 COD 情况类似，同样反映了

阿特拉津对污泥硝化活性的不利影响，以及基因工

程菌生物强化消除阿特拉津不利影响、恢复污泥硝

化活性的作用 .

图 2 反应器中氨氮去除效率

Fig. 2 Ammonia nitrogen removal rate in two bioreactors

2. 1. 2 阿特拉津去除

基因工程菌生 物 强 化 对 阿 特 拉 津 生 物 去 除 具

有显著的改善作用 . MBR 和复合生 物 反 应 器 第Ⅱ、
Ⅲ运行阶 段 阿 特 拉 津 的 去 除 效 率 如 图 3 所 示，阿

特拉津的平均进水浓度为 16. 1 mg /L. 可 以 看 到，2
个反应 器 中 阿 特 拉 津 去 除 效 率 变 化 规 律 基 本 相

同 . 第Ⅱ运行阶段 中，反 应 器 对 阿 特 拉 津 基 本 没 有

生物去除 作 用，阿 特 拉 津 的 去 除 主 要 是 污 泥 吸 附

作用，待污泥吸附 饱 和 后，阿 特 拉 津 的 去 除 率 几 乎

降至 0 . 接种基因工程菌生物强 化 的 第Ⅲ运 行 阶 段

中，阿特拉津的去 除 效 率 显 著 提 高，表 明 基 因 工 程

菌的生物 去 除 作 用; 但 前 期 去 除 效 率 维 持 在 较 低

的水平，MBR 中阿 特 拉 津 平 均 去 除 率 为 14. 28% ，

复合生物反应器平均去除 率 为 10. 18% . 运 行 至 后
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期，阿特拉津的生物去除效率逐 渐 升 高，MBR 中 阿

特拉津平 均 去 除 率 上 升 为 38. 9% ，复 合 生 物 反 应

器平均去 除 率 上 升 为 29. 4% . 基 因 工 程 菌 生 物 强

化在 MBR 中 对 阿 特 拉 津 的 去 除 效 果 明 显 优 于 复

合生物反应器 .

图 3 反应器中阿特拉津去除效率

Fig. 3 Atrazine removal rate in two bioreactors

2. 2 基因工程菌浓度及降解基因变化

2. 2. 1 基因工程菌浓度变化

在 MBR 和复合生物反应器接种基因工程菌之

后的第Ⅲ运行阶段，对反应器污泥中的基因工程菌

浓度 变 化 进 行 监 测，结 果 如 图 4 所 示 . 可 以 看 到，

MBR 和复合生物反应器悬浮污泥中的基因工程 菌

浓度在接种之后即快速下降，而后逐渐趋于并保持

在某一个稳定浓度 . MBR 中基因工程菌浓度逐渐稳

定于 5 × 103 CFU /mL 水平上，复合生物反应器悬浮

污泥 中 基 因 工 程 菌 浓 度 稳 定 于 1. 1 × 103 CFU /mL

水平上 . 复合生物反应器附着生物膜中，基因工程菌

细胞浓度先略有上升，而后逐渐降低，并最终稳定于

0. 4 × 103 CFU /mL 水平上 . 与复合生物反应器相比，

MBR 具有细胞截留作用，基因工程菌细胞浓度下降

较慢，且可以 保 持 更 高 的 种 群 浓 度
［21］. 接 种 初 期 多

为游离基因工程菌细胞，其逐渐附着于生物膜上，使

得生物膜中基因工程菌浓度增加;同时，附着于生物

膜的基因工程菌细胞可以降低土著微型动物捕食及

流失等 因 素 的 影 响，基 因 工 程 菌 浓 度 降 低 更 为 缓

慢
［22］.

2. 2. 2 降解基因分布及丰度变化

采用 针 对 atzA 基 因 的 特 异 性 荧 光 探 针，利 用

FISH 技术对 MBR 和复合生物反应器第Ⅲ运行阶段

污泥中的 atzA 基因分布和相对丰度进行检测. 接种基

因工程菌 0、4、20 和 32 d 后 MBR 污泥样品以及空白

接种污泥样品中 atzA 基因分布状态如图 5 所示. 可以

图 4 反应器中基因工程菌浓度变化

Fig. 4 GEM density variation in two bioreactors

看到，特异性探针几乎不与空白污泥样品杂交，表明

接种污泥中不存在 atzA 基因. 接种基因工程菌初始阶

段(0 d)，荧光杂交区域较大且分布均匀，表明 atzA 基

因存在于基因工程菌细胞中且均匀分布于污泥中. 4
d 的污泥样品荧光杂交区域减少且聚集程度增加，表

明基因工程菌浓度下降且分布更为集中. 然而，20 d
和 32 d 污泥样品荧光杂交区域又逐渐扩大且更为分

散，表明 atzA 基因的相对丰度增加且分布更为均匀.
同样，复合生物反应器污泥样品中 atzA 基因的分布状

态变化与 MBR 相同.
分别测量污泥 样 品 特 异 性 探 针 和 通 用 探 针 杂

交区域面积，并计算 atzA 基 因 相 对 丰 度，结 果 如 图

6 所示 . 可以看到，MBR 和 复 合 生 物 反 应 器 污 泥 样

品中 atzA 基 因 的 平 均 相 对 丰 度 变 化 相 同，先 略 有

降低，而后有 所 回 升 . atzA 基 因 平 均 丰 度 变 化 与 基

因工程菌 细 胞 浓 度 变 化 存 在 明 显 差 异，随 着 基 因

工程菌浓度的大幅降低，atzA 基因平均丰度反而 有

所增加 . 二者变化 趋 势 的 差 异 表 明，随 着 反 应 器 的

运行，atzA 基因 不 仅 存 在 于 基 因 工 程 菌 细 胞 中，且

可能迁移 至 土 著 细 菌 细 胞 中，这 种 降 解 基 因 水 平

迁移有助于维持降 解 基 因 丰 度 及 改 善 生 物 强 化 处

理效果
［3，23］.

同时，MBR 污泥 atzA 基因平均相对丰度明显高

于复合生物反应器污泥，其原因可能在于 MBR 对细

胞和污泥的截留作用有助于保持基因工程菌细胞以

及通过水平迁移获取降解基因的土著细菌细胞，同

时对促进 降 解 基 因 水 平 迁 移 具 有 积 极 作 用
［24］. 此

外，附着生物膜污泥 atzA 基因平均相对丰度均高于

悬浮态污泥，表明生物膜的附着生长特性对于基因

工 程 菌 保 持、特 别 是 降 解 基 因 水 平 迁 移 更 为 有

利
［25］.
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0. 空白; a. 0 d; b. 4 d; c. 20 d; d. 32 d

图 5 MBR 中 atzA 基因的 FISH 检测

Fig. 5 atzA gene detection in MBR by FISH

图 6 反应器 atzA 基因平均相对丰度

Fig. 6 Relative aboundance of atzA gene in two bioreactors

3 结论

(1) 阿特拉 津 对 MBR 和 复 合 生 物 反 应 器 COD

及氨氮的生物去除活性具有一定的抑制作用;基因

工程菌生物强化后，COD 及氨氮的去除效率得到恢

复 . MBR 对 COD 和 氨 氮 的 去 除 效 果 优 于 复 合 生 物

反应器 .
(2) 基因工程菌生物强化可以显著提高阿特拉

津的生物去除效率，MBR 和复合生物反应器对阿特

拉津生物强化去除效率均逐渐提高，运行后期平均

去除率分别达到 38. 94% 和 29. 36% .
(3) 接种基因工程菌后，MBR 和复合 生 物 反 应

器中基因工程菌细胞浓度均快速下降，而后趋于稳

定 . MBR 稳 定 细 胞 浓 度 为 5 × 103 CFU /mL，复 合 生

物反 应 器 悬 浮 态 污 泥 稳 定 细 胞 浓 度 为 1. 1 × 103

CFU /mL，附 着 生 物 膜 稳 定 细 胞 浓 度 为 0. 4 × 103

CFU /mL.
(4)FISH 对 MBR 和复合生物反应器中降解基

因 atzA 基因检测结果表明，atzA 基因平均相对丰度

先减小而后增加 . MBR 污泥 atzA 基因平均相对丰度

最大;附着生物膜 atzA 基因平均相对丰度高于悬浮

污泥 . atzA 基因水平迁移可能是 维 持 较 高 基 因 丰 度

的重要原因 .
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