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摘  要: 基因强化通过强化降解基因在土著菌群中的水平迁移和传播, 促进土著降解菌群的进化, 
改善基因工程菌生物强化作用的稳定性, 提高难降解污染物的生物去除效果。介绍了基因强化的

原理-微生物群落内水平基因迁移, 讨论了基因载体、细胞接触条件和环境条件等影响基因强化的

因素, 综述了目前基因强化在土壤生物修复和废水生物处理中的应用现状, 并提出了基因强化中

存在的问题。 
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Abstract: One of the new approaches for bioaugmentation treatment of recalcitrant chemicals is gene bio-
augmentation, which is helpful to improve the bioaugmentation stability when genetically engineered mi-
croorganisms are used. The mechanism of gene bioaugmentation, viz. horizontal gene transfer within micro-
bial community, is introduced. The influence factors of gene bioaugmentation: gene vector, cell touch condi-
tions and environment conditions, are discussed. The applications in soil bioremediation and wastewater 
treatment of gene bioaugmentation are also summarized. The limitation of gene bioaugmentation is also 
mentioned. 
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利用基因工程菌进行生物强化是实现难降解污

染物高效生物处理的可行和有效途径, 而处理效果
不稳定是影响基因工程菌生物强化应用的重要原 

因。为了解决基因工程菌生物强化的稳定性问题 , 
研究者尝试了一些新技术和新方法[1,2], 其中基因强
化逐渐受到研究者的关注和重视。 
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1  基因强化的机理 

在自然条件下, 遗传物质, 特别是可移动的遗传

因子在微生物群落菌株之间迁移、交换、传播是相当

普遍的现象 , 这种水平基因迁移 (horizontal gene 

transfer, HGT)在微生物群落的进化和对环境的适应

中发挥着重要作用, 具有重要的生态意义[3～6]。同样, 

难降解污染物的降解基因也会通过水平基因迁移在

微生物群落中传播, 这种传播在种内、种间和属内都

可以发生, 甚至有研究从不同地区、不同种属的降解

菌株中分离到同一种污染物的降解基因, 并且具有

很高的同源性, 说明降解基因迁移的普遍性[7～9]。 

一般认为, 基因水平迁移主要是通过 3 个过程

实现的：转化、接合和转导。转化是裸露 DNA与受

体细胞的相互作用, 而接合和转导需要供体细胞和

受体细胞进行接触。此外, 在供体细胞和受体细胞

之间, 基因(主要是质粒)的迁移还可能受到第三者

细胞的诱动作用而实现。在复杂的环境体系中, 这

些基因水平迁移过程都可能存在。 

降解基因在微生物种群之间的迁移传播, 对微
生物适应污染环境并获得污染物降解能力具有重要

作用[10], 研究者也开始逐渐认识降解基因水平迁移
对野生降解菌群进化的关键作用[11]。 

自然条件下降解基因水平迁移频率较低, 过程
缓慢, 如果能够强化降解基因在微生物种群间的水
平迁移, 加速污染环境中或生物处理系统中土著降
解菌群的进化和形成, 对于强化难降解污染物的生
物修复和生物处理都是非常有利的。基于这种设想, 
基因强化将降解基因置于质粒等水平迁移能力强的

遗传因子上, 构建基因工程菌, 通过接种基因工程
菌, 将降解基因引入污染环境或生物处理系统, 期
望降解基因能够通过遗传因子的水平迁移进入土著

微生物, 形成土著降解种群。这样, 即使基因工程菌
的降解作用不稳定, 也可以实现对污染物稳定的处
理效果。 

事实上, 在基因工程菌生物强化过程中, 研究
者很早就观察到降解基因向土著微生物的水平迁

移。Meclure等[12]在活性污泥反应器中投加降解 3-
氯苯甲酸的工程菌之后, 工程菌中的重组质粒pD10
可以迁移到活性污泥土著菌株中, 形成土著降解菌
群, 其降解 3-氯苯甲酸的效率高于工程菌。考虑到
重组质粒pD10是一个没有自迁移能力的质粒, 这个

结果表明降解基因水平迁移频率相当可观。Bathe等
[13]将含有苯胺降解质粒的Pseudomonas putida pNB2
菌株接种到生物膜反应器中, 获得对氯苯胺的降解
能力。检测表明, 工程菌密度下降, 而质粒在群落中
的丰度却没有降低, 证实质粒水平迁移形成土著细
菌结合子。这些研究结果表明, 强化降解基因水平
迁移促进土著降解种群的进化和形成是可 行的。 

2  基因强化的影响因素 

在实施基因强化的过程中, 降解基因向土著菌
株的水平迁移是关键步骤。影响降解基因水平迁移

的因素很多, 主要包括以下一些方面： 

2.1  基因载体 
基因载体的移动能力对水平迁移的频率影响很

大, 具有结合迁移能力的质粒在实现降解基因水平
迁移时更具有优势。Frank等[14]研究了不同性质的三

种质粒：pBR328 (tra−、mob−、oriT−, 没有迁移能力)、
pCE325(tra−、mob−、oriT+, 不能自主迁移, 但可以
通过辅助质粒诱动迁移 )和广泛宿主结合性质粒
R388, 向活性污泥土著微生物的迁移情况, 结果发
现在固定床反应器和SBR中, 没有检测到pCE325的
迁移, 而pBR328 具有一定的迁移频率；同时, 在宿
主细胞相同的情况下, R388 的迁移频率比pBR328
高。 

2.2  细胞接触条件 
接合、转导或者诱动是降解基因水平迁移的主

要方式, 因此迁移频率会受到供体细胞和受体细胞
接触条件的影响。细胞接触频率越高, 基因水平迁
移的频率也越高。细胞密度(特别是供体细胞密度)
和接触方式是影响细胞接触频率的两个主要因素。 

研究证实, 细胞密度大的地方往往是质粒迁移
频率高的地方。Mancini等[15]研究活性污泥中质粒的

迁移过程, 发现在细胞密度最高的二沉池回流污泥
和初沉池底部, 杂交接合子的数量最多。Ravatn等
[16]发现, 只有当工程菌密度达到一定水平时, 才能
检测到基因传播。  

接触方式也会影响接触频率, 比如实验室条件
下, 工程菌与土著细菌之间的滤膜杂交, 基因迁移
频率比自然条件下一般要高几个数量级[16]。在生物

膜中, 细胞接触频率比悬浮的污泥絮体高, 因此更
有利于降解基因水平迁移。Angles等[17]发现质粒在

生物膜中的迁移频率远远高于在液相中的细胞。
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Hausner等 [18]发现质粒在受体细菌形成的生物膜中

的迁移频率甚至比传统平板杂交方法还要高 1000
倍。Ehlers等[19]也发现质粒在生物膜反应器中有很

高的迁移频率。 

2.3  环境条件 
影响基因水平迁移的环境条件很多, 而且在不

同研究中, 由于研究条件的差异, 环境条件的影响
也有所不同。Ehlers等[19]在生物膜反应器中发现, 提
高温度, 可以大大促进质粒的迁移；如果生物膜表
面水力剪切力较大, 则不利于质粒迁移；营养物质
的增加对质粒迁移频率影响不大。而De Lipthay  等
[20]则发现植物残体与土壤的界面是基因迁移频率很

高的环境 , 原因是大麦秆的存在和营养物质的   
丰富。 

污染物的存在会形成一定的环境选择压力, 是
影响降解基因水平迁移的重要环境因素, 有利于提
高迁移频率。Hohnstock等[21]在研究萘降解质粒迁移

时发现 , 增加萘浓度可以促进萘降解质粒的迁移 , 
而且在环境原位条件下, 只有增加萘浓度和供体细
胞密度, 才能够检测到质粒迁移。Smets等[22]在研究

重金属抗性质粒迁移时也发现, 提高重金属的浓度
有利于重金属抗性质粒的迁移。De Lipthay等[20]研究

了降解基因在土壤微生物群落中的迁移, 发现污染
物选择压力的存在 , 会促进迁移结合子种群的  出
现。 

3  基因强化的应用 

研究者希望通过将降解基因引入到土著微生物

群落, 并且强化降解基因的水平迁移, 促进土著降
解菌群的出现, 实现污染物的生物强化去除[23]。很

多研究证实, 这种想法在土壤生物强化修复和废水
生物强化处理中, 都是可以实现的。 

在土壤生物强化修复中, Henschke 等[24]将一个

可在广泛宿主中保持和表达的质粒转入过渡菌株 , 
基因可以高效迁移入其它革兰氏阴性菌, 在未灭菌
的土壤微系统中, 可以原位观察到质粒向土著微生
物的迁移。Top等[25]利用 2,4-D的两个降解质粒实施
基因强化, 结果发现含有污染物的土壤中, 可以检
测到比较高的两种质粒迁移结合子的密度, 而且促
进了污染物在土壤中的降解。 

在废水生物强化处理中, 也可以通过基因强化
获得土著降解菌 , 改善和提高生物强化的效果。

Goris等 [26]研究了 3-氯苯胺降解质粒pC1gfp向不同
菌株迁移的情况, 发现形成迁移结合子的菌株很多, 
在活性污泥中迁移结合子主要是D. acidovorans, 大
多数的结合子具有脱氨基的作用, 也有结合子具有
对 3-氯苯胺完全降解能力。Dong等[27]发现Ni抗性质
粒可水平迁移入活性污泥土著菌株, 使活性污泥获
得对Ni的抗性, 在 0.25 mM Ni的冲击负荷下, 保持
了活性污泥系统的稳定。 

clc因子是最近发现的一种携带氯二酚降解基
因的可移动遗传因子, 大小为 105 kb, 通过抗菌素
P4 亚族的整合酶切割 , 并最终整合入新的目标
DNA。含有clc因子的基因工程菌引入废水处理系统
后, clc因子会在种群细胞间传播。Springael等[28]在

一个处理 3-氯苯甲酸的生物膜反应器中, 考察了clc
因子水平迁移的情况。研究发现, 接种的工程菌很
快被降解 3-氯苯甲酸的土著微生物种群取代, DNA
分析表明, 土著降解菌中, 出现了一个或多个clc因
子拷贝, 证明clc因子的基因强化促进土著 3-氯苯甲
酸降解种群形成。事实上, 新的研究已经发现了一
系列的类似clc因子的携带降解基因的具有整合性
和结合性的遗传因子 (integrative and conjugative 
elements, ICEs), 这些遗传因子的存在和迁移, 有利
于更多的微生物获得降解能力[29]。 

基因强化还可以直接利用DNA的自然转化来实
现降解基因向土著微生物的迁移。研究者在生物膜

这样的适合自然转化的环境中, 利用裸露DNA在自
然条件下的转化来实现降解基因向土著微生物的迁

移, 研究表明, 不管是纯培养还是混合菌群生物膜, 
都可以实现gfp基因(绿色荧光蛋白基因)或者降解基
因(阿特拉津脱氯水解酶基因)的转化, 转化后的生
物膜可以获得稳定的污染物降解能力[30]。 

4  基因强化存在的问题 

基因强化存在的问题主要包括两个方面, 一个
是实施基因强化要求较高, 如前所述, 降解基因的
水平迁移受到很多因素的影响, 因此, 必须采用合
适的基因载体、工程菌株、实施方式、环境条件等, 
才能保证降解基因比较高的迁移频率, 实现基因强
化；另一方面, 基因强化促进降解基因在土著微生
物系统中的传播, 加剧了基因工程菌应用的生态风
险, 基因载体的一些不良基因, 比如抗药性基因在
微生物系统中的传播, 可能会对生态系统和人体健
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康带来不利影响, 因此需要对基因强化进行生态风
险评估, 目前研究者还很少关注这个问题, 未见相
关的研究报道。有研究者尝试采用新的生物处理工

艺, 比如膜-生物反应器(membrane bioreactor, MBR)
实施基因强化 , 力图克服基因强化存在的问题。
Ghyoot等[31]研究发现, MBR中基因强化的效果优于
传统活性污泥法, 而且MBR中膜组件孔径与细菌尺
寸相当或小于细菌尺寸, 在工作状态下, 膜表面还
会附着一层凝胶层, 使膜孔径尺寸大大减小, 在这
种状态下 , 膜组件对细菌的截留效率非常的    高
[32, 33], 可以最大程度上保证基因工程菌和获得降解
基因的土著微生物保持在反应器内, 而不流失到自
然环境中 , 从而将基因强化的生态风险降到    最
低。 

5  结论和展望 

基因强化是利用现代生物技术手段提高难降解

污染物生物降解效率的可行途径。从目前的研究现

状来看, 基因强化的应用还存在诸如实施条件苛

刻、存在潜在生态风险等问题。今后, 基因强化的

研究主要应侧重于基因载体、受体菌株的改进和完

善、基因强化效率的提高以及基因强化过程、机制、

动力学和生态影响等基础问题的深入探讨。基因强

化的应用主要应侧重于基因强化形式的丰富和应用

工艺的创新。随着基因强化研究的不断深入, 基因
强化在难降解污染物生物处理中的应用是能够实 

现的。 
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