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用于水质毒性评价的重组发光细菌研究进展*
彭方毅
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摘要  为探讨更为适用的环境污染物急性毒性的检测方法,实现水质毒性控制，对用于水质毒性评价的重组发光细菌的研究概况进行了叙述。发光细菌及其发光基因在水质毒性评价等领域中具有广泛的应用价值。随着生物技术的日益发展，发光细菌也从分子水平上得到了创新和发展。发光细菌法不仅能监测到毒物的出现，而且能检测毒物的生物效应和生物利用度。它正朝着操作简单、快速、灵敏度高、特异性好以及低成本等方向发展。
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Abstract:  In order to find out the more applicable way in detecting the acute toxicity of environmental pollutants. The paper reviewed the latest progress on the molecular biology of Lux genes and its application in environmental monitoring. As a biological method, luminescent bacterial bioreporters offer the advantages of a simple test procedure and rapid response. Luminescent bacteria and it＇s lux gene were widely used in water toxity monitoring. In recent years, in parallel to the continuous development of increasingly more sophisticated biology analytical technologies for the detection of environmental pollutants, there is a progressively more urgent need also for bioassays which report not only on the presence of a chemical but also on its bioavailability and it＇s biological effects. It is indicated that the detection methods for luminescent bacterial should be simpler for operation, quicker, more sensitive and less cost..
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近年来，由有毒物质引起的环境危害逐渐加深，世界各国纷纷出台相关规定要求在2007—2010年实现水质毒性控制，而我国为了保障水质安全，也将水质毒性纳入环境控制标准。由于水体中同时存在多种有毒物质产生叠加毒性，需要采用生物效应的原理来综合反应有毒物质的综合毒性。目前常用的生物监测方法包括水生动物法和微生物两类方法，其中微生物法中发光细菌法以其较高的灵敏度和简便得到广泛的关注，在许多国家作为毒性评价的主体方法。
20世纪80年代初，国外科学家首次从海鱼体表分离和筛选出对人体无害，对环境敏感的发光细菌，用于检测水体的生物毒性，现已成为一种简单、快速的生物毒性检测手段。目前国内外使用的大多为天然海洋细菌，在毒性响应灵敏性、测试条件严格等方面存在一定的缺陷，而近年来通过基因工程技术从发光细菌中克隆荧光素酶基因(Lux),并转移到对污染物有特别敏感性的受体菌中表达, 或重组入对特定细菌群有专一感染性的噬菌体基因组中, 构建成基因工程菌或工程噬菌体用于水质毒性监测, 能极大地提高监测的效率和灵敏性。发展起来的重组发光细菌比天然发光细菌对有毒物质的响应更灵敏，而且可通过构建不同的菌株实现不同要求的毒性评价（扩展其毒性广谱响应性／强化其对特定物质的特异性响应）；重组发光细菌的测试条件更为温和，可与生物传感器技术相结合，实现环境污染的现场连续、在线毒性监测；重组发光细菌技术自创立至今,已示范性应用于多种污染物的毒性评价,显示了较传统发光细菌监测法的明显优势[1],迅速成为污染生物监测研究的热点。本文综述了重组发光细菌的分子生物学特征及其在水质毒性监测应用中的研究进展。
1  发光细菌的遗传基础

发光细菌中催化生物发光反应的酶称为荧光素酶, 而编码荧光素酶的生物发光基因－Lux 基因已目前全部得到克隆和表达。发光细菌（Bacterial Luminescent，BL）的生物发光是由通过分子氧作用,细胞内荧光素酶催化,将还原态的黄素单核苷酸及长链脂肪醛氧化为FMN及长链脂肪酸, 同时释放出其最大发光强度在波长为450~490 nm处的蓝绿光[2]，反应式可表示如下: 

          FMN+NAD(P)H   氧化还原酶　　FMNH2 + NAD(P)

FMNH2 + RCHO + O2   细菌荧光酶   FMN+RCOOH+H2O+蓝绿光

BL是杂二聚体, 含α、β两个多肽亚基的加单氧化酶。单独α、β亚基均无发光活性,只有α、β共存时才有活性。从不同海洋细菌中提取到的BL 其分子量基本相同, 其中α2亚基含354 个氨基酸, 分子量约40 ku , β2亚基含325 个氨基酸, 分子量约37 ku。从陆生细菌中分离到的BL 的α2亚基含360 个氨基酸, 分子量约41 ku , β2亚基含327 个氨基酸, 分子量约38 ku , 其中陆生细菌的α2亚基和β2亚基氨基酸序列分别有85 %和60 %与海洋细菌同源[3，4]。有研究表明, BL 与黄素(Flavin) 结合点在α2亚基; 通过基因重组及定位点诱变发现α2亚基控制酶的催化能力和结构特点, 也是评判酶热稳定性的关键因素; α2 113 位对酶与黄素的相互作用密切相关, α2 227 位在调整酶与底物醛的作用中处于中心位置[3]。和其他酶一样, BL 活性受许多因素的影响: O2 和离子浓度均能影响发光, H2O2 、乙醛及长链烷基化合物在反应中刺激发光。

2  重组发光细菌的构建
发光细菌的Lux基因可采用转化、连接、转导和同源重组等手段转入到不同的原核细胞和真核细胞或哺乳动物细胞中。就转化而言，Lux基因需要在质粒上含有一启动子，但费氏弧菌（V.f）自身的Lux启动子即可在E.coli中表达。对于大肠杆菌的Lux转入，通过转化方式即可完成。 

由于费氏弧菌及哈维氏弧菌（V.h）的Lux操纵子最早被克隆，所以利用Lux基因构建的载体主要是来自于这两种发光细菌的质粒载体。CLARENCE等[5]构建的pUCD615利用了整个Lux操纵子的启动子探针载体。在宽宿主范围的穿梭载体pMK4的基础上已构建了系列的Lux表达载体，这些载体在V.h的LuxAB上游位点具有强的核糖体结合位点，为外源启动子在任何读码框架位点引入提供了翻译耦联的克隆位点。在非生物发光体中建立Lux表现型的报告基因系统可以通过多种方式来实现，其一是利用整个Lux操纵子（如LuxCDABE），它不需加入任何底物，对于快速非伤害性地检测细菌的数目，尤其是对于复合环境的检测是很理想的，但由于目前所鉴定的所有Lux操纵子均源于细菌，故Lux操纵子只适用于那些能够识别其转录和翻译的菌株。因为它们既能合成细胞荧光酶，又能合成脂肪醛底物，FMNH2在细胞中含量又比较充分，故这些转化体将能连续发光。已经构建了系列含IuxCDABE的质粒载体。其二是利用荧光酶基因(1uxA、LuxB)，由于需在外源底物醛的提供下才能发光，所以较少人用。

3  重组发光细菌的研究进展
重组发光细菌分为组成型、诱导型重组发光细菌[6]。

（1）组成型重组发光细菌：即利用在有害或有毒的环境下，发光细菌的发光强度下降幅度跟样品毒性密切相关。组成型表达具有广谱，毒物抑制发光，能检测样品综合毒性三个特点；但它缺乏特异性。韩国光州科学与技术研究院的MAN等将lac启动子植入大肠杆菌RFM443构建了组成型的质粒GC2 (lac::LuxCDABE) [7]，将其用到多通道的生物传感器上检测水中的毒性。美国田纳西州大学的SHIJIN等对于适用于废水处理厂进水毒性检测的基因工程发光菌进行了专门研究，由于天然发光细菌（P. phosphoreum）不适于用来预测废水毒性[8,9]；还有天然发光细菌不适应连续，常规的毒性检测[10,11]。为了克服天然发光细菌的这些不足，这个小组用来自活性污泥的基因工程发光细菌Shk1（假单胞菌）在实验室中对8种重金属离子[12]和可能出现在废水中的有机污染物进行了毒性检测[13]，结果显示这个方法简单，快速，反应灵敏，是一个很有前途的方法。该小组用来自于的Shk1和在Shk1基础上改良的PM6基因工程发光细菌测定了废水中7种重金属和25种化合物的毒性，结论表明这两种细菌都适合评价废水毒性[14]，测定的结果与天然发光细菌V. f 的结果密切相关。该小组同时还对污水处理厂的进水进行了长达2个月的现场监测，但是没有发现其检测结果与污水处理厂处理效果的相关关系[15]。英国Aberdeen大学的一个研究小组也从1990年开始就一直进行基因工程发光细菌的研究。该小组构建的主要是以真核细胞为宿主的发光细菌包括酵母菌[16]以及蓝藻[17]来检测特定的毒性，并且更加注重基因工程菌在实际应用中的研究。其应用包括对淡水中除草剂的检测[18]，利用连续检测系统对污染水毒性进行时间、浓度和响应三维的指纹分析[19]，对含酚地下水进行毒性检测[20]，结果也证明基因工程发光细菌比天然发光细菌能提供更敏感和更有价值的信息。

（2）诱导型重组发光细菌：即将LuxCDABE与一个可诱导型启动子连接后转化宿主细胞。其特点是毒物诱导发光，特异性好。可分为：

① 应急型（Stress-specific）：对某类型的刺激产生响应，可据此识别损伤机制和毒性类型、预测结构类似物的相对毒性。应急型的优点是对特异性的刺激能提供可测量的响应。以前的研究者经常用Ames实验研究一种混合物的致癌机制，而重组发光细菌可以使这个实验变得更敏感，更快，而且能在DNA损伤的基础上对化合物进行分类，评价结构类似物的相互关系。最近的研究报道了利用应急系统建立“毒性指纹图”以实现对化合物类别的可靠鉴定和浓度测定[21, 22]。表1列出了常见的应急型。
② 化合物特异型（Chemical-specific）：对特定化合物或诱导物的存在作出响应，可实现对单一化合物或一组化合物的灵敏检测。表2列出了常见的化合物特异型。
表1   应急型
	应急类型
	调节基因
	参考文献

	热休克
	rpoH,grpE,lon
	[21,22]

	过氧化物损伤
	katG, oxyR，sodA, soxRS
	[23,24]

	DNA损伤
	recA, lexA, umuDC
	[25-27]

	DNA烷化
	ada, alkA
	[25]

	膜损伤
	fadR, fabA, micF
	[28,29]

	渗透压改变
	rpoS, osmY, micF
	[30,31]

	生长抑制
	uspA
	[32]


表2  化合物特异型
	化合物
	调节基因
	参考文献

	烷烃
	alkB
	[33]

	BTEX化合物1)
	xylR, todR, ipbR
	[34,35]

	酚类化合物
	dmpR, mopR, tfdRP(DII)
	[36-38]

	萘类/水杨酸类
	nahR, nagR
	[39]

	氯苯类
	fcbA
	[40]

	硝酸盐
	narL-narG
	[41]

	砷
	arsR
	[42,43]

	镉
	cadD, czcCBAD, smtA, zntA
	[44-46]

	铬酸盐
	chrA
	[47]

	钴/镍
	cnr, czcCBAD
	[48, 49]

	铜
	copA, cueR, cusR, smtA
	[45, 50-52]

	铅
	zntA
	[43, 45]

	汞
	merR, zntA
	[45, 53]

	锌
	czcC BAD, smtA, zntA
	[43, 45]


注：1)BTEX 化合物分别为苯、甲苯、乙苯和二甲苯。

4　展  望  

重组发光细菌法是评价水质毒性的一种好方法，它具有快速、简便、灵敏、准确、经济，测试只需微量样品等的特点，已被广泛用于生物测定。随着对发光细菌发光机理的进一步研究，对菌体的分离、生长、诱导发光基因、基因融合等的研究，已有了新的突变种，可以快速、灵敏的测定化合物的致突变性。已经开始探讨构建灵敏的生物发光传感器来检测环境样品中的生物可利用性，以确定环境中某种毒物的危险临界值，从而补充分析化学方法中的不足之处。随着生物技术的日益发展，发光细菌法也将从分子水平上得以创新和发展。
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