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稳定同位素技术在污染环境生物修复研究中的应用 3
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(1厦门大学生命科学学院应用与环境微生物研究所 ; 2近海海洋环境科学国家重点实验室　厦门　361005)

摘　要　稳定同位素技术主要应用于地球化学 ,它是将人工合成的同位素标记特定的化合物 ,追踪标记物在生命活动

中的变化规律 ,目前该项技术也广泛应用于环境微生物学、生态学、生物医学等领域.生物修复是利用存在于土壤、地

下水和海洋等环境中的生物特别是微生物将有毒、有害的污染物降解为二氧化碳和水 ,或转化为无害物质 ,从而使污

染的生态环境修复为正常生态环境的过程.这些降解微生物都来自于小部份可培养微生物 ,对于大部份未可培养降解

微生物 ,通常在实验室条件下很难得到.而利用稳定同位素技术 ,如 13 C标记底物 ,收集利用该底物的微生物核酸 ,就可

以得到具有降解作用的功能微生物 ,为环境污染生物修复提供重要的菌源和功能基因.环境中的许多物质都可以用

SIP来标记 ,这些标记物主要有 PLFA - SIP、DNA - SIP、RNA - SIP等 ,它们都可以用来在复杂样本中进行有特殊代谢

功能微生物的鉴定和分析 ,在利用微生物进行生物修复中具有重要的意义. 图 2表 1参 42
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Abstract　Stable isotope p robing ( SIP) has been widely app lied in geochem istry, which uses special organic chem icals having

been labeled by man2made SIP to exp lore diversifications of the labeled compounds in life p rocess. A t p resent, SIP is also used

in many fields, such as environmental m icrobiology, ecology and biological medicine. B ioremediation is a p rocess that the pol2
luted ecological environment is remediated into normal ecological environment, and the toxic and harmful pollutants are degrad2
ed into carbon dioxide and water, or transformed into harm less compounds by organism s, especially the m icroorganism s existing

in soil, underground water, sea water and so on. These m icrobes capable of degrading organic pollutants only come from a

small portion of cultivable m icrobes, but a large portion of uncultured ones cannot be obtained easily under lab conditions. If

SIP, such as 13 C labeled substrates, is used, the correlated degrading genes can be obtained by collection of nucleic acid in

m icrobes utilizing those substrates, and at the same time, the importantm icrobial sources and their functional genes can be p ro2
vided for the bioremediation of the pollutants. Many materials in the environment can be labeled with SIP, including PLFA -

SIP, DNA - SIP and RNA - SIP. A ll the methods can be used to identify and analyze functional m icrobes, and they are greatly

significant for bioremediation. Fig 2, Tab 1, Ref 42
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　　近年来 ,人工合成的化合物从种类和数量上都日趋增加 ,

但某些有毒、有害的化合物对环境造成了污染 ,由此对人体健

康和生态系统产生危害.部份化合物具有持久性、生物富集性

和毒性 (致癌、致畸、致突变 ) ,被称为持久性有机污染物 ( Per2
sist organic pollutants, POPs) ,已成为一个新的全球性环境问

题 ,引起了各国科学家的极大关注 .国际上许多国家尤其是美

国、英国、法国、德国、日本、挪威、澳大利亚、奥地利等一些西方

国家相继投入大量的人力和物力 ,对 POPs的污染现状、环境

迁移及转化行为、生态毒性、污染源控制策略以及污染治理途

径等各个方面已经开展了基础研究和应用研究.我国近年来也

开展了对城市空气、自来水和主要河流中有机污染物的调查 ,

如长江主要排污口、丹江口水库、三峡库区、污水灌溉区等 ,发

现包括 POPs在内的有机物污染形势相当严峻.国家环保总局

于 1989年 4月通过了“水中优先控制污染物黑名单”,包括有

毒化学污染物 14类 68种 ,有机污染物 58种 ,其中有很多是

POPs物质.它们主要来自农药、石化、印染、制药、塑料橡胶等

行业 ,包括酚类、卤代有机物、多环芳香族、硝基化合物、某些元

素化合物 (如有机磷、有机汞等 )、硫醚、砜类、某些杂环化合

物、含双键三键或叔季碳原子碳架化合物等 [ 1 ].多环芳烃、多

氯联苯、二噁英和有机氯农药等高危难降解有机污染物 [ 2 ]对

人类及其居住环境具有破坏性的影响 ,危害极大 ,成为人们关

注焦点.因此 , POPs的处理研究一直是环保领域中的热点和
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难点 ,对其特点、危害以及治理方法进行研究 ,具有重大意

义 [ 3, 4 ].

POPs大都由人工合成 ,不易降解 ,常规方法处理难以奏

效.其处理方法主要有物化处理和生物处理.物化处理一般具

有处理成本高、矿化不完全、易产生二次污染等缺点 ,故常采用

生物处理 ,以提高可生化性.生物处理投资小 ,处理成本较低 ,

矿化完全 ,同时亦是自然环境中消除污染的最佳途径 ,因此日

益受到关注.人们通过对降解菌种寻找、筛选、驯化和反应工艺

改进与优化来提高有机污染物的降解效率 ,收到了较好的效

果.因此 ,生物修复是去除 POPs行之有效的方法 [ 5, 6 ].

1　生物修复研究的现状及技术关键
在环境中积累并引起污染的许多合成有机化合物 ,最初能

抵抗微生物袭击 ,难以被降解.当环境条件发生变化后 ,某些微

生物通过自然突变形成新的菌种 ,更多的是可能通过形成诱导

酶系具备了新的代谢功能 ,从而可降解或转化外来化合物.故

只要选择适当的微生物群落 ,创造和保持最佳环境条件 ,几乎

所有的有机物都能找到使之降解或转化的微生物.目前 ,对于

生物修复的研究就是要寻找相应污染物的生物降解菌 ,并对这

些降解菌进行鉴定和降解条件的优化.国内外学者对这方面的

研究已有大量的文献报道.微生物降解是环境中去除多环芳烃

( PAH s)的主要途径 ,是 PAH s生物修复的重要基础 [ 7 ].张杰

等 [ 8 ]通过选择性富集培养 ,从辽河油田石油污染土壤中分离

到一株 PAH s降解菌 ZL5,它能以菲和芘为唯一碳源生长 ,但是

不能利用萘. 16S rDNA核苷酸序列分析表明 , ZL5属于变形

细菌 A亚类中的鞘氨醇单胞菌属 ,对该菌株质粒进行研究后 ,

发现鞘氨醇单胞菌 ZL5降解 PAH s的功能和质粒有关.徐虹

等 [ 9 ]在厦门石油码头采集水样 ,以芴、菲、蒽、芘为碳源和能源

筛选、分离 PAH s降解的菌.得到 14株能降解利用 PAH s的菌

株 ,通过 HPLC分析 ,发现 10号菌的降解能力最强 ,并对其降

解性能进行了测定.同时经生理生化鉴定和 16S rDNA序列对

比分析 ,确定 10号菌株属于假单胞菌属 ,命名为 Pseudom onas

sp. FAP10.余水静等 [ 10 ]从南昌钢铁公司焦化污水处理厂的活

性污泥中分离出 64株能降解苯酚的细菌 ,通过耐受性试验从

中筛选出 2株降解活性较高的苯酚降解菌 ,编号为 F238和 F2

64.经研究 F238和 F264都为 G-菌 ,它们对苯酚降解适宜条件

为温度 30 ℃, pH值 8～9,通气有利于苯酚的降解. MacGilli2
vray等 [ 11 ]对分离得到的 13株酵母菌的转化菲实验表明 ,它们

降解活力范围较宽 , 120 h的降解率为 0. 15～8. 15μmol/g,相

当于每个细胞降解 8. 04 ×10 - 10～10. 80 ×10 - 12μmol菲 ,与报

道的菲降解菌的降解率相当.不少有机物 ,特别是生物难降有

机物 ,仅用单一菌株不能完成降解或只能微弱进行 ,必须借助

两种或两种以上微生物的共生和互生作用共同完成 [ 12, 13 ].在

纯培养条件下不能明显降解的物质常能在混合培养条件下降

解或转化 ,微生物的共代谢作用仍是污染物降解的主要机

制 [ 14 ] ,混合菌培养技术在生产实际中也具有重要意义.

由以上研究可知 ,对于生物修复的研究主要是在受污染地

区寻找污染物降解菌 ,但目前寻找的降解菌株都是基于压力筛

选并在实验室纯培养条件下得到的 ,且得到的微生物多为单一

污染物降解菌.大量研究表明 ,传统的微生物培养方法只能获

得环境样品中不到实际 1%的微生物 [ 15 ] ,而它们对环境污染

物生物修复的贡献却无法估量.由此可见 ,寻找研究未可培养

的降解微生物是重要的发展方向 ,采用新技术成为寻找未可培

养降解微生物进行污染物生物修复的关键.目前 ,对于该领域

的研究报道尚不多见 [ 16 ].本文论述了采用稳定同位素技术寻

找、分离未可培养的功能微生物及其降解基因 ,为环境污染物

的生物修复提供重要菌源和降解基因.

2　生物修复研究的新思路———应用稳
定同位素技术寻找未可培养 POPs降
解微生物

2. 1　稳定同位素简介
同位素是指原子序数相同 (即质子数目相同 )而中子数不

同的元素形式 ,具有相同原子序数但不同中子数目且不具放射

性的元素称为稳定同位素 ( Stable isotope p robing, SIP).地球上

几乎所有具有生物学意义的元素均存在两种或两种以上的稳

定同位素形式.例如 ,碳有 12 C和 13 C两种稳定同位素 ,氧有 16

O、17O和 18O三种稳定同位素.核酸中部份原子的含量及其同

位素的天然丰度见表 1.

表 1　核酸中部分原子的含量及其同位素的天然丰度 [ 17 ]

Table 1　Content of elements in nucleic acid and natural abundance of isotopes[ 17 ]

Elements that constitute nucleic acids and some p roperties that are important for SIP

Nucleotide unit H C N O3 P

Number of atom s per nucleotide unit in DNA
β2D 222deoxyribose backone 7 5 0 5 1

(A) Deoxyadenylate 11 10 5 5 1
( G) Deoxyguanylate 11 10 5 6 1

( T) Deoxythym idylate 12 10 2 7 1
(C) Deoxycytidylate 11 9 3 6 1

Isotope natural abundance ( atom, % ) 3

L ight stable isotope (1 H) 99. 99 (12 C) 98. 93 (14N) 99. 63 (16O) 99. 76 　 (31 P) 100
Heavy stable isotope ( s) (2 H) 0. 01 (13 C) 1. 07 (15N) 0. 37　 (17O) 0. 04, (18O) 0. 20

　　　3 In RNA there is one additional oxygen atom p resent in each ribonucleotide

　　稳定同位素无放射性 ,具有安全、准确及不干扰自然等优

点 ,还具有综合长期生物和地球化学过程和联系不同系统成分

的能力 ,起着在时间、空间上联络的作用 ,在地球化学和生态学

研究中具有独特的应用价值.

稳定同位素技术的应用包括两方面 :自然丰度测定和作为

示踪物.作为示踪原子 ,稳定同位素比放射性同位素更具有优
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点 : ①没有放射性 ; ②常用的碳、氢、氧、氮都没有生物毒性 ;

③用质谱可直接测定出稳定核素标记的原子在化合物中的位

置.稳定同位素技术起源于地球化学 ,现可用于生态学、生物化

学等领域 ,特别是在环境微生物学领域具有较好的应用前景 ,

在生物降解和生物修复研究中具有潜在的应用价值.

2. 2　稳定同位素技术在环境微生物学研究中的应用

原理
稳定同位素标记法主要是应用 13 C标记营养底物来培养

生物样本 ,根据标记 13 C与未标记的 12 C在密度梯度离心介质
中的重力不同 ,将 13 C标记的样本与未标记的 12 C样本分离 ,选
择性地回收 13 C标记的 DNA,在鉴定微生物的同时研究其代谢
功能.环境中的许多物质都可以用 SIP来标记 ,这些标记物主
要有磷脂脂肪酸 ( Phospholip id fatty acid - SIP, PLFA - SIP)、
DNA - SIP、RNA - SIP等 ,它们都可以用来在复杂样本中进行
有特殊代谢功能微生物的鉴定和分析 (图 1) [ 17 ] , SIP对于未
可培养微生物的分离和功能基因的鉴定 ,在利用微生物进行生
物修复中具有重要的意义.

图 1　稳定同位素标记法的应用 [ 17 ]

Fig. 1　App lication of stable isotope p robing[ 17 ]

2. 3　稳定同位素标记法在生物修复中的应用
2. 3. 1　磷脂脂肪酸稳定同位素标记法 ( PLFA - SIP)　　磷脂

是构成生物细胞膜的主要组分 ,约占细胞干重的 5% ,在细胞

死亡时 ,细胞膜很快被降解 ,磷脂脂肪酸被迅速地代谢掉 ,因此

它只在活细胞中存在 ,十分适合于微生物群落的动态监测 [ 18 ].

另一个重要因素是脂肪酸具有属的特异性 ,特殊的甲基脂肪酸

已经被作为微生物分类的依据. PLFA分析法首先将磷脂脂肪

酸部分用 B ligh和 Dyer法提取出来 [ 19 ] ,然后用气相色谱分析 ,

得出 PLFA谱图 ,分析群落的微生物结构发生变化 [ 20 ].磷脂脂

肪酸 ( PLFA)、脂肪酸以及甲基脂肪酸酯在群落动态分析上的

应用十分广泛. W ilkinson等 [ 21 ]用 PLFA谱图法找出了微生物

群落结构与树木根系的关系. Langworthy等 [ 22 ]利用 PLFA谱

图分析了多环芳香碳水化合物 ( Polycyclic aromatic hydrocar2
bons, PAH s)在环境中的微生物降解.

Boschker等 [ 23 ]报道了在淡水底泥沉积物中 ,应用稳定同

位素技术鉴定了氧化作为温室效应之一的 CH4的微生物.将稳

定同位素标记的 CH4混入底泥沉积物中 ,这些标记物进入到吸

收甲烷的微生物中的极性脂肪酸中 ( PLFA ) ,抽提这些微生物

的极性脂肪酸 ,应用同位素比率质谱仪 ,分离和分析 13 C的富

集情况 , SIP富集标记 PLFA的某种微生物是主要应用甲烷做

为碳源的优势菌 ,通过对标记的 PLFA进行鉴定 ,认为利用甲

烷的两株菌为 M ethy lobacter和 M ethy lom icrobium.最后较肯定

地得出结论 ,这些微生物与环境中甲烷的氧化有重要的关系 .

Hanson等 [ 24 ]首次使用 PLFA - SIP技术 ,采用 13 C标记甲

苯分析 PLFA中富集的 13 C,研究甲苯的生物降解 ,探讨了微生

物在强化自然界中甲苯生物修复中的作用. Pelz等 [ 25 ]在 2001

年报道了应用 PLFA - SIP技术在石油烃污染水体的底泥沉积

物中进行甲苯的生物降解性研究. A lexandrino等 [ 26 ]在 2001年

也报道了应用 PLFA - SIP技术鉴定苯乙烯降解微生物 :利用

SIP标记苯乙烯的气体处理生物滤膜 ,在该滤膜上富集并寻找

鉴定降解微生物 ;与其它研究方式所不同的是 ,他们应用 2 H而

不是 13 C标记底物 ,这也是首次应用 SIP技术对工业污染进行

生物修复研究.

2. 3. 2　DNA稳定同位素标记法 (DNA - SIP) 　　由于稳定同

位素标记的原子与未标记的原子在浮力密度上存在差异 ,因此

向 DNA片段中参入高比例的天然丰度很低的稳定同位素能够

增加标记与未被标记的 DNA片段的浮力密度差异 ,使其在密

度梯度离心中得到分离 ,如图 2所示.

图 2　稳定同位素标记 13 C与未标记 12 C的
CsCl/EB密度梯度离心效果 [ 27 ]

Fig. 2　Equilibrium centrifugation of isotop ically labeled DNA of 12 C

and 13 C in CsCl/ethidium brom ide gradients[ 27 ]

Radajewski等 [ 27 ]用 13 C标记甲醇后 ,将标记底物投加到橡

树林土壤中 ,培养一段时间后 ,经密度梯度离心分离 13 C标记
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的 DNA带 ,经 16S rRNA扩增后 ,鉴定出这些微生物是可利用

甲醇做为碳源的微生物种群 ,为寻找甲醇的生物降解菌提供了

依据. Morris等 [ 28 ]应用 DNA - SIP技术在泥炭土壤中鉴定了

可利用甲烷的微生物. W hitby等 [ 29 ]在淡水沉积物中应用 DNA

- SIP技术寻找到氨氧化微生物. DNA - SIP技术在生物修复

中对于微生物的寻找和鉴定起着重要的作用.

2. 3. 3　RNA稳定同位素标记法 (RNA - SIP) 　　RNA - SIP

与 DNA - SIP的根本不同在于前者用的是活跃的微生物“转录

组”,因此 ,其重要优点是微生物活跃的 RNA是生物合成的 ,而

不是用 PCR等方法体外合成的.并且 ,在微生物高密度生长的

生物反应器中 RNA被 13 C标记的速度比 DNA快得多 ,表明

RNA - SIP可能比 DNA - SIP具有更高的灵敏性.在 RNA - SIP

中 ,有可能减小底物的量或浓度 ,可以缩短培养时间 ,它们都与

微生物功能和分类鉴定有关 ,比 DNA - SIP有更大的优势.最

近 , Manefield等 [ 30 ]在运转的工业苯酚降解的生物反应器中寻

找鉴定降解苯酚的微生物 ,用 13 C标记苯酚 ,在生物修复过程

中利用 RNA - SIP技术 ,结果表明 ,在好氧生物反应器中

Thauera菌种是主要的苯酚降解菌种.

2005年 ,我国学者陆雅海在 Science杂志上对 SIP技术的

应用进行了研究报道 [ 31 ] :用 13 C标记 13 CO2 ,原位处理进行光合

作用的水稻 ,提取其根围土壤总 RNA,结果发现 , 13 C进入到甲

烷古菌的 RNA中 ,表明水稻田中的 CH4是由甲烷古菌产生.同

时对其总 DNA构建文库 ,应用 16S rRNA扩增进行系统发育分

析 ,发现了目前尚未培养的古菌 [ 32 ].

2. 3. 4　原位荧光杂交和二次离子质谱仪 ( F ISH - SIMS) 　　

O rphan等 [ 33, 34 ]在 2001年采用了稳定同位素原位荧光杂交和

二次离子质谱仪 ( Fluorescence in situ hybridization and secondary

ion mass spectrometry, F ISH - SIMS)技术研究群落功能 ,用 13 C

标记的甲烷混入海洋沉积物 ,通过 F ISH方法进行鉴定 ,最后

应用 SIMS分析标记的 13 C的含量.天然 13 C的丰度是非常低

的 ,测定结果表明 13 C /12 C比例明显增高.实验结果发现了特

殊性分解甲烷的厌氧菌甲烷八叠球菌目 (Methanosarcinales)古

菌 ,它耗尽了 13 C标记的甲烷 ,通过 F ISH - SIMS方法分析 ,表

明在深海沉积物中消耗海洋甲烷的是甲烷古菌. 目前应用

F ISH - SIMS进行生物修复研究尚未得到推广.

2. 3. 5　小亚基核糖体 RNA同位素比率质谱仪 ( SSU rRNA -

IRMS) 　　小亚基核糖体 RNA ( Small - subunit rRNA, SSU

rRNA)有特殊的微生物系统发生信息 ,应用同位素比率质谱仪

( IRMS)测定 SIP标记的 SSU rRNA,对研究种间关系具有重要

的作用. MacGregor等 [ 35 ]应用生物素标记的耙序列磁珠探针

与特殊功能的 rRNA分子杂交 ,捕获 SSU rRNA分子 ,该方法对

研究实验室条件下生长培养的微生物具有潜在的作用. SSU -

IRMS技术所面临的关键点和难点在于分离到足够的 SIP标记

的 rRNA,期望今后在生态学和生物修复研究领域能得到广泛

应用.

3　展 望
稳定同位素技术在生物修复过程中的研究方法多样 ,不同

的方法各有优势 . PLFA虽然能提供微生物的鉴定信息 ,但关

于菌种间发育信息相对较低 ,它对于研究可培养的微生物具有

较大的优势. DNA - SIP比 PLFA可能提供更多的系统发育信

息 ,但应用该技术需要 SIP高度富集 ,如进行密度梯度离心时 ,

DNA上一定要有 15%～20%的 13 C标记的原子才能被离心分

开 [ 27 ] ,大部份 DNA复制合成的环境在自然条件下并不是最优

化的 ,用 SIP标记的底物被菌体利用进入菌体 DNA的效率并

不高.当采用 RNA - SIP技术时 ,被标记的 RNA又有较高的降

解率.虽然 SIP生物标记的方法很多 ,但对于解决不同的生物

修复问题应选用不同的方法.当需要解决的问题是“是哪一种

微生物可以利用底物 ?”,可以选择 PLFA、DNA和 RNA - SIP

等方法 ;当需要解决的问题是“这些微生物利用这些底物了

吗 ?”,可以选择 F ISH - SIP和 SSU - IRMS等方法 .目前认为 ,

进行生物修复的主要手段是寻找功能微生物进行生物降解 ,使

用稳定同位素进行标记的分子生物学方法为生物修复的研究

提供了较好的技术支持.

本实验室前期研究表明 ,在研究石油污染的生物修复过

程 ,多环芳烃 ( PAH s)降解菌的数量与污染物的污染程度呈正

相关 [ 36, 37 ].因此 ,在生物修复研究中 ,传统的方法是在污染较

重的环境中用压力梯度法寻找其降解功能菌 ,但这些方法所寻

找的微生物都是局限于实验室条件下可培养的微生物 ,而对于

自然界中数量更大 (99%以上 ) [ 38 ]、功能更强的未可培养微生

物的寻找方面就具有明显的局限性 ,使用 SIP技术在研究未可

培养微生物及功能微生物的代谢过程则存在着明显的优势 ,可

以将具有生物修复作用微生物的功能基因分离 ,这些功能基因

包括可培养和未可培养微生物的功能基因. SIP技术在生物修

复研究中为人们寻找功能微生物和降解基因提供重要的菌源 ,

对于环境生物修复的研究和应用有着重要的意义.

稳定同位素技术在生物修复研究中对于寻找功能基因和

未可培养微生物虽比传统方法更具有优势 ,但 SIP技术在生物

修复中的应用目前正处于起步阶段.目前国内将 SIP技术主要

应用于目标测试物的追踪 [ 39, 40 ] ,或是作为污染源示踪原子进

行分析上 [ 41, 42 ]. SIP技术凭借其强大优势 ,在未可培养微生物

的寻找、功能基因筛选、生化代谢途径的研究、蛋白功能等方面

存在着巨大潜能 ,在生物修复研究中将会得到更广泛的应用.
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