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基因工程菌大肠杆菌 !"#$% 富集废水中镍离子的研究

邓 旭" 李清彪 卢英华 孙道华 黄益丽
（厦门大学化工系，厦门 #3!%%&）

摘 要 利用通过基因工程技术所构建的在细胞内同时表达出高特异性镍转运蛋白和金属硫蛋白的基因工程菌

富集水体中的镍离子。菌体细胞对 +9$ A 的富集速率很快，富集过程满足 B-;<8?9C 等温线模型。与原始宿主菌相

比，经基因改造的基因工程菌不仅最大镍富集容量增加了 & 倍多，而且对 DE 值、离子强度的变化及其它共存重金

属离子的影响都呈现出更强的适应性。相比而言，+-A 、F-$ A 、F:$ A 、GH$ A 的影响较小，但 ,<$ A 、E<$ A 和 F?$ A 所引起

的负面效应较大。进一步的实验表明基因工程菌对 +9$ A 的富集行为不需要外加营养物质。
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镍具有延展性好、抗腐蚀性强、导电性能优越以

及强度和硬度适中的特点，被广泛应用于电池、电

镀、冶炼和矿产等行业。但镍作为一种重金属，也必

然随其在工业上的大量使用及废料的大量排放而对

环境产生严重的污染。在对含镍重金属废水的治理

方法中，生物吸附法因吸附介质来源丰富、操作简

单、吸 附 速 率 快 等 优 点 而 越 来 越 引 起 人 们 的 重

视［!，$］，但生物吸附从机理上来看只是一种表面吸

附过程，因此该法存在对低浓度废水处理效果不佳、

对环境因素敏感，特别是当废水中多种离子共存时

对目标重金属离子选择性差等缺点。作为一种经济

价值较高的矿产资源，在治污过程中实现对 +9$ A 的

高选择性富集以及镍资源的有效回收再利用将在环

境保护和资源保护两方面产生重大的社会效益和经

济效益。运用分子生物学技术构建对目标重金属有

高选择性和高富集能力的基因工程菌是实现这一目

标的一条捷径。已有研究者将这一技术运用于含汞

废水的治理并取得成功［#，6］。但到目前为止还未发

现利用基因工程菌处理含镍废水的报道。

!""0 年 ,(H)2. 等人在 3%,#0(4+0/%* 52,(*# 中发现

了一种高特异性的 +9$ A 输送蛋白质，该蛋白质分子

量为 #LMN，由 0 个跨膜结构域组成［&］。他们通过对

蛋白质多肽链的测序分离到编码该蛋白质的基因

$#67，这项工作为高选择性镍基因工程菌的构建奠

定了基础。本文在利用所构建的基因重组菌处理含

镍重金属废水方面进行了系统的研究。

# 材料与方法

#&# 菌株与质粒

实验中所采用的宿主菌为 8 * 0(,# O,!%"，由本

实验室保存；质粒 DP74$%$，DQP#" 和 DRG,1# 由美

国 F(C;2)) 大学刘任中博士惠赠。DQP+S 是带有 $#67
基因的重组质粒，由本实验室构建，构建方法：包含

整个 $#67 基因的质粒 DP74$%$［&］经 9&/!和 :5$!
酶切后得到包含 $#67 基因的 $J&MH 长的酶切片段，

将此片段通过 16N+K 连接酶插入经 9&/!和 :5$!
酶切处理的 DQP#" 克隆载体［3］的 ,+0T 基因的多克

隆位点获得 DQP+S 质粒。该质粒从 DQP#" 继承了卡

那霉素（U-;-8.@9;）选择性标记。重组质粒 DRG,1#
带有 金 属 硫 蛋 白 的 编 码 基 因，由 1(882. 等 人 构

建［L］，该质粒带有氨苄青霉素（K8D9@9))9;）选择性标

记。金属硫蛋白是一组富含巯基的低分子量蛋白

质，它既可高容量地结合重金属离子，又可在细胞体

内消除重金属离子对细胞本身的毒害作用。通过电

穿孔法利用两种重组质粒对宿主菌进行转化，并利

用 K8DC 和 U-;C 两种选择性标记筛选转化子。



!"# 细胞培养

基因重组菌从保存斜面上接种到含 !"#$%& 氨

苄青霉素和 ’"#$%& 卡那霉素的 &()*+ ,)-./（&0）培

养液中，’12，34")%#*5 下振荡过夜。取少量菌液接

种到相同的 &0 培养液中，使初始菌体密度为 !"6""

值 "73 8 "7’，’12，34")%#*5 下振荡培养至 !"6"" 为

"7! 8 "71 时添加诱导物异丙基!9:9硫代半乳糖苷

（;<=>）至终浓度 37"##-?%&，再次振荡培养 @/，@2
下离心收获菌体待用。未经外源基因转化的原始宿

主菌 # A $%&’ BC3"D 的培养方法与重组菌相同，只是

&0 培养液中不含氨苄青霉素和卡那霉素两种抗生

素，不需 ;<=> 诱导。

!"$ 生物富集

将一定量的菌体悬浮于含不同浓度 E*F G 以及

其它共存组份（视实验情况而定）的溶液中，’12，

34")%#*5 下振荡培养 3/，离心收集菌体。为测量菌

体内所富集 E*F G 含量，将收集的菌体干燥后用 1"H
的高纯度 IEJ’ 溶液消化过夜。考察富集速率时，

在不同时间用 "7F"# 孔径的醋酸纤维膜收集菌体，

以使菌体和处理液尽快分离开来。

由于重金属离子易被容器器壁吸附而导致实验

误差，实验中的所有导管和玻璃容器使用前都用

F"H硝酸溶液浸泡过夜，然后用去离子水浸洗干净。

!"% 分析方法

菌体浓度的测定采用可见光分光光度计，在

6""5#波长下测定菌液的透光度；处理液及菌体中

镍离子浓度的测定都采用原子吸收光谱仪完成。菌

体对 E*F G 的富集量用 E*F G %细胞干重（#$%$）表示。

经测定，菌液透光度 !"6"" K 37" 相当于菌体浓度为

"7’44$%&（本文涉及的菌体量均指细胞干重）。

# 结果与讨论

#"! 不同 ! & "#$% ’(!)* 菌体细胞对 +,# - 的敏感性

为考察重组基因的导入是否增强菌体细胞对

E*F G 的抗性，我们将 ’ 种不同的 # A $%&’ BC3"D 细胞，

即 # A $%&’ BC3"D 原始宿主细胞、# A $%&’ BC3"D%LMNE;
以及 # A $%&’ BC3"D%LMNE; G L><C=’ 分别悬浮培养

在两种不同的 &0 培养液中，一种不加 E*F G ，另一种

加入 E*F G 使其初始浓度为 4"#$%&。# A $%&’ BC3"D%
LMNE; 的培养液中含有 ’"#$%& 的 O+5+#PQ*5，# A $%&’
BC3"D%LMNE; G L><C=’ 的培养液中含有 ’"#$%& 的

O+5+#PQ*5 和 !"#$%& 的 R#L*Q*??*5。’12下振荡培养

3F/ 后的结果表明，4"#$%& 的 E*F G 的存在对 # A $%&’

BC3"D 原始宿主菌和 # A $%&’ BC3"D%LMNE; G L><C=’
的影响不大，两者的 !"6"" 无论 E*F G 存在与否基本

上都 能 达 到 ’7" 左 右，但 # A $%&’ BC3"D%LMNE; 的

!"6"" 却 从 不 加 E*F G 的 ’7"! 降 到 E*F G 存 在 时 的

3736，说明如果仅在细胞内表达镍转运蛋白而不表

达金属硫蛋白，大量转入细胞内部的 E*F G 没有金属

硫蛋白的大容量结合而将对细胞的生理系统产生严

重的毒害作用，从而增加了菌体对 E*F G 的敏感性，

并最终对细胞的富集量产生负面影响。原始宿主菌

不受 E*F G 的影响可能是由于菌体没有 (’)* 表达的

镍转运蛋白的转运作用，而使在 4"#$%& 的 E*F G 浓度

下进入细胞内部的 E*F G 的量不足以对细胞生长造

成明显的抑制。因此对基因工程菌而言，镍转运蛋

白和金属硫蛋白在细胞中的同时表达是很重要的，

所以在我们以下实验研究中的基因工程菌都为同时

表达 镍 转 运 蛋 白 和 金 属 硫 蛋 白 的 # A $%&’ BC3"D%
LMNE; G L><C=’。

#"# 富集速率

将 "7!$%& 浓度的菌体悬浮于浓度为 3"#$%& 的

E*F G 溶液中，定时取样考察细胞富集 E*F G 的速率。

从图 3 的结果来看，无论是重组菌还是原始宿主菌，

其富集 E*F G 的速率都很快，基本上在前 3"#*5 就完

成了 D!H以上的富集量，3" #*5 以后富集量增长就

十分缓慢了。这表明细胞对 E*F G 的生物富集是一

个快速反应过程。从前 3"#*5 两种菌体的作用曲线

来看，原始宿主菌比重组菌更快达到平衡富集，这可

能因为原始宿主菌富集 E*F G 的过程只是一个发生

在细胞表面的表面吸附过程，而重组菌则需利用外

源基因所表达出来的镍转运蛋白将 E*F G 输送到细

胞内部，因此需要更多的时间达到富集平衡。

#"$ 平衡富集量

实验 中 考 察 了 重 组 菌 和 原 始 宿 主 菌 在 不 同

E*F G 浓度下的富集行为。图 F 的结果清楚地表明，

与原始宿主菌相比，经外源基因 (’)* 和 +, 编码基

因转化后的重组菌对 E*F G 的富集容量有了一个很

大的提高，从 37!F#$%$ 增加到 D74D#$%$，增幅达 6 倍

多。这一方面可能是宿主菌与重组菌在培养到一定

细胞密度时生理状态不同所致，但更主要的原因应

该是重组菌中表达出来的镍转运蛋白和金属硫蛋白

所起的作用。镍转运蛋白将溶液中的 E*F G 高选择

性结合后跨过细胞膜转运到细胞质内，使 E*F G 与细

胞质内的金属硫蛋白结合。由于金属硫蛋白含有大

量巯基可以富集大量的 E*F G ，因此整个细胞对镍的

富集容量就大幅度增加。
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图 ! 基因工程菌和原始宿主菌 ! " "#$% #$!%&
对 ’() * 富集速率的比较

+(,"! -(./ 01234/ 15 ’() * 26789/ (: !%.,;< ’() * 41=27(1:4

图 ) 基因工程菌和原始宿主菌 ! " "#$% #$!%&
对 ’() * 的平衡富集等温线

+(,") ’() * >(18002.2=87(1: (417?/3.4

显然，菌体对不同浓度 ’() * 的平衡富集结果可

用典型的 <8:,.2(3 模型来描述：

& @
&. ’/

( * ’/
（!）

式中 ’/ 为溶液中 ’() * 的平衡浓度（.,;<），& 为

菌体对 ’() * 的富集量（.,;,），&. 为最大富集容量

（.,;,），( 为解离常数（.,;<）。其中的 &. 和 ( 可

通过对（!）变形后作图得出：

’/

& @ !
&.

’/ * (
&.

（)）

图 A 的结果表明 <8:,.2(3 模型可以很好地描述

菌体的富集行为，并由此可得出重组菌和原始宿主

菌的 &. 值分别为 !%B!! .,;, 和 !BCD .,;,。表 ! 列

出了近期的一些研究中利用不同生物吸附剂从水体

中富集 ’() * 的数据，这也从一个侧面说明本研究所

采用的基因重组菌在对含镍废水的生物治理中有一

定的竞争优势。

!"# $% 值对富集行为的影响

重金属废水的 6E 值常常呈现出一定的酸碱

图 A 基因工程菌和原始宿主菌 ! " "#$% #$!%&
对 ’() * 的线性 <8:,.2(3 等温线

+(,"A <(:/83(F/G <8:,.2(3 (417?/3. 6=17

513 ’() * >(18002.2=87(1:

表 & 不同生物介质对 ’(! ) 的最大结合容量

*+,-. & /+0(1+- 2(34.- ,(25(26 3+$+3(7(.8
9: 5(::.;.27 ,(91+88.8

H(1.844 &.8I ;（.,;,） J/5/3/:0/4;41230/
’)*+%+) ,- " !%BA J/5/3/:0/［)］

./+%")0# ,)1%2) DB!% J/5/3/:0/［K］

’3$#4/$$) 25$0)4%, !B)K) J/5/3/:0/［&］

’3$#4/$$) 6%*%)1) )B&KC J/5/3/:0/［&］

()*+/$%) ")*+/$ %BDL) J/5/3/:0/［!%］

7/"5, 2/,%"5$#,5, )BKC J/5/3/:0/［!!］

83%9#-5, )443%95, !MB% J/5/3/:0/［!)］

N/:/7(08==O /:,(://3/G ! " "#$% #$!%&
/I63/44(:, >17? :(09/= 738:46137 4O47/.
8:G ./78==17?(1:/(:

!%B!! -?(4 472GO

! " "#$% #$!%& !BCD -?(4 472GO

度，如电镀行业因酸洗等工艺而使排放废水的 6E
值一般小于 L，而氯碱行业的废水又由于电解过程

中生成 ’8PE 而呈现出较强的碱性。6E 的变化对

重金属离子在废水中的存在形态有很大的影响，高

6E 易导致一些稳定的金属化合物如氢氧化物、氧化

物或碳酸盐等的生成，从而使金属离子很难被微生

物细胞利用；酸度大虽易使重金属保持自由离子状

态，但水体中其它共存阳离子的增加（如氢离子）有

可能会对目标重金属离子的富集产生竞争。图 D 的

结果表明重组菌富集 ’() * 的最佳 6E 在 L 左右。虽

然随 6E 的增大或减小富集量都下降，但在整个 6E
D Q !% 的实验范围内，重组菌的富集量都保持在

CB&.,;, 以上，最大的下降幅度仅为 )%R，而原始宿

主菌对 ’() * 的富集行为受 6E 的影响较大，在实验

范围内最大下降幅度高达 K%R，这表明重组菌能在

更宽的 6E 范围内保持较高的富集效率。这一结果

也进一步证明了重组菌对 ’() * 的富集行为与一般

CDAA 期 邓 旭等：基因工程菌大肠杆菌 #$!%& 富集废水中镍离子的研究



的表面 吸 附 不 同，是 一 个 主 动 富 集 过 程，大 量 的

!"# $ 被输送到细胞内部与金属硫蛋白结合，因而富

集作用受外部 %& 的影响较小。

图 ’ %& 对基因工程菌和原始宿主菌

! ( "#$% )*+,- 富集 !"# $ 的影响

."/(’ 012 %& %345"62 45 !"# $ 7"4899:;:68<"4= "=

+,;/>? !"# $ @46:<"4=@

!"# 钠、镁、钙离子对富集行为的影响

在自然水体中，钠、镁、钙三种离子是普遍存在

的，它们表征了溶液离子强度的大小。有研究表明，

离子交换法和生物吸附法受离子强度的影响非常

大［+A］，因此有必要考察重组菌对 !"# $ 的富集行为是

否受这几种离子的影响。实验结果表明三种离子都

导致重 组 菌 对 !"# $ 的 富 集 量 有 不 同 程 度 的 下 降

（图 B），但 !8$ 和 C8# $ 的影响较小，在这两种离子浓

度达到 +,,,;/>? 的情况下重组菌对 !"# $ 仍然分别

保持了 D+E和 FFE的原有富集能力。

值得注意的是 */# $ 对重组菌的 !"# $ 富集行为

影响非常大，当 */# $ 浓度仅为 #,;/>? 时富集量就

下降了 ’GE，而当 */# $ 浓度达到 #,,;/>? 时富集量

只有原来的 +DE。对于造成这一反常现象的原因，

我们认为可能是 */# $ 对 &%’( 表达出来的镍转运蛋

白与 !"# $ 的结合过程存在强烈的抑制作用。镍与

其它重金属不同，低浓度下是细胞生长必需的微量

元素，因此微生物细胞必然存在某种机制从外界吸

取 !"# $ 。+-D, 年 H277 等人在 ! ( "#$% 及其它微生物

细胞中发现了一个内源 */# $ 输送系统［+’］，该系统在

外界存在 */# $ 时输送 */# $ ，当 */# $ 缺乏时则输送

!"# $ ，而当外界环境中 */# $ 浓度逐渐升高时，系统

又转而输送 */# $ ，并逐渐中断 !"# $ 的输送。)8@%23
和 I"6J23 等人通过基因工程手段将 ! ( "#$% 的内源

*/# $ 输送系统缺失后发现细胞几乎完全丧失了从

外界吸取 !"# $ 的能力［+B］。这些研究表明 */# $ 在微

生物细胞对 !"# $ 的吸收方面存在一些特殊的抑制

作用，这种抑制性可能也同样作用于 &%’( 基因表达

图 B !8$ ，C8# $ 和 */# $ 对基因工程菌

! ( "#$% )*+,- 富集 !"# $ 的影响

."/(B K5529<@ 45 !8$ ，C8# $ ，*/# $ 4= !"# $

7"4899:;:68<"4= "= +,;/>? !"# $ @46:<"4=@

的镍转运蛋白。在 C12= 等人的利用 ! ( "#$% 为宿主

菌构建的含高亲和力汞转运蛋白和金属硫蛋白的基

因工程菌富集 &/# $ 的研究中［’］，*/# $ 的存在对 &/# $

的富集作用影响很小，这也进一步表明 */# $ 不影响

金属硫蛋白对重金属的结合，不抑制汞转运蛋白，而

只是对镍转运蛋白起抑制作用。

!"$ 共存重金属离子对镍富集行为的影响

许多利用生物量（L"4;8@@）吸附重金属的研究

表明，不同微生物细胞对不同重金属离子的吸附能

力是不同的。M2<"@ 等人利用 # 株白腐真菌对多种

重金属离子进行了吸附研究，发现这两种微生物细

胞对 !"# $ 的吸附能力受其它共存重金属离子的影

响差异很大［+F］；!8N8O";8 和 I8N8/:91" 考察了 GA 种

微生物细胞对 - 种重金属离子的吸附行为，结果表

明当溶液中有其它重金属离子共存时，几乎所有微

生物对 !"# $ 的选择吸附能力都很低，最大的 )*+,-*#.
/0",1 2$341 &P0F,’D 也仅达到 +Q,BD;/>/，远低于其

对 &/# $ 、C:# $ 、R7# $ 、CS# $ 和 C4# $ 等 离 子 的 吸 附

量［+D］。我们在实验中考察了其它重金属离子共存

时重组菌对 !"# $ 的富集行为。从图 F 的结果来看，

&/# $ 、C:# $ 对富集行为的影响最大，当这两种离子

浓度分别达到 B,;/>? 时 !"# $ 的富集容量分别下降

了 G’E 和 FFE；而 R7# $ 和 CS# $ 的影响则较小，当

R7# $ 和 CS# $ 浓度达到 B,;/>? 时重组菌对 !"# $ 的富

集容量分别下降 ’BE和 ’+E，仍保持了 ’QB;/>/ 以

上的富集能力。&/# $ 和 C:# $ 的影响大可能是因为

金属硫蛋白对这两种金属离子的亲和力大于 !"# $ 。

H"=/2 和 !"26@4= 的研究表明金属硫蛋白对不同重金

属离子亲和力大小的次序是 &/# $ T C:# $ T CS# $ T
U=# $ T !"# $ T C4# $［+G］，但 CS# $ 对重组菌影响较小的

原因还不清楚。从结果来看，重组菌的 !"# $ 的富集
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行为对一些重金属离子具备了一定的抵抗力。

图 ! "#$ % ，"&$ % ，’($ % 和 )*$ % 对基因工程菌

! + "#$% ,-./0 富集 12$ % 的影响

32(+! 4556789 :5 "#$ % ，"&$ % ，’($ % ，)*$ % :; 12$ %

*2:<77&=&><82:; 2; ./=(?@ 12$ % 9:>&82:; *A
(6;6827<>>A 6;(2;66B6# ! + "#$% ,-./0

!"# 营养物质的影响

与传统的生物吸附不同，本研究所涉及的生物

富集是利用活体菌在细胞体内富集 12$ % 的过程，因

此有必要了解这一富集过程是否需要外加营养物

质。实验中在 ./=(?@ 的 12$ % 溶液中加入葡萄糖至

初始浓度为 ./(?@。图 C 的结果表明在 $DE 的富集

过程中，重组菌的生长非常缓慢，但富集量却从 .E
的 CFGC=(?( 降到了 $DE 的 !F$!=(?(，下 降 幅 度 为

.HI，这说明营养物质的加入不仅不促进富集作用，

反而还 降 低 了 重 组 菌 的 富 集 量。因 此 重 组 菌 对

12$ % 的富集行为并不需要外加营养物质，这一点与

JB<#A 等人利用活体酵母菌富集金属离子的研究结

论是一致的［.0］。营养物质的加入造成富集量下降

的原因可能是菌体在缓慢的生长过程中将葡萄糖代

谢成某些有机中间产物，其中一些有机物会与 12$ %

产生相互作用而形成可溶性络合物而重新回到溶液

中。这一点还有待进一步研究，但重组菌的这一性

质却有利于该技术在营养物质普遍缺乏的重金属废

水中的工业应用。

$ 结 论

大肠杆菌 ! + "#$% ,-./0 通过基因工程的手段经

外源的 &%’( 基因和金属硫蛋白编码基因转化后，所

得到的基因重组菌可在细胞膜处表达出对 12$ % 具

有高亲和力的镍转运蛋白，以及在细胞质内表达出

对重金属离子有高结合容量的金属硫蛋白，其对

12$ % 的富集能力比原始的宿主菌 ! + "#$% ,-./0 增加

了 ! 倍多。重组菌从水体中富集 12$ % 的速率很快，

富集过程可用经典的 @<;(=&2B 模型描述。重组菌能

图 C 营养物质（葡萄糖）对基因工程菌 ! + "#$% ,-./0
富集 12$ % 以及生长的影响

32(+C 4556789 :5 ;&8B26;89 :; 12$ % *2:<77&=&><82:; 2; ./=(?@

12$ % 9:>&82:; *A (6;6827<>>A 6;(2;66B6# ! + "#$% ,-./0
KE6 ./=(?@ 12$ % 9:>&82:; 7:;8<2;6# ./ ( (>&7:96

在 L’D M ./ 的范围内有效地富集 12$ % ，表明菌体对

酸碱度的变化有较强的适应能力；溶液中 .///=(?@
的 1<% 或 "<$ % 对重组菌的富集行为影响不大，但

-($ % 的存在却能产生严重的影响；H/=(?@ 的 "#$ % 或

)*$ % 只对重组菌的富集过程产生较小的影响，但

’($ % 和 "&$ % 的负面影响相对较大。葡萄糖的加入

不能促进重组菌对 12$ % 的富集行为，表明该富集过

程不需要外加营养物质。
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