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摘 　要 　　微生物细胞传感器是以微生物细胞作为生物敏感元件 ,可以感应环境中的总毒性以及各类

污染物 ,从而实现快速监测的目的。关于该领域的研究报道越来越多 ,随着研究的不断发展 ,该项技术日趋成

熟 ,从开始的仅仅在环境总毒性监测方面的应用 ,发展到能够特异性地检测多种污染物 ,如重金属类 ( Hg、Cd、

As、Pb、Cu、Ag、Ni 等) 、有机污染物类 (苯系物质、PAHs、酚类物质等) 、抗生素类 (四环素、β2内酰胺等) 以及 N、P

类营养元素等等。由于微生物细胞自身的一些特点 ,使得其在环境监测领域具有非常显著的特点和优势 ,特

别是在检测污染物的生物有效性方面 ,同时该技术可以满足环境监测中原位、快速、低耗的需要 ,所以其在环

境监测领域必将得到越来越广泛的应用。本文重点综述了微生物细胞传感器在环境监测中的一些应用研究

进展 ,并展望了其未来的发展趋势。
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　　微生物细胞传感器是指通过一定的固定化方法

将生物敏感元件 ———对毒性环境或特定污染物有感

应能力的微生物菌株和具有信号转换功能的介质相

连 ,并借助一定的设备将信号放大输出。该装置可

以对环境中的毒效应起感应作用 ,而新发展的特异

性微生物细胞传感器已经可以检测某一类污染物

质。由于该设备的核心部分是具有报告功能的微生

物细胞 ,而微生物无论在大小、数量、繁殖、遗传改造

等方面均具有独特的优势 ,因此该类型的传感器可

以满足环境监测中简单、快速、原位、低成本的要求 ,

同时由于细胞是一个具有生物活性的个体 ,因此利

用该方法所监测的毒物量均为生物有效性的 ,而这

是一般的化学分析手段所不能达到的。所以微生物

细胞传感器技术在环境监测中 ,有着非常广阔的应

用前景。

关于微生物细胞传感器的概念、发展以及构建

等方面的内容另文做了详细的综述。本文将重点介

绍其在环境监测中的应用研究进展。

1 　环境监测中的应用

最初形式的微生物细胞传感器是一些发光菌 ,

由于在毒性环境下其生理代谢功能下降 ,导致发光

信号也下降 ,可以据此来监测环境的总毒性 ;而后来

随着分子生物学的发展 ,人们通过各种基因工程手

段 ,利用对污染物有响应的多种调控元件来调控报

告基因的表达 ,制成了半特异性以及特异性的微生

物细胞传感器工程菌株 ,它们在特异性上有了较大

的提高 ,可以用来监测多种毒性效应或某一种毒物。

表 1 是目前已经报道过的部分微生物细胞传感器菌

株及其报告基因系统与检测对象。

111 　环境总毒性的监测

微生物细胞传感器报告菌株最早被应用于监测

环境中总的毒性效应。早在 1981 年 ,Bulich 等[1 ]就

第一次利用发光细菌 Photobacterium phosphoreum 这

种非特异性的生物传感器 ,简单而快速地监测水样
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表 1 　目前已经报道的部分微生物细胞传感器菌株

Table 1 　Some microbial strains reported as cell2based biosensor

污染物/ 胁迫

Pollutants/ Stress

调节基因/ 启动子系统

Regulate gene/ Promoter

报告基因

Reporter gene

参考文献

References

Hg( Ⅱ) merR/ Pmer luxCDAB E , lacZYA , gfp [9～11 ]

Cu CueR / PcopA luxCDAB E [12]

砷酸盐、亚砷酸盐 Arsenate , Arsenite arsR/ Pars gfp [13]

Cd( Ⅱ) 、Pb( Ⅱ) 、Sb( Ⅲ) cadC/ Pcad gfp [14～15 ]

As arsB luxAB [17]

As、Hg PmerTPAD , Pars luc [18]

Ni celF luxAB [19]

萘、水杨酸 Naphthalene , Salicylate nah operon luxCDAB E [20～21 ]

苯、甲苯、己苯、二甲苯

Benzene , Toluene , Ethylbenzene , Xylene tod operon luxCDAB E [22]

苯、甲苯、己苯、三氯乙烯 Benzene , Toluene , Ethylbenzene ,

Trichloroethylene
Tbut/ PtbuA1 gfp [23]

苯、甲苯及其衍生物 Benzene , Toluene , and their deriva2

tions
xylR/ Pu luc [24～25 ]

C6～C11烷烃 Middle2chain Alkanes alkS/ PalkB luxAB [26]

萘 Naphthalene Psal luxAB [27]

菲 Phenanthrene phn operon gfp [28]

酚类物质 Phenols Pdmp lacZ [30]

四环素 Tetracycline tetR/ PtetA luxCDAB E , lacZYA , gfp [33～40 ]

β2内酰胺β2lactams ampR/ ampC luxCDAB E [41]

氮 Nitrate glnA , nblA luxCDAB E [42～43 ]

磷 Phosphorus phoA luxCDAB E [44]

DNA 损伤胁迫 DNA damage umuC lacZ , gfp [45～46 ]

DNA 损伤胁迫 DNA damage sulA lacZ [47]

DNA 损伤胁迫 DNA damage cda luxCDAB E [48]

氧化胁迫 Oxidative stress oxyR/ katG luxCDAB E [49]

γ辐射γRadiation recA , grpE , katG luxCDAB E [50]

UV 辐射 Ultraviolet Radiation recA luxCDAB E [51～52 ]

中总的毒物效应。这种微生物细胞传感器技术最早

被 Microtox○R 公司商业化开发利用 ,已经被广泛应用

于环境监测的各个方面[2 ] 。我国在该方面也有过研

究 ,1983 年顾宗濂等筛选出一株明亮发光杆菌 ,用

来测定污染水体中的生物毒性[3 ]以及监测重金属污

染土壤的总生物毒性[4 ] ,并研制出了生物毒性 (污

染)测定仪。与传统的鱼、蚤和其他水生生物作为生

物检测方法相比 ,发光细菌法具有简便、快速、灵敏、

适应性强、重复性好、精度高、费用低、用途广等优

点 ,凡有毒化合物、废水、废弃物的生物毒性均可

测定。

目前 ,人们正努力筛选和构建生命力更旺盛 ,检

测更准确和灵敏的微生物菌株来对环境进行监测。

2002 年 Ulitzur 等[5 ]构建了布鲁氏菌 ( Photobacterium

leiognathi) 菌株用于水环境的监测 ; 2003 年 Wiles

等[6 ]从污水中分离获得一株发光假单孢菌 ;2004 年

Cho 等[7 ]构建重组的 Janthinobacterium lividum 菌株

并用于地下水的监测 ; 同年 Gu 等 [8 ] 将报告基因

lac : : luxCDAB E 融合 ,构建出非特异性的生物传感

工程菌 Escherichia coli , GC2 ,并以固体琼脂培养基

为介质将菌株固定在透明的玻璃小珠上 ,用于污染

土壤中 PAHs 类毒物的生物有效性的监测。
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112 　重金属的监测

已经有大量文献报导通过构建不同的特异性微

生物细胞传感器报告菌株检测各种重金属 ,特别是

对污染环境中重金属生物有效性的评价。在 1993

年 Selifonova 等[9 ]就报道 ,将和汞抗性相关的调控元

merR/ Pmer 与发光基因 luxCDAB E 融合构建传感器 ,

监测水样中的 Hg ( II) 。2000 年 Sorensen 等[10 ]利用

相同的方法构建出可以检测汞的传感器菌株 ,最低

检测浓度可以达到 012ng g - 1 ;而在同年 Sorensen[11 ]

又报道将该菌株用于测定土壤中汞的生物有效性。

2002 年 Leth 等[12 ]将 luxCDAB E 插入到可受铜诱导

的调节基因/ 启动子 CueR/ PcopA 的下游构建出 Al2
caligenes eutrophus AE1239 菌株 ,对铜有检测效果 ,最

低检测浓度为 1μmol L - 1。同年 Robert 等[13 ]利用绿

色荧光蛋白 ( GFP) ,通过基因转录研制出一种细菌

荧光素酶生物传感器 ,利用该生物传感器可检测亚

微克水平的亚砷酸盐和砷酸盐 ,对砷污染地区能进

行在线、长期的环境监测 ,效果显著且费用较低。

2006 年 Lian 等[14 ]报道 ,利用 cad 启动子和 cadC 基

因调控 gfp 基因的表达 ,构建工程菌 E1 coli DH5α

(pVLCD1) ,用于野外污染土壤和沉积物中重金属生

物有效性的测定 ,可以检测到 011nmol L - 1 的 Cd

( Ⅱ) 、Sb ( Ⅲ) 以及 10 nmol L - 1的 Pb ( Ⅱ) 。关于铬、

铅、锌、铜、镉等其他重金属的监测还有许多相关的

报道[15～19 ] ,不再一一列举。

113 　有机污染物监测

利用特异性微生物细胞传感器检测各种有机污

染物的研究也有大量的报道。1990 年 Sayler[20 ]和他

的合作者利用萘降解代谢途径中的 nah 操纵元和

发光基因 lux 融合 ,构建了对萘有特异检测效果的

微生物传感器。1994 年 Sayler[21 ]又利用 nahG 基因

和 luxCDAB E 融合改进了上面的报告菌株 ,并将构建

成功的新菌株用于对污染河流中萘和水杨酸类物质

的生物有效性进行连续在线的监测。1998 年

Sayler[22 ]又报道将 tod 操纵元和 luxCDAB E 融合 ,转

化到 Pseudomonas putida F1 菌株中 ,获得了一个对

苯、甲苯、乙苯和二甲苯等苯系物有检测效应的生物

传感器菌株 TVA8。而在 2002 年 Halverson[23 ]也有过

类似的研究报道 ,只是他们选用的是可以激活苯2甲
苯利用途径的 tbu 基因 ,而报告基因选用的是绿色

荧光蛋白基因 gfp。早在 1998 年 ,调控苯系物质降

解的操纵元 xylR 就被应用于构建该类物质的报告

菌株中 ,Wiillardson 等 [24 ]将该操纵元的启动子 Pu

克隆出来 ,与发光基因 luc 融合 ,然后转化到大肠杆

菌中 ,经改造的菌株可以检测污染水体和土壤中的

苯、甲苯及其类似物。而 2003 年 Ikeno 等[25 ]也有相

似的报道 ,只是将报告基因 luc 换成了 gfp。

1997 年 Sticher 等[26 ] 通过 alkS/ PalkB : : luxAB

融合构建的菌株可以用来检测地下污水样品中烷烃

类污染物的生物有效性 ,利用辛烷标准样品做线性

分析时 ,在 24～100nmol L - 1浓度范围内得到了相关

性非常好的线性关系。2004 年 van der Meer 等[27 ]利

用 Psal 启动子和 luxAB 基因融合构建的菌株 ,首次

报道可以直接监测气态物质中的有机污染物 ,可以

检测到 50nmol L - 1水平的萘类物质。2006 年 van der

Meer 等[28 ]又将对菲有降解作用的菌株 Burkholderia

sp1 RP007 的基因启动子 ( phnS putative promoter/ op2
erator region)克隆出来 ,并将其与 gfp 连接 ,构建出新

的菌株 Burkholderia sp1 RP037 ,对菲一类的污染物

有检测效果。同年 ,Paton 等[29 ]又报道将 luxCDAB E

导入到 Pseudomonas fluorescens 10586r pUCD607 菌株

中 ,用来对土壤中有机金属二苯锡的降解和毒性进

行监测。而 Wise 等[30 ]在 2000 年报道了可以监测酚

类污染物的一株报告菌株。

我国的王平等[31]研究了土壤中以及液体培养

下 ,在反应底物癸醛的作用后 ,经发光酶基因 luxAB

标记的荧光假单胞菌 X16L2 的发光情况。在 2001

年 ,张志仁等[32]也有相关的报道 ,他们构建了一个质

粒 ,将萤火虫荧光素酶报告基因 ( luc) 插到二恶英反

应增强子的下游从而受其调控 ,然后将该质粒转入细

胞 ,成功构建了一个含重组质粒的稳定细胞株 ,该菌

株可用于二恶英类物质的检测。该方法的灵敏度是

普通方法的 3 倍 ,线性范围更宽 ,监测时间更短。

114 　抗生素的监测

抗生素作为一种新型的污染物质近年来日益得

到关注 ,已有不少利用微生物细胞传感器技术来监

测该类污染物质的报道。如 , Chopra 等[33 ] 在 1990

年就报道 ,pSC101 质粒上的四环素抗性基因 tetA ,受

编码阻遏蛋白的 tetR 基因调控 ,在有四环素类抗生

素存在的情况下会诱导 tetA 的表达。因此 ,在 tetA

基因的下游连接报告基因 lacZ ,根据 lacZ 表达产生

的β2半乳糖苷酶的情况可以检测环境中四环素族类

抗生素的存在 ,最低的检测浓度可以达到 011 ng

ml - 1 ,并利用标准样品在 1～1215ng ml - 1的浓度范

围内获得了相关系数 01992 的线性关系。2000 年

Hansen 和 Sorensen[34 ]改造小型 Tn5 质粒 ,该质粒包

含可经由四环素诱导的启动子 Ptet 和调节基因

tetR ,将这两个基因组成的操纵元和一种报告基因系
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统 ( lacZYA , luxCDAB E 或 gfp)融合 ,从而改造成三种

新的小型转座 Tn5 质粒。含有三种不同报告基因的

质粒载体均被成功地转化到革兰氏阴性菌 E1 coli

中 ,构建出可检测四环素类抗生素的生物传感器

MT1022PIR 菌株。这些报告菌株在四环素的诱导下

可以表达β2半乳糖苷酶、生物可见光或绿色荧光 ,通

过检测表达信号的情况达到检测和半定量环境中四

环素类抗生素的效果。2001 年 Sorensen[35 ]又改进了

上面的方法在启动子 Ptet 的上游增加了和高效转

录起始相关的基因 atpE , 构建了菌株 E1 coli

MC4100/ pTGFP2 ,并利用该菌株检测土壤中土霉素

的产生情况。在 2004 年 Sorenson 等[36 ]又将上述传

感器菌株应用在鼠肠道内定量检测四环素的存在 ,

其检测的数量级为 1μg ml - 1。2005 年 Sorenson[37 ]又

进一步利用编码四环素抗性的基因 tet ( M) 改造上

面的菌株 ,构建 E1 coli MC4100/ pTGM ,该菌株对四

环素的抗性更强 ,通过一些对比实验发现其在实际

应用中的优势。还有其他的一些报道 ,同样是利用

tetR/ Ptet 调控系统构建微生物细胞传感器检测四

环素类抗生素[38～40 ] 。

而在其他抗生素的检测方面 ,Valtonen 等[41 ]在

2002 年报道将发光基因 luxCDAB E 和对β2内酰胺类

抗生素有感应作用的启动子 ampR/ ampC 融合构建

成载体质粒 pBlaLux1 ,将其转化入大肠杆菌中 ,构建

出对β2内酰胺类抗生素有检测作用的工程菌 E1
coli SNO301/ pBlaLux1 ,该工程菌在有β2内酰胺类抗

生素存在时会产生光信号 ,并有较好的剂量效应曲

线 ,可以依据此来测定β2内酰胺类抗生素残留 ,当然

对不同的抗生素有不同的测量范围 : 氨苄西林 ,

0105～110μg ml - 1 ;哌拉西林 ,010025～25μg ml - 1 ;

亚胺 培 南 , 010025 ～ 0125μg ml - 1 ; 头 孢 西 丁 ,

010025～115μg ml - 1 ;苯唑西林 ,25～500μg ml - 1。

115 　N、P等营养元素生物有效性的监测

微生物细胞传感器在环境监测中 ,另一个让人

比较感兴趣的方面是它们可以用来监测营养元素的

生物有效性。已经有许多实验室成功利用蓝藻菌

( cyanobacterium)构建报告菌株 ,对 N、P 等营养元素

的生物有效性进行监测。如 , Mbeunkui 等[42 ] 和

Gillor 等 [43 ]分别报道了利用 glnA : : lux 以及 nblA : :

lux 融合构建 Synechococcus sp1 和 Synechocystis sp1 菌

株 ,这两个菌株均可以灵敏地监测有效性的氮。

Synechococcus 中的 glnA 基因可以对 NH+
4 、NO -

3 、NO -
2

以及有机态氮进行响应 ;而 Synechocystis 中的 nblA

基因则主要被用来检测 NO -
3 。2002 年 Gillor 等 [44 ]

报道了一个对磷的生物有效性高度敏感的传感器菌

株 ,该菌株是将 phoA : : lux 的融合基因导入 Syne2
chococcus ,利用该菌株测量到的淡水湖中的生物有效

性磷的含量尚不到利用化学方法测得的总磷量

的 1 %。

116 　环境中各种污染胁迫的监测

随着环境污染的加剧 ,多种毒物共同存在于环

境中 ,对其中生物的生长会产生胁迫 ,造成如 DNA

损伤、蛋白质变性等。微生物细胞传感器技术提供

了一种有效的途径来监测环境中的有关胁迫。该类

微生物报告菌株一般是根据生物体对胁迫产生响应

的机制而构建的 ,如生物体在遇到 DNA 损伤时会诱

导其体内的 SOS 系统 ,在蛋白质受到损伤时产生热

激反应等。已经有大量的文献报道了微生物细胞传

感器用于监测环境中的各种胁迫 ,如 DNA 损伤胁

迫[45～48 ] 、氧化胁迫[49 ] 、γ辐射[51 ] 、UV 辐射[52 , 53 ]等。

2 　研究展望

由于微生物细胞传感器具有快速、在线、连续检

测的优点 ,适应现代环境分析监测的需要。可以预

见 ,在不久的将来 ,该技术必将在环境分析监测领域

大放异彩。但是目前仍然有许多因素限制着该技术

的应用 ,因此今后的研究工作也将主要围绕着这些

挑战进行。

1) 实际检测过程中的响应时间。它是研究导

入微生物细胞的强启动子对特异污染物响应的有效

性以及报告基因启动表达效率的问题 ,它是限制传

感器细胞灵敏度、精确性以及响应时间的关键。为

了解决这一难点需要更深入地研究细菌基因表达调

控网络方面的知识 ,将对微生物的转录分析和后基

因组学的信息结合起来 ,这样可以寻找到对不同污

染物更加特异和有效的新调控元件[53～54 ] 。另外 ,

随着各种新的污染物不断出现 ,污染物的数量越来

越多 ,也要求寻找到更多的对不同污染物响应的调

控元件 ,以适用于不同的环境条件。

2) 信号的转换以及便携式传感器设备的研制

是发展该技术的关键。由于在实际检测中要求能够

原位、快速、准确 ,因此要求可以找到更灵敏的信号

转换介质 ,将微生物细胞表达产生的信号精确、快速

地转换放大为可以测量的信号。同时为了更方便地

应用于实际环境监测 ,需要研制出以该技术为核心

的一些传感器设备和仪器 ,这就需要将生物传感器

报告菌株固定于生物芯片中 ,使得信号的感应、转
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化、放大和监测集成在一个芯片上 ,可以迅速地

完成。

3) 传感器细胞生物稳定性和一致性的问题。

由于该类传感器使用微生物活体作为敏感元件 ,因

此在应用于实际毒性环境检测时要求其具有稳定

性、长期性和一致性。已经有一些文章涉及到微生

物菌体活性保持的问题 ,如 Jansson 等[55 ]描述了利

用冷冻干燥、真空干燥、继代培养以及固定技术 (制

成生物芯片或固定在特殊的纤维上) 等方法来保持

菌体活性的方法。

4) 在实际应用中会产生假阴性问题 ,导致得出

错误的结果。由于细胞的生长受到许多因素的影

响 ,如营养状况、温度、含氧量等 ,而随着污染物组分

越来越复杂 ,毒物浓度也越来越高 ,很容易使得细胞

丧失活力死亡 ,检测不到信号 ,这样使得测量结果出

现偏差 ,产生假阴性的结果。为了避免这种错误结

果的产生 ,目前一般可以采用两种方法[56 ] :第一种

方法是利用细胞数量 (一般是测定 OD600) 来指示其

生长环境的总毒性 ,而报告基因的表达信号指示特

定的毒物或胁迫 ;第二种方法就是采用双报告基因

系统 ,可以导入一些在细胞内是恒量的、低水平表达

的基因如 recA [56～57 ] ,可以将该基因的表达情况作为

基线来监测环境中总的毒性情况 ,而另外一个报告

基因系统则指示目标毒物或胁迫压力。

尽管目前生物传感器技术的广泛应用仍面临着

许多困难 ,但是随着新材料技术、新信号转换手段和

强大的计算机软件技术的发展 ,将这些技术和微生

物细胞传感器技术结合必将发挥该类传感器巨大的

优势和潜力 ,在环境监测、食品卫生控制、国防安全

等方面必将得到广泛的应用。
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APPLICATION OF MICROBIAL CELL2BASED BIOSENSORS IN

ENVIRONMENTAL MONITORING
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Abstract 　Microbial cell2based biosensors take microorganism cells for biological sense organs , which are capable of

quickly sensing and/ or detecting total toxicity and various kinds of pollutants in the environment . More and more reports in this

field have been published. With the rapid progress of the research , this technique has become more and more mature. At first ,

it could only monitor total toxicity of the environment with the aid of bioluminescent bacteria , and now it can be used to detect

specifically various kinds of pollutants , including heavy metals (such as Hg , Cd , As , Pb , Cu , Ag , and Ni) , organic pollutants

(such as benzene , toluene , and PAHs) , antibiotics (such as tetracycline ,β2lactams) , and even nutrient elements (such as ni2
trogen , phosphorus) . Because of the characteristics of microorganism cells , this technology shows significant advantages and re2
markable potentiality in the field of environmental monitoring , especially in detecting the bioavailability of pollutants. It can be

used as an effective tool in in2situ environmental monitoring , quick and low in cost . So it can be expected that the technology

will find more extensive application in environmental monitoring. A review of advancements in application of Microbial cell2based

biosensors to environmental monitoring is presented and its future trends are also discussed.

Key words 　Microbial cell2based biosensors ; Environmental monitoring ; Bioavailability

354　　 　土 　　壤 　　学 　　报 45 卷


