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摘要： 采用戊二醛－牛血清蛋白（GA-BSA）交联法和聚碳酸酯膜直接固定法制备了大肠杆菌（E.coli）微生物电极，探讨了基于E.coli电极的微生物传感器在重金属和毒性有机物急性毒性分析中的应用性能. 试验结果表明，采用戊二醛－牛血清蛋白交联固定法制备的E.coli微生物电极的灵敏性较差，难以满足毒性分析需要. 聚碳酸酯膜直接固定法制备的E.coli微生物电极具有良好的灵敏性和稳定性，在冰箱4℃保存2个月，仍能很好地满足毒性分析需要，该固定方法具有制备简单和可实现电极的重复利用等特点，大幅降低了微生物传感器的毒性分析成本. 
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Abstract:The bovine serum albumin-glutaraldehyde cross-linking process and polycarbonate membrane immobilization process were used to prepare E.coli microbial electrodes for toxicity microbial biosensor, and their performance for heavy metals and toxic organic compounds toxicity determination were studied. The results showed that the sensitivity of the E.coli microbial electrodes prepared by GA-BSA immobilization method was very poor, and was not suit for toxicity assessment. E.coli microbial electrode prepared by polycarbonate membrane immobilization process exhibited high sensitivity and good stability for toxicity determination, and it could still suit for the toxicity assessment after 2 months storage at 4℃. The polycarbonate membrane immobilization process is very simple, and it can realize the reuse of electrodes and thus reduced the cost of toxicity determination with microbial biosensor.
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随着现代工业的迅速发展，越来越多的有毒化学物质通过生产和使用进入水体，对水环境造成日益严重的污染，评估或预测外源性化学物质对环境的影响是开展环境保护活动的重要任务之一[1].近年来,人们提出了多种生物毒性测试方法用来分析评价水中毒性物质的生物毒性，其中，微生物学检测方法因其快速、灵敏、经济等特点得以迅速发展，但其缺陷是不能满足对环境质量实时预报预警、突发毒物泄漏应急处置和污染处理设施在线监控等的需要.而基于微生物传感器的毒性分析方法因其具有体积小、响应快和能在复杂的体系中进行快速在线连续监测等优势，在环境监测领域日益受到重视[2-3].
毒性分析微生物传感器（CellSense, 英国）是一种基于氧化还原介质的全细胞电流型微生物传感器.它的工作原理（见图1）为：固定于传感器工作电极表面微生物的呼吸作用产生的电子通过氧化还原介质作用，实现其在微生物细胞和电极表面之间的传递，从而形成生物电流信号被系统检测出来.当毒性污染物存在时，微生物细胞呼吸作用因受到毒性抑制，从而表现为电流强度的变化，根据待测污染物对生物电流影响的程度来判断毒性的强弱，采用的评价指标为半数有效浓度（50% effective concentration, EC50）.它可通过选择固定不同敏感指示微生物，对污染物（污染源）的毒性做出评价，具有便携、快速和在线等特点，可很好适用于常规急性毒性分析和应急性毒性监测[4-8].但在该微生物传感器的实际应用中，现采用的一次性商品化微生物电极仍存在价格较高和保存时间有限等问题，导致分析成本增加，极大地限制了其在环境监测领域的推广应用.因此，如何优化微生物电极的制备方法，提高微生物传感器的毒性分析性能，降低分析成本，仍需进行深入研究.

以大肠杆菌E.coli Top 10为指示生物，研究优化基于微生物传感器的灵敏性和稳定性等分析测试性能的微生物固定方法，为实现该类生物传感器在我国环境监测领域的推广应用提供基础.
1 试验部分

1.1试剂和仪器

试剂为国药集团化学试剂有限公司的对硝基酚（4-NP）、邻氯苯酚（2-CP）、2,4-二氯苯酚（2,4-CP）、邻硝基酚(2-NP)、硫酸锌、和硫酸铜、硫酸镍，Sigma-Aldrich公司的p-苯醌；五联化工厂的戊二醛（25％水溶液），生工生物工程上海有限公司的牛血清蛋白（BSA，生化试剂）和甘油，上海三爱思试剂有限公司的乳酸钠；上海迪申生物技术有限公司的普通培养基（LB），水为二次蒸馏水.

毒性分析微生物传感器的工作原理和微生物电极见图1.
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图1 毒性分析微生物传感器工作原理及电极

Fig. 1 Principle of toxicity microbial biosensor and electrods

该毒性分析微生物传感器毒性测定步骤：将上述制得的微生物电极放置于含质量浓度为0.85% NaCl的呼吸基质中活化30min，将经活化的微生物电极浸入装有10ml呼吸基质的平底玻璃瓶中，待微生物传感器毒性分析系统稳定5～10min后，加入一定量p-苯醌氧化还原介质（a），待电信号稳定约15min，加入不同浓度待测样品进行毒性测试（b）. 此过程中，微生物传感器计算系统将自动记录微生物电极输出电流的变化曲线（见图2）.根据电流抑制曲线，可计算出不同浓度梯度对应用的抑制率大小.
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图2 微生物传感器毒性分析电流抑制曲线示意

Fig.2 Typical toxicity analysis current curves of microbial biosensor 

毒理学指标EC50值通过基于米门方程的双曲线函数拟合进行计算，抑制率和抑制物质浓度之间关系表达式如式（1）所示：
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式中，
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为估算所得的最大抑制率；C为抑制污染物浓度；k为常数。.

1.2 微生物电极固定方法

取一定量E.coli Top10纯菌株接种于200ml LB培养基溶液中，在恒温摇床30℃，150 r·min-1转速条件下培养24h后，在5000 r·min-1下离心30min，用质量浓度为0.85%NaCl溶液洗涤菌体3次，在10000 r·min-1下离心5min，得到湿菌体，保存于冰箱（－40℃）待用.
（1）戊二醛－牛血清蛋白（GA-BSA）交联法
取0.5g湿菌体，加入一定量质量浓度为5%牛血清蛋白（BSA）和20μl 质量浓度为10%的甘油进行混和，用移液枪汲取7μl混合物涂于工作电极表面，放置于戊二醛饱和蒸气中进行交联30min，置于无菌操作台中室温干燥30min后，于冰箱4℃保存.

（2）聚碳酸酯膜固定法
取0.5g上述湿菌体，加入200μl 质量浓度为0.85% NaCl溶液，用灭菌牙签将菌体和水溶液搅匀，用移液枪汲取7μl均匀涂于电极工作区域表面，置于无菌操作台中室温晾干；用双面胶纸（3M公司）将聚碳酸酯膜（孔径0.4μm，Whatman）密封在菌体表面，制得微生物电极，置于冰箱4℃保存.
2结果与讨论

2.1 交联剂用量优化

在E.coli菌体量为0.5g、质量浓度为5%(w/w) 的BSA为20 μL时，考察了微生物电极在戊二醛饱和蒸气中不同交联时间（10，30和60min）对生物传感器分析性能影响.结果表明，交联时间为10min时，由于交联反应不完全，导致制备的E.coli微生物电极在测定过程中容易发生生物膜脱落的现象.交联固定时间为1h时，E.coli的生物活性由于受戊二醛的毒性损害，而出现明显的活性降低现象.交联固定时间为30min时，制备的E.coli生物膜具有良好的生物活性和机械强度，能基本满足E.coli生物传感器毒性测定的需要.因此，试验选定最佳交联固定时间为30 min.

在E.coli菌体量为0.5g，戊二醛饱和蒸汽交联时间30min条件下，进行BSA用量优化，结果见表1.试验表明，E.coli 生物传感器基线电流随着BSA加入量的增加而增大，但均小于100μA，但BSA用量过大，会影响待测底物和电子传递介质在微生物电极间的传递，使响应时间延长，寿命缩短.综合考虑上述因素对传感器毒性测定性能的影响，交联固定法制备E.coli微生物电极的最佳条件为：E.coli菌体量为0.5g，质量浓度为5%的BSA 为20 μL，戊二醛饱和蒸气交联时间30min.
表1 牛血清蛋白用量对E.coli生物传感器分析性能的影响

Tab. 1 Effect of BSA amount on the performance E.coli biosensor

	菌体量/g
	质量浓度为5%BSA/μl
	质量浓度为10%甘油/μl
	基线电流范围/nA
	电流稳定时间/min

	0.5
	30
	20
	45~60
	8~12

	0.5
	50
	20
	70~90
	10~15

	0.5
	100
	20
	80~95
	15~20


2.2 重金属毒性分析性能比较

基于戊二醛－牛血清蛋白交联法和聚碳酸酯膜直接固定法制备的E.coli微生物电极和商品化E.coli电极的微生物传感器测得Zn2+对E.coli的抑制电流曲线见图3。由图3可以看出，戊二醛－牛血清蛋白交联法制备的E.coli电极对Zn2+的毒性响应性能较差，这可能与交联剂形成的胶体膜对Zn2+和电子介质的传质阻力较大有关. 基于聚碳酸酯膜直接固定法制备的E.coli微生物电极对Zn2+具有良好的响应，电流信号随着Zn2+浓度的增加而呈现明显下降趋势，由此可见，由于固定的微生物呼吸作用形成的微电流较弱，极易受到固定物质的干扰，因此，将微生物细胞直接与生物传感器电极接触固定，将有助于电子的传递过程，交联法、聚碳酸酯膜固定法和商品化的E.coli电极测得Zn2+的EC50值分别为大于200，11.7 和66μg·ml-1. 试验同时考察了上述3种电极在其他重金属离子分析中的应用性能，结果见表2. 由表2可以看出，戊二醛－牛血清蛋白交联固定法制备的E.coli微生物电极在重金属毒性分析中的应用性能较差，难以满足毒性分析的需要，聚碳酸酯膜直接固定法制备的E.coli微生物电极比交联法和商品化的E.coli电极在毒性分析的灵敏性上有明显提高，其在重金属毒性分析中有良好的应用性能.
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a戊二醛－牛血清蛋白交联法
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b聚碳酸酯膜固定法
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c商品电极
图3 不同固定方法制备的E.coli微生物电极测得Zn2+的毒性抑制曲线

Fig.3 Toxicity inhibitive current curves of Zn2+ based on different immobilization methods

2.3 有机污染物毒性分析性能比较

基于戊二醛－牛血清蛋白交联法和聚碳酸酯膜直接固定法制备的E.coli微生物电极和商品化E.coli电极的微生物传感器测得4-NP对E.coli的抑制电流曲线见图4，分析得4-NP的EC50分别为大于300，94和275 μg·ml-1. 试验同时考察了上述3种电极在其他有机物毒性分析中的应用性能，结果见表2. 由表2同样可以看出，戊二醛－牛血清蛋白交联固定法制备的E.coli微生物电极难以满足有机物毒性分析的需要，聚碳酸酯膜直接固定法制备的E.coli微生物电极较其他2种电极在有机物毒性分析的灵敏性上有明显提高.
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a戊二醛－牛血清蛋白交联法
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b聚碳酸酯膜固定法
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c商品电极
图4 不同固定方法制备的E.coli微生物电极测得4-NP毒性抑制曲线

Fig.4 Toxicity inhibitive current curves of 4-NP based on different immobilization methods:
表2 基于E.coli电极的微生物传感器测试得几种重金属和有机物的EC50结果

Tab. 2 EC50 results of  heavy metal and organic compounds determined by E.coli biosensor 
	污染物
	EC50/（μg·ml-1）

	
	戊二醛－牛血清蛋白交联E.coli电极
	聚碳酸酯膜固定E.coli电极
	商品E.coli电极



	重金属离子
	Hg2+
	—
	0.6
	1.1

	
	Cu2+
	>175
	5.6
	6.5

	
	Zn2+
	>200
	11.7
	66

	
	Ni2+
	—
	107
	119(EC30)

	
	2-CP
	>350
	166
	181

	有机物
	2,4-DCP
	—
	67
	98

	
	4-NP
	>300
	94
	275


2.4 微生物电极的稳定性能

为考察聚碳酸酯膜直接固定法制备的E.coli 微生物电极毒性分析的稳定性能，试验采用同批次制备E.coli微生物电极对Zn2+进行3个批次平行毒性分析试验，试验结果表明，该E.coli型微生物传感器具有良好的毒性分析稳定性能，3次平行试验所得Zn2+的EC50值分别为5.5，5.8和5.6 μg·ml-1，能很好地满足污染物急性毒性测试的需要.
2.5 微生物电极的长期保存性能

微生物传感器的长期保存性能是影响其推广应用的主要因素，而在活体细胞的保存过程中，其活性代谢的变化会对生物传感器的分析性能产生影响，有可能导致生物敏感元件的活性降低.本研究将制备好的E.coli微生物电极直接保存于4℃无菌冰箱内，每隔一段时间取出一批电极用于Zn2+的生物急性毒性分析，以考察长期保存对其分析性能的影响情况（见图5）. 结果表明，该E.coli微生物电极具有良好的保存性能，保存10、20、30和60 d时所测定得出Zn2+的EC50值分别为5.5，5.3，5.8和6.1 μg·ml-1，由此可见，该法制备的E.coli微生物电极在保存2个月时仍能很好地满足毒性分析的需要.

[image: image12.bmp]
图5 E.coli微生物电极的长期保存性能

Fig.5 Storage stability of the E.coli electrode
3 结论

（1）采用戊二醛－牛血清蛋白交联固定法制备的E.coli微生物电极的毒性分析灵敏度较差，难以满足毒性分析需要.
（2）采用聚碳酸酯膜直接固定法制备的E.coli微生物电极具有良好灵敏性和稳定性，在冰箱4℃保存2个月，仍具有良好的毒性分析性能.
由于聚碳酸酯膜直接固定法具有制备方法简便、廉价，并且可以通过微生物的重复固定实现电极的重复使用，大幅降低了微生物传感器的毒性分析费用. 为毒性分析微生物传感器在我国环境监测中的推广应用提供了良好基础.
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