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摘要C利用特异性的引物对2选择性扩增垃圾填埋场渗滤液中古细菌群落的 =\,L]-$基因片断2在此基础上建立 =\,

L̂-$克隆文库I经古细菌通用寡核苷酸探针的原位杂交筛选后2克隆文库内古细菌 =\,L̂-$扩增片断的多样性通过

$]̂ ]$分析?UTQ0VMVOSL̂-$LOPJLVNJV/RURU0_PVPB而获得I利用 W%]将各重组克隆子内的 =\,L̂-$外源片断再扩增

出来后2两种限制性内切酶F‘abc和 ‘bdeF被分别用于 =\,L̂-$克隆片断的限制酶切分析I结果表明2随机选出的 "#
个古细菌 =\,L̂-$克隆片断被分为 !=个不同的 $]̂ ]$型?组B2其中的两个优势型总共占了所有被分析克隆子的

\#f2而其余=E个型的相对丰度均处于较低的水平2当中的=Y个型更仅含有=个克隆子I通过对=\,L]-$基因的W%]
扩增g克隆及其 $]̂ ]$分析2能快速地获得有关垃圾填埋场渗滤液中古细菌群落的结构及其多样性的初步信息I
关键词C垃圾渗滤液A古细菌A=\,L]-$基因A$]̂ ]$
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作为一种简单有效的生物过程!厌氧消化已被大规模应用以减少有机废物所造成的环境污染"#$%土地

填埋由于具有处理量大&操作简单以及运作费用低廉等优点!全球每年产生的城市固体废弃物’()*+,+-./

01/+23.045!(67 俗称城市垃圾8中!绝大部分被以土地填埋的方式处置掉%作为古细菌域的一个重要类

群!产甲烷微生物在各种厌氧系统内有机废物的生物降解过程中扮演重要角色!由它们参与催化的处于垃

圾连续矿化作用末端的解聚反应常常是垃圾厌氧降解速度的限制因素"9!:$!因此!研究垃圾填埋场内部产

甲烷古细菌群落的结构及其多样性!对全面了解有机废物厌氧消化过程中的微生物生态及其与厌氧系统

整体表现之间的关系具有重要意义%
由于基于培养的传统微生物技术的局限性!自然界各种生境中的微生物种类大部分至今仍无法培

养";<=$!因此!分离自一个生境的所有微生物种的集合通常并不能代表该生境内真正的微生物多样性%到目

前为止!人们对各种厌氧系统内微生物种群和群落的生态的了解甚少!因为利用传统微生物技术研究这些

严格厌氧&生长缓慢的微生物类群时尤其面临很大困难%核酸技术正被广泛用于对环境样品中微生物群落

的研究!许多这些技术根据对同源生物聚合物的序列的比较分析而推断系统发育关系%不同的微生物其

>?@A基因序列在某些位点以不同的几率发生突变!但是它们又具有高度的保守性!从而可以作为生物进

化史上的计时器!其序列的相似程度可以反映它们在系统发育上的关系%特别地!与核糖体小亚基 >?@A
分子’0B.//C0)D)*+4>?@A!66E>?@A8有关的技术!例如对 #=6>?@A基因的选择性扩增&克隆及其序列

的测定与系统发育分析!由于摆脱了对微生物培养和纯种分离的依赖!因此在过去的十多年里被广泛应用

于对各种生境中微生物群落的结构及其多样性的研究"F<#G$%对 #=6>H@A扩增片断的 ?IJK分析也称

A?H?A’.B-/+L+52>H@A>504>+,4+1*.*./M0+0!A?H?A8"##$!其最大特点是操作简单快捷!不需要任何待分

析 #=6>H@A片断的序列信息!因而尤其适合对扩增和克隆自自然微生物群落的大量 #=6>H@A片断的初

步分析或者是对这些混合种群的 #=6>H@A进行测序前的简单筛选%
通过 KN?从提取自垃圾填埋场渗滤液的总 H@A中选择性地扩增古细菌群落的 #=6>H@A片断!在

此基础上建立古细菌 #=6>H@A克隆文库!并利用 A?H?A法对其进行分析!从而获得有关垃圾填埋场内

部古细菌群落的结构及其多样性的初步信息%

O 材料与方法

OPO 研究地点

李坑垃圾填埋场位于广州市北郊!自 #QQ9年开始投入使用!是该市两个正在运行中的大型垃圾填埋

场之一%其总面积约 :!9GGRB9!设计容量为 9PQS#G=B:!日接受城市生活垃圾 #;GG< #FGG4%为减轻其

现场垃圾渗滤液处理设施的负担!部分从填埋场新填埋区流出的T高浓度U的渗滤液经回灌系统返回旧填

埋区的上游!并借重力作用渗入到已填埋多年的垃圾层中%

OPV 垃圾渗滤液的理化分析

用具螺旋盖的 #J采样瓶收集从旧填埋区流出的垃圾渗滤液’:个重复8!并立即置于冰浴中%渗滤液

样品的理化参数根据标准的水样分析方法"#9$测定!主要参数包括 -W值&电导率&碱度’滴定法8&总固体

’X68和挥发性固体’Y68&挥发性酸’蒸馏滴定法8&硫酸盐’浊度法8&总凯氏氮’凯氏定氮法8&总磷’钼蓝比

色法8以及 NZH’高锰酸钾消化法8等%

OP[ 核酸抽提

将体积约为 ;B/的渗滤液子样品离心收集于 #P\B/的小型离心管中’#9GGG]!;̂ !#GB+*8!弃上

清后细胞沉淀贮存于_‘Ĝ 直至核酸抽提%
细菌群落的总 H@A用溶菌酶a蛋白酶 ba6H6法提取"#:$%核酸浓度用紫外分光光度计测定’c5,dB.*

HE\:G8!其大小和质量用 #e琼脂糖凝胶电泳检查%

OPf 古细菌 #=6>H@A片断的扩增

合并 :个重复渗滤液样品提取到的总 H@A!之后用 3GG9’g@XANNXXgXXANgANXX!反向引物!
所有生物通用8和 3G#F’AXXNhggXXgAXNNhg6N?g!正向引物!古细菌特异8引物对"Q$选择性扩增总

H@A中的古细菌 #=6>H@A片断%每一KN?反应管内含有 :PGB( (]9i!#Ge H(6Z!#SX.j>5.,4+1*
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!"##$%&各 ’()*+,的两个引物&’(*-. //0123每种4&约 5’6,的模板 708&)单位的 19:酶3上海生工

公司4;补加 //<*=至终体积 *’+>;最后用矿物油覆盖?如此总共作 )’个重复?反应程序为@ABC变性 B

-D6E然后 ABC )-D6&5’C )-D6&F*C *-D6共 G’个循环E最后在 F*C充分延伸 )’-D6?

H(I 克隆文库的建立及原位杂交筛选

将所有反应体系合并&浓缩;扩增产物的大小用 )J的琼脂糖凝胶电泳检查;经溴化乙锭染色后在紫外

灯下割下具正确长度3约 )5’’碱基4的 708条带;之后用割胶纯化试剂盒纯化3KD9$LMM,$>$LN%9ONDP6

QDN;KD9,$6;R$%-96S4?纯化后的 2TU产物经补平磷酸化后3平端4连接至 V1W质粒载体上X)BY;转化

Z([\]̂1R)感受态细胞?
经氨卡青霉素选择和蓝白颜色初步筛选后;可能含有被克隆古细菌 )_‘%708片断的 Za[\]̂菌落被

划线转接至尼龙滤膜38-$%bc9-4上培养;然后按照标准的方法原位裂解并将 708紫外交联至尼龙膜

上X)5Y?古细菌通用的寡核苷酸探针3‘d7d8%Ocd’A)5d9d8d*’;R1RT1TTTTTRTT8811TT1;以下简称

8%OcA)54X)_Y用 1B多核苷酸激酶32%P-$,94和 XedG*2Y812对其 5fd未端进行同位素标记?滤膜先在 B’C
下预杂交 *gGc3杂交缓冲液为 5h‘‘2i;)J ‘7‘和 5h7$6c9%/N4;接着加入同位素标记的寡核苷酸探

针杂交过夜;然后在室温下洗膜3洗膜液为 ’()h‘‘2i;’()J‘7‘4*次&每次 G’-D6?充分凉干后的滤膜在

jF’C下自显影生成 k光片3l"mD‘"V$%Uk4?

H(n 8U7U8分析

与古细菌 )_‘%U08通用探针杂交呈阳性反应的克隆子中的质粒用标准方法提取X)5Y;然后用 o’’*和

o’)F引物对再扩增其中的 )_‘%708插入片断;所得 2TU产物经浓缩后分别用 pqrs和 prtu两种限

制性内切酶319Q9%9公司4消化3GFC;)c4?酶切 708片断用 *J的琼脂糖凝胶电泳分离;经溴化乙锭染

色和凝胶成像系统照相3配有 vP/9Q7Td)*’数码相机4后;所得 708带型图谱在 vP/9Q凝胶分析系统辅

助下用人工进行比较分析?

w 结果与分析

w(H 垃圾渗滤液的理化性质

从李坑垃圾填埋场旧填埋区流出的渗滤液其理化性质见表 )?其总固体含量为 x(B,yz;当中有机成分

3挥发性固体4占 5AJ左右?碱性的 V<值&较低的挥发性酸浓度以及很低的硫酸盐水平显示该填埋区内部

正处于较稳定的产甲烷状态;但其 T=7及 1v0仍维持在稍高的水平?
表 H 李坑垃圾填埋场旧填埋区渗滤液的理化特征

{|}~!H "#$%&’()’#!*&’|~’#|+|’,!+&%,&’%(-~!|’#|,!-+(*

,#!’~(%!./|+,(-0&1!230|2.-&~~

参数 29%9-$N$%
浓度 TP6O$6N%9NDP6
3-$964 ‘743-,yz4

V< xa_4’aB
电导率 TP6/"OND5DNS3-‘yO-4 *’a_4_ax
总固体 1‘ xB*54)’_)
挥发性固体 6‘ BAFF4_A’
碱度 !DO9%7a9>Q9>D6DNS39bT9T=G4 )’)*4G)*
硫酸盐 ‘">#9N$39b‘=B4 ’a54’aG
生化耗氧量 T=7 BB5_4_’x
总凯氏氮 1v0 *xBG4BG_
挥发性酸 6839b9O$NDO9OD/4 G’A45A
T9 *GaB4Aa5
., *Fa_4Ba_
v xx’aG4xBax
09 A’FaG4A’a)

waw )_‘%708文库的建立及原位杂交筛选

利用溶菌酶y蛋白酶 vy‘7‘法;每毫升的垃圾

渗滤液样品约能提取出 )(5+,的总 708?如此所

获得的高质量 708样品无需作进一步的纯化;即

可用 o’’*yo’)F引物对从中扩增出具正确长度的

古细菌 )_‘%708片断3约 )(5Q74?在此基础上采

用平端连接策略所建立的 )_‘%708克隆文库包含

超过 )*’’个 8d半乳糖苷酶d阴性的重组克隆子单菌

落?随机挑取 )*’个单菌落;经与古细菌 )_‘%U08
寡核苷酸探针38%OcA)54原位杂交的筛选;证实其中

有 F’个3约 5xJ4具有古细菌 )_‘%708插入片断?

w(9 克隆 )_‘%708片断的 8U7U8分析

两种限制性内切酶;pqrs和 prtu;被用来对

文库内古细菌 )_‘%708片断的多样性进行初步的

比较分析?由于这两种酶的识别位点均为 B个碱基;
假设 )_‘%708上的碱基排列完全是随机的话;那
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么!理论上它们将以相似的频率对任一给定的序列进行切割"
将各克隆子内质粒上的外源片断用 #$$%和 #$&’引物对再扩增出来!经 ()*+酶切及电泳分离之

后!’$个克隆子被分成 &,个不同的 -./.-型!其中最大的两个型分别含有 0,和 &&个克隆子!而剩下的

&0个型中有 ’个只包含 &个克隆子"利用 (*12对含有 %个或 %个以上克隆子的 ()*+ -./.-型进行

进一步的酶切分析!结果表明当中某些型还可以被细分"但为了得到全部 (*12 -./.-型的集合!对所

有 ’$个重组克隆子均进行了 (*12酶切分析和比较"结果显示!(*12也将它们划分为 &,个不同的

-./.-型!其中最大的两个型分别含有 30和 &$个克隆子!而剩下的 &0个型中有 &$个型仅包含 &个克

隆子!其余 0个型所包含的克隆子均在 0个以内"综合两种限制酶的分析结果!所有被分析的 ’$个 &45

6/7-克隆子被划分为 %&个不同的 -./.-型8图 &9!它们当中包括两个最大的:分别含有 0%个和 &$个

克隆子的型!以及 &3个仅含 &个克隆子的型;而在这 &3个型当中有 3个克隆子的()*+和 (*12型均是

唯一的"

图 & 李坑垃圾填埋场渗滤液中古细菌群落 &456/7-片断的 -./.-型8-<()*+;=<(*129

>?@A& ()*+B8-9CDE(*12BFCGHE8=9-./.-ICJJH6DGKL&456/7-GL6KMM?NHEC6OPCHCQIKIRQCJ?KDG?DJPH

QHCOPCJHKLS?THD@SCDEL?QQ
泳道<U!G?VHMC6TH6;&W%&!乃综合两种限制性内切酶的 -./.-分析结果而划分的 %&个不同的组8型9!其命名

8编号9严格按照原来的检测顺序进行8注意<电泳图上并没有按该顺序给出9SCDH<U!G?VHMC6TH6;&JK%&!@6KRIG

&JK%&OQRGJH6HECLJH6OKMF?D?D@JPH6HGRQJGKLFKJP-./.-GAXPH@6KRIG#H6HDCMHE?DK6EH6KL?D?J?CQEHJHOJ?KD

’$个克隆子在这 %&个-./.-型中的分布如图 %所示"图中各型的编号严格按照原来的酶切检测顺
序进行8即由每一型中第一个被发现的克隆子决定9!从而完全是随机的"第 &和第 0型共占所有被分析

&456/7-克隆子的 4$Y!其中前者占 &3Z0Y!后者占 3,Z’Y"其余 &[个型当中只有 ,个型包含超过 &个
以上8%W3个9的克隆子"
为判断所分析的 ’$个重组克隆子是否真正代表了原来的垃圾渗滤液样品中古细菌群落 &456/7-的

多样性8假设 #$$%\#$&’引物对适用于所有古细菌9!将酶切分析过程中所累计的 -./.-型的数目作
为已分析 &456/7-克隆子数的函数并作图8图 09!图中所有克隆子的编号8计数9均严格按照原来的检测
顺序进行!亦即完全是随机的"在完成头 0个重组克隆子的酶切分析之后!两个丰度最高的 -./.-型8第

00$&’期 黄立南等<垃圾填埋场渗滤液中古细菌群落 &456.7-基因的 -./.-分析
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图 ! 李坑垃圾填埋场渗滤液中古细菌群落的结构及

其多样性的初步估计

"#$%! &’(#)*(#+, +-.#/01’#(2 #, (30 *143*0*5

4+))6,#(2-1+)5*,.-#5550*43*(0
图中给出在 7891:;<克隆片断的限制酶切分析过程

中所累计的 <=:=<型数目的情况>所有 7891:;<克

隆子的计数均严格按照原来的检测顺序进行?从而可以

认为完全是随机的 @30’0A60,(#*5.0(04(#+,+-46)65*(B

#/0<=:=<C*((01,’-+55+D#,$<=:=<*,*52’#’+-EF

*143*0*599G1:;<45+,0’#’C10’0,(0.%@307891:;<

45+,0,6)H01’10-504((30+1.01+-#,#(#*5.0(04(#+,?

D3#43D*’*’’6)0.(+H0’(+43*’(#4105*(#/0(+(30

.#’(1#H6(#+,+-45+,0’$0,01*(0.#,(305#H1*12

图 I 各 <=:=<型在所分析的 EF个古细菌 789

1:;<重组克隆子中的分布

"#$%I :#’(1#H6(#+,#,<=:=< C*((01,’+-*143*0*5

789 1:;< 45+,0’-1+) (30*143*0*54+))6,#(2#,

5*,.-#5550*43*(0
所有 <=:=<型均严格按照其原来的检测次序给出

@30<=:=< C*((01,’*10’3+D,#,+1.01+-#,#(#*5

.0(04(#+,

7和 !型J均已先后被检测到K分析至第 LL个克隆子时?所有 I7个 <=:=<型当中已有 IF个被检测到K而

在剩下的 7L个克隆子中只检测到一个新的 <=:=<型>由此判断?在完成对所有随机选出的 EF个克隆子

的分析之后?即使再增加对文库内其它克隆子的取样和酶切分析?发现新 <=:=<型的机率已经降至很低

的水平>

M 讨论

最初从文库内随机挑选出来的 7IF个具氨卡青霉素抗性N但缺失 OB半乳糖苷酶合成能力的克隆子中?
经古细菌 7891=;<通用探针杂交筛选后?证实其中仅有 EF个含有古细菌的 7891:;<片断>而后来进行

的双酶切实验表明?在这 7IF个克隆子当中共有 PF个克隆子具有正确长度的外源片断?但显然其中的 IF
个并不与古细菌探针杂交>设计具有百分之百类群特异性的QR=引物是很难的S7ET?一些古细菌 7891:;<
引物已被证实有时会扩增少量的真细菌片断?如 U+.+,等SPT利用同样的古细菌引物对VDFFIWDF7EJ所建

立的厌氧消化器内古细菌群落的 7891:;<克隆文库中?有 IFX左右的序列被证实是来自真细菌>同样?估

计本研究中这 IF个不与 <143P7L探针杂交的外源片断很可能也是源自真细菌V约占被克隆片断总数的

IIXJ?它们并没有被包括在随后进行的 <=:=<分析之内>
克隆文库内古细菌 7891=;<基因的多样性通过 <=:=<的比较分析而得到>初步的结果显示?李坑

垃圾填埋场渗滤液内古细菌群落的 7891:;<包括 I7个不同的 <=:=<型?当中主要以两个优势型为

主?两者共占所有被分析克隆子的 8FX左右?而其余 7P个型的丰度均处于相对很低的水平>通过分析所累

计的 <=:=<型的数目在 EF个古细菌 7891:;<克隆子中的分布V图 !J?判断随机取样和分析的强度已

足以检测到克隆文库内古细菌 7891:;<的优势型?因为在完成所有这 EF个克隆子的分析之后?检测到新

<=:=<型的机率已显著下降至一个很低的水平>

厌氧系统的表现与其内部微生物群落的结构密切

相关>一般认为?稳定的厌氧消化过程有赖于厌氧系统

内部各种生化条件和环境因子的优化N从而使四大微

生物代谢类群之间能进行有效地协作>考虑到产甲烷

古细菌在厌氧处理过程中的重要性?对其群落结构和
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生态的了解将有助于对厌氧消化系统的运作进行有效的控制和优化!产甲烷细菌被认为是最难通过传统

微生物技术进行研究的微生物类群之一"在 #$%&’()基因序列比较分析的基础上"新兴的分子生物学技

术提供了一种不经培养而直接研究各种生境中微生物群落结构及其生态的强有力手段!本研究通过建立

#$%&*()克隆文库及其 )’*’)分析"初步了解垃圾填埋场内部处于高有机负荷及严格厌氧环境中的古

细菌群落的结构及其多样性!下一步"通过对每一 )’*’)型内的 #$%&’()基因进行序列测定及其系统

发育分析"就能获得该特殊生境内部古细菌群落多样性的更加详细+准确的信息!虽然在细胞收集与裂解+
总 *()提取+#$%&’()基因的 ,-’扩增以及克隆等步骤中不可避免地导入误差./"#01234"从而使 #$%

&*()序列在克隆文库中的相对丰度并不一定代表其相应的微生物种在原来生态系统中的相对丰度"但

如此所获得的结果显然可以作为未来作更深入研究的出发点!在此基础上"可以通过有目的地设计类群特

异性的寡核苷酸探针"经荧光标记及原位杂交分析"从而直接获得有关类群在该生态系统内的分布的信

息!
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