
第 !!卷第 ""期

!##!年 ""月

生 态 学 报

$%&$’%()(*+%$,+-+%$
./01!!2-/1""
-/312!##!

可用于微生物群落分子生态学研究的活性污泥总 456提取

方法研究

高平平"2赵立平!7

8"1山西大学生物工程实验室2太原 #9###:;!1上海交通大学生命科学技术学院2上海 !##!<#=

基金项目>国家?@:9A高科技研究发展计划资助项目8,BC#9C#"C#<2!##"$$!"<"9"=
收稿日期>!##"C""C!D;修订日期>!##!C#@C"@
作者简介>高平平8"EDFG=2女2山西洪洞人2博士H主要从事微生物分子生态学研究H
7通讯作者>$IJK/LM/LLNOP/QRNQMN20PSKT/UVTW01OXJI1NRI1MQ

摘要>活性污泥样品经液氮速冻Y沸水浴融化Y溶菌酶处理和,Z,裂解后2EE[以上细胞裂解H所提取的Z-$经琼脂糖凝

胶电泳检测和荧光法浓度测定2其片断大小在 !#\]左右2产量可达 "1FD:̂ #_"V‘a‘b),,H样品 $c,!:#QVa$c,!@#QV的

比值为 "_E:̂ #_!H以提取的总 Z-$为模板2进行细菌核糖体小亚基 ":,LZ-$基因 .9区和多组分苯酚羟化酶大亚基

基因8)VdeO=的 d%f扩增2均获得成功2为活性污泥中微生物群落的分子生态学研究提供了一种简便Y可靠的 Z-$提

取方法H
关键词>活性污泥;Z-$提取;d%f扩增
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微生物分子生态学是通过分析样品中 !"#分子的种类$数量等基因组信息来反映微生物细胞种类与

种群比例等信息的%用这种方法对环境微生物多样性$群落结构及变化规律进行研究始于 &’世纪 (’年代

中期)近年来在土壤$海洋$动物肠道等微生态系统的研究中得到快速发展)已成为最富于活力的生态学科

前沿领域之一%由于摆脱了培养方法的局限性)直接对环境样品中的细菌基因组 !"#组成状况进行分析

评价)因此建立高效$可靠的 !"#提取方法成为研究者关注的热点%有关从土壤$水体$海洋沉积中提取

!"#的方法已得到较好发展*+)&,)但对从活性污泥中提取 !"#的方法研究较少%
活性污泥是由许多细菌组成并通过胞外聚合物和离子桥作用形成的絮状结构)是生物方法处理工业

和城市污水的主体%了解细菌区系和种群数量)认识细菌群落的稳定性和一些功能菌在有害物降解中的功

能和作用对提高活性污泥处理效果具有重要意义%
由于活性污泥细菌种类组成复杂且混杂有大量有毒物质)如何使所有细胞裂解$充分释放 !"#)有效

去除杂质)得到可以进行分子生物学操作的高纯度 !"#是 研 究 活 性 污 泥 种 群 结 构 与 功 能 关 系 的 关 键 所

在%为此)本文对国外报道的方法进行了改进*(,)建立了不需购置专用设备$细胞裂解 完 全$快 速$简 便 的

!"#提取方法)所得到的 !"#可以满足分子生态学研究的需要%

- 材料和方法

-.- 材料

-/-/- 活 性 污 泥 来 源 和 特 点 活 性 污 泥 样 品 取 自 太 原 某 焦 化 厂 污 水 处 理 厂 第 +曝 气 池 和 第 &曝 气 池

012+和 12&3)其 中 第 +曝 气 池 活 性 污 泥 为 降 解 有 害 物 的 主 体)对 酚 类 化 合 物 和 氰 化 物 的 去 除 率 分 别 为

44/+5644/(5和 4+/+564(/&5)78!9:的去除率最高为 ;</<(5%样品采集后)+=活性污泥进行悬浮

物浓度0>=??3测定)其它 @A保存 +6&B用于 !"#提取%

-/-/C 菌株 !DEF0G/HIJK/3和芽孢杆菌 LMNOP0QRHKJJSTUV3取自山西大学生物工程实验室菌种库%

-/-/W 回收细菌所用培养基 =XYB7ZL和 >[培养基配方见参考文 献*<,Y含 酚 焦 化 废 水 培 养 基0\]]B

_̂‘]:a]Bbca)de>3配制方法如下f取经 调 节 池 调 节)尚 待 处 理 的 焦 化 废 水0123+=Y高 速 离 心0+’’’’g

h)Eabi3后)将上清液过滤除菌0’/&&ja细菌滤膜3)测定生废水苯酚含量)用化学纯苯酚将 de> 中的苯

酚量调整到 <’’ahk=%将含有 +/(h琼脂粉的三角瓶灭菌0+&+A)’/+’E>[_)&Eabi3)取 +’’al的无菌废

水加入到灭菌的三角瓶中)微波炉加热溶解后倒平板%

-/C 方法

-/C/- >=??测定 +’’al活性污泥用 ’/@Eja玻璃纤维滤膜过滤)+’<6+’EA烘干至恒重后称重%

-/C/C 活 性 污 泥 !"#提 取 0+3解 絮 凝 置 E6+’al活 性 污 泥 于 +’al的 灭 菌 离 心 管 中 离 心 Eabi
0(’’’gh)@A3)弃 上 清)沉 淀0约 +’’ah3悬 浮 于 Eal无 菌 水 中%向 管 内 加 入 <h灭 菌 玻 璃 珠0直 径 &6

<aa3)将离心管管盖拧紧后置 于 旋 涡 混 合 器 击 打 +Eabi去 絮 凝)离 心 (abi0()’’’gh)@A3)弃 上 清)沉

淀用于细胞裂解%

0&3细 胞 裂 解 冻 融 处 理 向 沉 淀 中 加 入 ’/Eal灭 菌 的 1m"[缓 冲 液0E’aanlk=1:bUNo_U])

&’aanlk=m!1#)+’’aanlk="_7l)’/’+hkal聚 乙 烯 吡 咯 烷 酮)VD+’3)悬 浮 后 将 菌 液 在 液 氮 中 冷 冻

<abi)沸水煮 &abi)重复 <次后进行菌体离心0+’abi)+&’’’gh)@A3%上清液快速置于冰上留用)沉淀用

于进一步裂解%
溶 菌 酶 处 理 和 ?!?裂 解 将 沉 淀 悬 浮 在 +/Eal的 溶 菌 酶 溶 液 中0’/+Eanlk="_7l)’/+anlk=

"_&m!1#)+Eahkal溶菌酶)VD(3)其中溶菌酶配制成 <’ahkal的母液)p&’A保存备用%<;A温浴 +q
后)向菌液中加入 +/Eal+’5?!?溶液0’/+anlk="_7l)’/Eanlk=1:bUND7l)+’5 ?!?)VD(3)上下摇匀)
待菌液变清后离心 +’abi0+&’’’gh)@A3)取上清置于冰上留用%

0<3!"#提取和纯化 收集两步的 !"#上清液0<6</Eal3)用等体积的 1:bUN饱和酚抽提 &次$酚r
氯仿和氯仿各抽提 +次%用 @’jl的 <anlk=乙酸铵和 <al无水乙醇沉淀 !"#)p&’A放置 <’abi后离心

0&’abi)+@’’’gh)@A3%用 +al的 ;’5乙醇洗涤沉淀)离心 +’abi0+’’’’gh)@A3%!"#沉淀真空干燥

后)溶于 +’’jl高纯水中)加 Pi_U]#<jl0+’ahkal3)<;A温浴 +E6&’abi消化 P"#)样品在p&’A保存备
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用!

"#$#% 活性污泥回收菌的获得和基因组&’(提取 )**+,解絮凝的活性污泥样品分别在-./0123/45
和 674培养基上涂板培养8)9:0;<=>?!用 @A,无菌水洗涤平板;回收菌落!回收混合菌的基因组&’(
提取方法按文献BCD!

"#$#E &’(浓度测定和电泳检测 &’(浓度测定 用 &F’(GHIJKL4<**荧 光 仪8MNOPOQ?;同 时 用 含 有

R.8)#@+STA,?的琼脂糖凝胶进行电泳检测;UV5W2&X=***凝胶成像系统8U,KQIWVYN,OK5QN0HZK-K0?纪录

结果!

"#$#[ &’(纯度检测 测定 &’(样品在 <\*JA和 <=*JA的吸光值8UVWV]X̂@*)紫外T可见分光光度

计;上海天美科学仪器有限公司?计算 (.X<\*JAT(.X<=*JA的比值确定样品纯度!

"#$#_ 完整细胞的显微计数 采用文献B\D方法!

"#$#‘ )\XQ&’(和 -A5Ma扩 增 )\XQ&’(和 -A5Ma扩 增 参 照 7IKIJIbO等 方 法B:D!引 物 5<8@cW

(LL(11S1SS1LS1LSSW:c?和 5:8@cW1S111S11S1S1S1SS1SSS1SSSS1SSSSS1(1SSSSSS11L(1SSS

(SS1(S1(SW:c;含有 C*个 21夹子?被用于活性污泥细菌 )\XQ&’(V:区8相应于大肠杆菌基因组上第

:C)9 @:C碱 基?的 扩 增!5MR)8@cW1S111S11S1S1S1SS1SSS1SSSS1SSSSS1(1SSSSSS1S(L1S(1S

(S1LS1S11(W:c;C*个 21夹子?和 5MR<8@cWSLLSSL1(S1(1SL(1L1S((SS(S((W:c?用于多组分苯

酚羟化酶大亚基8-A5Ma?基因的扩增!
两 种扩增的反应体系和条件一致;<@+,的反应体系中含有 <+,0’L58<#@A4?;<#@+,)*d.HPPOQ;<+,

4S1]<8<@A4?和 *#@+,LIS酶 8@HT+,?!引物量为 )<#@eAN,;&’(模板量 \*JS!
扩增条件 fC>预变形 ÂYJ;̂@>加入 LIS酶!fC>变形 )AYJ;\@>退火 )AYJ;̂<>延伸 <AYJ;扩增

<个循环g根据以上变形/退火和延伸参数继续进行每 <个循环 的 扩 增;但 在 第 <个 循 环 中 退 火 温 度 降 低

)>;直至温度达到 @@>gfC>变形 )AYJ;@@>退火 )AYJ;̂<>延伸 <AYJ;扩增 <*个循环;最后 <̂>终延伸

)*AYJ!
扩增在 4YJY1FZ,OQL484hiOaOIQZj]JZ?上进行;51i引物由宝生物工程8大连?有限公司合成;51i试

剂购自 5QNAOSI公司!

$ 结果与讨论

$#" 不同裂解方法的有效性评价

对环境微生物进行准确分析在很大程度上依赖于提取 &’(的质量/产量和多样性!而三者的获得是

建立在对细胞完全裂解和 &’(充分释放的基础上!对细胞进行裂解的方法已经报道的涉及到以下一个或

多个步骤k溶菌酶/蛋白酶 l和 R&L(处理菌体;煮沸/X&X和 X2X裂解细胞;对细胞进行冻融/煮沸/超声

波 破碎和 4YJYWbOIKOQ击打;微波热处理和研钵研磨等B@D!方 法 不 一;细 胞 裂 解 程 度 各 异!mSQIA等B\D用

X&X裂解和 bOI0WAY,,均质相结合的方法对海洋和淡水沉积物中的微生物细胞进行裂解并进行显微计数;
发现有 f*n的细胞被裂解!LaIY等B)D对沉积层和底土8aHbaNY,?的微生物样品用 R&L(和溶菌酶处理后再

进行 :次冻融处理;f@n细胞被裂解!5YZIQ0等B̂D用超声波和微波热处理的方法重复处理 :次链霉菌孢子;
裂解率达 )**n!

采用冻融o溶菌酶oX&X86o-oX?相 结 合 的 方 法 对 活 性 污 泥 细 胞 进 行 裂 解;并 用 纯 菌 &M@p82?和

3l)i82o?作为对照!同时对每种样品再分别进行冻融/溶菌酶/X&X单一裂解处理!对处理后的样品中的

完整细胞进行镜检计数!
从表 )可知;用冻融/溶菌酶和 X&X相结合的方法处理活性污泥样品最为有效;它可使 ffn以上的细

胞 裂解!对 3lW)i和 &M@p的裂解率亦可达 f@n9)**n!但用单一方法对样品进行裂解;都不能达到使

细胞完全裂解的目的!冻沸法反复处理 :次;活性污泥样品中仍有 <̂#̂nq@#*n的完整细胞!溶菌酶处理

)j;样品中完整细胞率高达 =)#@nq@#<n!用 )*nX&X处理活性污泥样品;仍有 ))#̂nq:#<n的完整

细胞被检测到!同样的趋势在 &M@p和 3lW)i中也可看到!
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表 ! "种裂解方法处理活性污泥样品后完整细胞的镜检计数结果#$%平均值&标准差’

()*+,! -./*,0123.0454)+6,++312)6754)7,83+.89,)27,070,)7/,:7*;"8522,0,:7+;353/,7<183#$%=>&?@’
样品

?ABCDE

未处理

FGHIEAHEJ

冻沸处理

KIEELEMHNAO%K

溶菌酶处理

PQRSLQBE%P
?@?裂解

?@?DQRTR%?

冻沸U溶菌酶U?@?
KUPU?

活性污泥

VWHTXAHEJRDYJZE
[\\ ]̂_]&‘_\ a[_‘&‘_̂ [[_]&b_̂ [&\_b$

@c‘d [\\ ef_]&g_b ]‘_‘&b_e f_a&g_̂ \
hiM[j [\\ f[_b& _̂a aa_]&[_b [g_a& _̂a g_e&\_b

图 [ 活性污泥基因组 @kV的凝胶电泳图谱

KTZ_[ VZAISREZED#[$’EDEWHISCNSIERTRSl@kV

EmHIAWHEJlISB AWHTXAHEJRDYJZE_PAGERn[%̂\\GZopqr

sssMJTZERHEJt@kVBAIuEIv̂n[\GZRHAGJAIJ@kVvbM‘n

[\GZ%̂\GZAGJb\GZSlAWHTXAHEJRDYJZE@kV

w_w 获得的活性污泥 @kV质量评价

w_w_! 浓 度 测 定 和 电 泳 检 测 提 取 过 程 中 应 用 了

xTWAIJ等y]z从 土 壤 中 提 取 @kV时 建 立 的 {k|x缓 冲

液%其 中 {ITR和 |@{V被 用 于 保 护 提 取 的 @kV免 受

溶 液 中 @kV酶 的 攻 击%kA}D可 使 溶 液 保 持 较 好 的 解

絮凝状态%而 聚 乙 烯 吡 咯 烷 酮#x~x’则 可 有 效 地 吸 附

样品中的腐植酸和酚类混合物!同时 "SYIIATG等yaz在

活性污泥 @kV提取中应用的溶菌酶和 ?@?溶液系统

也被采用!
对从 {#[提 取 的 b个 活 性 污 泥 @kV样 品 进 行 浓

度测定和电泳检测%检测量分别为 [\GZ$̂\GZ和 b\GZ%
用 [\GZ的@kV标准样品做对照!从图 [可知%[\GZ的

图 ^ [e?I@kV~b区 x}j扩增产物的凝胶电泳图谱

KTZ_̂ VZAISREZED#[_‘$’EDEWHISCNSIERTRSlx}j

ABCDTlTEJ[e?IjkV#~b’ZEGE%PAGERn[%[\\&CDAJJEIv

%̂ABCDTlTEJCISJYWHRSlAWHTXAHEJRDYJZERABCDElISB

{#[vb’ ‘%ABCDTlTEJCISJYWHRSlIEWSXEIEJWSDSGTER

lISB{#[SGJ}(h%)xAGJK*) BEJTAve%ABCDTlTEJ

CISJYWHRSlAWHTXAHEJRDYJZElISB{#̂v]’fnABCDTlTEJ

CISJYWHRSlIEWSXEIEJWSDSGTERSl{#̂SGJ}(h%)xAGJ

K*) BEJTAv[\nGEZAHTXEWSGHISD

样品表现为一条清晰的条带%其亮度与 [\GZ的标准样

品 @kV条带亮度一致#̂’b’%̂\GZ和 b\GZ样品在胶

上表现为一条清晰的条带且随着检测量的增加其条带

亮度逐渐增强#g’‘’!

@kV样品中蛋白质杂质对x}j扩增$克隆$测序$
基因文库的建立等分子遗传操作有干扰作用!核酸分

子在 ê\GB处有最大吸收 值%蛋 白 质 的 最 大 吸 收 值 在

â\GB 处%利 用 这 一 特 性%可 以 鉴 定 @kV 纯 度!

V"?̂e\GB+V"?̂a\GB,[_a%@kV样品的纯度较好!对 提

取的活性污泥@kV样品进行检测%比值为 [_fe&\_̂!
用 该 方 法 提 取 的 @kV 产 量 可 达 [_]‘e&\_[

BZ+Z)P??!

w_w_w [e?I@kV和 PBxcR扩 增 IjkV分 子 在 进

化 上 高 度 保 守%是 一 种 很 好 的 度 量 生 物 进 化 关 系 的 分

子钟!细菌核糖体小亚基 [e?IjkV分子约为[‘\\&C%
包 含 有 可 用 于 细 菌 系 统 发 育 和 进 化 研 究 的 足 量 信

息yfz!利用 [e?jkV保守序列设计特异性引物%对其多变区或全长进行扩增和序列分析%最早用于细菌分

类$鉴定$起源和进化等方面的研究%近年来在微生物多样性$种群结构和区系变化等研究领域得到广泛应

用!由于环境样品的复杂性%提取的 @kV是否可用于 x}j扩增成为分子生物学方法研究环境微生物多样

性的一个重要前提!
用 {#[和 {#̂活性污泥 @kV做模板%以 x̂ 和 xb为引物对两个曝气池的活性污泥细菌种群和它们

在 J}(h$)x和 K*) 培养基上的回收菌的 [e?I@kV~b区#[fb&C’进行扩增%用 g-D的 x}j产物进行

检测!从图 可̂知%除 k}以外#P[\’%一条大小为 ĝ\&C左右的条带在 a个样品中都被扩增出来!
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图 ! "#$%&’$()扩增产物的凝胶电泳图谱
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在活性污泥的研究中B用 $()方法对降解途径中

的一些代谢调控酶的功能基因进行扩增是检测环境中

以 这 些 酶 为 代 谢 途 径 的 降 解 菌 存 在B了 解 细 菌 降 解 机

理的一个重要手段S对提取的 TU.样品进行 "#$%&
扩增是因为多亚基苯酚羟化酶被认为是大多数环境细

菌进行酚代谢的一种主要酶类B用引物 $%V5和 $%VF
扩增的 FCWD<片断编码的多肽则对酶的催化能力有着

重 要 影 响SR/;/@/D2等X!Y将 活 性 污 泥 在 ?(OP和

Q$7CC两 种 培 养 基 培 养B并 对 FM个 克 隆 进 行 "#$%&
扩 增B结 果 显 示 "#$%&基 因 在 5M个 克 隆 中 被 检 测

到B根 据 碱 基 序 列 的 不 同B又 可 将 5M个 克 隆 分 为 !种

类型S
对 IJ5活 性 污 泥 及 它 在 ?(OPZQ$Z*RQ 和 "N

培养基回收的混合菌的 TU.进 行 "#$%&片 段 扩 增S
结果显示B7种样品的 TU.中都有 "#<=&扩增出来4图 !9B表明无论是活性污泥还是其回收的混合菌中B
都有以多组分苯酚羟化酶为代谢途径的降酚菌存在S

[ 结论

建立了一种快速Z有效的从活性污泥提取TU.的方法S它无需购置专用仪器B整个过程可在 KL7=内

完成S提取的 TU.可用于 5\&0TU.和功能基因扩增B为用分子方法分析和监测活性污泥细菌种群结构Z
微生物多样性和功能菌的代谢途径等提供了可行的技术方法S
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