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摘要D对可能代表活性污泥中两个时期的主要苯酚降解菌群的 (h,&Ik&h指纹图谱中的两条 !2=yw的条

带?k=和 kFC中的 i.%片段进行克隆z转化3得到 =K"个转化子N{|}~,物理图谱分析得到 "L种酶切类

型3将两端各进行 =次测序后3同源性大于 K$!的克隆归为一类3共得到 =$种序列类型N对各类型的代表

克隆进行了全长测序3L种类型为 k=条带所有3"种类型为 kF所有3二者共享的类型为 !种3丰度最高的

片段为 -"3k=条带中 J#2"!的转化子和 kF条带中 ##2J!转化子属该类型N对所得序列进行检索分析3它

们与 +S6"X6y中已知基因序列均无显著同源性N用 -"特异性引物对活性污泥样品及其它在 *"zV&+#z

$k和 %&$ 培养基上的回收菌进行扩增3除 *"上的回收菌没有显示目的条带外3活性污泥和其回收菌

中均检测到带有该基因组片段的菌种的存在N研究为专一性分离降酚活性污泥中的优势菌提供了分子探

针N
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对大量有重要生态功能I但尚难以分离培养的细菌的研究和利用是环境微生物学领域中一个具有重

要理论价值和应用前景的方向h%iKjI因此许多可直接对环境样品中微生物组 成 进 行 分 析 的 分 子 生 物 学 方

法I如 %ND-=>?k%HD-=>?LGQb的 =FF:kEFF:分析Sb?G=LGQb指纹图分析等被越来越多的应用于

微生物种群结构特征S系统多样性S动力学变化和环境互作等方面的研究hliNjm这些不依赖于分离培养的方

法为比较全面S客观认识微生物区系结构特征I了解一些主要功能菌群在环境中的生态作用等提供了可行

的途径I也为实现基因组序列引导下的重要功能细菌的分离鉴定提供了手段hMjm发展和探讨新的研究技术

和方法一直是分子生态学领域的一项非常重要的内容h%jm
作者对 :b<QLGQbnn一种广泛用于纯培养细菌分类S鉴定和系统进化的基因组指纹图谱技术I用于

复杂环境微生物群落生态学研究的可行性进行了探讨m用该技术对焦化废水处理系统中的活性污泥种群

结构进行了 H个时间点的连续动态跟踪研究I一条大小为 e9%@A的 =>?条带的消长与活性污泥的苯酚降

解效率表现出一定的正相关I可能是一些主要功能降解菌的特征性条带hHjm在本研究中对两个监测时期活

性污泥 :b<QLGQb指纹图谱中 e9%@A的 =>?片段进行了回收S克隆和序列多态性分析I探讨了由这些基

因组=>?片段代表的细菌种群结构与环境变化的关系I并设计了其基因组专一性=>?探针I为用分子生

物学方法分离废水处理系统中的主要功能降解菌提供了一条可行之路m

o 材料与方法

opo 材料

o9o9o 活性污泥来源和特点 活性污泥样品取自山西某焦化厂污水处理厂第 %曝气池dEq%fm该焦化废

水 处理厂采用两级曝气d?B法f处理工艺I其中 Eq%活性污泥为降解污染物的主体I对酚类化合物和氰化

物的去除率分别在 2&3i223和 M&3i2J3之间IQr=.-的去除率最高约为 M&3左右m在 e&&&年 J月对

该系统进行了每隔 K8%次I连续 H次的系统跟踪监测I分析指标包括主要污染物浓度测定S污泥沉降值S主

要 污染物降解效率 和 微 生 物 群 落 结 构 的 :b<QLGQb图 谱 分 析 等m本 研 究 的 对 象 为 第 %和 第 H监 测 时 期

dO%和 OHf的活性污泥样品m

o9o9s 菌种回收培养基 苯酚降解菌选择性培养基d8QFRfh2jS以苯酚为唯一碳源和能源的基本培养基

dOGfh2j和本室发展的含酚焦化废水培养基d,))87+#)-6)8!56ITUOf被用于从活性污泥中回 收 分 离 细

菌菌群m对照培养基为牛肉膏蛋白胨丰富培养基dCBfh%ljmTUO配制方法如下a取经调节池调节I尚待处理

的焦化废水dEqf%Cc高速离心d%&I&&&t1IJ6!"f后I将上清液过滤除菌d&9eeu6细菌滤膜fI测定生废水苯
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酚含量!用化学纯苯酚将 "#$中的苯酚量调整到 %&&’()*+将含有 ,-.(琼脂粉的三角瓶灭菌后/,0,1!

&-,&2$34!02’567!取 ,&&’8的无菌废水加入其中!微波炉加热溶解琼脂后倒平板+

9:9:; 主要试剂及酶类 限制性内切酶/<=>?@7!ABCDEF聚合酶!GHDEF连接酶!3IJ产物回收试剂

盒!DEF’4KLMK!NOP$QGP4RS载体等均购自 3KT’M(4公司!@3GO和 UQO48购自北方同正公司!抗生素V

*W培养基购自华美生物工程公司+

9:X 方法

9-X-9 活性污泥总 DEF提取采用文献方法Y,&Z

9-X-X 活性污泥回收菌的获得和基因组 DEF提取 取 $,时期的解絮凝的活性污泥样品/,&&[87分别在

*WV\IO]V$3和 "#$ 平板上涂板培养/0.1!*Ŵ0H_‘\IO]和 "# â0_‘$3̂bcd,0&_7!每 个 培 养 基

设 %个重复+平板上菌落直径多数达到 ,d0’’后!用 2’8的无菌水洗涤平板!收集菌体+将回收菌群分装

在 灭菌的 ,-2’8PNNM6\TK?管/含有 0&e甘油7并保存在fa&1冰箱中备用+细菌基因组 DEF提取按文

献Y,,Z+

9-X-; DEF浓度测定 用 DSEFgh46iG$0&&荧光仪/jTM?MK3_4K’4k54W5Ti_k_7测定 DEF浓度+

9-X-l 3IJ扩 增 反 应 PJ@I引 物 设 计 参 照 mMKR48Tn5kY,0Z!o%特 异 性 引 物 为 本 室 设 计+两 对 引 物 由

G4p4J4/大连7公司合成!序列如下^

PJ@I引物 PJ@I,J 2qQFGOGFFOIGIIGOOOOFGGIFIQ%q

PJ@I02qQFFOGFFOGOFIGOOOOGOFOIOQ%q

o%引物 o%Q? 2qQOFIFGGOFGOIGOIIFFGGGGQ%q

o%QK 2qQIFFFOFGGOFOIIGFIOIFFIQ%q

02[8的 反 应 体 系 中 含 有 0[8\EG3/0-2’’T8)*7!0-2[8,&rWh??MK!0[8$(I80/02’’T8)*7和 &-2[8

G4(酶/2h)[87+引物量为 ,0-2N’T8!DEF模板量 c&6(+PJ@IQ3IJ和 o%特异性扩增反应程序参照 D5

O5Tn4665Y,%Z!反应循环为 b21预变性 a’56!bH1 ,&R!b01 H&R!Hb1 .R!201 ,’56!aH1 ,&R!a01 2’56!共

%2循环!最后 a01终延伸 ,&’56+

9-X-s 3IJ扩 增 产 物 的 检 测 用 ,-2e琼 脂 糖 凝 胶/含 有 溴 化 乙 锭 ,-2[()’87进 行 电 泳 检 测!tm3Q

ODo.&&&凝胶成像系统/t8iK4Qm5T8Mi3KT\hki*i\7拍摄纪录结果+

9-X-u 0-,Lv条带的回收V纯化和克隆 将目标条带中的 DEF片段洗脱V回收V连接到 NOP$QGP4RS载

体上!转化到 Dj2//w-xyz=7Dj2{中!具体方法参考|分子克隆实验指南}Y,HZ及 3KT’M(4公司试剂说明书+

9-X-~ 克隆的筛选V酶切V测序和同源性分析 随机从含有 UQO48和 @3GO的平板上筛选克隆!每个条带

筛选 ,&&个左右转化子!用碱裂解法提取质粒‘对质粒进行 <=>?@酶切分析!按物理图谱将克隆分型‘每种

类型选择 ,个转化子进行 DEF序列测定!测序工作由 o46(T6/上海7完成+用 DEF’46和 OM6MGTT8等工

具和软件对测序结果进行编辑V分析+序列结果在 OM6W46L数据库中进行 W*FoG同源性检索+

X 结果与分析

X:9 0个监测时期活性污泥的 PJ@IQ3IJ扩增结果

对 $,和 $.两个监测时期的活性污泥样品进行 PJ@IQ3IJ扩增!结果见图 ,+图谱中 0-,Lv处有 ,
条主带!分别命名为 3,和 3.+前期结果表明!当该主带亮度减弱到几乎消失时!系统中活性污泥的苯酚降

解效率也最低!因此该条带代表的细菌菌群可能与系统高效降解苯酚有一定的相关性Y.Z+为了验证这个结

论!有必要对该条带中的 DEF片段进行克隆V测序!并以此为线索设法分离相关菌群+另外 $,和 $.监

测时期间隔 0,\!这两个时期活性污泥对苯酚的降解效率虽然相差不大!但进水中污染物组分和浓度却有

较大差异+$,时期!氰化物浓度为 %H-a2’()*!是监测时期废水中氰化物平均值的 %-00倍!此时废水中的

酚含量为 H%-c%’()*!低于平均值/c.-&c’()*7+0,\后的 $.时期!废水中的氰化物浓度只为 2-0’()*!
而苯酚含量达到 ,%0-.0’()*+因此!这两个时期主要功能菌群的组成可能也有变化!这将会在其 PJ@IQ

3IJ图 谱 中 条 带 的 DEF片 段 组 成 上 反 映 出 来+于 是 对 这 两 个 时 期 活 性 污 泥 PJ@IQ3IJ指 纹 图 谱 中 的

0:,Lv的片段进行 DEF组分分析+

ab&,c期 高平平等 代̂表活性污泥中苯酚降解菌群的 PJ@IQ3IJ产物片段的多态性
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! "!和 "#监测时期活性污泥的 $%&’()’%指纹图谱

*+,-! $%&’()’% .+/,0121+/3+/,4.563+753089:;8,0

.14<"!5/8"#<4/+341+/,935,0

!=!>?:58801@A="!@B="#

CDC 重组质粒的提取及酶切分析

将 )!和 )#条 带 从 凝 胶 中 切 割=分 别 回 收 其 中 的

EFG片 段=与 2H$"(I$59J载 体 连 接=转 化 到K-LMNO

EPQR=在含有 S(H5:T&)IH和 5<2+6+::+/的 UV平板上

涂板 培 养=随 机 挑 取 AAW个 克 隆X)!=!AY个@)#=!YW
个Z[质粒 EFG提取和电泳检测表明 !WB个克隆为含

有目的片段的重组子=其中含有 )!插入片段的转化子

为 W\个=含有)#片段的重组子为W]个[对!WB个重组

质粒进行 ^O_.&酶切分析=共得到 BQ种物理图谱类型

X图 AZ=命名为 ‘!(‘BQ[)!表现为 AY种类型=其中 ‘B
和 ‘a为主要类型=二者占总数的 aW-Qb=其余 aW个转

化子分属 !#个类型[)#片段的酶切结果为 A\种类型=

!A种类型和 )!共享=不同于 )!条带的有 !Q种类 型=
以 ‘BT‘a和 ‘Q三种类型为主=占总克隆数的 B\DQb[

CDc 重组质粒测序结果和同源性分析

图 A BQ个代表类型的转化子 ^O_de酶切图谱

*+,-A ^O_de 214.+:094.BQ1021090/353+706:4/09-

"1f:>?:58801@IfI($593706341@!(BQf1021090/353+706:4/09

!WB个转化子共表现为 BQ种不同酶切类型X‘!(‘BQZ=每种类型选一个转化子=两端各进行 !个测序反

应=将同源性gWYb的片段归属一类=排除反向插入的类型=共得到 !Y种不同类型的 EFG片段=每个类型

选择一个代表克隆进行全长测序[两个条带中 !Y种类型片断丰度分布见表 ![
从表 !可知不同类型插入片段的丰度差异非常明显=丰度最高的是 ‘B=)!条带中 \]-Bb的转化子和

)#条带中 ]]-\b转化子归属该类型@其次为 ‘!=在两条条带中所占比例分别为 !]-Qb和 A#-!b[在所有

转化子中=含有 ‘B序列的重组子数目共 !B#个=丰度为 \!-Qb@含有 ‘!的质粒数目为 aB=丰度为 AA-Bb[

‘!和‘B类型为)!和)#条带所共有=占总数的 WB-#b=其它 Q种类型为)!条带所独有=B种类型为)#的

专一性条带[两个条带的主要组分相同=说明它们代表的主要降解细菌种群结构基本一致=在部分细菌种

群组成上存在差异=可能与两个时期废水中主要污染物的组分和浓度变化有关[
对 !Y种代表类型 EFG片段进行检索分析=!Y个片段与 H0/V5/>中任何已知基因序列均无显著同源
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性!预示这些基因组 "#$片段代表的可能是一些新的细菌种类%也可能代表在基因水平上研究较少的已

知种类!
表 & 两个特征性条带中 &’个不同基因组片段的多态性分布

()*+,& -*./0)/1,231+2/,435267&)/07849:/);.5,*)/04*)4,02/4,<.,/1,)/)+=494
类型 >?@A BC BC BD BD BE BF BCG BCH BCF BGC BDD BDI

数量 #JKLAMNOPQNRAS CT GE EI TI C D C C C C C D
丰度 $LJRUVRPAWXY CTZH G[ZC ETZD TTZE \ZH CZT \ZH \ZH \ZH \ZH \ZH CZT
来源 B]̂RV_JMALVRU ‘C ‘[ ‘C ‘[ ‘C ‘C ‘C ‘C ‘C ‘[ ‘[ ‘[

abc 特异引物 ‘de扩增结果

BD序列的丰度最高%是 ‘C和 ‘[条带的主要组分!根据该序列 Hf和 Df端约 H\\L@处碱基序列设计特

异性引物并对 gC时期活性污泥及其它在 hijUdkljg‘和 mmn 培养基上的回收菌的总基因组 "#$进

行扩增检测%这种专一性扩增的产物长度约为 CZCoL!图 D显示%除 hi上的回收菌没有显示条带外%活性

污泥和其它回收菌中均有 CZCoL的目的条带出现%表明活性污泥和其它 D种培养基的回收菌中都有这些

主要功能降解菌群存在!

图 D 含有 BD序列的细菌在不同样品中的专一性检测

m]̂ZD ‘de UA_AP_]NRONM_pA@MASARPANOLVP_AM]V

PNR_V]R]R̂ BDOMV̂KAR_Z

C%C\\L@QVUUAMqG%RÂV_]rAPNR_MNQqDZmhiqI%mUdklq

H%mg‘qT%mmngqE%VP_]rV_AUSQJÛAV_gCS_V̂A

s 讨论

用酶切图谱和测序分析的方法对 ‘C和 ‘[两个主

要功能降解菌群的特征性 "#$条带进行研究%表明它

们是大小相同但序列不同的基因组片段的混合物!这

些片段的组成反映了细菌种群的组成特征!

np]_AQA?等tEu对一个工业规模污水处理 系 统 的 微

生 物 区 系 结 构j生 理 特 性 和 一 些 主 要 污 染 物W总 酚 量j

@vj硫氰酸j氰化物j氨j总 有 机 氮 和 活 性 污 泥 浓 度Y的

相 关 分 析 表 明%一 个 处 理 系 统 中 微 生 物 区 系 的 形 成 和

变化与不同的选择压相关!在所检测的污染物中%总酚

含 量 对 某 些 功 能 菌 群 如 wx‘MN_ANLVP_AM]V的 种 群 结 构

和生理活性有极明显的调控作用%其次为硫氰酸盐!
在本研究中%gC和 g[时期系统的降酚和降解氰

化 物 的 效 率 较 好%分 别 为 FFZCX%FGZEX和 FEb[X%

[EZEX%但 gC时期焦化废水中的苯酚浓度较 低%而 氰

化物为监测时期最高!g[时期%处理废水中的酚浓度为 [个时期的最高%氰化物浓度相对较低!‘C和 ‘[
条带组分分析显示在这两个时期它们所代表的系统中的细菌群落结构有差异!因此%当环境发生变化时%
群落在维持功能稳定的时候就需要相应调整其种群结构!同样%微生物群落结构要保持稳定则其功能就会

发生变化!这种环境条件x群落结构x生态功能的互作关系%是群落生态学中的一个重要理论问题%本课题为

深入研究这个问题提供了模型和分子监测手段!

iM]RopNOO等tCHu在 对 已 知 硫 氧 化 细 菌WBJQOJMxNy]U]z]R̂ {|}~!}"#~$%}#&Y和 不 同 变 形 杆 菌 亚 纲 细 菌 的

CTBMe#$序列对比分析的基础上发展了硫氧化细菌特异性引物%用特异性 ‘de扩增的方法对不同生态

系统中硫氧化细菌{|}~!}"#~$%}#&的存在进行了分析%并尝试用富集培养和选择培养的方法对它们进行分

离!通过对在培养基上获得的分离物进行特异引物 ‘de扩增和引物专一性探针杂交的方法%从几种不同

的生态系统中分离到 E种新的 {|}~!}"#~$%}#&菌株%是一个典型的’序列引导下(的分离重要细菌的成功案

例!用 BD特异性引物对活性污泥和它在 Udkljg‘和 mng培养基上的回收菌进行特异扩增%显示出较

好的专一性%均检测到带有 BD片段的功能降酚菌群的存在!如果把 BD进行 ")k标记%制备专一性探针%有

可能用探针杂交的方法对这些菌群进行分离%这种用未知细菌的基因组片段辅助分离该细菌的做法是非

常值得尝试的一个技术路线%有关工作正在进行之中!

FF\CT期 高平平等*代表活性污泥中苯酚降解菌群的 +e)dx‘de产物片段的多态性
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!"丰 富 培 养 基 的 回 收 菌 中 没 有 检 测 到 目 的 条 带#可 能 与 !"培 养 基 对 细 菌 种 群 的 选 择 性 有 关$

%&’()*等用探针原位杂交和培养基相结合的方法对一活性污泥处理系统中两个高+低负荷曝气池的活性

污泥微生物种群结构进行了研究#显示用丰富培养基培养的方法对活性污泥中的微生物种群进行描述具

有很大的片面性#!"培养基对活性污泥系统中一些细菌种群如 ,-亚纲的变形杆菌有着明显的选择作用#
对变形杆菌 .-亚纲的一些细菌菌群如肠杆菌等有着较好的回收能力/012$

本研究对群落结构指纹图谱中与苯酚降解菌群相关的特征性条带的 345片段组成特征及其序列特

点进行了解析#得到功能菌群的部分基因组序列信息并发展了基因组专一性探针#这对用分子生物学的方

法辅助分离一些用常规方法分离不到的重要微生物功能类群提供了可行的技术路线#对实现大量难培养

细菌的基因资源的研究利用具有一定的参考价值$
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