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摘要E建立一种不依赖纯培养3可以在废水处理工业现场使用的监测微生物群落结构变化的分子技术N以处理焦化工业废水

<%!?)生物膜工艺A不同构筑物中的悬浮污泥的微生物群落为研究对象3每周采样 B次3连续 "周N获得悬浮污泥总 l.%的

(k,&Kn&k指纹图谱3结合分子杂交进一步区分相同条带间的不同序列信息N结果表明3在缺氧池<%!池A和好氧池<)池A之

间3各个采样点的 (k,&Kn&k图谱差异不大3悬浮污泥在各构筑物之间交流充分C同一采样点的图谱在不同采样时期具有明显

差异3显示了在此期间微生物群落的连续动态变化过程N通过对生物膜系统中悬浮污泥的微生物群落结构的指纹图谱分析3可

开发出对该系统微生物群落结构动态变化进行检测的技术N
关键词E(k,&Kn&kC指纹图谱C分子杂交C污水处理
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污水生物处理技术是环境保护中最重要的技术方法之一[其原理主要是通过微生物对各种有机污染物的降解作用\无论是

活性污泥或生物膜装置[其反应的主体都是由各种细菌]真菌]藻类和原生动物等构成的一个复杂的微生物生态系统\装置的运

行是以其中的微生物种群为基础的[种群结构的变化决定了其处理功能的变化\通过研究微生物群落结构动力学变化与降解功

能的关系[就有可能在提高装置的处理效果]降低运行成本]扩大处理能力等方面取得显著效果\因此[污水处理装置中的微生

物相可以起到指标生物的作用[由此来检查]判断处理装置的运转情况和污水处理效果\
但是[过去受传统分离培养方法的限制[人们对环境中的复杂微生物群落的组成及功能没能得到深入的认识\以污水生物

处理为例[由于技术的局限[毫无疑问使一些关键问题无法得到解决[如活性污泥的膨胀V主要优势功能菌的鉴定及其生长速率

的测定等等\对微生物群落结构变化规律的认识不足[直接影响了生产实际中污水处理的效果\
近年来[人们开始发展一些新方法来研究环境中的微生物群落[其中 @̂K_K‘鉴别系统是重要的方法之一a9b[它是通过微

生物对一系列8F<种=唯一碳源利用能力上的差异来加以鉴别\这种方法的局限性是仍然必须基于微生物的可培养性\完整细

胞的方法也一直用于对微生物群落的鉴别上[它是基于在添加了不同底物的各种土壤中对微生物细胞呼吸作用的测定a;b\此

外[c-)%"等人也曾描述了用脂质生物标记的方法来鉴别微生物群落aXb\而作为分子生物学方法引入生态学研究的结果[人们

可以通过直接分析自然环境中微生物的 deHf?eH来分析和鉴别微生物[这些方法包括 ?g_CaDb[5‘‘>fd‘‘>a<b[以及

>?@ABCA?指纹图的方法aIb等\

>?@A序列8>*%"./2,+%".),3?"6"%)%)E"@*%".7"*)+A/*$"*$&$h"i&"*+"=是首先在肠道细菌基因组中发现的长为 9;I26的非

编码保守重复序列aJb[随后相继又在其他许多肠道的]非肠道的细菌中发现了 >?@A序列\>?@A序列在不同细菌中的拷贝数和

定位都不同\利用 >?@A保守序列设计的引物对细菌 deH进行 CA?扩增[可以得到反映细菌基因组结构特征的谱带[因此可

广泛用于细菌鉴定]分类等研究aZb\在后来 ‘)33)*7$等人aF[9Wb的工作中发现 >?@A引物在扩增过程中并不一定匹配 >?@A序列[
而实际上是随机结合的[>?@ABCA?实际上是随机的扩增技术\人们曾以肠道微生物区系和活性污泥微生物区系为研究对象[
探讨了 >?@ABCA?在分析和检测细菌种群结构动态变化中的作用\研究表明[用 >?@ABCA?分析所得到的指纹图谱[在比较不

同群落结构特征的差异以及同一群落在一段时间内微生物种群的变化过程是有效的a99b\
本研究直接以污水处理构筑物为研究对象[旨在以 >?@ABCA?为基础并结合分子杂交[建立一种不依赖于纯培养]可以直

接对构筑物中微生物群落变化进行动态监测和精细比较的分子方法\

j 材料与方法

j:j 污泥样品

取自上海某焦化厂H;fK生物膜污水处理系统8H9U厌氧池VH;U缺氧池VKU好氧池=\共设置 I个采样点[分别是H9池中间]

H;池进水]H;池中间]K池进水]K池中间]K池出水\每个点采集悬浮污泥水样约 ;WWW13\每间隔 9周采样 9次[连续 D周\

j4k 样品处理

污水样品[9WWWWl7<1)*[收集沉淀\加 <倍体积的 5>eC2&00".加玻璃珠充分旋涡[9WWWWl7<1)*[收集沉淀8重复 ;
次=\加 <倍体积的 Ĉ h2&00".[旋涡[收集沉淀8重复 ;次=\加 Ĉ h悬浮[分装试管89W13离心管[每管加 D13悬浮液和 913
甘油=[旋涡均匀[mJWn保藏\

j4o 总 deH提取及纯化

样品 W:X7pW:<789W13离心管=[加 ;13"q%.,+%)/*2&00".悬浮[加 ;粒玻璃珠漩涡 <1)*\加入 ;13;Ghdh2&00".[上

下颠倒 9W1)*8放置冰上=\9XWWWl79W1)*[收集上清\加入 D13酚轻轻混匀\9XWWWl79<1)*[取上清\加入 ;13酚和 ;

13氯仿[颠倒几下混匀[9XWWWl79<1)*[取上清\加入 D13氯仿[颠倒几下混匀\9XWWWl79<1)*[取上清\加入 W:I倍体积

异丙醇[混匀\m;Wn9-或过夜\9DWWWl7;W1)*[弃上清\沉淀用 JWG乙醇洗 9次[冷冻干燥\9WWr35>或超纯水悬浮[加

入 9:<r3?e,$"H8;W17f13=XJn消化 ;W1)*\m;Wn保藏\必要时[deH样品用stK̂ @KudeH6&.)0)+,%)/*v)%过柱纯化\

j4w >?@ABCA?引物序列

9XX9J期 陈 敏等U用 >?@ABCA?结合分子杂交监测焦化废水处理系统8H;fK=中微生物群落结构的变化
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456 探针标记与 78*分子杂交

选 !"#$)9$"图谱中条带数最多的污泥 78*样品:;池进水点样品<=9$"扩增后产物过柱纯化=地高辛标记做成微生物

群落结构探针:7#,78*>?@ABCDE?DF7AGAHGCIDJCG<1%/30

45K 图谱的相似性分析

用 LIMADNID配对比较相似性系数:O?CMPCNANCQCB?MCGRHIASSCHCADG=TU<比较 !"#$)9$"指纹图谱的相似性1%-30

图 % 同一监测时期 *V;池的 !"#$)9$"指纹图

WCE5% +XA@?DFCDEO?GGAMDNOMIFYHAF@R!"#$)Z$"?D?BRNCNIS

N?QOBANHIBBAHGAFSMIQ*%[*/?DF;G?D\?GGXAN?QAGCQA

%&分子量标记 ]M:%J@B?FFAM<./&阴性对照 8AE?GĈAHIDGMIB.

-_‘&厌氧池*D?AMI@CHG?D\.’_a&缺氧池 *DIbCHG?D\.c_2&好氧

池 ;bCHG?D\

d 结果与分析

d54 不同处理池微生物群落遗传指纹图分析

图 %所示是同一时间分别采自 *%[*/和 ;池中央悬浮污

泥样品的 !"#$)9$"指纹图谱0结果显示=*/和 ;池的指纹图

相似=均显示约 %‘条清晰可辨的条带=且主带位置一致=TU值为

%eef.而 *%池指纹图明显不同于 */和 ;池=既显示了共同的

条带又存在独特的条带=其条带数较少=TU值仅为 ‘ef0此图谱

反映了在同一时间不同处理池悬浮污泥中微生物群落结构的基

本状况=可以初步判断 */和 ;池悬浮污泥中微生物的组成是

相似的0分析原因可能与两池之间污水有交流有关=因为 */池

的水直接流入 ;池=而 ;池的水有部分回流至 */=即两池的水

是循环交流的=这样可能就导致了 */和 ;池的悬浮污泥中微

生物群落结构的相似性0另一方面=为了考察总 78*提取[9$"
扩增以及凝胶电泳分离方法的可重复性=分别将 *%[*/和 ;池

的样品分成相同的两份进行平行重复实验=结果表明重复试验

产生的指纹图非常一致0

d5d 同一处理池不同采样点微生物群落遗传指纹图分析

图 / 同一监测时期 *V;池不同采样点的 !"#$)9$"指纹图:?<

LIYGXAMD@BIG:@<

WCE5/ +XA@?DFCDEO?GGAMDNOMIFYHAF@R!"#$)Z$"SCDEAMOMCDG

?D?BRNCNISN?QOBANHIBBAHGAFSMIQFCSSAMADGBIH?GCIDNPCGXCDGXA*%[

*/?DF;G?D\?GGXAN?QAGCQA:?<LIYGXAMD@BIG:@<

%&分子量标记 ]M:%J@B?FFAM<./&阴性对照 8AE?GĈAHIDGMIB.-&

*%.‘&*/)L%.’&*/)L/.a&;)L%.c&;)L/.2&;)L-

*%&厌氧池 *D?AMI@CHG?D\.*/&缺氧池 *DIbCHG?D\.;&好氧池 ;bCH

G?D\.L%&进水处 CDBAG.L/&池中间 QCFFBA.L-&出水处 IYGBAG

除 *%池以外=*/和 ;池均设置了进水处:L%<[池中间

:L/<和出水处:L-<-个采样点0因*/和;池有管道相通=即*/
出水就是 ;池进水=故 */池实际只有两个采样点:进水和池中

间<0如图 /:?<所示=*/或 ;池不同采样点悬浮污泥样品的

78*指纹图相同=说明各采样点之间的微生物群落组成没有显

著差异0
但这种以比较条带的数目[位置和亮度的指纹图方法=只能

是初步判断样品间微生物组成的异同=确切的判断还应该提供

相应条带之间的序列信息0为此=使用了微生物群落结构探针的

方法=即选取图谱中条带数最多的 ;池进水点样品1如图 /:?<

>?DAa3=!"#$)9$"扩增后用地高辛标记 9$"产物=做成探针0
如图 /:@<所示是 */和 ;池不同采样点样品的 !"#$)9$"图谱

与群落结构探针杂交所得到的相应的 LIYGXAMD@BIG图谱=基本

显示了与 !"#$)9$"指纹图分析相一致的结果0
根据以上结论=在以后的研究中=每个处理池只需选择一个

采样点即可0

d5g 不同监测时期 *V;池中微生物群落结构的变化

图 -所示是 ‘个不同时期+%[+/[+-和+‘:每间隔 %周<分别从*/和;池采集样品的!"#$)9$"指纹图:*<以及与群落

结构探针杂交所得的相应的LIYGXAMD@BIG图谱:图 -@<0结果表明=这 ‘个时期系统中的优势种群是相对稳定的=但同时也显示

了整个群落的连续变化过程0前者表现为共有一些主带=后者则主要表现为条带数目及条带亮度上的变化=较明显的是 %h/’

J@处的条带变化:红色箭号所示<=第 %[第 /周时此条带清晰可辨=第 -周时条带消失=第 ‘周又重新出现=但较弱0此外=图 -
也显示了 */池的变化过程与 ;池是一致的=这再次说明了这两个池子悬浮污泥的主要微生物组成及数量是相

/--% 生 态 学 报 /‘卷
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图 ! 不同监测时期 "#$池的 %&’()*(&指纹图+,-./01234567/1

+6-

89:;! <23%&’()*(&6,5=95:>,11345?+,->4/=0@3=A4/B"C,5=

$1,5D?,B>73?@/773@13=,1/53E33D7F95134G,7/G34,A/04)E33D

>349/=,5=123,5,7F?9?/A./01234567/1195:+6-

HI分子量标记J4+HK67,==34-LCI阴性对照53:,19G3@/514/7L!M"C)

<HLNI"C)<CLOI"C)<!LPI"C)<NLQI$)<HLRI$)<CLSI$)<!LHTI$)

<N

"CI缺氧池 "5/U9@1,5DL$I好氧池 $U9@1,5DL<HV<NI第一周至第

四周的样品 ?,B>73?/61,953=A4/BA94?11/A/412E33D?

表W X个时期YZ和[池样品的\]̂_‘a_]指纹图谱的相似性系数

bcdefW ghicjklmnceofpqrkpcisefpqkriYZctu[jctvp

样品

.,B>73

wx+y-
"C $

<H <C <! <H <C <!
<C NH QP
<! NS NN PC NN
<N O! NC PQ OT NO PO

"C 缺氧池 ,5/U9@1,5DL$ 好氧池 /U9@1,5DL<HV<N 第 H

周V第 N周的样品 ?,B>73?/61,953=A4/BA94?11/A/412E33D?

似的z

N个不同时期 "C和 $池样品的 %&’()*(&指纹图谱的

wx值分析如表 H所示z
从以上实验结果充分说明了 %&’()*(&指纹图结合微生

物群落结构探针的方法{可用于监测复杂微生物群落的结构

特征及优势种群的动态变化z

| 讨论

|MW 关于 %&’()*(&

%&’()*(&是以分布在细菌基因组中的重复共有序列为

基础的 }~"指纹分析技术z从环境样品中提取的总 }~"为

模板进行 %&’()*(&扩增{*(&产物经琼脂糖凝胶电泳分离

形成每一微生物群落所特有的条带图谱z条带的数量!确切的

位置和亮度{反映了微生物群落结构的特征z这样{对环境微

生物群落结构的分析已转化为对其 }~"指纹图的分析z就一

些图谱会比较复杂的微生物系统而言{可通过建立数量测定

的方法对图谱进行客观的分析{如用 wx系数"H!#比较图谱间的

相似性L用.2,55/5指数"HN#来计算群落多样性的变化z图谱中

每一条带来自源于不同的细菌{同一条带 }~"片段大小相同

而序列可能不同{为此通过分子杂交技术进一步分析更深层

次的序列信息z

%&’()*(&指纹图谱分析技术已被赵立平研究小组成功

地用于对活性污泥中微生物区系结构变化的研究上"HO#{利用

这一技术研究了 "$工艺焦化废水处理系统曝气池的微生物

种群结构的动态变化与污染负荷以及主要污染物降解效果变

化之间的关系z结果显示{在系统对苯酚和氰化物去除效率相

对稳定的状态下{%&’()*(&整体图谱特征保持稳定{反映出

监测期间该活性污泥处理系统微生物种群结构比较稳定z与此同时{通过指纹图谱分析鉴定出了亮度变化与苯酚降解效率大致

呈正相关的 }~"条带z通过对该条带的分子克隆!物理图谱分析和部分克隆的测序{找到了反映苯酚降解效率功能菌的特异

标记"HP#z我们的研究也证明了通过 %&’()*(&的方法能产生不同时间或空间微生物群落的特征性指纹图{并在动态监测过程

中反映出群落结构特征的变化z

|;Z 种群结构与功能的相关性

一般来说{在由多种细菌组成的微生物群落中{各种细菌只有当其种群数量超过总数量的 HyVHTy时{其特征性的条带

才可以在群落结构}~"指纹图中表现出来z因此{图谱所反映的应该是群落中数量占优势的种类z但是{不同的环境样品}~"
分子的组成及相对数量不同{重复序列在不同基因组 }~"分子中分布及拷贝数均不同{这种差异可以反映在 %&’()*(&获得

的指纹图谱中{因此图谱反映的是某一环境样品中微生物种群组成的特征z本文作者用 %&’()*(&结合分子杂交技术来分析

和比较系统的微生物优势种群结构与功能的相关性z
微生物的群落结构决定了其生态功能z因此{污水处理装置中微生物群落结构的变化将能反映该系统的运行状况及降解效

率z在整个监测时期{根据水样分析数据+数据未显示-{有一次较大的波动是在第 !周{此时原水中的 ($}!酚及氨氮含量远高

于前两周z对应于指纹图分析来看{第 !周样品的条带数量明显减少{特别是大约 HMCOK6处一条较亮的条带消失z这可能是

由于受到高负荷的冲击后{使微生物群落结构发生了明显的变化{有时甚至使整个群落崩溃"HQ#z关于这方面的结论还有待进一

步的研究证实z

|;| 液相悬浮微生物与生物膜的相关性

生物膜是由固定在附着生长载体上的细胞所组成z生物膜形成的第一步就是液相中的悬浮微生物在载体表面的可逆附着

过程{即液相中的微生物附着与脱析的双相动态过程z此时附着的微生物密度与悬浮微生物浓度间存在着正比例的关系z随着

微生物的不可逆附着过程{固着的微生物增长繁殖{同时会向水中释放出游离的细胞z最后{生物膜老化剥落{然后又开始新的

生物膜形成过程z因此{生物膜的微生物组成与液相中悬浮的微生物具有相关性z通过分析悬浮微生物的结构与组成{在一定程

!!!HQ期 陈 敏等I用 %&’()*(&结合分子杂交监测焦化废水处理系统+"C#$-中微生物群落结构的变化
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度上能够反映出生物膜上的微生物生长和功能的特点!所不同的是"由于生物膜上的微生物没有悬浮生长的微生物那样承受强

烈的曝气搅拌冲击"因此生物膜上除大量细菌生长外"还可能出现大量真菌#线虫类#轮虫类等生物!此外"由于生物膜上生物平

均停留时间较长"能够生长世代时间较长#增殖速度慢的微生物"如硝化菌等!所以"在某种程度上"生物膜上的生物多样性和相

互作用会更加复杂!有关生物膜的微生物群落结构以及与悬浮微生物间的关系有待进一步的研究!
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,-|. /81XX":8=3>"1622"?@ABCX1EUK8F61=7V=8<6JL1GEo0=1KP7032876=3I8JF02686=8JF6R8F07LKU7308L20GK0JF07IVJ1<E1L6F61=1G

Z;NYPXY;G283<0=FL6=8GU=JF61=P8LL1J68F07L63=8FU20I8=71GJ1<<U=6F60L/G6=302E26=FLC’a@A)abBbd‘aAp‘̂‘aA"ivvl"tgS|T+"ik"!C

,-j. :8&UV8:"%8x6$"9o6308x6mCn=1UFI208x1G=1=GK1JJUK8F6=3J8F8I1K6JE1EUK8F61=LJ8UL07Fo0I208x71-=1G8Eo0=1KP7630LF6=3

8JF6R8F07PLKU730E21J0LLC’((BC)̂ *‘]b̂C_‘a]bc‘bBC"-fff"+3SjT+i!-lki!-fC

参考文献+

,!. 赵立平"肖红"李艳琴CZ;NYPXY;+一种快速鉴别环境细菌菌株的方法C应用与环境生物学报"-fff"3+lvkllC

,--. 潘莉"杜惠敏"黄海东"等C腹泻儿童肠道菌群结构特征的 Z;NYPXY;指纹图分析C中国微生态学杂志"ivvl"}3SlT+-#-k-#lC

,-i. 萨姆布鲁克 >"费里奇 ZD"曼尼阿蒂斯 $C分子克隆实验指南C第 i版C北京+科学出版社"-fffC""k|vC

,-". 高平平"赵义"赵立平C焦化废水处理系统微生物群落结构动态的 Z;NYPXY;指纹图谱分析C环境科学学报"ivvl"tgS|T+jv"kj-vC

,-|. 高平平"王健"席玉英"等C代表活性污泥中苯酚降解菌群的 Z;NYPXY;产物片段的多态性分析C生态学报"ivvl"tgS|T+"ik"!C

#ll- 生 态 学 报 i#卷

万方数据


