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对降解喹啉的厌氧生物反应器中重要功能菌群的鉴定 
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摘要：通过把微生物区系组成的分子水平的动态变化情况与微生物群落的整体功能变化相关联，鉴定重要的功能类群是微生物 

分子生态学研究的一个重要的策略。应用分子生物学的方法，对一个实验室规模的用于降解喹啉的厌氧反应器生物膜样品的 

微生物区系组成变化进行解析，找出可能的主要功能菌。通过 DGGE对反应器的种子污泥和运行稳定的厌氧生物膜反应器的 

微生物区系组成进行了对比分析，并对主要的优势条带进行了分子鉴定。同时对以上两个样品构建 16S rDNA克隆文库，通过 

统计学分析对克隆文库的有效性进行验证，并对文库进行测序分析。DGGE条带及克隆文库的序列分析均表明，在驯化过程 

中，Gamma Proteobacteria亚纲与Desulfobacterpostgatei种的微生物显著增加，这种动态变化表明这些细菌可能是在厌氧条件下对 

喹啉的降解起关键作用的微生物。 
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Abstract：Microbial community structure in a lab·-scale quinoline--degrading anaerobic biofilm reactor was dissected in comparison 

with the seeding sludge to identify the functionally important members．Samples were collected from the biofilm when the reactor 

reached the stable quinoline and COD removal efficiency．Total DNA was extracted from the samples．16S rDNA v3 region was 

amplified and DGGE analysis was performed．The dominant bands were excised and the nucleotide sequences of the rRNA genes 

were determined．At the same time，a near-full length 16S rDNA library was constructed．Nucleotide sequences of 100 randomly 

selected clones were determ ined and identified by nearest neighbor analysis．Comparison analysis with the seeding sludge indicated 

a significant increase of the Gamma Proteobacteria and Desulfobacter postgatei during the acclimation period in the reactor，this 

suggested that these microorganisms may be functionally impo rtant for quinoline—degradation under anaerobic conditions． 

Key words：biofilm；anaerobic reactor；DGGE；16S rDNA clone library 

利用分子生物学 的技术 ，对 自然及人工的生态系统进行 微生物区系 的解析 ，能够更深入 的了解 和更好 的 
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利用这些系统。废水处理系统是 目前研究较多的人工生态系统之一 ，而厌氧条件下的生物处理 目前是很多废 

水处理系统的一个重要组成部分。当代废水处理的一个主要的变革就是将厌氧过程组合到废水处理中，使好 

氧和厌氧状况在反应体系中同时存在或反复周期地实现 。许多在好氧条件下难以发生的反应，如多氯芳烃 

的脱氯，芳香族化合物和杂环化合物的开环，均可在厌氧条件下发生。但是厌氧微生物往往难以培养和分离， 

这使得人类对厌氧微生物的研究远远低于对好氧微生物的研究水平 。近年来随着研究技术的发展，尤其是 

分子生物学的手段应用于解析环境样品中微生物的区系组成，使得人们对厌氧微生物的认识有了很大的进 

展。并不断有新的物种被发现，Chouari等最近还在厌氧的废水处理系统中发现了一个新的微生物类群 。 

这些发现有利于对废水的厌氧处理过程进一步的深入理解与改 良． 

传统的分离培养方法研究废水处理系统时，一个主要的问题就是将在实验室分离到的具有重要功能的微 

生物投回废水系统中时，该微生物很难发展成为系统中的优势种。这主要是由菌种本身的生存能力及其降解 

有机物的能力所决定的 。分子水平的方法与传统培养方法的区别在于，传统方法是先进行菌种分离然后 

鉴定其功能与分类地位，也就是说其功能是在实验室条件下的功能，而分子方法是根据系统的功能直接鉴定 

其优势功能菌 ，避开 了培养过程的选择性造成的偏差 ，所鉴定出的微生物 已经具有 了在废水处理系统 中发展 

成为优势种的潜力 ，这对于工业废水处理过程的运行和改进具有指导意义。 

微生物在废水的生物处理过程中起着重要的作用。随着分子技术应用于环境样品微生物区系的研究，通 

过对直接从环境 中提取的 DNA进行扩增 、克隆测序 ，人们得 到了越来越多的 rRNA基 因序列 。但这些序列 

大多与已经培养得到的细菌的亲缘关系较远，无法用已知的信息对其进行鉴定。通过对微生物所在的系统功 

能与这些序列进行关联 ，可以得到一些关于这些微生物的功能方面的信息 ，从而可以鉴定 出该系统 中的优 

势的功能均 。 

喹啉是一种主要 的含氮杂环化合物 ，是存在于某些土壤 和水体 中的主要含氮污染物之一 ，实验表 明喹啉 

具有毒性和致癌性 。而在工业废水处理过程中，喹啉也是一种常见的难降解的复杂有机物之一。近年来， 

由喹啉污染引起 的大众健康问题越来越多的受到人们的重视 。̈’“J。 

在本实验中，建立了一个能够稳定降解喹啉的厌氧生物膜反应器，应用 DGGE和构建克隆文库的方法，对 

其微生物组成进行了解析，并与种子污泥的微生物 区系组成进行对比分析 ，通过分析微生物 区系组成的变化 

来找出厌氧条件下对喹啉的降解起主要作用的功能菌，这对研究废水中含氮杂环化合物的降解具有一定的意 

义。 

1 实验方法 

1．1 装置调试与样 品采集 

反应器的体积为 18L，鞣性材料作为填料。种子污泥采集于上海焦化厂废水处理系统的二沉池。该系统 

利用种子污泥进行挂膜 ，人工合成废水的成分为喹啉 、葡萄糖 、(NI-I,) so,和 K2HP04。喹啉为 40mg／L，保持系 

统中碳 、氮 、磷的比 150：5：1。合成废水 由一个 电磁刻度泵 (ES series，IWAKI，Japan)连续加入反应 器中并保 

持水力停留时间为 24h，系统的温度 由一个电子加热器(YH，China)控制在 30℃。经过 6周的调试 ，反应器达 

到了一个稳定的状态 ，连续 5d监测喹啉和 COD去除效率。COD由Greenberg国际标准方法测得 。喹啉的浓 

度由 HPLC(high performance liquid chromatography，GC7890，Techcomp，Shanghai China)法测定。pH值和溶解氧 

(DO)分别由 pH计(pHS．3C，Leici，China)和氧气表 (Oxi330i，wTW，C~rman)进行测定。当系统达到稳定状 

态后，采集生物膜样品进行微生物组成分析。 

1．2 样 品预处理和 DNA提取 

本实验使用的种子污泥同文献  ̈，种子污泥的处理过程详见文献 。 

1．2．1 样品预处理 在生物膜样品中加 5倍体积的 TENP缓 冲液(50mmol／L rifts，20mmol／L EDTA，100mmol／L 

NaC1 0．01g／ml PVP，pill0)及玻璃珠充分旋涡(5min)。11821 r／min(10000g)，4'E离心5rain，收集沉淀。加5倍体 

积的 PBS缓冲液(8g／L NaC1，0．2g／L KC1，1．44g／L Na2 HPO ，0．24g／L KH2PO ，pH7．4)，旋涡，收集沉淀(重复 2 
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次)。加 PBS缓冲液悬浮，分装到 10ml离心管，每管加 4ml悬浮液和 lml甘油，一部分样品进行 DNA的提取， 

暂时不用的样品放在 一70~C保存。 

1．2．2 DNA的提取 将前处理好的样品分装到 1．5ml离心管中，11821r／rain(10000g)，4℃离心 5min，收集 50 

— 100rag样品，加 2ootd抽提缓冲液(100mmol／L Tris，100mmol／L EDTA，200mmol／L NaC1，1％ PVP，2％ CTAB，pH 

8．0)，加 2粒玻璃珠，旋涡5min，使样品充分悬浮。加入 2ootd SDS缓冲液 (2％SDS)，上下颠倒 5min，放置冰 

上。样品进行 13479drain(13000g)离心 10rain，将上清液转移到一个新的离心管内。加入400ta苯酚颠倒离心 

管混匀样品。样品进行 13479r／rain(13000g)离心 15rain，将上清液转移到一个新的离心管内。同样方法用 

400 苯酚和氯仿(1：1)及 400p．1氯仿各抽提 1次，在上清液中加入 0．6倍体积的异丙醇，上下颠倒混匀后置于 

一 20％沉淀过夜，13987r／rain(14000g)离心样品 20rain，倒掉上清液。用 70％乙醇洗涤两次，冷冻干燥 30rain， 

用 10o 双蒸水悬浮样品。加入 1．5td RNaseA(20ms／m1)37％消化 20rain。得到的 DNA样品于一20~C保存。 

1．3 16S rRNA基因 V3区 PCR扩增及变性梯度凝胶电泳(DGGE)分析 

16S rRNA基因的 V3区扩增采用细菌通用引物 P2，P3[】引。PCR扩增体系及程序采用 Muyzer等人的方 

法 引。PCR产物通过变性梯度凝胶电泳(DGGE)进行分析(Dcode system，Bio．Rad)。其中变性剂梯度为 35％ 

一 60％(100％变性剂相当于 7mol／L的尿素和 40％的去离子甲酰胺)。实验采用 8％聚丙烯酰胺凝胶 ，电泳缓 

冲液为 1×Tris—Acetate．EDTA(TAE)(pH8．4)。电泳在 200V电压、60％条件下运行 200rain，电泳结束后用 

SYBR green工(Amre~o)染色。DNA通过 UVI凝胶成像系统(UVhec，Cambridge，United Kin#om)进行分析。对 

图谱中的主要条带进行割胶回收，通过重新扩增 、克隆、测序并对其序列进行分子鉴定。 

1．4 16S rRNA基因全长扩增 ，克隆文库构建 

16S rRNA基因的全长扩增采用细菌通用引物 Po，P6[】 。PCR扩增体系及程序采用 Di cello等人的方 

法u 。PCR扩增产物通过连接酶连接至 pGEM T．easy克隆载体(Pmmega)，通过电击转化法(BIO．RAD)转化到 

大肠杆菌 DI-ISa中。筛选 100个阳性克隆构建克隆文库 。 

1．5 测序及 序列分析 

对文库 中的 100个克隆首先用 P0引物测序一个反应，共得到 100个序列，测序委托上海英骏生物技术公 

司完成，一个反应大约得到 500bp左右的有效序列，以序列相似性 99％为标准，将这 100个序列划分为临时分 

类操作单元(OTU，provisional operational taxonomic units)。对每个 OTU选取一个代表克隆利用载体引物 17和 

SP6进行全长测序。所得的序列在 RDP数据库中进行嵌合体(chimera)检测  ̈。 

为了检测克隆文库的测序量是否充分，采用了 Kemp等人  ̈的渐进采样法。通过随机采样，构建不同大 

小的假克隆库(pseudo—librariy)。对每一个克隆库，根据 Kemp等人的方法n。 计算两个 estimators，S h舳l̈ 驯和 

ŝcE 。克隆文库的数据输入一个在线的计算程序，得到的结果同样根据 Kemp等的方法进行处理  ̈。 

为了对文库中的克隆的进化地位进行鉴定，在 GenBank(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／BLAST／)数据库中 

对全长序列进行 比对分析 ，寻找亲缘关系最近的细菌或克隆。构建进化树(Phylogenetic tree)。 

1．6 核酸序列登录号(Accession number) 

本研究中所得的生物膜样品的 DGGE条带的序列及克隆文库 16S rRNA基因序列在 GenBank数据库中的 

登录号为 DQ296464．DQ296465和 DQ296466．DQ296474。 

2 结果分析 

2．1 反应器的运行状况 

经过6周的驯化，反应器达到的了稳定的运行状态，系统的 pH值为7．0。溶解氧(DO)<0．1mg／L。经过 

5d对喹啉和 COD去除效率的连续监测，得到的平均喹啉去除效率为53．6％，平均 COD去除效率为 60．4％。 

2．2 DGGE图谱及主要条带的分子鉴定 

提取种子污泥和生物膜样品微生物群落的基因组总 DNA，用细菌通用引物扩增 16S rDNA V3区，通过 

DGGE分析得到的图谱见图 1。对其中的主带(条带 a—e)进行割胶，重新扩增，克隆测序分析。在 GenBank 
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(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／BLAST／)数据库中进行比对分析，发现与条带 a的序 列同源性最 高的是 

Pseudomonas sp．PCP2(AF326380)，与条带 b同源性最高的是 Desulfobacterpostgatei(AF418180)。而种子污泥中 

的优势条带(c～e)与 3个尚未得到纯培养的微生物具有最高的同源性n ，而 a和b条带在种子污泥中几乎看 

不到，这一结果表明，在驯化过程中，条带 a和 b所代表的微生物的种类显著增加。而驯化是在含有喹啉的厌 

氧条件下进行的，所富集的微生物很有可能就是厌氧条件下降解喹啉的主要功能菌。 

e 

d 

C 

b 

*条带编号与左图中编号相对应 Bands were excised from DGGE gel shown left 

图 1 厌氧反应器中的种子污泥及稳定状态的生物膜样品的微生物区系DGGE图谱及其中主要条带的分子鉴定结果 

Fig．1 DGGE analysis of 16S rDNA v3 region amplified from the seeding sludge an d the biofilm in the an aerobic reactor．The denaturing gradient was from 

35％ to 6o％ ．Table 1 shows the result of the sequence analysis of ban ds obtained from DGGE gel 

1：种子污泥样品 Lanel：Seeding sludge；2：厌氧反应器生物膜样品 Lane 2：Anaerobic Rector 

2．3 16S rRNA基因全长文库 的有效性 

种子污泥克隆文库的分析见 ，生物膜样品得到了97个有效的克隆(其中3个被检测为嵌合体)，为了验 

证所建的文库是否足 以用来准确 的预测样 品的丰度 (phylotypes richness)。采用 了 Kemp等人 ” 的渐进采样 

(progressive sampling)的方法 。结果如图 2所示 ，从图中可以看出，两个 estimator均达到饱和状态，说明所建 的 

文库测序量充分。 

2．4 克隆文库的序列分析 2o 

生物膜样品文库中的所有克隆按99％序列同源性 导 
的标准，共得到9个有效的OTU，对每个OTU的全长序 吾 
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析表明Gamma Proteobacteria亚纲和Desulfobacterpostgatei种的微生物在文库中占有优势地位。在 DGGE图谱分 

析中，条带 a的序列同源性最高的是 Pseudomonas sp．PCP2，这是一个典型的 Gamma Proteobacteria亚纲的微生 

物，因此两部分实验结果均表明 Gamma Proteobacteria亚纲和Desulfobacterpostgatei种的微生物是反应器中的优 

势微生物。在种子污泥中，这些微生物并不是优势种 。也就是说当反应器在具有了厌氧条件下降解喹啉 

的功能时，其微生物区系中相应的一些微生物得到富集，所以本实验中鉴定出的优势种很有可能就是在厌氧 

条件下降解喹啉的主要功能菌。 

group 

图3 生物膜样品克隆文库中所有 OTU及其在 GenBank中的亲缘关系最近的序列所构建的系统发育树 

Fig．3 Dendrogram of 16S rDNA 8eqllen~ showing the phylogenetic affiliation of the OTUs in AR．Neiighbor joining tree was constructed of the near-full- 

length 16s rDNA sequences of the representative clones of each OTU and the retrieved sequences from the GenBank databases．The OTU nanle and the number 

of clones belongs belonging to that phylotype are shown in the square brackets．Th e scale bar representss 5 nucleotide substitutions per 100 nucleotides ． 

Bootstrap value(100 replicates)above 50％ are shown at nodes 

虽然本实验鉴定出了一些主要的功能菌，但这些菌的生理特性及其降解复杂有机物的能力尚不能准确得 

知。这些信息可以通过功能基因多样性分析 ，荧光原位杂交技术(FISH)，稳定性同位素探测技术 (SIP) 以 

及对已经鉴定的优势种进行分离等方法进行深入的研究。 
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