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摘要：活性污泥是活性污泥法处理污水系统的功能主体。人类对活性污泥微生物菌群的认识随着其研究方法的发展而逐步深

入。传统培养方法只能检测到活性污泥中 #Y >#=Y的微生物。随着一系列基于免培养的分子生物学技术的出现，活性污泥

中菌群的复杂性和多样性以惊人的速度被人们认识，大量依靠传统检测方法未能发现却在活性污泥中起关键作用的微生物逐

渐被发现。许多模拟活性污泥菌群生存环境条件的现代培养技术开始发展，且已成功培养了一部分传统培养方法不能培养的

细菌类群，这为研究基于免培养方法发现的大量新的微生物菌群的生理特性和作用机制提供了可能，也无疑将把人们对活性污

泥菌群的认识推向一个新的层次2 主要介绍活性污泥微生物菌群研究的一系列方法，从传统培养方法到基于免培养的现代分子

生物学技术，再到现代培养技术，着重论述了现代分子生物学技术及其在活性污泥微生物菌群研究中的进展。
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活性污泥是污水处理厂曝气池内有机污染物质转化的主体，其生物活性的高低从根本上决定了一个污水

处理厂的污水处理能力，而活性污泥的生物活性又主要取决于其中的微生物菌群结构和功能。活性污泥中的

微生物主要由细菌、放线菌、真菌以及原生动物和后生动物等构成，其中细菌是最主要成分。因此，活性污泥

微生物菌群研究一直是环境科学、生态学和环境工程等领域的研究重点。

JK 世纪 LK 年代之前，活性污泥菌群的研究主要以传统分离培养法为主。该方法从活性污泥中发现的主

要优势菌群有：动胶杆菌属 （!""#$"%&）、丛毛单胞菌属 （’"(&(")&*）、不 动 杆 菌 属 （+,-)%."/,.%0）、螺 菌 属

（12-0-$$3(）、产碱杆菌属（+$,&$-#%)%*）、短杆菌属（40%5-/&,.%0-3(）、黄杆菌属（6$&5"/&,.%0-3(）和假单胞菌属

（7*%38"(")&*）等［F M N］。但是后来大量研究发现，在活性污泥中经典纯培养方法能够培养的细菌数量只占活性污

泥微生物总数的 FO MFPO ［Q］。因此，对活性污泥菌群新研究方法的探索是 JK 世纪 LK 年代的当务之急。

JK 世纪 LK 年代后期，随着以 FGC 0=HI 为主要基石的细菌分子分类学的发展，;<= 技术、电泳技术、克隆

文库技术、荧光原位杂交（ABCD）和流式细胞术（A<E）等免培养的分子生物学技术（$")%&6(%&’#:&#3+8+#3+#%
%+$,#&R"+）逐渐成为研究活性污泥菌群的主要手段，活性污泥中菌群的复杂性和多样性也以惊人的速度被人

们认识，大量传统检测方法未能发现却在活性污泥中起关键作用的微生物陆续被发现，如：具有除磷作用的类

红环菌 （9:"8",;,$3*）、小 月 菌 （<-,0"$3)&.3* -884 ）、类 =%.0&*2:&%0& 的 棒 状 菌、俊 片 菌 （>&(20"2%8-& -884 ）

等［P M S］；具有脱氮作用的反硝化生丝微菌属（?;2:"(-,0"/-3(）、固氮弧菌属（+@"&0,3）相关菌、类硝化螺菌

（A-.0"*2-0&）等［L M FK］；与污泥泡沫有关的诺卡氏菌形放线菌（A",&08-"B"0( &,.-)"(;,%.%*）、丝状菌（<-,0".:0-C
2&05-,%$$&）和 A"*.","-8& $-(-,"$& 等［FF］。

免培养技术的出现和完善，使环境微生物学家能够直接使用污泥材料研究和了解活性污泥菌群的结构和

丰度，活性污泥中许多建立在 FGC 0=HI 基础上的新的微生物类群被人类认识，这大大加深了人们对活性污泥

菌群结构的认识。为了深入了解免培养法发现的大量新的菌群的生理特性和作用机制，JK 世纪 TK 年代后期

许多模拟活性污泥菌群生存环境的现代培养技术开始发展［FJ］，且已成功培养了一部分传统分离培养技术不

能培养的新培养物［FN，FQ］，这无疑将把人们对活性污泥菌群的研究推向一个新的层次。

)* 传统的分离培养方法

传统的分离培养法是将定量样品接种于高浓度营养物的选择性培养基中，对生长的菌落计数，并通过观

察各种微生物的生理生化特性及形态构造等进行种属分类鉴定。作为微生物研究的经典手段之一，分离培养

方法在研究活性污泥菌群过程中起到十分重要的作用。

FTGQ 年 >&(- 等采用平板分离法从活性污泥的 S 个样品中分离了 NKK 多个菌株，其中最占优势的是动胶

杆菌属和丛毛单胞菌属［F］。U+#+3&$% 等于 FTSF 年从实验室和城市污水处理厂的两种活性污泥样品中培养、

挑取 FJT 个菌落，经鉴定主要有不动杆菌属、产碱杆菌属、短杆菌属、丛毛单胞菌属、黄杆菌属、假单胞菌

属等［N］。

此法要求比较简单，很适合用来分离一些具有一定功能的微生物，还常用于一些科研工作者的初步研究。

但是此法有很大的局限性：!培养基对某些菌群的选择性；"某些细菌和其它细菌之间有共生现象，不能单独

生长（此类细菌占至今未能培养微生物的很大一部分）；#很多细菌具有难以分辨的相似形态、生理生化特
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性。所以，此方法不能真实的反映活性污泥菌群结构，尤其是对那些具有重要功能仍未能培养的菌群的

检测［!］。

!" 生物标记物法

生物标记物法（"#$%&’()’）是在分类学上通过细胞特有的脂肪酸、呼吸醌等“环境样品信号”来表征、区分

和鉴定细菌属、种和株等的方法。此方法可以避免形态观察方法带来的人为误差，从而进行定性定量分析。

!* #" 脂肪酸图谱分析术

常用的脂肪酸图谱法可分为两种：磷脂脂肪酸（+,-./）图谱法和全细胞脂肪酸甲酯（01-.2-.34/）图谱

法［56］。前者的优点是准确、可靠；而后者的优点是提取简捷，所需样品量少。脂肪酸异丙酯（-.+4/）图谱法

是最近发展的一种脂肪酸图谱法，采用强度更低的试剂（酸性异丙醇）和更简便的处理方法将提取的脂肪酸

异丙基化，分析的对象是脂肪酸异丙酯。脂肪酸通常具有属的特异性，不同微生物具有不同的脂肪酸种类和

数量，因此，可以通过脂肪酸谱图分析来快速有效监测群落的微生物结构变化。

0)’()’ 等同时采用 37872-.34 图谱法和 -.+4/ 图谱法分析了城市污水处理厂活性污泥中的菌群结构，

结果发现二者相似但存在一定的差别，可期待用校正因子的方法来比较两种方法的差别，研究还说明，脂肪酸

异丙酯（-.+4/）具有简便、灵敏、可重复的特点，对环境微生物群落结构的分析有很大的应用前景［56］。

1$9’&: 等对 ; 个污水处理厂的活性污泥絮凝体进行脂肪酸图谱比较分析，结果发现菌群结构有所差异，但脂

肪酸图谱相似［5<］。

脂肪酸图谱法虽然能够快捷有效的从环境样品中提取脂肪酸进行微生物群落结构的分析，但也有一定的

局限性：!对微生物的分类水平较低，不能鉴定到种；"对标记脂肪酸有强烈的依赖性；#复杂的环境微生物

样品中不同微生物种属之间脂肪酸组成的重叠和外来生物污染容易导致一定的偏差。

!* !" 醌类图谱分析术

醌类图谱（=>#9$9) +’$?#@)）法是以特征化合物醌为标记来解析微生物群体组成的方法。有两类主要的呼

吸醌：泛醌（>"#A>#9$9)，B=）即辅酶 = 和甲基萘醌（%)9&A>#9$9)，3C）即维生素 C［5D］。不同的微生物含有不

同种类和分子结构的醌，因此，醌的多样性可定量表征微生物的多样性，醌图谱的变化可表征群落结构的

变化。

E#’&#/F# 等比较了增强型生物除磷（4G+H）类型或一般类型、自然污水或人工污水、处理厂规模或实验室

规模不同情况下的活性污泥菌群结构的生物醌图谱，发现泛醌（=）和甲基萘醌 （3C）的摩尔比（3C I =）总

体上为 J* !66 K J* LM5，数据显示 4G+H 和一般活性污泥中的主要组成菌都是属于 $2变形杆菌的含 =2M 菌种，

其次是属于高 N O 1 的革兰氏阳性菌（EN1）的放线菌门［5M］。

虽然此方法是一种可靠的分析方法，然而也存在一定的局限性，它不能反映具体某个属或种的变化。

$" 现代分子生物学法

;J 多年前，以 5<P ’HQ. 为主要基础的 +1H 技术、电泳技术、克隆文库技术、荧光原位杂交和流式细胞术

等免培养的分子生物学技术开始应用到活性污泥菌群的研究，真实反映了环境样品中菌群的结构和丰度，避

免了传统方法在菌群检测中低丰度易培养细菌被高估的局限性，促进了活性污泥菌群高度多样性的研究。

->F/ 和 1F)9 利用传统分离培养法研究认为，属于 %2变形杆菌（!"#$%#&’($%")’）亚纲的不动杆菌是活性污

泥中除磷的优势菌（占总培养菌落的 RJS K<JS）［5L］。但是，0&T9)’ 等利用分子生物学方法研究发现，不动

杆菌数量很少（仅占总细菌的 5S K5JS），并没有聚磷作用，只是由于其易培养性被高估了［;J］，同时，发现在

活性污泥中大量存在的是 $2、&2变形杆菌和 EN1。大量研究表明，$2变形杆菌是活性污泥中丰度最大的类

群，其 次 有 （&2、%2变 形 杆 菌、EN1、黄 杆 菌 （*+$#,-’.’/01’2#&’($%")34 #5 6’($%"#)7%$%8 ，1-）和 放 线 菌

（9($):#&’($%")’）、绿弯菌（*-1#"#51%;)）、硝化螺旋菌（<)$"#8,)"’）和浮霉菌（!1’:($#4+(%$%8）等［<，;5 K ;<］。

$* #" +1H 及其相关技术

$* #* #" U2H-,+
末端限制性片段多态性（U)’%#9&@2H)/V’#WV#$9 ?’&T%)9V @)9TVF X$@Y%$’XF#/%，U2H-,+）法是由 H-,+ 发展而

<5R Z 生Z 态Z 学Z 报 ;D 卷Z



来的方法，又称为 !"# $%&’ 基因的末端限制性片段，是将 ()% 引物中的一条加以荧光标记，对扩增产物用限

制性内切酶进行切割并电泳，根据片断的大小不同以及标记片断种类和数量的不同来分析群落的结构及

组成。

现在很多研究人员利用 *+%,-( 来研究活性污泥的微生物菌群结构，还用来监测因环境改变而引起的菌

群变化［./］。*012345 等以亚硝酸盐还原酶基因（&67$673 $34187503 9323，26$#）为基础对一个序批反应器（#:%）

的反硝化聚磷菌 （;3267$6<=629 >?@=>A?0>A573+5881B1@57629 ?$95260B0，;&(’C0）进行 %,-( 分析，发现一个占

/DE所有克隆的 26$# 克隆，其序列相似于红环菌类群的两类细菌：陶厄氏菌属（!"#$%&# ’%("%&)*("%)+*+）（FGE
相似性）和固氮弧菌属（,-.#&($+ /.0$01/*($+）（FGE 相似性）［.F］。

!H "H #$ I%J)+()%
I%J)+()% 实际上是一种长引物 %’(; 技术。I%J) 序列（I273$?K5873$65@ %3>37676L3 J273$93268 )?2032010

#3M13283）是首先在肠道细菌基因组中发现的长为 !."K> 的非编码保守重复序列，该序列在细菌染色体上分

布的多态性允许设计特异引物对其进行扩增而形成具有种、属、菌株特异性的指纹图谱，已经被广泛应用于纯

培养细菌的鉴别、分类、基因组多样性和系统进化等方面的研究［.N］。陈敏等人用 I%J)+()% 指纹图谱技术检

测了活性污泥菌群结构及其变化，结果表明，在缺氧池和好氧池之间，各个采样点的 I%J)+()% 图谱差异不

大，悬浮污泥在各构筑物之间交流充分；同一采样点的图谱在不同采样时期具有明显差异［GD］。

I%J)+()% 的局限性：!不能提供关于种群组成的信息；"重现性差；#由于长度相同的 ;&’ 片断其序列

可能不一样，可能会高估样品间的相似性。I%J)+()% 与其他分子生物学技术相结合使用可能更加准确地反

映微生物群落结构。

!H "H !$ ;OOI P *OOI
变性 P 温度梯度凝胶电泳（;32571$629 P *3B>3$571$3 9$546327 93@ 3@387$?>A?$3060，;OOI P *OOI）是依据双链

;&’ 片断熔解行为的不同，分离 ()% 产物中长度相同但序列不同的 ;&’ 标记片断（$%&’ 或 $;&’）。从理

论上讲，;OOI P *OOI 指纹图上的一个条带就代表一个微生物类群（分类水平可达种）。因而，指纹图谱不但

直观反映了微生物群落的结构和多样性，还可方便判断出优势菌或功能菌。

此方法已经广泛应用于活性污泥菌群的研究［G!］。C21Q6 等对一个添加乙酸盐 #:% 反应器的活性污泥中

除磷的菌群结构进行 ()%+;OOI 分析，发现红环菌属 （属于 $+变形杆菌）相关菌是积磷菌，并利用这种 (’C0
的特异探针进行荧光原位杂交（,J#R）和 ;’(J 染色，研究进一步说明红环菌属+相关菌确实有聚磷作用［G.］。

-6B>6=5Q?$2 等以 !"# $;&’ 为基础对东京 F 个污水处理厂的 !. 个活性污泥样品中氨氧化细菌（’C:）的群落

结构进行 ;OOI 分析，结果显示，每个处理厂低氨浓度的污水中 2*/&.+.’.)#+ .0*3./&.4"# 类似细菌占优势，仅

在一个相对高氯化氨浓度的 ’.C 系统中恢复到 2*/&.+.’.)#+ %$&.4#%#5和 2*/&.+.’.)#+ (&1./.0%&#)++类似序列，

在每一个 ’.D 和 ’C 系统都发现 2*/&.+.’.)#+ (.’’$)*++类似序列，但在一个 ’# 系统几乎没有发现，总之，污

水特性和运行参数都会影响 ’C: 群落结构［GG］。

该法回收的 ;&’ 片断，通过测序后与基因序列数据库中的已知序列比较，可以确定其种系发育位置，还

可设计成探针，用荧光原位杂交（,J#R）技术监测微生物菌群的变化。但是 ;OOI 对有多个不同碱基序列差

异的 ;&’ 片段的分离有一定局限性，可能低估了环境微生物的种群多样性。

!H "H %$ ##)(
单链构象多态性研究（#629@3 #7$524 )?2<?$B576?2 (?@=B?$>A60B，##)(）方法，是指呈复杂空间折叠构象的

单链 ;&’ 或 %&’ 片段，当有一个碱基发生改变时，空间构象便发生改变，空间构象有差异的单链分子在聚丙

烯酰胺凝胶中受排阻大小不同。因此，通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（(’OI），可以非常敏锐地将构象上

有差异的分子分离开。

#5K623 等用该法研究活性污泥菌群结构和演替，并同传统的培养方法比较指出 ##)( 方法避免了传统培

养的费时费力以及误差大的干扰，适合对微生物群落结构和演替的分析［GS］。;5K3$7 等利用 ##)( 法研究
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!"#$%&’()*$*"#) 对 +,-. 实验室反应器的活性污泥除磷作用的影响，发现 -/01 和 2/01 的竞争是 +,-. 启动

成败的关键［34］。

!5 "5 #$ .67-8.
实时荧光定量 -8.（.($97*"’( -8.，.67-8.）技术，是指在 -8. 反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号

积累实时监测整个 -8. 进程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。

:;;4 年 <"’=">$?#@) 等用该法对活性污泥的氨氧化细菌进行定量检测，并结合使用 -8.7A22+、BCD
@.E/ 测序分析研究了氨氧化细菌的群落结构，结果表明，氨氧化菌总数会随季节变化，而菌群结构没有变

化，检测到的主要菌群［B;］与 :;;F 年进行 A22+ 检测的结果基本一致。

由于该技术不仅实现了 -8. 从定性到定量的飞跃，而且与常规 -8. 相比，它具有特异性更强、有效解决

-8. 污染问题、自动化程度高等特点，目前已得到广泛应用［3C］。

!5 "5 %$ BCD @.E/ 序列比较

尽管 -8. 产物经 A22+ 等电泳技术后的凝胶条带可以通过回收测序进行菌群分类初步分析，然而通过

建立细菌 BCD @.E/ 文库的方法可以进行更为深入的分析。@.E/ 序列比较是通过比较分析缓慢进化的

@.E/ 分子成分，从而在微生物系统发育上进行分类。其主要步骤包括：!样品中总 AE/ 的提取；"建立基

于 #噬菌体的 AE/ 克隆文库；$以种类特异性的 BCD @.E/ 探针筛选文库；%测序；&序列的比较分析。

G#)& 等通过利用该法在活性污泥中发现 ’7变形杆菌的一个多形球杆菌（H#HH#!$H"99"）新分支，并进行

IJDK 研究发现此新类群广泛分布，在 L 个 +,-. 类型 （占总细胞数的 B;M N 4;M ）和 F 个一般类型（BM N
B;M）中显著出现［3O］。8P#%$@" 等对活性污泥中浮霉菌门的多样性进行 BCD @.E/ 序列分析，发现了 F 个已知

菌属 !"#$%%&%’ （3:M）、!%’()*+,-)$. （BQ5 FM）、/$,,’*’ （35 QM）和 0.+.12’$#’ （;5 FM），并设计新特异探针进

行 IJDK 检测发现活性污泥中存在很多此类群的细菌［3Q］。<"% 等通过对除磷活性污泥中的 BBF 个克隆进行

BCD @.E/ 序 列 分 析，并 结 合 IJDK 研 究 发 现，污 泥 中 的 多 样 性 类 群 有：变 形 杆 菌 （OB5 ;M）和 黄 杆 菌

（:3R OM），还有新类群 !%’()*+,-)$*’%$. （:5 CM）、3$##&)+,")#+4"’%$. （B5 QM）和 5"#,")&*$. （;5 LM）［:4］。

!5 &$ 荧光原位杂交技术（IJDK）及其相关技术

荧光原位杂交技术（I9%#@(1H()* ") 1"*% P>!@"S"T$*"#)，IJDK）是由 2$99 和 -$@S%( 最早描述，其间经历了放射

性标记探针阶段和荧光标记探针阶段。与放射性探针相比，荧光探针具有以下优点：安全、简便、灵敏、快速，

可同时检测几种微生物。

核酸荧光原位杂交是指通过荧光标记的寡核苷酸探针特异地和互补核酸序列在完整的细胞内结合，用显

微镜和流式细胞术等荧光检测技术进行观察和分析。核酸探针是通过比较BCD @.E/ 序列和数据库中的序列

进行设计，可在不同水平（类群、属、种等）上进行目标细菌的原位检测。具体过程包括以下几步：!固定标

本；"预处理样品；$用相应的探针进行杂交；%洗掉未结合的探针；&信号的仪器（普通荧光显微镜、共聚焦

激光扫描显微镜或流式细胞仪）检测及结果分析。影响 IJDK 的主要因素有：!目标细胞的 @.E/ 数量；"寡

核苷酸的渗透能力；$自发荧光的干扰。

IJDK 具有快速、准确、原位等诸多优点，避免了由于核酸抽提和 -8. 扩增产生的一定程度偏差，因此，以

@.E/ 为基础的荧光原位杂交可以得到特定微生物在环境中的存在、空间分布和丰度以及整个微生物群落的

组成、结构及其多样性等全面信息［3L，F;］。

!5 &5 "$ 显微术

显微术所利用的显微镜有：落射荧光显微镜（+="U9%#@(1H()H( V"H@#1H#=>，+V），激光扫描共聚焦显微镜

（<$1(@ DH$))")& 8#)U#H$9 V"H@#1H#=>，<D8V），双 光 子 激 发 激 光 扫 描 显 微 镜 （6W#7-P#*#) +XH"*$*"#) <$1(@
DH$))")& V"H@#1H#=>，6-+7<DV）。:;;4 年 <#=(T 等以活性污泥为对象比较了 3 种显微镜各自的优缺点［FB］，研

究表明细胞密度较大的菌胶团适合用 6-+7<DV 法，但典型的活性污泥菌胶团适合用 +V 和 8<DV 法。这些方

法虽然直观，但是人工计数来定量活性污泥中的菌群结构时会为实验结果带来主观性偏差。6-+7<DV 由于
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其价格昂贵，使用较少。

（!）落射荧光显微镜（"#）

"# 是常用的普通荧光检测仪器，因为它构造简单，使用方便，一直被广泛使用［$%，$&］。#’()*+ 等以硝化菌

形成的菌团数目和大小为基础，发展了一个用 "# 快速定量检测活性污泥硝化细菌的方法，结果显示，氨氧化

细菌和亚硝酸氧化菌分别进行 !% , !- 和 . , / 个观察视野为精确检测的最佳选择［$&］。

!001 年 2’3(*+ 等利用 "4511/、678!9、5":$&’ 和 ;6#$&’ 等荧光探针特异性地和活性污泥原位杂交，

定量检测了各类群的丰度，结果显示 1 个变形杆菌亚纲类群的总含量超过了活性污泥总细胞数的 /%< ［$1］。

"=>*=9??@ 等用 8ABC 方法对活性污泥中丝状微生物研究，检测到 -0 种丝状菌种，包括新发现的 D’E $% 菌

种［10］。2?(3 等对日本的 0 个不同污水处理厂的 !1 个活性污泥样品菌群进行 8ABC 研究，结果显示，红环菌

属F相关的聚磷菌（G6H)）和聚糖菌（;6H)）是优势菌；然而，I6GA 聚磷染色发现，一部分红环菌属F相关 G6H)
却没有聚磷作用。这进一步说明：红环菌属F相关 G6H) 和污泥磷含量有很低的相关性，这些非红环菌属F相关

的 G6H) 还包括其它类群的细菌［J］。

（&）激光扫描共聚焦显微镜（7BK#）

7BK# 能除去焦外荧光，图像强度高，可以进行多层次的空间观察，适用于较浓稠或有较高背景值的样

品，有很大的应用前景［$$，$-］。K?)>L(*+ 等用 8ABC 技术在种属水平原位鉴定了活性污泥中硝化细菌群落的组

成和分布，发现优势菌是亚硝化螺菌属（!"#$%&%&’"$(），而不是以前认为的亚硝化单胞菌属（!"#$%&%)%*(&）［$$］。

BDM@NO 等通过 7BK# 的三维观察研究发现，活性污泥菌群结构随着活性污泥絮凝体的沉降性能而变化［$-］。

!E "E "# 8K#
流式细胞术（8=?P DQR?@*R+Q ，8K#）是一种对处在液体中的细胞或其他生物微粒逐个进行多参数快速

（每秒 !%1个细胞以上）定量分析和分选的技术，具有自动而快速、客观、直接和同时检测多参数的优点，可以

很好的避免显微术人工计数的主观性偏差。但是流式细胞术也有其设备昂贵、需专业操作人员、标本需前处

理等局限性。8K# 快速检测和鉴定活性污泥菌群的主要影响因素是样品的细胞分散过程，因为活性污泥中

细菌多是以絮凝体即菌胶团的形式存在，未能很好分散细菌会对分析结果造成很大的偏差。分散细菌的方法

有：研磨法、小玻璃珠法、超声波法和均匀化法等。最近，8’=DN?(N 等利用核酸染色后 8K# 的分析来比较超声

波法和均匀化法对细菌的分散效果，结果显示，超声波法对细胞存活结果和分析速度的效果较好。但是，对于

不同的样品和不同的实验要求还需要根据细胞存活结果和分析速度来选择合适的预处理方法［$.］。

许多研究者成功地结合使用 8K# 和 8ABC 对简单的人工培养的微生物细胞群或诸如活性污泥等复杂的

微生物自然群落进行了分析［$J，$/］。2’==(*+ 等采用 8K# 对一个城市污水处理厂的活性污泥的菌群结构进行

了分析，结果显示此活性污泥中变形杆菌纲的 !F、"F、和 #F亚纲分别占 $!<、JE J< 和 !E J<，不动杆菌属占

$S J< ［$J］。TN==*) 等利用 8ABC 和 8K# 结合研究了 & 个 "5GU 活性污泥中除磷微生物，尽管在添加乙酸的反应

器中研究发现了一种仍未能培养的 D’(ONO’RL) ’DDL@L=N9’DR*+ VM?)VM’RN) 具有强化去磷作用，但不是主要 G6H，

此研究结果表明厌氧 W 好氧工艺的运行的作用菌可能是多种 G6H 的菌群［$/］。

!E !# #ND+?’++’Q 技术

微阵列（@ND+?’++’Q）或生物芯片技术的引入增强了核酸杂交技术解析微生物群落结构和多样性的能力。

IX6 微阵技术含多种不同 IX6 探针，可以对于那些还没有可行探针信息的情况进行随机基因组杂交，从而

检测出环境样品的复杂菌群中的特异菌种，还可测定结构和多样性已知的群落的变化，更因其高度并行性、微

型性、自动化和快速检测的特点，显示出广阔的应用前景［$0，-%］。

YN@ 等以不同属的 !1 个菌株作为目标，建立 IX6 微阵芯片对纯培养和混合培养细菌进行实验，结果显

示，不需要纯培养菌株的任何种系发育水平的序列信息即可通过 IX6 微阵芯片来检测特定菌种，对活性污泥

样品中的特定菌种检测也是一种快速特异的方法［$0］。7?Q 等为了检测 !F变形杆菌的红环菌的数量，发展了

!.B +UX6 目标的 J0 个寡核苷酸探针的微阵列（UCKFGMQ=?KMNV），直接用于活性污泥中红环菌目的多样性分
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析，试验表明可以检测相对丰度不到总菌数 !"的红环菌，另外，对未能培养的动胶杆菌#，!"##$%&’("#$)* $ 脱氯

单胞菌（+"’,-.#.*./&0）#和 1("#.-$%&’("#$)*#相关菌的分析证明 %&’#()*+,’)-. 确实是一个研究环境微生物菌

群的新型有力工具［/0］。

!" 现代培养技术

虽然免培养分子生物学技术发现了活性污泥中存在着大量的活的但未能培养（1-23+4 356 7,785+65923+4，

1:;’）菌群，且在一定程度上能够让人们在原位对活性污泥菌群的分布和功能进行研究，但要深入了解这些

菌群的生理特性和它们对污染物的降解机制，还需要得到纯培养物。然而传统培养方法培养基和培养条件的

内在选择性大大限制了其获得纯培养物的能力。因此，迫切需要发展新的培养方法来得到 1:;’ 菌群的纯培

养物。

近年来已有不少科技工作者致力于新分离培养技术的研究，研究显示，在培养过程中构建类似于污泥运

行环境的生长条件，有可能得到某些 1:;’ 菌群的纯培养物。现代培养技术主要手段有［!<］：!单细胞操作技

术（如光镊技术和激光显微解剖法）；"模拟自然环境（如：降低营养物质的浓度；添加非传统的营养物，信号

分子或抑制因子；延长培养时间；直接接种到自然环境）；#微胶囊裹细胞法。<00< 年 =47>+49 等发展一种微

胶囊裹细胞法，大量包裹的细胞在低营养物下同时培养，然后用流式细胞仪（?’@）检测含有微克隆的微滴，

此方法已成功用于海水和土壤等环境样品中 1:;’ 微生物的培养研究［/!］，同时，<00/ 年他们又进一步把

?’@ 分选到的目的微滴接到丰富培养基上进行大量培养，从而得到更多仍未培养或环境中丰度较低的微

生物［/<］。

现代培养技术在活性污泥中新发现菌群的培养和生理功能的研究中已经有应用，目前已经成功培养了很

多传统方法未能培养的培养物，如 @2AB4727 等分离培养的属于 $#变形杆菌的 +"2-)3$’.’’)0 3&/)0 >47C 7,DC ，

A.C 7,DC ［!E］以及 F,GG4++ 等分离培养的一个属于放线菌的 4$--$0$& %#"3$0 >47C 7,DC ，A.C 7,DC ［!H］。&4*+47 等通

过优化培养基培养出了活性污泥中 II 个反硝化细菌，其中大部分属于 %#变形杆菌（/0C H"）和 $#变形杆菌

（EJC K"），其次有 &#变形杆菌 （/C J"）、’#变形杆菌（<"）、厚壁菌门（?-9L-8564A）（H"）和一个拟杆菌门菌

株，研究显示，与传统培养方法相比，现代培养技术显示活性污泥中反硝化菌群有更高的多样性［/E］。

#" 展望

<0 多年来，以 !JF 9%;M 为基础的免培养分子生物学技术的广泛使用，极大促进了土壤、海水、淡水等环

境微生物菌群的研究，不断更新着微生物多样性的内涵。N47:27O 文库显示，仅 <00< 年就有大约 I/00 个新

的 !JF 9%;M 克隆序列被发现［/H］。人们认识的细菌类群从 !IKP 年 Q,4A4 描述的 !< 门已经增加到 <00/ 年的

/E 个门，其中 <J 个门没有代表培养物，如 !IIK 年之前发现的 RF#S、@29-74 N9,5.M、T49L-64 N9,5.!，随后陆续

发现的 R(、F’、:%’!、M:U!、T@P 和 QFJ 等［/H］。免培养技术的发展作为目前最直接最客观的一种原位检测

微生物的手段，大大拓宽了微生物生态学的研究视野。

现代培养技术的发展一方面验证了人们采用免培养技术获取的研究成果，更重要的是为更加深入研究至

今发现的大量 1:;’ 微生物的生理功能提供了可能。<00H 年 F64D47A,7 等采用低浓度营养物和长培养时间的

培养方 法，从 土 壤 中 分 离 培 养 到 更 多 免 培 养 技 术 发 现 的 疣 微 菌 门 （149958,L-89,3-2）和 酸 杆 菌 门

（M8-G,328649-2）的纯培养物［//］。<00/ 年 ?49929- 等采用一种新的模拟自然环境的微培养法，从土壤中分离培

养出 T@P 微菌落［/J］。自现代培养技术应用于微生物的培养以来，自然环境中可培养的微生物数目日益

增加。

由于土壤微生物和农业生产关系的密切性以及水生微生物样品的易处理性，免培养技术和现代培养技术

在土壤和水生环境微生物，尤其是土壤微生物上的应用最为成熟，已取得了很多重要进展。相比而言，活性污

泥的微生物菌群研究起步较晚，近年来由于污泥样品研究技术的发展，活性污泥菌群结构和功能的研究日益

增多，目前，国外已取得了不少极有价值的研究成果，国内的研究还相对较少。所以，免培养技术和现代培养

技术在国内活性污泥菌群及其他环境微生物的研究中尚有很大的应用前景。
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