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摘 要：用 4HIJ2KJH（4A<>+&L6@<>+,6’ H>*><,<,M> IA<>+F>A,@ J&A:>A:=:2KJH）、苯酚羟化酶大亚基基

因（N5KO:）扩增和群落结构探针分子杂交检测技术对 NP、?JQR、SK 和 TUS ! 种培养基从焦

化废水处理厂 # 个曝气池活性污泥中分离优势功能菌群的能力进行了比较研究。N5KO: 扩

增显示 D 种回收菌群中均有以多亚基苯酚羟化酶为代谢途径的苯酚降解菌存在。用代表苯

酚降解高峰期活性污泥优势菌组成的总 V-) 的 4HIJ2KJH 产物经地高辛标记作为群落结构

的混合探针 S3 和 S.，对 . 种回收菌群的 4HIJ2KJH 指纹图谱进行杂交检测，不同培养基回收

优势菌的能力不同，以废水为基础的 TUS 培养基从活性污泥中回收到的优势菌种群最多

（"$W.X Y !#WBX）。本文建立了用微生物群落结构探针杂交技术对不同培养基回收分离优

势菌能力进行评价的方法。

关键词：分离培养基，活性污泥，苯酚降解菌，4HIJ2KJH，群落结构

中图分类号：Z3D#，[B".W3 文献标识码：) 文章编号：3$$/2/3DB（#$$"）$#2$#/!2$D

对微生物多样性、种群结构和功能的认识取决于我们分离、培养微生物的能力。大量

研究表明，由于对细菌在自然环境下的生存状况及其生理特性缺乏了解，.CX Y BBWBBBX
的细菌种群无法通过纯培养的方法获得［3 Y "］，发展新型培养基和培养技术仍是一个尚待

开拓的研究领域。在评价不同分离技术的效果时，分离到的细菌种群是否是环境样品中

的代表菌、优势菌和主要功能菌是一个核心问题［!］。

近年来，国外有关培养基对细菌种群的选择性分离的研究报道日益增多，主要集中在

土壤、植物根际微生物、动物肠道微生物以及一些与健康和疾病相关的细菌种群分离回收

的研究上［C Y D］。苯酚降解菌在工业废水处理、污染水体净化和土壤原位修复中起着非常

重要的作用，许多选择培养基被广泛用于从活性污泥、土壤、沉积物、工业处理废水中筛

选、分离苯酚降解菌［ .，B］。但是，目前常用的批式富集培养结合选择性培养基回收的方法

往往不能把系统中的真正优势功能菌分离出来［3$，33］。

作者从处理焦化工业废水的活性污泥中直接提取总基因组 V-)，用 4HIJ2KJH 指纹

图谱和常规水质分析相结合的方法对某一工业规模焦化废水处理系统中活性污泥细菌种



群结构和降解效率进行了为期 ! 周，" 个时间点的动态分析，其中第 # 次监测（$#）和第 "
次监测（$"）时期的活性污泥显示出较好的苯酚降解能力［#%］。对 $# 和 $" 活性污泥

&’()*+)’ 指纹图谱中的所有条带进行 ,(- 标记，发展了可以反映处于降解高峰期的活性

污泥微生物群落结构特征的混合 ,./ 探针 $# 和 $"。本文用这两种探针对不同活性污

泥在 ! 种分离培养基上的回收菌群进行分析，目的是对不同培养基分离优势功能菌的能

力进行比较研究，为发展新型培养基和分离技术提供理论依据和分子水平的评价方法。

! 材料和方法

!"! 材料来源

活性污泥样品取自太原某焦化厂污水处理厂第一和第二曝气池（简称 01# 和 01%）。

该污水处理厂采用两级曝气 /2 法处理工艺处理含酚废水，其中 01# 的活性污泥为降解污

染物的主体，对酚类化合物和氰化物的去除率分别在 345 6 335和 745 6 385之间，

)9,:; 的去除率最高约为 745左右。

+)’ 试剂购自 +;<=>?@ 公司，地高辛核酸标记检测试剂盒为德国宝灵曼公司产品。

!"# 培养基

!"#"! 分离培养基：A)-B 和 $+ 培养基按文献［##］。含酚焦化废水培养基（ C>>A D@E>;
=>AFG=，HI$）配制方法如下：取经调节池调节，尚待处理的焦化废水（01）#J；高速离心

（#4，444 K ?，8=FL）后，将上清液过滤除菌（4M%%!= 细菌滤膜），测定生废水苯酚含量，用化

学纯苯酚将 HI$ 中的苯酚量调整到 N44=?OJ；取 #44=J 的无菌废水加入到含有 #M"? 琼脂

粉的灭菌三角瓶中（#%#P，4M#48 $+@，%8=FL），溶解后倒平板。

!"#"# 对照培养基：J2 固体培养基。

!"$ 分离菌的获得

置 #4=J 活性污泥样品于含有 N? 玻璃珠（直径 4M##== 6 4M#%==）的灭菌 84=J 离心

管中，在旋涡混合器击打 #8=FL 去絮凝。取 #44!J 解絮凝样品分别在 J2、A)-B、$+ 和

HI$ 平板上涂板，%"P培养，时间为 J2：%!Q；A)-B 和 HI$：7%Q；$+：3RQ 6 #%4Q。每种培

养基设三个重复。平板上菌落直径多数达到 #== 6 %== 后，用 8=J 的无菌水洗涤平板，

收集菌体。将回收的混合菌分装在灭菌的 &SS>LA<;C 管中（含有 %45 甘油）并保存在

T 74P冰箱中备用。从第一曝气池活性污泥中回收的菌群命名为 HJ2，HA)-B，H$+ 和

HHI$；第二曝气池的回收菌群为 UJ2，UA)-B，U$+ 和 UHI$。

!"% 总 &’( 的提取

细菌培养物总 ,./ 的提取按文献［#N］。从活性污泥样品中提取总 ,./ 按文献［#!］。

!") *+,-./-+ 和 01/23 扩增

&’()*+)’ 引物设计和反应条件按文献［#8，#R］。J=+VW 扩增参照 I@E@L@X> 等［##］方

法。+V&#（8Y*/0)?/)?/?)0?)?))/*NY）和 +V&%（8Y*?00??0)/?)/)?0/)0)?//??/?//*NY）
用于多组分苯酚羟化酶大亚基（J=+VW）基因扩增。%8!J 的反应体系中含有 %!J A.0+

（%M8==<ZOJ），%M8!J#4 K 2GCC>;，%!J $?)Z%（%8==<ZOJ）和 4M8!J 0@? 酶（8GO!J）。引物量为

#%M8 S =<Z，,./ 模板量 R4L?。
+)’ 反应在 $FLF)[:Z>;0$（$1 ’>W>@;:Q (L:）上进行，+)’ 引物由宝生物工程（大连）有限
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公司合成。!"#$琼脂糖凝胶电泳检测 %&’ 产物，(’)&*%&’ 点样量为 #++,-，./%01 点样

量为 2++,-。3456+++ 凝胶成像系统（789:;*<=>8?9 %:>@AB9 .9@）照像、记录分析结果。

!"# 微生物群落结构探针制备

以 C! 和 C6 两个监测时间点的活性污泥总 4DE 为模板进行 (’)&*%&’ 扩增，对全部

的 %&’ 条带直接进行 4)3 标记，制备成可以反映优势菌群组成的混合探针，即微生物群

落结构探针。具体方法按宝灵曼公司地高辛核酸标记检测试剂盒的使用方法进行。

!"$ %&’()*+, -.&(
核酸 4DE 分子杂交按宝灵曼公司地高辛核酸标记检测试剂盒的使用方法进行。

!"/ 012 指纹图谱的相似性比较

为了客观、定量评价不同指纹图谱之间的相似性，用 5>:?,1>,［!F］配对比较相似性系数

（G;=:H=1? 1=/=8;:=9I B>?JJ=B=?,9，! 1）比较凝胶电泳 4DE 指纹图谱和分子杂交 4DE 指纹图谱

的相似性。! 1 K 2 " L（# M $）N !++，其中 # 是凝胶电泳 4DE 指纹图谱的条带数目，$ 是分

子杂交 4DE 指纹图谱的条带数目，" 是两个图谱中共有的条带的数目。

3 结果和分析

3"! 不同培养基回收菌的 45678975 指纹图谱

图 ! 不同培养基回收菌群的

45678975 指纹图谱

O=-P! QR? (’)&*%&’ G:>J=8?1 >J S;B9?:=;

=1>8;9?@ J:>/ 9H> ;B9=T;9?@ 18A@-? 1;/G8?1

SI A1=,- 8U，@&3V，C% ;,@ OWC /?@=;

!"!XS 4DE 8;@@?:；2"D?-;9=T? B>,9:>8；

Y"O.U；Z"O@&3V；#"OC%；["OOWC；F"5.U；

6"5@&3V；\"5C%；!+"5OWCP

对第一和第二曝气池活性污泥在 Z 种培养基上的回

收菌群提取基因组 4DE 进行 (’)&*%&’ 扩增，均显示出

复杂的 (’)&*%&’ 指纹图谱（图 !）。扩增片断大小在 +"!
] Y"+XS 之间，条带数目在 !! ] !Z 左右，说明不同培养基

均回收到一定数量的细菌种群。O.U、O@&3V、OC%、OO*
WC、5.U 和 5C% 的 (’)&*%&’ 指纹图谱比较接近，均有

一条大小约 !"!XS 的主带（.Y、Z、#、[、F、\），可能是某一

类型细菌的特征条带。5@&3V 和 5OW 的 (’)&*%&’（.6、

!+）与 5.U、5C% 及其它回收菌群的图谱差异明显，表明

其多样性组成不一。因此，用不同的培养基从同一曝气

池活性污泥样品中观察到多样性不同的细菌种群。

3"3 不同回收菌群的 :;9<= 扩增

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，./%01 片断（2+\SG）编码的多肽

对酶的催化能力有着重要影响［!!］。W;9;,;S? 等［!!］对在

@&3V 和 C%#++ 培养基从活性污泥中分离到的 2F 个单菌落进行 ./%01 扩增，在 !F 个分

离物中检测到 ./%01 基因。徐玉泉等［!6］采用苯酚羟化酶基因检测苯酚降解菌，有该基因

的细菌菌株具有降酚能力而无该特征条带的细菌不能在含有苯酚的培养基中生长。对

O.U、O@&3V、OC% 和 OOWC 进行 ./%01 片断扩增均获得目的片断（图 2）。对 5.U、5C% 和

5OWC 检测也有特异条带出现但 5@&3V 没有出现 2+\SG 的片断（数据从略），表明在 F 种

回收菌群中均有以多亚基苯酚羟化酶为代谢途径的苯酚降解菌。

[[2 微 生 物 学 报 ZY 卷



!"# 不同培养基分离降酚功能菌的能力比较

用 !"# 标记的 $% 和 $& 群落结构探针（含有 %’
( %) 条 !*+ 主条带）分别与回收菌 ,-"./0.- 产物

进行 12345678 杂交。图 9 显示，用两种探针杂交，

::;$ 分别出现 ’ 条和 9 条信号较强的杂交条带

（’<=>?，%<=>?，和 ’<=>?，=<&>? 和 =<@>?，图 9+ 和图

9A，BC）。用 $% 探针，:BA，:$0，1BA 和 1D.#E 只显

示一条 %<%>? 的条带（图 9+，B9、@、F、&），:D.#E 有

一条 %<=>? 的条带（图 9+，B)）而 1$0 和 1:;$ 中

则没有杂交条带出现（图 9+，BG、%=）。用 $& 探针杂

交，:D.#E 和 :$0 有一条 =<&>? 的条带，1:;$ 的杂

交条 带 为 %<@>? 和 %<’>?（图 9A，B)、@、%=），:BA，

1BA，1D.#E 和 1$0 ) 种回收菌群没有显示任何杂交

信号（图 9A，B9、F、&、G）。

图 ! $%&、$’()*、$+, 和 $$-+ . 种

回收菌的 %/,01 扩增结果

:HIJ’ 0.- D646K4H28 2L 456 BM0NO L72M MHP6D

HO2QR46O 2L :BA，:D.#E，:$0 R8D ::;$

%<%>? !*+ QRDD67；’<*6IR4HS6 K28472Q；

9<:BA；)<:D.#E；@<:$0；C<::;$J

图 # 不同回收菌的 234(5,(3 及群落结构探针 6789:;<= >?79 杂交结果

:HIJ9 ,-"./0.- R8D 12345678 ?Q24 2L HO2QR46D ?RK467HR TH45 MHP6D U72?6O L27 K2MM38H4V O473K437RQ D646K4H28

%<%>? !*+ QRDD67；’<*6IR4HS6 K28472Q；9<:BA；)<:D.#E；@<:$0；C<::;$；F<1BA；&<1D.#E；G<1$0；%=<1:;$J

+J$% U72?6；AJ$& U72?6J

! O 的计算结果表明（表 %），各回收菌群 ,-"./0.- 指纹图谱和其对应的探针杂交图

谱的相似性比较低，其值在 =W ( )’<GW之间，说明用培养基方法分离到的优势菌群的比

例比较少。在 ) 种培养基中，:;$ 分离优势菌群的效果较好，用 $% 探针检测，9=<&W的

主要菌群被回收到（XY%）。用 $& 探针杂交，分别有 )’<GW（XY%）和 ’@<=W（XY’）的种群被

检测到。D.#E 和 $0 培养基对优势菌的回收率为 %C<FW ( %&<’W，但 $0 从 XY’ 的活性

污泥中没有分离到任何优势菌群。$% 探针杂交，:BA 和 1BA 回收菌中优势菌群的比例分

别为 ’=<=W和 %&<’W，而 $& 探针分析显示它们对优势菌群的回收率为零。

FC’’ 期 高平平等：微生物群落结构探针杂交评价不同培养基从活性污泥分离优势菌群的能力



表 ! " 种回收菌群的 #$%&’(&$ 指纹图谱和

群落结构探针分子杂交图谱的相似性比较

!"#$% & ’"()*(+% +(,($")(-. /0%11(/(%2- 01 34567’64

1(28%)9)(2-+ "2: +0;-<%)2 #$0- 9)01($%+ *(-< /0,,;2(-.

+-);/-;)"$ 9)0#%+ 01 = )%/0>%)%: ,(?%: 909;$"-(02+

1)0, "/-(>"-%: +$;:8% +",9$%（!"，@）

A& 9)0#% A= 9)0#%

4%/0>%)(%+ B(,($")(-.C@ 4%/0>%)(%+ B(,($")(-.C@

DEF GHIH DEF H
D:6JK &LIM D:6JK &LIM
DA’ &=IG DA’ &=IG
DDNA OHI= DDNA PGIQ
BEF &=IG BEF H

B:6JK &LIM B:6JK H
BA’ H BA’ H
BDDN H BDDN GRIH

) 讨 论

3456 是一个长度为 &GL#9，以多拷贝

形式存在于细菌基因组的非编码区的反向

重复序列［&R］，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、基因组多态性和系统进化等方面的

研究［&O，&Q］。S( J(0>"22( 等［&L，GH］的工作表明

34567’64 可以反映在 F5TETJ（JU）板上

生长的混合菌群的种群组成特征。前期工

作也表明 34567’64 可以对活性污泥、动

物肠道等复杂微生物群落中优势菌的种群

组成特征进行分析［&G，G&］。用代表某个典型

微生物群落特征的指纹图谱中所有 SUV
片段制备群落结构探针，可以通过分子杂交对这类 SUV 指纹图反映的微生物群落结构特

征做更为精细的比较分析。

本文用微生物群落结构探针对不同培养基从活性污泥中回收优势菌的能力进行了评

价，其原理是，A& 和 A= 两个时期的活性污泥的总 SUV 的 34567’64 产物代表了样品中优

势菌组成特征，这些产物经标记后成为可以反映样品中优势菌组成的核酸探针，即所谓

“微生物群落结构探针”。不同培养基上可以回收分离的优势菌是不同的，如果把所有分

离到的细菌菌群混合提取总 SUV 进行 34567’64，可以得到反映这种混合菌组成特征的

34567’64 指纹图。用上述探针与回收菌的 34567’64 指纹图杂交，出现的杂交条带数目

代表了活性污泥中的优势菌有多少被特定的培养基回收到。本研究中，= 种回收菌群样

品中有 M 种通过 E,’W+ 扩增显示有苯酚降解菌存在，其 34567’64 指纹图谱也显示复杂

带型，但用群落结构探针进行 B0;-<%)2 #$0- 分析，其回收菌群中只显示较少的杂交条带或

没有杂交条带出现，!" 最高为 PGIQ@，大部分在 &LIM@ X GH@之间，一些为零，说明用这

些分离培养基回收的细菌种群只有少数是系统中的优势菌群，有的样品则完全不含有优

势菌。

P 种分离培养基中，DNA 显示出较好的优势菌群回收特性。DNA 以未经处理的焦化

废水为基础配制，除主要污染物苯酚外，还有氰化物及其它几十种芳香族、杂环类化合物。

长期以来，一些细菌种群已适应这种多种有毒物质并存的环境并作为优势和功能菌群在

污染物降解中发挥作用。利用生废水做分离培养基，可能为活性污泥中的优势功能菌提

供了最接近其生态环境的生长条件。以无机盐培养基为基础，以苯酚为唯一碳源的 A’
培养基组分明显不足，难以满足此类细菌种群的生长需要。:6JK 和 EF 培养基由于缺少

选择压（不含有毒物质），可能会导致一些非主要降解菌过度生长。

该研究表明用合成培养基得到的降解菌并非完全是生态环境中的优势功能菌，部分
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解释了为什么一些以此为出发菌构建的基因工程菌在原位修复过程中效果不理想。不同

分离培养基分离优势功能菌的能力存在差异，因此在分子生态学技术辅助下开展对现有

分离培养基的有效性评价和发展新型培养基势在必行。
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