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摘要 采用改进的单链构象多态性≥≥≤°技术 以 ≥  基因的 ∂ 区为靶对象 分析完全混合式硫酸盐还原反应器中微

生物的群落结构以及硫酸盐还原菌≥ 与产酸菌的种间关系 共得到 个可辨晰的 ≥≥≤°条带 对其中的 条带

     进行了测序分析 分别同嗜柠檬酸明串球菌  登录号  ≠ 下同 !未培养细菌

  ƒ   !产乙醇杆菌 ≠ !梭杆菌等相似性较大 为检测系统中的 ≥ 以

≥ 富集培养基 对反应器中的活性污泥进行选择性富集 培养的混合菌群同样采用 ≥≥≤°分析 带型与前者相差较大 其中

有 条带与 Βαχτεροιδετεσ和脱硫弧菌≠  最为相似 分析表明 ≥ 在总 ⁄ 中的含量可能不到

1  但是它们与大量的 形成很好的种间协作关系 从而维持工艺系统较高的硫酸盐去除率和运行稳定性 
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≥  

  分子生物学方法与传统的微生物分离培养方法

相比 能更客观地反映微生物群落结构的本征 在群

落动态监测中应用最广泛的分子生物学技术主要包

括荧光原位杂交技术 ƒ∏ ιν σιτυ 2

ƒ≥ 变性温度梯度凝胶电泳技术

 ⁄∏ ×∏   ∞2

⁄× ∞ 末端限制性片段长度多态

性技 术  ×2   ƒ

°  ×2 ƒ°以及单链构象多态性技术

≥2≥≤ ° ≥≥≤° 

这些技术均是以环境基因组信息为基础 以核糖体

小亚基  基因为靶对象从而实现分析群落动态

的目的 前 种技术在微生物群落动态监测 !群落结

构分析及生物多样性表征等方面发挥着重要作用 

≥≥≤°技术作为突变检测技术 首先由 等≈

将其发展并应用于微生物群落分析 同其他分子生

物学技术相比 它具有使用设备简单 只需普通引

物 后续杂交不需变性处理等优点 在根际微生物群

落结构分析≈ 自然生境微生物多样性调查≈ 有

机肥沤制≈和反应器崩溃过程中≈微生物群落动

态学等研究方面 ≥≥≤°技术都表现出较强的应用

潜力 本研究拟通过对 ≥ ⁄ 的 °≤ 2≥≥≤° !序

列的比较分析 考察稳定运行状态下完全混合式硫

酸盐还原反应器中微生物的群落结构以及硫酸盐还
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原菌 ≥∏2 ∏  ≥ 与产酸菌

的种间关系 

1  材料与方法

111  反应器与工艺运行条件

本研究采用的硫酸盐还原反应器为 ≤≥×  型一

体化装置≈ 总容积 1有效容积 1采用外

缠电阻丝加热 温度控制在 ?  ε 种泥采自哈

尔滨炼油厂废水处理车间二沉池 接种生物量为

1∂ ≥≥ 1#  采用人工配水 进水碳硫比

≤ ⁄Β ≥ 
 控制在 1 硫酸盐浓度  

# ≤ ⁄浓度  #  1 水力停留

时间  ×为 1在反应器硫酸盐去除率大于

 并稳定运行的状态下取活性污泥样品分析 

112  样品采集

采用灭菌的移液管从反应器上方取样孔吸取活

性污泥 置于无菌的离心管中 并迅速插入冰

中 样品直接用于稀释培养或基因组 ⁄的提取 

113  ≥ 的选择性培养

采用无氧的灭菌水 将活性污泥稀释至   

取 1按 ∏法用 ° ≤≈≥ 固体

培养基对菌液进行选择性培养  ε 培养  ∗ 直

到培养基表面长满黑色的菌苔 

114  基因组 ⁄的提取

1活性污泥简写为  1无菌水洗

下的选择培养物简写为 ≥ 1的 Ε1 χολι简

写为 ∞培养液 1从该反应器中分离的纯菌

培养液 1从发酵产氢反应器中分离的纯菌

• 2培养液离心除去上清后 采用细菌基因组 ⁄

小量提取试剂盒上海华舜生物工程有限公司按产

品说明书提取基因组 ⁄ 最后用 Λ 

#的 ×2≤1 ∗ 1溶解纯化的

⁄ 采用相同的方法对群落 和 ≥重复提取基

因组 ⁄ 

115  引物选择及 °≤  扩增

°≤  扩 增 采 用 引 物≈ 

≥ ∂ 2 χ2≤ ≤×≤≤ ≤ × ≤≤ × ≤ 2χ 

≥ ∂ 2 χ2× × ≤≤ ≤ ≤ ×  ≤ × ≤ 2χ 反 向

引物 ≥ ∂ 2的 .端采用磷酸标记 分别对应于 Ε1

χολι ≥  基因的  ∗ 和  ∗ 

由上海博亚生物技术有限公司合成并标记 °≤  采

用宝生物工程大连有限公司的 °≤  扩增试剂盒 

在 °∞公司  °≤  仪上进行 Λ反应体系中

分别包括 Λ ≅ °≤  ∏∏1#

 
   Λ ×° 各 1Λ#   引物各

1ΛΛ#
  Ταθ ⁄ 聚合酶 1Λ

Λ 模板 Λ反应程序为  ε 变性 后 接

以 个循环 即  ε 变性  ε 退火  ε

延伸 循环完毕后  ε 延伸 取 Λ于

 的琼脂糖凝胶上电泳 并与 ⁄ 定量 

⁄分子量分别为      

 宝生物大连有限公司比较确定浓度 剩余

°≤  产物采用纯化试剂盒上海生工生物公司切

胶纯化 并溶解于 Λ# 的 ×2≤

1 ∗ 1中 

116  °≤  产物的 Κ核酸外切酶处理

Κ核酸外切酶能够很专一地降解双链 ⁄ 中

χ磷酸标记的链 从而使非标记的单链释放出来≈ 

Λ反应体系中包括 Κ核酸外切酶 Λ

 ∞ 1 ≥ 纯菌 °≤  产物

Λ群落 °≤  产物 Λ  ≅ ∏Λ°≤  产

物纯菌 Λ群落 Λ  ε 温浴 处理完毕

后  ε 灭活 Κ核酸外切酶 

117  凝胶制备及 ≥≥≤°图谱的获得

电泳仪为 °  ∞°≥  电泳槽

为北京六一 ⁄≠ ≤2采用循环水冷却系统

°  ∏× 在  ε 恒温下进

行 采用  的聚丙烯酰胺交联度 Β ≥

≥ 并加   的甘油    1  ≥ 

凝胶中加入   的 °≥  Λ

× ≥Λ室温凝

固 后 ∂ 预电泳 

混合菌酶解产物 Λ约  纯菌酶解产

物 Λ约 分别与 Λ缓冲液体积分数

  的去离子甲酰胺 #    

# ∞⁄×  质量浓度 1  溴酚蓝和

1 二甲苯氰 ƒƒ≈混合后  ε 变性 迅

速插入冰中 后上样  ε 下 恒压 ∂ 

采用相同的上样量及电泳条件对重复实验群落样品

电泳 

电泳结束后 剥胶染色 银染按 ≈的方

法进行 获得的 ≥≥≤° 图谱采用 ∞ 

扫描 

118  条带分离及克隆 !测序

特异条带的回收按 ×等≈的方法进行 取

回收的 ⁄ Λ为模板 以 ≥ ∂ 2和 ≥ ∂ 2为

引物 采用同前体系和 °≤  程序进行扩增 取 Λ

产物进行琼脂糖电泳验证后 采用 Κ核酸外切酶进
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行处理 .将得到的处理产物同样进行非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳 对 °≤  产物切胶纯化纯化试剂盒 

上海生工生物公司后 按产品说明书克隆进 ×2载

体≈ ⁄22× 宝生物大连有限公司 对转化子

的筛选采用了蓝白斑及 °≤  的方法 °≤  直接以

白斑菌落为模板 采用能与 ×2载体插入点两侧特异

结合的  通用引物进行检测 每条带选取几个克

隆 同样以  通用引物进行测序  

 

119  系统发育学分析

通过 软件 将获得的序列与 进

行比对 并下载最相近的序列 以 软件包同已

经获得的序列按最小相邻法构建系统进化树 

以 ×∂输出 

2  结果与讨论

反应器运行稳定后 ≥ 
 去除率已经达到

 以上 之后 内的 ≥ 
 去除率变化很小图

未给出 经过长期的运行 同硫酸盐代谢相关的微

生物得到富集 而关系不太密切的微生物被逐渐淘

汰 反应器已经形成了一个人工微生物生态系统 

211  ≥≥≤°图谱

采用传统的 ≥≥≤°方法不用 Κ核酸外切酶处

理 对该硫酸盐还原反应器中微生物群落进行分析

时 其异源双链≥≥≤°图谱非常复杂图  中的泳

道  重复实验图谱相同 故省略 下同 而且即使

Ε1 χολι的异源双链 ≥≥≤°图谱也在 条以上图 

的泳道 ∞ 若将这种 ≥≥≤°图谱中某些条带分离

并以之为模板进行 °≤  扩增 得到的异源双链

≥≥≤°图谱 除了包含回收条带之外 还包含多条其

它未回收的条带 各泳道复杂程度基本相同图未给

出 这说明群落中的一个操作分类单元 2

 ×¬ ×  在进行非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳时 由于同其它互补链的作用 会形成

多种空间构象 从而出现了一个  ×  对多条带的

现象 使得 ≥≥≤°图谱无序性提高 同时 这种异源

双链 ≥≥≤°图谱中 条带中极有可能包含着一个

× 及与其它 × 相互作用的异源双链 将反意

链去掉后 有意链由于无法同互补链相互作用 而仅

是通过链内作用形成不同的三维构象 所以形成的

条带便是由于序列不同而引起的 这种 ≥≥≤°图谱

非常简单明了 如图  Κ中  泳道得到 个可辨

析的条带 ≥ 泳道得到  个条带 二者存在较大差

异 且 种微生物只对应着 个条带 回收条带的

°≤  产物经 Κ核酸外切酶处理后 再进行 ≥≥≤°时

仍处于原来的位置 进一步验证了该技术的可靠性

图  但仍无法排除一条带中包含多个  × 的

可能性 如图  Κ中的 ∞和 具有相同迁移距 二

者混合会形成一条带 

 ⁄ Κ ∞¬∏  2 

∏ ≥ ∏   ≥  ∏ ∞

Ε . χολι ; • 2 ∏  2∏ 

 ∏  ∏2∏

图 1  不同群落的 ΣΣΧΠ图谱

ƒ  ≥≥≤° ∏

212  条带的分离 !克隆 !测序及系统学研究

对图  Κ中星号标记的条带泳道  中的  

     泳道 ≥中的 ≥ ≥ ≥ ≥ ≥

进行了回收 其它条带未得到再扩增产物 纯化的

°≤  产物与载体连接并转化后 每个条带均得到了

大量的白斑菌落 以白斑菌落为模板采用 °≤  法筛

选阳性克隆的结果见图  取 个以上的阳性克隆

用于测序分析其中 仅获得一个阳性克隆 所

得序列包括引物在内约 通过比较得到并下
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载 中的最相近序列 自泳道 中的 个条

带得到 个 × 登录号为 ≠

∗  ≠ 分 别同 Λευχονοστοχ µεσεντεροιδεσ

 ≠ !未培养细菌  ƒ 

 ! Ετηανολογενβαχτεριυ µ   ≠  !

Χλοστριδιαχεαε  等的相似性较高  

   自泳道 ≥中的 条带得到 个  ×2

登录号为 ≠ ∗ ≠ 分别同

Λευχονοστοχ µεσεντεροιδεσ ≠  ∆εσυλφοϖιβ2

ριο ≠      

Χλοστριδιυ µ 等的相似性较高 个 2

× 同 中相近序列以 法绘制的系统发

育树见图  本研究中测得的序列在进化树中均以

黑体字标识 为阳性克隆序号加 中的登录

号 由于所测条带其微生物含量已占群落总量的绝

大多数根据条带浓度计算得知 而所测序列又以

产酸菌为主 故通过比较的结果可知 在硫酸盐还原

反应器稳定运行时≤ ⁄Β≥ 
  Β 在数量上占

优势的微生物主要是产酸菌及一些未培养菌 ≥ 

没有检测到或包含在微弱的条带中 经 ≥ 培养

基富集培养后     被淘汰 而 ≥ ≥

得到富集 泳道 ≥中 且除了 ≥之外 其余的条带均

为非硫酸盐还原菌 本研究采用的 ≥ 选择性培

养基为 ≥ 富集培养 !计数等的通用培养基 这说

明采用该培养基进行 ≥ 的分离及计数时 无意

中对 ≥ 的实际数量进行了放大 同时也增加了

分离工作量 

 ⁄ ∏

图 2  回收条带的 ΣΣΧΠ图谱

ƒ  ≥≥≤° √

图 3  转化子的 ΠΧΡ 检测

ƒ  ≤ °≤  

 ⁄ √

  ∗  ∏∏

213  改进的 ≥≥≤°技术用于微生物群落结构分析

的可行性

21311  从个体到群落的 ≥≥≤°分析

≥等采用改进的 ≥≥≤° 技术对微生物

个体及模拟群落进行了 ≥≥≤°分析 证明每种微生

物均具有特异的迁移距 而且可以检测到模拟群落

中的大部分微生物种微生物中的 种≈ 本

试验结果也表明 采用传统的 ≥≥≤° 得到微生物群

落带型非常复杂图 中的  将其中的某些条

带分离并重新扩增后 得到的产物也包含大量的非

特异性序列 致使 ≥≥≤°图谱难以分辨图未给出 

但采用改进的 ≥≥≤°技术后 纯菌具有独特的迁移

距 群落的 ≥≥≤°图谱也相对简化 而且分离再扩增

的产物仍在原来的位置图  同一种微生物处在

不同群落中时 其迁移距离也是基本一致的与

≥ 与 ≥ !≥ 这保证了技术的重复性和可

靠性 

21312  同一条带中包含有不同的 × 

在 ≥≥≤°技术中 一个条带中有可能包含有多

个不同的  × 本研究中  组基本每个条带均包

含了 个以上的  × 图  Κ中 ∞和 的迁移距

相同也说明了这一点 分析认为 是由于序列部分碱

基的替换不能影响到其三维结构的重大变化 从而

无法将它们分开 这种情况的出现同群落的复杂程

度是有一定关系的 由于  组是对反应器总 ⁄

的 ≥≥≤° 群落较为复杂 所以出现异序同构的现象

较多 而 ≥组是经富集培养的 群落相对简单 所以

条带中包含的 × 数量减少 只有  个或  个

× 类似的现象在 ⁄∞分析中也出现过≈ 

可见 这些问题是以基因指纹技术为基础的群落分
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析方法无法避免的 所以认为 ≥≥≤°技术本身对简

单微生物群落分析更加准确 而分析复杂群落时存

在一些弱点 但是这些弱点可以通过大量的克隆测

序加以克服 泳道  和 ≥中分离出 个 × 同

相近序列采用 法构建的系统进化树见图  

214  硫酸盐还原反应器中微生物的群落结构分析

图 4  自泳道 Α和 Σ中分离出的 19 个 ΟΤΥσ同相近序列采用 Νϑ法构建的系统进化树

ƒ  °  × ∏ ∏  

21411  ≥ 种群的数量

在  组中无 ≥ 对应的条带 或者条带较微

弱而没有克隆到 只有经过富集培养后才出现图

 图  群落 ≥中的 ≥ 这是因为 ≥ 的 ⁄ 含

量在总 ⁄中所占比例 即 ≥ 在总微生物中的

含量小于 1  所以通过该技术无法检测出来≈ 

王爱杰分析硫酸盐还原反应器中的 ≥ 和 的

数量组成时发现 在不同的条件下 要比 ≥ 

高出  ∗ 个数量级≈ 刘广民对硫酸盐还原反应

器活性污泥中的 和 ≥ 计数表明 菌数

为 1 ≅ 个≥ 菌数为 1 ≅  个

≈ 也符合这一数量比例关系 

经过 ≥ 培养基的富集培养 大部分无法培

养或不能生长的微生物被淘汰 而 ≥ 反而得到

放大 所以在 ≥ 组中又出现了部分新的条带≥ 

≥ 测序表明了 ≥同硫酸弧菌≠  

相似性最高   

21412  ≥ 与 的种间协作关系

根据王爱杰研究≈ 在产酸2硫酸盐还原工艺

系统中 产酸菌和硫酸盐还原菌之间存在着生物链

式协同代谢关系 刘广民≈也认为产酸2硫酸盐还

原工艺中 产酸菌主要进行乙醇型发酵 末端产物以

乙醇 !乙酸和  为主 而 ≥ 主要是利用其中的

乙醇和  本试验中 大量的 占微生物总量的

1 左右 如嗜柠檬酸明串球菌属 Λευχονοσ2

τοχ !Βαχτεροιδετεσ!Χλοστριδιαχεαε 等 能够将大分子

碳水化合物降解成为脂肪酸 !醇等 ≥ 占微生物

总量的 1 左右易于利用的小分子物质 同时 

≥ 对这些产物的利用也消除了 的末端产物

抑制 这种互利共生关系加速了有机物的降解和电

子流的分流 使两大类微生物处于活跃代谢的状态 

从而表现出硫酸盐去除率高且稳定 工艺运行稳定

的特征 

3  结论

研究结果表明 采用改进 ≥≥≤°技术分析硫酸

盐还原反应器中微生物群落结构是可行的 针对

≥≥≤°分析复杂群落结构时出现的一条带对应多个

× 的缺点 可以通过对该带进行克隆及测序加

以克服 通过对序列的比较分析 得出该反应器在碳

硫比为 1的条件下稳定运行时 微生物的群落组

成 为   包 括 Λευχονοστοχ , Χλοστριδιαχεαε ,

期 环   境   科   学



Ετηανολογενβαχτεριυ µ 等占微生物总量的 1 

以上 而 ≥ 占微生物总量小于 1  ≥ 和

通过底物供给和利用形成稳定的种间协作关

系 维持生态系统的稳定 
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