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摘要 :通过 PCR2D GGE等分子生物学技术可以不经过常规培养直接从活性污泥和生物膜样品中提取 DNA ,对 16Sr DNA V3

区进行 PCR扩增 ,结合 D GGE(变性梯度凝胶电泳) ,从而分析活性污泥与生物膜中微生物种群结构.研究证实 ,活性污泥培养

前后微生物种群结构发生很大的改变.同时对 2种污水处理工艺中微生物种群结构进行了对比研究 ,对同一反应器不同位置

微生物分布以及不同工况下的微生物种群结构进行了初步探讨.测定了活性污泥中部分菌种的 16S rDNA V3区片段序列 ,通

过 NCBI(美国国立生物技术信息中心)基因库比对 ,初步确定细菌的属.结果显示 ,PCR2D GGE结合测序技术是一种完全可行

的快速进行环境学样品微生物研究的分析方法.
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Abstract :It is reported that without cultivation , DNA could be directly extracted from environmental samples with molecular biologi2
cal methods , such as polymerase chain reaction( PCR) and denaturting gradient gel electrophoresis(D GGE) . To analyze the communi2
ty diversity of activated sludge and bio2film in the municipal sewage , work was done to directly extrude crude DNA from activated
sludge and bio2film samples , separate and amplify 16S rDNA by PCR and sequence it with D GGE. The results show the significant
microbe community difference between cultivated and uncultivated activated sludge. Further research on the community diversity of
two different sewage treatment processes was done and initial discussion on the microbial distribution in the same reactor and microbial
structure in different experimental conditions was carried out . The sequences of several 16S rDNA D GGE fragments were determined
and some possible bacteria were confirmed in comparision in GeneBank (NCBI) . The results show that the PCR2D GGE technology
combined with sequences determination is a feasible and efficient method for microorganism analysis in environmental sample.
Key words :PCR ;D GGE ;community diversity ;activated sludge ;bio2film

　　利用微生物降解污染物已经成为水污染处理领

域中最重要的方法之一.因此水处理工艺中微生物

的组成结构、数量以及多样性的分析对于研究生化

反应的机理、污染物降解和转化途径具有非常重要

的学术价值 ,并为达到优化工艺运行条件 ,提高污染

物处理效率目的提供理论依据.

传统的显微镜观察和培养分离技术可分离取得

单一菌株进行鉴定分析 ,但是这种方法受到微生物

可培养性的限制 ,实际分离出的菌株往往只占样品

中微生物种类很小的一部分.同时对于环境样品的

培养分离周期一般较长 ,工作量大. 应用 PCR2
D GGE( Polymerase Chain Reaction2Denaturing Gradi2
ent Gel Electrophoreses)方法对环境微生物进行研

究 ,就可以不经过培养 ,直接从样品里提取细菌的

DNA ,再将编码有 16S rDNA的基因进行扩增 ,通过

这种方法能够直接了解样品中细菌分布结构 ,并能

大致比较相同条件下单一菌群的生物量.目前 ,将分

子生物学技术应用于环境领域的研究已成为国内外

研究的热点.

传统的城市污水处理工艺主要依赖于以生物降

解作用 ,水力停留时间相对较长.而城市污水化学2
生物絮凝强化一级处理是利用化学混凝和生物絮凝

联合作用强化沉淀的污水处理工艺.生物强化一级

处理一般由一个停留时间较短 (30 min 左右)的曝
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气池和沉淀池构成.工艺中采用空气混合絮凝反应

和污泥回流 ,利用外加的化学絮凝沉淀剂和污水中

的天然生物絮凝剂 ,将化学絮凝强化处理与生物絮

凝强化处理相结合 ,充分发挥生物絮凝的絮凝吸附

作用以及化学絮凝对颗粒状和胶体状物质的去除作

用 ,可达到经济有效地高程度去除磷酸盐与 SS、中

等程度地去除 COD、BOD 的目的[1 ,2 ] .本研究应用

PCR2D GGE技术分析了该种工艺与传统的完全混

合式处理工艺反应池活性污泥样品在菌群结构上的

差别 ,同时对中试装置化学生物反应池中的不同位

置微生物以及悬浮填料床中微生物种群进行了初步

分析.

1　材料和方法

111　材料

(1)活性污泥和生物膜样品分别取自上海曲阳

污水处理厂曝气池混合液和上海竹园污水处理厂污

水处理中试装置曝气池混合液以及试验装置硝化悬

浮填料床顶端填料.上述 2个污水处理工艺 ,均用以

处理城市生活污水 ,其进水成分相近.上海曲阳污水

处理厂采用传统的完全混合式处理工艺 (以下称传

统处理工艺) ,上海竹园污水处理厂污水处理中试装

置中 (以下称化学生物絮凝处理工艺)曝气池采用微

孔曝气管曝气 ,分 3段推流回转式布置 ,阶梯式速度

梯度变化 ,每段可独自调节曝气量以改变速度梯度.

后续脱氮采用悬浮填料接触氧化生物工艺 ,用高比

面积球型填料 ,设计水力停留时间 1～2h , (中试装

置见图 1) .针对 2 个典型的工况进行取样 ,取样条

件以及运行参数见表 1.

贮水箱 提升计量 混合
　
加药

化学生物絮凝反应池
　
曝气

沉淀

回流污泥

出水

悬浮填料床 沉淀
出水

图 1　化学生物絮凝处理工艺中试装置( 50t/ d)

Fig. 1　The pilot plant (50t/ d) in Shanghai Zhuyuan wastewater treatment plant

　　(2)取传统处理工艺曝气池污泥混合液 1mL 用

无菌水稀释 100倍后振荡打碎絮体 ,取 1mL 接种到

营养肉汤培养基中[3 ] ,置于摇床 120r/ min ,32℃培

养 4d后将培养液 5000r/ min离心 20min ,取沉淀用

于 DNA提取.样品名称为样品Ⅱ.

(3) DNA抽提缓冲液 :100mmol/ L Tris2HCl (p H

810) [4 ] , 100mmol/ L 磷酸盐缓冲液 (p H 810) [4 ] ,

115mol/ L NaCl , 1 % CTAB (十六烷基三甲基溴化

铵) [4 ] . TE缓冲液 :10mmol/ L Tris2HCl , p H 716 [4 ] ,

1mmol/ L ED TA (乙二胺四乙酸二钠 ) , p H 810.

PCR引物被用于细菌 16Sr DNA V3区的 PCR扩增

( P1 　5′2A TTACCGCGGCTGCTGG23′, P2 　5′2C G

C C C GC C GC GC GC G GC G G GC G G G GC G G G G

GCA C G G G G G GC C C CA TA C G G GA G GCA GC

A G23′) ,其中 GC 钳是为满足 D GGE 的温度而

加[4 ] .由上海博亚生物工程技术有限公司合成.电

泳所用 Marker为 Bebco DNA30002100bp Marker.

(4)活性污泥混合液 5000r/ min离心 20min ,取

沉淀放置于 - 30℃冰冻储存用于 DNA 提取.将悬

浮填料床中填料上的生物膜用无菌刷刷取到装有无

菌水的烧杯中 ,取杯中混合液 5000r/ min 离心

20min ,沉淀 - 30℃冰冻保存用于 DNA提取.

表 1　取样位置和条件

Table 1　The positions and process conditions for sampling

取样装置
传统处

理工艺

化学生物絮凝污水处理中试装置

工况 A 工况 B

样品名称 样品Ⅰ 样品Ⅲ 样品Ⅳ 样品Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ 样品Ⅷ

样品类型 活性污泥 活性污泥 填料生物膜 活性污泥 填料生物膜

取样位置 曝气池 化学生物絮凝反应池第 1廊道 悬浮填料床 化学生物絮凝反应池 1、2、3廊道 悬浮填料床

进水

/ mg·L - 1

COD 320 263 126

NH32N 2810 2610 2411

TP 315 411 2101

SS 174 156 60

运行条件 DO 211 mg/ L 1、2、3廊道分别为 117 mg/ L、115 mg/ L、113 mg/ L 1、2、3廊道分别为 215 mg/ L、212 mg/ L、116 mg/ L

p H 712 618～713 616～713

絮凝剂 无 投加聚合氯化铝 80mg/ L 投加聚合氯化铝铁 120mg/ L 　助凝剂 PAM015mg/ L
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112　实验方法

(1) DNA 提取方法[6～8 ] 　从样品中提取总

DNA方法 :于离心所得菌体加入 1315mL DNA 抽

提缓冲液和 100μL 蛋白酶 K (10mg/ mL ) .转移至

三角烧瓶中 ,放置于 37℃,225r/ min 摇床 30min.加

入 115mL 20 % SDS (十二烷基硫酸钠) [4 ] , 65℃水

浴 2h ,每隔 15～20min 轻轻摇动一次.所得产物于

室温下 5000r/ min 离心 10min ,取上清液待用.在沉

淀中加入 415mL DNA 缓冲液 ,015mL 20 % SDS ,

用玻璃棒小心搅匀 ,65℃水浴 10min ,离心 10min.

重复此步骤 1 次 ,3 次所得上清合并 ,均匀混合.于

上清液中加入等体积氯仿/异戊醇 (体积比 24∶1) ,

5 000r/ min 离心 10min ,取水层 ; 再加入 016 体积

的异丙醇 ,室温放置 1h , 9000r/ min 室温离心 20

min ,取沉淀溶解于 500μL p H 716的 TE缓冲液中.

(2 ) PCR 扩增程序[6～8 ] 　94℃, 2min ; 94℃,

45s , 60℃, 45s , 72℃, 90s , 30cycles ; 72℃, 10min.

PCR反应体系为无菌双蒸水 39μL ,10 ×PCR 反应

缓冲 液 5μL , 215mmol/ L dN TP 溶 液 1μL , 10

mmol/ L引物 P1、P2 各 1μL , Taq酶 1 个单位 ,样品

DNA溶液 2μL .

(3)提取总 DNA及 PCR检测　1 %的琼脂糖凝

胶电泳进行电泳检测

(4) PCR 产物浓缩 　合并数管纯化产物 ,用

Parafilm膜封口 ,置于 - 70℃冰箱冷冻过夜保存 ,取

出后用冷冻抽干机处理 4h ,将得到的干粉溶解于

30μL p H 716 TE中 ,保存于 - 20℃冰箱.

(5) PCR 产物进一步用 D GGE (变性梯度凝胶

电泳)电泳分离　凝胶变性梯度 30 %～60 %. 150V ,

电泳缓冲液为 1 ×TAE[4 ] ,60℃,电泳时间 5h.用溴

乙锭染色后 ,在紫外灯下割下含目的 DNA 条带的

凝胶块. 转移到微量离心管中 ,用吸头挤碎 ,加入

30μL TE p H 716溶解.重新进行 PCR扩增 ,步骤参

照 (2) .送上海博亚生物公司测序.

2　结果与讨论

211　活性污泥、生物膜和培养后菌落样品总 DNA

提取结果

从 8 个样品中提取的 DNA通过 1 %的琼脂糖

凝胶电泳检验 (图 2、图 3) .通过 SmartView软件分

析提取出的 DNA片段大小约为 5～6kb.

环境样品由于组成复杂 ,能否顺利提取目标

DNA片段是能否采用 PCR2D GGE技术进行分析的

前提.电泳结果显示 ,采用文中的提取方法可以顺利

提取出样品中的 DNA片段.

1. Marker ; 21SampleⅠ;31Sample Ⅱ;4. Sample Ⅲ; 51Sample Ⅳ

图 2　传统处理工艺和化学生物絮凝处理

工艺装置工况 A样品提取的 DNA

Fig. 2　Extracted DNA from SampleⅠ,Ⅱ Ⅲ, Ⅳ

1. Marker ; 21SampleⅤ;31Sample Ⅵ;4. Sample Ⅶ; 51Sample Ⅷ

图 3　化学生物絮凝处理工艺装置

工况 B样品提取的 DNA

Fig. 3　Extracted DNA from Sample Ⅴ,Ⅵ Ⅶ,Ⅷ

212　总 DNA的 16S rDNA片段扩增结果

将提取出的 DNA进行 16S rDNA 片段 PCR扩

增 ,结果用 1 %的琼脂糖凝胶电泳检验 ,扩增出的

DNA片段大小为 220～240bp . 证实为 16S rDNA

V3区特异性片段 (图 4、图 5) .

213　变性梯度凝胶电泳分离扩增的 16S rDNA 片

段结果

合并 6管 PCR样品 (每管 50μL)进行变性梯度

凝胶电泳 , (图 6) .可以看出在活性污泥与生物膜样

品中微生物多样性相当丰富.

传统的培养方法会对样品中微生物种群的结构

造成相当大的改变.通过曲阳污水处理厂活性污泥

培养前后的对比可以看出 (图 6a) ,未经培养的样品

(Sample Ⅰ)与经过培养的样品 (Sample Ⅱ) ,细菌种
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群的结构和数量都发生了很大的改变.培养过程中 ,

由于生存环境的变化 ,营养物质充足 ,很多原来并不

占优势的菌种在生物量上都得到了相当的增长.未

经培养污泥样品中 ,原来数量上占优的菌种 ,一部分

在培养后数量依然较多 ,而某些菌群数量则发生了

锐减.

1. Marker ; 21Negative control ;31SampleⅠ;

41Sample Ⅱ;5. Sample Ⅲ; 61Sample Ⅳ

图 4　传统处理工艺和化学生物絮凝处理

工艺装置工况 A样品 DNA的 PCR产物

Fig. 4　Extracted DNA from SampleⅠ,Ⅱ Ⅲ, Ⅳ

化学生物絮凝处理工艺反应池污泥样品 ( Sam2
ple Ⅲ)与传统处理工艺曝气池污泥样品 ( Sample

Ⅰ)比较发现 ,2种城市污水处理工艺中微生物种多

样性都相当丰富 ,但是种群结构相差很大 (图 6b) .

　　

1. Marker ;21Negative control ;31SampleⅤ;

41Sample Ⅵ;5. Sample Ⅶ; 61Sample Ⅷ

图 5　化学生物絮凝处理工艺装置工况 B

样品 DNA的 PCR产物

Fig. 5　Extracted DNA from Sample Ⅴ,Ⅵ Ⅶ,Ⅷ

这说明 ,在成分相近的城市生活污水中 ,不同的处理

工艺中微生物种群结构差异相当明显.化学生物絮

凝处理工艺的微生物作用与成分相近的城市污水处

理工艺中微生物作用机理可能存在相当大的差别.

通过 SmartView软件分析 ,本试验化学生物絮凝处

理工艺装置中活性污泥样品 D GGE结果包含的细

菌种类多于传统处理工艺曝气池污泥样品 ,说明在

化学生物絮凝处理工艺的运行中 ,微生物对污染物

的降解也起到了很大作用.部分优势菌种测序结果

也显示其中一些为好氧菌群 (表 2 Band 1) .

化学生物絮凝处理工艺装置 2个典型工况的活

　　

图 6　16S rDNA片段 DGGE分离结果

Fig. 6　16S rNDA separated by DGGE
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性污泥取样结果显示 ,在进水 COD、TP、SS发生明

显改变 ,同时絮凝剂加药量发生改变的情况下 ,2种

工况反应池污泥中微生物的结构相差不大 ,表明在

微生物对于不同的进水变化和药剂投加量改变适应

性较好 ,工艺运行较为稳定.在第 2 种工况下 ,化学

生物絮凝池 3 个廊道内活性污泥样品 ( Sample Ⅴ、

Ⅵ、Ⅶ)中微生物的结构差异很小 ,3 种污泥样品中

微生物种群结构基本相同 ,表明细菌在反应器不同

位置的分布相当均匀. 2 种工况下悬浮填料床生物

膜微生物种群结构的对比 ( Sample Ⅳ、Ⅷ)结果显示

(图 6d) ,少数细菌的种类与数量发生了改变 ,但总

地来说相差不大.说明悬浮填料床微生物种群结构

受工艺的影响较反应池明显 ,不过基本上保持稳定.

214　部分优势菌群的 16S rDNA 片段测序结果及

入库比对

将化学生物絮凝处理工艺装置工况 A 活性污

泥样品割胶后的几条片段 Band 1～7 (见图 6b)进行

PCR扩增并进行测序 ,结果输入 NCB I基因库比对.
表 2　部分优势菌 16S rDNA DGGE片断测序分析结果

Table 2　The sequences of several 16S rDNA DGGE fragments

测定样品 NCBI比对结果 查询号

Band 1

A rcobacter sp1 A3b2 (9815 %)

A rcobacter sp . D1a1 (9815 %)

A rcobacter sp . B4b1 (9815 %)

mari ne bacteri um MSC2 (98. 5 %)

A rcobacter sp1 KT0913 (98. 5 %)

10707837262121182459127749901BLASTQ3

Band 2

uncult ured eubacteri um WJ GRT2117 (9613 %)

uncult ured epsilon proteobacteri um (9010 %)

S ulf urospi rill um sp . J PD21 (8912 %)

uncult ured proteobacteri um (89. 2 %)

107078381121247521054226607271BLASTQ3

Band 3 未能找到全片段同源性较高的微生物种类 ,可能为新发现的菌种 10707840252134422182563779494. BLASTQ3

Band 4

uncult ured bacteri um PHOS2HD43 (9015 %)

Aci netobacter sp . DVL00/ 879 (9015 %)

Aci netobacter sp . Ir T2R5M22138 (9015 %)

Aci netobacter haemolyticus (9014 %)

Aci netobacter sp . GOBB32C107 (8919 %)

10707841052179162151282444648. BLASTQ3

Band 5

Aci netobacter parv us (9715 %)

Aci netobacter sp . Ni38 (9619 %)

Aci netobacter sp . An9 (9619 %)

Aci netobacter johnsonii (9619 %)

Aci netobacter genomo sp . C1 (9613 %)

10707841542139432149682629269. BLASTQ3

Band 6

Aci netobacter calcoaceticus (9419 %)

bacteri um K87 (9419 %)

Aci netobacter sp . LBV326 (9413 %)

Aci netobacter sp . ADP1 (9310 %)

Aci netobacter sp . DSM 586 (9310 %)

10707841932140912122346313168. BLASTQ3

Band 7

S phaerotil us sp . L1、2、6、7、8、12、13、19 (9614 %)

Leptothri x sp . L4、5、10、11、16、17、18 (9518 %)

S phaerotil us sp . IF14 (9512 %)

beta proteobacteri um A0640 (95. 2 %)

Leptothri x sp . L14 (9512 %)

10707842482182962158658938339. BLASTQ3

3　结论

(1) 通过对人工培养活性污泥和工艺中直接取

得的污泥进行对比 ,发现由于环境条件的改变 ,活性

污泥中菌群结构发生了很大改变.在人工培养条件

下 ,由于温度适合、养分充足 ,所以细菌总的数量很

多 ,许多原来在活性污泥中数量不占优势的细菌大

量繁殖 ,但是也由于生存竞争的原因 ,许多原本在活

性污泥中存在的细菌就被淘汰了.因此活性污泥中

菌群结构变化明显.这说明环境条件对活性污泥中

菌群结构的影响很大 ,通过人工培养活性污泥增加

细菌数量 ,从而达到在工艺中应用目的的思路是不
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充分的.

(2) 本实验通过对传统城市污水处理工艺和化

学生物絮凝处理工艺运行工况的比较 ,发现进水成

分的相近并没有使活性污泥具有相同或者相似的菌

群结构.原本认为初始条件和工艺运行条件相同或

相似会导致活性污泥中微生物菌群结构类似的想法

是不完全的.这说明活性污泥在工艺运行过程中 ,本

身受到工艺运行环境的影响并被驯化 ,而在工艺运

行达到稳定的状态时 ,活性污泥中的微生物种群结

构也逐渐趋于稳定 ,从而形成了针对性较强的、适应

于该工艺运行环境和条件的最佳菌群结构.初始进

水成分的不完全相同和所含有机物量的不同能够造

成活性污泥中菌群结构的差异.

(3) 通过对化学生物絮凝处理工艺中不同位置

的细菌 16S rDNA序列的比较 ,发现在投加絮凝剂

的反应池里 ,菌群在池中不同位置的分布都比较均

一 ,化学絮凝剂的投加对环境中的细菌结构并未产

生很大的影响.在工艺运行稳定的情况下 ,微生物对

外部环境条件的适应性比较好 ,而且菌群结构稳定.

但是随着反应条件向脱氮反应转化 ,即由均一的水

溶液生长环境转换为附着生物膜的生长环境时 ,菌

群结构也有所改变 ,某些细菌个体种类在数量上显

示出明显的差异 (图 6d、图 6c) .悬浮填料床内的微

生物菌群结构相对来说也比较稳定 ,受工艺运行条

件影响不大 ,某些细菌的数量有比较明显的变化 (图

6d) .

(4) 通过对化学生物絮凝池活性污泥中优势菌

种 16S rDNA序列的分析 ,可以看出这些优势菌种

大多属于好氧菌群 (表 2) ,基本上可以分为 Acineto2
bacter属和 Arcobacter属 2大支.

由于环境学样品中样品成分相当复杂 ,微生物

多样性相当丰富 ,使得对环境学样品的微生物分析

比较困难.通过常规的培养分离进行分析工作量大 ,

并且其结果受到微生物可培养性的限制.相对而言 ,

利用 PCR2D GGE分子生物学技术进行环境样品的

结构、多样性分析以及菌种鉴定更加迅速 ,结果更加

准确 ,在不需取得菌种的情况下 ,是完全可行的研究

方法.

同时这种方法也可以与常规培养分离技术结

合 ,结合 2种方法的优点 ,可在某些研究领域 (如在

特殊降解菌的分离筛选)取得更加高效准确的结果.

目前利用 PCR2D GGE分子生物学技术进行环境学

样品的分析主要处于定性分析 ,准确的定量研究还

较难进行.由于样品中微生物种类相当多 ,对于结果

的分析也造成了一定的困难 ,因此 ,对于这种方法的

进一步发展 ,还有相当的工作要做.
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