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荧光原位杂交(nSH)技术在厌氧颗粒污泥研究中的应用 

左剑恶，杨 洋，沈 平，顾夏声 

(清华大学环境科学与工程系，厌氧生物实验室，北京 100084) 

摘 要：本文介绍了荧光原位杂交(nsH)技术的基本原理和操作步骤，重点介绍和讨论了FISH技术在厌氧颗粒污泥研 

究中的应用现状，并对该技术在国内的应用前景进行了展望。 
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厌氧颗粒污泥是由多种具有互营共生关系的厌 

氧微生物形成的复杂聚集体，是 UASB，EGSB和 IC 

等厌氧反应器高效稳定运行的关键，众多研究者对 

其形成机理、微观结构、微生态等进行了大量研究， 

但基于纯培养的传统微生物学研究方法自身存在的 

缺陷、颗粒污泥中微生物组成及其相互关系的复杂 

性、以及某些厌氧细菌(如产氢产乙酸细菌和产甲烷 

细菌)的生长特异性等，使得对厌氧颗粒污泥的认识 

至今仍未取得共识。 

分子生物学技术以核酸分子(DNA或 RNA)为研 

究对象，可在无需纯培养和不扰动环境样品的情况 

下，对样品中的微生物直接进行研究。荧光原位杂 

交(fluorescence in situ hybridization，FISH)是 目前应用 

广泛的一种分子生物学技术，在对活性污泥、生物膜 

和厌氧颗粒污泥等的深入研究中发挥了重要作用。 

因此，本文首先简要介绍 FISH技术的基本原理和操 

作步骤，然后重点介绍其在厌氧颗粒污泥研究中的 

应用现状，并对这项技术在我国的应用前景进行 了 

展望。 

l FISH技术的基本原理 

FISH技术是利用一小段(通常 l5～3O个碱基) 

用荧光物质标记过的 DNA或 RNA序列作为探针，将 

其直接投加到环境样品中，利用其与样品中同源性 

微生物细胞内核酸分子的碱基互补配对特性 ，在荧 

光显微镜下，直接观察和探测特定微生物的分布与 

数量。1989年，Delong[1J第一次使用 FISH技术对单 

个微生物细胞进行了检测，随后 Amann[2]2，StoJql[3]等 

人利用该技术对多种环境样品进行了研究，使该技 

术在环境领域内的应用 日趋广泛和成熟。 

FISH技术的目标分子通常是 16S rRNA，因为它 

在活性微生物体内具有较高拷贝数，分布广泛、功能 

稳定，而且它在系统发育上具有适当的保守性。根 

据待测微生物体内 16S rRNA中的某段特异性序列， 

设计相应的寡核苷酸探针，就可实现对 目标微生物 

的原位检测，而选取在分子遗传性质上保守性不同 

的特异序列，就可在不同水平(如域、属、种⋯⋯等) 

上进行检测。目前，公共和商业数据库中已公布的 

16S rRNA序列逐渐增多，因此，以 16S rRNA为 目标 

的 FISH技术的应用也越来越广泛，对环境样品中微 

生物的原位研究也越来越方便和准确。除 16S rRNA 

外，FISH技术还可以23S rRNA或 mRNA等作为研究 

的目标分子。 

FISH技术成功应用的关键在于设计和获得具有 

很高灵敏性和专一性的寡核苷酸探针，探针的灵敏 

性是指可在皮克级(10_1 克)或更低浓度下对目标分 

子进行检测；而专一性则要求其只能特异性地与其 

具有同源性的序列片段发生反应，而不与样品中存 

在的其它核酸或非核酸分子发生反应，检测准确率 

高。此外，由于是原位操作，还要求探针能够顺利进 
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入受试微生物细胞内部。 

探针上荧光物质的选择与标记也很重要。常见 

的是直接荧光标记法，即将荧光信号分子直接与探 

针的5’端或通过酶催化与 3’端相连，当探针与 目标 

序列杂交后可立即观察。直接标记法应用广泛，且 

方便快捷。有人还在探针的两端同时加 上荧光标 

记，可获得更强的荧光信号-4 J。带有荧光标记的探 

针，可在暗处和 一20℃的条件下保存数月。 

FISH技术的基本操作步骤主要有： 

(1)固定与预处理：待测样品在处理后的载玻片 

上进行固定，有时需要进行一些特殊的预处理； 

(2)杂交：加入探针进行杂交，一般用一种或多 

种探针同时进行杂交； 

(3)洗脱：去除未杂交或非特异性杂交的探针； 

(4)观察：将样品置于荧光显微镜下观察，记录 

结果，并对结果进行分析。 

目前 FISH技术已被广泛应用于对活性污泥和 

生物膜的研究中，如：污泥膨胀过程中特异性丝状菌 

的寻找与确定[5,6]、硝化过程中氨氧化细菌和硝化细 

菌的数量分配与空间分布E7 3、以及生物强化除磷过 

程中放线菌和某种特异细菌的作用等-8 J。 

2 FLSH在厌氧颗粒污泥研究中的应用 

利用基于纯培养的传统微生物研究手段，及利 

用电子显微镜通过形态分辩来确定微生物种属的传 

统方法，研究厌氧颗粒污泥中微生物组成及空间分 

布存在着较大困难和明显不足。自然界中绝大多数 

微生物无法进行纯培养，因此，传统方法不能真实反 

映颗粒污泥的微生物组成-2 ；而通过形态特征确定 

微生物种属的方法显然存在着更大的不确定性。 

FISH技术的出现，可以在很大程度上弥补传统方法 

的不足。 

利用 FISH技术对颗粒污泥所进行的研究，主要 

集中在以下几个方面：1．组成颗粒污泥的各种微生 

物的种属关系及其空间分布；2．工艺或环境条件对 

颗粒污泥内部微生物空间分布的影响；3．两种或多 

种特定微生物之间的生态关系等。 

2．1 操作步骤 

从处理装置或试验装置取出颗粒污泥，经沉淀 

和清水漂洗后，用多聚甲醛磷酸缓冲液进行固定 ，然 

后浸入熔化的塑化石蜡(paraplast)中，冷却后切片， 

切片厚度一般为 5～10／an，将切片在 50~C水中进行 

延展后转移到玻片上，在 42~C条件下干燥后在二甲 

苯中浸泡 30 min，再用二甲苯 一TBA一乙醇混合液进 

行冲洗，即完成了颗粒污泥样品的预处理。随后就 

可按照上述 FISH技术的基本操作步骤加入探针进 

行杂交、洗脱，最后在荧光显微镜下进行观察、照相 

和结果分析。 

2．2 常用探针 

在对颗粒污泥的研究中，需要应用多种探针，表 

1列出了其中常用的几种。 

表 1 厌氧颗粒污泥研究常用探针 

目标微生物 探针名称 探针序列(5’一3’) 考文 

所有微生物 UNIVl392 ACcGCCGG C 9 

所有真细菌 E哪 38 GCK℃Crc℃CGrAGGAGr 

a 蛋白细菌 ALFlB CGTIEG((YT)TCrGA~ G ：lO： 

B蛋白细菌 Bl 42a GCa叮 C0～L] =c11T 

U)I23a CI℃11ZCG0 CfDCAGcr 9] 

7蛋白细菌 GAM42a OCC僦 0～巴 G’兀T [1O] 

脱硫叶菌属 咖  G从11℃ĉc1T陀c(．cI 11] 

所有古细菌 ARCH915 G托 OnCGCĈ 1̂1船 [3] 

产甲烷微菌 MG12()0 0：c r从1’rcjGGGGĈ rc 

产甲烷八叠球菌 MB1174 1lAO0口【℃GI℃0～a℃cn℃a【℃ ：11 

1414 口翻  Z Cc7翻 c了 Z 

鬃毛甲烷菌属联 MX825 1℃G0 OC口fCGCCGAĈ0口1AGC 

合鬃毛甲烷菌 MSl OCO＆ 口 I℃ BA 

Ms2 a 从代AGAGC0口TI1 兀'r [11 

Ms5 GG0 0 Gr( ( OCGI1 l℃G 

MX82．S(38) c[GIcGCC0ĜĈc( Z 

巴氏甲烷八叠球菌 MB1 Tr GrI℃AGTCI：TCCcG 

MB3 CCAGAc]rrGG从 CCG 

M且l4 T九．A1℃cC Â AATGGATr [9] 

MS821(38) c( Cĉ Ga[Ĝ0 c( G( GC 

产甲烷丝菌 MT757 CCrAGcITrcGT、：CC兀 [12] 

2．3 颗粒污泥中微生物组成及空间分布的研究 

对于厌氧颗粒污泥结构方面的研究目前主要是 

根据颗粒污泥切片的扫描电镜照片来进行推测的， 

但是细菌本身的多态性就决定了这种方法存在明显 

的不足，而利用 FISH技术可以在一定程度上真实的 

反映出颗粒污泥内部微生物的组成和空间分布情 

况。 

HannSen【13]等人利用 EUB338，ARC915，MX825和 

MG1200等探针的不同组合，在 45℃下与颗粒污泥切 

片杂交 3h，然后在 48℃下用杂交缓冲液清洗 30 min， 

最后经清水冲洗、风干后观察，发现蔗糖为基质的颗 

粒污泥分为三层：外层为真细菌，中间层为产氢产乙 

酸细菌与产甲烷丝菌的共生体，内层存在着较大空 

洞，有少量产甲烷细菌和无机物；而以混合挥发酸为 

基质的颗粒污泥只分为较明显的两层：外层是真细 

菌，内层则以产甲烷丝菌为主。 

Sekiguchi等人-1 利用 EUB338和 ARC915探针 

确定了真细菌和古细菌在中温和高温厌氧颗粒污泥 

中的分布情况，然后利用 MX825，big1200，MB1174， 
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MS1414和 D660等探针的不同组合对不同种类产甲 

烷细菌与真细菌的空间分布进行研究。结果表明， 

中温和高温颗粒污泥具有相似的微生物分布结构， 

外层主要是真细菌，内层主要是古细菌；颗粒中心均 

不能被染色，可能是无机物或死亡细菌；古细菌中以 

索氏产甲烷丝菌为主，在高温颗粒污泥中还存在少 

量的产甲烷八叠球菌；真细菌则种类较多，主要有脱 

硫叶菌、互营杆菌、和绿色非硫细菌等。 

Tagawa等人 2̈ J利用 ARC915，MB1174和 MT757 

等探针，采用计数法描述 了颗粒污泥中古细菌、产甲 

烷丝菌和产甲烷八叠球菌的丰度。首先用联咪二苯 

吲哚(DAPI)对样品染色，在 372 rl／n波长下观察并对 

细菌总量计数；再加入用诺丹明(rhodamine)标记的 

各种探针，在554 nln波长下计数，结果表明：古细菌 

是颗粒污泥 中的优势菌群，占细菌总数的 28％ ～ 

53％；古细菌中产甲烷丝菌和产甲烷八叠球菌是主 

要代表，分别 占细菌总数 的 13％ ～38％和 4％ ～ 

27％ 。 

此外，Saiki等【14]的研究表明某种产甲烷丝状菌 

主要分布在颗粒污泥的表面；Syutsubo等 5J则研究 

了进水基质对高温 UASB反应器中颗粒污泥微生物 

群落动态变化的影响；Liu等 6̈J在研究处理酿酒废水 

的颗粒污泥内部结构时发现，颗粒污泥由水解梭状 

菌属和嗜氢产甲烷菌以及嗜氢产甲烷杆菌和嗜乙酸 

产甲烷丝菌组成明显的层状结构。 

2．4 特殊菌种的研究 

丙酸积累是造成厌氧反应器运行失败的主要原 

因，因此，颗粒污泥中丙酸降解菌的生长特性、空间 

分布以及生态定位已成为厌氧领域中的研究热点。 

Imaehi等 J从高温颗粒污泥中分离 出丙酸降解菌 

SI，为了解其在颗粒污泥中的丰度和空间分布，专门 

设计 了探针 TGP690，并结合 ARC915、EUB338和 

MB1174等进行细菌计数，结果表明，呈短杆状的丙 

酸降解菌 SI主要分布在颗粒污泥的内层和中部，约 

占细菌总数的 1．1％，与嗜氢产甲烷细菌生长紧密。 

Harmsen等人【lsj利用 MPOB和 KOPROP1等探针对处 

理蔗糖和混合挥发酸两种颗粒污泥中的丙酸降解菌 

进行研究，结果发现，在以蔗糖为基质的颗粒污泥内 

部丙酸降解菌 MPoB与多种产甲烷细菌共生在一 

起，而以混合挥发酸为基质的颗粒污泥呈明显层状 

分布，在较厚层的产甲烷细菌之下，MPOB与产甲烷 

细菌共同形成了单独的一个薄层。 

厌氧过程中，硫酸盐还原菌与产甲烷细菌存在 

着生存竞争，因此，硫酸盐还原菌也受到了较多的关 

注。Sehramm等人“ J利用 FISH技术发现，即使在未 

检测到硫酸盐浓度降低的情况下，在污泥中也能检 

测到硫酸盐还原菌的存在；Santegoeds等人【 j利用 

ARC915，SRB385，DSv698和 DSS658等探针发现，产 

甲烷菌主要分布在颗粒污泥的内部，而硫酸盐还原 

菌则分布在外层；Sekiguchi等人_】 也得到类似结论； 

Arnann等人 j的研究表明，形态差异明显的脱硫弧 

菌(Desulfovibrio vulgaris)和乙酸氧化脱硫单 胞 菌 

(Desulfuromonas acetoxidarts)在荧光显微镜下可以分 

辩得很清楚。 

2．5 不足与展望 

FISH技术在厌氧颗粒污泥研究中的应用尚处在 

起步阶段 ，还存在着不足：厌氧细菌普遍存在的自发 

荧光现象及探针的特异性不足都可能导致试验结果 

的正偏差 ；而试验过程中杂交液渗透不充分、杂交后 

荧光标记见光褪色等则导致负偏差 

因此，FISH技术作为一项新兴的研究手段和工 

具，还需要在以下几个方面进行加强和改进： 

(1)优化杂交过程中的各种操作条件； 

(2)开展探针标记技术的研究，提高探针灵敏 

度，完善荧光信号检测技术，可采用级联放大的酶联 

抗原抗体反应等技术来提高检测灵敏度； 

(3)完善利用单拷贝、短片段探针的 FISH技术； 

(4)为了高频率的检测低于几个 kh单拷贝的 

DNA序列，可采用在原位杂交前对靶 DNA进行 PCR 

扩增或直接用标记的核苷酸进行原位 PCR扩增。 

此外，还应该加强 FISH技术与其它技术的联 

用：FISH与流式细胞分析仪(flow c、rtometry)联用能形 

成一项快速高效对污泥中细菌群落 自动分析的技 

术[加]；Orphan等人[ ]利用 FISH与次级离子质谱 

(SIMS)结合对厌氧条件下的甲烷氧化菌进行了鉴 

定；Lee等人[22 采用 FISH与显微放射自显影技术研 

究了生化物质在细胞内的合成、转移和转化等代谢 

过程；Sekiguehi[̈j等人利用共聚焦激光扫描显微镜 

(CLSM)与 FISH技术得到了不同菌种在颗粒污泥内 

部成层分布的高清晰照片。 

3 结语 

FISH技术是一项新兴有力的研究工具，为颗粒 

污泥的研究提供了一条便捷之路，并将为最终解释 

颗粒污泥的形成机理和在短时间内培养出高品质颗 

粒污泥作出贡献。国内在厌氧领域的理论研究和工 

程实践上都已取得很大成功，但与国际先进水平相 

比，还存在差距，FISH技术及其它分子生物学技术的 
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引入，将为国内在厌氧领域的基础理论研究提供强 

有力的武器，同时也会促进工程实践的快速发展，对 

我国高浓度有机工业废水的污染控制作出贡献。 
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