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摘要 :对现代分子生物学技术在污水生物处理系统微生物检测和群落分析中的应用进行了系统总结 ,重点对应用较多的 PCR技术、FISH技术

进行了介绍并对其优缺点进行了探讨.通过对生物处理系统中微生物检测和生态学研究 ,可以分析确定系统中功能微生物的数量 , 群体结构

和活性 , 从而实现构建人工强化生态系统 , 提高废水生物处理效率的目的.分析认为 ,以 DNA序列和相关的结构基因为基础的分子生物学技

术已经在污水生物处理系统的种群分析方面得到了广泛和成功的应用 , 而且必将会对深入认识和优化污水生物处理过程 ,加快新工艺的开发

和应用以及强化处理工艺的过程控制方面起到更大的作用.
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Abstract : The use of molecular biological tools to microorganism detections and community analyses in the biological wastewater treatment process had been

discussed , and the major points were put on the more frequently used techniques such as polymerase chain reaction ( PCR) and fluorescence in situ hybridization

(FISH) . The advantages and disadvantages of each technique were analyzed. Through the detections and analyses , the information of the amounts , the community

structures and the activities of the microorganism in the system could be abtained , so these informations can be used to build enhanced ecosystem and to strengthen

the efficiency of the existed system. It is believed that , the molecular biological tools based on the DNA sequences and the relevant structure genes have been

successfully used in community analyses in the biological wastewater treatment process , and will surely help to get a deeper insight into and optimize the biological

treatment process. Furthermore , it will promote the developments and applications of novel techniques , and play an even more important role in the process

controlling of the biological wastewater treatments.
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　　生物法作为一种传统的污水治理方法在揭示污

水中复杂微生态系统方面存在很大的局限性.传统

的微生物记数方法 ,如平板培养法 ,用于环境生物学

研究时存在许多不足 :环境中只有不超过十分之一

的微生物可以培养 ,而活性污泥中生存的主要细菌

群落不一定都能用培养的方法分析 ;不能充分揭示

生物反应器的实时的、有意义的信息 ;当特定微生物

系统不具竞争性且相关的结构基因未被诱导出来

时 ,传统方法就不可能检验该系统降解污染物的能

力 ;传统的显微方法难于获得微生物群落结构和空

间分布的有关信息 ,因而不利于根据微生物群落多

样性的变化以迅速判断环境的变化 ( Schramm
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et al . ,1996) .采用分子生物学方法可有助于解决上

述问题. 20世纪 90年代 ,分子生物学方法被应用到

废水的生物处理过程中 ,以确定废水中的菌群组成、

动态变化以及主要的功能菌群.以 16rDNA序列和

相关的结构基因为基础的分子生物学技术 ,为鉴别

和量化环境中特定微生物的系统发育群体提供了强

有力的工具.利用分子生物学技术可以进行菌群动

态跟踪和功能群种鉴定 , 揭示菌群结构与功能的关

系 , 从而更好地控制生物处理过程.此外 ,采用重组

DNA技术所建立的基因工程微生物对于培育优良

功能菌群 ,提高生物处理效率和节省成本等方面均

具有重要意义.本文对分子生物学技术基本理论及

其在污水微生物检测中的应用进行综述.

1　聚合酶链反应( PCR)技术

　　聚合酶链式反应 ( Polymerase Chain Reaction)是

20世纪 80年代后期由 K. Mullis等建立的一种体外

酶促扩增特异 DNA片段的技术 ,PCR是利用针对目

的基因所设计的一对特异寡核苷酸引物 ,以目的基

因为模板进行的 DNA体外合成反应.由于反应循环

可进行一定次数 (通常为 25～30个循环) ,所以在短

时间内即可扩增获得大量目的基因.这种技术具有

灵敏度高、特异性强、操作简便等特点. PCR技术的

基础是只有在微生物特定核酸存在的条件下 ,重复

性酶促 DNA合成和扩增才能够发生 (Metcalf et al . ,

2003) . PCR扩增产物可通过琼脂糖凝胶电泳来检验

和纯化 ,也可以被用来克隆、转化和测序.在具体应

用中往往采用经过修正的或与其它技术联合应用的

PCR衍生技术 ,如 RT2PCR、竞争 PCR、PCR2DGGE 、

PCR2SSCP和巢式 PCR等.

RT2PCR以检测只含有 RNA 的病毒而著称 ,

RNA首先必须被一种相反的转录酶转变为 DNA.

Selvaratnam等人 (1997)用 dmpN基因的 PCR扩增来

检测间歇式反应器中的降解酚的假单胞菌

( Pseudomonas) .在该研究中 ,RT2PCR不仅能检测出

微生物降解酚的能力 ,还能测量出 dmpN基因的转

录水平 ,从而确定该假单胞菌特殊的分解活性.已有

研究结果表明 ,在转录水平、酚浓度、通气阶段之间

存在正相关.

竞争性 PCR (competitive PCR)是一种定量 PCR ,

通过向 PCR反应体系中加入人工构建的带有突变

的竞争模板、控制竞争模板的浓度来确定目的模板

的浓度 ,从而对目的模板作定量研究.竞争性 PCR

曾被用来测定受多环芳香烃污染的沉降物中的编码

邻苯二酚22 ,32加双氧酶的 dmpB 基因的浓度 ( Trper

et al . ,1992) .对 PCR扩增 dmpB的基因片段进行人

工改造 ,可使其带有一个 40bp 大小的缺失 ,作为

PCR扩增的竞争模板.因此 ,竞争模板的 PCR产物

就比目的模板的 PCR产物短.用竞争性 PCR对二者

进行共扩增 ,通过与竞争模板的浓度进行比较 ,可对

沉降物中 dmpB基因的浓度进行定量分析.

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 ,由于环境样品中微

生物种群结构十分复杂 ,因此 ,对其中菌种进行培养

分离和鉴定存在周期较长和工作量大等问题.应用

PCR2DGGE ( Polymerase Chain Reaction Denaturing

Gradient Gel Electrphoreses)方法对环境微生物进行研

究就可以不经过培养 ,直接从样品中提取细菌的

DNA ,再将编码有 16SrDNA的基因进行扩增.通过这

种方法能够直接了解样品中微生物分布结构 ,并能

大致比较相同条件下单一菌群的生物量. 王峰等

(2004)采用 PCR2DGGE技术来分析活性污泥与生物

膜中微生物种群的结构 ,可以不经过常规培养而直

接从活性污泥和生物膜样品中提取 DNA ;Marsh 等

(1998)利用 PCR2DGGE分析并获得了活性污泥中真

核微生物的种群变化情况 ; Nicolaisen等 (2002)利用

PCR2DGGE技术发现 Nitrosomonas2like细菌是上流式

好氧流化床颗粒污泥中的主要氨氧化菌.以上的事

实均说明 , PCR2DGGE结合测序技术是一种完全可

行的适于环境样品微生物研究的快速分析方法.

单链构象多态性技术 (Single2Strand Conformation

Polymorphism , SSCP)是随着对人类基因组的研究而

发展起来的用于检测碱基突变的技术. 近年来 ,

SSCP在微生物鉴定中的发展为其在群落分析中的

应用奠定了基础.采用 PCR与 SSCP联用技术可通

过比较 PCR扩增菌株的 rRNA图谱对细菌进行快速

鉴定. Zumstein等 (2001)以荧光 PCR2SSCP技术对运

行了长达两年的流化床厌氧反应器中的真细菌和古

细菌的群落动态情况分别进行了跟踪监测 ,能够检

测到 45株真细菌和 7株古细菌参与了反应器酒糟

厌氧发酵过程 ;在外部参量恒定的条件下 ,真细菌的

群落种类组成变化很快 ,而古细菌却相对稳定.

Delbes等 (2001)便采用 PCR2SSCP技术研究了厌氧

反应器在崩溃和恢复时期真细菌和古细菌的群落动
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态情况 ,其中螺旋菌在整个过程中的含量较高 ,一梭

菌 ( Clostridiumsp)伴随着乙酸的积累活性升高 ,而大

量的高活性的古细菌群从利用氢产甲烷到利用乙酸

产甲烷的转变过程中 ,是反应器恢复的主要贡献者.

PCR通过对待测 DNA片段的特异性扩增 ,一方

面作为菌株定性鉴定的重要手段 ,同时也为定性和

定量研究微生物的群落特征提供帮助.自 PCR技术

问世以来 ,通过其自身的不断完善以及同其它相关

技术的联用 ,在污水生物处理微生物的检测和鉴定

方面得到了长足的发展 ,为该领域的研究提供了一

个高效、灵敏、简便的研究工具.尽管 PCR技术是目

前检测某些不能进行培养的病毒 (如 Norwalk virus)

的唯一手段 ,但从 PCR技术的使用方面来看 ,还存

在一定的缺点和不足之处 ( Trper et al . ,1992) :可分

析样品容量小 ;存在环境样品中干扰物质的抑制作

用 ;一般情况下 ,属于非定量的研究 ;不能检测分辨

微生物的活性 (从理论上讲 ,任何可以提供核酸物质

的样品都可以进行 PCR扩增)等.例如 ,PCR扩增片

段长度一般不超过 2kb ;PCR2DGGE必须选择合适的

电泳条件以提高对 DNA片段的分辨率 ;在巢式 PCR

过程中存在难以避免的非特异性扩增 ; Taq DNA聚

合酶在合成时易发生错误以及费用比较昂贵等局限

性 (Zumstein et al . ,2000) .鉴于以上问题 ,PCR技术

尚有待于进一步的改进.相信随着科研水平的不断

进步还会有更多更先进的 PCR相关新方法被发现.

2　限制性片段长度多态性( RFLP)分析

　　在进行限制性片段长度多态性 ( Restrictive

Fragment Length Polymorphism , RFLP) 分析过程中 ,

DNA从混合微生物群落中被提取出来 ,通过分析以

提供该群落的基因指纹信息.利用限制性内切核酸

酶将被扩增的 DNA切成片段 ;限制性酶对 DNA的

剪切能够避开靶基因区 ;利用限制性酶切后的 DNA

片段大小不同 ,通过电泳可以进行分离. RELP分析

的优点是不必进行放射性标记的探针杂交就可以观

察到结果. Liu等 (1998)利用 RFLP研究了缺氧2好氧
SBR反应器内 ,不同碳源和不同碳磷比条件下 ,

Glycogen2acumulating organisms ( GAOs ) 与

Polyphosphate2acumulating organisms ( PAOs) 的富集与

竞争情况 ; Jane 等 (1998)采用 PCR联合 RFLP技术

对于废水菌群中 Poliovirus进行了分析鉴定.

3　寡核苷酸探针技术

　　寡核苷酸或者核酸探针方法通常通过鉴别和列

举群落内微生物的遗传信息以反映群落结构 ,其原

理是特定微生物的特定核酸序列存在于 rRNA 或者

DNA中.针对 rRNA的寡核苷酸探针是最直接的一

种途径.寡核苷酸探针被构造为代表微生物目标基

因信息的单链 DNA ,碱基对数量可以少至 15到 18 ,

多至超过 100.探针的碱基序列与目标细胞的 RNA

上的某个区域互补.控制检测条件 ,可使探针 DNA

与目标细胞的 RNA被适当固定.当 RNA被适当固

定 ,可以将未杂交的探针冲洗掉 ,只留下与目标

RNA杂交的探针 ;通过检测杂交探针就能确定目标

rRNA的存在以及数量.

寡核苷酸杂交作用可以通过两种基本方法进

行 ,比较传统的方法是狭线印迹法 ,这种方法要求把

RNA从样品中提取出来.目前比较常用的做法是不

需要进行 RNA提取的荧光原位杂交.

荧光 原 位 杂 交 技 术 ( Fluorescence In Situ

Hybridization ,FISH)结合了分子生物学的精确性和显

微镜的可视性 ,能够在自然的微生物环境中检测和

鉴定不同的微生物个体 ,并提供污水处理过程中微

生物的数量、空间分布和原位生理学等信息. FISH

技术的基本原理是通过荧光标记的探针在细胞内与

特异的互补核酸序列杂交 ,通过激发杂交探针的荧

光来检测信号从而对未知的核酸序列进行检测.

Nielsen等 (2001)对工业废水处理厂活性污泥的

细菌表面疏水性进行了原位检测 ,并应用 FISH技术

结合细胞表面微球体分析研究了丝状细菌的胞外聚

合物. Konuma等 (2001)运用 FISH法来测定氨氧化

菌 ( ammonia2oxidizing bacteria ) 的数量 ,结果表明 ,

FISH法对氨氮含量高的活性污泥混合液检测结果

较好 ,但对氨氮含量低的污水厂出水和河水的检测

效果不佳.表 1列举了 FISH技术的一些应用实例.
表 1　FISH技术在废水中微生物检测的具体应用实例

Table 1　The applications of FISH in the microorganism detections in wastewater

应　　用 文献来源

检测活化污泥反应器中的 Microthrix
parvicella

( Eberl et al . ,1997)

在 EBPR系统中 ,考察聚磷菌 ( PAOs)的微
生物特性和生化特性

(Mino et al . ,1998)

探明废水处理湿地生物膜中影响氨氧化
的主要功能菌群

(Silyn2Roberts et al . ,
2001)

揭示UASB反应器中高温和中温颗粒污泥
的厌氧微生物群落的空间分布和多样性

(Sekiguchi et al . ,2002;
Syutsubo et al . ,2001)

鉴定了活性污泥中硝化细菌群落的数量
和空间分布

( Coskuner et al . ,
2002)

SBR反应器内 ,不同电子受体条件下 ,反
硝化除磷菌 (DNPAOs)的种群变化

(Johuan et al . ,2002)
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　　寡核苷酸探测技术最大的特点是能够将探针设

计成具有不同的特异性 ,以获得群落结构信息.然

而 ,由于 FISH检测的精确性和可靠性依赖于探针的

特异性 ,因此 ,探针的设计和评价十分重要.对于未

被培养的细菌的检测 ,应首先采用杂交方法对探针

进行鉴定 ,以此来判断探针是否合理 ,否则就要重新

分离菌株并设计探针.此外 ,假阳性结果的出现也是

FISH技术的一个缺陷.由于一部分微生物自身荧光

会干扰检测结果 ,目前已知在一些细菌如假单孢菌

属、军团菌属、世纪红蓝菌、蓝细菌属和古细菌如产

甲烷菌中均存在荧光特性.环境样品中自发荧光的

生物或化学残留物的自身荧光特性也使应用 FISH

分析环境微生物变得复杂.因此 ,在检测未知混合菌

群时要进行防止自身背景荧光干扰的处理 ,以防止

假阳性的发生.

近年来 ,多种检测技术的联合应用在各个领域

内的研究中不断被采用 ,其中 FISH技术与其它技术

的结合也为环境微生物学研究提供了更多的信息.

Zhang Dan 等 (2004)应用 PCR2DGGE结合测序技术

和 FISH技术研究了两阶段限氧自养硝化2反硝化生
物脱氮系统中限氧亚硝酸化过程中 ,氨氧化细菌的

种群变化和数量情况 ,结果表明 ,在稳定的亚硝酸盐

积累阶段 , Nitrosomonas 占到所有氨氧化细菌总数的

7215 %. FISH技术与共聚焦激光扫描显微镜和多光

子显微镜的应用可获得清晰的图像 ;与微传感器的

结合也是 FISH技术在环境微生物学中应用的又一

新的技术手段.

4　DNA生物传感器

　　生物传感器设计的理论基础是固定化生物层与

目标污染物之间的专一性作用.基于生物催化和免

疫原理的生物传感器在环境领域得到了广泛的应用

(Mascini ,2001) . 尽管以核酸探针为敏感元件的传

感器在环境检测中的应用尚处于起步阶段 ,但分子

生物学与生物技术的发展为研究 DNA生物传感器

提供了可能.核酸杂交生物传感器的理论基础是

DNA碱基配对原理 ,其高度专一性的 DNA杂交反应

与高灵敏度的电化学检测器相结合形成的 DNA杂

交生物传感器除了可用于微生物的核酸序列分析、

微量污染物的检测外 ,还可用于研究污染物与 DNA

之间的相互作用 ,为解释污染物毒性作用机理提供

了可能.

Chiti等 (2001)开发了电化学 DNA传感器进行

水体中 aromatic amines 的检测 ;Wang等 (1996)开发

出了 DNA杂交生物传感器并用于环境样品的微生

物检测 , 如水体中病原菌 Cryptosporidium 的测定、

Escherichiacoli 的测定等.这类传感器的研究包括核

酸探针固定化的优化、杂交反应条件、指示剂的结合

与检测等.杂交过程并不是一个简单的在液相中探

针与 DNA片段按碱基配对规则形成双链的反应.影

响杂交的因素很多 ,特别要注意影响杂交反应动力

学和效率的因素 ,包括杂交时间、离子强度、探针长

度、序列和杂交温度等 ,以保证其高度专一性和灵

敏度.

5　DNA重组技术

　　20世纪 70年代初 ,限制性核酸内切酶的发现

为 DNA重组技术的建立揭开序幕. DNA重组技术的

实质是 ,将两个或多个单独的 DNA片段连接起来产

生一个能在特定宿主中自主复制的 DNA分子.其基

本程序是 :外源 DNA的获得 ;选择载体并进行处理 ;

将目的 DNA片段和处理后的载体连接 ;将连接产物

导入合适的宿主细胞内 ,使重组 DNA分子在宿主细

胞内复制扩增 ;将转化菌落在平板培养基上培养成

单个菌落 ,筛选获得含有重组 DNA的阳性克隆.

在废水的处理过程中仅靠分离和筛选的功能性

微生物是不够的.如上所述 ,在混合的微生物群体中

筛选特定的微生物菌种时往往得不到预期的结果 ;

特定的微生物可能难以培养 ,从而无法应用到实际

的生物反应器中 ;人类排放到环境中的污染物越来

越复杂且难以处理.因此 ,有必要通过基因工程技术

并根据具体的需要构建有效的基因工程菌或培育出

可高效降解复杂多样的有害污染物的细菌来解决以

上的问题.

指示菌在废水的微生物动态检测中具有重要意

义.由于指示菌具有较高的存活力且对环境中特定

物质的变化比较敏感 ,所以采用指示菌可以迅速、明

确地反映污水中成分的改变情况.运用分子生物学

技术中的基因重组技术可以把特定的基因整合到某

些微生物的基因组中 ,再把这些基因工程菌释放到

特定环境中 ,从而达到对环境进行监测的目的.必须

明确的是 ,作为指示菌的基因工程菌至少应具有如

下特点 :含有易于被扩增、检测和定量的外源基因 ;

在特定环境中具有较高的存活力 ;对环境中特定物

质的变化比较敏感. Hwang 和 Farrand ( Hwang et al . ,

1994)把一种单胞菌 ( Pseudomonas )进行基因工程处
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理 ,使其包含甘露醇冠瘿碱分解代谢的基因 ,通过在

冰草氨酸和甘露氨酸中生长 ,这些微生物可以从环

境样品中提取出来 ,对菌株构建时产生的融合区域

进行 PCR扩增 ,就可以进行灵敏的特异性检测.

6　展望

　　以 DNA序列和相关的结构基因为中心内容的

分子生物学技术在 20 世纪 80 年代完成了创始阶

段 ,进入了在全世界的普及阶段 ,并且在医学、生物

学、环境工程学和考古学等领域不断有新的进展 ,手

段日新月异.分子生物学与多种技术联合应用所产

生的时间效益和经济效益进一步证实了这一技术的

实用性 ,同时也预示着它将在未来各个领域研究中

的良好应用前景.相信随着分子生物学技术、环境工

程检测技术的发展并结合我们已经掌握的微生物群

落结构和功能方面的知识 ,我们将会逐渐了解到污

水生物处理系统中微生物群体的多样性、实际生存

状态、功能特点 ,从而更有效地对其加以开发和

利用.
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