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摘要 :利用 PCR2DGGE (变性梯度凝胶电泳 )技术对北京 7个城市污水厂中 10个处理系统的氨氧化细菌 (AOB)种群结构进行了调查研究 ,发现

城市污水厂的 AOB种群多样性不高 ,除了硝化效果不好的一个污水厂外 ,其他 9个污水处理系统中均检测到 AOB的存在.切胶测序结果表明

主要属于 N itrosom onas oligotropha / aestuarii2like cluster.
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Abstract: PCR2DGGE was app lied to investigate the community structures of Ammonia2oxidizing Bacteria (AOB ) in ten treatment system s of seven

differentMunicipalW astewater Treatment Plants (MW TPs) in Beijing. The results indicated that in these MW TPs, excep t for one system which had poor

nitrification performance, all of the system s had AOB. But the diversity of AOB was low, and the AOB phenotypes were mainly grouped into the

N itrosom onas oligotropha / aestuarii2like cluster.
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1　引言 ( Introduction)

耦合硝化和反硝化过程的生物脱氮是将城市

污水中氨氮最终以氮气形式去除的主要途径 ,其

中 ,将氨氮转化为亚硝酸盐的氨氧化是硝化的第一

步 ,也是关键的一步 ,由一类专属性自养微生物 2氨
氧化细菌 (AOB)完成.一般来说 ,在适当的条件下 ,

所有的好氧生物处理工艺都具有氨氧化能力. 因

此 ,氨氧化是一个在城市污水处理中普遍存在的生

物过程.

由于氨氧化在生物脱氮中的重要性 ,污水处理

系统中的 AOB受到广泛关注.过去依赖纯培养的研

究表 明 , 主 要 的 AOB 是 亚 硝 化 单 胞 菌 属

(N itrosom onas sp. ).但最近的分子生物学研究结果

表明 ,亚硝化螺菌属 (N itrosospira sp. )和亚硝化球菌

属 (N itrosococcus sp. )也同样存在于污水处理系统中

( L imp iyakorn et a l. , 2004; L imp iyakorn et a l. ,

2006). 利用荧光原位杂交 ( Fluorescence in situ



© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

环　　境　　科　　学　　学　　报 29卷

hybridization, F ISH)、PCR2DGGE及克隆等技术针对

城市污水厂活性污泥的研究发现 ,进水氨氮浓度

(Lydmark et a l. , 2007; O tawa et a l. , 2006 )、污泥停

留时间 ( Solids retention time, SRT) ( Hallin et a l. ,

2005; L imp iyakorn et a l. , 2005 )、以 及 溶 解 氧

(L imp iyakorn et a l. , 2005)等都是影响 AOB群落结

构的重要因子.然而 ,污水处理厂工艺多种多样 ,原

水组成也因为来源不同而千差万别 ,至今为止 ,工

艺和原水水质对污泥中的 AOB群落结构的影响并

不清楚.

本论文分别从原水组成和工艺类型的角度 ,利

用 PCR2DGGE技术比较了北京市 7座城市污水厂

10个污水处理系统中 AOB的种群结构 ,以期为深

入了解污水处理系统的种群结构信息和系统优化

提供科学基础.

2　材料与方法 (Materials and methods)

2. 1　样品的采集

共调查了 7个城市污水厂的 10个处理系统 ,每

个厂的工艺特点如表 1所示. 2007年 4月下旬 ,在

每个系统的好氧反应池末端采集活性污泥样品.

表 1　10个污水处理系统的概况

Table 1　Descrip tion of 10 wastewater treatment system s in 7 MW TPs

污水厂
处理能力 /

(m3·d - 1 )
工艺类型 SRT/ d

COD

进水 /

(mg·L - 1 )

出水 /

(mg·L - 1 )
去除率

氨氮

进水 /

(mg·L - 1 )

出水 /

(mg·L - 1 )
去除率

B 53000 AO:缺氧 +好氧 4. 2 547. 9 54. 8 90. 0% 56. 2 49. 9 11. 3%

F 44000
A2O:厌氧 +缺氧 +好氧

好氧短为接触氧化
15. 5 588. 7 35. 2 94. 0% 66. 9 16. 2 75. 8%

J 152000 OD:氧化沟 14. 9 411. 1 36. 0 91. 2% 52. 6 3. 3 93. 8%

W 15000 SBR:序批式间歇反应器 32. 0 - 40. 4 - - 0. 5 -

X 615000 A2O:厌氧 +缺氧 +好氧 16. 7 393. 6 52. 6 86. 6% 52. 2 4. 9 90. 6%

Q1 228000 iA2O:缺氧 +厌氧 +好氧 7. 5 574. 0 71. 2 87. 6% 50. 8 15. 7 69. 1%

Q2 229000 A2O:厌氧 +缺氧 +好氧 12. 8 574. 0 50. 4 91. 2% 50. 8 6. 0 88. 3%

G1 400000 iA2O:缺氧 +厌氧 +好氧 33. 0 295. 4 39. 5 86. 6% 63. 7 24. 0 62. 4%

G2 140000
AO (无内 ) : (缺氧 +好氧 )
(无内回流 )

- 295. 4 - - 63. 7 - -

G3 140000
AO (有内 ) : (缺氧 +好氧 )
(有内回流 )

> 10 295. 4 - - 63. 7 - -

2. 2　PCR2DGGE2测序
2. 2. 1　PCR2DGGE　采用巢式 PCR的方法来准备

DGGE所需 DNA.第一轮采用特异性引物扩增 16S

rRNA ,利用不带 GC clamp的正向引物 CTO189fAB

和 CTO189fC分别与反向引物 CTO654 r组成 2对引

物 ( Kowalchuk et a l. , 1997) ,并分别扩增.扩增条件

为 :预变性 95℃下 5m in, 35个循环 ( 94℃下 45 s,

57℃下 45 s, 72℃下 45 s) ,最后 72℃下延伸 10m in;

PCR反应液中另加入 800ng·μL
- 1小牛血清白蛋白

(Bovine Serum A lbum in, BSA ).第二轮扩增采用带

GC clamp的细菌通用引物 GC2341f和 534 r (即

p rimer 3和 p rimer 2) (Muyzer et a l. , 1993) ,扩增条

件为 :预变性 95℃下 4m in, 20个循环 ( 94℃下 30 s,

61. 5℃下 40 s开始每个循环降低 013℃, 72℃下

40 s) , 15个循环 ( 94℃下 30 s, 55℃下 40 s, 72℃下

40 s) ,最后 72℃下延伸 10m in. PCR反应液中不加

BSA.第二次的 PCR产物用于 DGGE分析. DGGE所

用仪 器 为 DCode
TM

Universal Mutation Detection

System (B io - Rad,美国 ) ,采用丙烯酰胺百分比浓度

为 10%的胶 ,变性梯度范围为 30%～50% (下高上

低 ) ,在 1 ×TAE电泳缓冲液中 , 60℃条件下 ,先 25V

运行 20m in,再 130V运行 7h左右. DGGE所得图片

用 Quantity One软件进行数据处理分析 (李红岩等 ,

2005).

2. 2. 2　切胶测序　拍照后手动切胶 ,用冻融法提出

DNA,利用引物 341f (不带 GC clamp,即 p rimer 1 )

(Muyzer et a l. , 1993)和 534 r进行 PCR扩增 ,并对

扩增产物进行测序 (北京奥科生物技术有限责任公

司 ).最后将测序结果提交 NCB I基因库进行 BLAST

比对 ,找到相似性最大的培养物序列 ,用 MEGA 3. 1

( Kumar et a l. , 2004)软件对切胶序列进行系统发育

分析.
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3　结果 (Results)

3. 1　图谱结果

不同污水处理系统活性污泥样品中 AOB种群

结构的 DGGE分析结果如图 1 (接触氧化是 F系统

所包含的工艺 ;无内和有内分别指 G2和 G3系统无

内回流和有内回流.可详见表 1. )和图 2所示.可以

看出 , 利用 CTO189fAB 与 CTO654r、CTO189fC 与

CTO654r这两对不同的引物得到了相似的 DGGE图

谱.图 3为由图 1的 DGGE电泳图得到的聚类分析

结果.总体上来说 , 10个系统均出现 DGGE条带 ,但

条带数均在 10以内 ,物种多样性不高.在图 1中 ,多

数样品有 AB1、AB3,部分样品有 AB2条带 ,而 J系

统 (氧化沟 )有一个明显的 AB5.在图 2中 ,多数样

品有 C3,部分样品有 C1条带 ,而 B、F、J、W和 Q系

统分别有一个明显的 C2、C4、C5、C6和 C7条带.图

3表明 , G1、G3和 G2,W、F和 J, X、B和 Q1、Q2分别

构成 3大组.

图 3　由图 1的 D GGE结果得到的聚类分析图 ( #1～#10分别是样

品 B、F、J、W、X、Q1、Q2、G1、G2和 G3)

Fig. 3　Dendrogram generated by UPGMA cluster analysis comparison of

DGGE patterns from Fig. 1 ( #1～#10 show samp les B, F, J,

W , X, Q1, Q2, G1, G2 and G3, respectively)

3. 2　序列结果

3. 2. 1　最大相似性结果　将条带 AB1～AB6和 C1

～C7进行切胶测序 ,并提交基因库进行最大相似性

比较 ,结果如表 2所示.由表 2可知 ,除了 AB1的相

似比例仅为 92%外 ,其余条带与基因库中已知菌的

相似比例均为 95%以上.可以看出 ,只有 AB3、AB5、

C3、C4、C6等 5个条带属于 AOB中的亚硝化单胞菌

属 (N itrosom onas) ,除了 B厂外 ,其他各厂均有一定

数量的条带属于 AOB种属.其余条带的最大相似种

属却为β亚变形菌纲的红环菌科 (R hodocyclaceae).

3. 2. 2　系统发育树结果 　利用 MEGA3. 1构建切

胶测序序列的系统发育树 ,如图 4所示.图中实心圆

标记为条带 AB 1～AB 6 ,空心圆标记为条带 C1～

325



© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

环　　境　　科　　学　　学　　报 29卷

表 2　D GGE条带的测序结果 (加粗的种属表明出现 2次以上 )

Table 2　Sequence analysis of bands exercised from DGGE gels ( Genuses appearing more than twice are indicated in bold)

条带名称 最大相似种属 相似性 样品来源

AB1 Perchlorate2reducing bacterium PR (AY265866) 92% B / F /J /W /X /Q1 /Q2 / G1 / G2 /G3

AB2
D echlorom onas sp. RCB (AY032610)

Ferribacterium cda21 ( Y17060)
98% B / F /X /Q1 /Q2 /G1 /G2 /G3

AB3 N itrosom onas sp. Nm59 (AY123811) 97% F /J /W /X /Q1 /Q2 /G1 /G2 /G3

AB4 D echlorom onas sp. EMB 269 (DQ413167) 100% F /W /Q1 /Q2 /G1 /G2 /G3

AB5

N itrosom onas oligotropha AS1 ( EF016119)

N itrosom onas sp. Nm59( AY123811)
N itrosom onas sp. Is32 (AJ621027)

N itrosom onas sp. Is79A3 (AJ621026)

N itrosom onas oligotropha Nm45 (AJ298736)

N itrosom onas aestuarii Nm36 (AJ298734)

95% F /J

AB6

Perchlorate2reducing bacterium PMC (AY265878)

D echlorom onas sp. HZ(AF479766)

D echlorom onas sp. PC1 (AY126452)

D echlorom onas sp. JM (AF323489)

98% W /Q1 /Q2 /G1 /G2 /G3

C1
D ech lorom onas sp. RCB ( AY032610)
F erribacterium cda21( Y17060)

98% B / F /X /Q1 /Q2

C2
D ech lorom onas sp. RCB ( AY032610)
F erribacterium cda21( Y17060)

97% B

C3 N itrosom onas sp. Is79A3( AJ621026) 95% F /J /W /X /Q1 /Q2 /G1
C4 N itrosom onas sp. Nm59( AY123811) 96% F /W /Q1 /Q2

C5 D ech lorom onas sp. EM B 269( D Q413167) 100% F /J /X /Q1 /Q2 /G1
C6 N itrosom onas sp. D27 (U56626) 95% W /X /Q1 /Q2 /G1

C7

Perchlora te2reduc ing bacter ium PM C( AY265878)
D ech lorom onas sp. HZ( AF479766)
D ech lorom onas sp. PC1( AY126452)
D ech lorom onas sp. JM ( AF323489)

98% W /Q1 /Q2 /G1

图 4　由 D GGE测序结果建立的 16S rRNA基因的系统发育树

Fig. 4　Phylogenic tree for 16S rRNA established with sequences from excised DGGE bands
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C7.由图 4可知 ,两种 CTO引物得到的 DGGE结果

非常类似 ,如 AB3和 C4, AB4和 C5, AB2、C1和 C2,

AB6和 C7在系统发育树中都处于同一位置.这些

条带主要分为两个 Cluster: Cluster 1 是属于

N itrosom onas的 AOB , Cluster 2为 D echlorom onas属

Rhodocyclaceae科的物种. Cluster 1中条带 AB3、C4、

C3和 AB5属于 N itrosom onas oligotropha2like cluster,

即图 4中的 1a,其中 AB3和 C4与 N itrosom onas

oligotropha有很高的相似性 ,基本处于同一个

OTU s; C3和 AB5与 N itrosom onas sp. Is79A3相似性

最高.条带 C6与 N itrosom onas sp. D27最为相似 ,同

时与 1b所代表的 N itrosom onas aestuarii2like cluster

的亲缘关系较近.

4　讨论 (D iscussion)

4. 1　图谱分析

从图 1和图 2可以看出 ,不同引物得到的

DGGE分析结果比较一致.尽管会出现一些特异性

的条带 ,在 2个图中都能找到多数样品都拥有的条

带 ,说明不同的污水处理系统在 AOB种群结构上相

似性还是比较高的 ,也说明污水厂 AOB的多样性可

能不高.

图 3表明 , Q厂的 Q1和 Q2系统 , G厂的 G1、

G2和 G3系统都归在同一组里 ,说明对于同一污水

处理厂即使工艺类型不同 , AOB的种群结构仍然比

较接近.处理系统的运行参数及运行水平不同 , AOB

种群结构也未发生根本变化.说明进水来源对于污

水处理系统的 AOB种群结构有较大影响.同时 ,相

同的工艺类型分布在不同污水处理厂时 ,如同为

AO工艺的 B、G2和 G3系统 ,同为 A2 O工艺的 X和

Q2,同为倒置 A2 O工艺的 Q1和 G1分散在不同的

组里 ,说明工艺类型对于 AOB的种群结构影响不

大. O tawa等在对动物养殖废水 AOB种群的研究中

发现 ,原废水氨氮浓度的高低对活性污泥中 AOB的

种类存在一定的影响 ,在浓度高时以 N itrosom onas

europaea2eu tropha cluster 为 主 , 在 浓 度 低 时 以

N itrosom onas u reae2oligotropha2m a rina cluster 为主

(O tawa et a l. , 2006).而在本研究中 ,各污水厂的进

水氨氮浓度应该没有显著差异 ,不应该成为影响

AOB相似性的关键因子.到底什么是最主要的影响

因素有待于进一步的研究.

4. 2　序列分析

由图 1、图 2和表 2可知 ,与条带 AB3和 C3具

有 最 大 相 似 性 的 N itrosom onas sp. Nm59 和

N itrosom onas sp. Is79A3两种菌 (图 4,表 2)普遍存

在于北京市的污水处理厂中 ,同时与活性污泥的氨

氧化功能密不可分. 有报道称 N itrosom onas sp.

Nm59是从污水处理厂中分离培养出来的 ( Purkhold

et a l. , 2003).此外 , N itrosom onas oligotropha AS1来

自污水 , N itrosom onas oligotropha Nm45和 N itrosom onas

sp. D27来自土壤 (Aakra et a l. , 2001; B runs Mary

Ann et a l. , 1999) , N itrosom onas aestuarii Nm36来自

海洋 (Aakra et a l. , 2001 ) ,而这些种属与本研究的

对象有着很大亲缘关系 (图 4,表 2) ,说明城市污水

处理厂中的 AOB可能主要来自周边环境.近几年的

研究中还发现 ,具有氨氧化功能的微生物除了细菌

以外 ,还有古菌 ( Konneke et a l. , 2005; Park et a l. ,

2006 ) , 今后需要关注氨氧化古菌 ( Ammonia2
Oxidizing A rchaea)在污水处理厂中的存在与贡献.

4. 3　引物的影响

表 2的比对结果中出现一半以上非 AOB物种.

Cebron等在对塞纳河下游 AOB的研究中也发现了

类似情况 ,由 CTO引物所得出的序列中有大量非

AOB结果 ,这种情况在污水处理厂的样品尤其明显
(Cebron et a l. , 2004 ). Purkhold等在通过对各种

AOB引物的对比研究中发现 ,对于 AOB在 DNA分

子水平上的研究 ,还没有完美的引物既可以扩增出

全部的β亚变形菌纲 AOB ,又可以完全排除非 AOB

物种 ( Purkhold et a l. , 2000).因此 ,结果中有些条带

很可能与 AOB并不相关 ,它们只是与 AOB亲缘关

系很近的其它物种.

图 4中 ,条带 AB3和 C4, AB4和 C5, AB2、C1和

C2, AB6和 C7,各组间序列相似性≥97% ,每一组可

作为同一个 OTU ,说明污水处理厂活性污泥中的

AOB种类较少 ,这与图谱分析的结果是一致的.同

时 ,从图 1和图 2中可以明显看出 : AB3与 C4、AB4

与 C5、AB2和与 C2,这 3组条带处于不同位置 ,理

论上应属于不同种的细菌 ,但结果显示为同一种.

这种情况主要是由于 DGGE本身的特点造成的.由

于兼并引物、异源双链核酸分子的形成或多重异类

rRNA操纵子的原因等 ( Cebron et a l. , 2004 ) ,由

DGGE所产生的条带数量不能精确地反映出一个环

境样品中不同序列的数量.一个 DGGE条带可能是

几个物种的组合 ,也可能一个物种产生几个条带.

5　结论 (Conclusions)

1)除 B厂没有检测出 AOB外 ,其余各厂都有
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一定的 AOB分布 ,但总体上 DGGE条带数量少 ,污

水处理厂中 AOB的多样性较低.对 DGGE条带测序

结果表明 ,主要 AOB集中在 N itrosom onas oligotropha /

aestuarii2like cluster.

2)工艺类型对于 AOB种群结构的影响不是非

常明显.

3) CTO引物特异性不强 ,用于 AOB分析存在

一定的问题.今后在方法学上有待于进一步完善.
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