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摘要 :采用改进的单链构象多态性 (SSCP)技术 ,以 16S rRNA 基因的 V3 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 ( SRBs) 与产酸菌 (ABs) 的种间关系. 共得到 13 个可辨晰的 SSCP 条带 ,对其中的 6 条带

(A1 ,A3 ,A4 ,A5 ,A9 ,A10) 进行了测序分析 ,分别同嗜柠檬酸明串球菌 ( GenBank 登录号 : A Y453065 ,下同) 、未培养细菌

(AJ318147 , AF227834 , AJ576427) 、产乙醇杆菌 (A Y434722) 、梭杆菌 (AB084627) 等相似性较大. 为检测系统中的 SRBs ,以

SRBs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 SSCP 分析 ,带型与前者相差较大 ,其中

有 2 条带与 B acteroidetes (AB074606)和脱硫弧菌 ( Y12254 , U42221)最为相似. 分析表明 ,SRBs 在总 DNA 中的含量可能不到

115 % ,但是它们与大量的 ABs 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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Abstract :Analyses of microbial community structure and the relationships between Sulfate2Reducing Bacteria (SRBs) and Acidogenic
Bacteria (ABs) in a completely stirred sulfate2reducing reactor were carried out by modified polymerase chain reaction2single2stranded
conformation polymorphism ( PCR2SSCP) targeted eubacterial 16S ribosomal RNA gene. A total of 13 bands were obtained and 6 of
them (A1 , A3 , A4 , A5 , A9 , A10) were sequenced. The sequences are similar to Leuconostoc mesenteroides ( GenBank Access No.
A Y453065) , some uncultured bacteria (AJ318147 , AF227834 , AJ576427) , Ethanologenbacterium (A Y434722) , Clost ridiaceae

(AB084627) , etc. In order to investigate the SRBs in the reactor ,the active sludge was cultured on SRB2selected media and also did
SSCP with the compound cultured bacteria. Two new bands appeared , one similar to B acteroidetes (AB074606) and another similar
to Desulf ovibrio ( Y12254 , U42221) . The experimental results indicate that the proportion of SRBs in the reactor is probably less
than 1. 5 percent . But the few SRBs play a very important role during the course of sulfate reduction via cooperation with acidogenic
bacteria.
Key words :microbial community ;community structure ;Single2Strand Conformation Polymorphism (SSCP) ;Sulfate2Reducing Bacteria
(SRBs) ;Acidogenic Bacteria (ABs)

　　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 ( Fluorescence i n sit u Hy2
bridization , FISH) ,变性/ 温度梯度凝胶电泳技术

( Denaturing/ Temperature Gradient Gel Elec2
t rophoreses , D/ TGGE) ,末端限制性片段长度多态

性技 术 ( Terminate2Restriction Length Fragment

Polymorphism , T2RL FP)以及单链构象多态性技术

(Single2Strand Conformation Polymorphism , SSCP) ,

这些技术均是以环境基因组信息为基础 ,以核糖体

小亚基 RNA 基因为靶对象从而实现分析群落动态

的目的. 前 3 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.

SSCP 技术作为突变检测技术 ,首先由Lee 等[1 ]

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[2 ] ,自然生境微生物多样性调查[1 ] ,有

机肥沤制[3 ]和反应器崩溃过程中[4 ]微生物群落动

态学等研究方面 , SSCP 技术都表现出较强的应用

潜力. 本研究拟通过对 16S rDNA 的 PCR2SSCP、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 ( Sulfate2Reducing Bacteria , SRBs) 与产酸菌

(Acidogenic Bacteria ,ABs)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 CSTR 型一

体化装置[5 ] , 总容积 2210L ,有效容积 917L ,采用外

缠电阻丝加热 ,温度控制在 (35 ±1) ℃. 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

310L ,VSS 1117g·L - 1 . 采用人工配水 ,进水碳硫比

(COD ∶SO2 -
4 ) 控制在 310 , 硫酸盐浓度 2 000

mg·L - 1 ,COD 浓度 6 000mg·L - 1 ,p H710 ,水力停留

时间 ( HRT)为 1016h. 在反应器硫酸盐去除率大于

90 %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 5mL 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 DNA 的提取.

113 　SRBs 的选择性培养

采用无氧的灭菌水 ,将活性污泥稀释至 10 - 8 ,

取 011mL 按 Hungate 法用 Postgate C[6 ] SRBs 固体

培养基对菌液进行选择性培养 ,35 ℃培养 5～7d ,直

到培养基表面长满黑色的菌苔.

114 　基因组 DNA 的提取

015mL 活性污泥 (简写为 A) ,110mL 无菌水洗

下的选择培养物 (简写为 S) ,115mL 的 E1 coli (简

写为 E) 培养液 ,115mL 从该反应器中分离的纯菌

p3 培养液 ,115mL 从发酵产氢反应器中分离的纯菌

W21 培养液离心除去上清后 ,采用细菌基因组 DNA

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 DNA , 最 后 用 50μL 2

mmol·L - 1的 Tris2HCl (p H810～ 815) 溶解纯化的

DNA ,采用相同的方法对群落 (A 和 S) 重复提取基

因组 DNA.

115 　引物选择及 PCR 扩增

PCR 扩 增 采 用 引 物[1 ] ,

SRV321 :5′2CGG(C/ T) CCA GACTCCTACGGG23′;

SRV322 :5′2TTACCGCGGCTG CTGGCA23′. 反 向

引物 SRV322 的 5’端采用磷酸标记 ,分别对应于 E1
coli 16S rRNA 基因的 330～348bp 和 533～ 515bp ,

由上海博亚生物技术有限公司合成并标记. PCR 采

用宝生物工程 (大连)有限公司的 PCR 扩增试剂盒 ,

在 PE 公司 9700 PCR 仪上进行 ,50μL 反应体系中

分别包括 5μL 10 ×PCR buffer (plus 215mmol·L - 1

Mg2 + ) , 4μL dN TP (各 215μmol ·L - 1 ) , 引物各

115μL (20μmol·L - 1) , Taq DNA 聚合酶 015μL (5U/

μL) ,模板 2μL . 反应程序为 : 94 ℃变性 5min 后 ,接

以 30 个循环 ,即 94 ℃变性 40s ,50 ℃退火 30s ,72 ℃

延伸 40s ;循环完毕后 72 ℃延伸 10min. 取 3μL 于

1 %的琼脂糖凝胶上电泳 ,并与 DNA 定量 marker

DL2000 (分子量分别为 : 2000 ,1000 ,750 ,500 ,250 ,

100 ,宝生物 (大连) 有限公司) 比较确定浓度. 剩余

PCR 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 50μL 2mmol ·L - 1 的 Tris2HCl

(p H810～815)中.

116 　PCR 产物的λ核酸外切酶处理

λ核酸外切酶能够很专一地降解双链 DNA 中

5′磷酸标记的链 ,从而使非标记的单链释放出来[7 ] .

60μL 反应体系中包括 ,λ核酸外切酶 ( 5U/μL )

(New England Biolabs Inc1 , USA ;纯菌 PCR 产物

4μL ,群落 PCR 产物 6μL) ;10 ×buffer 6μL ; PCR 产

物 (纯菌 20μL ,群落 30μL) . 37 ℃温浴 4h ,处理完毕

后 ,72 ℃10min 灭活λ核酸外切酶.

117 　凝胶制备及 SSCP 图谱的获得

电泳仪为 Pharmacia Biotech EPS 3500 ,电泳槽

为北京六一 D YCZ228B , 采用循环水冷却系统

(Pharmacia L KB Multi Temp II) 在 20 ℃恒温下进

行. 采用 10 %的聚丙烯酰胺 (交联度 49∶1 , Sigma ,

USA) , 并加 10 %的甘油 ( Amresco Inc1 , USA) ,

40mL 凝胶中加入 10 %的 APS (Amresco) 450μL ,

Termed (Applied Biosystmems , USA) 30μL ,室温凝

固 30min 后 ,250V ,预电泳 30min.

混合菌酶解产物 10μL (约 100ng) ,纯菌酶解产

物 5μL (约 15ng) 分别与 10μL 缓冲液 (体积分数

95 %的去离子甲酰胺 , 10mmol ·L - 1 NaOH , 20

mmol·L - 1 ED TA , 质量浓度 0102 % 溴酚蓝 和

0102 %二甲苯氰 FF) [8 ]混合后 95 ℃变性 10min ,迅

速插入冰中 ,5min 后上样. 20 ℃下 ,恒压 250V ,11h ,

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 Bassam[9 ]的方

法进行. 获得的 SSCP 图谱采用 Epsonphoto 2000

扫描.

118 　条带分离及克隆、测序

特异条带的回收按 Tebbe 等[8 ]的方法进行. 取

回收的 DNA 2μL 为模板 ,以 SRV321 和 SRV322 为

引物 ,采用同前体系和 PCR 程序进行扩增. 取 3μL

产物进行琼脂糖电泳验证后 ,采用λ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 PCR 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 T2载
体[pMD2182T ,宝生物 (大连) 有限公司 ] . 对转化子

的筛选采用了蓝白斑及 PCR 的方法 , PCR 直接以

白斑菌落为模板 ,采用能与 T2载体插入点两侧特异

结合的 M13 通用引物进行检测. 每条带选取几个克

隆 ,同样以 M13 通用引物进行测序 (3730 , Applied

Biosystems) .

119 　系统发育学分析

通过 Blast 软件 ,将获得的序列与 GenBank 进

行比对 ,并下载最相近的序列 ,以 phylip 软件包同已

经获得的序列按最小相邻法 (NJ ) 构建系统进化树 ,

以 TreeView 输出.

2 　结果与讨论

反应器运行稳定后 , SO2 -
4 去除率已经达到

90 %以上 ,之后 1a 内的 SO2 -
4 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 　SSCP 图谱

采用传统的 SSCP 方法 (不用λ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SSCP图谱非常复杂 (图 1 N 中的泳

道 A ,重复实验图谱相同 ,故省略 ,下同) ,而且即使

E1 coli 的异源双链 SSCP 图谱也在 3 条以上 (图 1

N 的泳道 E) . 若将这种 SSCP 图谱中某些条带分离

并以之为模板进行 PCR 扩增 ,得到的异源双链

SSCP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 ( Opera2
tional Taxonomy Unit , O TU) ,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 O TU 对多条带的

现象 ,使得 SSCP 图谱无序性提高. 同时 ,这种异源

双链 SSCP 图谱中 ,1 条带中极有可能包含着一个

O TU 及与其它 O TU 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 SSCP 图谱

非常简单明了 ,如图 1 λ中 ,A 泳道得到 13 个可辨

析的条带 , S 泳道得到 9 个条带 ,二者存在较大差

异 ,且 1 种微生物只对应着 1 个条带. 回收条带的

PCR 产物经λ核酸外切酶处理后 ,再进行 SSCP 时

仍处于原来的位置 ,进一步验证了该技术的可靠性

(图 2) ,但仍无法排除一条带中包含多个 O TUs 的

可能性 ,如图 1 λ中的 E 和 p3 具有相同迁移距 ,二

者混合会形成一条带.

M :DL2000 ;λ:Lambda Exonuclease digested ; N : non2digested ; A :

community in reactor ; S :community growing on SRBs medium ; E :

E. coli ; W21 : bacterium isolated from hydrogen2producing reactor ;

p3 ,bacterium isolated from sulfate2reducing reactor

图 1 　不同群落的 SSCP图谱

Fig. 1 　SSCP profile of different communities

212 　条带的分离、克隆、测序及系统学研究

对图 1 λ中星号标记的条带 (泳道 A 中的 A1 ,

A3 ,A4 ,A5 ,A9 ,A10 ;泳道 S 中的 S1 ,S4 ,S6 ,S7 ,S8)

进行了回收 ,其它条带未得到再扩增产物. 纯化的

PCR 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 PCR 法筛

选阳性克隆的结果见图 3. 取 2 个以上的阳性克隆

用于测序分析 (其中 A3 仅获得一个阳性克隆) . 所

得序列包括引物在内约 200bp ,通过比较得到并下
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载 GenBank 中的最相近序列. 自泳道 A 中的 6 个条

带得到 12 个 O TUs , GenBank 登录号为 A Y652848

～ A Y652859 , 分 别 同 L euconostoc mesenteroi des

(A Y453065) 、未培养细菌 (AJ318147 , AF227834 ,

AJ576427 ) 、Ethanologenbacteri um ( A Y434722 ) 、

Clost ri diaceae ( AB084627 ) 等的相似性较高 ( >

90 %) ;自泳道 S 中的 5 条带得到 7 个 OU Ts , Gen2
Bank 登录号为 A Y652841 ～ A Y652847 , 分别同

L euconostoc mesenteroi des (A Y453065) , Desulf ovib2
rio ( Y12254 , U42221 ) ; Bacteriodet ( AB074606 ) ;

Clost ri di um (AB084627)等的相似性较高 ,19 个 O2
TUs 同 GenBank 中相近序列以 NJ 法绘制的系统发

育树见图 4 ,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 GenBank 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 (COD∶SO2 -
4 = 3∶1) ,在数量上占

优势的微生物主要是产酸菌及一些未培养菌 ,SRBs

没有检测到或包含在微弱的条带中. 经 SRBs 培养

基富集培养后 ,A2 ,A3 ,A6 ,A8 ,A9 被淘汰 ;而 S4 ,S6

得到富集. 泳道 S 中 ,且除了 S4 之外 ,其余的条带均

为非硫酸盐还原菌. 本研究采用的 SRBs 选择性培

养基为 SRBs 富集培养、计数等的通用培养基 ,这说

明采用该培养基进行 SRBs 的分离及计数时 ,无意

中对 SRBs 的实际数量进行了放大 ,同时也增加了

分离工作量.

M :DL2000 ;all of stared bands used to clone

图 2 　回收条带的 SSCP图谱

Fig. 2 　SSCP profile of recovered bands

图 3 　转化子的 PCR检测

Fig. 3 　Checking transformers by PCR method

M :DL2000 ;positive clones appearing bands

between 250～500bp were used to sequence

213 　改进的 SSCP 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 SSCP 分析

Schwieger 等采用改进的 SSCP 技术对微生物

个体及模拟群落进行了 SSCP 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 (10 种微生物中的 9 种) [10 ] . 本

试验结果也表明 ,采用传统的 SSCP ,得到微生物群

落带型非常复杂 (图 1N 中的 A) ,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 SSCP 图谱难以分辨 (图未给出) .

但采用改进的 SSCP 技术后 ,纯菌具有独特的迁移

距 ,群落的 SSCP 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 2) . 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 (A1 与

S1 ,A10 与 S7、S8) ,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 O TUs

在 SSCP 技术中 ,一个条带中有可能包含有多

个不同的 O TUs. 本研究中 A 组基本每个条带均包

含了 1 个以上的 O TUs ,图 1 λ中 E 和 p3 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 A 组是对反应器总 DNA

的 SSCP ,群落较为复杂 ,所以出现异序同构的现象

较多 ;而 S 组是经富集培养的 ,群落相对简单 ,所以

条带中包含的 O TUs 数量减少 ,只有 1 个或 2 个

O TUs.类似的现象在 D GGE 分析中也出现过[11 ] ,

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 ,SSCP 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 A 和 S 中分离出 19 个 O TUs 同

相近序列采用 NJ 法构建的系统进化树见图 4.

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 A和 S中分离出的 19 个 OTUs 同相近序列采用 NJ 法构建的系统进化树

Fig. 4 　Phylogenic tree of 19 OTUs and similar sequences in GenBank ,constructed by Neighbor Joining method

21411 　SRBs 种群的数量

在 A 组中无 SRBs 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

1 ,图 2 群落 S 中的 S4) ,这是因为 SRBs 的 DNA 含

量在总 DNA 中所占比例 ,即 SRBs 在总微生物中的

含量小于 115 % ,所以通过该技术无法检测出来[1 ] .

王爱杰分析硫酸盐还原反应器中的 SRBs 和 ABs 的

数量组成时发现 ,在不同的条件下 ,ABs 要比 SRBs

高出 1～4 个数量级[12 ] . 刘广民对硫酸盐还原反应

器活性污泥中的 ABs 和 SRBs 计数表明 ,ABs 菌数

为 315 ×1012 个/ mL , SRBs 菌数为 112 ×108 个/

mL [13 ] ,也符合这一数量比例关系.

经过 SRBs 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 SRBs 反而得到

放大 ,所以在 S 组中又出现了部分新的条带 ( S4 ,

S6) ,测序表明了 S4 同硫酸弧菌 ( Y12254 , U42221)

相似性最高 (97 %) .

21412 　SRBs 与 ABs 的种间协作关系

根据王爱杰研究[14 ] ,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[13 ]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 H2 为主 ,而 SRBs 主要是利用其中的

乙醇和 H2 . 本试验中 ,大量的 ABs(占微生物总量的

9815 %左右) ,如嗜柠檬酸明串球菌属 ( L euconos2
toc) 、B acteroi detes、Clost ri diaceae 等 ,能够将大分子

碳水化合物降解成为脂肪酸、醇等 SRBs (占微生物

总量的 115 %左右) 易于利用的小分子物质 ;同时 ,

SRBs 对这些产物的利用也消除了 ABs 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 SSCP 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

SSCP 分析复杂群落结构时出现的一条带对应多个

O TUs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 310 的条件下稳定运行时 ,微生物的群落组

成 为 : ABs ( 包 括 L euconostoc , Clost ri diaceae ,
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Ethanologenbacteri um 等) 占微生物总量的 9815 %

以上 ,而 SRBs 占微生物总量小于 115 % , SRBs 和

ABs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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