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摘 要：以焦化废水处理系统的微生物群落为对象，对 " 种不同培养基（IJK、LM、NN）分离细

菌的能力及分离物的种群多样性组成进行了比较研究。同一悬浮污泥样品在 IJK、LM 和

NN 培养基上的活菌计数结果分别为 2O% P 2$% Q8RS<L、7O$ P 2$6 Q8RS<L 和 GO3 P 2$6 Q8RS<L。

从每种培养基 2$H !稀释度平板上共分离 2"7 株分离物。将所有分离物扩增近全长的 2%/ TU1
.4 并用限制性内切酶 !"#VW 对 JQX 产物进行 4XUX4（4<>(=V=-E TU.4 T-BDT=FD=’, 9,9(YB=B）多态性

分析，共得到 2! 种不同的操作分类单元（Z>-T9D=’,9( 59:’,’<=F R,=D，Z5R）。其中 IJK 培养基

上的分离物显示了 3 种不同的 Z5RB，而 NN 培养基和 LM 培养基分离物只分别显示了 % 种和

! 种 Z5RB。IJK1Z5R2 和 NN1Z5R% 所包含的菌株分别占到总分离物的 "$[和 ##O"[，为优

势分离物。;XWQ1JQX 基因组指纹图分析表明，前者的 "! 株分离物共有 #$ 种不同的指纹图类

型，而后者的 #6 株分离物只有 " 种。因此，就分离焦化废水处理系统中的细菌及对分离物进

行种群多样性的研究而言，IJK 培养基比其他两种培养基更合适。
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近年来发展了许多不依赖纯培养的分子生物学的方法来研究未培养或不能培养的微

生物［2，#］，已经形成一个新兴的学科分支———微生物分子生态学。但另一方面，对纯培养

物的生理和遗传功能的研究仍是群落生态学不可缺少的组成部分［"］。因此，建立一类把

分离培养技术和分子生态手段相结合的方法，对检测具特定生态功能的细菌种群的多样

性、研究微生物与环境之间的相互作用等具重要的意义。U9(<9BDT= 等人［!］曾用纯培养的

方法从玉米根部分离了大量菌株，然后用 4XUX4（4<>(=V=-E T=]’B’<9( U.4 T-BDT=FD=’, 9,9(Y1
B=B）的方法从中鉴定出 3" 株菌株属于 $%&’()*+,&"- .,/-."-，进一步用 X4JU 指纹图分析技

术来分析这些菌株的遗传多样性，发现 $ O .,/-."- 属于种内变异相当大的一个种。这种

基于 JQX 的技术已成功地应用于对各种不同环境中分离的细菌种群进行遗传多样性的

研究上。

分批富集培养通常所用的高营养浓度将使低速生长的细菌不能与较高速率生长的细

菌相竞争，结果往往是具最高生长速率的一个或少数种群占优势［6］。本文以焦化废水处

理系统的微生物群落为研究对象，通过涂平板分离结合分子分类学的手段，评估不同的培

养基和培养方法对检测焦化废水中微生物种群多样性的影响，为发展适合生态学研究目



的的新方法和新思路奠定基础。

! 材料和方法

!"! 样品

采自上海某焦化厂废水处理系统（!" #$ 法）好氧池的悬浮污泥。

!"# 培养基与试剂

%& 培养基：酵母抽提物 ’()*，蛋白胨 +(’*，,-./ +*，01 2(’ 3 2()。

456 培养基：酵母抽提物 ’("*，蛋白胨 ’(+*，葡萄糖 ’("*，01 2(’ 3 2()。

77 培养基：取该废水处理厂原废水，经离心去除粗颗粒和过滤除菌后加琼脂 +("*，

自然 01。

5.8 试剂、限制性内切酶等购自 59:;<=- 公司。

!"$ 细菌的分离和纯化

将悬浮污泥样品充分振荡，用磷酸盐缓冲液倍比稀释，制备 +’> + 3 +’> ) 的稀释样品。

取 ’(" ;% 各稀释度样品分别涂布于 456、%& 和 77 培养基平板上，每个样品重复 ? 皿。

将平板倒置，在 "’@恒温培养箱内培养 " 3 A 周，每天进行平板菌落计数。

选择菌落数在 ?’ 3 +’’ 范围的稀释度平板，将所有单菌落分别转接划线在相同培养

基平板上，分离纯化。

!"% &’( 反应模板的简易制备

用牙签从平板上挑取单菌落少许，将菌悬于 "’!% 无菌水中，封口膜封口，B)@水浴

+’;CD，立即置于冰上，+’ ’’’ E = 瞬时高速离心，直接取 "!% 上清液作为 5.8 反应模板。

!") !*+ ,-./ 扩增

真细 菌 通 用 引 物 5’（)FG6!6!6HHH6!H..H66.H.!6）和 5I（)FG.H!.66.H!..HHG
6HH!.6!）用 于 分 离 物 的 +IJ 9K,! 扩 增［I］。")!% 5.8 反 应 体 系。反 应 条 件：B)@
+;CD ?’L；B)@ ?’L，I’@ ?’L，2"@ A ;CD，) 个循环；B)@ ?’L，))@ ?’L，2"@ A ;CD，) 个循

环；B)@ ?’L，)’@ ?’L，2"@ A ;CD，") 个循环；2"@ +’ ;CD，I’@ +’ ;CD。

+("*琼脂糖凝胶电泳检测 5.8 产物：点样量 " 3 A!%。

!"* /(-(/ 分析

取 )!%（约 +()!=）的 +IJ 9K,! 的 5.8 产物，分别加入 +!% !"# M N、"!% 相应的 &OMM<9
和 +"!% 去离子水，使反应体系为 "’!%。?2@恒温 ? 3 A P。酶切产物用 "(’*琼脂糖凝

胶电泳检测。

!"0 1(2’3&’(
用 Q8N.G5.8 对分离物进行基因组指纹图分析，具体方法参见文献［2］。

# 结果和讨论

#"! 细菌的分离计数

随着培养时间的延长，各培养平板上出现的菌落数不断增加。在本研究使用的 "’@
培养温度下，要达到菌落数的最大值，培养时间至少应在两周以上。如图 + 所示，在为期

+)R 的培养过程中，? 种培养基上的菌落数呈现类似的增长趋势。第 ’ 3 ? 天，菌落数增加
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缓慢；第 ! " # 天增长速率最快；第 $% 天左右又趋缓慢；第 $& 天时菌落数基本达到最大值。

在较低的培养温度下进行较长时间的培养，能抑制其中生长速率较快的细菌种群迅

速占优势，因而增加了生长速率较慢的细菌种类被分离培养的可能性［!，’］。此外，选择适

当的稀释度也很重要。在低稀释度平板上，往往一些快速生长的细菌如芽孢杆菌类的菌

落扩展成一片，导致无法对其他菌落进行计数和分离，这在 () 培养基上尤其明显。

图 ! 在 " 种培养基上菌落数随培养

时间增长的趋势

*+,-$ .//012 3/ +415672+34 2+80 34 290 13:34; 13542<

34 =>?，@@ 74A () B:720<

平板计数的结果表明，不同的分离培养基

上得到的菌落数有一定的差异（表 $）。据文

献报道，大部分细菌不能在平板生长是因为它

们适应于低营养浓度并且只能以较低生长速

率生长。当土壤细菌涂布到不同稀释度营养

肉汤培养基时，稀释 $CC 倍的营养肉汤上生长

的细菌数要明显高于未稀释的培养基，并且发

现许多细菌只能在经稀释后的培养基上被分

离［’］。故低营养浓度的培养基有时比丰富培

养基可能产生更多的、更具代表性的细菌。

选择的 () 培养基和 =>? 培养基，分别代

表了丰富培养基和较低营养浓度的培养基，结

果前者可培养的细菌数明显低于后者。至于废水（@@）培养基则是一类较特殊的选择性

培养基，其中含有苯酚、氰化物等一般细菌难以利用甚至能抑制细菌生长的物质，只有具

特殊降解功能的细菌才能在此培养基上生长。因此，能被分离培养的细菌明显较少。但

就培养基本身来说，@@ 培养基应该最接近被分离物的实际生长环境，所以重点将对其分

离选择性进行考察。

表 ! 不同培养基平板计数结果（!! # "）
D76:0 $ >:720 13542< 34 A+//0E042 +<3:72+34 80A+7（"! F "）

G<3:72+34 80A+58 H $C& I*JK8(
=>? $L’ F $!

() M# F #NO

@@ O% F #NC

$%$ &’(’& 分析

选取 $CP L稀释度平板，挑取平板上所

有单 菌 落 分 别 划 线 分 离 纯 化。从 =>?、

@@ 和 () ! 种不同培养基平板上分别获

得了 &&、!M 和 L! 个分离物。将这 $!O 个分

离 物 分 别 制 备 >IQ 简 易 模 板 扩 增

$#R ESTU，产生大约 $L&C6B 的扩增片段。用限制性内切酶 #$% / G 对 >IQ 产物进行 UQSQU
多态性分析，可分成 $L 种不同的 UQSQU 类型（图 %）。

据报道，UQSQU 的方法可在 $#R EQTU 基因序列上区分细菌种（RB01+0<）的差异［M］；每

一特有的 UQSQU 类型代表了一个操作分类单位（VDJ）。用这种方法显示的 VDJ< 多样性

可用以估计分离物中存在的最低限度的细菌种的数目［&］。因此，在本研究中，用 =>?、()
和 @@ ! 种不同培养基分离培养的菌株中至少应存在 $L 种不同的细菌种群。其中

VDJ$、VDJ% 和 VDJ# 在 ! 种培养基分离物中有重叠外，其余不同的培养基各自存在特有

的 VDJ<，说明培养基不同，所分离的细菌种类有较显著的差异；而 VDJ$、VDJ% 和 VDJ# 是

分离物中数量占优势的 ! 个主要细菌类群。就分离物的多样性而言，=>? 培养基最高，共

显示 ’ 种 VDJ<，其中特有的 VDJ< & 种；其次是 @@ 培养基，有 # 种 VDJ<，特有的 VDJ< L
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种；!" 培养基最低，只有 # 种 $%&’，特有的 $%&’ ( 种。

在 )# 种 $%&’ 中，对分离菌株的分布情况进行了统计（图 (）。$%&) 所占比例最高，

达总分离菌株的 *+,-.；其次是 $%&/，占 *0,/.。

图 ! !"#"# 酶切 $%& 株分离物的 $’( )*+, -./ 产物后的 ,/*/, 类型

1234( 53678’9 39: 9:9;<78=>879’2’ 8? 6@=:2?29A )/B 7CD5’ A239’<9A E2<> !"#?F
?78@ )*G H6;<9726 2’8:6<9A ?78@ E6’<9E6<97 ’6@=:9

I：)JJH= CD5 :6AA97；!6K9 ) L )#：5MCM5 =6<<97K’ 8? ’<762K’ 2’8:6<9A ?78@ NOP、!" 6KA QQ @9A2R@’4
%>9 KR@H97’ 8? 2’8:6<9’ ?87 96;> 5MCM5 =6<<97K 679 79=87<9A 2K <>9 <6H:9 H9:8E <>9 39: 4

!0% 种群多样性分析

用 5MCM5 的方法将分离物分成 )# 个操作分类单元后，发现 NOPS$%&)（图 (，!6K9 )）

和 QQS$%&/（图 (，!6K9 /）包括的菌株在数量上占优势，进一步通过 TMFUSOUM 指纹图的

方法在菌株水平上分析其遗传多样性。结果前者的 *# 株分离物共显示了 (J 种不同的指

纹图，种群多样性明显；而后者的 (0 株分离物仅显示了 * 种不同的指纹图（图 *）。这一结

果表明，$%&) 是一类多样性较丰富的种群，*# 株分离物中存在 (J 种不同的菌株；就分离

培养污水中的细菌而言，NOP 培养基比其他两种培养基更适于用做非选择性培养基来达

到分离计数和研究细菌多样性的目的。

图 % 1-23456$（,）789 ::3456’（;）不同菌株 </#.3-./ 指纹分析凝胶图

1234* TMFUSOUM ?2K397=72K<’ 8? 2’8:6<9’ ?78@ NOPS$%&)（5）6KA QQS$%&/（"）

I4)JJH= CD5 :6AA97；DU4D936<2V9 ;8K<78:；) L (J（5）4 &K2WR9 TMFUSOUM =6<<97K’ 8? ’<762K’ 8H<62K9A ?78@ NOPS$%& )；) L *
（"）4 &K2WR9 TMFUSOUM =6<<97K’ 8? ’<762K’ 8H<62K9A ?78@ QQS$%&/4
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! 讨论

!"# 培养基与平板分离培养

用稀释涂布平板分离的方法，分离物的数量和多样性在很大程度上取决于所用培养

基的营养组成和温度等培养条件。!"#$%% 等人［&’］在研究海洋浮游微生物多样性时发现，

用化能异养复合培养基能分离到较多的细菌和较高的系统发育多样性。相反，仅含一种

碳源的培养基和化能自养型培养基所分离的细菌数目较低，得到几乎无一例外的都是

!()*$+,$-./+,*0. 类群的微生物。其原因是这类细菌能利用不同浓度的广谱碳源迅速生长，

从而使它们在丰富培养基上数量占优势。相似的结果也在根际微生物的研究中存在［&&］。

本研究结果表明，1)2 培养基比 34 和 55 培养基能够更多地分离出焦化废水处理

系统中各种不同类型的细菌，因而更有利于研究该系统的细菌的种群多样性。由于每种

培养基都能够分离到在其他培养基上分离不到的独特类型的细菌，因此，研究细菌的多样

性应该选择设计多种类似于 1)2 的培养基联合使用，才可能获得尽可能全面的细菌多样

性的分析资料。

!"$ 基于 %&’ 的生物多样性的鉴定方法

目前已有许多研究表明，67876 的方法可在 &9: *7;6 基因序列水平上区分细菌种

的差异［<］，如果再结合 =7>?()?7 或 76)8 等遗传指纹图的方法，这种技术便可用于鉴定

和分析一个自然种群中细菌菌株的多样性［&@］。=7>? 序列（=A+,*$-./+,*0.B 7,",+0+0C, >A+,*(
D,A0/ ?$AE,AEFE :,GF,A/,）是首先在肠道细菌基因组中发现的长为 &@9-" 的非编码保守重

复序列［9］，在不同细菌中的拷贝数和定位都不同。利用 =7>? 保守序列设计的引物对细菌

8;6 进行 )?7 扩增，可以得到反映细菌基因组结构特征的谱带，由此可在亚种和菌株水

平鉴定细菌［H］。

用 67876 区分不同的 &9: *8;6 片段的精确性有赖于所选用的限制性内切酶的种类

和数量。I.*0$［<］等人曾用 67876 研究了快速鉴别 ?$J.J$A.K./,./, 细菌的方法。首先，

用 !"# %> 限制性内切酶能鉴别被试细菌 &L 个种中的 < 个种，剩余的 M 个种需再用 $%&> 做

酶切才能加以鉴别。本研究用 !"# %> 对分离菌株的 &9: *8;6 )?7 产物进行 67876 多态

性分析，结果分成了 &M 个 NO!E，在此基础上又用 !’(>>> 进一步做酶切分析，其结果与

!"#%> 分析的相同（数据从略）。如果选择其他酶，不排除可能会细分出更多的 NO! 的可

能性。至于分离物 &M 个 NO!E 之间的系统发育关系以及各自分类地位的鉴定等，都有待

于后续的研究工作来完成。
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