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摘 要：采用 FGH扩增、随机克隆测序等技术，分析处理含高浓度氨氮的废水处理系统不同
驯化时期的 !个活性污泥样品，对样品中氨氧化细菌（IJK）的种类和氨单加氧酶（ILJ）的活
性进行分析比较，并在国内首次采用 FGH4变性梯度凝胶电泳（MNN8）相结合的技术对样品中
总的细菌类群的差异进行研究。结果表明所检测到的氨氧化细菌优势菌群均属于变形细菌

的!亚类，与 !"#$%&%’%()& AO)具有较高的相似性。活性污泥驯化成熟后，废水处理系统中

ILJ的活性有明显提高，活性污泥中的细菌类群更加集中，优势菌群相对稳定，系统对废水
的处理效率也相应提高。结果表明采用分子检测技术有利于更全面地了解 IJK的类群和功
能，进而改善废水处理系统的处理效果。
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硝化作用是自然界氮循环及废水处理系统中实现氨氮去除的关键步骤。由于氨氮对

水生生物有一定的毒害作用，而且其氧化过程中需要消耗大量的氧气［/］，对水生生物造

成很大的威胁，因此详细了解废水处理系统中氨氮去除过程中的微生物及其活性的作用

情况，并进一步提高其处理效率，是解决氨氮污染问题的关键。氨氧化细菌（ *’’%("+4
’%,"-"."(/ 0)1#2$"+’，简称 IJK）在硝化作用过程中负责将氨氧化为亚硝酸盐，实现亚硝化
作用，是硝化过程中必不可少的步骤，同时也是其第一个限速反应［#］。由于 IJK的生长
速率相当低，生物量很少，采用传统的细菌分离培养分析检测法研究 IJK相当地费时、繁
琐，而且许多在自然界存活的细菌尚未能在实验室培养获得，由这种方法分析检测到的细

菌往往很有局限性，无法真实地反映废水处理系统中细菌的类群和数量［"］。近年来发展

起来的 /%Q RM.I分子检测技术可以有效地克服传统分析检测方法中的缺点，大大地提高
分析检测的速度以及结果的准确性、全面性。这种分子检测技术已在海洋微生物及污水

处理微生物研究中广泛应用。在我国，应用此类技术进行微生物生态的研究见报较少。

其中 FGH4变性梯度凝胶电泳（M-,6<+R:,@ @R6B:-,< @-( -(-=<R’O>’R-A:A，简称 MNN8）相结合的技
术可以使碱基序列稍有区别的 FGH扩增产物（实际上是混合物）在变性浓度逐步提高的



聚丙烯酰胺凝胶中具有不同的迁移位点，从而实现不同序列的分离。!""#已成为研究
微生物类群的强有力的工具［$ % &］。

废水处理系统中的氨氧化作用主要由!亚类中的 !"#$%&%’%()& ’(()负责［*］，高浓度氨
氮环境尤其有利于 !"#$%&%’%()& ’((+ 的生长［,］。氨单加氧酶（-../012. ./0//345607’6，简
称 -89）是 -9: 所特有的一种酶，它催化氨的氧化，为该类微生物提供能量［;，<=］。因此通
过对 -89的编码基因进行扩增可反映出环境中 -9:的数量及其活性。目前已报道了
!"#$%&%’%()& *+$%,)*) )’%-基因的完整序列（)’%-："60:70> 登录号为 ?=,=@=）［<<］。
本研究用 -9:!亚类特异性的 <&A B!C-引物、编码氨单加氧酶"D亚基基因 )’%-的

特异性引物及扩增细菌 <&A B!C- EF 区域的通用引物，对进水氨氮浓度高达 G== %
F==.5H?的重油裂解制气废水处理系统中，不同运转时期氨去除效率有显著差异的 $个活
性污泥 !C-样品进行 IJK扩增，结合随机克隆技术及 !""#技术对样品中的 -9:及其
它菌群进行检测分析，并对 )’%-基因的数量进行了分析和比较。本文的研究结果对指
导废水处理过程中提高氨氮去除效率可提供有益的参考。

! 材料和方法

!"! 活性污泥样品来源
样品取自广州某油制气厂废水处理系统的活性污泥，其进水氨氮浓度高达 G== %

F==.5H?，由串联的两个曝气池组成，在活性污泥启动驯化早期，系统去除氨氮能力总体较
差的情况下所取的样品分别标记为 L<和 LF，而在活性污泥驯化成熟后，该处理系统对氨
氮去除率达到 ;=M以上时取的样品标记为 ?<和 ?F。
!"# 实验方法
!"#"! 细菌的培养：取适量的活性污泥样品分别投加于含有 <==.?氨氧化细菌（-9:）或
亚硝酸盐氧化细菌（C9:）培养基的 @==.?三角瓶中进行长期富集培养，培养基配方及培
养条件如参考文献［<G，<F］所述。

!"#"# 纯培养细菌 !C-的分离：& ===BH.10离心收集菌体，将菌体重悬于 F.? !C-抽提
缓冲液，采用蛋白酶 N，氯仿D异戊醇（G$ O<，- H-）抽提，用 =+&体积的异丙醇沉淀 !C-。
!"#"$ 活性污泥样品中 !C-的分离：这 $个活性污泥样品总 !C-的抽提参照 PQ/2等所
采用的方法［<$］。

!"#"% !亚类 -9: <&A B!C-的 IJK扩增、克隆测序及系统进化分析：采用特异性扩增!
亚类 -9: <&A B!C-的特异性引物对 C1R-和 C1R:［<@］的 $个活性污泥样品的总 !C-分别进
行 IJK扩增。扩增产物用 <M的琼脂糖凝胶电泳进行检测。

C1R-：@SDJTT-"T""""--T--J"J-TJT"DFS；C1R:：@SDTT-J"T"T"--"JJJT-JJJ-DFS
采用 TD载体（IB/.657）对 IJK扩增产物进行直接克隆随机挑单测序，利用 :?-AT将所

测得的序列与 "60:70>中已登录的序列进行同源性比较，选取 $==U(长度的序列与选自
"60:70>中有代表性的序列进行比对［JV2’R6VW（<+,）］，采用邻接（C615QU/2B X/10105，简称
CY）法作出进化树（IZ[?\I，E6B’1/0 F+@），比较各活性污泥样品中所有 -9:的主要种类及
其相应的分类地位。

!"#"& 氨单加氧酶基因 )’%-的检测：根据已报道的 !"#$%&%’%()& *+$%,)*) )’%-基因的
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序列，设计 !"#!基因特异性引物对 !"#$%和 !"#$&分别对应于该基因序列的 ’() * ’+,
位点和 -./+ * -.),位点。

!"#$%：/0$11121!12!2!222!1!!311!!$40
!"#$&：/0$22!2221!2333323211!!!133$40

-..!5 63&反应体系中每种引物的浓度分别为 .7-!89:;5，每种 <=26的浓度分别为
.7’889:;5，$!% >=!多聚酶的浓度为 ’7/?。63& 反应条件为 ,(@变性 -8AB，((@退火
-8AB，)’@延伸 48AB，反应 4.个循环，最终采用 )’@延伸 -.8AB。扩增产物经 -C琼脂糖
凝胶电泳，DE染色，采用紫外凝胶成像系统对图像进行分析。阳性对照采用实验室富集
培养的 !#E的 >=!作为模板。
!"#"$ -+F G>=! H4区的 63&扩增及其 >11D分析：-+F G>=! H4区的通用引物及其 63&
扩增条件如 "IJKLG等［-+］所述。采用 >$39<L系统（EA9$&M<，NLGOI:LP，3M:AQ 7）对 63&扩增产
物进行 >11D分析。电泳所用聚丙烯酰胺凝胶浓度为 -.C，规格为 -+88 R -+88 R -7.88
（5 R S R N），变性梯度为 4.C * +.C（尿素为 )89:;5 甲酰胺为 (.C时的变性浓度为
-..C），在 +.@恒温下，T/H电泳 ,7/U后，采用 DE染色，紫外凝胶成像系统分析结果。
!"% 核酸序列登录号
本研究所测得的 !#E -+F G>=! 序列已在 1LBEMBV 中登录，登录号为 !W((-’+4$

!W((-’T+。

# 结果和讨论

#"! 不同活性污泥样品中 &’(种类的差异
采用随机克隆测序对"亚类 !#E -+F G>=!特异性引物扩增产物直接克隆随机挑单

进行测序，共测 /4个克隆序列，经筛选去除其中的重复序列及长度不足 (..XY的序列，共
选得 ’-条序列（表 -）与 1LBEMBV中 -,条相关序列进行系统分类分析（图 -），以变形细菌

#亚类的 &’()#*!+(,) PY7 =&E/’’.（!Z.//),)）为外类群。所测得的序列基本上聚为两大
类，其中来自活性污泥样品 %4的绝大多数序列（除 %4+、%4T、%4/外）及来自样品 5-的序
列 5-/聚于类群$中，其余 -(条序列均聚于类群%中。有趣的是这些序列均与来自 &’-
()#.#"#/!. PYY7 的菌株序列有较高的同源性，即这 ( 个活性污泥样品中的 !#E以 &’()#-
.#"#/!. PYY7 的菌株为主要类群。这主要是由于该废水处理系统进水氨氮浓度长期高达
’.. * 4..8[;5，在这么高的氨氮浓度条件下，&’()#.#"#/!. PYY7 逐步形成了系统中的优势
菌群。这一结论与 ?:GAVL［)］及 NA9GBP［T］等人的研究结论相当的一致。

表 ! 用于系统分类分析的序列
2MX:L - 2UL PL\ILBOLP PL:LO]L< Q9G ]UL YUJ:9[LBL]AO MBM:JPAP

FM8Y:LP 2UL BI8XLG 9Q PL\ILBOLP PL:LO]L< FL\ILBOLP
%- / %--，%-’，%-4，%-(，%-/
%4 , %4-，%4’，%44，%4(，%4/，%4+，%4)，%4T，%(.
5- 4 5-4，5-(，5-/
54 ( 54(，54/，54+，54)

#"# 不同活性污泥样品中 !"#&基因的差异
采用 !"#!特异性引物 !"#$%和 !"#$&分别对 (个活性污泥 >=!样品进行 63&扩
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增，以实验室富集培养的 !"# $%!为阳性对照，结果如图 &。来自活性污泥样品 ’(、)*、
)(的 $%!样品经 +,-扩增后均得到大小为 .&(/0左右的单一扩增带，活性污泥样品 ’*
的 $%!样品在相同的实验条件下无法得到扩增产物，本实验尝试着采用模板系列稀释法
和提高模板量等方法均无法得到扩增条带，最后采用 123456 $%!纯化试剂盒（+5789:4）对
该 $%!样品进行纯化，尽量除去样品中可能存在的杂质，终于得到了目的扩增片段。

图 ! 活性污泥样品中氨氧化细菌的系统分类关系
’2:;* +<=>7:9?9@2A 59>4@27?B<20B 7C @<9 B@542?B C7D?6 2? @<2B B@D6=
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由此可见，样品 !"中存在对 #$%反应有干扰作用的杂质，!"#&基因的拷贝数也很
低。这表明，在活性污泥驯化初期，系统中 &’(的数量及活性均处于很低的水平，面对含
高浓度氨氮的进水，系统中氨氧化菌群一时无法进行快速、有效地转化，造成大量有毒有

害物质残留，!"#&数量之低这一结论也由 )*+,-./ 012345. 67软件分析结果得到进一步
的证实。

图 ! 活性污泥样品中氨氧化酶基因的 "#$扩增
!489: #$% -;<=4>4?-@45. 5> @A1 !"#& >25; @A1

-?@40-@1/ 3=B/81 3-;<=13

C9"DD,< EF& =-//12；" 9 &’( 1.24?A1/ 4. =-,；:9 !"（GA1

@1;<=-@1 EF& H-3 B.<B24>41/）；I9 !"（GA1 @1;<=-@1 EF& H-3

<B24>41/）；J 9 !I；K 9 L"；M 9 LI 9

图 % 活性污泥样品 &’( )*+, -%
区的 "#$扩增

!489I #$% -;<=4>4?-@45. 5> "MN 2EF& *I 21845. >25;

@A1 -?@40-@1/ 3=B/81 3-;<=13

图 . 活性污泥样品 &’( )*+,
-%区扩增片段的 *//0分析

!489J EOOP -.-=Q343 5> "MN 2EF& -;<=4>41/

>2-8;1.@3 5,@-4.1/ >25; @A1 -?@40-@1/

3=B/81 3-;<=13

!1% 不同活性污泥样品中细菌类群组成的差异
采用细菌 "MN 2EF& *I 区的通用引物对实验室富集

培养的 &’(和 F’(中的主要类群及 J个活性污泥样品的
EF&进行 #$%扩增，分别得到大小为 :II,< 左右的单一
扩增条带（图 I），将扩增产物适当浓缩后进行 EOOP 分
析，了解各样品中的主要菌群，同时比较实验室富集培养

样品与活性污泥样品中所含的细菌类群的差异（图 J）。
结果可见，活性污泥样品 !"、!I中含的细菌类群明显多于
样品 L"、LI，这主要是由于样品 !"、!I是取自活性污泥驯
化初期，处理系统中的细菌尚未得到充分的选择压力、驯

化、富集，优势菌群尚未形成，而样品 L"、LI中的细菌经过
长时间的筛选、富集，优势菌群基本上已经形成，菌群的分

工相对较明确，细菌类群相对较集中。&’(和 F’(培养
液中菌群组成存在很大的差异，两个样品中所含的扩增条

带基本上均可以在 J个活性污泥样品中的相应位置上找
到，只是扩增带的强弱存在一定的差异，这是由于两个富集培养液的原始菌种均来自活性

污泥样品，只是在培养过程中所选用的选择性培养基对细菌进行选择性的培养，逐步形成

了 &’(和 F’(两个主要的菌群。实验室富集培养的样品的扩增条带的强弱与活性污泥
样品存在较大的差异，这主要是由于实验室富集培养的条件与实际废水处理系统中的条

件存在较大的差异，因此，所富集培养出来的菌群数量未必真实地反映实际废水处理系统

中的菌群分布。
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!"# 不同活性污泥中氨氧化菌的数量和种类与硝化效率的比较
!个活性污泥样品分别取自同一个高浓度氨氮废水处理系统中的两个串联的活性污

泥曝气池。其中 "#和 "$分别是该处理系统刚经过技术改造后的调试、驯化前期的样品。
当时第一级曝气池的氨氮去除效率很低，而第二级曝气池氨氮的去除率较高，两级曝气池

的硝化效率存在明显差异（表 %）。由硝化细菌 #&’ ()*+特异性引物扩增的 ,-.产物克
隆测序结果可见，两级曝气池 +/0的种类基本相似，均与 !"#$%&%’%()& 1223 的菌株序列有
较高的同源性。分析造成硝化效率差异的主要原因是硝化过程的关键微生物———+/0
的数量与活性。)’%+基因的扩增试验结果表明，在相同的 ,-.扩增条件下，驯化初期第

图 $ 活性污泥样品中氨氧化酶基因 %&’
扩增产物的 ()*+,-. /012定量分析结果
"4567 89: ;<=>?4@4:A =>=BC141 (:1<B? D@ ?9: ,-.

=E2B4@4:A 2(DA<F?1 D@ ?9: )’%+ @(DE

?9: =F?4G=?:A 1B<A5: 1=E2B:1 H4?9 IJKL=>A G6MN 1D@?H:=(

#，O6 #PPL2 )*+ B=AA:(；%6 +/0 :>(4F9:A 4> B=L；$6 "#（89:

?:E2B=?: )*+ H=1 <>2<(4@4:A）；!6 "#（89: ?:E2B=?: )*+ H=1

2<(4@4:A）；7 6 "$；& 6 Q#；N6 Q$ 6

一级曝气池的活性污泥样品 "# 无法得到扩
增片段，只有经过充分纯化，尽量去除样品中

的杂质之后才得到目的扩增产物。经

IJKL=>A G3MN软件分析，发现驯化初期第一级
曝气池活性污泥样品中。)’%+基因的拷贝
数与来自第二级曝气池的样品存在显著差异

（图 7）。采用常规细菌分离培养和鉴定方
法，对不同活性污泥样品中主要细菌类群数

量分析的结果也显示，两级曝气池的 +/0数
量存在一个数量级的差异（结果另文报道）。

本研究的结果充分说明，高浓度氨氮废水处

理系统中影响氨氮去除效率的主要因素是

+/0的数量和活性。在活性污泥驯化期间对
废水处理运行的参数进行调整，形成有利于

+/0生长及其活性发挥的环境，促进 +/0数
量的增加和 )’%+ 基因的表达是至关重要
的。

表 ! 污泥驯化初期两级曝气池的氨氮去除率
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