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豆腐废水 !"#$反应器中的原核生物多样性
及主要功能菌群

张春杨 刘晓黎 东秀珠"

（中国科学院微生物研究所 北京 /###0#）

摘 要：通过构建 /1G *H,(基因文库，对豆腐废水 I(GJ反应器中颗粒污泥的原核生物多样性进行了分析，并用
KL,法对颗粒污泥中的互养产乙酸细菌和产甲烷菌进行了活菌数量测定。结果表明，--M的 /1G *H,(基因序列属
于产甲烷菌，氢和乙酸盐营养型的产甲烷菌在颗粒污泥中数量最多，分别为 /N/ O /#D 个5;P和 !N. O /#0 个5;P。低
QR革兰氏阳性菌和!9变形菌纲分支的细菌也是颗粒污泥中的主要菌群，它们的 /1G *H,(序列分别占 ""M和 DM，
其中互养产乙酸细菌在颗粒污泥中的数量可达 !N. O /#2 个5;&。绿色非硫细菌是另一类丰度很高的细菌，其 /1G
*H,(序列占文库的 /"M。对各类微生物在颗粒污泥中可能的作用进行了讨论。通过研究不仅了解了特定环境中
的微生物组成，还为从中分离特异类群的微生物提供了指导。
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在无光、无氧、无 GT!
" E、,T-E、64- U等电子受体

的环境中，复杂的有机物被彻底分解为甲烷和二氧

化碳主要由水解发酵菌（VF<*%&F?+=> 7=< W4*;4=X+=>
Y7CX4*+7），互养产乙酸细菌（GF=X*%)Z+C 7C4X%>4=A），和
产甲烷菌（K4XZ7=%>4=A）协同完成［/］。其中 21M的有
机物先被降解为中间产物（如短链脂肪酸、一元醇

等），由于这些物质的降解是热力学上的吸能反应，

因而必须由其降解菌（互养产乙酸细菌）在耗氢菌

（如产甲烷菌）的协助下才能完成。研究互养产乙酸

细菌和产甲烷菌的资源以及它们的生理代谢特征，

对了解有机物的厌氧降解、清除环境污染以及能源

再生有重要意义。

研究发现，海洋、湖泊、河流的水底沉积物，稻田

污泥，反刍动物的消化系统及各类工业和农业废水

的 I(GJ（I)9W&%[ (=74*%Y+C G&B<>4 J&7=\4X）反应器是
互养细菌及产甲烷菌的主要生境，其中 I(GJ反应
器的颗粒污泥（Q*7=B&7* A&B<>4）中相关菌群最丰富，
因为这些功能菌群形成了聚集体，有利于细胞间物

质的传递［"］。

豆腐废水是一类 RT]含量较高、蛋白质丰富的
有机废水［-］。北京“王致和豆制品厂”废水 I(GJ反
应器是运行了十几年的产甲烷反应器，它可将豆腐

废水 RT]从进水的 //N.\>5;- 降到出水的 #N-\>5;-，

去除率达 D2N!M，并且产生大量的甲烷气体常年供
给附近居民作燃气。本研究采用非培养手段构建了

此 I(GJ反应器颗粒污泥的 /1G *H,(基因文库，普
查其原核生物多样性，并采用培养手段对其中的互

养产乙酸细菌和产甲烷菌进行了计数，为下一步分

离此类菌群打下了基础。

% 材料和方法

%&% 采样
从“王致和豆制品厂”废水 I(GJ反应器中采集

活性颗粒污泥，分装于厌氧管以用于之后的 ],(提
取和分离培养。

%&’ 试剂和培养基
%&’&% 试剂：!"# ],( 聚合酶、LRH产物纯化试剂
盒购自上海生工生物工程有限公司；3! ],( 连接
酶、)IR;93载体来自 KJ^964*;4=X7A。
%&’&’ 培养基：在预还原的基础培养基［!］中分别加
入 "#;;%&5P 丙酸钠，"#;;%&5P 丁酸钠或 /#;;%&5P
苯甲酸钠分别培养降解丙酸、丁酸或苯甲酸的互养

细菌；加入 "#;;%&5P乙酸钠或 V" 5RT"（0# _ "#）混合
气体（/N- O /#.L7）分别培养乙酸型或氢营养型的产



甲烷菌。预还原的培养基分装于 !"#$厌氧螺口管
（每管装 "#$）中，加盖丁酰基橡胶塞和螺盖。除氢
营养型甲烷菌外，其他菌的培养均用 %&’% ( %’")*
的 +! ,-.!（/’ 0!’）作为气相。

!"# 颗粒污泥 !$% &’()基因文库的构建和分析
!"#"! 1+2提取：颗粒污泥中总 1+2的提取采用
传统的酚,氯仿抽提法［"］并稍做改进，即在 1+2 提
取前，将冷冻的颗粒先在室温下缓慢融化，然后用磷

酸盐缓冲液（%’##34,$，567&!）轻轻漂洗。取 8’到
"’个直径为 ’&8## 9 ’&"##的颗粒，在抽提缓冲液
（ %’##34,$ :;<=>6-4， 567&"， "’##34,$ ?1:2，
’&"#34,$ +*-4）中混合均匀，再用超声波破碎（-@A4B
’&"，2#54<CDEB F’，!!’G，!2）%&"#<H。
!"#"* %IJ ;K+2基因的 )-K 扩增和文库构建：以
提取的总 1+2 为模板，以原核生物通用引物 "8’L
和 %MF’K为上下游引物扩增 %IJ ;K+2基因。"8’L
（"N>O:O--2O-2,OO--O-OO>8N）和 %MF’K（"N>OO:>
:2--::O::2-O2-::>8N）分别靶向大肠杆菌（ !"#
$%&’($%() $*+(）%IJ ;1+2的 "%M 9 "!F位和 %MF% 9 %"’F
位核苷酸［"］。)-K 热循环条件为：F"P "#<H；FMP
%#<H，"’P %#<H，7!P %&"#<H，8’个循环；7!P%’#<H。
)-K扩增用平行的 I 管反应体系（每管 !"!$），用
%Q（R,S）的琼脂糖凝胶电泳分离 )-K 产物，用 ?T
染色后在紫外光下观察扩出的条带。将 %&’ UV 的
条带用 )-K 产物纯化试剂盒回收和纯化。用 :M
1+2 连接酶将纯化的片段与 5W-#>:载体连接，然
后热激转化 ! X $*+( 16 ""感受态细胞。以氨苄青
霉素（%’’!Y,#$）抗性和蓝白斑筛选选择阳性转化
子［I］，并用碱裂解法提取质粒，通过电泳进一步验证

%IJ ;1+2的插入片段。
!"#"# 序列分析：将插入 %IJ ;K+2基因片段的阳
性质粒转化子送样测序，测序在上海博亚生物技术

有限公司完成。用 -6?-Z[ -6?\?K2程序检测人
工嵌合序列并剔除。将序列相同的 %IJ ;1+2克隆
子定义为同一个操作分类单位（.5B;*C<3H*4 C*]3H3#<A
DH<C=，.:W）。不同的 .:W 序列用 T$2J: 程序在
OBHT*HU中搜索相似序列［7］。将相关序列用 1+2>
\2+（SB;=<3H M&’）进行比对，并构建系统发育树，用
T33C=C;*5分析评估树的稳定性。
!"+ 微生物计数
颗粒污泥中不同营养群的微生物通过三管法进

行 \)+测定［/］。接种前，先在 +! 保护下用注射器

将颗粒污泥反复吹吸以获得均匀的混悬液，将混悬

液用预还原基础培养基进行 %’倍系列稀释，然后每

个稀释度接种三管含相应底物的培养基。于 87P
培养至 8个月。有机酸互养降解菌的阳性管以同时
降解有机酸和产甲烷为标准；甲烷菌则以产生甲烷

为标准。\)+的测定结果用计算机程序来计算［F］。
!", 分析方法
甲烷和挥发性脂肪酸用 O-检测［%’］，载气 +! 的

流量为 8’A#8 ,#<H。测定甲烷和挥发酸的柱温分别
为 "’P和 !!’P。苯甲酸用 6)$- 进行检测［%%］，
I’Q乙腈和 M’Q 超纯水作为流动相，流速为
’&"#$,#<H。

* 结果

*"! !$% &’()基因文库的构建和基于序列相似性
的系统发育学分析

从颗粒污泥中扩增出长约 %&’UV 的 %IJ ;K+2
基因部分片段并进行了克隆和测序。本研究共获得

代表 !"个 .:W=的 "/个克隆子（表 %）。我们对这些
.:W=和迄今已描述的原核生物在 %IJ ;K+2序列相
似性基础上进行了系统发育学分析（图 % 9图 M），结
果显示这 "/ 个克隆子中的 %F 个（88Q）属于古菌
域，并且都与广古菌中的产甲烷菌关系密切。其他

的 8F个克隆子（I7Q）属于细菌域，其中大部分属于
低 O-革兰氏阳性细菌（!!Q的克隆子）、#>变形菌
（FQ的克隆子）和绿色非硫细菌（%!Q的克隆子）。
各类群的详细描述如下。

表 ! 颗粒污泥中 !$% &’()基因克隆子的分布情况
:*V4B % 1<=C;<VDC<3H 3^ %IJ ;K+2 YBHB A43HB= 3VC*<HBE <H C_B Y;*HD4*; =4DEYB
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*"!"! 古菌域（ ,’$%)&)）：从颗粒污泥中克隆到了
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!"个古菌的 !#$ %&’(序列，它们代表的 ) 个 *+,-
均与广古菌域（!"#$%#&’%()*%）中的产甲烷菌关系密
切（图 !）。其中丰度最高的克隆子 ./0!1（!12)3 克
隆子）代表了与布氏甲烷杆菌（+(*’%,)-%&*(#."/ -#$0
%,*..）相近的一个 *+,，序列相似性为 ")4 5 "64。

其他 /个 *+,-分别与甲酸甲烷杆菌（+(*’%,)-%&*(0
#."/ 1)#/.&.&"/），理事会甲烷鬃菌（+(*’%,)2%(*% &),0
&.3..），梅氏甲烷八叠球菌（+(*’%,)2%#&.,% /%4(.）和小
甲烷粒菌（ +(*’%,)&)#5"2&"3"/ 5%#6"/）相近，!#$
%&’(序列相似性均大于 "64。

图 ! 广古菌域中 "#$%及相关菌株的系统发育树
789:! ;<=>?9@A@B8C B%@@ ?D B<@ *+,- EAF B<@8% %@>EB8G@- 8A !"#$%#&’%()*% ?D B<@ F?HE8A 7#&’%(%

“.”%@D@%- B? B<@ 9%EAI>E% C>?A@- %@J%@-@AB8A9 F8DD@%@AB *+,-: ’IHK@%- 8A JE%@AB<@-@- %@J%@-@AB B<@ -@LI@AC@-’

ECC@--8?A AIHK@% 8A .@AMEAN: ’IHK@%- 8A -LIE%@ K%ECN@B- 8AF8CEB@ B<@ C>?A@ AIHK@% ?IB ?D B<@ B?BE> C>?A@-:

+<@ AIHK@% EB @EC< K%EAC< J?8AB- 8- B<@ J@%C@ABE9@ -IJJ?%B@F K= K??B-B%EJ: ME%，)4 -@LI@AC@ F8G@%9@AC@:

&’!’& 革兰氏阳性细菌（.%EH0J?-8B8G@ KECB@%8E）：从
颗粒污泥中克隆到了 !/个 !#$ %&’(序列属于革兰
氏阳性细菌，它们代表 6个 *+,-。除 ./0!6与高 .O
含量的白色嗜热栖油菌（8’(#/)3(.5’.3"/ %3-"/）和微
小嗜热栖油菌（ 8’(#/)3(.5’.3"/ /.,"*"/）相对较近
外，其他 #个 *+,-（!1 个克隆子）都与低 .O含量的
革兰氏阳性细菌较近。在后者中，一个 *+,（克隆子
.P0!/）与一非培养的细菌相近，P个 *+,-（6个克隆
子）与脂肪酸互养降解菌聚为一群，其中与互养嗜热

菌属（ 9$,*#)5’)*’(#/"2）、互养单胞菌属（ 9$,*#)5’0
)/),%2）、互养生孢菌属（ 9$,*#)5’)25)#%）和暗生孢菌
属（:(3)25)#%）这几个互养产乙酸菌的 !#$ %&’(序列
相似性为 "14 5 ")4。其他 1个 *+,-与氨基酸单
胞菌属（ 7/.,)/),%2）、脱硫肠状菌属（;(2"31)*)/%&0
"3"/）和芽孢杆菌属（<%&.33"2）分别相近，序列相似性
在 334 5 "14之间（图 P）。
&’!’( !0变形菌（!0:#)*()-%&*(#.%）：) 个克隆子属于

!0变形菌，代表 / 个 *+,-，均与有机酸互养降解菌

相近。其中一个 *+,（克隆子 ./03）与降解丙酸的
互养杆菌属（ 9$,*#)5’)-%&*(#）的序列相似性为 "#4
5 ""4。另一个 *+,与氧化脂肪酸及芳香酸的史
密斯氏菌属（9/.*’(33%）和互养菌属（9$,*#)5’"2）聚成
一群，与丙酸氧化史密斯氏菌（ 9 : 5#)5.),.&%）最近，
序列相似性为 ""4。其余的 P个 *+,-（.106和 .10
!"）与该群也相关，但关系不是很近（序列相似性为
334 5 "Q4），相反，与转化四氯苯的厌氧微生物体
系中的非培养细菌 $R(0!#P更近些（图 1）。
&’!’) 绿色非硫细菌（.%@@A A?A0-I>DI% KECB@%8E）：与
绿色非硫细菌关系较密切的有 6 个克隆子，代表 1
个 *+,-。其中一个 *+, 与一脱氯球菌（;(’%3)&)&0
&.=(2 -J: 7SP）具有 "Q4的序列相似性。另一个 *+,
与降解苯产甲烷混合培养物中的细菌 TIK/比较近，
序列相似性 ")4。还有一个 *+,与一非培养的细
菌 $U(01!具有 "64序列相似性，该菌存在于 !，P0
二氯丙醇脱氯反应器中（图 /）。
&’!’* 其他细菌：有 P个 *+,-分别以 "14和 ")4

1/!P 期 张春杨等：豆腐废水 ,($M反应器中的原核生物多样性及主要功能菌群



图 ! 革兰氏阳性细菌门的 "#$%及相关菌株的系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ 1234 5,6 -’+"/ /+)5-"7+4 58*,# 9/58:;*4"-"7+ <5.-+/"5

2’+ 5,,*-5-"*, =54 -’+ 458+ 54 ", !"#$ >?

的序列相似性与拟杆菌:噬纤维菌（!"#$%&’()%* @+,$’-
./"0"）分支聚成一簇。% 个 1234 与螺旋体（ 1.(&’-
#/"%$"2%*）以 AAB序列相似性松散地聚成一簇，它们
与存在于污染了石油的地下水中的非培养螺旋体

CDEF关系更近些。%个 1234（9%:G和 9E:%）分别以
HIB和 HJB的相似水平与非培养的分支 1&A 和
1&>>中的细菌相近。
!&! 颗粒污泥中不同营养菌群的数量测定
降解脂肪酸和苯甲酸的互养产乙酸细菌以及产

甲烷菌的数量通过 K&L法进行检测，结果（表 %）表
明，在此 3MND的颗粒污泥中，产甲烷菌数量最多，
其中又以氢营养型产甲烷菌为多；降解有机酸的互

养产乙酸细菌数量居中，其中降解丁酸的互养细菌

数量较多。

表 ! 颗粒污泥中不同营养群的数量测定
25<)+ % LO8+/5-"*, *0 6"00+/+,- -/*;’". #/*O;4

", -’+ #/5,O)+4 O4",# K&L 8+-’*6

2/*;’". #/*O;4 P*O,-4@（P+))4@8Q）

! N(,-/*;’". 5.+-*#+,4 6+#/56",# */#5,". 5."64

N(,-/*;’". ;/*;"*,5-+:6+#/56",# <5.-+/"5

N(,-/*;’". <+,R*5-+:6+#/56",# <5.-+/"5

N(,-/*;’". <O-(/5-+:6+#/56",# <5.-+/"5

" K+-’5,*#+,4

M.+-*.)54-". 8+-’5,*#+,4

S(6/*#+,*-/*;’". 8+-’5,*#+,4

G?I T >IU

H?I T >IU

E?J T >IG

E?J T >IA

>?> T >IH

’ 讨论
本研究通过培养法对功能菌群的活菌计数和非
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图 ! !"变形菌纲的 #$%&及其相关菌株的系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ 1234 5,6 -’+"/ /+)5-"7+4 58*,#!9!"#$%#&’($%")’

2’+ 5,,*-5-"*, :54 -’+ 458+ 54 ", !"#$ ;<

培养法分析 ;=> /?@A基因序列同源性都表明，产甲
烷菌（氢营养型和乙酸盐营养型）是豆腐废水 3A>B
反应器颗粒污泥中的主要菌群，这与反应器高产量

的甲烷相一致。分析表明，该反应器中的产甲烷菌

比其他类型的反应器有更多的多样性。它不仅含有

土豆废水反应器［;C］、啤酒废水反应器［;%］和降土纶反

应器［;D］中的甲烷鬃菌、甲烷八叠球菌和甲烷杆菌属

的成员，还含有小甲烷粒菌。并且，数量最多的 ;=>
/?@A基因克隆子（;%EFG）可能代表了和已知产甲烷
菌均不同的一个种，它与最近的布氏甲烷杆菌相似

性也只有 HFI J HKI。
互养产乙酸细菌是颗粒污泥中的另一重要代谢

群。目前已描述的降解脂肪酸和苯甲酸的互养细菌

位于系统发育学的两个分支，即低 LM革兰氏阳性
菌的互养单胞菌科和!9变形菌的互养杆菌9史密斯
氏菌9互养菌群［;%，;F，;=］。本研究获得了 C个 1234（KE
FG的克隆子）属于互养单胞菌科，但 ;=> /?@A与已
知种的相似性只有 HFI，说明可能代表了一个新的
细菌。另有 D 个 1234 与互养杆菌9史密斯氏菌9互
养菌群关系密切。分子系统发育学研究不仅揭示了

生境中的微生物组成，而且对分离难培养生物（如互

养产乙酸细菌和产甲烷菌）具有指导意义。

我们从颗粒污泥中还获得了较高比例的绿色非

硫细菌的 ;=> /?@A序列，说明它们也是其中的一个
优势菌群。据报道该群菌也普遍存在于其他反应器

的颗粒污泥中［;D，;K］，推测这群丝状的细菌在颗粒污

泥中可能对形成和维系微生物聚集体的结构起作

用，当然它们也具有降解大分子有机物的能力［;G］。

另外还发现一些 ;=> /?@A序列与拟杆菌9噬纤
维菌9螺旋体分支相关，推测这些细菌可能水解发酵
大分子有机物。而与未培养分支 1&G及 1&;;相关
的序列则无法推测其生理功能，因为这些序列与已

描述的细菌的序列相似性都在 HFI以下。
值得提醒的是，采用构建基因文库的方法对一

个环境中的微生物群体进行调查时应考虑如下因素

造成的结果偏差：不同微生物的细胞壁结构差异引

起的 N@A获得的不均一性；编码 ;=> /?@A的操纵
子拷贝数的差异及不同 N@A和 &M?引物亲和力不
同所引起的扩增产物浓度的差异等［;H，CO］。因此对生

境中微生物的组成和丰度的测定应结合基因文库构
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图 ! 其他分支的 "#$%及相关菌株的系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ 1234 5,6 -’+"/ /+)5-"7+4 58*,# *-’+/ 95.-+/"5 9/5,.’+4

2’+ 5,,*-5-"*, :54 -’+ 458+ 54 ", !"#$ ;<

建和探针原位杂交等多种方法。本研究中，我们采

用超声处理结合化学方法进行细胞壁裂解，并用多

管反应体系进行 &=>等措施来减少偏差。同时活
菌计数实验所测得的一些功能菌群的数量与 ;?@
/>AB 序列分析所揭示的结果基本一致。
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