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厌氧氨氧化污泥中效应菌的分子生物学研究

雒怀庆9，$ 胡勇有9"

（9 华南理工大学环境科学与工程学院 广州 "9%&!%）

（$ 吉林化工学院环境科学与工程系 吉林 9#$%$$）

摘 要：对具有厌氧氨氧化作用的细菌进行更深入的分析和了解有助于该新型生物脱氮过程在实践中的应用，采

用分子生物学方法从已培养的具有厌氧氨氧化活性的污泥中提取细菌总 H/I，经纯化、特异引物 JKL 扩增、克隆、

测序等过程，得到厌氧氨氧化菌部分 9&M GH/I 序列（长度为 1#&N=），少部分克隆具有 9 O $ 个碱基的突变。此外，进

化分析结果显示培养获得的细菌与已发现的 !"#$%$"&’( PG(B6D<6 6-6;;(7<D6-A、I-6.G(N<B 6;;(-<,;8(7<D<Q<-R )*"#+&,-
./+0&0、S-B,)C,G.D 6-(7<B A),DR. N6BC.G<,; TS9 细菌在进化上关系较近，但比对分析结果表明所研究的细菌与上述细菌

的 H/I 序列相似度不高，这表明自然环境中还存在一种以前未被发现的可进行厌氧氨氧化的细菌。
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实验室发现了厌氧氨氧化现象（I/IXXYZ86-6.G(N<B
6;;(-<,; (7<D6C<(-）［9］。其实质是在厌氧条件下，微

生 物 以 /Y$
8为 电 子 受 体，/[!

\ 为 电 子 供 体，将

/[!
\ 、/Y$

8转变为氮气的生化过程［$］。这一特性比

传统硝化8反硝化生物脱氮途径具有更明显的优

点［#］。因此，厌氧氨氧化处理工艺将为废水脱氮提

供一种经济有效的处理手段。

在厌氧氨氧化基础研究方面，对起厌氧氨氧化

作用细菌的分类研究是其中的重点之一，由于对氧

的极度敏感、生长非常缓慢及营自养生长，使得传统

的生物学方法到目前还无法分离和培养厌氧氨氧化

菌［!］，因此对这类细菌的研究非常困难。目前，借助

分子生物学的方法对环境中的细菌进行研究高效快

捷，在厌氧氨氧化细菌的分类研究中起了至关重要

的作用。MCG(,A 等［!］最先测定了一种厌氧氨氧化细

菌的 9&M GH/I 序列，最终确定出他们发现的厌氧氨

氧化菌在细菌进化树上的位置，研究表明该种细菌

属于浮霉状菌目（J)6-BC(;>B.C6).A），并命名为 !"#$%-
$"&’( PG(B6D<6 6-6;;(7<D6-A。此 后，又 有 一 种 具 有

I/IXXYZ 作用的细菌被发现和鉴定，并被命名为

!"#$%$"&’( T,.-.-<6 AC,CCR6GC<.-A<A［"］。

为了探索自然界中是否还存在起同样作用的细

菌，本文采用上流式厌氧污泥床反应器对厌氧氨氧

化污泥进行了培养，将培养后的污泥进行处理，提取

出污泥中总的 H/I，再经一系列分子生物学手段，

得到了一种 I/IXXYZ 菌的部分 9&M GH/I 序列。

! 材料和方法

!"! 厌氧氨氧化污泥

实验研究的污泥为无机环境下的 I/IXXYZ 混

合培养物。该混培物由好氧污泥（取自广州大坦沙

污水处理厂）在 9 个上流式厌氧污泥床反应器中，在

进水仅包括氨氮、亚硝酸盐氮、碳酸氢钠和微量元素

的情况下经 9%% 多天连续培养得到，此时的污泥具

有明显的厌氧氨氧化活性和特征。

!"# 主要试剂

=]:X#83 :6A> ’.BC(G A>AC.;、1+,L!购自 JG(8
;.R6 公司；蛋白酶 T 购自 X.G^ 公司；+X9%2 菌株购

自华美生物；H/I 凝胶回收纯化试剂盒和日常型小

量质粒抽提试剂盒购自杭州维特洁生化技术有限公

司；JV, 高保真聚合酶、DI3J 均购自上海 M6-R(-。

I/IXXYZ 菌特异引物［&］由上海博亚生物技术

有限公司合成，正向引物 J)6!&GB："_8]]I33I]]KI38
]KII]3K8#_，反 向 引 物 I;71$%："_8IIIIKKKK3K8
3IK33I]3]KKK8#_。



!"# 污泥细菌总 $%& 的提取

对 !"#$ 等［%］给出的土壤细菌总 &’( 提取方法

作了适当改动，具体步骤为：在 )*+, 无菌离心管中

加入 )+, 污泥后以 -.***/0+12，34离心 -*+12，弃上

清；往离心管中加入已灭菌的双蒸水 -*+,，振动重

悬污泥，再以 -.***/0+12，34离心 -*+12，弃上清，该

步骤重复 5 次。

污泥洗涤后，在离心管中加入 6+, &’( 提取缓

冲液（-**++#70, 89:;* 的 </1=>9?7，-**++#70, 89:;*
的 @&<(，-**++#70, 89:;* 的 磷 酸 钠 缓 冲 液，

-;)+#70, ’A?7，-B ?<(C）以 及 -**!, 蛋 白 酶 D
（-*+E0+,），将污泥与各溶液混合均匀，在 5%4下置

水平振荡器上以 ..)/0+12 振动 5*+12；振动结束后，

加入 -;*+, .*B的 F&F，混匀置 G)4水浴 ."，期间

每 -) H .*+12 轻摇 - 次。将上述样品在室温下以

6***/0+12 离心 -*+12，得到的上清液转至另一 )*+,
无菌离心管。离心后的污泥再加入 3;)+, &’( 提

取缓冲液和 *;)+, .*B F&F，摇动 -* H .*=，混匀后

置 G)4水浴 -*+12，6***/0+12 再离心 -*+12，合并离

心得到的上清液，本步骤重复两次。合并各步骤上

清液并混匀后，加入等体积的酚>氯仿（- I -），轻缓混

合使溶液成乳浊液。乳浊液在室温以 3***/0+12 离

心 5+12，将上层水相转移至另一无菌离心管，重复

抽提步骤直至水>有机相界面无白色絮状体。在最

后得到的水相中加等体积氯仿，混匀至乳浊状，室温

下 3***/0+12 离心抽提 5+12，收集水相，该步骤重复

5 次。在水相中加入 *;G 倍体积的异丙醇，混合均

匀后在室温下沉淀 -"，之后 -:***/0+12 室温离心

.*+12，弃上清。加 .+, 用冰预冷的 %*B乙醇洗涤

沉淀，以 -:***/0+12 34离心 )+12，小心吸去上清，开

管口于室温下使残留的液体挥发至干。加入 .**!,
灭菌的双蒸水溶解 &’(，将 &’( 溶液转移至一无菌

-;)+, 离心管，最后定容至 )**!,，抽提的粗制 &’(
以 *;%B的琼脂糖凝胶电泳检查。粗制 &’( 采用

&’( 凝胶回收纯化试剂盒纯化法，纯化过程按照纯

化试剂盒说明书进行。

!"’ &%&(()* 细菌 !+, -$%& 片段的扩增

细菌 -GF /&’( 基 因 片 段 的 J?K 反 应 体 系

（.)!,）：L’<J -.;)!,（ 终 浓 度 .**!+#70,），ME?7.
（-;)++#70,），J7A3G/N *;)!,（*;)53!+#70,），(+O:.*
*;)!,（*;36.!+#70,），模板 &’( *;.)!,，JP$ !"# 聚

合酶 -!,（*;)Q），三蒸水 -*;.)!,。J?K 反应条件：

6)4 3+12；634 5*=，)G4 3)=，%.4 -+12，进行 5* 个

循环；%.4 )+12。扩增反应的产物以 -B琼脂糖凝

胶电泳检查。J?K 产物以 &’( 凝胶回收纯化试剂

盒纯化。

!". /01 扩增产物 #2加 & 和加 & 产物的克隆

加 ( 的程序（.**!, J?K 反应管中，顺序加入）：

-!, 纯化的 J?K 产物、-!, -* R !"# 酶反应缓冲液、

-!, .++#70, 的 L(<J 使 其 终 浓 度 为 .**!+#70,、

-;)!, !"# 酶（)Q0!,）、灭菌三蒸水 );)!,，将上述各

成份混匀，在 %*4下恒温 .)+12，同时设 - 个平行反

应，反应结束后合并两管产物。

按照 8S@M! >< @A=T UVNW#/ =T=WV+ 说明书分别做

标准、阳性和阴性连接反应，连接反应后以 ?A?7. 热

击法制备 XM-*6 感受态细胞［:］，将连接产物导入大

肠杆菌 XM-*6，之后铺 ,C（氨苄青霉素0YJ<S0Z>SA7）
平板，5%4过夜培养后进行蓝白筛选。在过夜培养

后的平板上以无菌牙签挑取白色菌落，加入盛 )+,
,C 液体培养基（氨苄青霉素 -**!E0+,）的试管，5%4
-6*/0+12 培 养 -."。取 菌 液 .+,，-G***/0+12 离 心

.*= 收集菌体，弃去上清后以日常型质粒小量提取

试剂盒提取质粒，质粒提取步骤按试剂盒说明书进

行。由于 8S@M! >< @A=T 载体的多克隆区两端均有

$%&K"酶 的 识 别 位 点，因 此 用 $%&K"酶 切 进 行

鉴定。

!"+ !+, -$%& 序列测定和系统进化分析

根据酶切结果挑出的阳性克隆送上海博亚生物

技术有限公司测序。本研究所测得的 (’(MM[Z 菌

-GF /&’( 序 列 已 在 SV2CA2\ 中 登 录，登 录 号 为

(])-:))5。测定的序列用 C,(F< 在 SV2CA2\ 中搜

索相近序列（"WW8：00^7A=W ; N^1; 8\$; VL$; N20）。同时将

该序列与已发表的相关细菌的 -GF /&’( 序列以

&’(M(’ );*&V+# 软件进行多重序列对齐，以 ’X 法

构建进化树（D1+$/A 法估算遗传距离），并对构建的

树进行 C##W=W/A8 分析（-*** 个样本）。文中凝胶电

泳图形均以 J"#W#="#8 %;* 反相处理并加标注。

3 结果

将厌 氧 氨 氧 化 污 泥 抽 提 所 得 &’( 溶 液 经 过

*;%B的琼脂糖凝胶电泳，在 .-\^ 左右出现条带（图

-，第 - 道），表明已获得较长片段的污泥微生物的总

&’( 基因组。另外也可以看出，目标条带的弥散和

拖尾现象十分明显，这显示粗提 &’( 溶液中含有较

多的污染物，尤其是核酸酶，核酸酶污染导致 &’(
降解产生长短不等的碎片，电泳时长短不同的 &’(
的电泳速度不同，因此出现拖尾现象。
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图 ! 厌氧氨氧化污泥抽提的 "#$ 和纯化结果

!"#$ % &’()* +,) -(’"."*) /01 *23’+435 673+",*) .’68 10199:;

5<()#*

9$=+87)+ /01>!"#?! @ $%&’" 9+’A*’；%B&’()* /01；CBD(’"."*)

/01 7E /01 #*< *23’+43"6, A"3 $

从纯化的结果看，凝胶纯化回收试剂盒得到的

/01 纯度比较好，大片段略有损失，但对进一步的

分析研究不会产生严重影响。

图 % 厌氧氨氧化污泥中厌氧氨氧化细菌与其它相关细菌的系统发育树

!"#$F DGE<6#*,*3"4 3’** 6. 3G* 10199:; 7+43*’"+ ", 10199:; 5<()#* H"3G "35 ’*<+3"I*5

0(87*’5 ", -+’*,3G*5*5 ’*-’*5*,3 3G* 5*J(*,4*5’+44*55"6, ,(87*’ ", K*,L+,A$ 0(87*’5 ", 5J(+’* 7’+4A*35 ",)"4+3* 3G* 4<6,* ,(87*’ 6(3

6. 3G* 363+< 4<6,*5$ MG* ,(87*’5 ,*23 36 3G* ,6)*5 ’*-’*5*,3 3G* 766353’+- I+<(*5 6. %NNN ’*-<"4+3"6,5$ MG* 54+<* 7+’ ’*-’*5*,35 O ,(4<*63")*

5(753"3(3"6,5 -*’ %NN ,(4<*63")*5$

本研究采用的引物对鉴别厌氧氨氧化细菌具有

特异性，这可从国外研究者利用该对引物从具有厌

氧氨氧化活性的污泥中扩增出目标菌的核酸片段得

到证明［P，Q］。从扩增 10199:; 类菌的 %PR ’/01 片

段的结果看（图 C），采用这类菌的特异引物 D<+SP’4
和 182TCN 从纯化的细菌总 /01 中扩增出的片段大

于 TNN7-，而这对引物对已发现的几种厌氧氨氧化

细菌的 %PR ’/01 扩增得到的片段长度与此接近，这

初步表明与这些细菌相近且生理活性相似的细菌存

在于本研究所培养的 10199:; 污泥中。

图 & 厌氧氨氧化菌的 !’( )"#$ 片段扩增

!"#$C %PR ’/01 .’+#8*,3 D&? -’6)(43 6. 3G* 10199:; 7+43*’"+

9$CNN7- =+))*’；%B%PR ’/01 .’+#8*,3 D&? -’6)(43 6. 3G* 10199:;

7+43*’"+$

对纯化后的污泥细菌总 /01 以特异引物经

D&? 扩 增 后，扩 增 产 物 以 MU1 克 隆 方 式 连 接 到

-KV9UM *+5E 载体上，转 W9%NQ 感受态细胞，最后铺

平板进行蓝白筛选。实验共得到 PS 个白色克隆，随

机调选 CS 个克隆经 !"#?!限制性内切酶酶切去除

假阳性克隆，最后得 CF 个克隆送上海 R+,#6, 公司测

序。

测序得到 CC 个有效的克隆序列，这些序列经多

重对齐分析发现它们均为同一种细菌，其中 Q 个克

隆序列表现为突变株，它们有 % X C 个碱基的突变，

其余 %F 个 序 列 相 同。所 有 克 隆 的 序 列 长 度 为

TFP7-，不同于相同引物下 1,+*’67"4 +886,"(8U62")"YU
",# ()*&"+#,-".+. Z:==C+、/*&’%’*+01 L’64+)"+ +,+8U
862")+,5 和 /*&’%’*+01 Z(*,*,"+ 53(33#+’3"*,5"5 等厌氧
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氨氧化菌 !"#$%［&］、!"’$% 和 !#($%［)*］的 )&+ ,-./ 扩

增片段长度。此外在 ## 个克隆中选最保守的核酸

序列（未突变株）进行 01/+2. 检索，得到多个相近

细菌的 )&+ ,-./ 片段，以这些序列构建系统发育树

（图 "）。

从图上看，本实验得到的厌氧氨氧化菌与 !"#$
%&%"’() 0,345675 585993:7658;、/85<,3$74 599387=9>3:>
767?78@ *+"#,’-./,0’0、=84=AB=,<6 583:74 ;A=6@< $54B<,7=9
CD) 细菌聚为一群，显示它们在进化关系上比较接

近。对相同引物的扩增产物比对分析表明，本研究

所得的细菌 )&+ ,-./ 序列与上述细菌相同区段的

相似度分别为 E#F(G、E#F&G和 E"F#G，由此可见，

实验中的厌氧氨氧化菌与其它已发现的同类菌有一

定差别。由于实验所培养的污泥具有明显的厌氧氨

氧化活性，因此可以认为在自然环境中还存在一种

以前未被发现的可进行厌氧氨氧化的细菌。

致谢 本研究过程中得到了暨南大学环境工程系尹

华教授、生命科学技术学院生物工程研究所洪 岸

教授、戴 云、程晓佳、刘翠兰等老师和颜艳玲、李国

辉、杨小柯等同学的热心帮助，在此表示衷心感谢！
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