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摘 要：采用分子生物学方法研究生物滤池中不同 HI环境下的微生物种群的基因多样性，通过扩增细菌 0&J KL/M
基因的 ’#可变区，结合应用变性梯度凝胶电泳（NOO4）技术分析除臭生物滤池的生物种群的结构变化，并回收主
要的 N/M片段，采用 PQL测序及 5载体克隆测序，明确优势菌群的系统发育地位。结果表明，除臭生物滤池在不
同的 HI条件下，微生物的多样性及其丰度存在较大差别，强酸性对微生物具有较高的选择作用，与中性条件相比，
微生物种群多样性相对较低。同时在滤池的不同层次上也表现出明显的空间分布多样性差异，序列比对显示硫氧

化细菌在除臭过程中占有优势地位。为更好的处理恶臭气体提供可靠的科学依据，同时也为生物除臭的应用提供

一定的理论基础。
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自 $%世纪 $%年代土壤微生物首次被应用于处理 I$ J废

气后［0］，生物滤池作为一种生物处理恶臭气体的简单有效的

方法，得到了快速的发展。但在我国直至 E% 年代初才逐步
开始对大气中的含 J、/等恶臭物质，如 I$ J、/I#、甲硫醇等

进行研究。同时对于生物滤池的滤料、处理过程中物化条件

及动力学方面也有过报道，但对于处理过程中的微生物种群

结构及生态变化的相关研究却未见报道。

由于自然生境中的大多数微生物目前尚不能培养，基于

传统的培养和纯种分离技术在研究微生物生态、微生物群落

结构和多样性时面临巨大障碍。大多应用于医学领域对突

变基因研究的 PQL3NOO4技术，由 S,TG.K［$］0EE#年首次应用
于微生物生态的研究，由于 NOO4技术可以使只有一个碱基
差别的核酸序列在梯度凝胶泳动中分离［#］，已被证实在区别

不同种群的最初调查以及数量上占优势群落的鉴定中是尤

其有用，已允许多个样品快速筛选，由此提供有关群体变化

和差异的信息，并且得到广泛的应用［!，"］。在国内赵立平、许

玫英［&］、陈灏［1］等人也开始应用 NOO4技术对不同类型的微
生物生态进行研究。

本研究采用 PQL、NOO4、53载体克隆等分子生物学技术，
结合 0&J KN/M同源性分析及生物信息学手段，对除臭生物
滤池的微生物生态进行研究。分析不同 HI值条件下的细菌
种群结构差异以及在空间分布上多样性特征，并根据序列比

对结果初步确定优势菌群的进化地位。为更好的处理恶臭

气体提供科学依据，同时也为生物除臭的应用研究提供一定

的理论基础。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 样品来源：样品取自广州市某污水处理厂的除臭生
物滤池中试装置，分别对处于较强酸性和中性的两种不同运

行环境下生物滤池进行填料样品采集，两次采样时间相隔为

0个月左右。每次采样同时兼顾上、中、下三层，在采样口附
近采集样品，用 M0、M$、M#分别表示酸性条件下的上、中、下
层，/0、/$、/#分别表示中性条件下的上、中、下层。同时检
测进气及出气的 I$ J气体浓度，样品于 F $%U冰箱保存。

#$#$% 主要试剂：HVJ35克隆载体，购于北京天为时代科技
有限公司；引物由赛百盛公司合成；!"#N/M聚合酶及其他试
剂购于威佳公司。

#$% "%&浓度及 !"测定

I$ J 的测定采用亚甲基兰比色法，HI 的测定用

V4QWSM/X1$%型 HI计

#$’ ()*扩增

#$’$# 滤池填料的总 N/M提取：对文献［:］所述方法稍加改
进，称取滤料 0%B，对样品进行预处理后加入 $%;Y PVJ
（HI1Z!），充分振荡 0%;<-，&%%% [ B室温离心 0%;<-，弃上清，
重复两次。以下步骤参照文献，沉淀溶于 #%%!Y超纯水，使
用 %Z:\琼脂糖凝胶电泳分析。

#$’$% 梯度 PQL：为确定最适退火温度，将抽提所得总 N/M



中的一种适当稀释后作为模板，使用 !"# $%&’中 ()区特异
性引物［*］，梯度 +,-仪（+.,*//）扩增目的片段。反应体系
（!//!0）：正反向引物浓度为 /1!!23450，每种 6&.+的浓度为
/1*223450，!"# 酶 78。反应条件：9:; 72<=；9:; )/>，77; ?
"7;梯度区间设计八个退火温度退火，@*; )/>，)/ 循环；
@*; @2<=。扩增产物采用 !17A琼脂糖分析检验。
!"#"# +,-扩增 ()可变区：根据梯度 +,-结果，选择 "*;
作为退火温度，其它条件参照梯度 +,-，并设置阴性对照。
!"$ %&&’

+,-产物浓缩后，采用 %B,36C 突变检测系统（D<3B-E6，
FC$GH4C>，,E4<I J）进行 %KKL分析。所用的聚丙烯酰胺凝胶浓
度为 !/A，变性梯度为 )/A ? "/A（尿素为 @23450，甲酰胺为
:/A时为 !//A变性浓度），!M/(恒温电泳 :17N，K346(<CO染
料染色 )/2<=，8(P成像系统分析结果。
!"( %)*的序列测定
参照文献［9］回收目的条带中的 %&’。将回收所得 %&’

进行 +,-扩增，条件同 !1)1* 节所述，扩增产物送由上海博
亚生物公司测序。对几个直接测序不能获得结果的目标

%&’片段，将其 +,-产物经凝胶纯化后采用 QD#B.载体克
隆，方法及条件参照试剂说明书，菌液直接送于上海博亚生

物公司广州测序部测序。

本研究所得序列已全部提交到 KC=DE=R数据库中，登录
号为 ’S@:**79 ? ’S@:**@/。

+ 结果

+"! 不同时期滤池的 ,-值及气体中 -+.的浓度

酸性条件下的 QF值介于 * ? )之间，F*#平均进气浓度
为 "1!!2T52)，出气为 /1/@ 2T52)；中性条件下 QF值为 "17 ?
@17，F* #平均进气浓度为 *1!92T52)，出气为 /1/!2T52)，去除

率都在 99A左右。
+"+ 填料总 %)*的抽提
土壤 %&’的抽提一直都是环境微生物生态分析以及其

它分子生物学研究的难题之一［!/，!!］，本实验各个滤料样品抽

提所得的总 %&’片段较为完整，大小介于 !M ? *)RU之间，可
以满足 +,-要求。虽然所得总 %&’略带棕黄色，但经稀释
后无需进一步纯化即可直接用于 +,-反应，即所含的色素等
杂质经过稀释后不会成为 +,-反应的抑制因素。这与抽提
过程有很大关系，在样品的预处理操作时使用 +D#溶液充分
洗涤，可以去除很多影响 +,-扩增的潜在因素，有利于后续
实验。

+"# /01条件的优化及 2#区扩增
梯度 +,-产物的结果如图 !所示，可以清楚的看到 M个

不同退火温度在 *7/UQ附近都出现了目的条带，其中 "*1:;
对应的产物没有非特异带出现，且条带信号较强。再次退火

温度下，以不同 QF值、不同层次抽提所得的总 %&’作为模
板进行扩增，都得到大小为 *))UQ左右的单一特异性扩增片
段，同时阴性对照没有 %&’条带出现，适合于 %KKL分析。

图 ! 梯度 /01扩增滤料样品 !3. 4%)* 2#区

V<TJ! () I$ET2C=W E2Q4<I<C6 UX K$E6<C=W +,-

YJYE$RC$；! ? M1+,- Q$36HGW J

+"$ 不同 ,-条件下滤池的群落结构差异
将不同 QF条件下，不同层次的滤池滤料的 "种总 %&’

分别作 ()区 +,-扩增，其扩增产物浓缩后进行 %KKL分析。
从电泳结果可以看到酸性和中性环境下的电泳图谱有很大

的区别（图 *B’）。从模式图（图 *BD）中可以更直观的说明，酸
性条件下的条带数量明显少于中性条件下的条带数量，同时

上、中、下层滤池样品也表现出不同的空间多样性，优势菌群

丰度存在较大变化。

图 + （*）不同 ,-条件下生物滤池的 %&&’图谱；（5）不同 ,-
条件下生物滤池的 %&&’模式图

V<TJ* （’）%KKL Q$3I<4C I3$ >E2Q4C> 3I 6<IIC$C=W QF G3=6<W<3=> <= 6C363$

U<3I<4WC$；（D）Y36C Q<GWH$C 3I %KKL Q$3I<4C I3$ 6<IIC$C=W >E2Q4C>

E! ? E)：#E2Q4C ’!B’) H=6C$ EG<6 G3=6<W<3=；=! ? =)：#E2Q4C &!B&)

H=6C$ =CHW$E4 G3=6<W<3=J

根据相似系数公式［!*］：$% Z * &5（ " [ ’）计算酸性和中性
条件下生物滤池中总的细菌种类相似度，以及不同条件下

上、中、下层之间的种群差异（表 !）。公式中 "、’ 表示两个
比较对象中的 %&’条带数目，& 表示 " 和 ’ 中相同的条带数
量，$% 值为 / 时表示完全不同，$% 值为 ! 时表示不存在差
异。表 !数据显示，条带数目从 ’!到 &)呈递增趋势，反应
微生物多样性从酸性到中性逐步丰富，同时 $% 值在每列呈
递减趋势。

+"( 主要目标条带的回收测序和进化分析
对亮度最强且最有代表性的条带 !、*、)、M、9、E、U、I、N、\、

R、$切胶回收 %&’片段后再进行 +,-扩增，将产物直接测序
及 .B载体克隆测序。采用 ,4H>WE4 ]和 +NX4<Q邻位连接法，选
取核酸数据库中的 ))条序列，构建系统进化树（图 )）。
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表 ! 生物滤池中不同条件下微生物群落的 "#值

!"#$% & ’( )"$*%( +, -./0+#."$ 1+1*$"2.+3 *34%0 4.,,%0%32 /+34.2.+3(

5"-1$% 6&（&7） 68（89） 6:（8;） <&（8=） <8（:9） <:（:&） 6!

6&（&7） &

68（89） 9>?8 &

6:（8;） 9>?9 9>=7 &

<&（8=） 9>7; 9>@= 9>78 &

<8（:9） 9>7& 9>@7 9>79 9>A7 &

<:（:&） 9>79 9>@@ 9>@= 9>A@ 9>A= &

<! 9>@A

6&（&7）B <:（:&）：!C% 3*-#%0 +, ).(.#$% #"34 .3 DEEF 10+,.$% +, ("-1$% 6& B <:；6!：!+2"$ -./0+#."$ 4.)%0(.2G *34%0 "/.4 /+34.2.+3；<!：!+2"$ -./0+#."$

4.)%0(.2G *34%0 3%*20"$ /+34.2.+3H

系统进化树中可以明显的分成两大类群，以类群!和类
群"表示。!类中以 !"#$#%&#’()"#**+, 为主要种群，包括回收

条带 & B ;、I、J，"类则由 -&#’.’/), 和一些未培养的微生物
种群组成，包括了回收条带 =、A、"、,、C、0。

图 $ 除臭生物滤池中优势微生物种群的亲缘进化关系
K.LH: MCG$+L%3%2./ +, 10%4+-.3"32 -./0+#."$ 1+1*$"2.+3( .3 2C% 4%+4+0 #.+,.$2%0

!C% 3*-#%0( +3 2C% #0"3/C%( 0%,%0 2+ #++2(20"1 )"$*%(，+3$G )"$*%( 0%$"2% 2+ N"34 "0% (C+O3H

$ 讨论

硫氧化细菌在生物处理恶臭气体中发挥了很大的作用，

但大多数的硫氧化细菌属于自养型微生物，如硫杆菌属

（!"#$#%&#’()"#**+,），难以从传统的形态学上分析其群落结构及
多样性。生物技术的兴起与发展为微生物生态学的研究提

供了一种强有力手段和工具，本研究通过直接抽提滤料样品

的总 D<6，采用 M’PQDEEF等生物学技术对除臭生物滤池进
行相应的细菌生态学分析。

从 DEEF图谱上可以看到，生物滤池在不同的 1R条件
下运作时，微生物的多样性及其丰度存在较大差别。总的来

说，强酸性相对中性而言对微生物具有较高的选择压力，在

=;; 微 生 物 学 报 ;@ 卷



选择作用较大的酸性条件下，微生物群落结构相对比较简

单，多样性较低，但个别菌群却出现较高的丰度，这从条带 !、
"、#、$中可以明显看出。而中性环境下的多样性则较为丰
富，分布也相对均匀，并且可以看出，在 %&、%’、%!中出现的
()%条带，在 )&、)’、)! 中很多都可以找到相同的对应位
置，但在 )&、)’、)!却有很多条带不能在 %&、%’、%!中找到。
也就是说，在除臭生物滤池中，酸性强酸性条件下可以生存

的细菌，大多数也可以在中性条件下存活。相反，中性环境

中生存的微生物却不一定可以忍受强酸环境。表 &数据显
示，强酸性条件与中性条件下的微生物种类的相似指数仅为

*+,-，说明它们之间存在较大的差异。同时，强酸环境中的
上、中、下层与中性条件下对应的各层相比，!" 值分别为

*+."、*+,.和 *+,/，与总的相似指数基本相符。
条带 &、!、"和 /在所有的样品中都可以找到，但在样品

%&中亮度最高，说明这几类细菌在酸性条件下有数量上的
优势。与 )012 的序列比对结果显示，条带 &、! 与
#$%&%’(%)*+$%,,-" ’(%)).%&+/" 和 34567869:; #$%&%’(%)*+$%,,-" <&!的
相似性分别为 --=和 &**=，有极高的相似性，条带 "、/ 与

#$%&%’(%)*+$%,,-" ’(%)).%&+/" 和 34567869:; >#58:9?6@的同源性分
别为 -"=和 -/=。条带 #所代表的菌种是酸性样品里特有
的，而且具有很高的丰度，其序列与 0(%)1)/+" A$B )C&&,的
相似性达到 -D=。同样的，条带 E、9所对应的两类微生物却
在中性条件下占有优势地位，比对结果显示分别为

23’(4,)*+$’35%-1 3.’)56-3/"和 0(%)1)/+" A$B 1!，相似度为 -D=
和 &**=。条带 F对应的细菌是中性环境下特有的微生物，
与 748()1%$5)*%-1 A$B的相似性高达 --=，同时条带 :虽然是
共有的，但是在酸性样品中只能检测到微弱的信号。从生物

信息学分析的结果来看，强酸性时除臭生物滤池的微生物种

类以硫氧化细菌为主，并且 #$%&%’(%)*+$%,,-" 占有优势地位。
在这种具有强选择压力的环境下，也必然会形成能以 G’ H作

为能源生长并且可以耐酸的细菌占种群优势，与信息学分析

结果很好的吻合。IJ4KL7:KMNJ9?7［&!］等人采用 (IIO对极度酸
性且含有高浓度的硫化物的河流微生物生态进行研究，也得

出相似结论。

生物滤池在处理过程产酸而引起的 $G值下降是滤池工
艺要面对的关键问题之一，经常为了防止出现过高酸度而采

取很多必要的措施。从研究结果来看，无论是在 $G值低至
’ P !，还是在中性条件，处理效果都能达到 -/=左右，也就是
说都有能够适应环境的相应群落结构出现，从而维持一个稳

定的系统功能。因此在生物滤池运行过程中，只要维持微生

物系统稳定，$G值在一个较宽的范围内波动，仍可以得到理
想的去除效果。

进气方式对微生物群落分布也有较大影响，从而引起不

同的滤池层次上也表现出明显的空间多样性差异，对于酸性

条件下的微生物更是如此。本实验的除臭生物滤池采用的

是上方进气方式，在 (IIO图谱中我们可以看到，%&的微生
物多样性最少，并且所生存的细菌具有较高的丰度，与 %’、
%!相比较，相似度分别为 *+D’和 *+D*。并且多样性从上到

下呈上升趋势，中性环境中也存在类似情况，但是不如酸性

明显，)&与 )’、)!的相似系数达到 *+-.和 *+-,。产生这种
空间差异可能是由于上层微生物首先接触以 G’ H为主的恶
臭气体，细菌氧化 G’ H生成 G’ HC" 的浓度较高，对一般的细

菌具有较大的毒害作用，从而降低了微生物种群的复杂性。

随着 G’ H浓度的降低，对微生物的毒害作用也相对减少，多
样性增加。从具体条带上分析可看到，条带 &、’、!、"、/在 %&
中的信号最强，而在 %’、%!中却明显减弱，条带 ’序列与核
酸数据库比对显示和 #$%&%’(%)*+$%,,-" ’(%)).%&+/" 有 --=的同
源性。)&、)’和 )!中也有类似情况，如条带 Q、?、R、S，序列分
析 R、S分别对应 34567869:; AJ?7 >#58:9?6@和 24$)*+$’35%-1，同
源性都为 &**=。
为了验证在本实验中相同位置的 ()%条带是否代表相

同的菌种，选取具有同一电泳位置的条带 &*和条带 S测序，
所得序列完全相同，证实了 (IIO 条带分析具有较高可靠
性。

在这种贫营养和毒性环境生长的微生物，不可能形成很

复杂微生物群落结构和丰富的细菌数量，有些种类可能只有

少量存在，这在研究过程中会由于 T0U 扩增偏差［&"］以及
(IIO中 ()%片段分离程度的限制［&,］等因素的影响而没有
被检测到，从而低估了微生物的基因多样性。这种不在数量

上占优势的菌群也可能在系统中起着重要的作用。

稳定的微生物系统是保证除臭效果的一个很重要因素。

通过对除臭生物滤池中优势菌群的生态研究，加深了对生物

脱臭机理的认识，同时对生物除臭工程提供一定的理论支

持，对生物除臭装置的设计与运行也有一定的指导作用，对

我国的环保事业有着重要的意义。
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