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摘要:基于 mcrA 基因对阿维菌素废水处理工业化 UASB 厌氧颗粒污泥中产甲烷菌群进行分析，并与基于 16S rRNA 基 因 的 产

甲烷菌群分析结果进行比较 . 结果表明，基于 2 种目标基因 PCR 产物的 DGGE 图谱存在差异，但根 据 图 谱 计 算 所 得 产 甲 烷 菌

群 Shannon 多样性指数、Margalef 丰富度指数和 Berger-Parker 优势度指数没有差异，表明基于 2 种目标基因的产甲烷菌群多样

性分析基本一致 . 基于不同目标基因的优势产甲烷菌群系统发育种属的分析结果大体相似，产甲烷杆菌目和产甲烷八叠球菌

目是厌氧颗粒污泥样品中的优势产甲烷种群;同时，分析结果的差异表明 2 种目标基因的检测特异性不完全相同 . 基于 2 种目

标基因的产甲烷菌群 FISH 杂交区域具有很高的一致性，但杂交区域面积有所差异 . 基于 mcrA 基因 FISH 检测的产甲烷菌群平

均相对丰度为 24. 25% ± 6. 47% ，低于基于 16S rRNA 基因 FISH 检测结果(33. 42% ± 2. 34% ) . 以上结果表明，基于 mcrA 基因

与基于 16S rRNA 基因的的产甲污泥菌群分析结果具有较高的相似度，mcrA 基因可以作为 16S rRNA 基因的替代目标基因 .
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Abstract:The methanogenic community in anaerobic granular sludge from a full-scale UASB treating avernectin wastewater was
analyzed based on mcrA gene， compared to 16S rRNA gene. The results indicated that the diversity indices of methanogenic
community，including Shannon diversity index，Margalef richness index and Berger-Parker dominance index，were no difference
between mcrA gene-based and 16S rRNA gene-based PCR products analysis by DGGE，although their DGGE band patterns were
different，implying that the diversity analysis of methanogenic community based on mcrA genes was consistent with 16S rRNA gene. The
phylogenetic analysis of dominant methanogenic populations based on these two target genes also showed resemble and
Methanobacteriales and Methanosarcinales were determined to be the main orders of methanogenic populations in anaerobic granular
sludge. On the other hand，the difference in phylogenetic analysis suggested simultaneously some group-specific of the two target
genes. The hybridization of methanogenic community in FISH analysis based on two target genes was almost identical except a little
different hybridization areas. The average relative abundance of methanogenic community was 24. 25% ± 6. 47% detected by FISH
based on mcrA gene，lower than that based on 16S rRNA gene (33. 42% ± 2. 34% ) . Then it could be concluded that the analysis of
methanogenic community based on mcrA gene and 16S rRNA gene exhibited high resemblance and mcrA gene could used to be target
gene for methanogenic community，as an alternative of 16S rRNA gene.
Key words:mcrA gene; anaerobic granular sludge; methanogenic community; PCR-DGGE; FISH

厌氧颗粒污泥是高效厌氧反应器稳定和高效运

行的关键，产甲烷菌群是厌氧颗粒污泥中的主要功

能菌群，UASB 颗 粒 污 泥 中 的 产 甲 烷 菌 数 量 可 达

109 /mL［1］. 目前，现 代 分 子 生 物 学 技 术 已 经 广 泛 应

用于包括厌氧颗粒污泥在内的不同环境样品中的产

甲烷 菌 群 分 析
［2 ～ 13］，而 且 多 数 研 究 都 是 基 于

16S rRNA基因 . 有研究认为，基于 16S rRNA 基因的

PCR 引物对 产 甲 烷 菌 群 的 特 异 性 会 受 到 产 甲 烷 菌

群自身系统发育多样性的影响，因而 mcrA 基因在产

甲烷菌群分析中逐渐受到关注
［14，15］.

mcrA 基因编码甲基辅酶 M 还原酶 (MCR) 的 α

亚基 . MCR 是产 甲 烷 过 程 中 的 一 种 关 键 酶，在 甲 烷

化的最后一步反应中，将辅酶 M 连接的甲基催化还

原为 CH4
［16］. MCR 存在于所有已知的产甲烷菌中，

且具有很强的产甲烷菌特异性，因此 mcrA 可以作为

目标基因用于产甲烷菌的系统发育分析;同时，研究

表明，基 于 mcrA 基 因 的 产 甲 烷 菌 系 统 发 育 分 析 与

16S rRNA 基 因 结 果 非 常 相 似，可 以 作 为 PCR 的 替
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代 目 标 基 因 用 于 产 甲 烷 菌 群 的 分 子 生 物 学 分

析
［17 ～ 19］.

本研究以阿维菌素废水处理工业化厌氧颗粒污

泥为研究对象，以 mcrA 基因为 PCR 的目标基因，利

用 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳 ( denaturing gradient gel
electrophoreses，DGGE) 技 术，对 厌 氧 颗 粒 污 泥 中 的

优势产 甲 烷 菌 群 的 系 统 发 育 进 行 了 分 析，并 基 于

mcrA 基 因 利 用 荧 光 原 位 杂 交 ( fluorescence in situ
hybridization，FISH) 技 术 对 产 甲 烷 菌 群 进 行 了 原 位

分析 . 同 时，对 基 于 mcrA 基 因 和 16S rRNA 基 因 的

PCR-DGGE 及 FISH 检测结果进行了比较分析 .

1 材料与方法

1. 1 污泥样品

本研究所用厌氧颗粒污泥样品取自河北石家庄

某阿维 菌 素 废 水 处 理 工 业 化 UASB 反 应 器 ( 500
m3 ) ，其平均 VSS /SS 值为 0. 882.
1. 2 污泥样品总 DNA 提取

采用改进后的工业化废水处理反应器污泥样品

总 DNA 提取方法对厌氧颗粒污泥样品总 DNA 进行

提取
［20］. 总 DNA 提取产物用 0. 7% 的琼脂糖电泳检

测，并用凝胶成像系统 (Bio-Rad，美国) 观 察 电 泳 结

果 . 总 DNA 纯度 和 浓 度 采 用 紫 外-可 见 分 光 光 度 计

检测，其中纯度以 A260 /A280 作为指标 .
1. 3 总 DNA 样品的 PCR 扩增

以 总 DNA 样 品 为 模 板，以 mcrA 基 因 引 物 和

16S rRNA 基因引物进行 PCR 扩增 . 其中，基于 mcrA
的 PCR 引 物 序 列 为: MLf ( 5′-GGTGGTGTMGGATT
CACACARTAYGCWACAGC-3′) 和 MLr ( 5′-TTCATT
GC-RTAGTTWGGRTAGTT-3′)［17］; 基 于 16S rRNA
基 因 的 PCR 引 物 序 列 为: ARC787F ( 5′-ATTAG
ATACCCSBGTAGTCC-3′) ( GC 夹 为 5′-CGCCCGGG
GCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG-3′)
和 ARC1059R ( 5′-GCCATGCACCWCCTCT-3′)［21］.
以上引物均由上海生工(Sangon) 合成 .

PCR 反应体系为 50 μL，包括:5μL PCR Buffer、
1 μL dNTPmixs、5 μL DNA 模板、1 μL 上游引物、1
μL 下游引物、1 μL Taq 酶和 36 μL 无菌水 .

PCR 反应条件为:94℃ 预变性 3 min，94℃ 变性

1 min，65℃ 退火 45 s，72℃ 延伸 45 s，每个循环退火

温度降低0. 5℃ ，直至55℃ ，20 个 循 环;然 后94 ℃ 变

性 1 min;55℃ 退火 45 s，72℃ 延伸 45 s，10 个循环;

72℃ 最终 延 伸 8 min. 用 1% 琼 脂 糖 电 泳 检 测 PCR
产物 .

1. 4 PCR 产物的 DGGE 分析

污泥样品总 DNA 的 PCR 产物采用 Bio-Rad 变

性梯 度 凝 胶 电 泳 仪 进 行 分 析 . 根 据 PCR 产 物 的 大

小，分别 选 用 6% ( 基 于 mcrA 的 PCR 产 物) 和 8%
( 基于 16S rRNA 基因的 PCR 产物) 的聚丙烯酰胺凝

胶进行电泳，变性剂浓度范围为 30% ～ 70% (100%

的变性剂为 7 mol /L 尿素和 40% 去离子甲酰胺混合

物) . 电泳条件为:在 1 × TAE 缓冲液中，60℃ ，120 V

电压下，电 泳 12 h. 电 泳 结 果 经 EB 染 色 后 用 Bio-
Rad 凝胶成像系统观察并用 Quantity One 软件进行

分析 .
1. 5 DGGE 图谱条带多样性分析

根据 DGGE 图谱及 Quantity One 软件对图谱条

带的分析，测定条带光强度，以条带数表示污泥样品

的产甲烷菌种数，以条带光强度表示产甲烷菌群的

优势程度 . 利用条带数和条带光强度计算污泥样品

中菌群 的 Shannon 多 样 性 指 数 ( H′)、Margalef 丰 富

度 指 数 ( DMg ) 和 Berger-Parker 优 势 度 指 数

(d)［22，23］，如表 1 所示 .
表 1 多样性指标及计算公式1)

Table 1 Diversity indices and expressions

指标 计算公式

Shannon 多样性指数(H′) H′ = － Σ Pi / lnPi(Pi = Ni /N)

Margalef 丰富度指数(DMg ) DMg = ( S － 1) / lnN

Berger-Parker 优势度指数( d) d = Nmax /N

1)Ni 为 DGGE 图谱中条带 i 的光 强 度;Nmax 为 光 强 度 最 大 的 条 带 光

强度;N 为所有条带的光强度之和;S 为条带数目

1. 6 DGGE 条带测序及系统发育分析

将 DGGE 图谱中条带切下，回收条带中的 DNA

样品，以其为模板进行二次 PCR 扩增，PCR 反应体

系和条件同 1. 3 节 . 扩增产物由上海生 工 ( Sangon)

纯化测序 . 登 陆 NCBI ( http : / /www. ncbi. nlm. nih.
gov /blast /) ，将条带 DNA 测序结果与数据库中的已

知序列进行比对，并提交序列 . 在 EBI 数据库中使用

ClustalW2，以邻接法( neighbor joining，NJ) 绘制系统

发育树 .
1. 7 污泥样品 FISH 分析

本研究共采用 2 种检测产甲烷菌群的寡核苷酸

荧光探针，分别是基于 mcrA 基因的特异性探针，探

针 序 列 为 5′-TTCATTGCRTAGTTWGGRTAGTT-
3′［17］，5′标记 Fam;基于 16S rDNA 的探针 MPB1，探

针 序 列 为 5′-CATGCACCACCTCTCAGC-3′［24］，5′ 标

记 Hex. 以上探针由上海生工(Sangon) 合成 .
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FISH 杂交、镜检及图像处理过程和方法见文献

［25］.

2 结果与讨论

2. 1 总 DNA 提取和 PCR 扩增

厌氧颗粒污泥样品总 DNA 提 取 结 果 如 图 1 所

示 . 可以看到，总 DNA 片段长度约为 23 kb，DNA 样

品的 核 酸 测 量 结 果 A260 /A280 为1. 756 4，A260 /A230 为

1. 707 8，表明总 DNA 提取结果较好，可以作为 DNA
模板进行后续分析 .

以总 DNA 样 品 为 模 板，以 mcrA 基 因 和 16S

rRNA 基因为目 标 基 因 进 行 PCR 扩 增，结 果 如 图 2
所示 . 基于 mcrA 基因的 PCR 扩增产物大小约为 472
bp，基于 16S rRNA 基 因 的 PCR 扩 增 产 物 大 小 约 为

270 bp，与 预 期 目 标 条 带 一 致，未 出 现 非 特 异 性

扩增 .

图 1 污泥样品总 DNA

Fig. 1 Total DNA of granular sludge sample

图 2 基于 mcrA 和 16S rRNA 基因的 PCR 扩增产物

Fig. 2 PCR products targeting for mcrA gene and 16S rRNA gene

2. 2 PCR 产物的 DGGE 分析

基于 mcrA 基 因 和 16S rRNA 基 因 PCR 扩 增 产

物的 DGGE 电泳图谱如图 3 和图 4 所示 . 可以看到，

基于不同目标 基 因 PCR 扩 增 产 物 的 DGGE 图 谱 条

带均为 6 条，但条带分布及亮度差异较大 . 这个结果

表明，厌 氧 颗 粒 污 泥 样 品 中 基 于 不 同 目 标 基 因 的

PCR-DGGE 分析所检测到产甲烷菌群及其优势程度

存在差异 .

图 3 基于 mcrA 基因 PCR 产物的 DGGE 图谱

Fig. 3 DGGE pattern of PCR product targeting for mcrA gene

图 4 基于 16S rRNA 基因 PCR 产物的 DGGE 图谱

Fig. 4 DGGE pattern of PCR product targeting for 16S rRNA gene

根据基于 不 同 目 标 基 因 的 DGGE 图 谱 计 算 产

甲烷菌群 Shannon 多样性指数、Margalef 丰富度指数

和 Berger-Parker 优势度指数，结果如表 2 所示 . 可以

看到，基于 mcrA 基因和 16S rRNA 基因的 DGGE 图

谱，其计算所得产甲烷菌群的多样性指数、丰富度指

数和优势度指数基本相同，F 检验表明，二者种群多

样性指标之间没有差异( p < 0. 01) . 这个结果表明，

尽管 DGGE 图谱模式不同，但基于 mcrA 基因和 16S
rRNA 基因的 PCR-DGGE 对产甲烷菌群多样性分析

没有差异 .
表 2 产甲烷菌群的多样性指数

Table 2 Diversity indices of methanogenic community

目标基因 条带数 H′ DMg d

mcrA 6 0. 5688 0. 5369 0. 2288
16S rDNA 6 0. 5794 0. 5392 0. 2397

2. 3 产甲烷菌群系统发育分析

基于 mcrA 基因和 16S rRNA 基因的 PCR-DGGE

对污泥样品中产甲烷菌群多样性分析结果一致，但

DGGE 图谱条带存在明显差异，表明条带所代表 的

产甲 烷 菌 群 及 优 势 程 度 不 同 . 对 DGGE 图 谱 中 的

DNA 条带进行回收 并 测 序，将 测 序 结 果 与 NCBI 数

据库进行比对，确定各条带所对应的产甲烷菌群，结

果如表 3 和表 4 所示 . 对 DGGE 图谱中各条带对应

的产甲烷菌群进行系统发育分析，结果如图 5 所示 .

可以看 到，基 于 16S rRNA 基 因 的 DGGE 图 谱

中，所有条带均代表产甲烷菌群，且分属于产甲烷杆

菌目和产甲烷八叠球菌 目 . 其 中，G1、G2 和 G6 为 产

甲烷杆菌目，其 在 产 甲 烷 菌 群 中 的 相 对 丰 度 ( 条 带

光强度与总光强度之比) 之和 50. 03% ;G3、G4 和 G5

为产甲烷八叠球菌目，其在产甲烷菌群中的相对丰

度之和 49. 97% ，其中，G4 为产甲烷髦 菌 属，相 对 丰
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表 3 基于 16S rDNA 基因序列的 DGGE 图谱条带系统发育种属

Table 3 16S rDNA gene sequence-based phylogenetic affiliations of DGGE bands

条带 丰度 /% 所属门、纲或目 相似菌属 相似度 /%

G1 14. 24 Methanobacteriales Methanobacterium beijingense(EU544027) 99
G2 12. 70 Methanobacteriales Uncultured Methanobacteriaceae archaeon (FJ898359) 95
G3 11. 04 Methanosarcinales Uncultured Methanomethylovorans sp. (AY780565) 97
G4 10. 75 Methanosarcinales Uncultured Methanosaeta sp. (AY899830) 94
G5 28. 18 Methanosarcinales Uncultured Methanosarcinales sp. (CU916488) 97
G6 23. 09 Methanobacteriales Uncultured Methanobacterium sp. (AY899845) 98

表 4 基于 mcrA 基因序列的 DGGE 图谱条带系统发育种属

Table 4 mcrA gene sequence-based phylogenetic affiliations of DGGE bands

条带 丰度 /% 所属纲、目或科 相似菌属 相似度 /%

M1 17. 64 Methanobacteriales Uncultured Methanobacteriales Archaeon (AB353235. 1) 98
M2 14. 28 Methanobacteriales Uncultured Methanobacteriales Archaeon (AB353235. 1) 97
M3 19. 31 Methanobacteriales Methanobacterium Beijingense (EF465106. 1) 97
M4 32. 82 Euryarchaeota Uncultured Methanogenic Archaeon (DQ260890. 1) 99
M5 15. 95 Euryarchaeota Uncultured Methanogenic Archaeon (DQ262419. 1) 98

图 5 基于 16S rRNA 基因和基于 mcrA 基因的

产甲烷菌群系统发育分析

Fig. 5 Phylogenetic analysis of methanogenic populations

based on 16S rRNA gene and mcrA gene

度为 10. 75% . 图 5( a) 为基于 16S rRNA 基因的产甲

烷菌群种属系统发育树，其中，产甲烷杆菌目 G1、G2

和 G6 亲缘关系很近，可以达到 95% ;产甲烷八叠球

菌目中，G3 和 G5 亲缘关系 较 近，而 与 G4 亲 缘 关 系

略远 .

基于 mcrA 基因 的 DGGE 图 谱 中，M1、M2 和 M3

为产甲烷杆菌目，其在产甲烷菌群中的相对丰度之

和 44. 86% ;M4 和 M5 属于广古菌门，其在产甲烷菌

群中的相对丰度之和 42. 42% ;条带 M6 相对丰度为

12. 27% ，但未取 得 测 序 结 果 . 图 5 ( b) 为 基 于 mcrA

基因的产甲烷菌群种属系统发育树，M2 和 M5 的亲

缘关系较近，M5 可能也属于产甲烷 杆 菌 目;与 基 于

16S rRNA 基因的分析结果相比较，M4 和 M6 可能属

于产甲烷八叠球菌目 .
这些结果表明，基于 mcrA 基因和 16S rRNA 基

因的 PCR-DGGE 对 优 势 产 甲 烷 菌 群 系 统 发 育 种 属

的分析结果大体相似，2 种目标基因具有可替换性;

同时，分析结果存在一定的差异，表明 2 种目标基因

的检测特异性不完全相同 . 以上基因序列已提交至

NCBI 数据 库，M1 ～ M5 的 登 录 序 列 号 为 GU183143

和 GU186965 ～ GU186968;G1 ～ G6 的登录序列号为

GU294765 ～ GU294770.
2. 4 产甲烷菌群的 FISH 分析

采用基于 mcrA 基因和基于 16S rRNA 基因的特

异性探针对 厌 氧 颗 粒 污 泥 样 品 进 行 产 甲 烷 菌 群 的

FISH 分析，FISH 杂交图像如图 6 所示 . 可以看到，2
种基于不同目标基因的产甲烷菌群特异性探针，杂

交区域重合 度 很 高 ( 图 像 分 析 表 明，二 者 的 杂 交 区

域重合度为 70% ～ 80% ) ，表 明 基 于 2 种 目 标 基 因

的 FISH 检测具有很高的一致性 . 同时，2 种探针 的

杂交区域面 积 有 所 差 异，基 于 16S rRNA 基 因 探 针

的杂交区域面积高于基于 mcrA 基因的探针，图像分

析和计算结果表明，基于 mcrA 基因 FISH 检测的产

甲烷菌 群 平 均 相 对 丰 度 为 24. 25% ± 6. 47% ，基 于
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16S rRNA 基因 FISH 检测的产甲烷菌群平均相对丰

度为 33. 42% ± 2. 34% . 这 些 结 果 表 明，基 于 mcrA
基因 和 基 于 16S rRNA 基 因 对 产 甲 烷 菌 群 的 FISH
分析既具有很高的一致性，同时也存在一定的特异

性差 异 . 这 个 结 果 与 PCR-DGGE 的 分 析 结 果 基 本

一致 .

绿色:mcrA 基因; 红色:16S rRNA 基因

图 6 基于 mcrA 基因和基于 16S rRNA 基因

的产甲烷菌群 FISH 检测

Fig. 6 Detection of methanogenic population by FISH

based on mcrA gene and16S rRNA gene

3 结论

(1) 基于 mcrA 基因和基于 16S rRNA 基因对阿

维菌素废水处理工业化厌氧颗粒污泥产甲烷菌群进

行 PCR-DGGE 分析，二者的 DGGE 图谱模式存在差

异，但根据图谱计算所得产甲烷菌群 Shannon 多 样

性指数、Margalef 丰 富 度 指 数 和 Berger-Parker 优 势

度指数没有差异，表明基于 2 种不同目标基因的产

甲烷菌群多样性分析基本一致 .
(2) 基于 mcrA 基因和基于 16S rRNA 基因的优

势产甲烷菌群系统发育分析表明，产甲烷杆菌目和

产甲烷八叠球菌目是厌氧颗粒污泥样品中的优势产

甲烷种群 . 基于不同目标基因的优势产甲烷菌群系

统发育种属的分析结果大体相似，2 种目标基 因 具

有可替换性;同时，分析结果存在一定的差异，表明

2 种目标基因的检测特异性不完全相同 .
(3) 基于 mcrA 基因和基于 16S rRNA 基因的产

甲烷菌群 FISH 杂交区域重合度很高，表明基于 2 种

目标基因的 FISH 检 测 具 有 很 高 的 一 致 性，但 杂 交

区域面积有所差异 . 基于 mcrA 基因 FISH 检测的产

甲烷菌 群 平 均 相 对 丰 度 为 24. 25% ± 6. 47% ，低 于

基于 16S rRNA 基 因 FISH 检 测 结 果 ( 33. 42% ±
2. 34% ) .
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