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摘要:对焦化废水活性污泥中微生物建立高质量的总 DNA提取方法是开展分子生态学研究的重要前提.通过反复冻融-蛋白酶 K-SDS、溶菌酶-

反复冻融-SDS及溶菌酶-反复冻融-蛋白酶 K-SDS这 3种综合方法对焦化废水活性污泥总 DNA进行提取,以 OD 260 /OD280、OD260 /OD230、产率、

片段完整性、片段大小 5个指标来评价样品总 DNA的提取效果.结果表明,溶菌酶-反复冻融-蛋白酶 K-SDS法所提取的总 DNA的 OD 260 /OD 280

值约为 1. 8,产率为 1. 90~ 16. 30 Lg# g- 1,片断完整性好,主带清晰,大小约为 23 kb, 其 PCR反应抑制物少,能够直接进行 16S rRNA基因的

PCR扩增.溶菌酶-反复冻融-蛋白酶 K-SDS法能够为焦化废水活性污泥中微生物的分子生态学研究提供高质量的总 DNA.
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Abs tract: D evelopm ent of an eff icient m ethod to extract h igh quality total DNA from act ivated sludge of cok ing w astew ater is a prerequ is ite for

understand ing its m olecu lar m icrob ial ecology. In th is study, threem ethods w ith d if feren t comb inat ions of extraction steps ( .i e. , Freez ing and Thaw ing-

Protease K-SDS, Lysozym e-Freezing and Thaw ing-SDS, and Lysozym e-Freezing and Thaw ing-Protease K-SDS ) for extract ing total DNA from activated

s ludge w ere com pared. Th e extract ion efficien cy of totalDNA w as evaluated by the yield, pu rity, size, and in tegrity of the DNA fragm en ts. The effect of

PCR inh ib itors on the extraction eff iciency of totalDNA w as also invest igated. The resu lts show ed thatM ethod Ó ( Lysozym e-Freez ing and Thaw ing-

Protease K-SDS ) w as the most efficien t ex tract ion m ethod. The DNA yields ranged from 1. 90 Lg# g- 1 to 16. 30 Lg# g- 1. The OD260 /OD280 rat io w as

about 1. 8 and the size of the extracted DNA w as 23 kb. The total DNA extracted w ith M ethod Ó can be direct ly app lied to PCR amp lif icat ion of 16S

rRNA. These resu lts ind icate thatM ethod Ó efficien tly provides h igh qua lity totalDNA from act ivated sludge of cok ing w astew ater, wh ich al low s study of

the bacterial commun ity structu re and d iversity.
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1 引言 ( Introduct ion)

焦化废水具有成份复杂、难降解有机物浓度

高、毒性大等特点, 是很难被生物降解的工业废水

之一 (任源等, 2006; 韦朝海等, 2007) . 焦化废水活

性污泥是焦化废水生物处理技术的主体, 活性污泥

中的微生物在群落结构和种类丰度上应和其他活

性污泥有较大差异 ( Say ler et al. , 1982) ,并蕴涵着

大量新的功能基因. 对焦化废水活性污泥中的微生

物进行分子生态学研究, 有助于探讨焦化废水处理

的反应机理、工艺改进、动态监控和优化控制 (郑雪

松等, 2004; Dom de et al. , 2007). 用传统纯培养方

法分离培养的微生物种类只占自然界微生物总量

的 1%左右,不能够真实、全面地反映特定生态环境

中的微生物种群结构, 因此, 迄今为止对焦化废水

活性污泥中的微生物了解十分有限 ( Chen et a l. ,

2003) .利用分子生物学技术对焦化废水活性污泥

中的微生物群落进行结构与功能的研究, 可以了解

菌群结构在有害物质降解中的功能和作用, 揭示菌

群结构与功能的关系, 从而为优化焦化废水活性污

泥法生物处理系统运行, 提高焦化废水处理效果提

供理论依据 ( Choi et al. , 2006; L iu et al. , 2006; 郑

维等, 2008).

对焦化废水活性污泥中微生物进行分子生态

学研究的首要条件是建立一种高效提取焦化废水

活性污泥总 DNA的方法. 根据破壁方法的不同,活

性污泥总 DNA提取可分为物理、化学和生物酶等多

种方法 ( Roose et al. , 2001) , 而破壁方法的不同会

导致 DNA的释放效率不同,适宜的细胞裂解方法是

DNA提取成功的关键. 近年来, 有关活性污泥总

DNA提取的方法已有很好的发展, 大多数研究者将

上述几种方法结合起来使用,基本能够使细胞裂解

( Bourra in et al. , 1999; 高平平等, 2002; 郑雪松等,

2004; L iao et al. , 2007;苏俊峰等, 2007) , 但目前还

没有一种有效提取焦化废水不同单元工艺中活性

污泥总 DNA的方法.焦化废水活性污泥细菌种类组

成复杂且混杂有大量有毒物质, 其中的腐殖酸、褐

菌素以及酚类化合物等有机或无机化合物均会影

响到 DNA提取产率和质量. 如何使所有细胞裂解、

充分释放 DNA, 有效去除杂质, 提取到纯度高、产率

高、完整性好、抑制物少、多样性齐全的微生物基因

组总 DNA是研究焦化废水活性污泥微生物群落结

构与功能的关键所在. 本文将物理、化学和生物酶

等多种微生物细胞破碎方法有机结合起来, 通过比

较 3种综合提取焦化废水活性污泥总 DNA的方法

( Ñ: 反复冻融-蛋白酶 K-SDS; Ò:溶菌酶-反复冻融-

SDS; Ó: 溶菌酶-反复冻融-蛋白酶 K-SDS) , 总结出

一种高效提取焦化废水活性污泥总 DNA的综合法,

以期为焦化废水活性污泥中微生物的分子生态学

研究提供高质量的总 DNA.

2 材料与方法 (M aterials and m ethods)

2. 1 焦化废水活性污泥样品采集

用于本实验的焦化废水活性污泥样品, 采集自

广东韶钢集团焦化厂的酚氰废水处理一期工程项

目 A /O
2
组合工艺中的 3个单元工艺,分别为厌氧流

化床 A ( anaerob ic stage)、Ñ 级好氧流化床 O1 ( O1

stage)、Ò 级好氧流化床 O2 ( O2 stage) . 将采集的

焦化废水活性污泥样品保存于 0e 泡沫箱中迅速带

回实验室,用灭菌的 1. 5 mL离心管离心 ( 12000 g,

4e )收集, 每管活性污泥湿重约 0. 5 g, 48 h内进行

总 DNA提取,其他样品于 - 70e 冰箱保存备用.

2. 2 实验方法
2. 2. 1 预处理  取冻存的 3个样品共 9管 (每个样

品取 3管平行, A @ 3, O1 @ 3, O2 @ 3), 分别加入 1

mL TENP缓冲液 ( 50 mm o l#L
- 1

T ris, 20 mm o l# L
- 1

EDTA, 100 mmo l# L
- 1

NaC ,l 1% (质量分数 ) PVP, pH

= 10. 0)充分混匀后离心 10 m in( 12000 g, 4e ) , 洗

涤 3次; 再加入 1 mL提取缓冲液 ( 100 mm ol# L
- 1

Tris# C ,l 200 mm o l#L
- 1

NaC,l 100 mm o l# L
- 1

EDTA,

1% PVP, 2% (质量分数 ) CTAB, pH = 8. 0)混匀.

2. 2. 2 细胞破碎  反复冻融-蛋白酶 K-SDS法 将

样品放在 - 20e 冷冻 15 m in, 50e 水浴 2 m in, 重复

3次;先加入蛋白酶 K ( 20 m g#mL
- 1

) 20 LL, 轻柔混

匀后,再加入 10% (质量分数 ) SDS 100 LL, 65e 温

浴 1. 5 h(每隔 15~ 20 m in颠倒振荡 1次 ), 离心 10

m in( 12000 g, 4e ) ,取上清液用于下一步的抽提.

溶菌酶-反复冻融-SDS法 先加入溶菌酶 ( 50

mg#mL
- 1

) 40 LL,轻柔混匀, 37 e 温浴 45 m in(每隔

15~ 20 m in颠倒振荡 1次 ); 再将样品放在 - 20e 冷
冻 15 m in, 50e 水浴 2 m in,重复 3次;最后加入 10%

SDS 100 LL, 65e 温浴 1. 5 h(每隔 15~ 20 m in颠倒

振荡 1次 ) ,离心 10 m in( 12000 g, 4e ) ,取上清液用

于下一步的抽提.

溶菌酶-反复冻融-蛋白酶 K-SDS法 先加入溶

菌酶 ( 50 m g# mL
- 1

) 40 LL, 轻柔混匀, 37e 温浴 45
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m in(每隔 15 ~ 20 m in颠倒振荡 1次 ); 再将样品放

在 - 20e 冷冻 15 m in, 50e 水浴 2 m in,重复 3次;分

别加入蛋白酶 K( 20 m g#mL
- 1

) 20 LL, 10% SDS 100

LL, 65e 温浴 1. 5 h (每隔 15 ~ 20 m in颠倒振荡 1

次 ) ,离心 10m in( 12000 g, 4e ) ,取上清液用于下一

步的抽提.

2. 2. 3 DNA的提取纯化  得到的上清液用等体积

的 Tris饱和酚抽提 2次, 酚 B氯仿 B异戊醇 (体积比

为 25B24B1)和氯仿 B异戊醇 (体积比为 24B1)各抽提

1次, 离心 10 m in ( 12000 g, 4e ), 取上清液.

先加入 N aA c ( pH = 5. 2) , 使溶液最终浓度为 0. 3

m o l#L
- 1

, 再加入 0. 6倍体积的异丙醇, - 20e 沉淀

1 h, 离心 20 m in ( 12000 g, 4e ), 收集沉淀,用 70%

冷乙醇 1 mL漂洗 2次, 沉淀干后溶于 50 LL无菌

TE缓冲液中.

2. 2. 4 提取 DNA的测定  在 Therm o H eK10sa紫

外光分光光度计上进行 DNA的测定, 取样本 DNA

抽提液稀释 10倍于 230 nm、260 nm、280 nm处测量

吸光度值. DNA浓度和纯度按下式计算:

C = 50 @OD260 @ n ( 1)

P = OD260 /OD280; P = OD260 /OD230 ( 2)

Y = C @ V /m ( 3)

式中, C是 DNA浓度 ( m g# L
- 1

) , n为稀释倍数, P

是 DNA纯度, Y是 DNA产率 ( Lg# g
- 1

) , V是体积

(m L) , m 为取样量 ( g) .

测定 DNA的 OD260 /OD280, 如果其值为 1. 8, 则

表明 DNA的纯度较高; OD260 /OD280 > 1. 8, 则可能有

RNA污染; OD260 /OD280 < 1. 8, 则可能有蛋白质等杂

质污染. OD260 /OD230比值越高说明腐殖酸含量越

低,反之则含量高.

2. 2. 5 PCR扩增 16S rRNA基因  选择扩增真细

菌 16S rRNA基因的引物 (上海生工生物工程公司

合成 ) 27 f ( 5. AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3 . )和

1492r ( 5. GGTTACCTTGTTACGACTT3. ) 对总 DNA

样品进行 16S rRNA基因的扩增. 在 20 LL的 PCR

反应体系 (宝生物工程大连有限公司 )中含有 10 @

buffer 2 LL(含 M gC l2 ), dNTP ( 10 mm ol# L
- 1

) 0. 4

LL,引物量为 10 pm o,l rTag ( 5 U#LL
- 1

) 0. 2 LL, 模

板量视实验目的而不同, 其余体积以无菌超纯水补

足. PCR扩增条件为: 94e 预变性 4 m in, 94e 变性 1

m in, 50e 退火 1 m in, 72e 延伸 2 m in, 30个循环,最

后在 72e 延伸 10 m in. PCR 仪型号为 A pplied

B iosystem s ( 2720 Therm a l cycler PCR ).

3 实验结果 ( Results)

3. 1 总 DNA电泳检测

  用 3种不同的方法 ( Ñ、Ò、Ó )分别提取焦化

废水活性污泥总 DNA, 每种方法用来提取 3个不同

单元工艺中的活性污泥样品 ( A、O1、O2) ,总共得到

9个总 DNA样品, 最后都用 50 LL TE回溶.取 3 LL

总 DNA样品,用 SYBR G reen Ñ 染色 10 m in后进行

1% (质量分数 )琼脂糖凝胶电泳, 凝胶成像系统记

录结果如图 1所示.

图 1 总 DNA样品的琼脂糖凝胶电泳图 ( 1, 11. M arker ( KDNA /

H ind Ó ) ; 2. Ñ -A; 3. Ñ -O1; 4. Ñ -O2; 5. Ò-A; 6. Ò-O1;

7. Ò-O2; 8. Ó-A; 9. Ó-O1; 10. Ó-O2)

Fig. 1 Gel electrophores is resu lt of total DNA samp les ( 1, 11. M arker

( KDNA /H ind Ó ) ; 2. Ñ -A; 3. Ñ -O1; 4. Ñ -O2; 5. Ò-A;

6. Ò-O1; 7. Ò-O2; 8. Ó-A; 9. Ó-O1; 10. Ó-O2)

3. 2 DNA产物的浓度、产率和纯度

根据 2. 2. 4节的公式, 求得各样品的 C、P 和

Y,结果如表 1所示.由表 1可知, 方法 Ó提取 3个样

品的纯度、浓度及产率都是最高的, OD260 /OD280分

别为 1. 83、1. 75、1. 76,浓度分别达到 118、163、39. 5

mg# L
- 1

,产率分别达到 11. 8、16. 3、3. 95 Lg# g
- 1

. 而

方法 Ñ、Ò只对焦化废水处理过程中某些工艺单元

的活性污泥样品总 DNA提取效果比较好, 因此, 方

法Ó适合提取各不同单元工艺焦化废水活性污泥
总 DNA.
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表 1 DNA产物的浓度、产率和纯度

T ab le 1 C oncentrat ion、y ield & pu rity of the DNA products extracted from act ivated s ludge

方法 OD 260 OD 280 OD230 OD260 /OD 280 OD260 /OD230 C / (m g# L- 1 ) Y / ( Lg# g- 1 )

Ñ -A 0. 038 0. 019 0. 096 2. 00 0. 40 19. 0 1. 90

Ñ -O1 0. 282 0. 197 0. 215 1. 43 1. 31 141. 0 14. 10

Ñ -O2 0. 047 0. 023 0. 205 2. 04 0. 23 23. 5 2. 35

Ò-A 0. 195 0. 120 0. 107 1. 63 1. 82 97. 5 9. 75

Ò-O1 0. 104 0. 057 0. 233 1. 82 0. 45 52. 0 5. 20

Ò-O2 0. 021 0. 030 0. 148 0. 70 0. 14 10. 5 1. 05

Ó-A 0. 236 0. 129 0. 261 1. 83 0. 91 118. 0 11. 80

Ó-O1 0. 326 0. 189 0. 205 1. 75 1. 54 163. 0 16. 30

Ó-O2 0. 079 0. 045 0. 146 1. 76 0. 55 39. 5 3. 95

图 2 最佳模板浓度条件下 PCR扩增产物电泳图 ( 1, 11. M arker

( DL2000 ); 2. Ñ -A; 3. Ñ -O1; 4. Ñ -O2; 5. Ò-A; 6. Ò-O1;

7. Ò-O2; 8. Ó-A; 9. Ó-O1; 10. Ó-O2)

F ig. 2 PCR resu lt of the opt ima l tem p late concentrat ion ( 1, 11. M arker

( DL2000 ); 2. Ñ -A; 3. Ñ -O1; 4. Ñ -O2; 5. Ò-A; 6. Ò-

O1; 7. Ò-O2; 8. Ó-A; 9. Ó-O1; 10. Ó-O2)

3. 3 真细菌 16S rRNA基因的 PCR扩增

以提取的 9个总 DNA样品为模板,模板浓度按

1、10、10
2
、10

3
、10

4
倍的梯度稀释后进行真细菌 16S

rRNA基因的 PCR扩增. 模板浓度梯度扩增结果表

明,可进行真细菌 16S rRNA基因 PCR扩增的模板

浓度范围在 0. 25~ 47 ng之间, 但不同样品的最适

范围有所不同.

在最佳模板浓度下, 真细菌 16S rRNA基因

PCR扩增产物的 1%琼脂糖凝胶电泳结果见图 2.由

图 2可知, 9个样品中, 除用方法 Ò提取的 O2样品

外,其余 8个样品的真细菌 16S rRNA基因均能够很

好地扩增出来. PCR产物主条带清晰,非特异扩增条

带少,大小约为 1. 5 kb. 由此可见,在最佳模板浓度

下,可以减小腐殖酸等抑制物对 PCR的不利影响.

4 讨论 ( D iscussion)

4. 1 总 DNA提取过程杂质的去除

本文在总 DNA提取过程的样品预处理、细胞破

壁和 DNA纯化等步骤均注意去除腐殖酸等杂质. 样

品的预处理是去除腐殖酸等杂质的关键步骤, 文中

用于 3个综合方法比较的 9个环境样品均做了预处

理,预处理液 TENP中的 PVP可以吸附焦化废水活

性污泥中的酚类化合物和腐殖酸,形成复合物存在

离心液的上清液中; T ris和 EDTA被用于保护提取

的 DNA免受溶液中 DNA酶的攻击, EDTA还可以

有效 络合重 金属 离子, 抑 制核 酸酶 的活 性

( Lem archand et al. , 2005).在细胞破壁时提取缓冲

液中加入的 CTAB也有助于去除腐殖酸. 在 DNA纯

化时,用异丙醇沉淀的 DNA较多且没有腐殖酸等杂

质干扰 (陈竹等, 2007) . 由于实验方法的每一个环

节都考虑到杂质的去除,这样就可以避免总 DNA进

一步纯化而带来更多的 DNA损失, 也可以最大程度

地保证微生物群落的完整性.

4. 2 总 DNA提取结果分析

由图 1可以看出, 除泳道 2、5外, 其他 7个总

DNA样品主带清晰, 片断完整性好, 大小约 23 kb.

从不同方法来看,无论提取的是哪一个单元工艺的

样品,方法 Ó提取的 3个样品总 DNA条带总是最

亮,而且主带清晰,分子量约 23 kb, DNA片段保护

完整,基本没有断裂情况; 方法 Ñ提取 O1, O2样品

的总 DNA条带清楚, 但是样品 A几乎看不到 DNA

主带;方法Ò提取 3个样品的总 DNA条带清楚, 但

是亮度均不如方法 Ó,而且样品 A有少量降解.

从表 1可看出, 方法 Ó提取的 3个样品总 DNA

效果最好,获得的 DNA总量最多,杂质含量少, DNA

纯度高.由此可见, 采用方法 Ó提取焦化废水活性
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污泥总 DNA不但可以避免样品内不同微生物类群

间多样性的偏差,最大程度地保证微生物群落的完

整性, 而且由于在不同单元工艺样品间采用同一种

方法来提取,不同样品间的总 DNA没有提取方法的

偏倚性,有利于后续的基因文库比较.

另外,表 1的结果显示, 3个 DNA提取方法都

获得了较高的产率, 这是因为这些方法都由单个方

法 (物理、化学或酶法 )组合成的综合法. 先通过单

个方法的选取, 再到各种方法的有机排列, 最后得

到破壁彻底, DNA保护好, 杂质去除有效的提取组

合.单就物理法来说,就有玻璃珠匀浆法、液氮研磨

法、冻融法、超声波法、煮沸法等, 在活性污泥的总

DNA提取中,郑雪松等 (郑雪松等, 2004)已经报道

了反复冻融法比玻璃珠匀浆法好, 虽然玻璃珠匀浆

法在国外最常用,在理论上破壁效果最好. 其次,玻

璃珠匀浆法和液氮研磨法由于操作较剧烈, 容易造

成 DNA被剪切,大片段少 (通常大于 2 k而小于 20

k) ,而反复冻融法由于过程中间扰动较少, 提取的

物理条件相对温和许多, 因此, 提取到的大片段

DNA最多, 并且纯度很高.而在综合的提取方法中,

还有酶法和化学法的补充,这些操作都会使 DNA片

段进一步断裂. 基于以上两点, 本研究选取了条件

温和的反复冻融法加入到综合法中. 化学法包括表

面活性剂法、盐类法和有机溶剂法等, 选取的是破

壁效果好的 SDS法. 酶法包括裂解酶法、溶菌酶法

和蛋白酶 K法等,其中, 蛋白酶 K可以使细菌细胞

充分裂解释放出 DNA, 而溶菌酶提取 DNA产率较

低,纯度也不高. 蛋白酶 K法比溶菌酶法的效果好,

能使 DNA大片段总得率提高 20%以上.相对于方

法 Ñ和 Ó,方法 Ò提取的 DNA产量和质量较差,这

种结果可能是因为焦化废水中的某些成分对溶菌

酶的活性及 DNA的纯化产生影响.在方法 Ó中同时

选用两种酶,其提取 DNA的效果比仅选用一种酶的

方法Ñ和Ò优.

综合来看, 方法 Ó比 Ñ和 Ò的效果好, 这是因

为同时使用两种酶 (溶菌酶、蛋白酶 K )来破壁, 再

加上条件温和的反复冻融法以及破壁效果好的 SDS

化学法综合使用.

4. 3 总 DNA的 PCR扩增分析

环境样品提取的 DNA中有很多抑制 PCR反应

的物质,如腐殖酸、重金属离子等, 这些物质可以在

预处理及提取过程中被部分去除 ( M iller et a l. ,

2005) .未能除净的杂质还可以通过稀释总 DNA样

品进行 PCR,将抑制物也同时稀释, 增加 PCR的可

能性.为了验证方法 Ñ、Ò和Ó所提取的总 DNA含

有的杂质浓度足够低, 勿需进一步纯化就可以直接

用于后续的 PCR反应,先是进行了模板浓度梯度实

验, 接着在最佳模板浓度下进行 PCR扩增. 结果显

示 9个总 DNA样品除了 Ò-O2外, 均可直接用于

PCR扩增反应.用方法 Ò提取的样品 O2总 DNA扩

增失败, 该样品总 DNA 的 OD260 /OD280比值仅为

0170, OD260 /OD230的比值也仅为 0. 14, 这可能是

DNA的纯度不够以及含有较高浓度的腐殖酸等

PCR抑制物等, 导致了 PCR扩增失败. 在最佳模板

浓度下,用方法 Ó提取 3个总 DNA样品的 PCR扩

增结果最好, 扩增后的主条带最清晰, 可进行 PCR

扩增模板浓度范围集中在 0. 33 ~ 32. 6 ng之间, 进

一步说明方法 Ó提取焦化废水活性污泥各单元工

艺总 DNA的质量最好.

5 结论 ( Conc lusions)

1)所提出的溶菌酶-反复冻融-蛋白酶 K-SDS法

适合用于不同单元工艺中的焦化废水活性污泥总

DNA的提取.

2)提取的焦化废水活性污泥总 DNA产率高、

纯度高、片断完整性好、抑制物少, 可直接用于 PCR

扩增,进行微生物群落分析以及构建文库等后续分

子生物学操作.

3)溶菌酶-反复冻融-蛋白酶 K-SDS法能够为焦

化废水活性污泥中微生物的分子生态学研究提供

高质量的总 DNA.
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