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摘要:利用基于亚硝酸盐氧化菌 ( n itrite-oxid izing b acteria, NOB ) 16S rRNA序列的荧光探针,优化了针对亚硝酸盐氧化菌的 F ISH 技术实验条

件.确定了 F ISH技术定量检测亚硝酸盐氧化菌的具体方法,并优化了样品预处理的实验条件为热固定 2h, 4%多聚甲醛固定 15m in, 乙醇脱水

5m in;杂交过程的实验条件为杂交温度 46e ,杂交时间 3h,洗脱液中 NaC l浓度为 60mmo l# L- 1.运用建立的 FISH 技术检测了 7d内亚硝酸盐氧

化菌菌群的丰度变化,充分显示了荧光原位杂交技术 ( F luorescence in S itu H yb rid ization, FISH )的快速定性定量检测优势.
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A bs tract: Exp erim en ta l cond itions of Fluorescen ce in S itu H ybrid izat ion ( FISH ) for detecting n itrite-ox id iz ing bacteria ( NOB ) are op tim ized through

orthogonal tests, by us ing th e comm on fluorescen t prob e based on the 16 S rRNA sequen ce of n itrite-ox id iz ing bacteria. Our results show ed that th e

op tim al cond itions for sam p le p reparation w ere a heat fix ing-tim e of 2 hou rs, 4% paraform aldehyde fix ing-tim e of 15 m inu tes, and ethanol dehyd ration

tim e of 5 m inu tes. The opt imal cond itions for detect ing NOB cons isted of a hybridizat ion temp erature of 46e , hyb rid ization t im e of 3 hou rs, and

hyb rid ization solut ion contain ing 60 mm ol# L- 1 NaC .l A specif ic procedu re w as estab lish ed and u sed to detect th e change in abundan ce of the n itrite-

ox id iz ing b acteria comm un ity. Ou r resu lts suggest FISH technology is a fast and accurate m eth od for quan titat ive detection of environm en tal

m icroorgan ism s.

Keywords: fluorescen ce in situ hybrid izat ion; n itrite-ox id iz ing bacteria; opt im izat ion

1 引言 ( Introduct ion)

亚硝酸盐氧化菌 ( N itrite-ox idizing bacter ia,

NOB)又称为硝酸菌,是硝化细菌的一大类, 能够将

亚硝酸盐氧化为硝酸盐, 与氨氧化菌在废水处理中

起着重要作用. 此外, 亚硝酸盐有毒, 主要由化肥、

饲料、农药中的含氮化学物质在微生物作用下生

成,广泛存在于土壤、水域等环境中. 因此, NOB对

整个氮元素的循环以及环境中亚硝酸盐的去除都

具有非常重要的意义.建立高效定量检测 NOB的方

法不仅对研究废水处理系统中硝酸菌和氨氧化菌

的数量、空间分布以及微生物在氮循环中所处的阶

段有重要意义,而且可对监测水质变化情况以及对

污染水域进行生物修复起到指导作用.

NOB是一类生理上非常特殊的细菌, 不仅化能

好氧自养而且生长缓慢, 世代周期长, 种类繁多, 易

变异.传统的研究方法要经过富集、分离、分类和鉴

定步骤,耗时长 ( 4 ~ 8周 ), 经培养后得到的优势类

群与样品真实情况常有差异, 而 FISH 技术的引入

解决 了上述 困难. F ISH ( F luorescence in S itu

H ybrid ization,荧光原位杂交 )技术利用荧光标记过

的特异性核苷酸探针与固定的组织或细胞中特定

的核苷酸序列进行杂交, 可以对绝大多数微生物进

行实时的定性及定量观测研究, 整个过程并不需要

DNA或 RNA的提纯、扩增等繁琐且易引起偏差的

步骤,实用性较强 (Am ann et al. , 2001) . W agner和
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B ruce等首先将 FISH 技术应用于硝化细菌检测,并

建立了一套较简便的硝化细菌 FISH 检测方法

(W agner et al. , 1995; 1998; Bruce et al. , 1996;

1999) . 2003年有研究者对旋转盘式生物膜法水处

理装置中的生物膜在脱氮菌的处理机能进行研究

时,应用 FISH法对硝化菌进行了定量计数观测,研

究结果证明了定量研究的可行性 ( Sa toh et a l. ,

2003) .国内对于 FISH 技术的应用远远落后于国

外,文献资料多集中于综述, 直到 2005年才有文献

对 FISH技术在硝化细菌中的应用做了初步探讨

(张明, 2005). 近两年, F ISH技术在国内越来越广泛

地应用于污水处理系统中硝化细菌的快速定性 (于

仁成等, 2006;曾薇等, 2006),定量功能仍少见报道.

由于通用检测方法定量可靠性较低,需针对某一

种菌种优化其 FISH实验条件,才能得到较为可靠的

定量结果. 本研究中以亚硝酸盐氧化菌 ( N itrite-

ox id izing bacteria, NOB )为研究对象, 拟建立并优化

检测 NOB的荧光原位杂交定量检测技术, 旨在使

NOB的定性定量监测更快、更准确、更简便, 这对亚

硝酸盐氧化菌的分布和数量研究具有实际指导意义.

2 材料和方法 (M ater ia ls and m ethods)

2. 1 样品采集

亚硝酸盐氧化菌菌种是本实验室从富营养化

水体中分离纯化得到的菌株 NOB-1014, 将其按 1%

( V /V )的接种量接入 10L气升式反应器内纯培养.

取适量 NOB纯培养菌悬液,静置使菌体沉淀, 换入

等量新鲜培养基, 通入无菌空气活化 1 ~ 2d. 1L活

化培养基中含 0. 5g NaNO2, 0. 136g KH2 PO4, 0114g

M gSO4# 7H 2 O, 0. 3g NaC ,l 1. 6g N aH CO3, 0103g

FeSO4# 7H 2O. 将活化后的菌悬液用磷酸缓冲液 1 @

PBS清洗 2~ 3次后立即进行样品预处理.

2. 2 探针的选用
选用根据亚硝酸盐氧化菌 16SrRNA设计的通

用探针 N IT3( B ruce et al. , 1996), 并在 5.端用 H EX

荧光标记,序列为 5. -CCTGTGCTCCATGCTCCG-3. ;

其竞争性探针 CN IT3序列为 5. -CCTGTGCTCCAG-

GCTCCG-3. . CN IT探针与 N IT探针同时使用,以确

保 N IT探针的特异性. 以上探针均由 Takara公司

合成.

2. 3 FISH定量检测亚硝酸盐氧化菌方法

2. 3. 1 玻片的处理  为提高样品固定效果常用的

方法有硅化处理和明胶包被处理 2种. 将玻片用热

肥皂水刷洗后放在 1% (质量分数 )盐酸中浸泡

24h, 去离子水洗 3~ 5次, 分别用 2种方法处理玻

片,比较固定效果.

2. 3. 2 样品的预处理  对于原位杂交, 样品的分

散程度和固定于玻片上的方式对杂交结果是否可

计数,计数的准确度有非常重要的影响. 由于 NOB

菌体易成团生长, 稀释度和 pH对其分散程度的影

响较大,分别考察稀释倍数为 10
2
、10

3
、10

4
以及 10

5
,

pH值为 5. 5、6. 5、7. 5的菌体分散情况,以确定菌体

最佳分散条件.

在上述处理过的玻片上用油性笔描画出直径

为 8mm的封闭圆,取 10LL分散后的菌液涂至圆圈

内.分别用 3种方法固定样品: 第 1种为 46e 下热

固 定; 第 2 种 为 室 温 下 4% 多 聚 甲 醛

( Paraform aldehyde, PFA )固定;第 3种为 4% PFA固

定后再热固定.观察 3种方法的固定效果.

2. 3. 3 杂交反应  在固定菌体的圆圈内加入杂交

液 9. 6LL、N IT3和 CN IT3探针分别 0. 5LL, 加盖玻

片,放入不透光的湿润杂交盒内在 46e 下进行杂交

反应. 杂 交 液 的 配 制 ( Lorenzen et al. , 1998;

Dom ingues et al. , 2002): 0. 01% SDS, 40%去离子甲

酰胺 ( DAF) , T ris-HC l( pH = 7. 2) 20mm o l# L
- 1

, N aC l

浓度为 900mm o l# L
- 1

, pH = 7. 2.

2. 3. 4 探针的清洗  杂交完毕后从杂交盒中取出

载玻片, 用 48e 杂交洗脱液, ddH 2O漂洗,晾干. 洗

脱液的 配 制 ( Lorenzen et al. , 1998; Dom ingues

et al. , 2002) : 0. 01% SDS, T ris-H C l( pH = 7. 2) 20

mm o l#L
- 1

, EDTA 5mm o l#L
- 1

, NaC l浓度由正交试验

确定, pH = 7. 2.

2. 3. 5 镜检和计数  样品在荧光显微镜下观察, 在

490nm激发光激发下, 阳性为橙红色荧光, 每个样品

视场数 FN为 22, 每个视场观测 10个视野并拍摄下

来.检测假阳性和假阴性时, 每个视野拍摄 2张照

片,一张是在激发光下的荧光照片, 另一张为在不

加激发光时的普通照片. 使用 OLYMPUS BX51型

荧光生物显微镜, 用 IPP ( Im age-Pro Plus)软件对照

片进行处理分析和计数. 样品中细菌丰度由公式

( 1)计算得出 (李艳娜等, 2007).

E =N#A#S1# (S2#V)
- 1

( 1)

式中, E为 NOB丰度 ( ce lls#mL
- 1

) , A为视野中荧光

细胞平均数, S1为样品涂抹的面积 ( mm
2

), S2为视

野面积 (mm
2
) , 视场直径 F = FN#M ob

- 1
= 22 /20=

1. 1(mm ),视野面积 S2 = P# ( 0. 5#F )
2
, V为样品体
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积 (mL), N为样品稀释倍数.

2. 3. 6 对照  设置阴性对照和阳性对照 ( Lorenzen

et al. , 1998) : 阴性对照指杂交时不加探针,其它步

骤与实验均一样的对照;阳性对照指非 NOB样本进

行相同处理的对照.

2. 4 FISH实验条件优化

由于不同细菌和探针对 FISH实验条件要求不

同,故需优化 FISH在检测 NOB时的实验条件.根据

已知的文献报道 (张明, 2005; Am ann et al. , 2001;

1990) ,分别对玻片处理方法、样品固定方法进行了

对比, 选定了较优的方法. 由于样本预处理和杂交

过程对杂交结果有很大的影响, 故分别对样品预处

理的条件和杂交的条件进行了优化.

2. 4. 1 样品预处理条件的优化  样品预处理中,热

固定时间的长短会影响样品与明胶的黏附效果.若

黏附效果差, 则大量细胞在之后处理步骤中流失,

严重影响检测结果的准确性. 4% 多聚甲醛 ( PFA )

固定时间太短不能很好的保持细胞内的 RNA, 但过

度延长固定时间会引起细胞内生物大分子的过度

交联,影响探针的穿透力, 降低杂交效率. 乙醇梯度

脱水的时间长短会影响细胞的形态和收缩性,从而

影响探针进入细胞的能力, 进而影响杂交效率. 因

此,利用正交试验选取最优样品预处理条件, 根据

文献常用水平,设置各因素水平见表 1.

表 1 样品预处理条件因素正交试验水平表

T able 1  Factors and levels of orthogonal tests for opt im ization of

samp le p reparat ion

水平

因 素

Aa热固定

时间 /h

Ba乙醇脱水

时间 /m in

C a4%多聚甲醛

固定时间 /m in

1 1 1 10

2 2 3 15

3 3 5 30

2. 4. 2 杂交条件的优化  在原位杂交过程中, 杂交

温度远低于 DNA或 RNA解链温度,一般在 30~ 60e

之间,故需添加甲酰胺于杂交液中.杂交时间过短会

造成探针结合不完全,杂交时间过长会增加非特异性

着色.因此,杂交过程中的关键因素是杂交温度、杂交

时间以及洗脱液的盐浓度.故利用正交试验分别对这

3个实验条件进行优化,并选出最佳条件组合.根据

文献常用水平,设置各因素水平见表 2.

表 2 杂交条件因素正交试验水平表

T ab le 2 Factors and levels of orthogon al test of hybrid op tim izat ion

水平

因素

Ab杂交温度

/e
Bb杂交时间

/h

Cb N aC l浓度

/ (mmol# L- 1 )

1 38 1 60

2 46 3 120

3 54 5 180

2. 5 定量检测亚硝酸盐氧化菌菌群的变化
在确定亚硝酸盐氧化菌检测条件的基础上,对人

工富集培养的 NOB在不同生长时期的数量和相对丰

度做连续时间的检测,凸显了 FISH技术比传统方法的

优势.每隔 12h检测一次,连续 196h,实验设 2组平行.

3 结果 ( R esu lts)

3. 1 F ISH检测方法的建立

3. 1. 1 玻片处理方法的对比  使用硅化玻片和明

胶包被玻片进行 FISH实验的杂交照片如图 1所示.

相比较可知, 对于同批等量的样品, 使用硅化处理

的玻片进行 F ISH实验, 细胞丢失情况严重, 使用明

胶-钾明矾 (质量比为 2B1)作黏附剂包被的玻片进

行 FISH实验,细胞丢失情况减少. 这是因为固定不

牢的细胞样品容易在杂交和探针清洗过程中从玻

片上洗脱掉,不利于定性和定量分析.

图 1 硅化玻片和明胶-钾明矾作黏附剂包被玻片的包被固定效果

Fig. 1 F ixed bacteria u sing sil icified sl ide and gelatin-em bedded slid e resp ectively
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3. 1. 2 样品预处理方法  分别将样品调至 pH值

为 5. 5、6. 5、7. 5, 结果显示, pH 为 6. 5的菌体分散

效果明显好于其它 2种情况. 故在 pH 值为 6. 5的

条件下,检测不同稀释倍数在单个显微镜视野下的

菌体分散情况,使用 IPP软件对照片荧光点计数,结

果如表 3所示. 由表可知,稀释倍数过小,单个视野

内菌体数太多,难以计数; 稀释倍数过大, 单个视野

内菌体数太少,不具备统计学意义.故选择在 pH值

表 3 不同稀释倍数下单个视野中的菌体数

T able 3  The number of NOB observed under the fluorescence

m icroscope 

稀释倍数 荧光细胞数 / ( cells#mL- 1 )

102 太多,无法计数

103 289 ? 21

104 30 ? 3

105 4 ? 1

为 6. 5的条件下,稀释倍数为 10
4
, 检测纯培养的亚

硝酸盐氧化菌.

分别使用单独热固定、单独多聚甲醛固定和先

多聚甲醛固定后热固定 3种方法进行比较, 结果显

示,先多聚甲醛固定后热固定的固定效果明显好于

前 2种方法.

3. 1. 3 FISH检测方法的确立  采用上述较优实验

方法检测亚硝酸盐氧化菌, 并做阳性和阴性对照.

荧光照片即在激发光下, 已杂交细菌发射橙红色荧

光时拍摄的照片.非荧光照片即无激发光在普通光

照情况下拍摄的照片, 此时细菌没有发射荧光. 荧

光照片中的细菌即为 NOB, 非荧光照片中细菌为包

括 NOB在内的样品中所有细菌, 如图 2所示. NOB

样品为纯培养样品, 由图对比可知, 菌体分散易计

数,杂交率可达 100% , 假阳性不明显,故确定此套

方法进行以下的 F ISH优化实验.

图 2 亚硝酸盐氧化菌的检测照片 ( a.荧光照片, b.非荧光照片 )

F ig. 2 Photograph s ofNOB ( a: fluorescence photo; b: opt ica l photo)

3. 2 FISH检测条件的优化

3. 2. 1 样品预处理条件的正交优化  对热固定时

间 ( A a)、4%多聚甲醛固定时间 ( Ba)和乙醇脱水时

间 ( Ca) 3个因素做正交优化试验, 实验设置 2个平

行,并设阴性和阳性对照, 使用正交助手 II软件设

计 L9 ( 3
4
)正交表. 统计单个视野内荧光点数后按细

菌丰度公式 ( 1)计算 E值,正交试验结果如表 4所

示,结果的方差分析见表 5.

实验结果用极差分析法分析, 即计算第 i因素

第 k水平所对应的 E 值, 并计算出 E值的平均值,

由此判断 i因素的优水平; 各因素的优水平即为最

优组合,计算极差 R i,根据 R i大小判断因素主次.结

果可见:对于热固定时间, k2 > k3 > k1, 即热固定 2h

较优. 对于乙醇脱水时间, k3 > k1 > k2,即乙醇脱水

表 4 样品预处理条件优化-直观分析表

T ab le 4 In tu it ive analysis for opt im izat ion of samp le p reparat ion

因素 Aa B a Ca
E值 /

( cel ls# mL- 1 )

实验 1 1 1 1 41

实验 2 1 2 2 40

实验 3 1 3 3 36

实验 4 2 1 3 54

实验 5 2 2 1 65

实验 6 2 3 2 85

实验 7 3 1 2 49

实验 8 3 2 3 40

实验 9 3 3 1 73

k
1 40. 000 49. 667 62. 000

k2 73. 667 48. 333 63. 000

k3 55. 333 71. 000 44. 000

R 33. 667 22. 667 19. 000
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表 5 样品预处理条件优化的方差分析表

T able 5 Varian ce analys is of orth ogonal experim ents for opt im ization of

sam p le preparation

因素 平方和 S 自由度 f 均方 MS F值 p值

Aa 1262 2 631 20. 8022 0. 0459

B a 544. 6667 2 272. 3333 8. 978 0. 1002

C a 484. 6667 2 242. 3333 7. 989 0. 1113

误差 60. 6667 2 30. 3333

总和 2352 8

5m in较优.对于 4%多聚甲醛固定时间, k2 > k1 > k3,

即 4%多聚甲醛固定 15m in较优.综合 3个较优条

件,样品预处理条件的优化后组合为:热固定 2h、乙

醇脱水 5m in、4%多聚甲醛固定 15m in.比较 3个因

素极差, R 1 > R2 > R3,可知 3个因素中热固定时间对

杂交结果的影响最大, 其次是乙醇脱水时间, 4%多

聚甲醛固定时间对其影响最小. 方差分析表中, 热

固定时间 (A a)的 p值小于 0. 05,可见此因素对结果

有显著性影响,而乙醇脱水时间 ( B a)和 4%多聚甲

醛固定时间 ( C a)的 p值均大于 0. 05,说明这 2个因

素对结果的影响不大.

3. 2. 2 杂交条件的正交优化  在样品预处理的最
佳条件下, 对杂交温度、杂交时间以及洗脱液中盐

浓度 3个因素,参考文献记载的常用水平,进行正交

试验. 阴性对照和阳性对照显示, 杂交条件的改变

会产生假阳性增多、杂交特异性下降等问题, 故不

能以每个视野中的荧光点数量平均值来评定.鉴于

用于实验的亚硝酸盐氧化菌是经分离纯化培养得

到的,且其纯度很高,故以荧光细胞数为基准.有激

发光时单个视野内荧光细胞数为 Y,无激发光时单

个视野内的细胞数为 K, 则实验结果以 Y#K - 1
的平

均值来评定. Y#K - 1
的平均值越接近 1, 则在对应的

杂交条件下,杂交特异性越好、杂交严格度越高,检

测结果越可信、越清晰. 使用正交助手 II软件设计

L9 ( 3
4
)正交表,结果如表 6所示,结果的方差分析见

表 7.

实验结果用极差分析法分析, 即计算第 i因素

第 k水平所对应的 E 值, 并计算出 E值的平均值,

由此判断 i因素的最优水平, 各因素的最优水平即

为最优组合;计算极差 R i, 根据 R i大小判断因素主

次.结果可见:对于杂交温度, k2 < k3 < k1, 即在 46e

下杂交效果较好. 对于杂交时间, k2 < k1 < k3, 即杂

交 5m in效果较好. 对于洗脱液中 N aC l浓度, k1 < k2

< k3,即洗脱液中 NaC l浓度 60mm o l# L
- 1
时效果较

好.综合 3个因素,杂交条件的优化组合为杂交温度

表 6 杂交条件优化-直观分析表

Tab le 6 Intu itive analysis for hybrid opt im izat ion

因素 Ab Bb Cb Y#K - 1

实验 1 1 1 1 13. 5

实验 2 1 2 2 15. 0

实验 3 1 3 3 23. 8

实验 4 2 1 2 2. 8

实验 5 2 2 3 1. 4

实验 6 2 3 1 3. 0

实验 7 3 1 3 5. 5

实验 8 3 2 1 0. 8

实验 9 3 3 2 4. 0

k
1 24. 100 7. 267 5. 767

k
2 2. 400 5. 733 7. 267

k3 3. 433 16. 933 16. 900

R 21. 700 11. 200 11. 133

表 7 杂交条件优化的方差分析表

Tab le 7  Varian ce analys is of orthogonal experim ents of hyb rid

op tim izat ion 

因素 平方和 S 自由度 f 均方 M S F值 p值

Aa 423. 0689 2 211. 5344 35. 0545 0. 0277

Ba 31. 9022 2 15. 9511 2. 6433 0. 2745

Ca 31. 0022 2 15. 5011 2. 5688 0. 2802

误差 12. 0689 2 6. 0344

总和 498. 0422 8

46e 、杂交 时间 3h、洗脱 液中 N aC l浓 度 60

mm o l#L
- 1

. 比较 3个因素极差, R 1 > R 2 > R 3,可知 3

个因素中杂交温度对杂交结果的影响最大, 其次是

杂交时间, 洗脱液中 NaC l浓度对其影响最小. 方差

分析表中,杂交温度 ( Ab)的 p值小于 0. 05, 可见此

因素对结果有显著性影响,而杂交时间 ( Bb)和洗脱

液中 N aC l浓度 ( Cb )的 p值均大于 0. 05, 说明这 2

个因素对结果的影响不大.

3. 2. 3 定量检测亚硝酸盐氧化菌菌群变化  在上

述最佳预处理和最佳杂交条件下, 连续 7d取样定量

检测纯培养中的亚硝酸盐氧化菌,每个样品设 2组

平行,用 Im age-Pro Plus软件对所摄照片处理分析计

数,得到结果见图 3.

由图 3可知, 人工纯培养的亚硝酸盐氧化菌菌

群在时间上的分布, 菌体数量在 0~ 12h内增幅很

小,说明菌群处于延迟期; 12 ~ 60h菌体数量猛增,

说明菌群处于对数生长期; 60~ 120h菌体数量基本

维持在 6. 0 @ 10
9
个左右, 说明菌群维持在稳定期;

120h以后菌体数量明显下降, 菌群进入衰亡期. 此

结论也证实了亚硝酸盐氧化菌生长非常缓慢, 生长
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图 3 亚硝酸盐氧化菌菌群丰度随时间推移的数量变化

F ig. 3 Quan t ity cu rve of the n itrite-oxid izing bacteria commun ity

周期长的特征.

4 讨论 (D iscussion)

本研究中针对硝化细菌中的亚硝酸盐氧化菌

构建了一套荧光原位杂交定量检测方法, 并对影响

杂交效果的各项指标针对性地进行了优化. 结果证

明,使用明胶包被玻片能提高样品的固定效果, 调

节样品的 pH值至 6. 5可以明显缓解 NOB的成团状

态,样品采用 10
- 4
稀释率使单个视野内的菌体量介

于 20~ 40之间, 便于计数. 采用 4% PFA固定后再

热固定的样品固定方法还未见报道, 结果证实 3种

固定方法中此方法得到的杂交效果最佳.

样品预处理的条件对样品的固定效果和杂交

率有较大影响,其中热固定时间 2h最佳, 也与文献

中常用的热固定时间正好吻合 (张明, 2003 ). 杂交

条件对 FISH定量准确度起着至关重要的作用, 正

交试验结果说明: 杂交的时间、温度对探针的特异

性有很大影响, 在 46e 下杂交效果最好, 也与文献

中常用的杂交温度符合 (W agner et al. , 1995; 于仁

成等, 2006; 曾薇等, 2006 ). 这是由于原位杂交中

DNA的解链是在去离子甲酰胺 ( DAF)的作用下进

行的, 因而解链温度远低于常见解链温度.

传统定量检测亚硝酸盐氧化菌的方法主要有

M PN法计数和底物降解率表示法. MPN法作为一种

传统的检测方法不仅耗时长, 至少需 4 ~ 8周,而且

难以检测不可培养或不活跃的细胞, 导致结果偏

低.底物降解率可以表示 NOB的生长状况,但底物

消耗旺盛可能是菌体活跃和菌体数量增多 2方面原

因导致的, 因此, 这种方法无法确定菌体的数量变

化情况.相比之下, F ISH 检测方法不仅大大的节省

了时间和工作量, 检测特异性更强, 结果也更加准

确. 本研究中建立的针对亚硝酸盐氧化菌 FISH 检

测方法,可以直观地检测出 NOB在空间时间上的数

量分布.因此, 在对 NOB的鉴定和计数等方面进行

研究时, 除了传统的培养和 M PN等方法外, 选用分

子生物技术手段 ) ) ) FISH技术不失为一种更好的

选择.不过 FISH方法的检测可能还包括了少数死

亡的细胞,因而较用培养方法的结果高一些, 这方

面还需进一步研究改进.

F ISH技术也为研究环境中微生物菌群的活动

提供了有力的技术支持. 本研究中仅对纯培养中的

亚硝酸盐氧化菌菌群在不同时间上的丰度变化进

行了检测,在 7d内测定出了精确的菌群丰度变化曲

线,同样的方法也可应用于环境中的 NOB. 环境微

生物中存在很多生长周期长、变异种类多、不可人

工培养的情况, F ISH技术快速、简便、准确的优点将

会在环境微生物的研究中有广阔的前景.

5 结论 ( Conc lusions)

确定了 F ISH技术检测亚硝酸盐氧化菌的具体

方法:采用明胶包被玻片, 多聚甲醛加热固定的方

法,提高了样品固定效果;调节样品 pH值至 6. 5可

以明显缓解亚硝酸盐氧化菌的成团现象; 单个视野

内的菌体量介于 20~ 40个之间时最宜于计数.

优化了定量分析亚硝酸盐氧化菌样品预处理

和杂交过程的实验条件, 正交试验得到的最佳亚硝

酸盐氧化菌 F ISH 检测的条件为: 样品预处理时热

固定 2h, 4%多聚甲醛固定 15m in, 乙醇脱水 5m in;

杂交时杂交温度 46e , 杂交时间 3h, 洗脱液中 N aC l

浓度 60mm ol# L
- 1

.

责任作者简介:林炜铁,博士.主要从事发酵工程、环境微生

物和食品生物技术等方面的研究工作. 曾主持国家自然科学

基金、国家重点科技攻关和广东省自然科学基金等多项国

家、省部科研项目和企业合作项目 .

参考文献 ( R eferences):

Am an n R, K rum holz L, S tah l D A, et a l. 1990. F luorescent

oligonucleotid e prob ing of w hole cells for d eterm inat ive,

phy logenetic, and environm en tal stud ies in m icrob iology [ J ] . J

B acterio,l 172 ( 15 ): 762) 770

Am ann R, Fuch s B M, B ehren s S. 2001. The id ent if icat ion of

m icroorgan ism s by fluorescen ce in situ hybridization [ J ] . C urr

Op in B iotechn o,l 12: 231) 236

R ittm an B E, M cC arty P L. 1999. Env ironm ental b iotechnology:

721



环   境   科   学   学   报 29卷

Principles and app licat ions [ J ] . M cGraw-H ill N ew Y ork,

340) 346

M ob arry B K, W agnerM U rbain V, et a l. 1996. Phylogenet ic prob es for

an alyzing abundance and spat ial organization of n itrify ing bacteria

[ J] . A pp l Environ M icrob, 62: 2156) 2162

Dom ingu esM R, Arau jo JC, V arescheM B, e t al. 2002. E valu at ion of

th erm oph ilic anaerob ic m icrob ia l consortia us ing fluorescen ce in

situ hyb rid ization ( FISH ) [ J] . W ater SciT echno,l 45( 10 ): 2733

Lorenzen J, Larsen L H, K jer T, et a l. 1998. B iosen sor determ inat ion of

th e m icroscale d ist ribu t ion of n itrate, n itrate assim ilat ion,

n itrification, and den itrification in a d iatom-inhab ited freshw ater

sedim en t [ J] . App lEnv iron M icrob ia,l 64( 9) : 3264) 3269

李艳娜, 许科伟,堵国成,等. 2007. 厌氧生境体系中产氢产乙酸细

菌的 FISH 定量解析 [ J] . 微生物学报, 47 ( 6) : 1038) 1043

L i Y N, Xu K W, Du G C, e t a l. 2007. Quant itat ive use of fluorescence

in situ hyb rid ization to detect syn troph ic acetogen ic bacteria in

an aerob ic environm en tal sam ples[ J] . A cta M icrob iologica S in ica,

47( 6 ) : 1038) 1043 ( in Ch inese)

Satoh H, Okabe S, Y am aguch iY, e t al. 2003. E valu at ion of the im pact

of b ioaugm en tat ion by in situ hyb rid ization and m icroelectrode [ J] .

W ater R esearch, 37( 9 ): 2206) 2216

W agner M, Rath G, Amann R, et a l. 1995. In situ iden tification of

amm on ia-oxid izing bacteria [ J] . Sys tApplM icrob io,l 1: 251) 264

W agner M, Noguera D. 1998. Com b in ing fluorescen t in s itu

hybrid izat ion w ith cu lt ivat ion and m athem at ical m od eling to study

popu lation structu re and fun ct ion of ammon ia-ox id iz ing bacteria in

act ivated sludge[ J]. W at SciT ech, 37: 441) 449

于仁成,唐祥海,张清春,等. 2006.应用荧光原位杂交方法检测中国

沿海塔玛 /链状亚历山大藻复合种 (亚洲温带基因型 ) [ J] .环

境科学学报, 26( 4 ): 646) 651

Y u R C, T ang X H, Zhang Q C, e t al. 2006. App lication of fluorescence

in situ hybridizat ion ( F ISH ) m ethod to detect / tama rense / ca tene lla

species com p lex0 in G enusA lexand rium along C h inese coast [ J] .

Acta S cien tiae C ircum stant iae, 26( 4) : 646) 651 ( in Ch in ese)

张明. 2005. 硝化细菌应用技术研究 [ D] . 上海: 华东师范大学,

46) 51

ZhangM. 2005. Research on the App licat ion T echnology of N itrifying

B acteria[ D ]. Shangha:i East Ch ina Norm al U n ivers ity, 46) 51

( in Ch inese)

曾薇,杨庆,张树军,等. 2006.采用 FISH、DGGE和 C lon ing对短程脱

氮系统中硝化菌群的比较分析 [ J ]. 环境科学学报, 26 ( 5) :

734) 739

ZengW, Yang Q, Zh ang S J, e t al. 2006. Ana lysis of n itrifying b acteria

in shortcut n itrification-den itrif icat ion processes by u sing FISH,

PCR-DGGE and C lon ing [ J ] . Acta S cien tiae C ircum stant iae, 26

( 5) : 734) 739 ( in C h inese)

722


