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摘要:利用 PCR-DGGE (变性梯度凝胶电泳 )技术对北京 7个城市污水厂中 10个处理系统的氨氧化细菌 ( AOB )种群结构进行了调查研究,发现

城市污水厂的 AOB种群多样性不高,除了硝化效果不好的一个污水厂外,其他 9个污水处理系统中均检测到 AOB的存在.切胶测序结果表明

主要属于 N itrosom ona s ol igotropha /aestuarii-lik e clus ter.
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Abs tract: PCR-DGGE w as app lied to invest igate the comm un ity structu res of Amm on ia-oxidizing B acteria ( AOB ) in ten treatm ent system s of seven

d ifferentMun icipalW astew aterT reatm ent Plan ts (MWTPs) in Be ijing. The results ind icated that in theseMW TPs, excep t for one system w h ich had poor

n itrification perform ance, all of th e system s had AOB. Bu t th e divers ity of AOB w as low, and the AOB phenotypes w ere m ain ly grouped into th e

N itrosomona s oligotropha /aestuari i-l ike clu ster.
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1 引言 ( Introduct ion)

耦合硝化和反硝化过程的生物脱氮是将城市

污水中氨氮最终以氮气形式去除的主要途径, 其

中,将氨氮转化为亚硝酸盐的氨氧化是硝化的第一

步,也是关键的一步, 由一类专属性自养微生物-氨

氧化细菌 (AOB)完成. 一般来说,在适当的条件下,

所有的好氧生物处理工艺都具有氨氧化能力. 因

此,氨氧化是一个在城市污水处理中普遍存在的生

物过程.

由于氨氧化在生物脱氮中的重要性, 污水处理

系统中的 AOB受到广泛关注.过去依赖纯培养的研

究表 明, 主 要 的 AOB 是 亚 硝 化 单 胞 菌 属

(N itro somonas sp. ). 但最近的分子生物学研究结果

表明,亚硝化螺菌属 (N itro sosp ira sp. )和亚硝化球菌

属 (N itrosococcus sp. )也同样存在于污水处理系统中

( L im piyakorn et a l. , 2004; L im p iyakorn et al. ,

2006) . 利用荧光原位杂交 ( F luorescence in situ
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hybridization, FISH )、PCR-DGGE及克隆等技术针对

城市污水厂活性污泥的研究发现, 进水氨氮浓度

( Lydm ark et al. , 2007; O taw a et al. , 2006 )、污泥停

留时间 ( So lids retention t im e, SRT ) ( H allin et a l. ,

2005; L im piyakorn et al. , 2005 )、以 及 溶 解 氧

( L im piyakorn et al. , 2005)等都是影响 AOB群落结

构的重要因子.然而,污水处理厂工艺多种多样,原

水组成也因为来源不同而千差万别, 至今为止, 工

艺和原水水质对污泥中的 AOB群落结构的影响并

不清楚.

本论文分别从原水组成和工艺类型的角度,利

用 PCR-DGGE技术比较了北京市 7座城市污水厂

10个污水处理系统中 AOB的种群结构, 以期为深

入了解污水处理系统的种群结构信息和系统优化

提供科学基础.

2 材料与方法 (M aterials and m ethods)

2. 1 样品的采集

共调查了 7个城市污水厂的 10个处理系统, 每

个厂的工艺特点如表 1所示. 2007年 4月下旬, 在

每个系统的好氧反应池末端采集活性污泥样品.

表 1 10个污水处理系统的概况

Tab le 1 D escript ion of 10 w astew ater treatm ent system s in 7 MW TPs

污水厂
处理能力 /

(m 3# d- 1 )
工艺类型 SRT /d

COD

进水 /

(m g# L- 1 )

出水 /

(m g# L- 1 )
去除率

氨氮

进水 /

( mg# L- 1 )

出水 /

(m g# L- 1 )
去除率

B 53000 AO:缺氧 +好氧 4. 2 547. 9 54. 8 90. 0% 56. 2 49. 9 11. 3%

F 44000
A 2O:厌氧 +缺氧 +好氧

好氧短为接触氧化
15. 5 588. 7 35. 2 94. 0% 66. 9 16. 2 75. 8%

J 152000 OD:氧化沟 14. 9 411. 1 36. 0 91. 2% 52. 6 3. 3 93. 8%

W 15000 SBR:序批式间歇反应器 32. 0 - 40. 4 - - 0. 5 -

X 615000 A 2O:厌氧 +缺氧 +好氧 16. 7 393. 6 52. 6 86. 6% 52. 2 4. 9 90. 6%

Q1 228000 iA 2O:缺氧 +厌氧 +好氧 7. 5 574. 0 71. 2 87. 6% 50. 8 15. 7 69. 1%

Q2 229000 A 2O:厌氧 +缺氧 +好氧 12. 8 574. 0 50. 4 91. 2% 50. 8 6. 0 88. 3%

G1 400000 iA 2O:缺氧 +厌氧 +好氧 33. 0 295. 4 39. 5 86. 6% 63. 7 24. 0 62. 4%

G2 140000
AO (无内 ) : (缺氧 +好氧 )

(无内回流 )
- 295. 4 - - 63. 7 - -

G3 140000
AO (有内 ) : (缺氧 +好氧 )

(有内回流 )
> 10 295. 4 - - 63. 7 - -

2. 2 PCR-DGGE-测序

2. 2. 1 PCR-DGGE 采用巢式 PCR的方法来准备

DGGE所需 DNA. 第一轮采用特异性引物扩增 16S

rRNA, 利用不带 GC c lam p的正向引物 CTO189 fAB

和 CTO189fC分别与反向引物 CTO654r组成 2对引

物 ( K ow alchuk et al. , 1997) , 并分别扩增. 扩增条件

为: 预变性 95e 下 5m in, 35个循环 ( 94e 下 45s,

57e 下 45s, 72e 下 45s) ,最后 72e 下延伸 10m in;

PCR反应液中另加入 800ng#LL
- 1
小牛血清白蛋白

( Bov ine Serum A lbum in, BSA ). 第二轮扩增采用带

GC clam p的细菌通用引物 GC- 341 f和 534r (即

pr im er 3和 prim er 2) (M uyzer et al. , 1993) ,扩增条

件为: 预变性 95e 下 4m in, 20个循环 ( 94e 下 30s,

61. 5e 下 40s开始每个循环降低 013e , 72e 下

40s) , 15个循环 ( 94e 下 30s, 55e 下 40s, 72e 下
40s) , 最后 72e 下延伸 10m in. PCR反应液中不加

BSA.第二次的 PCR产物用于 DGGE分析. DGGE所

用仪 器为 DCode
TM

Un iversal M utation Detection

System ( B io- Rad,美国 ),采用丙烯酰胺百分比浓度

为 10%的胶,变性梯度范围为 30% ~ 50% (下高上

低 ), 在 1 @TAE电泳缓冲液中, 60e 条件下,先 25V

运行 20m in,再 130V运行 7h左右. DGGE所得图片

用 Quan tity One软件进行数据处理分析 (李红岩等,

2005) .

2. 2. 2 切胶测序  拍照后手动切胶,用冻融法提出

DNA, 利用引物 341 f(不带 GC clam p, 即 prim er 1 )

(M uyzer et al. , 1993)和 534r进行 PCR扩增, 并对

扩增产物进行测序 (北京奥科生物技术有限责任公

司 ). 最后将测序结果提交 NCB I基因库进行 BLAST

比对,找到相似性最大的培养物序列,用 MEGA 3. 1

( Kum ar et al. , 2004)软件对切胶序列进行系统发育

分析.
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3 结果 (R esults)

3. 1 图谱结果
不同污水处理系统活性污泥样品中 AOB种群

结构的 DGGE分析结果如图 1(接触氧化是 F系统

所包含的工艺;无内和有内分别指 G2和 G3系统无

内回流和有内回流.可详见表 1. )和图 2所示. 可以

看出, 利 用 CTO189fAB 与 CTO654r、CTO189fC 与

CTO654r这两对不同的引物得到了相似的 DGGE图

谱.图 3为由图 1的 DGGE电泳图得到的聚类分析

结果.总体上来说, 10个系统均出现 DGGE条带, 但

条带数均在 10以内,物种多样性不高.在图 1中, 多

数样品有 AB1、AB3,部分样品有 AB2条带, 而 J系

统 (氧化沟 )有一个明显的 AB5. 在图 2中, 多数样

品有 C3,部分样品有 C1条带,而 B、F、J、W和 Q系

统分别有一个明显的 C2、C4、C5、C6和 C7条带. 图

3表明, G1、G3和 G2, W、F和 J, X、B和 Q1、Q2分别

构成 3大组.

图 3 由图 1的 DGGE结果得到的聚类分析图 (# 1~ # 10分别是样

品 B、F、J、W、X、Q1、Q2、G1、G2和 G3)

Fig. 3 Dendrogram generated by UPGMA clu ster analys is com parison of

DGGE pat terns from Fig. 1 ( # 1 ~ # 10 show samp les B, F, J,

W, X, Q1, Q2, G1, G2 and G3, respect ively)

3. 2 序列结果
3. 2. 1 最大相似性结果  将条带 AB1~ AB6和 C1

~ C7进行切胶测序, 并提交基因库进行最大相似性

比较,结果如表 2所示.由表 2可知,除了 AB1的相

似比例仅为 92%外,其余条带与基因库中已知菌的

相似比例均为 95%以上.可以看出,只有 AB3、AB5、

C3、C4、C6等 5个条带属于 AOB中的亚硝化单胞菌

属 (N itrosomonas) ,除了 B厂外, 其他各厂均有一定

数量的条带属于 AOB种属. 其余条带的最大相似种

属却为 B亚变形菌纲的红环菌科 (Rhodocyclaceae ).

3. 2. 2 系统发育树结果  利用 M EGA3. 1构建切

胶测序序列的系统发育树,如图 4所示.图中实心圆

标记为条带AB1 ~ AB 6, 空心圆标记为条带 C 1~
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表 2 DGGE条带的测序结果 (加粗的种属表明出现 2次以上 )

T ab le 2 Sequen ce analys is of band s exercised from DGGE gels ( Genu ses appearing m ore than tw ice are indicated in bo ld)

条带名称 最大相似种属 相似性 样品来源

AB1 Perch lorate-reducing bacterium PR ( AY265866) 92% B /F /J /W /X /Q1 /Q2 /G1 /G2 /G3

AB2
D ech loromona s sp. RCB ( AY032610)

F erriba cterium cda-1( Y17060 )
98% B /F /X /Q1 /Q2 /G1 /G2 /G3

AB3 N itrosom ona s sp. Nm59 (AY123811) 97% F /J /W /X /Q1 /Q2 /G1 /G2 /G3

AB4 D ech loromona s sp. EMB 269( DQ413167) 100% F /W /Q1 /Q2 /G1 /G2 /G3

AB5

N itrosom ona s oligotropha AS1( EF016119 )

N itrosomonas sp. Nm 59( AY123811)

N itrosom ona s sp. Is32( AJ621027 )

N itrosom ona s sp. Is79A3 (A J621026 )

N itrosom ona s oligotropha Nm 45( AJ298736)

N itrosom ona s a estuarii Nm 36 (A J298734)

95% F /J

AB6

Perch lorate-reducing bacterium PMC ( AY265878)

D ech loromona s sp. H Z( AF479766 )

D ech loromona s sp. PC 1( AY126452 )

D ech loromona s sp. JM ( AF323489 )

98% W /Q1 /Q2 /G1 /G2 /G3

C1
D echloromonas sp. RCB ( AY032610 )

Ferribacterium cda-1 ( Y17060)
98% B /F /X /Q1 /Q2

C2
D echloromonas sp. RCB ( AY032610 )

Ferribacterium cda-1 ( Y17060)
97% B

C3 N itrosomonas sp. Is79A3 (A J621026) 95% F /J /W /X /Q1 /Q2 /G1

C4 N itrosomonas sp. Nm 59( AY123811) 96% F /W /Q1 /Q2

C5 D echloromonas sp. EMB 269( DQ413167) 100% F /J /X /Q1 /Q2 /G1

C6 N itrosom ona s sp. D27(U 56626 ) 95% W /X /Q1 /Q2 /G1

C7

P erchlorate-reducing bacterium PMC(AY265878 )

D echloromonas sp. HZ(AF479766)

D echloromonas sp. PC1 (AY126452 )

D echloromonas sp. JM (AF323489)

98% W /Q1 /Q2 /G1

图 4 由 DGGE测序结果建立的 16S rRNA基因的系统发育树

F ig. 4 Phy logen ic tree for 16S rRNA es tab lish ed w ith sequ ences from excised DGGE bands
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C7.由图 4可知,两种 CTO引物得到的 DGGE结果

非常类似, 如 AB3和 C4, AB4和 C5, AB2、C1和 C2,

AB6和 C7在系统发育树中都处于同一位置. 这些

条带主要分 为两个 C luster: C luster 1 是属于

N itrosomonas的 AOB, C luster 2为 Dechloromonas属

Rhodocyc laceae科的物种. C luster 1中条带 AB3、C4、

C3和 AB5属于 N itrosomonas oligotropha-like cluster,

即图 4中的 1a, 其中 AB3和 C4与 N itrosomonas

oligo tropha有很高的相似性, 基本处于同一个

OTU s; C3和 AB5与N itrosomonas sp. Is79A3相似性

最高. 条带 C6与 N itrosomonas sp. D27最为相似,同

时与 1b所代表的 N itrosomonas aestuarii-like cluster

的亲缘关系较近.

4 讨论 (D iscussion)

4. 1 图谱分析

从图 1和图 2可以看出, 不同引物得到的

DGGE分析结果比较一致.尽管会出现一些特异性

的条带,在 2个图中都能找到多数样品都拥有的条

带,说明不同的污水处理系统在 AOB种群结构上相

似性还是比较高的,也说明污水厂 AOB的多样性可

能不高.

图 3表明, Q厂的 Q1和 Q 2系统, G厂的 G1、

G2和 G3系统都归在同一组里,说明对于同一污水

处理厂即使工艺类型不同, AOB的种群结构仍然比

较接近.处理系统的运行参数及运行水平不同, AOB

种群结构也未发生根本变化.说明进水来源对于污

水处理系统的 AOB种群结构有较大影响. 同时, 相

同的工艺类型分布在不同污水处理厂时, 如同为

AO工艺的 B、G2和 G3系统, 同为 A 2O工艺的 X和

Q2,同为倒置 A2O工艺的 Q1和 G1分散在不同的

组里, 说明工艺类型对于 AOB的种群结构影响不

大. O taw a等在对动物养殖废水 AOB种群的研究中

发现,原废水氨氮浓度的高低对活性污泥中 AOB的

种类存在一定的影响, 在浓度高时以 N itrosomonas

europaea-eutropha cluster 为 主, 在 浓度 低 时 以

N itrosomonas ureae-oligotropha-marina cluster 为主

( O taw a et al. , 2006). 而在本研究中,各污水厂的进

水氨氮浓度应该没有显著差异, 不应该成为影响

AOB相似性的关键因子. 到底什么是最主要的影响

因素有待于进一步的研究.

4. 2 序列分析

由图 1、图 2和表 2可知,与条带 AB3和 C3具

有最 大 相 似 性 的 N itrosomonas sp. Nm 59 和

N itrosomonas sp. Is79A3两种菌 (图 4, 表 2)普遍存

在于北京市的污水处理厂中, 同时与活性污泥的氨

氧化功能密不可分. 有报道称 N itrosomonas sp.

Nm 59是从污水处理厂中分离培养出来的 ( Purkho ld

et al. , 2003) . 此外, N itrosomonas oligotropha AS1来

自污水, N itrosomonas oligotropha Nm 45和 N itrosomonas

sp. D27来自土壤 ( Aakra et al. , 2001; B runs M ary

Ann et al. , 1999) , N itrosomonas aestuarii Nm 36来自

海洋 ( Aakra et al. , 2001 ), 而这些种属与本研究的

对象有着很大亲缘关系 (图 4,表 2), 说明城市污水

处理厂中的 AOB可能主要来自周边环境. 近几年的

研究中还发现,具有氨氧化功能的微生物除了细菌

以外, 还有古菌 ( K onneke et al. , 2005; Park et al. ,

2006) , 今后需要关注氨氧化古菌 ( Amm on ia-

Ox id izing A rchaea)在污水处理厂中的存在与贡献.

4. 3 引物的影响

表 2的比对结果中出现一半以上非 AOB物种.

C ebron等在对塞纳河下游 AOB的研究中也发现了

类似情况, 由 CTO引物所得出的序列中有大量非

AOB结果, 这种情况在污水处理厂的样品尤其明显

( Cebron et al. , 2004) . Purkhold等在通过对各种

AOB引物的对比研究中发现, 对于 AOB在 DNA分

子水平上的研究,还没有完美的引物既可以扩增出

全部的 B亚变形菌纲 AOB,又可以完全排除非 AOB

物种 ( Purkhold et al. , 2000) .因此,结果中有些条带

很可能与 AOB并不相关, 它们只是与 AOB亲缘关

系很近的其它物种.

图 4中,条带 AB3和 C4, AB4和 C5, AB2、C1和

C2, AB6和 C7,各组间序列相似性\97%,每一组可

作为同一个 OTU, 说明污水处理厂活性污泥中的

AOB种类较少, 这与图谱分析的结果是一致的. 同

时,从图 1和图 2中可以明显看出: AB3与 C4、AB4

与 C5、AB2和与 C2, 这 3组条带处于不同位置, 理

论上应属于不同种的细菌, 但结果显示为同一种.

这种情况主要是由于 DGGE本身的特点造成的. 由

于兼并引物、异源双链核酸分子的形成或多重异类

rRNA操纵子的原因等 ( C ebron et al. , 2004 ), 由

DGGE所产生的条带数量不能精确地反映出一个环

境样品中不同序列的数量. 一个 DGGE条带可能是

几个物种的组合,也可能一个物种产生几个条带.

5 结论 ( Conc lusions)

1)除 B厂没有检测出 AOB外, 其余各厂都有
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一定的 AOB分布, 但总体上 DGGE条带数量少,污

水处理厂中 AOB的多样性较低. 对 DGGE条带测序

结果表明,主要 AOB集中在 N itrosomonas oligotropha /

aestuarii-like cluster.

2)工艺类型对于 AOB种群结构的影响不是非

常明显.

3) CTO引物特异性不强, 用于 AOB分析存在

一定的问题.今后在方法学上有待于进一步完善.
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参考文献 ( R eferences):

Aak ra A, U taker J B. , Pomm eren ing-Roser A, et a l. 2001. Detailed

phylogeny of amm on ia-ox id izing bacteria determ ined by rDNA

sequ ences and DNA hom ology valu es [ J] . In ternat ional Jou rnal of

System at ic and Evolut ion ary M icrob iology, 51: 2021) 2030

BrunsM A, S tephen J R. , Kow alchuk G A, et a l. 1999. Com parative

d iversity of amm on ia ox id izer 16S rRNA gen e sequences in native,

tilled, and success ion al so ils [ J] . App lEnv ironM icrob io,l 65( 7) :

2994) 3000

C eb ron A, Coci M, Garn ier J, e t al. 2004. Denatu ring grad ien t gel

electrophoret ic ana lysis of amm on ia-ox id iz ing bacterial comm un ity

structu re in the low er Seine R iver: im pact of Paris wastew ater

eff luen ts [ J] . App lE nviron M icrob io,l 70 ( 11) : 6726) 6737

H allin S, Lydm ark P, Kokal j S, e t al. 2005. C omm un ity survey of

amm on ia-oxid izing bacteria in fu l-l scale activated s ludge processes

w ith d ifferent solids retent ion tim e [ J ] . Jou rnal of App lied

M icrob iology, 99: 629) 640

Konn ekeM, Bernhard A E, de la Torre JR, e t al. 2005. Isolation of an

au totroph ic amm on ia-oxidizing marine archaeon [ J] . Natu re, 437

( 22) : 543) 546

Kow alchuk G A, S tephen J R, de Boer W, et a l. 1997. Analys is of

amm on ia-oxid izing bacteria of the B Subd iv is ion of the class

P roteobac teria in coasta l sand dunes by d enatu ring grad ient Gel

electrophores is and sequen cing ofPCR-amp lif ied 16S ribosom alDNA

fragm en ts [ J] . Appl Environ M icrobio,l 63( 4 ): 1489) 1497

Kum ar S, T amu ra K, Ne iM. 2004. MEGA3: integrated softw are for

m olecu lar evolu tionary genetics analys is and sequ ence alignm en t

[ J] . B rief B ioin form, 5( 2 ): 150) 163

李红岩. 2005.膜生物反应器与传统活性污泥两硝化系统的性能与生

物群落结构研究 [ D ].北京:中国科学院研究生院, 60) 61; 65

L i H Y. 2005. S tudy on n itrification perform an ce and m icrob ial

commun ity stru cture in a subm erged m em brane b ioreactor and a

conven tional act ivated s ludge system [ D ] . Bei jing: G raduate

S choo,l Ch inese Academy of Sciences, 60) 61; 65 ( in C h inese)

L imp iyakorn T, Kurisu F, Yag iO. 2006. Developm en t and app lication

of rea-l tim e PCR for qu ant ification of specific amm on ia-oxid izing

bacteria in activated s ludge of sew age treatm ent system s [ J] . Appl

M icrob iol B iotechn o,l 72: 1004) 1013

L imp iyakorn T, Sh inoh ara Y, Ku risu F, et a l. 2004. D is tribut ion of

amm on ia-oxidiz ing bacteria in sew age act ivated sludge: analys is

based on 16S rDNA sequence[ J ]. W ater S cience and T echnology,

50 ( 8) : 9) 14

L imp iyakorn T, Sh in ohara Y, Kurisu F, et a l. 2005. C omm un it ies of

amm on ia-oxidiz ing bacteria in activated sludge of various sew age

treatm en t p lan ts in Tokyo [ J ] . FEMS M icrob iology E cology, 54

( 2) : 205) 217

Lydm ark P, A lm s trand R, Sam uelsson K, et a l. 2007. E f fects of

environm en tal cond it ion s on the n itrifying popu lation dyn am ics in a

pilot w astew ater treatm ent p lan t [ J] . Env iron M icrob io,l 9 ( 9 ) :

2220) 2233

Muyzer G, d eW aalE C, U itierl inden A G. 1993. P rofiling of com p lex

m icrob ial popu lat ion s by d enatu ring grad ien t gel electroph ores is

analys is of polym erase chain react ion-amp lified gen es cod ing for 16S

rRNA [ J] . Appl Environ M icrob io,l 59( 3 ): 695) 700

Otaw a K, Asano R, Ohba Y, et a l. 2006. M olecu lar analys is of

amm on ia-oxidiz ing b acteria commun ity in in term itten t aeration

sequencing batch reactors used for an im alw as tew ater treatm ent [ J] .

Env iron M icrob io,l 8( 11 ) : 1985) 1996

Park H D, W ells G F, Bae H, e t al. 2006. O ccurren ce of ammon ia-

oxidizing arch aea in w astew ater treatm en t p lan t b ioreactors [ J] .

Appl Environ M icrob io,l 72( 8 ): 5643) 5647

Purkhold U, Pomm eren ing-Roser A, Ju retschko S, et a l. 2000.

Phylogeny of all recogn ized species of amm on ia ox id izers based on

com parative 16S rRNA andam oA sequ ence analys is: im p licat ion s for

m olecu lar d iversity surveys [ J] . App l Environ M icrob io,l 66 ( 12) :

5368) 5382

Purkhold U, W agner M, T imm erm ann G, et a l. 2003. 16S rRNA and

am oA-based phy logeny of 12 novel betaproteobacteria l ammon ia-

oxidizing isolates: exten sion of th e dataset and proposal of a new

l ineage w ith in the n itrosomonads [ J ] . In ternational Journ al of

System atic and E volu tionaryM icrob iology, 53: 1485) 1494

526


