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摘#要! 为解决活性炭生物增强技术!15-6"应用过程中接种高活性菌群稳定性差的问题#必须分离出既具有有机物

降解能力#又具有种群竞争能力的菌株?应用变性梯度聚丙烯酰胺凝胶电泳!G775"技术#分析1-6滤池优势菌群结

构#结果表明#有!种细菌占优势地位#其中%种可降解有机污染物#分别为!"#$%&'&()"HI?和*)+,--$""$./,-,"0而从长

期运行的普通生物活性炭!1-6"滤池中共分离出"@株细菌?针对1-6滤池中的优势菌设计探针#应用荧光原位杂交

!/230"技术快速鉴别优势菌?结果分离菌株中仅 @ 株细菌的种属与优势菌一致#分别为 3+)% 施氏假单胞菌

! !"#$%&'&()""/$/1#2,"$3+)'' 恶臭假单胞菌 ! !"#$%&'&()"3$/,%) "$3+)'A 穿孔假单胞菌 ! !"#$%&'&()"

3#2/$+,(&4#() "$3+)%&巴利阿里假单胞菌! !"#$%&'&()".)-#)2,+) "$3+)"&枯草芽孢杆菌! *)+,--$""$./,-,""?有机

物降解试验表明#该@株菌均具有有机物降解能力?测定脱氢酶活性以确定优势菌的生物活性#结果表明#该 @株菌的

脱氢酶活性高于其他菌株?可为15-6长期稳定运行提供菌种资源?
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##随着工业化进程的加快"水环境污染问题日

益严重?%&&@ 年"国家环保局对 %&D 个水源地进

行监测"发现有 '"% 种有机污染物"其中 '&" 种为

国内外优先控制的有机污染物''(

?而以混凝)沉

淀)过滤)加氯消毒为主的传统工艺对水中有机物



尤其是溶解性有机物去除能力有限?大量研究证

实"采用活性微生物经生物降解作用可以有效去

除水中有机物'% L!(

?将自然界中筛选的高活性菌

群固定于活性炭载体为核心的活性炭生物增强技

术!1P:SQVTQESFSQZTEZPXTZSB ETY[:Q"15-6$"可充

分发挥微生物的生物吸附与生物降解作用'@ LD(

"

增强对水中有机污染物的降解效能"提高降解速

率"因而受到广泛关注'K(

?有研究表明"15-6上

高活性菌群易受土著菌群干扰而失去优势作用"

进而影响 15-6的处理效果'$(

?如何筛选具有高

效稳定性的优势菌种成为难题?生物活性炭!1P:N

;:>PET;TEZPXTZSB ETY[:Q"1-6$上的菌群经过一段

时间的生长"可逐渐根据环境条件调节自身的组

成"形成适应于外界环境条件的区系'A(

?由于

1-6上菌群分布已经达到平衡"可避免种群间对

生态位的竞争"可为 15-6的强化处理提供功能

微生物资源?

本研究以长期稳定运行的 1-6为目标"经

b6+LG775分析"明确 1-6上对有机物降解起

主要作用的菌群"并对 1-6上菌群富集分离后"

应用荧光原位杂交!/230$技术快速筛选优势菌

株"并研究各优势菌株的降解特性与生物活性"最

终确定在降解特性)生物活性和稳定性方面均具

有优势的菌种资源?

'#试 验

898:试验材料

'<'?'#生物活性炭!1-6$

本研究菌种筛选自运行 "&& B 的生物活性炭

!1-6$滤池?

'<'<%#培养基

菌种富集)分离所用培养基均为 .1培养基"

具体成分组成如下%蛋白胨 '& >c."酵母浸粉

@ >c.",T6;'& >c." I0K<& dK<%?

89;:试验方法

'<%<'#基因组G,-的提取和纯化

G,-的提取采用 MV:= 等提出的 G,-提取

方法''&(

"得到的G,-粗提液用 G,-柱式胶回收

试剂盒!42-,75,$进行纯化?

'<%<%#基因组G,-的b6+扩增

将纯化后的基因组 G,-作为 b6+反应的模

板"采用对大多数细菌 'D3 YG,-基因 9" 区具有

特异性的引物对/"@K L76和+@'$

'''(进行扩增"

引物序列分别为%/"@K L76! @eL6766676N

676766667676667766676676666676666

664-6777-776-76-7L"e$"+@'$ !@eL-4N

4-6676776476477L"e$"扩增产物片段长约

%@& [I?%@

!

.的b6+反应体系组成如下%A<@

!

.

去离子水"'%<@

!

.UTHZSYUPf!4T\T+T$"% 种引

物各 '

!

."模板 '

!

.?采用降落 b6+反应条

件''%(

%A! g预变性 @ FPQ"前 %& 个循环为 A! g变

性 ' FPQ"D@ d@@ g退火' FPQ"K% g复性' FPQ

!每个循环"退火温度下降 &<@ g$"后 '& 个循环

为 A! g变性 ' FPQ"@@ g退火 ' FPQ"K% g复性

' FPQ"最后 K% g延伸 '& FPQ?b6+产物用 'h的

琼脂糖凝胶电泳检测?

'<%<"#b6+反应产物的变性梯度凝胶电泳

!G775$分析

采用1P:L+TB公司的 GL6:BS基因突变检

测系统对b6+反应产物进行电泳分离?变性胶的

制备%使用梯度胶制备装置"制备变性剂体积浓度

从 "&h dD&h!'&&h的变性剂为 !&h去离子甲

酰胺"K F:;c.尿素$的 $h聚丙烯酰胺凝胶"变性

剂体积浓度从上到下依次递增"倒完胶后"凝固

' V#点样%先清洗点样口"在每个点样口中加入含

'&h加样缓冲液的b6+产物样品 '@ d%&

!

.#电

泳%'@& 9电压下"D& g"电泳 ! V#染色%采用硝酸

银染色法#照相及观察?

'<%<!#G775条带的回收克隆测序

G775图谱中的条带回收"用 ' F.灭菌的去

离子水溶解"作为 b6+模板?根据 '<%<% 中所叙

述的方法进行b6+"产物用胶回收试剂盒!4T\TN

+T$进行回收?将回收得到的 G,-片段连接在

IUG'$ L 4 !4T\T+T$ 载 体 上" 然 后 转 化

5"+6#2,+6,) +&-,(U'&A!4T\T+T$感受态细胞?

取克隆阳性菌液 ' F.加入 '<@ F.离心管

中"由大连宝生物工程有限公司!4T\T+T$进行序

列测定"测序引物为 IUG'$ L4载体通用引物?将

测序 结 果 提 交 至 7SQ1TQ_ 并 获 得 接 受 号

!/(AK$&&' L/(AK$&&! $?利 用 1.-34, 程 序

!VZZI%cc]]]?QE[P?Q;F?QPV?>:Xc1.-34$对测序

结果进行同源性分析?

'<%<@#1-6上优势菌群的富集与分离

取 @ >生物活性炭"置入 @& F..1液体培养

基中"于 "& g)'!& YcFPQ震荡培养 %! V 后"梯度

稀释涂布于 .1固体培养基上"挑取形态各异的

菌落分离培养"并进一步纯化?

'<%<D#1-6上优势菌群的荧光原位杂交!/230$

选择对1-6滤池优势菌群 !"#$%&'&()"HI?

!@eL66644664666--644L"e$ 和 *)+,--$"

"$./,-,"! @eL7446666-744466--47-666L

"e$ 特异的探针''" L'@(

?于!"#$%&'&()"HI?探针 @e

*@!*
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端标记罗丹明 -;SfT/;=:Y@D$"于 *)+,--$"HI?探

针 @e端标记 /246?按 RTZTQT[S等''D(介绍的方法

进行原位杂交?/230的结果采用 MSPHH-fP:I;TQ

01)@& 荧光显微镜检测?该显微镜上连接摄像装

置\:BT_UG3 '%& 系统?

'<%<K#优势菌种鉴定

应用 305+.)6\

!

+全自动微生物鉴定系统"

测定菌种的脂肪酸质量浓度"并与菌种库比对"明

确细菌种属?

'<%<$#优势菌有机物降解能力分析

应用日本岛津公司 4)6L9

6b,

型 4)6检测

仪?具体操作按照湿法氧化法进行"分别测定总碳

!46$质量浓度和总无机碳!426$质量浓度"46与

426之差即为4)6?

'<%<A#优势菌世代时间与生物活性

应用常规培养方法''K(测定并计算细菌的世

代时间?根据李今等''$(的方法"测定细菌的脱氢

酶活性"以反映细菌的生物活性?

%#结果与分析

;98:<6=滤池优势菌群分析

取运行 "&& B 的 1-6滤池样品"G775分析

结果如图 ' 所示?运行 "&& B 的 1-6滤池菌群分

布稳定"上)中)下层中均有 ! 个明显的条带即由

!株细菌占据?回收图中!条条带后"克隆测序"

经过,612的1.-34,程序比对"结果表明"该 ! 株

菌分别属于假单胞菌属! !"#$%&'&()"HI?$)枯草芽

孢 杆 菌 ! *)+,--$""$./,-,"$) 硝 化 螺 旋 菌 属

! 7,/2&"3,2) HI?$ 和 灰 黄 链 霉 菌 ! 8/2#3/&'9+#"

:-);&42,"#$"$!如表 '所示$?硝化菌为化能自养菌"

不能利用有机底物''K(

"因此"无法用于处理有机污染

物?灰黄链霉菌为放线菌的一种"可产生多环口山酮

类抗生素''A(

"用于饮用水处理对供水安全具有潜在

风险?有研究表明"假单胞菌在降解某些特定难降解

有机物方面具有较大优势'%& L%%(

?亦有研究证实枯草

芽孢杆菌不仅可对有机污染物起降解作用"且对不

良环境有较强抗性'%" L%!(

?因此"选择假单胞菌属与

枯草芽孢杆菌作为菌株资源筛选目标"并设计假单

胞菌与枯草芽孢杆菌特异性探针?

!"#$%

!"#$&

!"#$'

!"#$(

!"#$!%&'()*+,

-./0123"43563

789:;

)

图 8:运行 >?? )<6=滤池菌群的@AAB图谱

表 8:克隆后测序结果比对"于C=<!进行<D6EF比对#

条带

序号 序列接收号

亲缘性

相似度ch 种属 序列接收号

' /(AK$&&' AD !"#$%&'&()"HI? Gi'DK&"$

% /(AK$&&% A! *)+,--$""$./,-," -U''&A"&

" /(AK$&&" AA 7,/2&"3,2) HI? -(%%!&!!

! /(AK$&&! AA 8/2#3/&'9+#":-);&42,"#$"

,+

L

&%$A$$<'

;9;:优势菌群筛选与鉴定

应用 .1培养基富集)分离)纯化后"共分离

出细菌性菌株 "@ 株?尽管在G775图谱中仅检测

到有 ! 株优势菌"但由于1-6滤池的进水中亦存

在细菌"经过竞争未能在活性炭上占据优势地位"

因此"菌量非常微小"以至于 G775无法检测出?

但在 .1培养基上经富集使其大量繁殖"导致分

离出的细菌数量远多于G775的检测结果?

应用.1培养基"分别制备分离出的 "@ 株细

菌各菌株的纯培养菌液" 取 ' F.菌液在

'% &&& YcFPQ离心 @ FPQ 后取沉淀用于荧光原位

杂交!/230$?经杂交后"有 @ 株菌显阳性!如图 %

所示$"分别为 3+)%)3+)'')3+)'A)3+)%& 和

3+)"&?其中 ! 株为假单胞菌属"' 株为枯草芽孢

杆菌?

应用 305+.)6\

!

+全自动微生物鉴定系统进

行鉴定"结果如图 " 所示?将脂肪酸质量浓度与菌

种库比对"结果见表 %"3+)% 为施氏假单胞菌

! !"#$%&'&()""/$/1#2,$"3+)'' 为恶臭假单胞

菌! !"#$%&'&()"3$/,%) $"3+)'A 为穿孔假单胞

菌! !"#$%&'&()"3#2/$+,(&4#() $"3+)%& 为巴利

阿里假单胞菌! !"#$%&'&()".)-#)2,+) $"3+)"&

为枯草芽孢杆菌! *)+,--$""$./,-,"$"进一步验证

了该 @ 株菌的菌种类型?

*D!* 哈#尔#滨#工#业#大#学#学#报#############第 !" 卷#
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图 ;:从活性炭上分离的优势菌的荧光原位杂交"8 ??? G#
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图 >:从活性炭上分离的优势菌的脂肪酸色谱图

表 ;:从活性炭上分离的优势菌鉴定结果

优势菌号 数据库 相似度 菌种名称

3+)% 431-D D<&& &<K!K !"#$%&'&()""/$/1#2,

3+)'' 431-D D<&& &<D"A !"#$%&'&()"3$/,%)

3+)'A 431-D D<&& &<KK! !"#$%&'&()"3#2/$+,(&4#()

3+)%& 431-D D<&& &<D"$ !"#$%&'&()".)-#)2,+)

3+)"& 431-D D<&& &<DA% *)+,--$""$./,-,"

;9>:优势菌特性分析

%<"<'#优势菌有机物降解能力分析

对分离出的 "@ 株细菌进行有机物降解试验

!测定对 4)6的去除$?采用松花江水为原水"降

解前测定水中4)6为 D<DA F>c.?取菌液 '

!

.接

种于 '& F.水样中"降解 %! V 后测定降解效果?

结果表明"分离出的 "@ 株细菌中仅有 '% 株具有

有机物降解能力!如表 " 所示$"其中"@ 株优势菌

的降解能力相对较强"但非优势菌 3+) '%)

3+)'!)3+)'D)3+)%@ 也具有较好的降解效

果"其中经 3+)'% 和 3+)'! 降解后"水中 4)6

可分别降至 @<'D 和 @<"" F>c."降解率可达 %&h

以上"甚至高于优势菌 3+)%)3+)'A 和 3+)"&?

*K!*
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表 >:分离细菌对水源原水有机物的降解能力

菌株号 降解后水中4)6c!F>*.

L'

$

4)6去除率ch 菌株号 降解后水中4)6c!F>*.

L'

$

4)6去除率ch

3+)% @<!@ j&<&! '$<@ j&<&! 3+)%& @<%' j&<&% %%<' j&<&%

3+)'' @<"! j&<&" %&<% j&<&" 3+)%@ @<@$ j&<&D 'D<D j&<&D

3+)'% @<'D j&<&D %%<A j&<&D 3+)%A @<D@ j&<&" '@<@ j&<&"

3+)'! @<"" j&<&% %&<" j&<&% 3+)"& @<D% j&<&K 'D<& j&<&K

3+)'D @<@D j&<&! 'D<A j&<&! 3+)"' @<D@ j&<&" '@<@ j&<&"

3+)'A @<D$ j&<&" '@<' j&<&" 3+)"" D<&A j&<&! A<& j&<&!

##表中数据均为 " 次重复的平均值?

%<"<%#优势菌世代时间及生物活性

测定具有有机物降解效果的 '% 株分离细菌

的世代时间 "结果如表!所示?尽管 3+)' % )

表 H:分离细菌的世代时间

菌株号
世代时间c

!FPQ*7

L'

$

菌株号
世代时间c

!FPQ*7

L'

$

3+)% %<D@ 3+)%& %<%K

3+)'' "<&% 3+)%@ D<DK

3+)'% !<%' 3+)%A @<!'

3+)'! @<K' 3+)"& "<$D

3+)'D !<&D 3+)"' "<$K

3+)'A "<"! 3+)"" K<'K

3+)'!)3+)'D)3+)%@ 对有机物降解能力与优

势菌相同甚至高于优势菌"但世代时间与优势菌

相比均较长?

脱氢酶在糖)脂肪)氨基酸)核苷酸的代谢中

起重要作用"并且在能量转移和物质循环中也是

必不可少的"微生物脱氢酶是微生物降解有机污

染物获得能量的必需酶"能直接表示微生物对有

机物降解能力的强弱'%@(

?因此"为了比较各分离

菌株的生物活性"同时测定了这 '% 株细菌的脱氢

酶活性?图 ! 结果表明"优势菌 3+)%)3+)'')

3+)'A)3+)%& 和 3+)"& 的脱氢酶活性均高于

其余菌株?

!"

#"

$%

&%

'"

(%

)"

*+

"

,-.) ,-./* ,-.*0 ,-.12 ,-.1$ ,-.13 ,-.0+ ,-.0& ,-.03 ,-.(+ ,-.(1 ,-.((

!"#$

4
4
5
6
7
8
9
4
:

!

;

<
*

!

=

<
*

>

图 H:分离菌株脱氢酶活性比较

"#结#论

'$ 根据1-6滤池中菌群分布特点"分离出 @

株优势菌"分别为 3+) %) 3+) '') 3+) 'A)

3+)%&和 3+)"&?其中 3+)%)3+)'')3+)'A

和 3+)%& 为假单胞菌属 ! !"#$%&'&()"HI?$"

3+)"& 则为枯草芽孢杆菌! *)+,--$""$./,-,"$?

%$ 该 @ 株菌均可对有机物起降解作用"且世

代时间较短"具有较高的脱氢酶活性"可为 15-6

长期稳定运行提供有用的菌种资源?
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