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Ｔ－ＲＦＬＰ技术在厌氧氨氧化菌群结构分析中的应用

储昭瑞，李相昆，孟令威，张　杰
（哈尔滨工业大学 城市水资源与水环境国家重点实验室，１５００９０哈尔滨）

摘　要：为实现对样品中厌氧氨氧化菌群落组成的快速分析，提出一种基于末端限制性片段长度多态性技术（Ｔ－
ＲＦＬＰ）分析环境样品中厌氧氨氧化菌群结构的方法．通过对ＳＩＬＶＡ（Ｒ１０８）ＳＳＵＲｅｆ数据库中已知厌氧氨氧化菌１６ＳｒＤ
ＮＡ序列的模拟ＰＣＲ和酶切分析，选取合适的ＰＣＲ引物（Ａｍｘ３６８ｆ－Ａｍｘ８２０ｒ）和限制性内切酶（ＭｓｐＩ和ＲｓａＩ），使得不同
厌氧氨氧化菌属对应不同末端片段长度（Ｔ－ＲＦｓ），从而完成对厌氧氨氧化菌群落组成的快速分析．重复性和灵敏性检
验结果表明，该方法能够有效、稳定地应用于环境样品中厌氧氨氧化菌群落组成的快速分析．
关键词：厌氧氨氧化；末端限制性片段长度多态性技术；菌群结构分析；模拟聚合酶链式反应；环境样品
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　　厌氧氨氧化（ａｎａｍｍｏｘ）是近几年发现的一种
氮循环新途径，是指在厌氧条件下，微生物利用

ＮＨ＋４ 为电子供体，ＮＯ
－
２ 为电子受体，直接将ＮＨ

＋
４

和ＮＯ－２ 转化为 Ｎ２的生化过程
［１］．厌氧氨氧化的

发现对于研究地球氮循环、丰富微生物理论以及

开发新型生物脱氮工艺均具有巨大的推动作

用［２］．在环境工程领域，厌氧氨氧化是目前已知最经
济的生物脱氮途径，具有良好的推广应用前景［３］．根

据１６ＳｒＲＮＡ基因系统发育分析，厌氧氨氧化菌被确
定为浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）的一员．目前已发现
的９株厌氧氨氧化菌种分属于 ５个菌属，即
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｂｒｏｃａｄｉａ［４－５］、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｋｕｅｎｅｎｉａ［６］、
ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＡｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ［７］、ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＪｅｔｔｅｎｉａ［８］、
ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＳｃａｌｉｎｄｕａ［９］．

在分析环境样品中厌氧氨氧化菌群落组成

时，常常采用克隆、测序构建１６ＳｒＤＮＡ克隆文库
的方法．该方法避免了对厌氧氨氧化菌纯培养的
要求，但是构建克隆文库工作量大，费用高，不能

实现厌氧氨氧化菌群落结构的快速分析．本文建
立的基于Ｔ－ＲＦＬＰ技术分析厌氧氨氧化菌群落
组成的方法，充分发挥了 Ｔ－ＲＦＬＰ技术高重复



性、高灵敏度、高通量、易于数字化等特点，实现了

对环境样品中厌氧氨氧化菌群落结构的快速分

析．

１　实　验
１１　Ｔ－ＲＦＬＰ方法的确定

ＳＩＬＶＡ（Ｒ１０８）ＳＳＵＲｅｆ数据库拥有５３０１９７
条细菌 １６ＳｒＲＮＡ序列，是目前研究细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因最全、最大的数据库［１０］．厌氧氨氧化菌
特异性 Ｔ－ＲＦＬＰ方法的建立中，以 ＳＩＬＶＡ
（Ｒ１０８）ＳＳＵＲｅｆ为数据库，采用ＭｉＣＡ３中ＩＳｐａＲ
为分析工具，测试厌氧氨氧化菌引物的特异性，并

通过比较不同限制性内切酶切得的末端片段长

度，选择合适的限制性内切酶［１１］．
选取 ＳＩＬＶＡ （Ｒ１０８）ＳＳＵ Ｒｅｆ数据库中

Ｂｒｏｃａｄｉａｌｅｓ目（目前已知厌氧氨氧化菌群）约４００
条序列为分析对象，采用 ｓｅｑＲＦＬＰ软件预测理论
末端片段长度（Ｔ－ＲＦｓ）［１２］．
１２　污泥样品的采集

污泥样品分别取自：哈高科大豆废水处理

ＥＧＳＢ工艺厌氧颗粒污泥（Ｈｇｋ１）；哈高科大豆废
水处理ＳＢＲ工艺好氧活性污泥（Ｈｇｋ２）；太平污
水处理厂 Ａ／Ｏ工艺回流污泥（Ｔｐ）；实验室 ＳＢＲ
型厌氧氨氧化反应器（Ｈｉｔ）．各工艺的运行情况见
表１．

表１　各污水处理工艺运行工况

污泥样品 取样点
ＣＯＤ／（ｍｇ·Ｌ－１）

进水 出水

ρ（ＴＮ）／（ｍｇ·Ｌ－１）

进水 出水

Ｈｇｋ１ ＥＧＳＢ １００００ ４００ １５０ １３５

Ｈｇｋ２ ＳＢＲ ４００ ６０ １２５ １５

Ｔｐ 二沉池 ４２０ １５ ５０ １０

Ｈｉｔ ＳＢＲ － － １２０ ７５

　　样品采集后立即置于冰上运至实验室，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ弃上清，保存于 －２０℃
以备后续分析．
１３　ＤＮＡ提取及ＰＣＲ扩增

采用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（ＭＯＢＩＯ，
ＣＡ）提取污泥样品的基因组 ＤＮＡ．操作步骤见试
剂盒说明书．并采用紫外分光光度仪（ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００，Ｇｅｎｅ）和１％（质量分数）的琼脂糖凝胶电泳
检测ＤＮＡ的浓度和质量．

为提高灵敏度，采用巢式 ＰＣＲ进行 ＤＮＡ的
扩增．ＰＣＲ所用引物见表 ２．首先采用引物对
Ｐｌａ４６ｆ－１３９０ｒ进行首轮 ＰＣＲ扩增，然后以
１μＬＰＣＲ产物为模板，采用厌氧氨氧化菌特异性
引物对Ａｍｘ３６８ｆ－Ａｍｘ８２０ｒ进行二次ＰＣＲ扩增．

表２　巢式ＰＣＲ所用引物

引物 特异性 序列（５’－３’） 文献

Ｐｌａ４６ｆ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ ＧＧＡＴＴＡＧＧＣＡＴＧＣＡＡＧＴＣ ［１３］

１３９０ｒ Ｂａｃｔｅｒｉａ ＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡ ［１４］

Ａｍｘ３６８ｆａ Ａｎａｍｍｏｘｂａｃｔｅｒｉａ ＴＴＣＧＣＡＡＴＧＣＣＣＧＡＡＡＧＧ ［１５］

Ａｍｘ８２０ｒ ＡｎａｍｍｏｘｂａｃｔｅｒｉａＡＡＡＡＣＣＣＣＴＣＴＡＣＴＴＡＧＴＧＣＣＣ［６］

　　注：ａ．引物５’端带６－ＦＡＭ荧光标记．

　　ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：５０μＬ１０ＸＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ，４０μＬｄＮＴＰｓ，１０μＬ引物１，１０μＬ引物
２，１μＬ模板 ＤＮＡ，１μＬＥａｓｙＴａｑ酶（ＴｒａｎｓＧｅｎ，
Ｃｈｉｎａ），补充ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ．ＰＣＲ反应程序：９５℃
预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５５℃（首轮扩增）／
５８℃（二次扩增）退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个
循环，７２℃终延伸１０ｍｉｎ．ＰＣＲ产物采用１５％的
琼脂糖凝胶电泳进行检测．
１４　Ｔ－ＲＦＬＰ分析

ＰＣＲ产物采用５Ｕ绿豆核酸酶（ＮＥＢ，１０Ｕ／
μＬ）消化，以去除单链 ＤＮＡ．消化后，使用
ＥａｓｙＰｕｒｅＰＣＲ纯化试剂盒（ＴｒａｎｓＧｅｎ，Ｃｈｉｎａ）纯化
ＰＣＲ产物．采用限制性内切酶 ＭｓｐＩ（Ｃ^ＣＧＧ）和
ＲｓａＩ（ＧＴ^ＡＣ）对纯化后的 ＰＣＲ产物进行酶切．反
应体系１０μＬ∶７μＬ纯化 ＰＣＲ产物，１μＬ１０Ｘ
Ｂｕｆｆｅｒ，１μＬＭｓｐＩ（ＮＥＢ，２０Ｕ／μＬ），１μＬＲｓａＩ
（ＮＥＢ，２０Ｕ／μＬ）．３７℃酶切过夜，６５℃失活
２０ｍｉｎ．酶切产物采用乙醇沉淀法进行脱盐纯化．
酶切后的ＰＣＲ产物，连同ＧｅｎｅＳｃａｎ－５００ＬＩＺＳｉｚｅ
Ｓｔａｎｄａｒｄ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）在 ＡＢＩ３１３０
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）上进行毛细管电泳．

实验原始数据采用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ４０（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）进行初步分析，后续分析由文献
［１６］的方法完成．
１５　厌氧氨氧化菌特异性 Ｔ－ＲＦＬＰ的灵敏性

和重复性检验

基于ＰＣＲ技术的序列分析由于方法的固有
偏差会导致数据的严重失真［１７－１８］．为了检验厌氧
氨氧化菌特异性 ＴＲＦＬＰ方法的灵敏性，选取克
隆子 Ｈｇｋ－２（属于 Ｂｒｏｃａｄｉａ）和 Ｔｐ－８（属于
Ｓｃａｌｉｎｄｕａ），以不同比例混合来模拟微生物群落
（具体见表 ３），进行厌氧氨氧化菌特异性 Ｔ－
ＲＦＬＰ（具体方法见１３和１４）．

表３　模拟厌氧氨氧化菌群落组成 ％

模拟微生物群落 Ｍ－１ Ｍ－２ Ｍ－３ Ｍ－４

克隆子
Ｈｇｋ－２（Ｂｒｏｃａｄｉａ）

Ｔｐ－８（Ｓｃａｌｉｎｄｕａ）

１

９９

１０

９０

２５

７５

５０

５０

　　厌氧氨氧化菌特异性 Ｔ－ＲＦＬＰ方法的重复

·７２·第２期 储昭瑞，等：Ｔ－ＲＦＬＰ技术在厌氧氨氧化菌群结构分析中的应用



性通过两次独立的平行实验进行检验．

２　结果与讨论
２１　厌氧氨氧化菌特异性Ｔ－ＲＦＬＰ方法的建立

应用Ｔ－ＲＦＬＰ技术快速分析厌氧氨氧化菌的
群落组成，需要考虑两个前提条件（图１）：一是能
够高效扩增厌氧氨氧化菌群的特异性引物，通过

ｓｅｑＲＦＬＰ软件［１２］，以数据库 ＳＩＬＶＡ（Ｒ１０８）ＳＳＵ
Ｒｅｆ中４００个厌氧氨氧化菌序列为研究对象模拟

ＰＣＲ．结果显示，引物组合ａｍｘ３６８ｆ和ａｍｘ８２０ｒ能够
有效扩增厌氧氨氧化菌（在存在３个碱基错配的情
况下，扩增效率为３８５／４００）；二是合适的限制性内
切酶能够将不同菌属的厌氧氨氧化菌切成不同的

末端片段长度（Ｔ－ＲＦｓ），对被ａｍｘ３６８ｆ和ａｍｘ８２０ｒ
扩增出的厌氧氨氧化菌群（３８５个序列），采用不同
的限制性内切酶（ＭｓｐＩ、ＲｓａＩ、ＡｌｕＩ、ＴａｑＩ）进行酶切
分析．
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图１　厌氧氨氧化菌特异性Ｔ－ＲＦＬＰ方法的基本原理

　　结果表明，以ａｍｘ３６８ｆ和ａｍｘ８２０ｒ为引物（其
中ａｍｘ３６８ｆ的５′端带荧光），采用 ＭｓｐＩ和 ＲｓａＩ进
行双酶切所建立的厌氧氨氧化菌特异性 ＴＲＦＬＰ
方法能够有效地区分不同厌氧氨氧化菌属．
ＳＩＬＶＡ（Ｒ１０８）ＳＳＵＲｅｆ数据库中除了３０个未归
类序列外，其余厌氧氨氧化菌被归属于５个菌属：
Ｂｒｏｃａｄｉａ、Ｋｕｅｎｅｎｉａ、Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ、Ｊｅｔｔｅｎｉａ、
Ｓｃａｌｉｎｄｕａ．其对应理论末端片段长度分别为１２５、
２９１、９１、４７６、３５３ｂｐ．
２２　厌氧氨氧化菌特异性 Ｔ－ＲＦＬＰ方法的重

复性检验结果

为了检验厌氧氨氧化菌特异性 Ｔ－ＲＦＬＰ方
法的可重复性，选取质粒混合物 Ｍ－４为分析对
象，进行两次相互独立的厌氧氨氧化菌特异性 Ｔ
ＲＦＬＰ实验，结果如图２所示．可以看出，两次实验

无论是信号峰数量、信号峰位置还是信号峰强度

均表现出高度的一致性．因此，厌氧氨氧化菌特异
性ＴＲＦＬＰ方法具有较好的重现性，可以作为一
种稳定的快速分析厌氧氨氧化菌群落组成的

方法．
２３　厌氧氨氧化菌特异性 ＴＲＦＬＰ方法的灵敏

性检验结果

两种质粒按不同比例混合的模拟厌氧氨氧化

菌群落（见表３）用于探讨厌氧氨氧化菌特异性Ｔ
ＲＦＬＰ方法的灵敏性，结果见图３．可以看出，该方
法基本能够较准确地预测混合体系中厌氧氨氧化

菌的群落组成和其相对丰度．当混合体系Ｍ－１中
Ｂｒｏｃａｄｉａ占总数的１％时，由于峰值过低，已与杂
峰混淆，系统无法有效识别其信号，说明该方法存

在一定的检测限（＞１％）．
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图２　厌氧氨氧化菌特异性ＴＲＦＬＰ原始图谱
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图３　模拟厌氧氨氧化菌群落的末端片段长度（ＴＲＦｓ）图谱

２４　污泥样品中厌氧氨氧化菌的群落组成分析
采用所建立的厌氧氨氧化菌特异性 ＴＲＦＬＰ

方法对污泥样品中厌氧氨氧化菌群落组成进行分

析，结果如图４所示．可以看出，厌氧氨氧化菌广
泛存在于污水处理厂活性污泥中，且厌氧氨氧化

菌的群落组成存在差异．哈高科大豆废水处理厂
ＥＧＳＢ颗粒污泥（Ｈｇｋ１）中存在大量末端片段长度
（Ｔ－ＲＦ）９１和１２５ｂｐ，分别代表Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ
属和Ｂｒｏｃａｄｉａ属，其中４３１ｂｐ可能是酶切不充分
导致；哈高科大豆废水处理厂 ＳＢＲ工艺活性污泥
（Ｈｇｋ２）中主要末端片段长度１２５和３５３ｂｐ，分别
代表Ｂｒｏｃａｄｉａ属和Ｓｃａｌｉｎｄｕａ属；哈尔滨太平市政
污水处理 Ａ／Ｏ工艺活性污泥（Ｔｐ）中存在着９１，
１２５，３５３ ｂｐ的 末 端 片 段 长 度，分 别 代 表
Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ属、Ｂｒｏｃａｄｉａ属和 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ属．
从实验室厌氧氨氧化反应器污泥（Ｈｉｔ）的ＴＲＦＬＰ
图谱可以看出，经过富集所得厌氧氨氧化菌的群

落组成较单一，主要为Ｂｒｏｃａｄｉａ属．
　　通过该方法可进一步分析污泥样品中厌氧氨
氧化菌的丰度，结果见表４．样品Ｈｇｋ１和Ｈｇｋ２中

优势厌氧氨氧化菌均为Ｂｒｏｃａｄｉａ属，相对丰度分
别为６１７％和８６５％．样品 Ｔｐ中未形成单一的
优势厌氧氨氧化菌，其所含 Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ属、
Ｂｒｏｃａｄｉａ属和 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ属的相对丰度分别为
３８２％，２５７％和３６１％．采用 Ｈｇｋ２为接种污泥
的实验室厌氧氨氧化反应器污泥 （Ｈｉｔ）中
Ｂｒｏｃａｄｉａ属相对丰度达１００％．
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图４　污泥样品中厌氧氨氧化菌群落的厌氧氨氧化菌特
异性ＴＲＦＬＰ图谱

表４　污泥样品中厌氧氨氧化菌群落组成分析 ％

污泥

样品
取样点

末端片段长度及对应厌氧氨氧化菌属

９１ｂｐ
（Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ）

１２５ｂｐ
（Ｂｒｏｃａｄｉａ）

３５３ｂｐ
（Ｓｃａｌｉｎｄｕａ）

Ｈｇｋ１ ＥＧＳＢ １７４ ６１７ ２０９

Ｈｇｋ２ ＳＢＲ － ８６５ １３５
Ｔｐ 二沉池 ３８２ ２５７ ３６１
Ｈｉｔ ＳＢＲ － １００ －
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３　结　论
１）通过对ＳＩＬＶＡ（Ｒ１０８）ＳＳＵＲｅｆ数据库中

４００条厌氧氨氧化菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列的分析，
建立了厌氧氨氧化菌特异性 ＴＲＦＬＰ方法．重复
性和灵敏性检验表明，该方法是一种稳定的、可靠

的分析厌氧氨氧化菌群落组成的方法．该方法避
免了繁琐的克隆过程，尤其适合于对环境样品中

厌氧氨氧化菌群落组成的快速分析，能够有效地

对各厌氧氨氧化菌进行相对定量分析．
２）厌氧氨氧化菌广泛存在于现行污水处理

工艺，为采用普通活性污泥作为厌氧氨氧化反应

器接种污泥提供了理论依据．

４　展　望
采用本文所建立的厌氧氨氧化菌特异性 Ｔ－

ＲＦＬＰ方法对样品中厌氧氨氧化菌群落多样性进
行分析时，需考虑几个关键因素：

１）应尽量优化ＰＣＲ体系和程序，减少杂带和
引物二聚体的生成，以免在毛细管电泳中产生杂

峰，干扰对信号峰的分析．
２）限制性酶切过程一定要充分．每段序列的

酶切位点很多，酶切不充分会出现大量的杂峰，干

扰分析．初期的实验中发现，Ｔ－ＲＦＬＰ图谱在
４７７ｂｐ出现较强信号峰，表明由于酶切不充分，很
多ＰＣＲ产物未被切断．
３）由于环境样品中厌氧氨氧化菌的含量一

般较低，采用巢式ＰＣＲ有效扩增含量较低的厌氧
氨氧化菌１６ＳｒＲＮＡ基因尤为必要．
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