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活性污泥驯化过程中芘降解菌的群落多样性分析 
周作明，郑  娜，方柏山 

(华侨大学 福建省高校工业生物技术重点实验室，福建  厦门  361021) 

摘  要：将采自炼油厂污水处理生化反应池的活性污泥以芘为唯一碳源进行富集培养与驯化，通过对 6 个不同
时期混合菌群总 DNA 的提取，采用降落式 PCR 和变性梯度凝胶电泳(DGGE)技术对细菌 16S rDNA 基因 V3 区进
行扩增和产物分离，对活性污泥驯化过程中芘降解菌的群落多样性进行了研究．结果表明，在驯化过程中，芘降解
菌的群落结构和种群数量存在明显的演替过程，芘浓度的大小是影响芘降解菌的群落结构和种群数量的重要因素． 
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Community diversity analysis of pyrene degradable bacteria  
in the cultivable process of activated sludge 

ZHOU Zuo-ming，ZHENG   Na，FANG Bai-shan 
（Key Laboratory of Industrial Biotechnology Fujian Province，Hua Qiao University，Xiamen 361021， Fujian， China） 

Abstract：The refinery-activated sludge was cultivated with pyrene as one single source of carbon and energy. The 
community diversity of pyrene degradating strains was studied by extracting the genomic DNA of microbial community 
in 6 different periods，amplifying the bacterial 16S rDNA V3 fragment with touch-down PCR method，and separating 
the products by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). The result showed that there was an obvious syllogistic 
process in community structure and amount of dominant populations. The concentration of pyrene was a main factor to 
influence the community diversity of pyrene degradable strains. 
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多环芳烃(polycyclic aromatic hydrocarbons，

PAHs)是一类广泛存在于环境中的难降解有机污
染物，PAHs的遗传毒性和致癌性随苯环数目加大
而增强，4~5环毒性最高[1]．芘为具有4个苯环的
PAH，其被确立为检测PAHs污染的指示物[2]，它
普遍存在于环境中，其代谢物醌(Quinone)比芘毒
性更大，且具有致突变性[3]．研究表明，微生物降
解在PAHs的迁移转化乃至最终从环境中消失的过
程中占有重要的地位，是去除环境中PAHs最主要
的途径[4]．目前，国内外对芘降解菌进行了大量研
究，主要有降解特性[5-6]、降解基因[7]、降解机理[8]

及构建工程菌[9]等，但有关芘降解菌群落多样性的
研究报道较少． 

 传统的微生物多样性研究以纯培养技术为主，
但实验室能够分离培养出的微生物只占其中的
0.01%~10.0%[10]，不能很好反映微生物的实际存在
状态．变性梯度凝胶电泳(denaturing gradient gel 
electrophoresis，DGGE)是基于16S rDNA基因保守
性的DNA指纹技术，具有可重复、快速和操作简便
等特点，在不需要纯培养的条件下能够对微生物的
复杂群落进行分析[11]．1993年Muyzer首次将该技术
应用于微生物群落结构研究[12]．此后10多年间，该
技术被广泛用于微生物分子生态学研究的各个领
域，目前已经发展成为研究微生物群落结构的主要
分子生物学方法之一[13-14]．笔者运用PCR-DGGE技
术研究了取自福建某炼油厂污水处理生化反应池
的活性污泥，在以芘为唯一碳源驯化过程中芘降解
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菌群落结构及其动态变化情况，以期为筛选得到高
效芘降解菌提供指导，进而为芘的微生物修复提供
科学依据和技术支持． 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

福建某炼油厂污水处理生化反应池的活性污
泥；无机培养基(MSM)：1.0 g/L (NH4)2SO4、0.8 g/L 
Na2HPO4、0.2 g/L KH2PO4、0.2 g/L MgSO4·H2O、
0.1 g/L CaCl2·2H2O、5.0 mg/L FeCl3·6H2O、1.0 mg/L 
(NH4) 6MoO24·4H2O，pH 7.2，121 ℃灭菌15 min． 

1.2  方  法 

1.2.1  芘降解菌群的富集培养与驯化 

量取10 mL活性污泥(1.8 mg/mL)到90 mL无菌
水中，加入一定量的玻璃珠，150 r/min摇床震荡3 
h．静置30 min后分离上清液，加入经过灭菌的纯甘
油(上清液与甘油的体积比为4:1)，于－20 ℃保
藏．另移取5 mL上清液到45 mL含芘的无机培养液
中，芘的终质量浓度为50 mg/L．25 ℃，150 r/min
黑暗培养，观察培养液的浊度、颜色变化．如颜色
呈黄色混浊时，移取5 mL上清液到新配制的45 mL
含芘的无机培养液，再进行富集培养；如此富集培
养5次，芘质量浓度分别为50、100、200、300、400 
mg/L．每次收集混合菌液，加入20%甘油，于－20 ℃
保藏． 
1.2.2  总DNA的提取 

采用上海生工生物工程技术服务有限公司的
细菌总 DNA 提取试剂盒 DNA Isolation Kit，对 6 
个时期的混合菌液提取总 DNA，最后溶于 20 µL
灭菌 ddH2O，取 5 µL 样品用于 0.8%的琼脂糖凝
胶电泳检测．电泳所用 Marker 为 Fermentas DNA
100~10 000 bp Marker． 
1.2.3  16S rDNA V3区PCR扩增 

(1) 引物．采用由上海英俊生物技术有限公司
合成的细菌16S rDNA通用引物341F(5′- TAC GGG 
AGG CAG CAG-3′ ) [14-15] 和517R(5′- ATT ACC 
GCG GCT GCT GG-3′)[15]直接对总DNA进行PCR扩
增，其中在341F的5′端加有42 bp的GC夹(5′-CGC 
CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG 

GCA CGG GGG GCC-3′)[16]，GC夹是为满足DGGE
的温度而加[17]，用于后续的产物分离． 

(2) PCR扩增体系．25 µL的PCR反应体系组成
如下：10×PCR buffer(不含Mg2+)2.5 µL，MgCl2(25 
mmol/L)1.5 µL，dNTP(10 mmol/L)1 µL，引物341F、
517R(3 µmol/L)各1 µL，普通Taq DNA聚合酶1 U，
DNA模板50 ng，灭菌ddH2O补至25 µL． 

(3) PCR反应条件．扩增反应在美国BIO-RAD
公司的Peltier Thermal Cycler(PTC-200)中进行，采
用降落(Touchdown)PCR模式运行．具体运行条件
为：94 ℃，预变性5 min，94 ℃，变性1 min；65 ℃，
复性l min，之后每2个循环降低复性温度1 ℃，共计
10个循环，72 ℃延伸l min；剩下20个循环的扩增参
数为94 ℃，变性l min；55 ℃，复性l min；72 ℃，
延伸l min．最后72 ℃延伸10 min；10 ℃保存． 

(4) 回收PCR产物．将PCR产物经0.8%琼脂糖
凝胶电泳检测，电泳所用Marker为天根DNA 200~4 
500 bp Marker，切出目的片段约200 bp的条带置于
2.0 mL离心管中，用购自OMEGA公司的试剂盒Gel 
Extraction Kit进行回收． 
1.2.4  变性梯度凝胶电泳(DGGE) 

采用美国Bio-Rad公司DcodeTM的基因突变检
测系统对PCR产物进行电泳分离．制备8%聚丙烯酰
胺凝胶，变性剂的质量分数为30%~70%．待变性梯
度胶完全凝固后，取PCR样品15 µL和2倍加样缓冲
液混合后加入上样孔．60 ℃、40 V预电泳25 min，
然后150 V电泳7 h．电泳完毕后，将凝胶进行银染．将
染色后的凝胶用上海Tanon GIS凝胶成像系统分析，
观察每个样品的电泳条带并拍照，计算各个样品的电
泳条带的数量及面积，用于对图谱的统计分析． 

运用统计学软件对DGGE图谱进行统计分析，
主要包括各样品的丰富度、Shannon-Wiener多样性、
相似性与聚类分析． 

2 结果与分析 

2.1 总DNA的提取 

从图 1 可知，活性污泥驯化的 6 个不同时期的
混合菌群总 DNA 均已提出，通过与 DNA marker
进行对比，其分子量大于 10 000 bp，亮度和纯度都
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较好，没有拖尾现象，说明 DNA 的提取获得了满
意的结果． 

 
 
 
 
 
 
 
 

 M Marker；1～6 基因组DNA 

   图1  基因组DNA的琼脂糖凝胶电泳图 

Fig.1  Agarose gel(0.8%)electrophoresis of genomic DNA of 6 samples 
 

2.2  PCR扩增 

采用降落PCR扩增，以等量的混合菌群总DNA

为模板，采用对大多数细菌和古细菌的 16S rDNA 

V3 区通用引物(GC341F/517R)对每个时期混合菌群
的总 DNA 进行扩增，在引物 341F 的 5′端添加 GC

夹提高扩增片断的分离效果，不同时期混合菌群的
PCR 扩增结果如图 2 所示．不同时期混合菌群样品
经 PCR 反应后获得了各个时期微生物的 16S rDNA 

V3 区的目的片断，琼脂糖凝胶电泳显示片断大小
约 200 bp，亮度和纯度都比较好，未出现非特异性
扩增且阴性对照未有产物出现，说明 PCR 扩增效果
良好．各个样品的扩增产物可以作为 DGGE 的样
品，能够达到分离和鉴别各个样品中微生物种类的
目的． 

 
 
 
 
 
 
 
 

M Marker；Nc 对照样品；1～6 扩增的DNA片段 

图 2  PCR 扩增产物凝胶电泳图                            

Fig.2  Agarose gel(0.8%)electrophoresis of PCR amplified 16S r DNA 

of 6 samples 

2.3  DGGE图谱分析 

为考察活性污泥驯化过程中芘降解菌的群落
多样性，对6 个时期混合菌群的16S rDNA V3区的
DNA片段进行了DGGE分析，结果如图3所示．6个
样品中均有大量微生物种群存在，不同样品经过
DGGE都可以分离出数目不等的电泳条带，且各个
条带的信号强度和迁移位置不同．根据DGGE对具
有相同大小而不同DNA序列的片断分离原理，可以
得知6个样品中含有十几种不同序列的DNA片断，
它们是一些特异微生物种类的16S rDNA V3区的
DNA片断，每个独立分离的DNA片断原理上可以代
表一个微生物种属．电泳条带越多说明生物多样性
丰富，条带信号越强，表示该种属的数量越多[20]，
从而可以确定样品中所含微生物的种类和数量关
系，得出其中微生物群落多样性的信息． 

根据DGGE图谱(图3)，1号代表驯化前活性污
泥中的混合菌群，有13 根条带，其中a、b和c 3 个
条带很亮，属于优势种群．以芘为唯一碳源对活性
污泥进行驯化后，a、b、c 3 个条带消失，这3 个
种群不能以芘为唯一碳源生长．2~6号代表活性污
泥驯化过程中芘质量浓度分别为50、100、200、300、
400 mg/L 5 个不同时期的混合菌群，电泳条带呈现
一定变化，2号样品的条带数最多，有18个，3号样
品的条带数降到了11个，4、5和6号样品的条带数
维持在13个．他们既有一些相同的微生物种群，如
条带A、B、C、D、E和F，虽然亮度有所变化，但
存在于整个驯化过程中，在微生物群落的物质和能
量代谢中发挥着重要作用；也有其各自独有的种
群，如2号样品的条带d，5号样品的条带e，6号样
品的条带f和g．条带D是驯化过程一直存在的优势
种群，此种微生物能很好地以芘为唯一碳源进行生
长，属于芘高效降解菌．另外，条带G和H代表3~6
号样品的共有种群，不存在于1号和2号样品中，属
于驯化过程中丰度提高显著的2 个种群．通过条带
亮度可以看出，G条带在3、4和5号样品中可视为顶
级优势种群，而在6号样品中只是一般优势种群，
该微生物种群在芘质量浓度低于300 mg/L时能很好
生长，而当芘质量浓度增加到400 mg/L时，其生长
受到抑制．如Calder等[21]的研究发现，PAHs因水溶
性差及其稳定的环状结构而不易被生物利用，它们

M   1    2    3   4    5    6  Nc  M 

4 500 bp
3 000 bp
2 000 bp
1200 bp 
800 bp 
500 bp 
200 bp 

M    1    2     3     4    5    6 

10 000 bp

100 bp
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对细胞的破坏作用抑制普通微生物的生长．在活性
污泥的驯化过程中，芘降解菌的群落结构和种群数
量存在明显的演替过程，在演替过程中，既有原始
种群的消亡，也有一些种群的增强，还有始终处于
优势的种群，种群的功能地位处于动态变化中．如
Li等[22]在对不同深度重金属污染土壤样品的微生
物多样性研究中，发现有新增条带出现． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 DGGE 凝胶电泳图象 

Fig.3  DGGE patterns produced from 6 different samples 
 
DGGE图谱的丰富度与Shannon-Wiener多样性

分 析 结 果 见 表 1 ． 2 号 样 品 的 丰 富 度 值 最 大 ，
Shannon-Wiener多样性指数H′也最高，达3.78．活性
污泥中的微生物能很好地利用50 mg/L的芘，形成了
芘降解菌群，随着芘质量浓度的提高，芘降解菌群
结构发生变化，一些种群因受到高浓度芘的抑制而
被淘汰，同时有一些芘降解种群的丰度明显提高，
微生物种群通过协同和竞争作用形成了稳定的芘
降解菌群．DGGE图谱的相似性分析见表2．根据
Jaccard相似性系数原理：当相似性系数为0.00~0.25
时，为极不相似；0.25~0.5时为中等不相似；0.5~0.75
时为中等相似；0.75~1.00时为极相似．由表2可以
看出，在这个群落中，3号样品与4号样品最相似，
其相似性系数为0.917，属于极相似．当芘质量浓度
为100 mg/L和200 mg/L时，芘降解菌群处于稳定状 

表 1  各阶段的细菌群落丰富度(Rs)与 Shannon-Wiener 多

样性指数(H′) 

Table1 Richness(Rs) and Shannon-Wiener index(H′) of bacteria 
community in different periods 

Lane 1 2 3 4 5 6 

Rs 0.17 0.24 0.15 0.17 0.17 0.17 

H’ 3.47 3.78 3.12 3.53 3.42 3.12 

表 2  DGGE 图谱的相似性分析 

Table 2  Coefficients (Cs) comparing the similarities of the DGGE 
profiles                                      % 

Lane 1 2 3 4 5 6 
1 100 34.78 33.33 31.58 36.84 30.00 
2 34.78 100 52.63 57.89 47.62 34.78 
3 33.33 52.63 100 91.67 71.43 50.00 
4 31.58 57.89 91.67 100 66.67 66.67 
5 36.84 47.62 71.43 66.67 100 62.50 
6 30.00 34.78 50.00 66.67 62.50 100 

 
态，变化小．1 号样品与 6 号样品最不相似，相似
性系数仅为 0.3，属于中等不相似．活性污泥经过
以芘为唯一碳源的驯化后，微生物种群的群落结构
发生了很大变化． 

根据样品的聚类分析结果(图 4)可知，芘的添加
对活性污泥中的微生物种群结构造成很大影响，是
影响微生物群落结构的重要因素[23-24]．3 号和 4 号
样品单独聚在一起，5 号 6 号样品没有聚在一起，
当芘质量浓度达到 200 mg/L 时，芘降解菌群的群落
结构处于稳定状态；芘质量浓度大于 200 mg/L 时，
芘降解菌群的群落结构发生变化．如 Chinalia 等[23]

在研究 2，4-二氯苯氧基乙酸的生物降解中微生物
的多样性时发现，2，4-二氯苯氧基乙酸是影响微生
物群落多样性的主要因素；任瑞霞等[24]研究发现，
当污染物的浓度达到一定程度时，土壤微生物群落
结构会发生明显的改变． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4 各阶段细菌群落的聚类分析 

Fig.4  Cluster analysis for bacteria community in different periods 
 

3  小  结 

活性污泥以芘为唯一碳源驯化中，微生物群落
经历了明显的演替过程，既有原始种群的消亡和新
种群的增强，也有始终处于优势的种群，种群的功

1       2       3       4      5       6 
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能地位处于动态变化中．群落结构和优势种群数量
具有时序动态性，不同时期样品中既存在共同的微
生物种群，也存在各自独有的微生物种群． 

芘浓度是影响芘降解菌群落结构与种群数量
的重要因素．当芘质量浓度逐步增加到200 mg/L时，
芘降解菌的群落结构逐渐趋于稳定，群落相似性达
0.917；当芘质量浓度超过200 mg/L时，芘降解菌的
群落结构再次发生变化，群落多样性与相似性都逐
步减小． 
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