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城市污水厂（A/O工艺）微生物群落结构及其动态变化
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摘要：为了研究城市污水厂（A/O工艺）活性污泥中微生物群落结构及其动态变化，分别在运行不同时期从曝气池中提取活性污泥，通过细胞裂解直接提取活性污泥中的细菌基因组DNA，以细菌16S rDNA通用引物F357/R518，对活性污泥中提取的细菌基因组进行扩增，长约230 bp的扩增产物经变性梯度凝胶电泳（DGGE）分离，获得微生物群落的DNA特征指纹图谱。结果显示，城市污水厂（A/O工艺）活性污泥中的微生物群落非常丰富，在不同时期存在一些各自的特有种属和共有种属，细菌群落结构的演替与系统负荷存在一定的相关性。整体来说，微生物群落演替不明显，微生物群落相似性较高，群落结构较为稳定。
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活性污泥微生物群落结构、稳定性和恢复性能在维护污水生物处理系统的有效性中起着重要作用[1]，及时监测活性污泥微生物种群结构在不同冲击负荷下的动态变化，可以系统地优化群落结构，并对群落结构的失调做出早期预警。然而，传统的微生物研究方法，如显微镜观察和分离培养无法满足对群落结构进行动态跟踪研究的要求。因此，用分子生物学的方法从微生物种群结构动态变化的角度，揭示污染物负荷与污水处理系统的相互关系，逐步改变污水处理系统的黑箱操作状态，已成为环境微生物分子生态学中一个具有重要理论价值和应用前景的研究方向[2-3]。

提取样品中微生物的总DNA，进行16S rDNA的扩增及后续的分子分析(例如denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE)已经被证明是研究复合菌群结构的一种有效的研究手段，并被广泛应用于环境复合菌群结构的研究[4-8]。本研究运用聚合酶链式反应（PCR）和变性梯度凝胶电泳（DGGE）等现代分子技术研究城市污水厂（A/O工艺）活性污泥中微生物的群落结构及其变化动态。

1  材料与方法

1.1  污水处理厂概况

本研究从郑州市王新庄污水厂取样，该厂位于郑州东开发区，采用A/O工艺，设计处理能力为40万t/d。
1.2  样品采集

2007年6月、7月、8月期间，不定期的从正在运行的活性污泥系统的曝气池中进行取样。所用取样器具均进行了灭菌处理，取样后立即将样品放入冰盒保存，并于2 h内送回实验室，样品经前处理后放入-20 ℃冰箱保存。

1.3  活性污泥样品的预处理及DNA的提取

参照高平平等人的方法[9]，对污泥样品进行预处理，解絮凝，去除部分腐殖质。采用修改后的CTAB法从污泥样品中提取基因组DNA。运用SDS裂解和bead-beating均质结合的方法对样品进行裂解。方法如下：①将前处理过的污泥样品沉淀悬浮于1 mL抽提液（100 mmol/L EDTA，100 mmol/L Tris，200 mmol/L NaCl，w=2％CTAB，w=1％PVP，pH 8.0）中，加入2颗灭菌玻璃珠（d：2～3 mm），充分漩涡5 min后，加入2 mL SDS buffer（w=10％，Ph 8.0），漩涡混匀后放置冰浴中20 min；②加入10 μL蛋白酶K（20 mg/mL），37 ℃温育1 h；③将上述处理液以10 000 r/min，4 ℃离心5 min后收集上清液，加入1∶1的饱和酚抽提上清液，12 000 r/min，4 ℃离心5 min，取上清后加入1∶1的Tris饱和氯仿抽提，10 000 r/min，4 ℃离心5 min，取上清后加入0.6倍体积的预冷的异丙醇放置在－20 ℃冰箱中，30 min或过夜沉淀DNA后12 000 r/min离心5 min；④弃上清，干燥，用灭菌过的超纯水溶解沉淀即为所得的基因组DNA粗提液；⑤采用上海生工的柱式DNA胶回收试剂盒（NO.SK1132），按操作说明进行纯化。样品即用或于－20 ℃冰箱冻存。

1.4  基因组DNA的PCR扩增

用于DGGE的PCR扩增引物：上游引物为F357 GC（5`－CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG-3`）；下游引物为R518（5`－ATT ACC GCG GCT GCT GG-3`）。
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图1  基因组DNA的琼脂糖凝胶电泳图谱
Fig. 1  Agarose gel (0.7%) electroresis
PCR反应（第1轮）采用50 μL的反应体系，其组分为：1 μL的DNA模板、0.5 µmol/L每种引物、200 µmol/L dNTP（每种10 mmol/L）、1×PCR buffer（with 1.5 mmol/L MgCl2）、1.25 U Taq DNA酶，用适量无菌超纯水补足至50 μL。

[image: image2.png]- -

L LG




图2  PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图谱
Fig. 2  Agarose gel (1.5%) electrophoresis of genomic 
    DNA of different samples of PCR products
扩增反应在BIO-RAD公司的iCycler Thermal Cycler中进行，采用降落PCR 策略扩增程序。具体运行条件如下：94 ℃预变性150 s；94 ℃变性60 s，65~55 ℃退火45 s，72 ℃延伸20 s，前20个循环每个循环退火温度降低0.5 ℃，后10个循环退火温度为55 ℃，最后72 ℃延伸120 s。使用该程序可以减少扩增过程中副产物的形成。

用于DGGE条带测序的引物：上游引物为GC-2 (5`-GAA GTC ATC ATG ACC GTT CTG GCA CGG GGG GCC TA-3`)；下游引物为R518。PCR反应（第2轮）也采用50 μL的反应体系，其组分用量和扩增程序同第一轮。

为了便于对污染源进行追踪，在每一组PCR扩增过程中，都设立了阴性对照，阴性对照除了不加模板DNA外，其它组分全部相同。

PCR扩增产物用w=1.5%琼脂糖凝胶电泳进行分析检测，紫外成像保存结果。

1.5  DGGE凝胶电泳

采用BIO-RAD公司的DcodeTM 的基因突变检测系统对PCR反应产物进行分离。

使用梯度混合装置制备w=10％的聚丙烯酰胺凝胶，其变性梯度范围为30%~50%（100%的变性剂中含有7 mol/L的尿素和40%的去离子甲酰胺），其中变性剂的浓度从胶的上方向下方依次递增。电泳缓冲液为１×TAE，在60 ℃条件下，150 V运行5 h，电泳完成后，用0.5 μg/mL的溴化乙锭染色30 min，再用超纯水漂洗20 min，然后紫外成像保存结果。

所得图像用BIO-RAD的QUANTITY ONE软件进行分析。有关泳道和条带的技术处理都用该软件进行，DGGE条带图像相似性的系统树图，由系统依据戴斯系数Cs自动计算绘出。

2  结果与讨论

2.1  DNA的提取和PCR扩增

图1显示样品的DNA均已提出，通过与DNA marker进行对比，可以看出其相对分子质量大小约为23 kb，与细菌基因组的大小相同，因此所提DNA属于比较完整的细菌基因组DNA，亮度与纯度都较好，说明DNA的提取获得了满意的结果。

以细菌基因组DNA为模板，进行PCR扩增，图2显示，扩增条带亮度和纯度都比较好，未出现非特异性扩增，通过与DNA marker对比，可知其片段大小约为230 bp，且阴性对照未有产物出现，说明PCR扩增效果良好。

2.2  细菌群落多样性分析

2.2.1  DGGE图谱分析

应用系统软件对这些条带进行分析，得到了一系列的结果。图4的泳道分析图以第6泳道为标尺放在图表左边作参照。从图中可以看出，泳道中条带粗细不一，对应其在DGGE胶上的密度大小不同。密度大，则条带比较粗黑；密度小，则条带比较细。而电泳条带越多，说明微生物多样性越丰富；条带信号越强，表明该种属的数量越多。从图中可对各样品的条带多样性及均匀分布程度作一直观了解。从泳道分析图可以看出，曝气池中的微生物种类十分丰富，条带数量从22~31条不等，平均达到27条。整体来说，微生物群落演替不明显，微生物群落相似性较高，群落结构较为稳定。

2.2.2  污泥样品中细菌群落相似性分析

为了对各样品之间的相似性进行比较，用戴斯系数（Dice coefficient）计算各样品相似性矩形图，结果如表1所示。同时，根据图3的DGGE图谱中每个样品不同条带的强度及迁移率，按照complete linkage算法对每个电泳样品的条带图谱进行细菌群落相似性程度聚类分析，结果如图5所示。
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图4  DGGE图谱的泳道分析图
Fig. 4  DGGE sketch map of different samples
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图5  用The complete linkage算法计算出的系统树图
Fig. 5  Clustering analysis of the DGGE patterns of samples
从聚类分析图可以看出，取样时间连续的点相似性比较高，而1#样品因为取样时是在系统刚进行完设备更新不久，因此其菌落结构与其它样品相差较大而游离为单独的一族。6#样品取样时，因郑州在取样前晚突降大雨，水量达45万t，超过设计处理水量，溶解氧也供给不足，出水中有细小悬浮物，曝气池泥样发黑，微生物群落很有可能发生变化，从聚类图中可以看出，6#、7#、8#的样品被归为一个亚族，经过一段时间的运行以后所取的水样 9#和10#样品，分别与2#样品的相似性达到73.7%和72%，说明系统已基本恢复正常。这与进出水的水质变化情况一致。

表1  相似性矩阵图
Table 1  Dice coefficients (Cs) comparing the similarities of PCR-DGGE fingerprints
	Lane
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	1
	100
	79.5
	75
	64.6
	71
	57.6
	65.1
	61.2
	66.8
	63.3

	2
	79.5
	100
	88.5
	75.1
	78.6
	64.7
	72.6
	67.5
	73.7
	72

	3
	75
	88.5
	100
	78.6
	76.7
	63
	67.4
	63.2
	69.9
	70

	4
	64.6
	75.1
	78.6
	100
	83.3
	65
	63
	62
	68.3
	71

	5
	71
	78.6
	76.7
	83.3
	100
	61.5
	69.3
	62.3
	70.9
	68.8

	6
	57.6
	64.7
	63
	65
	61.5
	100
	74.3
	77.6
	74.2
	69.3

	7
	65.1
	72.6
	67.4
	63
	69.3
	74.3
	100
	79.8
	77.5
	70.4

	8
	61.2
	67.5
	63.2
	62
	62.3
	77.6
	79.8
	100
	78.6
	66.7

	9
	66.8
	73.7
	69.9
	68.3
	70.9
	74.2
	77.5
	78.6
	100
	84.6

	10
	63.3
	72
	70
	71
	68.8
	69.3
	70.4
	66.7
	84.6
	100
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图3  不同样品的DGGE分离图谱
Fig. 3  DGGE profile of different samples
因为系统在这两个月内总体运行比较稳定，工艺条件未变，所以样品中的优势菌群结构相似。但微生物群落结构会因天气或是其它客观原因发生变化。

另外，用UPGMA和WPGMA等其它算法做出的系统树状图（图略）与上图基本相同，差异较小。说明用系统树状图来说明不同样品之间微生物群落的同源性，虽然应用的计算方法不同，但所得出的结论相对来说还是比较一致的。

以上所做的关于微生物群落多样性的分析，基于这样一个假设：每一个单独的条带对应于一个单独的菌种，条带的密度对应于该菌种的丰度。这些假设，对于微生物群落多样性的分析来说是必需的，但并不完全正确。原因在于：由于DNA提取和PCR扩增某些未知种群在定量方面的限制，以及不同序列的DNA存在共迁移的可能性，因此，由该方法得出的定量结果存在偏差。另外，由于一些丰度很低的菌种难以在DGGE胶上检出。所以严格说来，该方法并不十分精确，但条带的丰度在一定程度上确实能作为细菌群落多样性的一个量度，而且，DGGE技术能直观地表现微生物多样性的时间演替过程，提供细菌菌落的信息，对细菌群落的微小变化监测灵敏[10]。与传统的培养技术相比较，该方法无疑是一个巨大的进步。因此，可以说PCR-DGGE方法在分析微生物群落结构变化方面有良好的应用前景。

3  结论

通过上述对城市污水厂曝气池活性污泥的细菌分析，并结合工艺条件及进出水指标等进行研究，得到了对城市污水厂活性污泥微生物群落结构和变化动态的以下认识：

（1）在工艺运行的不同时期，曝气池中微生物种类均十分丰富，条带数量从22~31条不等，平均达到27条。

（2）活性污泥微生物在运行不同时期存在一些各自的特有种属和共有种属，细菌群落结构的演替与系统负荷存在一定的相关性。

（3）系统在这两个月内运行比较稳定，整体来说，微生物群落演替不明显，微生物群落相似性较高，优势菌群基本不变，群落结构较为稳定。
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The microbial community structure and dynamic changes
in municipal wastewater treatment plants (A/O)
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Abstract: As a new technique for DNA fingerprinting, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) can be used for microbial diversity analysis in environmental samples. In this study, PCR-DGGE was applied to analyze the microbial communities in activated sludge of municipal wastewater treatment system (anoxic-aerobic process, A/O). Samples from an aeration tank in different periods were collected and their genomic DNA was directly extracted. After DNA purification, the 16S rDNA genes were amplified with two universal primers (F357 and R518). This amplified DNA fragments were separated by parallel DGGE. The DGGE profiles indicated different band patterns for different samples. There were common bands in all sludge samples, which indicated that there were similarities among the populations of microorganisms that existed in all activated sludge samples. However, the specific bands in sludge samples indicated that microbial communities in different periods were different. The profile demonstrated that bacterial succession correlated with the system load. Generally speaking, microbial diversity in the aerobic tank was rich and had similar microbial communities and the microbial community structure was relatively stable. 
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