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基于 "2)3基因的厌氧颗粒污泥产甲烷菌群分析
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摘要!基于 !"#$基因对阿维菌素废水处理工业化 X46T厌氧颗粒污泥中产甲烷菌群进行分析$并与基于 "%6 E0-4基因的产

甲烷菌群分析结果进行比较C结果表明$基于 ’ 种目标基因 V70产物的 WZZ,图谱存在差异$但根据图谱计算所得产甲烷菌

群 6;H9989 多样性指数(2HEUH<AR丰富度指数和 TAEUAEFVHEJAE优势度指数没有差异$表明基于 ’ 种目标基因的产甲烷菌群多样

性分析基本一致C基于不同目标基因的优势产甲烷菌群系统发育种属的分析结果大体相似$产甲烷杆菌目和产甲烷八叠球菌

目是厌氧颗粒污泥样品中的优势产甲烷种群’同时$分析结果的差异表明 ’ 种目标基因的检测特异性不完全相同C基于 ’ 种目

标基因的产甲烷菌群 >/6\杂交区域具有很高的一致性$但杂交区域面积有所差异C基于 !"#$基因 >/6\检测的产甲烷菌群平

均相对丰度为 ’)‘’*i g%‘)$i$低于基于 "%6 E0-4基因 >/6\检测结果"++‘)’i g’‘+)i#C以上结果表明$基于 !"#$基因

与基于 "%6 E0-4基因的的产甲污泥菌群分析结果具有较高的相似度$!"#$基因可以作为 "%6 E0-4基因的替代目标基因C

关键词!!"#$基因’ 厌氧颗粒污泥’ 产甲烷菌群’ V70FWZZ,’ >/6\
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!!厌氧颗粒污泥是高效厌氧反应器稳定和高效运
行的关键$产甲烷菌群是厌氧颗粒污泥中的主要功
能菌群$X46T颗粒污泥中的产甲烷菌数量可达
"(# OG5*"+C目前$现代分子生物学技术已经广泛应
用于包括厌氧颗粒污泥在内的不同环境样品中的产
甲烷 菌 群 分 析 *’ f"++ $ 而 且 多 数 研 究 都 是 基 于

"%6 E0-4基因C有研究认为$基于 "%6 E0-4基因的
V70引物对产甲烷菌群的特异性会受到产甲烷菌
群自身系统发育多样性的影响$因而 !"#$基因在产
甲烷菌群分析中逐渐受到关注 *")$"*+C

!"#$基因编码甲基辅酶 2还原酶"270#的 $

亚基C270是产甲烷过程中的一种关键酶$在甲烷
化的最后一步反应中$将辅酶 2连接的甲基催化还
原为 7\)

*"%+C270存在于所有已知的产甲烷菌中$
且具有很强的产甲烷菌特异性$因此 !"#$可以作为
目标基因用于产甲烷菌的系统发育分析’同时$研究
表明$基于 !"#$基因的产甲烷菌系统发育分析与
"%6 E0-4基因结果非常相似$可以作为 V70的替
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代目标基因用于产甲烷菌群的分子生物学分
析 *"$ f"#+C

本研究以阿维菌素废水处理工业化厌氧颗粒污
泥为研究对象$以 !"#$基因为 V70的目标基因$利
用 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳 " @A9H:?EB9UUEH@BA9:UA<
A<AM:E8D;8EANAN$WZZ,#技术$对厌氧颗粒污泥中的
优势产甲烷菌群的系统发育进行了分析$并基于
!"#$基因利用荧光原位杂交 "R<?8EANMA9MA*. 1*&4
;=QEB@BbH:B89$>/6\#技术对产甲烷菌群进行了原位
分析C同时$对基于 !"#$基因和 "%6 E0-4基因的
V70FWZZ,及 >/6\检测结果进行了比较分析C

OP材料与方法

OQO!污泥样品
本研究所用厌氧颗粒污泥样品取自河北石家庄

某阿维菌素废水处理工业化 X46T反应器 " *((
G+#$其平均 .66O66 值为 (‘&&’C
OQE!污泥样品总 W-4提取

采用改进后的工业化废水处理反应器污泥样品
总 W-4提取方法对厌氧颗粒污泥样品总 W-4进行
提取 *’(+C总 W-4提取产物用 (‘$i的琼脂糖电泳检
测$并用凝胶成像系统"TB8F0H@$美国#观察电泳结
果C总 W-4纯度和浓度采用紫外F可见分光光度计
检测$ 其中纯度以 $’%( O$’&(作为指标C
OQR!总 W-4样品的 V70扩增

以总 W-4样品为模板$以 !"#$基因引物和
"%6 E0-4基因引物进行 V70扩增C其中$基于 !"#$
的 V70引物序列为!25R" *mFZZ3ZZ3Z32ZZ433
747474034YZ7d474Z7F+m# 和 25E" *mF337433
Z7F034Z33dZZ034Z33F+m# *"$+ ’ 基 于 "%6 E0-4
基因 的 V70引 物 序 列 为! 407$&$>" *mF4334Z
4347776TZ34Z377F+m# "Z7夹为 *mF7Z777ZZZ
Z7Z7Z7777ZZZ7ZZZZ7ZZZZZ747ZZZZZF+m#
和 407"(*#0 " *mFZ7743Z7477d77373F+m# *’"+C
以上引物均由上海生工"6H9U89#合成C

V70反应体系为 *( !5$包括!*!5V70T?RRAE(
" !5@-3VGBKN( * !5W-4模板( " !5上游引物( "
!5下游引物( " !5J’-酶和 +% !5无菌水C

V70反应条件为!#)r预变性 + GB9$#)r变性
" GB9$%*r退火 )* N$$’r延伸 )* N$每个循环退火
温度降低(‘*r$直至**r$’( 个循环’然后#) r变
性 " GB9’**r退火 )* N$$’r延伸 )* N$"( 个循环’
$’r最终延伸 & GB9C用 "i琼脂糖电泳检测 V70
产物C

OQU!V70产物的 WZZ,分析
污泥样品总 W-4的 V70产物采用 TB8F0H@ 变

性梯度凝胶电泳仪进行分析C根据 V70产物的大
小$分别选用 %i "基于 !"#$的 V70产物#和 &i
"基于 "%6 E0-4基因的V70产物#的聚丙烯酰胺凝
胶进行电泳$变性剂浓度范围为 +(i f$(i""((i
的变性剂为 $ G8<O5尿素和 )(i去离子甲酰胺混合
物#C电泳条件为!在 " q34,缓冲液中$%(r$"’( .
电压下$电泳 "’ ;C电泳结果经 ,T染色后用 TB8F
0H@ 凝胶成像系统观察并用 a?H9:B:=19A软件进行
分析C
OQV!WZZ,图谱条带多样性分析

根据 WZZ,图谱及 a?H9:B:=19A软件对图谱条
带的分析$测定条带光强度$以条带数表示污泥样品
的产甲烷菌种数$以条带光强度表示产甲烷菌群的
优势程度C利用条带数和条带光强度计算污泥样品
中菌群的 6;H9989 多样性指数 "Em#(2HEUH<AR丰富
度 指 数 " @2U# 和 TAEUAEFVHEJAE优 势 度 指 数

";# *’’$ ’++ $如表 " 所示C
表 OP多样性指标及计算公式"#

3HQ<A"!WBSAENB:=B9@BMANH9@ AKDEANNB89N

指标 计算公式

6;H9989 多样性指数"Em# E]:C"G*=<9G*"G*:<*=<#

2HEUH<AR丰富度指数"@2U# @2U :" D C"#=<9<

TAEUAEFVHEJAE优势度指数" ;# ; :<GHK=<

"#<*为 WZZ,图谱中条带 *的光强度’<GHK为光强度最大的条带光

强度’<为所有条带的光强度之和’D 为条带数目

OQ!!WZZ,条带测序及系统发育分析
将 WZZ,图谱中条带切下$回收条带中的 W-4

样品$以其为模板进行二次 V70扩增$ V70反应体
系和条件同 "‘+ 节C扩增产物由上海生工" 6H9U89#
纯化测序C登陆 -7T/" ;::D !OOPPPC9MQBC9<GC9B;C
U8SOQ<HN:O#$将条带 W-4测序结果与数据库中的已
知序列进行比对$并提交序列C在,T/数据库中使用
7<?N:H<d’$以邻接法" 9ABU;Q8EI8B9B9U$-]#绘制系统
发育树C
OQW!污泥样品 >/6\分析

本研究共采用 ’ 种检测产甲烷菌群的寡核苷酸
荧光探针$分别是基于 !"#$基因的特异性探针$探
针 序 列 为 *mF337433Z7034Z33dZZ034Z33F
+m*"$+ $*m标记 >HG’基于 "%6 EW-4的探针 2VT"$探
针序列为 *mF743Z747747737374Z7F+m*’)+ $ *m标
记 \AKC以上探针由上海生工"6H9U89#合成C

*"""
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>/6\杂交(镜检及图像处理过程和方法见文献
*’*+C

EP结果与讨论

EQO!总 W-4提取和 V70扩增
厌氧颗粒污泥样品总 W-4提取结果如图 " 所

示C可以看到$总 W-4片段长度约为 ’+ JQ$W-4样
品的核酸测量结果 $’%( O$’&(为"‘$*% )$$’%( O$’+(为
"‘$($ &$表明总 W-4提取结果较好$可以作为 W-4
模板进行后续分析C

以总 W-4样品为模板$以 !"#$基因和 "%6
!!

E0-4基因为目标基因进行 V70扩增$结果如图 ’
所示C基于 !"#$基因的 V70扩增产物大小约为 )$’
QD$基于 "%6 E0-4基因的 V70扩增产物大小约为
’$( QD$与预期目标条带一致$未出现非特异性
扩增C

图 OP污泥样品总 5=<

>BUC"!38:H<W-48RUEH9?<HEN<?@UANHGD<A

图 EP基于 "2)3和 O!"&X=<基因的 2-X扩增产物

>BUC’!V70DE8@?M:N:HEUA:B9UR8E!"#$UA9AH9@ "%6 E0-4UA9A

EQE!V70产物的 WZZ,分析
基于 !"#$基因和 "%6 E0-4基因 V70扩增产

物的 WZZ,电泳图谱如图 + 和图 ) 所示C可以看到$
基于不同目标基因 V70扩增产物的 WZZ,图谱条
带均为 % 条$但条带分布及亮度差异较大C这个结果
表明$厌氧颗粒污泥样品中基于不同目标基因的
V70FWZZ,分析所检测到产甲烷菌群及其优势程度
存在差异C

图 RP基于 "2)3基因 2-X产物的 5@@/图谱

>BUC+!WZZ,DH::AE9 8RV70DE8@?M::HEUA:B9UR8E!"#$UA9A

图 UP基于 O!"&X=<基因 2-X产物的 5@@/图谱

>BUC)!WZZ,DH::AE9 8RV70DE8@?M::HEUA:B9UR8E"%6 E0-4UA9A

根据基于不同目标基因的 WZZ,图谱计算产
甲烷菌群 6;H9989 多样性指数(2HEUH<AR丰富度指数
和 TAEUAEFVHEJAE优势度指数$结果如表 ’ 所示C可以
看到$基于 !"#$基因和 "%6 E0-4基因的 WZZ,图
谱$其计算所得产甲烷菌群的多样性指数(丰富度指
数和优势度指数基本相同$?检验表明$二者种群多

样性指标之间没有差异"3j(‘("#C这个结果表明$
尽管 WZZ,图谱模式不同$但基于 !"#$基因和 "%6
E0-4基因的 V70FWZZ,对产甲烷菌群多样性分析
没有差异C

表 EP产甲烷菌群的多样性指数

3HQ<A’!WBSAENB:=B9@BMAN8RGA:;H98UA9BMM8GG?9B:=

目标基因 条带数 E] @2U ;

!"#$ % (‘*%&& (‘*+%# (‘’’&&
"%6 EW-4 % (‘*$#) (‘*+#’ (‘’+#$

EQR!产甲烷菌群系统发育分析
基于 !"#$基因和 "%6 E0-4基因的 V70FWZZ,

对污泥样品中产甲烷菌群多样性分析结果一致$但
WZZ,图谱条带存在明显差异$表明条带所代表的
产甲烷菌群及优势程度不同C对 WZZ,图谱中的
W-4条带进行回收并测序$将测序结果与 -7T/数
据库进行比对$确定各条带所对应的产甲烷菌群$结
果如表 + 和表 ) 所示C对 WZZ,图谱中各条带对应
的产甲烷菌群进行系统发育分析$结果如图 * 所示C

可以看到$基于 "%6 E0-4基因的 WZZ,图谱
中$所有条带均代表产甲烷菌群$且分属于产甲烷杆
菌目和产甲烷八叠球菌目C其中$Z"(Z’ 和 Z% 为产
甲烷杆菌目$其在产甲烷菌群中的相对丰度 "条带
光强度与总光强度之比#之和 *(‘(+i’Z+(Z) 和 Z*
为产甲烷八叠球菌目$其在产甲烷菌群中的相对丰
度之和 )#‘#$i$其中$Z) 为产甲烷髦菌属$相对丰

%"""
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!!! 表 RP基于 O!"&5=<基因序列的 5@@/图谱条带系统发育种属

3HQ<A+!"%6 EW-4UA9ANAc?A9MAFQHNA@ D;=<8UA9A:BMHRRB<BH:B89N8RWZZ,QH9@N

条带 丰度Oi 所属门(纲或目 相似菌属 相似度Oi

Z" ")‘’) 2A:;H98QHM:AEBH<AN L%&0’.,+’"&%#*4!+%*A*./%.1%",X*))(’$# ##
Z’ "’‘$( 2A:;H98QHM:AEBH<AN X9M?<:?EA@ L%&0’.,+’"&%#*’"%’%’#"0’%,. ">]&#&+*## #*
Z+ ""‘() 2A:;H98NHEMB9H<AN X9M?<:?EA@ L%&0’.,!%&05(,I,#’.1NDC"4Y$&(*%*# #$
Z) "(‘$* 2A:;H98NHEMB9H<AN X9M?<:?EA@ L%&0’.,1’%&’ NDC"4Y&##&+(# #)
Z* ’&‘"& 2A:;H98NHEMB9H<AN X9M?<:?EA@ L%&0’.,1’#"*.’(%1NDC"7X#"%)&&# #$
Z% ’+‘(# 2A:;H98QHM:AEBH<AN X9M?<:?EA@ L%&0’.,+’"&%#*4!NDC"4Y&##&)*# #&

表 UP基于 "2)3基因序列的 5@@/图谱条带系统发育种属

3HQ<A)!!"#$UA9ANAc?A9MAFQHNA@ D;=<8UA9A:BMHRRB<BH:B89N8RWZZ,QH9@N

条带 丰度Oi 所属纲(目或科 相似菌属 相似度Oi

2" "$‘%) 2A:;H98QHM:AEBH<AN X9M?<:?EA@ L%&0’.,+’"&%#*’(%1$#"0’%,. "4T+*+’+*‘"# #&
2’ ")‘’& 2A:;H98QHM:AEBH<AN X9M?<:?EA@ L%&0’.,+’"&%#*’(%1$#"0’%,. "4T+*+’+*‘"# #$
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图 VP基于 O!"&X=<基因和基于 "2)3基因的

产甲烷菌群系统发育分析

>BUC*!V;=<8UA9A:BMH9H<=NBN8RGA:;H98UA9BMD8D?<H:B89N

QHNA@ 89 "%6 E0-4UA9AH9@ !"#$UA9A

度为 "(‘$*iC图 *"H#为基于 "%6 E0-4基因的产甲
烷菌群种属系统发育树$其中$产甲烷杆菌目 Z"(Z’
和 Z% 亲缘关系很近$可以达到 #*i’产甲烷八叠球
菌目中$Z+ 和 Z* 亲缘关系较近$而与 Z) 亲缘关系
略远C

基于 !"#$基因的 WZZ,图谱中$2"(2’ 和 2+

为产甲烷杆菌目$其在产甲烷菌群中的相对丰度之
和 ))‘&%i’2) 和 2* 属于广古菌门$其在产甲烷菌
群中的相对丰度之和 )’‘)’i’条带 2% 相对丰度为
"’‘’$i$但未取得测序结果C图 * " Q#为基于 !"#$
基因的产甲烷菌群种属系统发育树$2’ 和 2* 的亲
缘关系较近$2* 可能也属于产甲烷杆菌目’与基于
"%6 E0-4基因的分析结果相比较$2) 和 2% 可能属
于产甲烷八叠球菌目C

这些结果表明$基于 !"#$基因和 "%6 E0-4基
因的 V70FWZZ,对优势产甲烷菌群系统发育种属
的分析结果大体相似$’ 种目标基因具有可替换性’
同时$分析结果存在一定的差异$表明 ’ 种目标基因
的检测特异性不完全相同C以上基因序列已提交至
-7T/数据库$2" f2* 的登录序列号为 ZX"&+")+
和 ZX"&%#%* fZX"&%#%&’Z" fZ% 的登录序列号为
ZX’#)$%* fZX’#)$$(C
EQU!产甲烷菌群的 >/6\分析

采用基于 !"#$基因和基于 "%6 E0-4基因的特
异性探针对厌氧颗粒污泥样品进行产甲烷菌群的
>/6\分析$>/6\杂交图像如图 % 所示C可以看到$’
种基于不同目标基因的产甲烷菌群特异性探针$杂
交区域重合度很高 "图像分析表明$二者的杂交区
域重合度为 $(i f&(i#$表明基于 ’ 种目标基因
的 >/6\检测具有很高的一致性C同时$’ 种探针的
杂交区域面积有所差异$基于 "%6 E0-4基因探针
的杂交区域面积高于基于 !"#$基因的探针$图像分
析和计算结果表明$基于 !"#$基因 >/6\检测的产
甲烷菌群平均相对丰度为 ’)‘’*i g%‘)$i$基于

$"""
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"%6 E0-4基因 >/6\检测的产甲烷菌群平均相对丰
度为 ++‘)’i g’‘+)iC这些结果表明$基于 !"#$
基因和基于 "%6 E0-4基因对产甲烷菌群的 >/6\
分析既具有很高的一致性$同时也存在一定的特异
性差异C这个结果与 V70FWZZ,的分析结果基本
一致C

绿色!!"#$基因’ 红色!"%6 E0-4基因

图 !P基于 "2)3基因和基于 O!"&X=<基因

的产甲烷菌群 8?":检测

>BUC%!WA:AM:B89 8RGA:;H98UA9BMD8D?<H:B89 Q=>/6\

QHNA@ 89 !"#$UA9AH9@"%6 E0-4UA9A

RP结论

""#基于 !"#$基因和基于 "%6 E0-4基因对阿
维菌素废水处理工业化厌氧颗粒污泥产甲烷菌群进
行 V70FWZZ,分析$二者的 WZZ,图谱模式存在差
异$但根据图谱计算所得产甲烷菌群 6;H9989 多样
性指数(2HEUH<AR丰富度指数和 TAEUAEFVHEJAE优势
度指数没有差异$表明基于 ’ 种不同目标基因的产
甲烷菌群多样性分析基本一致C

"’#基于 !"#$基因和基于 "%6 E0-4基因的优
势产甲烷菌群系统发育分析表明$产甲烷杆菌目和
产甲烷八叠球菌目是厌氧颗粒污泥样品中的优势产
甲烷种群C基于不同目标基因的优势产甲烷菌群系
统发育种属的分析结果大体相似$’ 种目标基因具
有可替换性’同时$分析结果存在一定的差异$表明
’ 种目标基因的检测特异性不完全相同C

"+#基于 !"#$基因和基于 "%6 E0-4基因的产
甲烷菌群 >/6\杂交区域重合度很高$表明基于 ’ 种
目标基因的 >/6\检测具有很高的一致性$但杂交
区域面积有所差异C基于 !"#$基因 >/6\检测的产
甲烷菌群平均相对丰度为 ’)‘’*i g%‘)$i$低于

基于 "%6 E0-4基因 >/6\检测结果 " ++‘)’i g
’‘+)i#C
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