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摘要：通过比较 $%&产量、纯度、降解程度、特定基因的扩增能力、微生物多样性等评价指标，考察和探讨了 #种不同 $%&提取
方法对活性污泥总 $%&提取效果的影响并最终建立了一种快速、有效的活性污泥 $%&提取方法，即在 ’(%)和 )*+洗涤沉淀
污泥的基础上，分别采用溶菌酶和 ’$,-./裂解活性污泥细菌、氯仿去除细菌裂解液中的蛋白和大部分 0%&、异丙醇沉淀核酸和
0%123 ,水解残留 0%&后，最后进一步用离心柱纯化 $%&4结果表明，这种方法可以有效提取高质量的菌群 $%&，不仅提取的
$%&总量多（每 5污泥可提取 67897!5 $%&）、纯度高、降解程度低、完整性好、具有丰富的生物多样性，而且可同时进行 67+
:$%&和 !"#$基因的 $’;)<$扩增反应；与其它方法相比，性价比高，具有明显的优越性，适用于活性污泥 $%&的大量提取，同
时，’;$=>)结果证明 $%&提取方法对分析样品的微生物种类和丰度分析结果影响较大，不同的 $%&提取方法所获得的微生
物群落基因多样性及其种类、丰度均不同 4本研究建立了一种快速、有效的高质量 $%&提取方法，将在监测活性污泥菌群动态
变化、菌群代谢功能学、微生物群落芯片等研究上具有重要意义 4
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活性污泥群落芯片是一种基于系统寡核苷酸芯

片而发展起来的新型基因芯片，它由活性污泥代表

细菌的特异性探针所组成，通过分析不同活性污泥

样品与群落芯片的杂交信号变化，获得菌群变化的

详细情况从而了解菌群分布与污泥功能之间的关

系［6］4其中，为了及时监测和反映活性污泥菌群种类
的动态变化，必须获得高质量的活性污泥 $%&4但
由于活性污泥具有高度的生物多样性且成分极其复

杂，不仅含有重金属、腐殖酸等有机污染物，还存在

大量核糖核酸酶（$%123），因此从活性污泥中提取
$%&存在一定难度 4目前已报道的环境样品 $%&提
取方法主要是针对土壤、沉积物等［A B 8］，而活性污泥

与这些环境样品的特性不同，不仅生物量大，而且存

在菌胶团，因此这些方法并不太适用成分复杂的活

性污泥 4虽然目前也有少量活性污泥 $%&提取方法
的研究，但操作仍然相对复杂或使用特殊的珠磨仪

器［6"，66］4另外，不同的提取方法获得的微生物群落基
因多样性及其种类、丰度均不同［6A B 6‘］，因此必须建

立一种快速而有效、全面反映微生物多样性的活性

污泥 $%&提取方法 4本研究采用不同原理破壁、不
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同方式纯化 !"#的细菌 !"#提取试剂盒或已报道
方法，对活性污泥 !"#提取方法进行了探讨，以期
为今后了解菌群分布与污泥功能关系并建立反映活

性污泥菌群变化的活性污泥群落芯片研究奠定可靠

的基础 $

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 活性污泥
活性污泥样品取自天津市纪庄子污水处理厂污

水处理池 $
!"!"# 其它材料

!"# %购自 "&’公司；#()、*"+,、-&,.、!"/01
抑制剂、随机引物、-"/01!、琼脂糖凝胶回收试剂盒
购自大连 +/2/!/公司；细菌 !"#提取试剂盒分别
购自 3415/、%6789:;516、中国某科技有限公司；+!%<;=
购自中国全式金公司；$%& 48>9?:1、!"#纯化试剂盒
购自中国天根公司；@-@、溶菌酶购自 @854/公司；引
物合成由 %6789:;516公司完成 $
!"# !"#的提取
!"#"! 样品的洗涤
取 AB 4C活性污泥于 AD 4C的灭菌离心管中离

心 D 486（E BBB :F486，GH），弃上清后，向管内加入 I
5灭菌玻璃珠（直径 J K I 44）和适量 +&",（+:80 DB
44;=FC，&-+# JB 44;=FC，"/.= ABB 44;=FC，,),
AL），将离心管管盖拧紧后置于旋涡混合器击打 D
486以解絮凝并洗涤污泥除去腐殖酸，离心 D 486
（E BBB :F486，GH），弃上清，重复处理 A次后，用 ,’@
洗涤污泥 A次，沉淀用于细胞裂解 $
!"#"# !"#的提取和纯化
（A）’;*:;00M改进方法
参照 ’;*:;00M 等［G］方法并进行适调整 $取一定

量预处理后的污泥样品并加入溶菌酶（JB 45F4C）于
INH作用 AB 486 后，加入 A 4C +!%<;=，漩涡振荡 D
486后，AB BBB :F486离心 AB 486；取上清加入 JBB"C
氯仿，漩涡振荡 AD 0后，室温放置 J 486并于AB BBB
:F486离心 AB 486；取上清并加入等体积异丙醇，
O JBH放置 JB 486；AB BBB :F486离心 AB 486，弃上清；
加入 NDL乙醇洗涤沉淀后，AB BBB :F486离心 D 486，
弃上清并风干沉淀；经少量 -&,.处理水溶解核酸
沉淀后，加入 -"/01 %（!"/01 P:11）IB Q和 !"/01抑制
剂 GB Q，并于 INH作用 AD 486；进一步采用 !"#纯
化试剂盒纯化 !"#$其中，所有耗材都要经过 -&,.
处理及高压灭菌 $

（J）试剂盒方法
选择 3415/公司的 &$ R$ "$ #细菌 !"#提取试

剂盒、%6789:;516 公司的 ,?:1C86S+((8T:;U9;U(8*8 细菌
!"#提取试剂盒、中国某公司的 %691S+(细菌总 !"#
提取试剂盒提取 !"#，作为比较研究，操作方法参
见各试剂盒的说明书 $此 I 种试剂盒 !"# 均采用
-"/01 %水解 -"#和离心柱纯化 !"#的方法，不同
之处主要在于细菌裂解方式，其中，3415/ 公司的
&$ R$"$#细菌 !"#提取试剂盒主要采取溶菌酶、玻
璃珠研磨和自配化学裂解液相结合的方法；

%6789:;516 公司的 ,?:1C86S+( (8T:;U9;U(8*8 细菌 !"#
提取试剂盒主要采取溶菌酶、@-@和自配化学裂解
液相结合的方法；而中国某公司的 %691S+(细菌总
!"#提取试剂盒只采用了溶菌酶和自配化学裂解
液相结合的方法 $
（I）’;*:;00M方法
参照文献［G］进行 !"#的提取，它主要是利用

珠磨器和化学处理裂解细菌，再以酚氯仿抽提纯化

!"#$
!"$ !"#的提取效率及质量评价
!"$"! !"#的降解程度
所得 !"#产物用 AVBL琼脂糖凝胶电泳检测，

观察 !"#产物的降解程度 $
!"$"# !"#的纯度和含量
通过测定样品在 JWB 64和 JEB 64下的吸光度

值并计算 ’JWB 64与 ’JEB 64的比值确定样品的纯度；

!"# 含量按公式计算：!"# 含量（65F"C）X GB Y
’JWB 64 $
!"$"$ !+U,.!扩增
选用 %()* 基因和 AW@ :!"#为 ,.!扩增基因，

观察 :!"#和 4!"#的提取情况，同时检查 !"#中
的酶抑制剂情况［A，J］$其中，反转录（!+）采用 JB"C
体系并利用随机引物获得总 T-"#，其中，D Y #()
Z?PP1: G"C；随机引物（AB [4;=F"C）A"C；*"+,（AB
[4;=F"C）J"C；#()（D QF"C）A"C；!"/01抑制剂（GB
QF"C）BVD"C；模板（!"#）A"C；其余为 -&,.处理
水 $AW@ :!"#基因所用引物为 EP（D\U#]#]+++]#+U
..+]].+.#]UI\，D\标记羧基二乙酸荧光素）和 ^JW:
（D\U..]+.##++..+++!#]+++UI\），%()* 基因所用
引物为 A_（D\U]]]]+++.+#.+]]+]]+UI\）和 J!［D\U
....+.（]F+）]（]F.）###]..++.++.UI\］，其 ,.!
扩增均采用 DB"C体系，反应体系为：T-"# 模板 J

"C；$%& 48>9?:1 JD"C；引物各 A"C；其余为双蒸水；
,.!条件为：̂GH预变性 D 486，然后进入 IB个循环
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（!"# $ %&’，()# $ %&’，*+# , %&’），最后在 *+#下
延伸 ( %&’- ./0 产物经 $1(2 琼脂糖凝胶电泳
检测 -
!"#"$ 34056.（ 789%&’:; 98<79&=7&>’ ?9:@%8’7 ;8’@7A
B>;C%>9BA&<%）分析
纯化后的 $DE 90FG ./0产物用 !"#H（FIJ）消

化，反应体系 +)!6，其中 !"#H KL，$) M NO??89 +!6，
PFG +)) ’@-,*#下消化 + A，然后升温至 D(#将酶
灭活 $) %&’［$］-
取酶切产物在 GJH ,$)遗传分析仪上进行毛细

管电泳，获得每个样品的 34056. 分析图谱 -利用
.8:Q E=:’’893R$1) 软件将电泳结果与 PFG片断长度
标准进行对比，从而确定每个 3405的长度和丰度 -
以片段大小 S () NB，峰高大于 () 荧光单位时视为
有效数据 -

% 结果与分析

%"! 0FG产物的浓度和纯度
(组总 0FG产物的浓度（%@·6T $）、产率（每 @污

泥中的 0FG量）和纯度（$+D) ’% U$+K) ’%）如表 $所示 -
由表 $可知，经过预处理后的各实验组 0FG纯

度都较好，均在 $1K 左右，但产率却不相同，其中，
J>V9><<C改进方法（" 组）与 H’W&79>@8’公司的试剂盒
（$ 组）提取的 0FG 产率相近，为最高值，其次是
X%8@:公司试剂盒（,组）；而中国某公司的试剂盒（+
组）和 J>V9><<C方法（(组）0FG产率最低 -不同试剂
盒提取的核酸产量差别较大，这可能主要是由于它

们对细菌的破壁处理方法不同，除试剂盒本身配带

的裂解液外，$ 组进一步采用溶菌酶处理和 EPE 化
学裂解细菌，, 组进一步采用溶菌酶和玻璃珠的机
械研磨破壁，而 +组只采用溶菌酶进一步处理细菌，
另外，不同试剂盒各自配带的离心柱对 0FG的回收
效率也影响 0FG的最终产量 -

表 ! &’(产物的浓度、产率和纯度

3:N;8 $ />’=8’79:7&>’，C&8;V :’V BO9&7C >? 0FG B9>VO=7< >N7:&’8V Y&7A

V&??898’7 &<>;:7&>’ %87A>V<

实验分组
浓度

U%@·6T $

产率

U!@·@
T $ 纯度

$ K" $DK $1K+D
+ ,! *K $1K,K
, (K $$D $1K+)
" K"1K $D!1D $1KKD
( ")1D K$1+ $1K+$

%"% 0FG降解程度
由图 $可知，J>V9><<C 方法提取的 0FG几乎全

部降解，成为 $)) NB 左右的小片段，而采用试剂盒
或 J>V9><<C改进方法提取的 0FG降解程度较少，+,E
和 $DE条带均较亮 -研究结果表明，样品的整个 0FG
提取时间尤其是 0FG的纯化时间对 0FG的降解程
度影响最大 -在本研究中，不同方法获得 0FG的时
间差别较大，且差异时间主要是由其 0FG纯化方法
决定的 -其中，第 $组、第 +组、第 ,组大约耗费时间
$ A，第 "组大约耗费 + A，而第 (组则需要 " Z ( A-第
(组采用的是传统的有机试剂抽提 0FG 的纯化手
段，不仅 0FG几乎全部降解，而且花费时间较长，操
作复杂，而第 "组对第 (组方法进行改进，采用离心
柱纯化 0FG，0FG降解程度则明显降低，因此，对于
活性污泥菌群的 0FG纯化，宜采用离心柱式，而不
宜采用传统有机试剂抽提和异丙醇沉淀 -

$ -细菌 0FG提取试剂盒（H’W&79>@8’）；+ -改进的方法；

, -细菌 0FG提取试剂盒（X%8@:）；"-细菌 0FG提取试剂盒

（/A&’:）；(- J>V9><<C方法；R：P6+)))（从上到下依次为：

+ )))、$ )))、*()、())、+()和 $)) NB）

图 ! 不同方法提取的 &’(琼脂糖凝胶电泳图

5&@-$ G@:9><8 @8; 8;8=79>BA>98<&< >? 0FG

8[79:=78V NC V&??898’7 %87A>V<

%"# 034./0扩增
将 (种方法提取的 0FG分别进行 %&’( 和 $DE

90FG基因的 034./0扩增 -对于 $DE 90FG基因，除
J>V9><<C方法外，其它方法均扩增出了大小为$ )))
NB左右的目的条带（图 +），而对于 %&’( 基因，除
J>V9><<C方法和某国产试剂盒，其它方法均扩增出
了大小为 ()) NB 左右的目的条带（图 ,）-这表明
J>V9><<C方法提取的 0FG不仅降解严重，而且无法
进行目的基因的 ./0扩增，而某国产试剂盒提取的
0FG虽能扩增 90FG，但可能由于提取的目的 %0FG
较少，因而也没有获得目的表达基因的 ./0产物；
其它方法获得的 0FG完整性和纯度均较高，可直接
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用于 !"#$和 %"#$的 "&’()"扩增，且获得的扩增
产物在产量上无明显差别 *

+ *细菌 "#$提取试剂盒（,-./0!123-）；4*细菌 "#$提取试剂盒

（)5/-6）；7 *细菌 "#$提取试剂盒（8%326）；9 *改进的方法；

: * ;1<!1==>方法；?：@A4BBB（从上到下依次为：4 BBB、

+ BBB、C:B、:BB、4:B和 +BB DE）

图 ! 不同方法提取 "#$的 %&’ ("#$ ")*+,"结果

F/2*4 $26!1=3 23G 3G3H0!1E51!3=/= 1I +JK !"#$ "&’()" E!1<LH0=

1D06/-3< M/05 </II3!3-0 /=1G60/1- %3051<=

+ *细菌 "#$提取试剂盒（,-./0!123-）；4*改进的方法；

7 *细菌 "#$提取试剂盒（)5/-6）；9 *细菌 "#$提取试剂盒

（8%326）；: * ;1<!1==>方法；?：@A4BBB（从上到下依次为：

4 BBB、+ BBB、C:B、:BB、4:B和 +BB DE）

图 - 不同方法提取 "#$的 !"#$基因 ")*+,"结果

F/2*7 $26!1=3 23G 3G3H0!1E51!3=/= 1I !"#$ "&’()" E!1<LH0=

1D06/-3< M/05 </II3!3-0 /=1G60/1- %3051<=

!./ &’"FA(分析
由图 9和表 4可见，活性污泥中的微生物种类

较多，而且不同方法获得的多样性及其种类、丰度均

不同 *细菌 "#$ 提取试剂盒（,-./0!123-）、细菌 "#$
提取试剂盒（中国某公司）、细菌 "#$ 提取试剂盒
（8%326）、改进 ;1<!1==> 方法（分别为 + 组、4 组、7
组和 9组）获得的有效 &’"F分别为 9J、7C、94、94
个，且均主要分布 :B N +BB、+BB N 4BB、9BB N :BB DE*

图 / 不同方法提取 "#$的菌群 )*"01+检测图谱

F/2*9 OG3H0!1E53!12!6%= 1I 053 D6H03!/6G H1%%L-/0>

&’"FA( 1D06/-3< M/05 </II3!3-0 /=1G60/1- %3051<=

- 讨论

活性污泥是一种十分复杂的环境样品，它是由

细菌等微生物和原生动物、后生动物等微型动物组

表 ! 不同 "#$分离方法 )*"01+分析结果

&6DG3 4 &’"F 6-6G>=/= 1I &’"FA( E!1I/G3= D6=3< 1- "#$ 1D06/-3< M/05 </II3!3-0 /=1G60/1- %3051<=

实验分组
&’"F大小分布比例PQ

:B N +BB DE +B+ N 4BB DE 9B+ N :BB DE 其它
主要 &’"F大小PDE &’"F数目P个

+ 4: +J 9R +B 9S: 9J

4 +B :4 7B S +7J 7C

7 44 4B :9 9 9S: 94

9 +: +R :9 +4 9S: 94
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成的生态系统与胶体物质结合所形成的絮状体颗

粒，因此，活性污泥具有菌群结构多样、菌群功能复

杂等特点 !为了研究活性污泥菌群分布与功能的关
系以及环境因素改变对其微生物生态的影响，了解

活性污泥群落结构及其动态变化，获得与活性污泥

状态与功能息息相关的关键微生物或活性污泥性能

评价的指示微生物具有十分重要的意义 !目前有关
活性污泥菌群研究所采用的分子生物学手段几乎都

是基于 "#$ 水平的［%& ’ %(］，虽能反映微生物群落的

多样性，但由于死细菌 "#$降解速度较慢，因而采
用 "#$进行 %&) *"#$基因扩增仍然可能扩增出死
细菌的相关产物，因此不能及时反馈活性污泥细菌

多样性的动态变化 !由于 +#$具有快速降解性，死
亡细菌的 +#$在其菌体死后可快速降解，因此基于
+#$研究活性污泥微生物群落更能准确而敏感的
揭示活性污泥细菌多样性及其变化，更适于监测活

性污泥的群落变化，研究污泥菌群分布与功能的关

系 !另外，随着活性污泥细菌的功能学研究日益收到
重视，如何获得完整而高质量的 ,+#$成为其关键 !
有关活性污泥 "#$ 提取的报道较多［%- ’ ..］，但

活性污泥 +#$提取方法报道较少，这主要是由于活
性污泥成分极其复杂，不仅含有重金属、腐殖酸等有

机污染物，还大量存在 +#/01、+#$反转录酶抑制剂
等，另外，与真核生物不同，细菌 ,+#$的半衰期短，
仅 % ’ 2 ,34（哺乳类动物 ,+#$ 的半衰期为 5 ’ &
6）［.2］!黎秋华等［%7］建立了一种经济的活性污泥 +#$
提取方法，但操作仍然相对复杂，而 89等［%%］虽然建
立了一种可同时提取活性污泥 "#$ 和 +#$ 的技
术，但需要珠磨器等特殊仪器 !目前，环境样品 +#$
的提取研究主要针对土壤，如 :9*;等［.］首先利用液
氮研磨和化学处理等方法裂解细菌，再利用 +#$<
"#$ 分离系统（=3/>14）建立了一种可以同时提取土
壤 "#$ 和 +#$ 的方法；?9*>,/44 等［2］则建立了利

用珠磨器和化学处理裂解细菌，再以酚氯仿抽提纯

化 +#$的土壤 +#$提取方法；@>*/,等［A］利用反复
冻融和化学裂解相结合裂解细菌，再以酚氯仿抽提

纯化土壤细菌 +#$!不同的方法利用不同的原理裂
解细菌，因此其裂解细菌的种类具有一定选择性和

偏向性并最终影响微生物多样性分布，如 )1003;0B6
等［%.］提取了土壤 +#$并通过 CD+EFG比较了不同方
法的微生物多样性分布，结果表明提取方法对菌群

多样性的影响较大；而 G3B/*H等［%2］的研究表明也土
壤微生物总 "#$提取方法不同，其微生物细胞裂解
程度也不同，并明显影响微生物多样性的检测结果 !
因此，有必要选择一种操作相对简单、能够代表活性

污泥菌群分布和功能的活性污泥 +#$提取方法 !
本研究结果表明，利用不同手段破壁的 2种试

剂盒虽然在 +#$ 产量上差异较大，但操作时间、
+#$完整性、%&) *+#$目的基因扩增方面无明显差
异；而 ?IH*I00J建立的 +#$提取方法采用的是传统
的核酸抽提和 +#$纯化方法，虽然获得核酸量大，
但几乎全部被降解，不能扩增出目的基因，而且操作

相对复杂，周期长 !因此，本研究以 ?IH*I00J 建立的
+#$提取方法为基础，对其进行了适度修改：采用
溶菌酶、C+KLIM和氯仿结合进行细胞的裂解和抽提
不仅可有效破壁，而且经简单的离心分离就可直接

除去大部分 "#$；采用离心柱纯化 +#$，不仅明显
减少操作时间，而且获得的 +#$在产量、性能、微生
物多样性等方面均较好 !另外，该方法最大优点在于
样品的处理不受样品所含菌量的限制（一般试剂盒

只能提取 %7- 个细菌<样品），可一次大量处理样品 !
同时，本研究的结果证明 +#$提取方法对所获得的
微生物种类和丰度影响较大，不同的提取方法获得

的微生物群落基因多样性及其种类、丰度均不同 !表
2为各种提取方法的比较结果，可以看出，本研究建
立的活性污泥 +#$提取方法（5组），在各方面均获

表 ! 活性污泥 "#$提取方法综合评价

C/NM1 2 OI,P*161403Q1 1Q/M9/;3I4 IR +#$ 30IM/;3I4 ,1;6IH0 R*I, /B;3Q/;1H 0M9H>1

分组

评价指标

产率

<!>·>
S %

降解

程度%）
GO+.）

%&) !"#$
%.&7 4,<%.(7 4,

CD+E
<个

时间

<6
成本

（元<样本）

% %&( T S T T %U(.& 5& % A7

. V( T S T S %U(2( 2V % .A

2 %%& T S T T %U(.7 5. % 2.

5 %&-U& T S T T %U((& 5. . .A

A (%U. T T T S S %U(.% S 5 ’ A %.

%）“ T S”略有降解；T T T严重降解；.）“ T”能扩增出目的基因，“ S”不能扩增出目的基因
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得较好效果，适用于活性污泥 !"#的大量提取 $

! 结论

建立了一种高质量 !"#快速、有效提取方法，
该方法提取的 !"#不仅纯度高、产率大、降解程度
低、获得微生物种类丰富，而且还可以进行 %!"#和
&!"#的 !’()*!扩增 $该方法可用于活性污泥菌群
动态分析、细菌功能学研究，将为下一步构建 +,-
%!"#文库和制备活性污泥群落芯片奠定基础 $
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