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摘要!在中药废水生物活性污泥群落 WZZ+解析过程中$为了探讨 "%5 KW,3通用引物的扩增效率和对污泥细菌群落的表征

能力$选用包括简并性引物在内的 "" 对通用引物扩增 "%5 KW,3序列的 E 个可变区$并应用 WZZ+图谱评价不同引物的扩增

效率和微生物种群多样性B结果表明$采用不同引物对进行 WZZ+分析时$微生物种群多样性存在着显著的差异$其中 -* 和

-% g-& 可变区分辨率较高$图谱中条带丰富$多样性较好$适合分析中药废水生物活性污泥群落的结构$而 -" g-* 和 -* g

-) 可变区 WZZ+图谱多样性较差B基于此$采用 "%5 KW,3的 -* 和 -% g-& 区引物调查中药废水生物活性污泥群落都是适

宜的$若考虑到序列携带更多的分类信息$建议应用 -% g-& 可变区引物"T#%&=OT"E("/#’为获得更高的群落多样性信息$建

议将简并和通用引物扩增的 -* 区 V6/产物等量混合后进行 WZZ+分析B
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!!中药废水含有高浓度的难降解有机污染物$且
污染物成分复杂$因此$处理难度较大B目前主要采
用生物手段"好氧或厌氧#和物化方法 *"+联用工艺
进行多级处理$其中处理的方法和参数决定了处理
效能(活性污泥中微生物群落结构与其功能’而活性
污泥中微生物群落的结构又可以指导中药废水处理
的实践过程B为了更有效地控制中药废水生物处理
工艺的运行$同时提高难降解有机物的去除效率$必
须充分揭示系统内功能细菌群落的真实结构$而国
内外对于中药废水生物处理微生物群落结构的研究
却鲜有报道BWZZ+技术具有分辨率高(可靠性强

和可重复性等优点$目前已成为研究活性污泥 *’ gE+ (
生物膜 *) g&+ (海洋 *#$"(+ (垃圾渗滤液 *)$""+ (石油 *"’+ (
矿产 *"*+ (地下水 *"E+以及植物根际土壤 *")$"%+等环境
样品微生物群落结构(微生物遗传多样性和指导微
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生物菌种分离的重要工具B然而$选择适用于中药
废水微生物群落结构 WZZ+分析的 "%5 KW,3
可变区是提高图谱分辨率$获得更高群落多样性的
关键B

目前$常用的 "%5 KW,3通用引物包括 T%*=O
T)*E/ "-" g-* 区 #( T*E"=OT)*E/" -* 区 #(
T*E"=OT#’%/"-* g-) 区#(T#%&=OT"E("/"-% g
-& 区#B虽然$邢德峰等 *"$+和魏利等 *"&+对不同废水
处理样品 WZZ+分析中扩增 "%5 KW,3不同可变区
的引物组合进行了优化选择$获得了较好的引物组
合$但均未对简并引物组合进行分析BcC9C8CQ@
等 *"#+在微生物群落分析中提出了与 T*E"=(T)**/(
T#’%/相应的简并引物$应用这些简并引物$可以使
扩增效率更加宽泛$群落多样性也相应有所提高B
基于此$本研究从中药废水污水处理厂直接提取好
氧和厌氧活性污泥的总 W,3$以 "" 对通用引物"包
括简并引物#分别扩增其 "%5 KW,3片段$并进行
WZZ+分析$根据 WZZ+图谱评价每对引物对微生
物菌种检出率和对微生物多样性和表征能力$从而
获得适合中药废水活性污泥 WZZ+分析的较佳
引物B

MN材料与方法

MOM!活性污泥样品来源及基因组 W,3的提取
本实验样品采自哈尔滨市某中药废水污水处理

厂$该处理厂采用两相厌氧D1T/法处理中药废水$
存在好氧活性污泥和厌氧活性污泥B取 " F4活性
污泥$根据产品说明书$应用 W,3小量细菌提取试
剂盒"上海华舜生物技术有限公司 #进行基因组
W,3提取$获得的总 W,3保存在 i’(m冰箱中B
MOP!基因组 W,3的 V6/扩增

选用 "" 对细菌 "%5 KW,3通用引物"表 "#扩增
"%5 KW,3不同可变区序列B引物由南京金斯瑞生
物科技有限公司合成B+I4.J酶和 ?,2V购于宝生
物工程"大连#有限公司B采用 3NN;A@? TA7M<M9@F的
Z@8@3FN V6/M<M9@F#$(( 型基因扩增仪B参考文
献和引物 4F值$确定 T%*=OT)*E/(T*E"=OT)*E
/*’(+ (T*E"=OT#’%/*’"+和 T#%&=OT"E("/*’’+V6/反
应条件为!#Em预变性 ) FA8’#Em变性 " FA8$%’m
退火 " FA8$$’m延伸 " FA8$退火温度每个循环降低
(‘Em$共 ’) 个循环’然后 #Em变性 " FA8$)’m退火
" FA8$$’m延伸 " FA8$共 ) 个循环’最后 $’m最终延
伸 & FA8BT%*=O.)**/(T*E"=O.)**/(.*E"=OT)*E/(
.*E"=O.)**/和 .*E"=OT#’%/的 V6/反应条件参考

cC9C8CQ@等方法*"#+ 稍作修改!#Em预变性 ) FA8’
#Em变性 " FA8$)’m退火 " FA8$$’m延伸 " FA8$退
火温度每个循环降低 (‘’m$共 ’) 个循环’#Em变性
" FA8 $E$m退火 " FA8$$’m延伸 " FA8$) 个循环’最
后 $’m最终延伸 & FA8BT*E"=O.#’%/和 .*E"=O
.#’%/的 V6/反应条件参考 cC9C8CQ@等*"#+的方法
稍作修改! #Em预变性 ) FA8’#Em变性 " FA8$))m退
火 " FA8$$’m延伸 ’ FA8$退火温度每个循环降低
(‘%m$共 ’) 个循环’#Em变性 " FA8$E(m退火 " FA8$
$’m延伸 ’ FA8$) 个循环’最后 $’m延伸 & FA8BV6/
产物用 (‘&j琼脂糖凝胶电泳检测B
MOE!变性梯度凝胶电泳"WZZ+#分析

采用 TA7D/C? 的 WL7?@21基因突变检测系统
"TA7D/C? 4CQ7KC97KA@M$ X53#进行 WZZ+分析$制备
&j的聚丙烯酰胺凝胶$变性剂浓度为 *(j g%(jB
去离子甲酰胺和尿素购于 5AUFCB) "4V6/样品和
) "4上样缓冲液混合后加入点样孔B电泳条件设
定为!在 $) -的电压下$%(m电泳 "’ :$电泳结束
后$银染凝胶$扫描获得 WZZ+图谱B应用 TC8?5LC8
)‘( 软件对 WZZ+图谱进行多样性分析评价B

PN结果与讨论

POM!"%5 KW,3的 V6/扩增
采用 "" 对 "%5 KW,3的通用引物对好氧和厌氧

活性污泥总 W,3进行扩增$V6/产物经 (‘&j琼脂
糖凝胶电泳检测结果见图 " 和图 ’B从中可见$引物
T*E"=OT)*E/( T#%&=O"E("/( T%*=OT)*E/ 和
T*E"=O#’%/的扩增片断大小分别为 ’(((E)((E$((
%(( QN 左右B对于好氧活性污泥 "图 " #$T*E"=O
T)*E/(T*E"=O.)**/(.*E"=OT)*E/(.*E"=O.)**/(
T*E"=OT#’%/(.*E"=OT#’%/(T#%&=OT"E("/扩增
效果较好’T*E"=O.#’%/(.*E"=O.#’%/无扩增产物$
T%*=OT)*E/(T%*=O.)**/扩增结果有非特异性条
带出现B所以$在对好氧活性污泥 WZZ+分析中$没
有选用 T%*=OT)*E/(T%*=O.)**/B对于厌氧活性
污泥 "图 ’ #$ T%*=OT)*E/( T%*=O.)**/( T*E"=O
T)*E/(T*E"=O.)**/(.*E"=OT)*E/(.*E"=O.)**/(
T*E"=OT#’%/(.*E"=OT#’%/(T#%&=OT"E("/扩增
效果较好’.*E"=O.#’%/无扩增产物$T*E"=O.#’%/
有非特异条带B因此$在对厌氧活性污泥 WZZ+分
析中$没有选用 T*E"=O.#’%/(.*E"=O.#’%/B
POP!微生物群落多样性

好氧活性污泥和厌氧活性污泥样品的 WZZ+
谱如图 * 和图 E 所示B从中可见$同一样品不同

%()"
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!!! 表 MNM!"&5=<细菌 2-I扩增引物"#

2CQ;@"!"%5 KW,3NKAF@KM7RQCL9@KACR7KV6/CFN;ARALC9A78

引物组合 通用引物 引物序列")uD*u# 引物位置
"%5 KW,3
靶区域

T%*=OT)*E/ T%*=Z6 63ZZ6623363632Z633Z26 %* g&* -" g-* 区
T)*E/ 322366Z6ZZ62Z62ZZ )(& g)*E

T%*=O.)**/ T%*=Z6 63ZZ6623363632Z633Z26 %* g&* -" g-* 区
.)**/ 2.366Z...62.62ZZ636 )() g)**

T*E"=OT)*E/ T*E"=Z6 66236ZZZ3ZZ63Z63Z *E" g*)$ -* 区
T)*E/ 322366Z6ZZ62Z62ZZ )(& g)*E

T*E"=O.)**/ T*E"=Z6 66236ZZZ3ZZ63Z63Z *E" g*)$ -* 区
.)**/ 2.366Z...62.62ZZ636 )() g)**

.*E"=OT)*E/ .*E"=Z6 66236ZZZ.ZZ6.Z63 *E" g*)% -* 区
T)*E/ 322366Z6ZZ62Z62ZZ )(& g)*E

.*E"=O.)**/ .*E"=Z6 66236ZZZ.ZZ6.Z63 *E" g*)% -* 区
.)**/ 2.366Z...62.62ZZ636 )() g)**

T*E"=OT#’%/ T*E"=Z6 66236ZZZ3ZZ63Z63Z *E" g*)$ -* g-)
T#’%/ 66Z2633226"3O6#222Z3Z222 #(E g#’%

T*E"=O.#’%/ T*E"=Z6 66236ZZZ3ZZ63Z63Z *E" g*)$ -* g-)
.#’%/ 66Z.6.322..222.3Z222 #(E g#’%

.*E"=OT#’%/ .*E"=Z6 66236ZZZ.ZZ6.Z63 *E" g*)% -* g-)
T#’%/ 66Z2633226"3O6#222Z3Z222 #(E g#’%

.*E"=O.#’%/ .*E"=Z6 66236ZZZ.ZZ6.Z63 *E" g*)% -* g-)
.#’%/ 66Z.6.322..222.3Z222 #(E g#’%

T#%&=OT"E("/ T#%&=Z6 336Z6Z33Z33662236 #%& g#&E -% g-& 区
T"E("/ Z6Z2Z2Z23633Z3666 " *#) g" E("
Z6L;CFN 6Z666Z66Z6Z6Z6ZZ6ZZZ6ZZZZ6ZZZZZ636ZZZZZZ

"# .!次黄嘌呤核苷酸"A87MA8@#

1! 1CKH@KW4’ (((’ "!T%*=OT)*E/’ ’!T%*=O.)**/’ *!T*E"=OT)*E/’ E!T*E"=O.)**/’ )!.*E"=OT)*E/’ %!.*E"=O.)**/’

$!T*E"=OT#’%/’ &!T*E"=O.#’%/’ #!.*E"=OT#’%/’ "(!.*E"=O.#’%/’ ""!T#%&=OT"E("/

图 MN不同引物 2-I扩增好氧活性污泥产物琼脂糖凝胶电泳图谱

=AUB"!3UCK7M@U@;@;@L9K7N:7K@MAM7RV6/NK7?>L9MPA9: ?ARR@K@89NKAF@KMR7KC@K7QALCL9ASC9@? M;>?U@

"%5 KW,3可变区序列经过 WZZ+分析后$其指纹图
谱差异非常大$呈现出的电泳条带数目多少不等$而
且各个条带的相对信号强弱程度不同B不同引物组
合的 WZZ+图谱所显示的微生物群落结构和微生
物多样性信息是不同的B其中分离得到条带的多少
反映出样品中微生物种群的多样性’而条带信号强
弱程度$可以反映出微生物群落结构中每一种群的

相对数量 *"$$"&+B所以$可以根据图谱的指纹信息确
定不同样品中微生物的种类及其相对数量关系$从
而获得样品的微生物群落结构和微生物种群多样性
信息B

采用 TC8?5LC8 )‘( 软件对图 * 和图 E 进行分
析$分析结果见表 ’B图 * 中$.*E"=O.)** 和 T#%&=O
T"E("/的 WZZ+图谱中 W,3条带最丰富’.*E"=O

$()"
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1! 1CKH@KW4’ (((’ "!T%*=OT)*E/’ ’!T%*=O.)**/’ *!T*E"=OT)*E/’ E!T*E"=O.)**/’ )!.*E"=OT)*E/’ %!.*E"=O.)**/’

$!T*E"=OT#’%/’ &!T*E"=O.#’%/’ #!.*E"=OT#’%/’ "(!.*E"=O.#’%/’ ""!T#%&=OT"E("/

图 PN不同引物 2-I扩增厌氧活性污泥产物琼脂糖凝胶电泳图谱

=AUB’!3UCK7M@U@;@;@L9K7N:7K@MAM7RV6/NK7?>L9MPA9: ?ARR@K@89NKAF@KMR7KC8C@K7QALCL9ASC9@? M;>?U@

"!T*E"=OT)*E/’ ’!T*E"=O.)**/’ *!.*E"=OT)*E/’

E!.*E"=O.)**/’ )!T*E"=OT#’%/’ %!.*E=OT#’%/’

$!T#%&=OT"E("/

图 EN不同引物扩增好氧活性污泥样品的 5@@/分离图谱

=AUB*!WZZ+NK7RA;@7RV6/NK7?>L9MPA9: ?ARR@K@89

NKAF@KMR7KC@K7QALCL9ASC9@? M;>?U@

#’%/(T*E"=OT)*E/(T*E"=OT#’%/的 WZZ+图谱
中 W,3 条 带 较 丰 富BT*E"=OT#’%/ 和 .*E"=O
T#’%/的扩增区域完全一致$虽然 .*E"=是简并性
引物$但二者的扩增条带数基本相同$只是有些条带
的信号强弱有差异B图 E 中$.*E"=O.)**(T*E"=O
T)*E/和 T#%&=OT"E("/的 WZZ+图谱中 W,3条
带最丰富’T*E"=O.)**/(T*E"=OT#’%/和 .*E"=O

"!T%*=OT)*E/’ ’!T%*=O.)**/’ *!T*E"=OT)*E/’

E!T*E"=O.)**/’ )!.*E"=OT)*E/’ %!.*E"=O.)**/’

$!T*E"=OT#’%/’&!.*E"=OT#’%/’#!T#%&=OT"E("/

图 QN不同引物扩增厌氧活性污泥样品的 5@@/分离图谱

=AUBE!WZZ+NK7RA;@7RV6/NK7?>L9MPA9: ?ARR@K@89NKAF@KMR7K

C8C@K7QALCL9ASC9@? M;>?U@

T#’%/的 WZZ+图谱中 W,3条带 较 丰富’ 而
T%*=OT)*E/( T%*=O.)**/ 和 .*E"=OT)*E/ 的
WZZ+图谱中 W,3条带最少B对于好氧和厌氧活
性污 泥 样 品 来 说$ 虽 然 T*E"=OT)*E/( T*E"=O
.)**/(.*E"=OT)*E/和 .*E"=O.)**/的扩增区域是
完全一致的B但其扩增结果存在着较大的差异B见
图 *$T*E"=OT)*E/中条带 "(’() 不存在 T*E"=O

&()"



) 期 林海龙等!中药废水污泥群落结构解析中 V6/DWZZ+引物的选择与评价

!! 表 PNXF(*"7F(UOS 软件分析活性污泥 5@@/电泳图谱结果

2CQ;@’!38C;<MAMK@M>;9M7RWZZ+RA8U@KNKA89A8U7RCL9ASC9@? M;>?U@PA9: TC8?5LC8 )‘( M7R9PCK@

泳道
好氧活性污泥 WZZ+图谱 厌氧活性污泥 WZZ+图谱

" ’ * E ) % $ " ’ * E ) % $ & #
条带数量 "& "& "* "# "& "# ’" "* "’ ’" "& "* ’* "& "& ’(

.)**/图谱中$而 T*E"=O.)**/中的条带 *(E(% 不
存在 T*E"=O.)**/图谱中B同样$图 E 中也存在着
差异条带B

可见$同一样品采用不同 "%5 KW,3可变区进
行 WZZ+ 分 析 时$ 其 分 析 结 果 差 异 比 较 显
著 *"$ g"#$’* g’)+ $且简并引物与特异引物的分析结果也
有较大差别B所以$非常有必要对同一样品进行不
同 "%5 KW,3可变区及其引物组合的筛选工作$尤
其是进行简并引物优化的筛选工作B
POE!引物的选择

采用 "%5 KW,3序列不同可变区对同一样品进
行 WZZ+分析$其分析结果差异显著B与邢德
峰 *"$$’*+ (魏利 *"&+等的研究结果一致$*E"=O)*E/"-*
区#和 #%&=O"E("/"-% g-& 区#的条带最丰富$而
*E"=O#’%/"-* g-) 区#的条带较丰富$%*=O)*E/
"-" g-* 区#的条带最少B其中 *E"=O)*E/的 V6/
扩增片段长度只有约 ’(( QN$对于 "%5 KW,3序列全
长来说所提供的菌种鉴定信息有限$精确度不高$系
统发育分类信息较少B*E"=O#’%/和 #%&=O"E("/
的 V6/扩增片段长度分别为约 )&( QN 和 E)( QN$系
统发育分类信息相对更为丰富$且精确度较高B其
中$#%&=O"E("/的条带数比 *E"=O#’%/的丰富$这
与 4>7等 *’)+的研究相一致B所以$在需要获得较高
分类精确水平时$建议在实际工程应用中选择
T#%&=OT"E("/B

由于近些年来发现少数细菌的 "%5 KW,3保守
区并非完全保守$存在少数几个碱基的变化$所以
cC9C8CQ@等 *"#+设计了含有稀有碱基 .的简并引物$
获得了较好的结果B因为简并引物中碱基 ."引物
.*E"=中有 ’ 个 .’引物 .)**/中有 ) 个 .#可以分别
与 3(2(6(Z这 E 种碱基进行配对$所以简并引物相
当于多个引物的集合$通过降落 V6/能扩增得到较
多的目的 W,3片段B本研究应用简并引物对活性
污泥的扩增结果同 cC9C8CQ@等 *"#+结果一致$简并
引物扩增到特异引物没有扩增到的少数细菌的 "%5
KW,3条带B而且简并引物 .*E"=O.)**/图谱条带
数是最多的$获得的生物多样性也最多B而且与其
相对应得特异性引物相比$’ 个图谱中存在一部分
差异条带B这些差异条带互补可以大大增加微生物

的检出率$从而更加全面地分析活性污泥中生物多
样性B所以$在需要获得更全面的实验结果时$可选
用 .*E"=O.)**/和 T*E"=OT)*E/的 V6/产物等量
混合进行分析B

采用 WZZ+进行活性污泥中微生物多样性分
析是受多因素影响的$除了 "%5 KW,3特异性可变
区比较重要之外$还会受到 W,3提取方法(W,3提
取质量(V6/扩增体系及条件(WZZ+电泳条件(银
染显色程度等因素的影响B所以$要获得较好的分
离结果还需要对其它因素进行优化B

EN结论

""# 利用 WZZ+分析中药废水活性污泥微生物
生物多样性时$同一样品采用不同 "%5 KW,3靶序
列引物进行微生物多样性分析时$WZZ+图谱差异
明显$而特异性引物和简并性引物扩增同一靶序列
也存在一定的差异B所以$为了获得最佳的 WZZ+
分析效果$对扩增引物的筛选和优化是非常重要的B

"’# -* 和 -% g-& 区分辨率较好$图谱中条带
丰富’-" g-* 区分辨率较差$图谱中条带最少B因
此$在进行 WZZ+分析时$应选用 -* 区和 -% g-&
区引物B但考虑到分辨率高低及可变区长短$建议
选择 T#%&=OT"E("/B

"*# 考虑到 "%5 KW,3可变区扩增引物的简并
性$"%5 KW,3的-* 区可以获得的图谱最丰富$建议
采用 T*E"=OT)*E/和 .*E"=O.)*E/的 V6/扩增产
物等量混合上样$以获得更高的微生物多样性B
参考文献#
* " +!祝坚B中药废水污染特点和处理研究进展*]+‘能源环境保

护$’(($$PM")# !")D"$B

* ’ +!赵继红$何淑英$李继香$等BV6/DWZZ+分析啤酒废水生物处理

工艺的微生物区系*]+B环境科学$’((&$PR""(#!’#)(D’#))B

* * +!苏俊峰$马放$赵立军$等B石化废水处理系统微生物群落结

构 V6/DWZZ+分析*]+B南京理工大学学报"自然科学版# $

’((&$EP""# !"’$D"*(B

* E +!/@8 4]$ c> Y ,$ /@8 , d$ "#.&B1ALK7QAC;L7FF>8A9<

M9K>L9>K@A8 C8 A89@UKC9@? 3O0K@CL97K9K@C9A8U?A;>9@? ;AS@M97LH

PCM9@PC9@K?>KA8UM9CK9D>N N@KA7? *]+B]7>K8C;7R+8SAK78F@89C;

5LA@8L@M$ ’("($ PP")# ! %)%D%%’B

* ) +!肖勇$杨朝晖$曾光明$等BV6/DWZZ+研究处理垃圾渗滤液

序批式生物膜反应器 " 5TT/#中的细菌多样性 *]+B环境科

#()"



环!!境!!科!!学 *’ 卷

学$’(($$PV")# !"(#)D""("B

* % +!T@M@F@K̂ $ 5A8U@KZ$ 4AFQ@KU@K/$ "#.&BTA7N:<MALC;L789K7;M

78 L7FF>8A9<M>LL@MMA78 A8 M9K@CF QA7RA;FM*]+B3NN;A@? C8?

+8SAK78F@89C;1ALK7QA7;7U<$ ’(($$TE"")# ! E#%%DE#$EB

* $ +!W7N:@A?@3$ 4@CKZ$ 59799/$ "#.&B17;@L>;CKL:CKCL9@KAeC9A78

7RLA;AC9@ ?AS@KMA9< A8 M9K@CF QA7RA;FM* ]+B 3NN;A@? C8?

+8SAK78F@89C;1ALK7QA7;7U<$ ’((&$ TQ"%# ! "$E(D"$E$B

* & +!4A> \]$ YC8U=4$ 5:A5 Y$ "#.&B+RR@L97RM>QM9KC9@60WO,

KC9A778 N@KR7KFC8L@C8? FALK7QAC;L7FF>8A9<M9K>L9>K@7RC

F@FQKC8@C@KC9@? QA7RA;FK@CL97K*]+B]7>K8C;7R+8SAK78F@89C;

5LA@8L@M$ ’("($ PP"E# ! )E(D)E%B

* # +!刘敏$朱开玲$李洪波$等B应用 V6/DWZZ+技术分析黄海冷

水团海域的细菌群落组成 *]+B环境科学$ ’((&$ PR "E # !

"(&’D"(#"B

*"(+!ZC7[$ 4AT4$ [:@8U66$ "#.&B17;@L>;CK?@9@L9A78 7RR>8UC;

L7FF>8A9A@MA8 9:@:CPCAAC8 FCKA8@MN78U@M?)(",’#"21"#"W’C8?

!%5.&".,*.#. *]+B3NN;A@? C8? +8SAK78F@89C;1ALK7QA7;7U<$

’((&$ TQ""## ! %(#"D%"("B

*""+!TKC? 2$ TKCM9@K1$ TK@>H@;@8 T1$ "#.&B+>HCK<79AL?AS@KMA9<

A8 C8 C8C@K7QALCb>AR@KN7;;>9@? PA9: ;C8?RA;;;@CL:C9@* ]+B

3NN;A@? C8? +8SAK78F@89C;1ALK7QA7;7U<$ ’((&$ TQ""*# ! *#)#D

*#%&B

*"’+!王君$马挺$刘静$等B利用 V6/DWZZ+技术指导高温油藏中

功能微生物的分离*]+B环境科学$’((&$PR"’# !E%’DE%&B

*"*+!刘艳阳$郭旭$姜成英B生物浸矿反应器中的微生物种群结构

及其中可培养微生物的特征 *]+B微生物学报$ ’("($ US

"’# ! ’EED’)(B

*"E+!WC5A;SC1 4 T$ ]7:8M78 / 4$ 3;SCK@eV ]]B1ALK7QAC;

L:CKCL9@KAeC9A78 7RUK7>8?PC9@K>8?@KU7A8U 9K@C9F@89PA9: C

N@KF@CQ;@K@CL9AS@AK78 QCKKA@K*]+B+8SAK78F@89C;+8UA8@@KA8U

5LA@8L@$ ’(($$ PQ"&# ! ""’"D""’%B

*")+!TK78M̂ ]$ +;MCMW]B38C;<MAM7RQCL9@KAC;L7FF>8A9A@MA8 M7A;

Q<>M@7R?@8C9>KA8UUKC?A@89U@;@;@L9K7N:7K@MAMC8? L;78@

;AQKCKA@M$ CMA8R;>@8L@? Q<?ARR@K@89K@S@KM@NKAF@KM*]+B3NN;A@?

C8? +8SAK78F@89C;1ALK7QA7;7U<$ ’((&$ TQ"## ! ’$"$D’$’$B

*"%+!ZC7Y$ [:7> V$ 1C74$ "#.&B+RR@L9M7RN;C89MN@LA@M

L7@IAM9@8L@78 M7A;@8e<F@CL9ASA9A@MC8? M7A;FALK7QAC;L7FF>8A9<

M9K>L9>K@>8?@K6? C8? VQ L7FQA8@? N7;;>9A78 *]+B]7>K8C;7R

+8SAK78F@89C;5LA@8L@M$ ’("($PP"$# ! "(E(D"(E&B

*"$+!邢德峰$任南琪$宋佳秀$等B不同 "%5 KW,3靶序列对 WZZ+

分析活性污泥群落的影响 *]+B环境科学$ ’((%$ PT "$ # !

"E’ED"E’&B

*"&+!魏利$马放$王欣宇$等B基于 "%5 KW,3不同靶序列对厌氧

3T/反应器微生物多样性分析的影响*]+B环境科学$ ’((&$

PR"*# !$$%D$&(B

*"#+!cC9C8CQ@ $̂ 7̂?CFCY$ \CKC<CFC5BW@MAU8 C8? @SC;>C9A78 7R

V6/NKAF@KM97CFN;AR<QCL9@KAC;"%5 KAQ7M7FC;W,3RKCUF@89M

>M@? R7KL7FF>8A9<RA8U@KNKA89A8U*]+B]7>K8C;7R1ALK7QA7;7UALC;

1@9:7?M$ ’(("$ QQ"*# ! ’)*D’%’B

*’(+!雷娟利$周艳虹$丁桔$等B不同蔬菜连作对土壤细菌 W,3分

子水平多态性影响的研究 *]+B中国农业科学$ ’(()$ EV

""(# !’($%D’(&*B

*’"+!67L7;A8 4$ 1C8eC871$ 6C8978A6$ "#.&BW@8C9>KA8UUKC?A@89

U@;@;@L9K7N:7K@MAMC8C;<MAM7R9:@"%5 K/,3U@8@-" K@UA78 97

F78A97K?<8CFALL:C8U@MA8 9:@ QCL9@KAC;N7N>;C9A78 ?>KA8U

R@KF@89C9A78 7R.9C;AC8 5C>MCU@M*]+B3NN;A@? C8? +8SAK78F@89C;

1ALK7QA7;7U<$ ’(("$ !T"""# ! )""*D)"’"B

*’’+!5>MC88@,$ W@88AM5 ,$ 4799@4$ "#.&B.FNCL97R?A@978 9:@

A89@M9A8C;FALK7QA79CA8 "(DF789:D7;? A8RC89M* ]+B]7>K8C;7R

V@?AC9KALZCM9K7@89@K7;7U<C8? ,>9KA9A78$ ’(($$ QQ " ) # ! %"*D

%"&B

*’*+!邢德峰$任南琪B应用 WZZ+研究微生物群落时的常见问题

分析*]+B微生物学报$ ’((%$Q!"’# !**"D**)B

*’E+!47KQ@UV1$ 1CG:@8AL36$ /7U@;G.B+SC;>C9A78 7R?ARR@K@89

NKAF@KMR7KV6/DWZZ+C8C;<MAM7RL:@@M@DCMM7LAC9@? @89@K7L7LLA

*]+B]7>K8C;7RWCAK</@M@CKL:$ ’((#$ T!"*# !’%)D’$"B

*’)+!4>7V$ \> 6d$ [:C8U4V$ "#.&B+RR@L9M7RW,3@I9KCL9A78 C8?

>8AS@KMC;NKAF@KM78 "%5 K/,3U@8@DQCM@? WZZ+C8C;<MAM7RC

QCL9@KAC;L7FF>8A9<RK7FRAM: RCKFA8UPC9@K*]+B6:A8@M@]7>K8C;

7R0L@C87;7U<C8? 4AF87;7U<$ ’(($$ PU"*# !*"(D*"%B

(")"




