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荧光定量 !"#监测五氯酚对好氧颗粒污泥和活性污泥
中氨氧化细菌数量的影响

李光伟#，刘 和#"，张 峰$，堵国成#，$，陈 坚#，$

（江南大学 #生物工程学院环境生物技术研究室 $工业生物技术教育部重点实验室 无锡 $#!%&’）

摘 要：通过特异引物扩增环境中氨氧化细菌 #’J ,KLM N$保守区域，将该片段克隆到 38*.>/载体上，OPQ产物经
测序和定量 OPQ扩增体系鉴定，证实 OPQ扩增产物为氨氧化细菌 #’J ,KLM保守序列，以含该序列的重组质粒作为
定量 OPQ监测氨氧化细菌数量的 KLM标准品。用荧光定量 OPQ技术比较了五氯酚（OPO）对好氧颗粒污泥和活性
污泥中氨氧化细菌数量的影响。结果表明，不加 OPO的反应器中，好氧颗粒污泥和活性污泥中氨氧化细菌的数量
分别为 !R$7 S #%" T 2R!! S #%’ B*44>5（G干污泥）和 $R2# S #%D T 7R’# S #%7 B*44>5（G干污泥）。随着 OPO浓度的增加（% (
2%:G5F），OPO对氨氧化细菌数量的影响不大（! U %R%2），而且，污泥中氨氧化细菌的数量与氨氮的去除率无直接的
正相关关系（! U %R%2），OPO主要是抑制氨氧化细菌的代谢活性导致污泥氨氮去除效率降低。
关键词：荧光定量 OPQ；好氧颗粒污泥；活性污泥；氨氧化细菌；五氯酚
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氨氧化细菌（M::IC;. W6;A;X;CG 0.B?*,;-:，MW0）
在生物脱氮作用过程中负责将氨氧化为亚硝酸盐，

实现亚硝化作用，是硝化过程中必不可少的步骤，同

时也是一个限速反应。由于 MW0的生长速率相当
低，生物量较少，采用传统的细菌培养平板计数方法

研究 MW0数量的变化非常费时、繁琐，因此迫切需
要有新的方法来对 MW0进行定量表征。近年来，荧
光定量 OPQ（Q*.48?;:* OPQ，Q38OPQ）技术取得了很
大的发展，该技术在指数扩增期间通过连续监测荧

光信号出现的先后顺序以及信号强弱的变化来即时

分析目的基因的拷贝数目，通过与加入已知量的标

准品进行比较，可实现实时定量。Q38OPQ技术操作
简便、快速、高效，具有很高的灵敏性和特异性。目

前已经广泛应用到 KLM、:QLM 和病毒荷载量的定
量，核酸多态性分析，基因突变分析等多个领域，近

来也已经开始用于检测环境样品中的特定微生物的

数量［#］。

五氯酚（Y*C?.B<4I,IY<*CI4，OPO）是最常见的有
毒物质之一［$］，大鼠的半致死量（FK2%）为 #!’:G5ZG。

天然水体中的浓度为 2 ( #%%%CG5F，某些自来水中的
浓度也达到 2 ( #%%CG5F，生活污水中含酚量约为
%R# ( #R%:G5F，受五氯酚污染的水体对人体健康构

成严重威胁［&］。五氯酚会导致污泥的处理性能下

降，造成出水水质下降，甚至处理系统瘫痪，这些影

响在活性污泥处理工艺中得到了大量的研究［!］，然

而五氯酚对好氧颗粒污泥的研究比较少。好氧颗粒

污泥最大特点之一就是可进行同步硝化反硝化脱

氮［2，’］，因此，作为一种具有广阔应用前景的废水处

理技术，目前倍受研究者的关注。五氯酚的存在同

样会对好氧颗粒污泥造成一定程度的影响，由于好

氧颗粒污泥具有与活性污泥不同的结构，在毒性化

合物存在条件下，好氧颗粒污泥的生物脱氮性能与

活性污泥相比可能会具有不同的特性，然而这方面

的研究还比较少。

因此本文的研究目的：（#）建立检测 MW0数量
的 "#$[.C Q38OPQ技术平台；（$）以该技术检测 OPO
对好氧颗粒污泥和活性污泥中 MW0数量的影响，阐
明两类污泥脱氮性能与 MW0数量之间的关系。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 主要试剂：KLM提取试剂盒（&JKLM \>I4.?;IC
1;? N$R#）为上海申能博彩生物科技有限公司产品；
AL3O>和 "#$ KLM聚合酶均为 )*,:*C?.>公司产品；



!"#割胶纯化试剂盒（"$%$&’( )*+,-.：/01234），荧
光定量 !"# 试剂盒 !" #$% #56!"# 0789（"$%$&’(
)*+,-.：/##2:94），购于宝生物工程（大连）有限公
司；;<=>!# 65 =$?@ 载体（"$%$&’( )*+,-.：49:A2）为
!.’+-($ 公司产品；<’&B0C-D5>/E4染料，购于上海赛
百盛生物有限公司。

!"!"# 主要仪器：细胞破碎仪 F!972 为 5G-.+’ 产
品；!"# 扩增仪 >H6!5"722 和荧光定量 !"# 仪
"G.’+’I 为 >H #-?-$.JG 产 品；紫 外 分 光 度 计
KC’!G’%’+-%-.，购于 =;;-)B’.L公司。
!"# 实验装置与操作条件
实验装置采用 A 个如图 9 所示的 MK# 反应器

（标记为 #2，#9至 #3），每个反应器形状相同。MK#
用有机玻璃制成，直径 1I++，高 7A2++，总体积为
9322+N，有效体积为 O22+N。好氧颗粒污泥由本研究
室所培养［P］，活性污泥取自无锡市城北污水处理厂。

图 ! $%&反应器示意图
FC(Q9 MJG-+$%CJ BC$(.$+ ’L MK# ,C’.-$J%’. Q

向 A个反应器中首先加入颗粒污泥，>NMM控制
在 9I R 72(SN之间，在试验条件下作短期驯化，运行
稳定后向 #2至 #3加入 !"!，使其终浓度依次为 2，
92，72，:2，I2，32+(SN，考察 !"!对其影响；反应结束
后倒出好氧颗粒污泥，加入活性污泥，>NMM控制在
A83 R P83(SN之间，其他条件完全同好氧颗粒污泥，
作短期驯化，运行稳定后向 #2至 #3加入 !"!，使其
终浓度依次为 2，92，72，:2，I2，32+(SN，考察 !"!对
活性污泥的影响。反应温度控制在 71 T 283U，溶
氧 I R 3+(SN左右，"V/浓度为 9I22 R 9322+(SN，氨
氮浓度为 A3 R P3+(SN，;WP82左右，试验用水和微量
元素的配方见参考文献［P］。一个反应周期为
::2+C)，其中进水 92+C)，曝气 :22+C)，静止和出水共
72+C)。用 2827+’&SN E$VW溶解 !"!，配制成 9(SN的
贮备液，根据试验需要配制成不同浓度。每种污泥

在每种 !"!浓度下进行 :次重复，所测参数取平均

值；污泥等量混合，准确称取污泥约 722+(提 /E4。
!"’ ()*的提取
首先向污泥中加入灭菌玻璃珠 32+(，用细胞破

碎仪将细胞破碎（速度 I83+S?，:2?，I次），破碎的细
胞用 /E4提取试剂盒，方法按厂商的说明进行。用
281X琼脂糖凝胶电泳，<’&B0C-D5>染色检测提取的

总 /E4片段。
!"+ *,% &-./0&检测标准品的构建
!"+"! 引物和探针的合成［1］：所用正向序列有 7
条，分别为 "5V91OL4SK（3Y6:Y）<<4<#444<"4<<<
<45"< 和 "5V91OL"（3Y6:Y）<<4<<444<54<<<<
45"<，两者 7 Z 9 混合使用，反向引物为 #59.（3Y6:Y）
"<5""5"5"4<4""4#"54"5<，探针为 5>!9（3Y6:Y）
"44"54<"5445"4<#"45"#<""<"5"，其中 3Y端用
A6羧基二乙酸荧光素（A6J$.,’[@L&*’.-?J-C)，F4>）标
记，:Y 端 用 A6羧 基 四 甲 基 若 丹 明（ A6J$.,’[@6
%-%.$+-%G@&.G’B$+C)-，54>#4）标记。正反向引物扩
增的片段长度为 99A,;，该引物和探针是针对于!亚
纲的 4VK 9AM ./E4 07区域设计的，使用两条正向
混合引物是为了扩增更多的氨氧化细菌种类［1］。引

物和探针由上海基康生物工程公司合成。

!"+"# !"# 扩增条件：OIU :+C)；O3U I3?；31U
:2?；P7U I3?；:2个循环；P7U I+C)。
!"+"’ !"#产物的纯化：配制 7 X琼脂糖凝胶，取
32"N !"# 产物进行电泳，切下含 99A,; 条带的胶
块，用 !"#割胶纯化试剂盒纯化，方法按说明进行。
!"+"+ !"# 产物与载体的连接：纯化 !"# 产物
A)(，56=$?@载体 32)(，5I /E4连接酶 : \-C??单位，
7 ] 连接酶缓冲液 3"N，加无菌双蒸水至总体积为
92"N，9A U过夜。
!"+"1 感受态细胞的制备及转化：制备 >92O 感受
态大肠杆菌，连接产物转化 >92O，在氨苄青霉素平
板上根据蓝白斑试验筛选阳性转化菌。

!"+"2 重组质粒 !"# 扩增鉴定：重组质粒进行扩
增，以从活性污泥中提取的 /E4为阳性模板，不加
/E4的反应为阴性对照，反应条件见 98I892，观察
是否有荧光信号的产生。

!"+"3 重组片段序列分析：取部分有荧光信号的阳
性转化菌 322"N送杭州华大生物工程有限公司进行
测序，测序结果在 <-)K$)^经 KN4M5软件进行同源
性比对分析。

!"+"4 重组质粒的提取与纯化：质粒提取方法见参
考文献［O］，割胶纯化。
!"+"5 重组质粒浓度测定及标准曲线的建立：测定

P:9李光伟等：荧光定量 !"#监测五氯酚⋯⋯氨氧化细菌数量的影响 Q S微生物学报（722P）IP（9）



纯化重组质粒的质量浓度为 !"#"$%&!’，根据已知的
重组质粒全序列，计算其分子量为 (#)"* + (,- 道尔
顿，由分子量和阿伏加德罗常数（-#,! + (,!"分子数&
./0）换算为分子拷贝数为 1#!2 + (,) 拷贝&!’，因为
氨氧化细菌 (-3 4567 基因操纵子 44$ 的拷贝数为
(，每个拷贝对应一个细胞［8］，即相当细胞浓度为
1#!2+ (,) 9:00;&!’。重组质粒进行 (, 倍梯度稀释，
即稀释成 1#!2 + (,8、1#!2 + (,1、1#!2 + (,-、1#!2 +
(,2、1#!2 + (,*、1#!2 + (,"、1#!2 + (,! 9:00;&!’，进行
7<=的 >?@AB>检测（条件如 (#*#(,）。
!"#"!$ >?@AB>检测 7<=：在荧光定量 AB>仪上扩
增，扩增条件为 )2C 2.D$，)2C (2;，-,C *2;，*2个
循环。每个样品做 "个重复，取平均值。
!"% 分析项目和方法

EF值采用 EF3@"精密数显酸度计测定，溶解氧
用膜电极法，6F*

G @6用纳氏试剂分光光度法［(,］。

!"& 相关性分析
应用 HIJ0IK软件中的 9/449:/L命令进行相关性

分析，并进行假设检验，显著水平"M ,#,2。

’ 结果和分析

’"! 重组质粒的鉴定

图 ’ 荧光定量 ()*对重组质粒的鉴定
ND%O ! PQ:$JDLD9IJD/$ /L 4:9/.KD$:Q E0I;.DQ R;D$% 4:I0@JD.: AB>

.:JS/QO

从污泥中提取的总 567 经扩增获得的 7<=
(-3 4567片段约 ((-KE（图谱未列出），纯化后连接
到载体上。用定量 AB>扩增鉴定重组质粒，系统检
测出强烈的荧光信号（图 !），对部分有荧光信号的
重组质粒测序，经 T:$=I$U的 =’73?软件比对，检索
返回结果均为氨氧化细菌（>P5：(("2-8)(1*@-(!(@
(*!-,"8,!)88#=’73?V*），与 7<= 同源性达到 )8W
和 ))W，图 "是其中一个比对结果。结果表明已获
得了 7<= (-3 4567的保守区域，重组质粒可以作为

7<=用 >?@AB>方法进行定量的标准 567。

图 + 克隆测序在 ,-./0.1比对的部分结果
ND%O" AI4JDI0 4:;R0J /L 4:9/.KD$I$J ;:XR:$9: I0D%$.:$J YDJS %:$:; D$

T:$=I$UO

’"’ 标准曲线的建立
标准曲线共重复了 * 次，每次的 4! 均大于

,#))2，斜率为@,#"!, Z ,#,(*（3#5），变异系数为 [
*#*W。对 *次的标准曲线上每个浓度对应的点进
行统计，BJ值的标准差均小于等于 ,#(-（表 (），变异
系数WB\也比较小。这说明所建立的标准曲线具
有较好的精确度和良好的重复性。根据重组质粒所

制定的标准曲线（图 *），线性范围可达 - 个数量级
（(,! ] (,1）。

表 ! 不同质粒浓度 *-023456- ()*检测的精度
?IK0: ( A4:9D;D/$ /L JS: I;;I^

7<= E0I;.DQ QD0RJD/$ BJ（.:I$ Z 3O 5） B\&W
1#!2_ G ,1 (1#() Z ,#(* ,#1)
1#!2_ G ,- ()#8) Z ,#(( ,#22
1#!2_ G ,2 !"#2, Z ,#," ,#((
1#!2_ G ,* !"#2, Z ,#," ,#((
1#!2_ G ," !)#-8 Z ,#(- ,#22
1#!2_ G ,! "!#28 Z ,#(2 ,#*-

图 # 实时荧光定量 ()*检测 78/的标准曲线
ND%O* 3JI$QI4Q 9R4‘:; L/4 7<= I;;I^ K^ 4:I0@JD.: AB>O

’"+ ()(对氨氮去除率的影响
在不加 ABA的反应器中，好氧颗粒污泥和活性

污泥的氨氮去除率均为 (,,W（图 2）。ABA为 (, ]
!,.%&’时，颗粒污泥和活性污泥氨氮去除率仍在
81W以上，两者受 ABA 的影响程度相似；当 ABA 浓
度大于 ",.%&’时，活性污泥氨氮去除率的下降速度
明显大于颗粒污泥氨氮去除率的下降速度，在 ABA
的浓度为 2,.%&’ 条件下，活性污泥氨氮去除率为
""W，好氧颗粒污泥的氨氮去除率为 -2W，这说明
活性污泥氨氮的去除受到了较为严重的抑制。

8"( ’P TRI$%@Y:D !" #$ O &%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（!,,1）*1（(）



图 ! "#"对氨氮去除率的影响
!"#$% &’’()"* )"+,(#-) ,-’(.*/ -00"1"-)12 3,(0"/-4 5)6-, 6"00-,-)+ 787

6(4*#-$

$%& "#"对 ’()数量的影响
运用上述 9:;789检测好氧颗粒污泥和活性污

泥在 787的影响下 &<=数量的变化。如图 >所示，
不加 787 的反应器中，颗粒污泥和活性污泥含有
&<=的数量分别为 ?@AB C DEF G %@?? C DE> 1-//4H（#干
污泥）和 A@%D C DEI G B@>D C DEB 1-//4H（#干污泥）。含
有 787的反应器中，颗粒污泥中 &<=的数量均维持
在 DEF 1-//4H（#干污泥）左右，变化不大。787浓度为
E J AE’#HK时，活性污泥中氨氧化细菌为 DEI 1-//4H（#
干污泥）；787 浓度为 LE J %E’#HK 时，&<= 下降到
DEB 1-//4H（#干污泥）。这说明 787对 &<=主要起抑
制作用，对两类污泥中 &<=的数量影响不大，活性
污泥中的 &<=数量仅微小的降低。

图 * "#"对氨氧化细菌的影响
!"#$> M00-1+ (0 787 () &<= )5’N-, $

+ 讨论
目前对于细菌数量的 9:;789 定量研究，大多

数研究者都是采用从标准菌株中提取基因组 OP&，
经纯化后作为标准样品［B］。然而，由于有些菌株目

前还没有建立标准菌株，或非常难以分离培养（如

&<=），因此本文设计了一个新的获得标准品的思
路，即通过特异性引物从环境样品中直接扩增目标

细菌的 D>Q ,OP&的保守序列，克隆到载体上，通过
789鉴定和测序后经 R-)=*)S =K&Q:比对验证，然

后以重组质粒 OP&作为定量 789的标准样品。通
过这一方法迅速建立了 &<= 9:;789检测体系，周
期短，可重复性好，与传统的抽提标准菌株基因组

OP&作为标准品的方法相比较，该方法尤其适合一
些难以获得标准菌株的微生物，如难培养的厌氧微

生物或根本不能培养的微生物的 9:;789 定量研
究。

好氧颗粒污泥和活性污泥的氨氮去除率与 787
浓度成负相关（! T E@E%），说明 787对两种污泥的
脱氮性能均造成了影响。应用本文所建立的 &<=
荧光定量 789检测体系，检测 &<=数量，结果发现
在试验条件下 787 并不影响 &<= 的数量（ ! U
E@E%），且 &<= 的数量与氨氮的去除也无直接正相
关关系（! U E@E%），这和以前人们普遍认为污泥的
氨氮去除率和 &<=的数量密切相关的看法大相径
庭。其原因可能为：（D）虽然污泥中氨氧化细菌数量
变化不大，但是其代谢活性已受 787的严重抑制并
造成废水脱氮效率的明显下降；（A）除 &<=外，氨氮
还可以通过其它的脱氮微生物、或转化为其他异养

微生物的细胞组分或其他的代谢产物等方式去除。

虽然活性污泥系统中 &<=的浓度大于好氧颗
粒污泥反应系统 DE J DEE倍（图 F），但在同一浓度的
787条件下，好氧颗粒污泥的氨氮去除率大于活性
污泥，这是因为好氧颗粒污泥反应系统中具有很高

的污泥浓度，氨氮可通过多种方式被转化，而高生物

量正是好氧颗粒污泥的一大优势［DD］。

& 结论
通过本次实验，得出以下结论。

（D）本文建立的 &<=荧光定量 789检测方法，
与传统以标准菌株基因组 OP&作为标准品的方法
和 V7P（V(4+ 7,(N*N/- P5’N-,）计数法相比，具有周
期短，可重复性好，尤其为难以分离培养的微生物的

计数提供了一条新的途径；

（A）在相同浓度的 787条件下，好氧颗粒污泥
的氨氮去除率大于活性污泥；

（L）氨氮的去除率与 787 浓度成负相关，但
&<=的数量和氨氮去除率并无直接的相关性，787
并不导致 &<=数量的下降，而是抑制 &<= 的代谢
活性。
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