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摘 要：应用竞争性定量 ?@A（B@1?@A）技术，对石化废水处理系统中投加的高效芳烃降解菌株 !"#$#%#%%&’ (&)*(
02’数量变化趋势及其作用进行了分析。持续 /个月从处理系统中不定期采集活性污泥样品，进行 02’菌株定量
测定和处理系统的效果分析。结果表明，基于 ’.C *AD( 基因的特异引物具菌种水平的特异性，用其扩增污泥总
ED(，并对产物克隆测序，所扩增的产物中 .#F#G为 02’菌株 ’.C *AD( 基因片段。检测得到活性污泥样品中含
02’菌株数量范围为 %F! H ’$/ & !F% H ’$- @IJK>，表明所投加的高效降解菌在处理系统中长期稳定存活并繁殖；02’
菌量与 @LE去除量之间的相关性系数（!#）高达 $F-<，表明 02’菌量与系统的处理效果具有明显的正相关性。这
些结果说明，投加的 02’菌株在高浓度多环芳烃等污染物存在的条件和复杂菌群环境中，仍能长期稳定地存活并
繁殖，在废水处理系统中发挥重要的作用。
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目前，包括炼油厂排放的污水等含多环芳烃的

废水处理已成为环境治理的重大课题［’］。由于生物

技术所具有的成本低、作用条件温和、无二次污染等

优点［#］，使其成为环境治理中的首选技术。其中投

加高效菌的生物强化处理技术（M+N134>2O9P3P+N9）是
环境治理的重要发展方向［%］。为了更有效地控制生

物强化处理过程，提高其效率，需要对加入的活性菌

株的数量和降解活性进行实时检测。因而跟踪监测

所投加的高效菌并分析其功能表达，是今后强化生

物处理技术领域的又一研究热点［! & "］。然而，活性

污泥是一个十分复杂的共生体系，微生物种类极其

繁多且生态结构极其复杂，要对其中的某种微生物

进行定量测定，若采用传统以培养为基础的方法［-］，

如稀释菌落计数法（@N,N9Q RN*2+9> 49+P，@IJ），需要
对所有的微生物进行分离纯化和分类鉴定等，不但

工作量巨大、耗费大量的物力和财力，而且试验周期

长，不能及时反映处理系统的状况；其次投加的高效

菌种还受到活性污泥中很多因素，例如营养成分

（碳、氮、磷源等）、温度、氧分压、含水量、)S值或盐

浓度的变化等的影响，部分细胞转变为不可培养状

态，无法进行纯培养，从而导致定量不准确。

近 #$年来分子生物学方法在环境微生物学中
得到了日益广泛的应用。从环境样品中直接提取细

菌群体基因组 ED(，并对 ’.C *AD(基因进行克隆和
序列分析［<］，证明是对环境样品中不可培养菌进行

检测 和 定 量 的 有 效 方 法。竞 争 性 定 量 ?@A
（@N2)OP+P+TO B439P+P3P+TO ?N,Q2O*38O @63+9 AO3;P+N9，
B@1?@A）技术是基于某一细菌所特有的 ED( 序列
进行细菌定量的分子生物学方法。已经被国外许多

研究者应用于环境微生物群体的绝对组成和结构的

研究［<，’$］，以及一个细菌类群或基因在群体中的动

态变化分析［’’］。

本研究利用竞争性定量 ?@A 技术对南充炼油
废水处理系统中投加的高效菌数量动态变化进行定

量分析，结合处理效果如 @LE去除量，进而分析该
菌株在处理系统中发挥的作用。为生物强化技术处

理炼油厂废水污染实时监控和高效菌株作用的发挥

提供了可靠依据。



! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：赤红球菌 !"#（ !"#$#%#%%&’ (&)*(
!"#），分离于华北油田石油污染土壤，该菌株具有
降解多种烷烃、多环芳烃及产生生物乳化剂的能

力［#$，#%］，已成功地应用于南充炼油厂废水处理工程。

其他与 !"# 菌株不同亲缘关系的 #& 个参照菌株：
!"#$#%#%%&’ (&)*( ’()%%*$，!"#$#%#%%&’ *(+,"(#-#./’
+,)*%&-&， !"#$#%#%%&’ ("#$#%"(#&’ +,)*%$-.，
0#($#1/2 23/%2./’ +,)***-#， 0#($#1/2 $*’&.4&(/%21’
+,)***-$， 0#($#1/2 ’/"521/*1’/’ +,)**/0-，
6#%2($/#/$*’ 2.)&’ +,)*%#&.，7’%"*(/%"/2 %#./ 1#$，
82%/..&’ ’&),/./’ 23((--%%，9#(+1*)2%,*(/&3 :.&,23/%&3
23((#%&%$。所用菌株皆购于中国科学院微生物研
究所菌种保藏中心。

!"!"# 待测样品：待检测污泥样品采自南充炼油废
水处理工程。

!"!"$ 试剂和仪器：玻璃珠购于 ,45)2627+84(9
公司；;2< +:2聚合酶购于天根生物技术有限公司；
8:;<= 2、溶菌酶、蛋白酶 1购于鼎国生物技术有限
责任公司；+:2柱纯化试剂盒购于赛百盛基因技术
公司；>(8所用的引物均由上海 ,;?@A? 公司合成；
+:2测序均由三博远志生物技术有限责任公司完
成。+:2 提取液 ,ABCDEA? 2：#&&""ABF7 3GE< H9IJ&，
#&&""ABF7 !+32，#&&""ABF7 :;(B，$K ,+,，#K
(32LF:;(B。
!"# 活性污泥总 %&’的提取
!"#"! 样品预处理：将污泥样品于 #$&&&GF"E? 离心
%"E?，弃上清，取 #J&@样品于 *"7 #$&""ABF7的磷酸
盐缓冲液（H9IJ&）中，#/&GF"E? 匀速震荡 #/"E?，然后
以 -&&& M @ 离心 #&"E?；沉淀再次洗涤后用于后续
试验。

!"#"# 玻璃珠破壁法提取活性污泥总 +:2：采用
7;CG=?D等［#*］的方法，并作适当调整。具体如下，取
&J/@ 污泥，加入 #J&"7 提取液（#&&""ABF7 3GE<，
#&&""ABF7 !+32，#&&""ABF7 :;(B，#K HABNOE?NBHNGG6
ABEPA?=，$K ,+,）和 &J/@玻璃珠（直径 *-&!"）；漩涡
仪剧烈振荡 /"E?，每振荡 #"E?于冰上静置 #"E?，在
#%&&&GF"E?下离心 /"E?，取上清，加入 #F#&体积冰冷
的乙酸钠（/"ABF7），冰上放置 #&"E? 后，在 #*&&&GF
"E?离心 #&"E?，取上清，等体积酚：氯仿：异戊醇抽
提，#$&&&GF"E?，*Q离心 #&"E?，弃下层取上清，加入
等体积的异丙醇，沉淀 %&"E?，#$&&&GF"E? 离心

#&"E?，收集沉淀，溶解于 /&!7 3!（#&""ABF7 3GE<，
#""ABF7 !+32，H9 IJ&）缓冲液中。+:2经过稀释后
用于 R(6>(8分析。
!"#"$ 粗提 +:2的纯化：采取基因组 +:2纯化试
剂盒纯化粗提 +:2。
!"$ 引物设计
利用 >GE"=G >G="E=G /J&软件设计基于 !"#菌株

#-, G8:2 基因序列的通用引物和特异引物。9SL
!"#T为杂合引物，前 $# 个碱基对应于 !"# 菌株
#-, G8:2基因的 #%. U #/.VH 位点，后 #. 个碱基对
应于 %&/ U %$%VH 位点。试验所设计的引物如表 #
所示。

表 ! 试验所用的引物
3;VB= # >GE"=G< C<=P E? DWE< <DCPN

>GE"=G ?;"= >GE"=G <=XC=?Y=（/Z!%Z） ,H=YE[EYEDN
%/0 T ((32(555255(25(25 \?EO=G<;B
#*I$ 8 2(55(32((335332(52(3 \?EO=G<;B

9SL6!"# T 552((3(555235(23533((
55255(25(2535555223 ,H=YE[EY DA !"#

#*&# 8 (55353532(2255((( \?EO=G<;B
!"# #/. T 552((3(555235(23533(( ,H=YE[EY DA !"#
!"# .-& 8 (23(3(35555(553((5535323 ,H=YE[EY DA !"#

!"( 竞争性模板的构建
通过两次 >(8反应［#/］构建长度 #&-IVH的竞争

性模板（图 #）。杂合引物 9SL !"#T引导扩增能产
生发生了内删除的竞争性模板 +:2分子。以竞争
性模板，进一步 >(8% 扩增得到 -00VH的产物，该产
物跟竞争性模板一样缺失了 #-& U %&*之间的 #*/VH
序列。而以基因组 +:2为模板 >(8% 扩增得到长为

I$$VH的产物。通过 &JIK琼脂糖凝胶电泳即可清
晰地分辨出两条不同长度的 >(8产物条带以进行
后续分析。

图 ! 竞争性模板的构建
TE@]# 3W= <DG;D=@N A[ YA?<DGCYDE?@ YA"H=DEDAG ]

!") 标准曲线的构建
将不同浓度的 !"#细胞悬液加入到 &J$@无菌

污泥中，使其终浓度分别达到 #J*I M #&I，/J.* M #&I，
$J%I M #&.，.J/ M #&.，#J. M #&#&和 $JI/ M #&#& (T\F@，

I&% 9\:25 7E?@ *, 2. ] F=%,2 >/%(#)/#.#:/%2 ?/1/%2（$&&0）*0（$）



分别提取污泥样品总 !"#，进行 $%&’%(扩增，其中
竞争性模板恒定为 )*+,-（)*+ . )+/ )01-）。
!"# 样品定量分析
!"#"! 污泥样品菌量的检测：不定期从南充炼油废
水处理工程采集污泥样品，称取定量样品提取总

!"#。粗提液进行 ’%(预试验，若能扩增出目标产
物，则模板不需进一步纯化；若不能扩增，则进一步

用试剂盒纯化。取处理好的基因组 !"#进行 $’%(
扩增，基因组 !"#模板的量通过 ’%(预试验确定。
’%(产物于 )234琼脂糖凝胶电泳，56 染色，通过
$789:;:< =9>（6;? (8@）读取条带亮度，结合标准曲线
分析样品中目标菌的数量。

!"#"$ 污泥样品 %=! 的检测：本试验采用国标
A6))B)*&CB方法（重铬酸钾法）对处理系统中采集
样品的化学需氧量进行分析。

$ 结果和分析

$"! 不同菌株的特异引物 %&’及引物特异性分析
采用设计的特异性引物对与 !"#$#%#%%&’ (&)*(

51)菌株具有不同亲缘关系的菌种进行 ’%(扩增，
引物 51) )3BD，51) BE+(只能从 !"#$#%#%%&’ (&)*(
51) 及 !"#$#%#%%&’ (&)*( F%GHH*0 扩增得到产物
（C00IJ），而不能从其他菌株，包括与 51)菌株同属
不同种，近缘的不同属和远缘的不同属菌株，扩增出

产物，初步说明引物 51) )3BD，51) BE+(至少具有
种水平的特异性。

进一步对污泥样品扩增产物构建文库，从文库

中随机挑取 *3个阳性克隆进行测序［0)］，结果表明，
0C个克隆与 !"#$#%#%%&’ (&)*( 51)菌株 )EK L("#基
因上相应片段完全相同；)) 个克隆与 !"#$#%#%%&’
(&)*( 51)菌株 )EK L("#基因的相应片段虽不完全
一致，但也具有很高的相似性，应为同一物种的不同

菌株，另外 E个克隆与一些未培养细菌有较高的相
似性。进一步说明所用的引物不仅具有种水平特异

性，而且其扩增产物中绝大多数（E0204）为目标菌
株（51)菌株）的相应片段，为了更准确计算 51)菌
株在样品中的数量，以 +2E00作为计算系数。
$"$ 竞争性模板和 ()!基因组 *+,扩增效率比较
扩增效率是 $%&’%(的一个重要参数，应尽量

避免倾向性扩增。只有当竞争性模板与目标模板的

扩增效率相等或相近时才能正确反映目标模板的真

实初始数量［)M，)C］。分别以竞争性模板与 51) 基因
组 !"#为模板进行扩增，在反应分别进行到 00，0*，
0E，0C，H+ 个循环时取样，在 )234琼脂糖凝胶上进

行电泳，56染色后，通过凝胶成像分析软件 $789:;:<
=9>（6;? (8@）读取条带亮度，并换算为单位面积的
光密度，与循环数对应做回归曲线，分别得到两者的

扩增效率（图 0）。

图 $ 目标模板和竞争性模板的扩增效率比较
D;-N0 %?1J8L;O?9 ?, 81JP;,;Q8:;?9 >,,;Q;>9Q< ?, :8L->: 89@ Q?1J>:;:?L N

图 0表明，目标模板和竞争性模板在 00 R H+循
环内产物的量与循环次数呈线性相关，竞争性模板

的扩增速率为 + S +2EC*3, / H2CB)（!0 S +2BBH)），目
标模板的扩增速率为 + S +2EMC3, / 32+B)（ !0 S
+2BC3E）。根据公式 5,,;Q;>9Q<［>,,］S )+! / )（!为斜
率）可以计算出竞争性模板扩增效率为 H2CHE0；目标
51)模板扩增效率为 H2MBMC，二者扩增效率基本一
致，而且其比值恒定为 )2+)+。根据结果推测当循
环数大于 H+时，扩增趋于饱和，不再成线性关系，因
此将 $%&’%(循环数确定为 0C个。
$"- 菌株 ()!的细胞数量与 %&’产物的相关性

图 - 不同浓度 ()!细胞与 %&’产物量之间的关系
D;-NH (>P8:;?9OT;J I>:U>>9 :T> @>9O;:< ?, 51) Q>PPO 89@ 81?79: ?,

$’%( JL?@7Q:O #：VT> L>O7P:O ?, $’%( U;:T -L8@;>9: @>9O;:< ?, 51)

Q>PPO N GN G8LW>L；VT> 81?79: ?, 51) Q>PPO：)：02C3 . )+)+；0：)2B+ .

)+)+；H：B23 . )+B；*：02HC . )+B；3：32B* . )+C；E：)2*C . )+C；6：

K:89@8L@ Q7LX> Q8PQ7P8:>@ I8O>@ ?9 :T> @>9O;:< ?, I89@O ?9 #N

将 51)菌体加入灭菌污泥样品中使其浓度分
别为 )2*C . )+C，32B* . )+C，02HC . )+B，B23 . )+B，)2B
. )+)+和 02C3 . )+)+%DYZ-，提取污泥样品总 !"#，在
竞争性模板恒定为 )*+,-（)*+ . )+/ )01-）下进行 $%&

B+H黄 玲等：应用 $%&’%(技术研究高效菌株 !"#$#%#%%&’ (&)*( 51)在废水处理中的作用 N Z微生物学报（0++M）*M（0）



!"#扩增，构建曲线。标准曲线反映菌株 $%&的细
胞数量与 !"#产物的相关性，其线性范围是 ’()* +
&,&, - &(.) + &,)"/012，依据标准曲线可以推算待测
污泥样品中菌株 $%&的数量，不需要考虑 345的提
取效率以及纯化所带来的偏差（图 6）。
!"# 污泥样品中 $%&菌株的菌量分析
不同时期从南充炼油厂废水处理工程流化床反

应器和生物接触氧化池采集污泥样品：’,,*年 7月
’)日一级反应池，7 月 ’) 日二级反应池，’,,8 年 &
月 ’8日一级反应池，&月 ’8日二级反应池，’,,8年
’月 &)日一级反应池，’月 &)日二级反应池。对以
上 8个样品进行 9":!"#分析，得到相关数据和样
品中菌体数量如表 ’ 所示。根据 !"# 产物条带的
光密度比值从标准曲线计算得到对应的菌体数量。

由于引物非特异扩增以及试验过程中通过样品多管

合并，和标准体系相比增大了样品中的目标菌数量，

因此需要将从标准曲线所读取的数据以一定比例进

行必要的校正和数据换算，最终得到污泥样品中

$%&的相对菌体数量。对前 .个样品依照标准曲线
读到的菌量应乘以参数 ,(8’’（’)1.*），以除去污泥
中非特异扩增带来的误差，方得到样品中真实的

$%&菌株数量。试验中对后两个样品进行了平行样
品的多管合并：故测得的数值相当于原初污泥样品

菌量的 *倍，其后将平行提取的两管 345溶液再次
混合，并将 345最终溶解于 ’,!; <$（标准体系溶解
于 *,!; <$），吸取 ’!; 345溶液作模板（标准体系
取 &!;）。故读得的 $%& 菌体数量必须乘以参数：
,(,&’...（’)1.*!*!’!’(*!’），才能如实地反映
样品中 $%&菌株的数量（表 ’）。

表 ! 污泥样品 ’()*(+参数和 $%&菌株数量
<=>?@ ’ 3=A= BCD% 9":!"# =EF AG@ EH%>@C DB

IAC=JE $%& JE I=%K?@I

L=%K?@
;2
（<=C2@A1
"D%K@AJADC）

;2
（4H%>@C DB

M@??）

"@?? 4DN
BCD% IA=EF=CF

MHCO@
PEF@Q

"@?? 4DN
JE I=%K?@
（"/012）

7(’)（&）
7(’)（’）
&(’8（&）
&(’8（’）
’(&)（&）
’(&)（’）

R ,(&7,.
R ,(&&7.
R ,(&,&*
R ,(,7,.
R ,(,7S6
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!", 处理系统中 (-.的去除量分析
于不同时期采集反应池进水和出水样品，采用

国标 TU&&7&.:)7法对采集的样品检测化学需氧量，
所得 "V3数据如表 6 所示。反应池进水与该池出
水化学需氧量的差值反映了处理池有机污染物的去

除量，即该处理系统对有机污染物的降解情况。

表 / 污泥样品中 (-.的去除量
<=>?@ 6 3=A= DB "V3 C@%DO@F JE AG@ I@FJ%@EA I=%K?@I

L=%K?@ "V3 DB JEB?HQ
1（%21;）

"V3 DB @BBHIJDE
1（%21;）

"V3 C@%DO@F
1（%21;）

7(’)（&） *))(66 7*(’. .76(,7
7(’)（’） *))(66 S)(6. *,7(77
&(’8（&） S),(.* &&,()8 887(*7
&(’8（’） S),(.* &,7()S 8S,(*)
’(&)（&） .)*(88 S8(.) .,7(&)
’(&)（’） .)*(88 *8(8 .’7(,8

!"0 样品污泥菌量与 (-.去除量之间的关系分析
对南充炼油废水处理系统中不同的流化床反应

器和生物接触氧化池不定期采集的污泥样品，进行

目标菌株 $%&的定量。通过分析 ,*年 7月 ’)日，
,8年 &月 ’8日和 ,8 年 ’ 月 &) 日污泥样品的 $%&
菌量和 "V3去除量之间的相关性，结果表明（图 .），
$%&菌量与系统 "V3去除量之间有明显的正相关
关系，其相关性系数达到了 !’ W ,()7，说明该菌株
在处理系统中对污染物的降解有重要的作用。

图 # $%&菌量与 (-.去除量之间的相关性分析
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/ 讨论
南充炼油厂废水处理工程利用生物强化处理技

术，针对炼油厂排放的炼油废水中高浓度、难生化降

解的污染物（其中 7,Z为多环芳烃和各种烷烃类）
投加活性高、降解能力强的高效菌株 ! N "#$%" $%&
并进行强化处理。菌株 ! N "#$%" $%& 为新分离菌
株，能以石油烃为唯一碳源很好生长，$%&具有极其
广泛的底物降解谱，能降解烷烃，简单芳烃如苯、萘

和聚环芳烃蒽、菲、荜等多种石油烃；同时该菌株产

生新型实用的生物乳化剂，通过提高石油烃在水中

的溶解度从而促进对炼油废水中有机污染物的降

解［&’，&6］。以较高数量的高效菌加入处理系统中，使

其在环境菌群中能以较高数量存活并稳定繁殖，从

而更好地发挥降解作用，达到经济而高效处理污染

的效果［6］。由于投加的高效微生物数量直接影响废

水处理系统的运行效果。本试验利用 9":!"#技术

,&6 [045T ;JE2 %& ’( N 1)*&’ +,*"-$,-(-.,*’ /,0,*’（’,,S）.S（’）



对处理系统不同时期的高效菌株进行定量分析。

!"#$"%技术具有简单，准确，快捷和低成本的
优点，已被广泛应用于环境样品中目标菌的定

量［&，’’］。由于活性污泥成分复杂，含有腐殖质［’(，)*］、

酶抑制剂、各种离子和未知成分的化学干扰物质等，

都会降低所提取 +,-的纯度，干扰 $"%定量扩增；
同时提取方法对目标 +,-的回收率也会影响到定
量结果。本试验采用玻璃珠法破碎菌体细胞［’(］，并

结合酚 .氯仿 .异戊二醇抽提［’/］，得到纯度符合 $"%
扩增的污泥总 +,-模板。
利用 !"#$"%技术进行准确的定量，理想的特

异性引物必须能准确并唯一地识别目标菌株。本试

验特异引物依据目标菌株的 ’01 2%,-基因超变区
设计而成，由于细菌同一物种内不同菌株具有高度

相似的 ’01 2%,- 基因序列，相似性高达 &/3 4
’**3。因此很难设计一对引物能唯一地识别某一
菌株 ’01 2%,-基因。为了提高扩增特异性，对特异
性 $"%体系和扩增程序进行了优化，采取较高的退
火温度（567），并通过检索分析和 $"%扩增产物测
序检测了引物特异性，试验选取 ’* 个与 89’ 菌株
具有不同的亲缘关系的对照菌株进行 $"%扩增检
测。以上两方面皆证明引物具有种水平的特异性。

为了进一步排除污泥中非特异扩增的干扰，试验得

到了非特异扩增的比例。通过对污泥样品扩增产生

的序列进行测序分析表明，扩增的序列中目标菌株

89’ ’01 2%,-基因约占 )6:(5；其余 0:(5 为非培养
的未知菌 ’01 2%,-基因；’’:(5 为赤红球菌菌种的
不同菌株 ’01 2%,- 基因。该统计结果表明［)’］：用
设计的特异性引物扩增总 +,-，只有赤红球菌及其
近源菌的 ’01 2%,-基因能被扩增，因此在进行菌量
分析时，应将所得菌量乘以 )6:(5 才能依据扩增产
物正确地反映 89’菌体数量。
对处理系统采集的样品进行 89’ 菌体数量分

析并结合污泥 ";+数据［’&］，绘制两者相关曲线。经
过长期样品分析，可知 89’菌株在高浓度石油烃污
染物和复杂菌群环境中，仍能长期稳定地存活和繁

殖，并很好地发挥降解功能。因而表明 ! < "#$%"
89’是含石油烃类污染物废水生物强化处理的理想
菌株。南充炼油厂排放的待处理废水中石油烃，包

括多环芳烃和各种烷烃，含量高达废水总 ";+ 的
&*3（数据未显示）。而 ! < "#$%" 89’通过产生高效
的生物乳化剂，同时对多种石油烃能高效降解。

89’菌体数量与处理系统中废水 ";+去除量的相
关性［’&］表明，随着废水中 89’ 菌体数量的增加，废

水 ";+ 去除量也呈上升趋势，相关性系数 %) 达

*=6&，表明 89’菌株在所研究的南充炼油厂废水处
理工程中确实发挥着重要的作用。

高效菌株在处理系统中的存在状态、生理状况、

功能基因的表达情况、菌体所处的微环境和污染物

的接触程度以及表面活性剂的分泌等直接影响到降

解效果［)］。系统不同时期受到进水量的冲击，气候

骤变等各种物理和化学因素影响，将造成部分菌体

死亡并影响降解功能的发挥。而 !"#$"% 技术对
89’定量结果和废水 ";+去除量相关性分析表明，
两者具有一致的变化趋势和较高的相关性，因此表

明外界所带来的冲击等因素和死亡菌体细胞的数量

可以忽略，绝大部分 89’菌株仍以高效理想的活性
状态存在并对有机污染物处理发挥作用。故 !"#
$"%技术能较为可靠而准确地反映环境处理系统中
所发挥功能的菌株的整体相对数量。
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