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厌氧生境体系中产氢产乙酸细菌的 !"#$定量解析

李艳娜&，许科伟&，堵国成&，$，陈 坚&，$，刘 和&"

（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：产氢产乙酸细菌是一类在有机物厌氧降解过程中起重要作用的细菌。以基于 &#H /IJ1序列设计的特异性
寡核苷酸探针为基础，优化 7KHL实验条件，确定该技术检测产氢产乙酸细菌的实验条件为样品固定 &6=、乙醇脱水
0-;@，杂交缓冲液中甲酰胺浓度 00M。运用建立的 7KHL技术检测了几种厌氧消化体系中产氢产乙酸细菌的数量，
并与用传统 NOJ方法的结果进行了比较。结果表明，产氢产乙酸细菌分布广泛，废水处理 P1HQ反应器和动物消
化道，特别是反刍动物瘤胃中的产氢产乙酸细菌数量较高，其丰度分别为 &F"% R &%6 ,+44ST-U样品，#F0% R &%( ,+44ST
-U样品。湖底沉积物中产氢产乙酸细菌数量较少，仅占整个微生物群落的 %F!M，含量为 &F$% R &%( ,+44ST-U样品。
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产氢产乙酸细菌在厌氧消化过程中占有重要位

置，使水解发酵细菌水解糖、蛋白质和脂类所产生的

代谢中间产物，如丙酸、丁酸等，转化为产 WL! 的前

体———乙酸、甲酸、L$ 和 WX$ 等。认识和了解产氢

产乙酸细菌的形态、组成、分布和丰度等特性对于研

究有机物的生物降解和生物转化过程中的微生物学

机理等十分重要。

Q/E8@Y等人在 &6#"年发现并分离纯化出了最早
的产氢产乙酸菌株［&］，此后，国内外对产氢产乙酸细

菌的研究一直不断［$ ) !］。但是至今，产氢产乙酸细

菌的研究仍主要停留在传统分离培养方面，特别是

计数方面，主要依赖以纯培养技术为基础的最大或

然数方法（NGSY O/G.8.4+ J<-.+/，NOJ）［0 ) "］。产氢产
乙酸细菌是一类严格厌氧的真细菌，生长周期长，而

且大部分产氢产乙酸细菌都是互营细菌，即其生长

和代谢完全依赖于产甲烷细菌等其他微生物将代谢

产物如 L$ 的转移和去除。因此，对产氢产乙酸细

菌进行分离培养的研究时，要求极高的操作条件，耗

时费力。随着现代分子生物技术的发展，不依靠纯

培养的微生物群落结构的分析方法已得到广泛发展

和应用，如荧光原位杂交技术（74<G/+S,+@,+ K@ H;Y<
LE./;C;Z8Y;G@，7KHL），这些方法能够更加精确地揭示
微生物种类和遗传的多样性等各方面的性质。目

前，通过分子生物技术对产氢产乙酸细菌的研究极

少，只有国外一些研究借助了膜杂交等分子生物学

方法对其进行过简单的调查分析，国内几乎还没有

这方面的研究［( ) &%］。

本文以厌氧消化体系中产氢产乙酸细菌为研究

对象，避免传统分离培养技术，应用现代分子生物学

技术，建立并优化了检测产氢产乙酸细菌的荧光原

位杂交技术，对几种不同生境中的产氢产乙酸细菌

进行定量监测，其结果为了解产氢产乙酸细菌在某

些厌氧生境中的分布和功能具有实际指导意义。

% 材料和方法
%&% 材料
%&%&% 样品采集：在无锡地区 #个地点进行了采集
取样，包括（&）无锡某公司 P1HQ反应器中污泥；（$）
太湖底泥；（’）城市下水道污泥；（!）无锡 *HN柠檬
酸厂 KW反应器污泥；（0）无锡奶牛场牛粪；（#）无锡
城北污水处理厂消化污泥。采集的环境样品立即进

行预处理。

%&%&’ 主要试剂和仪器：食丁酸盐产氢产乙酸细菌
探针（H575HE@-5%"%%585I5$’）和食丙酸盐产氢产乙酸
细菌探针（H5H5HB [G45%$$’585I5&6、H5H5NOXQ5%$$$585
I5&6），其修饰合成均由上海生物工程有限公司完
成；荧光染料 *1OK（!，#5C;8-;C;@G5$5\=+@E4;@CG4+）购
自上 海 捷 瑞 科 技 有 限 公 司。荧 光 显 微 镜

（*]N&$%%W）为 J;^G@公司产品。
%&’ 样品预处理
一定体积的环境样品用磷酸缓冲液 &!OQH清



洗 ! " # 次后，与 # 倍体积的固定剂 $%多聚甲醛
（&’(’)*(+’,-./0-.，123）充分混合，固定剂可以保护
细胞的完整性，同时使探针容易渗透进入细胞，与靶

453序列结合。将加入 $%123的样品置于 $6，7
" !$/后，离心弃去固定剂，然后用 7!189 清洗样
品，并将样品重新悬浮于等体积的 7!189溶液中，
最后用乙醇溶液，: !;6保存。
!"# 载玻片的准备
取 <"=适当浓度稀释的固定化细胞，均匀涂布

于 !孔白明胶包埋后的载玻片的每个孔上，在室温
下将载玻片晾干，再将载玻片置于 $>6中热固定
!;+?@，热固定时间太长易引起细胞形态变化。将细
胞依次在 <;%、A;%和 7;;%的乙醇溶液中脱水各 <
" 7<+?@，自然干燥。
!"$ 探针的选用
产氢产乙酸细菌系统发育呈多样性趋势，分支

众多，至今描述的就有 7!个属的 7B个种（亚种），很
难用一种通用探针检测到所有的目标细胞。食丁酸

盐产氢产乙酸细菌和食丙酸盐产氢产乙酸细菌是产

氢产乙酸细菌的常见细菌，针对这两类细菌，采用了

#种不同种属水平的寡核苷酸探针，包括 9C2C90@+C
;D;;C’CEC!#［A］和 9C9C9F G*,C;!!#C’CEC7B、9C9CH1I8C
;!!!C’CEC7B［B，7;］。探针 9C2C90@+C;D;;C’CEC!#几乎可
以和所有食丁酸盐产氢产乙酸细菌靶序列结合，属

于属水平检测探针；探针 9C9C9F G*,C;!!#C’CEC7B 和
探针 9C9CH1I8C;!!!C’CEC7B用于检测食丙酸盐产氢
产乙酸细菌，属于种水平的检测探针。食丁酸盐产

氢产乙酸细菌探针用荧光染料花青素 J0# 在 #’端
标记；!种食丙酸盐产氢产乙酸细菌探针都用荧光
染料异硫氰酸荧光素 2KLJ在 #’端标记。探针详细
情况见表 7。

表 ! 产氢产乙酸细菌探针
L’M,. 7 I,?N*@OP,.*Q?-. &(*M.R *) R0@Q(*&/?P ’P.Q*N.@?P M’PQ.(?’

1(*M. L’(N.Q *(N’@?R+（R） 9.SO.@P.（<T!#T） E.).(.@P.

9C2C90@+C;D;;C’CEC!#

!"#$%&’(&)’&%* +%"*#$,,
!"#$%&’(&-&#*) )*’&.&%*#)

!"#$%&’(&-&#*) /&012, ROMR&F /&012,
!"#$%&’(&-&#*) /&012, ROMR&F =U8

3JLVVL5LLJJLJJLV3LLLVL3 A，

9C9C9F G*,C;!!#C’CEC7B !"#$%&’(&+*3$2% /&0,#,, 3JVJ3V3JLJ3LJJJJVLV B，7;

9C9CH1I8C;!!!C’CEC7B !"#$%&’(&+*3$2% 14-*%&5,6*#)
!"#$%&’(&+*3$2% ’12#,77,, 3JVJ3VVJJJ3LJJJJV33 B，7;

!"% 总微生物检测
为确定样品中产氢产乙酸细菌在总微生物中的

相对丰度，采用荧光染料法对总微生物数量定量。

!"& 荧光显微镜检测条件
在荧光显微镜 5?W*@（4XH7!;;J）不同激发波长

下观察，J0# 呈显红色荧光，2KLJ 呈显绿色荧光，
431K呈显蓝色荧光。实验中通过不同荧光信号分
辨不同靶细胞，# 种荧光染料的检测条件如表 !
所示。

表 ’ ()*+采用的荧光染料
L’M,. ! 2,O*(.RP.@Q -0.R OR.- )*( ),O*(.RP.@P. ?@ R?QO /0M(?-?Y’Q?*@

2,O*(.RP.@Q
-0.

3MR*(M’@P.Z
@+

[+?RR?*@Z
@+

2,O*(.RP.@Q
P*,*(

\*(W?@N R*,OQ?*@Z
（@NZ"=）

J0# <<! <D; E.- #;
2KLJ $B< <!; V(..@ <;
431K #>; $>; 8,O. ;]<

!", 原位杂交，镜检和计数

在载玻片的每个孔上加入 7;"=现配的杂交缓
冲液（;]7A+*,Z= 5’J,，;];!+*,Z= L(?RZ^J,（&^A];），一
定浓度的甲酰胺，每种探针的最适甲酰胺浓度通过

实验优化确定），再加入 7"=产氢产乙酸细菌探针使
用液，加盖玻片；在杂交管中放一张吸水纸，载玻片

放入杂交管内，多余的杂交缓冲液倾于吸水纸上，

$>6杂交 7]< " #/。杂交完毕，迅速取出载玻片，放
入 $A6杂交洗脱液 7< " !;+?@（;];! +*,Z= L(?RZ^J,
（&^A];），;];;<+*,Z= [4L3，一定浓度的 5’J,（其浓
度根据杂交缓冲液中甲酰胺浓度确定）），充分除去

未杂交的探针和杂交缓冲液，尽量减少背景值，再用

冰冷 -- !̂I 漂洗 ! " # 次，自然干燥。431K 染色
<+?@，再次自然干燥，盖上盖玻片，立刻在荧光显微
镜下镜检，观察视野取 #;次，用 K+’N.C1(* 1,OR软件
计数，样品中细菌丰度由公式（7）计算得出，最后数
据用 H?P(*R*)Q I))?P. [_P., !;;#进行统计分析。

细菌丰度 ‘ 视野中细菌数目 a 载玻片凹孔面积 a 稀释倍数 a 固定样品体积
视野面积 a 涂布载玻片固定样品体积 a 实际样品体积 （7）

B#;7李艳娜等：厌氧生境体系中产氢产乙酸细菌的 2K9^定量解析 F Z微生物学报（!;;D）$D（>）



!"# $%&’实验条件优化
由于不同细菌和探针对 !"#$实验条件要求不

同，故需优化 !"#$在检测产氢产乙酸细菌时的实验
条件。由于文献报道 %&#’反应器中的生物多样性
高，同时所测定的 ( 种靶菌群都有在其中检出
过［) * +,］，故选用华润公司 %&#’污泥样品，分别对样
品固定时间（ -./01.23 1.45）、脱水时间（6578690156
1.45）和甲酰胺浓度（-29404.65 :23:531901.23）(种影响
杂交结果的主要因素进行优化。固定时间和脱水时

间一般分别为 + * ;<7和 = * +=4.3。考虑到环境样
品杂质较多，固定剂不容易作用于细胞，因此采用较

长固定时间，在 +>7、+)7、+?7、;,7、;+7、;;7、;(7、;<7
)种固定时间中选择最优实验条件。确定最佳固定
时间后，再分别考察 =、+,、+= 4.3(种脱水时间，优化
脱水时间；最后，以 =@为梯度在 ,@ * A=@浓度之
间优化选择每种探针杂交最适甲酰胺浓度。

图 ! ()&*污泥样品荧光显微图像
!.BC+ !DE295F:53:5 .40B5F 2- %&#’ FDE6B5 F04GD5C &：H210D 4.:9229B03.F4F；’：#01E90156 -0118 0:.6I!I2/.6.J.3B F83192G7F；

K：#83192G7.: G92G.23015I2/.6.J.3B L0:159.0；M：K24G2F56 .40B5C — ’09 F:0D5 N +,,"4

!"+ 样品测定
确定产氢产乙酸细菌检测条件的基础后，对采

集的 A种环境样品进行产氢产乙酸细菌的检测与比
较，分析产氢产乙酸细菌的数量和相对丰度等，对其

主要生境等进行探讨。相同实验条件下每份样品重

复检测 (次。实验过程设置阴性对照：样品进行杂
交，杂交液中不含探针。

, 结果和讨论
,"! $%&’检测方法的建立与条件优化
固定样品是 !"#$操作的第一个步骤。样品固

定失败，探针就无法渗透进入细菌细胞，而固定结果

主要取决于固定时间，因此对样品固定时间进行优

化。结果表明固定时间为 +?7时，样品与 ( 种探针
结合都比较好，可在荧光显微镜下观察到明显的红

色和绿色荧光信号。与固定时间为 +?7 的样品比
较，其他 >种固定时间的样品与 (种探针结合能力
都很弱，仅见到很黯淡的荧光信号。结果选取 +?7
为最佳固定时间。

脱水可以使探针更好地与细胞靶序列结合。脱

水过程一般很容易被忽视，但是脱水过程的操作和

脱水时间掌握不好，可能在 !"#$操作后观察不到荧
光信号。优化脱水时间表明在每种乙醇溶液中脱水

=4.3时荧光信号最为强烈，菌体分辨清晰，分布也
较均匀。

在 !"#$操作中，杂交缓冲液中甲酰胺浓度和洗
脱液中 O0K+浓度对结果都有一定影响。杂交缓冲
液中甲酰胺浓度和洗脱液 O0K+浓度过低或过高都
会降低探针的特异性。甲酰胺浓度一般处于 , *
A=@之间，并以 =@为梯度进行变化，杂交洗脱液中
的 O0KD浓度随杂交缓冲液中甲酰胺浓度的变化而
变化，两者之间呈现一定的函数关系，因此在考察甲

酰胺浓度的同时考察了洗脱液中 O0KD浓度。选用
不同的甲酰胺浓度时，使用食丙酸盐产氢产乙酸细

菌探针（#I#I#C P2DI,;;(I0IQI+?、#I#I#C P2DI,;;(I0IQI
+?）进行 !"#$操作后，发现荧光信号差别较大，在甲
酰胺浓度为 ==@时 ; 种食丙酸盐产氢产乙酸细菌
探针杂交后荧光信号相对较强，观察到明显的绿色

荧光，在其余甲酰胺浓度时荧光信号比较微弱。而

应用食丁酸盐产氢产乙酸细菌探针（#I!I#834I,>,,I
0IQI;(）进行杂交，发现在选用不同甲酰胺浓度时荧
光信号都比较强，都会看到明亮的带有红色荧光的

菌体，特别是选用 +=@、=,@、==@、A,@和 A=@浓
度的甲酰胺时，观察到明显的带有红色荧光的菌体，

但在 A,@和 A=@甲酰胺浓度时，荧光信号过于强
烈，菌体过多，有可能是甲酰胺浓度为 A,@和 A=@
时食丁酸盐产氢产乙酸细菌探针的特异性降低，与

食丁酸盐产氢产乙酸细菌结合的同时也与其他的非

食丁酸盐产氢产乙酸细菌结合。结合食丙酸盐产氢

产乙酸细菌探针和食丁酸盐产氢产乙酸细菌探针的

总体情况，==@甲酰胺浓度最为适合选用。
由此完成了 !"#$实验条件优化研究。选用最

佳固定时间、脱水时间和甲酰胺浓度等因素进行实

验才能得到好的杂交结果。采用优化得出的最佳固

,<,+ R" S03I30 !" #$ C T%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（;,,>）<>（A）



定时间、脱水时间和甲酰胺浓度，对某公司 !"#$反
应器污泥样品同时进行 %种探针的 &’#(操作，并进
行 )"*’染色，结果如图 +所示，图 +中 "、$、,分别
是 )"*’染色、食丁酸盐产氢产乙酸细菌探针和食
丙酸盐产氢产乙酸细菌探针的杂交观察结果，图

+-)由图 +-"、+-$、+-, 经过 ’./012*34 *567 软件合
成得到，白色区域反映了与 %种探针都有结合。

(/8718和 (/3.718曾经分别运用膜杂交技术和
原位杂交技术对生物反应器中食丁酸盐产氢产乙酸

细菌或食丙酸盐产氢产乙酸细菌进行了考察［9 : +;］。

但是两者选取的探针种类较少，检测的产氢产乙酸

细菌种类和范围狭窄，代表性差，尤其是 (/3.718仅
仅对一到两种食丙酸盐产氢产乙酸菌株进行了分

析。更重要的是，对具体实验操作条件交待不详，无

法考察探针的特异性，亦不能进行重复实验。而本

文优化得到的 &’#(技术，采用多个种属水平的特异
性探针，摸索和提供了对产氢产乙酸细菌直接进行

原位分析的具体条件，提高了探针特异性，可以分别

或同时检测不同种类的产氢产乙酸细菌；具有较强

的可重复性。

!"! 不同环境样品中产氢产乙酸细菌的数量
采用优化得到的 &’#(检测条件对 < 种环境样

品进行了定量检测，分析获得的食丁酸盐产氢产乙

酸细菌、食丙酸盐产氢产乙酸细菌、总产氢产乙酸细

菌以及总微生物的数量，如表 %所示。从表 %可见，
<种厌氧环境样品中，食丁酸盐产氢产乙酸细菌数
量都远远大于食丙酸盐产氢产乙酸细菌数量，前者

比后者大致高 +个数量级。食丁酸盐产氢产乙酸细
菌含量最高的是来自 !"#$反应器污泥，达到 +-=%
> +;? @1557A.B样品，比其他 =种样品高 +个数量级；
其他 =种样品食丁酸盐产氢产乙酸细菌含量大致相
同。!"#$污泥和奶牛场牛粪中都含有较多的食丙
酸盐产氢产乙酸细菌，)#C柠檬酸厂 ’,反应器污泥
和下水道污泥中的食丙酸盐产氢产乙酸细菌含量处

于同一数量级，太湖底泥中的食丙酸盐产氢产乙酸

细菌数量最少，比 )#C柠檬酸厂 ’,反应器污泥和
奶牛场牛粪低了 D个数量级。与此相对应，!"#$污
泥和奶牛场牛粪中总产氢产乙酸细菌数量最多，这

说明这 D种生境的生存条件比较理想，有利于产氢
产乙酸细菌的生长繁殖。

表 # 几种环境样品中的产氢产乙酸细菌丰度
E/F51 % "F68G/8@1 4H 7I8J34KLM@ /@1J4018M@ F/@J13M/ M8 18NM348.18J/5 7/.K517

CM@34430/8M7. !"#$
756G01

#1GM.18J
M8 E/ML6 5/O1

#56G01
M8 71P137

)#CA’,
756G01

,/JJ51
./8631

)M017JM80
756G01

#/J63/J1G H/JJI /@MG2!24QMGMRM80 7I8J34KL7
（@1557A.B 7/.K51 > +;?） +-=% S ;-;= ;-++ S ;-;+ ;-+9 S ;-;+ ;-<9 S ;-;D ;-T% S ;-;= ;-D+ S ;-;T

#I8J34KLM@ K34KM48/J124QMGMRM80 F/@J13M/
（@1557A.B 7/.K51 > +;9） +-U; S ;-;T ;-;9 S ;-;+ ;-+% S ;-;+ ;-=T S ;-;+ D-D9 S ;-+? ;-D< S ;-;%

#I8J34KLM@ /@1J4018M@ F/@J13M/
（@1557A.B 7/.K51 > +;?） +-U; S ;-;+ ;-+D S ;-;+ ;-D; S ;-;+ ;-U% S ;-;D ;-<= S ;-;T ;-D= S ;-;%

E4J/5 .M@430/8M7.
（@1557A.B 7/.K51 > +;+;） ;-9D S ;-;+ %-T; S ;-+T D-TD S ;-;< %-<; S ;-+; ?-== S ;-=T %-U? S ;-DU

图 ! 产氢产乙酸细菌相对丰度
&M0VD W15/JMN1 /F68G/8@1 4H 7I8J34KLM@ /@1J4018M@ F/@J13M/ M8 18NM348.18J/5 7/.K517

不同环境样品中产氢产乙酸细菌相对丰度不

同，即占总微生物的比例不同，如图 D所示。图 D显
示，!"#$污泥中食丁酸盐产氢产乙酸细菌相对含
量最高，占总微生物的 +9-UX，)#C柠檬酸厂 ’,反
应器污泥中食丁酸盐产氢产乙酸细菌相对含量也比

较高，占总微生物的 +-9?X，其他 =中环境样品中的

食丁酸盐产氢产乙酸细菌相对含量比率大致相同。

食丙酸盐产氢产乙酸细菌相对含量最高的是 !"#$
污泥，其他环境样品中的食丙酸盐产氢产乙酸细菌

相对含量都比较低。总产氢产乙酸细菌相对丰度比

较高的是 !"#$污泥和 )#C柠檬酸厂 ’,反应器污
泥，分别为 D;-U9X和 D-;TX，因为这 D种生境中含

+T;+李艳娜等：厌氧生境体系中产氢产乙酸细菌的 &’#(定量解析 V A微生物学报（D;;U）TU（<）



有较高的糖量。比较食不同基质产氢产乙酸细菌种

群的数量关系，发现每种样品中食丁酸盐产氢产乙

酸细菌都比食丙酸盐产氢产乙酸细菌数量高得多，

这可能是由于食丁酸盐产氢产乙酸细菌探针结合和

检测的细菌范围广于食丙酸盐产氢产乙酸细菌探针

的缘故。

分析环境样品，可以看到，废水处理厌氧反应器

中含有较多的产氢产乙酸细菌，尤其是处理含糖量

较高的厌氧反应器，糖转化为有机酸的数量多，基质

丰富，有利于产氢产乙酸细菌的生存与增殖。反刍

动物瘤胃中也生存有一定量的产氢产乙酸细菌，数

量也比较多。相比较而言，湖底沉积物中产氢产乙

酸细菌数量最少。

本文运用 !"#$技术，定量了多种不同种类的产
氢产乙酸细菌；同时，调查了多种厌氧环境中产氢产

乙酸细菌的情况，对于反映这类细菌在不同生境中

的生存、分布和数量等信息提供了参考。而

$%&’(&［)］和 $%*+’(&［,，-.］主要了解了产氢产乙酸细菌
和其互营细菌甲烷细菌之间的相互关系等，并没有

对产氢产乙酸细菌进行定量等其他方面的分析，且

考察的生境很少，基本只涵盖了厌氧生物反应器。

所以，本研究采用的 !"#$ 技术弥补了 $%&’(& 和
$%*+’(&研究的这一缺陷。
!"# $%&’方法和其它方法比较
为进一步检测本文所建 !"#$方法的准确性和

可行性，对建立的 !"#$方法和其他文献报道的其他
方法检测产氢产乙酸细菌的结果进行了比较，如表

/所示。国内外专门针对产氢产乙酸细菌的定量研

究都比较少，所报道的产氢产乙酸细菌计数方法绝

大多数采用了 012法［-3 4 -)］。竺建荣等人应用 012
方法计数得到的 56#7反应器污泥中产氢产乙酸细
菌的数量是 /89 : -.) 个;+<。一般来讲，不同来源
的样品之间可比性不高，其差异也不一定就是方法

造成的，为了对两种方法进行比较，选择与此相对应

的几乎相同的生境和样品对比发现，本文采用 !"#$
方法检测到的 56#7反应器污泥中产氢产乙酸细菌
数量是 -8=. : -., >(??’;+< 样品，其中食丁酸盐产氢
产乙酸细菌和食丙酸盐产氢产乙酸细菌分别为

-8@9 : -., >(??’;+<样品、-8=. : -.) >(??’;+<样品，比
竺建荣等人检测到的 /89 : -.) 个;+< 高 - 个数量
级。这可能主要因为产氢产乙酸细菌是严格厌氧细

菌，不能在纯培养条件下很好的生长，部分产氢产乙

酸细菌甚至不能在纯培养条件下生长，需要与耗氢

菌互营才能良好生长，这是依赖纯培养的 012方法
固有的局限。任馨等人同样采用了 012方法对淹
水底泥中产氢产乙酸细菌进行了计数，但结果表达

比较模糊；本文采用 !"#$方法检测到的太湖底泥中
产氢产乙酸细菌数量叙述清晰详细，为 .8-A : -.,

>(??’;+< 样品，其中食丁酸盐产氢产乙酸细菌和食
丙酸盐产氢产乙酸细菌分别为 .8-- : -., >(??’;+<
样品、.8.) : -.) >(??’;+< 样品。从结果比较可见，
!"#$方法的检测范围更加广泛，结果也更加准确，
尤其是检测结果可以具体到特定细菌。!"#$方法
的检测可能还包括了少数死亡的细胞，因而较用培

养方法的结果高一些。

表 ( 不同产氢产乙酸细菌计数方法结果比较
B%C?( / DE+F%*G’E& EH !"#$ %&I 012 HE* I(J(>JG&K ’L&J*EFMG> %>(JEK(&G> C%>J(*G%

0(JMEI #%+F?(
#%JN*%J(I H%JJL
%>GIO!OEPGIGQG&K

#L&J*EFM’

#L&J*EFMG>
F*EFGE&%J(OEPGIGQG&K

C%>J(*G%

#L&J*EFMG>
%>(JEK(&G> C%>J(*G% R(H(*(&>(

!"#$

56#7
（>(??’;+< ’%+F?(） （-8@9 S .8.@）: -., （-8=. S .8./）: -.) （-8=. S .8.-）: -.,

BMG’ ’JNIL#(IG+(&J G& B%GMN ?%T(
（>(??’;+< ’%+F?(） （.8-- S .8.-）: -., （.8.) S .8.-）: -.) （.8-A S .8.-）: -.,

012

56#7
（>(??’;+<） ; ; /89 : -.)

@，3，=
H?EEI(I F%IIL ’EG?
（>(??’;K） ; ; =8.

因此，在对产氢产乙酸细菌的鉴定和计数等方

面进行研究时，除了传统的培养和 012等方法外，
选用分子生物技术手段—!"#$技术不失为一种更
好的选择。!"#$技术具有快速、简便、准确的优点，
为难以分离培养的微生物的计数提供了一条新的

途径。

# 结论
（-）经过优化，确定 !"#$技术检测产氢产乙酸
细菌的实验条件为样品固定 -,M、乙醇脱水 @+G&，杂
交缓冲液中甲酰胺浓度 @@U；
（A）厌氧消化反应器，反刍动物瘤胃和河底沉

A/.- <" V%&O&% !" #$ W ;%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（A..=）/=（3）



积物等厌氧环境中都有一定数量的产氢产乙酸细

菌。其中废水处理 !"#$厌氧反应器污泥中产氢产
乙酸细菌数量为 %&’( ) %(* +,--./01 样品，占总样品
中总微生物的 2(&’34；比其他生境中的产氢产乙
酸细菌高一个数量级，丰度高 %(4左右。
（5）本文建立的 67#8方法，和传统9:;计数方
法相比，操作快捷，且可以同时检测多类不同种属水

平的产氢产乙酸细菌，结果精确，因此在环境微生物

生态学研究中具有较好的应用价值。

致谢 感谢浙江大学闵航教授对本文的审读和修

改！
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