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专一性 PCR 和变性梯度胶电泳协助从焦化废水处理装置中 
分离优势功能菌 Thauera 属菌株 

毛跃建，张晓君*，张宝让，赵立平 
（上海交通大学生命科学技术学院，教育部微生物代谢重点实验室，上海  200240） 

摘要：【目的】在专一性 PCR和变性梯度胶电泳(DGGE)的协助下，从废水处理装置的微生物群落中

分离较难分离的功能菌 Thauera。【方法和结果】本研究首先使用 Thauera特异性 PCR-DGGE的方法

鉴定了焦化废水处理装置反硝化池生物膜中的 Thauera在 6种培养基、好氧/厌氧条件下的生长情况。

挑选 Thauera多样性较高的培养基 1/10 NB与 MMQ在好氧条件下进行分离培养。然后使用 Thauera

特异性 PCR方法确定分离得到的菌落是否呈阳性，并使用 DGGE 的方法检验其是否为纯菌。使用不

同培养基对含有 Thauera 的混合菌落进行进一步纯化，DGGE 检测发现 MMP 培养基对混合细菌菌

落 Q20中的 Thauera有明显的富集作用。经过 Thauera特异性 PCR结合 DGGE检测对 Thauera属细

菌进行追踪，将混合菌落在 MMP 培养基上多次划线，最终分离得到纯菌。通过这种方法，从反硝

化池样品中分离获得了 3株在样品中最为主要的 Thauera菌株。【结论】以特异性分子标记为导向分

离培养细菌，不仅提高了分离效率及细菌筛选的灵敏度，还能协助分离常规方法难以分离的细菌。 
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厌氧-缺氧-好氧(A1-A2-O)固定生物膜法是目前

常用的一种焦化废水处理工艺，其中的缺氧池(A2)的
主要功能是反硝化[1]。这个池中的反硝化细菌能够利

用从好氧池(O)回流进来的硝酸和亚硝酸盐作为电子
受体进行反硝化，在去除硝酸和亚硝酸盐的同时，也

消耗了污水中的有机物。这就大大降低了焦化废水中

酚类化合物、含氮杂环类化合物等有毒污染物进入 O
池时的浓度，从而避免这些物质对 O池中硝化过程的
产生抑制作用[2]。 

在对一个实验室反硝化生物反应器的研究中，我

们就发现 Thauera与喹啉的降解有着密切的联系。在
该反应器的驯化过程中，随着反应器的喹啉降解效率

从低于检测能力上升到 90.2%，其中的 Thauera的含

量也从 4%增加到了 56% [3]。Thauera 是一类广泛的
存在于废水处理装置中，并能降解多种有机化合物的

细菌 [4, 5]。同时，通过 Thauera 属纯菌的研究，证    
实它们具有降解苯酚、多酚、甲苯等有机污染物的能

力 [6～8]。因此，Thauera 可能在废水处理装置的焦化
废水污染物的降解过程中起着重要的作用。 

到目前为止，虽然已有超过 40 株 Thauera 被分
离得到，但是这些菌的选择性分离过程基本都是功能

导向性的。它们大多是在特殊的培养条件下富集某类

功能细菌时分离得到的。例如 Shinoda等人在反硝化
条件下富集培养甲苯降解菌，然后从中分离细菌时获

得菌株 Thauera sp. DNT-1 [8]。虽然这种以功能为导向

的常规分离方式，能够相对容易的分离到某种污染物
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的降解菌。但是由于这种分离方式使用的培养条件往

往选择性很强，因而使得原始群落中一些起主导作用

的功能菌可能会因为生长受到培养条件的限制而无

法分离获得，即使它们在原始群落内丰度可能很高。

由于培养条件与原始环境差别很大，使得用这种方式

分离到的大部分细菌在原始的群落中可能并不占优，

与原始群落的功能之间关系也并不密切，这就降低了

这些菌的研究价值及应用前景。 
为此在本研究中，我们使用了另外一种更具目的

性的方法：以分子标记为导向的方式来分离群落中的

目标菌。首先使用分子生物学的手段评估了一个焦化

废水处理装置中的 Thauera属细菌在各种不同类型的
培养基上的生长情况。挑选出合适的培养基和培养条

件后，再进行分离培养。并在 Thauera 特异性 PCR
方法的协助下，从大量的菌落中快速筛选目标菌。最

终，我们从这个废水处理装置 A2 池的生物膜样品中
成功分离获得了 3 株在原始群落中最为主要的
Thauera菌株。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  生物膜样品：用于细菌分离的生物膜样品(A2)
采自上海某焦化厂 A1-A2-O 废水处理装置的反硝化
池(A2池)。 
1.1.2  培养基：① 营养肉汤培养基(NB)：蛋白胨 5 g/L，

牛肉浸膏 3 g/L，琼脂 15 g/L，pH7.0；1/10 NB：10

倍稀释的营养肉汤培养基；厌氧培养时，加入       

2 mmol/L KNO3。②废水培养基(WW)：用 0.22 μm的

滤菌膜对焦化废水进行过滤除菌后加热至 60℃左右，

然后与融化状态下已灭菌的 7.5%的琼脂按照 4：1的

比例混合；厌氧培养时，加入 2 mmol/L KNO3。③基

本培养基(Basic mineral medium)：取 Na2HPO4·2H2O 
(2.0 g), KH2PO4 (1.0 g), NH4Cl (0.5 g), KNO3 (0.5 g), 
K2SO4 (0.06 g) 溶于 1 L水中，高温灭菌后加入 0.5 mL

过滤灭菌的 MgCl2·6 H2O (200 g/L) +CaCl2·2 H2O      

(50 g/L)溶液及 0.5 mL 1 mol/L NaHCO3无菌溶液；基

本培养基+醋酸钠(MMAC)：取 990 mL基本培养基加

入 10 mL 20 g/L 无菌醋酸钠溶液；基本培养基+苯酚

(MMP)：取 990 mL基本培养基加入 10 mL 10 g/L 无

菌苯酚溶液；基本培养基+喹啉(MMQ)：菌液涂布在

基本培养基后，培养基中央放入含 2 μL 喹啉的无菌

滤纸片。 

1.1.3  主要试剂和仪器：本研究使用的主要试剂包括
Triton X-100、Taq DNA聚合酶(Promega)、丙烯酰胺、
甲叉双丙烯酰胺、尿素、去离子甲酰胺及 SYBR Green
Ⅰ。使用的主要仪器包括超净工作台、恒温培养箱、

厌氧培养罐、PCR 仪（Bio-Rad）、小型珠磨器(Mini 
Bead Beater)、电泳仪及 DGGE 仪(Bio-Rad D Code 
system)。 

1.2  培养基筛选 
将新鲜采集的生物膜用无菌水稀释 103，104，105

倍(NB 和 1/10NB 培养基上为 104，105，106倍)后，
取 100 μL菌悬液涂布于培养基上，倒置于 28℃ 的培
养箱或厌氧罐中依据培养基类型培养 4~7 d。以无菌
水洗涤收集平板上的菌体。玻珠击打法提取基因组

DNA后，使用 Thauera特异性 PCR-DGGE方法分析
不同培养基上的 Thauera组成。根据 Thauera的组成
和丰度挑选出合适的培养基和培养条件。 

1.3  菌株筛选 
在好氧培养的过程中获得的菌落平均分为 8组，

玻珠击打法提取基因组 DNA 后，进行 Thauera 特异

性 PCR，对含有 Thauera (PCR为阳性)的组中所有的

细菌以 Triton X-100 煮沸裂解法获得 DNA后再进行

Thauera 特异性 PCR 检测。对 PCR 阳性的单菌落进

行 16S rDNA 的 PCR-DGGE分析，鉴定是否为纯菌。 

1.4  基因组 DNA 提取 
1.4.1  玻珠击打法(bead beating)：玻珠击打的 DNA

提取法参照文献[9]。并用 DyNA quantTM 200(美国，

Amersham Pharmacia Biotech)测定 DNA浓度。 

1.4.2  Triton X-100 煮沸裂解法：用无菌的牙签将单

菌落挑至含有 20 μL 1% Triton X-100的 1.5 mL离心

管中，强烈震荡 1 min后，放入沸水中水浴 10 min，

放冰上冷却 3 min，8000×g 离心 1 min后取上清。 

1.5  PCR 
PCR 扩增体系如下：50 μL PCR 反应体系含有

1.25 U Taq DNA聚合酶(Promega公司)，5 μL 10×缓

冲液， 1.5 mmol/L MgCl2， 200 μmol/L dNTP，      

0.5 μmol/L引物以及 2 μL基因组 DNA。 

1.5.1  Thauera特异性 PCR[10]：使用的引物为 P0 (5′-G 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)[11]和 Thau832 (5′- 

TGCATTGCTGCTCCGAAC-3′)[12]。PCR 反应条件：

95℃ 5 min，95℃ 45 s，60℃ 1 min，72℃ 1 min，

25个循环，72℃ 6 min。 

1.5.2  细菌 16S rRNA 基因 PCR：使用的引物为 P0 
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和 P6 (5′-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3′)[11]。PCR
反应条件：预变性 5 min，95℃ 30 s，56℃ 30 s，
72℃ 1 min，20个循环，72℃ 8 min。 
1.5.3  细菌 V3区 PCR：使用引物为 P2 (5′-ATTACCG 
CGGCTGCTGG-3') 和 P3 (5′–CGCCCGCCGCGCGC 
GGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACG
GGAGGCAGCAG-3′)[13]。PCR 反应条件：预变性    
5 min，95℃ 1min，65℃~55℃ 退火 1 min(每 2个循
环降 1℃，最后 55℃  10 个循环 )，72℃  1 min，     
72℃ 7 min。 

1.6  PCR 产物的 DGGE 分析[13] 

使用 Bio-Rad 公司的 D Code 系统对 16S rRNA
基因 V3 区 PCR 扩增产物进行 DGGE 分析。使用的
聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8%，变性剂梯度为 32%~58% 
(100%变性剂浓度对应于 7 mol/L 尿素和 40%去离子
甲酰胺)。在电压 200 V和温度 6℃下电泳 240 min。
电泳所使用的缓冲液是 1×Tris-Acetate-EDTA (TAE，
pH8.4)。电泳结束后用 1×SYBR GreenⅠ(AMRESCO
公司)染色，然后用 UVI凝胶成像系统保存试验结果。 

1.7  测序与序列分析 
将得到的 PCR 产物割胶纯化后，由上海生工生

物工程技术服务有限公司测序。序列通过 NCBI数据
库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 中 的
nucleotide blast程序寻找其最接近的序列，确定序列
的系统发育地位。 
1.8  核酸序列登录号(Accession number) 
 本研究分离到的 3株菌的 16S rRNA基因序列在 

GenBank 数据库中的登录号为 EU850614 (Q20-C), 
EU850615 (3-35) 和 EU850616 (Q4)。 

2  结果 

2.1  Thauera 培养基的筛选 
在好氧培养条件下，所有的 6种培养基上都有菌

落生长。其中营养丰富的 NB和 1/10 NB培养基上的
菌落生长速度最快(< 10 h)，菌落数量多。在原废水
培养基(WW)上，虽然菌落出现的时间较晚(24 h 以
后 )，但是生长菌落数量较多。在 3 种基本培养基
(MMAC，MMP和 MMQ)上，菌落不仅出现时间较晚，
其数量也较少  (稀释度为 10−3 平板上的菌落数量小

于 100)。在厌氧培养条件下，只有 3种培养基(NB，
MMAC和 MMP)上出现了菌落，且数量很少。 

随后，洗脱各种培养基上的菌落，并使用玻珠击

打法提取基因组 DNA。除了菌量极少的 MMP (厌氧
培养)以外，其他 8 个有菌落生长的培养基上都获得
了 DNA (表 1)。使用 Thauera特异性 PCR的方法对
得到的基因组 DNA 检测后发现，好氧条件下培养的
6种培养基上都有 Thauera阳性信号；在厌氧条件下，
只有 MMAC 上有阳性信号(图 1-A)。为了排除由于
PCR抑制物抑制可能造成的假阴性，我们还平行做了
一组细菌的 16S rRNA基因 PCR作为对照(图 1-B)。
在所有 DNA 浓度高于最低检测值的样品中都得到了
16S rRNA 基因 PCR 产物。对比两组 PCR 后，发现
只有在厌氧培养条件下的 NB培养基上，虽然有细菌
生长，但是却没有 Thauera阳性信号。 

 
表 1  不同培养基上生长的菌落提取得到的 DNA 总量(μg) 

Table 1  The quantity of DNA extracted from colonies growing on different media (μg) 

Medium NB 1/10 NB WW MMAC MMP MMQ 

Aerobic 8.64 9.85 5.09 2.28 1.47 1.14 
Anoxic 1.27 NA NA 1.61 NA NA 

NA: Concentration was below the detection limitation (10 ng/μL). 

 
使用 Thauera 特异性 PCR-DGGE 的方法对 7 个

阳性样品中 Thauera的多样性进行分析，并与生物膜
样品(A2)中的 Thauera 组成进行比较。A2 样品中总
共出现了 5条可见条带，其中条带 T3含量最高(图 2)。
而其它的 7个平板培养的样品中，都含有两条主要条
带(T2和 T3)，并且在不同培养基中的比例基本相同，
只有厌氧条件培养下的 MMAC 上的条带 T2 相对较
弱。在所有的 7个样品中，好氧条件下的 1/10NB 培

养基上出现的条带最多(4条)，并在 A2中都有对应条
带。但是其组成发生了变化，条带 T4变弱，条带 T2
则显著增强，而条带 T3 依然是其中一条主要条带。
好氧条件下的培养基 NB 和 WW 则都含有相同的 3
条带，但条带 T5 比较微弱。其他的 4 个样品均只有
2 条条带。最终选择 Thauera 多样性最高的 1/10 NB
及菌落数量最少的 MMQ为培养基，在好氧条件下分
离培养 Thauera。 
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图 1  PCR 检测不同培养基和培养条件下 Thauera 的生长

情况 
Fig. 1  PCR detection of Thauera in the culture growing on 
different midia. A: Thauera-specific PCR products; B: 16S 
rRNA gene PCR products. M. DNA ladder; N. negative control; 
NB. 1/10, WW, AC, P and Q. six different media used in this 
study, NB, 1/10 NB, WW MMAC, MMP and MMQ. 
 

 
 

图 2  Thauera 特异性 PCR-DGGE 分析不同培养基上生长

的 Thauera 的组成 
Fig. 2  Thauera-specific PCR-DGGE analysis of compositions 
of Thauera which grown on different media. 
 

2.2  菌株筛选 
分别从好氧培养的 1/10 NB和 MMQ平板上挑取

240和 80个菌落后，通过两种途径筛选 Thauera。对
MMQ上得到的 80个菌落，我们使用 Triton X-100煮
沸裂解法逐个提取 DNA 后进行 Thauera 特异性 PCR
检测。对于 1/10 NB上得到的 240个菌落，我们把它
们平均分成 8 组，每组 30 个。然后，以组为单位用
玻珠击打法提取 DNA，并进行 Thauera 特异性 PCR
检测。最后，再使用前面的方法对含有 Thauera的组
中的菌株逐个进行检测。为了排除由于没有获得可扩

增的 DNA 而出现的假阴性，在做所有的 Thauera 特
异性 PCR检测的同时，我们都平行做了 16S rRNA基
因的 PCR检测。 

在来自培养基 1/10 NB 的 8 组菌落中，有 3 组
(G2，G7 和 G8)出现了目标条带，但是在 G2 组中还
有另外一条非目标条带。对这 3 组中的所有的 90 株
菌株逐个进行检测后发现，在 G2 组中只有一个菌落
(1-38)出现了目标条带，但是与 G2组的 Thauera特异
性 PCR 结果一样，它也还有有另外一非目的条带；
在 G7 和 G8 组中分别有一个菌落(3-35 和 3-57)出现
了阳性信号。在对来自培养基 MMQ 上的 80 个菌落
逐个进行 Thauera特异性 PCR检测后，发现总共有 2
个菌落(Q4和 Q20)中有 Thauera的阳性信号。 

随后使用 V3-DGGE分析这 5个有阳性信号的菌
落，并与 A2 中的 Thauera 的组成(Thauera 特异性
PCR-DGGE)进行比较 (图 3-A)。发现菌落 Q4和 3-35
均只有一条条带，位置与 A2中的主要条带 T3一致，
表明它们是 Thauera 纯菌。菌落 Q20，1-38 和 3-57
中都出现了多条条带，只有一条非常微弱的条带与

A2 的主要条带 T3 有相同的迁移位置。随后使用
Thauera 特异性 PCR-DGGE 对出现多条条带的菌落
(Q20，1-38 和 3-57)进行进一步的分析，发现所有这
3 个样品均只出现一条条带，位置与条带 T3 相同。
结果表明这 3个菌落中混有少量的 Thauera。 
 

 
图 3  Thauera 特异性 PCR 阳性菌落的 16S rRNA 基因

V3-DGGE 分析 
Fig. 3  DGGE analysis of 16S rRNA gene V3 region fragment from 
Thauera colonies. Only A2 was the Thauera-specific PCR-DGGE 
pattern of biofilm samples from the denitrification tank (A2) of the 
coking wastewater treatment plant, the others were V3-DGGE pat-
tern of single colonies. 1-38, 3-35 and 3-57 were from medium 1/10 
NB; Q4 and Q20 were from medium MMQ; Q20p was single colony 
with positive Thauera-specific PCR signal from the striking of Q20 
on medium MMP; Q20-A to Q20-D were the single colonies with 
positive Thauera-specific PCR signal, which were picked up after 
striking of Q20p on medium MMP. 
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2.3  划线纯化 
 将含有 Thauera 的混合菌落 Q20、1-38 和 3-57

在 1/10 NB培养基上划线，然后从各个平板上随机挑

取 10个单菌落，并用 Thauera特异性 PCR进行检测。

由于这些菌落中 Thauera的含量很低，因此未能获得

任何阳性菌落。由于在培养基筛选时，已经发现 Q20，

1-38 和 3-57 中的 Thauera 也能在培养基 MMP 上生

长。因此，又将这 3个菌落在 MMP培养基上划线进

行分离，希望通过碳源的选择性来富集和分离菌落中

的 Thauera。同样，从各个划线平板上随机挑取 10

个单菌落后，进行 Thauera 特异性 PCR 检测，发现

Q20的划线平板上有一个单菌落(Q20p)有阳性信号。

对其用 V3-DGGE 分析后发现，Q20p 依然含有 3 条

条带，但是其中与条带 T3 对应的条带的亮度显著增

加(图 3-B)。这表明培养基 MMP 对菌落 Q20 中的

Thauera有富集作用。将 Q20p再次在 MMP培养基上

划线后，发现挑取的 10个单菌落中有 4个有 Thauera

阳性信号(Q20-A，Q20-B，Q20-C 和 Q20-D)。使用

V3-DGGE 分析后发现其中 3 个菌落(Q20-B，Q20-C

和 Q20-D)都只有一条条带，且与条带 T3位置相同，

表明它们应该是 Thauera的纯菌。而 Q20-A则依然含

有 2条条带 (图 3-C)。 

2.4  测序鉴定 
 对菌落进行 16S rRNA基因测序后发现菌落 Q4，

Q20-C 和 3-35 的 16S rRNA 基因序列完全相同。与

NCBI数据库比对后发现，它们与 Thauera sp. PIV-1

的相似性为 100%。 

3  讨论  

在自然环境中，细菌基本上都是以群落的形式存

在的，它们之间往往有着非常广泛而紧密的联系，例如

信号传导及协同代谢等[14]。因此，环境中能在目前的实

验条件下分离培养的细菌其实只是其中的一小部分[15]：

海水中的微生物的可培养性最低，不到 0.1%[16～18]；淡水、

沉积物及土壤约为 0.25%~0.3%[19, 20]；活性污泥最高，也

仅为 1 %～15 %左右[21, 22]。即便是那些可培养的细菌，

它也可能会因为培养基及培养条件不适合而无法生

长，或者是几种菌一起生长而无法分离纯化[23]。为此，

本研究的第一项工作就是确定适合源自废水处理装

置中的 Thauera生长的培养基。根据前人的研究，我

们设计了 6种培养基。其中有营养成分丰富的 NB和

1/10 NB培养基，有分别以醋酸钠，苯酚及喹啉为唯

一碳源的 MMAC，MMP 和 MMQ培养基，还有与原

始条件最接近的原废水培养基 (WW)。由于已知的

Thauera 都是反硝化细菌，为此培养时使用了好氧和

厌氧两种条件。对平板上生长的菌落通过 Thauera特

异性 PCR 分析后发现，在好氧条件下都有 Thauera

生长，但是在厌氧条件下只有 MMAC 上有 Thauera

生长。其他五种培养基上没有检测到 Thauera，并不

意味着 Thauera一定不能在这些培养基上生长，也有

可能是因为在厌氧条件下 Thauera的生长速度缓慢，

到第 7天的时候获得的量还低于我们的检测水平。通

过 Thauera 特异性 PCR-DGGE 分析后发现在好氧条

件下培养的 1/10 NB培养基上的 Thauera的条带最多

(4条)，只比废水处理装置反硝化池(A2)中的 Thauera

少了一条条带(T1)，表明这个废水处理系统中的大部

分 Thauera (特别是含量最高的 T3)都能在这种培养基

上生长。与 1/10 NB相比，与其成分相同但浓度高了

10倍的 NB培养基上则反而少了一条条带(T4)。其原

因可能并非是它不能在 NB上生长，而是其他一些菌

在营养更加丰富的 NB上生长速度过快，使得它的比

例相对减少，从而导致其无法被 DGGE 检测到。主要

条带 T2 和 T3 在所有的培养基上都有生长，显示了

Thauera 对碳源广泛的适应能力。而条带 T1 却在所

有的培养基上都没有检测到，即使在和原始环境条件

最接近的原废水培养基 WW 上也未检测到，可能是

由于它的生长需要其他一些共生细菌的存在[23]。到目

前为止，虽然还没有关于 Thauera纯菌对于喹啉降解

的报道，但是在本研究中发现 Thauera能在以喹啉为

唯一碳源的培养基 MMQ上生长，结合本实验室曾对

于一个以喹啉为唯一碳源的反硝化反应器中 Thauera

的研究，说明这些 Thauera在好氧和反硝化条件下都

能降解喹啉。 

根据不同培养基上生长的菌落的分子分析结果，

选择了 1/10 NB培养基和 MMQ培养基在好氧条件下

进行分离纯化。虽然 1/10 NB培养基上的 Thauera的

多样性最高，但由于营养丰富，生长的菌落数量众多，

最终只从 240 个菌落中筛选到了 1 株 Thauera，得率

仅为 0.4%。在培养基 MMQ上，虽然 Thauera多样性

较低，但是依然包含 A2 中最主要的 Thauera。最终

从 MMQ的 80个菌落中筛选到了 2株 Thauera，得率

为 2.5%。  
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使用 Thauera 特异性 PCR 初步筛选得到的 5 个

阳性菌落中有 3个不是纯菌，并且 Thauera的含量很

低。这使得我们在培养基 1/10 NB上纯化这些菌落时

并未能获得任何 Thauera。由于这些菌落中含有的

Thauera 能在好氧条件下在 MMP 培养基上生长，而

苯酚的存在又能抑制很多细菌的生长。因此，我们希

望通过在这种选择性较强的培养基上划线来纯化混

合菌落中的 Thauera。实验结果证实苯酚确实对菌落

Q20中的 Thauera有明显的富集作用，并最终帮助我

们从 Q20中成功纯化获得了 Thauera。但是其余两个

菌落(1-38 和 3-57)则没能纯化到 Thauera。其原因可

能是由于苯酚不能对这两个菌落中含有的其它菌起

到抑制作用。 

我们分离到的 3株 Thauera菌株的 16S rRNA基
因都和分离自污水处理厂活性污泥的 Thauera sp. 
PIV-1具有 100%的相似性。虽然这 3株 Thauera菌株
具有相同的 16S rRNA 基因序列，但是基因组

ERIC-PCR 指纹图谱(结果另文发表)结果却显示它们
的基因组之间存在着很大的差别。到目前为止，已经

有很多文献报道过细菌的微多样性 [24～28]，但是对它

的生物学意义却还不清楚。因此，这 3个 16S rRNA
基因完全一致且来源相同的重要功能细菌将是研究

细菌微多样性的极好材料，有助于提高我们对自然界

中存在的这种现象的了解。 
自然界中的微生物群落的结构往往是非常复杂

的，研究它的工作机理及微生物间的相互关系是极其

困难的[29]。而如果能将重要的功能细菌从群落中分离

出来后加以研究，虽然它们并不能代表整个群落，但

是对于了解群落的功能和工作机理还是会有很大的

帮助。但是目前一般的细菌分离培养，可能更重视或

者是仅仅考虑了分离到的细菌的功能，而大都忽视了

这些菌在原始群落中的角色和作用。这使得所分离菌

的研究结果对我们了解整个群落的功能和工作机理

帮助有限。而本研究则是在了解了 Thauera是废水处

理装置中重要功能菌的基础上，有目的的去分离这些

菌。通常的细菌分离只按照某种需求(例如分离反硝

化功能的菌)设计一种培养基或者直接采用前人设计

的培养基进行分离[8, 30, 31]。考虑到不同环境中细菌的

种类可能很不相同，它们生长所需要的条件可能也各

不相同，本研究在开始分离培养之前先进行了培养基

和培养条件的设计、评估和筛选。本文通过特异性

PCR检测菌落是否含有 Thauera特有的 16S rRNA基

因片段来完成的菌落的筛选，保证了筛选的靶向性，

提高了效率。然后还使用 DGGE对得到的菌落进行了

分析，这不仅可以帮助我们鉴定它是否为纯菌，与原

始群落对照后，还能知道它在原始群落中的组成。 

总之，我们以 Thauera的特异性分子标记为导向，

不仅找到了适合培养废水处理装置中 Thauera的培养

基，并筛选到了反硝化池中最主要的 Thauera。从本

研究可以看出，将这些分子技术运用于传统的分离培

养中，不仅使得细菌分离更有目的性，极大的提高了

分离效率。更为重要的是它还能检测到一些目标菌含

量很低的混合菌落，并将其从中纯化出来，这极大的

提高了细菌筛选的灵敏度。这种以分子标记为导向的

细菌分离方式还可以应用于其它来源的各种细菌，为

难分离微生物的分离纯化提供指导。 
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Specific-PCR and denaturing gradient gel electrophoresis assistant isolation of 
Thauera spp. from a coking wastewater treatment plant  

Yuejian Mao, Xiaojun Zhang*, Baorang Zhang, Liping Zhao 
(Key Laboratory of Microbial Metabolism, Ministry of Education, College of Life Science and Biotechnology, 

 Shanghai Jiaotong University, Shanghai 200240) 

Abstract: [Objective] We used specific-PCR and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) to isolate Thauera spp. 
from a coking wastewater treatment plant. [Methods and results] To isolate Thauera from the denitrifying bioreactor of a 
coking wastewater treatment, biofilm was inoculated to six different media and cultured them under both aerobic and an-
aerobic conditions. We then compared the composition of Thauera spp. using Thauera-specific PCR-DGGE method. The 
media 1/10 NB and MMQ which grew higher diverse Thauera spp. and fewer colonies, were used to isolate Thauera sp. 
under aerobic condition. The colonies were then screened by Thauera-specific PCR. The purity of the colonies that shown 
Thauera-specific PCR positive signal was then checked by DGGE. The colonies with multiple species were further 
streaked on different media. DGGE analysis showed that Thauera in colony Q20 was enriched in medium MMP. The col-
ony was finally purified by streaking on MMP medium for several rounds. The composition of the colonies were tracked 
by Thauera-specific PCR and DGGE at each step. Finally, three strains were purified, which were identified as Thauera sp. 
according to their 16S rRNA gene sequences. [Conclusion] Guiding with specific biomarker, the efficiency and sensitivity 
of bacteria isolation can be largely improved. 

Keywords: Thauera；specific-PCR; denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE); isolation 
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