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摘  要: 自脱氮硫杆菌(Thiobacillus denitrificans)16S rRNA 基因 V3 可变区中发现一条 27 bp 的特

异序列, 以该序列为反向引物, 对高效同步脱硫反硝化系统污泥 DNA 进行了温度梯度 PCR 扩增

和基因文库构建, 结果证实了该引物的高度专一性。应用该探针在去离子甲酰胺和 NaCl 的浓度分

别为 35%和 100 mmol/L, 杂交/洗脱温度为 48°C 条件下对污泥样品杂交得到较好的阳性结果, 软
件分析表明脱氮硫杆菌在污泥中约占 15%。脱氮硫杆菌专一性引物/探针的提出, 将为不同生态环

境中该种微生物的时空分布、结构动态以及实时定量等研究提供分子生物学工具。 
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Abstract: A species-specific oligonucleotide sequence was screened from the third variable domain of 16S 
rRNA gene of Thiobacillus denitrificans. It confirmed that the sequence had the high speciality by amplify-
ing the activated sludge DNA in high simultaneous biological removal of sulfate and nitrate process and fur-
ther determining the sequences of 16S rRNA gene clone library. The Cy3-labeled species-specific probe hy-
bridized well with activated sludge and obtained good picture under the conditions of 48°C, 35% formamide 
deionized, and 100 mmol/L NaCl. ImageJ software demonstrated that T. denitrificans counted for 15% of 
bacteria in the sludge. The proposal of species-specific primer and probe for T. denitrificans would play an 
important role in disclosing its temporal and spatial distribution, structure dynamics and realtime quantity. 
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脱氮硫杆菌(Thiobacillus denitrificans)是废水同
步脱硫反硝化处理工艺中的重要功能类群, 是微生
物腐蚀和石油酸化生物防治中的主要生物菌剂, 因
此, 对其数量和分布进行快速监测具有重要现实意

义。16S rRNA 为靶序列的探针 Thio820 是针对 T. 
ferrooxidans 和 T. thiooxidans 而设计的, 该探针在
揭示管道腐蚀行为过程中的起到了重要作用[1]。然

而, 脱氮硫杆菌作为重要氮素循环微生物, 由于缺
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乏分子生态学工具而研究滞后。提出脱氮硫杆菌专

一性 PCR引物和探针, 已经成为微生物生态学和环
境工程学的迫切要求[2,3]。 

菌种专一性探针和引物在分析特殊功能微生物

的空间分布和数量水平具有重要作用。如 γ-变形菌
纲中的 T. ferrooxidans和 T. thiooxidans等由于在硫
氧化过程中产生了大量的酸, 被认为是下水道腐蚀
的主要原因, 而另一菌属 Acidiphilium 可能助长了
这种腐蚀作用。探针杂交检测表明, T. ferrooxidans
主要出现于腐蚀区外周粘液层(pH>1.2), 而非内部
酸形成区(pH 0.3~0.7)[1]。对产氢菌种 Ethanoligenens 
harbinense YUAN-3 的特异杂交, 表明该种群在乙
醇型产氢反应器中广泛存在, 并且其数量波动与反
应器产氢效率表现明显正相关[4]。 

基于 16S rRNA 基因序列的系统发育学研究不
断深入, 对分散于 α-、β-和 γ-变形菌纲的硫杆菌属
(Thiobacillus)菌种又进行重新分类。目前, 硫杆菌属
仅包含 β-变形菌纲中的 3 种硫杆菌 , 分别为 T. 
thioparus、T. denitrificans和 T. aquaesulis, 而其它
硫杆菌被划分到其它属或重新建立起新属。 T. 
thioparus ATCC8518 为属内典型菌种, 同 T. deni-
trificans NCIMB 9548 16S rRNA具有 96.3%的相似
性, 但仅有 22%至 29%DNA 杂交率[5]。这些种间差

异为设计和应用以 16S rRNA为靶位点的 PCR引物
和杂交探针奠定了理论基础。 

本研究设计了脱氮硫杆菌在种级水平的专一性

PCR 引物/探针, 并对引物/探针的应用可行性进行
了评价。 

1  材料和方法 

1.1  主要试剂和仪器 
土壤 DNA 提取试剂盒 PowerSoil DNA Isola-

tions kit (Mobio, CA USA), Ex Taq DNA聚合酶、
dNTP (宝生物, 大连), PCR引物 (Invitrogen, 上海), 
胶回收或柱式 PCR 产物回收试剂盒 NucleoSpin® 
ExtractⅡ(Macherey-Nagel, Germany), pMD19-T 载
体 (宝生物, 大连), 电泳系统 Power Pac1000 (Bio- 
Rad, CA USA), GeneAmp® PCR system 2700 PCR仪 
(Applied Biosystems, CA USA), 激光共聚焦显微镜 
(ZEISS, Germany), 分析软件 Sequencher 5.0 (Gene 
Codes, MI USA), DNAClub 1.5 (http://128.84.203. 
244), ImageJ 1.41 (http://rsbweb.nih.gov/ij/)。 

1.2  引物/探针设计 
自 GenBank 中下载引物/探针设计所需的 16S 

rRNA 基因序列 , 包括脱氮硫杆菌的不同菌株 T. 
denitrificans NCIMB9548, T. denitrificans ATCC25259, 
硫杆菌属内的其它典型菌种 T. thioparus ATCC8518, 
T. aquaesulis, 早先属于硫杆菌的其它典型菌种 T. 
ferrooxidans 和 T. thiooxidans 以 及 大 肠 杆 菌
(Escherichia coli)等。采用 Clustal W[6]进行序列比对, 
于 16S rRNA基因高变区内选择约 20 bp~30 bp 脱氮
硫杆菌的特异寡核苷酸片段, 选取的片段应尽量与
非目标菌有更多的碱基差异, 以提高引物/探针的特
异性和准确性。 

采用 DNAClub检测选取引物的 Tm值、G+C含
量以及发夹结构等信息是否符合引物 /探针设计的
要求及条件。然后采用 RDP (Ribosomal database 
project)[7]中的 Probe match在线检索程序, 进行在线
模拟杂交, 以分析引物/探针的特异性。若检索结果
中包含非目标菌株, 则需要在高变区内重新选择不
同的寡核苷酸片段, 并对选择的片段继续进行特异
性检测。 

1.3  引物的评价 
以 16S rRNA 基因通用引物 BSF8/20(5′-AGAG 

TTTGATCCTGGCTCAG-3′)为正向引物 , 以本研究
设计的序列为反向引物, 对运行良好的脱硫反硝化
污泥样品和纯菌DNA进行扩增检测, 以验证引物的
特异性, 同时摸索采用该引物在定性检测污泥中脱
氮硫杆菌时的最佳退火温度。 
1.3.1  退火温度：同步脱硫反硝化工艺的种泥取自

哈尔滨双城护城河底泥, 在以硫代硫酸盐/硝酸盐为
底物时运行状态良好, 能够检测到单质硫和氮气的
生成, 极有可能在污泥中存在脱氮硫杆菌。采用梯
度 PCR 技术, 退火温度分别选择 55°C、55.9°C、
57°C、58.2°C、59.4°C、60.6°C 和 63°C, 其余条件
及程序参照文献[8], 以污泥样品总 DNA 为模板进
行 PCR扩增。对获得阳性结果的最高退火温度(Tmax)
下的 PCR产物纯化后构建 16S rRNA 基因文库, 并
随机选择 5 个克隆进行测序, 通过 Blastn 程序和
Sequencher 软件对获得的序列进行比对验证, 检验
其是否为脱氮硫杆菌。 
1.3.2  引物特异性检测：分别以污泥样品 DNA、非
目标菌株发酵产酸细菌 3-1F、Yuan-3、W7、B49和
硫酸盐还原菌 F28-1的 DNA为模板, 以获得阳性结
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果的最高退火温度(Tmax)为退火温度, 进行 PCR 扩
增, 检测引物的特异性。 

1.4  探针的评价及应用 
在进行荧光原位杂交(FISH)实验中, 对杂交结

果影响较大的主要因素为杂交/洗脱温度、去离子甲
酰胺浓度和 NaCl浓度。杂交过程中加入的去离子甲
酰胺可以降低探针的杂交温度, 理论上甲酰胺的浓
度每升高 1%可降低杂交温度 0.61°C, 参照文献[9], 
将去离子甲酰胺和 NaCl 的浓度分别固定为 35%和
100 mmol/L, 选择杂交/洗脱温度为 42°C、46°C、
48°C和 52°C, 以 FITC 标记的 EUB338和 Cy3标记
的脱氮硫杆菌探针对污泥样品进行双杂交, 根据杂
交结果, 选择最适合的杂交温度。杂交结果应用激
光共聚焦显微镜观察并照相, 采用 Image J软件计算
脱氮硫杆菌的比例。 

2  结果 

2.1  引物/探针设计 
经重复比对和检索分析, 自 16S rRNA 基因高 

可变的 V3 区 , 对应于脱氮硫杆菌 NCIMB 9548 
(GenBank登录号：AJ243144) 16S rRNA的 446 bp ~ 

472 bp, 发现一条长度为 27 bp序列, 该序列同本属
最相近菌株 T. thioparus ATCC8518有 3个碱基差异, 
同其它菌株差异更大, 将该探针命名为 Thi-d, 其序
列为：5′-TGCTGGTACCGTCATTAGCACACGATG- 
3′(图 1)。DNAClub评价其 PCR退火温度为 59°C, 而
探针的杂交温度为 62°C, 这两个温度对下一步的探
针特异性验证和杂交温度的选择具有重要指导意

义。Probe match检索均表明, 在 690149条 16S rRNA
基因序列中, 与探针序列完全杂交的分离菌种只有
脱氮硫杆菌, 另外还有 4 个未培养的硫杆菌; 当允
许 1 个碱基错配时, 分离菌种也是脱氮硫杆菌, 另
有 80 个未培养硫杆菌; 允许 2 个碱基错配时, 分离
菌种为脱氮硫杆菌、细菌 PE03-7G2(AB127721)和硫
杆菌 E4IPC-4828 (DQ133427), 另外有 134个未培养
的 β-变形菌(表 1)。 

2.2  引物的评价 
采用 16S rRNA基因正向引物 BSR8/20和脱氮

硫杆菌特异反向引物 Thi-d, 对污泥样品 DNA 进行
梯度 PCR 扩增, 结果如图 2, 获得阳性结果的最高
退火温度(Tmax)为 57°C。以 57°C 为退火温度, PCR
扩增污泥样品 DNA 及其它非目标菌株的结果如图 

 
 

 

Thiobacillus denitrificans, AJ243144 
Thiobacillus sp. EBD, DQ218323 
Acidithiobacillus ferrooxidans, DQ067563 
Acidithiobacillus thiooxidans, DQ067562 
Thiobacillus plumbophilus, AJ316618 
Thiobacillus caldus, AF137369 
Thiobacillus prosperus, AY034139 
Acidithiobacillus caldus, Z29975 
Thiobacillus neapolitanus, AF173169 
Thiobacillus caldus, AB023405 
Thiobacillus halophilus, U58020 
Thiobacillus halophilus, U58019 
Thiobacillus cuprinus, U67162 
Thiobacillus baregensis, Y09280 
Thiobacillus ferrooxidans, AH001792 
Thiobacillus versutus, AH001787 
Thiobacillus tepidarius, AH001786 
Thiobacillus thiooxidans, M79401 
Thiobacillus denitrificans NCIMB 9548, AJ243144 
Thiobacillus thioparus, M79426 
Escherichia coli, M25588 

  460       470       480       490       500       510 
...|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|..

GAAACGGTACGCG--CTAACATCGTGTG-----CTAATGACGGTACCAGCAGAAGAAGCA 

GAATAGGTTGTCG--TTAATAGCGCCAA-----CACTTGACATTACCCGTTGAATAAGCA 

GAAAAGGCGGGTT--CTAATACAATCTG-----CTGTTGACGTGAATCCAAGAAGAAGCA 

GAAAAGGTGGGTG--CTAATATCGCCTG-----CTGTTGACGTGAATCCAAGAAGAAGCA 

GAAACAGTTGAGG--CTAATATNCCTTGA----CCAATGACGGTACCTGAAGAAGAAGCA 

GAAAAGGCGGATC--CGAATACGGTCTG-----CTATTGACGTGAACCCAAGAAGAAGCA 

GAAAAGCCTAAGG--TTAATACCCTTGA-----GTCTTGACGTTACCTACAGAAGAAGCA 

GAAAAGGCGGATC--CGAATACGGTCTG-----CTATTGACGTGAACCCAAGAAGAAGCA 

GAATGTGTTTGGG--TTAATAGTCCAAA-----TGCTTGACGTTACTCAAAGAAAAAGCA 

GAAAAGGCGGGCC--CGAATACGGTTCG-----TTGTTGACGTGAACCCAAGAAGAAGCA 

GAATAGGTTGTCG--TTAATA-CGCCAA-----CACTTGACATTACCCGTTGAATAAGCA 

GAAATCGCCGCTC--CTAATACGGGTGG-----TGGATGACGGTACCTGCAGAAGAAGCA 

GAAGGCGATGGCA--GTAATACTTTCGG-----GTGATGACGTTACGGGTAGAACAAGCT 

GRAGTTCATTTAA--TTAATACTTGGAT-----GAATTGACGTTACCCACAGAATAAGCA 

GAAAAGGTGGGTT--CTAATACAATCTG-----CTATTGACGTGAATCCAAGAAGAAGCA 

GATAATGACGGTA--CCAGCA------------------------------GAAGAAGCC 

GAAAAGGTNCGGG--CGAACAGTCCGNN-----CTGTYGACGTSAACCGCAGAAGAAGCA 

GAAAAGGTGGGTC--CTNANAGGGTCTG-----CNNTTGACT--AACCCAAGTAGAAGCA 

GAAACGGTACGCG--CTAACATCGTGTG-----CTAATGACGGTACCAGCAGAAGAAGCA 

GAAACGGTACGCT--CTAACATAGCGTG-----CTAATGACGGTACCGGCAGAAGAAGCA 

TTTGCTCATTGTTACCCGACGCAGCGAAGAAGCCACGTACTTTCAGCGAGAGAAGGGGGG 

 
图 1  硫杆菌属及外族细菌 16S rRNA 序列比对 

Fig. 1  Alignment of 16S rRNA gene sequences of Thiobacillus spp. and other bacteria 
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表 1  脱氮硫杆菌探针特异性检索 
Table 1  Specific retrieve of 16S rRNA targeted probe of Thiobacillus denitrificans 

   容许错配数 Mismatch (bp) 0 1 2 3 

总杂交数量 
Total hybridization (strain) 

5 81 137 217 

硫杆菌所占数量 
Thiobacillus spp. (strain) 

5 81 134 211 

 

 
 

图 2  温度梯度 PCR 扩增结果 
Fig. 2  Temperature gradient amplification of activated 
sludge 
Note: M: DNA marker; 55, 55.9, 57, 58.2, 59.4, 60.6 and 63 are the 
different annealing temperature (°C). 

 
3 所示, 只有污泥样品得到阳性结果, 而其它非目
标菌株均为阴性。 

对 PCR扩增污泥样品得到的产物, 构建文库后
随机挑取 5 个阳性克隆进行测序。每个克隆均得到
482 bp序列(GenBank 登录号：FJ480827~FJ480831), 
Blastn 检测表明同脱氮硫杆菌 NCIMB 9548 的序列
相似最高, 为 95%, 其余均为未培养的 β-变形细菌。
这说明 , 采用该引物进行 PCR 扩增时 , 退火温度
(Tmax)为 57°C时可得到较满意的结果。 

2.3  探针的评价及应用条件 
采用 Cy3标记的 Thi-d和 FITC标记的 EUB338

对同步脱硫反硝化系统污泥进行 FISH 杂交, 结果 
 

 
 
图 3  引物的特异性检测 
Fig. 3  The specific assessment of the primer at annealing 
temperature 57°C 
Note: M: DNA size marker; Sludge, 3-1F, Yuan-3, W7, B49 and 
F28-1 at top of figure are target (sludge) or non-target bacteria. 

 
 
图 4  脱氮硫杆菌探针 Thi-d(Cy3, 红色, 箭头所示)和真

细菌探针 EUB338(FITC, 绿色)双杂交结果 
Fig. 4  Fluorescent in situ hybridization with Thiobacillus 
denitrificans-special probe Thi-d(Cy3, red, arrow) and bac-
teria probe EUB338 (FITC, green) 

 
表明 52°C时未得到杂交信号, 而 42°C和 46°C红色

信号过强, 无法区别菌体形态, 48°C 时杂交结果见

图 4。从图中清晰可辨短杆状的脱氮硫杆菌, 软件分

析表明, 脱氮硫杆菌约占真细菌总量的 15%。这为

该系统良好的运行状态提供了生物学依据。 

3  讨论 

3.1  脱氮硫杆菌引物/探针的专一性 
在参考菌株数量不足的情况下, FISH杂交结果

具有不确定性, 无法准确评价探针的专一性和敏感

性。而采用 PCR扩增并结合克隆测序的方法也可以

达到对引物 /探针进行选择性评价的目的。有研究 

在进行 FISH 探针筛选过程中, 也采用了类似的策 

略[10]。 
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该探针的专一性源于杂交区域的高可变性, V3

区是 16S rRNA 基因中变异性最高的区域, 即使在

种一级水平, 也可能存在差异, 这是本研究在探针

选择时的理论依据。正因如此, 虽然同步脱硫反硝

化系统中微生物存在较高的多样性, 采用这一引物

构建的基因文库序列差异很小(<2%), 而且同这些

序列相似最高的菌株均为脱氮硫杆菌, 该结果与探

针模拟杂交检索结果相一致。然而, 由于当前获得

的脱氮硫杆菌较少, 以现有序列为依据设计的探针, 

可能存在专一性过强而代表性不够的缺陷。可先对

所研究的样品建立 16S rRNA 基因克隆文库, 分析

微生物群落尤其是脱氮硫杆菌的多样性, 根据大量

样品中的脱氮硫杆菌序列设计引物/探针, 以进一步

验证探针的代表性。 

利用该引物对农田土壤和啤酒废水处理反应器

进行 PCR检测时, 设定退火温度为 55°C时, 得到的

阳性条带经测序分析也均同脱氮硫杆菌具有最高的

相似性 [11], 这表明, 该引物具有很强的选择性, 即

使在较低退火温度下, 也能够保持其专一性。 

Thi-d 位于脱氮硫杆菌 NCIMB 9548 (GenBank

登录号：AJ243144) 16S rRNA的 446 bp~472 bp, 可

以分别与真细菌通用引物 8F 或 341F 形成引物对, 

当与 341F 构成引物对时 , PCR 产物理论长度为 

142 bp, 非常适合采用荧光定量 PCR对不同生态环

境中的脱氮硫杆菌进行绝对定量分析。 

3.2  应用该探针分析脱氮硫杆菌的时空分布 
在各种生态环境中, 脱氮硫杆菌与硫酸盐还原

菌的生态学关系是人们关注的焦点。在两段式或一

体式同步脱硫反硝化系统中, 二者在空间上的分布

或时间上的递承关系已经得到初步研究[12]。结果表

明, 脱氮硫杆菌与硫酸盐还原菌能够共存于颗粒污

泥外层 ,  脱氮硫杆菌通过氧化而抑制硫化物的积 

累[13]。本研究中, 杂交对象为完全混合型污泥, 可清

晰显示脱氮硫杆菌类群在污泥中的均匀分布情况 ; 

另外, 还可以通过对不同时间点的污泥杂交, 展示

其数量波动及演替趋势, 根据分析结果及时调整反

应器的运行参数, 以使其处于最佳状态。故此, 该探

针的应用将对反应器的调控和运行具有重要的指导

意义。 

采用夹层平板法, 王爱杰等[14]自 FISH 杂交呈

现阳性的同步脱硫反硝化系统中, 分离出了高效硫

化物氧化、硝酸盐还原的脱氮硫杆菌, 在培养试管

底部观察到大量淡黄色硫粉。这说明, 在该系统中

确实存在脱氮硫杆菌, FISH杂交存在客观基础。在

此基础之上, 当去离子甲酰胺和 NaCl的浓度固定时, 

通过升高杂交温度, 可以提高对该类微生物杂交的

特异性。在选用 Thi-d 探针对脱氮硫杆菌进行定向

监测时, 杂交液中去离子甲酰胺和NaCl的浓度分别

为 35%和 100 mmol/L, 杂交/洗脱温度为 48°C的条

件下, 可以得到满意的结果, 同时也证明该探针具

有较好的选择性。 
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