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摘  要：【背景】地下深部存在一个生物圈，深部沉积岩、玄武岩、花岗岩和变质岩等岩性环境的微

生物群落已被调查，而地下深部碳酸盐岩岩溶-裂隙热储层微生物群落特征仍然不清。硫酸盐还原菌

(sulfate-reducing bacteria，SRB)是地下深部频繁检出的微生物。【目的】建立快速准确定量深部热水

硫酸盐还原菌的微滴数字 PCR (droplet digital PCR，ddPCR)技术。【方法】以 SRB 的功能基因 dsrB

为检测目标，优化 SRB ddPCR 技术的退火温度，考察其线性范围、敏感性、重复性和特异性，并将

该技术用于实际样品的检测。【结果】SRB ddPCR 技术的最佳退火温度为 54 °C，检测的线性范围

为 1.1×100−1.1×105 copies/μL-DNA，相关系数 R2 为 0.996，检出限为 1 copy/μL-DNA，重复性的相

对标准差优于 9%，对 3 种非 SRB 人工构建的质粒均没有扩增，显示该技术具有很好的线性关系、

敏感性、重复性和特异性。利用该技术对冀中地热区深部热水、浅层水和土壤样品进行了检测，平

均含量分别为(4.0±8.4)×103 copies/mL、(1.6±3.5)×102 copies/mL 和(1.5±1.2)×103 copies/g-dw。与浅层

水和土壤相比，深部热水富含 SRB 菌。【结论】为了提高地下深部生物圈认识和合理开发利用深部

热水，建立了一种快速、灵敏、准确的 SRB ddPCR 检测技术，同时为其他指示菌检测技术的建立提

供了参考。 
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Abstract: [Background] The subsurface harbors a deep biosphere. It has been investigated that microbial 
communities inhabit deep environments of sedimentary rocks, basalts, granites and metamorphic rocks. 
However, microbial characteristics of deep carbonate rock karst-fracture geothermal reservoir is still 
unclear. Sulfate-reducing bacteria (SRB) are frequently detected in the deep subsurface. [Objective] To 
develop a droplet digital PCR (ddPCR) technique for rapid and accurate quantification of sulfate-reducing 
bacteria in deep geothermal water. [Methods] Functional gene dsrB of SRB was used as detection target to 
optimize annealing temperature of SRB ddPCR technique. Its linear range, sensitivity, repeatability and 
specificity were examined. Field samples were tested using the technique. [Results] The optimized 
annealing temperature of SRB ddPCR technique was 54 °C. The linear range of the technique was 
1.1×100−1.1×105 copies/μL-DNA with the correlation coefficient (R2) of 0.996. The sensitivity was      
1 copy/μL-DNA. All of relative standard deviations (RSD) in the repeatability tests were better than 9%. 
In addition, no amplification was observed in the templates of 3 non-SRB artificial plasmids. Overall, the 
technique showed good linear relationship, sensitivity, repeatability and specificity. The technique was 
applied to quantify SRB in deep geothermal water, shallow water and soil samples collected from the 
geothermal area located in the middle Hebei Province to obtain an average of (4.0±8.4)×103 copies/mL, 
(1.6±3.5)×102 copies/mL and (1.5±1.2)×103 copies/g-dw, respectively, showing deep geothermal water 
was rich in SRB compared with shallow water and soil. [Conclusion] The SRB ddPCR technique was 
developed to rapidly, accurately and sensitively detect SRB in deep geothermal water for improvement of 
deep biosphere understanding, scientific development and management of deep geothermal water. At the 
same time, this technique could contribute to detection of other indicator bacteria in deep geothermal 
water. 
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硫酸盐还原菌(sulfate-reducing bacteria，SRB)

是一类可将硫酸盐还原为硫化氢的厌氧菌。这些厌

氧菌主要是细菌[1]。SRB 在硫循环、有机物和金属

污染修复等方面发挥着重要作用[2]，而 SRB 活动

产生的硫化氢是一种有毒的侵蚀性气体，会造成很

多环境和经济问题，如危害工人健康、降低煤和天

然气及石油的品质[3]、与金属结合会腐蚀堵塞地下

管井等[4]。定量检测 SRB 对了解其对环境变化的

响应和制定适当的处理方案非常重要。  

人们常用的 SRB 定量检测技术主要是 MPN 

(most probable number)培养技术和免培养的分子

生物学技术。MPN 培养技术费时、费力、培养时

间长[5]，且由于实验室很难模拟自然环境条件，只

有部分微生物被检测[6]，导致检测结果偏低，检测

结果意义有限。免培养的分子生物学技术不但能检

测到可培养菌，而且能检测到不可培养菌，特别是

定量 PCR (quantitative PCR，qPCR)技术，可通过

检测样品微生物 DNA 中的特定基因片段快速定量
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微生物，这种特定的基因片段通常是 16S rRNA 基

因或者是功能基因[7-8]。在 SRB 中最重要的功能基

因是编码异化亚硫酸盐还原酶 Dsr (dissimilatory 

sulfate reduction)的基因，该酶是硫酸盐还原过程

的一个关键酶，是硫酸盐还原过程的最后一步将亚

硫酸盐还原为硫化氢的催化酶[9]，编码该酶的基因

至少包括 2 个亚基基因 dsrA 和 dsrB，其中 dsrB 基

因被发现于所有已知的 SRB 中[10]，是检测 SRB 的

标记功能基因，利用 qPCR 可检测环境中硫酸盐还

原菌的 dsrB 含量[11-12]。该技术需要标准品制成标

准曲线，而获取标准曲线的过程费时费力。 

微滴数字 PCR (droplet digital PCR，ddPCR)

技术是新一代基因检测定量技术，该技术不需要标

准曲线就可实现基因的绝对定量。其原理是采用油

包水技术将样品分散为上万个微滴，每个微滴或不

包含目标基因，或包含 1 个或数个目标基因，然后

让每个微滴进行 PCR 扩增，扩增后逐个检测微滴，

有扩增荧光信号的微滴判读为 1，没有扩增荧光信

号的微滴判读为 0，最后根据泊松分布计算出目标

基因的起始拷贝数或浓度[13]。由于该技术是统计

有无 PCR 扩增微滴个数，即使部分扩增也不影响

阳性微滴统计的个数，因此该技术较 qPCR 技术更

能耐受 PCR 扩增抑制[14]。由于该技术的原理与

qPCR 的本质差异，其检测灵敏度更高，可检测含

量很低的样品。目前该技术主要应用于医疗、食品

领域[15-16]，而在自然环境应用较少[17-18]，特别是

应用于深部热水环境鲜见报道。 

地壳深部蕴藏着巨量热能，通过钻探抽取深部

热水可用于地面供热和发电，地热能已被认为是一

种绿色能源。冀中地热区位于河北省中部地区，地

热能开发历史悠久，目前主要开采 1 800 m 以上蓟

县系雾迷山组上段岩溶-裂隙热储层，而对深部蓟

县系雾迷山组下段和高于庄组热储层地热资源状

况不清。中国地质调查局自 2018 年以来在冀中地

热区实施了一批深部地热科学钻探，用于获取蓟县

系雾迷山组和高于庄组热储层的地质、水文地质和

地热基础数据，评价深部新储层地热资源[19]。地

下存在一个深部生物圈[20]，其生物量超过地球总

生物量的 50%[21]。深部沉积岩、玄武岩、花岗岩

和变质岩等岩性环境的微生物群落已被调查[22-23]，

而地下深部碳酸盐岩岩溶-裂隙热储层微生物群落

特征仍然不清。地热科学钻探为深部热水微生物研

究提供了获取深部样品的机会，我们选取了部分钻

探孔用于探索深部热水微生物群落特征。深部热水

含盐量高、基质复杂、抑制物多、微生物含量低，

常规的方法难于准确定量。SRB 是地下深部频繁检

出的微生物[24]。鉴于 ddPCR 技术优势，本文旨在

建立以 dsrB 基因为检测目标，快速、准确定量深部

热水 SRB 的 ddPCR 技术，并将该技术用于实际样

品的检测，与浅层水和土壤对比探究深部热水 SRB

的丰富性，提高对深部生物圈的认识，为深部热水

合理开发利用提供技术支撑和科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集和预处理 

在冀中地热区(115°55′46″E，38°58′45″N)，从

区域地下水流系统角度来看，上部第四系 100 m 以

上的地下水属浅层水，而地表 1 km 以下的碳酸盐

岩岩溶-裂隙热水属深部热水。2019 年 3−5 月，    

7 组深部热水样分别采自 7 个冀中地热区地热科学

钻探孔，采样方法是钻探孔完工后抽水试验时最后

阶段的抽出水，井台泵口采样；同时采集每个钻孔

附近大田农灌井水(浅层水)和土壤样品，作为参照

样品。采样深度和现场测试指标分别是：深部热水

采样深度变化在 1 500−3 853 m 之间[泵口温度

56−105 °C，pH 6.77−8.75，总溶解性固体 (total 

dissolved solids，TDS)含量 1 990−2 677 mg/L]；

浅层水样变化在 70−100 m 之间(水温 14−17 °C，

pH 7.50−7.87，TDS 含量 202−548 mg/L)；土壤样

品采样深度均为 0.5 m (原位温度 8−13 °C，土水

体积比 1:2.5，水溶液 pH 8.55−8.73，TDS 含量

63−178 mg/L)。水样采集容器为 18 L 耐高温的无

菌塑料桶，样品采集后运回实验室立即定量(2 L
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或 4 L)过滤到孔径为 0.22 m 的多片聚四氟乙烯过

滤膜上，将带有过滤物的过滤膜保存在−70 °C 冰

箱中备用。土样采集使用洛阳铲取芯，采用无菌小

刀从岩芯中部挖取土样，装入专用无菌塑料袋中，

现场冰块保温箱保存，尽快运回实验室也在−70 °C

冰箱中保存备用。 

1.2  主要试剂和仪器 

土壤 DNA 提取试剂盒(DNeasy® PowerSoil® 

Kit)，QIAGEN 公司；染料法 ddPCR 定量试剂盒：

SuperMix 预混液、微滴生成油、微滴分析油、微

滴生成卡槽、微滴生成卡槽胶垫、锡纸膜以及   

96 孔 PCR 板，QX200 Droplet Digital PCR 系统：

微滴生成仪、热循环仪和微滴分析仪，Bio-Rad

公司。 

1.3  样品总 DNA 提取  

水样和土样按 DNA 提取试剂盒说明书定量提

取样品总 DNA，其中水样每次取一片过滤膜剪碎，

最后按定量过滤的多片膜提取的 DNA 合并为一个

样品溶于 100 μL TE 溶液中；土样称取 0.3−0.5 g

左右，同法提取 DNA，溶于 100 μL TE 溶液中。

采用超微量紫外分光光度计测定 DNA 质量和数

量。将 100 μL DNA 溶液分装 2 份，一份 35 μL，

另一份 65 μL，前者用于条件试验，后者用于实际

样品测试，−20 °C 保存备用。 

1.4  SRB 质粒的构建 

根据 SRB dsrB 基因的引物序列 DSRp2060F 

(5′-CAACATCGTYCAYACCCAGGG-3′)和 DSR4R 

(5′-GTGTAGCAGTTACCGCA-3′)[25-26] ， 在 NCBI 

Primer-BLAST 操作平台上搜索 dsrB 基因序列，将

获得的与引物对完全匹配的 SRB dsrB 基因序列

[KY464856.1 ， Uncultured bacterium clone 

D4050-3-1 dissimilatory sulfite reductase beta 
subunit (dsrB) gene]提交给上海捷瑞生物工程有限

公司，进行 dsrB (约 350 bp)的 PCR 扩增并构建重

组质粒。PCR 反应体系(50 μL)：Pfu-MasterMix   

25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 2 μL，DNA 模

板 5 μL，ddH2O 16 μL。PCR 反应条件：94 °C 2 min；

94 °C 20 s，55 °C 20 s，72 °C 40 s，共 20 个循环；

72 °C 2 min；4 °C 保存。重组质粒以 pGH 为克隆

载体，转化到大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，筛

选阳性克隆子并测序，序列正确的阳性克隆子利

用试剂盒提取质粒作为标准品，最终获得 SRB 质

粒干粉。根据获得的质粒干粉质量和分子量，加

入一定体积的 TE 制成溶液，再换算成质粒标准

品中硫酸盐还原菌 dsrB 基因片段拷贝数，其浓度

为 1.1×1010 copies/μL。 

1.5  实验方法 

1.5.1  SRB ddPCR 检测方法  

采用染料法反应体系 QX200 ddPCR EvaGreen 

Supermix，以人工合成的 SRB 质粒或实际样品为

模板进行 SRB ddPCR 反应。该反应步骤包括：体

系配制、微滴生成、扩增和信号读取分析 4 个步  

骤[27]。根据仪器生产厂家推荐，20 μL ddPCR 反应

体系为：SuperMix 10 μL，上、下游引物(10 μmol/L)

各 0.2 μL，ddH2O 8.6 μL，DNA 模板 1 μL。将 20 μL

反应液加入微滴生成卡 DG8 中间一排，再将 70 μL

微滴生成油加入 DG8 的最底一排，最后在微滴生

成卡上覆盖专用胶垫，置于微滴生成仪，自动生成

反应微滴。待微滴生成完毕后，采用 8 通道移液枪

从微滴生成卡的最上一排吸取生成的全部微滴(约

30 μL)，加入 96 孔反应板内，用预热好的 PX1 热

封仪对其进行封膜，封膜运行程序为 180 °C 10 s。

封膜后将 96 孔板放入 PCR 仪进行两步法扩增。

PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，退火温

度 60 s，共 40 个循环；4 °C 5 min，90 °C 5 min，

4 °C 保存。全程升降温速度均小于等于 2 °C/s。扩

增结束后，将 96 孔板置于微滴读取仪中进行信号

读取，并使用软件 QuantaSoft V1.7.4 分析实验数

据，获得检测结果并分析。除非特别说明，每次运

行每个样品 2 个重复，且带空白对照。 

1.5.2  SRB ddPCR 技术的条件优化 

ddPCR 反应体系中，退火温度作为反应体系

中的一个重要参数，温度过高或者过低都会导致液

滴生成数少或非特异性扩增。为了获得切合实际样



3760 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

品的退火温度，选择实际样品深部热水样、浅层水

样和土样进行梯度退火温度试验，温度梯度为 50、

50.7、52、53.9、56.3、58.3、59.4 和 60 °C。通过

酶的活性对温度的要求、生成的阳性微滴数以及阴

阳微滴荧光信号值差异情况等确定最佳退火温度。 

1.5.3  SRB ddPCR方法的线性范围和灵敏性试验  

以 人 工 构 建的 SRB 质 粒 为 标 准 品， 浓 度   

为 1.1×1010 copies/μL， 10 倍 梯 度 稀 释 ， 选 取

1.1×100−1.1×106 copies/μL-DNA 浓度范围，编号依

次为 Z0、Z1、Z2、Z3、Z4、Z5 和 Z6，采用优化

的退火温度进行 ddPCR 扩增，评估该方法的线性

关系和灵敏性。 

1.5.4  SRB ddPCR 方法的特异性试验  

以双蒸水代替模板为空白，以细菌 16S rRNA

基 因 (LC435077.1) 、 古 菌 16S rRNA 基 因

(KT461011.1)和产甲烷菌基因 mcrA (KP742467.1)

特异性插入片段合成的质粒为阴性对照，对空白、

深部热水样和阴性对照进行 SRB ddPCR 检测，评

估该方法的特异性。 

1.5.5  SRB ddPCR 方法的重复性试验  

为 了 评 估 实 际 样 品 的 重 复 性 ， 选 取 高      

(33 350 copies/μL-DNA)、中(13 540 copies/μL-DNA)、

低(9 590 copies/μL-DNA)这 3 个浓度的深部热水

样，进行 SRB ddPCR 检测，每个样品设立 6 孔

重复，计算该方法的相对标准差，评估该方法的

重复性。 

1.6  实际样品检测  

以双蒸水代替模板为空白，采用优化的 SRB 

ddPCR 检测方法分别对深部热水样、浅层水样和

土样进行检测，分析对比检测结果，说明深部热

水硫酸盐还原菌的丰富性。数据处理时首先检查

微滴总数，若两个重复微滴总数大于 1 万个，则

取均值；若两个重复有 1 个大于 1 万个，可视情

况取大于 1 万者或重做；若两个重复小于 1 万个，

则需重做。 

2  结果与分析 

2.1  SRB ddPCR 条件的优化 

微滴数字 PCR 技术的关键指标是形成的微滴

总数。理论上 20 μL 反应液可形成 2 万个微滴，

一般大于 1 万个微滴可满足要求。通过反复实践，

当使用细枪头每次 10 μL 分两次加样且加入槽中

的样品无气泡时，形成的微滴数一般大于 1 万个。

如图 1 所示，微滴数变化在 14 075−15 259 个之间，

均大于 1 万个，为后续试验结果提供了可靠的  

保证。 

 

 
 
图 1  SRB ddPCR 退火温度优化生成的微滴总数 
Figure 1  Total droplet number generated from annealing temperatures optimization of SRB ddPCR 
注：A05−H05 为浅层水样品 E5-2. 

Note: A05−H05: Shallow water sample E5-2. 
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以两步法为 PCR 反应程序，对反应退火温

度进行优化，温度梯度范围为 50−60 °C。深部热

水、浅层水和土壤检测结果(图 2A−C)显示，退

火温度在 50−60 °C 之间均可检测到扩增荧光信

号，而且在 50−53.8 °C 时扩增荧光信号强度最大。

综合考虑酶的活性、特异性、生成的阳性微滴数

以及阴阳微滴荧光信号值差异情况等因素，确定

退火温度为 54 °C。SRB 的染料法 ddPCR 最终优

化后的反应体系(20 μL)：SuperMix 10 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各 0.2 μL，ddH2O 8.6 μL，模

板 DNA 1 μL。优化后的 PCR 反应条件：95 °C    

5 min；95 °C 30 s，54 °C 60 s，40 个循环；4 °C    

5 min，90 °C5 min，4 °C 保存；全程升降温速度

均≤2 °C/s。 

图 2A−C 还显示中间荧光强度的“雨点”较多。

为了探明其原因，将深部样品 E4-1 系列稀释(10−1、

10−2、10−3 和 10−4)，图 2D 结果显示，随着稀释度

的增加，中间荧光强度的微滴越来越少，稀释到

10−4 时，中间荧光强度的微滴很少了，说明样品稀

释可减少中间荧光强度的微滴。 

 

 
 
图 2  SRB ddPCR 方法不同退火温度(A−C)和深部热水系列稀释(D)检测结果 
Figure 2  Results of SRB ddPCR assay from different annealing temperatures (A−C) and from serial dilutions of deep 
geothermal water (D) 
注：A：深部热水 E5-1；B：浅层水 E5-2；C：土壤 E5-3；D：深部热水 E4-1 系列稀释(10−1、10−2、10−3 和 10−4). 

Note: A: Deep geothermal water E5-1; B: Shallow water E5-2; C: Soil E5-3; D: Serial dilutions (10−1, 10−2, 10−3 and 10−4) of deep 
geothermal water sample E4-1. 
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2.2  SRB ddPCR 方法的线性范围和灵敏度 

以人工构建的 SRB 质粒为标准品，10 倍梯度

稀释，选取 1.1×100−1.1×106 copies/μL-DNA 浓度

范围，编号依次为 Z0、Z1、Z2、Z3、Z4、Z5 和

Z6，采用优化的反应条件进行 SRB ddPCR 扩增。

图 3 结果显示，已知浓度 1.1×106 copies/μL-DNA

对应的 Z6 明显偏离相关直线，而在 1.1×100− 

1.1×105 copies/μL-DNA 浓度范围内，已知值与检

测值线性关系良好，R2 为 0.996 0。该技术最高检

出限为 1.1×105 copies/μL-DNA，检测的线性范围

为 4 个数量级；最低定量限为 1.1 copies/μL-DNA，

相应地，在 20 μL 反应液中阳性微滴数为 1，说明

在 20 μL 反应液中只要有 1 个 dsrB 分子，该技术

也能检测出来。因此，该技术的检出限或者灵敏度

为 1 copy/μL-DNA。 

 

 
 

图 3  SRB 质粒已知浓度与 SRB ddPCR 检测浓度的线

性关系 
Figure 3  Linear regression of known concentrations and 
measured concentrations from SRB ddPCR assay for SRB 
plasmid 

2.3  SRB ddPCR 方法的重复性 

深部热水样 E6-1、E5-1 和 E2-1 进行 SRB 

ddPCR 检测，每个浓度 6 次重复测定。检测结果

除了 E5-1 有一个重复样微滴总数小于 1 万个外，

其余重复样微滴总数均大于 1 万个。去掉微滴总数

小于 1 万个重复样后进行统计分析。表 1 结果显示，

相对标准差(relative standard deviation，RSD)均优

于 9%，远低于推荐的允许误差 25%[28]，说明建立

的 SRB ddPCR 检测方法具有很好的重复性。 

2.4  SRB ddPCR 方法的特异性 

以 ddH2O 代替模板为空白，对深部热水样

E6-1 和构建的细菌 16S rRNA 基因、古菌 16S rRNA

基因、产甲烷菌基因 mcrA 特异性片段质粒进行

SRB ddPCR 检测。图 4 结果显示，除了深部热水

样品检出大量阳性微滴外，其余各样品几乎未检出

阳性微滴，说明建立的 SRB ddPCR 方法具有很高

的特异性。 

2.5  实际样品检测 

在冀中地热区采集深部热水(1 500−3 853 m)

及其附近浅层水(70−100 m)和土壤(0.5 m)样品各 

7 组，定量过滤和 DNA 提取，分别定容于 100 μL 

TE 溶液中。加 DNA 模板 1 μL 进行 SRB ddPCR

检测，最终结果水土样分别换算为单位 copies/mL

和 copies/g-dw 表示。结果显示，深部热水样硫酸

盐 还 原 菌 dsrB 基 因 含 量 变 化 在 11.2×100−  

2.3×104 copies/mL 之间，浅层水 dsrB 含量变化在

6.4×100−9.4×102 copies/mL 之间，而土壤 dsrB 含量 

 
表 1  SRB ddPCR 重复性试验结果 
Table 1  Repeatability of SRB ddPCR assay 
样品编号 

Sample ID 

各次测定值(copies/20 μL 反应液) 

Measured values (copies/20 μL reaction mixture) 

平均值 

Average 

标准差 

Standard deviation 

相对标准差

RSD (%) 

1 2 3 4 5 6 

E6-1 32 320 33 920 31 160 34 940 34 120 34 360 33 670 1 431 4 

E5-1 14 280 13 680 13 420 14 440 13 340 − 13 832 501 4 

E2-1 10 200 8 740 10 180 10 160 9 540 8 320 9 523 819 9 

注：−：微滴数小于 1 万的检测值去除. 

Note: −: A measured value removed due to less than 1×104 of droplet number. 
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图 4  SRB ddPCR 方法特异性检测结果 
Figure 4  Specificity tests of SRB ddPCR assay 
注：E04：NTC；A06、B06：深部热水 E6-1；G06、H06：细

菌 16S rRNA 基因；G07、H07：古菌 16S rRNA 基因；H08：

产甲烷菌基因 mcrA. 

Note: E04: NTC; A06, B06: Deep geothermal water sample E6-1; 
G06, H06: Bacterial 16S rRNA gene; G07, H07: Archaeal 16S 
rRNA gene; H08: Methanogenic Archaeal gene mcrA. 

变化在 4.7×102−3.5×103 copies/g-dw 之间(表 2)，

相 应 的 均 值 分 别 为 (4.0±8.4)×103 copies/mL 、

(1.6±3.5)×102 copies/mL 和(1.5±1.2)×103 copies/g-dw。

深部热水硫酸盐还原菌 dsrB 基因含量均值分别较

浅层水和土壤高。由此可见，深部热水不但检出硫

酸盐还原菌，而且含量较浅层水(70−100 m)和土壤

(0.5 m)更高，这与采样时深部热水散发出刺鼻的臭

鸡蛋味(H2S 味)的实际情况是一致的。 

3  讨论 

本研究的目的是建立快速、准确定量深部热水

硫酸盐还原菌的 ddPCR 检测技术，并与第四系浅

层水和地表土壤对比，说明深部热水硫酸盐还原菌

的丰富性。ddPCR 技术的关键是微滴数的生成，

理论上 20 μL 反应体系可生成 2 万个微滴，微滴

数大于 1 万的试验可接受，否则试验必须重做。

本研究通过操作技术改进，当使用细枪头分两次加 
 

表 2  冀中地热区深部热水、浅层水和土壤硫酸盐还原菌功能基因 dsrB 含量 
Table 2  Content of functional gene dsrB of SRB in deep geothermal water, shallow water and soil from the geothermal 
area of Middle Hebei Plain 
样品编号 

Sample ID 

钻孔深度 

Drilling depth (m) 

测定均值(copies/20 μL 反应液) 

Measured mean (copies/20 μL reaction mixture) 

dsrB 含量 

dsrB content 

深部热水 Deep geothermal water   (copies/mL) 

E1-1 2 511.0 4.0×104 2.0×103 
E2-1 2 500.0 9.6×103 4.8×102 
E3-1 2 520.8 9.9×102 2.0×102 
E4-1 2 608.5 4.6×105 2.3×104 
E5-1 2 506.0 1.4×104 6.8×102 
E6-1 2 518.2 3.3×104 1.7×103 
E7-1 3 853.0 56 11.2 

浅层水 Shallow water   (copies/mL) 

E1-2 100 6.7×102 16.7 
E2-2 100 8.2×102 40.9 
E3-2 70 1.3×102 6.4 
E4-2 100 1.0×103 50.8 
E5-2 100 1.9×104 9.4×102 
E6-2 70 1.3×102 6.6 
E7-2 100 6.2×102 31.2 

土壤 Soil   (copies/g-dw) 

E1-3 0.5 2.7×102 6.5×102 
E2-3 0.5 2.3×102 5.0×102 
E3-3 0.5 1.3×102 4.7×102 
E4-3 0.5 7.0×102 2.4×103 
E5-3 0.5 2.4×102 8.6×102 
E6-3 0.5 6.0×102 2.1×103 
E7-3 0.5 8.4×102 3.5×103 



3764 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

  

样且加入微滴生成槽的样品无气泡时，生成的微滴

数很高(图 1)，均大于 1 万个，与同类试验结果相  

似[29]，为后续试验结果提供了可靠的保证。退火温

度是 ddPCR 扩增的关键参数，退火温度过高会低估

基因的拷贝数，过低又会产生非特异性扩增，高估

基因的拷贝数。本研究的退火温度(50−60 °C)的试

验结果(图 2A−C)显示，在 50−60 °C 均有阳性微滴

检出，温度越高，检测值越低；尽管 50 °C 时检测

值最大，54 °C 时次之，比 58 °C 检测值高 1.4 倍，

但是综合考虑酶的活性、特异性、生成的阳性微滴

数以及阴阳微滴荧光信号值差异情况等因素，最终

确定退火温度为 54 °C，该值与 qPCR 的退火温度

(55 °C)[23]相近。图 2A−C 还显示属中间荧光强度的

“雨点”较多，尽管曾试验过三步法，或增加退火/

延伸时间到 2 min 等，但是“雨点效应”仍未得到改

善。图 2D 的结果显示，实际样品 E4-1 稀释到 10−4

时，“雨点效应”得到很大的改善，说明样品稀释可

减少中间荧光强度的微滴。“雨点”多的原因可能是

高浓度样品杂质多引起的。杂质多，影响 PCR 扩增

的抑制物多，导致一些微滴部分扩增，出现中间荧

光强度的“雨点效应”。通过稀释，抑制物浓度降低，

稀释到 10−4 时，微滴 PCR 扩增基本不受影响，“雨

点效应”没有了。尽管 DNA 高浓度时有“雨点效应”，

由于 ddPCR 检测结果是统计 PCR 扩增后的阳性和

阴性微滴数，PCR 部分扩增微滴也属阳性微滴，而

qPCR 阈值 Ct 值受 PCR 扩增效率的影响，会影响目

标基因的准确定量。因此 ddPCR 技术较 qPCR 技术

更能耐受抑制物，仍然能够准确估计样品的基因拷

贝数，这与文献[14]结果一致。另外，“雨点”多的

原因也不排除其他原因，如操作过程中阳性微滴破

裂，因为随着稀释倍数的增加，阳性微滴和雨点都

在同时减少，阳性微滴减少，破裂的阳性微滴也会

减少，从而导致“雨点”较少。 

本研究利用人工构建的 SRB 质粒进行 SRB 

ddPCR 方法的线性范围和灵敏度试验，结果(图 3)

显示，该技术检测的线性范围为 4 个数量级，最低

定量限为 1.1 copies/μL-DNA，灵敏度为 1 copy/μL- 

DNA。仪器生产厂家说明书建议提前酶切，但是

有研究表明，增加酶切对检测结果不会有很大影 

响[30]，且复杂化了检测技术，增加了成本和污染

的风险，因此，本研究没有考虑提前酶切。尽管没

有提前酶切，该技术最高检出限(1.1×105)却大大超

过仪器生产厂家规定的最高检出限(2×104)，能满

足实际需要。3 个不同浓度实际样品的 6 次重复性

实 验 结 果 显 示 ， 相 对 标 准 差 (RSD) 均 优 于 9%    

(表 1)。在线性范围内，SRB 质粒 2 个重复的系列

稀释检测结果统计发现，RSD 变化在 0−11%之间。

实际样品和 dsrB 质粒的 RSD 均远低于规定的允许

误差 25%。特异性试验结果(图 4)显示，该技术具

有很好的特异性。完成一次 96 孔板样品的 SRB 

ddPCR 分析仅需 5.5 h。与同类实验相比[18,29]，本

研究建立的 SRB ddPCR 技术速度快、灵敏度高、

重复性好、特异性强。与经典的 qPCR 相比，初步

探索发现由于深部热水与浅层水、土壤样品的 dsrB

序列碱基不尽相同，融解曲线峰值位置不同，这需

要用实际样品构建含有各自 dsrB 插入片段的质粒

制作各自的标准曲线才能准确定量，这个过程费时

费力，而 ddPCR 不需要标准曲线，体现了其优势。 

实际样品的检测结果显示，深部热水存在硫

酸 盐 还 原 菌 ， 其 dsrB 含 量 变 化 在 11.2×100−   

2.3×104 copies/mL 之间，平均值为 4.0×103 copies/mL 

(SD=8.4×103 copies/mL) 。 标 准 偏 差 (standard 

deviation，SD)较均值大，说明 7 个样品的检测

值变化大，是深部取样环境条件不尽相同所致。

如最小值 11.2 copies/mL 为钻孔最深样品 E7-1，

深达 3 853 m，符合取样深度越大微生物含量

越低的规律。平均值与 qPCR 获得的油田水结

果(2.79×102−1.26×104 copies/mL)[24]相似，但是

较采自油水分离罐的油田水 (105 copies/mL)[11]

低 ， 较 芬 兰 东 部 2 260 m 深 处 基 岩 裂 隙 水    

(10−102 copies/mL)[31]高，SRB 含量的高低与环

境条件密切相关。 
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浅 层 水 SRB dsrB 含 量 很 低 ， 变 化 在

6.4×100−9.4×102 copies/mL 之 间 ， 均 值 为

(1.6±3.5)×102 copies/mL。其标准偏差也较均值大，

同样说明 7 个样品的检测值变化大，是浅部取样环

境条件不尽相同所致。dsrB 拷贝数也代表 SRB 菌

数量，因为大部分 SRB 菌每个细胞只有 1 个 dsrB

基因[32]，这样 dsrB 基因拷贝数含量可与 MPN 检

测结果的细胞数对比。李政红等[33]在相似深度采

用 MPN 培养法检测地下水 SRB 结果显示，9 个大

田农灌井水样只有 3 个样品检出硫酸盐还原菌，最

高为 2.5 cells/mL，说明 MPN 培养法检测的大田农

灌井地下水 SRB 含量也很低。但是本次研究 SRB 

ddPCR 方法对每个浅层水样即大田农灌井地下水

均检出 SRB，与以前的 MPN 培养法检测结果相比，

平均高了近 400 倍，符合免培养法较培养法检测结

果高的规律。大田农灌井地下水 SRB 含量低，除

了与该环境营养水平低有关外，可能与该环境不是

完全封闭的厌氧环境有关。 

土壤 SRB dsrB 含量较浅层水高，含量变化在

4.7×102−3.5×103 copies/g-dw 之 间 ， 均 值

(1.5±1.2)×103 copies/g-dw。尽管其标准偏差(SD)

较均值小，但是相对标准差(RSD)较大，达 78%，

同样说明 7 个样品的检测值变化较大，也是样品所

处环境条件不尽相同所致。若土壤的容重取值  

1.5 g/cm3，则土壤 dsrB 检测结果可表示为每 cm3

的 dsrB 拷贝数，平均为 996.5 copies/cm3，这个值

较深部热水的平均值低 4.6 倍，但是较浅层水的平

均值高 6.3 倍。土样 SRB ddPCR 检测结果较以前

同一深度(50 cm)土样的 MPN 培养法检测结果

(11.3 cells/g-dw)[33]平均高 132 倍，也符合免培养法

较培养法检测结果高的规律，但是与 20 cm 深处水

稻土 SRB qPCR 检测结果(108 copies/g-dw)[34]相比

低许多，可能是 20 cm 深处水稻土有机质等营养更

丰富和淹水条件下更易形成厌氧环境，有利于 SRB

生长繁殖的原因。本次研究 50 cm 处土壤的 SRB 

ddPCR 检测结果较浅层水高，可能是 50 cm 处土

壤有机质相对于地下水更丰富及更易形成 SRB 生

存的厌氧环境有关。 

与浅层水和土壤相比，深部热水 SRB 含量更

高，平均值分别高 29.4 倍和 4.6 倍，说明深部热水

富含 SRB 菌，这与采样时深部热水散发出刺鼻的

臭鸡蛋味(H2S 味)的实际情况是一致的。 

综上所述，本研究建立的 SRB ddPCR 检测技

术不需要标准曲线，具有灵敏度高、特异性强、重

复性好等特点。该技术有许多优点，也有一些缺点，

如试剂成本较高、操作技术要求高、形成微滴前样

品不能有气泡，但是该技术一旦开发成功，经验不

断积累，操作熟练，这些缺点就不成问题了。因此，

该技术具有很大的应用推广价值。下一步将开发深

部热水其他菌的 ddPCR 检测技术，为深部热水微

生物检测和定量提供新的技术支撑。 

4  结论 

本研究进行了 SRB ddPCR 分析的条件优化，

考察了其线性范围、灵敏度、重复性和特异性，建

立了检测 SRB 的 ddPCR 技术，该技术具有速度快、

灵敏度高、重复性好、特异性强等特点，为深部

热水微生物准确定量检测提供了新的技术方法，

同时为其他指示菌检测技术的建立提供了参考。

利用该技术对深部热水、浅层水和土壤样品进行了

检测，平均含量分别为(4.0±8.4)×103 copies/mL、

(1.6±3.5)×102 copies/mL 和(1.5±1.2)×103 copies/g-dw。

与浅层水和土壤相比，深部热水富含 SRB 菌。  
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