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　　摘要：基于厌氧氨氧化（ａｎａｅｒｏｂｉｃａｍｍｏｎｉｕｍｏｘｉｄａｔｉｏｎ，Ａｎａｍｍｏｘ）开发的相关工艺在污水脱氮处理中具有重要作
用；但Ａｎａｍｍｏｘ微生物是一类目前尚不能分离和纯培养的微生物，分析其功能微生物的类型，对于研究其生物学机理
并改良其工艺具有重要意义。本研究对变性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）在 Ａｎａｍｍｏｘ
微生物应用中的分析条件进行了优化，以提高 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ的分析效果。结果表明，采用针对１６ＳｒＤＮＡＶ３区的
ＧＣ－Ｆ３４１／Ｒ５１８引物组合，ＰＣＲ最佳退火温度为６４℃；ＤＧＧＥ电泳中，最佳上样量为５～７μＬ，最佳胶浓度为８％，最
佳电压／时间为８０Ｖ／１６ｈ。优化后的ＰＣＲ－ＤＧＧＥ具有准确性高和灵敏度好的特点。
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　　厌氧氨氧化（ａｎａｅｒｏｂｉｃａｍｍｏｎｉｕｍｏｘｉｄａｔｉｏｎ，Ａｎａｍｍｏｘ）是
指厌氧氨氧化细菌在厌氧条件下以羟胺和肼为中间产物，以

ＮＨ＋４为电子供体、ＮＯ２
－为电子受体，将 ＮＨ＋４和 ＮＯ

－
２转变为

Ｎ２的过程
［１］。该反应颠覆了人们对自然界氮素循环的传统

认识。此前普遍认为通过异养反硝化即硝酸盐还原生成Ｎ２，
是地表氮素生成 Ｎ２的唯一自然途径，而目前却发现 Ａｎａｍ
ｍｏｘ反应的广泛存在。据估计由ＡＡＯＢ完成了海洋生态系统
氮转化的３０％～５０％［２］。Ａｎａｍｍｏｘ过程在地表氮素循环，包
括农业水体氮素循环中起着重要作用。基于 Ａｎａｍｍｏｘ过程
研究者开发了多种污水处理工艺［３－６］。与传统的硝化－反硝
化工艺相比，优点在于不需要额外电子供体，同时也可使剩余

污泥产量降至最低，从而节省大量污泥处置费用。厌氧氨氧

化细菌（即Ａｎａｍｍｏｘ菌）是一类不可培养的微生物类型，难以
使用传统手段进行研究。目前共发现了包括 Ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ
Ｋｕｅｎｅｎｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ、ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ、Ｃａｎ
ｄｉｄａｔｕｓＡｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓｓｕｌｆａｔｅ在内的５个属１２个种之多，而
且不同的研究得到的优势种群不同［７］。分析其功能微生物

的类型，对于研究其生物学机理并改良其工艺具有重要意义。

ＰＣＲ结合变性梯度凝胶电泳（ｄｅａｔｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）技术不但克服了传统的微生物培养方法的局
限性，而且可以对微生物种群进行定性和定量，以及预测微生

物种群的系统发育关系，成为研究环境微生物多样性的常用

手段之一。其主要原理是序列不同的 ＤＮＡ双链解链所需的
变性剂（尿素和甲酰胺）浓度也不同，在含梯度变性剂的凝胶

电泳中，不同的ＤＮＡ序列在不同的浓度处发生解链，导致空
间构型改变，电泳速率急剧下降，从而停留在不同的位置，形

成条带分开的指纹图谱。为了提高 ＤＧＧＥ的分辨率，可在引
物的一端加上 １个含 ３０～５０个碱基的“ＧＣ夹板”（ＧＣ
ｃｌａｍｐ）［８］。理论上，ＤＧＧＥ可以检测出只有１个碱基差异的
ＤＮＡ序列。但是ＤＧＧＥ效果受多种因素影响，特别是对于不
同的引物和不同的样品，ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析的参数差别很大。
例如使用不同引物在对厌氧污泥样本 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析
中［５－６，９－１５］，聚丙烯酰胺凝胶浓度从５％ ～１０％、电泳电压从
７５～２００Ｖ均有使用。ＤＧＧＥ的分辨率直接影响结果的准确
性和可靠性，而分辨率又会受到电泳中的变性剂梯度范围、时

间、电压以及上样量等因素影响；因此针对具体的样品类型和

引物，需对 ＤＧＧＥ试验各个关键参数进行优化，才能达到预
期的效果。１６ＳｒＤＮＡ是细菌系统分类研究中最常用的分子
指纹，分子大小适中，在结构与功能上具有高度的保守性。基

于１６ＳｒＤＮＡ的 Ｖ３区是微生物种群分析最常采用的目标序
列之一，在分子生态研究中有广泛的应用。

本研究基于 Ａｎａｍｍｏｘ微生物 １６ＳｒＤＮＡ的 Ｖ３区的
ＧＣ－Ｆ３４１／Ｒ５１８引物组合，对ＰＣＲ的退火温度和ＤＧＧＥ的时
间／电压、胶的浓度以及上样量进行了优化，该结果对于
Ａｎａｍｍｏｘ反应相关微生物的分析具有参考意义。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　样品来自苏州科技学院环境生物技术研
究所亚硝酸盐型Ａｎａｍｍｏｘ污泥。
１．１．２　主要仪器与试剂　ＤＮＡ快速提取试剂盒购自ＭＰＢＩＯ
公司；ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００仪；ＥｘＴａｑ酶购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＧＧＥ电
泳仪（ＡＤ０４１２ＬＳ－Ｃ５０）、ＤＧＧＥ电泳槽（ＤＣｏｄｅ型）、凝胶成
像系统（ＧｅｌＤｏｃＴＭＸＲ＋）购自美国伯乐公司；引物由上海生工
生物工程有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　核酸提取与 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析　污泥取样后立即使
用液氮研磨成干粉，－８０℃保存备用。使用 ＤＮＡ快速提取
试剂盒提取ＤＮＡ，提取的ＤＮＡ经１％琼脂糖电泳检测和Ｎａｎ
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ｏＤｒｏｐ２０００仪定量并检测质量后使用。使用针对细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因Ｖ３可变区通用引物进行 ＰＣＲ，引物序列为：ＣＧＣ
ＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡ
ＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ（即ＧＣ－Ｆ３４１）；ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ
（即Ｒ５１８）。
ＰＣＲ扩增体系总体积为３０μＬ，包括１５ｎｇ模板 ＤＮＡ，ＥｘＴａｑ
酶１．５Ｕ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物各 １．５μＬ，ｄＮＴＰｓＭｉｘｔｕｒｅ（各
２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，ＥｘＴａｑ酶 ｂｕｆｆｅｒ３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至
３０μＬ。ＰＣＲ扩增采用９８℃预变性３０ｓ；９８℃变性１０ｓ，根据
设置的温度退火３０ｓ，７２℃延伸５ｓ，共２９个循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ。扩增产物经２％琼脂糖电泳检测后，按不同上样量均
加入１５μＬ上样缓冲液，并使用 ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ，利用
ＤＧＧＥ电泳仪和ＤＧＧＥ电泳槽在变性梯度为４５％～６５％的聚
丙烯酰胺凝胶中电泳（１００％的变性剂浓度为体积分数４０％
甲酰胺和７ｍｏｌ／Ｌ尿素）。参考乐晓萍等的银染方法［１６］进行

染色。银染时凝胶在固定液（含体积分数１０％乙醇和０．５％
的乙酸）轻摇固定１０ｍｉｎ，超纯水漂洗１ｍｉｎ后放入染色液
（含体积分数２％硝酸银）中染色１５ｍｉｎ，超纯水快速冲洗２
次后放入显影液（含体积分数 １．５％氢氧化钠、体积分数
０２％甲醛）中至显影清晰，用超纯水冲去残余的显影液。银
染结果通过凝胶成像系统照相分析。

１．２．２　ＰＣＲ－ＤＧＧＥ优化　（１）ＰＣＲ退火温度的优化：退火
温度从６１～６６℃之间设置６个梯度，梯度为１℃，ＰＣＲ产物
通过２．０％琼脂糖电泳，选择最合适的退火温度用于 ＰＣＲ－
ＤＧＧＥ分析以及后续优化过程。（２）电泳时间和电压的优
化：制备８％聚丙烯酰胺凝胶，设置６０、８０、１００、１２０Ｖ共４个
电压梯度；每隔２ｈ上样１次，共上样５次，即各设置５个时
间梯度；上样量为４．０μＬ。在６０℃条件下对不同电压下分
别进行不同时间进程的电泳试验，以确定最佳的电压／时间组
合。（３）电泳上样量的优化：配制总体积相同、但ＰＣＲ扩增产
物不同的上样体系，上样量（ＰＣＲ扩增产物）为１～１０μＬ，梯
度１μＬ。使用最适变性剂梯度和已确定的最佳电压／时间条
件，在８％聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳。（４）凝胶浓度优化：
使用上述已确定的上样量、最佳电泳时间和电压组合，分别配

制浓度为６％、８％和１０％的聚丙烯酰胺凝胶，根据电泳效果
来确定最适合的胶浓度。

２　结果与分析

２．１　土壤基因组ＤＮＡ的提取
提取的Ａｎａｍｍｏｘ样品ＤＮＡ经１．０％的琼脂糖凝胶电泳，

结果（图１）表明，ＤＮＡ样品质量较好，适合进行 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ
分析。

２．２　ＰＣＲ扩增的退火温度优化
图２是６１～６６℃不同退火温度下的ＰＣＲ电泳结果。图

２表明，退火温度为６４℃时，扩增效率高，效果最好，是本研
究的最佳退火温度。电泳结果显示 ＰＣＲ产物大小与预计结
果（２３０ｂｐ）基本一致。

２．３　电泳时间和电压的优化
本试验在预试中使用了２００Ｖ电压进行 ＤＧＧＥ电泳，结

果发现，该电压下条带有弥散严重，分离效果较差，因此选择

在低电压区进行优化。通过比较１２０Ｖ（图３－Ａ）、１００Ｖ（图
３－Ｂ）、８０Ｖ（图３－Ｃ）和６０Ｖ（图３－Ｄ）的电泳结果说明，电
压高低对条带的分离效果影响较为明显，随着电压降低，弥散

减弱，且条带数增加，条带更为清晰锐利。在８０Ｖ（图３－Ｃ）
和６０Ｖ（图３－Ｄ）之间差异不大，均能得到数目较多且清晰
锐利的条带。随着电泳时间延长，条带分离更加明显，易于区

分，在８０Ｖ电压时，多数条带在１６ｈ时分离效果最好，延长
电泳时间变化不明显，与６０Ｖ的电压时１８ｈ的电泳效果基
本一致。鉴于此，选择 ８０Ｖ／１６ｈ作为最佳的电压／时间
组合。

２．４　电泳上样量的优化
从图４可以看出上样量对 ＤＧＧＥ图谱也有着重要的影

响。上样量过少，部分条带不清晰，染色后可见的条带数偏

少；上样量过多，则图谱的背景过重，不利于后续的分析。考

—１１１—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１０期



虑到二者的平衡，在Ａｎａｍｍｏｘ微生物的 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析中
选择５～７μＬ的上样量效果最好。

２．５　凝胶浓度优化
本试验通过３种不同浓度的凝胶［分别是 ６％（图 ５－

Ａ）、８％（图５－Ｂ）、１０％（图５－Ｃ）］来判断最佳的凝胶浓度。
从图５的３个浓度对比可以看出，８％凝胶的分离度最好，条
带清晰锐利，为最佳凝胶浓度选择。

３　讨论

ＤＧＧＥ技术被广泛用于分析环境样本微生物群落的生物
多样性，适合调查种群的时空变化，并可以通过对目的条带进

行序列分析来鉴定群落组成。理想的 ＰＣＲ引物和 ＤＧＧＥ分
析条件应适合探测更多的微生物类型。例如王宁等对厌氧颗

粒污泥ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析进行优化，发现古菌和细菌在８０Ｖ／
１０ｈ的电泳条件下均能得到分离效果较好的ＤＧＧＥ图谱［１７］。

而本研究结果说明对于Ａｎａｍｍｏｘ活性污泥，采用ＧＣ－Ｆ３４１／
Ｒ５１８通用引物，ＰＣＲ最佳退火温度为６４℃；变性剂浓度为
４５％～６５％的聚丙烯酰胺凝胶中进行ＤＧＧＥ电泳的最佳上样
量为５～７μＬ，胶浓度为８％，最佳电压／时间为８０Ｖ／１６ｈ。
由于本研究采用针对１６ＳｒＤＮＡ的Ｖ３区的特异引物，对于环
境样本的不同微生物种类将具有更广泛的适用性。

ＰＣＲ和电泳是ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析的２个最关键环节，本
试验研究表明适当提高退火温度有利于减少非特异性扩增，

上样量的多少与胶浓度的大小也对 ＤＧＧＥ的分辨率有重要
影响。此外，与一般的ＰＣＲ对模板ＤＮＡ要求低不同，本研究
中还发现ＤＮＡ质量对ＰＣＲ影响较大，且 ＰＣＲ扩增质量显著
影响ＤＧＧＥ的分辨率。
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