
书书书

张　闻，郑立稳，王加宁，等．利用实时荧光定量ＰＣＲ特异检测多环芳烃污染土壤中的外源降解菌［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（１１）：１５－１８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．１１．００４

利用实时荧光定量 ＰＣＲ特异检测多环芳烃污染
土壤中的外源降解菌

张　闻１，郑立稳１，王加宁１，黄玉杰１，张思玉２，高永超１，陈贯虹１，郭书海１，２，季　蕾１，王磊磊１

［１．齐鲁工业大学（山东省科学院）／山东省科学院生态研究所／山东省应用微生物重点实验室，山东济南 ２５０１０３；
２．中国科学院沈阳应用生态研究所，辽宁沈阳１１０１６４］

　　摘要：生物强化法修复有机污染土壤过程中，外源降解菌的丰度直接关系着修复效果，有必要开发出特定外源降
解菌在土壤中的数量检测方法。针对多环芳烃降解菌ＰＰＺ－１，基于基因组测序结果，筛选可能的特异基因序列，设计
对应引物。比对各组引物对菌株及污染土壤样品ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增产物，确定适于实时荧光定量ＰＣＲ检测的特异性
基因序列和引物。以含有特异性基因序列的重组质粒为标准品，确定实时荧光定量 ＰＣＲ反应试验条件，建立标准曲
线。将该方法应用于投加了菌株ＰＰＺ－１的多环芳烃污染土壤，验证其可行性。结果表明，所筛选的特异性引物在菌
株中可以扩增出条带，在土壤样品相同位置无明显条带，具有较好的特异性。实时荧光定量 ＰＣＲ反应标准曲线相关
系数为 ０．９９９９，斜率为－３．３６５，扩增效率为９８．２３３％，熔点曲线无杂峰。对投加了外源降解菌 ＰＰＺ－１的多环芳烃
污染土壤进行绝对定量检测，检测数值与理论值数量级相同，该检测方法能较准确地反映土壤中ＰＰＺ－１的数量。
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　　多环芳烃是环境中广泛存在的一类典型持久性有机污染
物，污染范围大、涉及面广，并呈现加重的趋势［１－２］，治理多环

芳烃污染迫在眉睫。国内外学者对多环芳烃污染修复技术开

展了大量研究，主要有物理、化学、生物修复［３－６］，其中生物修

复因具有成本低、无二次污染、可大面积应用等优点而受到重

视。生物强化法是生物修复的重要手段之一，其主体是人为

投加有高效降解能力的降解菌或菌群，这些微生物可以通过

从土著菌中筛选驯化获得、对土著菌进行物理化学诱变后筛

选获得、通过基因工程构建获得，降解菌的浓度可控，降解能

力强。外源降解菌进入污染环境后，会受污染物胁迫，并与土

著菌竞争，其存活和增殖情况在整个修复期内呈现动态变化。

外源降解菌的丰度与分布直接关系着修复效果。对降解菌进

行实时定量追踪，可准确了解其进入土壤后的存活、增殖情

况，从而为改进修复时菌剂的投加量和投加方式提供理论指

导，因此有必要开发出特定外源降解菌在土壤中数量的检测

方法。

传统的微生物数量检测方法有稀释平板法、血球计数板

法等，但这些方法只能对样品中的全部微生物进行无差别的

计数，无法对样品中的微生物进行准确的种属区分，因此无法

排除环境样品中土著微生物的干扰对特定菌株进行数量检

测。实时荧光定量ＰＣＲ技术［７－１０］可以准确定量特定类群微

生物的数量，具有灵敏度高、精确性好、特异性强、安全快速等

优点［１１－１３］，已被应用于检测环境样品中的目标微生物。目

前，基于实时荧光定量ＰＣＲ技术对有机污染土壤及其他环境
样品中微生物的定量方法多以１６Ｓ／１８ＳｒＤＮＡ、ＩＴＳ或功能基
因为目的基因［１４－１５］，研究多集中于某类或某几类土著降解

菌，缺少对某种特定外源降解菌进入环境后数量、分布情况的

关注。本研究针对外源多环芳烃降解菌，筛选出其特异性基

因序列及特异引物，构建实时荧光定量 ＰＣＲ反应体系，将其
应用于污染土壤中外源降解菌的检测，并验证其可行性。

１　材料与方法

１．１　试验菌株
多环芳烃降解菌假单胞菌（Ｐｓｅｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）ＰＰＺ－１菌株

分离自多环芳烃污染土壤，保藏于中国微生物菌种保藏管理

委员会普通微生物中心，菌种保藏号为 ＣＧＭＣＣＮｏ．１２５９６。
将菌株送至北京诺禾致源科技股份有限公司进行基因组框架

图测序，得到编码基因预测结果。

１．２　试验土壤
土壤样品分别采自山东济南（３６°４２′２９″Ｎ，１１７°０４′４０″Ｅ）、

浙江永康（２９°００′１７″Ｎ，１２０°１４′３６″Ｅ）地区的农田，采样时间
为２０１７年１月。２种土壤样品质地分别为壤土、沙壤土，分别
命名为土１、土２。土壤样品的部分理化性质如下：ｐＨ值分别
为８．２５、５．５７；有机质含量分别为５．２％、３．１％；阳离子交换量
分别为２２．６、１１．８ｃｍｏｌ／ｋｇ；全氮含量分别为２．２８、２．０５ｇ／ｋｇ；
全磷含量分别为 ０．９６、０．４２ｇ／ｋｇ；全钾含量分别为 １３、
１６ｇ／ｋｇ。检测土壤中多环芳烃模式化合物菲的本底含量分
别为 １９４、７４８μｇ／ｋｇ，向 土 壤 中 加 入 菲 使 其 浓 度 为
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１００ｍｇ／ｋｇ，老化２周，以刺激土著降解菌的生长。
１．３　主要试剂

ＬＢ培养基，购自北京索莱宝科技有限公司；ＴａｑＤＮＡ聚
合酶、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（无Ｍｇ２＋，１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值
为８．８，２５℃，５００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，０．８％乙基苯基聚乙二醇）、
ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｍａｒｋｅｒ、６×ＤＮＡ
ＬｏａｄｉｎｇＤｙｅ、１０×ＴＡＥ（４００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ａｃｅｔａｔｅ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，ｐＨ值为 ８．０）、引物、细菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒
（Ｂ５１８２２５）、土壤基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（Ｂ６１８７６３）、４ＳＲｅｄ
Ｐｌｕｓ核酸染色剂（ＢＢＩＡ６０６６９５）、琼脂糖 －柱式 ＤＮＡ胶回收
试剂盒（ＳＫ８１３１）、一步法快速感受态细胞制备试剂盒
（ＳＫ９３０７）、ＳａｎＰｒｅｐ柱 式 质 粒 ＤＮＡ 小 量 抽 提 试 剂 盒
（ＳＫ８１９１），均购自生工生物工程（上海）股份有限公司；
ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ，购自宝生物工程（大连）有限公司。
１．４　主要仪器

ＨＣ－２５１８Ｒ高速冷冻离心机，购自安徽中科中佳科学仪
器有限公司；ＤＹＹ－６Ｃ型稳压稳流电泳仪，购自北京六一生
物科技有限公司；ＦＲ９８０凝胶成像系统，购自上海复日科技有
限公司；ＴＵ－１９０１紫外分光光度计，购自北京普析通用仪器
有限责任公司；ＰＣＲ反应扩增仪，购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；
３７３０ＸＬ测序仪，购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；
ＳｔｅｐＯｎｅ型荧光定量 ＰＣＲ仪，购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
１．５　ＤＮＡ提取

使用细菌及土壤基因组ＤＮＡ抽提试剂盒，分别提取菌株
ＰＰＺ－１、土壤样品的ＤＮＡ。提取结果经１％琼脂糖凝胶电泳
检查，电泳条件为１×ＴＡＥ，１５０Ｖ，１００ｍＡ，２０ｍｉｎ。通过凝胶
成像系统分析试验结果，于微量分光光度计下检测ＤＮＡ浓度
及Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ，－２０℃保存备用。
１．６　特异性基因序列的筛选与引物设计

根据菌株ＰＰＺ－１基因组测序结果，将编码基因分别在
通用功能数据库基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，简称 ＧＯ）、京都基
因与基因组百科全书 （Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ，简称 ＫＥＧＧ）、直系同源序列聚类分析（ｃｌｕｓｔｅｒｏｆ
ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓｇｒｏｕｐｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ，简称 ＣＯＧ）、非冗余蛋白质序列
数据库（ｎｏｎ－ｒｅｄｕｎｄａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｓｅ，简称ＮＲ）、蛋白质家
族数据库（ｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙｄａｔａｂａｓｅ，简称 Ｐｆａｍ）、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ蛋
白质序列数据库（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｄａｔａｂａｓｅ，简称
Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ）等中进行Ｂｌａｓｔ比对，筛选未注释到的基因序列，
这些序列即为该菌株可能的特异性基因序列。针对得到的基

因序列，使用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０分别设计引物。
１．７　ＰＣＲ扩增及电泳

ＰＣＲ扩增体系为２５μＬ：０．５μＬ模板 ＤＮＡ，０．５μＬ引物
Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ引物 Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），２．５μＬＴａｑｂｕｆｆｅｒ（１０×），２．０μＬＭｇＣｌ２
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ），１８．３μＬｄｄＨ２Ｏ。
ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５７℃退火
３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃修复延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳检查，电泳条件同“１．５”节。通
过凝胶成像系统分析试验结果，选择菌株扩增成功，而土壤样

品扩增失败的基因序列及相应引物作为后续目标序列及特异

性引物，确定特异性序列，切胶回收，克隆测序。

１．８　质粒标准品的制备
将目的条带用手术刀切下，用试剂盒回收，与 Ｔ载体连

接，转化进入大肠杆菌感受态细胞内，涂布于氨苄青霉素抗性

平板，置于３７℃环境中培养２４ｈ，挑选单克隆于液体ＬＢ培养
基中培养２４ｈ，提取质粒；以质粒为模板进行ＰＣＲ扩增，获得
阳性目标质粒。质粒经测序鉴定无误后用紫外分光光度计测

定质粒的Ｄ２６０ｎｍ，换算成拷贝数。
１．９　实时荧光定量ＰＣＲ标准曲线、反应体系及条件

１０倍梯度稀释构建好的质粒，９０μＬ稀释液 ＋１０μＬ质
粒。实时荧光定量 ＰＣＲ扩增体系为 ２０μＬ：１０μＬ２×
ＳｙｂｒＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，０．４μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ引物Ｆ，０．４μＬ
１０μｍｏｌ／Ｌ引物Ｒ，７．２μＬｄｄＨ２Ｏ，２μＬＤＮＡ模板。实时荧光
定量ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，５７℃
退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４５个循环。
１．１０　实时荧光定量ＰＣＲ法的应用可行性

向２种土壤样品中分别投加活化后的 ＰＰＺ－１菌液并混
合均匀，使其投加量分别为２．０×１０９、２．０×１０７、２．０×１０５、
２．０×１０３ＣＦＵ／ｇ，分别标为１、２、３、４，同时设不加菌液的土壤
样品作为对照，记作ＣＫ。提取土壤样品的ＤＮＡ，将其稀释适
当倍数上机进行实时荧光定量ＰＣＲ检测。

２　结果与分析

２．１　菌株特异性基因序列与引物
根据菌株ＰＰＺ－１的基因组测序结果，所筛选的未注释

到的基因序列如下，这些序列即为该菌株可能的特异性基因

序列：（１）ＡＴＧＡＧＣＣＡＣＣＴＣＴＣＣＧＣＣＧＣＣＣＡＧＡＴＡＡＡＴＴＣＣＡＴ
ＧＧＴＧＧＡＴＡＴＡＧＡＡＴＣＧＧＣＧＣＧＧＡＣＴＧＡＴＣＡＡＡＴＧＣＧＣＡＣＣＧ
ＡＣＧＧＧＴＡＴＧＣＴＧＴＣＴＧＣＧＧＡＣＣＴＣＴＣＧＡＴＡＴＣＧＡＣＣＡＧＣＴＴＣ
ＡＡＣＧＧＧＡＣＡＴＣＣＡＣＣＡＴＧＣＧＣＣＣＡＧＧＣＡＧＡＴＴＧＣＴＧＣＣＧＴＡ
ＡＣＧＧＧＣＴＧＣＧＧＡＡＣＡＣＡＧＡＴＧＡＣＧＴＴＣＣＧＧＣＡＧＣＧＧＣＡＣＡＣ
ＴＣＡＡＧＣＧＧＴＡＧＡＡＡＡＣＧＣＴＣＧＴＣＧＴＴＡＡ；（２）ＡＴＧＴＴＣＴＣＣＣ
ＡＴＧＡＧＴＣＴＣＧＣＡＧＧＣＣＣＣＧＴＧＣＣＧＧＧＴＧＧＧＴＡＧＴＧＡＣＧＧＴＴＣ
ＡＣＣＴＣＴＧＧＴＧＧＣＡＧＡＴＧＣＧＴＧＧＡＡＴＧＴＴＧＧＡＣＣＡＡＧＴＧＧＣＧ
ＣＡＣＴＴＣＣＡＣＴＴＧＧＡＡＡＡＡＴＴＣＡＴＣＡＧＣＧＣＡＧＧＴＴＴＧＣＧＣＧＧＧ
ＴＴＴＴＴＣＴＣＧＧＧＧＧＣＧＧＧＡＧＧＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴＣＡＧＧＣＡＧＣＧＴＧＴ
ＴＴＧＴＴＣＧＧＣＧＣＧＡＡＣＴＴＧＣＡＧＴＴＣＧＧＴＡＡＴＴＴＴＧＡＧＧＧＧＧＴＡ
ＡＴＧＣＴＴＣＣＴＧＣＴＡＡＴＣＡＧＴＴＣＧＴＴＧＴＡＣＣＣＴＧＣＡＴＣＧＴＴＧＣＣＴ
ＴＧＡＴＡＧＡＧＴＴＣＡＧＴＧＡＡＣＧＣＡＡＧＧＧＣＡＡＴＡＧＧＣＣＣＣＧＣＡＣＡ
ＡＴＧＧＴＴＧＧＣＣＡＣＴＴＴＣＣＣＴＡＣＣＣＣＧＴＣＡＧＴＧＴＣＴＡＧ；（３）ＡＴＧ
ＣＴＧＣＣＣＧＧＧＣＣＣＧＴＧＣＴＧＧＧＣＧＴＡＧＡＣＧＣＧＧＴＣＧＣＧＧＴＧＴＴＴ
ＧＡＧＧＴＴＴＡＣＧＴＧＣＡＧＣＴＴＴＧＣＣＴＴＴＴＴＣＣＧＡＧＴＡＧＧＣＣＡＧＧＣ
ＡＣＴＧＣＣＧＣＡＧＡＴＣＴＴＧＣＡＡＡＣＡＴＧＡＧＣＴＡＣＡＡＧＣＴＣＴＴＣＧＧＣ
ＣＡＴＧＧＴＴＧＣＣＴＣＣＡＧＧＧＴＧＧＣＧＧＧＴＴＡＴＧＧＧＣＡＧＣＡＧＡＡＴＴＧ
ＧＣＣＧＣＣＧＣＡＧＴＡＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＴＣＧＣＣＧＴＣＡＴＧＧＴＴＡＧＧＧＡ
ＧＧＣＣＧＴＡＴＴＴＡＴＴＴＣＣＧＣＡＡＣＣＧＣＡＧＣＡＡＧＣＡＡＣＣＴＣＧＣＧＣＡ
ＧＣＣＣＴＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＣＧＧＣＴＣＣＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴ
ＣＧＴＴＣＴＣＧＧＴＧＡＣＴＴＣＣＴＧＴＴＴＧＣＣＡＡＣＣＡＧＣＴＣＡＣＣＧＣＡＧＧ
ＡＴＧＡ；（４）ＡＴＧＣＡＧＴＴＴＧＡＴＴＴＴＣＴＡＡＡＧＡＴＧＣＴＴＴＣＧＣＴＡＴＡ
ＴＡＣＣＣＣＴＧＡＧＣＡＧＣＧＴＧＡＡＡＧＡＴＧＧＣＣＡＡＡＴＧＡＴＡＴＧＴＣＧＣ
ＡＡＴＧＣＴＴＣＧＧＴＡＣＴＴＧＴＴＴＣＡＴＣＧＴＴＡＴＧＴＧＧＣＴＣＡＴＣＡＡＴＧＴ
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ＴＴＴＧＡＴＴＡＡＡＣＡＴＴＴＣＡＡＡＣＴＧＡＧＣＣＴＧＣＧＧＣＣＣＴＡＴＡＴＧＡＡＴ
ＧＧＡＧＣＴＡＣＴＧＡＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧＣＧＧＴＧＧＧＣＡＡＴＧＡＧＡＡＧＣＧＧ
ＣＧＧＡＡＧＧＡＧＡＡＣＣＴＧＣＣＣＧＣＧＡＴＡＴＡＧ。
　　针对以上基因序列分别设计引物，引物核苷酸序列见
表１。

表１　引物核苷酸序列

序号 正向引物（Ｆ）（５′→３′） 反向引物（Ｒ）（５′→３′）
１ ＴＣＴＣＣＧＣＣＧＣＣＣＡＧＡＴＡＡ ＴＧＧＡＴＧＴＣＣＣＧＴＴＧＡＡＧＣ
２ ＧＣＧＧＧＡＧＧＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴ ＣＣＴＡＴＴＧＣＣＣＴＴＧＣＧＴＴＣ
３ ＣＧＧＧＴＴＡＴＧＧＧＣＡＧＣＡＧＡ ＧＧＴＴＧＧＣＡＡＡＣＡＧＧＡＡＧＴＣＡ
４ ＣＣＣＴＧＡＧＣＡＧＣＧＴＧＡＡＡＧ ＣＡＴＴＧＣＣＣＡＣＣＧＣＣＡＴＡＣ

　　分别利用上述引物对假单胞菌ＰＰＺ－１、土１－ＣＫ、土２－
ＣＫ的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳进
行检测。由图１可知，４对引物均能成功扩增菌株 ＤＮＡ。第
１、第３、第４对引物在土壤样品ＤＮＡ相同位置均有模糊条带

存在，说明其对土壤样品 ＤＮＡ扩增出了相同大小的基因片
断，其特异性不足以排除土壤背景ＤＮＡ的干扰。第２对引物
在土壤样品相同位置无明显条带，特异性较好。土壤性质在

一定程度上决定了土著微生物的群落结构和多样性。土１与
土２性质差异明显，它们质地不同，分属壤土和砂壤土；ｐＨ值
不同，分属碱性土和酸性土；有机质含量、营养元素等也有所

不同，因此所孕育的微生物种群会存在差异。土１－ＣＫ、土２－
ＣＫ中有丰富的ＤＮＡ片断，以其ＤＮＡ扩增产物与菌株ＰＰＺ－１
进行比对，可有效筛选出菌株ＰＰＺ－１的特异性引物。对第２
对引物在ＮＣＢＩ上通过 Ｂｌａｓｔ特异性检验，无显著匹配结果，
表明该组引物在 ＮＣＢＩ数据库中也是特异的。因此，将第 ２
对引物及其所对应的基因序列确定为菌株 ＰＰＺ－１的特异性
引物及特异性基因序列，据此构建实时荧光定量 ＰＣＲ检测
体系。

２．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测体系
构建好的质粒浓度为 １０６．０２ｎｇ／μＬ，换算成拷贝数为

３．４６×１０１０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。标准曲线最高拷贝数为 １．７３×１０８

ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。梯度稀释样品扩增曲线如图２所示，每个稀释度
有３个平行，从左到右标准品浓度依次为１．７３×１０８、１．７３×
１０７、１．７３×１０６、１．７３×１０５、１．７３×１０４、１．７３×１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。
曲线较光滑，为典型的“Ｓ”形曲线，各循环阈值（ｃｙｃｌｅ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，简称ＣＴ值）间隔均匀。

　　梯度稀释样品熔解曲线如图３所示，曲线峰值单一，峰值
出现在８４．７３℃，表明扩增反应产物特异性良好且无引物二
聚体影响。

　　标准曲线结果如图 ４所示，纵坐标是 ＣＴ值，横坐标是
ｌｇ（拷贝数／μＬ），斜率为－３．３６５，扩增效率Ｅ＝（１０－１／斜率 －１）×
１００％＝（１０－１／－３．３６５－１）×１００％ ＝９８．２３３％，相关系数 ｒ＝
０９９９９，截距为３７．６２４。
　　综合上述引物检测、扩增曲线、熔解曲线和标准曲线的结

果，可以确定建立的菌株 ＰＰＺ－１实时荧光定量 ＰＣＲ检测体
系及反应条件合理可靠。

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ法的应用可行性
已有学者采用实时荧光定量 ＰＣＲ检测环境样品中的有
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机污染物降解菌。Ｔａｙ等利用特异性１６ＳｒＤＮＡ引物扩增２
种甲苯降解菌（自养黄色杆菌、分枝杆菌），构建实时荧光定

量ＰＣＲ方法检测污染水中的目标菌数量［１６］。王金玉等以功

能酶基因邻苯二酚１，２双加氧酶的基因序列为目标序列，构
建实时荧光定量ＰＣＲ方法，定量检测苯胺降解菌在苯胺废水
生物强化序批式活性污泥系统中的丰度变化［１７］。目前，尚未

见严格区分土著降解菌和外源降解菌的研究。对土壤中的外

源降解菌进行绝对定量的关键，在于找到该菌株与土著降解

菌、土著同种属菌具有差异的特异性基因序列设计引物，排除

土著菌的干扰，同时还要保证其扩增结果的准确性。

由表２可知，本试验的定量检测方法所检测出的２种土
壤中多环芳烃降解菌ＰＰＺ－１的数量与理论投加量的数量级
相同，且对照土壤中检测不到该菌存在，说明该检测方法能够

有效排除土著菌的干扰，准确、特异地检测出土壤中菌株

ＰＰＺ－１的数量，从而可以为改进修复时菌剂的投加量和投加
方式提供理论指导。

表２　土壤中ＰＰＺ－１菌株的数量

编号
检测值

（ＣＦＵ／ｇ）
理论值

（ＣＦＵ／ｇ）

土１－ＣＫ ＮＤ ０
土１－１ ４．２×１０９±１．２×１０８ ２．０×１０９

土１－２ ３．８×１０７±３．１×１０６ ２．０×１０７

土１－３ ４．１×１０５±９．９×１０４ ２．０×１０５

土１－４ ４．１×１０３±２．５×１０２ ２．０×１０３

土２－ＣＫ ＮＤ ０
土２－１ ２．７×１０９±１．９×１０８ ２．０×１０９

土２－２ ２．３×１０７±３．６×１０６ ２．０×１０７

土２－３ ７．２×１０５±７．２×１０４ ２．０×１０５

土２－４ ３．３×１０３±２．０×１０３ ２．０×１０３

　　注：ＮＤ表示未检测到。

３　结论

本研究针对外源多环芳烃降解菌ＰＰＺ－１，基于基因组测
序结果，筛选出了适于实时荧光定量ＰＣＲ检测的特异性基因
序列和引物。所筛选的特异性引物在菌株中可以扩增出条

带，在土壤样品相同位置无明显条带，具有较好的特异性。

以含有特异性基因序列的重组质粒为标准品，确定实时

荧光定量ＰＣＲ反应试验条件，建立标准曲线。标准曲线相关
系数为０．９９９９，斜率为－３．３６５，扩增效率为９８．２３３％，熔点
曲线无杂峰。实时荧光定量 ＰＣＲ检测体系及反应条件合理
可靠。

将该检测方法应用于投加了 ＰＰＺ－１菌株的多环芳烃污
染土壤，验证其可行性。对污染土壤中的菌株 ＰＰＺ－１进行
绝对定量检测，检测值与理论值数量级相同，说明该检测方法

能够有效排除土著降解菌、土著同种属菌以及其他土著菌的

干扰，准确、特异地检测出土壤中菌株 ＰＰＺ－１的数量，从而
可以为改进修复时菌剂的投加量和投加方式提供理论指导。
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ｉｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，
２０１７，８３（８）：３２１２－３２１６．

［１１］张海燕，张小芳，魏兰芳，等．土壤中茄科雷尔氏菌实时荧光定
量ＰＣＲ快速检测体系的建立与应用［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，
４５（１４）：１７－２０．

［１２］张永英，马腾壑，刘彦威，等．猪瘟病毒强毒株 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实
时荧光定量ＰＣＲ检测方法的建立［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５
（１３）：１４２－１４３．

［１３］张文志，鲁　绯，闫　红．酱油中抗草甘膦大豆转基因多种成分
的检测：实时荧光定量ＰＣＲ和传统 ＰＣＲ的比较［Ｊ］．江苏农业
科学，２０１６，４４（６）：３７２－３７６．

［１４］ＹｕＣＰ，ＦａｒｒｅｌｌＳＫ，ＲｏｂｉｎｓｏｎＢ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲａｓｓａｙｓｆｏｒｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇｔｏｔａｌａｎｄａｅｒｏｌｙｓｉｎｇｅｎｅ－
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＡｅｒｏｍｏｎａｓｉｎｓｏｕｒｃｅ，ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ，ａｎｄｆｉｎｉｓｈｅｄｄｒｉｎｋｉｎｇ
ｗａｔｅｒ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００８，４２（４）：
１１９１－１２００．　

［１５］魏　巍，许艳丽，朱　琳，等．土壤木霉菌实时荧光定量 ＰＣＲ检
测体系的建立及应用［Ｊ］．土壤与作物，２０１３，２（１）：５３－５８．

［１６］ＴａｙＳＬ，ＨｅｍｏｎｄＦ，ＫｒｕｍｈｏｌｚＬ，ｅｔａｌ．Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｔｗｏ
ｔｏｌｕｅｎｅｄｅｇｒａｄｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｌｓｐｅｃｉｅｓｉｎａｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｓｔｒｅａｍ［Ｊ］．
ＭｉｃｒｏｂｉａｌＥｃｏｌｏｇｙ，２００１，４１（２）：１２４－１３１．

［１７］王金玉，李旭东，刘庆华．荧光定量 ＰＣＲ检测生物强化 ＳＢＲ系
统中苯胺降解菌的数量变化［Ｊ］．环境科学学报，２０１４，３４（７）：
１６７４－１６７９．
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