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摘要：较系统地介绍了与环境微生物相关的分子生物学研究方法，如克隆文库分析法、分子杂交技术、遗传指

纹技术等，及其这些相关技术在硝化细菌群落结构与分布、多样性、动态性分析中的应用进展。结果表明，分

子生物学技术在研究硝化细菌群落特征中发挥了重要的作用。
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近年来，随着城市人口的急剧增长，工农业生产

的快速发展，造成污染源和外排污染物数量剧增，因

此不少污染物受纳水体的生态环境严重失衡。氮和

磷是引起水体富营养化的重要元素，因此氮和磷的

去除一直是环境学科研究的重点。目前污水中氮、

磷去除所采用的方法主要为生物去除法，即利用微

生物氨化、硝化以及反硝化作用去除污水中的氮，利

用聚磷菌过量吸收磷而减少排放。

硝化细菌是生物硝化脱氮中起主要作用的微生

物，会直接影响硝化效果和生物脱氮的效率。传统

的硝化菌群是典型的好氧自养型细菌，呈革兰氏阴

性，能够氧化氨氮或亚硝氮为硝酸盐［&］。硝化细菌

分为两类：将氨氮氧化为亚硝酸盐的称之为亚硝酸

菌（(::4F<; -S<H<Q<FG T;CBIL<;，(-T），将亚硝氮氧化
为硝酸盐的称之为硝酸菌（2<BL<BI -S<H<Q<FG T;CBIL<;，
2-T）。这两大菌群协同作用将氨氮转化为硝态氮，
其生长缓慢，对冲击负荷敏感，因此成为研究脱氮过

程的主要菌群。

硝化细菌群落组成的特征，在很大程度上决定

着废水脱氮处理的效果。因此，全面了解硝化细菌

种类、数量及时空分布变化等生态特性、种群结构及

生态功能关系并对系统进行优化调控，是确保脱氮

处理系统稳定、高效运行的关键，近年来已成为国内

外的研究热点。

硝化细菌的生长速度极其缓慢，现常用的分离

纯化方法，如最大可能数、极限稀释、选择性平板等
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也不能有效地获得硝化细菌，这些传统方法不但费

时费力且细菌计数困难、不准确，这些都明显限制了

人们对硝化细菌的研究与应用。近年来，分子生物

学方法已经成为现代环境微生物学研究的重要手

段，人们对硝化细菌分子水平上的研究越来越多，对

其群落结构的分析也越趋深入。

! 与微生物群落结构分析相关的分子生物
学研究方法

对环境中微生物种群的类型和数量进行及时和

准确的分析测定在微生物生态研究中十分重要，传

统的微生物分析测定方法，包括显微镜微生物形态

观察、选择性培养基计数、纯种分离和生理生化鉴定

等，在环境样品研究中都存在一定的缺陷。

随着近代分子生物学技术的发展，不依靠纯培

养的微生物群落结构的分析方法已得到广泛发展和

应用。近年来，针对目前传统微生物分析方法存在

的问题，在环境微生物领域，国际上诸多国家先后展

开了分子生物学研究方法的建立和生物学评价工

作，更精确地揭示了微生物种类和遗传的多样性，基

于 !"# $ %"#的现代分子生物技术在废水处理、生
物修复等环境污染治理领域已有广泛的研究应用。

迄今，国内外就目前所开展的研究来看，用于微生物

群落结构的分析技术主要有以下几种。

! &! 克隆文库分析法（"#$%& #’()*)+ ,)$-’#’%.）
在分析环境样品中核酸分子的种类和数量时，

由于直接提取的核酸分子的量很少，不能用于直接

分析，一般都是通过 ’(%扩增和构建克隆文库的方
法。通过对文库中各转化子序列的测定，分析文库中

标记序列的类型和出现频率，就可以知道该环境样品

种的这些基因的种类和相对数量，从而获得物种组成

的信息，得到微生物群落种群组成的分析数据。

其中，以 )*+ ,%"# $ !"# 为基础的分子生物学
技术已成为普遍接受的方法。该技术主要利用不同

微生物在 )*+核糖体及其基因序列上的差异来进行
微生物种类的鉴定和定量分析。虽然该方法比较耗

时，且需要大量财力支持，但是由于该方法对微生物

细胞中 )*+ ,%"#基因进行特异扩增后对核苷酸序
列进行测定，并与已知菌种 )*+ ,%"#进行比较，以
此进行微生物鉴定和微生物系统学研究，因此该方

法是目前比较准确的方法之一，在微生物生态学研

究中占有重要的地位［-］。

! &/ 分子杂交技术（./012304, 567,898:4;8/<）
两条序列一样或相近的核酸片段在一定条件下

能退火结合在一起，形成稳定的双链结构。根据这

个原理，以一条特异标记（荧光、同位素或 !=>等）的

核酸片段为探针，就可以检测出另一条靶核酸序列

的存在。用已知的标记序列作为探针，可以检测微

生物群落样品中特定的微生物种类存在状况及其种

群水平的高低。可以直接对样品进行分析的荧光原

位杂交（?=+@）、原位 ’(%（ =+ A ’(%）、基因芯片
（B82,/4,,46C）等受到研究者的青睐。
其中，荧光原位杂交（?=+@）是一项利用标记的

!"#或 %"#探针直接在染色体、细胞或组织水平定
位特定靶核酸序列的分子细胞遗传学技术［D A E］。

?=+@利用高度特异的寡聚核苷酸探针杂交可以得
到特定微生物在环境中的存在、分布、丰度以及整个

微生物群落的组成、结构及其多样性等全面信息。

! & 0 基于 123 扩增的遗传指纹技术（ .&%&4’"
-’%.&),)’%4’%.）
该方法是指将代表微生物群落结构的核酸分子

进行各种形式的凝胶电泳，从而将代表微生物群落

种各种不同种群的核酸分子区分开。凝胶电泳中各

微生物群落核酸分子的迁移行为就构成了该群落特

异的遗传指纹图谱。该方法的一大优点就是可以同

时对比大量的微生物群落样品。!"# 指纹技术的
潜在问题则是总 !"#的提取和 ’(%扩增过程存在
的影响因素。没有任何一种 !"#提取方法是绝对
可靠的［F］，而且 ’(%过程中，如通用引物并非完全
通用、>(含量影响、G4H酶活性等等，都会导致误差
产生。无论选择杂交技术还是 !"#指纹技术，它们
总是描述群落中占主要部分的种类。

用于群落结构分析的指纹图技术中，最常用的

是用 )*+ $ )I+ ,%"# 基因序列可变区的扩增以及
!>>J $ G>>J电泳分析技术，目前已经被广泛用于分
析微生物的区系结构组成与动态变化。此外，随机

扩增 技 术（ %#’!）、扩 增 ,!"# 限 制 性 分 析
（#%!%#）、限值性片段长度多态性分析（%?K’ $ G A
%?K’）等也被用于监测微生物群落结构的动态变化
或者比较不同微生物群落样品的结构差异。

! &5 实时定量 123技术（)&*#64’7& 123）
所谓 ,140L;8.1 ’(%技术，是指在 ’(%反应体系

中加入荧光基团，利用荧光信号累积实时监测整个

’(%进程，然后通过标准曲线对未知模板进行定量
分析的方法。目前根据荧光定量途径的不同，,140L
;8.1 ’(%测定主要包括 D 种方法：+MN% >,11<荧光
定量法和 G4H.4<探针法及 B/012304, N142/<。
实时荧光定量 ’(%具有特异性强，能有效解决

’(%污染问题，自动化程度更高等优点，与其他的分
子生物学技术的联合应用，使人们不仅可以定性，也

可以定量研究微生物群落结构组成及数量变化，深

入探索微生物群落与环境因子之间的相互作用及其
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动态变化过程。实时定量 !"# 技术已广泛应用于
研究自然环境的微生物生态系统中，如土壤、水体、

沉积物、活性污泥、肠道等复杂微生物生态系统中重

要功能种群的定量研究中。

! 分子生物学技术在硝化细菌群落结构分
析中的应用

通过分子生物学方法可以方便、快速、准确地获

得处理设施中的微生物情况，为设施运行提供参考

资料；通过分析微生物的多样性，还可以为构建人工

生态系统提供依据；也可以为进一步开发利用不可

培养的微生物的特殊功能基因提供初步资料。

硝化细菌在不同的环境中往往形成不同的优势

菌群，在污水处理过程中，硝化细菌的优势菌群随着

反应系统和运行特征的不同而具有各自的特征，目

前较多的研究者对于污水处理系统中硝化优势菌株

的组成进行了大量研究。

! $" 硝化细菌群落的多样性研究
%&&’和 !"#技术相结合被广泛应用于各种突

变分析，是目前可以探知最为完整的环境微生物菌群

结构的分子生物学技术，已被广泛引用到分子微生物

生态学研究领域，尤其是在微生物多样性的研究上。

许玫英等［(］采用 !"#)%&&’技术，研究了含高
浓度氨氮的废水处理系统不同驯化时期活性污泥样

品中总的细菌类群的差异性。结果表明所检测到的

氨氧化细菌优势菌群均属于变形细菌的!亚类，与
!"#$%&%’%()& &* +相比具有较高的相似性。活性污泥
驯化成熟后，废水处理系统中 *+,的活性有明显提
高，活性污泥中的细菌类群更加集中，优势菌群相对

稳定，系统对废水的处理效率也相应提高。

!-./012等［3］报道了生物转盘反应器（#,"）高效
自养生物脱氮系统的微生物多样性，与接种污泥相

比，生物膜中好氧氨氧化菌（*+,）种群组成发生了
明显的变化，并发现优势种为 !"#$%&%’%()& &* +。
456.07/等［8］采用 %&&’技术分析硝化颗粒污泥中
硝化菌群组成，发现 !"#$%&%,%,,-& ’%."/"& 是主要的硝
化细菌之一，当氨负荷从 9:;<= >?·@A B·7A ;上升到

9:8< >?·@A B·7A ;，出现了 B 种新的硝化细菌，与
!"#$%&%’%()& ’)$"() 相似性最高，而样品中没有检测
到 !"#$%&%&*"$) 的相关菌种，说明高浓度氨环境有利
于 !"#$%&%’%()& 的生长。
嵌套式 !"#（C05207 !"#）的联合应用拓宽了

%&&’的应用范围，能对活性污泥中特定微生物菌
群作分析，使研究结果更有实际意义。该技术能检

测出样品中丰度低的微生物，!DEFEG5等［H］报道采用
嵌套式 !"#能检测到质量分数低于 9:9;I的氨氧

化菌。,JJ.等［;9］采用嵌套式 !"#和 %&&’对取自
比利时 ;=家废水处理厂活性污泥中微生物种群结
构作了较详尽的比较分析。实验分别对活性污泥中

常见的 0),#1$")、!23$%#1%.),#1$")，易引起泡沫和污泥
膨胀的 4,#"(%’5,1#1&，除氮过程中起重要作用的氨氧
化菌（*+,），能利用单 "分子的 61#7)(%#$%*7& 及新
近发现的 4,"8%.),#1$"-’ 等菌种作了嵌套式 !"#)
%&&’分析，取得了较好的效果。
此外，利用 ;(K L ;8K 1#C*基因序列可变区的扩

增以及限制性酶切片断长度多态性分析（10521EM2EJ.
N1/?@0.2 F0.?2D GJF-@J1GDE5@，#OP!），也被广泛用于监
测微生物群落的多样性分析。张丽娜等［;;］通过利

用 !"#技术对红壤荒草地富集液中的细菌总 %C*
进行扩增，建立了红壤荒草地富集液中氨氧化细菌

特异性的 ;(K 1%C*文库，然后用酶 QD/"和 #5/"
对该文库特异性片段进行了 #OP!分析，随机挑选
的 B=个特异性克隆片段被分成 B个不同的 #OP!类
型，其中优势占了所有分析克隆子的 HRI，另两个
型各占 BI。从每个 #OP!类型中挑取一定的转化
子进行测序，测序结果经 &0.,/.>检索，发现在该富
集液体系文库中存在大量亚硝化单胞菌属

（!"#$%&%’%()&）细菌序列，由此推测红壤荒草地中存
在氨氧化细菌，!"#$%&%’%()& 属细菌能在富集条件下
成为优势菌。

钦颖英等［;<］也通过提取一生产性规模的给水

生物预处理反应器中生物膜样品的总 %C*，构建细
菌 ;(K 1%C*克隆文库，并通过 ;(K 1%C*序列的系
统发育分析，对生物膜中的细菌种群多样性和群落

结构进行了研究。实验结果表明，给水生物膜反应

器中的细菌种群多样性十分丰富，其中与硝化作用

有关的是 !"#$%&)’%()& 和 !"#$%&*"$) 属的细菌。研究
结果表明，给水生物预处理反应器中的细菌群落结

构和废水生物处理反应器中的细菌群落结构是有所

差异的。

! $! 硝化细菌种群结构与分布研究
在微生物分子生态学领域，OSKQ、原位 !"# 等

技术能将单个细菌从复杂的菌群背景中检测出来；

在检测特定微生物的同时，确定其空间分布及其数

量。目前，这些技术已被广泛应用于研究活性污泥

或生物膜中硝化细菌的结构与分布情况。

T/.?等［;B］对 K,#反应器内好氧颗粒污泥（粒径
分布：; U 9:B= @@ V ;:B U 9:R= @@）内氨氧化菌
（*+,）和硝化细菌的分布进行了检测，OSKQ结果表
明：*+,主要位于颗粒的表层和核心区域，硝化细
菌则主要位于离颗粒表层 B99 G@左右。

456.07/等［8］分别采用 OSKQ和原位 !"#检测了
·R;·



硝化反应器生物膜中氨氧化菌（以 !"#$为指示）的
分布状况，两种检测方法均表明氨氧化菌主要位于

接近生物膜表层处。当反应器停止供给氨两周后，

%&’(即检测不到氨氧化菌，这与氨氧化菌活性降低
而导致 )*+$含量降低有关，但原位 ,-*依然可以
检测到强的信号。可见，原位 ,-*可以检测到更低
活性的氨氧化菌。

谢冰等［./］根据硝化细菌 .0’ )*+$序列设计的
探针 +’1.23，为变形细菌 !"#$%#&’($%")’!类的亚硝
酸细菌的通用探针。硝酸细菌 +&4探针，可检测出
!"#$%#&’($%")’"类的硝酸细菌。+’1.23 探针和 +&4
探针分别用发蓝色或绿色荧光的 %$5标记，发橙色
荧光的 (67标记。荧光显微镜观察表明，城市污水
处理厂曝气池中亚硝酸细菌比硝酸细菌多，多呈游

离状分布于活性污泥菌胶团上。经驯化培养，硝酸

细菌数量明显增加，在活性污泥菌胶团上呈点状或

片状分布。

孙寓娇等［.8］利用 %&’(、荧光实时定量 ,-* 等
技术，考察了 $9’:反应器中好氧颗粒污泥中硝化
菌群的生态分布。结果表明：好氧亚硝化颗粒污泥

呈层状结构，氨氧化细菌（$1:）主要分布在颗粒污
泥表层，亚硝酸盐氧化细菌（+1:）多分布在内层，颗
粒内核则无活性细胞；随反应器氨氮负荷逐渐提高，

颗粒污泥中 $1:的相对含量逐渐升高。
;<)=>?@AB#等［.0］运用 .0’ )*+$克隆文库技术和

%&’(技术，深入研究了曝气硝化 反硝化系统中主
要菌 群 的 构 成，表 明 系 统 中 优 势 菌 群 为

*"#$%#&’($%")’，其中主要为!亚类。
C#<等［.D］研究者采用 %&’( 技术和 ,-*EFGG6

研究比较 4+-9E&（一种与活性污泥结合的转盘生物
接触反应器）和 $H1的小试和中试的硝化效率，研
究了两个系统中硝化细菌丰富度与硝化效率的关

系。研究显示 4+-9E&系统的硝化作用和硝化率要
比 $H1系统强。利用 ,-*EFGG6技术，在所有的样
品中都发现 +)$"#,#,!)"’ 与 +)$"#,#,!)"’ 的亚属，而
+)$"#,#-#.’,只存在于 4+-9E& *:-生物膜中。另一
方面，根据 %&’(技术提供的信息，发现氨氧化菌在
4+-9E& *:-生物膜、4+-9E& *:-活性污泥、$H1系
统中的比率是 .3IJK、.JIDK和 8IHK，高于亚硝化
菌在系统中 HI8K、JI0K和 HIJK的比率。其结果
表明，氨氧化菌在 4+-9E& 系统中是 $H1 系统中的
JIH和 HI0倍；氨的氧化速率是亚硝酸盐氧化速率的
HI2倍。
! L" 硝化细菌种群动态性分析研究
多个样品的同时分析是 FGG6技术研究微生物

生态的一大优势，可用于监测反应器运行过程微生

物种群动态变化。

:##M等［.N］利用 FGG6分析两个平行反应器对
抗氯苯胺冲击时活性污泥微生物相的动态变化，接

种有 J"-$降解菌的生物强化反应器，其微生物种群
结构稳定，氨氧化菌的活性、丰度至第 /天即开始恢
复，而对照反应器运行至第 .H 天仍未见任何恢复
迹象。

胡宝兰等［.2］采用城市污水处理厂活性污泥接

种，通过培育硝化污泥，进行了启动厌氧氨氧化

（/.’--#0）反应器的试验，并运用 ,-*EFGG6 技术
对启动过程中细菌种群变化作了跟踪研究。结果表

明，通过反应器运行条件的控制，硝化生物膜可从进

行好氧氨氧化反应过渡到进行厌氧氨氧化反应。在

此过程中，异养型细菌的数量大幅度下降，硝化细

菌、反硝化细菌和厌氧氨氧化细菌的数量均有不同

程度的增加，这些菌群数量的增加与反应器效能的

提高相吻合，推测它们都与厌氧氨氧化作用有关。

且随着反应器运行时间的延长，菌群发生明显变化

并呈现简化趋势。

王峰等［H3］对于化学生物絮凝处理工艺中悬浮

填料塔的氨氧化细菌（$1:）群落进行了研究。主要
考察了曝气强度和水力停留时间 H个运行参数调整
的情况下，系统 $1:群落结构的变化。生物膜样品
直接取自硝化填料塔，多维尺度（5F’）方法用于
FGG6电泳图谱的分析，分析结果以二维图形向量
的方式显示，结果表明，曝气强度和水力停留时间均

对 $1:群落有一定的影响，主要的 $1: 种类在运
行过程中基本不变，系统对于运行条件具有良好的

稳定性。

为了揭示生物陶粒硝化反应器中活性污泥的微

生物种群多样性，从运行不同时期的反应器中提取

活性污泥，苏俊峰等［H.］利用 ,-*EFGG6技术初步分
析了生物陶粒反应器细菌的种群演替情况。结果表

明，随着进水 -1F值的逐阶段降低，氨氮去除率逐
步提高到 0/IJNK，群落结构和优势种群的数量具
有时序动态性，微生物多样性与废水处理效果出现

协同变化特征。测序结果表明，生物陶粒反应器中

运行第 H.天的优势种群除了自养细菌，还有异养细
菌存 在，其 中 自 养 细 菌 为 +)$"#,#,!)"’ 1 ,! 和
+)$"#&’($%" 1 ,!，异养细菌为 2’()334, 1 ,!、*,%45#-#.’, 1
,! 和 *,%45#(6"#&’($"4- 1 ,!。

,-*定量分析技术作为一种核酸定量的手段，
能通过量化微生物群落的组成，确定群落的优势类

群，或具有某种生物学功能微生物类群的丰度。$#O
等［HH］利用 )=!PE>O"=反转录技术测定 !"#$ "*+$的
水平，并与氨氧化过程的功能活性研究结合起来，结
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果表明两者之间具有良好的相关性，硝化系统在受

到外界因素影响后，!"#$水平变化相当显著，测定
方法显示了很好的敏感性。

%&’!(等［)*］利用 ’+&,-./!+ 01"方法系统测定了
一座城市污水处理厂活性污泥中的硝化细菌和氨氧

化基因水平长期的变化特征，且较为系统地优化和

总结了针对污水处理系统中硝化细菌群落的定量测

定方法。在周期 2 &的运行期间，揭示了不同季节变
化对于氨氧化细菌和亚硝酸氧化细菌的影响。研究

中还基于测定的硝化细菌密度计算了系统硝化活性

的变化。

0&’3等［)4］利用 567%技术研究了溶解氧对活性
污泥中氨氧化菌群结构的影响。8&9&3& 等［):］也利
用 567%技术分析了投加悬浮生物膜载体的活性污
泥系统中氨氧化菌群和硝酸盐氧化菌群的活性和群

落机构特性的变化规律。

! 展 望

国内对于硝化细菌的研究大部分仍停留在菌种

的分离、纯化和生理生化特性等方面的基础研究阶

段，对硝化细菌生理生化特性等方面了解不多，与实

际应用的要求还有较大的距离。近年来分子生物学

得到了快速发展，这些新兴技术弥补了传统方法的

不足，在废水治理以及菌群监测中发挥了重大作用，

使得研究人员对硝化细菌群有了崭新的认识，并取

得了可喜的成绩：!可以确定硝化过程中的优势菌
群，鉴定出担负不同功能的菌种类型；"能够探明各
菌种的结构与分布情况；#能够跟踪硝化细菌群落
的动态变化，很好地了解群落的动态过程。所有的

这些成果将为提高污水的脱氮处理效率提供更好的

理论基础。
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般在 !"#以上。在所测定的 !$组样品中，大部分水
样的 %&值范围在 !"’ ( $")之间；!!（*

+）变化也

比较大，分布范围在 ,"’ ( -"’ ./ 0 1之间，两者之间
并不存在明显的正相关关系，而!（*

+）与矿化度呈

近似的正相关关系，一般随着矿化度的增加，水中的

!（*
+）也增大，但这种趋势并不明显，尤其在矿化度

大于 2"# / 0 1的情况下!（*
+）极不稳定，其范围为

,"2# ( ’"$)./ 0 1。这反映了在碱性水体中影响 *+

稳定存在的因素很多，不但与矿化度有关，也与硬

度、345、64’ 5等有关系。

图 ! !（"#）与 $%及矿化度的关系

总结研究成果［!］，可以得出在同等矿化度条件

下，硬度越高，!（64
’ 5）越大，!（*

+）越小。而产生这

种规律的原因主要在内陆流域高硬度的水环境下，

一方面水中 *+ 易与 64’ 5 结合形成难溶于水中
64*’，降低了水中 *+浓度；另一方面，高硬度水质限

制了水体对周围岩体中富氟矿物的溶解能力。

& 结 语

’( 地处干旱区内陆平原河西走廊的张掖市甘
州区，由于其周围发育水系的山体广泛分布着富氟

矿物，因此具有丰富的氟物质来源。这些氟物质以

离子形式溶于水体，随水流被迁移到细土平原带，并

且在强烈蒸发浓缩、温度和其他化学作用等作用下

富集，至使浅层地下水中氟离子呈现出从山前冲洪

积平原到细土平原带逐渐升高的趋势，而在径流条

件好、速度快的深层地下水中氟离子浓度变化不明

显。在垂向分布上，氟离子浓度呈现出随深度的增

加而逐渐减小的特点。

)( 张掖甘州区浅层地下水化学具有明显的分

区特征。*+较容易溶解和富集在弱碱性的 789:6;:
34:</型水中。而矿化度对 *+影响不明显，尤其是

在高矿化度的情况下，!（*
+）极不稳定。

*( 张掖市甘州区的高氟水分布在北山前戈壁
带与细土平原交界一带，而充分利用当地深层地下

水氟含量较低这一特点，取用深层地下水应是解决

当地高氟区水质性缺水的有效手段。
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