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摘 要 : “

传统
”

垃圾填埋场渗滤液中古细菌群落的多样性通过不依赖于培养的分析而获得
。

将渗滤液中古细

菌的 165 r
RN A 基因片断 ( 16 5 rD NA ) 选择性地扩增出来并用于构建 165 rD N A 克隆文库

。

文库内古细菌 165 rD NA

的遗传变异性通过 Rl l」〕 分析 (限制性内切酶 抓
a

l 和 产人记 111 ) 而得到
。

80 个随机选出的古细菌 rD NA 克隆子被

划分为 29 个不同的 B R尸型 (组 )
,

其中最大的 5 个型共占所有被分析克隆子的 53 %左右
,

而其余 24 个型的丰度

均处于相对较低的水平
,

其中 16 个型更仅含有 l 个克隆子
。

有关结果表明
,

对克隆 165 rD NA 片断的 RF Lp 分析

是评估复杂厌氧系统中微生物群落多样性的有力工具
。
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到 目前为止
,

各种自然或人工厌氧系统内部微

生物种群和群落的生态大部分仍然是未知的
。

例

如
,

由于缺少有效的研究方法
,

至今仍无法完全鉴

定和定量复杂厌氧系统内部所有起作用 的微生物种

群
,

从而也无法很好地建立微生物群落的结构及其

功能 (即代谢活动 ) 之间的联系 仁̀〕 。

这在一定程度

上是由于传统微生物技术的局限性所造成的
。

基于
r RN A 系统发育框架发展起来的分子 生物学技术

(讯 NA 方法 ) 使得对不同生境中的微生物群落进行

全面而快速的分析成为可 能
。

目前
,

对细菌 165
r RN A基因 ( 165 rD N A ) 的选择性扩增

、

克隆以及

序列的测定和比较分析已被广泛应用于分类学
、

生

态学以及进化生物学等领域的研究
。

作为古细菌域

的重要类群
,

产甲烷微生物在厌氧食物链中扮演关

键角色
,

负责将有机废物降解的中间产物转化为甲

烷和 C q
,

从而使整体的厌氧消化过程得以顺利进

行川
。

因此
,

研究垃圾填埋场内部古细菌群落的结

构及其多样性
,

对了解及优化被填埋垃圾的厌氧降

解过程
、

缩短垃圾填埋场的稳定化周期具有重要意

义
。

在文献 〔3
,

4」中
,

我们通过 CP R 选择性扩

增及克隆了垃圾渗滤液中古细菌群落的 16 5 rD NA

片断
,

然后利用 R FLP 法 (限制片断长度多态性分

析 ) 对文库内部克隆片断的遗传变异性进行初步的

筛选和分析
,

最后再通过序列的测定及比较分析获

得有关垃圾填埋场内部古细菌群落的结构及其系统

发育多样性的详细信息
。

在这里
,

我们将有关的分

子研究扩展至一个数年前关闭
、

不实施渗滤液回灌

的
“

传统
”

垃圾填埋场
。

虽然目前世界上大部分的

垃圾填埋场均属这一类型
,

但迄今为止对这些复杂

厌氧系统内部的微生物种群及其活动状况的了解甚

少
,

加上由于缺乏直接的实践经验
,

我们甚至无法

推断其稳定化过程所需 要 的时间
。

本研究利用

R IF 尸法分析
“

传统
”

垃圾填埋场的渗滤液中古细

菌 16 5 rD N A 的遗传变异性
,

从而提供有关厌氧系

统内部古细菌群落的结构及其多样性的初步信息
。

1 材料与方法

1
.

1 垃圾填埋场

狗仔坑垃圾填埋场位广东省中山市东区新安村

旁
,

总填埋容量为 1
.

2 x l护 耐
。

该填埋场建于

19 82 年
,

曾先后经过 4 次扩容
,

最终于 19 9 6 年填

满封闭
,

并铺以一层很薄的最终覆土层
。

建设初期

由于经济
、

技术条件等的限制而未能按卫生填埋的

技术要求设计和建设
,

后来因填埋气体的问题严

重
,

为防止意外
,

有关部门于 199 7 年 8 月至 199 8

年 4 月期间进行了填埋气体导排系统的建设
,

初步

完成钻井并安装导气管 30 个
,

使填埋场的生物气

得到有效控制
。

`
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用具螺旋盖的 I L 采样瓶收集从填埋场底部流

出的垃圾渗滤液 ( 3 个重复 )
,

立即置于冰浴中并

运往实验室
。

渗滤液子样品经离心收集后 ( 12 仪旧

g
,

4 ℃
,

or 而 ll) 贮存于
一
so ℃直至核酸抽提

。

1
.

2 克隆文库的构建及古细菌 165 rD NA 的 R FLP

分析

有关步骤详见文献 「3〕
。

简单地说
,

垃圾渗滤

液中微生物群落的总 DN A 用溶菌酶 /蛋 白酶 幻 SD S

法提取 5[] ; 接着
,

总 DNA 中的古细菌 16 5
r
DN A 片

断用 G仪 Io n
等囚 所 报 道 的 引 物 对 初 17 ( 5

, -

A
r

FT C YC G I
,

n 宝ACT C YGS CR G 3
` ,

E
.

co il 6F
,

古细菌特

异 ) 和
从刃0 2 ( 5

’ 一

NG AT C C仃GT r ACGA C T l
l~

3
’ ,

E
.

co l i

R巧09
,

所有生物通用 )选择性地扩增出来
。

PC R 产

物经浓缩及割胶纯化之后平端连接至 p
l

l艺质粒载体

上川
,

转化 百
.

co il 代 1感受态细胞
。

携带古细菌外

源片断的克隆子经原位杂交 (寡核昔 酸探针 S
一

D
-

A o h
一

09 15
一 a 一 A

一

2 0
,

G f G C T CC C C C GC C A A
r

IT C C T
,

以

下简称 crA hg 巧 )s[ 〕鉴别
,

而克隆文库内古细菌 16 5

rD NA 的遗传变异性则通过 班 I P 分析 (限制性 内

切酶 月叭。 I 和 刀故
于

m ) 而获得
。

图 l 狗仔坑垃圾渗滤液总 DN A 中古细菌

16 5
:
DN A 的选择性扩增 ( 诫X理 /wo l7 引物对 )

卜
’

19
.

1 阶 l
e e t iv e ly am p l币

e at io n
of acr hae al 16 5 r l) NsA if

l
)m

to t a l o o

mm uur
ty l) N A 阮m oG

u幻k e n g Ian 苗 11 lace h
a t e

M :
相对分子质量标准 ;

l 一 3 : 1 6 5
rD NA 扩增产物

(模板浓度以 10 倍梯度递减 ) ;

4 :

阴性对照

2 结果与分析

利用溶菌酶 /蛋 白酶 幻 S D S 法所提取到的狗仔

坑垃圾渗滤液的总 D NA
,

无需经任何的纯化处理
,

即可直接用于 试幻2/ 词 17 引物对的选择性扩增
,

并

获取具正确长度 (约 1
.

5 kb) 的 CP R 产物 (图 l )
。

在此基础 上采 用平端连接策略建 立 rD NA 克隆文

库
。

之后
,

通过 原位杂交的方法 ( A o gll 巧
,

古细

菌特异 165
r R NA 寡核昔酸探针 ) 确定文库内具有

古细菌 165 rD N A插人片断的克隆子 (图 2 )
。

由于
w O0 2 /wo l7 引物对已被发现 可以扩增少量

的真细菌 16 5 rD NA 片断 161
,

因而有必要通过额外

的杂交步骤将混人文库内部的真细菌克隆子筛选

掉
。

利用 RF LP (限制性内切酶 石从在 l 和 了人龙 m )

对克隆文库内古细菌 16 5 rD NA 序列的多样性进行

初步的比较分析及筛选
。

随机挑选 so 个经原位杂

交确定的古细菌克隆子
,

其质粒上 的外源片断用

W佣2 和 wo l7 引物对再扩增出来
,

经 石肠在 I 酶切及

电泳分离之后
,

80 个克隆子被分成 21 个 不同的

RF LP 型
。

而利用 从记 m对含有两个或两个以上克

隆子的 川浓 工 RF LP 型所进行的酶切分析结果表

明
,

当中的某些型也可以被细分
。

为获得全部 产九 e

皿 RFL P 型的集合
,

对所有 80 个古细菌克隆子均

进行了 从记 班的酶切分析和比较
。

结果显示
,

从记

川将它们划分为 17 个不同的 R日尹 型
。

最后
,

综合

图 2 利用古细菌特异寡核普酸探针 A n ,
h9 巧 对

.lD N A文库中的 俘半乳糖昔酶
一
阴性重组克隆子进行

原位杂交筛选 ; 箭头所指为阴性对照

Fig
.

2 cS er e in n g o
f th

e
16S rD NA l i】〕哟 by

e o
lon y

h y防 id az t io n iw ht
0
11即cnu loe it击 p or 晚 A

r c
hg l

两种限制性内切酶的分析结果
,

80 个古细菌 rD NA

克隆子被划分为 29 个不 同的 RFI 尹 型 (图 3 )
,

其

中最大的 5 个型分别含有 n
,

9
,

9
,

7 和 7 个克隆

子 ; 其余的 24 个型当中
,

共有 16 个型仅含 1 个克

隆子
,

而另外的 8 个型所包含的克隆子均在 4 个以

内
。

值得一提的是
,

在所有 29 个狗仔坑 R F IJ
〕
型当

中
,

仅有第 6 和第 n 两个 型分别与先前所报道的

李坑 回灌型垃圾填埋场的第 4 和第 H 型相同闭
,
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由被检测到的 165 rD NA RJ LP 型的总数量以及所分

析的克隆子在各 R FLP 型 中的分布推断
,

相对于李

坑垃圾渗滤液而言
,

狗仔坑垃圾渗滤液中的古细菌

具有较复杂的群落结构和多样性
。

3 讨 论

已有的有关垃圾填埋场内部厌氧微生物代谢过

程的知识主要来 自各种人工厌氧消化器的研究
。

然

而
,

由于这两种厌氧系统在许多方面存在很大的差

异 (与垃圾填埋场不同
,

厌氧消化器的环境条件通

常受到严格监控并处于较优化的状态 )
,

加之现有

的关于人工厌氧消化器内部微生物的知识主要是基

于传统的微生物方法而获得的
,

因此
,

至今我们对

垃圾填埋场内部厌氧微生物的了解仍然十分有限
。

基于培养的传统技术的局限性已经限制了我们

对各种厌氧生境中微生物的认识
。

川四 A 技术已被

证实是研究自然界中原核生物 (不管是已知的还是

至今仍未被培养的物种 ) 的有力工具
。

最近的许多

微生物多样性研究通过利用 RF LP 分析 (涉及的限

制性内切酶一般具有 4
一

坤 的识别位点 ) 来筛选细

菌 165 rD NA 文库以鉴别假定的独立分类单位〔9 一川 ;

有关分析对快速
、

经济地评估大部分 自然生境中复

杂的微生物多样性起到关键作用
。

虽然这一步骤不

应用于取代 165 rD NA 序列的测定及比较分析
,

但

在测序之前对有关的微生物多样性作初步的估计是

十分有必要的
,

尤其是至今我们仍未完全掌握自然

界中微生物多样性的真正程度
。

初步的结果显示
,

狗仔坑
“

传统
”

垃圾填埋场

的渗滤液中古细菌群落的 165 rD N A 包括至少 29 个

不同的 RF LP 型
,

当中丰度最高的 5 个型共占所有

被分析克隆子的 53 % 以上
,

而其余 24 个型的丰度

均处于相对较低的水平
。

对这些 R IF 尹 型内的克隆

子代表进行序列测定及比较分析
,

将可获得有关垃

圾渗滤液中古细菌群落的多样性及其在系统育上的

位置的更加深人而准确的信息
。

随着对垃圾填埋场古细菌群落的研究工作的持

续开展
,

将来可望建立一个不断增长的 165 rD NA

RF I尸 型的数据库
。

有关工作对未来进一步比较来

自其它垃圾填埋场的古细菌群落的克隆子
、

以及对

研究同一垃圾填埋场内部古细菌群落的动态等都是

相当有必要的
。

此外
,

负责厌氧食物链中大部分的

功能
、

从而在厌氧处理过程中扮演重要角色的真细

菌域
,

尚有待作进一步的研究
。

通过比较不同类型

(或年龄 ) 垃圾填埋场的微生物群落并将所检测到

的微生物群落的差异与有关厌氧系统的整体表现联

系起来
,

对深人了解垃圾填埋场内部厌氧微生物过

程
,

评估及改善垃圾填埋场的日常运作条件
、

优化

和加快被填埋垃圾的稳定化过程具有重要意义
。
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简 讯
·

本刊再度被评为
“
学术影响范围最广的前 30 名期刊

”

据中国科学院文献情报中心 中国科学引文数据库 2X() 3年底公布的 《中国科学计量

指标
:
论文与引文统计》 的信息

,

中山大学学报 (自然科学版 ) 再度被评为
“

学术影响

范围最广的前 30 名期刊
” ,

是入选的 4 家大学学报之一 (另 3 家是清华大学学报
、

南京

大学学报
、

北京大学学报 )
。

中国科学引文数据库还公布了本年度中国科技期刊被引频次及影响因子排行表 (分

类 )
,

本刊被引频次列综合类第 4 位
,

影响因子列第 5 位
,

两项指标已连续多年进人中

国科技期刊综合类的前 10 名
。

(本刊通讯员 )


