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[摘要 ]  应用 F ISH法对土壤 -植物污水处理系统中未经过培养的土壤氨氧化菌进行了研究. 同时介绍了样品

前处理、F ISH 法检测过程以及基因探针的选择等实际操作方法与过程.研究结果表明, 对于土壤 - 植物污水处

理系统土壤的微生物解析可用 F ISH 技术.该方法的使用为系统基质的研究提供便捷之路.
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  土壤 ) 植物污水处理技术,也称之为根区法,是人工强化的生态土壤系统的一种. 它采用不同的技术

设计, 模拟天然湿地过程, 由人工将砾石、砂、土壤、煤渣等介质按一定比例构成生态滤层, 并有选择性植入

水生植物,通过其独特的土壤 ) 植物 ) 微生物系统的生态效应净化污水. 20世纪 80年代以来, 土壤 ) 植

物污水处理系统表现出了良好的净化性能,受到广泛关注.目前,许多研究者在填料选择
[ 1]
、系统设计

[ 2]

及作物筛选
[ 3]
等方面开展了大量的研究工作,对基质微生物

[ 4, 5]
、过程模拟

[ 6 ]
及温室气体排放

[ 2, 7-9]
的研究

也在不断探索中.据报道, 土壤 ) 植物污水处理系统是温室气体氧化亚氮 (N 2O)的重要释放源
[ 2, 6, 7]

. 本文

前期研究中发现,硝化阶段可能是污水处理过程中 N2O逸出的一个重要来源
[ 2, 7]

. 我们检阅了大量的文

献,发现较少此类报道.植物种属、栽种方式及系统运行条件对土壤硝化菌时空变化的影响、土壤硝化菌分

布与污染物去除率的相关关系仍有待进一步研究.

由于土壤 ) 植物污水处理系统的土壤固相组成及性状复杂,存在于其中的生物群落亦具有高度的不

均一性和波动性,传统的土壤微生物检测方法存在一定的局限性.荧光原位杂交 ( F luorescence in situ hy-

bridization, FISH )技术结合了分子生物学的精确性和显微镜的可视性信息, 可以在自然或人工的微生物
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环境中监测和鉴定不同的微生物个体,同时对微生物群落进行评价
[ 10 ]

. 目前在医学领域, F ISH技术是一

项比较成熟的微生物定量检测技术
[ 11 ]

.近年来,在水生系统
[ 2, 8, 12, 13 ]

和污水处理
[ 14-17]
等领域也有一定的应

用,但是在土壤
[ 18-20]
研究中的应用还不多,尤其是未经过培养的土壤.有鉴于此,本文应用 FISH技术分析

土壤 ) 植物污水处理系统中未培养的土壤中硝化菌的时空分布,探讨 FISH技术分析土壤微生物的可行

性及其影响因素,为控制土壤 ) 植物污水处理系统 N 2O逸出提供一定依据.

1 材料与方法

111 供试材料

  样品取自潜流式土壤 ) 植物污水处理系统 (深 88 cm, 直径 56 cm ) .该处理系统底部为 18 cm砾石承

托层, 上铺 43 cm细沙层 (河沙, 粒径 < 1mm ).水生植物为芦苇和香蒲, 4月初连根移植,混和栽种,每个处

理单元种植芦苇 10棵、香蒲 10棵,植株高度 70 cm左右. 设置无植物床作对比参照.床体自水面以下间隔

15 cm预埋氧化还原电位 (ORP)探头,每床纵向设 5个 ORP探头.系统水力停留时间 7 d, 水力负荷 01042
m

3
/m

2
/d.进水主要水质指标 BOD5均值 100mg /L, TN均值 30mg /L, TP均值 3mg /L.

样品采集和处理:以叉花点式采样法, 设 5个采样点,每点分 5层自上而下采集, 深度分别为 0、- 10

cm、- 20 cm、- 30 cm和 - 40 cm.样品采完立即置于冰上,以防止温度变化影响微生物活动改变群落特性.

112 实验用试剂的配制
11211 PBS缓冲液

  实验用化学试剂,称取 8 g N aC l、012 g KC l、219 gN a2HPO 4和 012 g KH 2PO 4,加入超纯水 1 L,用 35%

的 HC l调整 pH值为 712,在 121e , 15 psi条件下经高压蒸汽灭菌器 30m in灭菌消毒, 4e 保存.

11212 011M Tris/HC l

实验用化学试剂,称取 6 g Tris,加入 500mL超纯水,用 35%的 HC l调整 pH值为 712.
11213 TE缓冲液

实验用化学试剂,称取 01605 g T ris, 加入 1mL 500mmo l/L的 EDTA溶液 (分子生物学用 ), 加入超纯

水 500mL,边加边用 35%的 HC l调整 pH值为 712.
113 FISH检测

11311 DNA探针

  本研究采用 FISH技术分析未经过培养的土壤微生物群落,根据待测微生物体内 16S rRNA中的某段

特异性序列,设计相应的寡核苷酸探针, 就可实现对目标微生物的原位检测. 氨氧化菌的检测探针

N so190,是 P roteobacteria B属的亚硝酸细菌通用探针, 探针的核苷酸序列为 5c-CGATCCCCTGCTTTTCTCC-
3c.杂交实验之前,用纯培养的 N itrosomonas europaea验证探针的特异性. 空白对照探针 nonEUB338序列为

5c-ACTCCTACGGGAGGCAGC-3c.探针用 Cy3或 Cy5标记. 所有探针在 - 20e 下保存于 TE缓冲液 ( 10

mmo l /L Tris- HC ,l 1mmo l/L EDTA, pH 712)中,保存浓度 4 pmo l/LL. 采用染核酸的 SYBR G reenÑ荧光

染料 (在荧光显微镜激发光的激发下呈绿色 )来标识所有微生物细胞的总量.

11312 原位杂交实验

在 50mL离心管中放入折叠好的Whatman 3MM纸巾,用 750LL预先配制好的杂交液浸润.杂交实验

条件根据 FA浓度选择 ( FA浓度见表 1) .表 1列出了 FA浓度对应的杂交缓冲液的组成.固定后的试样,

涂在经过明胶处理的玻璃载片上.风干,顺次放入 50%、80%、98%乙醇溶液 ( v /v )各 3m in脱水后,在载玻

片的上排第一个孔涂布 10 LL空白对照探针 nonEUB338, 其余注入 10 LL稀释好的 DNA探针 (避光操

作 ) ,在载玻片的下排孔注入杂交液 10 LL,以防止假阳性反应的出现.预先把离心管在杂交箱中 46e 静置

数分钟,达到气液平衡.然后将载玻片放入离心管, 46e 杂交 2 h.

11313 探针的洗脱

取出杂交后的载玻片,立即用少量洗脱缓冲液清洗,然后把载玻片没入洗脱缓冲液中, 48e 避光水浴

20m in,去除未杂交或非特异性杂交的探针. 洗脱完后,用冷超纯水清洗, 室温干燥.不同 FA浓度, 洗脱缓

冲液组成见表 2.
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表 1 杂交缓冲液组成

Table 1 Hybrid iza tion buffer

试剂 /LL
FA浓度 /%

0 10 20 30 35 40 45 50 55

B lockace( 1g /100mL) 6215 6215 6215 6215 6215 6215 6215 6215 6215
415M N aC l 200 200 200 200 200 200 200 200 200

SDS ( 1% ) 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Tris /HC l ( 1M ) 20 20 20 20 20 20 20 20 20

Form am ide ( FA) 0 100 200 300 350 400 450 500 550

M illiQ 70715 60715 50715 40715 35715 30715 25715 20715 70715

表 2 洗脱缓冲液组成

Table 2 Washing buffer

试剂 /mL
FA浓度 /%

0 10 20 30 35 40 45 50 55

415M N aC l 10 4198 215 1125 0188 0163 0144 0131 0122

SDS ( 1% ) 015 015 015 015 015 015 015 015 015

Tris /H C l( 1M ) 1 1 1 1 1 1 1 1 1

M illiQ 3815 4315 46 4713 4716 4719 4811 4812 4813

11314 全菌染色

用与上述同样的方法在载玻片上下两排孔里涂布 10 LL稀释 30 000倍的 SYBR G reenÑ溶液, 室温下

避光染色 3m in,然后用超纯水清洗, 室温风干. 为了防止杂交后的荧光标记见光褪色, 在载玻片的孔里滴

加 3 LL褪色防止剂 (VECTASH IELD) ,然后放置盖玻片,排除气泡,即可进行观测.

11315 细菌定量观察

采用 TCS4D激光显微镜 ( TCS4D, Le ica Lasertechn ik, G ermany) ,肉眼观察记数.该显微镜配备有一个

氩 氪离子激光器,可选择波长 488、568和 647 nm.

每个土壤样品制作 2~ 3枚平行杂交样本, 对每枚杂交样进行 10个视野的观察, 以全菌染色为背景,

对每一个视野的被检菌进行荧光光点的计数 (N ) .之后将 2~ 3枚载玻片的计数结果进行平均计算处理.

载玻片圆孔直径 5mm, 试样面积 1916mm
2
, 100倍油镜视野面积 0101mm2

, 样品稀释倍数 m,可得试样中

被检菌的浓度: N @ 1916
0101

@ 1000

3
@m @ 4(细菌数 /mL样品 ).

11316 图像解析

解析土样菌落处于分散状态的荧光现象的数字图像.由一般光学图像不能分辨出细菌的种类与数量,

应用 SYBR GreenÑ全菌染色荧光现象看出,绿色荧光标记物是全细菌,红色为 Cy3或 Cy5荧光标记物,少

量亮黄色非生物组织内容,可以大致从图像上观测出被检测菌占总菌数的比例.

2 结果与分析

211 样品前处理

  称取 5 g湿土样,用 4% (w /v )的多聚甲醛固定液固定组织细胞, 4e 放置 18 h.样品离心分离 10m in

( 4e , 8 000 rpm )后洗去固定剂.固定好的细胞保存在磷酸盐缓冲溶液 ( PBS)中,用水浴超声波破碎仪破

碎 30m in( 26 kHz, 600W ),使聚集生长的细胞分散.土样中菌体进行 FISH检测前,为了防止破碎后的生

物细胞重新凝聚, 必须用 PBS缓冲液室温冲洗样品 2次. 上清液转移至离心管离心 5m in ( 4e , 8 000

rpm ) .最后细胞悬浮于 1B1的 PBS和纯乙醇溶液中于 20e 下保存.用 200mg /L的三聚磷酸盐将土样稀释

至合适的倍数,在经过预处理后的载玻片的圆孔里涂布 3 LL样品,室温风干.分析土壤样品的微生物时,

干扰杂质较多.为了排除, 本实验采用 2种方法,一是超声波破碎, 离心分离; 二是杂交实验时加入一定浓

度的 B lockace试剂.

212 植物根区微环境对氨氧化菌生长的影响

根区微环境理论是从物理学角度对氨氧化菌 ( AOB)的生长及分布特性进行解释. 该理论考虑生态土

壤系统微环境中各种物质 (如 ORP、有机物和植物根系等 )的传递与变化和微环境的物理、化学及生物条
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件或状态的改变等.微环境理论认为:由于植物传输氧气能力的限制, 使得在生态土壤床内自上而下产生

ORP梯度, 即表层和植物根区 ORP值最高,主要以好氧硝化菌为主,在此发生硝化反应. 氨氧化细菌即亚

硝化细菌,在硝化作用过程中负责将铵氧化为亚硝酸盐, 并释放出 N 2O气体,是硝化过程中必不可少的环

节.氨氧化细菌属革兰氏阴性专性化能自养细菌,以氨作为能源, 喜欢微偏碱性的环境, 生长极为缓慢,最

适 pH值为 710~ 815,最适温度为 30e .氨氧化细菌在一般的自然土壤和污水处理系统中的含量较低.因

此,探讨不同的水生植物根区的微环境变化对氨氧化菌分布特性的影响至关重要.

21211 土壤 -植物系统基质纵向氨氧化菌的分布特性

香蒲系统、芦苇系统及无植物栽种系统,基质纵向 - 10 cm、- 20 cm、- 30 cm和 - 40 cm处 AOB分布

规律如图 1~ 3所示.

F ISH实验结果 (图 1,图 2)揭示了生长期,芦苇和香蒲在土壤 -植物床 - 20cm和 - 30cm深处均有较

高数量的 AOB;植物枯萎期, AOB数量大幅度减少. 表明土壤 - 植物系统的植物根区硝化作用强. 季节和

气温变化对系统 AOB数量和分布的影响显著. 本实验所

在地 12月 ~ 3月气温低于 15e , AOB活性极低, 硝化率

下降. 由图 1可知, 植物床 AOB数量高于无植物床, 说明

植物的存在改善了土壤 -植物系统中 AOB的生长环境,

有利于硝化作用的进行.

土壤 -植物系统表层 ( 0~ - 10 cm )虽然 ORP值比较

大,处于好氧状态,但是 NH 4
+
- N含量低,这是表层 AOB

数量少的重要原因.潜流式土壤 -植物系统在植物根区之

下的基质部分缺少氧气, 使得该区厌氧微生物活跃, 不利

于 AOB的生长和增值,故而根区以下 AOB数量呈递减趋

势.可见, 环境因素诸如 ORP值和 NH4
+
- N浓度影响

AOB在土壤 -植物系统基质中的分布.

pH值对土壤 -植物系统中微生物去除氮、磷等营养

物质有较大的影响. 在酸性和中性 pH值条件下, 根区附

近的亚硝化细菌活动增强, 其中硝化作用占主导地位;而

当处于碱性条件下时, NH 3的蒸发作用以及可溶性正磷酸

盐的化学沉淀作用就占主导作用,从而影响了土壤 -植物

系统对氮、磷等营养物质的去除
[ 21]

.本研究所有土壤 -植

物系统出水 pH值均在 610~ 810之间,有利于 AOB的生

长和 NH 4

+
- N的形成.

212. 2 水生植物根系分布特性研究

土壤 -植物系统植物除了能吸收氮、磷等污染物之

外,更重要的作用是其根系具有较强的输送氧气和有机污

染物的能力,可使根区保持较高的有机污染物和溶解氧浓

度,促进好氧微生物的生存与繁殖. 根系发达且较长的植

物有利于好氧微生物向系统深部分布,提高系统污染物去

除能力
[ 5]
.不同水生植物对 AOB数量和分布影响不同.本

实验考察生长期植物的种类对根系分布的影响,不同系统

植物根区形态如图 4所示. 两种水生植物处于生长期时,

根系伸长至 - 30 ~ - 50 cm左右. 芦苇根较粗且发达,最

长可伸展到 - 50cm. FISH法检测土壤 -植物床纵向 AOB

数量, 实验结果 (图 1, 图 2)表明芦苇的根际效应对 AOB

的影响强于香蒲,表明芦苇根际环境更有利于 AOB的生

长.
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3 结论

FISH技术是一项新兴有力的研究工具, 本文应用 FISH法对未经过培养的土壤 -植物污水处理系统

基质中氨氧化菌的空间分布进行观测.为了排除样品中非生物组织的干扰, 采用水浴超声波破碎的方法,

再在杂交实验时加入一定浓度的 B lockace试剂,实验证明这种预处理方法对于保证下一步杂交试验的成

功是有效的.研究结果表明,对于类似的土壤 -植物污水处理系统基质的微生物解析可用 FISH技术.该

方法的使用为系统基质的研究提供便捷之路, 并将为最终解释 N2O的产生机理和控制土壤 -植物污水处

理系统温室气体的释放做出贡献.在以往对土壤微生物的研究中, 关于微生物数量的判断大多采用 MPN

法测量,但是实践证明该方法存在一定的弊端, F ISH技术的引入可以对不同菌群的种类、数量及空间分布

进行直观观测,将土壤 -植物污水处理系统基质的研究提升到分子生物学层次, 使得研究更具体深入.

4 应用展望

目前,该技术本身还处于继续发展完善中,尽管设备昂贵、操作技能要求高, 但是结合了分子生物学的

精确性和显微镜的可视性信息,可以在自然或人工的微生物环境中监测和鉴定不同的微生物个体,同时对

微生物群落进行评价. 20世纪 70年代,国外开始展开温室气体源、汇和输送规律的研究.除了化学燃料燃

烧外, 陆地生物圈过程对大气 N2O浓度的增加起着极其重要的作用.当前 N2O排放的研究已涉及污水处

理厂、沼泽、人工湿地、农田土壤和森林等多个领域.分析土壤 -植物污水处理系统基质中一些典型菌种对

温室气体 N2O逸出量的贡献程度以及生存环境和植物生长对其产生的影响,探讨 N2O的产生机制是进一

步控制其逸出的基础.结合我国国情,适当运用 FISH法等先进的分子生物学检测手段, 定量分析基质微

生物群落变化,探讨基质氧化还原电位、植物生长、根区微环境及季节变化对其的影响是量化研究生态土

壤污水处理系统温室气体的重要方法,有助于研究工作的深入, 节约时间并促进新工艺、新技术的开发

应用.
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