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污水处理系统中噬菌体的浓缩分离和 

宏合格基因组DNA的提取 
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捅 要 ：以城市污水活性污泥为材料，经分级粗滤、超滤、等密度梯度离心等方法获得高纯度噬菌体悬液，常规 

SDS方法提取噬菌体 DNA．荧光显微镜观察和计数表明浓缩液中噬菌体的纯度和丰度都显著提高；利用透射电镜对 

浓缩液进行观察 ，噬菌体的形态呈杆状、线状等多样；基因组提取结果显示 ，得到的DNA样品纯度高，大小介于 2O～ 

25 kb之间，电泳条带清晰，整个泳道没有弥散现象；利用细菌通用引物对提取的噬菌体 DNA进行 16S rDNA扩增 

阴性，说明所得到的噬菌体纯度较高，没有细菌污染．通过实验获得一种高效快捷的从污水处理系统中纯化浓缩噬 

菌体并进一步获得噬菌体宏基因组 DNA的方法，同时为研究环境噬菌体生态分布、多样性组成奠定基础． 
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噬菌体是一类能够侵染裂解细菌的病毒，分为两类，即裂解性噬菌体和溶源性噬菌体．噬菌体吸附和注 

入宿主菌需要靠宿主菌表面专门的受体所介导如碳水化合物，蛋白质等 ]．Lee等发现 3o～6O 从活性污泥 

中分离得到的细菌双层平板验证实验获得其噬菌体[2]．噬菌体在水环境中的丰度达到 10。一1O。个 ·mL 
一 1_3 ]

． 噬菌体已经用于治理由丝状菌引起的发泡问题_5]．噬菌体在海洋生态系统中的高丰度表明噬菌体 

基 因的多样性要 比宿主菌大的多_6 ]．然而在 自然环境 中，可培养 的宿主菌数 目不到 1 ，所 以传统的二元 

培养的方法遗失大多数噬菌体lL9]．近年来，高通量技术的发展使得环境中病毒宏基因组的研究成为可能 ． 

噬菌体宏基因组的研究对于研究噬菌体的多样性具有重要意义 卜 ]̈． 

研究噬菌体多样性的第一步是获得高浓度、高纯度并且最好能够覆盖环境中所有噬菌体基因组的DNA 

样品．传统的二元培养法，虽然很经典l_l 叫 ，但是在提取病毒基因组的过程中往往会污染宿主菌的DNA，导 

致提取的噬菌体纯度不高．本研究利用活性污泥为样品，以活性污泥中宏基因组和环境噬菌体多样性为研究 

目的所研发的一套高效提取环境噬菌体基因组DNA的方法，为研究噬菌体的多样性奠定了坚实的基础． 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 取样 

分别从河南省新乡市的小尚庄污水处理厂 AO和 A20工艺的曝气池以及骆驼湾城市污水处理厂 AO 

工艺的曝气池中采取多点混合取样法，得到 3个活性污泥泥水混合物样品，每个样品的体积大约为 2O L，分 

别命名为 PAOX，PAAO，PAOL． 
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1．1．2 试 剂 配置 

SM 液(／L)：NaC1 5．8 g，MgSO ．7H2O 2 g，1 mol／L Tris—C1(PH7．5)50 mL；2 (m／v)明胶溶液 

5 mL；透析液 ：10 mmol／L NaC1，50 mmol／L Tris—CI(PH 8．O)，10 mmol／L MgC1z．所有试剂 均在 1×105 

Pa条件下灭菌 3O min． 

1，2 方法 

1．2．1 分级过滤和超滤浓缩 

泥水}昆合物样品经磁力搅拌器搅拌打散 30 min后，逐步经 5 m，1 m，0．45 m和0．22 tLm的滤膜对 

污泥样品粗过滤，粗过滤的污泥用 1×PBS缓冲液洗脱三次，将此滤液与初次滤液混合．滤液经装有 100 kDa 

超滤膜包 (Millipore，美 国)的超滤装置 (Millipore，美 国)浓 缩富集 ，20 L污水样 品超滤浓缩 至终体积 为 

200 mL，共浓缩 100倍． 

1．2．2 PEG8000(聚乙二醇)沉淀和氯化铯等密度梯度离心口 

在超滤浓缩液中加入 DNase I和 RNase(Sigma，美 国)至其终浓度均为 1／~g／mL，37℃水浴 3O min．加 

入固体氯化钠至终浓度为 1 mol／L，冰浴 1 h．4℃ 11 000 g离心 10 min，测定上清总体积．加入固体 

PEGS000(Amersco，美国)至终浓度为 10 ，}昆匀，冰浴 1 h．再次于 4℃，11 000 g离心 10 min，弃上清，在 

噬菌体沉淀中加入适量 SM液，室温静置 1 h．等体积氯仿抽提，震荡混匀，4℃，3000 g离心 15 min，取上清 

于干净 的 1．5 mL离心管中． 

各氯化铯分级梯度(制备见表 1)与噬菌体悬浮液的体积比为 1：2．使用超速离心机(Beckman，美国)， 

转子型号为SW28，4℃ 87 000 g离心 2 h．离心后，在离心管中出现蓝色条带的位置即为噬菌体悬液所处的 

位置．吸出蓝色条带口 转移至已煮过的的半透膜中，磁力搅拌器上透析．透析后，将噬菌体悬浮液转移至无 

菌的 1．5 mL离心管 中． 

表 1 溶于 SM(10 mL)的 CsC1分 级梯 度的制备 

1．2．3 噬菌体基因组 DNA的提取 蛋白酶 K和SDS(十二烷基磺酸钠)法提取噬菌体基因组DNA[1 

按照常规提取方法，在透析过的噬菌体样品中加入0．5 mol／L EDTA(PH 8．0)使其终浓度至 20 mmol／ 

L加人蛋白酶 K(Merck，德国)至其终浓度为 50 yg／mL，加 SDS至其质量分数为 0．5V0，缓慢上下翻转混 

匀．将消化混合物 56℃孵育 1 h，冷却至室温．用等体积平衡酚氯仿抽提，3000 g离心 15 min，吸取上清转移 

至另一干净的离心管中，重复抽提 3次．在抽提物中加入预冷的2倍体积的无水乙醇，一20℃ 冰浴 2 h，沉淀 

基因组 DNA．12 000 g离心 10 rain，去上清， 回收 DNA沉淀．用适量 TE(pH 7．6)溶解 DNA沉淀， 

4℃冰箱保存． 

使用超微量分光光度计检测基因组 DNA纯度，利用细菌通用引物 27F(5’一AGAGTTTGATccTG— 

GCTCAG一3’)和 1492R(5’一GGTTACCTTGTTACGACTT～3 )对噬菌体基因组 DNA进行细菌 16S 

rDNA扩增，检测提取的噬菌体基因组中是否污染细菌基因组 DNA等，并以此鉴定提取的噬菌体 DNA纯 

度．在电压 90 V，90 min条件下分别对基因组和扩增产物 DNA进行 0．7 和 1 琼脂糖凝胶电泳并于凝胶 

成像系统中检测电泳结果． 

1．2．4 荧光显微镜计数 

打散后的污泥样品，0．45 ym滤膜过滤，稀释 104倍．取 7．2 mL稀释污水，加入0．8 mL的Sybr Gold染 

液 (InvitrogenTM，美国)，避光染色 10 min，过滤至灭菌的 0．02 m无机滤膜(Whatman，美 国)上．滤膜置 

于载玻片上荧光显微镜下(Olympus，Bx63，日本)观察染色结果．超滤浓缩后的样品进行相同荧光染色操作 ， 

制片，100倍油镜染色观察． 

1．2．5 透射电子显微镜观察 

吸取透析过的噬菌体悬液 25 L滴于铜载网上，将其放于室温静置 3～4 min，用巴式吸管将铜载网上 
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的概率．浓缩过程大大减小原污水样品的体积，因此适用于对大规模污水样品中的噬菌体进行浓缩和分离． 

浓缩过程采用的是 100 kDa分子量的滤膜，其滤膜对应孔径远远小于 0．02 m因此分子直径较小的噬菌体 

能够得到进一步的富集，所以能够保留更多的噬菌体，提高富集噬菌体的多样性． 

分级离心的方法，可以实现在较低的离心速度时去除污水中的细菌等杂质，较高的离心速度时富集沉淀 

噬菌体的过程．但是该方法对于大规模污水样品中噬菌体的浓缩存在工作量大的局限性，本实验方法不仅采 

用浓缩步骤提高噬菌体丰度，而且氯化铯等密度梯度离心步骤可以将噬菌体颗粒与污水样品中裸露的噬菌 

体 DNA和RNA分离开，进一步提高噬菌体的丰度和纯度． 

通过分级粗滤、超滤浓缩、氯化铯等密度梯度离心等方法获得的高纯度噬菌体悬液，可以用于电镜观察 

噬菌体形态以及对噬菌体进行分离培养等．该方法的建立为噬菌体基因组的提取以及宏基因组研究奠定基 

础，同时使噬菌体其他方面的研究成为可能．送往华大基因科技有限公司(武汉)的宏基因组结果显示，污水 

样品中病毒大部分都是噬菌体，在科水平上，噬菌体的种类主要是短尾噬菌体科，长尾噬菌体科和肌尾噬菌 

体科． 
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Concentration Separation and 

BacteriOphages from a 

M etagenomic DNA Extraction of 

Sewage Treatment System 

ZHAO Hongli ，QI Shiyue ，ZHANG Fei ，YANG Qingxiang 

(a．College of LKe Sciences；b．Key Laboratory for Microorganisms and Functional Molecules 

Henan Normal University，Xinxiang 45 3007，China) 

Abstract：In this study，activated sludge from a municipal sewage treatment system were collected and used as samples． 

Bacteriophages suspension with high purity were obtained after a series of filters and elution，concentration，cesium chloride 

gradient centrifugation and dialysis，etc．Genomic DNA was extracted by using a Proteinase K and SDS method．Observation 

results under a fluorescence microscope indicated that the purity and abundance of phage suspensions were significantly in— 

creased after concentration．The purified bacteriophages were very diverse under a transmission electron microscopy including 

morphologies of rod，filiform，etc．The obtained bacteriophages genomic DNA each had a high purity that only one clear band 

was present on the electrophoresis gel with a size of 20—25 kb without any dispe
,
rsion．The negative PCR detection results by 

using 16S rDNA universal primers confirmed that the obtained bacteriophages genomic DNA had no contamination by bacterial 

DNA． A quick and effective method is developed for separating and concentrating bacteriophages，purifying metagenomic bacte 

riophages DNA from activated sludge from a municipal wastewater treatment system by experiment．The obtained bacterio— 

phage samples can be further used for bacteriophage isolation，observation and cultivation．The obtained bacteriophage genomic 

DNA samples can be used for metagenomic analysis and bacteriophage composition and their ecological distribution study． 

Keywords：bacteriophages；concentration；metagenomic DNA activated sludge 


