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摘要!为了解生活污水处理系统对 水 体 细 菌 群 落 结 构 及 多 样 性 的 影 响$以 北 京 稻 香 湖 景 酒 店 生 活 污 水 处 理 系 统 为 例$利 用

"%5 KW,3文库技术研究了不同处理阶 段 水 体 细 菌 的 群 落 结 构 及 多 样 性B结 果 表 明$酒 店 排 放 的 生 活 污 水 中 细 菌 类 型 较 多$

5:C8878Dc@CS@K多样性指数为 *‘"’$ 其中 +D变形杆菌纲在克隆文库中所占比 例 最 高$达 *’m’另 外 还 有 #m h")m的 克 隆 分

别与 6=T类群(-D变形杆菌纲(梭杆菌门和厚壁菌门的细菌高度同源’经中水站处理后$水体细菌多样性指数下降到 ’‘E"$ !D

变形杆菌纲的细菌占据绝对优势$比例高达 $*m’进一步经小型人工湿地处理后$细菌的多样性指数提高到 *‘*&$其中放线菌

门的细菌比例最高达 **m$成为最优势的类群$蓝细菌的比例次之$达 ’%m’而对照样品中蓝细菌为最主要的优势类群$比例

高达 *&m$主要涉及的种属为蓝菌属(聚球藻属和微囊藻属$比例分别为 E$‘"m( "$‘%m和 &‘&m$且检测到少量铜绿微囊藻$

水体有轻度蓝藻水华暴发B因此$该酒店的生活污水经过逐级处理改造成景观再生水的过程中改变了细菌的优势群落结构和

多样性’经过处理的水体未有蓝藻水华出现$水体状况优于对照B该研究对了解景观再生水生产过程中细菌微生态的变化(将

来从生态学的角度加强蓝藻水华的控制提供有用的资料B

关键词!"%5 KW,3文库’细菌群落结构’细菌多样性’景观再生水’稻香湖景酒店
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!!进入 ’" 世纪后$水资源短缺已经成为制约我国

可持续发展的一个重要因素B而污水的再生与回用

是将城市污水加以处理后回用于可用再生水的地方

去$从而取代干净的优质水源$节约优质水$缓解水

资源紧缺B目前污水的再生与回用已经成为世界各

国解决水问题的必选策略B国外从 ’( 世纪 ’( 年代

开始试验城市污水回用技术$在工业发达国家的污
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水回用率已达到 )(m h#(m *"$’+B而我国在近 ’( 年

来才开 始 大 规 模 应 用 污 水 深 度 处 理 后 的 再 生 水$
’((’ h’((& 年 间$北 京 市 新 建 的 较 大 建 筑 如 旅 店(
饭店(机关(科研机构等均有配套的中水设施B城市

再生水主要应用于农业灌溉(工业用水(环境用水(
娱乐和景观用水(生活杂用水等方面 ** h)+ $但是大部

分污水深度处理的再生水中$氮(磷(有机物等污染

物的浓度较高$作为城市景观生态用水会导致水体

富营养化并引发蓝藻水华$造成新的污染 *% h#+B如何

解决这一问题$从而更加合理有效地利用再生水$对

于加强城市 生 态 建 设 和 缓 解 淡 水 供 需 矛 盾 意 义 重

大$也是当前面临的重要课题B
微生物是水生态环境中的一个重要组成部分$

水体中微生 物 群 落 的 变 化 与 其 水 质 有 着 密 切 的 联

系$因此水体中微生物多样性研究对于深入了解再

生水净化的机制具有重要意义B过去人们主要采用

传统的分离培养法研究环境中微生物的类别$具有

很大的局限性B近十多年来$分子生物学技术广泛应

用于微生物多样性及群落结构动态变化的研究中$
其中 "%5 KW,3文 库 构 建 在 国 内 外 应 用 比 较 广

泛 *"( h"E+B为此$本研究利用构建 "%5 KW,3文库技术

分析了北京稻香湖景酒店的生活污水在转化为景观

再生水的过程中$不同处理阶段水体细菌的群落结

构及多样性$以期为较系统全面地从微生物的角度

评价再生水的水质$加强再生水的改善(尽可能地防

止发生蓝藻水华提供有利的资料B

IJ材料与方法

稻香湖景酒店位于北京市海淀区西北部$该酒

店的生活污水处理系统工作流程如下!首先收集并

过滤酒店生活污水于沉淀池内$然后利用酒店的中

水站处理"采用缺氧D好氧生物法一体化的复合污水

处理工艺及生物过滤 a石英砂过滤 a消毒#得到再

生水’接着经过约 ’(( F长的湿地型河道净化后$水

体进入蓄水湖B
本试验于 ’(($ 年 $ 月在稻 香 湖 景 酒 店 的 污 水

处理站至该 水 系 末 端 选 择 * 个 监 测 断 面 分 别 取 样

"图 "#$ 每样点 使 用 取 样 器 各 取 ’ 份 )(( F4的 水

样于无 菌 瓶 中$混 匀 后 各 取 )(( F4备 用B其 中 W"
为生活污水蓄水池中的水体’W’ 为经中水站处理后

的再生水体’W* 为再生水经湿地型河道净化后的水

体’另取酒店北侧未经任何处理的上庄水库的水体

标记为 W%$作为对照样品$用以与净 化 后 的 再 生 水

进行比较B

图 IJ稻香湖景酒店生活污水处理系统监测断面分布

=AUB"!WAM9KAQ>9A78 7RMCFN;A8UM@L9A78 A8 ?7F@M9AL

M@PCU@M<M9@F7RWC7IAC8U:> \79@;

ILI!基因组 W,3的提取

采用 (‘’’ #F的 微 孔 滤 膜 在 真 空 抽 滤 泵 "3VD
##(&5$天津奥特赛恩斯仪器有限公司# 抽滤作用下

富集水体中微生物$将其收集到滤膜上B然后将滤膜

剪碎$用 TA7"(" =CM9W,35NA8 Â9R7K57A;试 剂 盒

"eDTA7U@8@#提取样品的 W,3$并用 (‘&m的琼脂糖

凝胶电泳检测B
ILKJ"%5 KW,3文库的构建

采用细菌 "%5 KW,3的 -* 区特异性扩增引物!
**&=")rD36266236ZZZ3ZZ63Z6D*r#和 )*(/
")rDZ2322366Z6ZZ62Z62ZD*r#对样品的基因

组 W,3进 行 扩 增 " 具 体 方 法 参 见 文 献 *") +#B将

V6/产物纯 化 后$与 N1W"&D2载 体 "2CHCKC# 连 接$
经转化及蓝白斑筛选后 *"%+ $每样品随机挑取 "(( 个

克隆测序"3NN;A@? M<M9@F#B
ILMJ 细菌多样性和群落结构分析

将 测 定 正 确 的 序 列 用 W,359CK软 件 中 的

+?A95@b 编 辑$人 工 校 对 后$登 录 到 Z@8TC8H " 登 录

号!=]))&%’$ h=]))&&#&$Ze*)#("’ hZe*)#"("#并

与数据库进行比对B然后利用 5@b>@8L:@KE‘& 分 析

具有不重复序列""%5 KW,3l#$m为重复 序 列# 的

克隆数$再利用公式计算覆盖率*&s" g" .">:# k
"((m+来评估 所 构 建 文 库 对 环 境 微 生 物 多 样 性 的

体现"其中 ." 代表具有不重复序列的克隆数’:代

表分析的总克隆数#’同时利用 +L7MAF$‘( *"$+ 计算各

样品细菌的 5:C8878Dc@CS@K多样性指数’再将 E 个

样品的 序 列 利 用 6;>M9C;c 比 对 *"&+ 后 采 用 1+Z3
*‘" 软 件 中 的 邻 接 法 " 8@AU:Q7KG7A8A8U$ ,]#$ 以

HE!’/N?’N"!*("!.#0"Z@8TC8H 登 录 号!1*)#%%# 的

"%5 K/,3基 因 序 列 作 为 外 类 群$根 据 ÂF>KC遗 传

((*"
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距离构建 进 化 树 *"#+ $重 复 计 算 "T779M9KCN#" (((次B
最后以得出的各类群所占的克隆数与总克隆数的比

值计算该类群在本样品中所占的比例$并在不同样

品间加以比 较 来 进 行 样 品 间 细 菌 群 落 结 构 特 征 的

分析B

KJ结果与分析

KLI!酒店生活污水中的细菌群落特征

W" 样品取自稻香湖景酒店生活污水收集池B该

收集池长期处于封闭的条件下$水体较浑浊(灰白至

灰黑色$污染物浓度很高且缺氧$水体散发出明显的

恶臭味B将样品 W" 得 到 的 克 隆 序 列 编 辑 分 析 后 发

现$该样品 克 隆 文 库 的 覆 盖 率 最 低$仅 为 %$‘(*m$
其 5:C8878Dc@CS@K多 样 性 指 数 相 对 较 高$为 *‘"’
"表 "#$表明酒店排出的生活污水中细菌的种类较

多’进一步的序列分析发现"表 ’ 和图 ’#$本样品克

隆文库 *’m的 克 隆 表 现 出 与 变 形 杆 菌 门 +D变 形 杆

菌纲"@NMA;78 VK79@7QCL9@KAC# 较 高 的 相 似 性$主 要 包

含 弯 曲 杆 菌 属 " &#/?1$ND#-"!’#( 弓 形 菌 属

"+’-ND#-"!’#(硫化螺旋菌属" J*$2*’N(?)’)$$*/#* 个属

的细菌’"&m的克隆与噬 纤 维 菌 属O屈 挠 杆 菌 属O拟
杆 菌 属 "&1"N?E#T#>U$!0)D#-"!’>=#-"!’N)A!($6=T# 类

群 的 细 菌 有 较 高 的 同 源 性$ 主 要 包 括 拟 杆 菌 属

!!!!!!!!!表 IJ不同样品细菌 I!"&5=<克隆文库分析结果

2CQ;@"! /@M>;9M7R"%5 KW,3;AQKCK<7R?ARR@K@89MCFN;@M

样品 : ." &Om
5:C8878Dc@CS@K

多样性指数

W" #" *( %$‘(* *‘"’
W’ ## ") &E‘&) ’‘E"
W* &’ ’" $E‘*# *‘*&
W% #( ’& %&‘&# *‘’&

表 KJ北京稻香湖景酒店不同样品中优势细菌种群比例"# Om

2CQ;@’!/C9A7M7R?7FA8C89UK7>NMA8 ?ARR@K@89

MCFN;@MA8 WC7IAC8U:>GA8U:79@;Om

类群 样品 W" 样品 W’ 样品 W* 样品 W%

6<C87QCL9@KAC ) ) ’% *&
6=T "& * ) ’E
\AU: Z6ZKCFDV7MA9AS@QCL9@KAC " " ** "*
=AKFAL>9@M "E * ) )
Q@9CVK79@7QCL9@KAC * $* $ "’
C;N:CVK79@7QCL9@KAC ) ’ "% E
UCFFCVK79@7QCL9@KAC # "" "( *
?@;9CVK79@7QCL9@KAC ’ " )
@NMA;78 VK79@7QCL9@KAC *’ ) ) ’
=>M7QCL9@KAC ") ) ) )
6:;7K7R;@IA ) ) ’ )
X8A?@89ARA@? QCL9@KAC ) " " E

"# ,)-表示未检测到的类群

"=#-"!’N)A!(#(黄杆菌属"U$#,ND#-"!’)*/# 等’")m的

克隆与梭 杆 菌 门 "=>M7QCL9@KAC# 的 细 菌 相 似’#m与

&D变形杆 菌 纲 "UCFFCVK79@7QCL9@KAC# 的 细 菌 相 似

性较高$主 要 与 气 单 胞 菌 属"+!’N/N.#(#(肠 杆 菌 属

"5."!’ND#-"!’#有较高 的 同 源 性’"Em的 克 隆 与 厚 壁

菌门"=AKFAL>9@M# 的 梭 菌 属"&$N("’)A)*/# 相 似’还 有

少 量 克 隆 与 变 形 杆 菌 门 !D变 形 杆 菌 纲 " Q@9C
VK79@7QCL9@KAC#(放线菌门"高 Za6含量的革兰氏阳

性菌#及螺旋体门钩端螺旋体属" V!?"N(?)’##的细菌

相似性较高$另 外 还 出 现 约 )m左 右 的 克 隆 与 未 知

的细菌具有较高的相似性B
KLK!经中水站处理后水体细菌群落结构发生变化

经过污水 站 处 理 后$水 体 "W’ 样 品# 外 观 状 况

略有改善$ 臭味减小$水体呈灰绿或土绿色B该样品

克隆文库的结果表明$其细菌多样性及群落结构特

征发生了较大变化B随机选取的克隆对文库的覆盖

率最高$达 &E‘&)m$初步说明该样品的细菌种类较

少$表 " 也证实其细菌 5:C8878Dc@CS@K多样性指数

在几个样品中 最 低$仅 为 ’‘E"$进 一 步 证 实 了 该 样

品细菌多样性较低B对细菌类群的深入分析发现其

克隆文库中 变 形 杆 菌 门 !D变 形 杆 菌 纲 占 据 了 绝 对

优势$高达 $*m$主要包括食酸菌属 "+-)AN,N’#0#(
索氏 菌 属 "HE#*!’##(;N$1.*-$!ND#-"!’.!-!((#’)*(%和

L!-E$N’N/N.#(等 E 个属的细菌’其次为 &D变形杆菌

纲$约 占 总 克 隆 数 的 ""m$ 主 要 与 +!’N/N.#(和

5."!’ND#-"!’’ 个属的 细 菌 相 似 性 较 高’其 他 类 群 如

6=T( +D变 形 杆 菌 纲( %D变 形 杆 菌 纲 " C;N:C
VK79@7QCL9@KAC#(厚壁菌门和放线菌门等均占据较低

的比例"表 ’ 和图 *#B推测经过中水站的处理去除

了原 W" 样品 中 部 分 类 型 的 细 菌$导 致 !D变 形 杆 菌

的大量增生B
KLM!人工湿地河道处理对细菌群落结构的影响

水体进一步经过人工湿地河道处理后$水质得

到较明显改善$水体"W* 样品#呈浅绿色$透明度提

高B对其克隆文库的分析表明$其克隆文库的覆盖率

为 $E‘*#m$介于前 ’ 个样品之间$其细菌 5:C8878D
c@CS@K多 样 性 指 数 最 高$达 到 *‘*& " 表 " #B细 菌

"%5 KW,3系统发育树表明"表 ’ 和图 E#!**m的克

隆表现出与放线菌门较高的同源性$大部分为非培

养类型$少 部 分 与 赖 氏 菌 属 " V!)2(N.)## 亲 缘 关 系 较

近’’%m的克 隆 与 蓝 细 菌 门 "6<C87QCL9@KAC# 的 细 菌

相似性较高$主要以聚球藻属" J1.!-EN-N--*(#为主’
另外也有 "%m和 "(m的克隆分别与 %和 &D变形杆

菌纲的 细 菌 具 有 较 高 的 同 源 性’少 部 分 克 隆 与 绿

"(*"
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图 KJ=> 法构建的 5I 样品细菌 I!"&5=<系统发育树

=AUB’!,@AU:Q7KG7A8A8U9K@@7R"%5 KW,37RQCL9@KAC?@KAS@? RK7FMCFN;@W"

弯菌门"6:;7K7R;@IA#(!D变 形 杆 菌 纲 和 6=T类 群 的

细 菌 相 似 性 较 高$ 主 要 包 含 玫 瑰 弯 菌 属

"<N(!)2$!0*(#(嗜 氢 菌 属 "S1A’NT!.N?E#T##(红 环 菌

属 " <*D’),),#0 #( &#.A)A#"*( /)A)-E$N’)#(
;(!*AN/N.#((硫 发 菌 属"HE)N"E’)0# 和 U$#,ND#-"!’)*/
等属的细菌B估计与该水样处于暴露的环境中$而且

经过了人工湿地河道处理有关$在一定程度上导致

了一些新的细菌增生$丰富了细菌的多样性B
对照样品 W% 来 自 酒 店 附 近 的 上 庄 水 库$水 体

呈黄绿色$表 面 有 轻 度 的 蓝 藻 水 华 发 生B由 表 " 可

知$ 该 样 品 克 隆 文 库 的 覆 盖 率 也 较 低$ 仅 为

%&‘&#m$ 其 细 菌 多 样 性 指 数 为 *‘’&’ 对 细 菌

"%5 KW,3系统发育树的研究结果"表 ’$图 )#表明$
随机选取的克隆主 要 与 6=T类 群(变 形 杆 菌 门"包

括 %(!(&和 +D变形杆菌 纲#(放 线 菌 门 和 蓝 细 菌 门

等 E 个大类群的细菌相似性较高$其中与蓝细菌相

似的克隆最多$占 克 隆 总 数 的 *&m$主 要 包 含 * 个

属!聚球藻属"J1.!-EN-N--*(#(微囊藻属"9)-’N-1(")(#
和蓝菌属 "&1#.ND)*/# 的 细 菌$分 别 占 蓝 细 菌 总 数

的 "$‘%m( &‘&m和 E$‘"m’其次为 6=T类群$约占

克隆 总 数 的 ’Em$部 分 与 U$#,ND#-"!’)*/的 细 菌 高

度相似’与放线菌门细菌相似的克隆约占克隆总数

’(*"
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图 MJ=> 法构建的 5K 样品细菌 I!"&5=<系统发育树

=AUB*!,@AU:Q7KG7A8A8U9K@@7R"%5 KW,37RQCL9@KAC?@KAS@? RK7FMCFN;@W’

的 "*m$大 部 分 为 非 培 养 类 型$个 别 与 V!)2(N.)# 同

源性较高’与变形杆菌门相近的克隆中$!D变形杆菌

纲约占克隆总数的 "’m$其中主要包括氢噬胞菌属

"S1A’NT!.N?E#T##(<#/$)D#-"!’和 J-E$!T!$!$$# 等 属

的细 菌’ %D变 形 杆 菌 纲 所 占 比 例 较 少$ 主 要 为

9!"E1$N().*(’&D变形杆菌纲和 +D变形杆菌纲更少$其

中 各 有 一 个 克 隆 分 别 与 盐 硫 杆 状 菌 科

"\C;79:A7QCLA;;CL@C@# 的 HE)N,)’T# 和 J*$2*’N(?)’)$$*/
E#$N’!(?)’#.(同源性较高B

MJ讨论

本研 究 主 要 利 用 "%5 KW,3文 库 技 术$对 ’(($
年 $ 月北京稻香湖景酒店生活污水转变为景观再生

水处理过程中细菌群落的动态变化进行了分析B尽

管利用该技术不能反映水体中所有的细菌类群$也

不能将所有的细菌确定到种属$但该方法能够反映

水体中主要的优势细菌类群$因此基本上能够反映

污水处理各环节对细菌群落结构的影响B
研究表明$随着对稻香湖景生活污水的逐级处

理$细菌的 群 落 结 构 及 多 样 性 均 发 生 了 明 显 变 化B
W" 样品是酒店生活污水直接沉淀而未经其他处理$
在已有的报道中已证实城市污水$尤其是生活污水

中含有大量的致病微生物$包括致病菌和肠道病毒

等 *’($’"+B而在本研究中酒店的生活污水中与 +D变形

杆菌相近的克隆最多$此类群的细菌含有很多致病

病原菌$如 &#/?1$ND#-"!’多为人类及其他动物的致

病菌 *’’+B这与未 经 处 理 的 生 活 污 水 水 质 非 常 恶 劣(
含有大量有机物$甚至有毒物质等有关B经中水站处

*(*"
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图 NJ=> 法构建的经湿地河道处理后水体 5M 样品细菌 I!"&5=<系统发育树

=AUBE!,@AU:Q7KG7A8A8U9K@@7R"%5 KW,37RQCL9@KAC?@KAS@? RK7FMCFN;@W*

理的水体"W’ 样品#$!D变形杆菌占据绝对优 势$此

时水体中有机物仍很丰富$可能与该类群的细菌倾

向 于 利 用 厌 氧 生 境 中 有 机 物 降 解 后 扩 散 的 物

质 *’*$’E+ 有关B经人工湿地系统处理"W* 样品#后$水

体暴露于自然环境下$放线菌门的细菌和蓝细菌成

为主要的优势类群$水体细菌多样性指数增加$与以

往报道基 本 一 致 *")+ ’而 稻 香 湖 景 酒 店 外 对 照 样 品

W%"水体有 轻 度 蓝 藻 水 华# 中 6<C87QCL9@KAC的 比 例

较高$并检测到部分铜绿微囊藻$估计这是引起该水

体轻度蓝藻水华的主要原因B

由此可见$随着稻香湖景酒店生活污水的逐级

处理$细菌的群落结构发生较大变化$利用中水站处

理和湿地自然净化措施相叠加$最终使水体中细菌

的多样性得 到 提 高$并 抑 制 了 蓝 藻 水 华 *’)+B另 对 水

体生化指标的分析表明$水体处理前后 * 项主要污

染物 的 去 除 率 可 达 2,)"‘**m(2V)(‘((m(60W
$(‘#%mB因此该再生水体可以 用 做 景 观 水$甚 至 在

抑制水华方面优于对照水体B本研究为将更多的生

活污水转变为景观用水$节约水资源(提高水资源的

再生利用率$同时改善周围景观环境提供借鉴作用B

另据报道$我国北方淡水水体中暴发蓝藻水华

主要 与 铜 绿 微 囊 藻 的 大 量 繁 殖 有 关B本 研 究 对 W%

样品的分析发现!尽管该样品中有轻度的蓝藻水华

出现$蓝细菌也是该水体最主要的优势细菌$但其中

最主要的属并不只是微囊藻属$而是主要由 * 个属

组成B其 中 蓝 菌 属 比 例 最 高 达 E$‘"m$ 优 势 种 为

&1#.ND)*/MNB]]’$52/"31$"(*&*#$聚球藻属所占

比 例 达 "$‘%m$ 大 部 分 与 一 种 非 培 养 的 类 型

"+=)#&#*’# 相 近’而 微 囊 藻 属 比 例 仅 为 &‘&mB因

此$水环境是个非常复杂的生态系统$不同类群的细

E(*"
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图 QJ=> 法构建的对照水体$5! 样品%细菌 I!"&5=<的系统发育树

=AUB)!,@AU:Q7KG7A8A8U9K@@7R"%5 KW,37RQCL9@KAC?@KAS@? RK7FL789K7;PC9@K"MCFN;@W%#

菌间或蓝细菌门内的不同种属间可能也有非常复杂

的相互制约和依赖关系B因此如何加强水环境中不

同细菌类群比例的调控$将生态系统中的微囊藻属

细菌控制在一定范围$抑制蓝藻水华的发生仍是今

后努力的方向B

NJ结论

""#北京稻香湖景酒店的生活污水经过中水站

和人工湿地处理改变了水体细菌的优势群落结构和

细菌的多样性B酒 店 排 放 的 生 活 污 水 "W" 样 品# 中

细菌类型较多$细菌多样性指数为 *‘"’$ 其中 +D变

形杆 菌 纲 比 例 最 高$达 *’m’经 中 水 站 处 理 后 "W’
样品#$水体中 细 菌 多 样 性 指 数 下 降 到 ’‘E"$ 而 !D
变形杆菌纲占 据 绝 对 优 势$比 例 高 达 $*m’进 一 步

经小型人工湿地处理后"W* 样品#细菌的多样性又

升高到 *‘*&$放线菌门的 细 菌 比 例 达 **m$成 为 最

优势的类群’水体没有蓝藻水华发生B因此两项措施

叠加能达到生产景观再生水的目的B
"’#酒店外围上 庄 水 库 的 水 体 "对 照 样 品 W%#

暴发了轻度的蓝藻水 华B水 体 中 6<C87QCL9@KAC的 比

例最高$占克 隆 总 数 的 *&m$其 主 要 涉 及 的 种 属 为

蓝菌属(聚球藻属和微囊藻属$比例分别为 E$‘"m(

)(*"
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