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摘要!采用基于 "%5 K/,3基因的末端限制性片段长度多态性技术"2D/=4V#$分析了功能稳定的 ’ 个城市污水处理系统中"系

统 3及系统 T#$细菌群落结构在 "() ? 中的动态变化B在研究中$系统 3和系统 T功能稳定$T0W出水浓度均在 & FUO4左右$

总氮"2,#出水浓度分别在 ’) FUO4和 ’* FUO4之下B2D/=4V图谱分析表明$系统 3中$"")( ""&( "’*( E$"( E&’ 和 &*) QN 等

2D/=M的相对丰度变化显著$系统 T中$"’*( E$"( $)( 和 &*) QN 等 2D/=M的相对丰度变化显著B移动窗口分析表明$系统 3中

细菌群落的平均变化率 ,""") ?# 为 ’"‘)m q)‘$m$系统 T的平均变化率 ,""") ?# 为 ’’‘%m q)‘(mB洛伦兹曲线分析表明$系统

3中 ’(m的微生物的累积相对丰度为 E*m h)(m’系统 T中 ’(m的微生物的累积相对丰度为 E$m h)’mB结果表明$在城市

污水处理厂中$稳定的功能并没有藕联着稳定的细菌群落结构B
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!!微生物是城市污水生物处理系统中污染物去除

的主体$系统的稳定运行是以其中的微生物群落为

基础的B然而$系统功能的稳定性与微生物群落结构

之间的关系并不明确$如系统稳定的功能是否一定

耦联着稳定的群落结构 *"+B深入理解污水处理工艺

中微生物的群落结构和系统稳定性的关系$对保持

污水处理系统的稳定运行具有重要作用 *’ hE+B

传统的微生物培养方法很难获得微生物群落结

构的准确信息 *)+B近年来$基于 "%5 K/,3基因和功

能基因的现代分子生物学方法的出现$提供了更快

速(更准确地解析环境中微生物群落结构的有效方

法B由 于 2D/=4V技 术 具 有 相 对 高 的 分 辨 率 和 可 重

复性 *%+ $ 其已经被广泛用来解析环境中微生物的群

落结构 *$ h"’+B
已有研究表明$在小试规模的反应器中$尽管反

应器的运行参数不变$功能稳定$但其细菌群落结构

却发生了显著的变化 *"*$ "E+ $cA99@Q7;;@等 *")+ 研 究 表
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明在小试反应器中$功能稳定并不一定耦联着稳定

的细菌群落结构B但对实际城市污水处理厂中$微生

物群落结构与功能稳定性的研究还很少B而基于岛

屿生物地理学的平衡模型表明$生物反应器的规模

会影响微生 物 群 落 结 构 的 稳 定 性 **+ $因 此$目 前 还

未知在规模较大的城市污水处理厂中$稳定的功能

是否藕联着稳定的群落结构B
本研究的目的是利用现代分子生物学诊断技术

2D/=4V$分析稳定运行的城市污水处理厂中细菌群

落结构的动态变化$以判断污水处理厂中稳定的功

能是否耦联着稳定的微生物群落结构$ 以期为污水

处理系统的稳定运行提供科学依据B

IJ材料与方法

ILIJ 污水处理系统及采样

活性污泥样品采集于北京市某个污水处理厂的

’ 个污水处理系统中$分别表示为系统 3和系统 TB
系统 3和系统 T处理相同水质$处理规模均为 )E&
F* O?$但系统 3为 厌 氧O缺 氧O好 氧 "3’0# 工 艺$而

系统 T为缺氧O厌氧O好氧"倒置 3’0#工艺B在研究

期间内$’ 个 污 水 处 理 系 统 的 \/2均 为 "E :$5/2
均为 ") ?$污泥浓度"1455#均控制在 ’ h* UO4B

所有活性污泥样品均采集于 ’(($ 年 # h"’ 月$
每 ") ? 采样 " 次B具体的采样点为每个系统好氧区

的末端$每个样品 "‘) F4$样品采集后立即置于 冰

上$运 至 实 验 室B离 心 ""’ ((( KOFA8# 弃 上 清 后$ g
’(u保存B
ILK!W,3提取

采 用 =CM9W,3+ 5NA8 Â9R7K57A;试 剂 盒

"eQA7U@8@$美 国# 提 取 活 性 污 泥 中 的 总 W,3B活 性

污泥样品首先用灭菌高纯水离心""’ ((( KOFA8# 清

洗 ’ 遍后$再按照试剂盒产品说明书提取总 W,3B
ILM!V6/扩增

对于细 菌 "%5 K/,3基 因 的 扩 增$选 用 细 菌 的

通 用 引 物 对 &= " )rD3Z3Z222Z32662ZZ6263ZD
*r# 和 "E#’/ " )rDZZ2’236622Z2236Z3622D
*r# *"%+B其中正向引物 &=的 )r用 =31荧光素标记B
V6/反应体系为 )( #4$包括 " #4模板 W,3$) #4
"( k缓冲液$E #4?,2V混 合 物 "各 ’‘) FF7;O4#$
正反 向 引 物 " "( #F7;O4# 各 "#4和 (‘’) #4H#@
W,3聚合酶") XO#4$2ĈC/C$日 本#$*)‘$) #4灭

菌高纯 水BV6/扩 增 程 序 如 下!#Eu预 变 性 ) FA8’
#Eu变性 %( M$))u退火 E) M$$’u延伸 E) M$共 ’)
个循环’$’u延伸 "( FA8B

ILN!2D/=4V分析

采用内 切 酶 <(# ."2ĈC/C$日 本# 对 纯 化 后 的

细菌 V6/产 物 进 行 酶 切$ 酶 切 之 后 进 行 脱 盐 纯

化 *"(+ $荧光 标 记 的 片 段 再 在 3T.*"*( 型 遗 传 分 析

仪"3NN;A@? TA7M<M9@KFM$美 国# 中 进 行 分 离$内 标 为

)((4.["3NN;A@? TA7M<M9@KFM$美 国#$详 细 的 实 验 步

骤见文献*"$+B取荧光强度 )( /=X为基线$得到的

2D/=4V图谱 用 Z@8@1CN S@KMA78 *‘$ 进 行 分 析B将

末端限制性片段"2D/=# l)( QN 的峰面积进行标准

化处理$计算相对应 2D/=的丰度B
采 用 移 动 窗 口 分 析 法 " F7SA8UDPA8?7P

C8C;<MAM# *"&+ 分析 群 落 结 构 的 动 态 变 化B其 步 骤 为!
首先采用 V@CKM78 相 关 系 数$计 算 所 有 样 品 2D/=4V
图谱之间的相似矩阵$然后以时间为横坐标$每 ’ 个

连续样品"第 0? 与第 0g") ?#的相关系数为纵坐

标作图$这样即可图示样品群落结构的动态变化B采

用 ,""") ?#
*")+ 表示细菌群落结构的变化速率$其值为

"((m减 去 对 应 的 ’ 个 图 谱 之 间 的 V@CKM78 相 关

系数B
采用洛伦兹曲线"47K@8dL>KS@# *")+ 图示微生物

在群落中分布的均匀度B具体步骤为!首先将每个图

谱中的峰"即 2D/=#按照相对丰度从高到低排列$然

后以 2D/=的累积个数为横轴$以 2D/=的累积相对

丰度为纵轴作图$即可绘出洛伦兹曲线图B越远离理

论完美曲线"E)o斜 线# 的 洛 伦 兹 曲 线$表 示 其 群 落

均 匀 度 越 差B本 研 究 采 用 帕 累 托 法 则 "VCK@97
NKA8LAN;@# *")+ 来 评 价 洛 伦 兹 曲 线$即 通 过 横 轴 ’(m
处对应的纵轴值来评价群落的均匀度B
ILQ!其它分析方法

T0W!经典稀 释 方 法 *"#+ ’2,!过 硫 酸 钾 氧 化D紫
外分光光度计法 *"#+ ’污泥浓度!标准重量法 *"#+B

KJ结果与分析

KLI!污水处理系统的运行效果

系统 3的进出水 T0W和 2,如图 " 所示$尽管

进水 T0W在 "(( h’)( FUO4之间波动$但出水非常

稳定$ 一 直 在 & FUO4左 右$ 平 均 T0W去 除 率 为

#)mB进水 2,有些波动$在第 E) ? 之前$一直维持

在 E( FUO4左右$在第 E) ? 之后$升高到了 %( FUO4
左右B但出水 2,较稳定$基本维持在 ’) FUO4之下B
稳定 的 T0W及 2,出 水 浓 度$ 表 明 系 统 3功 能

稳定B
系统 T的运行效果见图 ’$系统 T和系统 3进

水 T0W和 2,相同$出水 T0W也 一 直 在 & FUO4左

&(*"



) 期 王晓慧等!2D/=4V方法分析城市污水处理厂中细菌群落的动态变化

!!!!

图 IJ系统 <进出水 UC5及 D=浓度

=AUB"!.8R;>@89C8? @RR;>@89T0WC8? 2,L78L@89KC9A78 7RM<M9@F3

图 KJ系统 U进出水 UC5及 D=浓度

=AUB’!.8R;>@89C8? @RR;>@89T0WC8? 2,L78L@89KC9A78 7RM<M9@FT

右$平均 T0W去除率为 #)mB出水 2,比系统 3稍

低$基本在 ’* FUO4之 下BT0W及 2,的 出 水 浓 度$
表明系统 T功能稳定B
KLK!群落结构的动态变化B

系统 3及系统 T的群落结构动态变化见图 *B
图 * 中每种颜色的柱状体代表一种 2D/=$柱状体的

高度代表 2D/=的相对丰度B可以看出$在研究期间

内$系统 3中 的 细 菌 群 落 结 构 发 生 了 显 著 变 化$特

别是 "")( ""&( "’*( E$"( E&’ 和 &*) QN 等 2D/=B
"") QN2D/=在第 ( ? 时$相对丰度为 ’‘#m$随后逐

渐增加$到第 E) ? 时达到了 "’‘$m$之后又逐渐下

降$在第 "() ? 时下降到了 %‘’mB""& QN 的 2D/=在

第 ( ? 时$ 未 检 测 到 该 2D/=存 在$ 从 第 ") ? 的

’‘#m起$逐 渐 增 加$ 到 第 %( ? 时 达 到 了 最 大 值

"(‘)m$之后又逐渐下降$第 "") ? 降到了 EmB"’&(
"’* 和 E$" QN2D/=的相对丰度$也经历了先增加后

降低的变化$最低相对丰度分别为 (m( (m和 *m$
最高相对丰度分别为 "(‘)m( &‘"m和 "*‘$mBE&’
QN 的 2D/=在第 ( ? 时$相对丰度最高为 "%‘#m$之

后逐渐下降$到第 E) ? 之后$基本维持在 )m左右B

&*) QN 2D/=在 "m h"(‘$m之间波动B
系统 T的 群 落 也 发 生 了 显 著 的 变 化B如 "’*(

E$"( $)( 和 &*) QN 等B在第 ( ? 时$未检测到 ""& QN
2D/=的存在$第 ") ? 时$其相对丰度为 "‘#m$之后

其相对丰度波 动 上 升$最 后 在 第 "() ? 达 到 了 最 大

值 "%mB$)( QN 2D/=的相对丰度在第 ( ? 时最大$
为 "’‘"m$之 后 逐 渐 下 降$第 "() ? 达 到 了 最 低 值

"‘&mB"’* 和 &*) QN 的 相 对 丰 度 分 别 在 (m h
)‘&m和 "‘"m h%‘)m之间波动B

采用移动窗口分析法$定量分析了群落结构的

动态变化B如图 E 所 示$系 统 3的 相 关 系 数 基 本 在

$(m h&)m之 间$相 应 的 变 化 则 为 ")m h*(m$平

均变化 率 ,""") ?# 为 ’"‘)m q)‘$mB系 统 T的 相 关

系数在 $(m h&)m之 间$相 应 的 变 化 则 为 ")m h
*(m$平均变化率 ,""") ?# 为 ’’‘%m q)‘(mB

为了分析群落内微生物分布的均匀度$分别对

系统 3和系统 T在第 (( %( 和 "() ? 的群落结构建

立了洛伦兹曲 线$见 图 )B在 横 轴 的 累 积 2D/=含 量

为 ’(m时$系统 3在第 (( %( 和 "() ? 的累积相对

丰 度 分 别 为E#m ()(m和E*m ’系 统T在 第( (%(

#(*"
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图 MJ系统 <及系统 U中 D.E8相对丰度的柱状图

=AUB*!\AM97UKCFM7R2D/=K@;C9AS@CQ>8?C8L@MA8 M<M9@F3C8? M<M9@FT

图 NJ细菌群落动态变化的移动窗口分析

=AUBE!17SA8UDPA8?7PC8C;<MAMR7K9:@?<8CFALM7RQCL9@KACL7FF>8A9A@M

图 QJ细菌群落结构的洛伦茨曲线图

=AUB)!47K@8dL>KS@MC8C;<MAM7RQCL9@KACL7FF>8A9<M9K>L9>K@M

("*"
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和 "() ? 的 累 积 相 对 丰 度 分 别 为 )’m( E&m和

E$mB

MJ讨论

为了研究功能稳定的城市污水处理系统中是否

耦联着稳 定 的 细 菌 群 落 结 构$本 研 究 采 用 2D/=4V
方法分析了 ’ 个污水处理系统中$细菌群落结构在

"() ? 中的动态 变 化B结 果 表 明$’ 个 功 能 稳 定 的 城

市污水处理系统中$细菌的群落结构均发生了显著

的变化B
移动 窗 口 分 析 法 表 明$系 统 3的 平 均 变 化 率

,""") ?# 为 ’"‘)m q)‘$m$ 系 统 T的 平 均 变 化 率

,""") ?# 为 ’’‘%m q)‘(mBcA99@Q7;;@等 *")+ 采 用

WZZ+方法$分 析 了 功 能 稳 定 的 5T/及 1T/小 试

反 应 器 中 细 菌 群 落 结 构 的 动 态 变 化$ 结 果 表 明

,""$ ?# 分 别 为 #‘%m qE‘#m和 "*‘Em qE‘&m$该

值小于本研究中的细菌群落变化率B这可能是因为

,"的时间间隔不同$本研究为 ") ?$而 cA99@Q7;;@等

的研究为 $ ?B另外$’ 个 研 究 分 别 采 用 了 WZZ+和

2D/=4V方法$也可能影响群落结构的变化率B
洛伦兹曲线表明$在系统 3中 ’(m的微生物第

(( %( 和 "() ? 的 累 积 相 对 丰 度 分 别 为 E#m( )(m
和 E*m’系统 T在第 (( %( 和 "() ? 的累积相对丰

度分别为 )’m( E&m和 E$mB这 表 明 在 ’ 个 系 统

中$少数种类的微生物发挥了重要的作用B其它相对

丰度较小的微生物$可能作为功能储存$在环境条件

改 变 到 适 合 的 时 候$ 可 以 迅 速 繁 殖 成 为 优 势 种

群 *")+B
有研究表明$在功能稳定的小试生物反应器中$

细菌的群落结构发生了显著的变化 *"* h")+B基于岛屿

生物地理学的平衡模型预测$规模越大的生态系统$
微生物群落 结 构 越 趋 向 于 稳 定 **+B本 研 究 表 明$在

城市污水处理厂规模的$功能稳定的生态系统中$微

生物的群落结构也发生了显著变化B1CKd7KC9A等 *’(+

认为在一个稳定的生态系统中$微生物群落结构也

必须经历一定程度的动态变化$使新的物种进入系

统而不影响系统功能的稳定B
TKA78@M等 **+ 认为 生 态 系 统 的 功 能 稳 定 本 质 上

并不是微生物群落结构所决定$而是功能冗余$即生

态系统中$存在许多具有相同功能的物种$这些物种

中必然有些是冗余种$冗余种的去除不会使群落发

生改变$但并不意味着冗余种是不必要的$随着环境

条件的改变$那些冗余种在新的环境下可以变为优

势种或关键种$从而维持原有生态系统的稳定$可以

说冗余是对生态系统功能丧失的一种保险B

NJ结论

""#2D/=4V分析表明$在功能稳定的 ’ 个城市

污水处理系统中$细菌的群落结构均发生了显著的

变化$系统 3中$"")( ""&( "’*( E$"( E&’ 和 &*) QN
等的 2D/=变 化 显 著$系 统 T中$"’*( E$"( $)( 和

&*) QN 等的 2D/=变化显著B
"’#移动窗口分析法表明$系统 3中$细菌群落

结构的平均变化率 ,""") ?# 为 ’"‘)m q)‘$m$系统 T
中$细菌群落结构的平均变化率 ,""") ?# 为 ’’‘%m q
)‘(mB

"*#洛伦兹曲线分析表明$在系统 3中 ’(m的

微生物$在第 (( %( 和 "() ? 的累积相对丰度分别为

E#m( )(m和 E*m’系 统 T中$’(m的 微 生 物 在 第

(( %( 和 "() ? 的 累 积 相 对 丰 度 分 别 为 )’m( E&m
和 E$mB
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