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摘要!采集 ’ 种炭龄饮用水深度处理活性炭池表面生物膜$提取微生物总 W,3$构建细菌"%5 KW,3克隆文库$并通过 "%5 KW,3

序列的系统发育分析$对样品中的细菌种群多样性以及群落结构进行了研究B结果表明$) C炭龄炭样克隆文库中阳性克隆的

"%5 KW,3序列分属 "" 个细菌类群$分别为 &]VK79@7QCL9@KAC"’%‘)j#$ "]VK79@7QCL9@KAC""%‘*j#$.]VK79@7QCL9@KAC" "%‘*j#$

V;C8L97F<L@9@M" "’‘’j#$ Z@FFC9AF78C?@9@M" %‘"j#$ 3LA?7QCL9@KAC" E‘"j#$ ,A9K7MNAKC" ’‘(j#$ -]VK79@7QCL9@KAC" ’‘(j#$

TCL9@K7A?@9@M"’‘(j#$ 3L9A87QCL9@KAC"’‘(j#$X8L;CMMARA@? TCL9@KAC""(‘’j#B"‘) C炭龄炭样克隆文库中阳性克隆的 "%5 KW,3

序列分属 "( 个细菌类群$分别为 &]VK79@7QCL9@KAC"’"‘%j#$V;C8L97F<L@9@M""(‘&j#$ TCL9@K7A?@9@M""(‘&j#$"]VK79@7QCL9@KAC

" #‘(j#$ 3LA?7QCL9@KAC" #‘(j#$ ,A9K7MNAKC " $‘’j#$ .]VK79@7QCL9@KAC " $‘’j#$ X8L;CMMARA@? VK79@7QCL9@KAC " )‘Ej#$

Z@FFC9AF78C?@9@M"*‘%j#$X8L;CMMARA@? TCL9@KAC""E‘Ej#B可以看出$ ’ 种炭龄活性炭表面的微生物种群均十分丰富$变形菌

门细菌在 ’ 个克隆文库中均居较大比例$优势种群为 &DVK79@7QCL9@KAC纲和 "DVK79@7QCL9@KAC纲B在炭龄 ) C的活性炭表面$

.DVK79@7QCL9@KAC纲所占比例较高$硝化螺旋菌门",A9K7MNAKC#所占比例较低$而炭龄 "‘) C的活性炭上的情况恰好相反B在 ’ 个

炭样中共发现了阿菲波菌属"8I’+’.#和金黄杆菌属"H$,%2"-(.5#",’)*#这 ’ 种潜在致病菌$可能对饮用水生物安全性带来一定

风险B
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!!由于地表水源的微污染现状日益加剧$越来越
多的给水厂采用深度处理工艺来处理地表水$活性
炭池就是其中的一种B以往有关活性炭的研究多集
中在对有机物的去除上$而对活性炭生物降解机制
以及微生物群落分布的研究十分有限B饮用水环境
属典型的贫营养型环境$活性炭上的微生物也主要
是贫营养型微生物$这类微生物依靠传统的分离培

养方法进行解析难度很大 *"+B当前采用先进的分子
生物学技术...分子克隆文库已经可对富营养环境
中的微生物群落结构进行快速(准确地解析 *’$ *+B



环!!境!!科!!学 *’ 卷

其方 法 是 提 取 样 品 的 总 W,3 后$ 用 特 异 性
"%5 KW,3引物进行 V6/扩增$扩增产物能很容易地
被克隆到合适的载体上$经转化后就构建成了一个
"%5 KW,3分子克隆文库$随机选择克隆$进行其
W,3序测定$通过与数据库中的相关种群比较$可
确定与该克隆最相近的菌株B用这种不依赖培养的
方法可以直接分析环境中的微生物"包括难培养微
生物#种群结构B钦颖英 *E+和 6:@8*)+等也采用构建
"%5 KW,3克隆文库的方法解析了给水生物预处理
反应器和膜处理工艺中的微生物种群结构B但这种
方法用于饮用水等贫营养环境中微生物的检测在国
内外还鲜有报道B本研究针对饮用水深度处理中使
用的活性炭池$尝试利用分子生物学的手段$通过构
建活性炭表面微生物的 "%5 KW,3克隆文库$对活
性炭表面细菌种群多样性进行了分析$并通过 "%5
KW,3序列的系统发育分析$对其中的细菌群落结
构进行了探讨B鉴定分析活性炭表面微生物群落结
构和分布对于明确饮用水深度处理中活性炭生物降
解机制以及微生物泄露导致的健康风险具有重要
意义B

MN材料与方法

MOM!样品采集
实验样品取自北方某地表水厂炭池的表层活性

炭$活性炭炭龄分别为 ) C和 "‘) C$以 ) C炭样和
"‘) C炭样表示$系统发育树中的编号分别为 " 号和
% 号B
MOP!W,3的提取及扩增

取 "( U活性炭$置于 "(( F4无菌生理盐水中$
超声振荡 ") FA8*%+ $然后取上层溶液提取样品的总
W,3$使用细菌 "%5 KW,3通用引物 *$+ ’$=")uD3Z3
Z222Z32612ZZ6263ZD*u#和 "E#’/")uD236
ZZY236622Z2236Z3622D*u#$V6/扩增样品
中的相应基因BV6/反应条件为!预变性条件为
#)m ) FA8$#Em变性 *( M$ )’m退火 *( M和$’m延
伸 ’ FA8$共 *) 个循环$最后在 $’m下延伸$ FA8B
V6/反应的产物用 "‘’j琼脂糖凝胶电泳检测B
MOE!"%5 KW,3基因全长的 V6/扩增和基因文库
构建

V6/产物走琼脂糖凝胶电泳$用 X,.dD"( 柱离
心式多用途 W,3纯化试剂盒"上海生工#回收纯化
凝胶中" )(( QN 处的 W,3的琼脂块$用 VK7F@UC公
司的 NZ+1D2载体连接回收产物B将含有合适片断
大小的质粒转化入 L‘5-&’W\)/后$采用 .V2ZO_D

UC;抗性筛选平板选择具有氨苄青霉素抗性的白色
转化子构建 "%5 KW,3克隆文库B以 2$ ")uD233
236Z3626362323ZZZ6D*u# 和 5V% ")uD322
23ZZ2Z36362323Z3323626D*u# 为引物$
少量菌体为模板$V6/扩增验证插入片段的大小$
筛选阳性克隆B将筛选好的阳性克隆保存于含有
’(j甘油和 "(( "UOF4氨苄青霉素的 4T培养基
中$ i$(m保藏B
MOQ!基因文库的 3/W/3分型

将引物 2$ 和 5V% 鉴定出的阳性克隆 V6/产
物$使用限制性内切酶 T$.+和 !2++"VK7FCU@公
司#进行酶切分析B酶切反应使用 ’( "4体系$包
括!’ "4T>RR@K$ " "4内切酶$ "( "4V6/产物$
"& "4双蒸水BT$.+于 %(m酶切 E :$!2++则于
*$m酶切 E :B酶切产物用 ’j琼脂糖凝胶电泳$经
+T染色后$使用凝胶成像仪照相B用 d>C89A9<08@
凝胶处理系统分析酶切图谱$确定 3/W/3类型
数目B
MOU!序列测定和系统发育分析

将确定的阳性克隆进行测序$获得序列后$将每
种基因型的序列输入 /WV网站$利用 6;CMMARA@K程序
确定其系统发育类群B再将每种基因型的序列输入
,6T.网站$用 T4352程序与数据库中已有的序列
进行比对$下载相似性最高的序列和相似性较高的
已知种的序列作为参考B将所有序列用 TA7+?A9中
6;>M9C;c程序比对后$用 1+Z3E‘( 软件绘制系统
发育树B

PN结果与讨论

随机挑取 ) C炭样的 ’(( 个白色克隆建立克隆
文库B以 2$ 和 5V% 为引物$少量菌体为模板$V6/
扩增克隆质粒上的插入片断B经过验证$确定 "&(
个为阳性克隆B用 T$.+和 !2++对阳性 V6/产物
进行酶切分析$将克隆文库中的序列分成 "(( 种类
型B选取每种 3/W/3型的代表克隆进行测序B获
得序列后$剔除相同序列$共得到 *& 种基因型的序
列B将每种基因型的序列输入 /WV网站$利用
6;CMMARA@K程序确定其系统发育类群B

以同样的方法$随机挑取 "‘) C炭样的 ’(( 个
白色克隆建立克隆文库$确定了 "&’ 个为阳性克隆B
通过酶切分析$将克隆文库中的序列分成 "(* 种类
型B最终共得到 E* 种基因型的序列B将每种基因型
的序列输入 /WV网站$利用 6;CMMARA@K程序确定其系
统发育类群B

&#E"
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本研究所得序列均已提交 Z@8TC8H$序列登陆
号为 \1"%*($)D\1"%*"))B

’ 个炭样的克隆文库中各种细菌所占比例列于
表 " 中B

表 MN细菌在基因文库中的所占比例

2CQ;@"!=KCL9A78 7R?ARR@K@89QCL9@KACA8 U@8@L;78@;AQKCK<

细菌分类
比例Oj

) C炭样 "‘) C炭样

&DVK79@7QCL9@KAC ’%‘) ’"‘%

变形细菌门
"DVK79@7QCL9@KAC "%‘* #‘(

-DVK79@7QCL9@KAC ’‘(

.DVK79@7QCL9@KAC "%‘* $‘’
硝化螺旋菌门 ,A9K7MNAKC ’‘( $‘’
浮霉菌门 V;C8L97F<L@9@M "’‘’ "(‘&
拟杆菌门 TCL9@K7A?@9@M ’‘( "(‘&
芽单胞菌门 Z@FFC9AF78C?@9@M %‘" *‘%
酸杆菌纲 3LA?7QCL9@KAC E‘" #‘(

未分类变形细菌门
X8L;CMMARA@?
VK79@7QCL9@KAC

)‘E

未分类细菌 X8L;CMMARA@? TCL9@KAC "(‘’ "E‘E
放线菌门 3L9A87QCL9@KAC ’‘(

!!) C炭样克隆文库中细菌的 "&( 个阳性克隆的
"%5 KW,3序列分属 "" 个细菌类群$分别为 &]
VK79@7QCL9@KAC" ’%‘)j#$ "]VK79@7QCL9@KAC" "%‘*j#$
.]VK79@7QCL9@KAC""%‘*j#$V;C8L97F<L@9@M""’‘’j#$
Z@FFC9AF78C?@9@M" %‘"j#$3LA?7QCL9@KAC" E‘"j#$
,A9K7MNAKC " ’‘(j#$ -]VK79@7QCL9@KAC " ’‘(j#$
TCL9@K7A?@9@M" ’‘(j#$ 3L9A87QCL9@KAC " ’‘(j#$
X8L;CMMARA@? TCL9@KAC" "(‘’j#B 可 以 看 出$ &]
VK79@7QCL9@KAC是该微生物群落中数量最大的一个
类$"]VK79@7QCL9@KAC是这一生态系统中的第二大类
细 菌$ .]VK79@7QCL9@KAC 为 第 三 大 类 细 菌$
V;C8L97F<L@9@M门细菌在文库中所占比例也较高B

"‘) C炭样克隆文库中细菌的 "&’ 个阳性克隆
的 "%5 KW,3序列分属 "( 个细菌类群$分别为 &]
VK79@7QCL9@KAC" ’"‘%j#$ V;C8L97F<L@9@M" "(‘&j#$
TCL9@K7A?@9@M" "(‘&j#$ "]VK79@7QCL9@KAC" #‘(j#$
3LA?7QCL9@KAC " #‘(j#$ ,A9K7MNAKC " $‘’j#$ .]
VK79@7QCL9@KAC" $‘’j#$ X8L;CMMARA@? VK79@7QCL9@KAC
" )‘Ej#$ Z@FFC9AF78C?@9@M" *‘%j#$ X8L;CMMARA@?
TCL9@KAC""E‘Ej#B可以看出$"‘) C炭样克隆文库
中 &]VK79@7QCL9@KAC和 "]VK79@7QCL9@KAC两纲细菌与 )
C炭样相比所占比例较低$但依然是该克隆文库中
主要的微生物种群B

将 ’ 个样品克隆的基因型序列输入 ,6T.网
站$用 T4352程序与数据库中已有的序列进行比
对B为了了解这些细菌的系统发育地位$除了数据

库中同源性最高的序列之外$本研究还下载了一些
同源性较高的已知菌种的序列$与所得序列分别构
建了 VK79@7QCL9@KAC和其它类群细菌的系统发育树$
确定该克隆的细菌种属B

比对结果表明$ ) C炭样中许多细菌的 "%5
KW,3序列与数据库中已经存在序列相似性比较
低$很多相似性在 #)j以下$最低达 &&j$而且绝大
多数序列来源于未培养的微生物B与文库中相似性
较高的序列大多来自于土壤(活性污泥(地下水(江
河湖泊及城市供水系统等相关环境B

从图 "(’ 可以看出$) C炭样中绝大多数克隆都
与未培养细菌亲缘关系较近$只有克隆 "D’’ 与
H$’#’7’*-7.2#.’̂.7"72’2在系统发育树上聚为一类B
H$’#’7’*-7.2#.’̂.7"72’2为台湾几丁单胞菌$是台湾
研究者 ’((E 年刚刚从淡水池塘里分离出来的一个
新属(新种$有较强的几丁质分解功能 *&+B该细菌属
红环菌科$为革兰氏阴性微弯曲杆菌$具有单鞭毛的
运动性B本菌可利用几丁质为唯一碳(氮(能源生
长$并可于好氧与厌氧下生长B最适生长温度范围
为 ’) g*$m$酸碱度范围为 N\% g&B与文库中克
隆相似性较高的序列均来自相关环境的未培养
细菌B

比对结果表明$ "‘) C炭 样 中许 多细菌 的
"%5 KW,3序列与数据库中已经存在的序列相似性
比较低$很多相似性在 #)j以下$与 ) C炭样相同$
绝大多数序列来源于未培养的微生物$与文库中相
似性较高的序列同样来自于土壤(活性污泥(地下
水(江河湖泊及城市供水系统等相关环境B

从图 * 中可以看出$"‘) C炭样中绝大多数克隆
都与未培养细菌亲缘关系较近$只有 * 个克隆子与
已知序列亲缘关系较近B克隆 %D’" 与阿菲波菌属
"8I’+’.#细菌在系统发育树上聚为一类B该属细菌
为人类病原体$在脱氮反应器中比较常见$主要起亚
硝酸盐氧化的作用 *#+B从图 E 中可以看出$克隆 %D
’( 与 C’,"&&)&. 2#.&"%’M9KCA8 3266*)"’’ 的亲缘关系
最近$该菌株分离自淡水湖泊$’((’ 年刚被确立为
一个 新 种 *"(+B克 隆 %D’) 与 金 黄 杆 菌 属 细 菌
"H$,%2"-(.5#",’)*#聚在一个分枝上$该属细菌可降
解多种难降解有机物$如苯胺(甲基叔丁基醚等 *""+B
金黄杆菌呈金黄色(不透明(表面光滑湿润(边缘整
齐(易挑取$菌呈杆状$为革兰氏阴性菌B黄杆菌纲
主要存在于水生环境中$也会在食物中存在B多数
黄杆菌纲细菌对人无害$但脑膜脓毒性金黄杆菌
"H$,%2"-(.5#",’)**"7’7X-2"+#’5)*#可引起新生儿脑

##E"
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图 MNU F 炭样的 2&+)%+3F7)%&’F 门细菌系统发育树
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膜炎B最近科学家又在原料奶中发现了一种新型的
细菌H$,%2"-(.5#",’)*-,.7’*"72"$这种细菌在极低的
温度下都可以生存$对人体造成的影响还不明确$相
关科学家表示$这种新型细菌的数量和危害性比以
前人们预计的要复杂的多B

EN讨论

’ 个炭样的分子克隆文库中$变形细菌门的细
菌占了很大的比例B变形细菌门"VK79@7QCL9@KAC#为
革兰氏阴性菌$多数营兼性或者专性厌氧及异养生
活$但有很多例外B研究结果表明$’ 种活性炭样品

的细菌群落中$&]VK79@7QCL9@KAC纲细菌均占优势地
位B这与 &]VK79@7QCL9@KAC纲细菌的生理特征有关$
它们是典型的贫营养型细菌$适合在贫营养环境中
生存B供水系统是一个典型的贫营养环境$故这类
细菌在群落中占优势地位就不足为奇了 *"’+B6:@8
等 *)+用构建 "%5 KW,3克隆文库的方法和 =.5\方
法研究了用于饮用水处理的反渗透膜反应器中的细
菌群落 结构$ ’ 种 方 法 的 研 究 结 果 一 致 表 明
&]VK79@7QCL9@KAC纲细菌占了反应器细菌总数的 )(j
左 右 *)+B 这 一 比 例 要 高 于 本 研 究 的 结 果B

"DVK79@7QCL9@KAC纲 细 菌 在 代 谢 类 型 上 与

(()"
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图 PNU F 炭样的其它门细菌系统发育树
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&DVK79@7QCL9@KAC纲较为相似$但它们多生活在相对缺
氧的环境$且以小分子有机质为营养物质的来源B
"DVK79@7QCL9@KAC包括很多好氧或兼性细菌$但也有
一些无机化能种类*如可以氧化氨的亚硝化单胞菌
属 " @’#,-2-*-7.2#+ 和 光 合 种 类 * 红 环 菌 属
"E$-Y-5%5&)2#和红长命菌属"E)(,’3’3.9#+B很多种
类可以在环境样品中发现$如废水或土壤中B
cCU8@K等 *"*+研究发现 "DVK79@7QCL9@KAC纲是废水处

理 系 统 中 的 最 优 势 类 群$ 其 次 是 拟 杆 菌
"TCL9@K7A?@9@M# B钦颖英等 *E+对给水生物预处理反
应器中的细菌种群研究后发现 "DVK79@7QCL9@KAC纲并
不是给水生物膜中的最大类群$也未发现相似于拟
杆菌的克隆子B本研究结果表明$给水系统活性炭
生物膜中 "DVK79@7QCL9@KAC纲细菌不是生物膜中的最
大类群$但也的确发现了拟杆菌门细菌$这说明在给
水和废水的处理系统中$或同是在给水处理系统中

"()"
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图 ENMOU F 炭样的 2&+)%+3F7)%&’F 门细菌系统发育树
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细菌的群落结构也有所差异B
) C炭样的细菌群落中 .DVK79@7QCL9@KAC占有重

要的地位$达 "%‘*jB"‘) C炭样中 .DVK79@7QCL9@KAC
只有 $‘’jB.DVK79@7QCL9@KAC多数为严格厌氧的一
些 种 类$ 如 硫 酸 盐 还 原 菌 * 脱 硫 弧 菌 属
"O"2)&I-3’(,’-#(脱硫菌属"O"2)&I-(.5#",#(脱硫球菌
属"O"2)&I-5-55)2#(脱硫线菌属"O"2)&I-7"*.#等+和
硫还原菌*如除硫单胞菌属"O"2)&I),-*-7.2#+$以及
具有其它生理特征的厌氧细菌$如还原三价铁的地
杆菌属"V"-(.5#",#和共生的暗杆菌属"C"&-(.5#",#和
互营菌属"?%7#,-+$)2#B.DVK79@7QCL9@KAC最主要的特
征就是硫酸还原$就是在缺氧的条件下将硫酸盐还

原成硫化物$同时氧化有机物B实验结果显示$炭龄
长的活性炭表面 .DVK79@7QCL9@KAC所占比例较高$而
炭龄短的活性炭上 .DVK79@7QCL9@KAC所占比例较低B
说明炭龄长的活性炭上参与硫酸还原反应的细菌所
占比例较高$而炭龄短的活性炭上参与硫酸还原反
应的细菌所占比例较低B

) C炭 样 的 细 菌 群 落 中 硝 化 螺 旋 菌 门
",A9K7MNAKC#所占比例为 ’‘(j$"‘) C炭样所占比例
提高到 $‘’jB,A9K7MNAKC是一类革兰氏阴性细菌$
为好氧菌$其中的硝化螺旋菌属"@’#,-2+’,.#可将亚
硝酸盐氧化成硝酸盐B所以$这类微生物在供水生
态系统中主要起硝化作用B结果表明$炭龄短的活

’()"
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图 QNMOU F 炭样的其它门细菌系统发育树
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性炭表面硝化螺旋菌门这类好氧菌所占比例较高B
) C 炭 样 的 细 菌 群 落 中 浮 霉 菌 门

"V;C8L97F<L@9@M#所占比例为 "’‘’j$"‘) C炭龄炭
样所占比例为 "(‘&j$在各自文库中的所占比例均
较高BV;C8L97F<L@9@M细菌是一小门水生细菌$在海
水(半咸水(淡水中都可被发现BV;C8L97F<L@9@M的
某些 细 菌 如 "H.7Y’Y.#)26,-5.Y’. #( "H.7Y’Y.#)2
>)"7"7’.#和"H.7Y’Y.#)2?5.&’7Y).#属$它们至今未
能成功分离得到纯菌株$因此尚未获得正式命名和

分类B但它们能够在缺氧环境下利用亚硝酸盐
",0i

’ #氧化铵离子",\a
E #生成氮气来获得能量$因

此 称 作 厌 氧 氨 氧 化 菌 " C8C@K7QAL CFF78A>F
7IA?C9A78$ 38CFF7I#$对全球氮循环具有重要意义$
也是污水处理中重要的细菌B

) C炭样的细菌群落中拟杆菌门"TCL9@K7A?@9@M#
所占比例为 ’‘(j$"‘) C炭样所占比例为 "(‘&jB
TCL9@K7A?@9@M包括三大类细菌$即拟杆菌纲(黄杆菌
纲(鞘脂杆菌纲B很多拟杆菌纲的种类生活在人或

*()"
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者动物的肠道中$有些为病原菌$其中脆弱拟杆菌和
产黑色素拟杆菌是引起阑尾炎和败血症的常见
菌 *"E+B

) C 炭 样 的 细 菌 群 落 中 酸 杆 菌 纲
"3LA?7QCL9@KAC#所占比例为 E‘"j$"‘) C炭龄炭样
所占比例为 #‘(j$酸杆菌纲细菌多为厌氧菌B

文 库 中 还 包 括 芽 单 胞 菌 门
"Z@FFC9AF78C?@9@M#(放线菌门 "3L9A87QCL9@KAC#及
未分类细菌$但所占比例均较小B

在 ’ 个炭样中共发现了 ’ 种潜在致病菌$分别
为阿 菲 波 菌 属 " 8I’+’. # 细 菌 和 金 黄 杆 菌 属
"H$,%2"-(.5#",’)*#细菌$因此对饮用水的生物安全
性带来一定的风险$这就对后续的消毒工艺提出了
更高的要求$必须采用高效的消毒手段才能确保饮
用水的安全B

QN结论

""#对细菌 "%5 KW,3克隆文库分析结果表明$
活性炭表层生物膜中细菌种群多样性十分丰富$’
种生物膜中的微生物种群较为相似$但所占比例有
所差异B变形菌门细菌在整个克隆文库中占了很大
的 比 例$ 优 势 种 群 为 &]VK79@7QCL9@KAC 和 "D
VK79@7QCL9@KAC纲$它们是各生态环境中的常见细菌
类群B

"’#炭龄长的活性炭表面参与硫酸还原反应的
厌氧菌所占比例较高$而硝化螺旋菌门这类好氧菌
所占比例较低$炭龄短的活性炭上的情况正好相反B

"*#由于成熟的生物膜表面与原水接触$较容
易地吸取养料和溶解氧$形成由好氧和兼氧微生物
组成的好氧层’而生物膜内$由于缺氧形成厌氧和兼
性微生物组成的厌氧层B随着使用年限的延长$活
性炭表面逐渐形成了一层生物膜$炭龄长的活性炭
上生长有较多的厌氧菌和较少的好氧菌说明炭龄长
的活性炭较炭龄短的活性炭表面生长有更为成熟的
生物膜B

"E#在 ’ 个炭样中共发现了 ’ 种潜在致病菌$
分别为阿菲波菌属 "8I’+’. # 细菌和金黄杆菌属
"H$,%2"-(.5#",’)*#细菌$因此对饮用水的生物安全
性带来一定的风险$这就对后续的消毒工艺提出了
!!

更高的要求$必须采用高效的消毒手段才能确保饮
用水的安全B
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