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摘要(采用选择性平板培养基法和 ?-&7C[["法&比较研究了人工湿地污水处理系统中植物套种模式和无植物单元在不同季

节和不同单元之间根际微生物多样性J结果表明&植物套种模式的根际微生物数量明显高于无植物模式&夏季明显多于冬季J

在三级串联的处理单元之间&夏季根际微生物数量呈现+少7多7少,的变化规律&冬季无明显的变化 规 律JS?[(*聚 类 分 析 显

示&除冬季个别样外&相同季节的处理均聚集在同一个分支下&且微生物多样性指数夏季高于冬季J得到的 3 个差异序列!CE2

TCE3"&经 D+*,)比较&分别找到源性最近的已知类群&分别为大肠杆菌#柠檬酸细菌#变形菌#产酸克雷伯菌#伯克霍尔德氏

菌JD+*,)>比较发现 CE2 与分支杆菌噬菌体和解淀粉芽孢杆菌生命活动相关’CE/ 是一种保守假设 *)?结合蛋白’CE. 与蜡

样芽孢杆菌生命活动相关’CE5 参与微生物的分解代谢活动’CE3 与微生物通过代谢分解有机物有关J
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!!在人工 湿 地 植 物 根 际 附 近 分 布 有 大 量 的 微 生

物&根际微生物与根系组成了一个特殊的生态系统&
其繁殖速度快&数量多#代谢能力强&对土壤有机质

的分解#无机质的转化#氮的固定以及提供植物营养

都具有重要作用J研究发现微生物是维持湿地生态

系统和实现生态净化功能及其物质和能量转化的重

要组成部分 )2 T.*J湿地中微生 物 的 群 落 特 征 与 功 能

是评价人工湿地作用的重要指标之一&近年来对人

工湿地微生物的研究逐渐深入&主要包括微生物种

群时空分布#微生物酶活性#遗传多样性等 )5 T9*J

本研究在亚热带地区建立人工湿地植物套种模

式的基础上&植物套种模式为(0 T6 月种植 暖 季 植

物&当暖季植物到了秋末!22 月"&在地上部枯黄时&
进行暖季植物收割&然后在暖季植物的株行间套种

冷季植物&进入冬季&暖季植物地上部分基本枯死&
这时株行间的冷季植物已经长出&一直到了次年春
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末!3 月"&冷季植物逐渐完成一个生命周期&可以连

根拔出一起收获&此时暖季植物的也开始萌芽长出&
进入下一个暖季植物生长周期J因此&这样以后只要

每年在秋末结合收割暖季植物时套种冷季植物&就

可以快速实现湿地植物的季节更换&保证人工湿地

植物的周年性生长J本研究通过选择性平板培养基

法和 ?-&7C[["方 法 比 较 套 种 植 物 模 式 和 无 植 物

模式!对照"在 不 同 季 节 和 不 同 分 级 之 间 的 根 际 微

生物多样性与种类功能&分析了微生物在人工湿地

中发挥的功能&旨在为提高人工湿地冬季处理效率

的提供基础数据&对于揭示人工湿地净化黑箱效应

具有一定的理论意义J

@A材料与方法

@F@!材料

图 @A人工垂直流湿地系统流程示意

ENLJ2!?PGR:QQGOFH:X:PFNRK=7O=Gcc:F=K;B Q̂QF:U

本实验系统采用 / 套并联三级串连人工垂直潜

流湿地!图 2"&植物套种模式的三级串连人工垂直

流湿地单元 标 记 为!/72&/7/&/7."&无 植 物 模 式 !对

照"的三级串连人工垂直潜流湿地单元标记为!572&
57/&57."&每级单元床体规格为(长 q宽 q深 i3 U
q/ U q2 U& 填 料 层 为 蛭 石J再 力 花 !1O.(*.
J).(9.,."# 梭 鱼 草 !2;+,)J)-*. :;-J.,. "# 美 人 蕉

!&.++. *+J*:."#水葱!I:*-$<5#.(*J<5"为植物套种模

式的暖季 植 物 )4* &金 盏 菊 !&.()+J<(. ;WW*:*+.(*5"#油

菜!Q-.55*:.:.$)5,-*5"#水芹!S)+.+,O)L.#.+*:."#鸢尾

!’-*5$5)<J;.:;-<5"为套种植物模式中套种的冷季植

物 )0* &植物栽植密 度 为 /1 RUq/1 RUJ夏 季 !4 月"
和冬季!2 月"在植物根际附近取土&采用 3 点取样

法&编号 为(夏 季 /72&夏 季 /7/&夏 季 /7.&夏 季 572&
夏季 57/&夏季 57.&冬 季 /72&冬 季 /7/&冬 季 /7.&冬

季 572&冬 季 57/&冬 季 57.&并 保 存 于 g/1m&以 备

实验J

@FG!实验流程及运行管理

进水为生活区污水&污水经过水泵提升后&进入

预处理单元&进行预处理&然后经过布水渠&均匀进

入植物套种模式与无植物对照潜流处理单元&经预

处理后进入潜流湿地处理单元的污水主要水质指标

为( -’C 210M/9 T2/3M45 UL-+g2’ )# .6M3. T
55M54 UL-+g2’)?/M16 T/M5. UL-+g2J实验研究期

间&水力 负 荷 保 持 为 /M5 U.-B g2&污 水 停 留 时 间 在

实验时期内的变化范围约为 50 T91 H&系统 /5 H 连

续运转J
@FH!实验方法

@FHF@!选择性平板培养基法

采用琼脂糖固体培养基法 )6* &先取新鲜的土壤

样品 2 L&置于灭过菌的研钵内&加入少量无菌水&研

磨 2 T/ UN;&至土壤无大颗粒&倒入经过灭菌的 /31
U+三角瓶中J用无菌水按 21 倍稀释法做成一系列

稀释液J选择 . 个连续的稀释度!21/# 21.# 215 "&用

稀释倒平板法进行平板接种J每个稀释度做 . 个平

板&每个平板接种 土 壤 悬 液 2 U+&接 种 后 的 平 板 于

/0 T.1m恒温箱中培养 /5 H 左右&待菌落长出后进

行计数J计算公 式(干 土 菌 数 !个<L" i菌 落 平 均 数

q稀释倍数<干土百分比J
@FHFG!?-&7C[["方法

总 C#*的提 取 方 法 参 照 文 献 )21*(?-&扩 增

反应 体 系 3 "+21 qDIOO:P!含 (L/ A"&5 "+B#)?
!/M3 UUG=<+"&/ "+引 物 [-7.34E&/ "+引 物 326
&&/M3 "+模 板 C#*&1M3 "+1.Z酶 !3 S<"+"&.5
"+BB8/’J?-&程序 为(65m预 变 性 3 UN;&65m变

性 2 UN;&33m退火 .1 Q&4/m延伸 .1 Q&.1 T.3 个循

环&4/m 延 伸 21 UN;&C[["电 泳 方 法 参 照 文 献

)22*J
@FHFH!C[["图谱的微生物多样性统计分析

!2",HK;;G;7ZN:;;:P指数的计算公式为(

R@C%
I

*@2
2*=GL/2* !2"

式中&R为 ,HK;;G; 指数’I 为每个样品的条带数目’

2*@
+*
7
& +*为第 *个种的个体数’7为种群中总的

个体数J
!/",NU\QG; 指数的计算公式为(

[Q @2 C%
I

*@2
2/* !/"

式中&[Q为 ,NU\QG; 指 数’I 为 每 个 样 品 的 条 带 数

目’2*i
+*
7
&+*为 第 *个 种 的 个 体 数’7为 种 群 中 总
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的个体数J
!."相似性聚类分析!-=IQF:P*;K=̂QNQ"
采用 S?[(*聚类分析软件对 C[["指纹图谱

进行相似聚类分析J
!5"C[["电泳图谱分析

使用 jIK;FNF̂ G;:软 件 对 C[["电 泳 图 进 行

分析J
@FHFI!差异片段的克隆测序 D+*,)分析

在紫外灯下切下 C[["条带&洗净后浸泡于 91
"+无菌 (N==N7j水中 /5 H 以上&取 /1 "+进行 ?-&
扩增&扩增产 物 经 C[["确 认 为 单 一 条 带 后&送 交

生 物 公 司 ! ,K;LG;& 上 海 " 测 序J测 序 结 果 提 交

[:;DK;d 并获得接受号J使用 [:;DK;d 的 D+*,)对

测序结果进行同源性分析J

GA结果与讨论

GF@!选择性平板培养基法比较 / 种模式的微生物

多样性

用选择性平板培养基法测定的人工湿地处理池

土壤中细菌菌落总数如表 2 所示J+D培养基平板法

培养的不同稀释度长出的菌落情况如图 / 所示J从

表 2 可以看出(植物套种模式三级单元微生物的平

均数在冬季高出无植物模式 2M/3 q213R:==Q-Lg2&在

夏季高出无植物模式 2M/2 q213R:==Q-Lg2J说明植物

套种模式的根际细菌数量在夏季和冬季都分别明显

高于无植物模式J从三级单元之间细菌数量变化来

看&套种植物 模 式 和 无 植 物 模 式 都 呈 现 +低7高7低,
的变化趋势&说明潜流人工湿地系统中细菌数量有

沿水流方向呈先增加后减少的规律J杨新萍等 )2/* 对

潜流人工湿地处理水中有机物和氮的净化效率及沿

程变化的研究中也发现对 )#去除效果最好的部位

也在其中部&有机物的降解基本在湿地前部与中部

完成J
表 @A夏冬两季细菌数量!以干土计" q213 <R:==Q-Lg2

)K@=:2!?G\I=KFNG; GOUNRPGGPLK;NQUQN; QIUU:P

K;B cN;B:PQ:KQG;Q! BP̂QGN=" q213 <R:==Q-Lg2

编号 冬季 夏季

/72 2M39 3M.0
/7/ /M16 9M21
/7. 2M91 .M4.
572 1M33 .M42
57/ 1M4. 3M39
57. 1M.0 /M.2

GFG!?-&7C[["法比较 / 种模式的微生物多样性

将经过 ?-&后电泳检查后有条带的样品&进行

C[["电泳&结果如图 / 所示&用软件处理后可以做

图 .J从图 /#. 可以看出(/ 种模式在不同季节之间的

条带数量和位置差异很大&2/ 个土样中共检测到 40
种不同的条带&其中夏季的 9 个样!除了 57/ 以外"&
其余样品均检测到的条带数超过了 /1 个&平均为 /2
个&而冬季的 9 个样平均为 0 个条带&说明夏季各处

理单元的微生物种类和数目明显要高于冬季J其中还

发现 2/ 个样品种有很多条带的位置相似&就是说各

处理单元间中存在一些相同的优势菌种 )2.&25*J

图 GAG 种模式夏季和冬季微生物 .cc<图

ENLJ/!C[["GOUNRPGGPLK;NQUN; QIUU:PK;B cN;F:P
!

图 HA.cc<量化图

ENLJ.!C[["X:RFGPNVKFNG;
!

植物套种模式与无植物模式的各处理之间的条

带的数量和位置上均存在一定的差异&在夏季&植物

套种模式的条带都达到 /1 个以上&平均有 /3 个’无

植物的条带平均只有 /1 条’冬季时&植物套种模式

的条带都达到 0 个以上&平均有 2. 条&无植物的条

带最少 . 条&平均也不到 5 条&说明有植物模式的微

66./
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生物多样性在夏季和冬季都高于无植物对照J可见&
植物模式比无植物模式的微生物群落结构复杂&多

样性更好 )23&29*J从 / 种模式的三级单元之间的比较

来看&在 夏 季 都 存 在 + 少7多7少, 的 变 化 规 律&在 冬

季&各级之间无明显的变化规律J这一结果与前面选

择性平板培养基法得到的夏季律数变化规据一致J
GFH!聚类分析

将 C[["图谱中包含的信息进行量化处理&以

二进制的格 式 输 出&再 进 行 S?[(*聚 类 分 析 不 同

处理间细菌群 落 结 构 的 相 似 性&如 图 5 所 示J2/ 个

处理中除冬季 /7/ 外&相 同 季 节 的 处 理 均 聚 集 在 同

一个分 支 下&夏 季 /7. 和 夏 季 57/ 的 相 似 性 系 数 达

到了 31e以上&而冬季相似性系数较高的 572 和 57.
只有 ..M..e&说明夏季微生物多样性指数高J夏季

的 9 个处理基本上属于一个分支&它的相似性系数

为 //M/4e&冬季的 9 个处理除 /7/ 外&572#57.#/7.
号样为一分支&57/ 和 /72 号 样 为 一 分 支&而 它 们 之

间的相似性却只有 3M46e&这说明冬季各处理池中

微生物群落组成间差异较大J

图 IA@G 个土样的聚类分析

ENLJ5!-=IQF:PK;K=̂QNQGO2/ QGN=QKU\=:Q

!

GFI!微 生 物 香 农7威 纳 ! ,HK;;G;" 指 数 和 辛 普 森

!,NU\QG;"指数分析

从表 / 可 以 看 出& ,HK;;G; 指 数 和 ,NU\QG; 指

数&夏季高于冬季&植物套种模式高于无植物模式&
说明夏季微生物种类最多&冬季最少&植物套种模式

微生物 种 类 多 比 无 植 物 模 式 多J这 一 结 果 与 蒋 玲

燕 )24* 研 究 结 果 一 致&黄 德 锋 等 )20* 也 提 出 植 物 在 一

定程度上提高了湿地表层微生物的多样性J
从 / 种模式的三级单元之间的比较来看&都出

现沿水 流 方 向 ,HK;;G; 指 数 和 ,NU\QG; 呈 现 + 少7
多7少,的变化趋势&进一步说明本系统 中 微 生 物 多

样性沿水流方向呈先增加后减少的规律&此结论与

前面选择性平板培养基法得出的结果一致J

表 GAS4$55’5指数和 S0"#1’5指数

)K@=:/!,HK;;G; N;B:aK;B ,NU\QG; N;B:a

样品 ,NU\QG; 指数 ,HK;;G; 指数

冬季 /72 1M6/6 /M9.6
冬季 /7/ 1M6.0 /M44.
冬季 /7. 1M043 /M146
冬季 572 1M944 2M166
冬季 57/ 1M011 2M916
冬季 57. 1M944 2M166
夏季 /72 1M630 .M240
夏季 /7/ 1M699 .M.94
夏季 /7. 1M631 /M669
夏季 572 1M611 /M.1.
夏季 57/ 1M69/ .M/30
夏季 57. 1M631 /M669

GFJ!测序结果分析

在对回收得到的特异片段进行了验证后&对其

中的 3 个片段进行了克隆#测序分析&其核酸测序的

部分结果如下J
CE2( ! [-[-)[[)-)-)-)[-[-[)--[)-*)

[*[-**[[-*))**-)))*-)---))--)----[-)
[*[*[)*-)))*-*----[**[[--))-))-*)*-*
-[-[[-*)[[-)[-*)-*[[-))[-[---*))[)[-
**)*))----*-)[-)[--)---[)*[[------[)
[-

CE/(!-**)--)))-))-)[-[-[)*-[)-*)[
*[-**[[)*))**-)))*-)---))--)----[-)[
***[)*-)))*-**---[**[[--))-))-*)*-*-
[-[[-*)[[-)[-*)-*[[-))[-[---*))[)[-*
*)*))----*-)[-)[--)---[)*[[------[)[
-----[

CE.(!*)[[[[-)-)-)[-[[[)*-[)-*)[*
[-**[[)*))**-)))*-)---))--)----[-)[**
[)*-)))*-**---[**[[--))-))-*)*-*-[-[
[-*)[[-)[-*)-*[[-))[-[---*))[)[-**)*
))----*-)[-)[--)---[)*[[*[)*

CE5(!-[[*[-)-)-)[-[[[)*-[)-*)[*[
-**[[)*))**-)))*-)---))--)----[-)[**
[)*-)))*-**---[**[[--))-))-*)*-*-[-[
[-*)[[-)[-*)-*[[-))[-[---*))[)[-**)*
))----*-)[-)[--)---[)*[[*[)*

CE3( ! )*-)***-)-*)-)[-[[-)*-[)-*)
[*[-***[[)*))**-)))*-)---))--)----[-
)[***[)*-)))*-**---[**[[--))-))-*)*-
*-[-[[-*)[[-)[-*)-*[[-))[-[---*))[)[
-**)*))----*-)[-)[--)---[)*[[------[
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)[
GFK!D+*,)分析

将 所 得 序 列 输 入 [:;DK;d&用 D+*,)程 序 进

行 相 似 性 比 较 分 析J具 体 结 果 如 表 . #表 5 所 示&

所 有 序 列 与 数 据 库 中 微 生 物 29, PC#*序 列 的 相

似 性 在 65e T211e之 间&说 明 所 得 序 列 均 来 源

为 微 生 物& 而 且 在 [:;DK;d 中 找 到 了 最 相 近

菌 属J
表 HA..P;-B:P法分离的 %.D6的特征

)K@=:.!-HKPKRF:PNQFNRQGOR=G;:B RC#*QNQG=KF:B @^CC&)7?-&

RC#*
克隆

引物组合 核苷酸同源(序列号
相似性

<e
蛋白质同源(序列号 K值

CE2 !E.34[-<&320" IO*")((. JE5)+,)-*.)**(]1/111119M2 65 \[2 \PGF:N;(Y?x15953536M2 3:714
CE/ !E.34[-<&320" K5:O)-*:O*. :;(***]Z1/111113M2 211 -G;Q:PX:B H \̂GFH:FNRK=\PGF:N;(**’165/.M2�*"129011x/0 5:722
CE. !E.34[-<&320" K5:O)-*:O*. Q\J*-%C121111..M2 64 8̂ \GFH:FNRK=\PGF:N;( Y?x19/2.191M2 .:716
CE5 !E.34[-<&320" IO*")((. Q\J*-C+12111106M2 64 +’Z jS*+%)h?&’)"%#(Y?x13664690M2 .:716

CE3 !E.34[-<&320" IO*")((. W()!+)-*#-x115452M2 60
.&57BNH B̂PGâ7/7@IFK;G;:757\HGQ\HKF:Q̂;FHKQ:( Y?x
19///991M2

.:721

表 IA在 c*5W$5Z中的最相近菌属

)K@=:5!-=GQ:QFQ\:RN:QN; [:;DK;d

样品 CE2 CE/ CE. CE5 CE3

相近菌属
K5:O)-*:O*. :;(*

大肠杆菌

&*,-;9.:,)-Q\J
柠檬酸细菌

2-;,)<5Q\J
变形菌

N()95*)((. ;!E,;:.
产酸克雷伯菌

Q<-GO;(J)-*. Q\J
伯克霍尔德氏菌

登录号 *(44610.M2 E]11634/M2 [S1431.4M2 E(66/090M2 "S049934M2
K值 2:7/5 2:7/9 6:7/5 9:7// 9:7/4

!!CE2 的 核 苷 酸 序 列 与 痢 疾 志 贺 氏 菌 IO*")((.
JE5)+,)-*.)! 登 录 号(**(]1/111119M2 " 相 似 性 达

65eJD+*,)> 比 较 结 果 发 现 ?[2 蛋 白 ! \[2
\PGF:N;"的 K值为 3:714!登录号(Y?x15953536M2"J
\[2 \PGF:N; 跟分支杆菌噬菌体和解淀粉芽孢杆菌生

命活动相关&因此推测 CE2 差异表达片段可能与某

些微生物的分解代谢生命活动有关 )25&26*J
CE/ 的核苷 酸 序 列 与 大 肠 杆 菌 K5:O)-*:O*. :;(*

! 登 录 号( **]Z1/111113M2 " 相 似 性 达 211eJ
D+*,)>比 较 结 果 发 现 保 守 假 设 蛋 白 !RG;Q:PX:B
H \̂GFH:FNRK=\PGF:N; " 的 K 值 为 5:722 ! 登 录 号(
**’165/.M2�*"129011x/0"&是一种保守假设 *)?
结合蛋白&因此推测 CE/ 差异表达片段可能参与了

微生物的 *)?能量代谢过程J
CE. 的核苷酸序列与大肠埃希氏菌 K5:O)-*:O*.

Q\J! 登 录 号(*-%C121111..M2 " 相 似 性 达 64eJ
D+*,)>比 较 结 果 发 现 假 设 蛋 白 ! 8̂ \GFH:FNRK=
\PGF:N;"的 K值为 .:716!登录号(Y?x19/2.191M2"&
此种蛋白跟蜡样芽孢杆菌生命活动相关J蜡状芽孢

杆菌是分解卵磷脂的主要细菌J据报道&芽孢杆菌都

有解磷的作用 )/1*J因此&可以推测 CE. 差异表达片

段可能与微生物解磷有关J
CE5 的核苷酸序列与志贺氏菌 IO*")((. Q\J!登

录号(*-C+12111106M2"相似性达 64eJD+*,)>比

较结 果 发 现 低 优 质 蛋 白 +’Z jS*+%)h?&’)"%#

的 K值为 0:722 !登 录 号(Y?x13664690M2"&此 蛋 白

与 *?’"载脂蛋白 :相似&载脂蛋白 :是生物必不

可少的甘油 三 酯 正 常 代 谢 丰 富 的 脂 蛋 白 成 分&CE5
差异 表 达 片 段 的 功 能 可 能 是 参 与 微 生 物 的 分 解

代谢J
CE3 的核苷 酸 序 列 与 痢 疾 杆 菌 IO*")((. W()!+)-*

!登录号(#-x115452M2"相似性达 64eJD+*,)>比

较结果发 现 .&57二 羟 基7/7丁 酮757磷 酸 合 成 酶 的 K
值为 .:721!登 录 号(Y?x19///991M2"J.&57二 羟 基7
/7丁酮757磷酸是一种 C8D?合成酶& 提供核酮糖合

成核黄素73 所需的磷酸J核黄素!PN@GO=KXN;" 又 名 维

生素 D/&是 微 生 物 体 内 辅 酶 黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

!E*C"与黄素腺嘌呤单核苷酸!E(#"的组成成分&
参与微生物能量代谢和氧化还原反应&可能与微生

物代谢分解有机物有关J核黄素还能进行可逆的脱

氢加氢反应&作为氧化7还原介质&能有效降解偶氮

染料废水 )/2*JCE3 片段参与微生物能量代谢和氧化

还原反应&可能与微生物通过代谢分解有机物有关J

HA结论

!2"应用 / 种方法进行了根际微生物多样性研

究J选择性平板培养基法显示(植物套种模式的根际

微生物数量在夏季和冬季都明显高于无植物模式J
从三级单元之间变化来看&微生物数量在套种植物

模式和无植物 模 式 都 呈 现 +低7高7低, 的 变 化 趋 势J
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C[["方法显示(植物套种模式微生物多样性在 夏

季和冬季都高于无植物对照&且夏季明显多于冬季J
三级单元之 间 的 微 生 物 数 量 在 夏 季 都 存 在 +少7多7
少,的变化规律&在冬季无明显的变化规律J

!/"从 S?[(*聚类分析 不 同 处 理 间 细 菌 群 落

结构的相似性来看&夏季微生物多样性指数高&冬季

各 处 理 池 中 微 生 物 群 落 组 成 间 差 异 较 大J从

,HK;;G; 指数和 ,NU\QG; 指 数 来 看&夏 季 高 于 冬 季&
植物套种模式高于无植物模式J/ 种模式的三 级 单

元之间都出 现 沿 水 流 方 向 ,HK;;G; 指 数 和 ,NU\QG;
呈现 +少7多7少,的变化趋势&此结论与前面选择性

平板培养基法得出的结果一致J
!."得到的 3 个差异序列&分别为大肠杆菌#柠

檬酸细菌#变形菌#产酸克雷伯菌#伯克霍尔德氏菌J
对序列 D+*,)>比较&发现这 3 个样分别与 ?[2 蛋

白&保守假设蛋白&假设蛋白&低优质蛋白&.&57二羟

基7/7丁酮757磷酸最为相近JCE2 差异表达片段功能

跟分支杆菌 噬 菌 体 和 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 生 命 活 动 相

关’CE/ 差异表达片段功能是一种保守假设 *)?结

合蛋白’CE. 差异表达片段功能跟蜡样芽孢杆 菌 生

命活动相关’CE5 差异表达片段功能可能是参 与 微

生物的分解代谢’CE3 差异表达片段功能可能 与 微

生物进行有机物分解有关J
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