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再生水补水对河道底泥细菌群落结构的影响
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摘要：以北京市永定河麻峪湿地再生水补水口附近河道底泥为研究对象，应用末端限制性片段长度多态性(Terminal Restriction

Fragment Length Polymorphism，T—RFLP)技术探究再生水补水El附近底泥细菌群落结构的空间差异特征以及环境因子所产生的

影响，并借助典范对应分析(Canonical Correspondence Analysis，CCA)方法分析麻峪湿地底泥细菌群落结构空间差异特征的形

成原因。分析结果表明：河道底泥微生物群落对再生水的净化主要发生在距补水口1200m的范围内，随着再生水与上游来水

径向混合净化渐变过程，在补水口2000m处河道底泥微生物群落结构与河道再生水补水I=1上游趋于相似。基于样点聚类结果

的群落结构多样性分析表明随着再生水净化过程的实现微生物综合多样性指数呈现下降的趋势，从均匀度指数的变化趋势看，

再生水补水口具有最高均匀度指数，补水口下游1200米处由于非优势菌群所占相对丰度最低以及偶见菌群缺失，导致群落结

构比较单一、群落多样性和均匀度指数都最低。CCA方面分析结果表明再生水补水El上游细菌群落与因累积效应形成的重金

属有密切关系，补水口出口底泥细菌群落则主要受到总磷和总有机碳的影响较大，而再生水补水与上游来水汇水径向渐变过程

可能与氨氮净化具密切关系。研究区的主要优势菌种为假单胞菌属、贪食菌属和芽孢杆菌属，是与再生水中有机碳、氮降解具

有密切关系的菌属。
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Influence of reclaimed water on the bacterial community structure of sediment
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Abstract：We investigated changes in bacterial community structure and diversity in urban river sediment in a Mayu

wetland upon addition of reclaimed water．We employed a range of analytic procedures，including terminal restriction

fragment length polymorphism(T—RFLP)，hierarchical clustering，the diversity index，and canonical correspondence

analysis(CCA)，to provide a general framework for the estimation and statistical testing of effects on local biological

communities．As expected，our results showed that water purification occurred over the 1200 m range downstream of the

reclaimed water outfall．The bacterial community structure found in sediment beyond 2000 m downstream of the outfall was

similar to that of sediment found upstream．Shannon—Wiener index values declined from the ouffall to 1 200 m downstream，

along the area of reclaimed water purification．This was consistent with the observed decline in the evenness index，which

was at a maximum at the ouffall and reached its minimum value at the 1200 m point．a section characterized by the 10west
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proportions of non．dominant bacteria and a lack of rare bacteria．In contrast， CCA results revealed a close relationship

between the bacterial community in the upstream sample and the accumulation of heavy metals．The
bacterial community at

the outfall was mainly influenced by total phosphorus and organic carbon，suggesting
a crucial role for the biological

purification of ammonia during mixing of reclaimed water and upstream
fiver water．In addition，we found that the major

genera occurring in the studied areas(Pseudomonas，Variovorax，Streptomyces，and Bacillus)were implicated in the

biodegradation of organic carbon and nitrogen in reclaimed water．

Key Words：reclaimed water；bacterial community diversity；T—RFLP(terminal restriction fragment length

polymorphism)；CCA(canonical correspondence analysis)

再生水作为一种稳定的再生水源，在缓解北京市水资源供需矛盾、减轻水环境污染方面发挥重要作用。

然而再生水水质特性决定了其必然会改变河道生态水文过程和污染物迁移运转，进而通过河道垂向渗漏过程

影响周边地下水水质特性和污染物迁移运转。城市河道具有良好的环境污染修复能力，能有效消除水体氮、

磷、各种有机物质¨。2。。河道水质特别是营养物和污染物的变化将显著影响湿地生态系统微生物群落结构与

功能阳]。外源污染物稀释、迁移、转化和降解过程伴随着适应性微生物激活及非适应性微生物抑制的过

程[4]，尤其是水域生态系统的硝化和反硝化空间耦合关系通常发生在河道中能提供不同氧浓度梯度的底水一

饱水沉积物中好氧和厌氧界面∞。，因而在河道水质净化及其河道一地下水渗漏系统中污染物修复方面发挥重

要作用。基于此分析再生水受纳河道中底泥细菌群落结构的空间变异，解析导致微生物群落结构空间变异的

主要环境要素，揭示对关键环境要素起降解作用的优势菌属，为北京市河道再生水补水的利用提供科学合理

的依据。

1材料与方法

1．1研究区概况

麻峪湿地净化系统地处北京市西部，属于门头沟永

定河段，于2011年建成。该地段位于五里坨和广宁村

之间，研究全长2600m。麻峪湿地段有门城污水处理

厂，位于北京市门头沟区永定河门城镇段西侧，占地

10500m2。该污水处理厂13处理能力为40000m3。污水

处理工艺主要包括预处理、生物处理、污泥处理和除臭

工艺四部分，确保处理后的水质达到国家二级排放标

准。除臭工艺是在北京市污水处理领域中首次采取，较

好地解决了厂区附近区域内大气受到污染的问题，其出

水排入麻峪湿地。

1．2样品采集及理化指标分析

本研究于2012年10月采集麻峪湿地河道河岸带

底泥样品，依据《永定河生态功能区划》，采样点分别布

设在中门寺沟和高井排洪渠补水口附近湿地、补水口上

游湿地以及补水口下游湿地。具体采样点包括：取补水

口上游300m处点位MK、MKl、MK2，补水断面有中门

寺沟补水口MB、MPl，高井沟排洪渠补水口MP2，MH

为距离补水口下游1200m处混合断面，MJ为距补水口

下游2000m处净化断面。具体位置见图1。每一个采

图1北京市麻峪湿地采样点分布图

Fig．1 The distribution map of sample sites in Beijing Ma

Yu wetland

MB、MPl、MP2为再生水补水口，MK、MKl和MK2为再生水补水

口上游300m样点．MH为补水口下游800m处样点，MJ为再生水

补水口下游2000m采样点
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样点沿河道横断面从中间到两岸均匀采集5个平行样，采样深度距离河底20era处，每个样点采集约5009底

泥，置于干净密封的聚四氟乙烯塑料袋中，低温储藏带回实验室进行分析处理，并对样品进行编号。每个样点

5个平行样共计25009土壤搅拌混匀提取约5009作为一个样方并重新编号。编号后的样品分两部分，其中一

部分进行常规理化指标分析，总氮(TN)的测定采用凯氏定氮法(GB／T1 1894．1989)，总磷(TP)的测定采用碱

熔一钼锑抗分光光度法(HJ632-2011)、总有机碳(TOC)采用重铬酸钾氧化一分光光度法(HJ615／2011)测定，铵

态氮采用2molZL KCl浸提一靛酚蓝比色法测，ORP(Oxidation—Reduction Potential)采用ORP仪直接测量，重

金属采用原子吸收光谱法来测定，具体测定结果见表1。剩余底泥样品于一4℃下保存，用于微生物群落结构

分析。

表1麻峪湿地底泥的理化性质

Table 1 Sediment physicochemical properties at sampling in Ma Yu wetland

I．3基于T．RFLP的微生物群落结构分析

1．3．1 DNA提取

采用土壤样品提取试剂盒(天根生化科技北京有限公司)提取底泥样品总DNA，操作步骤按照使用说明

书进行。提取总DNA经0．8％(质量／体积)琼脂糖凝胶电泳检测鉴定，提取的DNA放置于一20℃条件下保存

备用。

1．3．2 PCR扩增

PCR技术依据史青应用T—RFLP技术分析滇池污染水体的细菌群落技术。6。进行扩增。

1．3．3末端限制性片段长度多态性(T—RFLP)分析

分别采用Msp I、蜘I、HaeHI对荧光PCR产物进行酶切。在37。C下放置3—5 h。然后在65℃条件下温
浴15 rain使酶失活。随后将酶切产物送至天根生物技术有限公司进行基因扫描(GeneScan)，得到T—RFLP

图谱。

1．3．4数据处理与分析

T．RFLP谱图用Peak Scanner进行分析。舍去小于50 bp和大于500 bp的片段。对于细菌，由于相对数

量过小的限制性末端片段(T—RFs)不会对群落的特性产生明显的影响"。93。故在本分析中舍去了相对数量<

1％的T．RFs，然后分别计算图谱中每一个峰的峰面积与所有峰总面积的比值，将每个T-RF所占的百分比作
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为权重导入Primer软件，聚类方法选择组间平均距离法，距离选择平方欧氏距离，做出聚类分析图。借助

PRIMER和Excel2007软件，以麻峪湿地的8个底泥样品的111个T—RFs类型的相对峰面积为原始矩阵，借助

PRIMER软件实现样点的聚类，同时计算细菌群落物种的综合多样性指数(Shannon-weaver index)、物种丰富

度指数(Margale index)和均匀度指数(evenness index)，分析底泥细菌群落多样性的空间差异。借助

CanoDraw for Windows和Excel2007软件对环境因子和样方进行排序分析。以8个样本中细菌菌群的相对丰

度组成的物种矩阵和15种环境参数组成的环境变量矩阵为基础数据，进行DCA(Detrended correspondence

analysisi)排序，在DCA分析环境梯度轴长大于4．0的前提下，进而运用非线性的单峰排序方法CCA

(Canonical correspondence analysis)，得到样方、物种、环境因子相互关系的二维排序图¨⋯。Mica对比是将

Haem、Msp I、Afa I 3种内切酶消化的T-RFLP图谱属性数据上传到Phylogenetic AssignmentTool(PAT，

https：／／secure．Limnology．wisc．edu／trflp／newuser．jsp)网站，并结合Mica(http：／／mica．ibest．uidaho．edu／pat．

php)网站通过Viaual Digest(ISPaR)模块产乍的基础数据库对起主要作用T—RFs类型的系统发育分类进行

推测，最终得出可能对应的种属。

2结果与讨论

2．1不同内切酶消化多样性比较

图2是对8个样品细菌16S r DNA的荧光引物PCR扩增产物经限制性内切酶Msp I、HaeIII和Afa I消

化后的扫描图谱，该图谱总体呈现了降噪后不同T．RFs类型在不同酶切作用下细菌群落的整体分布情况。同

一个样品经Msp I、肌eIII及Afa I等3个不同的内切酶消化后，反映出的总T—RFs数和总峰面积具一定的差

异，即Msp I和胁eIII消化结果的多样性明显优于Afa I，即利用内切酶Msp I和HaelII能够揭示更高的丰富

度，但Afa I酶切扫描图谱多样性较低。基于此，后续的多元统计分析均以经内切酶Msp I和HaelII消化的T-

RFLP图谱文件进行分析。
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图2麻峪湿地底泥细菌经Msp I、而k口Ill及Afa I酶切的T·RFs

Fig．2 T-RFs of Sediment bacteria with Msp I、Haelll and Afa I digestion in Ma Yu wetland
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2．2基于T-RFLP谱图的聚类分析

把采集样品基于T．RFLP微生物群落结构分析的谱图进行预处理之后，采用Primer进行聚类分析，结果

如图3所示。从图可以看出微生物群落结构在再生水河道补水口和上下游均发生较明显的变化。以相似性

53％为标准，将其划分为四大类，第1类：再生水河道补水口上游300m处MK、MKl、MK2样点和补水n下游

2000m处的MJ样点；第Ⅱ类：再生水补水口河道底泥MPl、MP2两个样点；第Ⅲ类：距离再生水补水口河道底

泥1200m的混合样点MH；第Ⅳ类：再生水补水口底泥MB样点。从聚类结果可以看出，在距补水口下游

1200m的范围内，河道底泥微生物群落组成发生了较大的改变，随着再生水与上游来水径向混合渐变净化过

程，在补水口2000m处，河道底泥微生物群落结构与河道再生水补水口上游趋于相似。其次，位于再生水补

水口底泥微生物群落结构与其他样点间变化存在较大差异，说明补水口附近底泥的生物物理化学过程显著区

别于主河道底泥，需进一步结合微生物组成成分解析。为了分析基于Msp I酶切T—RFLP的稳定性，将Haelll

酶切分析结果同样进行聚类分析，结果见图3，从分析结果可以看出两个酶切结果具有相似的结论。

MP2

MPl

MH

MJ

MK

MI(2

MKl

MB

40 60 80 100

MspI细菌聚类结果

图3 基于T-RFLP图谱的底泥细菌群落结构聚类分析

Fig．3 Dendrogram of hierarchical cluster analysis of Sediment bacteria based on the T-RFLP profiles

2．3基于聚类群落多样性结果的分析

根据聚类结果，计算了以Msp I为酶切的不同聚类中各片段的丰度，并定义T．RFs片段丰度值>4％的类

型为优势菌群，而片段丰度值<1％的类型为偶见菌群，其余为非优势菌群¨1I。从表2可以看出，第Ⅳ类物种

丰富度及综合多样性指数显著高于其他类，第Ⅳ类在群落结构上表现为最高偶见菌群丰度值及最高非优势菌

群丰度值，以及优势菌群比其他类稍低的丰度值。究其原因细菌偶见菌群一般是伴随着环境扰动导致新物种

的产生或者已存物种的消亡而出现，细菌优势菌群则是由于适应环境变化后在群落中发挥重要净化作用而存

在的物种菌群，细菌群落在不断出现新物种和逐步适应新环境这两个过程中交替演变，从而使底泥能够更准

确的反应长期富集于再生水补水口附近各类准持久性有机污染物和消毒副产物。除第Ⅳ类外，其它类综合多

样性指数则呈现第Ⅱ类>第Ⅲ类>第1类的变化趋势，综合多样性指数的这种变化趋势表现为，再生水补水和

上游来水汇水过程水质净化微生物生态过程相一致，即随着再生水净化过程的实现，微生物综合多样性指数

呈现下降趋势。从均匀度指数的变化趋势看，第Ⅱ类具有最高均匀度指数，原因是第Ⅱ类的优势菌群、非优势

菌群和偶见菌群的T．RFs数和相对丰度分布较为均匀，群落结构较为稳定，在再生水水质净化过程中发挥重

要作用。而第Ⅲ类则由于其具最高优势菌群数和最优势菌群相对丰度值，偶见菌群缺失，导致其群落结构比

较单一，群落多样性和均匀度指数都最低。

2．4基于CCA排序的群落结构变异的环境解释

运用典范对应分析(CCA)排序法，分析再生水补水对城市河道底泥细菌群落结构特征及其成因。在

CCA排序图中，各划分因子用箭头表示，箭头连线的长短表示样方与因子相关性的大小，线越长，说明相关性

越大，反之则小。连线与排序轴的角度表明功能群划分因子与该排序轴相关性的大小(Pearson相关)，夹角

越小，相关性越大。箭头所在象限表示功能群划分因子与排序轴的正负相关关系。12I，各椭圆形为所划分的各

类功能群，圈内的字母为样方。根据各采样点分布特点，以Msp I酶切的8个样点和环境因子进行趋势对应
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分析(CCA)，排序结果表明，CCA排序图第一轴AXl和第二轴AX2的特征值累计占总特征值的65．83％，置

信度P=o．03，排序图包含了大部分的信息，排序效果良好(图4)。

表2以Msp I为酶切的不同底泥细菌群落多样性分析

Table 2 Diversity of Bacterial Community in Different Groups Sediment Bacteria啊th Msp I

第Ⅳ类、第Ⅱ类、第Ⅲ类和第1类按照河道位置排序，其中，第1类中包括再生水补水口下游和上游点位

麻峪湿地的8个采样点四大类在CCA轴上得到了很好的分化。总的来看与第一排序轴相关性最高的环

境因子是TN(o．9987)，基于分类的各类型样点在x轴方向上从左到右表现为第Ⅱ类>第Ⅲ类>第1类的变化

趋势，这种变化趋势与综合多样性指数变化趋势一致，同时与再生水补水上游来水径向汇流过程相一致，环境

因子及群落分布趋势联合分析表征再生水与上游来水水质净化过程中微生物净化主要体现在TN的变化过

程。与第二排序轴相关性高的的环境因子是TP(0．9961)、ORP(O．72888)、TOC(0．6342)，而在Y轴方向上则

表现为第Ⅳ类与其他群落类型之间的差异，指示第Ⅳ类底泥微生物净化过程主要以磷微生物地球化学过程为

主，其次是TOC相关的生物化学过程为主，而氧化还原电位的改变是与磷、TOC微生物地球化学过程紧密联

系的重要环境因子。结合图4可知第Ⅳ类独立于其他菌群位于图右上方，表明其具独特的微生物生态特征。

第1类与Pb、Fe、V、Ni、Ti、zn、cd等重金属具有较高相关性的结果则说明上游河流沿岸的生活污水、工业废

水点源排放及农田径流非点源排放引发的重金属污染在自然营力作用下从水中沉淀下来¨3|，进而对底泥细

菌群落结构和种群数量的影响较大。对于第Ⅱ类和第Ⅲ类则与铵态氮有密切关系，说明再生水补水口与上游

来水径向渐变过程可能与氨氮降解过程有关。对于第Ⅱ类和第Ⅲ类的细菌群落由于是处在补水口以及其混

合断面内，按照Drury等人的研究理论，铵态氮不会随着水流被冲向下游而逐步降解，反而是缓慢沉积在底泥

中通过被吸附和固定的方式在土壤胶体表面和胶体晶格中保存下来¨41，因此在第Ⅱ和Ⅲ底泥样点中的菌群

表现为与铵态氮存在着密切的关系。综合以上，再生水补水口出口底泥细菌群落则主要受到总磷的影响较

大，相对再生水补水与上游来水汇水过程细菌群落则主要与氨氮的净化具密切关系。以Hae 111酶切的CCA

聚类图见图4，由图可知，以HaeⅢ酶切CCA聚类图和以Msp I酶切CCA聚类图具有相似的结果，在此不再

赘述。

2．5基于Mica对比的群落结构分析

通过Virtual Digest(ISPAR)模块产生的基础数据库对起主要作用T．RFs类型的系统发育分类进行推测，

其中有将近20％暂不能确定，显示为非培养。另外，有个别的T．RFs类型在数据中无匹配。之后通过计算其

细菌T—RFs的比例，以占据整个T—RF的10％以上为优势菌种，筛选后结果见表3。由表可知，第1类中主要优

势菌群为贪食菌属、芽孢杆菌属和链霉菌属。第Ⅱ中主要优势菌群为贪食菌属、芽孢杆菌属、葡萄球菌、肠杆菌、

假单胞菌属和Geitlerinema sp．；第Ⅲ类中主要优势菌群为假单胞菌属和Geitlerinema sp．；第Ⅳ类主要优势菌群为芽

孢杆菌属和气单胞菌属。而贪食菌属和芽孢杆菌属是第1类和第Ⅱ类共有的菌属，葡萄球菌和肠杆菌是第Ⅱ类特有

的菌属，气单胞菌属为第Ⅳ类独有的菌属，假单胞菌属和Geitlerinema sp．属于第Ⅱ类和第Ⅲ类。

http：／／www．ecologiea．cn

万方数据



6748 生态学报 35卷

压
TP 砌

T∞

@

◇NH3"--------_弋 ．1／ C。

(篇◇＼

。品W

、、———／

图4再生水补水河道地底泥采样点与环境因子的CCA排序图

Fig．4 CCA sequence diagram of the sample point and environmental factors on Reclaimed water in river sediment

表3 四大优势类对应的可能种属

Table 3 Four big advantage groups corresponding species

“、／”有细菌；“一”无细菌

本研究中结合基于T．RFLP片段的MiCA比对，结果表明假单胞菌属、贪食菌属、链霉菌属和芽孢杆菌属

是与再生水水质净化具有密切关系的菌属。其中可反应再生水典型特征的第Ⅳ类包含芽孢杆菌属和气单胞

菌属两类优势属，有报道称气单胞菌在湿地系统氮、磷循环过程中起重要作用，其生长受铵离子、氮、磷浓度影

响明显‘"]，具有将NO；转化为NO；的能力¨6l。芽孢杆菌属可迅速降解包括鱼的排泄物、残余饲料、浮游藻

类尸体和池底淤泥在内的有机物，使之生成硝酸盐、磷酸盐、硫酸盐等无机盐类，从而降低水中COD、BOD的

含量，维持良好的水域生态环境¨7|。本研究中仅出现在第Ⅳ类中的气单胞菌属和在各菌群普遍存在的芽孢

杆菌属说明再生水补水口附近底泥细菌受到磷浓度及有机物的影响较大，这与CCA分析的与环境因子TP、

TOC关系密切的结果保持一致。再生水与上游来水混合渐变过程中的第Ⅱ类和第Ⅲ类具共有优势菌属假单

胞菌属和Geitlerinema sp．属。据文献可知假单胞菌属是一种有机污染中普遍存在的菌属，可以利用包括单碳

在内的许多有机物作为自身的能量和碳源，以有机氮或无机氮为氮源进行化能营养生活¨⋯，而Geitlerinema

sp．是专性属于底栖生物环境，隶属于蓝菌门(Cyanophyta)的颤藻目(Oscillatoriales)，与水环境中氮的循环具

有密切关系已得到普遍的认同¨引，这与CCA分析中第Ⅱ类和第Ⅲ类与环境因子氮循环具有密切关系的结果

保持一致。除假单胞菌属和Geitlerinema sp．属外，贪食菌属、芽孢杆菌属、葡萄球菌属、肠杆菌属同样为第Ⅱ类
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优势菌属，其中贪食菌属与Variovorax paradoxus密切的关系，且仅出现于与再生水干扰强度较高的第1类和

第Ⅱ类中，文献表明Variovorax paradoxus在降低毒性等方面发挥重要作用，与CCA分析中第1类与重金属生

物循环具密切关系的结果相一致‘2 0I。

3结论

(1)污水处理厂的再生水直接影响到麻峪湿地微生物群落结构的变化以及微生物群落组成，再生水补水

口下游1200米内河道底泥微生物群落对再生水产生净化作用，在补水口2000m处，河道底泥微生物群落结

构与河道再生水补水口上游趋于相似。

(2)再生水补水VI出u底泥细菌群落则主要受到立地生境中总磷浓度的影响较大，相对再生水补水与上

游来水汇水过程中细菌群落则主要与氨氮的净化过程具密切关系。

(3)假单胞菌属和Geitlerinema作为河道底泥净化过程中的优势菌属表明再生水补水与上游来水混合的

径向渐变过程中菌群主要与有机物和氮的降解具密切关系；气单胞菌出现在中门寺补水口说明其附近底泥细

菌群落结构的变化受到磷浓度的影响较大；Variovorax paradoxus可能在降低环境中的重金属毒性方面发挥重

要作用。
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