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PCR-DGGE研究沸石植生混凝土微生物群落结构 

张政科
1,2

,虢清伟
2
,颜智勇

1*
,龙  焰

3
,岳  衡

4
,许振成

2 
(1.湖南农业大学环境工程系,湖南 长沙 410128；

2.环境保护部华南环境科学研究所,广东 广州 510655；3.暨南大学环境工程系,广东 广州 510632；4.南华大学市

政工程系,湖南 衡阳 412001) 

 

摘要：采用 PCR-DGGE技术研究了滨水区和非滨水区沸石植生混凝土内部微生物群落结构,结果表明:沸石植生混凝土内部微生物多样性

指数和物种丰度值均很高,滨水区和非滨水区植生混凝土内部微生物多样性指数与物种丰度总体持平,但是各部分微生物丰度差异明显.滨

水区微生物丰度值根部 5~10cm>根部 10~15cm>沸石表面生物膜.非滨水区微生物丰度沸石表面生物膜>根部 5~10cm>根部 10~15cm.基因

测序结果和系统发育树分析可知.滨水区和非滨水区以及沸石混凝土内各部分之间优势菌种各不相同,在滨水区,沸石表面微生物膜中优势

菌种为丙酸杆菌、都柏林克罗诺杆菌和葡萄球菌属,根部 5~10cm 中优势菌种为黄杆菌和沙门氏菌属,根部 10~15cm 中优势菌种为慢生根

瘤菌属;非滨水区,沸石表面微生物膜中优势菌种为芽孢杆菌和红假单胞菌属,根部 5~10cm 中优势菌种为沙门氏菌、微球菌亚目的

Agromyces和酸杆菌属,根部 10~15cm中优势菌种为沙门氏菌属. 
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Abstract：The microbial community composition in zeolite-vegetation-concrete which was grown in waterfront and 

embankment was investigated in this study with PCR-DGGE technology. The results showed that: Shannon diversity 

index and species abundance value of microbial community in the system were high, and the community composition in 

each section of the zeolite-vegetation-concret were very different depending on the depth. The order of species abundance 

value growed in waterfront of zeolite-vegetation-concrete was as followed (from high to low): rhizosphere soil 

(depth:5~10cm)> rhizosphere soil (depth:10~15cm)>zeolite surface biofilm, however, the order of species abundance 

value growed in embankment was very different from the order of waterfront section, which was zeolite surface biofilm> 

rhizosphere soil (depth:5~10cm)>rhizosphere soil (depth:10~15cm). Phylogenetic analysis revealed that, the pre-dominant 

species in zeolite-vegetation-concrete were different in each section. In waterfront section, the pre-dominant species in 

zeolite surface biofilm were Propionibacterium sp., Cronobacter dublinensis and Staphylococcus epidermidis, then 

Flavobacterium sp. and Salmonella sp. were the major microbe in rhizosphere soil with depth of 5~10cm, and 

Bradyrhizobium sp. was found to be the pre-dominant bacteria in rhizosphere soil with depth of 10~15cm. In 

embankment section, the pre-dominant microbe in zeolite surface biofilm were Paenibacillus sp. and Rhodopseudomonas 

sp., Salmonella sp., Agromyces sp. and Acidobacteria sp. were the major microbe group in rhizosphere soil with depth of 

5~10cm, and Salmonella sp. was found to be the pre-dominant bacteria in rhizosphere soil with depth of 10~15cm. 
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随着城市的发展,城市河流及其生态系统产

生了巨大变化
[1]

,混凝土、砌石等硬质体护坡方式

被广泛应用于城市河道,导致水、河道与植被分

隔,阻隔了水体与土体的交换和循环,使很多河岸

的植物丧失了生存空间,水生动物失去了生存和

避难场所
[2-5]

.这种硬质体的护坡方式,只考虑了

护堤,忽视了河道的生态环境效应,日渐被人们摒

弃,建设生态型堤岸已成为大势所趋. 

沸石植生混凝土以沸石制成较高强度的多

孔混凝土骨架,并在其连通的孔隙内灌注泥土等

供植物生长,既具有混凝土防护边坡的功能,又有

绿化环境、改善生态景观和净化水质的功能.植

生混凝土等生态护岸方法在国外已有较广泛研

究
[6-8]

,近年来,国内也陆续开展了植生混凝土的

研究工作
[9-10]

,并运用于诸多河道及湖泊的整治.

沸石植生混凝土是本课题组开发的针对富营养

化河流及湖泊的护坡材料,它由具高效氨氮吸附

性能的沸石、土壤、植物和微生物组成,构成一

个“微型人工湿地”系统,对水体中氨氮具有很

高的处理效率.但对这个系统内微生物群落缺乏

足够的认识. 

PCR-DGGE 技术是目前研究环境微生物多

样性及种群动态变化的有效手段
[11]

,Muyzer

等 

[12]
1993 年首次将其运用于环境微生物群落结

构的研究,PCR-DGGE技术已广泛应用于人工湿

地、江河沉积物、土壤、活性污泥等环境微生物

群落结构的研究
[13-16]

.本研究利用 PCR-DGGE

技术,以成型的沸石植生混凝土为研究对象,取沸

石表面生物膜、孔隙土壤（取样深度 5~10cm）

及根区土(10~15cm)三层,考察了滨水区与非滨

水区的微生物群落结构特征,从而为揭示植生混

凝土高效脱氮机理提供理论依据. 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

采用沸石植生混凝土为研究对象,2011 年 9

月,以沸石为骨料制成多孔混凝土,再通过降碱、

灌注适生材料(主要成分为塘泥、有机肥、缓释

肥)等工序,最后种植百喜草,待生长 10个月后,于

2012 年 7 月选取其中长势良好的植生混凝土用

于模拟河道中试研究. 

沸石植生混凝土均重 3.2kg,其中骨料(沸石)

质量为 2kg,泥、水及植物质量为 1.2kg.基本构造:

下部为高 10cm,直径 20cm的圆柱形混凝土构件,

上部为长势良好的百喜草(株高 30~60cm),植物

根系穿透多孔混凝土构件,根长约 30cm,如图 1

所示.    
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图 1  沸石植生混凝土模型 

Fig.1  The model of zeolite-vegetation-concrete 

1.2  样品采集 

于 2012年 8月采集位于模拟河道中的沸石

植生混凝土样品,分别取浅水区(滨水区)和堤岸

(非滨水区)的沸石植生混凝土:沸石(刮取表面微

生物膜)、孔隙土壤(采样深度为 5~10cm)、根区

土壤(采样深度为10~15cm)共6个样品,对上述样

品进行 PCR-DGGE 分子实验研究,所有样品经

冷冻干燥仪-80℃冻干后,研磨后过 100目塞,样

品分装放在-20℃下保存待分析
[17]

. 

1.3  主要仪器及试剂 

仪器:EPS501 型电泳仪(瑞典),ImageQuant 

350(美国 GE Health),Eppdorf 5331型 PCR仪(德

国),SIGMA 3K30 台式高速冷冻离心机(德国), 

BECKMAN J-6B 冷冻离心机(美国 BECKMAN

公司),DU640核酸/蛋白分析仪(美国 BECKMAN
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公司),The DcodeTM Universal Mutation system 

基因突变检测系统(美国 Bio-Rad 公司).试剂: 

Goldview染料购自广州东盛生物公司;DGGE所

用试剂均为 Amresco或 BBI分装,购自上海生工

公司. 

1.4  实验方法 

1.4.1  样品总 DNA 提取   向样品中加入

5mLCTAB 提取液(100mmol/LTris·Cl, 100mmol/ 

LEDTA-Na2, 200mmol/LNaCl, 2%CTAB, pH 8.0)

中,37℃振荡 45min.加入 20%SDS的至终浓度为

2%,65℃水浴 2h.12000r/min,10min 离心,收集上

清.上清用等体积的酚:氯仿:异戊醇(25:24:1)抽提

2次,加入终浓度 1/10体积的醋酸钠(pH5.2)及 0.6

倍体积异丙醇,4℃沉淀 1h.12000r/min 冷冻离心

20min,收集沉淀,用 70%乙醇洗涤 2 次,晾干后溶

于 50μl TE(pH8.0).测定提取的总 DNA 浓度,用

TE将其稀释至 100ng/μL. 

1.4.2  16S rRNA基因 V3区扩增  所用引物为

细菌 16SrDNA V3高变区 F357和 R518(表 1),反应

体系为 50μL 总体积,ddH2O 41.25μL,10×Buffer 

(含 2.0mmol/L MgCl2) 5μL,dNTP (10mmol/L) 

1μL,F357-GC(10μmol/L) 1μL,R518(10μmol/L) 1μL, 

Taq酶(5U/μL) 0.25μl,模板 DNA 2μL.设置阴性

对照. 

反应程序:94  ℃ 5min预变性;20Cycles (94℃ 

40s;65℃ 30s;72℃ 30s);15Cycles(94  ℃ 40s;55℃ 

30s;72  30℃ s);72℃延伸 10min. 

取 PCR 产物各 2μL,1.5%琼脂糖凝加

5%Goldview 染液,1×TAE 缓冲液,120V 稳压电泳

25min,凝胶成像系统拍摄电泳图谱,检查扩增效果. 

表 1  细菌 16S rDNA V3区引物 

Table 1  16S rDNA V3fragment primers of bacterium 

引物 序列 扩增片段大小 

F357-GC 
5'- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG 

GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG -3' 

R518 5'- ATT ACC GCG GCT GCT GG -3' 

233bp 左右 

 

 

1.4.3  变性梯度凝胶电泳 (DGGE)  采用

D-Code 突变检测系统对滨水区、非滨水区的 6

个样品进行 DGGE分析.所用聚丙烯酰胺凝胶浓

度为 8%(丙稀酰胺:双丙稀酰胺=37.5:1),变性剂

浓度从 40%~65%(100%的变性剂为 7mol/L 尿

素,40%甲酰胺).在 70V 电压下,60℃恒温,1×TAE

中电泳 14h.电泳完毕后,用超纯水冲洗胶,然后将

胶放进含 5%Goldview 的染液中,置于摇床上染

色 30min后,凝胶成像系统拍摄图谱. 

1.4.4  DGGE 电泳图谱分析   采用 Quantity 

One 软件对 DGGE 图谱的泳道和条带进行识

别,Tolerance 设定为 2%,Rolling Size 为 10,以

达到最佳效果,分析不同样品之间可能存在的

联系.用 Sorenson 配对比较相似性系数(Cs),比

较不同样品 DGGE 指纹图谱的相似性,计算公

式为: 

 Cs=2j/(a+b) (1) 

式中:a、b 表示两个比较对象中的 DNA 条带数

目;j表示 a和 b中相同的条带数量. 

多样性指数(H),物种丰度(S)等指标被用来

比较各个样品的细菌多样性.公式如下: 

S               S 

 H = - ∑ pi ln pi = - ∑( Ni/N) ln ( Ni/N) (2) 
i = 1                        i = 1

 

式中:pi 是某个样品中单一条带的强度在该样品

中的所有条带总强度中所占的比率;S 是某个样

品中所有条带数目总和. 

1.4.5  切胶测序和系统发育树分析  选取具有

代表性的条带,切下完整的目标DGGE条带,装入

1.5mL离心管中备用.回收 DGGE条带中的目标

DNA,并以该 DNA为模板梯度稀释后做 PCR扩

增,并在广东省微生物研究所完成基因测序.测序

完成后,使用 GenBank 的 BLAST 程序将目标序

列与 NCBI 数据库中的序列进行比对,获得各个
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序列的同源性信息 ,并采用 ClustalX2.11 和

MEGA4.1软件构建系统发育树. 

2  结果 

2.1  样品 DGGE图谱 

采用 D-Code突变检测系统对滨水区、非滨

水区的 6个样品进行 DGGE分析.图 2为不同样

品的 DGGE 指纹图及不同位置的切胶编号.图 2

右边为 DGGE图谱条带分布和相对强度示意. 

  

 
图 2  样品的 DGGE图谱及不同位置的切胶编号 

Fig.2  DGGE electrophoretic image of different samples 

and plastic cutting number of different locations 

2-E(滨水区沸石表明生物膜);1-E(堤岸沸石表面生物膜);2-C(滨水

区根部);1-C(堤岸根部);1-B(堤岸孔隙土); 

2-B(滨水区孔隙土) 

2.2  微生物群落相似性和多样性分析 

2.2.1  微生物群落相似性分析  依据建立的泳

道条带识别图(图2),可以比对各个泳道拥有的条

带,从而计算出各个样品间的相似性系数 Cs.各

样品相似系数如表 2所示,1
#
和 4

#
相似度最低,仅

为 33.4%,2
#
和 6

#
相似度最高,达到了 67.2%,说明

滨水区沸石表面生物膜和堤岸根部 2 个样品中

微生物存在明显的差异,而堤岸沸石表面生物膜

和滨水区孔隙土这 2 个样品的微生物群落结构

相似程度比较高. 

2.2.2  物种丰度和微生物多样性   根据

Quantity One 软件中得到的数据计算各样品的

Shannon指数（H）结果如表 3所示,其中,6个样

品的物种丰度和多样性指数差别不大,2
#
样品的

多样性指数和物种丰度最高,4
#
样品最低. 

表 2  不同处理样品相似性系数 Cs(%) 

Table 2  The similarity coefficients of different 

samples(%) 

泳道 1# 2# 3# 4# 5# 6# 

1# 100 41.9 45.8 33.4 37.9 46.4 

2#  100 47.3 49.5 56.5 67.2 

3#   100 41.7 45.5 46.5 

4#    100 45.1 44.2 

5#     100 57.3 

6#      100 

表 3  不同样品中细菌多样性指数(H) 和物种丰度(S) 

Table 3  The Shannon index and species abundance value 

of different samples 

编号 泳道 Shannon index(H) 物种丰度(S) 

1 滨水区生物膜 3.473819 36 

2 堤岸生物膜 3.719809 45 

3 滨水区根部 3.622911 41 

4 堤岸根部 3.477759 35 

5 堤岸孔隙土 3.646018 41 

6 滨水区孔隙土 3.700893 44 

 

2.3  微生物族群归属分析 

采 用 Quantity One 分 析 软 件 ,通 过

UPGMA算法(非加权平均算法)对 6个样品进

行聚类分析. 

   

0.41 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 

#1 

#4 

#3 

#5 

#6 

#2  
图 3  样品的 DGGE聚类分析 

Fig.3  Cluster analysis of bacterial community of different 

samples based on the DGGE banding patterns 
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从聚类分析结果(图 3)可以看出 2
#
~6

#
样品

聚在一簇,1
#
样品单独为一簇,两簇之间相似度较

低,相似性仅为 0.41.其中,2
#
与 6

#
样品中微生物族

群相似性最高为 0.67. 

2.4  基因测序结果及系统进化树分析 

选取图 2中具代表性的条带,对编号为 1、7、

9、15、16、18、19、20、25、27的条带进行测序,

将所得到的序列与 NCBI 数据库中的序列进行比

对,获得各个序列的同源性信息,构建了系统发育

树(图 4).系统进化树中相应种属微生物代表了沸

石植生混凝土中较明亮的条带,为沸石植生混凝土

内部的优势菌群
[18]

.它们分别与 Staphylococcus 

epidermidis ( 葡 萄 球 菌 属 的 epidermidis) 、

Flavobacterium (黄杆菌属)、Paenibacillus (芽孢杆

菌目  Paenibacillaceae 科  Paenibacillus 属 )、

Cronobacter dublinensis(都柏林克罗诺杆菌 )、

Salmonella(沙门氏菌属)、Bradyrhizobium sp.(慢生

根瘤菌属)、Rhodopseudomonas sp. (红假单胞菌

属)、Agromyces(微球菌亚目的 Microbacteriaceae

科的 Agromyces 属)、Acidobacteria(酸杆菌属) 、

Propionibacterium (丙酸杆菌属)具有较高的序列

相似度. 

 Bradyrhizobium sp.(JQ697649.1)

gi18

Rhodopseudomonas sp.(AM990458.1)

gi19

gi25

gi16

Cronobacter dublinensis(JX500184.1)

gi15

Salmonella sp.(JN251782.1)

Agromyces sp.(JN609483.1)

gi20

Flavobacterium sp.(HE997061.1) 

gi7

Staphylococcus epidermidis(HM161755.1) 

gi1

Paenibacillus sp.(JX483798.1)

gi9

Propionibacterium sp.(HM489920.1)

gi27/1-132 

16S rRNA amplicon fragment(FQ749334.1) 

100

99

91

33

42

99

82

73 

74 

96

69

31 

45

45 

25 

53 

19 

0.1  
图 4  沸石植生混凝土中细菌的系统进化树分析 

Fig.4  Phylogenetic tree of various bacteria in zeolite-vegetation-concrete 

3  讨论 

3.1  DGGE图谱分析 

从电泳结果(图2)可以看出,沸石植生混凝土

中生物多样性指数很高,但各部分条带数目和优

势菌群存在一定的差异.其中,沸石表面生物膜

（即 1
#
和 2

#
泳道）和孔隙土壤（即 5

#
和 6

#
泳道）

样品中亮带较多,根部 10~15cm（即 3
#
和 4

#
泳道）

亮带较少;堤岸根部 10~15cm（4
#
泳道）样品中

细菌种类最少,堤岸沸石表面生物膜（2
#
泳道）
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样品中种类最多,说明微生物群落结构随着环境

条件的变化而变化
[18]

,微生物主要活跃在 10cm

以上表层土壤,且微生物附着于沸石表面生长旺

盛,而到根部 10~15cm深度微生物丰度和多样性

均有所下降. 

3.2  微生物丰度与多样性分析 

由表 3 可知,沸石植生混凝土系统内部微生

物丰度值很高,样品中产生的条带最少为 35 条,

最多为 45 条,这比陈永华等
[19]
研究人工湿地微

生物多样性的结果(样品中平均为 25 个条带)要

高出很多.滨水区和堤岸的植生混凝土内部微生

物多样性指数及物种丰度总体持平,但是微生物

在各层的分布情况不同,滨水区微生物多样性指

数及物种丰度值:孔隙土(根部 5~10cm)>根部

(10~15cm)>沸石表面生物膜;堤岸微生物多样性

指数及物种丰度值:沸石表面生物膜>孔隙土(根

部 5~10cm)>根部(10~15cm).这是由于系统内沸

石、植物、水等综合因素所致.沸石表面能供微

生物附着,提供一个载体,利于微生物挂膜生长;

植物根系能够泌氧
[20-23]

,增加孔隙土 (根部

5~10cm)和根部(10~15cm)的溶解氧;而水有两方

面作用:一方面是水的传质作用,相比岸上在水溶

液中微生物能更快吸收水中的营养元素,这有利

于微生物的生长,另一方面是溶解氧的影响,在水

面下溶解氧要低于岸上,不利于好氧微生物生长.

由于水对于沸石植生混凝土系统内的微生物生

长起着正反两方面作用,水的传质作用,使得滨水

区微生物丰度要高于非滨水区;而溶解氧的影响

却使滨水区微生物要低于非滨水区,但是植物根

系的泌氧作用使这方面的影响在根区(孔隙土和

根部 10~15cm)削弱.所以滨水区根部微生物丰度

及多样性指数要高于非滨水区,而在沸石表面生

物膜中微生物分布相反. 

3.3  基因测序与系统发育树分析 

由基因测序结果可知,滨水区和非滨水区以

及它们内部各部分间的微生物构成各不相同.在

滨水区沸石混凝土中,沸石表面微生物膜中优势

菌种为丙酸杆菌、都柏林克罗诺杆菌和葡萄球菌

属,其中丙酸杆菌属厌氧菌,能进行丙酸型发酵分

解有机物,是厌氧污泥中常见细菌
[24]

;孔隙土(根

部 5~10cm)中优势菌种为黄杆菌和沙门氏菌属,

其中黄杆菌
[25]
是一种典型的反硝化细菌;根部

10~15cm 中优势菌种为慢生根瘤菌属
[26]

,它属革

兰氏阴性菌,利用铵盐、硝酸盐等作为氮源,能固

定大气氮到结合态氮(氨)供寄主植物所利用;非

滨水区沸石混凝土中,沸石表面微生物膜中优势

菌种为芽孢杆菌和红假单胞菌属,孔隙土(根部

5~10cm)中优势菌种为沙门氏菌、微球菌亚目的

Agromyces 和酸杆菌属,根部 10~15cm 中优势菌

种为沙门氏菌属.其中假单胞杆菌
[27]
和芽孢杆菌

属
[28]
被证明具有反硝化作用,它们广泛存在于自

然界中,是污水处理中不可缺少的微生物
[29]

.这

些微生物均使得沸石植生混凝土具有良好的净

化水质功能,特别是脱氮作用,沸石植生混凝土内

部能够稳定进行反硝化反应. 

4  结论 

4.1  沸石植生混凝土内部微生物丰度值很高,

在非滨水区微生物丰度由高到低排列为:沸石表

面生物膜>根部 5~10cm>根部 10~15cm;滨水区:

根部 5~10cm>根部 10~15cm沸石表面生物膜. 

4.2  滨水区、非滨水区及沸石植生混凝土各层

微生物群落差异明显,相似度不高,各样品间相似

性系数在 33.4%~67.2%之间. 

4.3  滨水区和非滨水区沸石植生混凝土内部物

种多样性指数及丰度总体持平,但局部差异明显. 

4.4   基因测序结果显示,沸石植生混凝土中优

势菌种为葡萄球菌、黄杆菌、芽胞杆菌、都柏林

克罗诺杆菌、沙门氏菌、慢生根瘤菌、红假单胞

菌、微球菌亚目的 Agromyces、酸杆菌、丙酸杆

菌属,这些微生物对沸石植生混凝土净化水质功

能具有重要影响. 
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