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459/39,/3/09%349-%. 93/498/.9'60_/V-4&&Q!9,/U24.9-9Q%5_3%l43Q%9-VZ4V9/3-4H40-8_3%7/X X34849-V4&&Q-. 9,/

H49/30%50/3-%20&Q_%&&29/X S%./09,4. 9,%0/%5%9,/30'\,/3/X2.X4.VQ4.4&Q0-0"gfF$ 3/7/4&/X 9,499,/Z4V9/3-4&

V%8_%0-9-%. H400-:.-5-V4.9&Q3/&49/X 9%+?f

@.

!\Y4.X X-00%&7/X %̂Q:/."f?$ -. 9,/23Z4. 3-7/3'

5"6 7,'1##Z4V9/3-4&!*C 3g(F:/./#/V%&%:-V4&3/09%349-%.#23Z4. 3-7/3#H49/3U24&-9Q

基金项目)国家自然科学基金资助项目"J!;>!);)$ ##浙江省公益性

技术应用研究计划项目 ")"!)+)="*;$ #浙江省自然科学

基金 项 目 " T;!!"==! $# 宁 波 市 自 然 科 学 基 金 项 目

")"!!F*!""<;$和#宁波市社会发展项目")"!!+;"";"$资助(

收稿日期!)"!J D"O D)!# 修订日期!)"!J D!! D!O

作者简介!唐方园"!OO! D$ !硕士研究生!主要从事水处理和氮循环

研究( 6E84-&)4,94.:54.:Q24.b!*='V%8

!

通讯联系人!6E84-&)S,4.:U-254.:b.Z2'/X2'V.

##原核微生物是生态系统的重要组成部分!其代

谢活动能有效降解污染物!具有重要生态功能!其生

物多样性与环境因子密切相关
%!&

!具有高度特异性

的 !*C 3g(F基因已经成功应用于水环境中原核生

物群落多样性的评价研究中
%)!=&

( 河道是城市景观

重要组成之一!但由于宁波市内河河网位于水系末

端!为防止海水倒灌!入江闸门经常关闭!河道内水

流缓慢!加之城市生活污水和工业废水的排入!内河

水体处于严重富营养化状态
%JE>&

(

为改善宁波市内河水体污染现状!以污染极为

严重的典型城中村河道史魏家河作为试点!综合应

用由微纳米气泡'土著微生物膜氧化和生态浮岛等

技术作为水体生态修复净化系统(

为了解生态修复工程对城市内河水体细菌多样

性的影响!研究以 !*C 3g(F基因作为分子标记!应
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用聚合酶链反应E变性梯度凝胶电泳"Y+gEf̀ 6̀$'

定量 Y+g'克隆和测序等方法!定性与定量分析河

道细菌多样性及其与主要水质指标相关性!为评价

生态修复工程对污染河道的生态恢复作用提供科学

依据(

89材料与方法

8:89生态修复工程简介和样品采集

史魏家河位于宁波市江东区!全长 )>" 8!是典

型的城中村断头河!水流凝滞!水体自净能力较差(

近年来!随着城市发展!大量生活'工业污废水排入

内河!水质已受到严重污染
%<!O&

(

工程采用由微纳气泡'微生物膜载体'生态浮岛

组成的可移动式水体净化集成系统并结合推流曝气

机对史魏家河的宁穿路以北河段"河长 !*" 8!河宽

< j!* 8!水深 !'; 8!水域面积约 ) =*" 8

)

$进行治

理!以改善其水体环境( 工程共布置 = 套可移动式

水体净化集成系统'= 台推流曝气机"每台最大清水

充氧量为 J'* l:?

)

L,$及 ! 台微纳气泡气液分散系

统( 微纳米气泡气液分散系统对水体进行高效复氧

置于河流上游!推流曝气机将微纳气泡推送至更远!

增加水体溶解氧!与可移动式水体净化集成系统交

替布置( 其中!可移动式水体净化集成系统上部栽

种以美人蕉为主的水生景观植物!形成漂浮在水面

的生态景观浮岛!每个浮岛约 = 8

)

!系统水下由水

中的土著微生物在载体表面富集繁殖所形成的生物

膜和微纳气泡气液分散系统组成!对水中的污染物

实现高强度的生化降解(

分别于生态修复工程实施前 ")"!" 年 !) 月$'

实施过程中"!" 个月后!)"!! 年 !" 月$和实施 !) 个

月后")"!! 年 !) 月$!采集史魏家河从高到低污染

程度的等间距的依次标记为 F"污水排放口$'a'+'

f'6和G的 * 个区域水样( 为保证采集的水样具代

表性和可比性!采样时避开水体修复系统中植物根

际和处理系统等的近距离区域( 在同一时段内!于

垂直距水面 =" V8深度处!每个区域在半径 ; 8范

围内!随机采集 ; 个点水样!设为重复 ; 次!每点取

! """ 8K!低温保存!迅速送回实验室进行水质分析

和总 f(F提取(

8:;9主要水质指标分析

用塞氏盘现场测定水体透明度!并用便携式水

质测定仪"B4V,!+?![CF$测定 _B和 f?#参照-水

和废水监测分析方法 .及相关国标!检测水体中

+?f

@.

'(B

A

J

E('\('\Y和 V,&E4含量(

8:<9分子生物学实验

!'='!#水体中总基因组 f(F提取

从每个区域采集到水样中随机选取 = 个!各取

;"" 8K水样!用 "'))

-

8滤膜"@-&&-_%3/![CF$进行

抽滤!将收集到微生物的滤纸用消毒后的剪刀剪碎

后!采用 G409f(FC_-. e-95%3C%-&"oZ-%:/./!+43&0E

Z4X!+F![CF$试剂盒!应用核酸提取仪 "oZ-%:/./

公司!美国$!均质条件为 !< 0和 J'; 8L0!将获得的

总 f(F用 >"

-

Kf6C 溶液收集!并用 (%.4X3%_E

!""" 超微量紫外分光光度计"美$进行含量和纯度

测定后!储存于 D>*M下备用(

!'=')#Y+gEf̀ 6̀分析

采用 =J!G̀ +L;=Jg

%<&

为通用细菌 !*C 3g(F基

因引物进行 Y+g扩增( ;"

-

KY+g扩增的反应体

系为)! hY+gZ255/3缓冲液 "G/38/.940公司!+4.4E

X4$!@:+&

)

为 ='" 88%&LK!每种 X(\Y为 J""

-

8%&L

K"G/38/.940公司!+4.4X4$!)'; [\4U f(F聚合酶

"G/38/.940公司!+4.4X4$!"') 8:L8K牛血清蛋白

"aCF$并加每个引物浓度至 "') 88%&LK!和 * .:的

水体总基因组 f(F作为模板( Y+g反应程序为)

O=M预变性 ) 8-.!接着 =" 个循环为)OJM变性 ="

0!;JM退火 =" 0!>)M延伸 ! 8-.!最后 >)M延伸 )"

8-.( 用 !')I"PL$$琼脂糖凝胶加核酸染料染色

检查 Y+g扩增产物!片段大小约为 !O= Z_(

应用 fEV%X/通用免疫突变检测系统 "a-%Eg4X

K4Z%349%3-/0!B/3V2&/0![CF$对通用细菌 !*C 3g(F

基因片段 Y+g产物进行 f̀ 6̀分析( 往每个聚丙

烯酰胺凝胶孔分别加入 <

-

K的 !*C 3g(F基因 Y+g

产物进行 f̀ 6̀分析( 采用梯度为 J"I j>"I的

<I聚丙烯酰胺凝胶 "化学变性剂为 !""I尿素 !"

8%&LK和 J"I"7L7$的去离子甲酰胺$在 ! h\F6缓

冲液中 !;" $*"M下电泳 > ,( 电泳后用 ;" 8K的

CTag:3//.

6

" C-:84![CF$ "稀释 !" """ 倍$核酸

染料均匀染色 =" 8-. 后!用 /̀&f%VNg"aW?EgFf!

[CF$凝胶成像系统拍照(

8:K9细菌 8OC'T[4基因探针荧光定量 H=T分析

水体中总细菌 !*C 3g(F基因拷贝数采用 \4UE

@4. 荧光探针进行定量 Y+g分析( 实验应用 6_E

_/.X%35@409/3VQV&/3/_ 3/4&_&/̂"德国$定量 Y+g分

析仪器进行测定( 每个样品设 = 个平行!采用正向

引 物 aF+\!=*OG) ;zE+̀ \̀̀ FF\F+̀ \\+T+̀ È=z

和 反 向 引 物 Yg?e!JO)g) ;zÈ P̀\F++\\̀ \E

*JJ
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\F+̀ F+\\E=z#寡核苷酸探针 Y3%Z/\@!=<OG) ;zE

+\\̀ \F+F+F++̀ +++̀ \+E=z"其中!探针 ;z端为

GF@*EV43Z%̂QE5&2%3/0V/-. 标记#=z端为 \F@gF*E

V43Z%̂QE9/9348/.9,Q&3,%X48-./标记 $

%O&

( 每个 Y+g

反应为 );

-

K体系!其组成包括)!)';

-

KY3/8-̂6̂

94U

\@

"\4l434!大连宝生$!!

-

K的 f(F提取液 "包

含 * .:沉积物基因组 f(F$为模板!"') 8:L8K

aCF"牛血清蛋白 $!各引物和探针浓度都为 "'J

88%&LK"\4l434!大连宝生$( 按照说明书设扩增反

应程序为)O;M变性 =" 0!接着 J" 个循环为)O;M变

性 !; 0!;*M退火 *" 0(

标准曲线生成所用的标准细菌 !*C 3g(F基因

片段的制备方法如下)应用引物 )>G";zEF̀ F̀ \\\̀

F\+@\̀ +̀\+F̀ E=z$ L!JO)g" ;zE\F+̀ T̀\F++\\E

\̀\F+̀ F+\\E=z$

%!"&

扩增提取到的总基因组 f(F!

将扩增的产物经\4l434F:43%0/̀ /&f(FY23-5-V49-%.

e-9$/3)'" "\4l434!大连宝生$纯化后连接至载体

_ 6̀@E\640Q$/V9%3"Y3%8/:4@4X-0%.!PW$( 连接

产生转化入感受态大肠杆菌 +'%"375%"51 %#45fB;

$

"\-4.:/.$( 转化后的大肠杆菌经 =>M'!;" 3L8-.

摇床上培养 ! ,!然后均匀涂至含 !"" 8:LK氨苄青

霉素'"'; 88%&LKWY\̀ 和 <" 8:LKNÈ4&的Ka培养

基平板上!过夜培养( 在有菌斑出现后!挑选白色的

斑重新接入 ) 8K的 Ka液体培养基中!在 =>M下进

行悬浮培养 )" ,( 然后直接使用培养液蘸取少量作

为模板用引物 )>GL!JO)g进行 Y+g扩增!若为阳

性!则将培养的菌液送去测序( 选取一已知序列的

!*C 3g(F基因的质粒作为定量 Y+g标准的 f(F!

质粒提取使用 @-.-a6C\Y&408-X Y23-5-V49-%. e-9

"\4l434!大连宝生$试剂盒!将提取到的质粒用超微

量核酸蛋白质分析仪 "(4.%X3%_$检测其含量和纯

度!用于本实验的 !*C 3g(F基因质粒的浓度为

;<c" .:L

-

K( 按公式 V%_-/0L

-

Kd*'") h!"

)=

h质粒

浓度".:L

-

K$ L"质粒分子质量 h!"

O

$计算出基因拷

贝数!标样的定量 Y+g曲线用 !" 倍梯度稀释已知

拷贝数 !*C 3g(F基因片段作为模板!浓度从 !'!>

h!"

J

到 !'!> h!"

!"

V%_-/0L

-

K!每个浓度设 = 次重

复!共 > 个浓度( 标准曲线和扩增曲线由仪器自带

的分析软件生成( 扩增效率 "6d!"

D!L斜率
D! $为

O>cJI!标准曲线的线性 !

)

值大于 "'OO!斜率为

D='=<*!每批实验过程中皆设不加 f(F模板的阴

性对照( f(F提取物的抑制物对定量 Y+g影响的

分析参照 f28%.V/42 \̂'1'等
%!!&

")""*$的方法( 测

定结果表明!当总基因组中的 f(F浓度在 ! j!)"

.:L

-

K!提取物中的抑制对 Y+g反应没有抑制作用(

8:J98OC'T[4克隆和序列测定

将 f̀ 6̀凝胶上的 f(F条带切割下来!用无菌

水洗涤后!捣碎!加 J"

-

K无菌水于 JM下浸渍过

夜!使 f(F片断溶出( 以此作为模板!分别用不带

+̀夹的引物对 G=J! 和 g;=J

%<&

进行 Y+g扩增目的

片断!并将 Y+g产物用 f(F凝胶纯化试剂盒

"\4l434!大连宝生$纯化'回收后!采用 Y@f

\@

!OE\

"\4l434!大连宝生$载体进行链接后!转化到感受态

细胞 +'%"375%"51 %#45fB;

$

!均匀涂布到含有氨苄青

霉素"48_-V-&&-.$ LWY\̀ LNÈ4&的 Ka"K23-4Ea/394.-$

培养平板上!=>M下培养 !* j)J ,!设置对照( 随机

选取一定数量白色阳性克隆子!进行 Y+g!将阳性

菌落用含氨苄青霉素 Ka培养液培养后送至上海英

骏生物技术公司测序(

8:O9数据统计分析

由于河流上游采样点 F"排污口$污染源的不

稳定性及水流等因素影响!可能会引起河流下游水

质的不稳定!故以水质指标相对消减量表示生态修

复工程对内河污染修复的效果( 其中!各水质指标

相对消减量是指以排污口 F的污染物量为基数!其

他各采样点水质指标值相对于 F点的消减量!即相

对消减量

1

,

%

4

C%

=

%

4

"!$

式中)%

4

为 F点各水质指标值#%

=

为对应的 a'+'f'

6和 G各点水质指标值!依次代入各数值即可(

应用 CYCC 软件"!*'" 版本$分析采样位置和时

间双因素对 !*C 3g(F基因含量的影响(

采用 /̀&f%VNg"aW?EgFf! [CF$ 系统中的

o24.9-9Q?./软件 "a-%Eg4X K4Z%349%3-/0!B/3V2&/0!

[CF $ 的 [Ỳ @F" [.H/-:,9/X Y4-3 3̀%2_ @/9,%X

H-9, @49,/849-V4&F7/34:/0$方法对 !*C 3g(F基因

的 f̀ 6̀图谱进行相似度分析(

采用 +4.%V%"7/30-%. ;';#@-V3%V%8_29/3Y%HE

/3$

%!)!!=&

软件对细菌 !*C 3g(F基因组成与水质参

数之间的相关性进行分析( 其中!每条 f(F条带被

认为是单一的操作分类单元"?\[$!一个 ?\[被认

为是一个 /生物多样性单元 0( 把所有样品中的

f̀ 6̀图谱上出现 f(F条带/?\[0的认为是/!0!

不出现的认为是/"0!进行数据标准化!建立二阶矩

阵( 应用分类排列技术对水质指标!如)_B'V,&E4'

>JJ
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+?f

@.

'\('\Y'f?'透明度和 (B

A

J

E(!分析其与

f̀ 6̀图谱结构之间的相关性( 为了验证每个变量

对功能型分布格局的影响程度!应用 +4.%V%软件的

自动向前选择程序 "429%849-V5%3H43X 0/&/V9-%. _3%E

V/X23/$对水体中的环境因子进行逐一筛选!利用

@%.9/+43&%检验"[0-.:OOO _/382949-%.0$判断候选

变量的解释效果"即对总解释方差的贡献程度$!当

环境因子变量 Rt"'"; 时!予以排除!当环境因子

变量 R

$

"'"; 时!用箭头在图上表示出来!箭头的

长短表示沉积物理化性状的重要性大小(

8:N9![4序列登录

所有来自 f̀ 6̀条带上的 !*C 3g(F基因的

f(F序列都已登录到 6@aK基因数据库中( 已获

得水体的细菌 !*C 3g(F基因序列的登录号为

BG;<*J)=EBG;<*J;*(

;9结果与讨论

;:89水质指标及分析

由史魏家河水质的监测结果"见表 !$可知!史

魏家河主要水质指标如 (B

A

J

E('\('\Y和 +?f

@.

随

时间变化明显( 治理前后的水体 _B始终保持在 >

左右#经生态修复工程治理 !) 个月后!史魏家河水

中 f?有明显增长#水体叶绿素 4含量和水体透明

度均有明显提升( 但如氨氮均大于 J 8:LK'总磷均

大于 "'* 8:LK等!根据-地表水环境质量标准." à

=<=<E)"")$!皆属劣
8

类!说明水体已经处于严重污

染状态(

经过生态修复工程 !) 个月的治理!对于不同污

染程度的 a'+'f'6和 G点位各主要水质指标的相

对消减量如图 ! 所示( 可知!a'+点 (B

A

J

E(相对消

减量明显高于治理前!尤其是!离污染源排污口 F

最远处 G点位水体中的 +?f

@.

'\(和 \Y相对消减

量分别由 ;*'><I' =J'!;I 和 JJ'O"I 增加至

*Oc;JI'J;'*=I和 >O';)I!但 (B

A

J

E(消减量从

*)c)OI降至 =O')OI!这说明本次生态修复工程对

史魏家河水体中的 +?f

@.

'\(和 \Y消除均有一定

促进作用( 但不同污染程度的位点不同水质指标的

变化不同!并没有呈现出明显的规律性!这可能是由

于环境多种因子相互综合作用的复杂性以及污染源

排放量和污染物组成的不稳定性造成!对于离排污

表 89史魏家河水体主要水质指标

G*2%"89?*(-7*+"'3$*%(+6 (-1(/*+,'#,&CI(7"(d(* T(0"'

采样点 _B 叶绿素 4"8:LK$

+?f

@.

"8:LK$

(B

A

J

E("8:LK$

\("8:LK$ \Y"8:LK$ f?"8:LK$ 透明度"V8$

F! >'"! !'!! !>'>> !='! !J') !'J> ;'" !<'!

a! *'OJ "'O< !>'=J !J'J !;'* !';= J'< !;'*

+! >'!) !'!! !>'*> !='; !J'J !';" ;'! !J'O

f! >'=) )')= !J';* O'J= O'OO !'"; ;'! !J'<

6! >'); J'J* !!'>< <'=" <'OJ "'O= ;'O !>'<

G! >'!< !='J >'*< J'OJ O'=; "'<! *'< !;'*

F) >')= ;';< !!'=> ))'< =;'O J'J" !'* ;'"

a) >'"! <'=> !)'J! ))'> )J'* ='=" !'= !>';

+) >')J !='O; <'== ))'< =)'= ='!) J'= !O'"

f) *'OO J!'<; !* )!'* )O'; )'*) J'O )!';

6) >'!= <"'O! <'*J !='< !*'J !'*; !!'> )"'!

G) >')) J>'J= ;'JO !)'" !=') !'=; <'; ))'"

F= >'*O ;';< )J')* !*'< );') ='=) ;'; !"')

a= >'*" <'=> !O'>* !;'J ))'J )';" ;') !*'=

+= *'O< ;';< )<'<= !J'< ))'! )'J) ;') !>'!

f= >'!" !='O; !"';J !)'; )!'< !'O) *') )J')

6= >'JO !O';= <'J> !!'> !<'* )'"" <'; ="'"

G= >'>J );'!! >'=O !"') !='> "'*< !"'! )<')

##注)F'a'+'f'6和 G表示污染程度为从高到低的 * 个水域!!') 和 = 分别表示生态修复工程治理前'治理 !" 和 !) 个月后 = 个时间点(

<JJ
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口最远处的 G点可能由于受污染源的影响低于其

他位点!而使得生态修复工程对水体修复的效果显

现出来!这说明了要使城市内河整治取得明显效果!

除了采取必要的生态修复工程等治理措施外!必须

严格控制污染物的排放!采取防治相结合(

;:;9细菌群落组成及其与环境因子相关关系

)')'!#细菌群落组成

从史魏家河水体通用细菌 !*C 3g(F基因的

f̀ 6̀图谱及其指纹图谱相似度分析"图 ) 和图 =$

可知!不同工程治理阶段在不同位置的水体中细菌

群落结构组成存在差异( 生态修复工程处理前!不

同污染点位所采集的水体的通用细菌群落组成较为

相似#经 !" 个月工程的治理!不同点位的水体中细

菌群落组成出现了明显变化!F)'a) 和 +) 之间较

为相似!a) 与 +) 之间的相似度达 <!I!且 f)'6)

和G)之间也较相似 !6)与G)之间相似度达><I #

图 !#史魏家河水体主要水质指标的相对消减量

G-:'!#g/&49-7/X/V3/40/%584-. H49/3_3%_/39-/0%5H49/30-. C,-H/-]-4g-7/3

图 )#不同时空下史魏家河水体通用细菌 !*C 3g(F基因的 f̀ 6̀图谱

G-:')#C_49-%E9/8_%34&Z4V9/3-4&!*C 3g(F:/./f̀ 6̀_499/3.0%5H49/30-. C,-H/-]-4g-7/3

OJJ
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图 =#不同水样 !*C 3g(F基因 f̀ 6̀指纹图谱相似度分析

G-:'=#+&209/34.4&Q0-0%5f̀ 6̀_3%5-&/0

Z40/X %. !*C 3g(F:/./-. H49/30

经 !) 个月的治理后!不同点位间的水体细菌群落组

成相似度又有了变化!a='+= 和 f= 之间菌落组成

较为相似!+= 与 f= 之间相似度达 >)I( 由 f̀ 6̀

图谱可看出!经 !) 个月的生态修复工程治理后的水

体中的细菌群落多样性明显不同于治理前!说明了

生态修复工程对城市内河水体的细菌群落结构组成

已经产生了影响(

生态修复影响着水体中细菌的多样性
%!J!!;&

!且

研究发现!污染程度相近的水域在同一时间的细菌

群落组成较为相似!如 f! 与 G!'a) 与 +)'+= 与

f=!其中 f! 与 G! 相似度最高( 从整体监测结果来

看!不同污染程度的采样点的通用细菌群落组成存

有差异(

)')')#细菌群落组成与环境因子关系

水质指标的冗余分析排序图表是基于 f̀ 6̀

图谱所表现出的 !*C 3g(F基因组成而得到( 排序

图的第一个和第二个轴的特征值分别为
9

!

d"'!;*

和
9

)

d"'"<J( 对 f(F条带出现与否与水质指标

进行除趋势对应分析"f+F$的结果表明!最长的梯

度长度皆小于 ='"!认为这 = 个数据矩阵利用线性

响应模型冗余分析"3/X2.X4.VQ4.4&Q0-0!gfF$比非

线性的典型对应分析"V4.%.-V4&V%33/0_%.X/.V/4.4&E

Q0-0!++F$更适合用于本研究的分析
%!)&

( 因此!本

研究应用冗余分析"gfF$分析 !*C 3g(F基因组成

和主要水质指标之间的关系"图 J$(

冗余分析结果表明)对于通用细菌!物种与环境

关系的累积方差为 *;';I!?\[0与水质指标相关

性的强度可得到有效的解释( @%.9/+43&%置换方

法的冗余分析排序表明)水质指标中的 \Y"Rd

"c"))$'f?"Rd"'")!$和 +?f

@.

"Rd"'"!O$均与

图 J#通用细菌群落组成和水质指标相关关系 gfF分析

G-:'J#gfF4.4&Q0-05%33/&49-%.0,-_0Z/9H//. H49/3

_3%_/39-/04.X Z4V9/3-4&V%882.-9QV%8_%0-9-%.

!*C 3g(F基因组成有显著相关性( 然而!水中 !*C

3g(F基因组成受 (B

A

J

E("Rd"'"<"$'透明度"Rd

"'!!!$'_B"Rd"'J)=$'总氮 "Rd"';<=$ 和叶绿

素 4"Rd"'";J$无显著性影响(

由上述结果可看出!水体 \Y'f?和 +?f

@.

对细

菌群落结构有显著性影响!且以 \Y影响最显著(

已有研究表明!细菌群落结构与环境因子密切相

关
%!*&

!经生态修复工程治理后的各采样水域的通用

细菌群落组成均发生不同程度变化!其中!F) 与 6=

的细菌群落组成相似度达 *!I!但部分采样点的细

菌群落组成变化相对较小!如 a= 水体 \Y'f?和

+?f

@.

较 a! 水体的分别增加了 <'==I'J'<>I和

!=cO*I!但 a! 与 a= 之间的细菌群落组成相似度

达 >>I!这可能是由于相对于其他采样水域!a点

最靠近排污口 F点!污染程度始终相对较高!生态

修复的治理对其微环境的影响不显著!故其群落组

成变化不大(

;:<9细菌 8OC'T[4基因含量及其与环境关系

由定量 Y+g得出的水体细菌含量"图 ;$可知!

相对于治理前水体细菌含量!在生物修复工程治理

!) 个月后!各采样点水体通用细菌 !*C 3g(F基因

含量均有所上升( 其中!污染程度较重的 F'a和 +

点的 !*C 3g(F基因含量变化幅度较大!每升河水

中所含 !*C 3g(F基因的拷贝数分别由原来的 !');

h!"

O

'J'>< h!"

<

和 =')= h!"

>

上升到 ='<) h!"

O

'

)'>= h!"

O

和 =';* h!"

O

!而污染较小区域水体中通

用细菌含量变化幅度不大(

";J



第 ! 期 唐方园等)生态修复工程对城市内河水体细菌多样性的影响

图 ;#史魏家河水体中细菌 !*C 3g(F基因含量

G-:';#a4V9/3-4&!*C g(F:/./U24.9-9Q-. C,-H/-]-4g-7/3

经采样时间和地点对细菌含量影响双因素方差

分析"表 )$可知)采样时间对史魏家河通用细菌含

量有显著影响!表明生态修复过程中城市内河细菌

数量已经发生了显著变化( 治理 !" 个月后!水体中

细菌含量普遍较低!这可能是由于季节变化而使得

温度等条件变化产生的影响( 治理 !) 个月后!排污

口 F及距其较近的 a和 +点水体细菌含量变化增

长最为明显!污染程度较小的 f'6和 G点的细菌含

量呈小幅度上升!这说明生态修复工程对水体细菌

含量有一定影响( 已有研究表明!微纳米气泡可以

增加水中微生物活性!生态浮岛能有效降低水中

(B

A

J

E('\Y'+?f

@.

!促进微生物的代谢繁殖!改变水

体细菌数量!修复水质!且细菌含量与营养物质和叶

绿素 4含量呈正相关
%!>E))&

!经生态修复治理 !) 个

月!史魏家河水体 f?'(B

A

J

E('\Y'+?f

@.

'叶绿素 4

的增加致使河道水体环境发生变化!从而促使水体

细菌含量发生变化!但 f'6和 G的细菌含量增长不

明显!这可能是由于这 = 处水体污染程度相对较小!

营养元素含量相对较低!限制了细菌的繁殖生长(

;:K98OC'T[4基因遗传多样性

从 f̀ 6̀凝胶上切取了各样品中主要及共同

的 !*C 3g(F基因 f(F条带!共 =) 条"见图 )$( 将

水体中所获细菌 !*C 3g(F基因 f(F片段与(+aW

基因库中已知序列的信息比对!得出细菌各序列所

具有的特点(

不同水体中原核生物 f(F与来自不同地域的

已知序列皆具有高度同源性!且环境因子对生物多

样性有一定影响( 史魏家河水体中的 !*C 3g(F基

因序列如 CP!*CE!'CP!*CE!*'CP!*CE)) 在多氯联

苯污染的沉积物'太湖'美国俄亥俄河沉积物中均有

发现相似性达到 !""I 的序列#序列 CP!*CE=!

CP!*CE!< 在饮用水管道'污水处理厂发现相似性达

OOI的序列!详细见表 =(

<9结9论

"!$内河水体通用细菌群落的组成与其 \Y'f?

和 +?f

@.

值显著相关!且与水中总磷含量相关性

最强(

")$生态修复工程提高了城市内河水中的细菌

含量( 同时!与污染较小的水体相比!生态修复工程

对距排污口较近'污染相对较大的水体的通用细菌

含量影响更大!且对距排污口较远水体的 \Y的消

减最有效(

"=$生态修复工程能有效促进水体污染物降解

和去除!但对于重度污染水体!生态修复工程的原位

水体净化系统仍需进一步优化!同时对于河道污染

的冶理应该以防为主!防治结合(

表 ;9采样时间和地点对细菌含量影响的双因素方差分析

G*2%";9C*@.%(-S +(@"*-1#(+"*-*%6#(#,&0*'(*-/"&,'(@.*/+#,&2*/+"'(*%3$*-+(+6

来 源 平方和 自由度 均方差 组方差值 差异性显著的检验值

校正模型
!'<=>6!O

!$

> )'*);6!< =')J" "'"J*

截 距 !'"<>6!O ! !'"<>6!O !='J!< "'""J

采样时间 !'!*>6!O ) ;'<==6!< >')"! "'"!)

采样点 *'>"*6!< ; !'=J!6!< !'*;* "')=)

误 差 <'!""6!< !" <'!""6!>

总 计 ='>=J6!O !<

校正总计 )'*J>6!O !>

##!$gCU243/X d"'*OJ"FX]209/X gCU243/X d"'J<"$

!;J
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表 <9史魏家河水体中细菌 8OC'T[4基因序列与基因库中已知序列相似性

G*2%"<9U1"-+(+6 2"+7""-2*/+"'(*%8OC'T[4S"-"#"3$"-/"#(-CI(7"(d(* T(0"'*-1"3$"-/"#(-[=ZU

条 带 已知基因序列"序列号$ 相似度"I$ 已知 !*C 3g(F基因来源 参考文献

CP!*CE! e+!*!**) !"" 多氯联苯污染的沉积物 %)=&

CP!*CE) [̀JO*!*! OO 2̀3-污水处理厂悬浮固体 %)J&

CP!*CE= 1GO))J!* OO 饮用水管道 %);&

CP!*CEJ (=>!)OO O< 湖 水 %)*&

CP!*CE; B6OO;>*) OO 从土壤中分离的菌株 %)>&

CP!*CE* Fa*O<"J" !"" 柔佛河"位于马来西亚西部最南端$ %)<&

CP!*CE> 1oO><)O< !"" 太 湖 %)O&

CP!*CE< 1N)>!OJ; !"" 在溶解氧高于 )'; 8:LK的活性污泥中 %="&

CP!*CEO 1(=O!<O< !"" 厌氧化混合反应器 %=!&

CP!*CE!" 6[=>=!O) !"" 富营养化太湖中有机聚合物 %=)&

CP!*CE!! 1(!<=))< !"" 太湖水样 %==&

CP!*CE!) foJ"OO"! O* 废 水 %=J&

CP!*CE!= 1NOO"!J) !"" 工蚁的口下囊 %=;&

CP!*CE!J B@)J=O"; !"" 洪湖沉积物 %=*&

CP!*CE!; fo)!!=O* OO 日本 C,-84.9%河系 %=>&

CP!*CE!* 1oO*<>J! !"" 3̀400/河沉积物 %=<&

CP!*CE!> 1(=>!*"= !"" 湖 水 %)*&

CP!*CE!< 1()J;<); OO 污水处理厂 %=O&

CP!*CE!O 1NO"O!*J !"" 菌株 O%5-3/#J1%/370_'66++EJJ" %J"&

CP!*CE)" 1N="!;OO OO 雨季流式厌氧污泥 %J!&

CP!*CE)! ò<*"!*" !"" 美国俄亥俄河沉积物 %J)&

CP!*CE)) 1(!<=))< !"" 太湖水样 %==&

CP!*CE)= 1oO*=)O< OO 废水生物过滤器 %J=&

CP!*CE)J [̀!)>"<> O> 巴西亚马逊 \2V232-发电站水库沉积物 %JJ&

CP!*CE); 6GJ>!*<! OO 美国 +,/04_/4l/海湾地表水 %J;&

CP!*CE)* 1()=)O"" !"" 回收再利用的污水 %J*&

CP!*CE)> FaJ>"J!! !"" 淡盐水湖 %J>&

CP!*CE)< 1(*J!;J! OO 南方淡水河流沉积物 %J<&

CP!*CE)O Fa;!<*JJ !"" 水井内沉积物 %JO&

CP!*CE=" B@JJ)>!! !"" 人类和牛的污水 %;"&

CP!*CE=! +Y""==== !"" 淡水沼泽沉积物 %;!&

CP!*CE=) e+!)<<J" !"" 从冰川沉积物中分离的菌株 %;)&

参 考 文 献

%!& a-l B'@'!B4&4.QV, e'@'! C,43841'!/94&'f34849-V

0,-590-. a/.9,-V8-V3%Z-4&/2l43Q%9/V%882.-9-/05%&&%H-.:

9,/ X//_H49/3 ,%3-S%. %-&0_-&&'YK%C ?./! ;L8;! >

"*$)/=<;;"

%)& 74. B4../. 6'1'!74. F:9/37/&X @'Y'! %̀.0B'1'!/94&'

g/7/4&-.::/./9-VX-7/30-9Q%5/2l43Q%9-V8-V3%%3:4.-080-.

4U249-V/.7-3%.8/.90ZQX/.4923-.::34X-/.9:/&/&/V93%_,%E

3/0-0'1%23.4&%5Y,QV%&%:Q!8MMP!=J")$))"*E)!=

%=& T2 R,%.:94.:! 4̀3Vr4È%.Sy&/Sg'!CV,4.Z4V,/3G'K'!/9

4&'674&249-%.0%5X-55/3/.9,Q_/3743-4Z&/3/:-%.0%543V,4/4&

!*C 3g(F:/./0-. _3%5-&-.:%58/9,4.%:/.0ZQ17%"131E

0_/V-5-VY+g4.X X/.4923-.::34X-/.9:/&/&/V93%_,%3/0-0'

F__&-/X 4.X 6.7-3%.8/.94&@-V3%Z-%&%:Q! ;LLP! >J " = $)

<<OE<O=

%J& 李立山!刘洪文'宁波市内河水环境治理与保护措施研

究'宁波工程学院学报!;LLJ!!>")$);>E;<!<*

K-K-0,4.!K-2 B%.:H/.'g/0/43V, %. ,43./00-:4.X _3%9/VE

9-%. 8/4023/%5(-.:Z%-.&4.X H49/3/.7-3%.8/.9'1%23.4&%5

(-.:Z%[.-7/30-9Q%5\/V,.%&%:Q!;LLJ!!> " ) $);>E;<!<*

"-. +,-./0/$

%;& 史建静'宁波市城市内河配水研究'浙江水利科技!

;LLO!"J$);JE;;

C,-1-4.]-.:'C92XQ%. H49/3X-093-Z29-%. -. -.9/3.4&3-7/30%5

(-.:Z%'R,/]-4.:BQX3%9/V,.-V0!;LLO!"J$);JE;;"-. +,-E

);J
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./0/$

%*& 郑琦宏!沈浩!李立山!等'宁波市城区内河水质与沉积

物污染特征研究'宁波大学学报 "理工版 $!;L8;!);

"=$)!"OE!!=

R,/.:o-,%.:!C,/. B4%!K-K-0,4.!/94&'g/0/43V, %. 9,/

_%&&29-%. V,434V9/3-09-V0%5H49/3U24&-9Q4.X 0/X-8/.90-.

-../33-7/30 %5(-.:Z%'1%23.4&%5(-.:Z% [.-7/30-9Q

"(C66$!;L8;!);"=$)!"OE!!="-. +,-./0/$

%>& 水政处')"!! 年宁波市水资源公报'宁波)宁波市水利

局!;L8;

%<& @2QS/3̀ '!f/P44&6'+'![-99/3&-.X/. F'̀ 'Y3%5-&-.:%5

V%8_&/̂ 8-V3%Z-4&_%_2&49-%.0ZQX/.4923-.::34X-/.9:/&/E

&/V93%_,%3/0-04.4&Q0-0%5_%&Q8/340/V,4-. 3/4V9-%.E48_&-E
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