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� � 摘要 进行了潜流人工湿地修复受污染水体试验研究,并比较单一植物与单一填料系统与多种植物系统与多种填料系统的

处理效果。运用 PCR�DGGE技术研究 3种不同类型的潜流人工湿地中微生物种群结构,结合多样性分析和聚类分析方法,分析了

人工湿地微生物种群结构特征。
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� � 2004年环境状况公报显示,我国绝大部分地表

水体的水质不能满足水体功能要求, 且有明显恶化

趋势。对受污染水体进行治理修复, 已成为社会经

济发展及生态环境建设亟待解决的问题。目前, 欧

美国家大多采用湿地修复技术, 净化受污染水

体
[ 1�5]
。人工湿地净化受污染水体技术具有美学价

值、基建投资和运行费用低、维护管理方便及耐冲击

负荷强等优点[ 6] 。

� � 人工湿地基质中的微生物在湿地净化污水的过
程中起到极其重要的作用

[ 7�9]
。但目前国内外的研

究大多集中在人工湿地对有机物和营养元素去除效

果方面,而对于其中微生物种群结构组成的研究报

道则相对较少[ 10] , [ 11] 1361, [ 1 2]。

� � 本文通过聚合酶链式反应 ( Polymerase Chain

React ion, PCR) 和变性梯度凝胶电泳 ( Denature

Gr adient Gel Elect ropho resis, DGGE )技术研究了

净化受污染水体的潜流人工湿地中微生物种群结

构,通过比较不同类型的潜流人工湿地微生物的

16S rDNA 基因信息了解微生物的多样性, 以期揭

示潜流人工湿地中微生物群落结构。

1 材料与方法

1. 1 试验装置

� � 潜流人工湿地 3套试验装置, 依次编号为W1、

W2、W3。装置材料为 PVC, 尺寸均为长 � 宽 � 深
= 1. 2 m � 0. 4 m � 0. 6 m。填料填充高度 0. 50 m,

有效水深 0. 45 m,植物栽种的密度为 16株/ m2。进

水采用穿孔管布水, 经过粒径 30~ 50 mm 砾石布水

区进入湿地填料床, 填料粒径 8~ 15 mm, 出水经粒

径 30~ 50 mm 砾石收水区进入底部穿孔管, 流出湿

地系统。试验装置见图1, 3套湿地系统类型见表1。

小试装置构建于 2005 年 5 月, 间歇运行, 进水取自

同济大学三好坞湖水,水质为劣Ⅴ类, 启动期日均换

水 25 L。7月开始按不同工况连续运行。本文数据

取自 2005年 10月至 11月, 停留时间为 4 d 时的湿

地系统稳定运行时期。

图 1� 潜流人工湿地系统装置示意图

1. 2 常规指标测定方法

� � 分别测定小试装置进出水 COD、NH 3�N 和
TN, 测定方法参考文献[ 13]。
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表 1 � 小试装置类型

编号 填料 植物

W1 砾石 芦苇

W2 砾石
芦苇;香蒲;水葱;

芦苇(沿水流方向)

W3
砾石;沸石;页岩;

砾石(沿水流方向)
芦苇

1. 3 PCR�DGGE材料与方法

1. 3. 1 样 � 品
� � 潜流湿地小试装置样品: 稳定运行 1个月后沿

反应器水流方向设 4个取样点,距离填料表层 10~

15 cm 处取样, 所得悬浊液离心后置于- 70 � 冰箱
用于 DNA 提取。原水样品:取三好坞湖水500 mL,

用0. 22 �m滤膜过滤, 滤膜用无菌水冲洗, 离心后沉

淀物置于- 70 � 冰箱用于 DNA 提取。

1. 3. 2 DNA 提取

� � 采用 3S 柱环境样品 DNA 回收试剂盒提取样

品DNA。DNA提取物用0. 8% (质量分数,下同)琼

脂糖凝胶电泳检测。

1. 3. 3 PCR扩增

� � 以提取得到 DNA 作为模板, 采用对大多数细

菌的 16S rDN A 基因 V3 区具有特异性的引物对

F357和 R518 [ 14]进行扩增。扩增产物片段长约 250

bp,用 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测。

� � 50 �L 反应体系: 5 �L 10 � buffer , 3 �L M g
2+

( 25 mmol/ L ) , 1 �L dNT P( 25 mmo l/ L each) , 0. 2

�mol/ L 每种引物, 2. 5 U T aq酶, 适量的双蒸 H 2 O

补足 50 �L 反应体系。

� � PCR反应程序: 94 � 10 min; 35个循环包括94

� 45 s, 60 � 45 s, 72 � 45 s, 72 � 10 min。

1. 3. 4 DGGE分析 PCR产物

� � 采用 Bio�Rad公司 DcodeTMU niversal M utat ion

Detection Sy stem 制备变性剂质量分数从 35% 到

60%( 100%的变性剂含 7 mol/ L 尿素和质量分数为

40%的去离子甲酰胺)的 8% (质量分数)聚丙稀酰

胺凝胶。电泳条件为 150 V、60 � ,电泳缓冲液为 1

� T AE,电泳时间 5 h。电泳完成后,将凝胶进行EB

染色,在紫外灯下拍摄 DGGE 电泳结果, 用 Smart

View er 凝胶成像系统分析 DNA 指纹图谱。

1. 3. 5 DGGE结果分析

� � ( 1 ) Shannon�Wiener 指数分析。Shannon�

Wiener(下文简写为 Shannon)是一种重要的物种多

样性指数分析方法, 多用于生态系统分析。近年来,

逐渐应用于分子生物学领域,分析微生物种群结构

多样性。

� � Shannon指数公式如下:

H =̀ - �
S

i = 1

ni
N

ln
ni
N

( 1)

式中: H `为 Shannon 指数; S 为每个样品的条带数

目; n i 为第 i 个种的个体数; N 为种群中总的个体

数。在此,个体数用峰面积表示。

� � ( 2) 相似性聚类分析( Cluster Analysis)。聚类

分析是研究�物以类聚�的多元统计分析方法。将
分类对象置于多维空间中, 按照它们空间关系的亲

疏程度进行分类。采用 SPSS 13. 0 统计分析软件

对 DGGE 指纹图谱进行相似聚类分析, 计算样品

距离方法为欧式距离平方, 类间距离方法为平均链

锁法。

2 结果与讨论

2. 1 工艺实验结果与讨论

� � 潜流人工湿地系统各装置进出水水质指标见表2。

� � 由表 2可知, 潜流人工湿地对各项水质指标有

较大程度的净化作用,其出水水质达到《地表水环境

质量标准》( GB 3838 � 2002)中Ⅲ类水质。比较而

言, COD去除率W2> W3> W1,表现出多种植物系

统对有机物降解方面的优势。湿地系统对有机物的

降解主要依靠微生物,植物能够传导氧气进入根系,

部分氧气散失到根区周围,使根区周围形成好氧、缺

氧、厌氧区
[ 15]

, 附着在根区周围的细菌通过好氧和

厌氧的途径降解有机物, 因此潜流人工湿地有机物

去除率较高。W2 的优势在于种植多种植物, 植物

根部分泌物能够刺激细菌和真菌在植物根区增

长[ 16] , 植物根部分泌物和根区的不同会影响根区微

生物结构和功能多样性
[ 17]
。本研究表明, 菖蒲、水

葱与芦苇根系不同, 其根区富集生长的微生物也存

在差异,多种植物系统中微生物种类更丰富, 从而表

现出湿地系统对有机物降解率更高。NH 3�N 和 T N

的去除效果均是 W3> W2> W1。装置 W3第 2级

填料为沸石,沸石对 NH 3�N 具有优先选择性吸附作
用,加强了W3系统去除NH 3�H 的能力。人工湿地

表 2� 潜流人工湿地进出水水质指标

项目 COD/ ( mg � L- 1 ) COD 去除率/ % NH 3�N/ ( mg � L- 1 ) NH 3�N 去除率/ % T N/ ( m g � L- 1) T N去除率/ %

原水 71 � 19 - 5. 9 � 1. 3 - 8. 9 � 0. 7 -

W1 20 � 4 70 � 8 1. 6 � 1. 1 69 � 26 2. 3 � 1. 2 74 � 13

W2 17 � 3 75 � 7 0. 5 � 0. 4 90 � 9 1. 3 � 0. 6 86 � 6

W3 19 � 3 72 � 7 0. 3 � 0. 1 94 � 2 0. 9 � 0. 5 89 � 5
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去除 NH 3�N 的另一主要途径是硝化反应, 植物根

区周围存在的好氧条件, 能够富集生长硝化细菌, 发

生硝化反应, 把 NH 3�N 转化为 NO -
3 �N。但是, 氨

氧化细菌对氧气的竞争能力低于异养菌, 限制其正

常代谢活动。本研究表明, 多种植物系统根系根区

供氧能力高于芦苇系统, 使氨氧化细菌能够富集生

长,硝化反应能够进行, 从而使 W2对 NH 3�N 去除
率较高。

2. 2 PCR�DGGE 结果分析

2. 2. 1 DNA 提取结果

� � 采用试剂盒提取的 DNA 经 0. 8%琼脂糖凝胶

电泳检测后,证实其分子量大小为 23 kbp左右, 与

细菌基因组 DNA 大小相同。

2. 2. 2 PCR扩增结果

� � PCR 结果经 1. 5% 琼脂糖凝胶电泳检测后显

示, 扩增片段大小为 240 bp 左右, 证实为16S rDNA

V3区特异性片段。

2. 2. 3 DGGE结果

� � 潜流人工湿地各样品 DGGE 结果如图 2所示。

图 2� 各样品 DGGE图谱

� � 图2中 1�1、1�2、1�3、1�4表示 W1沿水流方向 4

个样品, 2�1、2�2、2�3、2�4表示W2沿水流方向 4个样

品, 3�1、3�2、3�3、3�4表示W3沿水流方向4个样品。

� � 由图 2 可见, 原水 DGGE 条带最少, 其中标记

为 1、2、3的条带为原水样品中所特有的条带, 代表

原水中微生物的特征种属。而在潜流人工湿地中这

3个特征型条带均消失, 说明微生物种群发生了更

替。图中标记为 4、5、6、7、8的条带,在潜流人工湿

地中均存在,表明这些条带代表的微生物是小试装

置共同存在的种属,在微生物群落的物质和能量代

谢中发挥着作用。但它们的光强度又存在差异, 表

明这些微生物在数量上存在差异。标记为 9、10、11

的条带分别为 W1、W2、W3 中的特征条带, 其代表

的优势种群是特定生态条件下微生物群落的特征种

属。W1装置 4个取样位置条带数目与位置显示没

有太大差异,这与其装置类型有关,微生物在相同的

环境条件下生长, 种群结构也较相似。W2、W3 显

示出条带数目、位置和光强度的变化,表明种群结构

有很大的变化,说明植物和填料对人工湿地中微生

物群落结构有较大的影响。Vacca 等
[ 11] 1364

研究了

人工湿地中植物以及填料对微生物去除的影响, 构

建 6个中试规模人工湿地, 两个垂直流砂土填料,两

个垂直流页岩填料,两个水平流砂土填料(分别为种

植芦苇和空白对照)。采用 PCR�SSCP 方法, 结果

表明植物能够刺激一些特殊菌种生长, 植物根区能

够富集生长微生物, 而不同的微生物群落依赖于不

同的填料而存在。这一结论与本研究相符。

2. 2. 4 指数分析结果

� � 使用 Smart Viewer凝胶成像系统分析 DGGE图

谱,记录出现条带的位置,并计算其峰面积。运用式

( 1)计算各样品的 Shannon指数,计算结果见图 3。

图 3 � 湿地样品 Shannon指数

� � 微生物种类越多, 分布越均匀, Shannon 指数就

越大。从图 3可以看出,原水 Shannon 指数均低于

潜流人工湿地样品的 Shannon指数,可见原水中微

生物多样性最低。湿地装置沿水流方向 Shannon

指数均呈现先增大后减小的趋势, 说明潜流人工湿

地系统中微生物多样性沿水流方向呈先增加后减少

的规律。装置前段有机物负荷相对较高, 水中多为

难降解大分子有机物和悬浮有机物, 此处有机物去

除主要依靠填料的过滤作用, Shannon 指数较低。

装置中段,污染物可能发生水解等作用被分解为小

分子易降解物质, 随着易降解有机物的增加,异养微

生物也随之增多, 并将大部分可利用污染物降解去

除,表现为取样点 2和 3的 Shannon 指数升高的趋

势。装置后段,由于水中污染物基本耗尽,供微生物

生长的营养物缺乏,致使此处微生物数量减少, 表现

为取样点 4处的 Shannon指数明显下降。

2. 2. 5 微生物多样性与有机物去除率的关系

� � 通过测定湿地系统沿程 COD 变化, 与沿程

Shannon指数进行线性拟合, 发现 W2、W3 沿程

COD与 Shannon指数存在显著的相关性,相关系数

均达到 0. 96,沿程 COD随着 Shannon指数增加而

减少。Shannon指数增加说明微生物种群结构多样

性增加, COD与 Shannon指数两者间呈现显著相关

性表明,微生物种群结构多样性对废水中 COD的

降解有一定影响作用。另外, W2 随 Shannon 指数

�736�

� 环境污染与防治 � 第 28 卷 � 第 10 期 � 2006 年 10 月



的增加, COD下降幅度要大于W3,说明湿地系统中

存在不同种类的植物能够提高微生物的多样性, 从

而使得系统处理能力增强, 因此植物对微生物的作

用要优于填料。单一植物与填料的 W1系统有机物

去除效果不佳, 微生物群落多样性变化小, 其沿程

COD变化与 Shannon指数无显著相关性,植物与填

料的单一性致使 W1 系统微生物种群结构趋于单

一,从而削弱了微生物系统的降解功能。

2. 2. 6 聚类分析

� � 聚类分析结果见图 4。W1中两个取样点样品

1�2和 1�3 距离几乎为 0, 呈现出最大的相似聚类

性, W1 4个取样点整体相似性较W2、W3 高, 体现

填料与植物的均一性使微生物种群结构较均一; W2

和W3 4个取样点聚类距离较远,相似性较差, 体现

不同植物与不同填料对微生物种群结构的影响; 各

装置都显示出取样点 1 与其他各点聚类距离最远,

相似性最低。可见装置前段群落演替迅速, 到装置

中后段群落演替进程缓慢,结构组成逐渐趋于稳定。

图 4 � 相似聚类分析图

3 结 � 论

� � ( 1) 潜流人工湿地能够净化受污染水体,对各项

水质指标均有不同程度的去除作用。本实验表明,潜

流人工湿地修复技术是高效低耗的修复受污染水体

技术。比较了 3种不同类型的潜流人工湿地效率,说

明多种植物系统与多种填料系统在有机物与营养元

素去除方面均比单一植物单一填料系统有优势。

� � ( 2) 运用 PCR�DGGE 技术, 能够真实地记录人

工湿地微生物种群结构及分布情况。DGGE 图谱

显示, 3 种不同类型的潜流人工湿地在微生物种群

结构上有很大差异,体现了植物与填料对微生物群

落结构的影响。

� � ( 3) 通过 Shannon 指数分析, 发现潜流人工湿

地中微生物种群多样性随着水流方向呈现先增加,

到后段减少的趋势。相似聚类分析表明, 填料与植

物的均一性使微生物种群结构较均一, 而不同植物

与不同填料对微生物种群结构有很大影响。

� � ( 4) 通过湿地系统沿程 COD 与 Shannon 指数

相关性分析,发现多种植物系统与多种填料系统相

关性较好, 微生物种群结构对 COD降解有很大的

影响。而单一植物与填料的 W1系统沿程 COD变

化与 Shannon指数无显著相关性,植物与填料的单

一性致使W1系统不能形成降解多种有机物的微生

物系统,从而削弱微生物系统降解功能。

� � 本研究只是从 DGGE 图谱的差异上初步比较

了 3种人工湿地中微生物种群结构的差异,随着处

理条件的改变还须考察微生物群落结构在湿地系统

中的变化,结合其他分子生物学方法,更系统地研究

人工湿地修复受污染水体的微生物作用机理。
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