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生活污水人工渠自净过程及原生动物演替
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摘 　要 : 为探讨小城镇生活污水人工渠自净的可行性及原生动物的响应过程 ,采用传统的生化分析方法并结

合最新的基因指纹技术 ,对哈尔滨双城市居民生活污水水体自净过程中的水质变化以及相应的指示性原生动

物的动态演替进行分析.结果表明 ,化学需氧量 (COD)为 140 mg/L的生活污水 ,经由约 9 km的人工渠 ,通过沉

降、化学分解、生物代谢等作用 ,降至 40 mg/L以下 ,碱度逐渐从 1000 mg/L下降至 250 mg/L, pH从 713上升至

810;总磷含量由 210 mg/L逐渐降低至 113 mg/L.在整个过程中的原生动物种类较少 ,主要有草履虫属、四膜虫

属和鞭毛虫属.鞭毛虫属一直是优势原生动物 ,草履虫属和四膜虫属在寡污带出现 ,最后消失.居民生活污水在

人工渠中通过较长的自净流程 (≥9 km)达到排放的要求 ,注入松花江支流拉林河.
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Abstract: To investigate the feasibility of self2purification of domestic sewage in man2made ditches and the

corresponding succession of dom inant p rotozoa, conventional chem ical analysis combined with single2strand

conformation polymorphism ( SSCP) technique was used to monitor the change of water quality during self2pur2
ification of domestic sewage and the p rotozoa succession. The results indicated that the chem ical oxygen de2
mand (COD) in domestic sewage was decreased from 140 to 40 mg/L through deposition, chem ical decompo2
sition and bio2metabolism after the sewage passed through a 9 km man2made ditch. The alkalinity was reduced

from 1000 to 250 mg/L , but the pH increased from 710 to 810. Total content of phosphorus was decreased

from 210 to 113 mg/L. The diversity of p rotozoa was low, including three genera: S pum ella, Tetrahym ena

and Pa ram ecium . S pum ella was the continuously dom inant genus, while Tetrahym ena and Pa ram ecium ap2
peared in low2polluted water and disappeared finally. This research suggests that domestic sewage can reach

the National D rainage Standard of China by self2purifying in a certain long ditch ( up to 9 km) , and pours into

one of the main branches of Songhua R iver.
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　　污染物排入江河或其他水域后 ,经过扩散、稀

释、沉淀、氧化、微生物的分解等作用 ,使水体可基

本上或完全恢复到原来的状态 ,这个过程即为水

体自净 [ 1, 2 ]
. 水体的自净能力是有限的 ,如果排入
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水体的污染物数量超过某一界限时 ,将造成水体

的永久性污染. 在水体承受范围之内 ,通过自净处

理 ,小城镇的生活污水可以得到较好的净化 ,然后

再排入大的河流 ,从而减小面源污染. 然而 ,生活

污水注入人工渠后的自我恢复过程鲜有报道 ,尤

其是对不同阶段的指示性原生动物研究还不太深

入 [ 3 ]
,原生动物在废水处理过程中也担当相当重

要的角色 ,如它能够分泌粘性物质提高了污泥的

沉降性 ,还可以吞噬掉大量的衰亡细菌 ,减少了排

泥量 ,使水质澄清 [ 4 ] .

本研究采用传统的生化分析方法结合对原生

动物 18S rRNA基因片段的单链构像多态性 ( SS2
CP)分析技术 ,对城市生活污水水体自净过程中

的水质变化模型以及相应的指示性原生动物的动

态进行了解析 ,揭示了在水体自净过程中指示性

原生动物的变化 ,这将对小城市生活污水的生物

处理提供有益的参考.

1　材料与方法

111　取样地点的描述

双城市位于北纬 45135°,东经 126128°,在哈

尔滨西南约 50 km,是黑龙江省通过公路、铁路与

中国内地相联系的主要通道. 该城市约有人口

18万 ,日耗水量 20000 m3 ,另外还有一个乳品厂

和酿酒厂 ,排水性质属于生活污水. 所有废水集中

于一个排污口 ,水流量约 0123 m
3

/ s,水质暗黑 ,并

伴有臭味. 小河通过人工渠曲折而流 ,经主要城镇

兰陵镇后注入松花江支流拉林河中. 取样于早秋

时节进行 ,气温在 25～30 ℃,水温 18～20 ℃. 取

样点如图 1所示 ,自双城排污口起 ,每隔 1500 m取

一水样 ,当流至兰陵镇 (约 20 km)时 ,水流已足够

清彻 ,共取 12样品 ,标号 A～L,水样保存于 4 ℃,

用于水质分析及 DNA提取.

112　样品的物理化学分析

直接观察样品色度的变化 ,并采用亚甲基兰

染色 ,通过显微摄影 (O lympus BH2, O lympus, Ja2
pan)对样品中的微生物进行多样性和形态分析.

根据文献 [ 5 ]方法 ,对不同样品的 pH (pH计 , Del2
ta320,梅特勒 -托利多 )、碱度 (pH滴定法 )、化学

需氧量 (COD ,重铬酸钾氧化法 )、总磷 (氯化亚锡

还原钼蓝法 )和水样浊度 (OD600 , 722紫外可见分

光度仪 )进行了测定.

113　SSCP研究原生动物的变化

根据说明书 ,采用试剂盒 (上海华舜 )提取样

品总 DNA. 原生动物 18S rRNA基因 V8～V9区的

通用引物 NS7 ( 5’- ATAACAGGTCTGTGATGC -

3’)和 NS8 ( GCAGGTTCACCTACGGA ) [ 6 ]
,能够扩

增出约 340 bp序列 , NS8的 5’端采用磷酸标记 ,

用于 λ核酸外切酶的识别和去除. PCR 扩增

(2700, App lied B iosystem s)采用 100μL 反应体

系 ,包括 : 10μL 10 ×buffer,引物各 016μmol/L ,

dNTP 200μmol/L, Taq DNA聚合酶 215 U (宝生

物 ,大连 ) ,模板 0105 ～1μg. 反应程序为 : 94 ℃

变性 40 s, 50 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 40 s,共 30

个循环. 取 3μL于 1%的琼脂糖凝胶上电泳 ,并

与 PCR marker (DL2000,宝生物 )比较确定质量

浓度. 剩余 PCR 产物采用 λ核酸外切酶 (NEB ,

USA )进行处理 ,并最终溶解于 20μL无菌水中.

采用 12%的聚丙烯酰胺电泳分离纯化的单链

DNA产物 10μL. 电泳结束后 ,按文献 [ 7 ]的方法

进行银染 ,对 SSCP图谱中的部分条带进行回收

及测序分析 ,将所得序列用 B last软件 [ 8 ]在 Gen2
Bank中进行检索 ,获取相近序列.

2　结果与讨论

211　水体自净过程中水质的物理化学特性

镜检发现 ,样品 A、B、C、D 中除出现了常见

的杆菌、球菌外 ,还有八叠球菌、细长的真菌等 ,而

其他取样点的细菌种类和数量较少. 刚刚排放的

生活污水为典型的多污性水体 ( polysap robic

zone) , COD和游离氨质量浓度较高 ,水中溶解氧

很少 ,多数生物无法生存 ,而此时的厌氧或兼性厌

氧的微生物代谢活跃 ,种类丰富. 自采样点 A便

出现了绿色的藻类 ,以颤藻为多 ,颤藻类在微厌氧

的水体中仍能正常生活 ,成为受有机物污染十分

严重的水体的优势种 [ 9 ]
. 美国学者提出以单位面

积颤藻的数量作为评价水体污染的指标 ,颤藻数

量愈多 ,表示水体污染愈严重 [ 9 ] . 自采样点 I之后

衣藻大量出现 ,衣藻类主要通过光合作用营自养

生长 ,可见此时水质已经开始变清 ,水中有机质明

显下降 ,在生活污水水体自净过程中 ,衣藻类的出

现是水质逐渐转好的一个标志.

水体自净过程中的 COD、总磷、pH、碱度以及

浊度的变化如图 2所示. 随着水体不断向前推移 ,

COD由 138 mg/L慢慢下降到 30 mg/L左右 ,总

磷由 210 mg/L下降至 113 mg/L. 这些变化的主

要原因是 ,其一 ,自点 F开始又有新的溪水注入 ,

河面逐渐宽阔 ,流速趋于缓和 ,大量有机和无机颗
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图 1　研究对象及样品采集位置

粒物质不断沉淀下来 ,降低了水的浊度和 COD质

量浓度 ;其二 ,部分有机颗粒被微生物不断降解 ,

降解的产物被沿途的植物吸收利用 ,沿途自 F可

见植物的数量和种类逐渐增加 ,水质的色度以及

味觉慢慢转好. 在此期间污水通过微生物的降解 ,

有机大分子有机物转化为小分子物质 ,一部分用

于自身代谢合成 ,大部分被植物直接吸收 ,磷的含

量逐渐降低也证明了这一点.

图 2　水体自净过程中的水质分析指标

　　从图 2 可见 , 碱度由 1000 mg/L 下降至

250 mg/L左右 ,而此时 pH却不断由 713上升至

810. 说明水中污染物在逐渐被微生物降解过程中

既消耗了有机碱度 (如弱酸盐 )和无机碱度 (如

CO3
2 - 和 HCO3

- ) ,又消耗了一些弱的有机酸 ,从

而使 COD总体下降 ,碱度也随之下降.

从图 2还可见 ,在取样点 G处 ,即经过 9 km

时 ,其 COD质量浓度便已降低至 40 mg/L以下 ,

已经达到《污水综合排放标准 GB 8978 - 1996》的

一级标准 ,总磷虽然下降较小 ,但也已达到二级排

放标准. 由此可知 ,对于这样一个没有污水处理设

施的小城镇 ,完全可能采用人工渠的水体自净方

式 ,达到污染物的去除 ,达标排放需要水体经过至

少 9 km的流程.

当然 ,采用这样的处理方式还要受到季节、地

域以及生活污水水质、水量的影响 ,所以 ,在实际

操作过程中 ,还要考虑到该模型的局限性.

212　原生动物演替过程

DNA的提取表明 ,自 A至 L DNA的降解逐

渐减小 (图未给出 ) ,片段均在 23 kb以上. 采用引

物 NS7 /NS8进行扩增均得到了 300 bp 以上的

PCR产物. 原生动物的 SSCP结果如图 3,最多出

现 11条带 ,但带型图谱变异不大 ,总的变化趋势

是群落先趋于复杂 ,再变得简单. 各条带回收后 ,

克隆测序的结果见表 1. 根据回收条带的测序比

对分析发现 ,鞭毛虫属的原生动物一直处于优势

地位 (图 3中条带 4, 5) ,草履虫属和四膜虫属在

寡污带出现 ,最后消失. 还可见 ,与同一种微生物

相似性最大的条带 ,在 SSCP图谱中对应 2～3

条 ,这主要是由于这几条带中部分碱基不同引起

的. 在水体自净过程中 ,原生动物没有明显的演替

现象. 有研究表明 ,在废水处理反应器中 ,原生动

物的出现存在明显的顺序性 :开始时是鞭毛虫 ,几

天后是自由游泳的纤毛虫 (草履虫、尾丝虫等 ) ,
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数周后是爬行的纤毛虫占优势 ;鞭毛虫和草履虫

易生于中污至清洁水体中 ,四膜虫则较适应多污

水体的环境 [ 10 ]
. 而在本研究中 ,四膜虫属在多污

带出现 (图 3, A和 B泳道中 2, 3) ,之后又在寡污

带 (图 3, H, I和 J泳道中 2, 3)出现而后消失 ,与

报道不同.

图 3　水体自净过程不同阶段的原生动物 SSCP分析图谱

表 1　SSCP条带克隆测序及比对分析

条带 克隆数量 序列长度 / bp 最相似微生物及 GenBank登录号 最相似的属 相似性 /%

1 3 363 Param ecium m u ltim icronuclea tum , AF255361 草履虫属 9911

2 2 350 Tetrahym enaM26358 四膜虫属 9911

3 2 349 Tetrahym enaM26358 四膜虫属 9911

4 2 364 Spum ella - like flagellate JBC07, AY651097 鞭毛虫属 9617

5 2 363 Spum ella - like flagellate JBC07, AY651097 鞭毛虫属 9418

6 2 362 Param ecium m u ltim icronuclea tum , AF255361 草履虫属 9914

7 2 362 Param ecium m u ltim icronuclea tum , AF255361 草履虫属 9917

3　结　论

1)采用人工水渠的水体自净方式处理小城

镇的生活污水 ,达到了废水排放的国家标准.

　　2)在早秋温度为 18～20 ℃条件下 ,当人工

水渠长度 ≥9 km时 ,即可将 COD质量浓度降低

至 40 mg/L以下 ,达到国家一级排放标准 ;总磷最

终下降至 113 mg/L,也已达到二级排放标准. 可

见 ,该城镇的生活污水经过人工水渠的水体自净 ,

达标后排入松花江的支流拉林河中.

3)该水体中的原生动物的种类较少 ,主要有

草履虫属、四膜虫属和鞭毛虫属 ,鞭毛虫属是一直

处于优势地位的原生动物 ,其他两属在寡污带出

现 ,继而消亡 ,没有出现明显的演替现象.
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