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摘要：从深圳运行中的人工快速渗滤系统（’()）的砂层填料中以 *+, - !$+, 间隔垂直取 !$ 个样品，进行 !./ 0123
4& 区的 1556 分析，结果表明，’() 系统中微生物种群随着深度的增加逐渐减少，在快渗池砂层填料的 &$+, 深度

范围内，微生物群落组成至少有 !% 种，主要是 780,8+9:;<、=>?@= ?0A:;AB=+:;089, 中的异养菌，它们是 ’C1 降解的主要

参与者；而在 D$+, 及更深范围，菌群减少为 !" 种甚至更少，优势菌是 !"#$%&%’() <?E、*#+’%,-#’( <?E、./%,+’#$#01 <?E
等，表明快渗池下部存在较强的硝化作用和厌氧的微环境，快渗池上、下层之间呈现出不同的多样性。结果揭示出

’() 系统中的微生物种群空间分布状况，为其处理效果的稳定和提高提供了理论基础。

关键词：人工快渗系统，变性梯度凝胶电泳（1556），!./ 0123，微生物种群分布

中图分类号：F!G" 文献标识码：3 文章编号：$"*&H".*D（"$$G）$.H!!GIH$*

$%&’()*) +, -*./+0*&’ 1+223%*4( !*)4/*034*+% *% 1+%)4/3.456
7&8*6 9%,*’4/*4*+% :()452（179）0( !""#!

J)325 F8K!，" L3 L8KMH’@=A! N) J9K"!! N) N8" OPC25 O9AH/@;K!

（2"3%%/ %4 5(+6’ 76,%0’"6, (8$ 98&#’%8168+，.3#8( :8#&6’,#+; %4 <6%,"#68"6,#=6#>#8? @6;

A(B%’(+%’; %4 5(+6’ 76,%0’"6, C 98&#’%8168+(/ 98?#866’#8?，=6#>#8? !$$$%&）!

（ D8,+#+0+6 %4 !?’#"0/+0’(/ 76,%0’"6, (8$ 76?#%8(/ E/(88#8?，.3#86,6 !"($61; %4 !?’#"0/+0’6 2"#68"6，=6#>#8? !$$$%!）"

$0)4/&.4：/=KQ< AR Q8RR;0;K: Q;?:@ S;0; <=,?>;Q R0A, ’AK<:09+:;Q (=?8Q )KR8>:08:8AK <T<:;,（’()）8K /@;KU@;K，=KQ :@;T S;0; =K=>TU;Q BT 1;K=:908KM

50=Q8;K: 5;> 6>;+:0A?@A0;<8<（1556）E V@; ?0AR8>; AR 1556 <@AS;Q :@=:，:@; ,8+0AB8=> +A,,9K8:T Q;+0;=<;Q R0A, :A? :A BA::A, =KQ 8K :@; 9??;0

&$+, ?=0:，’() S=< 08+@ 8K ,8+0AB8=> +A,,9K8:T =BA9: !% <?;+8;< S@8+@ ?>=T;Q <A,; 8,?A0:=K: 0A>;< 8K :@; B8AQ;M0=Q=:8AK AR ’C1，<9+@ =<

780,8+9:;<、=>?@= ?0A:;AB=+:;089, =KQ <A AK；B9: >;<< :@=K !" <?;+8;< ;W8<:;Q B;>AS D$+,，<9+@ =< !"#$%&%’() <?E、*#+’%,-#’( <?E、./%,+’#$#01 <?E，

:@8< 8KQ8+=:;Q :@=: :@;0; S;0; <A,; K8:08R8+=:8AK ?@;KA,;KAK =KQ =K=;0AB8+ ,8+0A;KX80AK,;K: 8K :@; >AS;0 ?=0: AR ’()E V@; ,8+0AB8=> Q8X;0<8:T S=<

?0A,8K;K: Q8RR;0;K: <?=:8=>>TE V@; 0;<9>:< <@AS;Q :@; ,8+0AB8=> +A,,9K8:T Q8<:08B9:8AK =KQ S;0; +;0:=8K ,;=K8KMR9> :A :@; <:=B8>8U=:8AK =KQ 8,?0AX;,;K:

AR ’()E

;5( <+/6)：’AK<:09+:;Q (=?8Q )KR8>:08:8AK <T<:;,（’()），1;K=:908KM 50=Q8;K: 5;> 6>;+:0A?@A0;<8<（1556），!./ 0123，L8+0AB8=> +A,,9K8:T

Q8<:08B9:8AK

!国家科技支撑项目（2AE "$$.Y31"*Y$D）

!!通讯作者 V;>：$!$H.%IG*%I!，6H,=8>：Z>8[ +==<E =+E +K
收稿日期："$$GH$"H!&，修回日期："$$GH$*H!$

人工快速渗滤系统（’AK<:09+:;Q (=?8Q )KR8>:0=:8AK
/T<:;,，简称 ’() 系统）是在传统污水快速渗滤系统

的基础上发展起来的一种新的污水处理技术［!］。它

的主要创新点在于用渗透性能较好的天然砂等代替

传统的污水快渗中的天然土层，克服了传统土地处

理系统中水力负荷低、占地面积大等缺点；同时这一

新系统采用干、湿交替的运行方式，既保证有较高的

水力负荷（!\$ ,#Q - "\$,#Q），又能提高污水净化能

力、达到达标排放的处理目标。

鉴于 ’() 建立和运行时间较短，目前对该系统

的研究主要集中在设计参数及其工艺的改进方面，

而对其内部起关键作用的微生物的研究却很少，且

所采用的方法是基于传统的纯培养，由于该方法不

能很好的反映微生物种群存在的原始状态［"］，并且
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在自然环境样品中可分离出的微生物种类占总微生

物种类总数的 !"#$ % #$［&］，因此通过纯培养得到

的结论不能客观、全面地反映 ’() 内微生物的种群

结构及变化，也不能很好解释系统中微生物组成与

污水处理效果的关系，这已影响 ’() 处理效果的稳

定和进一步提高。目前，不依赖微生物培养的各种

新技术方法不断涌现，并在微生物的生态研究中得

到应用。变性梯度凝胶电泳（*++,）技术不仅可以

对可培养的微生物进行分析，而且还可以对不可培

养的微生物进行研究，能更真实地反映系统中微生

物种群的构成和分布［-］。该技术将样品中不同微生

物的 #./ 0*12 的 3& 区扩增产物在 *++, 中分离，

根据电泳条带的多寡和亮度辨别样品中微生物的种

类多少和丰度，分析微生物的多样性；同时，对不同

条带回收测序并与 +456758 中的序列比对可以确定

微生物种类。*++, 认为是目前研究微生物遗传多

样性和种群动态性最有力的分子生物学技术［9］。本

研究的目的是采用 *++, 技术对 ’() 系统不同空间

分布的样品总 *12 分析，以全面客观揭示该系统中

微生物种群分布，为 ’() 处理效果的稳定与提高提

供理论依据。

! 材料与方法

!"! 样品采集

砂层样品于 :!!. 年 ; 月取自深圳观澜高尔夫

球场 ’() 一号快渗池不同深度，取样间隔为 9<= %
#!<=，共取 #! 个样品。进水、出水水样分别取自沉

淀池的出水口和快渗池出水口。

!"# 实验方法

!"#"! 样 品 总 *12 提 取 及 纯 化：采 用 改 进 的

>?784［.］等人的间接法，对快渗池中以 9<= % #!<= 间

隔垂直取的 #! 个砂层样品进行总 *12 的提取，细

胞裂解采用珠式细胞破碎器（@)1)A6,2*6,2B,(）

机械破壁 :"9=C5，纯化采用试剂盒 D’(A<E475A?F 8CG。
!"#"# D’( 扩增：（#）样品总 *12 的 D’( 扩增：以

样品总 *12 为模板，采用 #./ 0*12 基因 3& 区特异

性的引物对［H］I&&J+’ 和 (9#J，进行 D’( 扩增。反

应条件和反应体系见参考文献［J］。

（:）(4<K5LCGCK5C5M D’(［;］：反应体系中以 #"9!N
第一轮 D’( 产物为模板，其余同前。D’( 反应条

件：;-O &"9=C5；;-O #=C5，99O #=C5，H:O #=C5，9
个循环；H:O延伸 .=C5。

（&）用于测序的 D’( 扩增：反应体系中的引物

为 (9#J 和 I&&J（不带 +’ 夹），其余体系同前，反应

条件：;-O 9=C5；;-O &!P，99O &!P，H:O &!P，&! 个

循环；H:O延伸 .=C5。

以上 D’( 产物均用 #"!$ 琼脂糖凝胶电泳检

测。

!"#"$ 变性梯度凝胶电泳（*++,）：（#）变性胶的制

备：变性剂浓度范围为 &9$ % .!$（#!!$的变性剂

为H=KEQN 的 尿 素 和 -!$ 的 去 离 子 甲 酰 胺 的 混 合

物），胶浓度为 J$，变性剂的浓度从上向下递增。

（:）D’( 样品的加样：在每个加样孔加入含有 #!$
的加样缓冲液的 D’( 样品 :!!N。（&）电泳及染色：

#9!3，.!O 电泳 9R。电泳完毕后，将凝胶在 /S6(
+0445 ) 中染色约 &!=C5。（-）照相及观察：将染色后

的凝胶用凝胶影像分析系统分析，观察电泳条带并

拍照。

!"#"% 割胶、测序：选择 *++, 胶上的优势条带进

行切割，在每条条带中间切下约 &!=M 放入 :=N 的

离心管中，再加入 #!!!N 的 B, T?UU40。将凝胶压碎

后，V :!O 冷 冻 过 夜，然 后 用 .9O 的 热 水 温 浴

:!=C5，9!!!0Q=C5 离心 9=C5。取上清液 .!N 为模板

进行 D’( 扩增，扩增产物送上海生工公司测序。

!"#"& 水 质 测 定：主 要 的 水 质 监 测 指 标 有：FW、

’X*<0，氨氮和总氮，其中，用重铬酸钾法测定 ’X*<0，

纳氏试剂分光光度法测定氨氮，碱性过硫酸钾消解

紫外分光光度法测定总氮。

# 结果与分析

#"! 总 ’() 提取和 *+, 扩增

对从 #! 个样品提取的 *12 进行电泳检测，条

带大小为 #!8T 左右，可满足后续实验要求。以其为

模板进行 #./ 0*12 3& 区（含“+’ 夹子”）扩增，得到

约 ::!TF 的大小片段，再采用 BRK=FPK5［;］等提出的

“(4<K5LCGCK5C5M D’(”的方法，消除了异源双链 *12
（R4G40KL?FE4Y），保证了目的片段的特异性扩增（见图

#，其中 ! 为阴性对照）。

#"# ’--. 图谱分析

#! 个样品 #./ 0*12 3& 区的 *++, 指纹图谱见

图 :。从图谱中可知，不同深度的样品经过 *++,
后都可以分离出数目不等的电泳条带，且条带的强

度和迁移速率也不相同。’() 系统中微生物种群随
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图 ! "#$%&’()(%&(&* +," 产物琼

脂糖凝胶电泳图像

着深度的增加逐渐减少，在快渗池 -.$/ 深度范围

内，微生物群落组成至少有 !0 种，而在 1.$/ 及更深

范围微生物种属减少至 !2 种以下，快渗池上、下层

之间表现出不同的微生物多样性。同时，除少数菌

群（条带 3）贯穿所有样品之外，许多菌群随着深度

的增加逐渐消亡（条带 4、5、6、7、8）或产生（条带

,、9、:），这与污水的水质随着下渗不断发生变化有

很大关系。选取优势条带 4 ; : 进行回收测序，将测

序结果进行 3<4=> 比对，结果见表 !。

图 2 9775 指纹图谱

由表 ! 可知，条带 3 贯穿了所有样品，它所代表

的是一种不可培养的土著菌群，在快渗池深度方向

的分布比较均匀；从 -.$/ 以上取得的样品 ! ; 1 中

的主 要 条 带 有 4、5、6、7、8，主 要 是 某 些 属 于

6(?/($@)#A、BCDEB D?%)#%FB$)#?(@/ 的在土壤中的不可培

养菌，它们大多是异养菌，是 ,G9 降解的主要参与

者；从 1.$/ 以下的样品 H ; !. 中的优势条带 ,、9、

:，主 要 代 表 的 是 !"#$%&%’() ADI、*#+’%,-#’( ADI、
./%,+’#$#01 ADI 等不可培养种属，其中 *#+’%,-#’( ADI
是硝化螺旋菌属，有较强的硝化能力。条带 : 代表

./%,+’#$#01 ADI，它是一类厌氧菌，这表明在快渗池

H.$/ 深度以下开始出现厌氧的微环境，这与文献报

道的有所不同。张永华［!.］指出，好氧生物降解是

,": 系统去除有机污染物的主要机制。,": 系统采

用淹水、落干交替运行的布水方式，在落干阶段，水

的下渗将空气吸入，系统复氧，系统内保持良好的好

氧状态。起初，该快渗池一天布水 1 次，系统落干速

度很快，复氧能力很强，但目前由于该快渗池堵塞现

象比较严重，每天只能淹水 2 次，因此认为快渗池的

堵塞影响了系统的复氧，从而在该快渗池下部出现

厌氧的微环境。

表 ! 优势菌群 !"= ?9J4 K# 区的测序结果

条带 提交序号 相似性（L） 最相近的序列

4 9M--N.2!I! OP Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

4R1..HN1I! OH Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

9M!0.!.0I! OH Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

3 56.!O22!I! OO Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

561HH!O!I! OO Q&$@C)@?#’ A%(C FB$)#?(@/

56-O2O2PI! OO Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

, 562.0PHOI! !.. Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

9M0P2H!2I! !.. Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

9MO22NH-I! !.. !"#$%&%’() ADI

9 561-10H-I! OO Q&$@C)@?#’ J()?%AD(?B ADI

432HOHP. I! OO Q&$@C)@?#’ J()?%AD(?B ADI

432H2O11 I! OO Q&$@C)@?#’ J()?%AD(?B# FB$)#?(@/

5 56.N--NNI! OO Q&$@C)@?#’ 6(?/($@)#A FB$)#?(@/

432.HNO. I! OP Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

9M22!1H0I! OO Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

6 46!20PNHI! O- Q&$@C)@?#’ A%(C FB$)#?(@/

462-1N2-I! O- Q&$@C)@?#’ AC@’*# FB$)#?(@/

46H.NPOHI! O- Q&$@C)@?#’ A%(C FB$)#?(@/

7 56-N0!0OI! OH Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

56-N0HH1I! OH Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

9M2.21.NI! OH Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

8 56.NHPN.I! O0 Q&$@C)@?#’ BCDEB D?%)#%FB$)#?(@/

461-!!.1I! O0 Q&$@C)@?#’ BCDEB D?%)#%FB$)#?(@/

4SO!N0O!I! O0 Q&$@C)@?#’ FB$)#?(@/

: 432O1O1! I! OO Q&$@C)@?#’ ,C%A)?(’(@/ ADI

56.H20PHI! OO ./%,+’#$#01 ADI

56.H20P1I! OO ./%,+’#$#01 ADI

用 3:GT"49 MQ4J>:>S GJ51UHU! 软件对 9775
图谱进行聚类分析（见图 -）。

由图 - 可以看出，从 ,": 系统的 H$/ ; -.$/ 获
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图 ! "##$ 图谱的 %&#’( 聚类分析

取的 ) * + 号样品，它们的 "##$ 指纹图谱相似性很

高，说明快渗池上层约 !,-. 内微生物种群变化不明

显；+,-. 以下采集的 /、0、1、2、), 号样品之间的相

似性也较高，说明快渗池下部（+,-. 以下）的微生物

种群结构相对稳定；但上层和下层之间的相似性差

异却很大，表明其中的微生物种群结构发生变化，

上、下层内的微生物呈现出不同的菌群组成。其原

因与 345 系统中水质不断发生变化有很大关系，快

渗池采用下向流的布水方式，在污水下渗过程中，污

染物发生物理、化学、生物等作用而发生变化，因此，

降解这些污染物的微生物也相应发生改变，最终形

成稳定的群落结构。样品 6（0,-.）相对于其它样品

的相似性很低，这是由于该快渗池为减少堵塞，曾将

上层约 0,-. 的砂层填料上下翻动，翻动后 0,-. 处

的填料 含 有 少 量 的 浮 油，取 样 时 也 发 现，快 渗 池

0,-. 处产生明显的分层，上层砂的的颜色明显比下

层砂的深，浮油对微生物的分布产生很大的影响，由

此推断样品 6 较其它样品的相性较低。

!"# $%& 系统中的菌群分布与系统水处理效果的

关系

采集水样测定的水质结果见表 7。从中可知，

出水 89 有所下降，这可能与快渗池中的微生物代

谢产酸以及硝化作用产生 9: 有关；3;"-< 的去除率

很高，可能是由于 =><.>-?@AB、CD8EC 8<F@AFGC-@A<>?. 中

某些异养菌作用的结果，!"#$%&’"$( B8H的存在使 345
系统有较强的硝化能力，从而对氨氮的去除率也很

高，同时，"##$ 图谱表明，快渗池上部微生物种群

多样性丰富，3;"-< 和氨氮等污染物发生好氧生物

降解得以去除，随着污染物浓度的下降，相应的微生

物的生长受到抑制，从而在快渗池下部的多样性较

上部贫瘠；在快渗池 /,-. 以下检测到 )*%&#$"+",-

B8H，标志着快渗池下部开始出现厌氧的微环境，这

有利于反硝化作用的进行，但可能因为硝酸还原菌

的数量少或活性低，也可能是由于缺少反硝化所需

要的碳源等原因抑制了反硝化作用，因此 345 系统

对总氮的去除率很低。为增加反硝化碳源，可以直

接投加甲醇、葡萄糖等有机物或者将适量原水引入

工艺的反硝化段，以原水中的有机物质充当有机碳

源，但投加甲醇、葡萄糖的成本太高，不适合采用，而

引入原水必将减小工艺的水力负荷并加大工程的能

耗，因此对 345 系统也不建议采用。锯末中含有大

量的纤维素，在其缓慢降解过程中持续释放的有机

产物可以充当碳源，并且降解的时间越长，其充当碳

源的寿命也就越长，因此建议在快渗池下部填料中

添加适量的锯末，以提高 345 系统对总氮的去除率，

但添加的量以及添加后如何减少系统的堵塞有待进

一步研究。

表 ! 快渗池进、出水水质指标

指标 89 3;"-<（.IJK） 氨氮（.IJK） 总氮（.IJK）

进水 0L62 ),0 ))L/ 7,L0

出水 /L2/ ), )L7+ )+L!

去除率 M 2,L0N 12L7N !,L0N

# 讨论

采用 "##$ 等分子生物学手段研究环境系统中

微生物菌群结构和多样性，获得样品中全部的 "O(
是前提，本研究采用机械破壁和酚氯仿抽提的方法，

有效地释放细胞内的 "O( 并去除蛋白，满足环境样

品总 "O( 提取的要求。这样对环境样品中总 "O(
分析，才能表征环境样品中的微生物菌群组成及其

多态性。采用 4A-FPQ>@>FP>PI &34 的方法，有效地消

除了 EA@A<FQ?8DAR，保证了目的片段的特异性扩增，为

后续的 "##$ 提供了理想的模板，这也是研究的关

键环节。

本研究表明，采用 &34S"##$ 技术对 345 系统

内微生物种群分布的解析是可行的，在快渗池 /-.
* !,-. 深度范围内，微生物群落组成至少有 )1 种，

主要是一些属于 =><.>-?@AB、CD8EC 8<F@AFGC-@A<>?. 等

的常见异养菌，这是 3;" 降解的主要因素；而 +,-.
深度以下，菌群减少为 )7 种甚至更少，主要的优势

菌属是 ./"+%0%$(1 B8H、!"#$%&’"$( B8H、)*%&#$"+",- B8H
等，表明快渗池下部存在较强的硝化作用和厌氧的
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微环境，快渗池上、下层之间呈现出不同的多样性。

本研究只是从 !""# 指纹图谱上初步比较了

$%& 系统中不同深度的微生物种群结构差异，由于

目前该技术只能定性地分析环境样品，准确定量的

研究还较难进行，因此，要完全确定快渗系统中的种

群结构，还需要借助于荧光原位杂交、基因文库的构

建等其他分子生态学的方法作进一步的研究，同时，

由于快渗池 ’()* 以下呈现厌氧的微环境，可以在快

渗池下部的填料中添加适量锯末，以加强系统的反

硝化能力，从而提高总氮的去除率，但添加的量以及

添加后如何减少系统的堵塞问题，有待进一步研究。
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科技信息

提高乙醇产率的新方法

燃料乙醇作为一种可再生能源（或替代燃料）已在世界许多国家得到较为普遍的应用，有积极发展的趋

势。巴西主要以甘蔗汁为原料生产乙醇，目前已实现替代 1(W的进口石油或煤炭；N(W的汽车使用乙醇与

汽油混合燃料，这为其它国家特别是发展中国家中起到了“榜样”的作用。发展乙醇的重要性除了可作为替

代能源外，还在于可替代具有致癌性的 DKI#，并且对减轻温室效应等方面起着十分重要作用。因此，发展

燃料乙醇充满着巨大的商机，但在发展燃料乙醇过程中还存在某些“瓶颈”问题。首先，如何利用有机废弃

物替代粮食为原料发酵生产乙醇？如何想方设法以有机物原料如废弃秸秆等纤维素、半纤维素为原料发酵

生产乙醇？简言之，需要强化用其它非粮食有机物为原料生产乙醇的研究与实践。多少年来，微生物科学

工作者在纤维素酶、半纤维素酶及其制剂的研发与应用方面做了大量工作，并取得了可喜的成果和进展，为

开发乙醇燃料奠定了有利基础；其次，选育高效生产菌种或采用现代生物技术手段改造菌种（株）或重组新

生产菌种，或选择新的受体菌，借助转基因技术以提高有关酶的产率和活力是乙醇发酵生产的重要基础；第

三，在乙醇发酵工艺方面探寻新途径备受关注。举个实例：目前巴西生产乙醇燃料 +O( 亿升，到 -(+. 年，计

划乙醇燃料产量增加 .’( 亿升，增加 + 倍多。如何达到这一目标呢？巴西塞阿腊州联邦大学研究人员找到

一种新方法可使巴西目前乙醇产量提高 ’W。在待发酵的甘蔗汁中加入源于动物甲壳类中提取的一种物质

（注：不外乎壳聚糖等物质），可有效提高乙醇的产量。如果这项技术得到推广，巴西可在不增加新的甘蔗种

植园的情况下将目前的乙醇产量增加 ’W，为国家带来数十亿美元的收入。至于在乙醇发酵原料中为什么

加甲壳类提取物就能提高乙醇产量呢？其机制还有待进一步探究。另外，在乙醇发酵原料中加入甲壳类提

取物对提高乙醇产量是否有普遍意义也还得通过实践进一步探究。

（柯为 供稿）

·.N++·-((O 年 .1（H） 微 生 物 学 通 报




