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摘  要: 本文通过构建 16S rDNA 克隆文库开展了人工快速渗滤(CRI)系统表层(10 cm 深)细菌种

群多样性研究, 结果表明, 在 CRI 系统表层填料中细菌多样性十分丰富, 存在 7 个主要类群, 其中

不可培养的酸杆菌纲(uncultured Acidobacteria)和其它不可培养细菌(uncultured bacteria)在整个克

隆文库中比例最大 , 比例为 53.72%, 其次是浮霉菌纲(uncultured planctomycete)和 β-变形菌纲

(β-proteobacterium), 分别占文库比例的 13.89%和 8.33%; 克隆文库中反硝化菌的比例高于亚硝化

单胞菌属细菌(0.925%), 没有出现 Nitrospira 属的克隆子。本文通过 16S rDNA 克隆文库揭示了在

生物膜上存在的优势菌为不可培养菌 , 而假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa)和紫色色杆菌

(Chromobacterium sp.)等在平板分离培养中出现的频率较高, 两种方法之间的结果存在差异。本研

究采用 16S rDNA 克隆文库方法揭示的结果, 将为 CRI 系统生物降解的进一步提高提供依据。  
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Abstract: In order to analyze the bacterial population diversity in surface layer(10 cm depth) of CRI, a bac-
terial 16S rDNA gene clone library was constructed. The results indicated that the bacterial community 
composition in surface Layer of CRI was high diversity and could be divided into 7 groups. The uncultured 
Acidobacteria and uncultured bacteria were the largest fraction(53.72% of total clones), followed by uncul-
tured planctomycete (13.89%) and β-proteobacterium (8.33%); In clone library, the proportion of denitrify-
ing bacteria was larger than that of nitrosobacteria and Nitrospira-like bacteria wasn’t found. The high per-
centage of uncultured bacterial clones predominated in clone library, but by plating culture method the ma-
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jority colonies were only Pseudomonas aeroginosa and Chromobacterium sp., Which were the minority 
presented in clone library. The results demonstrated that either the bacterial community composition diver-
sity or the abundance of phytogenetic groups analyzed by 16S rDNA clone library were much higher than 
those by plating culture method. The bacterial population diversity shown by 16S rDNA gene library is cer-
tain meaningful to reveal the activity profile of biodegradation in CRI.  

Keywords: Constructed Rapid Infiltration system (CRI), 16S rDNA clone library, Bacterial community 
composition 

人工快渗污水处理系统(Constructed Rapid In- 
filtration System, 简称 CRI系统)是北京市水资源与
环境工程重点实验室近年来开发研制出的一种新型

污水处理技术。它是在传统的污水土地处理基础上

改进而来, 克服了传统的污水土地处理中水力负荷
低的弊端, 开创性地引用淹水落干交替的工作方式, 
保证了良好的处理效果。人工快渗被认为是生态学

原理加工程学方法形成的生态工程水处理的新 
技术[1,2]。 

CRI 系统建立和运行的时间较短, 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, 过
去采用传统的纯培养方法对 CRI系统中可培养微生
物的研究取得了一定的成果, 但纯培养法不能很好
的反映微生物种群存在的原始状态[3], 并且在自然
环境样品中可分离出的微生物种类仅占总微生物种

类总数的 0.1%~1% [4], 因此得到的结论难以客观、
全面地反映 CRI 内菌群的种群结构及变化 ; 用
PCR-DGGE 技术对环境样品总 DNA 进行分析, 克
服了传统纯培养方法的弊端, 可以初步比较 CRI 系
统中不同深度的微生物种群结构差异, 适用于定性
的研究样品的动态变化规律, 但准确定量的研究还
比较困难, 因此, 要完全确定 CRI 系统中的菌群结
构, 还需要借助于其它的微生物分子生态学方法作
进一步的研究。克隆文库的构建是微生物分子生态

学中用来研究微生物组成的常用方法之一[3], 目前
细菌菌群分析中应用最多的是 16S rDNA 克隆文库
方法。它是通过对 16S rDNA 全长序列进行扩增和
分析, 达到研究和监测样品与环境中细菌多样性、
种群结构和区系变化的目的[5,6], 并应用于水体、土
壤、海洋沉积物、生物水处理系统中的微生物分析。 

本文采用建立 16S rDNA 克隆文库的方法, 通
过测序并与 GenBank 已知序列 Blast 比对确定细菌
种类, 以揭示 CRI 系统砂层填料中的细菌组成, 同

时也可以根据克隆文库中克隆子出现的频率了解

CRI系统中菌群构成比例。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 
砂层样品于 2006年 9月取自深圳观澜高尔夫球

场 CRI一号快渗池 10 cm深度。 

1.2  实验方法 
1.2.1  样品总 DNA 提取及纯化：采用间接法, 对快
渗池中砂层样品进行总 DNA的提取。用差速离心的
方法收集菌体, 将菌体转入带有 O型密封环的 2 mL
螺旋口离心管中 ,  加入 9 0 0  μ L 裂解液 ( N a C l  
500 mmol/L, Tris-HCl(pH 8.0) 50 mmol/L, EDTA  
50 mmol/L, SDS 40 mg/mL), 1g 0.1 mm瓷珠, 酚-氯
仿-异戊醇抽提液 700 μL, 涡旋使沉淀充分悬浮, 将
离心管置于珠式细胞破碎器(MINI-BEADBEATER)
上均质化(3200 r/min) 2 min, 上清液继续用酚-氯仿-
异戊醇抽提。DNA粗体液采用 PCR-clean-up kit试
剂盒纯化。 
1.2.2  PCR 扩增：样品细菌 16S rDNA全长 PCR扩

增见文献[7]。PCR扩增总体系为 25 μL：10×buffer 

2.5 μL, dNTPs (2.5 mmo/L)2 μL, 引物 P0、P6(浓度为

10 mmol/L)各 0.5 μL, Mg2+(2.5 mmol/L)1.5 μL, Taq

酶(2.5 U)0.2 μL, 稀释 DNA模板 1 μL, ddH2O补足

至 25 μL。 

1.2.3  克隆文库的构建：割胶纯化 PCR 产物, 与
pMD19-T 载体连接, 转化大肠杆菌 DH5α, 涂板,  
37℃培养 12 h 后, 挑取阳性克隆子, 用限制性内切
酶 Csp6和 HinfⅠ分型, 每个酶切类型挑取 1个代表
菌株进行测序(上海生工生物工程技术服务有限公
司), 用 DNAMAN、Gene Tool等软件对测序结果进
行编辑、分析, 并把编辑好的序列在 GenBank 数据
库中进行 Blast同源性检索后下载同源性序列, 系统
发育树的绘制使用 MEGA3.1 软件完成, 算法为邻
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位相连法(neighbour-joining-analysis)。 

2  结果与分析 

2.1  CRI 系统砂层样品总 DNA 提取和 PCR 扩增

结果 
在 CRI系统中微生物大都集中在表层 20 cm范

围内[8], 故用于构建基因文库的样品选自 CRI 一号
快渗池 10 cm深度。对砂层样品提取的 DNA进行电
泳检测, 条带大小为 10 kb 左右, 以其为模板进行
16S rDNA全长 PCR扩增, 得到约 1500 bp的大小片
段, 再采用 Thompson[9]等提出的“Reconditioning 
PCR”的方法, 消除了异源双链 DNA (heteroduplex), 
保证了目的片段的特异性扩增 ,  可满足后续实验 
要求。 

2.2  CRI 系统砂层样品 16S rDNA 系统发育分析 
只有当文库的库容大到足以检出群落中主要的

成员时, 文库之间的比较才有意义。为了保证构建
的克隆文库足够大, 能够检测出群落中主要的成员, 
需要对实验数据进行统计学检验。以覆盖率 C评估

所构建文库对细菌多样性的体现程度, 计算公式为 

C=[1−(n1/N)]×100% 

其中, N代表阳性克隆子总数, n1代表仅含单个

克隆子的数量[10]。本实验中 n1为 8, 克隆文库的覆

盖率为 92.6%,表明该克隆文库能较全面地反映 CRI

系统中的细菌种群多样性。 

对随机挑取样品的 108 个阳性克隆采用限制性
内切酶 Csp6和 Hin fⅠ酶切, 共得 30个酶切类型。
每个酶切类型挑取 1 个代表克隆子进行测序, 测序
结果在GenBank数据库中进行Blast比对, 将序列比
对结果相同的克隆子定义为一个操作分类单元

(operational taxonomic unit, OTU)。砂层样品共得到
27 个 OTU, 样品中主要 OTU 所含克隆子数目及其
相似性菌株如表 1所示。 

表 1中, 对 27个 OTU的序列分析结果表明, 其

中的 25个OTU分别属于细菌域的 7个主要类群, 另

外 2个OTU与数据库中的已知序列相似性相对较低, 

可能是 PCR产物嵌合体或同源于其它尚未被描述的 

 
表 1  CRI 系统表层样品主要细菌 16S rDNA 克隆文库分析结果 

Table 1  Data of bactcrial 16S rDNA clone library constructed with surface layer in CRI 

OUT编号 
OUT No 

每个 OTU含克隆数
及百分比 

Number, Percentage 
of clone 

GenBank中最大相似度细菌 
(NCBI登录号、相似度) 

Closest relative in GenBank 
(Accession Number, Similarity %) 

所属细菌类群 
Phylogenetic group 

OTU1 18 (16.67%) Uncultured bacterium clone(AY302113, 96%) Uncultured bacteria 

OTU2 3 (2.78%) Methylocystis sp.甲基孢囊菌属(AY007196, 97%) α-proteobacterium 

OTU3 15 (13.89%) Uncultured Acidobacteria clone酸杆菌纲 
(AY921811, 97%) 

Uncultured Acidobacteria  
bacterium 

OTU4 10 (9.26%) Uncultured bacterium clone(EF516030, 98%) Uncultured bacteria 

OTU5 3 (2.78%) Uncultured gamma proteobacterium clone(AY921861, 100%) γ- proteobacterium 

OTU6 2 (1.85%) Burkholderia thailandensis伯克氏菌属(DQ388537, 95%) β-proteobacterium 

OTU7 13 (12.04%) Uncultured Acidobacteria clone酸杆菌纲(EF111087, 95%) Uncultured Acidobacteria  

OTU8 2 (1.85%) Uncultured bacterium clone(AF361091, 99%) γ- proteobacterium 

OTU9 2 (1.85%) Uncultured Planctomycetaceae bacterium浮霉菌纲(EF020316, 95%) Uncultured planctomycete 

OTU10 6 (5.56%) Uncultured Chloroflexi bacterium绿弯菌纲(AY922047, 96%) Uncultured Chloroflexi bacterium 

OTU11 3 (2.78%) Uncultured beta proteobacterium(AF204252, 96%) β-proteobacterium 

OTU12 2 (1.85%) Sphingomonadaceae bacterium鞘脂单胞菌科(AB220121, 96%) α-proteobacterium 

OTU14 7 (6.48%) Uncultured planctomycete clone浮霉菌属(DQ329794, 100%) Uncultured planctomycete 

OTU15 2 (1.85%) Acidovorax sp.食酸菌属(AM084011, 96%) β-proteobacterium 

OTU16 2 (1.85%) Hyphomicrobium sp.生丝微菌属(AF279787, 96%) α-proteobacterium 

OTU17 6 (5.56%) Uncultured planctomycete clone浮霉菌属(AY922083, 98%) Uncultured planctomycete 

OTU18 2 (1.85%) Pseudomonas aeruginosa 假单胞菌属(DQ464061, 100%) γ- proteobacterium 

OTU19 2 (1.85%) Chromobacterium sp.紫色色杆菌(DQ985277, 100%) β-proteobacterium 
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细菌。酸杆菌纲(Uncultured Acidobacteria)和某些不
可培养菌(Uncultured bacteria)是克隆文库中最大的
两个细菌类群, 在文库中各占 26.86%; 其次是浮霉
菌 纲 (Uncultured planctomycete)和 β-变 形 菌 纲
(β-proteobacterium), 分别占文库比例的 13.89%和
8.33%。根据 Wagner对多篇关于废水生物处理反应
器中细菌群落结构的研究报告的总结, β-变形菌纲
和拟杆菌纲一直是废水处理系统中的最优势类群[10], 
但本实验克隆文库中出现较多的还有酸杆菌纲和浮

霉菌纲, 这说明在 CRI 系统和其它废水处理生物反
应器中, 细菌的群落结构有所差异, 其中最大的原
因应归结于污水污染物种类和浓度的差别。 

CRI 系统中氮类污染物的去除也是至关重要的
一个反应过程, 生长缓慢的自养硝化细菌更是脱氮
过程中的限速步骤, 本实验构建的克隆文库中发现
了相似于亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas sp.)的细菌
(占文库比例 0.925%), 其在 CRI 系统中承担着亚硝
化作用, 但文库中却没有出现 Nitrospira属的克隆子, 
这与笔者通过 PCR-DGGE技术得到的结论一致, 即
在快渗池上层, 氨氧化菌的多样性较亚硝酸氧化菌
丰富, 但比起其它异养菌, 它们所占的比例就很小
了。克隆文库中还发现了紫色色杆菌 (Chromobac- 

terium sp.)、生丝微菌属(Hyphomicrobium sp.)和假单胞
菌属(Pseudomonas sp.)等反硝化细菌, 其在克隆文
库的比例高达 5.55%, 高于亚硝化细菌(占文库比例
0.925%), 这与喻治平等 [8]学者的研究结论一致 , 
即：渗滤池表层中反硝化菌数量最多, 其次是亚硝
化菌。 

值得注意的是, 在 CRI 系统的表层填料中, 优

势菌种都是不可培养菌 , 而假单胞菌 (Pseudomonas 

aeruginosa)和紫色色杆菌(Chromobacterium sp.)这些在

平板分离培养中出现频率较高的优势菌在克隆文库

中占的比例却很少, 这说明分离培养得到的细菌并

不是 CRI系统生物膜中的优势细菌。由于培养方法

的选择性改变了样品的原始状态, 从而导致了这些

细菌在培养基中的频繁出现, 这与 Mobarry 等学者

得出的结论一样[11], 即容易培养的微生物并不一定

是生态学上的优势菌。 

用 OTU 代表克隆子的碱基序列构建在

GenBank数据库中进行 Blast比对, 同源性检索后下

载同源性序列, 绘制系统发育树(见图 1), 结果表明, 

与 CRI系统表层填料中细菌相似性较高的 β-变形菌

纲菌属主要是伯克氏菌属(Burkholderia thailandensis)、

紫色色杆菌(Chromobacterium sp.)、食酸菌属(Acido- 

vorax sp.)和亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas sp.); 相似

于 α-变形菌纲的细菌主要是红游动菌属(Rhodoplanes 

sp.)、甲基孢囊菌属(Methylocystis sp.)、鞘脂单胞菌 

(Sphingomonadaceae bacterium)、生丝微菌属(Hypho- 

microbium sp.)和慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium elkanii); 

样品中属于酸杆菌纲(Uncultured Acidobacteria)、浮

霉 菌 纲 (Uncultured planctomycete) 、 绿 弯 菌 纲

(Uncultured Chloroflexi bacterium)和 γ-变形菌纲

(γ-proteobacterium)的细菌大多是不可培养菌。 

3  讨论 

CRI 系统中的细菌菌落结构组成是影响系统运

行效果的重要因素, 本文采用构建 16S rDNA 克隆

文库的方法分析了 CRI系统附着在砂层填料上的细

菌组成, 结果表明在砂层填料的生物膜中的细菌多

样性十分丰富, 酸杆菌纲和某些不可培养细菌在整

个克隆文库中占了很大的比例(53.72%), 其次是浮

霉菌纲和 β-变形菌纲; 本研究揭示了在生物膜上存

在的优势菌为不可培养菌, 而在平板分离培养中出

现频率较高的优势菌在克隆文库中占的比例很少或

并未出现, 表明传统的纯培养方法改变了环境微生

物生长的原始状态, 其结果具有一定的片面性。 

本实验构建的克隆文库中发现了亚硝化单胞菌

属的细菌, 却没有出现 Nitrospira 属的克隆子, 说明

在快渗池表层的亚硝化现象很少, 基本不存在硝化

作用 , 这与我们先前认知的观点相同; 同时 , 克隆

文库中反硝化菌的比例高于亚硝化细菌, 这再次证

明了在快渗池表层反硝化菌的数量多于亚硝化菌。 

运用分子克隆手段和 16S rDNA 序列同源性分

析的方法能在不依赖于纯培养的基础上对环境样品

进行分析, 可以更客观准确地研究 CRI 系统生物膜

中的细菌群落结构。进一步的实验需要应用多种分

析手段, 如采用荧光原位杂交方法对 CRI 系统生物

膜中不同的细菌类群或菌属在原位进行定量分析 , 

以及摸索优化的纯培养条件, 并对纯培养得到的重

要菌株进行生理生化分析, 综合各种手段可以更全

面地了解 CRI系统内细菌菌落结构和代谢功能。 
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图 1  CRI 系统表层样品细菌系统发育树 
Fig. 1  Phylogenetic tree of the bacteria in the surface layer of CRI 

注：本文中的克隆子以 OTU 开头标识, 参照细菌序列引自 GenBank 数据库, 括号中的数字代表提交序号, 分支节点上的数字表示每 1000 次
bootstrap分析所支持的次数, 线段表示 5%序列差异的分支长度 
Note: Clones in this study were identified by the sign of “OUT”, the reference bacteria were gained from GenBank, numbers in parentheses 
represent the sequences’ accession number, the numbers next to the nodes represent the bootstrap values of 1000 replications, the scale bar 
represents 5 nucleotide substitutions per 100 nucleotides 
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