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封面图说: 美丽的油松松枝———油松又称红皮松、短叶松。 树高可达 30m,胸径达 1m。 其树皮下部灰褐色,裂成不规则鳞块;针

叶 2 针一束,暗绿色,较粗硬;球果卵形或卵圆形,长 4—7cm,有短柄,与枝几乎成直角。 油松适应性强,根系发达,树

姿雄伟,枝叶繁茂,有良好的保持水土和美化环境的功能,是中国北方广大地区最主要的造林树种之一,在华北地区

无论是山区或平原到处可见,人工林很多,一般情况下在山区生长最好。 在山区生长的油松,多在阴坡、半阴坡,土

壤湿润和较肥沃的地方。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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湿地芦苇根结合好气细菌群落时空分布
及其与水质因子的关系

熊摇 薇1,2,3,4,郭逍宇1,2,3,4,*,赵摇 霏1,2,3,4

(1. 首都师范大学资源环境与旅游学院,北京摇 100048;

2. 北京市城市环境过程与数字模拟重点实验室鄄省部共建国家重点实验室培育基地,北京摇 100048;

3. 三维信息获取与应用教育部重点实验室,北京摇 100048; 4. 资源环境与地理信息系统北京市重点实验室,北京摇 100048)

摘要:再生水作为河湖补充水已经成为再生水应用及城市水生态环境改善的重要方面,但是再生水富含营养元素极易导致水体

富营养化。 湿地微生物作为再生水净化的主要参与者在再生水净化及再生水补水湿地水生态恢复方面发挥重要作用。 以北京

奥林匹克公园再生水人工湿地净化系统为例,利用 ARDRA 技术分析湿地净化系统中芦苇根结合好气细菌群落结构的时空分

布特征,并借助 CCA 排序的方法揭示根结合好气芦苇细菌群落结构与水环境因子的关系。 结果表明:人工湿地净化系统芦苇

根结合好气细菌群落结构季节差异明显,夏季较秋季细菌群落密度增加,群落多样性增高,均匀度增大;与秋季相比,夏季净化

系统各处理区细菌群落结构差异较大即各处理区好气细菌优势类群变异较大,偶见类群频度较高,而秋季净化系统中各处理区

优势类群趋同,偶见类群频度较低。 无论夏季还是秋季空间变异规律均表现为潜流湿地较氧化塘更有利于微生物群落密度增

高及细菌群落多样性增加,其季节变异较氧化塘更为显著;与循环水处理湿地相比,再生水处理湿地受进水水质的特有属性影

响,具有最高群落密度与群落多样性。 环境解释结果表明:芦苇根结合好气细菌类群 OTU1、OTU28 在净化系统中具较稳定的丰

度,是一些生态幅度比较广泛的种属,受水质变量影响较小,在细菌群落的物质和能量代谢中起重要作用,对人工湿地净化系统

稳定性具重要贡献。 水质变量 NH+
4、TN、ORP、TP 是芦苇根结合好气细菌群落结构季节差异的驱动因子,水质变量 NO-

3、TDS、
pH、Sal 则是导致夏季细菌群落结构空间差异的关键因子。

关键词:再生水;人工湿地;ARDRA;细菌群落结构;细菌多样性;CCA 排序

Spatial鄄temporal variation of root鄄associated aerobic bacterial communities of
phragmites australis and the linkage of water quality factors in constructed
wetland
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Abstract: Reclaimed water as supplemental source of urban rivers and lakes is regarded as an important approach to
improve urban aquatic ecological environment. However, high concentration of nitrogen and phosphorus from reclaimed
water can easily lead to eutrophication. Bacteria in constructed wetland are known to play an important role in aquatic
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ecological remediation. The community structure and diversity of cultural associated bacteria in roots of reed ( phragmites
australis) growing in reclaimed water management system ( reclaimed water treatment unit, cycling water treatment unit,
oxidation ponds) in Beijing Olympic Park was investigated in summer and autumn by 16S rDNA cloning, Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA), and sequence homology comparison. Canonical Correspondence Analysis
(CCA) and Two way Indicator Species Analysis ( TWINSPAN) were used to estimate and statistical test the effects of
environmental variables and other explanatory variables on bio鄄communities, especially to unravel the simultaneous response
of the species in a bacteria community to environmental variations when the effects are hidden by other large sources of
variation. Cluster analysis on bacteria clones showed that 29 operational taxonomic units (OTUs) were identified based on
the similarity of ARDRA banding profiles in 328 cultural clones. Environmental changes resulted into a seasonal shift of
bacteria community on community density and diversity in reclaimed water management system. Community density and
evenness of root鄄associated aerobic bacteria in summer increased 76. 37%—96. 70% than those in autumn. Kinds of inflow
( reclaimed water or cycling water) and types of matrix both contributed to spatial variability of bacterial community. There
was relative high community diversity and density with reclaimed water inflow and IVCW matrix in reclaimed water treatment
unit. Spatial variability of bacteria community in summer increased with altering dominant species in each unit and more
accidental species. Therefore, reclaimed water treatment unit in summer with the highest community density (29. 9 伊
107CFU / g roots weight) and the Shannon鄄Weaver (H忆 = 1. 824). CCA and TWINSPAN analysis revealed that OTU1 and
OTU28 in constructed wetland system were with the wide ecological amplitude, which contributed to the stability of
constructed wetland system and hardly disturbed by water viabilities, played an important role in material metabolism and
energy metabolism. NH+

4、TN、ORP、TP in water drived seasonal variability of community structure of reed root鄄associated

aerobic bacteria, while NO-
3、TDS、pH、Sal in water leaded to spatial variability community structure of reed root-associated

aerobic bacteria of summer reclaimed management system.

Key Words: reclaimed water; constructed wetland; ARDRA; bacterial community structure and diversity; CCA

再生水作为一种稳定的再生水源,在缓解北京市湿地水资源供需矛盾、减轻湿地水环境污染方面发挥了

重要作用[1鄄3],据统计到 2010 年北京市再生水利用 6. 8 亿 m3, 其中河湖环境利用 2. 1 亿 m3,占再生水利用总

量的 30. 9% [4],但再生水中丰富的氮、磷含量决定了再生水利用必然会产生许多负面环境效应,再加上城市

湿地多为封闭性水体,水流速度较缓,水体更新周期较长,水体生态系统结构较为单一,使得水体富营养化成

为湿地再生水利用的最大障碍[5]。
城市人工湿地不仅具有重要的景观作用,而且具有良好的环境污染修复能力,能有效去除水体氮、磷、各

种有机物质、重金属氧化物,降低水体生化需氧量(BOD)、总悬浮固体(TSS)含量[6鄄7],植物在人工湿地氮污染

修复过程中扮演重要角色[8],Oostrom 等认为湿地中 13%的氮是通过基质的过滤和植物吸收作用被去除的,
湿地植物的净化作用主要是通过植物群落根际分泌物及凋落物的分解影响微生物群落的功能,进而影响系统

的净化效能[9]。 Li 等采用基因文库技术对北京翠湖人工湿地芦苇和香蒲根内生细菌群落结构分别进行研

究,结果表明湿地植物根内生菌群落对湿地氮、磷、硫以及有机复合物具重要的降解作用,对湿地修复具重要

意义[10鄄11]。 Atif 等运用变性梯度凝胶电泳(DGGE)技术研究了两个典型垂直流人工湿地植物凋落物及沉积

物中氮去除功能细菌的群落结构,结果表明功能细菌群落因基质不同及采样点位置不同而具有显著差异,功
能细菌群落多样性与湿地净化系统功能作用相关[12]。 大量研究表明湿地植物根围细菌多样性与水体物理化

学性质、湿地净化效率、人工湿地系统稳定性具显著相关性[5,13鄄14],且具显著的季节动态特征[15鄄16],但从环境

因素角度揭示湿地微生物群落结构差异机制的研究尚鲜见报道。
借助于生态学多样性测度方法研究复杂多样的微生物群落结构已经较为成熟[17鄄19],而湿地微生物多样

性信息主要依靠培养法和非培养法如基于聚合酶链式反应 ( PCR) 的限制性片段长度多态性性分析
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(ARDRA)、变性梯度凝胶电泳(DGGE)、荧光原位杂交(FISH)技术获得。 尽管传统的微生物培养法对于研究

微生物群落结构有不足之处,但培养法不仅对微生物资源的开发与利用具重要作用,而且可通过培养基的选

择作用有针对性的反映人工湿地中具有不同分解作用的细菌类群,如在普通牛肉膏蛋白胨培养基上生长的细

菌可能代表了对含氮有机污染物具有较强分解能力的微生物类群,而有机氮素如蛋白质、多肽、氨基酸和尿素

等是富营养水体的主要污染元素,这一类群的细菌可能在氮污染水体的治理上具有重要的应用潜力[20],对研

究再生水补水湿地微生物净化机理具有重要作用。 基于此本研究以北京奥林匹克公园再生水人工湿地净化

系统为例,借助细菌培养与 ARDRA 相结合的技术分析研究夏秋两季的净化系统不同功能区湿地芦苇根结合

好气细菌的数量、群落结构及其多样性,并借助典范对应分析(CCA)研究水质变量对群落结构的影响,揭示

影响细菌群落结构特征变异的主要水质参数[21],为再生水城市湿地利用提供合理的科学依据。
1摇 研究区概况

奥林匹克公园人工湿地净化系统地处北京市北部,位于奥林匹克公园园内,于 2007 年开始运行。 该区属

暖温带半干旱半湿润大陆性季风气候。 多年平均气温 11—12 益,极端最高气温 41. 6 益,极端最低气温-21. 2
益。 多年平均水面蒸发量在 1200 mm 左右,多年平均降雨量约 600 mm。 降雨年内分配不均,多集中在汛期

6—9 月,约占全年的 85% 。 该净化系统以两个复合垂直流人工湿地为核心,以氧化塘为补充,形成多层次的

净化系统,将来自清河再生水厂的再生水净化处理后作为奥林匹克公园主湖补充水源。 其中,复合垂直流人

工湿地由垂直向下流和垂直向上流两部分湿地构成。 湿地系统内水生植物主要包括芦苇、香蒲、水葱、千屈菜

等,植被覆盖度较高,可达 70%—90% 。 净化系统各处理区分布及水流方向如图 1[22]。 再生水作为补充水源

首先进入复合垂直流人工湿地再生水处理区(RW),同时主湖水循环至复合垂直流人工湿地循环水处理区

(CW),再生水处理出水经氧化塘区(OP)深化处理后进入主湖,主湖水停留后会进行下一次循环。

图 1摇 北京奥林匹克公园再生水人工湿地净化系统示意图

Fig. 1摇 Location and distribution of the purification system in Beijing Olympic Park

2摇 材料与方法

2. 1摇 芦苇根系样品采集及水质测定

选取研究区不同处理区典型湿地植物芦苇为研究对象,于 2010 年 11 月 9 日、2011 年 6 月 11 日在人工湿
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地净化系统中 RW、CW、OP 功能区分别获得芦苇根系样品,新鲜表面附着基质的芦苇根系样品置于无菌三角

瓶中密封,立即带回实验室处理分析。 并对样品进行编号,夏季编号为 SRW、SCW、SOP,秋季各功能区样品编

号为 ARW、ACW、AOP。 于夏、秋两季分别在 3 个功能区均匀布 3 个样点,采集水样,分析与氮污染相关的水

体富营养化指标。 水质样品低温储藏带回实验室处理。 其中,水体化学需氧量(COD)、总磷(TP)采用国标法

测定,NH+
4、NO

-
3 浓度由离子色谱仪(ICS鄄1500 型、ICS鄄90 型,美国 Dionex)测定,水体总氮(TN)采用耶拿 Multi

N / C UV 分析仪测定。 其余水质参数,包括叶绿素 a(CHL)、溶解氧(DO)、氯离子(Cl-)、蓝绿藻(PCY)、盐度

(Sal)、总溶解性固体(TDS)、电导系数(SPC)、氧化还原电位(ORP)由水质仪(Hydrolab Datasonde5 5 X, the
United States)现场测定,测定结果见表 1。

表 1摇 夏秋两季水质理化性质

Table 1摇 Water quality of constructed wetland in autumn and summer

参数
Parameter

夏季再生水区
SRW

夏季循环水区
SCW

夏季氧化塘
SOP

秋季再生水区
ARW

秋季循环水区
ACW

秋季氧化塘
AOP

酸碱度 pH 7. 64 依 0. 16 8. 82 依 0. 33 8. 44 依 0. 22 8. 01 依 0. 13 7. 93 依 0. 01 8. 17 依 0. 13

叶绿素 a Chlorophyll鄄a CHL / (滋g / L) 12. 85 依 3. 30 14. 21 依 1. 73 1. 40 依 0. 30 4. 53 依 0. 93 6. 51 依 0. 08 2. 82 依 0. 83

溶解氧 Dissolved oxygen DO / (mg / L) 4. 83 依 1. 24 7. 59 依 0. 33 7. 65 依 0. 58 3. 60 依 0. 64 3. 75 依 0. 11 4. 10 依 0. 13

氯离子 Cl- / (mg / L) 150. 60 依 7. 85 40. 90 依 4. 33 329. 30 依 22. 80 577. 70 依 50. 00 513. 00 依 1. 41 494. 90 依 0. 21

蓝绿藻 Cyanobacteria PCY / (cell / mL) 1182 依 155. 91 1318 依 18. 48 523 依 65. 50 326 依 3. 53 1412 依 30. 64 84 依 14. 8

盐度 Sal / (ng / L) 0. 37 依 0. 03 0. 46 依 0. 03 0. 42 依 0. 02 0. 39 依 0. 09 0. 39 依 0. 02 0. 40 依 0. 01

总悬浮固体 Total dissolved solid TDS / (g / L) 0. 4573 依 0. 04 0. 5025 依 0. 0128 0. 5148 依 0. 0125 0. 4858 依 0. 0092 0. 4833 依 0. 0197 0. 4927 依 0. 0125

电导系数 Specific conductance SPC / (ms / cm) 709. 30 依 52. 04 784. 70 依 0. 92 804. 90 依 30. 23 758. 50 依 15. 25 755. 70 依 6. 43 769. 60 依 19. 39

氧化还原电位 Oxidation鄄reduction potential ORP / mV 282. 00 依 23. 86 340 依 13. 86 380 依 8. 50 653 依 24. 82 711 依 10. 60 708 依 7. 93

化学需氧量 Chemical oxygen demand COD / (mg / L) 29. 7 依 7. 8 15. 9 依 2. 19 40. 9 依 2. 44 45. 6 依 1. 00 78. 7 依 4. 56 29. 3 依 0. 64

总磷 Total phosphorus TP / (mg / L) 0. 09 依 0. 01 0. 04 依 0. 01 0. 01 依 0. 01 0. 25 依 0. 00 0. 27 依 0. 02 0. 24 依 0. 01

总氮 Total nitrogen TN / (mg / L) 1. 32 依 0. 33 3. 89 依 0. 08 1. 63 依 0. 06 5. 05 依 0. 05 5. 48 依 0. 24 4. 05 依 0. 19

铵根离子 NH+
4 / (mg / L) 0. 09 依 0. 01 0. 1 依 0. 0 0. 11 依 0. 01 0. 29 依 0. 03 0. 38 依 0. 04 0. 87 依 0. 03

硝酸根离子 NO-
3 / (mg / L) 0. 36 依 0. 07 2. 63 依 0. 11 1. 00 依 0. 04 1. 29 依 0. 12 1. 77 依 0. 16 1. 06 依 0. 04

摇 摇 SRW; summer reclaimed water;SCW; summer cycling water;SOP; summer oxidation ponds; ARW; autumn reclaimed water;ACW; autumn cycling water;AOP: autumn

oxidation ponds

2. 2摇 根结合菌细菌培养、计数、分离纯化

将新鲜表面附着基质的芦苇根系置于震荡仪震荡去除表面附着物,取表面清洗干净的芦苇根系 1 g,再用

无菌水清洗 3 次,无菌滤纸吸取多余水分,置于灭菌研钵内,加入少量无菌石英砂及少量无菌水研磨后定容

100 mL。 此液体依次稀释涂板,采用 LB 培养基培养,每梯度 3 个平行,在 30 益条件下倒置培养 48 h,记录菌

落数目,计算可培养细菌的平均数目。 选择菌落数在 30—300 范围的稀释度平板,将所有单菌落分别转接划

线 LB 培养基平板上,分离纯化。
2. 3摇 扩增 16S rDNA 限制性分析

2. 3. 1摇 PCR 模板制备

用无菌牙签挑取少量已纯化的菌体重悬于 20 滋L 无菌 ddH2O 中,置于沸水浴中煮沸 10 min,立即置于冰

上 5 min,4 益,10000 rpm 离心 5 min,置于冰上,使用时取 2. 0 滋L 上清液做模板[23鄄24]。
2. 3. 2摇 16S rDNA 扩增

采用细菌通用引物 765f: 5忆鄄GGAGCAAACAGGATTTGATA鄄3忆,和 1492r: 5忆鄄GGTTACCTTGTTACGACTT 鄄
3忆[25] 对细菌 DNA 进行扩增。 25 滋L 扩增体系包含:12. 5 滋L 2伊Taq PCR Master Mix (天根生化科技有限公司,
KT201鄄 12),1 滋L 10 滋mol / L 引物 765f 和 1 滋L 10 滋mol / L 1492r (生工生物工程(上海)有限公司), 2 滋L DNA
模板,8郾 5 滋L 无菌水。 PCR 反应程序 94 益, 5 min;30 个循环包括 94 益,30 s,55 益,1 min,72 益,1 min;72 益
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延伸 10 min;4 益保存。 1. 0%的琼脂糖凝胶检测 PCR 产物。
2. 3. 3摇 扩增片段酶切分型

用限制性内切酶 HaeIII 对 PCR 产物酶切,10 滋L 酶切体系:5 滋L PCR 产物,0. 3 滋L HaeIII (10 U / 滋L),
1 滋L 10伊buffer, 3. 7 滋L 双蒸水。 37 益反应 4 h。 酶切产物用 2. 0%琼脂糖凝胶电泳,1伊TAE 电泳缓冲液,100
V 电泳 60 min。 比较分析酶切电泳图谱。
2. 4摇 统计数据分析

据酶切图谱信息,将酶切图谱完全一致的菌落划分为 1 个操作分类单元( operational taxonomic unit,
OTU) [26],据此估计样品中存在的最低限度的细菌数目,并运用 SPSS18. 0 将菌落聚类。 依此分类分析细菌群

落结构及多样性分析。 利用 Shannon鄄Weaver 指数(H忆)评价细菌群落综合多样性,以 EI 计算均匀度指数,以
Margale 指数(D忆)评价群落丰富度。 CCA 排序图由 Canoco for Windows 4. 5 和 TWINSPAN 软件包共同完成,
其余图表由 Microsoft Excel 2007 完成。 多样性评价指数计算公式如下:

H忆 = - 移
s

i = 1
pi lnpi ; EI = H忆

lnN
; D忆 = S - 1

lnN
式中,P i = ni / N,S 是图谱的分类数,ni 是第 i 类包含的图谱,N 为总图谱数。
3摇 结果与分析

3. 1摇 细菌群落密度分析

人工湿地微生物群落密度与污水净化效率具有密切关系,微生物数量与污染物去除率呈正相关[14,20,27]。
群落密度分析结果见表 2,从季节变异看,夏季芦苇根结合微生物群落密度较秋季增加 76. 37%—96. 70% ,具
有明显的季节效应。 从湿地类型差异来看,再生水和循环水经复合垂直流人工湿地处理进入氧化塘后,微生

物群落密度减少。 从补水水质差异看,再生水处理区微生物群落密度高于循环水处理区,夏秋两季在不同功

能区表现出相同的分布格局。 为进一步分析环境因子对芦苇根结合细菌群落密度的影响,采用 spearman 秩

相关系数分析(表 4)水环境因子对群落密度的影响,结果显示净化系统水体 NH+
4 浓度(0. 934**,P ﹤

0郾 001)和 ORP(0. 886*,P ﹤ 0. 005)与群落密度显著相关,是影响细菌密度时空差异的主要因素。

表 2摇 芦苇根结合细菌群落密度

Table 2摇 Community density of the different water treatment units

微生物群落密度

(伊107CFU / g)
Species density

复合垂直流湿地
Integrated vertical鄄flow constructed wetlands

再生水区 Reclaimed water 循环水区 Cycling water

氧化塘
Oxidation pond

夏季 Summer 29. 900 ±6. 700 3. 280 ±0. 624 0. 923 ±0. 170

秋季 Autumn 0. 925 ±0. 335 0. 775 ±0. 176 0. 148 ±0. 023

3. 2摇 芦苇根结合细菌群落结构的时空变异分析

通过聚类分析,将获得 138 株分离物划分为 29 个 OTUs,每个 OTUs 至少代表一种细菌,表明研究区至少

分布 29 种不同细菌(图 2)。 其中,16 个 OTUs 属于夏季,14 个 OTUs 属于秋季,OTU28 是夏秋两季唯一的共有

OTU,该类群从夏季优势类群过渡为秋季偶见类群。 夏季 16 个 OTUs 中,11 个 OTUs 属于再生水处理区,8 个

OTUs 属于循环水处理区,4 个 OTUs 属于氧化塘,其中 OTU1,OTU28 是夏季 3 个功能区共有类群,OTU1 从再

生水处理区和循环水处理区的优势类群过渡为氧化塘的非优势类群,OTU28 从再生水区和氧化塘的优势类群

过渡为循环水区的偶见类群。 11 个 OTUs 属于各功能区特有 OTU,特有 OTU 均为非优势类群或偶见类群,其
中 8 个 OTUs 属于再生水处理区,3 个 OTUs 属于循环水处理区。 秋季 14 个 OTUs 中,

6 个 OTUs 属于再生水处理区,5 个 OTUs 属于循环水处理区,10 个 OTUs 属于氧化塘,其中,OTU12,OTU18

是秋季 3 个功能区的共有类群,OTU12 从再生水处理区和循环水处理区的偶见类群过渡为氧化塘的非优势类

群,OTU18 是秋季 3 个功能区的共有优势类群。 9 个 OTUs 属于各功能区特有 OTU,特有 OTU 均为非优势类群
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图 2摇 不同 OTUs分离菌株在总分离菌株中的分布

Fig. 2摇 Bacterial number distribution of OTUs in all bacterial number

SRW: 夏季再生水区;SCW: 夏季循环水区;SOP: 夏季氧化塘;ARW: 秋季再生水区;ACW: 秋季循环水区;AOP: 秋季氧化塘

或偶见类群,其中 2 个 OTUs 属于再生水处理区,2 个 OTUs 属于循环水处理区,5 个 OTUs 属于氧化塘。 可见

季节动态对微生物种群类型分布的响应体现在夏秋两季微生物丰富度差别不大,但夏季群落均匀性高于秋

季,及共优种比例增高,优势种群类型改变。
根据单个 OTUs 包含菌株与该样品中总菌株数的比例,对菌株情况进行了统计(表 3)。 季节动态对芦苇

根结合好气细菌群落结构影响主要体现在:其一,夏季较秋季优势类群、非优势类群及偶见类群 3 大类群的

OTU 类型多样化;其二,夏季较秋季偶见类群数量百分比呈下降趋势。 芦苇根结合好气细菌群落结构空间差

异夏季体现为:其一,复合垂直流人工湿地(再生水处理区、循环水处理区)较氧化塘非优势类群和偶见类群

类型多样化;其二,复合垂直流人工湿地(再生水处理区、循环水处理区)较氧化塘非优势类群及偶见类群数

量百分比增加,其三,不同功能区之间优势类群差异增大,再生水处理区为 OTU1 和 OTU28,循环水处理区为

OTU1,氧化塘为 OTU7 和 OTU28。 三者共同作用导致复合垂直流人工湿地丰富度及均匀度均增高。 芦苇根结

合好气细菌群落结构空间差异秋季体现为:其一,氧化塘较复合垂直流人工湿地丰富度增高,均匀度变化规律

不明显;其二,不同功能区之间优势类群趋于一致,均为 OTU18。 综合不同 OTUs 分离菌株在总分离菌株中的

分布及细菌群落结构统计分析结果,多样化的类型及其较低频次的偶见类群共同作用使得夏季较秋季微生物

群落结构的丰富度及均匀度均呈现升高趋势。 共有的优势类群多度降低,特有的偶见类群增加,同时偶见类

群的多度减少。 偶见种类群增加主要体现在特有种类群增多。

表 3摇 净化系统可培养芦苇根结合细菌群落结构的时空差异

Table 3摇 Spatial variability of bacterial community structure in reclaimed water management system

群落组成
Community composition

夏季
再生水区

SRW

夏季
循环水区

SCW

夏季
氧化塘区

SOP

秋季
再生水区

ARW

秋季
循环水区

ACW

秋季
氧化塘区

AOP

优势类群 分类数 / OTU 2 1 2 1 1 1
Dominant species 菌落数 / CFU 22 / 21 44 32 / 30 13 31 20

数量百分比 / % 56. 6 62. 9 74. 7 50 83. 8 55. 6
非优势类群 分类数 / OTU 4 3 1 2 0 3
Not dominant species 菌落数 / CFU 27 20 20 10 0 10

数量百分比 / % 35. 5 28. 6 24. 1 38. 5 0 27. 8
偶见类群 分类数 / OTU 5 4 1 3 4 6
Rare species 菌落数 / CFU 6 6 1 3 6 6

数量百分比 / % 7. 9 8. 6 1. 2 11. 5 16. 2 16. 7
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摇 摇 为解释水质变量对群落结构分布格局的影响,采用 Spearman 秩相关分析群落组成类群的数量百分比与

主要水质指标之间的关系。 结果如表 4,优势类群所占百分比与 PCY 浓度相关( r=0. 771*,P<0. 05),偶见类

群所占百分比与 ORP( r = 0. 771*,P<0. 05)、TP( r = 0. 771*,P<0. 01)、TN( r = 0. 771*,P<0. 05)、NH+
4( r =

0郾 829*,P<0. 05)相关。 相关分析结果表明细菌优势类群是水质净化的主要贡献者,优势类群对消除水体富

营养化起重要作用,与水体富营养化紧密相关。 在一定条件下,细菌群落优势类群百分比随水体 PCY 浓度增

高而增加。 细菌偶见类群一般因环境扰动导致新物种的产生或者已存物种的消亡而出现,湿地水体营养水平

及氧化还原环境的改变是偶见类群出现的扰动因素,其改变导致新的适应性类群出现及非偶见类群数量减

少,与偶见类群紧密相关。

表 4摇 水质指标与芦苇根结合细菌群落特征的相关性分析

Table 4摇 Correlation analysis of Water quality and bacterial community characteristics

相关系数
Spearman
correlation
coefficient

群落密度
Species
density

优势类群
Dominant
OTUs

非优势类群
Not dominan

OTUs

偶见类群
Rare
OTUs

相关系数
Spearman
correlation
coefficient

群落密度
Species
density

优势类群
Dominant
OTUs

非优势类群
Not dominant

OTUs

偶见类群
Rare OTUs

pH -0. 143 0. 086 -0. 143 -0. 143 SPC -0. 257 0. 143 -0. 257 -0. 257

CHL 0. 657 0. 086 0. 314 -0. 029 ORP -0. 886** 0. 143 -0. 543 0. 771*

DO 0. 257 0. 429 -0. 257 -0. 714 COD -0. 257 0. 257 -0. 257 0. 086

Cl- -0. 543 -0. 257 -0. 029 0. 543 TP -0. 371 -0. 143 -0. 029 0. 771*

PCY 0. 314 0. 771* -0. 371 -0. 200 TN -0. 600 0. 029 -0. 257 0. 771*

Sal -0. 203 0. 232 -0. 290 -0. 116 NH+
4 -0. 943** -0. 086 -0. 429 0. 829*

TDS -0. 257 0. 143 -0. 257 -0. 257 NO-
3 -0. 143 0. 200 -0. 143 0. 429

3. 3摇 芦苇根结合细菌群落多样性分析

采用多样性指数进一步分析芦苇根结合细菌群落的时空变异,分析结果见表 5。 其中,Shannon鄄Weaver
指数受群落物种丰富度影响较大,Margale 指数反映群落物种丰富度,均匀度指数反应群落物种均匀性大小。
从表中可以看出,夏季较秋季复合垂直流人工湿地好气芦苇根结合细菌群落 Shannon鄄Weaver 指数、丰富度指

数显著增高,均匀度指数变化不大,氧化塘区好气细菌群落均匀度指数增加,Shannon鄄Weaver 指数及 Margale
指数均减少,复合垂直流人工湿地与氧化塘细菌多样性具不同的季节差异。 夏季再生水净化系统中,再生水

处理区具最高 Shannon鄄Weaver 指数、Margale 指数,氧化塘区 Shannon鄄Weaver 指数、Margale 指数处于最低水

平,但是在秋季再生水净化系统中氧化塘区具最高 Shannon鄄Weaver 指数、Margale 指数,循环水区 Shannon鄄
Weaver 指数、Margale 指数具最低水平。 总的来看,氧化塘细菌群落多样性受季节动态影响最小,而复合垂直

流人工湿地细菌群落多样性季节变异较大。 再生水处理区较循环水处理区夏秋两季细菌群落多样,丰富度及

均匀性均增高。

表 5摇 秋夏两季可培养芦苇根结合细菌多样性分析

Table 5摇 Diversity of bacterial community of three water treatment units and two seasons

多样性指数
Diversity index

夏季再生水区
SRW

夏季循环水区
SCW

夏季氧化塘区
SOP

秋季再生水区
ARW

秋季循环水区
ACW

秋季氧化塘区
AOP

Shannon鄄Weaver 指数
Shannon鄄Weave index 1. 824 1. 259 1. 131 1. 349 0. 659 1. 483

Margale 指数 Margale index 2. 309 1. 648 0. 679 1. 535 1. 108 2. 232

均匀度指数 Evenness index 0. 761 0. 606 0. 816 0. 753 0. 409 0. 675

3. 4摇 CCA 排序分析

为进一步分析再生水湿地净化系统细菌群落结构与水质参数响应关系,结合运用典范对应分析(CCA)
排序法和双向指示种分类法(TWINSPAN),分析夏秋两季细菌群落结构特征及其成因。 以 6 样方内 29 个
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OTUs 在群落中权重组成的物种矩阵和 12 种环境参数组成的环境变量矩阵为基础数据,应用 CCA 排序,得到

样方、物种、环境因子相互关系的二维排序图,并应用 TWINSPAN 将 29 个 OTUs 分为 7 类(图 3)。 排序结果

表明,CCA 排序图第一轴 AX1 和第二轴 AX2 的特征值累计占总特征值的 65. 06% ,排序图包含了大部分的信

息,排序效果良好。 在 CCA 排序图中,物种用三角形符号表示,物种之间夹角余弦值越大表示它们越相关。
样方点用圆圈表示,样方之间的距离越近则表示样方间越相似。 各环境因子用箭头表示,箭头的长短表示某

个环境因子与种群分布相关性的大小,线越长,说明相关性越大,反之则小。 从图 5 箭头的连线长度可以看

出,选取的 12 个与氮污染相关的水环境变量对芦苇根结合好气细菌群落结构空间分布状况都有一定程度的

影响,其中,TDS、pH 值、DO、Sal、TP、ORP 对好气细菌群落结构时空分布影响较大, TN 较 NH+
4、NO

-
3 对群落结

构时空变异贡献率高。 箭头方向表示环境变量之间或者环境变量与排序轴的之间的关系,夹角越小,相关性

越大[16],其中 NH+
4、TN、ORP、TP 与第 1 轴关系密切,NO-

3、TDS、pH 值、Sal 与第 2 轴密切相关。

图 3摇 29 OTUs 的 CCA 双轴排序图,其中 a 为夏秋两季物种与环境因子的 CCA 排序图,b 是对 a 图中第 4 类的放大,是秋季特有物种与水

质的 CCA 排序图

Fig. 3 摇 Bi鄄plot ( species and environmental variables) of CCA for summer and autumn survey on bacterial diversity in reclaimed water

purification system(a), Bi鄄plot (species and environmental variables) of CCA for autumn survey on diversity of unique bacteria, which is the

additional information of (b)

字母,如 a 或 A,代表操作分类单元;罗马数字,如玉,代表样方编号;第#类,如第 1 类,代表 TWINSPAN 对物种分类

依据 TWINSPAN 对物种分类结果,将图 3 中 29 OTUs 圈为 4 类,其中夏季分为三类,分别是:如图第 1 类,
包含郁(SRW)样方的偶见类群及部分非优势类群;第 2 类,包含郁、吁(SRW、SCW)样方共有种群,且为优势

种或非优势种;第 3 类,包含吁、遇(SCW、SOP)样方的共有种及吁样方的独有种,秋季分为一类,即第 4 类,第
4 类包括秋季特有类群。 图 3 中第 2 类临近排序中心,在净化系统中具相对稳定丰度,这些类群对环境适应

性较强,生态幅比较广泛,在湿地物质和能量代谢中发挥重要作用,如,OTU28(B)在夏季 3 个功能区均出现,
为夏季再生水处理区优势种,是水质净化的重要类群,第 1 类远离排序中心,均为夏季再生水处理区独有种,
易受环境因子影响,较少频率出现于再生水净化系统中,对水体净化不起主要作用。 夏季种群沿第 2 轴分散

分布于第 1 轴的负半轴,而秋季种群集中分布于第 1 轴的正半轴,细菌群落结构具显著季节差异。 从图 3 还

可以看出,NH+
4、TN、ORP、TP 是导致净化系统可培养细菌群落季节演替的主要水质变量,NO-

3、TDS、pH、Sal
是导致夏季可培养细菌群落结构空间演替的主要因素。 第 2 类,包括优势类群 OTU1(a)OTU28(B)与 PCY 和

CHL 密切相关,对水体富营养化去除其主要作用类群。 第 3 类,包括样方 SOP 优势类群 OTU7(g)及样方 SCW
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偶见类群 OTU3(c)、OTU10(j)、OTU11(k)、OTU16(p)与 DO 具有密切的关系,DO 是改善湿地氧化还原环境的

重要环境因子,氧化塘与复合垂直流湿地基质中具不同氧气分布特征,导致各区细菌群落结构发生显著改变。
第 1 类与测定的水体富营养化环境因子不具显著关系,说明再生水特有的性质影响了该区根结合细菌群落的

偶见类群的分布格局,需要进一步结合细菌测序结果分析。 从图 3 可以看出,秋季各样点及芦苇根结合可培

养细菌群落结构梯度排序是各水质变量共同作用的结果,这与秋季各处理区净化效率降低,各功能区优势类

群趋于一致有紧密联系。 结合分类结果可以看出,第 2 类和第 4 类类群具相对较高丰度,受环境因子影响较

小,如,O(r)是秋季净化系统 3 个功能区共有优势种,OTU12(l)在秋季净化系统 3 个功能区中均有出现,但其

与水体富营养化环境因子不具密切关系,这说明秋季优势类群的水质净化作用较小。 第 1 类较偏好高 TN、TP
浓度,第 3 类较偏好高 DO、NH+

4、Sal 浓度,这两类与水体富营养化环境因子密切相关,但这些类群不占优势。
4摇 讨论与结论

大量研究表明微生物在人工湿地中起核心作用,研究湿地微生物多样性的技术方法很多,而培养法只记

录适合在培养基上生长的微生物群落,该法只能反映自然环境少部分的微生物,不能全面反映湿地中细菌群

落的真实情况。 但是,培养法的优势在于利用不同的培养基,可以选择性的反映湿地中对不同资源具较强利

用能力的微生物群落[20]。 如本研究中利用 LB 培养基分离的细菌可以反映对再生水中氮素如蛋白质、多肽、
氨基酸、尿素等及有机碳具较强分解能力的细菌类群[28鄄29],是修复水体富营养化的优势类群,分析其时空变

异规律及其与水富营养化因子的关系,对于再生水补水湿地水生态修复机制具有重要的意义。
4. 1摇 净化系统可培养芦苇根结合细菌群落特征及多样性时空差异

微生物与环境因子之间有密切的响应关系,许多研究表明微生物群落结构特征是微生物群落与环境因子

长期响应的结果,受植物生长状况和代谢活动、气候季节变化、污水处理工艺、污水水体水质状况等多种因素

影响,基于多因子共同作用微生物群落结构及多样性呈现差异[28,30]。
(1)净化系统芦苇根结合好气细菌群落密度、群落组成特征、群落多样性均表现出显著的季节差异。 夏

季较秋季净化系统芦苇根结合好气细菌群落密度增加,这与夏季较秋季净化系统细菌群落优势类群百分比增

大,非优势类群及偶见类群百分比减少相关。 夏季较秋季复合垂直流人工湿地细菌群落多样性、丰富度、均匀

度一致呈现增大趋势,这与夏季较秋季该类型人工湿地细菌群落优势类群、非优势类群和偶见类群种类数均

增加密切相关。 Florent Chazarenc 等采用 Biolog Ecoplate 的方法对人工湿地微生物群落时空差异进行分析,结
果表明季节动态是影响微生物群落多样性最主要因素之一[15]。 高程等对北京城区不同水体可培养细菌的研

究表明夏季细菌数量高于秋季[20]。 王晓丹等同时采用用 LB 固体培养基培养法和 PCR鄄DGGE 技术对密云水

库细菌群落结构进行研究,结果表明季节差异导致群落结构发生改变[28]。 陆开宏等通过对富营养水体植物

根际微生物群落特征分析发现因季节差异,植物的生长状况及代谢改变,植物根际微生物群落结构出现差异,
并影响水体污染物的去除效率[30]。 由前人研究可知,在湿地生态系统或水体生态系统中,采用培养法或非培

养法,细菌群落结构研究结果均表明细菌群落受季节影响,具明显的季节效应。 在再生水湿地净化系统中,夏
季向秋季的季节转变不仅降低了净化系统细菌生长温度,影响了细菌生长繁殖及活性,而且导致湿地芦苇枯

萎凋零,植物功能减弱,根系分泌物质能力、泌氧功能降低,植物-微生物的互作去污作用降低,依托于植物、
微生物、基质共同作用净化水质的人工湿地生态功能受到影响,水质净化效率降低,进一步促使水体有机负荷

及污染物的积累,水质恶化,细菌密度及多样性降低,群落结构产生差异[31鄄32]。
(2)净化系统芦苇根结合可培养细菌群落密度、细菌群落构成特征、群落多样性均表现出显著的空间差

异。 夏季各处理区群落结构差异明显高于秋季,夏季净化系统空间差异具体表现为复合垂直流湿地较氧化塘

好气细菌群落密度、多样性、丰富度增加,均匀度减少,这与复合垂直流湿地非优势类群和偶见类群类型、数量

百分比增加相关;再生水处理区较循环水处理区可培养细菌群落密度、多样性、丰富度、均匀度增加,这与再生

水净化区优势类群、非优势类群类型增加,非优势类群数量百分比增加,偶见类群量百分比减少相关。 秋季净

化系统空间分布特征具体表现为:3 个不同功能区具有相同优势类群,但 3 个功能区优势类群百分比呈现显
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著差异,而偶见类群百分比在 3 各功能区具有趋同效应;复合垂直流湿地较氧化塘细菌群落多样性及丰富度

均减少,均匀度变化规律不明显,这与复合垂直流湿地非优势类群、偶见类群类型减少相关;再生水处理区较

循环水处理区可培养细菌群落密度、多样性、丰富度、均匀度增加,这与再生水处理区非优势类群类型数、百分

比数均增加相关,夏秋两季分析结果一致表明再生水处理区具最高的群落密度和细菌群落多样性。 前人研究

表明湿地微生物数量与其净化功能之间存在显著关系,微生物数量越多污染物的去除效率越高[27]。 魏成等

研究表明提高湿地系统的多样性对提高湿地系统的净化效率和效率的稳定性具重要意义[14]。 湿地工艺流程

与其净化功能之间同样存在显著关系,复合垂直流人工湿地特殊结构及进水类型有利于水体营养及溶解氧分

布、好养鄄厌氧鄄好养功能层形成,有利于微生物生长繁殖及活性,促进复杂有机物、氮、磷去除,提高污水净化

效率[33]。 其次,进水水质的差异是影响微生物及其净化功能的主要因素,再生水中丰富的氮、磷等营养元素

利于微生物数量增加,并改变微生物群落结构及其多样性[23]。 本研究中,复合垂直流湿地先进工艺特征及再

生水特殊水质是影响再生水补水湿地系统中不同处理区微生物群落结构差异的主要原因。
4. 2摇 净化系统芦苇根结合可培养细菌群落结构与水环境的相互关系

据文献,细菌群落结构与水质之间的关系还没有明确定论,研究方法也多采用相关性分析法。 已有相关

研究表明水质状况对微生物群落产生重要影响的同时微生物适应环境并改变水体环境,微生物群落多样性呈

现出与水环境质量协同变化的特征[34]。 梁威等的研究发现湿地微生物活动是污水中 TN 及 COD 的主要去除

途径[27],其随后研究表明污水中 BOD 的去除率与复合垂直流湿地细菌总数显著相关[35]。 CCA 和

TWINSPAN 是两种具有很强解释能力的多元统计方法,它们生态学中成功运用,已被认为是最有效的群落定

量分析方法[36]。 近年来有学者尝试将 CCA 排序和多元回归结合,这为分析微生物群落物种对水质变量的联

合反应提供了通用框架。 YAN 等采用 CCA 分析了污水处理厂微生物群落结构的季节演替,结果表明 COD、
NH+

4、KN、C / N / P 值是重要的微生物生长限制因子,DO 是微生物群落演替的关键因子[16]。 Shiah & Ducklow
通过对细菌群落构成的控制研究揭示出温度是冬季、秋季、春季的细菌群落结构的控制因子,而无机营养限制

及基质是夏季细菌群落结构的控制因子[37]。 另一些研究,包括一个中型实验,也支持同样的观点,认为有机

碳、无机营养是夏季细菌群落的重要限制因子[38鄄39]。 微生物的呼吸作用和发酵过程是有机污染物的重要去

除机制,其去除过程依赖于湿地氧化还原条件,高 ORP 为微生物提供氧化环境,有利于好养过程,如硝化作

用、有机碳的降解,相反,低 ORP 提供还原环境,有利于厌氧过程,如硫酸盐降解、甲烷化。
本研究分析结果表明净化系统芦苇根结合好气细菌群落密度与水体 NH+

4 浓度及 ORP 相关,群落构成与

水体 PCY、TP、TN 和 NH+
4 浓度及 ORP 相关,ORP 是 DO、有机物和含氮污染物三者氧化还原性的综合体现,宽

泛的 ORP 范围有利于多种污染物的去除[8],NH+
4 是好养微生物通过氨化作用对水体有机氮降解的产物。 夏

季净化系统较秋季因具较高的细菌群落密度,群落多样性,净化效率提高,对有机物的去除效率提高,虽然夏

季较秋季水体具较高的 DO 浓度,但较秋季 ORP 依然处于较低水平,这也是 ORP 与可培养细菌群落密度负相

关的原因,较高的 DO 浓度有利于细菌的氨化作用,这是夏季较秋季水体具低水平 COD、TDS 及 TN,同时 NH+
4

与好气细菌群落密度正相关的原因。 PCY 浓度是水体富营养化的重要水质指标,其生长繁殖需要充足的营

养和优越的物理条件[40],PCY 浓度与优势种百分比相关,说明优势种对消除水体富营养化,对去除氮污染起

主要作用,ORP 及氮磷含量及 N / P 比值改变导致偶见种类型改变,改变好气细菌群落种群丰富度。 因此

ORP、NH+
4 浓度既影响好气微生物群落数量,同时改变微生物群落结构。 由 CCA 分析表明 NH+

4、COD、ORP、
TP 是芦苇可培养根结合细菌群落结构季节差异的驱动因子。 在驱动因子中,NH+

4、ORP、TP 与好气细菌偶见

种百分比相关,说明该湿地净化系统细菌群落季节差异不仅体现在优势种群的改变上,同时体现在偶见种群

的多少上,偶见种群的百分比与湿地净化系统的稳定性及净化效率密切相关。 而这种微生物群落群落结构季

节差异很大程度上可以由夏秋植物生长状况及代谢活动不同,微生物生长繁殖及活性不同来解释。 在夏季,
芦苇生长状况良好,根系的泌氧功能有利于根际氧化还原电位提高,碳(COD)、氮(NH+

4)、磷(TP)及高氧化还

原电位促进微生物生长繁殖及活性,细菌群落度增加,促进水体净化,湿地系统净化效率提高。 在夏季湿地较
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高净化效率的基础之上,功能区间水质差异增大,微生物群落结构空间差异增大,在排序图中夏季种群分散分

布;相反,在秋季,微生物活动减弱,植物枯萎,水体碳氮磷浓度增加,氧化还原电位降低,高有机负荷抑制微生

物生长及活性[31鄄32],细菌群落密度减少,湿地净化系统净化效率降低,好气细菌群落结构空间差异不明显,在
排序图中秋季种群集中分布。 本研究结果表明水质变量 TDS、pH 值、Sal 是导致夏季好气细菌群落结构空间

差异的主要水质变量。 SRW 较 SCW 和 SOP 具较低 TDS、pH 值、Sal 水平,在 SCW 和 SOP 细菌群落更偏好于

较高 TDS、Sal 浓度及较高 pH 值。 而在 SRW,细菌群落与富营养化程度相关。 这可能与湿地功能分布相关。
据酶切分类结果,分别于 29 OTUs 中随机选取分离物进行 16s rDNA 序列测定,同源性比对表明:夏季净

化系 统 中 优 势 好 气 细 菌 为 葡 萄 球 属 ( Staphylococcus )、 肠 杆 菌 属 ( Enterobacteriaceae ), 微 小 杆 菌 属

(Exiguobacterium)和芽孢杆菌属(Bacillus. ),气单胞菌属(Aeromonas),其中气单胞菌属分布于夏季净化系统

各功能区中。 秋季人工湿地净化系统主要好气细菌为假单胞菌属 ( Pseudomonas), 黄单胞 菌 属

(Xanthomonadaceae),芽孢杆菌属 (Bacillus),其中假单胞菌属为 3 个处理区共有的优势种。 据已有报道称,
气单胞菌在湿地系统氮循环过程中起重要作用,其生长受铵离子、氮、磷浓度影响明显[41],具有将 NO-

3 转化

为 NO-
2 的能力[42],肠杆菌耐污能力强,具固氮能力,并抗植物病原体,同时在磷循环中起重要作用[10]。 葡萄

球属细菌多为机会致病病原菌,对固氮菌有协同促进作用[43]。 秋季主要细菌种类:假单胞菌属,芽孢杆菌属,
及黄单胞菌属,这几种菌属的微生物生长快速,其中假单胞菌被频繁的从湿地植物根系周围分离到,不仅以碳

氢化合物为营养来源,在去除碳源污染方面起主要作用,还是氨化细菌的优势菌属,具很好地去除有机氮的效

果,芽孢杆菌对大分子结构的有机物具破坏作用,有效促进有机物的分解[44]。 总之,芦苇根结合菌促进了水

体净化过程中的植物修复作用,尤其在氮磷循环及碳化合物降解去除方面。 但是,限于培养法不能直接的反

映芦苇根结合菌的全部信息,结合非培养方法分析奥林匹克公园再生水净化湿地芦苇根结合菌对水体净化的

机制原理是下一步的工作重点。
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