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细菌分离及其对水体微生物群落影响
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要!经过贫营养好氧反硝化选择性培养基的初步筛选#从水源水库沉积物中分离得到
#D!

株贫营养好氧

反硝化细菌#并对其脱氮特性和高效菌株对水体功能微生物种群的调控机制进行探索
/

结果表明#

C

株贫营养

好氧反硝化细菌在
!C5

内脱氮率达
C$f

以上
/

经过
%"J3A92

序列分析#确定分子遗传种属为不动杆菌属$

链霉菌属$嗜甲基菌属$根瘤菌$假单胞菌$鞘氨醇单胞菌和溶杆菌属等
/

巢式
ZIPEAKK>

结果表明接种高效

贫营养好氧反硝化细菌
_RD

对原水水体功能微生物!细菌$真菌$放线菌和硫酸盐还原菌"种群结构多样性影

响不显著#对原水微生物生态种群影响微弱
/

关键词!水库&沉积物&好氧反硝化细菌&微生物群落&巢式
ZIPEAKK>

中图分类号!

(F$D

!!!!

文献标志码!

2

!!!!

文章编号'

%$$"EFGD$

!

#$%#

"

$"E$CF"E$F

! /

"

近年来我国水源水污染日趋严重#其中湖泊水库的富营养化问题较为突出(

%E#

)

/

含有
9

$

Z

等营养物

质的生活用水等废水排入水体#会导致浮游植物异常增殖导致水生生态系统结构功能异化(

DE!

)

#也就是

富营养化问题的根本所在
/

目前#大中型城市已将水库湖泊等地表水作为供水水源#然而水源水富营养

化问题严重影响了城市饮用水的水质安全
/

因此解决水源的水质微污染问题成为供水领域今后研究的

重要课题#而控制氮源污染是解决微污染水体问题的重要环节(

B

)

/

生物脱氮作为一种水处理中高效经济的方法#已日趋普遍使用
/

传统生物脱氮是在厌氧或缺氧条件

下以
9[

E

#

$

9[

E

D

作为电子受体进行反硝化过程#然而近几年来学者们不断地发现好氧条件下发生总氮

损失(

"EC

)

/

国内外有不少关于好氧反硝化菌的研究#目前已报道有假单胞菌属$嗜麦芽寡养单胞菌$凝结

芽孢杆菌$螯台球菌$赤红红球菌属等(

GE%#

)

/

虽然相关研究已很普遍#但大都针对富营养化池塘$工业废

水$人工湿地$活性污泥(

%DE%B

)等氮源丰富的环境
/

有关水源水库沉积物中贫营养好氧反硝化细菌的分离$

鉴定及其高效菌株对原水水体微生物种群多样性的影响研究却鲜见报道
/

因此#本研究以西安市和山东

某水源水库沉积物为对象#驯化分离沉积物中贫营养好氧反硝化菌株#并进行
%"=3A92

测序分析#明

确其遗传发育地位#为贫营养好氧反硝化细菌研究提供理论支撑
/

目前#贫营养好氧反硝化细菌在水源水体脱氮工程中的功效已逐步显现#而随之而来的菌剂的生态

安全性评价也就成为生物菌剂应用的重要研究课题
/

分子生物学的发展为外源菌剂生态安全性研究提

供了一种新途径#如广泛运用于检测环境微生物群落动态变化研究的巢式
ZIPEAKK>

技术(

%"E%C

)

/

本文

在前期研究基础上#通过投加菌剂和空白对照实验#探讨了高效脱氮菌株对原水水体细菌$真菌$放线菌

和硫酸盐还原菌种群结构的影响#可为贫营养好氧反硝化细菌在微污染水源水质原位改善工程中的应

用提供科学依据
/

"

收稿日期!

#$%#E%$E%"

!!

修改稿日期!

#$%#E%%E%C

基金项目!国家科技支撑计划课题!

#$%#L2I$!L$#

"&国家自然科学基金重点项目!

B$CD$D$D

"&陕西省科技统筹创新工程计划项目

!

#$%%H7IK$DE$F

"

作者简介!黄廷林!

%G"#E

"#男#山东人#博士#教授#主要从事水资源保护与微污染控制方面的研究
/



%

!

材料与方法
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样品采集

以西安市
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水源水库和山东某水库沉积物作为实验材料#运用彼得森采样器采集表层沉积物!

$

!

D$4O

"#迅速放入无菌自封袋中#标记后放入
CX

小冰盒#

!C5

之内运回实验室#待用
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培养基

选择性反硝化培养基配方'
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培养基配方'
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培养基'同选择性反硝化培养基
/
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培养基(
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)
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#丁二酸钠
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#微量元素溶液
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L7L

!溴甲基酚蓝"培养基'在
A\

培养基的基础上添加
%Ô L7L

!

%f

溶解于酒精"和
#'Bf

琼

脂#蒸馏水溶解并调节
S

_F'$

!

F'B/
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富集与驯化

富集装置及运行条件'取适量底泥样品加入新鲜反硝化富集培养基中#贫营养好氧反硝化菌富集装

置为
#B$Ô

玻璃锥形瓶#瓶口用棉塞塞紧#在
#BX

水浴振荡培养箱中培养#每天以
%#$3

%

O),

振荡
!

5

#保证在好氧环境下培养
/

按此配方作为初始浓度加入富集装置#此后每天使其营养物质的浓度降低

%$f

#到第
%$?

各营养物质浓度为初始值的
%$f

#随后维持恒定浓度
/
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分离与初筛

将驯化培养
C

周的菌液稀释不同倍数#于
%$

U%

$

%$

U#

$

%$

UD和
%$

U!梯度下采用涂布法在
L\

培养基

上培养#

D$X

条件下恒温培养
D

!

B?

#选出具有代表性的菌落
L\

培养基上划线纯化
D

次#确保为纯菌

落
/

挑取纯菌落于
L7L

培养基上进行划线培养#待
%

!

D?

长出新菌落#根据培养基颜色初步判断其反

硝化特性
/

分别将纯化好的菌种接种于
RM

培养基中#在
D$X

空气振荡培养箱中活化#待
[A

"$$

达到

$'#

以上#以
%$f

的接种量接种于新鲜培养基中#每隔
%#5

测定其接种前后硝酸盐氮变化值#得到优势

微生物
/
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好氧反硝化细菌
ZIP

扩增

%"=3A92

片段的
ZIP

扩增所用引物为'
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'
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#
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'

B*UKK772II77K772IK2I77UD*/

所用引物由美国英杰
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!上海"公司合成
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反应体系!
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其中
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\+J:83O)b

!北京天根生化科技有限公司"

产品组成为'
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$其他稳定剂与增强剂
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ZIP

反应条件'

+

GBX

预变性
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,
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变性
%O),

#

BBX

退火
%O),

#

F#X

延伸
#O),

&

.

第二

步循环
D#

步&

/

F#X

最终延伸
%$O),

#

!X

保存
/ZIP

扩增产物的检测'

ZIP

扩增产物用
%f

琼脂糖凝

胶电泳检测#在
%$$@

电压下电泳
"$O),

后用
K8<P8?

染色
%$O),

#在凝胶成像系统!

K8<A047\ (P

j

型凝胶成像系统#

L)0E3+?

#

-=2

"紫外照射下成像拍照#检查有无条带和非特异性扩增#本实验中的目

标条带约
%B$$Y

S

#电泳所用
A92 \+3g83

为
Â #$$$

!北京天根生化科技有限公司"
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高效贫营养反硝化细菌对原水水体微生物种群多样性的影响

为了反映高效高效贫营养反硝化细菌对原水水体功能微生物种群多样性的调控机制#实验用水为

西安某水库水源水#装置为
B^

棕色瓶#分别投加实验室原有高效好氧反硝化菌剂
_RD

(

#$

)和设置空白

对照#探究短期!

%!?

"和中期!

!#?

"水体细菌$真菌$放线菌和硫酸盐还原菌群落变化
/

水体细菌$真菌$
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放线菌$硫酸盐还原菌
ZIP

扩增引物及条件如表
%

所示
/

功能微生物群落变化采用变性梯度凝胶电泳!

AKK>

"分析技术进行#变性剂浓度为
D$f

!

F$f/

待胶凝固后#将胶板放入电泳槽中#用
B$

'

<

微量进样器快速上样
!B

'

<ZIP

样品#接通电源#

%D$@

电泳

%$O),

#

F$@

电泳
%D5

#电泳液温度
BCeI/

电泳完毕#将胶条取下#放入
K8<P8?

染色
#$O),

#在凝胶成

像系统成像拍照获取图像
/

表
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本研究中细菌+真菌+放线菌+硫酸盐还原菌
ZIP

扩增引物及条件
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结果与讨论
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分离与初筛

经过富集培养$分离纯化共得到
#D!

株贫营养好氧反硝化细菌
/

其中#脱氮率达
!$f

以上的贫营养

好氧反硝化菌共有
%#"

株#其中
!C5

内脱氮率达
C$f

以上的有
C

株菌#对部分菌株进行分子生物学鉴

定!表
#

"

/

"/"

!

菌株
!D=3A92

序列测定

上述好氧反硝化菌株进行
%"=3A92

序列测序#将测序结果用
L̂ 2=7

软件与
K8,8L+,g

中已登录

的
%"=3A92

序列进行同源性比较
/

经过同源性比较#分离纯化得到的好氧反硝化细菌主要有不动杆菌

属$青枯菌属$醇单胞菌属$根瘤菌属$嗜链霉菌属$溶杆菌属和假单胞菌属等!表
#

"
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其中#根瘤菌作为

固氮微生物首次发现具有反硝化特性
/
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贫营养好氧反硝化细菌分离鉴定和脱氮特性

7+Y/#

!

TJ0<+:)0,+,?)?8,:)1)4+:)0,010<)

N

0:30

S

5)4+830Y)4?8,):3)1

]

),

N

Y+4:83)++,?):J?8,):3)1)4+:)0,45+3+4:83)J:)4J

9;OY83J01)J0<+:)0, =

S

84)8J01)J0<+:8J Z<+48 =)O)<+3):

]

%

f A8,):3)1)4+:)0,3+:8

%

f

% 5I8+1#4Q:I#1'J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 %$$ B$

# -,4;<:;38?Y+4:83);O ()*+,2P8J83.0)3 GG !C

D [:G(#4+8:J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 GG B!

! 5I8+1#4Q:I#1'J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 %$$ B!

B -,4;<:;38?Y+4:83);O ()*+,2P8J83.0)3 GG !#

" -,4;<:;38?Y+4:83);O4<0,8 ()*+,2P8J83.0)3 %$$ FD

F X#'1

B

#4C

H

I1(J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 %$$ !G

C 5I8+1#4Q:I#1'J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 %$$ C%

G [08*4Q89CJ

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 %$$ B#

%$ X

B

08+

2

4C4+:(J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 GG !F

%% 5I8+1#4Q:I#1'J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 %$$ "#

%# -,4;<:;38?Y+4:83);O ()*+,2P8J83.0)3 %$$ F#

%D X

B

08+

2

4C4+:(J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 GG !"

%! L1#0

H

G4

B

08G9(J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 GG "B

%B -,4;<:;38?Y+4:83);O ()*+,2P8J83.0)3 %$$ "F

%" -,4;<:;38?Y+4:83);O ()*+,2P8J83.0)3 %$$ BC

CFC !!!!!!

西
!

安
!

建
!

筑
!

科
!

技
!

大
!

学
!

学
!

报!自然科学版"

!!!!!!!!

第
!!

卷



续表
#

9;OY83J01)J0<+:)0, =

S

84)8J01)J0<+:8J Z<+48 =)O)<+3):

]

%

f A8,):3)1)4+:)0,3+:8

%

f

%F 5I8+1#4Q:I#1'J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 %$$ ""

%C X

B

08+

2

4C4+:(J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 GG !F

%G -,4;<:;38?Y+4:83);O ()*+,2P8J83.0)3 GG !!

#$ -,4;<:;38?Y8:+

S

30:80Y+4:83);O

N

8,8 ()*+,2P8J83.0)3 GG !G

#% -,4;<:;38?-

H

(4Q:I#1'J

S

/ ()*+,2P8J83.0)3 GG !%

## -,4;<:;38?Y8:+

S

30:80Y+4:83);O ()*+,2P8J83.0)3 %$$ B"

#D \(19F4C4+:(

D

G94'1(I1+( ()*+,2P8J83.0)3 GG !#

#! /44

2

G41:J

S

/ =5+,A0,

N

P8J83.0)3 %$$ GC

#B 5I8+1#4Q:I#1'J

S

/ =5+,A0,

N

P8J83.0)3 GG C"

#" 5I8+1#4Q:I#1'J

S

/ =5+,A0,

N

P8J83.0)3 GG C!

#F 5I8+1#4Q:I#1'J

S

/ =5+,A0,

N

P8J83.0)3 GG C#

#C \(19F4C4+:(J

S

/ =5+,A0,

N

P8J83.0)3 GG C%

#G X#'1

B

#4C

H

I1(J

S

/ =5+,A0,

N

P8J83.0)3 GG GG

D$ 5I8+1#4Q:I#1'J

S

/ =5+,A0,

N

P8J83.0)3 GG %$$

_RD \(19F4C4+:(J

S

/ ()*+,LP8J83.0)3 %$$ GG

"/#

!

高效贫营养好氧反硝化细菌
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对水体微生物种群多样性的影响

由图
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分析可见#经过
D$f

!

F$f

的变性梯度凝胶电泳之后#水体中微生物种群被分开#说明该变

性浓度梯度适合本研究
/

原水水体细菌和真菌种类较多!条带丰富"!图
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#

%L

"#放线菌和硫酸盐还原

菌种类较少!条带少"!图
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#

%A
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微生物种群丰富度指数是表征微生物种群多样性的重要参数#广泛

的应用在微生物生态领域
/

由表
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分析可见#接种高效好氧反硝化细菌
_RD

对原水水体细菌$真菌$放

线菌和硫酸盐还原菌种群多样性!丰富度指数"影响不显著
/

在水体接种
_RD

#细菌群落多样性指数为

D$
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#C

#
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和
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放线菌群落多样性指数在接种第
%!?

$

!#?

$接种和对照处理多样性指数均未发生变

化#硫酸盐还原菌种类最少#且受外源菌剂影响微弱
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真菌$放线菌和硫酸盐还原菌种群多样性
/

说明该高效贫营养好氧反硝化细菌对原水微生态菌群结构影

响不显著#生态安全性高
/
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"从水源水库沉积物中筛分出
#D!

株贫营养好氧反硝化细菌
/

其中#脱氮率

达
!$f

以上的贫营养好氧反硝化菌共有

%#"

株#其中
!C5

内脱氮率达
C$f

以上

的有
C

株
/

菌株可以以乙酸钠为碳源进行

较好的生长和脱氮#以硝酸钠为氮源进行

良好的好氧反硝化过程#实现了在贫营养

水体环境中也能进行高效脱氮
/
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#

"通过分子生物学
%"J3A92

序列

分析#确定上述贫营养好氧反硝化细菌种

类有不动杆菌属$链霉菌属$嗜甲基菌属$

根瘤菌$假单胞菌$鞘氨醇单胞菌$溶杆菌

属等#证明了水源水水库沉积物贫营养好

氧反硝化细菌具有种群遗传多样性#其中

根瘤菌属细菌为首次报道
/
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结果显示#接种高效

贫营养好氧反硝化细菌对原水水体细菌$

真菌$放线菌和硫酸盐还原菌种群结构多

样性影响不显著#说明生态风险微弱
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