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#$%&饮用水处理

过程中各工艺出水及滤料中微生物多样性及其变化规律进行研究% 结果表明!测序共获得 "1, *==

条有效数据">??;@A6B;C8DE$!归类为 *, 个门&1. 个纲&(., 个目&"-1 个科&,.F 个属% 微生物多样

性随工艺流程整体呈下降趋势!尤其是消毒工艺能大幅削减水体中的微生物!消毒效果较好!但生

物活性炭池出水中微生物多样性较G型滤池出水"H$$不降反增!且滤砂"H:$和活性炭上均有大

量微生物附着!其中活性炭上附着的微生物多样性高于原水% 此外!所有样品中变形菌门&放线菌

门&拟杆菌门&厚壁菌门和浮霉菌门含量较高!分别为 .1+*FI&(-+.*I&.+(,I&*+."I和 (+,(I#

鞘氨醇单胞菌属在H$&H:和$%&样品中大量滋生!且与假单胞菌属在出厂水中均有微量存在!二

者可引起管网腐蚀!是饮用水安全的一大隐患!应予以重视%
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''臭氧#生物活性炭!!

"

#$%&"工艺是我国广泛

采用的一种饮用水深度处理技术'((

) 颗粒活性炭

作为微生物载体和吸附介质对水中有机物的去除起

着至关重要的作用')%"(

%其微生物安全问题也一直

被人们所关注) 祝玲'*(对饮用水处理中!

"

#$%&工

艺的微生物安全性研究发现%生物活性炭滤池出水

中异养菌数量较常规工艺单元出水增加 (- d(--

倍%脱附后水样中异养菌数量增加 " d* 倍) 由于饮

用水为贫营养环境%饮用水处理过程中的微生物也

以贫养微生物为主%这类微生物大多不能通过传统

的平板培养方式进行培养',(

) 随着分子生物学技

术的快速发展%(.: UeX%扩增子测序技术已成为研

究环境样品中微生物群落组成结构的重要手

段'.%F(

%该技术常被国内外学者用来研究给水工艺

中微生物的多样性变化'1%=(

)

以我国南方湿热地区某臭氧#生物活性炭深度

处理工艺水厂为研究对象%采用 (.: UeX%扩增子

测序技术%通过2334567896:;<高通量测序平台对该

水厂原水*混凝沉淀出水*G型砂滤池出水*活性炭

滤池出水*出厂水*滤砂以及生物活性炭滤料中微生

物多样性进行解析%并明确其变化规律%以期为我国

饮用水处理中微生物安全性保障提供技术支撑)

!"

材料与方法

!#!"材料与仪器

!#!#!"样品采集与保存

样品采自我国南方湿热地区某!

"

#$%&深度处

理工艺水厂%该厂供水规模为 ,) f(-

*

5

"

#]) 于

)-(F 年 " 月 (" 日采用无菌容器采集各工艺单元出

水 ), g及 G型砂滤池的滤砂和生物活性炭各 ,--

D) 原水标记为样品 à *混凝沉淀后水标记为样品

:$*G型砂滤后水标记为样品 H$*滤砂标记为样品

H:*生物活性炭滤后水标记为样品 $%&H%生物活性

炭标记为样品 $%&*出厂水标记为样品 H̀ ) 样品

采集后应立即进行试验%如若不能立即处理%应保存

在 * h冰箱中%且保存时间不超过 )* P)

!#!#$"主要仪器与耗材

i&a仪$G;U6A6=. `;33#二代高通量测序仪$2334W

567896:;<),-- i>),-#台式高速冷冻离心机$

Cg)-c#恒温金属浴$CP;U5R:@6;7A6?6@#生物控制柜$

$&&K(---)

!#!#%"试验材料

引物$ ,(,?! VCV&&%V&cV&&V&VVC%%" K

1-.U!VV%&C%&9GVVVC̀ C&C%%C"#"*(?!&&C%NW

VVVa$V&%:&%9" K1-.U!VV%&C%&9GVVVC̀ C&W

C%%C"#,(,?!VCV&&%V&cV&&V&VVC%%" K=-FU

!&&VC&%%CC&&CCCV%VCCC")

酶和缓冲液$iP4E6R7

!

96DPWH6];36A\i&ac8EA;U

c6ZT6AP V&$4??;U)

试剂盒$CU4:;<

!

eX%i&aWHU;;:85[3;iU;[8W

U8A6R7 j6A建库试剂盒)

!#$"试验方法

!#$#!"微生物提取

à *:$*H$*$%&H*H̀ 中微生物的样品提取$

水样通过 -+))

"

5的滤膜过滤%截留了微生物的滤

膜存放至已灭菌的 ,- 5g离心管内并于 K1- h下

保存) 样品H:*$%&中微生物的提取$取滤砂和生

物活性炭各 , D%分别置于两个 ),- 5g的锥形瓶中%

各加入 (-- 5g纯水) 轻微摇动混合%然后置于超声

清洗器中超声 .- E%随后置于 ), h恒温摇床!(,- U#

567"上振动 "- 567%使微生物从活性炭表面脱离下

来'(-(

) 沉淀后的上清液用 -+))

"

5滤膜过滤%截留

了微生物的滤膜存放至已灭菌的 ,- 5g离心管内并

&.*&
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于K1- h条件下保存)

!#$#$"基因组提取

采用 &C%$方法对 (+)+( 节中样品的基因组

eX%进行提取%同时采用琼脂糖凝胶电泳对 eX%

的浓度和纯度进行检测%查看电泳图结果中样品的

片段大小*浓度*清晰度是否满足要求%对eX%提取

量不能满足后续试验需求的样品进行二次提取%若

仍然不能满足则放弃该样品)

!#$#%"i&a扩增

以提取后的基因组为模板%对模板中 (.: UeX%

的G**G" kG**G* kG, 区域进行扩增%将同一样品

的i&a产物进行混合%并采用 )I琼脂糖凝胶电泳

予以检测%查看电泳图结果中样品的片段大小*浓

度*清晰度是否满足要求%对 eX%提取量不能满足

后续试验需求的样品进行二次扩增%若仍然不能满

足则放弃该样品)

!#$#&"2334567896:;< i>),- 测序

采用CU4:;<

!建库试剂盒对检验合格后的 i&a

产物进行文库构建%并对构建好的文库进行 l4^6A

和lKi&a定量分析%检验合格后%委托北京诺禾致

源科技股份有限公司使用96:;<),-- i>),- 上机检

测)

$"

结果与分析

$#!"基因组提取及i&a扩增和测序结果分析

基因组提取后%采用i&aWHU;;建库并用琼脂糖

凝胶电泳分析) 结果表明$à *H$*H:*$%&H*$%&

样品的 i&a产物目的条带大小正确*浓度合适*清

晰可见%可以进行后续分析#而 :$*H̀ 样品的 i&a

产物目的条带不够清晰%需要进行二次提取%二次提

取后%这两组样品同样满足后续建库要求)

$#$"微生物多样性及丰度分析

对2334567896:;<测序平台得到的下机数据进

行拆分*拼接*过滤*质控等处理后得到最终的有效

数据!>??;@A6B;C8DE"

'(- d(*(

) F 样本共获得 "1, *==

条有效数据%共 =F =1. F(1 个 $8E;%序列平均长度

%BD3;7A为 ),*+(1) 使 用 l665;软 件 ! G;UE6R7

(+F+-"计算 !̂E;UB;]mE[;@6;E*&P8R(*:P877R7*:65[W

ER7*%&>*VRR]Em@RB;U8D;*iemTPR3;mAU;;指数%测序

结果如表 ( 所示%使用a软件!G;UE6R7 )+(,+""绘制

稀释曲线%如图 ( 所示!横坐标为从某个样品中随

机抽取的测序条数%纵坐标为基于该测序条数能构

建的!CJE数量%用来反映测序深度情况")

表 !"'(()*+,-.+/01 23$45 测序结果

C8̂+(':;<4;7@67DU;E43AER?2334567896:;< i>),-

项目
>??;@A6B;

C8DE

$8E; %BD3;7A

#

多样性

VRR]Em

@RB;U8D;

!̂E;UB;]m

E[;@6;E

:P877R7 :65[ER7 &P8R( %&>

iemTPR3;

mAU;;

à ,. ("F (* )-( -(- )," -+==" ( .-1 F+)1* -+=1( ( 1(*+,.* ( 1)1+1.. ())+*11

:$ .- ,=, (, **" 1"- ),, -+==" ( ,F1 .+.1( -+=,- ( FF-+((= ( 1-1+=1" (("+F-)

H$ .* )F. (. "*. **" ),* -+==" ( )1F "+,), -+.*. ( *.=+=,) ( ,*,+*,1 (()+.=.

$%&H *= ,=1 () ,*, -=1 )," -+==" ( (F. *+).= -+F=" ( "FF+F.= ( *(1+..1 =*+".F

H̀ ," -*= (" *(. ("* ),, -+==, =", "+)." -+.), ==-+)=, =1,+F(1 1F+1,.

H: ,- 1"" (" -"1 *)F ),. -+==* ( ,=, .+.)( -+=*- ( FF-+.-F ( F=*+F(, ().+)((

$%& ,( -(( () ==, FF. )," -+==1 ( =.1 1+.-F -+=1( ) -FF+(," ) -F,+"(, (")+"-.

! """

# $%"

& %%%

$%%

%

'
(
)
*

&" """ !" """ +" """ ," """ $" """

-. !" #" "$%& &' &!

($%

!"#$

图 !"稀释曲线

H6D+('a8U;?8@A6R7 @4UB;E

''由表 ( 分析可知%测序 VRR]Em@RB;U8D;值接近

(%表明此次测序对样品中细菌的覆盖率很高%证明

测序选择深度合适%可以满足样品中细菌多样性分

析的需要) :P877R7和 :65[ER7是菌群多样性指数%

&P8R( 和 %&>为菌群丰度指数%数值越高%表明多

样性或丰度越高) 沿工艺流程菌群多样性指数和丰

度指数逐渐降低%表明 !

"

#$%&工艺对微生物有较

好的削减作用) 此外%通过比较样品 H$与 H: 以及

$%&H与$%&可以发现%滤砂和生物活性炭上的生

物多样性及丰度均明显高于滤后水和炭池出水%滤

&F*&
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砂上的微生物多样性及丰度与原水相近%而生物活

性炭上的微生物多样性及丰度高于原水%为 F 个样

品中最高%可以推断滤砂和生物活性炭上附着了大

量的微生物%在过滤过程中微生物容易受到水流剪

切作用而进入下个处理单元%从而影响处理效果%是

威胁饮用水安全的一大隐患)

由图 ( 分析可知%F 个样品的稀释曲线均趋于

平缓%说明测序数据量渐进合理%测序深度合适%可

以用于后续分析) 此外%稀释曲线可间接反映物种

的丰富程度%由此可知%F 个样品中物种丰度最高的

为$%&*最低的为 H̀ %这与水处理过程中 $%&上

滋生大量微生物*消毒剂的使用使得 H̀ 物种丰度

大幅减少相一致)

$#%"基于分类水平的微生物群落组成分析

分析可知%水处理工艺过程中微生物可归类为

*, 个门*1. 个纲*(., 个目*"-1 个科*,.F 个属) 在

各个水平上%微生物多样性随工艺流程整体呈下降

趋势%但生物活性炭池出水中微生物多样性较 G型

滤池出水不降反增%且滤砂和活性炭上均有大量微

生物附着%活性炭上附着微生物的多样性高于原水%

这与表 ( 得出的结论一致)

不同分类水平上各样品的微生物组成见图 ))
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图 $"不同分类水平上各样品的微生物组成

H6D+)'c6@UR̂683@R5[RE6A6R7 R?E85[3;E8A]6??;U;7A@38EE6?6@8A6R7 3;B;3E

&1*&
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''由图 ) 分析可知%整体而言%随着分类水平的细

化%测序能够解释的微生物比例越来越低) 在门分

类水平上%大部分序列属于 , 个门%共占比=(+("I%

分别为变形菌门!.1+*FI"*放线菌门!(-+.*I"*

拟杆菌门!.+(,I"*厚壁菌门!*+."I"和浮霉菌门

!(+,(I") 其中变形菌门占绝对优势%放线菌门在

à !"F+F*I"和 $%&!)*+((I"样品中占比均较

高%但在 H̀ 样品中占比仅为 -+).I%为所有样品

中最低%说明氯消毒对放线菌的杀灭效果较好)

在纲分类水平上%

#

W变形菌纲!".+,)I"*

$

W变

形菌纲!)(+*)I"*

%

W变形菌纲!F+.(I"*放线菌纲

!,+F-I"和鞘脂杆菌纲!"+F=I"为占比最高的 ,

个纲%总占比为 F,+-*I) 其中
#

W变形菌纲在整个

净水工艺中均大量存在%这是因为
#

W变形菌纲是典

型的贫养细菌%适合在贫营养环境中生存'(,(

)

$

W变

形菌纲生活在相对缺氧的环境%以小分子有机物为

主要营养物质来源',(

%在 F 个样品中%

$

W变形菌纲主

要存在于 $%&H和 H̀ 中%说明其在活性炭池去除

有机物的过程中扮演重要角色) 放线菌纲主要存在

于原水中)

在属分类水平上%鞘氨醇单胞菌属!("+=)I"*

食酸菌属!F+F1I"*D$/.26%?2#6./!*+.)I"*D5.1<G

%/$%<%'./2H!)+*FI"和 PD@2m@38];!)+-=I"是已明

确分类的属中占比最高的 , 个属) 其中鞘氨醇单胞

菌属在H$*H:和$%&样品中大量滋生%且在 H̀ 样

品中亦有微量存在%而此菌属能在高贫营养环境及

恶劣条件下生存且不易被消毒剂灭活%属于耐氯菌%

是管壁生物膜形成的罪魁祸首'(.(

) 此外%假单胞菌

属在 H̀ 样品中亦有微量存在%由于铜可在鞘氨醇

单胞菌属和假单胞菌属细胞壁中累积%进入管网后

可引发生物腐蚀的阳极反应%腐蚀供水管网'(F(

)

$#&"样品中微生物主成分分析

主成分分析!i&%"是一种应用方差分解%对多

维数据进行降维%从而提取出数据中最主要元素和

结构的方法) 样品的群落组成越相似%则它们在

i&%图中的距离越接近) 结果表明%à *:$*H$*H:

和$%&H等 , 个样品的距离相对较近%说明这些样

品的微生物多样性相对趋于一致) 而样品 $%&和

H̀ 与其他样品相距较远%微生物群落组成与其他

样品差异较大) 结合表 ( 可知%H̀ 的 :P877R7 和

:65[ER7指数最低%说明消毒对微生物的多样性与结

构组成有明显影响#此外%$%&和 à 的 :P877R7和

:65[ER7指数相近%但微生物组成差异较大%表明水

质条件的改变影响了微生物的结构组成)

%"

结论

&

'微生物多样性与丰度随工艺流程整体呈下

降趋势%但生物活性炭池出水的微生物多样性较高%

且滤砂和活性炭上均有大量微生物附着%活性炭上

附着微生物的多样性高于原水)

'

'消毒工艺能大幅削减水体中的微生物%消

毒效果较好)

(

'水处理过程中微生物共归为 *, 个门*1.

个纲*(., 个目*"-1 个科*,.F 个属%其中变形菌门

!主要为
#

W变形菌纲"*放线菌门*拟杆菌门*厚壁菌

门和浮霉菌门的含量最高%占比分别为 .1+*FI*

(-+.*I*.+(,I**+."I和 (+,(I#鞘氨醇单胞菌

属在H$*H:和$%&样品中大量滋生%且与假单胞菌

属在出厂水中均有微量存在%二者可引起管网腐蚀%

应予以重视)
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