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高通量测序研究清水池底泥微生物群落多样性
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55摘5要!5采用#66789:;<9=>?高通量测序技术研究了北方某水厂清水池底泥的微生物菌群结

构!基于门%属水平剖析细菌%古细菌%真菌的种类和相对丰度!同时探讨了其产生的原因及对用户

水质安全的影响!并提出了解决措施和建议& 清水池底泥共检测到 *% 门%)) 纲%@' 目%$)4 科%2$%

属细菌!' 门 $( 属古细菌!以及 2 门 $3 属真菌#清水池底泥中的微生物菌群丰度较高!均属于水体

和土壤中常见的微生物!有微量可能致病的菌属存在!供水水质存在安全隐患& 分析原因!可能是

消毒不完全以及管道存在腐蚀等所致& 因此建议!适当增加消毒剂投量%保证管网中的消毒剂余

量!加强对供水管网的维护%管理和水质检测&
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55北方某水厂水源来自地下水$水质良好$投加少

量消毒剂后出厂水水质即可达标' 但有段时间管网

水和用户水中曾出现肉眼可见絮状物' (生活饮用

水卫生标准)"Oa)@2'*4%%3#中明确规定$出厂水

不得含有肉眼可见物$水中的细菌总数不得超出

$%% [bB+8S' 对清水池底泥及用户水中的悬浮物

进行镜检$发现存在多种微生物+原生动物等$这对

饮用水水质安全造成了极大威胁' 为了进一步检测

清水池沉积物中具体包含的微生物种类$笔者基于

#66789:;<9=>?高通量测序技术$研究该水厂清水池

底泥中的微生物群落多样性$分析细菌+古细菌+真

菌的群落结构及相对丰度$以期为后续分析其存在

原因及处理技术提供支持'

!"

材料与方法

!#!"样品采集

清水池底泥取自北方某水厂$该水厂以地下水

为水源$地下水水质一直优良' 水厂清洗清水池时$

取池底沉积物样品$保存于 % c冰盒中并快速转移

至D4% c超低温冰箱至送检'

!#$"高通量测序及数据分析

!#$#!"!NC扩增

分别对样品中的细菌+古细菌+真菌进行高通量

测序分析' 对目标基因组的 $3= Q!NC *̀ D̀ 2 区

进行扩增$以样本中提取的 !NC原液作为 d[̂ 模

板$引物采用 *2$b"[[AC[OOONOO[UO[CO#和

(%) "̂OC[AC[R̀ OOOACA[ACCA[[#' 根据 d[̂

扩增图谱$扩增后出现明显清晰条带$位置一致$达

到了扩增浓度要求' 委托上海生工生物公司进行

#66789:;<9=>?高通量测序'

!#$#$"数据处理

<9=>?测序序列中含有 V;QKLX>序列+测序时加

入的引物和接头序列' 首先预处理去除引物接头序

列$再将成对的 Q>;X/拼接为一条序列$然后按照

V;QKLX>标签序列识别并区分样品得到各样本数据$

最后对各样本数据的质量进行质控过滤$得到优质

序列' 将所有样本序列按照序列间的距离进行聚

类$然后根据序列之间的相似性将序列分成不同的

操作分类单元""AB#' 通常在 '@e的相似水平下

对"AB值进行统计分析'

$"

结果与分析

$#!"细菌分析

去除嵌合体及非特异性扩增序列处理之前序列

总数为 3' 23($处理后剩余序列数为 3) $*$' 选择

'@e相似水平下的"AB值进行生物信息统计分析$

对应"AB数目为 $% 2%*' 使用 8LWI7Q软件$计算

[I;L$ 指数和 CK>指数等种群丰度指数以及

=I;::L:指数和 =980/L: 指数等群落多样性指数'

结果表明$[I;L$ 指数和CK>指数分别为 )* '2*&2+

$%3 23%&@)$=I;::L: 指数和 =980/L: 指数分别为

@&$$3 *+%&%%* )'

$#!#!"门水平的优势菌群分布特征

在门水平上$样品中的细菌群落结构如图 $ 所

示$达到 *% 个门以上$主要包括"取 A"d$%#变形菌

门"@1%43%A-#431+-#+酸杆菌门"B#+.%A-#431+-#+浮霉菌

门"@&-*#4%26#343:#+拟杆菌门"C-#431%+.343:#+厚壁

菌门"D+12+#)43:#+放线菌门"B#4+*%A-#431+-#+绿弯菌

门 " ;$&%1%'&3E+#+ @-1#)A-#431+-+ 芽 单 胞 菌 门

"?322-4+2%*-.343:#+疣微菌门 "F311)#%2+#1%A+-#'

其中$变形菌门占比最大$达到了2$&32e$其次是酸

杆菌门+浮霉菌门+拟杆菌门+厚壁菌门$占比分别达

到了 (&*4e+3&3'e+3&*)e+)&*(e'
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图 !"所有样品中细菌在门水平上的群落结构分布
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变形菌门是饮用水源中最主要和常见的门

类,$-

' [I;L等人研究水库原水微生物群落结构时

发现$变形菌门+放线菌门+拟杆菌门+厚壁菌门+疣

微菌门+浮霉菌门和绿弯菌门为优势门类,4-

%研究

饮用水输水管道内形成的生物膜微生物群落结构时

发现$变形菌门+绿弯菌门+拟杆菌门+放线菌门和厚

壁菌门为优势门类,*-

'
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综上可知$样品可能处于酸性状态$其中的菌门

为水处理中常见的菌门' 变形菌门+酸杆菌门+浮霉

菌门和拟杆菌门所占比例较大$符合常规情况'

$#!#$"纲水平的优势菌群分布特征

在纲水平上$样品中的细菌群落结构如图 4 所

示$达到 )) 个纲以上$主要包括"取 A"d$%#

!

D变

形菌 纲 " B&,$-,1%43%A-#431+- #+

"

D变 形 菌 纲

" G3&4-,1%43%A-#431+- #+

#

D 变 形 菌 纲

" ?-22-,1%43%A-#431+- #+

$

D 变 形 菌 纲

"C34-,1%43%A-#431+-#+浮霉菌纲"@&-*#4%26#34+-#+梭

状芽孢菌纲";&%:41+.+-#+放线菌纲"B#4+*%A-#431+-#+

拟杆菌纲"C-#431%+.+-#+厌氧绳菌纲"B*-31%&+*3-3#+

芽单胞菌纲"?322-4+2%*-.343:#' 其中$

!

D变形菌

纲所占比例最大$为 $*&@4e$其次是
"

D变形菌纲+

#

D变形菌纲+

$

D变形菌纲$占比分别为 $%&)'e+

(&(*e+@&@)e' F9;等人研究发现$活性污泥样品

中
!

D变形菌纲是最主要的变形菌纲,2-

%EI;:.等

人研究发现$

$

D变形菌纲在污水处理系统中有重

要作用,)-
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图 $"所有样品中细菌在纲水平上的群落结构分布
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$#!#%"属水平的优势菌群分布特征

在属水平上$样品中的细菌群落结构见图 *'
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图 %"所有样品中细菌在属水平上的群落结构分布
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在属水平上$样品中的细菌主要包括 "取

A"d$% # @-1#)A-#431+- f 53*31- f +*#314-3f :3.+:

"*&%'e#+?322-4+2%*-:"4&4$e#+",$+*5%1$-A.):

"4&$3e#+O0* "$&'2e#+@%0-&+A-#431"$&(4e#+地

杆菌属"?3%A-#431$$&@(e#+O0$3"$&@*e#+H$312%5)44-

"$&3'e#+

%

型甲烷氧化菌"(34$6&%:%2-$$&)4e#+

嗜甲基菌属"(34$6&%43*31-$$&*@e#'

此外$样品中还存在微量的硫酸盐还原菌!脱硫

单胞菌属 "G3:)&')1%2%*-:$ %&33e#+ G3:)&'%0+A1+%

"%&%2e#' 硫酸盐还原菌常见于锈垢和某些沉积

物内部' 硫酸盐还原菌可以利用一些有机物作为碳

源$同时利用生物膜内产生的 R

4

$将硫酸盐还原成

R

4

=$从氧化还原反应过程中获得能量' 此外管道

内大量繁殖的好氧菌群$会在管道内形成粘泥及污

垢$也为硫酸盐还原菌的生长繁殖创造了很好的条

件' 硫酸盐还原菌常引起局部腐蚀"点蚀#$形成黑

色硫化物$会堵塞管道,3-

'

$#!#&"可能存在的致病菌

由于技术手段有限$高通量检测未能确认到种$

存在许多可疑菌属含有致病菌种$仍需高度关注'

参考饮用水中常见的微生物致病菌$对应分析结果

整理如表 $ 所示'

表 !"可能存在的致病菌

A;V&$5dL//9V6>0;WIL.>:/

菌属
含量+

e

可能存在

的致病菌
危害

参考

文献

军团菌属">35+%*3&&-# %&$3 嗜肺军团菌 军团病 ,@ D(-

丹毒杆菌属

"/16:+,3&%4$1+E#

%&$%

红斑丹毒

丝菌

红斑丹毒

丝菌病

,' D

$%-

梭状芽胞杆菌属

";&%:41+.+)2#

%&%)

破伤风芽胞

梭菌
破伤风

产气荚膜

梭菌

气性坏疸+

食物中毒+

坏死性

结肠炎

肉毒梭菌 肉毒毒素

,$$ D

$4-

(6#%A-#431+)2 %&%2

结核分枝

杆菌
结核病

麻风分枝

杆菌
麻风病

,$*-

假单胞菌属

"@:3).%2%*-:#

%&%4

铜绿假单

胞菌

菌血症+

败血症
,$2-

不动杆菌属

"B#+*34%A-#431#

%&%$

鲍曼不动

杆菌
呼吸道感染 ,$)-

螺杆菌属

"<3&+#%A-#431#

%&%$ 幽门螺杆菌
慢性胃炎+

胃溃疡
,$3-

&3'&
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$#$"古细菌分析

去除嵌合体及非特异性扩增序列处理之前序列

总数为 )' 4(*$处理后剩余序列数为 )( $%'' 选择

'@e相似水平下的"AB值进行生物信息统计分析$

对应"AB数目为 4 $@)' 计算结果表明$[I;L$ 指数

和CK>指数分别为 *) *)3&'$+(' @44&'@$=I;::L:

指数和 =980/L:指数分别为 *&4'+%&$%'

$#$#!"门水平的优势菌群分布特征

在门水平上$样品中的古细菌群落结构有 ' 个

门$主要包括 "占比在 %&$e以上的# 广古菌门

"/)16-1#$-3%4-#+奇古菌门"H$-)2-1#$-3%4-#+乌斯

古 菌 门 " =%3:3-1#$-3%4- #+ 佩 斯 古 菌 门

"@-#3-1#$-3%4-#+泉古菌门";13*-1#$-3%4-#$其中$广

古菌门占比最大$为 22&%4e$其次是奇古菌门+乌

斯古菌门+佩斯古菌门$占比分别为 *%&')e+

$@&2*e+ 3&*@e' @1%43%A-#431+-+ >-43:#+A-#431+-+

@&-*#4%26#343:+B#+.%A-#431+-的占比均在 %&$e以下'

以上菌门均为水处理过程中常见的菌门$符合常规

情况'

$#$#$"属水平的优势菌群分布特征

在属水平上$样品中的古细菌群落结构有 $( 个

属$如图 2 所示$主要包括"取 A"d$%#氨氧化古菌

属"I+41%:%,)2+&):#+甲烷螺菌属"(34$-*%:,+1+&&)2#+

(34$-*%135)&-+ 甲 烷 丝 菌 属 " (34$-*%4$1+E#+

=%3:3-1#$-3%4- J*#314-3"3.+:Ĉ 4%+ @-#3-1#$-3%4-

J*#314-3 "3.+: Ĉ $*+ (34$-*%2-::+&++#%##):+

=%3:3-1#$-3%4- J*#314-3"3.+:Ĉ $3+ =%3:3-1#$-3%4-

J*#314-3"3.+:Ĉ $)+(34$-*%&+*3-' 其中$氨氧化古

菌属所占比例最大$为 *%&3(e$其次是甲烷螺菌

属+ (34$-*%135)&-+ 甲 烷 丝 菌 属$ 占 比 分 别 为

$(&*4e+'&'e+(&'*e'

!
"

!
"

#$$

%$

&$

'$

($

$

#$%&

!!"#$%$&'(!)'%

*+",-.$%&!/!))'(

*+",-.$/+0'1-

*+",-.$",/23

)*+,-../0/12

4$+%+-/+,-+$"- 5.6+/"-+ 7+82% 34($

9-6+-/+,-+$"- 5.6+/"-+ 7+82% 34#5

*+",-.$(-%%21226$66'%

:$+%+-/6,-+$"- 5.6+/"-+ 7+82% 34#&

:$+%+-/6,-+$"- 5.6+/"-+ 7+82% 34#6

*+",-.$12.+-

;2"/$%$%&,-+/-

*+",-.$%-/62.-

*+",-.$<-6"+/2'(

*+",-.$)$<'%

:$+%+-/6,-+$"- 5.6+/"-+ 7+82% 34#%

*+",-.$%-)%'(

=-"+%6!<-6"+/!->0+.+/->!.6+/"-+>7+8!%

78#&

图 &"所有样品中古细菌在属水平上的群落结构分布

b9.&25[L887:9WH/WQ7KW7Q>X9/WQ9V7W9L: LY;QKI;>;;W.>:7/

6>\>69: ;66/;806>/

$#%"真菌分析

嵌合体及非特异性扩增序列处理之前序列总数

为 )4 43%$处理后剩余序列为 )4 $4%' 选择 '@e相

似水平下的 "AB值进行生物信息统计分析$对应

"AB数目为 @2)' 计算结果表明$[I;L$ 指数和CK>

指数分别为 4 '(@&%4+2 3%)&(3$ =I;::L: 指数和

=980/L:指数分别为 4&3)+%&$)'

$#%#!"门水平的优势菌群分布特征

在门水平上$样品中真菌群落结构的多样性较

低$仅检测出 2 个门$分别为子囊菌门"B:#%26#%4-$

%&2@e#+刺胞动物门";*+.-1+-$%&*$e#+担子菌门

"C-:+.+%26#%4-$%&%2e#+()#%1%26#%4-" g%&%$e#'

说明样品中含有的真菌极少'

$#%#$"属水平的优势菌群分布特征

在属水平上$样品中真菌群落结构的多样性同

样较低$共检测出 $3 个属$主要为"取 A"d$%#桃花

水母属";1-:,3.-#):4-$%&*4e#+C%&.+-"%&%'e#+叶

生衣属""41+5)&-$%&%3e#+<-,4%#+&&+)2"%&%)e#+链

格 孢 属 " B&431*-1+-$ %&%*e #+ 枝 孢 菌 属

";&-.%:,%1+)2$%&%*e#+;6:4%'+&%A-:+.+)2"%&%4e#+

曲霉菌属"B:,315+&&):$%&%4e#+H1+#&-.+)2"%&%$e#+

9.3*+%26#3:"%&%$e#'

$#%#%"可能存在的致病菌

对样本中的真菌进行分析$可能存在含有病原

体的真菌属$如表 4 所示'

表 $"可能存在的致病菌

A;V&45dL//9V6>0;WIL.>:/

菌属
含量+

e

危害
参考

文献

链格孢属

"B&431*-1+-#

%&%*

可引起眼角膜溃疡+手足等

皮肤病及深部真菌病
,$@ D$(-

枝孢菌属

";&-.%:,%1+)2#

%&%*

很少会对人类造成致病性$

然而已经有过可能对人体

皮肤造成感染的报告

,$'-

曲霉菌属

"B:,315+&&):#

%&%4

免疫功能降低时$呼吸系统

曲霉病$对人畜健康造成危

害

,4%-

$#&"生成原因及对水质的影响

水源水进入水厂管网$既带入了营养物质$也带

入了生物链生物' 样品中的优势菌种与常见水源水

中的有部分重合$说明消毒可能不彻底%管材在长期

使用过程中$会出现管壁腐蚀+沉积$水源水中的微

生物进入到管网会加剧繁殖$会发生各种复杂的物

理+化学和生物反应%另外$管道内还会出现局部缺

&@'&
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氧或厌氧环境$从而出现兼氧菌和厌氧菌' (生活

饮用水卫生标准)规定$出厂水不得含有肉眼可见

物$水中细菌总数不得超过 $%% [bB+8S' 从样品

中存在细菌+原生动物这样的生物链来看$细菌总数

应该高出了几个数量级' 因此$供水水质在微生物

方面存在严重问题'

$#'"解决措施及建议

$#'#!"管道防止腐蚀的方法以及管道冲洗

对没有采取任何防腐措施的已铺设管线$管道

的腐蚀严重影响供水安全以及水质安全$管道的防

腐工作变得十分重要' 对于金属的防腐蚀方法$表

面覆盖保护层即管道涂衬' 管道涂衬的基本要求是

其结构致密+完整+没有小孔%与管道有良好的结合

能力$不易脱落%在整个管道内部均匀分布%涂抹方

便$经济可行%涂衬材料符合食品级标准$不释放有

毒有害物质$与水不产生反应'

如果现有管线的腐蚀严重$若全部更换新管则

会大量浪费人力物力$而对已产生腐蚀的管线应进

行冲洗并修复$可起到保障管网供水水质的重要作

用,4$-

' 管道冲洗!利用外加的力使管壁上的腐蚀产

物以及污染物脱落$从而达到清洗管道的目的' 管

道修复!从经济有效地改善水质条件出发$完全采用

换新管的方式不仅造价高$而且施工周期长$断水时

间长$给市民的生产生活带来诸多不便$因此$对于

可以继续服役的旧管道$采取管道修复的技术$既经

济又可解决管道腐蚀和水质恶化问题'

$#'#$"管网中微生物的控制措施

保证用户水质安全+杜绝污染事件的发生$重要

的是控制输配水系统腐蚀' 每种水都具有腐蚀性$

腐蚀强弱与水的理化特征和所接触材料的表面性质

有关,3-

'

抑制微生物在输配水系统内生长$防止微生物

由于处理不彻底或发生二次污染从外界进入管道'

二氧化氯等消毒剂的氧化性强$杀灭细菌孢子和病

毒等微生物的能力比较强$能达到持续杀菌的目的'

增加消毒剂浓度可以有效控制悬浮物和管壁细菌的

生长%抑制微生物再生长的其他措施$降低微生物生

长所必需的营养物质"如铁#含量$使微生物因营养

缺乏而不能生长繁殖'

保证管网中消毒剂余量的方法有两个方面$一

是保证出厂水消毒剂余量$二是必要时在管网中局

部投加消毒剂$或加强二次供水消毒'

$#'#%"加强管网的维护+管理和水质检测

就供水现状来说$管道定期清洗维护是最有效+

最实用的措施%其次$在新建或更换管道时$需注重

选择腐蚀性小+使用寿命长的管材$例如球墨铸铁

管%另外$对管道定期进行清洗也是控制管网铁细菌

的有效措施$管道清洗采用物理清洗%冲洗过程中可

适当增加消毒剂用量$以杀死冲洗后重新悬浮的微

生物'

%"

结论

&

5经高通量分析$清水池底泥中存在大量细

菌$优势菌门为变形菌门+酸杆菌门+浮霉菌门+拟杆

菌门等$符合常见水质和土壤微生物菌群结构'

'

5样品中存在硫酸盐还原菌$说明该水厂管

材在长期使用过程中$可能会出现管壁腐蚀+沉积$

加剧了微生物的生长繁殖'

(

5样品中还存在着数量不多的古细菌和真

菌$以及一些水生微型动物$说明在清水池中已经形

成了较为完整的微生物食物链$供水水质存在安全

隐患'

)

5本研究发现了一些可能的致病菌属$但因

条件有限没有鉴定到种$还不能确定其是否为致病

菌和具体的危害程度$有待进一步研究'

参考文献!
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