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生态浮床对巢湖双桥河口水体细菌群落结构的影响

罗佳，韩士群* ，严少华，宋伟，周庆

( 江苏省农业科学院农业资源与环境研究所，江苏 南京 210014)

摘要: 以巢湖双桥河入湖口水质调控示范区的生态浮床为研究对象，采用常规方法和分子生物学方法研究生态浮床对水体

细菌群落结构的影响。研究表明: 在 2011 年 4 月至 9 月示范区外( C1) 采样点总细菌数量为 105 CFU·mL －1，示范区内( C2)

采样点总细菌数量为 106 CFU·mL －1，生态浮床生物膜表面( C3) 采样点总细菌数量达到了 107 CFU·mL －1 ; C1 点的硝化细菌

和反硝化细菌数量最低，C3 点的最高。PCR-DGGE 结果表明: 在 5、7 和 9 月中 C3 采样点总细菌群落和反硝化细菌群落

Shannon-Wiener 指数和丰度明显高于 C1 和 C2 采样点。结论: 生态浮床挂膜后能有效提高水体中的总细菌、硝化细菌及反

硝化细菌数量和群落结构多样性，且距离生态浮床越近总细菌和反硝化细菌数量和群落结构多样性越高，受到生态浮床影

响越大。
关键词: 巢湖; 生态浮床; 富营养化水体; 细菌; 反硝化细菌

中图分类号: X524 文献标志码: A 文章编号: 1000 － 2030( 2013) 02 － 0091 － 06

Effect of the ecological floating bed on the bacterial community
in the Shuangqiao estuary of Chaohu Lake
LUO Jia，HAN Shiqun* ，YAN Shaohua，SONG Wei，ZHOU Qing

( Institute of Agricultural Resource and Environmental Sciences，Jiangsu Academy of Agricultural Sciences，Nanjing 210014，China)

Abstract: In this study，the conventional and molecular biology methods were used to study the effect of the ecological floating bed on
the quantity and diversity of bacterial community in the Shuangqiao estuary of Chaohu Lake． The quantity of bacteria was at a level of
105 CFU·mL －1 at sampling site C1( outside the floating bed) ，106 CFU·mL －1at site C2( inside the floating bed) and 107 CFU·mL －1 at
site C3( at the surface of the ecological floating bed) during April to September 2011． The lowest quantity of detectable nitrifying and
denitrifying bacteria was found at site C1，while the highest quantity of these bacteria was found at site C3． The PCR-DGGE results
showed that Shannon-Wiener index and richness of total bacteria and denitrifying bacterial community at site C3 were significantly( P ＜
0． 05) higher than those at site C1 and site C2 at May，July and September 2011． The results in this study showed that the ecological
floating bed could effectively increase the quantity of nitrifying and denitrifying bacteria and their community diversity． The quantity and
community diversity of the total bacteria and denitrifying bacteria increased reversely with increase of the distance away from the eco-
logical floating bed，which suggested a significant influence of the ecological floating bed on bacterial quantity and diversity．
Key words: Chaohu Lake; ecological floating bed; eutrophic waters; bacteria; denitrifying bacteria

巢湖流域处于长江和淮河两大水系之间，对流域社会经济发展起着极为重要的作用。但是，随着巢湖

流域工业化及城市化的迅猛发展，巢湖水体呈现严重的富营养化状况，造成水质恶化、湖体生态系统衰退

等一系列生态环境问题，从而引起各级政府部门的重视［1］。从“九五”开始，国家对巢湖流域水体富营养

化进行治理，取得了一定的成果，但是水体富营养化问题依然严重［2］。双桥河作为巢湖流域主要支流，其

入湖口在饮用水源地二级保护区内，水体富营养化对饮水安全构成直接威胁。
生态浮床是一种运用无土栽培技术原理培养水生植物的漂浮结构，利用生态浮床上生长的水生植物

吸收水体中的氮、磷等营养物，并通过微生物的氨化、硝化和反硝化及聚磷等活动移除水体中的氮、磷来构

建生态修复工程治理水体富营养化，已经成为水体富营养控制的重要手段之一［3 － 5］。周元清等［6］研究表

明，生态浮床植物的吸收同化和氮循环细菌的生物脱氮是生态浮床净化水质的两个重要途径。目前，生态

浮床植物对水体中氮和磷的吸收同化作用研究很多［7 － 8］，但是生态浮床对微生物脱氮的影响研究相对较

少，且大部分研究集中在模拟试验中［9］。水体中氮循环细菌主要包括硝化细菌和反硝化细菌，其中反硝
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化细菌是水体中氮以分子态氮被释放返回大气的主要途径，成为氮素循环中重要的环节。本研究以巢湖

双桥河入湖口 1 000 m2 水质调控技术工程示范区中的生态浮床为对象，研究生态浮床对水体中细菌群落

结构尤其是反硝化细菌群落结构的影响，为生态浮床系统推广应用提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 试验地点与设计

本试验在巢湖双桥河入湖口建立的水质调控技术工程示范区( 图 1) 进行，示范区于 2010 年 5 月建

成。示范区由 150 个生态浮床组成，生态浮床由竹子制成( 长 4 m，宽 1． 8 m) ，每 3 个生态浮床为 1 组固定

在一起，每组间隔 3 m，沿着河岸布置 2 排，生态浮床上种植水花生和白草。2011 年 4 月 13 日将制作好的

宽 4 m、高 3 m 的 40 目网袋悬挂于示范区内的生态浮床下，网袋中填充生物膜载体材料( 主成分为一种秸

秆处理物) ［10］。本试验设置 3 个采样区域，分别为 C1: 示范区直线距离 100 m 外的水体; C2: 示范区内的

水体; C3: 生物膜载体材料表面的水体。每个采样区域设置 6 个采样点，C1 区域采样点位置见图 1; C2 和

C3 区域在示范区内，每个采样点间隔 10 m 以上( 图 1 中未标出) 。

图 1 巢湖双桥河口水质调控示范区位置示意图

Fig． 1 Distribution map of the ecological floating bed in Shuangqiao estuary of Chaohu Lake
C1． 示范区外的采样点 The sampling site outside the demonstration area

1． 2 样品的采集和测定

分别于 2011 年 4 月 13 日、5 月 14 日、6 月 14 日、7 月 20 日、8 月 13 日和 9 月 15 日( 1 个月采 1 次样

品，遇到阴雨天气提前或者推迟 3 d) 对 3 个区域 18 个采样点进行采样，用水样采集器采集 1 000 mL 水样

装于塑料瓶中，放于冰盒保存带回实验室测定。用剪刀采集生物膜载体表面样品 1 000 g，保存于采样袋

中，放于冰盒保存带回实验室测定。
测定样品总氮( TN) 、总磷( TP) 、铵态氮( NH +

4 -N) 、硝态氮( NO －
3 -N) 和叶绿素 a( Chl． a) 含量，总细菌、

硝化和反硝化细菌数量以及细菌群落结构( PCR-DGGE 法) 。采样点 C1 和 C2 的水样经定性滤纸过滤后

直接用于测定，C3 样品需要通过挤压获得水体并经过滤后用于测定。叶绿素 a 用 YSI － 600 叶绿素仪现

场测定，其他项目均在实验室测定。总氮( TN) 、总磷( TP) 、铵态氮( NH +
4 -N) 和硝态氮( NO －

3 -N) 采用流动

分析仪( Auto Analyzer3) 测定，细菌数量采用平板计数法，培养基为牛肉膏蛋白胨培养基［11］，硝化细菌和

反硝化细菌计数采用 MPN 计数法［12］。
1． 3 PCR-DGGE 测定

样品前处理: 取 100 mL 水样，用 0． 22 μm 滤膜抽滤后，将细菌过滤在滤膜上，将滤膜保存于 － 20 ℃，

待提取 DNA。通过水体 DNA 试剂盒( Omega) 提取水体中细菌 DNA，经过 PCR 扩增后，采用 D-Code 突变

检测系统( Bio-Rad) 对样品进行 DGGE 分析。细菌通用引物［13］ 为 PRBA338F ( 5'-ACTCCTACGGGAGG-
CAGCAG-3') 和 PRUN518R ( 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3') 。在 PRBA338F 的 5' 端 添 加 GC clamp: 5'-
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3'，所用的聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8%，变性
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梯度为 40% ～ 60%，80 V、恒温 60 ℃、1 × TAE 中电泳 16 h，银染后扫描。反硝化细菌引物［14］为 nosZ-F
( 5'-CGYTGTTCMTCGACAGCCAG-3') 和 nosZ-R( 5'-CGSACCTTSTTGCCSTYGCG-3') 。在 nosZ-R 的 5'端添

加 GC clamp: 5'-GGCGGCGCGCCGCCCGCCCCGCCCCCGTCGCCC-3'，所用的聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8%，变

性梯度为 30% ～50%，80 V、恒温 60 ℃、1 × TAE 中电泳 16 h，银染后扫描。
所得图像用 Quantity One 4． 6． 3 软件( Bio-Rad) 进行处理，有关泳道和条带的技术处理都使用该软件。

DGGE 条带图案相似性系统树图由系统依据戴斯系数 Cs ( Dice coefficient) 按照 UPGMA 算法计算绘出。
Cs = 2j / ( a + b) ，j 是样品 A 和 B 共有的条带数，a 和 b 分别是样品 A 和 B 中各自的条带数。戴斯系数的范

围是从 0( 没有共同带) 到 1( 所有的条带相同) 。用戴斯系数计算出各泳道样品相似性矩阵，用它可以对

DGGE 图谱中各泳道样品间的相似性进行比较。通过系统将 DGGE 条带转换成数字信息，用香浓 － 威纳

多样性指数( Shannon-Wiener index，H) H = － ∑ Pi × lnPi ( Pi 表示每个种群在群落中的百分比) ，丰度

( S) ，均匀度指数( EH ) EH = H / lnS 比较各个样品的多样性［13］。
1． 4 数据统计与分析

试验数据统计分析使用 SPSS 13． 0 软件，采用一维方差分析和单因变量多因素方差分析进行比较，比

较方法为 Duncan's 和 Tamhane's T2 检测，采用 Quantity One 分析软件( Bio-Rad) 分析样品 DGGE 电泳条带。

2 结果与分析

2． 1 巢湖双桥河入湖口水质状况

双桥河作为巢湖流域主要支流，入湖口水体严重富营养化，2011 年 4 月至 9 月水质见表 1。5 月份总

氮最高，8 月最低; 4 月份总磷和铵态氮最高，8 月份最低; 5 月份硝态氮最高，9 月份最低; 4 月份叶绿素 a
最低，7 月份最高。半年平均指标为总氮 4． 5 mg·L －1、总磷 0． 18 mg·L －1、铵态氮 0． 79 mg·L －1、硝态氮 2．
36 mg·L －1、叶绿素 a 23． 45 μg·L －1，根据 GB 3838—2002《地表水环境质量标准》［15］巢湖双桥河入湖口水

质处于劣Ⅵ类水质。
表 1 巢湖双桥河入湖口 2011 年 4 月至 9 月水质指标

Table 1 The parameters of water from April to September 2011 in Shuangqiao estuary of Chaohu Lake

水质指标
Water quality index

4 月 13 日
April 13

5 月 14 日
May 14

6 月 14 日
June 14

7 月 20 日
July 20

8 月 13 日
August 13

9 月 15 日
September 15

总氮 / ( mg·L －1 ) Total nitrogen 5． 94 ± 0． 26a 6． 46 ± 0． 35a 6． 14 ± 0． 40a 3． 60 ± 0． 84b 2． 41 ± 0． 22c 2． 47 ± 0． 44c

总磷 / ( mg·L －1 ) Total phosphorus 0． 30 ± 0． 02a 0． 28 ± 0． 02a 0． 25 ± 0． 05a 0． 09 ± 0． 02b 0． 06 ± 0． 01b 0． 09 ± 0． 03b

铵态氮 / ( mg·L －1 ) NH +
4 -N 1． 23 ± 0． 43a 1． 18 ± 0． 27a 0． 87 ± 0． 15b 0． 63 ± 0． 22b 0． 38 ± 0． 10c 0． 47 ± 0． 12bc

硝态氮 / ( mg·L －1 ) NO －
3 -N 3． 26 ± 0． 38a 3． 47 ± 0． 62a 3． 07 ± 0． 38a 1． 85 ± 0． 43b 1． 26 ± 0． 27b 1． 25 ± 0． 32b

叶 绿 素 a / ( μg · L －1 )
Chlorophyll a 7． 17 ± 0． 99c 9． 60 ± 0． 72c 13． 52 ± 2． 02c 44． 23 ± 2． 73a 36． 33 ± 1． 65b 29． 85 ± 2． 34b

注: 同行不同小写字母表示在 0． 05 水平差异显著。Different letters in a line mean significant difference at 0． 05 level．

图 2 水体中总细菌数量的变化

Fig． 2 Changes of the quantity of total bacteria in water
C1． 示范区外的采样点 The sampling site outside the demonstration

area; C2． 示范区内的采样点 The sampling site in the demonstration are-

a; C3． 生态浮床生物膜表面采样点 The sampling site at the surface of

the ecological floating bed． The same as follows．

2． 2 不同区域水体中总细菌数量

通过平板计数法测定巢湖双桥河口不同区域水体中总细菌数量( 图 2) 。在 4 月份，采样点 C3 才开始

布置所以未在该采样点采样，仅对 C1 和 C2 采样

点进行采样，C1 采样点总细菌数量为 4． 5 × 105 CFU
·mL －1，C2 采样点总细菌数量为 4． 7 × 106 CFU·
mL －1，C2 采样点水体总细菌数量比示范区外的 C1
采样点提高了 10 倍左右。5 月份开始对 C3 采样

点进行采样，连续 5 个月的结果显示 C1 采样点总

细菌数量为 105 CFU·mL －1，C2 采样点总细菌数量

为 106 CFU·mL －1，C3 采样点总细菌数量达到了

107 CFU·mL －1，C3 采样点比 C2 采样点高了 10 倍

左右。统计分析表明，总细菌数量在不同采样点差

异显著( F = 1 594． 99，P ＜ 0． 05) ，在不同季节差异

显著( F = 24． 13，P ＜ 0． 05 ) ，在不同采样点和不同

季节差异显著( F = 19． 96，P ＜ 0． 05) 。
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2． 3 不同区域水体中硝化细菌和反硝化细菌数量

用 MPN 计数法测定巢湖双桥河口不同区域水体中硝化细菌和反硝化细菌数量( 图 3 和图 4) 。连续 6
个月的监测结果显示硝化细菌和反硝化细菌数量在不同采样点差异显著( F = 774． 48 和 F = 883． 51，P ＜
0． 05) ，在不同季节差异显著( F = 56． 72 和 F = 35． 17，P ＜ 0． 05) ，在不同采样点和不同季节 3 个采样点差

异显著( F = 30． 98 和 F = 9． 98，P ＜ 0． 05) ，采样点 C1 硝化细菌和反硝化细菌数量最低，C3 点硝化细菌和

反硝化细菌最高。C1 采样点硝化细菌数量是逐渐降低，到 7 月份达到最低值后开始逐渐升高; C2 采样点

硝化细菌数量是先下降后上升，到 8 月份又开始下降; C3 采样点硝化细菌 5 月就逐渐上升，到 8 月份开始

下降。C1 采样点反硝化细菌数量在 170 MPN·mL －1左右波动; C2 采样点反硝化细菌数量呈现逐渐上升的

趋势，9 月份数量最多; C3 采样点反硝化细菌数量呈逐渐上升趋势，7 月份有所下降，8 月份又开始上升，9
月份数量最多。上述结果表明，在示范区内硝化细菌和反硝化细菌数量明显高于示范区外，而添加生物膜

载体后的生态浮床富集硝化细菌和反硝化细菌能力明显提高。在 7 月份各采样点硝化细菌和反硝化细菌

数量增加缓慢或者降低的主要原因是每年 7 月份左右巢湖处于雨季，水位最高时期比旱季高 3 m 左右。

图 3 水体中硝化细菌数量的变化

Fig． 3 Changes of the quantity of nitrifying
bacteria in water

图 4 水体中反硝化细菌数量的变化

Fig． 4 Changes of the quantity of denitrifying
bacteria in water

2． 4 不同区域水体细菌群落结构的差异

分别利用细菌 16S rDNA V3 片段通用引物和反硝化细菌 nosZ 基因特异性引物对水体中微生物的总

DNA 进行 PCR 扩增，扩增产物片段经检测分别为 230 bp 左右和 500 bp 左右，经证实为所需要的目的基因

片段。通过 DGGE 技术分别将各个处理的 PCR 产物分离为若干条带( 图 5 和图 6) ，不同处理样品 PCR 产

物出现的带型有一定的差别。对 2 幅 DGGE 图谱进行初步统计发现，DGGE 图谱中电泳条带数目、强度和

迁移率均存在一定的差异。利用软件 Quantity One( Quantity One 4． 6． 3，Bio-Rad，P ＜ 0． 05) 将 DGGE 图谱

转换为数字模式，并计算各个样品的 Shannon-Wiener 指数、丰度( S) 和均匀度指数( EH ) ，结果见表 2。

图 5 总细菌 16S rDNA V3 片段 PCR 产物的 DGGE 图谱和聚类分析( UPGMA)

Fig． 5 DGGE profile of amplified 16S rDNA V3 fragments and cluster analysis

从细菌 DGGE 图谱中可以看出，3 次采样时间所采的样品均是 C3 采样点的样品条带数最多，C1 和

C2 采样点样品条带数量比较接近。C3 采样点总细菌 Shannon-Wiener 指数和丰度明显高于 C1 和 C2 采样

点，表明生态浮床能有效地富集细菌，明显提高水体中总细菌的群落结构多样性。通过反硝化细菌 DGGE
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图 6 反硝化细菌 nosZ 片段 PCR 产物的 DGGE 图谱和聚类分析( UPGMA)

Fig． 6 DGGE profile of amplified denitrifying bacteria nosZ fragments and cluster analysis

图谱分析发现，在 5 月份 3 个采样点均分离出了条带，C3 采样点的条带数明显比 C1 和 C2 采样点的多; 在

7 月份仅 C3 采样点分离出了条带; 在 9 月份 C2 采样点分离出了 2 个条带，C3 采样点分离出了 6 个条带。
C3 采样点反硝化细菌 Shannon-Wiener 指数和丰度明显高于 C1 和 C2 采样点，表明生态浮床能提高水体中

反硝化细菌的群落结构多样性。
表 2 不同样品细菌群落的多样性指数、丰度和均匀度指数

Table 2 Shannon-Wiener index( H) ，richness( S) and evenness( EH ) of the bacterial popularity

指标 Item
5 月 14 日
May 14

C1 C2 C3

7 月 20 日
July 20

C1 C2 C3

9 月 15 日
Sep． 15

C1 C2 C3
总细菌 丰度( S) Richness 22 15 26 17 16 27 19 19 25

Total bacteria Shannon-Wiener 指数( H) Shannon-Wiener index 3． 02 2． 50 3． 21 2． 66 2． 73 3． 23 2． 87 2． 91 3． 17
均匀度指数( EH ) Evenness 0． 98 0． 92 0． 98 0． 94 0． 99 0． 98 0． 97 0． 99 0． 98

反硝化细菌 丰度( S) Richness 4 4 9 0 0 7 0 2 6
Denitrifying Shannon-Wiener 指数( H) Shannon-Wiener index 1． 21 1． 22 2． 14 — — 1． 90 — 0． 32 1． 50
bacteria 均匀度指数( EH ) Evenness 0． 87 0． 88 0． 97 — — 0． 97 — 0． 46 0． 84

注:“—”表示该数值无法计算。“—”means the data cannot be calculated．

3 讨论

水体中氮和磷超标是导致水体富营养化的主要因素，因此去除水体中氮和磷对于缓解水体富营养化

程度具有重要意义。大量研究表明生态浮床能有效地去除水体中氮和磷［3 － 5］，已经成为水体富营养化治

理的重要手段之一，生态浮床对水体中氮和磷的移除主要途径是植物的吸收同化和微生物脱氮作用。植

物的吸收同化作用受植物生物量的限制［16］，达到一定程度后无法增加，但是微生物脱氮作用只要条件合

适可以持续进行。范洁群等［9］研究表明，在一定条件下浮床植物对富营养水体净化过程中微生物脱氮作

用对水体中氮和磷的移除贡献大于植物的吸收同化作用。本研究通过在生态浮床下挂膜来提高微生物的

脱氮作用，结果表明膜材料表面水体中总细菌、硝化细菌和反硝化细菌数量明显高于未挂膜区域，同时细

菌和反硝化细菌群落多样性也明显高于未挂膜区域，生态浮床技术的脱氮能力得到进一步提高。
用 PCR-DGGE 技术对水体中微生物群落进行分析具有明显的优势，但是影响其分辨率的因素也很

多，PCR-DGGE 技术不能将样品中所有的 DNA 片段进行分离，只能分离群落中的优势种群，且易受 PCR
条件的影响产生偏差［17］。尽管 PCR-DGGE 技术存在一些不足，但是到目前为止仍然是一种比较理想的

研究不同环境中微生物群落变化的工具［18］。本研究利用 PCR-DGGE 技术对生态浮床周围不同距离水体

中的细菌 16S rDNA V3 片段的基因和反硝化细菌群落 nosZ 片段的基因进行分离，结果表明距离生态浮床

越近水体中细菌群落和反硝化细菌群落多样性越高。这是由于浮床植物根系和膜材料为细菌提供了栖息

场所和能量供给，特别是浮床植物根系分泌物和膜材料中的有机质为反硝化细菌生长提供了电子供

体［19］。C1 和 C2 采样点细菌 16S rDNA V3 片段 DGGE 图谱可以分离获得很多条带，但是 C1 和 C2 采样点

反硝化细菌 nosZ 片段 DGGE 图谱分离获得较少条带，甚至 7 月都没有检测出任何条带。原因可能有 2 点:
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1) 样品本身浓度比较低，反硝化细菌数量少，不是当季水体中的优势菌群; 2) nosZ 片段基因是氧化二氮还

原酶功能基因，只能检测出反硝化最后一步 N2O 被还原成 N2 过程中起主导作用的反硝化细菌［20］，而在

反硝化过程中产硝酸盐还原酶、亚硝酸盐还原酶和一氧化氮还原酶细菌基因不能被检测出来。因此，nosZ
片段基因不能完整地反映水体中所有反硝化细菌群落，仅能反映水体中部分反硝化细菌的群落。

本文在巢湖双桥河入湖口的水质调控示范区进行原位湖泊试验并进行监测，研究表明生态浮床经过

挂膜后能有效提高水体中的细菌、硝化细菌及反硝化细菌数量和群落结构多样性，距离生态浮床越近微生

物的生长受到生态浮床影响越大。本文仅对反硝化过程中的 nosZ 片段基因进行分析，要完整地了解水体

中反硝化菌群落还必须结合其他测定方法。随着对生态浮床技术研究的不断深入，生物浮床技术在富营

养化水体生态修复中的作用和机制将会越来越清楚。
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