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摘要: 利用主要成分为秸秆处理物( ZT2) 、颗粒状活性炭( ZT3) 和纤维碳膜( ZT4) 作为生物膜载体材料对富
营养化水体进行生物脱氮。室内模拟试验结果表明，3 个处理对富营养化水体全氮的去除率达到了 40%以上。
ZT2、ZT3 和 ZT4 生物膜表面细菌比对照提高了 2 个数量级，硝化细菌和反硝化细菌数量也提高 10 倍左右。PCR-
DGGE检测结果显示，添加生物膜载体材料能够增加水体中细菌群落的多样性。ZT2、ZT3 和 ZT4 处理的 Shannon-
Wiener指数由 2. 838 分别提高到 3. 483、3. 498 和 3. 458，丰度由 19 提高到了 36、41 和 35。
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Effect of biofilm carrier material on bacterial community structure in eu-
trophic water

LUO Jia， HAN Shi-qun， SONG Wei， ZHOU Qing， YAN Shao-hua
( Institute of Agricultural Resources and Environmental Sciences，Jiangsu Academy of Agricultural Sciences，Nanjing 210014，China)

Abstract: The three different materials as bio-film carriers were applied into biological denitrogenation of eutrophic
water． The materials were ZT2 ( straw) ，ZT3 ( granular activated carbon) and ZT4 ( fiber carbon film) ． The results of sim-
ulation experiments ( in greenhouse) showed that total nitrogen removal rates by ZT2，ZT3 and ZT4 reached up to over
40% ． Compared with control，the bacterial count on bio-film surfaces of ZT2，ZT3 and ZT4 were enhanced by two orders of
magnitude，and the nitrifying or denitrifying bacterial count were also enhanced by approximate 10 times． Polymerase chain
reaction-denaturing gradient gel electrophoresis( PCR-DGGE) result indicated that the bio-film carriers could improve the
diversity of bacterial community in eutrophic water． Shannon-Wiener indexes of ZT2，ZT3 and ZT4 treatments increased
from 2． 838 to 3． 483，3． 498 and 3． 458 respectively，and richnesses also increased from 19 to 36，41 and 35．

Key words: eutrophic water; bio-film carrier; bacterial community structure; Polymerase chain reaction-denatu-
ring gradient gel electrophoresis( PCR-DGGE)

水体氮污染是引发水体富营养化的重要原因，

目前中国大量湖泊水体均受到不同程度的氮污染，

局部水域已十分严重［1-2］。反渗透、离子交换、化学

吸附、生物反硝化等技术都是目前常用的水体脱氮
技术［3-5］，其中生物脱氮被认为是最经济、最环保的
一种技术［6］。生物膜法作为生物脱氮实际应用的
主要方法，是利用附着生长于某些固体表面的微生

物( 即微生物膜) 进行水体处理的方法。因其处理
效率高，耐冲击负荷，运行稳定及经济节能等优点，

近年来在污水处理中得到了广泛应用［7-9］，但是在

湖泊水体净化中应用相对较少。生物膜是由高度密
集的细菌、真菌、原生动物以及藻类组成的生态系
统，其附着的固体介质称为生物膜载体［10-11］。生物
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膜载体是生物膜工艺的核心部分，在水体净化过程

中发挥着重要的作用，而载体的好坏对水体净化效

果有直接影响，研发出优质的生物膜载体材料成为

提高生物膜法水体脱氮效果的一个重点问题。周海
红等［12］采用一种非水溶性、可生物降解的多聚物材
料 PBS颗粒作为固体碳源和生物膜载体去除饮用
水源中的硝酸盐，在 PBS 颗粒表面能够形成反硝化
生物膜，有效降低水体中的氮含量。王华等［13］以火
山石作为生物膜载体材料净化养殖废水，对氨态氮

的去除率达到了 95%以上。
目前，对于生物膜载体材料的研究十分广泛，从理

化性质上主要分为两大类，即无机类载体和有机类载

体。但是，不同的生物膜载体材料对反硝化菌固着及
硝态氮处理能力有不同程度的影响。马兆昆等［14］研
究结果表明，炭纤维及活性炭粒生物膜载体的生物固

着量、反硝化微生物数量及硝态氮的处理能力大于泡
沫聚氨酯和改性聚乙烯等塑料类载体。同时，考虑到
一些材料由于成本高、比表面积小、易堵塞等缺点，难
以大面积应用与富营养化湖泊水体治理，需研发一种

低成本、无污染、净化效果好的生物膜载体材料。本试
验利用自行研发的几种生物膜载体材料对富营养水体

的净化效果及水体细菌群落结构的影响进行研究，为

生物膜载体材料的应用提供理论依据。

1 材料与方法
1． 1 试验设计
采用静态试验，在 70 cm × 40 cm × 45 cm 的

周转箱内壁安装一个潜水泵构成内循环。生物膜载
体材料大小为35 cm × 35 cm，悬挂于周转箱中间。
试验设置 5 个处理，分别为: ( 1) CK，对照; ( 2) ZT1，
载体材料为尼龙网; ( 3 ) ZT2，载体材料主要成分为
秸秆处理物; ( 4 ) ZT3，载体材料主要成分为颗粒状
活性碳; ( 5 ) ZT4，载体材料主要成分为纤维碳膜。
每个处理设置 3 个重复，每个处理盛 100 L水，水取
自沟渠中富营养化的自然水体，全氮为 2. 43 mg /L，
全磷为 0. 31 mg /L。
1． 2 样品采集与测定
每间隔 10 d 取生物膜表面水样测定全氮、全磷

含量和细菌、硝化细菌、反硝化细菌的数量，对第 50
d的样品进行 PCR-DGGE，分析其细菌群落结构。
全氮和全磷含量按照国家标准测定［15］; 细菌数

量采用平板计数法，培养基为牛肉膏蛋白胨培养

基［16］; 硝化细菌和反硝化细菌计数采用 MPN 计数
法，培养基及具体方法见文献［17］。
1． 3 PCR-DGGE检测
利用 PCR-DGGE 技术［18］，通过直接法提取水

体中细菌 DNA，进行 PCR 扩增，PCR 引物为 PR-
BA338F ( 5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') 和
PRUN518R( 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3') ，在 PR-
BA338F 的 5' 端 添 加 GC clamp ( 5'-CGCCCGC-
CGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3') ，
采用 D-Code 突变检测系统( Bio-Rad) 对样品进行
DGGE分析。所用的聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8%，
变性梯度为 40% ～ 60%，80 V、恒温 60 ℃、1 × TAE
中电泳 16 h，银染后扫描。所得图像用 Bio Rad
Quantity One 4． 6． 3 软件进行处理，有关泳道和条带
的技术处理都用该软件进行。DGGE 条带图案相似
性的系统树图，由系统依据戴斯系数 Cs ( Dice coef-
ficient) 按照有关方法( 如 Eighbor joining 算法，UPG-
MA算法等) 计算绘出。Cs = 2 j / ( a + b) ，j 是
样品 A和 B 共有的条带，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 Shannon-Wiener in-
dex［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) 等指标比较各个样品的多样性［19］。
1． 4 数据分析与统计
试验 数 据 处 理 使 用 Excel 2003 程 序 和

SPSS 13. 0统计分析软件，用 Duncan 氏分析差异显
著性，Quantity One 软件( Bio-Rad) 分析样品 DGGE
电泳条带。

2 结 果
2． 1 生物膜载体材料对水质净化效果
在室内模拟试验中，每隔 10 d 对水质进行监测，

水体总氮和总磷含量变化见图 1 和图 2。在前 20 d
内各处理与对照比较全氮无显著差异( P ＞ 0. 05) ，20
d后 ZT2、ZT3和 ZT4水体中氮的去除率提高。50 d，
对照水体中全氮由 2． 43 mg /L下降到 2. 07 mg /L，去
除率为 14. 8% ; ZT1水体全氮下降到1. 83 mg /L，去除
率为 24. 7% ; ZT2、ZT3 和 ZT4 水体全氮分别下降到
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1. 38 mg /L、1. 45 mg /L和 1. 41 mg /L，对全氮的去除
率达到了 40%以上。但是，与对照比较，ZT1、ZT2、
ZT3和 ZT4对全磷的移除效果不明显。

CK: 对照; ZT1: 载体材料为尼龙网; ZT2: 载体材料主要成分为秸

秆处理物; ZT3: 载体材料主要成分为颗粒状活性碳; ZT4: 载体材

料主要成分为纤维碳膜。

图 1 水体中全氮含量变化
Fig． 1 The change of total nitrogen content in the water

CK、ZT1、ZT2、ZT3、ZT4 见图 1 注。

图 2 水体中全磷含量变化
Fig． 2 The change of total phosphorus content in the water

2． 2 生物膜载体材料对细菌数量的影响
从图 3 可以看出，添加生物膜载体材料的前 20

d 4 个处理水体中细菌数量与对照比较增加不明
显，20 ～ 30 d，细菌数量快速增加，尤其是 ZT2、ZT3
和 ZT4 处理，细菌增加了 100 倍。30 d 后细菌数量
趋于稳定，各组差异明显，ZT2、ZT3 和 ZT4 处理均
能大量增加水体中细菌数量，比对照提高了 2 个数
量级，比 ZT1 提高了 1 个数量级，其中 ZT2 处理细
菌数量增加最多。
2． 3 生物膜载体材料对硝化细菌和反硝化细菌数
量的影响

利用 MPN 计数法测定不同处理生物膜表面水
体中硝化细菌和反硝化细菌数量，结果见图 4 和图
5。随着时间的推移，生物膜表面硝化细菌和反硝化

CK、ZT1、ZT2、ZT3、ZT4 见图 1 注。

图 3 水体中细菌数量变化
Fig． 3 The changes of bacterial count in the water

细菌数量逐渐增加，30 d 后趋于稳定，但是各个处
理间增加幅度不同。与对照相比，ZT3 和 ZT4 处理
能明显增加硝化细菌的数量，而 ZT1 和 ZT2 处理增
加不明显。在反硝化细菌数量方面，ZT2、ZT3 和
ZT4 处理增加明显，其中以 ZT2 处理增加最多。

CK、ZT1、ZT2、ZT3、ZT4 见图 1 注。

图 4 水体中硝化细菌数量变化
Fig． 4 The change of nitrifying bacterial count in the water

CK、ZT1、ZT2、ZT3、ZT4 见图 1 注。

图 5 水体中反硝化细菌数量变化
Fig． 5 The change of denitrifying bacterial count in the water

2． 4 生物膜载体材料对细菌群落结构的影响
应用 DGGE 技术分离 16S rDNA V3 片段 PCR
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产物，可以看到分离为若干条带( 图 6) ，但不同处理
样品的 16S rDNA V3 片段 PCR 产物出现的带型有
一定的差别。对 DGGE 图谱进行初步统计发现: 5
个处理的样品在 DGGE 图谱中电泳条带数目、强度
和迁移率均存在一定的差异，与对照比较充分显示

了生物膜载体材料表面水体中细菌群落结构的多样

性。利用软件 Quantity One将 DGGE 图谱转换为数
字模式，并计算各个样品的 Shannon-Wiener指数、丰
度和均匀度指数，结果见表 1。添加生物膜载体材
料后 Shannon-Wiener指数和丰度与对照比较明显提
高，处理 ZT2、ZT3 和 ZT4 的 Shannon-Wiener 指数分
别从 2. 838 提高到 3． 483、3． 498 和 3． 458，丰度由
19 提高到 36、41 和 35，说明添加生物膜载体材料能

够提高水体中细菌群落的多样性。

CK、ZT1、ZT2、ZT3、ZT4 见图 1 注。

图 6 16S rDNA V3 片段 PCR产物的 DGGE图谱
Fig． 6 DGGE profile of amplified 16S rDNA fragments of bac-

terial community in soil samples

表 1 各处理样品细菌的多样性指数、丰度和均匀度
Table 1 Shannon-Wiener index，richness and evenness of the bacterial communities

项 目
处理

CK ZT1 ZT2 ZT3 ZT4

丰度 19 29 36 41 35
Shannon-Wiener指数 2． 838 3． 269 3． 483 3． 498 3． 458
均匀度 0． 964 0． 971 0． 972 0． 942 0． 972
CK、ZT1、ZT2、ZT3、ZT4 见图 1 注。

采用 UPGMA 方法通过软件 Quantity One 对
DGGE图谱进行相似分析，结果( 图 7 ) 表明 5 个处
理分为三大类，对照单独一类，ZT1 和 ZT3 群落结构
相似，ZT2 和 ZT4 相似，添加生物膜可能改变水体的
细菌群落结构，但不同的生物膜影响不同。从相似

性指数来看，各个样品间的相似性较小，且与对照之

间的相似性都低于 50%，其中，ZT4 与对照之间的
相似性最小，只有 20. 5%。说明生物膜的加入对水
体细菌群落的影响较大。

CK、ZT1、ZT2、ZT3、ZT4 见图 1 注。

图 7 DGGE图谱系统( UPGMA) 分析
Fig． 7 UPGMA analysis of 16S rDNA profiles of bacterial communities in soil samples

3 讨 论
生物膜载体主要功能是为微生物生长提供适宜

的栖息场所，大量富集微生物，在载体周围构建微生

态系统，形成生物膜。因此，大量研究者在选择生物
膜载体时都考虑该材料能否大量富集硝化细菌和反

硝化细菌等与脱氮相关的有益微生物。王小娇等［20］

利用玉米芯作为生物膜载体材料净化水体，在低溶解
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氧条件下生物膜上的优势种以兼氧 /厌氧的 Clostridi-
um等反硝化异养菌为主。胡绍伟等［21］研究以碳膜
做生物膜载体材料，硝化细菌和反硝化细菌在生物膜

内的共存实现了同步硝化反硝化。本研究采用 3 种
不同材料的生物膜载体来富集脱氮微生物，结果表明

所选材料对全氮的去除率达到了 40%以上，能够大
量富集微生物，增加水体中细菌群落结构多样性，增

加硝化细菌和反硝化细菌等脱氮微生物的数量，与上

述报道一致。综合考虑湖泊实际应用中要降低成本，
可以选择以秸秆处理物作为主要成分的生物膜载体

材料，这为解决秸秆资源再利用提供了新的途径。
运用 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，而且这些条

带容易受 PCR条件的影响产生偏差［22］。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［23］。本研究利用 PCR-DGGE技术分析不同材料所
形成的生物膜表面水体中细菌群落结构，结果显示细

菌多样性的增加与氮的去除显著相关( P ＜ 0. 05) ，相
关系数 r = －0. 949，随着细菌多样性的提高水体中总
氮的浓度降低。本研究结果与相关报道［24-25］一致。
本试验对不同材料为载体形成的生物膜细菌群落结

构进行了初步研究，但生物膜载体是如何影响微生物

群落结构的，还有待于进一步研究。可以相信随着对
生物膜研究的不断深入，生物膜在自然环境生态修复

中必将发挥越来越重要的作用。
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