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高原高寒污水处理系统的微生物群落特征 
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摘要：为研究高原高寒污水处理系统活性污泥的微生物群落结构及多样性,以拉萨、云南、四川的 3座高原污水厂作为实验组,同时以重庆 2座非高原

污水厂作为对照,采用PCR-DGGE技术对比分析了高原与非高原污水厂的微生物特性.研究表明:高原污水厂样品与非高原样品在聚类中展现出了较为

疏远的关系,微生物群落区别明显.受强紫外线辐照的抑制,高原高寒污水处理系统微生物多样性的平均水平显著低于非高原污水厂,较低的微生物多样

性是导致高原高寒地区污染物去除效果不佳的一项重要原因. 群落构成方面,共鉴定出 16个优势菌属,对应 Proteobacteria、Bacteroidetes、Firmicutes、

Verrucomicrobia 4 个门.组间差异分析结果发现,高原组中丰度显著偏高的菌属只有 Prosthecobacter,该菌在污水厂内分布广泛,且能够适应高原低温的

条件.对于大多数活性污泥微生物而言,高原强紫外线是不利的生存条件.因此,减少高原露天污水处理系统的紫外辐照,是提升污水处理效能的一个潜在

措施. 
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Microbial community characteristics of wastewater treatment systems in high-altitude and cold regions. FANG De-xin1, JI 

Fang-ying1*, XU Xiao-yi1,2, XIONG Jing-zhong3 (1.State Key Laboratory of Three Gorges Reservoir Region’s Eco-Environment, 

Chongqing University, Chongqing 400045, China；2.School of Environmental Science and Engineering, Suzhou University of 

Science and Technology, Suzhou 215009, China；3.China Airport Construction Group Corporation Southwest Branch, Chengdu 

610202, China). China Environmental Science, 2020,40(3)：1081~1088 

Abstract：To investigate the microbial structure and diversity of the wastewater treatment systems in plateau and cold regions, three 

plateau wastewater treatment plants (WWTPs) in Lhasa, Yunnan and Sichuan were chosen as experimental group, and two 

non-plateau WWTPs in Chongqing were used for comparison. Polymerase chain reaction-Denaturing gradient gel electrophoresis 

(PCR-DGGE) was adapted to reveal the microbial characteristics of plateau and non-plateau WWTPs. The cluster results showed that 

plateau samples exhibited far distances from non-plateau samples, and the microbial community displayed an apparent difference. 

The average diversity of plateau WWTPs was lower than that of non-plateau WWTPs, which might be due to the significant 

inhibitory effect of ultraviolet (UV) radiation in plateau regions. As a result, the pollutant removal efficiency in plateau WWTPs was 

not satisfied as expected. For community composition, a total of 16genera were identified, which belong to the phyla of 

Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes and Verrucomicrobia. The difference analysis between groups showed that there was only 

one genus, Prosthecobacter, significantly enriched in plateau group, which is widely distributed in WWTPs and can adapt to the low 

temperature in the plateau. But for most activated sludge bacteria, high altitude and UV irradiation is an unfavorable living condition. 

Therefore, shading the UV radiation for the open WWTPs is a potential way to improve the wastewater treatment performance in 

plateau and cold regions. 
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研究发现
[1-2]

,进入高寒时期后,高原污水处理系

统的处理效能会出现明显下降的现象.目前关于高

原高寒污水厂的研究多集中在强化措施(如池体隔

热、污水加温、增强曝气等)与污水处理效果提升的

关系上
[3-4]

,对系统内部的微生物群落变化却少有关

注.由于污水处理过程是由一系列复杂的微生物代

谢活动完成的,而微生物的生理活性与污水厂所处

的海拔、温度等自然条件直接相关
[5]
.因此高原高寒

环境下污水处理效能的降低很可能是内在微生物

群落变化导致的.有学者
[6]
分析了海拔对污水厂脱

氮细菌群落的影响,发现在海拔 1500m 以上时,脱氮

细菌的丰度随着海拔的升高而显著下降,与水质参

数相比,海拔因素对于脱氮菌群变化的影响更大.其

他学者
[7-10]
也发现,不同区域污水厂活性污泥的微 
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生物群落呈现出清晰的地域特征.然而,这些研究所

关注的大多为低海拔的污水处理系统,对高原高寒

地区污水处理系统的微生物群落特征却少有研究.

考虑到高原高寒地区独特的气候特征会在一定程

度上抑制微生物活性,因此高原地区的活性污泥系

统中微生物群落特征可能有别于常规海拔区域的

污水处理系统. 

由于活性污泥中多数微生物是不可培养的
[11]

,

采用传统纯培养方法来研究群落整体结构十分困

难.聚合酶链反应-变性梯度凝胶电泳(PCR-DGGE)

以样品 DNA为研究对象,能直观有效地揭示微生物

群落结构及多样性,具有可靠性强、重现性高等优

点 

[12]
,该技术已经被应用于活性污泥

[13-14]
、湖库沉积

物
[15-16]

、土壤
[17-18]

、水体
[19]
等微生物群落结构的研

究.本研究利用PCR-DGGE技术,以我国高原高寒地

区 3座污水厂为研究对象,同时以 2座非高原污水厂

作为对照,旨在探明我国高原高寒污水处理系统的

微生物群落结构特征,为提升高原高寒区域污水处

理效能,加深对高原污水处理系统群落微生态的理

解提供有价值的参考. 

1  材料与方法 

1.1  样品来源及采集方法 

试验样品的采集工作于高寒期(2015 年 12 月~ 

2016年 1月)进行,本次采样共涉及 5座污水处理厂,

如表 1所示.其中 NLH、JZH和 KGA分别代表云南

宁蒗污水厂、四川九寨黄龙污水厂和西藏拉萨贡嘎

污水厂,均为高原污水处理厂,分别位于云南高原、

川西北高原、青藏高原,是本研究的实验组.其中

NLH 污水厂采用的是“生物接触氧化+人工湿地”的

处理工艺,JZH和 KGA污水厂均采用“厌氧-好氧接

触氧化”工艺,3 座高原污水厂的出水标准均为一级

B标.YC和 HC分别为重庆永川和合川污水处理厂,

是本研究的非高原对照组.YC 采用 AAO 工艺,HC

采用“厌氧-Orbal 氧化沟”工艺,其出水标准均执行

一级 A 标.本研究中 5 座污水厂处理对象均为当地

生活污水. 

用有机玻璃采样器采集水面以下 0.5m 左右处

的悬浮污泥,静置 3~5min,在污泥沉淀之后将其平稳

地转移到经反复润洗的 500mL 无菌聚乙烯瓶中,反

复若干次直至采样瓶中污泥样品充满.将采集到的

样品用实验冰袋冷冻保存,迅速带回实验室,然后将

部分污泥样品分装于若干无菌离心管中−80℃保存,

用于提取活性污泥 DNA 分析.除 NLH 外,其余每个

污水厂均在厌氧池和好氧池采集 2 个污泥样品,样

品序号与污水厂的对应关系如表 1所示. 

表 1  高原与非高原污水厂信息及对应样品编号 

Table 1  Basic information of the plateau and non-plateau WWTPs and corresponding sample numbers 

污水厂 海拔(m) 位置(经纬度) 温度( )℃  紫外线指数 处理单元 样品序号 组别 

重庆 永川污水厂(YC) 306 (105°53' E 29°17' N) 13.5±1.3 3.3±1.3 
厌氧池 

好氧池 

S1 

S2 

重庆 合川污水厂(HC) 219 (106°31' E 30°90' N) 13.4±1.3 3.3±1.3 
厌氧池 

好氧池 

S3 

S4 

非高原组 

云南 宁蒗污水厂(NLH) 3294 (100°45' E 27°40' N) 8.4±1.6 7.9±1.3 
接触池 

(好氧) 
S5 

四川 九寨黄龙污水厂(JZH) 3448 (104°40' E 33°15' N) 4.6±1.5 8.2±1.4 
厌氧池 

好氧池 

S6 

S7 

西藏 拉萨贡嘎污水厂(KGA) 3600 (90°54' E 29°18' N) 6.1±1.4 10.5±1.1 
厌氧池 

好氧池 

S8 

S9 

高原组 

注:海拔高度数据来自Google地图;温度和紫外线指数均为环境参数,数据为采样前后共15d的统计结果,数据均来自WeatherOnline天气平台. 

1.2  基因组 DNA提取及 PCR扩增 

污泥样品在 2.0mL离心管中静置 30min,弃掉上

清液,进行 15000r/min高速离心 5min,再次去除上清

液,取 0.3g 浓缩样品用于总 DNA 提取.采用 Fast 

DNA
TM 

SPIN Kit For Soil (MP Biomedicals)提取样

品 DNA,用 1.2%琼脂糖凝胶电泳核验所提取 DNA

的完整性.以质量核验通过的样品基因组 DNA为模

板,采用细菌通用引物 GC-338F (5’-CCT ACG GGA 

GGC AGC AG-3’)和 518R (5’-ATT ACC GCG GCT 

GCT GG-3’)扩增高变区序列
[20]

. 
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扩增条件 :10×buffer 5µL; dNTP (2.5mmol/L) 

3.2µL; rTaq (5U/µL) 0.4µL; GC-338F (20µmol/L) 

1µL; 518R (20µmol/L) 1µL;模板 DNA 50ng;补去离

子水定容至 50µL. 

扩增程序:94℃预处理 5min; 94℃变性 1min,55

℃复性 45s,72℃延伸 1min,循环 30 次;最后 72℃延

伸 10min.PCR 产物采用 DNA Gel Extraction Kit 

(OMEGA)纯化回收. 

1.3  DGGE分离及优势条带回收与测序 

取 10µL 纯化的 PCR 产物进行 DGGE 分析.变

性梯度为 35%~55%,聚丙烯酰胺浓度为 7%,在电压

56V 下,恒温 60℃,1×TAE 缓冲液中电泳 14h.DGGE

完毕后,采用银染法染色 15min,然后用凝胶成像系

统对 DGGE分离结果拍照. 

选择高原与非高原污水厂共有及特有的代表

性条带,用无菌刀片切下,随即采用 Poly-Gel DNA 

Extraction Kit试剂盒(OMEGA)进行回收.取 2µL 回

收产物做模板,进行 PCR扩增,除引物不带 GC夹外,

扩增条件及程序同 1.2.将重新扩增的 DNA 片段回

收、纯化,与 pMD18-T载体连接,并导入 DH5α 感受

态细胞, 筛选出用于测序的阳性克隆子. 

1.4  生物信息学分析 

DGGE 图谱中样品条带的亮度和数目用

Quantity One 软件进行数字化 ,并对样品进行

UPGMA 算法聚类 ,各条带的丰度信息以 Peak 

Intensity 的形式展示 .在此基础上 ,采用香浓指数

(Shannon-Wiener, H)、丰富度(Richness, S)和均匀度

(Evenness, E) 3个指标综合评价每个样品中的微生

物多样性.计算公式如下: 

 
1

Shannon ln

S

i i

i

p p

=

= −∑  (1) 

 
max

Evenness
ln

H H

H S
= =  (2) 

式中: pi表示样品中第 i条条带的强度(Ni)在该样品

所有条带强度总和(N)中的占比,即pi=Ni/N; S为单一

样品中所有条带数目的和,即样品的丰富度值. 

测序结果在 NCBI GenBank 数据库中进行

BLASTN 检索,进行同源性比对,选择最相似的菌株

用于系统发育树的建树序列.系统发育树的构建在

MEGA5.2 中完成,采用 Neighbor-Joining 算法,自展

值设置为 1000.主成分分析(PCA)和典型相关分析

(CCA)由 CANOCO软件完成. 

1.5  污染物分析 

采用重铬酸盐法测定污水样品的 COD浓度
[21]

,

采用钼酸铵分光光度法(GB/T 11893)测定水质总磷

浓度
[22]

,采用纳氏试剂分光光度法(HJ 535)测定氨

氮浓度
[23]

.污染物去除效率按下式计算: 

 inf eff

inf

100%
c c

c

η
−

= ×  (3) 

式中: cinf 表示进水浓度, mg/L; ceff 表示出水浓度, 

mg/L; η表示污染物的去除率, %. 

1.6  统计分析 

采用 OriginPro 2016进行双变量回归分析,以探

究紫外线指数与微生物多样性的关系 .使用

STAMP
[24]
进行高原组与非高原组之间的差异比较,

由于两组样品数不相同,本文采用适用于非配对样

品的Welch’s t 检验,两组间 P值小于 0.05时认为具

有显著差异. 

2  结果与讨论 

2.1  活性污泥样品的相似性分析 

高原与非高原活性污泥样品 DNA 的 PCR 扩增

产物通过DGGE分离,获得的图谱如图1(a)所示.结果

显示,高原污水厂污泥样品(S5~S9)总条带数目和优

势条带数目均低于非高原组的非高原污水厂样品

(S1~S4),其中 5、6、7、11、12、13、14、15条带的

强度在高原污水厂样品一致减弱或消失,而条带 3、

4、8、9、16 则在部分高原样品中得到强化,可以看

出高原高寒条件对菌群结构产生了明显的影响.从

DGGE 图谱中可以发现:在组水平,高原与非高原污

水厂样品的指纹特征在组内相似度较高;在样品水平,

不管是高原,还是非高原污水厂,同一污水厂内部厌

氧池和好氧池 2样品的 DNA指纹特征相近. 

为了进一步揭示两组间的群落相似关系,本文

进行了聚类和 PCA 分析,结果如图 1(b)~(c)所示.首

先是同一污水厂的样品距离最近,优先聚类,表明群

落结构最为相似,这是因为污水厂内部的污泥回流

使不同生化单元之间的生物群落趋同;其次是高原

组与非高原组的组内样品聚类;最后是 2 个组水平

聚类,虽然 S5 在样品聚类树中展现了与非高原样品

更近的关系,但条带中显示的 S5 生物群落的类型与

丰度相较非高原组样品依然出现了较明显的变化.
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整体而言,高原污水厂的微生物群落结构与非高原

地区具有明显差异.这种亲疏关系在 PCA 分析中得

到了进一步证实,二者在主轴(PC1)方向出现了明显

的分离. 

 
图 1  高原与非高原污水厂样品比较 

Fig.1  Comparison of plateau and non-plateau wastewater 

treatment plant samples 

2.2  微生物群落多样性分析 

  

Adj. R
2
= 0.649 Adj. R

2
= 0.302

 
图 2  微生物群落多样性比较 

Fig.2  Comparison of microbial community diversity 

微生物多样性分析进一步揭示了高原与非高

原污水厂的群落差异,结果如图 2 所示.高原高寒污

水厂污泥样品中 3 个典型的多样性指标 Shannon- 

Wiener、Evenness和 Richness均整体低于非高原污

水厂,其中Shannon指数在高原组中平均水平为2.48,

而在非高原组中则为 2.96.相应地,高原组污水厂的

污染物去除效率也相对较低,其中 COD、NH4
+
-N和

TP的平均去除率仅为 79.1%、66.9%和 43.0%,而非

高原组中三者的去除率则达到了 92.1%、96.8%和

87.2%(图 3),这一结果表明微生物的多样性会影响

其去除污染物的能力.有学者
[25]
在湿地污水处理系

统中发现了类似的现象,并得出微生物去除污染物

能力与群落多样性呈正相关的结论. 

 
图 3  高原与非高原污水厂的水质指标 

Fig.3  Water quality of plateau and non-plateau wastewater 

treatment plants 

考虑到微生物群落多样性是污水处理系统的

一个重要指标,本文进一步探究了高原高寒污水厂

多样性偏低的原因.有研究
[26]
表明冬季我国东北平

原寒冷地区的某城市污水厂Shannon指数在3.1~3.2

之间,与本研究中非高原组 Shannon 水平相当,均高

于高原高寒污水处理系统的多样性水平.值得注意

的是,同具有高寒特征,高原污水厂的多样性却显著

低于非高原污水厂,说明温度并不是高原污水厂微

生物多样性低的限制性因素.高原高寒地区由于海

拔高、空气稀薄,到达高原表面的太阳紫外线(UV)

辐射衰减较弱,因此高原区域紫外线指数较高(表 1).

回归分析表明 Shannon指数与紫外指数呈显著的负

相关关系(P<0.01,图 2(d));虽然 Shannon指数与环境
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温度展现了正相关的趋势,但二者的相关关系并不

显著(P=0.073,图 2(e)).较高的紫外线强度会对微生

物的核蛋白与DNA产生破坏作用
[27]

,在强紫外线条

件选择下,部分微生物受到抑制甚至被淘汰,从而导

致高原污水处理系统内微生物多样性下降. 

2.3  系统发育及群落结构分析 

选取图 1(a)中高原与非高原污水厂样品中共有

及特有的代表性条带进行测序比对,得到优势菌群

的同源性信息,将其构建成系统发育树,如图 4所示. 

这些优势菌群共包括 16个属种,隶属于 4个门,

分别是 Proteobacteria、Bacteroidetes、Firmicutes、

Verrucomicrobia.其中 Proteobacteria 的丰度值最高,

在各污泥样品中占比为 43.4%~59.7%(图 5(a)).454

焦磷酸测序
[28-29]

和高通量测序
[30]
技术也一致表明

Proteobacteria 是污水处理系统中最丰富的门,该细

菌在碳氮的去除方面发挥着重要作用
[31]

,研究
[32]
发

现目前绝大多数脱氮细菌均出自 Proteobacteria.其

次是 Bacteroidetes,在污泥样品群落中的丰度为

21.9%~32.0%,Shi 等
[33]
报道 Bacteroidetes 是一类重

要的异养生物,能够参与有机碳和蛋白物质的循环.

值得注意的是,这 2 种在污染物去除过程中发挥重

要作用的菌群在高原样品中的丰度整体低于非高

原样品,主要微生物群丰度的下降也是导致高原高

寒污水处理系统群落多样性偏低的原因 .不同的

是,Verrucomicrobia 只在高原样品中检出,研究发现

Verrucomicrobia 能够在高盐的环境中生存
[34]

,这主

要得益于在其胞外形成的多聚物保护层
[35]

.该胞外

保护层在一定程度上可削弱紫外线对细菌结构的

破坏作用
[36]

,由此可推断高原样品中 Verrucomicrobia

是适应高原强紫外线环境的结果. 

 

图 4  污泥样品细菌的系统发育树 

Fig.4  Phylogenetic tree of bacteria in activated sludge 

samples 

 

图 5  微生物的群落组成与组间差异 

Fig.5  Microbial community composition and group difference of sludge samples 
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在属水平,高原与非高原污泥样品均拥有各自

独特的优势菌,如图 5(b)中虚线框所示.为区分高原

与非高原组间在属水平的群组差异,采用 STAMP对

2 组间的均值进行比较 ,结果如图 5(c).隶属于

Verrucomicrobia门的 Prosthecobacter在高原样品中

的丰度显著高于非高原组(P<0.001).Prosthecobacter

是污水处理系统中容易检出的一种属
[37]

,而且有研

究表明它能适应低温和低氨氮条件
[38]

.需要注意的

是,尽管Desulforegula和 Spirosoma这 2种属并未在

高原组中表现出显著优势,但它们在 JZH和 KGA 2

个高原污水厂中的丰度却有显著优势.相比而言,非

高 原 组 的 优 势 菌 属 包 括 Saprospiraceae 、

Helicobacter、Anaerofilum、Dyella、Enhygromyxa、

Clostridium.其中 Saprospiraceae
[39]
、Anaerofilum

[40]

和 Dyella
[41]
已被研究证实能够将复杂有机物(聚合

物、蛋白等 )降解为小分子碳源的能力 ;而

Enhygromyxa 能够裂解其他细菌
[42]

,在污水处理系

统中以捕食者的角色存在,在多样性较高的污泥系

统中容易出现. 

2.4  微生物群落对环境因子的响应 

如图 6所示,第 1和第 2排序轴对污泥细菌群落

的合计解释度为 66.1%,说明海拔、紫外线指数、温

度、水质对微生物群落结构有重要影响. 

水质指标(COD、NH4
+
-N、TP、TN)和温度因

子射线之间呈锐角,说明在研究涉及的参数值范围

内,这些环境因子对微生物群落具有协同影响效应.

可以发现,大部分菌群与水质指标和温度呈正相关

关系,其中代表性的有 Helicobacter 和 Dyella,这 2

个属在组间差异分析中被判定出在非高原污水厂

样品中的丰度显著高于高原样品.相反,海拔和紫外

线指数 2 个环境因子则对广泛的微生物均表现出

负相关作用,只有 Prosthecobacter 与这 2 个参数体

现出了典型正相关的关系.当然,这并不能表明紫外

线能促进 Prosthecobacter 的生长,也并不能说明

COD 等第三象限的环境因子对于 Prosthecobacter

具有抑制作用,但可肯定该菌属在高原高寒且进水

底物浓度较低的情况下仍然能表现出较高的生存

能力. 

通过微生物与环境因子的相关分析,可以发现

高海拔和高紫外线的环境对于活性污泥中绝大多

数微生物是不利的,对于微生物主导的污染物去除

过程也是不利的.因此,高原高寒地区污水处理系统

的优化运行除了进行污水增温增氧,还应关注紫外

线辐照对露天污水处理系统的影响.改善活性污泥

内的微生物群落结构是提升高原高寒地区污水处

理效果的关键. 

 

图 6  污泥样品微生物属与环境因子的相关关系 

Fig.6  Canonical correlation analysis between microbial genus 

and environmental factors in sludge samples 

3  结论 

3.1  样品聚类和 PCA 分析表明高原和非高原污水

厂污泥样品明显分离,高原高寒地区污水处理系统

存在独特的生物群落结构. 

3.2  高原污水厂微生物多样性平均水平显著低于

非高原样品,且 Shannon 指标与紫外线指数呈显著

负相关关系,说明紫外线辐射是微生物多样性降低

的潜在原因,而微生物多样性低是导致高原高寒地

区污水处理效果不佳的一项重要原因. 

3.3  活性污泥样品中发现的优势菌群共包括 16 个

属 种 , 隶 属 于 Proteobacteria 、 Bacteroidetes 、

Firmicutes、Verrucomicrobia 4个门.在高原组样品中丰

度显著高于非高原组的仅有 Prosthecobacter 菌属;相

比而言,在非高原组中丰度显著偏高的则有 6个属. 

3.4  高海拔和高紫外线环境是抑制活性污泥微生

物群落多样性和复杂性的重要因素.降低高原高寒

地区露天污水处理系统所受的紫外辐照强度,有望

改善微生物结构,提升污水处理效能. 
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