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摘要：采用切向流超滤技术（ＴＦＦ）大量富集浓缩饮用水，提

取其基因组ＤＮＡ，扩增１６ＳｒＤＮＡ片段的 Ｖ４＋Ｖ５区，共获

得４５０９３条序列，序列平均长度３９５．６５ｂｐ，经高通量测序和

物种注释、评估、组成分析、β多样性分析、物种差异分析、

ＲＤＡ分析等进行生物信息学分析，获得饮用水中细菌多样

性组成及丰度信息。结果发现，饮用水中可能含有的细菌多

样性具有不确定性和随机性，对其影响最大的水质指标为浊

度和余氯，经ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高通量测序获得基因信息的细

菌可能存在无活性或者处于ＶＢＮＣ状态的可能，难以采用纯

培养方式培养，ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高通量测序可作为饮用水细

菌分析的前置技术加以推广和应用。
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水是生命之源，饮用水微生物安全一直为人们所重视，

每年有数百万人因饮用不洁水而致病甚至死亡［１］，因此，饮

用水处理技术一直为各国所重视。臭氧—生物活性碳水处

理技术（Ｏ３ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ，Ｏ３ＢＡＣ）作为第二代

水处理技术的代表，在全球广泛应用［２－３］，该技术在生物降

解有机物的应用中具有独特优势，但其微生物安全性问题一

直为研究者所担忧。乔铁军等［４］研究了臭氧生物活性碳水

处理工艺在某一条件下的生物泄漏问题，虽未检测到致病微

生物的泄露，但提示应注意饮用水的生物安全的控制，其研

究方法具有一定的局限。祝泽兵等［５］研究表明部分微生物，

如分枝 杆 菌 （犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狊狆狆．）、军 团 菌 （犔犲犵犻狅狀犲犾犾犪

狊狆狆．）等耐氯菌，对饮用水生物安全性保障的最后一道防

线———氯消毒有一定的耐受性，这为以氯消毒为主要消毒手

段的饮用水生产带来了极大的隐患。

以纯培养技术为基础的，指示菌表征饮用水微生物安全

性的水质微生物安全检测技术已应用近一个世纪［６］，其弊端

逐渐显现：粪大肠菌群及菌落总数等作为致病微生物的指示

菌，不能完全指示致病微生物的存在［７－９］，不能满足饮用水
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致病微生物检测的需要；饮用水具有贫营养、微生物含量低、

富集难等特点，使得众多饮用水中生物检测技术无能为力，

饮用水中大多微生物不能通过平板培养的方式进行培养，而

ＶＢＮＣ菌的存在
［１０］对饮用水的检测提出了更大的挑战。近

年，饮用水微生物的分子生物学检测方法异军突起，实时定

量ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）、ＰＣＲ和 基因芯片技术等广泛应用于饮用

水微生物检测，促进了饮用水生物安全检测技术的迅速发

展，但这些技术通常被引物及基因片段长度等限制，且具有

检测通量低的缺点［１１－１４］。

随着科技的发展，以ＦＬＸ４５４和Ｉｌｌｕｍａｍｉｓｅｑ平台为代

表的第二代测序技术的成本逐渐降低，广泛应用于人体内环

境［１５－１６］、食品［１７］、土壤［１８］等生物多样性的分析研究。该技

术具有通量高、速度快、数据准确等优点［１９］，常被国内外学

者用来分析饮用水生产领域生产过程的各个环节，如原水、

絮凝后水、沙滤后水中微生物的多样性。但很少将其应用于

饮用水微生物的检测，主要原因是饮用水微生物丰度低而难

以富集，检测难且获得基因量少，难以测序分析，因此，在以

往饮用水微生物安全性的检测过程中，多采用纯培养的方式

检测饮用水中的指示菌（ＧＢ５７４９—２００６），但由于其丰度低

且无法指示，带来风险。还有部分研究者采用分子生物学的

方法，如ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 法、ＲＦＬＰ法（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）等，但通量较低，仅能检测有限微生物

的存在。本研究拟采用切向流超滤浓缩（ｔａｎｇｅｎｔｉａｌｆｌｏｗｆｉｌ

ｔｒａｔｉｏｎ，ＴＦＦ）技术对 Ｏ３ＢＡＣ工艺生产饮用水进行高度浓

缩，并在此基础上采用Ｉｌｌｕｍａｍｉｓｅｑ高通量测序技术对饮用

水中可能存在的细菌进行测序，在较短时间内获得高通量的

基因数据，测序后采用 Ａｌｐｈａ多样性分析检验、Ｂｅｔａ多样性

分析检验及聚类分析的方法对测序结果进行生物信息学分

析，获得饮用水中细菌多样性组成及丰度信息，有针对性地

采用选择性培养基对部分可能存在的细菌进行培养验证，旨

在为饮用水细菌多样性乃至液态食品的微生物安全进一步

研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　样品

饮用水：２０１４年每２个月取某采用Ｏ３ＢＡＣ深度处理工

艺净水厂出厂水６００Ｌ，全年共获得６个样品，分别标记为

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ。

１．１．２　主要仪器与耗材

切向流超滤：ＰｅｌｌｉｃｏｎＸＬ５０ｃｍ２，美国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司；

超滤 离 心 管：Ａｍｉｃｏｎ○Ｒ Ｕｌｔｒａ１５ ｍＬ，美 国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ

公司；

台式高速冷冻离心机：ＳＫ１５型，德国Ｓｉｇｍａ公司；

恒温金属浴：ＪＳ４００Ａ型，上海培清科技有限公司；

ＰＣＲ仪：ＧｅｎｅＡｍｐ○
Ｒ９７００型，美国ＡＢＩ公司；

超微量分光光度计：ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００型，美国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；

蓝 色 荧 光 定 量 系 统：ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭＳＴ 型，美 国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．１．３　引物、试剂盒及培养基

引物５１５ｆ９０７ｒ（５１５ｆ：ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ；９０７ｒ：

ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ）：５１５Ｆ９０７Ｒ 由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成；

Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＳｏｉｌＤＮＡ基因组抽提试剂盒，美国 ＯＭＥＧＡ

公司；

ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒：美国ＡＸＹＧＥＮ公司；

ＣＦＣ假单胞菌选择性培养基：北京陆桥技术有限公司；

Ｐｆｉｚｅｒ选择性肠球菌琼脂培养基：百思生物技术有限

公司；

ＨＢ０２８０蜡样芽孢杆菌选择琼脂基础：青岛海博生物技

术有限公司；

ＤＮＡ 聚 合 酶 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ＡＰ２２１０２：北京全式金生物技术有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　获取样品　本研究选取某净水厂（典型Ｏ３ＢＡＣ深度

水处理工艺）出厂水为研究对象，采用灼烧的方法对出厂水

水龙头进行无菌化处理，水龙头出水直接引入０．２２μｍ切向

流超滤（ＴＦＦ）循环系统中，进行饮用水中细菌富集，以浓缩

出水计量取水量２００Ｌ，后采用１００ｋＤａ超滤离心管进行超

滤离心。取浓缩液，分别置于１．５ｍＬＥＰ管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，弃上清，用０．２ｍＬＴＥ缓冲液（ｐＨ７．４）进行溶

解后混合，－２０℃待用；每次取样间隔１０ｄ，取３次，浓缩后，

提基因组，混样，为一个样品，待ＰＣＲ扩增。

１．２．２　基因组提取　将１．２．１获得样品采用Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＳｏｉｌ

ＤＮＡ试剂盒提取基因组，ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量分光光度计

检测 ＤＮＡ 的 纯 度 及 浓 度，１％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 （５ Ｖ，

３０ｍｉｎ），对ＤＮＡ提取量不能满足后续试验需求样品，重复

１．２．１试验两次，若不满足要求则放弃该样品。

１．２．３　ＰＣＲ扩增及ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序　ＰＣＲ扩增微生物

基因组中１６ＳｒＤＮＡ的Ｖ４＋Ｖ５区，引物为５１５ｆ（５’ＧＴＧＣ

ＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ３’） 和 ９０７ｒ （５’ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣ

ＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ３’），５’端加入 ｂａｒｃｏｄｅ标签序列，采用

ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔｐｆｕＤＮＡ聚合酶；２０μＬ反应体系：４μＬ５×

ＦａｓｔＰｆｕＢｕｆｆｅｒ；２μＬ２．５×１０
－３ ｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．８μＬＦｏｒ

ｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（５×１０－６ ｍｏｌ／Ｌ），０．８μＬＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（５×

１０－６ ｍｏｌ／Ｌ），０．４μＬＦａｓｔＰｆｕＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，１０ｎｇＴｅｍｐｌａｔｅ

ＤＮＡ，ｄｄＨ２Ｏ补齐至２０μＬ。ＰＣＲ扩增反应程序为：９５℃变

性３ｍｉｎ；以９５℃／３０ｓ，５５℃／３０ｓ，７２℃／４５ｓ扩增３０个循

环；７２℃，保温５ｍｉｎ。每个样本进行３次平行试验，将同一

样品的 ＰＣＲ产物混合后用２％琼脂糖凝胶电泳检测（５Ｖ，

３０ｍｉｎ），使用胶回收试剂盒切胶回收ＰＣＲ 产物，后 Ｔｒｉｓ—

ＨＣｌ洗脱；２％琼脂糖电泳检测。将ＰＣＲ产物用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕ

ｏｒＴＭＳＴ型蓝色荧光定量系统进行检测定量，按测序量要

求，进行混合，构建 ｍｉｓｅｑ文库，进行测序，测序委托上海美

吉生物医药科技有限公司进行。

１．２．４　测序分析及统计　对宏基因组测序结果进行物种注

释、评估、组成分析、β多样性分析、物种差异分析等，获得饮
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用水中微生物的生物信息。

１．２．５　选择性培养基验证　根据测序分析结果选择有代表

性的细菌进行选择性培养基培养，分别培养消毒前和消毒后

的水体中的细菌，并记录结果。

２　结果与分析
２．１　水质分析结果

水质分析依据《生活饮用水卫生标准》（ＧＢ５７４９—２００６）

进行检测，结果见表１。

由表１可知，样品水质均符合中国《生活饮用水卫生标

准》要求。

２．２　基因组提取

基因组提取后，采用ＮａｎｏＤｒｏｐ检测纯度及电泳分析，因

饮用水中微生物数量稀少，即使选用大量水体进行浓缩，获

得的基因组含量仍较低。由电泳图１（ａ）可知，获得基因组的

３样品（Ｃ、Ｄ、Ｆ），基本符合后续试验要求，而样品 Ａ、Ｂ、Ｅ未

获得足够基因组而放弃。

表１　饮用水样品部分水质分析数据表

Ｔａｂｌｅ１　Ｐａｒｔｗａｔｅｒｑｕａｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｄａｔａｏｆｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅ

样品
采集

时间

水质指标

温度／

℃

浑浊度／

ＮＴＵ

溶解氧／

（ｍｇ·Ｌ－１）

电导率／

（μｓ·ｃｍ
－１）

氨氮／

（ｍｇ·Ｌ－１）

耗氧量／

（ｍｇ·Ｌ－１）

菌落总数／

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

大肠菌群／

（１０－２ＣＦＵ·ｍＬ－１）

余氯／

（ｍｇ·Ｌ－１）
ｐＨ

Ａ １２月 １０ ０．１４ １１．９４ ５２９ ＜０．０２ １．５０ 未检出 未检出 ０．７０ ７．６４

Ｂ ２月 ８ ０．２４ １１．３５ ５２２ ＜０．０１ １．５１ 未检出 未检出 ０．４７ ７．８７

Ｃ ４月 １９ ０．１９ ９．６２ ５６４ ＜０．０２ １．６０ 未检出 未检出 ０．５０ ７．５３

Ｄ ６月 ２０ ０．１３ ８．２４ ５４２ ＜０．０２ １．５８ 未检出 未检出 ０．５０ ７．４９

Ｅ ８月 ２３ ０．１４ ８．１３ ４４３ ＜０．０１ １．５４ 未检出 未检出 ０．７５ ７．４２

Ｆ １０月 １５ ０．１４ １０．４７ ５１０ ＜０．０２ １．５１ 未检出 未检出 ０．７０ ７．３０

ＧＢ５７４９

限值
— — １．００ — — ０．５０ ３．００ １００ 不得检出 ≥０．３０ —



２．３　１６ＳｒＤＮＡ序列ＰＣＲ扩增及测序结果分析

ＰＣＲ扩增后，只有样品浓度≥５ｎｇ／μＬ、样品量≥５００ｎｇ

方能建库测序。本研究获得样品量符合 ｍｉｓｅｑ建库要求，见

电泳图１（ｂ）。

图１　样品基因组提取及１６ＳｒＤＮＡ序列ＰＣＲ电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

ａｎｄ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　由图１（ｂ）可知，ＰＣＲ后产物目的１６ＳｒＤＮＡ序列条带

大小正确，浓度合适，可尝试进行后续试验。

２．４　微生物多样性分析

２．４．１　样本多样性评估　研究采用 Ａｌｐｈａ多样性分析检验

（Ｃｈａｏ、Ａｃｅ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｃｏｖｅｒａｇｅ等统计学分析指

数）来评估样品细菌群落的物种丰度和多样性，采用 ｍｏｔｈｕｒ

（ｖｅｒｓｉｏｎｖ．１．３０．１，ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ）软件统计分析测序群落

的物种丰度和多样性，采用 Ｕｓｅａｒｃｈ（ｖｓｅｓｉｏｎ７．１，ｈｔｔｐ：／／

ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ／ｕｐａｒｓｅ／）软件在相似水平９７％（０．９７）上进行

ＯＵＴ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ）聚类分析，见表２。

表２　饮用水样品α多样性指数（Ａｌｐｈａｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）表

Ｔａｂｌｅ２　Ａｌｐｈａｄｉｖｅｒｓｉｔｙｓｈｅｅｔｏｆｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅ

样品
α多样性指数（０．９７水平）

ＯＴＵ Ａｃｅ ＣｈａｏＣｏｖｅｒａｇｅＳｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

Ｃ ３４６ ３５８ ３６１ ０．９９７２１２ ４．７２ ０．１９６０

Ｄ ６３ ７６ ７０ ０．９９８８４６ １．７９ ０．３９５８

Ｆ ２２１ ２５９ ２５０ ０．９９４９０４ １．８９ ０．３９６０

　　ＭｉｓｅｑＰＥ３００测序结果依据贝叶斯算法对９７％相似水

平的ＯＵＴ代表序列进行分类学分析，饮用水样品α多样性

指数分析，见表２。Ｃｈａｏ和 Ａｃｅ指数数值近似，表明样品中

存在部分细菌基因，且测序结果准确；Ｃｏｖｅｒａｇｅ值均在０．９９

以上，表明本次测序对样品中细菌的覆盖率很高，选择测序

深度适合，可以满足样品中细菌多样性分析的需要，可以代

表样本中细菌的真实情况；Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ值反映了物种

的丰富程度：部分样本２００Ｌ饮用水经３次富集后的样品

中，有细菌存在的可能。

２．４．２　可能存在的细菌群落组成分析　测序获得数据经拆

分、拼接、过滤、质控等处理后获得高质量ＣｌｅａｎＴａｇｓ，采用

ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ贝叶斯算法进行分类学分析，统计每个样品的

群落组成，与Ｓｉｌｖａ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒｂｓｉｌｖａ．ｄｅ）１６Ｓ细菌核糖

体数据 库 比 对 获 得 样 品 中 细 菌 生 物 信 息，分 别 进 行：

① Ｔａｘｏｎｔｒｅｅ分析，获得样本在各个水平的物种及其比例，

４５

第３２卷第６期 葛英亮等：应用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序解析Ｏ３ＢＡＣ水处理技术生产饮用水中细菌多样性 　



见图２；② 采用ＰＣｏＡ分析，影响样本群落组成差异的潜在

主成份，并基于 Ｂｅｔａ多样性距离的非度量多维尺度分析

（ＮＭＤＳ），表示样本间细菌构成的差异程度，见图３（ａ）；

③ 样本聚类树与柱状图组合分析，通过颜色差异反映３个

样本在门水平上群落组成的相似性和差异性，见图３（ｂ）；

④ 单样本多级物种各分类水平组成分析，见图４。

单个样本图中饼状图扇形面积的大小代表该物种在该分类水平的比重，饼状图英文下第一个数字表示只能比对到该物种（不能比对到该分类

水平以下分类水平）的序列数，第二个数字表示共有多少序列比对到该物种

图２　３个饮用水样本中细菌分类树

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｔａｘｏｎｔｒｅｅｏｆｔｈｒｅｅｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ

　　图２为３个样本与Ｓｉｌｖａ数据库的分类学比对结果中优

势物种在不同水平的分类，以树枝状呈现。可见，在３个饮

用水样本中，细菌的分布并不均匀，某些种属微生物绝对优

势存在于Ｃ和Ｆ样本中（如：浮霉菌门犘犾犪狀犮狋狅犿狔犮犲狋犲狊等细

菌）或绝对优势存在于Ｄ和Ｆ样本中（芽孢杆菌目犅犪犮犻犾犾犪犾犲狊

和肠球菌科犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮犪犮犲犪犲等细菌），也有部分细菌绝对优

势存在于某个样品中（如：生丝微菌属 犎狔狆犺狅犿犻犮狉狅犫犻狌犿 等

细菌），样本间细菌组成差异较大，难以获得规律。

　　非度量多维尺度法通过降维分析的方法，依据３个样本

中包含的细菌物种信息，以点的形式反映在多维空间上，并

简化到低维空间定位、分析归类，通过点与点间的距离体现

不同样 本 间 的 差 异 程 度。由 图 ３（ａ）可 知，在 检 测 出

１６ＳｒＤＮＡ序列的３个样本在图中距离基本相同，差异程度

相当，甚至可以说，３个样本中细菌多样性的相似度很低，不

同时期饮用水中可能存在的细菌在属水平多样性并无太大

关联，更加随机。图３（ｂ）样本的群落结构柱状图，在图中可

清晰看到各样本属水平下细菌的多样性及丰度，三样本所含

细菌在属水平种属差异较大，且丰度不均一，乳球菌属犔犪犮

狋狅犮狅犮犮狌狊、肠球菌属犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊、假单胞菌属犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

等属细菌相对丰度略大，相较下样本Ｄ与样本Ｆ细菌分类组

成可能更近似，以此说明３个饮用水样本中细菌分布不均

一，且无规律。

图３　三样本非度量多维尺度分析及样本属水平柱形图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｎｏｎｍｅｔｒｉｃｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｃａｌｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓａｎｄ

ｔｈｅｂａｒｓａｔｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌｏｆｔｈｒｅｅｓａｍｐｌｅｓ
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图４　单样本多级物种组成图

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｓｉｎｇｌｅｓａｍｐｌｅｍｕｌｔｉｓｐｅｃｉｅｓ

　　三样本多级组成图可通过多个同心圆由内向外直观地

展现出单个样品在域、门、纲、目、科等分类学水平的物种比

例和分布，以样品Ｃ为例，细菌可归类为４个门：厚壁菌门

犉狅狉犿犻犮犪狋犲狊、拟杆菌犅犪犮狋犲狉狅犻犱犲狋犲狊、放线菌犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪、变

形菌门犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪。４３个属，存在含量较高的可能为：乳

球菌 犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊、假单胞菌属 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊、芽孢杆菌属

犅犪犮犻犾犾狌狊、明串珠菌属犔犲狌犮狅狀狅狊狋狅犮、肠球菌属 犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊

等。在种的分类上，其中，犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊狆犻狊犮犻狌犿 含量约为

６２％、犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊犾犪犮狋犻狊４％、犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊５％、犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

犪狕狅狋狅狋狅犿犪狀狊５％、犔犲狌犮狅狀狅狊狋狅犮犾犪犮狋犻狊２％、犅犪犮犻犾犾狌狊２％、犘犾

犪狀狅犮狅犮犮犪犮犲犪犲２％、犉犾犪狏狅犫犪犮狋犲狉犻犪犮犲犪犲２％、犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪２％

等，多级组成图可清晰获得饮用水中可能存在细菌在各分类

水平的分类，从样本Ｃ、Ｄ、Ｆ的单样本多级物种组成图可看

出，在各分类水平的细菌种类和丰度差异极大，所以细菌多

样性在饮用水中可能存在偶然性。

２．５　可能存在的细菌与水质指标关联分析

为找寻水质指标与 Ｏ３ＢＡＣ工艺生产饮用水中可能存

在的细菌的关联性，通过ｂｉｏｅｎｖ函数判断饮用水水质参数

（见表１）与样本群落分布差异的最大Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数，通

过最大相关系数得到饮用水水质参数因子子集。采用ＲＤＡ

分析是主要用来反映菌群与环境因子之间关系，ＲＤＡ基于

不同形状“●、■或◆”表示不同环境或条件下的样本组；箭头表示两

个对细菌种属影响最为显著的水质参数；“＋”代表细菌的所处的

位置

图５　三饮用水样本的ＲＤＡ分析

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｒｅｅｄｒｉｎｋｉｎｇ

ｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ

线性模型反映菌群与显著环境因子之间关系，见图５。

　　图５中，细菌与水质指标之间的夹角代表细菌与水质参

数间的正、负相关关系（锐角：正相关；钝角：负相关；直角：无

相关性）；由不同的样本向各水质参数做垂线，投影点越相近

说明样本间该水质参数因子属性值越相似。经分析，在饮用

水的水质参数中对细菌存在和影响最大的两个指标是浊度

和余氯，余氯的浓度与大多数细菌的丰度呈现正相关，但可

能存在一定的耐氯菌，在某些低浓度范围内，丰度未受明显

影响；浊度可能对部分细菌具有一定的保护作用，浊度的升

高会影响某些细菌的存在和丰度。

２．６　选择性培养基验证

因Ｏ３ＢＡＣ工艺生产饮用水中存在细菌含量低，难以进

行纯培养检测等问题，故把样品浓缩后，选取部分丰度高，较

常见细菌采用选择性培养基验证，选用假单胞菌犘狊犲狌犱狅

犿狅狀犪狊、肠球菌犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊、芽孢杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊进行培养验

证，但并未有效培养出细菌，可能此时细菌处于ＶＢＮＣ状态，

或在氯消毒后的饮用水中存在游离ＤＮＡ，扩增１６ＳｒＤＮＡ时

尚未被完全降解，可被ＰＣＲ扩增而测序，造成试验结果的

差异。

３　结论
ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序解析Ｏ３ＢＡＣ水处理技术生产饮用

水中细菌多样性，具有速度快、成本低、通量高的优势，可有

效获得可能存在于饮用水中的细菌的生物学信息，针对 Ｏ３

ＢＡＣ水处理工艺生产饮用水取样分析得知：① 饮用水中可

能存在的细菌含量极低，且多样性及丰度具有随机性；② 饮

用水中对细菌多样性及丰度影响最大的因素为浊度和余氯

的含量，因此尽量降低饮用水的浊度，有限提高余氯含量对

去除可能存在的细菌具有很好的作用；③ 采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ

ＭｉＳｅｑ测序手段分析饮用水中细菌的多样性，可能出现细菌

活性未知，游离ＤＮＡ干扰等问题，结果并不能直接用于饮用

水微生物学分析，但能缩小后期检测范围，减少检测时间和

６５
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成本，有利于后期纯培养验证及显微观察的进行。
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