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摘要：考察了含有土霉素制药废水的污水处理厂排放在冬季和夏季对受纳河流中四环素抗药基因及微生物群落结构的影响.利用 PCR方法，

对该河流中16种四环素抗药基因（  TRGs）进行了检测，其中6种在排放口及下游被检出.通过 Reag-time PCR对其中的3  种抗药基因（  tet（  L）  、

let（  W）和 tet（  X）  ）  及总细菌 的 16S rRNA基因进行定 量分析 （TRGs/16S rRNA基因）  ，结果表 明：tet（  L）  、tet（  W）  和 tet（  X）  与 16S rRNA基 因的比

值在排放 口和下游（3.34×10-3  ～2.38  ×10-1  ）  显著高于排放 口上游（  1  .16  ×10-5  ～2.38  ×10-2  ）  ，表 明污水排 放造成 了抗 药基因的增加.夏

季河水中TRGs/16S rRNA基因明显低于冬季.利用PCR-DGGE对不同河流沉积物中微生物群落结构进行了研究，结果表明，污水的排放显著

改变了河流中的微生物群落结构，一些代表性TRGs宿主细菌的条带在排放点和河流下游明显增加.
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摘要：考察了含有土霉素制药废水的污水处理厂排放在冬季和夏季对受纳河流中四环素抗药基因及微生物群落结构的影响.利用PCR方法，

对该河流中16种四环素抗药基因（  TRG8）进行了检测，其中6种在排放口及下游被检出.通过 Real.time PCR对其中的3  种抗药基因（  ￡“（  L）  、

fe￡（  W ）和 ￡e￡（  X）  ）  及 总 细 菌 的 16S rRNA基 因 进 行定 量 分析 （TRGs/l6S rRNA基 因 ）  ，结 果 表 明 ：￡甜（  L）  、te￡（  W）  和 ￡甜（  X）  与 16S rRNA基 因 的 比

值在排放 口和下游（3.34×101 ？2.38  ×10“）  显著高于排放 口上游（  1  .16  ×lO—5  —2.38  ×lO。）  ，表 明污水排 放造成 了抗 药基因的增加.夏

季河水中TRGs/l6S rRNA基因明显低于冬季.利用PCR.DGGE对不同河流沉积物中微生物群落结构进行了研究，结果表明，污水的排放显著

改变了河流中的微生物群落结构，一些代表性TRGs宿主细菌的条带在排放点和河流下游明显增加.
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 AbStract：Changes of tetracycline resistance genes and microbial community stmcture were investigated in a river receiving treated munlclpal wastewater

 contajning oxytetracycline pmduction waste stream8.  Among the sixteen tetracycline resistance genes（  TRGs）  studied，six TRGs were detected at the

discha'ge site and downstream in the“ver.Real.time PCR results show that the abundance of three TRGs（￡e￡（  L）  、#e￡（  W）  and  te‘（  X）  ）  normalized to

16S rRNA genes（  TRGs/l6S rRNA genes）  increased at the discha.ge site and downstream （  from 3.34  ×lO  一3 t0 2.38  ×10一1  ）  ，compared to the TRGs/

1  6S rRNA genes in upriver samples（  from l  .16  ×10  —5 t0 2.38  ×10  —2  ）  ，which suggested that wastewater discha.ge affbcted the distrjbution of TRGs in

the receiving river.The values of TRGs/l6S rRNA genes in summer were lower than those m winter.  At the same time，a remarkable change of the

 microbial community structures in the dver sediments was found before and after wastewater discha.ge.According to PCR.DGGE analysis，bands of TRG

host bacteria jncreased at both the discna.ge and downstream sltes.

Keywords：  pharmaceutical production wastewate‘；  tetracycline resistance genes；  microbial community stnlcture

  ，.一 ，，. ，   . 、     基因被看作一种新 型污染物（   Rysz  以of.  ，2004）   ，引
1  引 言 （  Introduction）
    起了越来越多的关注.

    环境 中抗生素 、抗 药菌及抗药基 因的存在已经    在众多的抗生素 中，由于四环素类抗生素使用

引起人们的广泛关注.抗 生素在环境 中的存在能引    时间长 ，应用面广 ，并且很难生物 降解 （  Kim  甜oZ.  ，

起抗药菌的大量出现 ，而普通抗药菌携带的抗 药基    2005）  ，环境 中出现了大量的抗药基 因，近年来被广

因可以通过水平 转移传 播到 病原菌 中.因此 ，抗药    泛关注.目前已经发现和确定了 35  种 四环素类抗药
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基因（￡e￡）  和 3  种氧 四环素抗药基 因（  砷‘）  .四环素抗  在前期工作的基础 上 ，本 文选择北 方某城 市 的

药基 因根据细菌抗性机理 主要分为 3  种 ：编码外排    抗生素生产废水受 纳河 流 （  MX河 ）  作为研 究对 象.

泵蛋白的基因（  ￡e￡（  A）  等 ）  ；编码核糖体保护蛋 白的    含土霉 素生产废 水 的制 药废水 经 过企 业 内部 的污

基因（￡ef（  M）等 ）  ；编码一种 改变抗生素结构 的酶 的  水处理厂处理之后进 入该 河流 ，然后 河水 与城市污

基因 （  ￡e￡（  X）  等 ）  （  Aminov ef of.  ，2001  ）  .Pruden等    水一起进入 QD城 市 污水处理 厂 ，处理 之后再 次排

（2006）  调查了 四环素 和磺 胺类药物 的抗药基 因在    放到该受纳水体.本试验利用 PC  R和实 时定量 PCR

河流沉积物 、牛奶场 氧化塘 、再生 水 出水和饮用 水    （Rea1.time PCR）考察 了不 同季节 上游 、制药废水和

厂的进出水 中的存在情况 ，结果表明抗药基 因的污   城市污水排 放 口和 下游 河流 中典 型 四环 素抗 药基

染非常普遍 ，￡ef（0）  、te￡（  W）  甚 至在饮用水 厂进 出水    因的存在和变化 ，并利用聚合酶链式 反应一变性梯度

中被检出.四环素抗 药基 因在猪 场废水 、猪场 附近  凝胶电泳 （PCR—DGGE）  研究 了污水排放对河流沉积

的河流和地下水中都被检测到（  Chee.Sanford ef nZ.  ，    物中微生物群落结构 的影 响.

2001  ；Pei e￡  口Z.  ，2006；Mackie e￡  口Z.  ，2006）  ，表明  畜
    2  材 料 方 法 （  Materials and methods）
牧 养殖 等农 业 活动 会 给环 境 带来 抗 药 基 因 的 污 染 .

城市污水处理厂抗药基 因的研究 表明 ，污水厂 的进    2.1  样 品采集

出水 、活性污泥和浓缩 污泥 中都检 出了四环素抗药   本试验 的采样点设置在 MX河企业废水排放 口

基因，表明污水处理厂可能也是抗药基 因的一个环    的上 游 、企 业废 水排 放 口（  Industrial Wastewater，简

境容纳库 （  Auerbach e￡  口f.  ，2007）  .另一方面 ，抗生素    称 IW ）  、QD  城 市 污 水 厂 排 放 口 （  简 称 MWTP）  、

生产废水也是抗生素 、抗 药菌和抗药基 因进入环境    MWTP下游 1km（  下游 1  ）  、下游 3km（  下游 2）  处 （如

的另一个重要 途径 ，本课 题组 的前期 工作表 明 ，土    图 1  ）  .于 2008  年冬季（  12月 ）  和 2009年夏季 （7  月 ）

霉素生产废水经过污水处 理厂处理排放后 ，受纳河  在各取样点分别采集 了河水水样 2L，河流沉积物样

流仍然含有高浓度的土霉素污染 （  “ e￡  Ⅱf.  ，2008）  .    品 1kg.样 品于 4℃ 冰 盒 中保 存 并 带 回实 验 室 ，于

但是，土霉素废水的受纳河流 中抗药基 因的污染状  4℃冷库 中保存 ，并在两天 内完成预处理 .

况有待进一步研究.
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    图l  河流采样点设置示意图

    Fig.  1 ldap of the river 8ampling sites

    测定了河流水样 的常规物理化学指标 ，包括温  和废水监测分析方法》编委会.2002.）  .河水的物理

度 、pH值 、DO、CODM。  、氨氮、总氮 （  国家环保 局《水    化学指标如表 1  所示.

    表l  冬季和夏季河水的物理化学指标

    Table l    Phy8ical 8nd chemical indexes of the river water in winter and summer

  —、.    温度/℃ pH—堕    Do/（mg.L一1  ）    coD/（mg.L一7）——NH4一N/（  mg.F丐    TN/（“g.L一.1  ）
  采 样 点

    冬季 夏季    冬季    夏季    冬季    夏季    冬季    夏季    冬季    夏季    冬季    夏季

    上游    16    30    8.05    —    6.38    6.00    21.26  17.70    0.69    0.53    6.26    9.44

    IW    16    30    7.96    7.74    4.26    3.73    20.33  159.40    1.25    16.84    6.12    36.86

    MWTP    16    30    7.98    8.01    6.19    5.81 75.85    35.80    69.70    44.30    75.67    49.72

    下游  1    16    30    7.63    8.33    7.03    6.55    160.51    41.10    60.86    20.67    68.56    95.70

    下游2    16    30    7.55    8.38    7.06    6.15  173.91  38.00  64.89  19.99  68.24    90.60



    通 过 SPE  （  Ben e￡  oZ.  ，2008  ）  和  LC—MS    15 s，60℃ 15s.

（  Hamscher e￡  口Z.  ，2002；Li e￡  of.  ，2008）  的方法，测    通过对 PCR产物进行克隆 ，并测序 ，得到带有

定了各取样点夏季河水 中土霉素及其 3  种主要降解  fef（L）  、fe￡（  W）  和 ￡et（  X）  特征片段的单菌落，用质粒

产物 （4一Epi一0TC、仅一Apo—OTC、B—Apo一0TC）  的浓度.    提取试剂盒 （  天根 ，普通质 粒小 提试剂盒，离 心柱

夏季 上 游 河 水 中 4  种 物 质 的浓 度 之 和 为 0.025    型）   提 取 其 中 的 质 粒 DNA.核 酸 蛋 白测 定 仪

mgtL—  ，排放 口及下游河水中 4种物质浓度之和的    （NanoDrop 1000，美国）  测定质粒 DNA的浓度.质粒

范围是 （0.231  ～0.293）  mg.L“，表 明经过废水 排    DNA梯度稀释至 10“倍到 10 q作为定量 PC  R标准

放 ，排放 口及下游河流 中土霉素及其降解产物 的浓    曲线 的模板.

度显著增 高，并接近或高于 目前报道 的 OTC  的最低    按照上述反应体 系和反应条件，标准样品和实

抑制 浓 度 （  MIC，。  ，约 0.25mg  .L一1  ）  （  Halling.    际样 品同时进行测定 ，所有样 品至少进行两次平行

S口灯ensen，ef  口f.  ，2002）  .    测定.
2.2  PCR    2.4  PCR—DGGE

    取各采样点的 10mL水样 ，以0.22p。m的聚碳酸    利用对应 大肠杆菌 16S rRNA序列 V3  区 34l

酯膜过滤 ，收集河水 中的生物样 品，于 一80℃保存.    和 534位点的通用引物 34l F和534R对各取样点河

取各采样点 的沉 积物样 品 0.5g，一20℃保存.聚碳     流沉积物的 DNA样 品进行 PCR扩增 ，其中 34l F的

酸酯滤膜上的生物样 品和河流沉积物样品（0.25g）    5’  端添加 了一个 40bp长度的 GC夹（5’  一CGCCCGC一

分别通过蛋 白酶 K法 （  SEI et  oZ.  ，2000）  和土壤 DNA    CGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG ）

提取试剂盒 （  MP Biomedicals，LLC）  提取 DNA.    （  Muyzer  甜ⅡZ.  ，1993）  .Touchdown方法被用来进行

    对 16种 四环素抗药基 因进行 PCR检测，包括    PCR扩增 ，具 体反 应 程 序 如 下 ：95℃ 10min，95℃

fef（A）  ，fe￡（  B）  ，fef（  D）  ，te￡（  E）  ，￡ez（  G）  ，fe￡（  K）  ，    1 min  、65 qC 45 s（  每 循 环 降 低 0.5℃ ）  、72℃ lmin循 环

fef（  L）  ，￡ef（  M  ）  ，fef（  O）  ，￡et（  Q）  ，fe￡（  T）  ，￡e￡（  W ）  ，    20次 ，95℃ 1 min、55℃ 45 s、72℃ 1min循 环 10  次 ，

￡e￡（  X）  ，fe￡（  Z）  ，fef（  B（  P）  ）  ，o￡r C.反 应 体 系 含 有    最 后 72℃ 延 伸 5  min.扩 增 产 物 用 1  .5% 的 琼 脂 糖 凝

2.5I山L 10  ×Buffer，2̈。L dNTP，0.5Iu，L  （  20  p。m01  .L“）    胶电泳确认.

的上下 游 引 物 ，0.125̈。L ex Taq酶 （  上 海生 工 公    约 30p。L的 PCR产物加入 10%  （  gtmL⋯）  的聚

司）  ，1  ̈。L样品 ；加灭菌超纯水至 25  ̈。LI反应程序如    丙烯 酰 胺 凝 胶 中 （  聚丙 烯 酰 胺 ：双 丙烯 酰 胺  =

下 ：94℃预变性 7  min  ；94℃变性 45 s，退火 45s，72℃    37.5：1摩尔 比）  ，变性梯 度凝胶 中，变性剂 的梯度范

延伸 1 min循环 35  次 ；72℃延伸 10min.用 1%琼脂    围为 40%到 60% ，在 0.5  ×Tris.乙酸一EDTA（  TAE）

糖凝胶 电泳检验扩增结 果.不同 TRGs的退火温度    缓冲液中进行 DGGE（  Bio Rad，美 国）  .电泳时电压

参考文献 （  Aminov et  oZ.  ，2001  ，2002；Kim e￡  oZ.  ，    为 180V，温度 为 60℃ ，时间为 6h.凝胶用 EB染 色

2004）   ，并经过预实验确定.    30min后 ，在紫外下成像 （   科创百方 ，KCB10.2800）   .

2.3  Rea1一Time PCR    通过 Quantity one软件 对 DGGE的条带进行分析 ，

    使用 ABI一7300  定 量 PCR仪 ，通过 Sybr—Green    并利用 UPGMA方法 对各个样品进行聚类分析.同

的方法对各取样点的河水及沉积物中的 3  种抗药基    时对各样 品中的代 表性条带进行切胶.切胶条带中

因 （￡e￡（L）  、￡e￡（W）  和 ￡e￡（  X）  和 总细 菌 （  16S rRNA基    加入 20  ～40Iu。L TE缓 冲 液 ，一20℃ 冷 冻 过夜 ，冻 融

因）  进 行 了拷 贝 数 的 定 量 分 析.25̈。L  反 应体 系：    之后 作 为 模 板 进 行 PCR 扩 增 ，引 物 为 341 F  和

12.5 Iu。L SYBR PremizE戈ZⅡg（  2  ×）  ，0.5̈。L Rox    534R.经 1%琼脂糖凝胶电泳确认过的 PCR产物进

Reference Dye （  50  ×）  （  Takara公 司 ）  ，0.25 .u。L    行克隆 ，挑取 阳性克 隆子送至奥科 公司测序.测 序

20  ̈。m01.L“的上下游引物（  同普通 PCR）  ，1̈。L DNA    结果在 NCBI  网站 （  http：//www.ncbi.nlm.nihIgov/

模板.￡e￡（  L）  、tet（  W）  和 fef（  X）  的反应 程序相 同：    blast/）  ）上进行序列 同源性检索 比对.

95℃ 30s；45  个 循 环 的 95 0C 10s，60 7C 15 s（  Pei
    ”一  ’  ？’    7    .    、  .    3  结 果 （  Results）
ef以.  ，2006  ；Koike et oZ.  ，2007）  ，72℃ 延伸 15 s，并

于 80  ～83℃ 26s收集荧光信号 ，以减少引物二聚体    3.1  抗 药基 因的PC  R检测结果

的干扰 ；熔 解 程 序 为 ：956IC 15 s，60℃ 1min，95℃    首先利用 PCR扩增对 2008  年 12  月采集的河



流中 3种不 同抗药机制 的 16种 四环素抗 药基 因进     到的基因在下游距 排放 口不 同距 离 河流 中依 然存

行了筛选 ，结果如表 2所示 .在制药废水 （  IW）  排放    在.PCR检测为阳性 的基 因扩增 片段经 过克隆测 序

口和城市污水处理厂 （  MWTP）  排放 口分别检 出了 6    后与 Genebank进行 比对 ，扩增片段被确认 为 目标基

种 （￡e￡（  K）  ，￡ef（  L）  ，￡et（  M）  ，￡e￡（  Q）  ，tef（W ）  和 fet    因 ，并 作 为 后 续 Real.time PCR 的 标 准 样 品 .需 要 指

（X）  和 3  种 （te￡（  K）  ，￡e￡（  Q）  ，￡et（  W ）  四环 素抗 药 基    出的是 ，由 于普 通 PCR 的灵 敏 度 有 限 ，可 能 会 出 现

因.下游的两个采样点也检 出了上述 6种抗药基 因.    假阴性 的结果 ，还 需 要 通 过 3.2  节 中的 Rea1一time

相对于排放 口上游河水 ，含制药废水 的污水排放造   PCR的方法将 对 已检 测到 的具 有代 表性 的几 种抗

成 了河流中抗药基 因的 出现或增 加.而这些被检测    药基因进行拷贝数的定量分析.

    表2  四环素抗药基因的PCR检测结果

    Table 2  Result8 0f PCR detection for l6 TRGs

    抛t    ￡et    ￡e‘    ￡et    te￡    把￡    ￡et    ￡e￡    ‘et    tet    ￡et    tet    te'    tet    te￡    0￡7

采样点  （  A）  （  B）  （  D）  （E）  （  G）  （K）  （L）  （  M）  （  O）  （  Q）  （  T）  （  w）  （  x）  （  z）  （B（  p）  ）  c

  上游
    IW    一    一    一    一    一    +    +    +    一    +    一    +  +

  MWTP    一    一    一    一    一    +    一    一    一    十    一    +

  下游1    一    一    一    一    一    +    +    +    一    十    一    +  +

  下游2    一    一    一    一    一    +    +    +    一    十    一    +  +

    注：‘  +’  代表PCR结果为阳性；‘  一’  代表PCR结果为阴性.

3.2 3  种抗 药基 因的定量结果    测到的频率较高 （  Peak e￡  口Z.  ，2007）  ，关 于 ￡ef（  X）  的

    四环素抗药基因根据细菌抗药 机理主要分为 3  研究虽然不多 ，但 在本工作 排放 口和下游 的多数样

类.已有 的研究表 明：￡e￡（  L）  是外排泵机制 ，te￡（  W）    品中都被检测到 ；它们 代表 了酶抑 制机 制 ，因此选

是核糖体保 护 蛋 白机 制 ，而 ￡e￡（  X）  是 酶抑 制机制    择这 3  种基 因作为代表进行拷 贝数 的定量分析.

（Roberts，2005）.te￡（  L）  、￡e￡（  W）  在各种环境 中被检
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    为了考察 含制药废水 的污水 排放对河流 中抗    1  .0  ×10。，￡ef（  W）/16S rRNA基 因分别 为 3.0  ×

药基 因的影响 ，对冬季 河水、夏季河水和沉积物 中    10。、5.0  ×10“、8.0  ×10  —4.本文 中排放 口及下游

的上述 3  种 TRGs与 16S rRNA基 因的比例进行了    河流 中 tet（  L）/16S rRNA基因为 1.36  ×10_～8.37

比较 （  图2）  .在排放 口上游 的河水及沉积物中，3种    ×10。，￡e￡（W）/16S rRNA基 因值为 1.72  ×10—5  ～

抗药基因相对于 16S rRNA基因的丰度都显著低于    4.79  ×10。，甚至高于上述饲养场氧化塘中的丰度 ，

排放 口和下游河流.上游 的冬季河水、夏季河水 、夏  这可能与河水中含有较高含量 OTC有关.同时，关

季沉 积 物 中 TRGs/16S rRNA基 因的 范 围分别 为    于 ￡ef（X）  的定性检测和定量分析 目前文献中还鲜有

6.08  ×10_ ～2.38  ×10≈，1.16  ×10—5  ～5.01  ×    报道 ，本研究中￡e￡（  X）  在多数取样点都被检出，而且

10一，1.48  ×10。 ～1.48  ×10_；而在 IW 和 MWTP    相对丰度较高 ，值得关注.

的排放 口，冬 季 河 水 、夏 季 河 水 、夏 季 沉 积 物 中    通过夏季和冬季的 比较 ，考察 了季节对河流中

TRGs/16S rRNA基 因的范 围分别为 7.24  ×10—3  一    抗药基 因的影响.图 2  表 明除了下游河流的 ￡e￡（  L  ）

2.38  ×10—1  ，8.37  ×10—3  ～5.04  ×10 q，3.34  ×10-    和 ￡e￡（  W）  之外 ，冬季河水 中的 TRGs/16S rRNA基因

一2.88  ×10—2.与上游相 比，IW 和 MWTP排放 口的    的丰度均明显高于夏季 ，可能与土霉素浓度 、环境

抗药基 因增加了 10  ～1000倍 ，表明废水排放可能增    条件 、基 因类 型等 因素有关.Peak ef oZ  （  2007）  曾报

加环境 中抗药基 因的数量.排放 口和下游河流 的沉    道不同季节抗药基 因的数量和变化有显著差别：存

积物 中，抗药 基 因明显 高于上游 ；Engemann ef of.    在四环素污染的条件下，饲养场氧化塘中 6种 四环

（2008）  研 究 表 明 ，抗 药 基 因可 能通 过 水 平 转 移    素抗药基因相对于 16S rRNA基因的丰度在秋季 比

（  Horizontal Gene Transfer）  ，或者通过抗药菌的吸附    夏季高出 10  ～100倍 ，而无四环素污染的情况下 ，秋

沉积转移到生物膜上 ，这与本文 的结果一致.此外 ，    季和夏季变化不大.

下游 的河水主要用 于农 田灌溉，农 田灌溉后抗药菌    3.4  PCR—DGGE对 河流沉 积物 细菌群 落结 构 的

和抗药基因的命运值得关注.    解析
    至今为止 ，已有不少关于环境 中四环素抗药基   为考查污水排放 对河流微生物群 落结 构的影

因 丰 度 的 报 道 （  Peak ef nZ.  ，2007；Pei et oZ.  ，    响，本文利用 PCR.DGGE对河流不同采样点沉积物

2006）  .Pei  等 （2006）  的研 究表 明，Cache La Poudre    中的细菌群落结构变化进行 了分析.利用 聚类分析

河流 中，￡ef（  W）/16S rRNA基因的数量在 8.0  ×10“    绘制的相似性树状 图 （  图 3b）  可 以看 出：和上游相

～8.0  ×10。.Peak  等 （  2007）  发 现 ，在 低 浓 度    比，排放 口及下游河流沉积物 中的微生物群落结构

（0.83̈。g.L“）  、中浓 度 （  2.3̈。g.L一1  ）  和高 浓 度    变化显著 ；下游和排放 口之 间具有相似性 ，表明废

（8.8p。g.LJ）  四环 素 污 染 的饲 养场 氧 化塘 中，fet    水排放对下游河流 中的微生物群落结构产生影响；

（  L）/16S rRNA基 因分别为 5.0  ×10一、5.0  ×10“
    一    一  、    而 下 游 2 沉 积 物 中 的 群 落 结 构 与 上 游 最 为 相 似 ， 表

    a.    b.
    — 上游
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    图3 DGGE条带（  a）  及相似性分析（  b）  的结果

    Fig.3  Results of DGGE（a）  and similarity analysis（  b）



    表3  DGGE主要条带测序结果及同源性分析

    Table 3  Sequencing results of DGGE

    条带存在样品    条带号    比对结果    相似性

    上游    l    Uncuftured gommo pro￡eD6dcterium    94%

    上游    2    踟cuZfured Com口mon口doce口e 6口cterium    94%

    上游    3    UncuZt“red AcidD60cteri口68c￡erium    93%

    上游、下游l  、    4    Acinef06口cter    lOO%

    上游    5  西yfhromicr06ium r口mosum    lOO%

    上游    6    如ign06Ⅱcferium    99%

    IW、MWTP、下游1  、    7    Uncuffured Acfin06Ⅱcteri口6口cterium    99%

    IW    8    Uncu2tHred Firmicu￡es 6口c￡eriH，m    99%

    IW    9  Ïcufẗred oP8 60cterium    100%

    IW    lO    Rofstoni0    98%

    MWTP    l l    Cfos￡ridium    lOO%

    MWTP    12    Pr口usereZZⅡ    96%

    下游  2    13    CZosfridiM，m    100%

    MWTP、下游2    14 Uncuffured Acid06口cteri口6Ⅱcterium    93%

    下游2    15 UncuZfured 6口c忉num gene    99%

    MWTP、下游l  、下游  2    16    踟cuZtured CZostn；dium    99%

    MWTP、下游  l  、下游2    17    C.5￡ickfⅡndii smnZf su6“nit ri60som，口Z RNA    100%

    IW、MWTP、下游2    18    ‰cuf￡ured PeptDs打epIococc口ce口e 6口cferium    99%

    IW、MWTP、下游1  、下游  2    19    跏ocfo”Ⅱ    99%

明经过河流的 自净作 用 ，河流 的生 态环境 得到 了一    假诺卡 氏菌属 （  ProusereZZ口）  、酸杆 菌 、斯 氏梭 菌 （  C.

定程度 的恢 复.对 DGGE谱 图（  图 3a）  中 19个 主要    stic七fondi；）  相对应 ，而在 IW 排 放 口出现 的 8  ～10  号

条带进行了切胶测序，结果如表3  所示.    条带变暗，表明这些微生物相对丰度可能变少.
    在河流的上游沉积物中，1  ～6号条带分别与未    在下游 lkm和 3km处 ，与 MWTP排放 口一致 的

培养 1变形 菌 （  UncuZ￡Mred g口玑mo prD￡e06口c￡eriMm）  、    有 4、7、14、16  ～19号条带对应 的不动杆菌 、放线菌 、

丛 毛 单 胞 菌 （  UncuZ￡ured Com口mon口d口ceoe 6。cteri一    酸杆菌 、梭菌 、消化链球 菌和硫球形 菌 ，表 明该 城市

Mm）  、酸杆菌（  UncuZfured AcidD60cteri0 60cferiMm）  、不  污水的排放对 下游河 流 中微 生物 群落 结构 的影 响

动杆 菌 （  Acine￡06口c￡er）  、赤 单 胞 菌 （  Eryt̂romicr06i一    很大.

Mm）  、微小杆菌 （EzigM06。cterium）  相 似.除了 4号条    企业废水和城市 污水厂 的成 分都 比较复杂 ，因

带在下游 1 km处 出现 ，其它条带在排放 口和下游均    此影响微生物群 落结 构 的 因素 较多.但 是 ，从 上述

消失.    实验结果 中可 以看 出含 较高 浓度 残 留抗生 素废 水

    在 IW 排放 口，出现 了上游基本 不存在 的未培    的排放可能对微生物 群落结 构造成 了一定 的影 响.

养放线菌 （  UncuZfured AcfinD6口c￡eri口）  、厚壁菌 （  Uncuf.    在 Roberts（2005）列举 的四环素抗药基 因的宿主 中，

￡ured Firmicutes 60c￡erium）  、青枯菌 （R02stDni口）  （分别    就包括了本研 究 中发 现 的不 动 杆菌 、放 线 菌、青枯

对应 7  ～10号条带）  和梭菌 （  CZostridiMm）  、消化链球    菌和梭菌（  分别对应 着条带 4、7、10、1 1  、13、16、18  ）  ，

菌（  UncuffMred Peptostrep￡ococc口cene 6口c￡erium）  、硫球    其中除了 4号条带 出现在上 游和下游 1  中之外 ，其

形菌（  ZhiocZovo）  （  分别 对应 16、18、19  号条带 ）  ，表  它条带都 出现在排放 口和下游样品中.

明企业废水排放对河流沉积物中的微生物群落造 .，...，，、  ，. 、
成了显著的影响.其中16、18  和19号条带在MWTP —— 7

3km处才消失 ，表明企业废水排放对沉积 物中微生   水和沉积物 中四环 素抗药 基 因相 对丰 度与 上游 相

物造成的影 响 比较持久.在 MWTP排 放 口，出现了    比明显增加.

1 1  、12、14、17  号条带 ，分别与 梭菌属 （  CfDs￡ridium，）  、    2）废水排放后 的河 流沉 积 物 中的微生 物 群落
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