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摘要：自然生物膜在生态工程污染物的去除中发挥十分重要作用，但是很少有关于高浓度氮磷水体与自然生物膜之间关系的

研究。使用 Biolog 和磷脂脂肪酸技术来研究生物膜对高浓度氮和磷的反应，主要从生物膜微生物群落组成和微生物利用碳

源利用的多样性角度进行探究。结果表明，对于不同富营养化状态，生物膜在微生物群落结构组成和功能多样性方面的反应

不同。添加高浓度氮磷侵扰 27 d 后，仅影响了生物膜局部微生物群落结构，其中细菌中的 G-为优势菌群，对于局部群落结

构组变化影响较大。添加高浓度氮磷侵扰 38 d 后，随着氮磷浓度的增加，生物膜微生物对碳源利用能力提高。处理组碳源

利用的微生物易于与对照组区分，但是处理组间对碳源利用能力相似。碳源的优先利用顺序依次为氨基酸、羧酸、糖类、多

聚物、酚酸和胺类。其中对羧酸和多聚物的利用不同导致对照组与处理组对碳源利用能力的差异。 
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近年来我国水华现象比较普遍，其中滇池、巢
湖、太湖等几大淡水湖泊也遭受严重水华[1]。水体
富营养化是有害藻类水华发生的物质基础，特别是
氮、磷营养浓度增加。在控制水体富营养化技术中，
生物膜法因其具有高效率、低成本、无二次污等优
势备受大家关注，在富营养水质处理过程中起着重
要的作用[2]。自然环境中生物膜存在于几乎所有暴
露于水中的固体表面上，是一类微生物聚集体，其
中包含各种寄居者，如固着细菌、原生动物、真菌
和藻类等，是水生态系统中无脊椎动物、蝌蚪、鱼
类等的重要食物来源[3]，这种生物膜就是俗称的自
然生物膜（Periphyton biofilm）。 

    通常我们对于生物膜的研究主要集中在生物
膜对富营养化水体的净化作用，但随着生物膜法在
污水处理中不断扩大应用，其去除效率却提升较慢
等不少弊端的出现，生物膜与污水中的营养物质之
间关系的研究也逐渐引起了人们的注意[3-4]。已有研
究表明，不同类型和不同层次营养物质对生物膜组
成成分、结构以及功能有不同程度的影响[5-7]，其中

对不同浓度的氮和磷设置上主要有两种：一种是氮
磷的共同作用[8-9]；另一种是对氮或磷的单独作用
[10-12]，但是这些研究主要集中在正常营养水平水体
条件下[8-9]。众所周知，高浓度的氮磷在实际生产中
也较为常见，尤其在网箱水产养殖水域中，氮和磷
含量是相当高，水体处于富营养化或超营养化水平
[13-15]。对于富营养化水体对生物膜的影响过程研究
甚少，而且生物膜对频繁超营养化水体的氮与磷共
同作用的反应方面的研究也几乎未见报道。 

已有研究表明，传统的微生物方法在生物膜的
群落结构组成和微生物功能多样性上存在很大的
局限性  [6,8-9]。本研究将采用被公众普遍认可的
PLFA 和 Biolog 技术。PLFA 常被应用于微生物生
态学的研究中，定量地描述土壤、底泥及海水等环
境中微生物的群落结构[16-17]，也被广泛应用于地下
水、人工湿地、作物根际等微生物群落的研究中。
其中 Small 等[18]曾采用 PLFA 技术通过 238U 元素
来对水生生态系统进行评估和预测的研究。Biolog

方法是通过同时测定微生物对不同单一碳源的利
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用能力，探索微生物群落结构的方法，广泛应用于
鉴定和分析不同体系的微生物群落结构[19]。 

本实验针对以上研究的不足以及技术上的缺
陷，利用上述两种新型技术拟解决以下 2 个问题：
1）在高浓度氮磷侵扰 27 d 后，自然生物膜中微生
物群落的组成成分变化；2）在高浓度氮磷侵扰 38 d

后，自然生物膜中微生物的功能多样性的变化。本
实验是将原位生物膜系统作为一个整体来进行研
究，不考虑原位生物膜系统内部各个体之间的相互
作用，以期整体上解读生物膜中各微生物生态组分
对富营养化水质响应过程，为提高生物膜去除污染
物的效率提供理论和技术支持。 

1  材料和方法 
1.1  试验材料 

实验用水选择南京市玄武湖解放门的水源作
为研究对象，水质指标如下：pH 7.8，ρ(总氮)1.9 

mg∙L-1，ρ(硝态氮)0.73 mg∙L-1，ρ(铵态氮)0.53 mg∙L-1，
ρ(总磷)0.1 mg∙L-1，ρ(可溶性无机磷)0.035 mg∙L-1。
试验所需的生物膜是在将自然生物膜载体在所取
的水样的基础上加入 BG-11 培养基所得。自然生物
膜载体采用 0.1 M 的 HCl 溶液浸泡 12 h 之后，然后
悬挂在 BG-11 培养液中挂膜。其中 BG-11 培养基的
成分如下：1.5 g NaNO3、0.04 g K2HPO4、0.075 g 

MgSO4·7H2O、0.036 g CaCl2·2H2O、0.006 g 柠檬酸、
0.006 g 柠檬酸铁铵、0.001 g EDTA、0.02 g NaCO3、
1.0 mL A5 溶液（每升体积重微量元素溶液 A5 含有
H3BO4 2.86 g，MnCl2·4H2O 1.81 g，ZnSO4 0.222 g，
Na2MoO4 0.39 g ， CuSO4·5H2O 0.079 g ，
Co(NO3)2·6H2O 49.4 g），蒸馏水 1 L。生物膜的培养
是在 5 L 的透明玻璃烧杯中进行培养。本实验所采
用的自然生物膜载体为弹性填料（江苏省宜兴市南
循环保填料有限公司生产），其中该材料的添加对
水质以及生物膜的生长没有任何副作用[20]，材料长
度均为 25 cm。培养过程中，每个烧杯口处用空隙
尼龙网包扎以防止小动物以及其他杂质的落入，保
证有足够的水分和光照，一旦发现水分不在 5 L 刻
度处时，马上添加。定期观察生物膜长势情况。试
验期间温度约在 20 ℃到 38 ℃之间（水温测定采
用水温计法，根据 GB/T 13195—1991《水质水温的
测定温度计或颠倒温度计测定法》执行），pH 调制
7.1 ± 0.2（pH 测定用 pH 计测得）。 

1.2  试验方法（材料和方法太过详细，如果是按照
别人的方法可以直接饮用参考文献） 
1.2.1  试验设计 

试验于 2011 年 7 月 23 日开始生物膜的扩大培
养，即在自然光照下 BG-11 培养基中培养，均为温
室室内静态试验。挂膜两个月后，2011 年 9 月 20

日，载体表面形成致密的褐色生物膜，此时生物膜
生长成熟，且生长较为旺盛。将原有培养基倒掉，
然后将生物膜载体连同富集的生物膜一并取出，用
蒸馏水轻轻冲洗 6 次，尽可能的去除附着的营养物
质。在自来水的基础上进行超富营养的氮磷处理，
氮是以添加 NaNO3 来进行控制，磷是以 K2HPO4 来
进行添加，加至刻度为 5 L 处。pH 调制 7.1 ± 0.2。
设有三个不同处理分别为 T1，T2 和 T3，每个处理
重复 3 次，如表 1 所示。 

1.2.2  测定方法 

每次进行水质取样时，3 个重复均在距离水面
10 cm 下进行采集，指标于每次采样后 24 h 内进行
测定。NH4

+、NO3
-、NO2

-、TN 和 TP 含量的测定采
用荷兰 Skalar 公司 SA-4000 型流动分析仪。水样的
pH 和温度测定采用 pH-水温计测定 (PHS-3CT, 

Q/SMSB1-2005)。进行生物膜取样时，直接用手将
生物膜从载体中取下，以防止破坏生物膜的细胞。
取好的样品迅速至于 4 ℃冰箱内保存，并且在 24 h

内进行分析测定。 

每次进行生物膜取样时，3 个重复均用灭好菌
的剪刀(0.1M HCl)剪下相同长度的载体，并过 20 目
的尼龙筛子去除多余水分，使其不滴出水为限，此
时可认为生物膜含水量处于饱和状态（含水量
100%)，每次进行测量取样的时候，在 40 ℃烘干
1~2 h 后（其含水量约在 70%到 95%之间），然后测
得生物膜和载体的质量。 

在高浓度氮磷侵扰时间为 27 d 后，进行测定
PLFA，每个处理均设置了 3 个平行样。PLFA 分析
过程文献[21]，其中 PLFA 的提取过程采用由 Bligh

和 Dyer 修订后的方法[22]。在添加氮磷富营养处理
后第 38 天，进行测定 Biolog。采用 BiologTM ECO

板(Hayward, CA, USA)进行测定生物膜微生物群落
功能多样性。首先将生物膜样品至于室温约 25 ℃

下活化，将从冰箱内取出的培养板 25 ℃下预热；
然后，称取 2 g 自然生物膜（含水量约在 80%~95%）
加入到 18 mL 事先灭菌生理盐水（0.85％NaCl）的
三角瓶中，并加入灭菌的玻璃珠，室温 180 r∙min-1

振荡 30 min 后取出静置 5 min，在超净工作台中吸

表 1  不同处理氮磷浓度（处理前/处理后氮磷浓度） 

Table 1  Treatments measured nutrient concentrations at the first (the 

moment when we added N and P) and the end of experiment 

处理
ρ/(mg·L-1) 

TN NO3
-+NO2

- NH4
+ TP 

T1 153.8/118.5 25.6/24.6 6.2/5.3 2.4/2.15 

T2 643.3/581.3 121.4/111.5 11.7/10.1 902.8/311.3

T3 1190/1090 231.1/218.3 62.2/17.5 1629/1174.4
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取样品 5 mL 至 25 mL 事先灭菌的装有生理盐水的
比色管中，混匀。八通道移液器吸取 150 uL 每孔液
体样本至 96 孔培养板，25 ℃恒温培养，分别于 24，
48，72，96，120，144，168 h 后，用 ELXS08-Biolog 

微孔板读数仪（BIO-TEK Instruments INC，USA）
测定各孔在 590 nm 波长下的光吸收值。 

1.2.3  相关数值的分析与计算 

1.2.3.1  PLFA分析中 PLFA总量以及相关菌群的
计算 

微生物群落结构通过 PLFA 类型的多样性来进
行分析。i15:0、a15:0、i16:0、i17:0、a17:0、a18:0

等代表革兰氏阳性细菌（Gram-positive bacteria, 

GP），16:lω9c、16:lω7c、16:lω5c、17:lω8c、18:1ω7c

等代表革兰氏阴性细菌（Gram-negative bacteria, 

GN），并将二者的和计为细菌的生物量 [23]。将
18:1ω9c、18:2ω6,9c 和 18:3 ω6c (6,9,12)三者的和计
为真菌的生物量[24]。16:0(10Me)多认为是放线菌的
特征脂肪酸[25-26]；而 20:4ω6,9,12,15c，一般出现在
后生动物体内[27-28]。将碳链长度为 C12-C20 的所有磷
脂脂肪酸标记的总和计为 PLFA 总量即微生物总
量。用于分析的脂肪酸 PLFA 总量及各菌群生物量
均为其绝对含量，单位为 nmol·g-1。在进行 PLFA

主成分分析其脂肪酸片段为相对含量。  

MIDI 微生物鉴定仪测定数据的基本条件：仪
器型号：Agilent 6850，进样量：2 μL，进样口温度：
250 ℃，载气：氦气，恒压模式：22 ps，分流比：
100∶1，色谱柱型号：Agilent 19091B-102E Ultra 

25％ Phenyl Methyl Siloxane 25.0 m × 200 μm×0.33 

μm，程序升温：170 ℃、0.00 min、5 ℃/min，260 ℃、
0.00 min，40 ℃/min、310 ℃、1.50 min，后运行：
170 ℃、1.50 min，检测器：FID 温度：300 ℃，氢
气流量：30.0 mL∙min-1，空气流量：400 mL∙min-1，
尾吹气流量（氦气）：30.0 mL∙min-1。 

1.2.3.2  Biolog 分析中平均每孔颜色变化率及多样
性指数的计算 

1）平均每孔颜色变化率（average well color 

development ， AWCD ） [29] 。 计 算 公 式 为 ：
AWCD=[Σ(C-R)]/31。式中：C 为测得 31 个反应孔
的吸光值；R 为对照孔的吸光值。 

2）Shannon 指数（H）[30]。可以表征土壤中微

生物群落丰富度，计算公式为：H=-Σ(PilnPi)。式中：
Pi 为第 i 孔相对吸光值（C-R）与所有 31 孔的吸光
值总和的比率。 

3）Simpson 指数（D）[30]。用于评估土壤中微
生物群落优势度，计算公式为：D=1-Σ(Pi)

2。式中：
Pi 为第 i 孔的相对吸光值与整个平板相对吸光值总
和的比率。 

4）McIntosh 指数（U）[30]。是基于群落物种多
维空间距离的多样性指数，反映土壤中微生物群落
均一性，U=Σni

2，式中：ni 是第 i 孔的相对吸光值。 

1.3  数据统计方法 
每个处理设有 3 个重复。采用 Excel 2007 对数

据进行统计和绘图；采用 SPSS 16.0 中的 Duncan

法和“Date Reduction”程序分别对数据进行差异显
著性分析和主成分分析，所有试验数据均采用平均
值±标准误（mean±SE）表示，显著水平为 P<0.05。 

2  结果与讨论 
2.1  微生物群落结构特征 
2.1.1  不同处理下生物膜中总 PLFA 绝对含量变化

及生物膜各菌群 PLFA 含量变化 

磷脂脂肪酸分析方法是基于不同微生物生物
量和微生物脂肪酸片段差异而确定微生物群落结
构组成，是一种进行定量分析的方法[34]。因此，采
用磷脂脂肪酸法对微生物生物量以及各菌群进行
分析，结果见表 2。 

Hellmann 等[32]研究发现微生物生物量的变化
与总的 PLFA 含量变化有很好的相关性。不同氮磷
处理对生物膜微生物生物量的影响，即各个处理的
微生物生物量 PLFA 含量变化。从表 2 中结果表明，
与对照组 PLFA 总量相比，处理 2 和处理 3 的 PLFA

总量有所增加，但是均未达到显著水平。即在高浓
度氮磷侵扰 27 d 时生物膜的微生物量变化不显著。
众所周知，磷脂脂肪酸是所有活体细胞的细胞膜主
要组成，占细胞生物量的比例相对恒定[31,33]。因此
可以推断出对成熟期的生物膜高浓度氮磷侵扰第
27 天后对其微生物总体影响不明显。 

同时对生物膜中微生物内部群落结构，即细
菌、真菌、原生动物、革兰氏阳性细菌和革兰氏阴
性细菌含量以及二者的比值、细菌与真菌的比值进
行了分析。结果表明不同处理下生物膜中细菌随着

表 2  不同处理对微生物群落的总 PLFA 和各菌群含量的影响 

Table 2  The effects of different treatments on the total PLFA and different groups of periphyton biofilms community 

处理 
b/(nmol·g-1) 

G+/G- B/F 
总 PLFA 细菌 真菌 原生动物 G- G+ 

T1 13.49±8.19a 9.14±5.57a 4.35±2.63a 0 8.72±5.17a 0.42±0.25a 0.02±0.01a 1.83±0.43a 

T2 20.14±4.98a 14.63±4.84a 0.49±0.14a 0 11.22±3.76a 3.41±1.08a 0.31±0.01b 28.66±2.31a 

T3 18.54±11.59a 28.26±9.14a 3.55±2.52a 0.34±0.17 21.22±7.05a 7.04±2.11a 0.34±0.02b 48.52±41.94a 
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浓度增加有所增加但是未达到显著水平，而真菌变
化不显著。处理 3（较高浓度环境下）出现了原生
动物，说明此时物种开始出现多元化。实验中也出
现少许放线菌，但是含量甚微，数据未予添加，因
放线菌适宜高热逆境中生长，而本实验的培养温度
在 20 ℃到 36 ℃，并不适于放线菌的生长。但从
总体含量来看，细菌的含量明显高于真菌的含量。
细菌与真菌的比值可以反映出细菌与真菌相对含
量的变化范围[34]和两个菌群的相对丰富程度[35]。
由表 2 可得，不同处理与对照组相比有所增加，但
差异不显著，可能在 3 个平行样品中重复性较差所
致。但是细菌与真菌的比值均大于 1，细菌较真菌
而言，占据较优势地位。说明施加氮磷处理后均生
物膜中细菌的丰富度有所提高，但未达显著水平，
生物膜内部群落结构发生细微的变化，此时细菌占
主导地位。 

针对细菌进行细化，分别对革兰氏阴性菌和革
兰氏阳性菌细菌进行分析。不难发现革兰氏阴性菌
含量较革兰氏阴性菌高。但是各个处理间差异不显
著。G+/G-比值变化可以看出，处理 2 和处理 3 较
对照组均显著提高，且差异显著，但处理 2 和处理
3 差异不显著。由于革兰氏阳性细菌和革兰氏阴性
细菌同时生长，但是革兰氏阳性细菌长势不如革兰
氏阴性细菌长势突出，G-在细菌中成为优势种群。
这些结果表明革兰氏阴性细菌的生物量随着营养
物质含量水平的提高发生改变较大，成为细菌中的
主导群落。  

2.1.2  PLFA 主成分分析 

为减少误差保证结果可靠性，将相对含量低于
1.0%的单体 PLFA 取出后以及仅出现于单一样品中
的脂肪酸后，剩下 19 种较丰裕的脂肪酸。将所提
及的 19 种较丰裕脂肪酸进行主成分分析，结果表
明与对照组相比，不同处理的高浓度氮磷很大程度
上改变了生物膜微生物群落结构。结果如图 1（左）

所示。提取主元向量的前两个主成分（PC1/PC2），
累积贡献率达 66.71%。从整体上来看，主成分一和
主成分二基本上能把不同处理区分开来，处理 2 与
照组处理 3 部分样品分布相距较近，说明这两种处
理的生物膜群落结构较为相似，而处理组均与对照
组明显区分开来，说明不同高浓度氮磷处理改变了
生物膜群落结构。不同的高浓度氮磷侵扰处理对于
生物膜中微生物群落更替有很大的影响。然而当浓
度达到一定值后，高浓度的氮磷间群落结构差别不
显著，生物膜的群落结构是相似的。其中处理 1 与
主成分 1 成高度负相关，处理 2 与主成分 1 成高度
正相关，处理 3 与主成分 2 成高度正相关。 

对生物膜中每个样品所含的单体磷脂脂肪酸
（PLFA）相对含量进行了主成分分析，得到其载荷
因子图（图 1 右）。结果显示 19 种不同较丰裕的
单体磷脂脂肪酸片段分布在不同象限，但是主要还
是集中在第一象限和第三象限。得出与 PC1 强烈正
相关的脂肪酸有强饱和脂肪酸如 14:0 和 18:0 和革
兰氏阴性细菌(18:0 3OH，17:1 ω8c，16:1ω9c，
16:1ω7c)。这表明与 PC1 正相关的处理 2 中的生物
膜群落结构主要受到革兰氏阴性菌和强饱和脂肪
酸影响比较大。然而真菌代表性脂肪酸 18:2 ω6,9c

和强饱和脂肪酸 16:0 与 PC1 负相关，表明真菌和
革兰氏阴细菌（主要为强饱和脂肪酸）影响着对照
组的微生物群落组成。与 PC2 强烈正相关的是真菌
脂肪酸如 18:1 ω9c，革兰氏阳性菌脂肪酸如 i15:0、
i16:0、a15:0 以及革兰氏阴性菌脂肪酸如 14:0 3OH、
18:1 ω11-methyl、17:0 等，而处理 3 的大多数平行
样品分布于此，表明处理 3 的生物膜受真菌和细菌
群落的变化进而影响到其群落结构的变化。 

2.2  微生物群落功能多样性 
2.2.1  利用碳源代谢程度分析 

AWCD 即为每孔平均吸光度变化，用来衡量微
生物利用不同碳源的整体能力，是一种最常用方

 
图 1  微生物群落 PLFA 的主成分分析 

Fig.1  Principle components analysis of PLFA profiles of microbial community  
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法，通常经过对一系列读数时间的 AWCD 值变化
趋势的差异来分析样品间微生物群落的不同。一般
认为变化幅度较大的样品具有较高的碳源利用能
力，也往往具有较高的微生物丰度，是能反应出微
生物利用不同碳源总体能力的一个重要的指标[36]。
AWCD 值显示微生物群落对不同碳源代谢的总体
情况，其变化速率反映了微生物的代谢活性，其最
终的 AWCD 值与微生物群落中能利用单一碳源的
微生物的数目和种类密切相关[37]。相应地，基于平
均颜色显影变化下的自然生物膜利用不同碳源的
新陈代谢强度由图 2 所示。 

添加高浓度氮磷侵扰 38 d 后，随着培养时间从
0 h 到 144 h，随着氮磷浓度不断增加（T1,T2 和 T3）
AWCD 是不断增大的。其中 T3 微生物群落对碳源
利用程度最高。在 48 h 之前，处于 3 种营养状态下
的微生物对碳源的利用都是很低，可能因为一些微
生物不适应高浓度氮磷环境而死亡，此时期处于停
滞期。之后，它们对碳源的利用是呈几何方式快速
增长的，这意味着生物膜的增长进入了对数期，在
72 h 时碳源的利用变化速率最大，120 h 以后趋势
逐渐减缓，趋于平稳。在 144~168 h 之间，微生物
群落对碳源的利用已经进入衰退期，部分微生物开
始死亡，AWCD 的值有所下降。随着 AWCD 的值
先增加后平稳再下降，这表明自然生物膜微生物利
用碳源能力先趋于不断提高到趋于平稳再到后期
下降，可能起初充足的氮磷营养物质刺激了微生物
对碳源的利用，至后期生物膜基质达饱和，最后可
能产生新微生物群落占有了其摄取的碳源，使其原
有基质利用碳源能力下降。 

2.2.2  微生物群落碳源利用的多样性的主成分分析 

为研究生物膜微生物群落碳源利用多样性的
特点，选择 72 h 作为取样时间点，对 Biolog 所测
得数据进行标准化变换后，实施主成分分析。提取

的主向量的前两个主成分（PC1/PC2）的累计贡献
率为 57.44%。将前两个主成分得分作图，表征不同
微生物群落的代谢特性[38-39]（图 3）。其中与 PC1

和 PC2 相关性较大的碳源见表 3。其中 PC2 轴能将
处理 2 和处理 3 与对照组较明显的区分开，说明不
同氮磷侵扰后其碳源利用出现差异，处理 1 样品点
分布趋向于 PC1 正轴，也与 PC2 有关联；但是处
理 2 和处理 3 位置相近，碳源利用相近，均与 PC1

强烈负相关。从表 3 可以看出，与 PC1 关联的碳源
有 6 种与 PC2 关联的碳源有 6 种。在 PC1 负轴上
处理得分是处理 2 和处理 3，其对 y-羟基丁酸的利
用能力要高于对照组，可能因为对此类羧酸利用较
多而导致其利用多样性的产生。但是处理 2 和处理
3 之间微生物对不同碳源利用无明显差异。其中对
照组对氨基酸类（如 L-精氨酸、L-苯基丙氨酸、L-

天冬酰胺酸及 L-丝氨酸）和多聚物（如肝糖等）利
用较多。 

2.2.3  生物膜对不同碳源代谢能力的差异分析 

Biolog-ECO 板具有 31 种类型碳源，可以分为
6 大类（4 种多聚物，10 种碳水化合物，7 种羧酸，
6 种氨基酸，2 种胺类以及 2 种酚酸）[42]。以 72 h

的光密度标准化值 Rsi 来评价微生物群落对不同碳
源的利用程度，结果见表 4。 

结果表明，在 6 类碳源中，所有处理在培养第
72 h 表现出不同样点对碳源的利用不同。总体而言，
不同处理下生物膜微生物均对氨基酸和羧酸有较
强利用能力，其次是糖类和多聚物，对酚酸以及胺
类利用能力较低。同时，随着氮磷浓度的增加，不
同处理生物膜微生物对羧酸代谢能力不断增加，并
达到显著差异( P< 0.05)，但是，对于多聚物的利用，
规律却与羧酸正好相反，也达到显著差异(P< 0.05)。
对其他的碳源的利用变化不显著。正好与表 3 成分
也对应，即对照组对多聚物（如肝糖）利用较多，
而处理组则对羧酸类（y-羟基丁酸）利用较多，从

 
图 2  不同处理 AWCD 值变化曲线 

Fig.2  Changes in Average Well Color Development with incubation times 
of different treatments 

 

 
图 3  不同处理生物膜中的微生物群落碳源利用主成分分析 

Fig.3  Principal component analysis on microbial community of 

periphyton biofilms 
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而造成了对照组与处理组间微生物对碳源代谢能
力的差异。 

2.2.4  微生物群落功能多样性指数比较分析 

Shannon 指数、Simpson 指数和 McIntosh 指数
分别从微生物群落物种丰富度、常见物种和物种均
一性单个方面反映了微生物群落功能多样性，本研
究采用 72 h 的 Biolog 数据计算出此 3 种指数，结
果见表 5。在添加高浓度氮磷侵扰 38 d 后，处理 1、
处理 2 和处理 3 之间的 3 种指数之间并没有显著性
差异，说明不同处理下不同生物膜微生物群落物种
丰富度以及微生物群落的异质性影响不显著。这与
PLFA 结果分析中的微生物总量变化不显著结果相
似，可能是因为较高浓度氮磷对生物膜微生物总体
群落结构影响不大，只是在局部影响所致。 

3  结论 
在本研究条件下，初步可以得到结论如下。 

1）添加高浓度氮磷侵扰 27 d 后，对生物膜微
生物总量影响不大，但是影响了生物膜群落结构变
化（是微生物群落结构，或者组成生物膜微生物的
群落结构）。其中细菌中的 G-为优势菌群，影响局
部群落结构组成的变化。对照组与处理组间微生物
群落结构出现显著性差异，但是处理 2 和处理 3 之
间群落结构相似。随着氮磷浓度的增加到一定程
度，群落结构的变化不大。 

    2）添加高浓度氮磷侵扰 38 d 后，影响了基质
生物膜微生物对碳源利的用能力，并且随着氮磷浓
度增加提高了各处理的 AWCD。处理组碳源利用的
微生物易于与对照组区分，但是处理 2 和处理 3 之
间对碳源利用能力相似。不同处理基质代谢碳源微
生物功能趋向相似，碳源的优先利用顺序依次为氨
基酸、羧酸、糖类、多聚物、酚酸和胺类。其中对
羧酸和多聚物的利用不同导致对照组与处理组对
碳源利用能力的差异。3 个处理间整体物种演替性
不大。 

3）为进一步阐明与明确哪些菌种对生物膜群
落结构的组成和碳源利用功能造成的影响，需要结
合更多的研究手段，比如 PCR-DGGE 或者构建基
因文库等。 

4）不同的高浓度的氮磷会影响生物膜微生物
群落组成，包括微生物生物量，细菌生物量，真菌
生物量，革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌含量等。且
营养物质含量不同也会影响微生物群落碳源利用
功能的多样性。这些结果系统性地解释了微生物群
落结构和功能对于不同超富营养水平的响应的过
程。这些有价值的信息将会有助于我们根据不同的
富营养条件来进行选择不同成分的生物膜组成，以
期能提高生物膜在生态环境工程效益和效率。同时
也为高浓度氮磷富营养水体的管理和人工养殖生
物膜提供一些指导意义。 
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Abstract: Periphyton biofilm plays an important role in the removal of pollutants in ecological engineering, However, little 

information is available on the relationship between trophic state (high concentrations of nitrogen and phosphorus) and periphyton 

biofilm. The experiment was investigated using by Biolog and PLFA technologies. The results showed that the increasing 

hyper-eutrophic state affected the functional diversity of periphyton biofilm communities and the diversity of biofilm community 

structure.We got the following conclusions: 1) on the day 27 of addtion of high concentrations of nitrogen and phosphorus, only 

affects biofilm local microbial community structure, only partial community structure was changed. The Gram-negative bacteria (G-) 

played important roles in the partial periphyton community structure and were sensitive to trophic state shifts. 2) on the day 38 of 

addtion of high concentrations of nitrogen and phosphorus, more carbon source type can be utilized by periphyton biofilms in higher 

hyper-eutrophic state. The treatment group (CK) carbon utilization microbial easily distinguished between the control group, but 

similarly with CK. The sequence of carbon sources utilization was amino acids, carboxylic acids, sugars, polymers, phenolic acids 

and amines. The different utilization of Carboxylic acids and polymers result in the difference of the control group and treatment 

group on the carbon utilization capacity.This study offers an insight to understand the periphyton-nutrient relationships in 

hyper-eutrophication waters, as well as providing valuable information to mitigate hyper-eutrophic state by manipulating the 

periphyton biofilm and nutrient. It also provides theoretical and technical support to improve the pollutant removal efficiency of 

ecological engineering. 
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