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摘 要 饮用水中微生物与人类健康息息相关。16S rRNA基因序列具有的普遍性及保守性，被越来越多地应用于饮用水水
质全流程微生物多样性及群落结构研究。文中简要介绍了 16S rRNA 基因测序技术的发展历程，并基于 16S rRNA 基因测序
技术在饮用水中的研究成果，探讨了全流程水环境条件与水中微生物多样性的相互关系。结果表明，水源水质、水处理工艺、
供水管网条件均导致末梢水中的生物多样性差异，其中，水源水质与末梢水微生物种群结构密切相关，水处理工艺和供水管

网特性对末梢水中微生物种群丰度影响较大。研究结果为高品质饮用水生物安全保障提供了新思路。
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Application of 16S rRNA Sequencing Technology in Research of Whole Process of Microbial
Diversity in Drinking Water
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Abstract Microorganisms in drinking water is closely related to human health． For its conservatism and the universality of existence，
more applications of 16S rRNA gene sequences were gradually done in research of microbial diversity and community structure in full-
scale drinking water distribution system． The development of 16S rRNA gene sequencing technology was briefly introduced． Based on
the research results of 16S rRNA gene sequencing technology in drinking water，the relationship between water environmental conditions
and microbial diversity in the whole process was discussed． The results showed that source water quality，water treatment processes and
water supply network characteristics could result in differences in biological diversity of tap water，of which source water quality
determines the structure of microorganism in tap water，while water treatment processes and water supply network characteristics
determine the abundance of microorganism in tap water． Results provide a new sight on the security of high quality drinking water．
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饮用水的安全对人体的健康十分重要，不安全 的饮用水可能会导致严重的急性或慢性的水传播疾

病［1］，对人类健康构成威胁。研究表明，饮用水中
存在的微生( 如病原微生物) 可能会导致介水疾病

的传播［1－4］。因此，饮用水水质微生物安全的研究具
有重要意义。
传统的细菌分类标准基于细菌的形态和生理特

性，在进行鉴定时需对细菌纯培养后再从形态学、免
疫学和生理生化特性等方面进行分类，但该方法的
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细菌培养时间较长、灵敏度较低以及鉴定的特异性
不足，且无法检测水中活的但不可培养的细菌

( viable but non-culturable bacteria，VBNC) ［5－7］。近
年来随着分子生物学技术的发展，以 16S rRNA 为
代表的基因测序技术逐渐被应用于饮用水微生物

多样性的研究。本文将基于 16S rRNA 基因的特
点、分析技术及其基本原理的发展进程，从水源水
质、水处理工艺以及供水管网特性等方面探讨其
对末梢水中微生物多样性的影响，总结了饮用水

全流程对末梢水微生物多样性影响的特点，为建

立水质与微生物多样性的关系提供参考依据，为

其在饮用水中微生物检测的广泛应用提供支撑，

最后对该技术在饮用水微生物多样性研究的应用

进行了展望。

1 16S rRNA 基因测序技术的发展
历程
基因测序技术的发展进程集中于近 50 年

( 图 1) 。基于由 Sanger 和 Coulson 开创的链终止法
以及 1976年—1977年Maxam和 Gibert提出的 DNA
测序的化学降解法，Sanger于 1977 年完成了噬菌体
ΦⅩ174全基因组测序，发明了双脱氧链终止法，即

第一代测序( first-generation sequencing) 方法。第一
代测序的主要特点是测序读长可达 1 000 bp，准确性
高达 99. 999%，然而，其存在测序成本高、通量低等方
面的缺点，严重影响了其真正大规模的应用［8－10］。
2005年，经过不断的技术开发和改进，产生了以
Roche公司的 454 技术、Illumina 公司的 Solexa 技术
和 ABI公司的 Solid 技术为标志的第二代测序技术
( next-generation sequencing，NGS) 。与第一代 Sanger
测序相比，第二代具有通量高［11］、测序快等优势，大
幅降低了测序成本，扩大了基因组学研究的规模［12］。
然而，第二代测序技术仍然存在读长较短、价格昂贵
的缺点。2008 年之后，PacBio 公司的单分子实时
( single molecule real time，SMRT) 测序技术和Helicos
Biosciences公司的 Heliscope遗传分析系统即第三代
测序技术被相继发明。与前两代相比，其最大的特点
就是读长较长、成本较低、速度快、无需进行 PCR 扩
增，但仍然存在准确性不高的缺点，目前未能在饮用

水配水流程的微生物多样性研究中较为广泛地应用。
第四代测序技术以 Oxford Nanopore Technologies公司
的纳米孔测序技术为代表。四代测序技术的优缺点
及部分平台如表 1与表 2所示。

图 1 测序技术的发展进程
Fig．1 Development Cource of Sequencing Technology

表 2中的测序平台和测序仪器均来自国外的生
物公司，目前，在我国的饮用水微生物多样性分析领

域，依然主要使用这些设备和相应的技术。在基因
测序设备几乎被国外垄断的局面下，我国也在通过

自主研发、联合研发以及收购国外公司的方式发展
本国的基因测序设备［27］，如华因康开发的基因测序

仪 HYK-PSTAR-IIA、中科紫鑫的测序仪 BIGIS － 4
等。在基因测序设备研发上我国已取得一些成效，
部分仪器在一些测序结果的准确性和稳定性上可以

与国外仪器相当［28］。但是目前基于国内设备和技
术的研究较少，其在饮用水微生物中的应用也较少，

暂时无法进行更全面的分析。

2 16S rRNA 基因测序在饮用水中的
应用
2．1 16S rRNA在水源微生物多样性的研究
应用
地表淡水( 如湖泊、河流等) 中的饮用水水源随

着人口增加和城市化进程的建设，受污水、有毒化学
物质、营养物质以及由此产生的有害水华的影响，水
源水质污染加剧，增加了饮用水处理工艺的难度与

成本。水源水质的优劣对后续处理后水中微生物的
存在水平及其多样性影响较大。
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表 1 16S rRNA测序技术
Tab．1 16S rRNA Sequencing Technology

第一代测序 第二代测序 第三代测序 第四代测序

测序原理 双脱氧链终止法 边合成边测序 单分子测序 纳米孔测序

读长 长 较短 长［13］ 长

通量 低 高 高［13］ 高

耗时 长 短 短［13］ 短

优点 读长长、准确率高［14］ 通量高、速度快、产量高、分析自
动化

读长长、测序时间短 读长长、高通量、低成本、测
序时间短、数据分析较简便

缺点 通量低、耗时长等 读长较短［14］、部分情况会引入错
误或错误率增加［12，15－16］等

准确率较低等 准确率较低等

相对成本 高［14］ 较低［14］ 低［17］ 低

应用举例 基于短 DNA 序列的进化分类
学［18］，野生动物进化史研究［19］，

生物多样性评估及其影响因素［20］

动物肠道微生物群落［21］，细菌和

真菌分布及多样性［22］
基因组组装［23］，进

化生物多样性［24］
蛋白质和肽检测［25］，离子、
DNA、RNA、肽、蛋白质、聚
合物和大分子等的分析［26］

表 2 16S rRNA部分测序平台
Tab．2 16S rRNA Sequencing Platform

测序平台名称 测序仪类型 关键技术 时间 /运行 最大读长 通量 /运行 读数 /运行

Applied Biosystems 3730XL基因测序仪 双脱氧链终止法 1 h 700 bp 0. 067 Mb —

Roche 454 GS FLX Titanium XL+ 焦磷酸测序 23 h 1 000 bp 700 Mb 1×106

Illumina MiSeq Series

MiniSeq System

HiSeq 4000 System

NextSeq Series

边合成边

测序技术
双端测序 4－55 h 2×300 bp 540 Mb～15 Gb 1×106 ～25×106

双通道 4－24 h 2×150 bp 1. 65～7. 5 Gb 7×106 ～25×106

图案化流动槽 ＜1. 0～3. 5 d 2×150 bp 105～1 500 Gb 2. 1×106 ～5. 0×109

双通道 12～30 h 2×150 bp 16. 25～120 Gb 1. 3×108 ～4. 0×108

ABI ＆ Life Tech SOLiD 5500xl 连接酶法 6 d 2×60 bp 90 Gb —

PacBio Sequel II System 单分子实时测序技术 ＜30 h 9～13 kb — 2×106

Oxford Nanopore PromethION 纳米孔测序技术 10 min 100 kb ＞1 Tb —

葛英亮等［29］使用 Illumina MiSeq对水源水水样
中病毒基因组进行测序，与数据库进行比对获得基

因数据，分析了饮用水源水中病毒的多样性，可为水

体中病毒的检测提供理论上的参考依据。张明露
等［30］采用基于 16S rRNA 的焦磷酸测序技术，对丹
江口水库水和北京地区 4个水源水总微生物进行了
分析，结果显示丹江口水库水和北京地区水源水细

菌群落的差异大，且 pH、氨氮等对水样中细菌群落
影响较大。Gomez－Alvarez等［31］研究了地下水与地
表水对供水管网中微生物多样性的影响，多变量分

析表明两区域之间存在显著差异，多样性指数研究

表明地表水源供水管网中的微生物群落多样性比地

下水源的高，且包含更多的与当地微生物群共存的

远缘物种，源水水质参数可能是群落结构差异的主

要原因。
Mukherjee 等［32］使用基于 16S rRNA 基因的焦

磷酸测序方法，对西半球中部高原农村地区水源和

末梢水进行了研究，结果显示水源水与末端水中的

细菌群落显著不同，且水源中致病菌可能会影响龙

头水水质，而龙头水与水源细菌群落的差异性也说

明净水工艺和供水管网对用水水质的影响。
不同水源水中的微生物的优势菌群存在差异。

张明露等［30］对丹江口水库和北京地区两个水源水

的测序结果表明，3类样本的优势菌群不同，北京地
区两水源水样为 α变形菌纲、β 变形菌纲和蓝藻纲，
而丹江口水库水样中优势菌群为硝化螺旋菌纲等。
Mukherjee等［32］的水样组成显示，硬壁菌门较丰富，
其次是变形杆菌和拟杆菌。水源类型和不同水源水
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的混合比例也会影响某些类群的丰度和比例［33－34］。
此外，水源水中有机物对饮用水全流程系统乃至龙

头水中微生物多样性也存在较大影响，如青霉素-
G［35］、丙吡胺［36］、抗生素［37］等有机物的存在会抑制
水中细菌群落的活动，导致水样中细菌总数与丰度

下降。

2．2 16S rRNA在水处理工艺中微生物多样
性的研究应用
饮用水微生物的有效净化是预防介水传染病及

其传播的重要环节。细菌群落组成与条件致病菌的
出现存在潜在联系［38］。饮用水处理厂或配水过程
中遇到的问题可能会导致条件性致病菌( 如分支杆

菌、铜绿假单胞菌、嗜肺军团菌等) 的扩散［39－40］。饮
用水微生物的有效灭活是预防介水传染病及其传播

的重要环节。
Hou 等［41］为了了解饮用水处理系统中的细菌

群落变化，采用 Illumina Hiseq 测序分析，在不同季
节对华南某饮用水处理厂处理流程中的微生物群落

进行了研究。结果表明，处理过程中放线菌、变形杆
菌和硬壁菌的比例发生了较大的变化，放线菌的比

例急剧下降，而处理水中的变形杆菌和硬壁菌的比

例增加并占主导地位。氯化后细菌群落发生了显著
变化，而出厂水中细菌群落的丰度相对稳定，不随季

节变化。在包括出厂水在内的各个工艺流程的水中
检测到一些条件致病菌，包括假单胞菌、不动杆菌、
柠檬酸杆菌、分枝杆菌等，这表明饮用水的安全可能
受到威胁，该结果为饮用水处理流程中微生物时空

变化提供了材料。Wu 等［35］采用液相色谱－质谱 /
质谱联用技术检测饮用水中青霉素-G 的含量，并采
用聚合酶链反应和高通量测序技术 ( 检测细菌 16S
rRNA V3 和 V4 区基因) ，用 Illumina HiSeq2000 检
测样品中细菌的多样性，并计算了各样品的多样性

指数。结果表明，不同浓度的青霉素-G 对饮用水细
菌群落的结构影响较大，添加青霉素-G 后，饮用水
样品中细菌群落物种总数和丰度明显下降，但群落

结构的数量和丰度并未随浓度的变化而变化。青霉
素-G能抑制饮用水中细菌群落的活动，降低饮用水
中细菌的多样性。Potgieter 等［42］使用 3 种连续的
消毒策略( 氯化、氯胺化和次氯酸化作用) ，在饮用
水处理厂和分配系统中采集大量水样，通过 Illumina
MiSeq对 16S rRNA基因的 V4可变区进行测序来表

征细菌的群落组成，结果显示，α－和 β－变形杆菌在
饮用水细菌群落中占主导地位，在氯胺化后 β－变形
杆菌数量增加。除消毒过程对微生物多样性影响之
外，软化［43］、臭氧生物活性炭［44］、混凝［45］、过滤［46］

等均会对水中微生物多样性产生影响。
这些研究表明，饮用水处理厂的处理工艺 ( 物

理、化学、生物工艺) 均会对水中的细菌群落产生一
定影响。

2．3 16S rRNA技术在管网系统微生物多样
性变化的研究应用
经过处理厂净水系统后的出厂水，通过供水管

网( drinking water distribution system，DWDS) 运输到
各用水点。DWDS 的微生物生态受多种因素影响，
包括环境和工程因素以及影响生物膜、水环境和沉
积物中细菌群落组成和结构的操作条件等［47］。除
了水中微生物的影响，出厂水也可能会受到配水系

统本身的影响，比如管道材料［48－49］、管道腐蚀［51］和
松散沉积物的再悬浮［47－51］等。

Huang 等［52］使用了 Illumina 高通量测序和
454 焦磷酸测序两种方法对饮用水全流程的细菌
毒性和毒性因子进行了分析，结果显示，经过氯气

消毒后，细菌多样性下降，但经过管道分配运输后

多样性上升，且饮用水中依然存在部分致病菌。
研究认为，联合使用 Illumina 和 454 焦磷酸测序能
够更全面地表征饮用水系统中的细菌毒性和毒性

因子。
供水管网材质是影响末梢水微生物多样性的一

个重要因素。Liu 等［53］采用的焦磷酸测序方法，以
Roche 454 GS FLX 测序平台，分析了聚氯乙烯
( PVC) 和铸铁管道中的水以及生物膜中的微生物
群落组成。结果显示，菌丝体和腐蚀相关细菌是
PVC和铸铁生物膜中最具优势的细菌，而常见条件
致病菌在不同材质管网中相对丰度不同，且不同材

料表面上的细菌群落具有特定的细菌种群，不同管

道材料( PVC 和铸铁) 对微生物群落，特别是对细菌
组成影响显著，多种微生物会在不同的管材上选择

性繁殖。王薇等［54］利用 Roche 454 GSFLX+测序仪
进行测序，研究了灰口铸铁管、镀锌管和不锈钢复合
管对供水管网生物膜微生物种群多样性的影响，灰

口铸铁管生物膜种群多样性最高，镀锌管生物膜种

群多样性相对较为单一，不锈钢复合管生物膜种群
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多样性最低，不同管材生物膜细菌群落组成差异很

大。Yu等［55］分析了管道材料铜、氯化聚氯乙烯、聚
丁烯、聚乙烯、不锈钢、镀锌钢对生物膜形成潜力和
微生物群落的影响，细菌 16S rDNA 片段的变性梯
度凝胶电泳 ( denatured gradient gel electrophoresis，
DGGE) 显示，不同材料之间存在显著差异，管道材
料不仅影响生物膜形成潜力，而且影响微生物多样

性。Inkinen等［56］利用 16S rRNA和 16S rRNA 基因
测序，对铜和交联聚乙烯( PEX) 饮用水管道生物膜
在两种不同处理条件( 额外消毒和磁化水处理) 下

的细菌群落变化。结果表明，管材对分枝杆菌的产
生有一定的影响，对磁化水处理的铜管的细菌群落

有影响，而对磁化水处理的 PEX管的细菌群落影响
不明显。值得一提的是，由于基于 DNA的测序无法
区分活细菌与死细菌，该研究同时构建了样本的

16S rDNA和 16S rRNA 库，以便更好地研究细菌群
落的活性。

DWDS中的微生物群落具有很强的复杂性，是
因其受到各种因素的联合影响。来自出厂水中携
带的微生物和消毒副产物，分配系统的管材、生物
膜、沉积物等，以及分配过程的水力条件、水龄( 时
间) 、地点( 空间) 等均会对分配系统中的微生物群
落造成影响，可能引起微生物多样性和群落结构

的变化。Liu 等［53］、Yu 等［55］和 Inkinen 等［56］的研
究均表明了管材对于分配系统中微生物群落的选

择性。
除管网材质外，时空变化亦是影响末梢水生物

安全的重要因素。Wang等［57］研究了管网中不同水
龄的 4个样本，结果显示，随着水龄的增长，余氯逐
渐减少，溶解有机质、细菌总数和细菌多样性增加。
但是也有相反的报道，如 Hwang等［58］对 5个地点的
水样微生物群落的研究表明，采样地点和水龄 ( ＜
21. 2 h) 对大多数时间点样品的微生物组成无明
显影响。Perrin 等［59］研究巴黎 DWDSs 的细菌群
落，结果表明，菌丝微杆菌和幽门杆菌是最具代表

性的细菌属，细菌群落在空间上相当稳定，随着时

间的推移略有波动。Roeselers 等［60］从荷兰 32 个
饮用水供水管网的不同地点收集水样，结果显示，

出厂水的微生物群落结构与末梢水没有实质性差

异，同一供水管网的特定群落展现出时间上的稳

定性，同一供水管网内的末梢水样显示出非常相

似的群落结构。

2．4 其他
除了上述水处理工艺、配水系统中生物膜和管

材以及时间的影响之外，还有许多其他方面的对饮

用水微生物的研究，例如水力条件［61］、水化学因
素［62］等。Liu 等［51］利用 Illumina MiSeq 进行 DNA
测序，确定了水源、处理水和配水系统在利用
Bayesian“SourceTracker”方法塑造龙头水细菌群落
方面的比例贡献。

Douterelo等［63］研究了小流量、稳态流量和大流
量水力条件对试验配水系统细菌群落结构和组成的

影响，结果表明，在大流量水力条件下，细菌群落的

物种丰富度和多样性有提高的趋势。
在对细菌群落多样性分析方面，与传统培养方

法相比，高通量测序技术具备一定优势。Perrin
等［59］研究了巴黎 4个饮用水分配系统的细菌群落，
比较了基于培养方法描述的细菌多样性和基于高通

量测序方法描述的细菌多样性。结果表明，基于培
养的方法所展现的细菌多样性，仅为基于高通量测

序法的 1. 3%～1. 8%。仅小部分的细菌多样性能够
被传统培养方法所鉴定。高通量测序法则显示高灵
敏度的特点，使用高通量技术能够更准确地描述微

生物群落的状态以及检测其内部和外部发生的

干扰。

3 总结与展望
本文基于 16S rRNA 基因的特征，总结并分类

分析了 16S rRNA应用于饮用水的微生物多样性研
究，包括源水水质、水处理流程、供水管网条件等因
素对微生物多样性的影响。结果表明，水源条件、处
理工艺、管网条件等均会对末梢水微生物群落多样
性造成影响，其中，水源条件与末梢水微生物种群结

构的相关性较大，处理工艺与管网条件对龙头水中

微生物种群丰度的影响较大。
16S rRNA 测序技术为饮用水微生物多样性研

究带来了极大的帮助，但仍存在一些问题，如仅采用

16S rRNA分析无法对某些差异较小的细菌鉴定到
种，基于 PCR 技术可能带来的污染和假阳性问题
等。在此，对 16S rRNA 测序技术及饮用水微生物
研究做出以下几点预测。
( 1) 高通量测序技术的不断革新。NGS 的出现

使得微生物基因研究的成本大幅度降低，试验时间

大幅度缩短，带来了很好的经济和效率收益，加快推
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动了微生物多样性的研究。Illumina 测序平台继推
出 Hiseq、Miseq 之后，近几年新推出了 Novaseq 和
iSeq，以适应更多的需求。可通过改进文库构
建［64－65］和测序读长质量控制［66－67］的方法来改善平

台的数据分析，不断完善自身，降低错误率，提高应

用能力。
( 2) 不同研究技术的结合使用。为了更好地

研究饮用水微生物，只使用单一的方法是不够

的，因为任何方法都有其局限性，应当合理地结

合使用不同的方法，以求对样本进行更全面的描

述和理解。例如 : 研究量较少时，第一代 Sanger
测序依然是一种选择 ; 需要较长读长时，单分子

测序技术的应用则更适合 ; 需要较高通量时，高

通量测序技术则为较好的选择 ; 为了对样品进行

初步的筛选或评估，可以使用指纹图谱技术、荧
光原位杂交技术进行微生物定量分析和群落结

构分析等。
( 3) 研究规模的不断扩大。目前，对饮用水微

生物多样性的研究大都是集中于一个方面 ( 如管

材、时间、消毒剂等) 、一项处理流程或者一段运输
分配路径对饮用水微生物多样性的影响，且对单一

方面的研究也只局限于某一小区域的样品分析。
未来应当有更多的关于可能影响饮用水微生物的

多种因素( 饮用水处理全流程) 的更大规模 ( 市级

供水管网、全国管网) 的项目及研究，以便更深刻
地了解饮用水微生物的各项特性，从而对其进行

针对性的处理。
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