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城市污水 法短程生物脱氮系统
石肖化菌群的定量分析

杨 庆 ’,

彭永臻‘ ,

曾 薇‘ ,

杨岸明 ’, ,

北京工业大学 北京市水质科学与水环境恢复工程重点试验室 北京
, ,

卯
一 ,

摘 要 为了研究实时控制对短程生物脱氮中试系统内硝化菌群结构组成的影响
,

在考察系统常温条件下处理

城市污水时短程硝化效果的同时
,

采用
、 一

以裕 和
一

克隆序列 分子生物学方

法对 中试系统 有效容积为 硝化菌群中的氨氧化菌 和亚硝酸氧化菌 进行定性与定量

化分析 结果表明
,

在短程脱氮系统中
,

相比于 已成为明显的优势菌群
,

占总菌群的 一

且没有检测出 结果表明
,

短程脱氮中试系统中的 均以
一

为主 污泥

样品的
一 一

沟 结果表明
,

所有的克隆相似于
,

其中 以上的克隆相似于

犯 ￡翻阳加即

关扭词 短程生物脱氮 二
一

克隆序列

中图分类号 一 文献标识码 文章编号 一 一 一

近年来由于氮磷的过量排放
,

受纳水体的富营养化现象 日益严重
,

而我国城市污水处理 厂的
、

去

除率普遍不高
,

尤其是低 城市污水的脱氮问题已成为当今城市污水处理厂巫待解决的主要难题 短

程生物脱氮工艺由于具有节约能耗
、

节省碳源等优点
,

在一定程度上是解决低 废水脱氮问题的好方

法
,

因此已成为国内外污水处理的研究热点〔’ 目前的研究多是集中在对短程生物脱氮影响因素的研究
,

较少涉及以优化工艺为目的的硝化菌群内部结构分析
,

缺少对
“

微生物
”

在不同状态下动态变化的调控研

究与分析胳 〕 近年来快速发展的以分子生物学手段为活性污泥的种群分析提供了新的拓展空间
,

以聚合

酶链式反应 因 。 ,

简称 和荧光原位杂交
,

简称

为代表的分子生物学分析方法应用于污水生物处理 系统硝化菌 的原位检测 已有文献资料报道

为了充分了解氨氧化菌
一 ,

简称 和亚硝酸盐氧化菌
一

,

简称 两大菌群在实时控制模式下的结构分布及生物活性的动态变化
,

有必要在对短程脱氮系统

特性研究的基础上
,

进一步研究硝化菌群的结构组成及空间分布

试验材料和方法

试验设备与运行方案

试验用水采用北京某城市污水厂初沉池出水
,

活性污泥的种泥取 自该污水厂的回流污泥
,

原水水质情

况如表 所示 试验的中试反应器建于该污水处理厂初沉池附近
,

反应器池体由钢板焊制
,

内部做防

腐处理
,

反应器的有效容积为
,

装置如图 所示 在试验过程中
,

为节省外碳源的投量
,

均采用多段

进水的运行方式
,

进水泵设置在初沉池的出水检查井中
,

进水量既可通过浮球液位计来控制
,

也可通过时

间控制 当进水量满足要求后
,

停止进水泵
,

启动鼓风机进行曝气
,

恒定曝气量为 硝化反结
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束后
,

鼓风机停止曝气 第 次进水并启动潜水搅拌器利用原水中有机物进行缺氧反硝化
,

反硝化反应结

束后
,

停止搅拌
、

继续曝气 重复进行好氧 缺氧交替的进程
,

直至反应器加满水
,

最后一次反硝化过程启

动碳源投加泵为系统补充碳源 整个反应过程按照实时控制策略操作运行 反应全部完成后按照设定的

时间进行沉淀
,

之后通过潍水器排水
,

排水完成后进入闲置阶段等待进入下一个周期 系统的平均污泥浓

度控制在 左右
,

污泥龄为 一 巧

农 试验用水水质情况

介 一 触 七 卿 一 附
· 一

, 〕】〕

一

呵
一

一

呵
一

一

呵
一

一 一

试验分析方法

试验过程每 读取 次在线参数
,

包括 值
、

户二
、

氧化还原电位 闪
,

简

称
,

并根据其变化规律间隔 一 取水样
·

根据标准方法测定水样 中的
,

呵
一 ,

。 一 ,

。 一 ,

。, 值
,

和 的检测采用德国 公司的 系列在线

仪表及传感器测定

及寡核昔酸探针

按照 的操作方法进行 分析〔〕 采用质量分数为 的多聚甲醛溶液
,

在 ℃下对污泥样

品固定 一 对固定后的污泥样品进行超声分散
,

然后将样品滴加在明胶包被过的载玻片上
,

在

空气中干燥后
,

将其先后浸泡于体积分数为
,

和 的乙醇溶液中脱水各 杂交缓冲液包

括
、 ,

质量分数为 的 二烷基硫酸钠 刘
,

简

称 和甲酞胺 质量分数见表
,

值为 将荧光标记的寡核昔酸探针溶解于杂交缓冲液中
,

在

℃下与污泥样品杂交 采用的寡核昔酸探针列于表 杂交结束后
,

采用洗脱缓冲液在 ℃下洗脱

在干燥后的样品上滴加抗荧光衰减液
,

采用 型荧光显微镜对每个污泥样品随机

拍摄 一 张照片
,

并用于 软件进行定量分析
一

变性梯度凝胶电泳
,

简称

采用 试剂盒进行污泥样品的 提取 引物采用
一 一

其基

因序列为 几
一 ‘

和
一 一

其基因序列为 气

’ ,

特异性扩增 混合液 拜 包括 拌 超纯水 川 缓冲液
拌 正向引物 拌 拌 反向引物 产 矛 拌 聚合酶 拌
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· 一 ’ 拜 模板 反应条件 ℃下
,

个循环 ℃下 一 、 ,

℃下
,

℃下
,

最后 ℃下延伸

表 分析中采用的寡核普酸探针
·

邝 绍

探针 甲院胺 荧光标记物 检测 目标

, 几乎全部

段 归
一

卜

邓

,

由 二 混合组成
,

其甲酞胺浓度不受限制
,

可遵循与其混合的另一

种目标探针的甲酞胺浓度

采用美国 草。 公司的 检测系统对 产物进行 〕 分析 分别准备 种

质量分数为 和 的凝胶溶液变性剂
,

在
、

℃
、 火 缓冲液中运行 染

色凝胶
,

然后在 成像系统中进行观察
一

克隆序列 飞 分析

引物采用标准的
一

基因序列为
‘ 一 ’

和
一

基

因序列为
‘

’
,

特异性扩增 混 合液 拌 包括

拌 超纯水 拌 缓冲液 拜 拜 正 向引物 拼 拼 反 向引物 拌 砂

聚合酶 拜 拼 模板 反应条件同

产物采用 试剂盒进行纯化后
,

与 载体连接 重组体在

试剂盒中导入 感受态细胞 将转化混合液涂布于含有氨卡青霉素的

琼脂培养皿
,

在 ℃下培养 通过蓝白斑筛选阳性克隆体
,

采用 正向引物和反向引物直接对阳

性克隆体中的 基因片段进行特异性扩增
,

通过琼脂搪凝胶电泳检验 产物
,

从中选取 个

阳性克隆体
, , , , , , ,

的 产物
,

采用 基因测序仪进行测序分

析 应用 软件对测序结果进行处理后提交到 网站 。 ,

采用

软件进行目标序列和基因库中所含序列的相似性分析 参考 分析结果
,

选取相关

性 基因序列
,

建立包含 目标序列和相关性序列的 格式的文件
,

提交到 网站 印
,

采用 软件进行目标序列和相关性序列的对比分析并建立系统发育树

结果与分析

实时控制模式下短程生物脱氮的实现与德定

为了避免过度曝气
,

准确地把握 法氨氧化反应的终点
,

以实现短程硝化 彭永臻等选择了可在

线检测
、

响应时间短
、

精度较高的
、

, 和 值作为被控变量进行了大量研究〔
一

〕 在此基础上
,

本试

验采用分段进水的模式对实时控制好氧 缺氧时间条件下短程生物脱氮的实现与稳定进行了中试研究
,

分

次进水的 法交替硝化反硝化过程中
、

呵
一 、

‘
一 、 一

随时间的变化规律及在线参数

值相应的变化规律见图 当好氧曝气过程进行到 时
,

有机物基本降解完成
,

此时在 曲线上

会出现由上升变下降的 点
,

之后出现的 点
、 。 点

、

点可分别指示每阶段氨氧化反应的终点 通过对交

替好氧 缺氧过程的实时控制
,

系统的总氮去除率达到
,

而且获得了较好的短程硝化效果
,

各段硝

化反应结束时的亚硝化率均在 以上 实时控制是短程硝化得以 实现的主要因素
,

由于 必须在

产生亚硝酸盐后方可生长
,

因此
,

如果在氨氮刚好氧化完成时或之前停止曝气
,

亚硝酸盐将有所 累

积
,

应用实时控制
,

既可保证氨氮被完全氧化
,

又防止了亚硝酸盐的进一步氧化
,

是短程硝化实现的必要条
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件 同时交替缺氧 好氧的运行模式也加快了短程硝化实现的步伐
,

每个缺氧段之后的好氧段 总是

比 提前恢复活性
,

因此 在硝化菌中的比例被大大提高
,

并最终成为优势菌种 为了更加直观地

考察中试系统内硝化菌群的结构和演替规律
,

进行了一系列分子生物学试验

中试系统内 与 的 定 分析结果

中试短程生物脱氮系统的 定量分析结果为 占总菌数的 以上
,

的量极少
,

几

乎没有检出 定量结果表明
,

在亚硝酸盐积累率高于 后
,

在活性污泥中所占的比例与亚硝

酸盐积累率没有明显的相关性
,

但 相比 已成为明显的优势菌群
,

或者已实现从系统中淘汰

的 分析结果

中试短程生物脱氮系统的 〕 分析结果如图 所示
,

同时做 个污泥样品平行样
,

污泥样品

条带的重现性很好

︵
一·

︸日︾。

虽

一一

私
户︸旨︾叠飞
不艺老

图 实时控制模式下 法脱氮效果及在线

参数变化规律

雌
一

’ 一
图 兀 的分析结果

由于 引物的目标序列是 的功能基因
,

因此 二 凝胶上标记的主要条带应属于

污泥样品 咬 条带的特点均出现在变性剂浓度 一 的范围内
,

根据文献资料
,

在该变性

剂浓度范围内出现的条带应属于
一 。 由于 分析结果提供的信息是有限的

,

无法

在
“

种
”

的水平上确定 的种类 如要获得更准确的分析结果
,

需要切割 条带
,

继续进行

子
一

克隆序列分析
,

从而确定 的种类

的
·

克隆序列分析结果

对 中试反应器的污泥样品进行
一

克隆序列分析 由于 引物的 目标序列是 的功能

基因
,

因此阳性克隆体的外源基因片段为 基因
,

测序分析及序列对比分析都是针对 的

基因序列 选取 个阳性克隆体
, , , , , , ,

的测序结果进行

的相似性分析
,

结果为 的 基因序列相似于 。“ 阳户口 的 基因序列相似于

的 基因序列相似于 尸“ 加 的 基因序列相似于
, “

加 的 的基因序列相似于 “ 加 的 一 基因序 相似于
, 加 的 基 因序 相似于 的 基因序 相似于

” 。 “ 、 所有的克隆相似于 ” 。 ,

这与 分析结果完全一致
,

其中 以上的克隆
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相似于 ’ 。“ 加 采用 进行 目标序列和相关性序列的对 比分析并建立 系统发育

树
,

如图 所示

一

一

—
· ·

一

——
——

一

—— 衍

—
‘

—司 ·

一

「

—
—

一

一

·

一
·

一

·

·

·

图 利用 基因建立的系统发育树

结论

应用有效容积为 。 的 系统对低碳氮比城市污水短程生物脱氮进行了中试研究 通过采

用分段进水交替缺氧 好氧的运行方式
,

结合过程实时控制
,

系统在保证总氮去除率在 的基础上
,

成功实现了短程硝化
,

各反应段亚硝化率均在 以上

系统不仅在处理效果上实现 了短程生物脱氮
,

而且在污泥种群上也发生 了
“

质
”

的变化 应用

技术定量地对系统内
、

进行了分析 结果表明
,

在长期实时控制的作用下
,

占总菌数

的 以上
,

的量极少
,

几乎没有检出 这说明 已成为硝化菌群中的绝对优势菌种
,

逐渐

被淘汰

采用
一

对污泥样品中的 做初步定性分析
,

结果显示短程生物脱氮系统中的

均 以
一

诀。 为主 污泥 样品的
一 一

结果指示 所有的克隆相似于
,

与 分析结果完全一致
,

其中 以上的克隆相似于 。“ 加
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