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摘 要:于稳定运行但效能有明显差异的 2套序批式生物膜反应器单级自养脱氮系统,研究了微生

物群落结构的 PCR-DGGE、rea-l t ime PCR等现代分子生物学特点及其运行效能与之的相关性。结

果表明:运行效能好的反应器活性污泥及生物膜浓度较高, 微生物群落结构差异较大,二者相似性

为 58. 3%,溶解氧在活性污泥及生物膜内的分布特点为各类微生物及其代谢创造了良好环境,系统

中好氧氨氧化菌 AOB 及厌氧氨氧化菌 ANAMMOXz在数量上绝对占优, 各类细菌的协同代谢使

系统总氮去除率达到 80%以上。运行效能相对较差的反应器,由于在反应器启动过程中没有将亚

硝酸氧化菌 NOB 完全 洗脱 ,系统中出现 NO3
- 积累, 且系统挂膜不理想, 生物膜浓度低, 生物膜

与活性污泥微生物群落结构相似性为 100%,优势功能菌单一,从而造成运行效能较低,总氮去除率

仅为 20%~ 30%。维持 SBBR 自养脱氮系统微生物群落结构的稳定及平衡性,生物膜是关键性

因素。
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Abstract: PCR-DGGE and rea-l t ime PCR technolog ies w ere applied to analy ze the relat ionship betw een

operat ion ef f iciency and microbial community st ructur e o f the Sequence Batch Biof ilm Reactor ( SBBR)

autot rophic nit rogen removal process. T he reactor w as possessed of a high nit rog en removal eff iciency.

And the similarity of micr obial community st ructure betw een act ive sludge and bio film samples w as 58. 3%.

The features of DO dist ribut ing on act iv e sludge and biofilm made an appr opr iate condition for dif ferent

bacteria. A mmonium oxidat ion bacteria and anammox w ere the preponderant bacter ium in reactor. And

their co- metabolism s made T N removal rate r each to 90% and 80%, respect iv ely . The reactor w orked under

a low eff iciency w ith low concentration o f biof ilm. It is found that there is no much differ ence betw een



biof ilm and act ive sludge samples on the microbial community structure. T he similarity reached to 100%

and the variety of dom inant bacteria w as poor. Nitrite ox idat ion bacteria ( N OB) w ere not w ashed out

during the set-up t ime that NO 3
- was accumulated in this reactor. TN r emoval rate w as only about 20% to

30% .

Key words: autot rophic nit rog en removal, performance, microbial community st ructure, PCR-DGGE, rea-l

time PCR

单级自养脱氮工艺是新型生物脱氮工艺的一

种,在处理低碳高氨废水上具有简易、高效、低耗等

特点而具有较大的潜力, 成为生物脱氮领域中的研

究热点[ 1-3]。不少学者从溶解氧( DO)、氨氮负荷率、

具有自养脱氮功能的污泥富集形式等对该工艺的实

现和运行进行了探讨 [ 4-7]。由于该工艺研发较晚, 目

前对其微观作用机理研究仍显滞后。主流观点认

为, 系统内主要功能菌为亚硝化菌 ( ammonium

ox idizing bacteria, AOB)、硝化菌( nitr ite o xidizing

bacteria, NOB ) 及 厌 氧 氨 氧 化 菌 ( anaerobic

ammonium oxidizing bacteria, ANAMMOX) 3大类自养

菌
[ 7-10]
。由于自养菌世代周期较长, 且难以模拟其

生长繁殖的条件而不能获得细菌的纯培养, 加上系

统内微生物的多样性, 使得传统微生物学方法不能

完全满足自养脱氮系统微观层面的研究。近年来,

采用生物标记技术, 特别是以 16S rDNA 为基础的

分子生物学技术, 在环境领域应用研究的迅速发

展[ 11-13] ,使得掌握该工艺中主要功能菌的微生物群

落结构及微生物多样性, 并探讨数量和结构对反应

器效能的影响成为可能。

该文从宏观控制参数条件相同、运行稳定但效

能有明显差异的 2 套序批式生物膜单级自养脱氮

( SBBR)反应器中, 采集生物膜及活性污泥样品, 利

用变性凝胶梯度( PCR-DGGE)、实时 PCR( rea-l t ime

PCR)等技术对其进行微生物群落结构研究, 了解

SBBR自养脱氮系统的微生物组成、群落结构及其

影响因素,分析宏观运行效能与自养脱氮系统微观

组成相关性。

1 材料与方法

1. 1 试验装置

试验装置如图 1所示, 共有 A、B 2组有机玻璃

反应器同时运行,反应器有效容积均为 30 L。其中

A反应器应用了空心球与弹性填料组合, 而 B 反应

器只采用软性填料。

研究采用人工配液进行试验, 即称取适量的

NH 4HCO3 加入自来水中,控制进水 NH 4
+
-N 约为

160 mg / L。加入一定量的 NaHCO3 调节进水 pH

值为 8( 0. 2) ;加入适量的 KH 2PO4 作为微生物代

谢所需的磷源;按每 L 溶液 2 mL 微量元素贮存液

加入反应器。系统保持在 30 条件下运行, HRT

为 2 d,不人工排泥。控制系统温度在 30 左右。

图 1 试验装置示意图

A、B系统前期分别在 DO 为 0. 8~ 1. 5 mg/ L

和 1. 5~ 2. 0 mg / L 连续曝气的状态下完成了启动,

但脱氮效能不理想,之后将供氧方式改为间歇曝气,

并控制反应器 DO 均为 2. 0~ 2. 5(曝气) / 0. 2~ 0. 4

(停曝) mg / L ,曝停比 2 h: 2 h [ 14]。在该控制条件下,

A、B 2组反应器的运行效能有所提高, 均具有一定

的氨氮转化率及总氮去除率, 研究在该条件下取样

进行。

1. 2 DNA提取

分别从反应器中采取活性污泥样品及生物膜样

品,于 10 000 r pm 高速离心 5 min, 取沉淀污泥约

100 mg, 按文献[ 15]方法提取样品 DNA。

1. 3 PCR-DGGE

PCR扩增、DGGE 电泳的具体运行条件及图谱

相关性分析详见文献[ 15]。

1. 4 Rea-l time PCR

分别选用好氧氨氧化菌( AOB)、亚硝酸氧化菌

( NOB)及厌氧氨氧化菌( ANAMMOX)特异性引物

用以 rea-l t ime PCR,表 1为各类细菌的 PCR 引物。

以各细菌序列片段的 T 质粒载体克隆作为定量标
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准品,采用 T A 粘末端克隆法制备重组质粒, 将其进

行倍比稀释后在荧光定量 PCR检测中利用标准品

扩增得到定量标准曲线, 并结合标准曲线对样品进

行定量分析。具体操作详见文献[ 16-18]。

表 1 各类细菌 PCR 引物

细菌 引物

AOB
5 -GGAGRAAAGCAGGGGATGG-3

5- CGT CCT CTCAGACCARCT ACTG-3

NOB
5 -CCT GCT T TCAGT TGCT ACCG-3

5-GT TT GCAGCGCT TT GTACCG-3

ANAMMOX
5- ATGGGCACTMRGTAGAGGGGT TT-3

5-AACGT CTCACGACACGAGCTG-3

1. 5 分析测试项目与方法

悬浮固体( SS) 和挥发性悬浮固体( VSS) :标准

重量法[ 19] ; pH : Sension2型便携式 pH / ISE 测量仪;

溶解氧: LDO
TM

HQ10 便携式溶解氧测量仪; COD:

重铬酸钾-硫酸银氧化法; 总氮: 过硫酸钾氧化-紫外

分光光度法 [ 19] ; 亚硝酸盐: N-1-奈基-乙二胺比

色法[ 19] 。

2 结果与分析

2. 1 反应器运行

A反应器进出水各形态氮浓度及系统运行效能

如图 2 所示。该反应器出水水质在本试验阶段稳

定,进行监测的 70余天内, 出水氨氮浓度保持在 0

~ 17 mg / L ,转化率超过 90% ;总氮浓度约 25 mg/ L

左右,去除率介于 81% ~ 87%。

图 2 A反应器氮转化关系图

B反应器进出水水质如图 3所示。在试验过程

中,反应器出水氨氮在 70~ 90 mg/ L 范围波动, 好

氧氨氧化过程反应不充分, 系统只有 40% ~ 60%左

右的氨氮转化率, 系统内基本上无 NO 2
--N 积累,

NO3
--N 除少数几天浓度低于 10 mg/ L 外, 一直在

30~ 40 mg/ L 波动。由 NH 4
+
-N 氧化生成的

NO2
-
-N 很大一部分又被进一步氧化成 NO3

-
-N,

其余与残余 NH 4
+-N 发生了厌氧氨氧化过程,所以

系统T N 去除率不高,除个别时候达到 40%外,其余

试验期间均仅在 20% ~ 30%。与 A 反应器相比, B

反应器同期时间内运行效能明显较差。

图 3 B反应器氮转化关系图

2. 2 反应器微生物群落结构

图 4、图5分别为 SBBR自养脱氮系统接种污泥

及 A、B反应器中活性污泥与生物膜样品 DNA( a)、

PCR扩增产物 ( b)琼脂糖凝胶电泳图谱和 DGGE

结果。

图 4 DNA(I)及 PCR 扩增产物( II)琼脂糖凝胶电泳图谱

图 5 PCR 产物的 DGGE图谱及其强度分析

图 4中从左到右分别为: M arker ( -H ind )、

接种污泥、A 反应器活性污泥、A 反应器生物膜、B

反应器活性污泥、B反应器生物膜。

图 5显示,接种污泥样品条带数明显多于驯化
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后的 SBBR自养脱氮系统,相比于接种污泥, 稳定运

行的 SBBR自养脱氮系统内微生物群落结构种群多

样性降低, 这是由于在整个驯化过程中,人工配液里

不含有机碳源, 随着反应器内有机碳源的减少,系统

中自养细菌在和异养细菌的竞争中逐渐占据优势地

位,适应能力较弱或对有机碳源量要求较高的异养

细菌则被大量淘汰, 从而使得该 SBBR 自养脱氮反

应器中微生物的种群结构变得相对简单。

A反应器,成功启动后具有较高的运行效能, 氨

氮转化率超过 90% , 总氮去除率达到 80% 以上。

DGGE 条带图谱统计分析结果显示, 该系统中,活性

污泥样品含有 10 条优势功能菌条带, 生物膜有 14

条,二者微生物群落丰富度值分别为 0. 588 和

0. 824,相似性为 58. 3%。而 B反应器, 从接种驯化

开始, 除单纯采用软性填料外, 虽运行控制条件等均

与 A反应器相同, 但运行效能明显低于 A 反应器。

B系统挂膜不理想,活性污泥与生物膜样品微生物

构成没有明显差异, 二者微生物群落相似性达到

100% , 2种样品中均含有 7条条带, 微生物群落丰

富度值为 0. 412。试验同期测得 A 与 B反应器内活

性污泥浓度分别为 728 mg/ L 和 757 mg/ L , 生物膜

浓度分别为 844 mg / L 和 433 mg/ L。显然,与 A 反

应器相比, B反应器中活性污泥浓度与之相当,但生

物膜浓度却只有 A 反应器生物膜的一半左右。若

将相同比表面积下生物膜厚度与生物膜浓度视为正

比关系,则可以认为 B反应器中生物膜没有较好形

成,厚度较薄,难以在膜内形成 DO梯度,故膜内 DO

的分布可以视为与完全混合的活性污泥相当, 使得

生物膜与活性污泥的微生物群落结构无显著差异。

2. 3 SBBR自养脱氮系统功能菌定量化研究

A、B反应器各类功能菌荧光定量 PCR结果见

图 6。

图 6 A、B系统功能菌数量示意图

由图 6可以看出, AOB在 A 反应器中数量明显

多于 B 反应器, 活性污泥和生物膜样品分别比 B 系

统高出 2个和 1 个数量级。AOB 在自养脱氮过程

中负责氨氮转化的第一步, 以 NH 4
+
-N 为底物, 将

其氧化为 NO 2
--N, 丰富的 AOB 数量使得 A 系统

具有较高的氨氮转化率, 达到 90% 左右。B 系统

AOB较 A 系统少, 有限的 AOB 只能将一部分

NH 4
+-N 进行代谢,从而直接影响到系统后续的运

行效能。

NOB在 A、B系统中的分布与 AOB 有较大差

别,该类细菌在 A 反应器中不占优势, 与其它功能

菌相比, 相差 2~ 3 个数量级, 但在 B系统中, NOB

数量级与 AOB相当。造成该现象的原因有 2点: 1)

A 系统前期在 DO= 0. 8~ 1. 5 mg/ L 连续曝气的状

态下启动, 而 B系统启动时 DO = 1. 5~ 2. 0 mg/ L。

有研究表明
[ 20]

, 在溶解氧浓度较低的情况下, AOB

与 NOB的增长速率均下降, 但 NOB的下降趋势比

AOB要快。低 DO 浓度, 尤其是在 DO 低于 1. 0

mg/ L 的情况下, A OB 与 NOB的竞争中 AOB比较

有利。所以在 A 系统中 NOB 数量上不占优, 而 B

系统中 NOB与 AOB数量相当, 从而推动了 NO 2
-

向 NO3
- 的转化; 2) B 系统在前期启动过程中有较

多的 NO 2
--N积累,由于系统没有较好地形成生物

膜, 缺 乏 足 够 的 厌 氧 环 境, 阻 碍 了 厌 氧 菌

ANAMMOX的代谢, 积累的 NO2
-
-N 很大程度上

为 NOB 的代谢提供了充足的底物, 为 NOB 所利

用。以上 2点原因造成 B系统中 NOB没有被完全

洗脱 ,在该系统中数量较多, 成为了优势功能菌。

从 B系统运行效能图(图3)中也可以看出, B反应器

内 NO3
--N 浓度较高, 一直在 30~ 40 mg/ L 波动,

由 NH 4
+-N 氧化生成的 NO2

--N 很大一部分又被

进一步氧化成 NO 3
--N。

ANAMMOX无论在 A 反应器还是 B 反应器,

数量上均为占优的。运行效能优秀的 A 反应器中

ANAMMOX数量级达到 1012 ,而脱氮效果不好的 B

系统中数量级仅为 1010 , 说明 ANAMMOX 的数量

在一定程度上直接与整个系统的脱氮效能相关,

ANAMMOX数量越多, 系统出水的水质越高。

3 讨论

目前, 单级自养脱氮工艺氮去除机理的主流观

点认为:系统内氨氮首先由 AOB将之部分氧化为亚

硝氮, 剩余的氨氮再和第一步反应生成的亚硝态氮

在 ANAMMOX 作用下进一步反应生成氮气
[ 8-9]
。

AOB 为好氧菌, 而 ANAMMOX 对氧气相当敏

感 [ 21]。因此, 若想使 SBBR自养脱氮系统具有良好

的运行效能,其技术关键是控制反应器中的溶解氧

浓度, 创造一个既利于 AOB又不阻碍 ANAMMOX

代谢的微生态环境, 推动亚硝化和厌氧氨氧化这 2
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个过程顺利进行。在试验的控制条件下, DO为 2. 0

~ 2. 5(曝气) / 0. 2~ 0. 4(停曝) mg/ L, 曝气时的 DO

浓度将对厌氧氨氧化菌正常生理代谢产生抑制。因

此,需要利用各类微生物对 DO的不同适应性,根据

生物膜内的 DO 梯度, 在生物膜内有序生长。生物

膜外表面溶解氧浓度较高,以好氧亚硝化菌为主; 深

入生物膜内部, 氧传递受阻,并且因外部好氧菌对氧

的消耗,在生物膜深处产生缺氧区和厌氧区, 厌氧氨

氧化菌将占优势。因此在运行效能较好的 A 反应

器中,生物膜与活性污泥样品微生物区系组成具有

差异,二者相似性仅为 58. 3% , 生物膜样品的丰富

度值高于活性污泥样品, 且脱氮功能菌 AOB、

ANAMMOX数量均明显多于 B反应器。在该系统

中,活性污泥与生物膜之间构成了一个微小的生态

系统, 氮的去除是其中各种微生物相互平衡、协同代

谢作用的结果。较高的生物膜浓度及微生物多样性

为 SBBR自养脱氮创造了一个良好环境。

B反应器, 活性污泥与生物膜样品中均含有 7

条条带, 微生物群落丰富度值为 0. 412,二者微生物

群落相似性达到 100%, 活性污泥与生物膜样品微

生物构成并没有明显差异, N OB 在系统内没有被完

全 洗脱 ,功能菌AOB、ANAMMOX数量优势与A

系统相比不明显, 生物膜没有很好形成, 厚度较薄。

从反应器氮转化关系图(图 3)中可以看出, B反应器

在运行期间内具有 40% ~ 60%左右的氨氮转化率,

可以认为该反应器能够实现自养脱氮的第一步: 好

氧亚硝化过程。但系统的总氮去除率只有 20% ~

30% ,转化的氨氮以 NO3
-
-N 残留在系统内, 只有

部分发生了厌氧氨氧化过程,较差的生物膜特性没

有为厌氧氨氧化菌创造一个良好的代谢环境, 厌氧

微生物数量较低,使自养脱氮过程停留在好氧阶段。

此外,虽然 B反应器中活性污泥及生物膜 2种样品

均存在多种微生物, 但从 DGGE 图谱中可以看出,

系统内优势功能菌单一,带 7所代表的微生物在系

统中显得尤为强大, 从而使系统没有良好的微生物

协同代谢过程, 系统只完成了少量的自养脱氮过程,

宏观表现则为较差的运行效能。

4 结论

1)在稳定运行的 SBBR 自养脱氮系统内, 与接

种污泥相比,微生物群落结构较为简单,自养菌被富

集而 大 量 异 养 菌 则 被 淘 汰, AOB、NOB 及

ANAMMOX数量大幅增长, 成为系统中优势功

能菌。

2)运行效能好的 A 反应器,生物膜与活性污泥

微生物区系组成相似性低, 活性污泥与生物膜之间

构成了一个微小的生态系统, 氨氮通过各种微生物

之间的相互平衡、协同代谢去除。运行效能较差的

B反应器,由于生物膜没有很好形成, 活性污泥与生

物膜的微生物群落结构相似, 功能菌单一不利于系

统脱氮。

3)运行效能好的 A 反应器, AOB及 ANAMMOX

数量上与 NOB相比占有绝对优势,系统能够较好的

完成 NH 4
+-N向 NO 2

--N 的转换及厌氧氨氧化过

程;运行效能较差的 B反应器, NOB没有被完全 洗

脱 ,系统中出现 NO 3
-
-N 积累, 阻碍厌氧氨氧化过

程,从而影响了整个脱氮效能。

4)维持 SBBR自养脱氮系统微生物群落结构的

稳定及平衡性, 生物膜是一关键性因素, 尤其在高

DO范围内, 厌氧菌对生物膜的依赖性强, 利用生物

膜内多种微生物的协同代谢作用可以为反应创造适

宜条件,使系统有较好的运行效能。
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