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不同 DO 下 MBR 内微生物群落结构与运行效果关系 

高大文*,李昕芯,安  瑞,付  源,任南琪 (哈尔滨工业大学城市水资源与水环境国家重点实验室,黑龙江 哈尔

滨 150090) 

 
摘要：应用 A/O-MBR 处理实际生活污水,考察了不同溶解氧(DO)条件下,微生物群落结构与其处理效果的对应关系.结果表明,DO 浓度在

0.2~4.0mg/L 对 COD 去除效果无明显影响,COD 平均去除率均在 90%以上.DO 浓度变化对 NH4
+-N 去除影响较大,DO 浓度下降到 0.2mg/L

时,NH4
+-N 平均去除率由 99%下降到 65%.通过 PCR-DGGE 分析,较高 DO 条件下(4.0,2.0mg/L)的总细菌微生物群落多样性高于较低 DO

条件(0.5,0.2mg/L),但其群落结构变化与与反应器的处理效果对应关系不明显;氨氧化菌的群落结构变化较明显,且在不同的 DO 条件下起

主要作用的氨氧化菌的菌属不同,其群落变化与反应器的 NH4
+-N 去除效果相对应,DO 为 2.0,0.5mg/L 时氨氧化菌群落结构比较相似,此时

反应系统的脱氮效果也比较好. 
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Relationships between microbial community structure and the performance of MBR under different dissolved 
oxygen. GAO Da-wen*, LI Xin-xin, AN Rui, FU Yuan, REN Nan-qi (1.State Key Laboratory of Urban Water 
Resource and Environment, Harbin Institute of Technology, Harbin 150090, China). China Environmental Science, 
2010,30(2)：209~215 
Abstract：Microbial community structure and nutrient removal performance under different dissolved oxygen were 
investigated using Anoxic-oxic submerged membrane bioreactor (A/O-MBR) for municipal wastewater treatment. Results 
showed that the COD removal was not influenced markedly by the variations in DO between 0.2mg/L and 4.0mg/L, and 
the COD removal was more than 90% during the whole experiment. However, the ammonia nitrogen removal was more 
sensitive than COD, and the ammonia nitrogen removal dropped from 99% to 65% when DO decreased to 0.2mg/L. The 
PCR-DGGE analysis showed that the diversity of total bacterial community was abundant when A/O-MBR was run at 
high DO (4.0mg/L and 2.0mg/L), and the relationships between the total bacterial community structure and the 
performance of MBR was not very obvious. On the contrary, the ammonia oxidizing bacterial community composition 
had a more obvious shift with the variation of DO concentration, and the species of ammonia oxidizing bacteria which 
play major role were different under different DO conditions, which were corresponded to the removal efficiency. The 
ammonia oxidizing bacterial community composition were similar under the DO concentration of 2.0mg/L and 0.5mg/L, 
and the nitrogen renmoval was enhanced.  
Key words：membrane bioreactor (MBR)；dissolved oxygen；PCR-DGGE；microbial community structure；ammonia 
oxidizing bacteria 

 

膜生物反应器(MBR)与传统工艺相比,具有

固液分离效果好、反应器内生物量高、污泥产量

低、出水水质好、占地面积小等优点[1],因此在污

水的净化与处理领域应用广泛.影响 MBR 反应

器运行效率的因素有很多,如污泥浓度、水力停

留时间(HRT)、污泥龄(SRT)、溶解氧(DO)、污

泥负荷等[2-3].其中 DO 是极其重要的参数,许多

研究[4-8]表明,将 DO 控制在合适的范围之内,不
仅可以提高整个反应器的效率,而且可以降低能 
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耗.但从实质上看,微生物是生物法污水处理的主

体部分,而目前有关MBR中DO的研究大多数只

本研究将结合 PCR-DGGE 技术[9],对不同 DO 条

件下MBR处理效果和微生物群落结构进行研究,
分析 DO 对 MBR 去除有机物和氨氮效率及其微

生物群落结构的影响,探讨 MBR 运行特性与微

生物群落结构间的相互关系,从而为 MBR 的设

计及应用提供理论及技术依据. 

1  材料与方法 

1.1  材料 
接种污泥取自哈尔滨市文昌污水处理厂.进

水为生活污水,其水质 COD 为 203.9~366.0mg/L, 
NH4

+-N 为 33.24~61.35mg/L,pH 值为 7.28~7.83. 
1.2  反应器装置和运行条件 

本研究采用缺氧/好氧工艺(A/O-MBR),缺
氧和好氧反应器的有效体积均为 8L.采用日本三

菱公司生产的聚乙烯中空纤维膜 ,膜孔径为

0.4μm,膜通量 0.27m3/(m2⋅d),膜丝面积为 0.11m2.
装置如图 1 所示. 
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图 1  反应器装置示意 

Fig.1  Diagram of experimental system 
1.原水箱. 2.蠕动泵, 3.缺氧罐, 4.气泵, 5.空气流量计, 6.好氧 MBR,  

7.膜组件, 8..真空压力表, 9.时序继电器 

反应器采用连续进水、间歇出水的方式运行, 
膜出水抽吸时间比为 3min/1min.实验中 HRT 控

制为 8h,回流比为 2.5,温度维持在 20~25℃,SRT
为 50 d,反应器初始污泥浓度为 3200mg/L,待污

泥浓度稳定在 5000mg/L 左右时进行排泥.以 DO
为 4mg/L 启动反应器 .反应器分别在 DO 为

4.0,2.0, 0.5 和 0.2mg/L 下运行. 

1.3  指标测定 
每天取水样,对进水和出水水质指标进行分

析,检测项目包括温度、DO、COD、NH4
+-N、

NO2
-
-N 和 NO3

-
-N,均采用标准分析方法[10]. 

1.4  反应器微生物群落结构分析 
1.4.1  基因组 DNA 的提取  采用小量细菌基

因组提取试剂盒(上海华舜,W6501). 
1.4.2  总细菌的 PCR 扩增   采用通用引物

BSF338-GC 和 BSR518 扩增,其反应体系与扩增

条件参考文献[11]中的方法.PCR 反应的产物用

1%琼脂糖凝胶电泳检测. 
1.4.3  氨氧化细菌的 PCR 扩增  第一轮扩增采

用氨氧化细菌特异性引物 [12] CTO189f 和

CTO654r 及相应的反应程序.以第一轮 PCR 扩增

产物为模板,采用与总细菌扩增相同的引物进行

第二轮 PCR扩增,PCR扩增条件与总细菌的条件

相同.采用 1%琼脂糖凝胶电泳检测两轮 PCR 产

物,均得到清晰的目标条带. 
1.4.4  变性梯度凝胶电泳(DGGE)  将 PCR 样

品 5μL 和 10 倍加样缓冲液混合,采用 Bio-rad 突

变检测系统,用 8%的聚丙烯酰胺凝胶,变性剂浓

度为 30~60%,在 200V 的电压下,60℃电泳 4h.结
束后,将凝胶进行银染,获得 DGGE 指纹图谱. 
1.4.5  目的条带的克隆与测序  挑取 DGGE 图

谱中的目的条带溶于 30μL 的 ddH2O 中,4℃下静

置过夜,以此为模板,以 BSF338 和 BSR518 为引

物进行 PCR 扩增,其扩增程序同 1.4.2.PCR 产物

用 1%琼脂糖凝胶电泳检测并切胶回收,应用上

海华舜胶回收试剂盒.回收后产物与 PMD19-T
载体连接,进行转化克隆,最后测序. 
1.5  DGGE 图谱及多样性分析  

微生物多样性指数采用 Shannon 指数(H)表
示,H=-∑PilgPi,其中条带强度是通过 Quantity 
One 软件分析后得到的波峰面积表示,即 Pi=ni/N,
其中,ni为峰面积;N 为所有峰的总面积. 

同时对得到的 DGGE 图谱进行 UPGMA 聚

类分析,根据不同 DO 条件下的条带分布相似度

构建系统进化树. 
1.6  序列分析 

将测序结果进行处理后提交到 GenBank 数
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据库,采用 BLAST 进行目标序列和基因库中所

含序列的相似性分析,得到同源性最近的序列,并
应用 MEGA 软件建立进化树. 

2  结果与讨论 

2.1  DO 对反应器处理效果的影响 
2.1.1  DO 对 COD 去除效果的影响  反应器在

DO 为 4.0,2.0,0.5 和 0.2mg/L 下运行,由于采用生

活污水,膜出水COD为11.1~47.7mg/L,在4个DO
浓度条件下,COD 的平均去除率分别为 90.42%、

90.82%、91.39%和 91.76%(图 2). 
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图 2  不同 DO 条件下反应器对 COD 的去除效果 

Fig.2  COD removal under different DO concentration 
a、b、c、d 表示 DO 浓度分别为 4.0,2.0,0.5,0.2mg/L 时系统的运行状态 

 进水 COD 缺氧 COD 出水 COD
去除率  

由此可见,当DO浓度降低时,COD去除效果

未发生明显变化,说明在 MBR 中 DO 的变化对

COD 的去除影响并不显著. 
2.1.2  DO对NH4

+-N去除效果的影响  由于进水

是生活污水,进水 NO3
-
-N 和 NO2

-
-N 含量很低,可

忽略不计.在缺氧段, NO2
-
-N 和 NO3

-
-N 积累很少,

反应器中的氮素主要为NH4
+-N.由图3可见,在DO

为4.0,2.0和0.5mg/L条件下的稳定运行期,NH4
+-N

去除率>99%;当DO继续降低时,NH4
+-N去除效果

出现了较大波动,DO 浓度下降到 0.2mg/L 时,其平

均去除率由 99%下降到 65%. 
在DO为 4.0mg/L时,缺氧区的NH4

+-N在好

氧 MBR 中都转化为 NO3
-
-N;而当 DO 降低时,

缺氧区的 NH4
+-N 浓度比好氧出水的 NO3

-
-N 浓

度高,说明 DO 浓度降低使反应系统的反硝化作

用增强.DO 浓度为 4.0,2.0,0.5 和 0.2mg/L 时,总氮

的去除率分别为 67.39%、77.00%、80.92%和

56.73%,此结果说明 DO 浓度为 2.0,0.5mg/L 时反

应系统的氮素脱除效果较好.其原因为好氧段

DO 浓度高(4mg/L)时易造成缺氧段氧化还原电

位升高,从而抑制反硝化细菌的反硝化活性,使得

总氮去除率降低[13]. 
比较 MBR 中有机物和 NH4

+-N 的去除效果

可以得出,当 DO 浓度减少时,有机物仍可得到有

效去除,而 NH4
+-N 去除率却明显降低.其原因是

反应系统内的主要异养菌受 DO 影响较小[14],因
此 DO 的变化对 COD 的去除效果影响不明显.
而硝化细菌对氧需求较高[15],过低的 DO 使得硝

化细菌受到了抑制,从而使反应器去除 NH4
+-N

的效率下降. 
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图 3  不同 DO 条件下反应器对氮素的去除效果 

Fig.3  nitrogen removal under different DO concentration 
a、b、c、d 表示 DO 浓度分别为 4.0,2.0,0.5,0.2mg/L 时 

系统的运行状态 

 进水 NH4
+-N 缺氧 NH4

+-N 
出水 NH4

+-N
出水 NO2

-
-N

出水 NO3
-
-N 去除率  

2.2  DO 对反应器内微生物群落结构的影响 
2.2.1  不同 DO 条件下总细菌群落结构的比

较  总细菌的DGGE图谱如图 4(a)所示,微生物

群落结构随 DO 浓度的变化有所不同,与原泥相

比较,有部分条带随 DO 变化逐渐消失或减弱,
比较明显的有条带  3,5,6,7,8,12,18,21,26,29.说
明这部分条带所代表的细菌对反应系统的环境

适应性降低,转变为非优势种群而不在反应器
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运行过程的图谱中显现出来.在不同条件下,还
存在各自独有的或较其他条件明显的种属,如 B
中的条带 1,23;C中的条带 9,28;D中的条带 31;E
中的条带 14,24;还有部分在 2 个或 3 个条件下

共有的条带,如条带 2,4,15,16,17,19,22,36 等. 但
是一些微生物(条带 10,11,13,20,27,33,35)在反

应器运行过程始终存在,且其在总细菌群落结

构中处于优势地位. 
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(a)总细菌 DGGE 图谱           (b)氨氧化菌 DGGE 图谱 

图 4  不同 DO 条件下总细菌和氨氧化细菌 DGGE 图谱 
Fig.4  DGGE profile of total and ammonia-oxidizing bacteria under different DO concentration 

A 原泥 B: 4.0mg/L  C: 2.0mg/L  D: 0.5mg/L  E: 0.2mg/L  

将图 4(a)中的主要条带进行克隆测序后,在
GenBank 中比对,获得各条带的同源性信息,并构

建其系统发育树(图 5).其结果表明,MBR 中微生

物群落的主要优势种群分布于不同的纲或属,且
进化距离较大.而且实验中分离到的很多菌种为

未鉴定及培养菌种,其所属的具体种属和功能还

不是很清楚,这也与张斌等[16]的研究结果相符.
同时还发现有些在图谱中处于不同位置的条带,
其序列比对结果相似,进化距离也较近,这些条带

代表的细菌可能属于相同菌属,且有相同功能.在
MBR 中以变形菌门的细菌种类多一些,包括 β变

形亚纲和 δ 变形亚纲,且以 β 变形亚纲为主,在其

他研究[16-18]中也出现过类似结果,说明这些菌群

对污染物去除起主要作用.条带 19,20,35 遗传距 
离较近 ,都属于红环菌科(Rhodocyclaceae),

且在 4 个条件下均存在,在污水处理的生物降解

中起主要作用 ;条带 9,36 均为从毛单胞菌科

(Comamonadaceae),在 DO 为 4.0 和 2.0mg/L 下

较 明 显 ; 条 带 22,33 均 为 硝 化 螺 旋 菌 属

(Nitrospira)[19],将亚硝酸盐氧化为硝酸盐;条带

14,24在低 DO为 0.2mg/L时较明显,文献中提到

其可能与反硝化作用有关[20-21]. 
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条带 36 

条带 9 

Comamonas sp(AY566581.1)

条带 10 
未培养 Comamonadaceae 
sp(EU639342.1) 

未培养细菌(AB479778.1)

条带 31 
未培养细菌(FM201018.1) 

未培养细菌(FM174358.1) 
条带 14 

未培养 Dechloromonas sp(EU381111.1)
条带 20 
未培养 Dechloromonas sp(FJ525542.1)

条带 19 Rhodocyclus sp(AJ224937.1)
未培养β-变形菌纲(AM935240.1)

条带 35 
条带 28 

条带 11 
未培养 ð-变形菌纲(AF257870.1)
条带 34 
Oribacterium sinus strain(FJ577261.1)

未培养细菌(EU104270.1) 
条带 15 

未培养变形菌纲(DQ512852.1) 
条带 17 

条带 33 
条带 22 

未培养 Nitrosospira (EU303264.1)
未培养细菌(AB280308.1) 
条带 24 

0.02 

条带 27 

条带 4 
未培养细菌(DQ413108.1) 
条带 13 
条带 16 

条带 1
条带 2 
未培养真细菌(AF495452.1)

 
图 5  MBR 中总细菌系统发育树 

Fig.5  Phylogenetic tree of total bacteria 

2.2.2  不同条件下氨氧化细菌群落结构的比较  硝
化作用是废水处理系统中实现 NH4

+-N 去除的

主要过程.氨氧化细菌在硝化作用中负责将氨氧

化为亚硝酸盐,实现亚硝化作用,是硝化过程中必

不可少的步骤[22].但氨氧化细菌的生长速率低,
生物量很少,且 Muyzer[23]的研究表明,只有在整

个群落细菌数量约 1%或以上的类群能够通过

DGGE 检测到,所以应用 16S 通用引物扩增的

DGGE 条带并不能很好的反应其群落变化.而应

用特异性引物进行 Nested PCR DGGE,可更全面

的分析氨氧化细菌的群落结构. 
如图 4(b)所示,随着 DO 不断降低,氨氧化菌的

群落结构也发生了变化,且在不同 DO 条件下氨氧

化菌群落中的优势菌群不同.将氨氧化细菌的主要

条带进行克隆测序,构建其发育树见图 6.由图 6 可

知,MBR 中存在几种不同种属的氨氧化细菌,除了

条带 4,8,10为未鉴定的菌,反应系统中存在的氨氧

化细菌主要为 β-变形亚纲中的亚硝化单胞菌属

(Nitrosomonas)和亚硝化螺旋菌属(Nitrosospira).并
且在不同的 DO 条件下起主要作用的氨氧化菌属

不同,在 DO 为 4.0mg/L 条件下主要为 Nitrosospira 
sp.,在 DO 为 2.0mg/L 和 0.5mg/L 时 ,主要为

Nitrosomonas sp.,而在 DO 为 0.2mg/L 时其微生物

主要为未培养菌属,明显亚硝化菌属的条带减弱. 
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未培养细菌(EU240637.1) 
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图 6  MBR 中氨氧化细菌系统发育树 

Fig.6  Phylogenetic tree of ammonia-oxidizing bacteria 

2.3  MBR 的微生物群落结构与其处理效果的

对应关系 
根据总细菌和氨氧化细菌的 DGGE 图谱(图

4),进行 MBR 的微生物群落多样性指数计算和聚

类分析.不同条件下的 Shannon 指数如图 7 所示.在
DO为4.0mg/L和2.0mg/L下,总细菌微生物群落的

多样性要略高于DO在0.5和0.2mg/L的两个条件.
根据 DGGE 条带的同源性进行聚类分析[图 8(a)],
将不同条件下的 5 个样品分为 3 个独立的群,DO
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浓度在 4.0,2.0mg/L 时微生物群落结构比较相似,
较低DO条件下(0.5,0.2mg/L)微生物群落结构较相

似,但与原泥相比较,其微生物群落结构均发生较

大变化.这些结果都说明在较高 DO 的条件下微生

物群落的多样性比低 DO 条件下更加丰富. 
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图 7  不同条件下 MBR 中微生物群落 Shannon 指数 

Fig.7  Shannon index of microbial population under 
different DO concentration 

A: 原泥  B: 4.0mg/L  C: 2.0mg/L  D: 0.5mg/L  E: 0.2mg/L 

在总细菌的群落结构分析中,有部分微生物随

DO的降低发生变化,但反应器的COD去除率并未

发生明显变化,这表明微生物的群落结构变化与反

应器的处理效果对应关系不明显,不同 DO 下的微

生物群落结构变化并未影响系统对有机物的去除. 
分析其原因可能为大多数微生物属于异养型[24],所
以不同 DO 条件下异养菌均在总细菌群落中占优

势地位,DO 的变化对 COD 去除影响较小. 
氨氧化菌的多样性分析表明原泥中的氨氧

化细菌较少,随着反应器运行,其多样性增加,说
明氨氧化细菌适于在 MBR 反应系统中生长.另
外,在 4.0mg/L DO 下氨氧化细菌的群落表现出

更丰富的多样性.聚类分析的结果图 8(b)显示

DO 为 2.0,0.5mg/L 时氨氧化细菌的群落结构最

相似,说明 DO 在 0.5~2.0mg/L 变化时对 MBR 中

的氨氧化细菌的菌群分布影响不大,同时反应器

在 DO 为 2.0mg/L 和 0.5mg/L 时系统的 NH4
+-N

和总氮脱除率均较高. 
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(a) 总细菌                            (b)氨氧化细菌 

图 8  DGGE 图谱 UPGMA 聚类分析 
Fig.8  Cluster analysis of DGGE by UPGMA 

A:原泥 B: 4.0 mg/L  C: 2.0 mg/L  D: 0.5mg/L  E: 0.2 mg/L 

3  结论 

3.1  应用 A/O-MBR 处理实际生活污水,DO 浓

度在 0.2~4.0mg/L 变化对 COD 去除效果影响不

大,但是对 NH4
+-N 去除影响较大.当 DO 下降到

0.2mg/L 及以下时,NH4
+-N 平均去除率下降明

显;DO 浓度在 0.5~2.0mg/L 时系统对 NH4
+-N 和

总氮的脱除效果均较好. 

3.2  DGGE 及测序结果表明,在 4.0,2.0mg/L DO
下,微生物群落的多样性要高于 0.5,0.2mg/L 时的

多样性;DO 对氨氧化细菌群落变化影响较大,在
不同条件下起主要作用的氨氧化菌属不同,但
DO 在 0.5~2.0mg/L 变化时 MBR 中的氨氧化细

菌的菌群分布具有较高相似性. 
3.3  反应系统中总细菌的微生物群落结构变化

与反应器的处理效果对应关系不明显,在不同
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DO 下微生物菌群结构发生的变化对有机物去

除影响较小;但对氨氧化细菌的微生物群落结构

分析显示 ,其氨氧化细菌的变化与反应器的

NH4
+-N 去除效果相对应. 
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