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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、ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ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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ｔｉｍｅＰＣＲ

　　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

ｏｘｉｄｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ，ＡＯＢ）、硝化菌（ｎｉｔｒｉｔｅｏｘｉｄｉｚｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａ，ＮＯＢ）及 厌 氧 氨 氧 化 菌 （ａｎａｅｒｏｂｉｃ

ａｍｍｏｎｉｕｍｏｘｉｄｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ，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１６ＳｒＤＮＡ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（ｒｅａｌｔｉｍｅ

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、Ｂ２组有机玻璃

反应器同时运行，反应器有效容积均为３０Ｌ。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

ＮＨ４ＨＣＯ３ 加入自来水中，控制进水ＮＨ４
＋Ｎ约为

１６０ｍｇ／Ｌ。加入一定量的 ＮａＨＣＯ３ 调节进水ｐＨ

值为８（±０．２）；加入适量的ＫＨ２ＰＯ４ 作为微生物代

谢所需的磷源；按每Ｌ溶液２ｍＬ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２ｄ，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０．８～１．５ｍｇ／Ｌ

和１．５～２．０ｍｇ／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２ｈ：２ｈ
［１４］。在该控制条件下，

Ａ、Ｂ２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　犇犖犃提取

分别从反应器中采取活性污泥样品及生物膜样

品，于１００００ｒｐｍ 高速离心５ｍｉｎ，取沉淀污泥约

１００ｍｇ，按文献［１５］方法提取样品ＤＮＡ。

１．３　犘犆犚犇犌犌犈

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　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

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ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，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ＴＡ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　各类细菌犘犆犚引物

细菌 引物

ＡＯＢ
５’ＧＧＡＧＲＡＡＡＧＣＡＧＧＧＧＡＴＧＧ３’

５’ＣＧＴＣＣＴＣＴＣＡＧＡＣＣＡＲＣＴＡＣＴＧ３’

ＮＯＢ
５’ＣＣＴＧＣＴＴＴＣＡＧＴＴＧＣＴＡＣＣＧ３’

５’ＧＴＴＴＧＣＡＧＣＧＣＴＴＴＧＴＡＣＣＧ３’

ＡＮＡＭＭＯＸ
５’ＡＴＧＧＧＣＡＣＴＭＲＧＴＡＧＡＧＧＧＧＴＴＴ３’

５’ＡＡＣＧＴＣＴＣＡＣＧＡＣＡＣＧＡＧＣＴＧ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：ＬＤＯＴＭＨＱ１０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

～１７ｍｇ／Ｌ，转化率超过９０％；总氮浓度约２５ｍｇ／Ｌ

左右，去除率介于８１％～８７％。

图２　犃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７０～９０ｍｇ／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 ＮＯ２
－Ｎ积累，

ＮＯ３
－Ｎ除少数几天浓度低于１０ｍｇ／Ｌ外，一直在

３０～４０ ｍｇ／Ｌ 波 动。由 ＮＨ４
＋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ＮＨ４
＋Ｎ发生了厌氧氨氧化过程，所以

系统ＴＮ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　犅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　犇犖犃（犐）及犘犆犚扩增产物（犐犐）琼脂糖凝胶电泳图谱

图５　犘犆犚产物的犇犌犌犈图谱及其强度分析

图４中从左到右分别为：Ｍａｒｋｅｒ（λＨｉｎｄⅢ）、

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７２８ｍｇ／Ｌ和７５７ｍｇ／Ｌ，生物膜

浓度分别为８４４ｍｇ／Ｌ和４３３ｍｇ／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　犛犅犅犚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　犃、犅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 ＮＨ４
＋Ｎ为底物，将

其氧化为ＮＯ２
－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

ＮＨ４
＋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＝０．８～１．５ｍｇ／Ｌ连续曝气的状

态下启动，而Ｂ系统启动时ＤＯ＝１．５～２．０ｍｇ／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，ＡＯＢ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 ＮＯ２
－

向ＮＯ３
－的转化；２）Ｂ系统在前期启动过程中有较

多的ＮＯ２
－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３０～４０ｍｇ／Ｌ波动，

由ＮＨ４
＋Ｎ氧化生成的 ＮＯ２

－Ｎ很大一部分又被

进一步氧化成ＮＯ３
－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，ＮＯＢ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ＮＨ４
＋Ｎ向 ＮＯ２

－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 ＮＯ３
－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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