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摘　要：以两相一体式污泥浓缩消化反应器（ＴｗｏｐｈａｓｅＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＳｌｕｄｇｅＴｈｉｃｋｅｎｉｎｇａｎｄ

Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｒｅａｃｔｏｒ，ＴＩＳＴＤ）为对象，研究了反应器稳定运行期间菌群结构及反应器负荷改变时其内

部生态结构的变化。在以３０％的投配率稳定运行时，从产酸相和产甲烷相分别取样、培养和分离出

２０株优势菌属。选取其中６株进行了１６ＳｒＤＮＡ序列分析，分属于芽孢杆菌属、产甲烷螺菌属和产

甲烷球菌属。在投配率分别为１０％、２０％、３０％以及启动期和系统崩溃期５个时期采取１０组样品，

对其污泥进行ＤＮＡ提取、纯化和１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增及温度梯度凝胶电泳（Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒａｄｉｅｎｔ

ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＴＧＧＥ）电泳检测等。结果表明：中温下反应器中微生物菌群呈多样性分布，生

态系统复杂稳定，维持了反应器的正常功能；反应器不同负荷时期污泥ＤＮＡ提取及扩增效果良好；

ＴＧＧＥ图谱分析表明，投配率２０％、３０％时的群落结构相似度最高，污泥中生物含量丰富，支撑了

ＴＩＳＴＤ在污泥浓缩下良好的消化效果。
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　　在传统厌氧处理工艺中，由于产酸菌群和产甲

烷菌群在生理、营养需求、生长速度及环境因子敏感

度等方面的巨大差异，造成这二者的平衡非常脆

弱［１］。两相厌氧技术是着重于工艺变革而并非反应

器结构的改造的一项生物处理新工艺［２］，它把酸化

和甲烷化２个阶段分离在２个串联反应器中，使产

酸菌和产甲烷菌各自在最佳环境条件下生长，充分

发挥其各自的活性。针对污水厂污泥处理的难题，

发展的两相一体式污泥浓缩消化反应器（Ｔｗｏ

ｐｈａｓｅＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＳｌｕｄｇｅＴｈｉｃｋｅｎｉｎｇａｎｄＤｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｒｅａｃｔｏｒ，ＴＩＳＴＤ）能够集污泥浓缩消化功能于一体，

但其中的微生物学基础还远未得到调查和阐明［３］。

从微生物生态学角度看，虽然产酸相中主要有产酸

发酵细菌存在，产甲烷相中有产甲烷细菌存在，但整

个系统也包含多种其它菌群［４５］。反应器运行的稳

定性和效率在很大程度上取决于其中微生物种群多

样性以及优势种群的活性［６］。不同条件下反应器运

行的稳定性及效率与系统群落结构的变迁有必然的

联系。传统的微生物纯培养技术可以分离出一部分

功能菌株，却不足以充分反映环境中微生物多样性

的丰度和范围，现代分子生态学技术为研究未培养

微生物提供了新的途径［７８］。

该研究运用传统纯培养技术结合１６ＳｒＤＮＡ序

列分析法和ＰＣＲＴＧＧＥ技术，对不同运行条件下两

相厌氧反应器中的微生物种群结构及优势种群进行

了调查和分析，解读两相厌氧反应器中微生物多样

性及其演替规律。

１　试验装置与方法

１．１　犜犐犛犜犇系统装置及运行

试验的ＴＩＳＴＤ设备流程如图１所示。首先将

图１　犜犐犛犜犇系统装置及运行示意图

回流污泥泵站的剩余活性污泥提升至高位配泥箱，

在重力作用下经阀门控制进入反应器中。污泥从反

应器外反应室底部进入，经浓缩及一定的水解预酸

后由底部的过水孔进入内反应室，在内反应室完成

产甲烷相的反应，消化污泥由反应器底部排出，沼气

由气液分离器顶部经洗气瓶和湿式气体流量计计量

后排至室外，上清液由外反应室上部排入体积计量

水箱并计量上清液体积。

１．２　采样方法

中温条件下，反应器投配率为３０％时，分别从

ＴＩＳＴＤ反应器的产酸相（外反应器）和产甲烷相（内

反应器）取样，用于污泥中微生物的分离和培养。中

温条件下，在反应器的启动期，投配率为１０％、

２０％、３０％以及反应器的崩溃期等５个时期分别取

样，取样点为内反应室和外反应室，每次取样后于当

天提取污泥总ＤＮＡ。

１．３　菌株的分离与培养

菌株分离自重庆大学ＴＩＳＴＤ反应器，该反应器

中污泥的初始来源为重庆鸡冠石污水处理厂。所有

分离和培养均在厌氧工作站（Ｂｕｇｂｏｘ）中进行。

取样用灭菌后充满Ｎ２ 的１００ｍＬ三角瓶盛取，

样品取自反应器中下部，通过阀门直接引流。样品

呈黑色，稀泥状或不规则颗粒状，有臭味。采用产甲

烷菌培养 基，其配 方及 制备方法参 考 Ｚｅｈｎｄｅｒ

（１９７７）
［９］和孙征［１０］等人所用培养基改进而成。取１

ｇ样本，在厌氧工作站内采用１０倍梯度稀释法计

数，无菌移液管取０．５ｍＬ加入平板，无菌刮涂布后

放置于厌氧工作站培养；７ｄ后计数，划线法分离纯

化菌株；优势菌株被染色后在显微镜下做形态观察。

１．４　菌株１６犛狉犇犖犃序列分析

用于１６ＳｒＤＮＡ扩增的ＰＣＲ反应引物为通用

引 物，按 文 献 ［１１］设 计，正 向 引 物 ８Ｆ：

ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ； 反 向 引 物

１４９５Ｒ：ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ。ＰＣＲ 反

应体系总反应体积为２５ｕＬ，其中含１６ｕＬ双蒸水，

２．５ｕＬＢｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋），引物稀释到１０ｐｍｏｌ·

ｕＬ－１，Ｐ１和Ｐ２各１ｕＬ，ＤＮＡ模板２ｕＬ，２ＵＴａｑ聚

合酶（鼎国生物技术有限公司）。以 ＴＥ取代模板

ＤＮＡ做空白对照。温度设置：９５℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃变性１ｍｉｎ；５６℃退火１ｍｉｎ；７２℃延伸１ｍｉｎ３０

ｓ，共３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ结束反应。

所得产物由琼脂糖电泳检测，委托商业机构进行测

序。

１．５　污泥总犇犖犃的提取

在１０ｍＬ无菌离心管中加入８ｍＬ泥水混合

液，以８０００ｒ·ｍｉｎ－１的速率在４℃下离心１０ｍｉｎ，

弃上清；在离心管中加入灭菌双蒸水８ｍＬ，振荡悬

浮污泥，再以８０００ｒ·ｍｉｎ－１的速率在４℃下离心１０

ｍｉｎ，弃上清。该步骤重复３次。污泥洗涤后，在离
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心管中加入２ｍＬＤＮＡ 提取缓冲液（ＳＴＥ缓冲液：

２０ｍＬ５ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ；１０ｍＬ１ｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ

ＨＣｌｐＨ＝８．０；２ｍＬ０．５ｍｏｌ·Ｌ
－１ＥＤＴＡｐＨ＝８．

０），以及４０ｕＬ蛋白酶Ｋ（１０ｍｇ·ｍＬ
－１），将污泥与

溶液混合均匀，在３７℃下置于水平振荡器上以２２５ｒ

·ｍｉｎ－１的速率振荡３０ｍｉｎ结束后，加入２ｍＬ１０％

的ＳＤＳ，混合均匀置于６５℃水浴２ｈ，期间每１０ｍｉｎ

轻摇一次。最后样品于８０００ｒ·ｍｉｎ－１的速率离心

１０ｍｉｎ，取上清置于冰上留用。

在ＤＮＡ上清液中加入等体积的酚－氯仿（１+

１），轻缓混合使溶液呈乳浊液。乳浊液在室温下以

８０００ｒ·ｍｉｎ－１的速率离心５ｍｉｎ，上层水相转移至

另一无菌离心管，此步骤重复３次。最后水相中加

入等体积氯仿，混合均匀至乳浊状，室温下８０００

ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，水相转移至另一无菌离心管，

该步骤重复３次。用４０ｕＬ的３ｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵和

４ｍＬ无水乙醇沉淀ＤＮＡ，－２０℃下放置３０ｍｉｎ后

在１００００ｒ·ｍｉｎ－１的速率下离心２０ｍｉｎ。用２ｍＬ

的７０％乙醇洗涤沉淀，在１００００ｒ·ｍｉｎ－１的速率下

离心１０ｍｉｎ，小心吸去上清，室温下使残留的液体挥

发至干。将ＤＮＡ沉淀溶于１００ｕＬ灭菌的双蒸水

中。粗制ＤＮＡ采用ＤＮＡ纯化试剂盒（上海生工生

物工程技术服务有限公司）纯化，ＤＮＡ 样品于－

２０℃保存备用。

１．６　１６犛狉犇犖犃犞３区扩增与犜犌犌犈电泳

扩增引物按文献［１２］进行设计，引物由英潍捷

基（上海）贸易有限公司（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｃｏ．， Ｌｔｄ） 合 成。 引 物 Ｐ１ 序 列 为：５′

ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ３′；引物Ｐ２序列为：５′

ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣ

ＡＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ３′。

ＰＣＲ反应体系的组成和反应条件如下：总反应

体积为２５ｕＬ，其中含１６ｕＬ双蒸水，２．５ｕＬＢｕｆｆｅｒ

（含 Ｍｇ
２＋），引物稀释到１０ｐｍｏｌ·ｕＬ

－１，Ｐ１和Ｐ２

各１ｕＬ，ＤＮＡ模板２ｕＬ，２ＵＴａｑ聚合酶（鼎国生物

技术有限公司）。以 ＴＥ取代模板 ＤＮＡ 做空白对

照。温度设置：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ；

５５℃退火１ｍｉｎ；７２℃延伸４５ｓ，共３０个循环，最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ结束反应。

ＰＣＲ产物分析：ＰＣＲ产物（２５ｕＬ）用１．５％琼脂

糖凝胶进行电泳，电泳液为ＴＢＥ缓冲液（０．１ｍｏｌ·

Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣＬ，０．１ｍｏｌ·Ｌ－１硼酸，０．００２ｍｏｌ·

Ｌ－１ＥＤＴＡ，ｐＨ＝８．０），电压为４Ｖ·ｃｍ
－１，电泳时

间为１ｈ，以１ｋｂ梯度ＤＮＡ为标准分子量，电泳结

果在凝胶成像系统上观察。

ＴＧＧＥ制胶所需溶液配制：尿素２４ｇ，丙烯酰胺

３．８９６ｇ，甲叉双丙烯酰胺０．１０３８ｇ，甲酰胺１０ｍＬ，

１００％甘油５０ｕＬ，５０×ＴＡＥ１ｍＬ，１０％ ＡＰＳ８０

ｕＬ，１００％ ＴＥＭＥＤ１１０ｕＬ，以超纯水定容至５０

ｍＬ。

ＴＧＧＥ温度梯度及电压设置：３００Ｖ，Ｌ０：２０℃，

Ｌ１０：２０℃，１０ｍｉｎ；０Ｖ，Ｌ０：４２℃，Ｌ１０：６０℃，１０ｍｉｎ；

１５５Ｖ，Ｌ０：４２℃，Ｌ１０：６０℃，１８ｈ。

ＴＧＧＥ银染操作流程：配制固定液３００～４００

ｍＬ，１０％冰乙酸，固定２０ｍｉｎ；以去离子水洗涤３

次，每次２ｍｉｎ；用４００ｍＬ０．１％ ＡｇＮＯ３ 和５００ｕＬ

３７％甲醛混合液银染２５ｍｉｎ；以去离子水洗涤３次，

时间依次为３０ｓ、１ｍｉｎ、３０ｓ；取１５ｇＮａＯＨ，０．１９ｇ

四硼酸钠，溶解定容至１０００ｍＬ，加入１．５ｍＬ甲醛

进行显影；在条带开始出现时用固定液终止。实验

结果在凝胶成像系统上观察与成像，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ

软件对成像结果进行分析。

２　试验结果与讨论

２．１　微生物形态观察及优势种属序列分析

为解读ＴＩＳＴＤ系统内外反应室中的微生物种

群，特别是对厌氧微生物的定性和定量分析，首先对

各反应室污泥进行了光学显微镜和扫描电镜观察；

然后在厌氧工作站中，利用稀释培养法对污泥进行

了厌氧性分离纯化和计数，并从内、外反应室各选出

１０株细菌，分别编号为Ｎ１Ｎ１０和 Ｗ１Ｗ１０；还对各

反应室中数量最多的３个样本进行了１６ＳｒＤＮＡ测

序分析和鉴定。其扫描电镜结果如图２，反应室中

厌氧菌计数见表１。

图２　犜犐犛犜犇系统内部反应室污泥微生物的扫描电镜照片
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表１　内外反应器中污泥的菌落计数结果

菌落编号①
计数结果／

（ＣＦＵ·ｇ－１）
菌落编号①

计数结果／

（ＣＦＵ·ｇ－１）

Ｎ１

Ｎ２

Ｎ３

Ｎ４

Ｎ５

Ｎ６

Ｎ７

Ｎ８

Ｎ９

Ｎ１０

１．６×１０３

２．４×１０３

１．８×１０３

２．８×１０４

３．０×１０４

４．８×１０４

１．２×１０３

２．２×１０３

８．０×１０２

４．０×１０２

Ｗ１

Ｗ２

Ｗ３

Ｗ４

Ｗ５

Ｗ６

Ｗ７

Ｗ８

Ｗ９

Ｗ１０

１．３×１０４

１．８×１０３

８．６×１０４

２．６×１０５

２．２×１０３

１．３×１０４

１．１×１０４

１．４×１０３

２．４×１０５

１．６×１０３

注：① Ｎ１—Ｎ１０分离自内反应室；Ｗ１—Ｗ１０分离自外反应室

在外反应室的污泥中，微生物种类较多，有各种

形态的变形虫、鞭毛虫和纤毛虫等，呈团状存在或零

星分布，说明外反应室是污泥水解酸化阶段的主要

场所。从光学显微镜分析和图２的扫描电镜观察可

以看出，内反应室污泥中菌群种类复杂，细胞形态包

括球状、杆状和丝状等，并有许多菌胶团存在，说明

厌氧环境下的内反应器有着丰富的微生物种群多样

性。

厌氧工作站为厌氧微生物的培养提供了良好的

条件，可以进行厌氧细菌的计数分析。但从表１中

可以看出，采用稀释活菌落计数法的测定，发现反应

室中厌氧细菌数目并不高。这很可能由于反应室中

许多细菌属于未培养微生物［７］，这从后面ＴＧＧＥ条

带的分析可以得到证实。从可培养厌氧细菌中选出

数量最多的６株编号为Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６、Ｗ３、Ｗ４和 Ｗ９

的菌株进行１６ＳｒＤＮＡ测序分析，ＢＬＡＳＴ比对后发

现分属犅犪犮犻犾犾狌狊、犕犲狋犺犪狀狅狊狆犻狉犻犾犾狌犿 和 犕犲狋犺犪狀狅犮狅犮犮狌狊

３个属，依次为亨氏甲烷 螺 菌（犕犲狋犺犪狀狅狊狆犻狉犻犾犾狌犿

犺狌狀犵犪狋犲犻）、杂色甲烷球菌（犕犲狋犺犪狀狅犮狅犮犮狌狊犪犲狅犾犻犮狌狊）、芽

孢杆菌属（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狆．）、巨大芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊

犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿）、芽孢杆菌属（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狆．）和假坚强

芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狆狊犲狌犱狅犳犻狉犿狌狊）。该结果表明，

ＴＩＳＴＤ反应器中的可培养种群大部分为通常厌氧

性甲烷形成中的主要功能菌群，它们为该反应器良

好的处理性能提供了主要支撑［３］。不过，传统方法

的局限性以及未培养微生物的存在［６７，１３］，要更加精

确反映系统内部微生物种群的生态结构、动态变化，

仍需运用现代分子生态学手段作为后续研究。

２．２　污泥总犇犖犃提取及扩增产物分析

很多研究表明，总ＤＮＡ的提取方法及效果对

微生物多样性的分析有重大影响［１４］。经过多次预

实验，实验采用“酚氯仿抽提法”实现ＤＮＡ的有效

提取，其结果如图３。ＤＮＡ纯度是影响ＰＣＲ成功的

关键［１５］。因此，对系统中污泥总ＤＮＡ经过了纯化

扩增，结果见图４。

Ｍ：１ｋｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ；Ｎ：反应器内反应室；Ｗ：

反应器外反应室；①ＴＩＳＴＤ反应器启动期；②投配率

１０％；③投配率２０％；④投配率３０％；⑤反应器崩溃期；

⑥污水处理厂中试运行阶段。

图３　污泥总犇犖犃凝胶电泳图谱

Ｍ：１ｋｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ；Ｎ：反应器内反应室；Ｗ：反

应器外反应室；①ＴＩＳＴＤ反应器启动期；②投配率１０％；

③投配率２０％；④投配率３０％；⑤反应器崩溃期；⑥污水

处理厂中试运行阶段。

图４　总犇犖犃犞３区犘犆犚扩增图谱

从图３来看，污泥总ＤＮＡ条带明显，亮度较高，

大小约为１０ｋｂ，无明显拖尾和ＲＮＡ干扰现象。此

结果表明系统中污泥微生物含量丰富，采用“酚氯

仿抽提法”可实现 ＤＮＡ的有效提取，ＤＮＡ提取效

果较好。从图４对总ＤＮＡＶ３区的ＰＣＲ扩增可见，

扩增后条带清晰、明亮，大小约为２５０ｂｐ左右，没有

非特异性条带，表明扩增后的ＰＣＲ产物纯度高，不

含ＰＣＲ反应抑制物，可满足后续的分子生物学技术

应用的要求。

２．３　犜犐犛犜犇反应器微生物多样性分析

温度梯度凝胶电泳系统（ＴｅｍｐｅｒａｔｕｒｅＧｒａｄｉｅｎｔ

ＧｅｌＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＴＧＧＥ）近年来逐渐代替化学

变性剂的ＤＧＧＥ法，避免制胶烦琐、运行时间长以

及缓冲液积贮等问题，已广泛应用于微生物种群多

样性检测中。为比较种群结构，传统上将ＴＧＧＥ凝

胶上每个以相同速率迁移的条带视为一个分类操作
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单元，每个单元代表一个种属［１６］。从理论上看，该

法可以将群落中多种细菌种属分开，谱带明显程度

与该种属在整个群落结构中的比例成正相关。对

ＴＩＳＴＤ 系统中污泥进行 ＰＣＲ 扩增，然后进行

ＴＧＧＥ电泳，结果见图５。利用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件

对内、外反应室分别进行条带分析和聚类等，得到图

６和图７。

Ｎ：内反应室；Ｗ：外反应室；①投配率１０％；②投配率２０％；③

投配率３０％；④反应器启动期；⑤反应器崩溃期。

图５　犜犐犛犜犇反应器不同负荷污泥犜犌犌犈图谱

图６　犜犐犛犜犇系统条带识别与相似性比率图

（以投配率１０％为对比泳道）

从图５可以看出，中温下５个时期污泥ＴＧＧＥ

图７　不同条件下犜犐犛犜犇系统中微生物种群相似性关系

图谱均有多个条带，这说明微生物种群呈多样性分

布，表明该反应器在中温条件下能够维持多种微生

物的存在，有利于满足反应器承受高冲击负荷。从

不同取样时期来看，反应器中微生物优势菌群也呈

现一定的差异，表明系统中种群结构随反应器负荷

改变而出现相应的动态变化。从图６的条带识别和

相似度比较（以投配率１０％记为１００％）可以看出，

在内反应室中，投配率１０％与投配率２０％条件下微

生物种群相似度最高；而在外反应室中，１０％投配率

与投配率２０％、投配率３０％相似度都高，计算表明

投配率２０％与投配率３０％时，微生物种群相似度在

８１％。从图７可以看出，各条件下微生物种群的总

相似度也以投配率２０％和投配率３０％时为最高。

在内反应室中，８、９、１１、１３、１５、１７、２０、３１、３３、３４

和３６等条带在各条件下都存在和明显，呈优势条

带，随反应器负荷的改变其所占比重变化不大，其中

以７和２５为启动器、崩溃期缺乏或较弱的种群，应

该是甲烷产生菌群。外反应室中以３、４、５、９、１０、

１１、１４、１８、２２、２４、２９和３１等为优势条带，其中３、

１０、２４和３１等为启动期、崩溃期缺乏或较弱的条

带，应该是维持外反应室水解酸化的特征性谱带种

群，是支持反应器污泥消化稳定运行的关键性菌株；

此外，外反应室的３号条带也不出现在内反应室，在

系统崩溃期数量大量减少，表明此菌株只能在水解

酸化阶段起作用，而且抗负荷冲击能力不强。内反

应室的２４号、外反应室９号与１０号之间的菌株，都

只存在于系统崩溃期，为此时期的特有种群，很可能

是引起崩溃的主导性细菌；外反应室１８号条带的菌

株在崩溃期基本上消失，也表明该菌不能适应崩溃

期生长条件，是系统正常运行的支撑性种群。后续

研究应该对各特征条带进行种属鉴定和研究，可以

获得更多可靠信息用于分析ＴＩＳＴＤ系统中的微生

物群落结构与组成。

３　结论

１）ＴＩＳＴＤ反应器中可培养的优势细菌主要为

犅犪犮犻犾犾狌狊、犕犲狋犺犪狀狅狊狆犻狉犻犾犾狌犿 和犕犲狋犺犪狀狅犮狅犮犮狌狊３个

属中，皆为酸化和甲烷产生菌等功能种群，为该反应

器良好的处理性能提供了主要支撑。

２）ＴＩＳＴＤ反应器中微生物数量充足、种群丰
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富，呈较高的多样性分布，是该反应器稳定运行的重

要基础和保证。中温下投配率３０％与投配率２０％

时反应器中微生物种群相似度最高。特别是投配率

３０％时，优势种群明显、功能菌株活性较强、种类稳

定，符合此环境下反应器运行效率为最优条件的结

论。

３）在相同投配率时，内外反应器中优势菌群种

类有明显不同的优势种群起作用，且种群多样性分

布较好。崩溃期微生物种群多样性未发现明显降

低，但部分其它时期未见微生物种群出现，表明它们

在崩溃期起重要作用，是系统运行不稳定的主要生

物因子。
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