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锰氧化菌激活及生物氧化锰去除乙炔基雌二醇试验研究
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摘 要:利用污水厂好氧污泥进行锰氧化细菌的激活试验,探究pH值以及初始Mn2+浓度对激活

效果的影响,采用高通量测序技术分析激活前后微生物群落变化,利用 X射线衍射(X-ray
diffraction,XRD)技术对产生的生物氧化锰进行表征,研究pH值和投加量对生物氧化锰去除乙炔

基雌二醇(17α-ethinylestradiol,EE2)的影响。结果表明:pH值为7、初始Mn2+浓度为1mmol/L
时,Mn2+氧化率7d内能达到83.3%,锰氧化菌激活效果最好。XRD结果表明:生物氧化锰主要

含有MnO2、Mn3O4、Na3Mn(PO3)CO3 等3种成分。高通量测序结果表明:经过激活后,芽孢杆菌

属(0.75%)、不动杆菌属(1.26%)、假单胞菌属(1.36%)、鞘氨醇杆菌属(1.81%)、黄杆菌属

(2.39%)、微杆菌属(2.97%)、气单胞菌属(7.35%)的丰度显著增加,典型的锰氧化细菌菌属总丰

度达到17.89%。EE2在反应pH值为4.0、生物氧化锰投加量为20mg/L的条件下去除效果最

好,48h后EE2的去除率可达97.7%,其中,生物氧化锰对EE2的去除率可达76.9%。
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Abstract:Aerobicsludgefromthewastewatertreatmentplantwassampledasinoculationbacteria,andthe
effectsofpHandinitialMn2+ concentrationontheactivationofmanganese-oxidizingbacterium were
studied.High-throughputsequencingtechnology was usedtoanalyzethevariation of microbial
communitiesbeforeandafteractivation.Onthisbasis,thebiogenicmanganeseoxidesproducedby
manganese-oxidizingbacteriumwerecharacterizedbyX-raydiffraction.Besides,theeffectsofpHand
biogenicmanganeseoxidesdosageontheremovalofEE2bybiogenicmanganeseoxideswereanalyzed.The
resultsshowthatthebestactivationeffectofmanganeseoxidizingbacteriumisobtainedwhentheinitial
Mn2+concentrationis1mmol/LatpH7.0and83.3%Mn2+istransformedintobiogenicmanganeseoxides
after7daysunderthiscondition.XRDresultsshowthatthebiogenicmanganeseoxidesproducedmainly
includeMnO2,Na3Mn(PO3)CO3,andMn3O4.Accordingtotheresultsofhigh-throughputsequencing,



theabundanceofBacillus(0.75%),Acinetobacter(1.26%),Pseudomonas(1.36%),Sphingobacterium
(1.81%),Flavobacterium (2.39%),Exiguobacterium (2.97%),Areomonas(7.35%)increases
significantly,andthetotalrelativeabundanceoftypicalmanganese-oxidizingbacteriumreaches17.89%.
Whenthebiogenicmanganeseoxidesdosageis20mg/LatpH4.0,EE2hasthebestremovalefficiency.
After48h,theremovalrateofEE2reaches97.7%,inwhich76.9%isremovedbybiogenicmanganese
oxides.
Keywords:17α-ethinylestradiol;manganese-oxidizingbacterium;high-throughputsequencing;biogenic
manganeseoxides

  乙炔基雌二醇(17α-ethinylestradiol,EE2)是一

种典型的人工合成类固醇雌激素,主要应用于治疗

脱发症、乳腺癌、前列腺等疾病,其中,大量未被人体

利用的EE2以及代谢物会排放进入环境[1]。据统

计,目前中国自然水体内的EE2浓度为5.7~
70ng/L[2-4]。然而,即使在如此低浓度的条件下,

EE2也会对环境中非目标生物的生长、发育以及繁

殖产生明显影响,甚至会通过食物链富集对生态安

全和人类健康产生潜在威胁[5]。
污水处理厂是污水中各种污染物去除的主要场

所,但其设计的初衷并不是为了完全去除有机药物,
因此,对EE2的去除率较低,且吸附于污泥的EE2
容易造成二次污染[6]。目前的EE2处理工艺,如高

级氧化、膜工艺及过滤法等,虽然有较好的去除效

果,但因其能耗较大及毒性副产物产生等问题,大规

模应用受到限制[7],因此,开发低环境风险的EE2
处理技术具有重要的环境意义。

生物氧化锰是微生物(锰氧化细菌或真菌)氧化

Mn2+而生成的一种无定形矿物[8]。大量研究表明,
生物氧化锰具有优异的吸附和氧化性能,能够有效

去除环境中许多种类的有机和无机污染物[8]。因

此,利用生物氧化锰去除EE2具有较大的应用前

景。锰氧化细菌(manganese-oxidizingbacterium,

MnOB)可以通过直接[9-10]和间接氧化[11-12]两种机制

实现对 Mn2+的氧化。例如,MnOB可以分泌胞外

锰氧 化 因 子(如 多 糖、蛋 白 质)直 接 催 化 氧 化

Mn2+[9-10]。另外,MnOB自身生长代谢活动导致的

环境条件改变(如提高pH值和DO)会加速Mn2+的

化学氧化过程,实现间接氧化[11-12]。相关研究表明,
温度、pH值、Mn2+浓度等因素均会影响 MnOB的

活性[13],进而对生物氧化锰的生成产生影响。但关

于这些条件对MnOB及生物氧化锰去除EE2效果

的影响还鲜有报道。

笔者以污水厂好氧污泥作为菌源,在不同pH
值及初始Mn2+浓度条件下对MnOB进行激活。利

用XRD对最优激活条件下生成的生物氧化锰进行

分析,并通过高通量测序分析激活反应前后微生物

群落的变化,以生物氧化锰为氧化剂,研究pH值和

投加量对生物氧化锰去除EE2的影响,研究结果可

为生物氧化锰去除EE2提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 试验材料

菌源:试验菌源取自重庆豪洋水务沙坪坝排水公

司氧化沟好氧段污泥。培养基采用Leptothrix培养

基[14],根据试验需要加入一定量的 Mn2+(MnCl2·

4H2O),缓冲溶液为 MES缓冲溶液(pH值为5.0
及6.0)或HEPES缓冲溶液(pH值为7.0及8.0)。

1.2 试验设计

1.2.1 MnOB激活 将5%的好氧污泥接种于100
mL培养基中,pH值分别设置为5.0、6.0、7.0、8.0,
体系初始Mn2+浓度为1mmol/L,设置3个平行,于

28℃、转速140r/min的摇床中避光培养7d。定期

对体系内Mn2+浓度、生物氧化锰浓度进行测定。
研究初始 Mn2+浓度的影响时,操作同上,pH

值为试验得到的最优pH值,初始Mn2+浓度设置为

0.5、1、2.5、5、10mmol/L,其他条件同上。
将菌源接种至培养基中,在上述试验得到的最

优pH值及Mn2+浓度下培养7d。取适量菌悬液,
用无菌水清洗,并以2000r/min离心10min,以去

除杂质,重复以上步骤10次,所得样品部分在4℃
冰箱中保存,以用于后续EE2去除试验。其余样品

进行纯化程序,获得纯化生物氧化锰用于XRD分

析。纯化程序为[15]:样品在10mL苯酚中超声提取

45min,并以50∶50苯酚∶氯仿、氯仿和12∶5∶3甲醇∶
氯仿∶水为溶剂提取10min。用无菌水冲洗样品10次,
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并酸化至pH值为3。以150r/min离心30min,去上清

液,在0.17% NaOH溶液中振荡4h,最后,用无菌

水清洗样品10次,保存备用。
纯化后得到的生物氧化锰经冷冻干燥(-50℃)、

研磨、过筛,进行XRD表征。此外,为分析激活前后微

生物群落的变化,在激活反应前后,取适量污泥样品,提
取总DNA后进行16SrDNA高通量测序。

1.2.2 生物氧化锰去除EE2 取最优激活条件下

产生的生物氧化锰进行EE2去除试验。根据不同

pH值设置为5组,体系pH值分别为4.0、5.0、6.0、

7.0、8.0,生物氧化锰浓度为20mg/L,有机药物浓

度为1mg/L。每组试验取3次平行试验的平均值

作为试验数据。此外,为了排除体系中生物相对有

机药物去除的贡献,每组试验设置一个对照组。对

照组通过加入50μL10%抗坏血酸以使生物氧化锰

溶解,其余条件同上,定期取样对体系内EE2浓度

进行测定。
研究生物氧化锰投加量的影响时,体系pH值为试

验得到的最优pH值,分别控制体系的生物氧化锰浓度

为5、10、20mg/L,其余试验及测试条件同上。

1.3 测试方法

1.3.1 化学测试方法  采用高碘酸钾分光光度

法[16]进行Mn2+浓度的测定。采用亮柏蓝分光光度

法[17]进行生物氧化锰浓度的测定。采用液相色谱

法进行EE2浓度的测定,其中:色谱柱为Eclipse
XDB-C18色谱柱(250mm×4.6mm,5μm);流动相

为乙腈和水,体积比为60∶40;进样量20μL;流速

1.0mL/min;柱温26℃;检测波长205nm;保留时

间2.977min。

1.3.2 XRD表征  采用布鲁克D8ADVANCEX
射线衍射仪对生物氧化锰进行物相分析,其测试条

件为Cukα辐射源,扫描范围为10°~90°(2θ),扫描

速率2.0(°)/min,步幅0.02°。

1.3.3 微生物多样性分析  混合液离心后去上清

液,按照PowerSoilDNA试剂盒说明提取总DNA,随
后用 核 酸 浓 度 测 定 仪 测 定 样 品 DNA 浓 度

(NanoDrop2000,美国ThermoFisherScientific公司)。
对检测合格的DNA进行PCR扩增后进行16SrDNA高

通量测序(上海美吉生物技术有限公司)。PCR扩增引

物为338F(3􀆳-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-5􀆳)及

806R (3􀆳-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-5􀆳)[18]。

PCR产物片段验证采用2%琼脂糖凝胶电泳。

2 结果与讨论

2.1 MnOB激活

2.1.1 pH值的影响 不同pH值条件下,Mn2+、
生物氧化锰浓度变化及 Mn2+转化率见图1。反应

7d后,Mn2+及生物氧化锰浓度均达到稳定,激活反

应完成。在pH值为7.0时,7d后体系内 Mn2+去

除率达到92.4%,而Mn2+的氧化率达到83.3%,氧
化率显著高于其他试验组,以激活反应完成后Mn2+

的氧化率作为衡量激活反应效果的指标,pH值为

7.0时,MnOB激活效果最好,这与Zhou等[19]及崔

馨文[20]的研究结果一致。在试验pH 值范围内,

Mn2+的氧化主要是生物氧化而非生物化学氧化,因
为pH值小于9时动力学上不利于 Mn2+的化学氧

化[21]。因此,pH值对Mn2+氧化速率的影响主要是

对MnOB活性的影响,中性条件对MnOB的生长更

图1 不同pH值条件下的Mn2+、生物氧化锰

浓度变化及Mn2+转化率

Fig.1 ConcentrationvariationofMn2+,biogenicmanganese

oxidesandMn2+conversionrateunderdifferentpHconditions
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有利[20],这可能是中性条件下 Mn2+的氧化率高的

主要原因。因此,在研究初始 Mn2+浓度的影响时,
控制pH值为7.0。

2.1.2 初始Mn2+浓度的影响  不同初始Mn2+浓

度下,Mn2+、生物氧化锰浓度变化及Mn2+转化率见

图2。反应7d后体系的Mn2+及生物氧化锰浓度均

达到稳定,激活反应完成。初始 Mn2+ 浓 度 为

1mmol/L时,7d后 Mn2+去除率达到92.4%,其
中,90.15%转化为生物氧化锰,Mn2+的氧化率达到

83.3%,而初始Mn2+浓度为2.5mmol/L时,虽然

生物氧化锰的生成量最高,但其 Mn2+的氧化率较

低,因此,以激活反应完成后 Mn2+的氧化率作为衡

量激活反应效果的指标,初始Mn2+浓度为1mmol/L
时,MnOB激活效果最好。而当初始Mn2+浓度高于

图2 不同初始Mn2+浓度下Mn2+、生物氧化锰

浓度变化及Mn2+转化率

Fig.2 ConcentrationvariationofMn2+,biogenicmanganese

oxidesandMn2+conversionrateunderdifferent

initialMn2+concentration
 

5mmol/L时,Mn2+利用较差,MnOB受到极大的抑

制,此时MnOB激活失败。崔馨文[20]对来自好氧污

泥的MnOB进行Mn2+抗性研究时发现,地衣芽胞杆

菌(Bacillusmegaterium)及巨大芽孢杆菌(Bacillus
licheniformis)在Mn2+浓度高于8mmol/L时均不能

生长。Zhou等[19]发现高浓度Mn2+对海洋沉积物中

MnOB同样有抑制作用,这与试验结果一致。

2.2 生物氧化锰的XRD表征

XRD测试结果如图3所示。样品的2θ角特征

峰出现在19.823°、20.962°、26.580°、36.501°、

34.776°、59.890°等处。通过与相应矿物的标准

XRD卡片进行对比可以确定,MnOB激活产生的生

物氧 化 锰 主 要 包 含 MnO2、Na3Mn(PO3)CO3、

Mn3O4等化合物。Zhou等[19]在对海洋沉积物中的

MnOB生成的生物氧化锰进行XRD分析时,也发现

了 Na3Mn(PO4)CO3。Chubar等[22]研究发现,

Shewanellaputrefaciens 产 生 的 Mn3 (PO4)2、

MnCO3会通过离子交换和表面络合形成 Na3Mn
(PO3)CO3,这可能是生物氧化锰中未发现 MnCO3
的原因。

图3 生物氧化锰XRD图

Fig.3 XRDschemaofbiogenicmanganeseoxides
 

MnOB激 活 产 生 的 生 物 氧 化 锰 主 要 包 含

MnO2、Na3Mn(PO3)CO3、Mn3O4等化合物,与化学

合成的氧化锰相比,生物锰氧化物具有更好的氧化

和吸附能力[8],另外,生物锰氧化物可以在锰氧化微

生物作用下进行持续再生[15],因此,生物锰氧化物

在污染物的处理效果和成本上比化学合成锰氧化物

更有优势。

2.3 微生物群落的变化

在最优条件下,激活反应前后各取适量生物样

品进行16SrDNA高通量测序,并对数据样本进行

alpha多样性分析,以探究微生物多样性的变化。微

生物16SrDNA的alpha多样性指数表见表1。由表

1可以看出,激活反应前后Chao指数、ACE指数及
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Shannon指数减小,Simpson指数增大,说明激活反

应前后群落的丰富度及多样性均在下降。

表1 激活前后微生物16SrDNA的α多样性指数表

Table1 αdiversityindexofmicrobial16SrDNA
beforeandafterstimulation

样本
ACE
指数

Chao
指数

Shannon
指数

Simpson
指数

Coverage
指数

0d 936.3 938.8 5.616 0.0117 1.000

7d 900.3 926.0 5.359 0.0148 0.999

为了确定主导生物氧化锰生成的微生物,对比

了相对丰度显著提高的属与目前已知存在 MnOB
的菌属。结果表明,激活反应后有9种菌属的相对

丰度显著提高,其中,有7种已证明存在的 MnOB
属,包括变形菌门中的气单胞菌属[23](Aeromonas)、
假单 胞 菌 属[24](Pseudomonas)、不 动 杆 菌 属[25]

(Acinetobacter)、厚 壁 菌 门 中 的 芽 孢 杆 菌 属[24]

(Bacillus)、微杆菌属[26](Exiguobacterium)、拟杆

菌门中的黄杆菌属[27](Flavobacterium)、鞘氨醇杆

菌属[26](Sphingobacterium),上述菌属的相对丰度

变化情况见图4。其相对丰度在激活反应后分别增

加了 7.2%、1.34%、1.1%、0.75%、2.96%、

2.33%、1.47%,总 相 对 丰 度 由0.74%增 加 至

17.89%,这表明试验成功激活了环境样本中的

MnOB。此外,两种未报道存在MnOB的菌属,包括

变形菌门的从毛单胞菌属(Comamonas)和嗜氢菌属

(Hydrogenophaga),其相对丰度在激活反应后也

显著增加,分别从0.06%、0.5%增加到1.60%、

0.83%,说明这两个属中也可能存在可以氧化Mn2+

的细菌,也可能是两个属中存在对高浓度Mn2+较为

耐受的微生物。

图4 属水平MnOB相对丰度变化

Fig.4 RelativeabundancevariationofMnOB

byphylumlevels 

2.4 生物氧化锰去除EE2

2.4.1 pH值的影响 图5为不同pH值条件下

EE2的去除情况。图中,pH 值为4.0时,试验组

(生物氧化锰+生物相)对 EE2的去除率达到

97.7%,其中,生物氧化锰的贡献率达到76.9%,去
除效果最好。随着pH值的升高,试验组对EE2的

去除效果逐渐变差,pH值为8.0时生物氧化锰对

EE2的去除效果显著降低,这与郭淑文[28]和孔祥

震[29]的研究结果一致。这可能是由于pH值的增加

会降低锰氧化物的表面电子转移速率及产物脱附速

率。此外,由于生物氧化锰对EE2的去除可能引起

EE2从生物相解吸附,这可能解释了试验组初始阶

段EE2浓度的上升。

图5 不同pH值条件下试验组、对照组对EE2的去除

效果和二者对EE2的去除率

Fig.5 RemovalefficiencyofEE2byexperimentalgroups,

controlgroupsandremovalrateunder
differentpHconditions
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2.4.2 生物氧化锰投加量的影响 基于试验结果,
在研究生物氧化锰投加量的影响时,控制pH值为

4.0。图6为不同生物氧化锰投加量下EE2的去除

情况。试验结果表明,生物氧化锰投加量为20mg/

L时,试验组(生物氧化锰+生物相)对EE2去除效

果最好,去除率达到97.7%,其中生物氧化锰的贡

献率为76.9%。生物氧化锰投加量越大,试验组去

除率越大,生物氧化锰对EE2去除的贡献率也越

大,这是由于投加量的增加会增加去除反应结合位

点,促进反应的进行。与之类似,生物氧化锰的增加

同样增加了生物相的质量,因此,提高了生物相对

EE2的吸附率。

图6 不同生物氧化锰投加量下试验组、对照组对EE2
的去除效果及二者对EE2的去除率

Fig.6 RemovalefficiencyofEE2byexperimental

groups,controlgroupsandremovalrateunderdifferent
biogenicmanganeseoxidesdosage

 

3 结论

从氧化沟好氧段污泥中能够激活富集得到锰氧

化菌群。当培养条件pH值为7.0、初始Mn2+浓度

为1mmol/L时,MnOB的激活效果最好,其对

Mn2+的氧化率能够达到90.15%。生成的生物氧化

锰主要包含 MnO2、Na3Mn(PO3)CO3、Mn3O4等3
种物质。激活反应后,7个已知存在的MnOB属,包
括芽孢杆菌属、微杆菌属、气单胞菌属、假单胞菌属、
不动杆菌属、黄杆菌属、鞘氨醇杆菌属,丰度显著提

高,激活反应后,其总丰度达到17.89%。pH值为

4.0、生物氧化锰投加量为20mg/L时,EE2的去除

效果最好,48h后试验组(生物氧化锰+生物相)对

EE2的去除率可达97.7%,其中生物氧化锰的贡献

率达到76.9%。在中性条件下,试验组对EE2的去

除率低于酸性条件,但仍可以达到85%,这为生活

污水中的EE2的去除提供了一个高效可行的方向。
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