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摘#要! 为揭示城市污水厂生化系统稳定运行阶段微生物与污染物降解效率间的关系!采用变性梯度凝胶

电泳"K5*DL664#和0J9:9M技术!对冬春季城市污水厂稳定运行阶段生化系统中的微生物群落结构及代谢

活性进行动态监测>结果显示!冬春季生化系统出水水质指标 5(L$+/

!

N

D+和 3+的平均去除率分别达

O!;!P$O!;QP和 ?@;OP左右>同季生化系统中不同位点微生物群落结构稳定!以芽孢杆菌 " !"#$%%&'#$假

单胞菌 " (')&*+,+-"'#$气单胞菌 " .)/+,+-"'# 为主的优势菌群生态位稳定%春季温度升高!生化系统中

微生物种群数量$多样性及代谢活性均加强!利于污染物的有效去除>

关键词! 生化系统%微生物群落%变性梯度凝胶电泳%0J9:9M%代谢活性

中图分类号! RQ%";$ 文献标志码! , 文章编号! %"SQ DS&"!!&%$$$$% D%%!? D%?

!"#$%&'&()*'+,(-'#$+(**."'/% &/,.+/.,0()-'(+10*'+#$

&%&/0*.&'"2 ."+.$/.,03/0+1"($(2%

5)1LJ

$"&

" -1,TM

$"&

" U,+6'JVGWI

"

" X/,+62J

$"&

" K,+65GITMV:9TM

$"&

" Y,.ITM

$"&

" U,+6-J

$"&

" 5)1RJI9

$"&

!$>2=I=Z[Z\-I] 9̂)_]IT UI=Z_*ZB9W_<ZITE 4T J̀_9THZT=" $?%%@% /I_]JT" 5GJTI" AB<C

D

EEFG9=HIJ:><9H#

&>2<G99:9̂YWTJ<JaI:ITE 4T J̀_9THZT=I:4TMJTZZ_JTM" /I_]JT 1TB=J=W=Z9̂3Z<GT9:9M\" $?%%@% /I_]JT" 5GJTI#
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##活性污泥法因其投资少(无二次污染等优点

广泛应用于城市污水处理厂"但由于生化处理系

统主体是微生物而存在一定的不可预测和不可控

性)$ D?*

"因此"城市污水处理厂稳定运行期生化系

统内部微生物的生存状态是亟待解决的主要问题

之一>传统的生物学研究方法已经无法满足对微



生物进行实时跟踪监测的要求"而微生物非培养

技术)S*的应用可以弥补传统方法的不足>其中变

性梯度凝胶电泳 !LZTI=W_JTMM_IEJZT=MZ:Z:Z<=_9V

aG9_ZBJB" L664$ 与 0J9:9M两种技术近年来已广

泛应用于土壤(水体污染)Q D@*等环境领域微生物

空间变化的研究中>

本文主要采用 K5*DL664技术"跟踪监测

某城市污水处理厂生化系统中微生物季节性的演

替规律"同时应用简便(快速的 0J9:9M技术)$% D$&*

考察生化系统中微生物对不同碳源的代谢活性及

多样性>对两种方法在揭示城市污水厂生化系统

稳定运行阶段微生物与污染物降解效率间关系的

可行性进行深入探讨"为研究低温生境生化系统

中高效降解微生物间的关系提供理论依据和技术

支撑>

$#试#验

6768工艺概述

针对北方地区特有的低温生态条件"处理工

艺为,e(活性污泥法)$"*

"设计进出水水质见表

$"出水执行+城镇污水处理厂污染物排放标准,

!60$O@$O'&%%&$二级标准)$!*

>

88表 68污水厂设计进出水水质 ###HM"-

D$

水质指标 0(L

?
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N
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进水
!

&&%
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!&%

!
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!

&%%

出水 f"% f$%% f&? f"%

6798样品采集及:;!提取

分别于冬季 $$ 月和春季 ! 月采集生化系统

前段及末段活性污泥样品"各 $?% g&%% H-"离心

收集"保存于DO% h>

微生物 L+,的提取采用试剂盒!上海华舜

生物技术有限公司$方法"吸光度 (L

&S%

e(L

&O%

比

值均在 $;S& g$;Q&"所得基因组 L+,片断较为

完整"纯度较好"满足后续K5*扩增模板要求>

67<8=>?@:AAB及聚类分析

K5*反应体系!?%

!

-$%$%% TM模板(&% aH9:

65""O.和 ?$O*引物)$?*各 %;?

!

-(&%%

!

H9:e-

E+3KB!每种 $% HH9:e-$ !

!

-($% iK5*]W^̂Z_

!YM5:

&

$ ?

!

-(&;? )的 K̂W L+,聚合酶 $

!

-"无

菌纯水补齐到 ?%

!

->

K5*反应条件%@! h预变性 ? HJT"@! h变

性 "% B"?? h退火 !% B"Q& h延伸 !% B""% 个循

环"Q& h最终延伸 O HJT>K5*产物用 %;OP琼脂

糖凝胶电泳检测>

采用0J9D*IE公司L<9EZ

3Y的基因突变检测

系统对K5*反应产物进行分离>使用梯度混合装

置"制备 SP g$&P的聚丙烯酰胺凝胶"变性剂浓

度从 "%P到 S%P !$%%P的变性剂为 Q H9:e-的

尿素和 !%P的去离子甲酰胺的混合物$>

电泳条件%温度设定为 S% h"$?% 8的电压

下"电泳时间 S G"获得凝胶银染后"经 1HIMZ

2<ITTZ_

"

扫描仪扫描>图谱聚类分析采用)K6,V

Y,算法>

67C8D'($(2活性分析

$;!;$#0J9:9M4<9板接种液制备)$S*

$$将采集的活性污泥样品沉淀 "% HJT 后"取

$ H-污泥到 $;? H-离心管中#

&$$% %%% _eHJT 离心 ? HJT"弃去上清液"加

$ H-生理盐水"在振荡器上振动 ? HJT 混匀"于

$% %%% _eHJT离心 $ HJT以去除大的颗粒物质#

"$取上清液倒入装有无菌生理盐水 !+I5:"

%;O?P$ 的试管中"(L

?@%

取定值#

!$将上述稀释液加入 0J9:9M生态微孔板

!0J9:9M4<9DK:I=Z"美国 0J9:9M公司$ !$?%

!

-e

孔$中"避光保湿培养"每隔一定时间用细菌自动

读数仪在 ?@% TH下读取数据"连续测定至孔板内

吸光度无明显变化为止)$Q*

>

$;!;&#微生物群落多样性分析

由于采用不同培养时间的数据计算会产生不

同的结果"对各生物相的平均吸光度值与时间变

化曲线相关联进行分析"采用培养 S% G 的数据计

算微生物群落的多样性指数)$O D&%*

>

$$微生物代谢强度采用平均吸光度"计算公

式为

.

U5L

0)

!

!.

5

1.

*

$*2"$3 !$$

式中% .

5

为反应孔的吸光度值#.

*

为对照孔的吸

光度值>

&$微生物群落多样性采用 2GITT9T指数4表

示"即

401

!

(

$

:9M(

$

3 !&$

式中% (

$

0-

$

25"其中 -

$

为峰面积"5为所有峰的

总面积>

&#结果分析

9768冬春季生化系统稳定运行期水质指标

如图 $!I$(!]$和!<$所示"城市污水处理厂

生化处理系统冬春季运行水温维持在 $$ g$O h"

进水5(L(+/

!

N

D+及 3+指标相对稳定>出水

5(L去除率平均达 O!;!P"+/

!

N

D+去除率平

均达 O!;QP"3+平均去除率达 ?@;OP>冬季"生

化系统对+/

!

N

D+的去除效率随水温下降而降

低#春季"生化系统对 +/

!

N

D+的去除效率随水

-S!- 哈#尔#滨#工#业#大#学#学#报#############第 !" 卷#



温升高而上升>春季生化系统能够保持对 +/

!

N

D+转化效率是由于部分硝化及亚硝化细菌能够

适应水体温度而发生硝化反应#冬季水温的降低

使得生化系统中部分硝化及亚硝化细菌无法适应

低温条件而减少了硝化反应的发生"致使 +/

!

N

D+去除效率降低)&?*

>图 $!]$显示水温维持在

$& g$" h阶段"生化系统保持较高的 +/

!

N

D+

转化率"验证了部分可转化 +元素的耐冷菌群发

挥脱氮作用"维持了低温生化系统的稳定运行>
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图 68冬春季生化系统出水水质特征#9EEFG66$9EEHGC%

9798冬春季生化系统微生物群落结构变化及聚

类分析

&;&;$#冬春两季生化系统微生物群落结构演替

由图 & 可见"-ITZ$"-ITZ" 分别有 &@ 和 &! 条

带#-ITZ&"-ITZ! 分别有 "O 和 "@ 条带>特征优势

条带一直存在系统中"代表生化系统中常驻优势

菌群的存在"经测序鉴定主要为芽孢杆菌属

! !"#$%%&'$(假单胞菌属 ! (')&*+,+-"'$(气单

胞菌属! .)/+,+-"'$等"其中芽孢杆菌作为主要

絮凝菌群对提高生化系统活性污泥的沉降性能起

到积极作用)&$*

#部分菌群优势信号随外界温度的

变化 而 逐 渐 加 强 或 减 弱" 如 生 丝 微 菌 属

! 4678+,$#/+9$"#)")$"其转化 +元素的能力对

生化系统提升脱氮效率具有积极作用)&&*

"可能为

图 $!]$ 低温!$& g$" h$ 时期生化系统保持较

高+/

!

N

D+转化率的适低温功能微生物群落

之一>

-ITZ$"-ITZ& 和 -ITZ""-ITZ! 分别代表不同

季节生化系统相同位点微生物群落结构"春季温

度升高利于生化系统中微生物的生长"部分适中

温微生物开始富集生长"少量适冷微生物 !如

0ITE ,"0ITE 0所代表的微生物群落$逐渐消失>

-ITZ$"-ITZ" 和 -ITZ&"-ITZ! 分别代表相同

季节生化系统不同位点微生物群落结构"温度不

变"各位点的微生物群落结构维持稳定"种群数量

改变较小"这是维持生化系统出水水质达标的原

因之一)&$"&"*

>

!

!

"

"

!

"

!

!

#

"

!

$

% & ' ( $

)

*

图 98冬春季总细菌:AAB图谱

&;&>&#冬春两季生化系统微生物群落聚类分析

图 "显示相同季节各生化系统微生物群落结

构的相似性高于不同季节的微生物群落结构相似

性"微生物群落结构呈现出稳定演替的趋势>-ITZ$

与-ITZ"相似性达 Q&P以上#-ITZ$ 与-ITZ& 相似

性达 S?P"相似性发生变化而降解效率稳定"可能

是由于部分适低温微生物在春季被中温微生物替

代或缺失"如部分硝化细菌及亚硝化细菌在低温

! f$% h$生境中无法存活)&?*

"而生化系统中大部

分具有高效降解能力的微生物其功能并没有随数

量变化而改变>整体来讲"春季微生物种群数量好

于冬季"同时稳定的群落结构保证了群落的功能稳

定"从而保持生化系统污染物的有效去除>

!"#$ !"%# &"!!

'(

')

'$

'&

图 <8:AAB图谱I=JA!聚类分析

-Q!-

第 $% 期 崔迪"等%非培养技术解析生化系统微生物群落结构



97<8微生物群落代谢强度及多样性分析

&;";$#微生物群落代谢强度变化分析

0J9:9M公司生产的 4<9DK:I=Z

3Y是按照微生

物对 " 大营养物质糖类(脂类(氨基酸类及其相应

衍生物划分原则设计出的 "$ 种碳源" .

U5L

指数

反映了微生物菌群对 "$ 种碳源总体的利用程

度)&!*

>根据 .

U5L

结果生成的曲线图符合微生物

生长曲线规律!如图 ! 所示$"含有潜伏期(指数

期及稳定期"但衰亡期因监测时间较短而无法体

现)&%*

>

!"

!"

#"

!"

!"

!#

#"

!#

! "$ $# %& #' &! ($ '# )& "!'"%$"*&"'!

!+,

"

-

.

/

$0!

"0*

"0!

!0*

图 C8平均吸光度随时间的变化

##两组曲线拟合度较好"显示出生化系统不同位

点的微生物群落在相同季节对所有碳源的利用程度

相似#稳定期曲线持续时间较长"说明冬春季生化系

统中微生物能够较好适应生境变化"维持稳定的代

谢活性"这与图 & 生化系统微生物群落结构稳定相

符合>同时"春季生化系统中部分中温微生物群落随

着温度的回升而呈倍数增殖)&?*

"强化了生化系统原

有微生物代谢活性的强度"因此"春季生化系统对碳

源的利用程度高于冬季>

&;";&#微生物群落多样性分析

冬春季生化系统中 2GITT9T 多样性指数 !图

?$ 变化幅度维持在 %;$$O g%;&%""微生物多样性

好且物种丰富#而不同季节微生物群落多样性有

差别"春季好于冬季"这是由于温度回升使得中温

微生物恢复倍数增殖导致生化系统中的微生物在

数量(活性及多样性上都发生了改变"这与图 & 所

显示的微生物群落演替规律相一致>
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图 K8不同季节微生物群落L1#""("多样性指数

"#结#论
##$$ 冬春季大部分能够高效去除 5(L(转化

+/

!

N

D+及去除 3+的微生物可稳定作用于生

化系统"使得冬春季出水5(L平均去除率维持在

O!;!P左右"+/

!

N

D+平均转化率维持在 O!;QP

左右"3+平均去除率维持在 ?@;OP左右"出水水

质符合 +城镇污水处理厂污染物排放标准,

!60$O@$O'&%%&$二级标准>

&$ 以芽孢杆菌(假单胞菌(气单胞菌为优势

菌群的生化系统中微生物群落结构稳定"不同季

节微生物群落结构演替规律明显"春季微生物多

样性及代谢活性高于冬季>

"$ 通过 K5*DL664及 0J9:9M两种方法验

证了冬春季生化系统出水 5(L(+/

!

N

D+及 3+

的去除率与转化率主要受微生物多样性及代谢活

性的影响"两种方法结合监测低温城市污水厂生

化系统中微生物动态变化是可行的>
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