
第 ５０ 卷　 第 ２ 期

２ ０ １ ８ 年 ２ 月
　

哈　 尔　 滨　 工　 业　 大　 学　 学　 报

ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＨＡＲＢＩＮ ＩＮＳＴＩＴＵＴＥ ＯＦ ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ
　

Ｖｏｌ􀆰 ５０ Ｎｏ􀆰 ２

Ｆｅｂ． ２０１８

　 　 　 　 　 　
ＤＯＩ：１０．１１９１８ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０３６７⁃６２３４．２０１７１００１８

不同污泥接种物对微生物燃料电池菌群形成的影响
蒋青青，张　 璐，孙　 睿，任南琪

（城市水资源与水环境国家重点实验室（哈尔滨工业大学），哈尔滨 １５００９０）

摘　 要： 为考察不同接种物对微生物燃料电池效能和细菌群落形成的影响，以瓶式空气阴极微生物燃料电池为反应器，采用

中美两地污水厂污泥作为接种物，分别启动氧化铟锡玻璃平板阳极微生物燃料电池，研究不同接种物对于反应器的运行效能

和微生物群落结构的影响．结果表明，中国污水厂污泥启动的反应器总体运行效能要优于美国污水厂污泥启动的反应器，表现

在较短的反应器启动时间，较高的运行电压、输出功率密度和电流密度及 ＣＯＤ 去除效率．两种反应器的阳极群落也显示出巨

大差异，中国污水厂污泥接种的微生物燃料电池反应器，其阳极物种多样性要高于美国污水厂污泥接种的反应器．前者的微生

物主要分布在 ５ 个门中，而后者的微生物仅分布在 ３ 个门．原因与中方污泥未经过氯 ／ 脱氯处理有关．利用氧化铟锡玻璃作为

微生物燃料电池阳极，提取了全部的阳极生物膜进行高通量测序，从而得到更加准确的数据用于后续分析．
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　 　 在众多污水处理方式中，微生物电化学系统

（ＢＥＳ）由于可以同时进行产能和水体净化得到广泛

关注［１－３］ ．微生物电化学系统利用微生物将生物质能

源转换成其他能源，一般分为微生物燃料电池、微生

物电解池和微生物脱盐池等类型．在微生物燃料电

池中，位于阳极的电化学活性微生物在分解污水底

物的同时释放电子，所释放的电子通过外电路到达

阴极，质子在溶液培养基中运动到阴极与氧离子结

合生成水，并且在外电路中产生电流．因此，微生物

电化学系统的阳极和阴极均是反应中的重要组成部

分，其上分布的微生物群落会对反应器的效能产生

重要的影响．
涉及微生物电化学系统的研究工作有很多，一方

面研究致力于开发高效并且价廉的材料，例如碳刷阳

极、多孔的碳化材料，以及无贵金属的活性炭阴极等

等；另一个方面则是对微生物电化学系统微生物代谢

机制的研究［４－６］ ．在阳极微生物中，已经明确的金属还

原菌属包括 Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ 和 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ，这两种菌株广泛

存在于微生物化学系统中的阳极表面，此外， 部分来

自 Ｒｈｏｄｏｃｙｃｌａｃｅａｅ、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ 和 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ 等种

属的微生物也在 ＢＥＳ 系统中占据重要位置［７－９］ ．电活

性微生物之间存在着种内与种间的电子传递，还观察



到导电纤毛 ｆｅｌａ 的结构，并进行了一系列生理状态的

测定［１０－１１］ ．其中阳极微生物作为整个微生物燃料电池

的核心装置，其群落决定了阳极的功能．大部分关于

不同种类金属氧化还原菌的研究，揭示了两种不同的

电子 胞 外 传 递： 外 膜 细 胞 色 素 和 分 泌 电 子 介

体［２； １２－１３］ ．此外，一部分研究人员找到了第 ３ 种传递

形式：某些细菌的纤毛可以作为微型导线进行电子的

直接传递［１３－１５］ ．已知的高能产电细菌的种类除了研究中

常 见 的 Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ 和 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ 属， 还 包 括

Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ、 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、 Ｔｈｅｒｍｉｎｃｏｌａ
等菌属中的某些菌株．对于群落的形成及代谢状态、
接种物的来源、反应器运行中使用的碳源、反应器运

行环境（ｐＨ、温度等）都会造成不同的影响［１６－１８］ ．因
此，阳极微生物的群落研究在微生物燃料电池产电

机制的研究中占据着重要的作用．
为了更好地对阳极表面生物膜进行研究，研究

人员使用了各种平板导电材料，包括镀金玻璃、碳纸

等．其中氧化铟锡玻璃由于具备导电、半透明而且平

整、易于生物膜提取及原位观察分析等诸多优点，进
入了研究人员的视野．研究表明，不同有机材料的修

饰可以大大提升氧化铟锡玻璃表面的导电性，简单

的酸洗预处理也可以大大提升微生物在氧化铟锡玻

璃表面的附着程度［１９］ ．同时，氧化铟锡玻璃电极更

利于收集全部阳极生物膜以进行后续高通量测序分

析，从而更加准确地得到微生物燃料电池的阳极微

生物群落结构．在本项研究中，分别以不同来源的污

泥作为接种物，以氧化铟锡为阳极制备的微生物燃

料电池为反应器，测试其运行状态及效能．在运行稳

定后提取反应器电极上面的微生物群落进行高通量

测序分析，来探究不同地区、不同工艺中的污泥接种

物对反应器中微生物群落构建的影响．

１　 实　 验

１．１　 微生物燃料电池的构建

本实验使用的器材为单室空气阴极的瓶式反应

器．反应器由 ２５０ ｍＬ 螺口瓶改造而成， 容积为

３３０ ｍＬ，一侧开口，将空气阴极密封在开口侧，空气

阴极的催化剂层与溶液接触，防水透气层与空气接

触．空气阴极在 Ｌｏｇａｎ 实验室的方法上进行了修改，用
ＰＴＦＥ 涂布—晾干—加热 ３００ ℃—冷却为一个循环，
重复 ３ 遍，制造 ３ 层防水透气层；另一侧在彻底冷却

后使用 Ｎａｆｉｏｎ 溶液和 Ｐｔ ／ Ｃ 粉末混合，涂布催化剂

层２０ ．阳极采用单面镀膜的氧化铟锡玻璃，为增加表面

的附着性能和表面积，使用体积比 １ ∶ ２ 稀释的盐酸

浸泡 １２０ ｓ，去离子水漂洗后晾干．以钛丝连接纯铜制

的平口夹连接入闭合回路，外电阻为 １ ０００ Ω．

反应器组装后经过密封性测试，连接电路，接
种，使用 Ｋｅｉｔｈｌｅｙ ２７００ 型电子记录仪，每半小时记录

一次外阻电压．培养基为 ＰＢＳ 溶液，每升添加 ２ ｇ 乙

酸钠作为碳源，此外每升还添加 ５ ｍＬ 的微量元素和

１０ ｍＬ 的矿质元素作为补充．反应器全部以序批式

运行，每当反应器外电压持续 ２ ｈ 低于 ５０ ｍＶ 后，更
换其中 ２ ／ ３ 体积的培养基．
１．２　 接种物来源及用量

ＣＳ 反应器的接种物来自中国黑龙江省哈尔滨

市文昌污水厂的污泥（Ｃｈｉｎｅｓｅ ｓｌｕｄｇｅ，简写为 ＣＳ）．
该厂主要处理马家沟排水区的生活污水，采用 Ａ ／ Ｏ
脱氮除磷工艺处理和深度处理后，出水水质达到国

家一级 Ｂ 排放标准．本次实验中接种 ＣＳ 反应器选取

的污泥即是二沉池的活性污泥．
ＡＳ 反应器的接种物来自美国加州北部戴维斯

市污水厂的污泥（Ａｍｅｒｉｃａｎ ｓｌｕｄｇｅ，简写为 ＡＳ）．戴维

斯市污水厂负责承担戴维斯市的生活污水，与

３２０ 英亩的植被与池塘一起，既承担了处理污水的

任务，又形成了戴维斯市特有的野生动植物栖息地．
取样的 ＡＳ 污泥来自戴维斯市污水厂的厌氧消化反

应器．污水经收集后进行初级曝气与格栅过滤走固

体废物和砂石，进入初沉池去掉漂浮物和污泥后进

入氧化曝气浮萍塘，经过 ４０ ｄ 的停留期后进入地表

漫流，然后经过氯化处理和脱氯后进入戴维斯湿地．
戴维斯湿地中的植物已经适应了环境，与系统中微生

物共同将流经湿地的水中污染物部分降解掉，然后进

入厌氧消化反应器．本次实验中，ＡＳ 反应器的接种物

来自戴维斯市污水厂厌氧消化反应器中的污泥．
抽取两个污水厂中的未脱水污泥（含水量均为

９６％～９８％）作为接种物，用量为每反应器 １０ ｍＬ．两
种不同来源的污泥，经历了不同的处理工艺，其有机

质种类、含量和菌群情况具有明显差异．ＣＳ 污泥与

ＡＳ 的一大区别是 ＣＳ 污泥未经历过氯化处理与脱

氯，所以，微生物菌群中会存在更多的对氯不耐受的

微生物菌群．两种污泥接种物均在取样后放入冰箱冷

藏室进行储存以保存活性，实验于当地展开以消除长

途运输对污泥活性造成的下降．其余的实验材料（阳
极、阴极、反应器等）均相同以保证实验的均一性．
１．３　 常规分析项目与方法

本实验采取标准方法，利用重铬酸钾滴定法测量

溶液中的 ＣＯＤ 值２１．ＣＯＤ（ｍｇ ／ Ｌ）去除率计算公式为

　 　 　 Ｒ总ＣＯＤ ＝
（ＣＯＤ进水－ＣＯＤ出水）

ＣＯＤ进水

× １００％．

在反应器运行平稳后，采用由高到低切换外电

阻的方式测量反应器的输出功率，即
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　 　 　 　 　 Ｐ＝ＵＩ；Ｉ＝ Ｕ
Ｒ

；所以 Ｐ＝Ｕ
２

Ｒ
．

式中：Ｐ 为反应器输出功率（Ｗ），Ｕ 为电压（Ｖ），Ｉ 为
电流（Ａ），Ｒ 为外电阻（Ω）．

功率密度 Ｐ′计算公式为

Ｐ′ ＝ Ｕ２

ＲＳ
．

式中：Ｐ′为反应器输出功率密度（Ｗ ／ ｍ２），Ｓ 为反应

器空气阴极表面积（ｍ２）．
１．４　 分子生物学分析方法

反应器运行平稳 ６０ ｄ 后，使用美国 ＭＯＢＩＯ 公

司的 Ｐｏｗｅｒｓｏｉｌ 强力土壤 ＤＮＡ 试剂盒，提取阳极表

面微生物膜与接种污泥的基因组 ＤＮＡ．经过琼脂糖

凝胶电泳、分光光度计检测 ＤＮＡ 质量后，使用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 平台进行 １６ｓ 第二代基因测序．

２　 结果与讨论

２．１　 不同接种物微生物燃料电池的运行情况

以两种污泥为接种物的反应器均成功启动并平

稳运行，其中以中国污泥为接种物的反应器启动时长

为 ４０ ｈ，远远低于以美国污泥为接种物的反应器

（１８７ ｈ）．两种反应器启动后均使用序批式运行模式，
反应器皆可以平稳运行．反应器在外阻电压小于 ５０ ｍＶ
时进行培养基的更新，每次更新量为总量的 ２／ ３．反应

器培养基更新前后均取样进行培养基 ＣＯＤ 的测量．
ＣＳ 反应器与 ＡＳ 反应器的运行电压均稳定在

３５０ ｍＶ 左右，其中 ＣＳ 反应器平稳电压总体高于 ＡＳ
反应器．而 ＣＳ 反应器的最高电压为 ４７０ ｍＶ，也高于

ＡＳ 反应器的最高电压 ３９５ ｍＶ．
两种反应器的 ＣＯＤ 去除率大致在相同水平，其

中 ＣＳ 反应器 ＣＯＤ 去除率为 ５５．４％，略高于 ＡＳ 反应

器的 ４９．９％（见图 １）．均低于相同条件下碳刷阳极

反应器的 ＣＯＤ 去除率９ ．
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图 １　 不同接种物反应器运行情况

Ｆｉｇ．１　 Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｒｅａｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｃｕｌｕｍ

２．２　 不同接种物对反应器输出功率的影响

两个反应器均在启动后 ６０ ｄ 左右输出功率达到

峰值．与反应器外阻电压类似，ＣＳ 反应器的开路电压

与输出功率也均高于 ＡＳ 反应器．其中 ＣＳ 反应器开

路电压为 ６１８ ｍＶ ，ＡＳ 反应器开路电压为５６２ ｍＶ．
ＣＳ 反应器输出功率密度峰值为 ４１８．７ ｍＷ ／ ｍ２，所对

应的电流密度为 １．２７ Ａ ／ ｍ２（图 ２（ａ）） ；ＡＳ 反应器

输出功率密度峰值为 ３００．７ ｍＷ ／ ｍ２，所对应的电流

密度为０．８８ Ａ ／ ｍ２（图 ２（ｂ））．ＣＳ 反应器阳极生物膜

可以耐受更高的电流，并且给出更高的输出功率，说
明 ＣＳ 污泥更适合用来启动用于产电的微生物燃料

电池．
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图 ２　 不同接种物反应器的输出功率与开路电压的比较

Ｆｉｇ．２　 Ｐｏｗｅｒ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｃｉｒｃｕｉｔ ｖｏｌｔａｇｅｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｃｕｌｕｍ

２．３　 不同污泥的微生物群落对比

为了分析接种物的群落，对两种污泥均进行基因

组 ＤＮＡ 提取， 使用 Ｍｉｓｅｑ 平台进行 ＤＮＡ 测序，结果

如图 ３ 所示．其中厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）在中美污泥中

均占据很高的比例（ＣＳ １７．１％，ＡＳ ２０．７％），互养体门

（Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅ）亦存在中美污泥中，但是比例不高（ＣＳ
２．２％，ＡＳ ３．４％）．放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在 ＣＳ 污泥中的含量远远大于 ＡＳ 污

泥， 绿 弯 菌 门 （ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ）、 浮 霉 状 菌

（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）和硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）都是

仅存在于 ＣＳ 污泥中的菌群，含量在 １０％～２０％不等，
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说明这 ３ 种菌群可能是对氯 ／脱氯过程，以及厌氧发

酵的过程敏感，导致 ＡＳ 污泥中没有分布．ＡＳ 污泥中

含有独特的热袍菌门（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａｅ），含量高达 ４０％，
原因是 ＡＳ 反应器中经过了中温厌氧发酵的过程，筛

选 出 了 很 大 部 分 的 嗜 热 菌 群． 拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）在 ＡＳ 污泥中的含量大于 ＣＳ 污泥，说
明其对氯 ／脱氯过程不敏感，并且可以在厌氧发酵的

过程中继续扩增．
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图 ３　 接种物污泥的菌群分析

Ｆｉｇ．３　 Ｓｌｕｄｇｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

２．４　 不同接种物反应器中微生物群落的异同

在反应器输出功率达到峰值的时间段，使用干

净的刀片刮取 ＩＴＯ 玻璃阳极表面生物膜，提取 ＤＮＡ
后，使用 Ｍｉｓｅｑ 测序平台进行测序．为了减少细小数

据带来的干扰，去掉了出现频率不足 ０．１％的 ＯＴＵ
以简化数据．

由于中国哈尔滨文昌污水厂与美国戴维斯污水

厂采用的污水处理工艺具有较大区别，采用二者污

泥作为接种物的微生物燃料电池反应器内部微生物

群落也具有较大的区别．
在门的层面上分析阳极的微生物种群（图 ４），

变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在两种反应器的阳极上均

占绝对多数的优势，其中在 ＣＳ 反应器中达 ５７．２％，
在 ＡＳ 反 应 器 中 更 是 高 达 ８０． ８％． 拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）在两种反应器的阳极上均占据着第

二多的位置，其中 ＣＳ 反应器阳极上达到 ２４．３％，而
ＡＳ 反应器阳极上仅占据 ７．６％．
　 　 从门的层面上分析，ＣＳ 微生物燃料电池反应器

阳极的物种多样性要高于 ＡＳ 反应器阳极，ＣＳ 反应

器阳极微生物分布在 ５ 个门中，而 ＡＳ 反应器上阳

极微生物仅分布在 ３ 个门．由此可见，氯处理和脱氯

过程 会 对 螺 旋 菌 门 （ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ ）、 厚 壁 菌 门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、绿菌门（Ｃｈｌｏｒｏｂｉ）这 ３ 个门的细菌造

成巨大的影响，而这 ３ 个门的细菌与种间电子传递

相关［２２－２４］ ．因此，ＡＳ 污泥接种的反应器，无论是电压

还是输出功率都比 ＣＳ 污泥接种的反应器低，也是

符合预期的．此外，拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）也受到

部分影响，种群丰度在 ＡＳ 反应器阳极中仅有 ７％，
远小于 ＣＳ 反应器阳极中的 ２４％． 只有变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）对氯和脱氯处理工艺的耐受度最
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好，相比较 ＣＳ 反应器阳极，ＡＳ 阳极上变形菌门的种

群丰度有了大规模的提高．
从纲的层面上分析阳极种群，也得到相似结果

（如图 ５）．ＣＳ 反应器的微生物群落集中在 １０ 个纲

里，而 ＡＳ 反应器的微生物群落集中在 ６ 个纲．其中

δ － 变 形 菌 纲 （ Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 拟 杆 菌 纲

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）、β－变形菌纲（ Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）这

３ 个纲为两个反应器的阳极共有，鞘脂杆菌纲

（ Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｉａ １９． ２％） 螺 旋 体 纲 （ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ

７．８％）等 ７ 个纲为 ＣＳ 反应器阳极中特有的菌群，
γ－变形菌（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ １３．４％）等 ３ 个纲为

ＡＳ 反应器阳极中特有的菌群． 可以推断 ＡＳ 反应器

中的细菌对氯 ／脱氯过程有一定的耐受程度，因此，
才可能在接种的污泥中生存下来，然而与未经过氯 ／
脱氯过程中的污泥相比，种群的结构更加简单，会有

其他可以进行种间传递或者与电活性细菌共生的细

菌存活下来，尽管效率略低，但是仍然可以进行代谢

和产电．
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图 ４　 阳极微生物群落组成（门）
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图 ５　 阳极微生物群落组成（纲）
Ｆｉｇ．５　 Ａｎｏｄｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｃｌａｓｓｅｓ ｌｅｖｅｌ

２．５　 ＩＴＯ 玻璃作为微生物燃料电池阳极的优势

ＩＴＯ 玻璃作为一个平整的易于附着阳极生物膜

的表面，价格低廉，容易获得．此外，其在瓶式反应器

中的接入方式灵活，可以在工作状态下取出在显微

镜下观察，然后再放回反应器中，为阳极生物膜的原

位观察打下了良好的工作基础［２５］ ．
在传统的测序取样中，经常在碳刷上选取几点

使得菌群与真实分布更加接近，而本实验中选择测

序的是肉眼可见的所有的阳极生物膜 ＤＮＡ，信息更

加真实可信．此外，后续还可以进行分区块测序，结
合阳极生物膜镜下的原位观察，对电活性微生物在

阳极的形成机制与代谢进行进一步的研究．

３　 结　 论

１）不同接种物对微生物燃料电池效能和细菌

群落形成的影响研究表明，中国水厂污泥接种的反

应器显示出更优异的总体性能．表现在较短的反应

器启动时间，较高的运行电压、输出功率密度和电流

密度及 ＣＯＤ 去除效率．而美国水厂污泥接种反应器

的启动时间相对较长，运行电压、输出功率密度和电

流密度以及 ＣＯＤ 去除率相对较低．
２） 原 始 污 泥 的 菌 群 分 析 发 现， 放 线 菌 门
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（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在 ＣＳ 污

泥中 的 含 量 远 远 大 于 ＡＳ 污 泥， 绿 弯 菌 门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、浮霉状菌（ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）和硝化螺

旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）都是仅存在于 ＣＳ 污泥中的菌

群，含量在 １０％～２０％不等．
３）反应器阳极的菌群分析表明，ＣＳ 微生物燃料

电池反应器阳极的物种多样性要高于 ＡＳ 反应器阳

极，微生物分布在 ５ 个门中，而 ＡＳ 反应器上阳极微

生物仅分布在 ３ 个门．由此可见，氯处理和脱氯过程

会 对 螺 旋 菌 门 （ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ ）、 厚 壁 菌 门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、绿菌门（Ｃｈｌｏｒｏｂｉ）这 ３ 个门的细菌造

成巨大的影响．由于这 ３ 个门的细菌与种间电子传

递相关，ＡＳ 污泥接种的反应器，无论是电压还是输

出功率都比 ＣＳ 污泥接种的反应器低．
４）利用 ＩＴＯ 玻璃作为阳极可以得到全阳极生

物膜 ＤＮＡ 来进行后续测序，为进行阳极微生物群落

组成的研究打下了良好的工作基础．
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