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摘　要　采用序批式生物膜反应器（ＳＢＢＲ）处理畜禽废水，在室温（９～１８℃）下，采用 ８ｈ／周期、交替停曝气的模式运
行，控制曝气阶段 ＤＯ浓度在 ２ｍｇ／Ｌ，可实现明显的亚硝酸盐积累，氨氮及总氮的去除率分别可达（９５１±０８）％和（８７２
±０６）％。为揭示 ＳＢＢＲ中细菌种群构成及其动态变化规律，采用 ＰＣＲＤＧＧＥ技术进行了细菌多样性分析，并构建了系统
发育树，结果表明：与接种污泥相比，驯化期生物膜中细菌种群丰富度未发生明显变化，运行期交替曝气、停曝模式有助于

提高生物膜中细菌的多样性指数，但受运行模式及氨氮负荷变化影响，运行期氨氧化菌多样性指数略低于驯化期；生物膜

内存在一些具有反硝化功能的变形菌和特殊的氨氧化细菌，在本实验条件下未发现厌氧氨氧化菌，说明主要脱氮机理为同

时短程硝化反硝化。
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理与资源化研究工作。Ｅｍａｉｌ：ｓｃｕｘ＿ｈｏｎｇ＠１６３ｃｏｍ

　　畜禽养殖废水具有“四高”，即有机物、氨氮、磷
和悬浮物浓度高的特点，已成为我国农村地区的主

要水体污染源之一。在畜禽废水处理中，脱氮是关

键，然而现有废水脱氮工艺的经济技术性仍亟待

提高。

序批式生物膜反应器（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂｉｏｆｉｌｍｂａｔｃｈ
ｒｅａｃｔｏｒ，ＳＢＢＲ）兼具 ＳＢＲ和生物膜反应器的优点，抗

冲击负荷能力强，硝化菌持留性能好，细菌浓度高且

多样性丰富，近年来已成为新型脱氮反应器研究的
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热点
［１４］
。

本课题组前期利用自主设计的 ＳＢＢＲ进行了处
理畜禽养殖废水的实验并取得了很好的脱氮效

果
［５］
。然而，对于脱氮机理，前期研究仅从实验数

据的角度进行了一些推测，未从微生物角度进行深

入研究，对 ＳＢＢＲ启动及运行过程中细菌组成、功能
以及动态变化规律都不清楚，使得确定及进一步优

化反应器运行条件缺乏相应的微生物基础。实际

上，废水特性不同，反应器及运行条件不同，反应器

中的微生物多样性及其动态变化规律各异，这方面

的研究已成为国内外废水生物处理研究领域的热

点
［６９］
。然而，目前还未见处理畜禽养殖废水的 ＳＢ

ＢＲ中细菌多样性的相关研究报导。
鉴于此，本研究在前期研究的基础上，利用

ＰＣＲＤＧＧＥ技术对接种污泥、ＳＢＢＲ启动期生物膜、
运行周期内不同时刻生物膜中细菌组成进行研究，

旨在揭示 ＳＢＢＲ运行模式与细菌多样性及动态变化
规律之间的联系，明确脱氮机理，并为进一步优化运

行模式，提高脱氮效果提供科学依据。

１　材料与方法

１１　实验装置
实验采用自主研发的序批式好氧三相内循环流

化床反应器，该反应器的具体构造参见文献［５］。
１２　接种污泥及实验用水

接种污泥取自四川农业大学教学科研园区污水

处理站循环式活性污泥法（ＣＡＳＳ）池。该污水处理
站主要处理园区内畜禽养殖废水，采用的处理工艺

为格栅 ＋地埋式调节池 ＋气浮塔 ＋厌氧折流板反应
器（ＡＢＲ）＋ＣＡＳＳ。实验用水取自该污水处理站气
浮塔出水，主要水质指标：ＣＯＤ１０００～２５００ｍｇ／Ｌ，
ＮＨ３Ｎ８５～１２３ｍｇ／Ｌ，ＴＮ１２５～１７５ｍｇ／Ｌ，ｐＨ６～８。
１３　ＳＢＢＲ运行模式及取样

反应器在进入运行期之前，已经过 ２个月的驯
化，驯化期采用与四川农业大学教学科研园区污水

处理站 ＣＡＳＳ池相同的运行模式，即每天曝气 １６ｈ，
停曝８ｈ。从第５０天起，ＮＨ３Ｎ和 ＣＯＤ的去除率分
别能稳定保持在 ９０％和 ８０％以上。驯化后期进入
运行期，共持续了 ２１ｄ，运行期每天运行 ３个周期
（７：００—１５：００、１５：００—２３：００、２３：００—７：００），单个
运行周期为 ８ｈ，周期运行模式为“瞬时进水、曝气
２５ｈ、停曝１５ｈ、再曝气２５ｈ、停曝１５ｈ、停曝末
期排水”，每周期水力停留时间为 ８ｈ。整个实验期

间未控制温度（驯化期室温 ９～１５℃，运行期室温
１２～１８℃），溶解氧（ＤＯ）浓度参考 ＡｎｄｒａｄｅｄｏＣａｎｔｏ
等

［１０］
的研究控制在２ｍｇ／Ｌ左右。
对接种污泥及驯化期第 ５０天的生物膜各取样

０３ｇ，编号依次为 Ｎ１、Ｎ２；在驯化过程中，基本淘汰
了呈悬浮状态的微生物，仅剩生物膜颗粒，在运行期

的第 １６天的 ７：００—１５：００周期内的第 ２５、４０、
６５、８小时分别取生物膜样品各 ０３ｇ，编号依次为
Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５和 Ｎ６。所取样品均在 －２０℃下冻存备用。
１４　细菌总 ＤＮＡ提取与纯化

细菌总 ＤＮＡ采用化学法进行提取。在 ２ｍＬ无
菌离心管中，加入约０３ｇ样品和１５ｍＬ磷酸抽提缓
冲液（预热水浴 ６０℃），充分涡旋 ５ｍｉｎ，于 －８０℃冰
箱中２０ｍｉｎ，６５℃水浴融化，反复冻融 ３次，加入 １０
μＬ蛋白酶 Ｋ（１０ｍｇ／ｍＬ），其余步骤参见文献［１１］。
取３μＬ细菌总 ＤＮＡ以１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１５　ＰＣＲ扩增

根据所要得到的目标序列采用不同的特异性引

物以细菌总 ＤＮＡ为模板进行扩增，具体如表１所示。

表 １　扩增目标及引物

Ｔａｂｌｅ１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｔａｒｇｅｔｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｓ

扩增目标
引 物

第１轮 第２轮

细 菌 Ｆ８，Ｒ１５４１［１２］ ｇｃＦ３３８，Ｒ５１８［１２］

氨氧化菌 ａｍｏＡ１Ｆ、ａｍｏＡ２Ｒ［１３］ ｇｃａｍｏＡ１Ｆ、ａｍｏＡ２Ｒ［１３］

厌氧氨氧化菌
Ｐｌａ４６ｆ［１４］、

ＰＲＵＮ５１９ｒＧＣ［１５］

为了增强 ＰＣＲ扩增的敏感性和 ＤＧＧＥ分析的
针对性，采用了巢式 ＰＣＲ（ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）技术。
１６　ＤＧＧＥ分析

取３０μＬＰＣＲ产物在 ＤＣｏｄｅＳｙｓｔｅｍ（ｂｉｏＲａｄ，
ＵＳＡ）上进行电泳，变性梯度范围为 ３０％ ～６０％，聚
丙烯酰胺凝胶浓度为 ６％，电压为 １４０Ｖ，电泳时间
为１５ｈ，温度恒定为 ５５℃［７］

。电泳结束后，凝胶以

０２％的 硝酸银 溶液染色，洗涤数 次后于 Ｇｅｌ
Ｄｏｃ２０００凝胶成像系统（ｂｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）上成像检测。
１７　统计分析

为了解细菌种群在 ＳＢＢＲ中的动态变化，对
ＤＧＧＥ条带图谱进行了统计分析。其中，丰富度分
析以图谱中所有的条带数为 １，不同时刻样品的细
菌种群丰富度值为该时刻样品的条带数除以图谱中

的总条带数：

４３３２
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Ｒｓｉ＝Ｌｉ／ＬＴ
Ｒｓｉ———第 ｉ泳道的细菌种群丰富度值；
Ｌｉ———第 ｉ泳道上的条带数；
ＬＴ———图谱中的总条带数（同一位置的条带只

算１条）。
多样性反映了种群的丰富度和均匀度，多样性指

数采用 Ｓｈａｎｎｏｎｗｅｉｎｅｒｉｎｄｅｘ计算公式［１６］
进行计算：

Ｈｉ＝－∑
ｓ

ｊ＝１
ＰｉｊｌｎＰｉｊ

式中：

Ｈｉ———第 ｉ泳道的细菌种群多样性指数；
ｓ———第 ｉ泳道上的条带数；
Ｐｉｊ———第 ｉ泳道上第 ｊ条带种群在全部条带种

群的比例。

１８　切胶测序和系统发育分析
在紫外灯下切下 ＤＧＧＥ条带，洗净后浸泡于 ６０

μＬ无菌 ＭｉｌｌｉＱ水中２４ｈ以上，取 ２０μＬ进行 ＰＣＲ
扩增，扩增产物经 ＤＧＧＥ确认为单一条带后，送交
生物公司（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，上海）测序，测序结果提交
ＧｅｎＢａｎｋ并获得登录号。使用 ＧｅｎＢａｎｋ的 ＢＬＡＳＴ
对测序结果进行相似性分析，根据相似性分析结果

使用 ＭＥＧＡ（４０）分析软件建立系统发育树。

２　结果与分析

２１　ＳＢＢＲ的运行情况
ＳＢＢＲ驯化结束后，进入运行期。连续监测了

２１ｄ，每天监测出水 ＣＯＤ、ＮＨ３Ｎ和 ＴＮ，并计算去除
率，结果如图１所示。在正常运行的第 １６天，在 ７：
００至１５：００这一单个周期内对 ＣＯＤ每隔１ｈ取样，
对氨氮、硝态氮和亚硝态氮每隔 ０５ｈ取样，水质监
测结果如图２所示。

图 １　运行过程中 ＣＯＤ、ＮＨ３Ｎ及 ＴＮ去除效果

Ｆｉｇ１　ＲｅｍｏｖａｌｒａｔｅｓｏｆＣＯＤ，ＮＨ３Ｎａｎｄ

ＴＮｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｕｎｎｉｎｇｐｈａｓｅ

图 ２　一个周期（８ｈ）内的水质变化

Ｆｉｇ２　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＮＨ３Ｎ，ＮＯ
－
２Ｎ，ＮＯ

－
３Ｎ，

ＴＮａｎｄＣＯＤｉｎｏｎｅｐｅｒｉｏｄ（８ｈ）

由图１可知，反应器在 ２１ｄ的运行期间，ＣＯＤ、
ＮＨ３Ｎ和总氮的去除率分别可达（９３７±１０）％、
（９５１±０８）％和（８７２±０６）％。

由图２可知，反应器按既定的周期模式运行，周
期内反应器中 ＣＯＤ、ＴＮ和 ＮＨ３Ｎ浓度呈持续下降

趋势，而 ＮＯ－２Ｎ和 ＮＯ
－
３Ｎ浓度随停曝气交替呈规

律性变化（曝气阶段升高、停曝阶段下降）。就整个

周期而言，ＮＯ－２Ｎ浓度高于 ＮＯ
－
３Ｎ浓度，出现亚硝

态氮积累，这说明采用较低的溶解氧水平（曝气阶

段约２ｍｇ／Ｌ）以及曝气、停曝交替运行模式有利于
促成亚硝态氮积累，实现短程硝化，这也说明氨氧化

菌对 ＤＯ浓度波动的适应性比硝化菌更好。同时，
整个周期内尽管 ＮＨ３Ｎ浓度从开始的 ３８ｍｇ／Ｌ降

至周期末的４ｍｇ／Ｌ，但 ＮＯ－２Ｎ和 ＮＯ
－
３Ｎ始终维持

在很低的浓度水平（ＮＯ－２Ｎ为 ２５６±２５５ｍｇ／Ｌ，

ＮＯ－３Ｎ为 ０８５６±０８５ｍｇ／Ｌ），这说明在短程硝化
发生的同时，发生了反硝化。在实际废水处理中，短

程硝化具有可节约能耗、减少污泥产量、节约碱投加

量等优点；同时发生的反硝化则可使处理出水中的

亚硝态氮浓度维持在很低的水平，避免因亚硝态氮

浓度偏高对水环境造成危害（如致癌、致水生动物

缺氧和引起水体富营养化等）。

２２　ＤＮＡ提取与纯化以及 ＰＣＲ扩增
初提 ＤＮＡ纯化后经 ０１％的琼脂糖凝胶电泳

检测，ＤＮＡ片段长度均大于 ２１ｋｂ。ＰＣＲ反应液使
用１％琼脂糖凝胶电泳检测，ＰＣＲ扩增获得了高量
和高特异性的 ＰＣＲ产物，细菌片段长度约为 １６０
ｂｐ，氨氧化菌片段长度 ４６５ｂｐ。本实验未能获得厌
氧氨氧化菌扩增产物，这可能与实验温度较低有关

（驯化期室温为９～１５℃，运行期室温为 １２～１８℃，
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未采取控温措施），相关研究已确证厌氧氨氧化菌

适宜的生长温度为 ３０～４０℃［１７１９］
，此外，这也与有

机物浓度有关，高有机物浓度有利于异养反硝化而

不利于厌氧氨氧化
［２０］
。

２３　ＳＢＢＲ不同时刻细菌及氨氧化菌多样性分析
ＤＧＧＥ凝胶成像结果如图３所示。

图 ３　ＤＧＧＥ图谱

Ｆｉｇ３　ＤＧＧＥａｔｌａｓｅｓ

有关丰富度值和多样性指数分析结果如表２和
表３所示。

表 ２　ＳＢＢＲ各阶段细菌及氨氧化菌群落丰富度值

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｉｃｈｎｅｓｓｖａｌｕｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ｉｎＳＢＢＲｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓ

指 标 Ｎ１ Ｎ２ Ｎ３ Ｎ４ Ｎ５ Ｎ６

细菌群落丰富度值 Ｒｓａ ０６６７０６６７１０００１０００１０００１０００

氨氧化菌群落丰富度值 Ｒｓｂ ０５７１１００００８５７０８５７０８５７０７１４

表 ３　ＳＢＢＲ各阶段细菌群落多样性指数

Ｔａｂｌｅ３　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ｉｎＳＢＢＲｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓ

指 标 Ｎ１ Ｎ２ Ｎ３ Ｎ４ Ｎ５ Ｎ６

细菌多样性指数 Ｈａ ２３９２２５４９２６９６２６９８２７００２９８４

氨氧化菌多样性指数 Ｈｂ １６０８２８３０２４８２２４８１２６３４２０６９

　　由图 ３（ａ）可知，发现泳道 Ｎ１、Ｎ２中的条带基
本相同，且在 Ｎ３～Ｎ６中都可以找到，相对于 Ｎ１、
Ｎ２，Ｎ３～Ｎ６多出两条条带（Ｂ５、Ｂ６），表现为表 ２中
Ｎ３～Ｎ６的 Ｒｓａ值及表 ３中 Ｎ３～Ｎ６的 Ｈａ值明显高
于 Ｎ１、Ｎ２。分析原因，驯化期采用的运行模式与四
川农业大学教学科研园区污水处理站 ＣＡＳＳ池相
同，接种污泥亦来自 ＣＡＳＳ池，处理的废水同为园区
畜禽废水，因此，相对于接种污泥而言，驯化 ５０ｄ后
的生物膜中细菌种群丰富度未发生明显变化。进入

运行期，运行模式发生了改变，相应地，运行期生物

膜中生物群落也发生了变化，说明运行模式对生物

膜群落存在影响。此外，周期运行模式下，Ｒｓａ和 Ｈａ
值高于驯化期，说明运行期交替曝气、停曝模式有助

于提高生物膜中细菌的丰富度和均匀度。

由图３（ｂ）可知，发现泳道 Ｎ２～Ｎ６中的条带数
比 Ｎ１多，Ｎ２中的条带除 Ｍ６外都可以在 Ｎ３～Ｎ６
中找到，从表２和表 ３分析可知，Ｎ１中的 Ｒｓｂ和 Ｈｂ
低于 Ｎ２～Ｎ６，说明驯化成功后的生物膜与絮状接
种污泥相比，生物膜中的氨氧化菌种群更丰富。Ｎ２
中的 Ｒｓｂ和 Ｈｂ都是６个泳道中最高的，说明氨氧化
菌在驯化期时就全部产生了，Ｎ３～Ｎ６中的 Ｒｓｂ和
Ｈｂ有所降低，这可能是因为驯化期采用了比较低的
氨氮负荷，而运行期的高氨氮负荷对氨氧化菌起到

了一定的选择作用，但影响不大。Ｎ３、Ｎ５中有着与
Ｎ２同样的 Ｍ７条带，而 Ｎ４和 Ｎ６则缺失该条带，说
明，曝气对该条带代表的氨氧化菌有一定的影响。

Ｎ６中 Ｈｂ值明显低于 Ｎ３～Ｎ５，这是因为随着硝化反
硝化的进行，氨氮浓度降低，一些氨氧化菌被淘汰或

者在生物膜中含量大大减小，以至于未能检测出来，

这也说明了氨氧化菌的丰富度与氨氮负荷有着紧密

的联系。

２４　系统发育分析
将６条细菌条带及７条氨氧化菌条带经切胶回

收、ＰＣＲ重扩增和 ＤＧＧＥ鉴定后，送交测序，一共获
得了１３条序列，将序列提交给 Ｇｅｎｂａｎｋ获得登录号
（ＨＭ１８５３９２～ＨＭ１８５４０４）。使用 ＭＥＧＡ（４０）近邻
相连法建立系统发育树，见图４（ａ）、（ｂ）。

根据图 ４（ａ），基本可以断定 Ｂ５、Ｂ３分别属于
未培养 β变形菌（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄＢｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和
未培养 γ变形菌（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ）；Ｂ４属于未培养嗜皮菌（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄＤｅｒｍａｔｏ
ｐｈｉｌａｃｅａｅ）；Ｂ１、Ｂ２为未培养细菌（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ），其中 Ｂ２与未培养 α变形菌（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄａｌｐｈａ

６３３２
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图 ４　系统发育树分析

Ｆｉｇ４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎａｌｙｓｉｓ

ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）同源；Ｂ６虽与未培养 α变形菌（ｕｎ
ｃｕｌｔｕｒｅｄａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）有较高的相似性，但
并不同源，具体种属还有待于进一步鉴定。总体来

看，反应器中出现的变形菌较多，说明这种菌群对污

染物去除起到了主要作用，这与高大文等
［２１］
的研究

结果相似。最常见的反硝化菌都属于变形菌纲
［２２］
，

生物膜中大量变形菌的存在为本研究中的反硝化效

果提供了保障。

根据图４（ｂ），Ｍ１～Ｍ７虽均能在 Ｇｅｎｂａｎｋ中找
到与其相似性高达９９％的种群，但 Ｍ１～Ｍ７与其他
未培养氨氧化菌（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄａｍｍｏｎｉａｏｘｉｄｉｚｉｎｇｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ）并不同源。Ｍ１～Ｍ７的特殊性可能与畜禽废
水特性、实验运行条件有关，但可以肯定的是正是由

于这些特殊的氨氧化细菌在反应器中占据了优势地

位，才导致了周期运行阶段的亚硝酸盐积累，从而为

短程硝化反硝化创造了条件。

３　结　论

（１）采用 ＳＢＢＲ处理畜禽废水，在室温（驯化期

９～１５℃，运行期 １２～１８℃）下，按“瞬时进水、曝气
２５ｈ、停曝１５ｈ、再曝气２５ｈ、停曝１５ｈ、停曝末
期排水”模式运行，控制曝气阶段 ＤＯ浓度在 ２ｍｇ／

Ｌ，可实现明显的亚硝酸积累，并取得良好的总氮去
除效果。

（２）相对于接种污泥而言，驯化期生物膜中细
菌种群丰富度未发生明显变化，运行期交替曝气、停

曝模式有助于提高生物膜中细菌的多样性指数（丰

富度和均匀度），但受曝气／停曝运行模式及氨氮负
荷变化影响，运行期氨氧化菌多样性指数略低于驯

化期。生物膜内存在的细菌种群包括具有反硝化功

能的变形菌和一些较特殊的氨氧化细菌，在本实验

条件下未发现厌氧氨氧化菌。

（３）本实验条件下，主要的脱氮机理为短程硝
化反硝化，且短程硝化与反硝化是同时发生的。
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