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摘要：为了研究处理含氮芳烃废水生物反应器细菌多样性及含氮芳烃降解的微生物学机制，并为工艺改进提供依据，采集处

理含氮芳烃废水生物反应器从启动到稳定高效运行过程中不同时期污泥样品进行 &’()*++, 分析 #同时，从稳定运行期反应

器污泥中富集培养了 -$ 株细菌，获得 ./ 株降解菌并对其中 0 株降解菌进行了芳烃双加氧酶活测试 #结果表明，细菌种群结构

自启动至稳定运行期变化明显，!"#$%&’"()*#’（12(!，12(3）、!"(#+%&’"()*#’（12(4）和!),*%()%&’"()*#’（12(/）等类群细菌对含氮芳

烃化合物降解可能起重要作用 #不同研究微生物多样性方法存在各自倾向性，仅能反映细菌种群中的不同部分 #在分离细菌

中，!"(#+%&’"()*#’ 类群细菌为优势类群，通过对降解菌芳烃开环双加氧酶酶活分析，进一步了解了含氮芳烃在反应器内的降解

机制 #研究结果为含氮芳烃废水处理研究提供了一些有价值的参考依据，并丰富了含氮芳烃废水降解菌资源 #
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含氮芳烃类化合物广泛应用于染料、塑料、杀虫

剂、炸药和药品的生产中，是重要的化工品，代表物

质有硝基苯、硝基酚、苯胺等 #此类物质具有相当大

的毒性，摄入、吸入、甚至通过皮肤渗入均可导致呕

吐、皮肤和眼睛发炎以及头痛、供氧不足、影响中枢

神经系统，导致肝损伤和贫血症和癌症［! = .］，由于这

类物质可在环境中持续存在并可能在食物链中积

累［4］，对人类的毒性很大且其产量巨大，美国环保局

（L1,&7）将硝基苯、4)硝基酚、"，4)二硝基酚等列入

!"- 种首要污染物（[5@D5@VN [DAAFV?MV）名单［!，0，/］#
尽管有很多研究者对含氮芳烃类废水降解工艺

进行了研究［"，.，0］，然而对含氮芳烃废水降解反应器

内微生物群落研究较少 #本课题组前期构建了一个

高效含氮芳烃类废水降解反应器，并对工艺和微生

物多样性进行了初步研究［3］，由于仅采用 !/1 5(67

基因克隆文库的方法对细菌多样性变化进行分析，

可能存在倾向性，且无法对降解菌降解机制进行评

估 #因此本研究采用变性梯度凝胶电泳（*++,）技

术和 *67 测序、系统发育分析等方法以及传统微生

物学方法对含氮芳烃废水生物反应器细菌多样性进

行分析，以期获得反应器中细菌组成和功能以及动

态变化规律，从而为含氮芳烃废水处理提供了一些

有价值的参考依据，并丰富含氮芳烃降解菌资源 #

@ 材料与方法

@A@ 含氮芳烃废水降解反应器构建及污泥样品采集
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反应器如图 ! 所示 "其中 #$% 反应器由有机玻

璃加工而成，长 & 宽 & 高为 ’(( )) & !(( )) & ’((
))，有效容积 * +，委托北京市有机玻璃六厂加工 "
采用 , 个时序控制器分别控制进水阀、搅拌器、空气

泵和出水电磁阀以实现周期运行，通过与电脑相联

的溶氧仪在线监控溶解氧浓度，并通过带有阀门的

转子流量计调节并计量曝气量 "在整个试验过程中，

试验 用 水 均 为 人 工 配 水，硝 基 苯（-$）、,.硝基酚

（,.-/）、苯胺（0-）、1，,.二硝基酚（1，,.2-/）, 种物

质配 制 模 拟 废 水，具 体 浓 度 为 硝 基 苯 !(( 3 !4(
)56+，,.硝基酚 !(( 3 !7( )56+，苯胺 7( 3 !(( )56+，

1，,.二硝基酚 17 3 7( )56+，运行周期自启动至 !!4 8
为 !1 9，!!: 3 !,! 8 为 4 9，自 !,1 8 以后为 * 9，自第

:78 起出水中检测不到 , 种进水物质存在，且出水

;<= 低于 !( )56+"反应器运行数据参见文献［>］"采
样选取 (、*(、:(、!1(、!7( 和 !:( 8 反应器中污泥

样品，每次取样约 ! 5 污泥（湿重），于 ? >( @冰箱冻

存备用 "

! " #$% 反应器；1"搅拌器；’ "进水泵；, "出水电磁阀；7"空气泵；

* "空气流量计；> "溶氧仪；4 "时序控制器；:"曝气头

图 ! 试验装置

AB5"! /BCDE FGHFIB)FJEKC LMLEF)

!"# 活性污泥总 2-0 提取与纯化

参考 <NF8 等［4］的方法并进行了一些修改，具体

步骤为：!O7 )+ 灭菌离心管加入 (O1 5（湿重）活性污

泥样品，离心，用超纯水清洗 1 遍；加入 !O( )+ HP
4O( ;Q 溶液，!((!+ /R/，!((!+ #2#，7(( )5 样品，

,*7 3 *((!) 灭菌玻璃珠 (O* 5；振荡器匀浆 7 )BJ；

!1 ((( I6)BJ离心 ! )BJ，上清转移干净离心管，加入

!6!( 体积的冰冷乙 醇 钠（7 ))DC6+），冰 上 放 置 !(
)BJ；!1 ((( I6)BJ离心 7 )BJ，上清转移干净离心管，

加入 ! )+ 冰 冷 异 丙 醇，沉 淀，冰 上 放 置 ’( )BJ；

!1 ((( I6)BJ离心 !( )BJ，用 >(S乙醇洗沉淀，;Q 溶

解，1( 3 7(!+（!( )56+ %JKLF 稀释 !( 倍，加入 (O*

!+）"粗提 2-0 采用 TBUKI8 2-0 =CFKJ.VH #MLEF) WBE

（/ID)F5K，V#0）纯化，? 1(@保存 "
!"$ /=% 扩增

扩增引物为上海生工合成的细菌 !*# I2-0 通

用引 物 :*4A.X=（7Y.=X= ==X ==X =X= X=X X=X
XX= XXX X=X XXX X=0 =XX XXX 00= X=X 00X
00= =;; 0=.’Y）和 !,(!%（7Y.=XX ;X; X;0 =00
XX= ==X XX0 0=X.’Y）［:］" 7(!+ 反应体系内含有 !
& /=% Z[\\FI，1 ))DC6+ ]5=C1，8-;/L 1((!)DC6+，引

物各 ’( H)DC，!"# 2-0 HDCM)FIKLF（/ID)F5K）! 单位，

模板 2-0 ,( J5" /=% 反应条件为热启动结合降落

/=%，具体为：反应体系内先不加 !"# 酶，:,@预变

性 , )BJ，然后迅速加入 !"# 酶，:,@ ! )BJ，*7@；!
)BJ，>1@ ! )BJ，每循环退火温度降低 (O7@，共 1(
个循环，然后接 :,@ ! )BJ，77@ ! )BJ，>1@ ! )BJ
循环共 !( 个，>1@延伸 !( )BJ，扩增产物经 !O(S琼

脂糖凝胶电泳检测 "
!"% 2XXQ 分析

扩增 的 7(!+ /=% 产 物 直 接 在 2=D8F #MLEF)
（$BD.%K8，V#0）上进行电泳，变性梯度范围为 ’(S
3 *(S，聚丙烯酰胺凝胶浓度为 *O7S，1(( R 预电

泳 !( )BJ，!(( R 电泳 !( 3 !! 9"温度恒定为 *(@ "电
泳结束后，凝胶以 (O7!56)+的溴化乙锭溶液染色，

洗涤数次后于 XFC2D^1((( 凝胶成像系统（$BD%K8，

V#0）上成像检测 "
!"& 条带测序结果分析及 2XXQ 聚类分析

在紫外灯下切下 2XXQ 条带，洗净后浸泡于 7(

!+ 无菌 ]BCCB._ 水中 1, 9 以上，取 1!+ 进行 /=% 扩

增，扩增产物经 2XXQ 确认为单一条带后，送交测序

公司（诺赛，北京）测序 "
将 测 定 的 序 列 用 $+0#; 程 序（ 9EEH：66

‘‘‘O J^ZBO JC)" JB9 " 5DN6ZCKLE），对 XFJ$KJa 数据库中

的序列进行相似性搜索，并从中获取相近的典型菌

株 !*# I%-0 基因序列，采用 =C[LEKCb［!(］排序，基于

WB)[IK.1［!!］模型构建系统进化树，自展数为! ((( "
凝胶聚类分析采用凝胶成像分析软件 _[KJEBEM

<JF!［!1］进行分析 "采用 V/X]0 法（VJ‘FB59EF8 /KBI.
XID[H ]FE9D8 [LBJ5 0IBE9)FEB^ KNFIK5FL）对 2XXQ 图谱

进行聚类分析，采用 2B^F ^DF\\B^BFJE 法根据电泳图谱

对样品进行相似性分析［!’，!,］"样品中得微生物群落

多样性根据 #9KJJDJ 指数 $ 计算 "计算公式为：

$ c ?"（%& 6’）C5（%& 6’）

式中，%& 为每条电泳条带光密度峰值，’ 是同

一泳道中所有条带光密度峰值总和［!7，!*］，电泳条带
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光密 度 的 峰 值 通 过 分 析 软 件 !"#$%&%’ ($)! 进 行

读取 *
!"# 细菌分离、培养、鉴定、保藏方法

参照俞毓馨等［+,］的方法进行，取 + - 活性污泥，

以无菌生理盐水制成 +. 倍梯度系列稀释液，分别取

./+ 01 涂布于 12 或者稀释 12 平板上，3.4培养 3
5 6 7*在适当的稀释倍数的平板上尽量挑取形态不

同的菌落进行进一步纯化；纯化后的菌种一部分制

备甘油管冻存，用于保藏的菌株培养至 !8..约 ./3 5
./9，取 ./, 01 菌液于灭菌的 +/6 01 离心管中，加入

./3 01 含 6.: 甘油的灭菌 12 培养基，混匀后于

; ,.4保藏 *另一部分提取基因组 <=>，采用 ?,@ 和

+9A?B 扩增 +8C DB=> 基因［+E］，送交测序公司（诺赛，

北京）测序，提交 F)$2#$G 进行测序，并初步分类

鉴定 *
!"$ 分离细菌对 9 种污染物质降解能力的测试

对于 9H硝基酚和 ?，9H二硝基酚降解能力，挑选

在 12 平皿上分离纯化的细菌菌落，在加有 6. 5 +..
0-I1 9H硝基酚或 ?，9H二硝基酚的基础无机盐琼脂平

皿上点种，培养 *因加有该类硝基酚化合物的固体培

养基呈黄绿色，故观察点种后生长的菌落周围培养

基呈现出的黄颜色是否消失或减弱；此外，用反应器

样品稀释液直接在该类平皿上涂布的，也采用上述

同样方式培养、观察，与无点种细菌的对照平皿比

较，菌落周围黄颜色消失的视为降解阳性；对于硝基

苯和苯胺降解测试，采用液体 JC 培养基，投加 +..
0-I1的硝基苯或苯胺，并设置空白对照，挑选在 12
平皿上分离纯化的细菌菌落接种，摇床 3.4培养，

试管塞紧，并用 K>B>LM1J 膜密封 *定期测试液体硝

基苯或苯胺的浓度，与空白对照相比确定是否降解 *
样品处理采用+3 ... DI0&$离心 +. 0&$，吸取 ./6 01
上清液，加入等体积的乙酸乙酯，混匀萃取，离心，取

上层的有机相，在微孔滤器（./??!0）上过滤，吸取 6

!1 滤液，注入 NK1O 中检测 *
!"% 分离细菌芳烃开环双加氧酶酶活测定

待测酶活的菌株接入 12 培养基或者投加降解

污染物的 JC2 培养基中，于 3.4，+3. DI0&$的摇床

振荡培养，待 !8..为 ./? 时，E ... DI0&$离心收集 +..
01 培养液中的细胞，用 PN E/. 的 6. 00QRI1 SD&TH
NOR 缓冲液洗涤 ? 次，然后重悬于 +01 相同的缓冲

液中制成细胞悬液，细胞悬液经过超声处理（?..
U，每次 3 T，间隔 6 T，共 A. 次），于 94，?. ... DI0&$
离心 3. 0&$，其上清液即为细胞裂解液 *

邻苯二酚 +，?H双加氧酶、邻苯二酚 ?，3H双加氧

酶、偏苯三酚 +，?H双加氧酶、原儿茶酸 3，9H双加氧

酶、龙胆酸 +，?H双加氧酶、?H氨基苯酚 +，8H双加氧酶

酶活测试参见文献［,］*

& 结果与分析

&"! <FFV 图谱的细菌多样性统计分析

<FFV 电泳结果如图 ? 所示，可以看出，在各不

同运行时期样品里，条带数目都比较少，这可能是由

于环境选择压力较大（9 种进水污染物均为难降解

有机物）所致 *将图 ? 中优势条带进行切胶测序，所

有切下的条带都成功进行了测序，结果见表 + *所有

测序图背景值很小，说明这些条带都代表了单一的

菌种 *

图 & 不同样品的 ’(() 电泳结果

L&-*? <FFV #$#R’T&T Q@ 7&@@)D)$% T#0PR)

图 3 为 <FFV 图谱聚类分析，从中可以看出，反

应器启动污泥（. 7）与稳定运行的 +A. 7 污泥条带聚

类在了一起，而启动污泥取自某化工厂污水处理厂，

该污水处理厂连续运行已经 +. 多年，因此可以判定

+A. 7 反应器内污泥菌群结构也趋于稳定 *虽然启动

886? 环 境 科 学 ?A 卷



表 ! "##$不同泳道细菌群落相似性分析!"

#$%&’ ( )*++’,’-. &$-’ %$/.’,*$& 0.,1/.1,’ 0*2*&$,*.3 $-$&30*0 !"

4 5 64 5 74 5 (84 5 (94 5 (74 5

4 5 (44 8: ;7 8< ;= 8< (= ;= <( ;9
64 5 8: ;7 (44 >< ;6 >= ;< 6 ;: = ;9
74 5 8< ;= >< ;6 (44 <9;( <= ;( >= ;=
(84 5 8< >= ;< <9 ;( (44 64;= 8< ;(
(94 5 (= ;= 6 ;: <= ;( 64 ;= (44 >9;9
(74 5 <( ;9 = ;9 >= ;= 8< ;( >9 ;9 (44

污泥和 (74 5 污泥细菌种群结构相似，8 种污泥对污

染物去除效果却有很大差别，推测可能是因为启动

污泥内本来就存在 < 种污染物降解菌，由于运行工

况不合理，处理效果较差，工况调整稳定后，降解菌

作用得到较好发挥，故处理效果较好 ; 而 64 5 由于

反应器处理效果不好，大量污泥解体，因此其微生物

结构与其余的几个时期不同，单独成一支，而 74、

(84 和 (94 5 的污泥聚为一支，这是由于 74 ? (945 属

于提高负荷期，因此这 > 个样品微生物结构互相类

似 ;表 ( 为 )@@A 不同泳道细菌群落相似性分析，与

图 > 能得到同样的结果，4 5 与 (74 5 相似，64 5 与其

他样品相似性较低，74、(84 和 (94 5 样品也较为

相似 ;

图 % 对不同时期样品 "##$条带带型的 &’#()方法聚类分析

B*C;> D-$&30*0 )@@A E$..’,- %3 .F’ /&10.’,*-C 2’.FG5 10*-C

HI@JD 2’.FG5 K*.F $,*.F2’.*/ $L’,$C’0

图 < 为 )@@A 不同泳道的多样性分析，从中可

以看出 4 ? 64 5，反应器内污泥微生物多样性逐渐减

少，这可能是由于 < 种进水污染物毒性较大，而相当

一部分接种污泥内的细菌无法适应如此毒性较大的

环境，纷纷死亡导致，而从 64 ? 74 5，污泥微生物多

样性有所增加，这可能是由于选择性的培养出了降

解细菌，在共代谢的作用下，使得原本活性受抑制的

细菌活性恢复所致，而后一阶段，74 ? (84 5，多样性

减少，这可能是由于进水 < 种污染负荷提升，导致一

些细菌无法适应存有高浓度 < 种毒性物质的环境，

因而使得多样性减少 ; (84 ? (74 5 多样性又有增加，

则可能是由于经过一段时间的运行，污泥内菌群逐

渐适应高污染物浓度环境 ;对比启动污泥样品（4 5）

和最终运行稳定的污泥样品（(74 5），启动污泥多样

性大于稳定运行的 (74 5 样品，说明 < 种污染物毒

性还是对微生物菌群结构有一定的毒害作用，使得

反应器内菌群多样性在一定程度上减少 ;另外，启动

污泥取自污水处理厂，而污水处理厂进水中碳源的

复杂性也是导致启动污泥细菌多样性较为丰富的原

因之一 ;

图 * "##$不同泳道多样性分析

B*C;< )*++’,’-. )@@A &$-’ 5*L0*.3 *-5’M $-$&30*0

+,+ )@@A 测序条带细菌系统发育分析

成功测序的条带结果如表 8 所示 ;对这些序列

构建系统进化树如图 9 所示，从中可以看出，不同样

品所展示的优势菌群多样性较少 ;这些条带代表的

细 菌 类 群 分 属 于 !"#$%&’"()*#’ （ NOP(， NOP=）、

+*%()%&’"()*#’（NOP8，NOP>，NOP6）和 !"(#,%&’"()*#’
（NOP<，NOP9）;

!"#$%&’"()*#’ 广泛存在于土壤中，有研究指出此

类 细 菌 是 土 壤 微 生 物 中 的 活 跃 种 群［(7，84］，

+*%()%&’"()*#’ 则包含了 =8 个已命名科和 <87 个已经

命名的属［8(］，在各类环境中均存在大量此类群细

菌 ; !"(#,%&’"()*#’ 在近几年研究中发现［88］，在脂肪烃

和芳烃污染的土壤中属于优势类群，说明这类细菌

在芳烃降解中可能起很重要的作用 ;
将各时期的出现的优势菌进行了总结，如表 >

所示，从中可以看出在整个反应器启动过程中，反应

器内优势菌群有明显的变化，在反应器启动（4 5）及

64 5 样 品，反 应 器 内 优 势 细 菌 为 !"#$%&’"()*#’
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表 ! "##$优势条带序列 %&’()比对结果

!"#$% & ’()*+"+, ’--. #"+/0 1234! 5%06$,

’--. 条带 可能的类群 -%+1"+7 登录号 数据库中最相近种或克隆 相似性89

41:; !"#$%&’"()*#’ .<&=;;>? <+@6$,65%/ !"#$%&’"()*#’ #"@,%5*6) @$(+% 3AB-;;C?（3B?&;D>E） ?F
41:& !G+*%()%&’"()*#’ .<&=;;>F +,)-$%.%/’, 0-(#$’（’H;;;EE&） ?D
41:I "G+*%()%&’"()*#’ .<&=;;=C <+@6$,65%/ 1)%&’"()* 0JK @$(+% L4;（3M>C>I>D） ?C
41:> !"(#/%&’"()*#’ .<&=;;=; 2#"*%&’"()*#-. ’*’&#/%3’4’"(’/%45(#"-.（B;E&&D） ??
41:= !"(#/%&’"()*#’ .<&=;;>E 2#"*%&’"()*#-. ’*’&#/%3’4’"(’/%45(#"-.（B;E&&D） ??
41:F #G+*%()%&’"()*#’ .<&=;;=& 6)(’ 0*%()%&’"()*#-. N4G;?（31CEFD>D ） ?E
41:E !"#$%&’"()*#’ .<&=;;>D <+@6$,65%/ !"#$%&’"()*#-. O5(6J #"@,%5*6) @$(+% 41:;C;I（3MIFD;DC） ?=

图 * "##$切胶测序条带同相似序列构建的系统进化树

M*OK= :%$",*(+0P*J0 (Q 0%R6%+@%0 /%5*S%/ Q5() ’--. #"+/0 ,( J5%S*(60$T /(@6)%+,%/ 0%R6%+@%0

（41:;）、!G+*%()%&’"()*#’（ 41:&） 和 !"(#/%&’"()*#’
（41:=），自 ?C / 起，由于反应器已经可以稳定降解

进水中各种污染物，新的条带（41:I）出现，而这一

条带属于"G+*%()%&’"()*#’，而在运行周期减少到 D P
后，这一条带消失了，说明这一类群的细菌可能不适

应 D P 运行周期下高有机负荷的工况 K从 ;=C / 的条

带可以看出，由于反应器运行周期进一步缩短至 F
P，对比 ;&C / 的带型来看，显得条带较多，这可能是

由于反应器内已经存在降解菌群，且处理效果很好，

因此细菌多样性有所增加 K同 ;&C / 带型相比，41:>
仍然存在，由于 41:> 和 41:= 序列相似性为 ??9，

而 41:= 在 C、FC、?C 和 ;&C / 持续存在，而且信号增

强，说明这类细菌在 > 种污染物降解过程中可能起

很重要的作用 K在稳定运行的 ;?C /，反应器内菌群

多 样 性 增 多，优 势 菌 群 为 !"#$%&’"()*#’ （ 41:;，

41:E）、 !"(#/%&’"()*#’ （ 41:> ）和 #G+*%()%&’"()*#’
（41:F），而!G+*%()%&’"()*#’（41:&）的消失可能也是

表 + "##$分析各时期污泥优势菌

!"#$% I ’()*+"+, #"@,%5*"$ O5(6J0 *+ /*QQ%5%+, 0")J$%

0P(U%/ #T ’--. "+"$T0*0

时间8/ 条带 可能的类群

41:; !"#$%&’"()*#’
C 41:= !"(#/%&’"()*#’

41:& 1’..’0*%()%&’"()*#’

FC
41:& 1’..’0*%()%&’"()*#’
41:= !"(#/%&’"()*#’
41:& 1’..’0*%()%&’"()*#’

?C 41:I 7)4(’0*%()%&’"()*#’
41:> !"(#/%&’"()*#’
41:> !"(#/%&’"()*#’

;&C 41:& 1’..’0*%()%&’"()*#’
41:= !"(#/%&’"()*#’

;=C
41:> !"(#/%&’"()*#’
41:F 6)(’0*%()%&’"()*#’
41:E !"#$%&’"()*#’

;?C
41:; !"#$%&’"()*#’
41:> !"(#/%&’"()*#’
41:F 6)(’0*%()%&’"()*#’
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由于 无 法 适 应 后 期 的 高 负 荷 所 致 ! !"#$%&’"()*#’
（"#$%）在启动污泥（& ’）里存在，但在 (& ’ 的信号减

少并在后面 %)& 和 %*& ’ 消失，却又在 %+& ’ 出现，

说明这一类群细菌虽然不是降解 , 种污染物的主要

菌群，但能够耐受这几种污染物，或者能够代谢降解

中间产物 !
! "# 分离细菌初步统计鉴定及酶活测试

在反应器运行稳定后 %+& ’，反应器样品液经常

规系列稀释后，在 -# 或 %.)& -# 琼脂平皿上涂布，

涂布后的平皿放置在 /&0温箱保温培养，生长至一

定时间后（通常 / 1 2 ’）后，从平皿上挑选有代表性

的细菌菌落，划线纯化，共计 +& 株 ! 另外，测试了分

离细菌对于 , 种污染物的降解能力，并 通 过 %("
3$45 基因序列和生理生化指标将 +& 株细菌初步分

类，见表 , !从中可以看出，分离细菌中的大部分为

!"(#+%&’"()*#’ 和!6,*%()%&’"()*#’，分 别 占 *&7 和

/(7 !而此部分分离细菌与 %(" 3$45 基因建库及

899: 条带测序结果均没有重复序列，说明这几种

方法各自倾向性不同，反映了污泥中细菌菌群的不

同类群 !
为了进一步了解反应器内 , 种污染物的降解途

径，测试了表 * 所列 * 株降解菌在 -# 培养基和 ;"
培养基加上底物上的各开环酶酶活 ! 在 -# 培养基

上生长的各株细菌均无法测到 ( 种双加氧酶酶活，

而在 ;" 培养基 < 底物上生长的细菌中，-=+、-=%>
和 -=)% 测到偏苯三酚 %，)6双加氧酶酶活，-=%* 和

-=%+ 测到邻苯二酚 )，/6双加氧酶酶活 ! -=%, 无法

测到 ( 种双加氧酶酶活 !

表 $ 分离细菌菌株及含氮芳烃降解菌在各门级分类单元的分布

?@ABC , #@DEC3F@B GHGIB@EFHJK A@KC’ HJ FKHB@EC’ A@DEC3F@B

KE3@FJK，@J’ JFE3HLCJ6DHJE@FJFJL @3HM@EFD ’CL3@’C3K N3HM

EOC KCPICJDFJL A@EDO 3C@DEH3 KQKECM

细菌类群
分离菌

株数目

降解 , 种污染物的菌株数目

4# ,64R )，,684R

!"(#+%&’"()*#’ ,* *%） %2)） %)/）

-’"()*#%$)(). , & & &

/#*0#"1(). * & & &

"6,*%()%&’"()*#’ % & & &

#6,*%()%&’"()*#’ / & & &

!6,*%()%&’"()*#’ /) & & )

总和 +& * %2 %,

%）, 株 4# 降解菌属于 23%$%"%""1. 属（%(" 3$45 基因相似性 S +>7），

% 株 4# 降 解 菌 属 于 !*(3*%&’"()* 属；)）%% 株 ,64R 降 解 菌 属 于

23%$%"%""1. 属（%(" 3$45 基因相似性 S +>7），( 株 ,64R 降解菌属于

!*(3*%&’"()* 属；/）* 株 )，,684R 降解菌属于 23%$%"%""1. 属（%(" 3$45
基因相似性 S +>7），) 株 )，,684R 降解菌属于 ,.)1$%0%+’. 属，, 株

)，,684R 降解菌属 4’+#&’"()* 属

表 % 反应器内分离的 % 株含氮芳烃降解菌

?@ABC * 4FE3HLCJ6DHJE@FJFJL @3HM@EFD ’CL3@’C3K FKHB@EC’ N3HM EOC 3C@DHEH3

代表 数量 可能的类群 数据库中最接近种 相似性.7 功能

-=+ ) !"(#+%&’"()*#’ 23%$%"%""1.5%67## 8"; ,,%&>?（5T%+%/,/） %&& 降解 ,64R
-=)% / !"(#+%&’"()*#’ !*(3*%&’"()* +#"%(#’+’) 8";)&%)/（U>&2/+） +> 降解 ,64R
-=%> % N@FBI3C EH KCPICJDC 降解 ,64R
-=%* ) !"(#+%&’"()*#’ 23%$%"%""1. *1&&)* 8"; ,///>?（U>&()*） %&& 降解 4#
-=%, ) !"(#+%&’"()*#’ 23%$%"%""1. *1&&)* 8"; ,///>?（U>&()*） %&& 降解 )，,684R

# 讨论

在前期研究中，笔者采用 %(" 3$45 基因克隆文

库的方法，研究了反应器内微生物种群结构的动态

变化［2］，而在本研究中则采用 RV$6899: 及传统微

生物学研究方法进行研究，从方法学上来看，分子生

物学方法如 %(" 3$45 基因建库、899: 以及传统分

离培养方法所获得的数据无法在种级分类单元上相

互对应，说明这几种方法都存在各自的倾向性 !引物

+(>69V 和 %,&%$ 相比扩增全长 %(" 3$45 基因的引

物，对于 !"(#+%&’"()*#’ 类群具有偏好性，但对于 VT#
类群却无法得到较好信号 ! 另外 899: 分析所得的

优 势 菌 群 与 克 隆 文 库 所 得 优 势 菌 群 对 于

,*%()%&’"()*#’ 类群的偏向性基本相同 ! 899: 和克隆

文库对 %+& ’ 样品的研究均能获得的优势类群为

!"(#+%&’"()*#’，其在分离的菌株里占 *&7，且大部分

分离的降解细菌均属于此类群，说明这类细菌在反

应器内对含氮芳烃的降解起重要作用 !
在前期研究中，也对反应器污泥几种双加氧酶

酶活进行了分析［2］，发现在反应器内硝基苯和苯胺

经由邻苯二酚 )，/6双加氧酶介导的开环途径被降

解，,6硝基酚经由偏苯三酚 %，)6双加氧酶介导的开

环途径被降解，而 )，,6二硝基酚在反应器内降解途

径仍不清楚 !而在本研究中，进一步获得了 * 株降解

菌，而酶活分析也表明结果与前期研究能够互相印

+(*)+ 期 刘兴宇等：处理含氮芳烃废水 "#$ 生物反应器细菌多样性研究



证 !结合前期研究，推测反应器内 " 种污染物的降解

如图 # 所示 !

图 ! 反应器内 " 种含氮芳烃降解示意

$%&!# ’()*+, -./ 01 ,02 *,) 1034 5%*40&)56+05*.%5%5&

.40-.*%+ +0-/03578 2)4) 7)&4.7)7 %5 *,) 4).+*04

" 结论

（9）细菌种群结构自启动至稳定运行期变化明

显， !"#$%&’"()*#’ （ ’:;9， ’:;< ）、 !"(#+%&’"()*#’
（’:;"）和!6,*%()%&’"()*#’（’:;#）等类群细菌对含氮

芳烃化合物降解可能起重要作用 !
（=）不 同 的 研 究 微 生 物 多 样 性 的 方 法 如 9#’

4;>? 基因建库，@A;6BCCD，以及传统分离培养方法

所获得的数据无法在种级分类单元上相互对应，说

明这几种方法都存在各自的倾向性，反应了污泥中

细菌菌群的不同类群 !
（E）在分离的 FG 株细菌中，E# 株能够降解含氮

芳烃类物质，!"(#+%&’"()*#’ 类群细菌为优势类群 ! H
株降解菌双加氧酶酶活测试表明，在反应器内硝基

苯和苯胺经由邻苯二酚 =，E6双加氧酶介导的开环途

径被 IJ9H 所降解，"6硝基酚经由偏苯三酚 9，=6双加

氧酶介导的开环途径被 IJF、IJ9K 和 IJ=9 所降

解，=，"6二硝基酚经由未知途径被 IJ9" 所降解 !
致谢：在文章写作过程中，得到了瑞士苏黎世工

学院 L08)1 M)N)4 教授的大力帮助，在此表示感谢 !
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