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摘要：采用三角瓶在摇床上好氧振荡的方法，用硝基苯（&’()*+,&-,&,，./）废水处理厂的好氧污泥驯化培养能够降解 ./的混合
菌群，发现在此培养过程中，微生物菌群形成颗粒化（颗粒污泥），采用此颗粒污泥（混合菌群）进行降解 ./的研究 0结果表明，
该混合菌群在以 ./为唯一碳源和氮源的情况下降解 ./的效果最好，该混合菌群降解 ./时最适宜的温度为 !12，能够适宜
于 34 $5#以下的弱碱性环境，且最佳的 34值为 65#，当 ./的起始浓度为 7## 89·:; "时，混合菌群适应期较短，在 7 <以下，混
合菌群在 != <内能够完全降解 ./，降解速率最大，达到 !151 89·（:·<）; "，由此表明，好氧颗粒污泥法用于含硝基苯类化工废
水的处理是一种新的尝试，具有实际应用价值 0
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硝基苯（./）被广泛应用于制药、制苯胺、染料、
杀虫剂等化工行业，具有化学性状稳定、难降解和高

毒性等特点，进入环境后造成严重的生态环境污染，

被列入《环境优先控制有毒有机污染物》的名单［"］0
./生物降解机制性研究较多［! C =］，采用厌氧、好氧
及其联合的方法处理含 ./工业废水以达到生物降
解的目的［%］0迄今为止，研究者比较注重单一菌株的
筛选［7 C 1］，而单一菌株的处理效果远低于复合菌

———先单独筛选出若干株能降解 ./的不同纯种，
然后将它们混合在一起而成［$］0另外，在城市废水处
理的研究中，颗粒污泥特别是好氧颗粒污泥一直是

热点 0众所周知，因颗粒污泥（主要由多种微生物菌
体构成）具有复杂的生物相以及丰富的微观环境，好

氧微生物、厌氧微生物以及兼性微生物共同存在于

一个体系中，组成一个完整的生物群落，提高了有机

物生物降解效果［"# C "%］，而在生物降解 ./的研究中
一直都没有关于生物污泥颗粒化的报道，主要原因

可能在于 ./的毒性使得用城市废水培养出的颗粒
污泥不能应用于此类化工废水的处理，而纯培养条

件下微生物相单一难以形成颗粒化 0笔者在驯化培
养 ./降解菌的过程中，从一开始就不纯化，按照驯
化周期逐步提高 ./的浓度，使存活下来的混合菌
群中微生物种类越来越少，且在长期的互作过程中

形成良好的协同关系，并首次发现混合菌群形成了

颗粒化 0本实验采用摇瓶好氧振荡培养的方法，利用
获得的能够颗粒化的混合菌群（颗粒污泥），详细研

究了 ./生物降解的特性 0
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! 材料与方法

! "! 材料
菌株来源：将南京某化工厂 !"废水处理厂曝

气池活性污泥和排污口底泥混合成原始泥样，作为

菌种来源 #
培养液配方：简单无机盐培养液：$ % &’()*+，

$ % &(’)*+，,-’ % .%/*+·0(’*，1 % !234，5 6自来
水，自然 7(值（8-+左右）#
主要仪器与试剂：高效液相色谱仪（92:;<= 51’1，

美国），光学显微摄影仪（32>>?>，日本），7(计（)(/@
$，上海雷磁），!"、苯胺和其它化学试剂均为国产
分析纯 #
! "# 方法
! "# "! 混合菌群的驯化培养
采用好氧振荡瓶法进行混合菌种的驯化培养 #

在 1,, A6三角瓶中加入原始泥样 8, %，再加入培养
液 ’+, %，振荡摇床的转速为 5B, <·AC>D 5，温度为

’BE #!" 的初始浓度为 5, A%·6D 5，然后按照 ’,、
+,、B,、5,,、’,,、+,,、8,,、B,,、5 ,,, A%·6D 5的浓

度梯度逐级提高培养液中 !"的含量 #每个浓度下
培养 1 F为 5个周期，每个驯化周期结束后取样，在
光学显微摄影仪上观测生物相组成，并采用液相色

谱法分别测定 !"、苯胺的含量［58，50］，确定 !" 降解
后，再将 8, %培养物转接入含较高一级浓度 !"的
新鲜培养液中驯化，依此类推，最后根据各浓度级的

培养情况，将 ’,, G 5 ,,, A%·6D 5浓度级所获得的培

养物混合，再继续振荡 5 F，作为以下试验用的混合
菌群 #
! "# "# 混合菌群降解 !"浓度的选择
在若干 1,, A6三角瓶中加入 8, %颗粒化的混

合菌液（在 5-’-5驯化培养过程中获得）作为接种物
以及 ’+, % 培养液，加入 !" 使其浓度分别为 ’,,、
+,,、8,,、B,,、5 ,,, A%·6D5，振荡摇床的转速为 5B,
<·AC>D 5，温度 ’BE，每处理 $个重复，每隔 8 H取样 5
次，在光学显微摄影仪上观测生物相组成，并采用液

相色谱法［58，50］测定 !"和苯胺的浓度，下同 #
! "# "$ 温度对混合菌群降解 !"的影响
在若干 1,, A6三角瓶中加入 8, %颗粒化的混

合菌液作为接种物以及 ’+, %培养液，据 5-’-’的试
验结果，确定试验用 !" 的浓度为 8,, A%·6D 5（下

同），振荡摇床的转速为 5B, <·AC>D 5，自然 7( 值
（7(值在 8-+左右）#改变摇床温度分别为：51、’,、
’1、’B、$1E #

! "# "% 起始 7(值对混合菌群降解 !"的影响
在若干 1,, A6三角瓶中加入 8, %颗粒化的混

合菌液作为接种物以及 ’+, %培养液，据 5-’-’试验
结果，加入 !"使其浓度为 8,, A%·6D 5，用 ’ A?4I6的
(’/*+ 和 ’ A?4I6的 !2*( 调节起始 7( 值分别为

1-,、8-,、0-,、B-,、J-,- 振荡摇床的转速为 5B,
<·AC>D 5，并根据 5-’-$ 的试验结果，温度控制在
’BE #
! "# " & 不同碳源种类及 3I! 对混合菌群降解 !"
的影响

在若干 1,, A6三角瓶中加入 8, %颗粒化的混
合菌液作为接种物以及 ’+, %培养液，加入 !"使其
浓度为 8,, A%·6D 5，振荡摇床的转速为 5B, <·AC>D 5，

温度 ’BE，调节起始 7(值至 0-,，按照添加相等碳
量的原则，分别添加乙酸钠 ,-B, %、蔗糖 ,-1’ %、葡
萄糖 ,-8, %、乳糖 ,-11 %作为外加碳源，并与不加任
何其它碳源（即仅以 !"为唯一碳源）对比 #在此试
验基础上，选定葡萄糖作外加碳源，添加不同量的葡

萄糖来改变 3I!，使其比值分别为 1 K5、5, K 5、51 K5、
’, K5、’1 K5、$, K5，其它试验条件相同，研究不同 3I!
下混合菌群降解 !"的效果 #
! "# " ’ 不同氮源种类及外加不同氮量对混合菌群
降解 !"的影响
在若干 1,, A6三角瓶中加入 8, %颗粒化的混

合菌液作为接种物以及 ’+, %培养液，加入 !"使其
浓度为 8,, A%·6D 5，振荡摇床的转速为 5B, <·AC>D 5，

温度 ’BE，调节起始 7(值至 0-,，按照外加相等氮
量的原则，分别添加硫酸铵 ,-0$ %、硝酸铵 ,-J5、氯
化铵 ,-8, %、尿素 ,-$+ %作为外加氮源，并与不加其
它氮源（即仅以 !"为唯一氮源）对比 #在此试验基
础上，选定氯化铵作外加氮源，其添加量分别为处理

总量的 ,L、,-5L、,-$L、,-1L，其它试验条件相
同，研究不同的外加氮源量对混合菌群降解 !"的
影响 #

# 结果与分析

# "! 不同 !"浓度对混合菌群降解效果的影响
驯化培养混合微生物过程中，在第 $个培养周

期结束时就观察到三角瓶中形成大量的絮状物，在

随后的培养周期里，可观察到三角瓶中有颗粒物形

成，并随着培养周期数的增加，三角瓶中颗粒物的数

量和大小在逐渐增加，经 ’个多月的驯化培养，最后
在三角瓶底可见大量的灰白色颗粒［图 5（2）］，即微
生物菌体形成了颗粒污泥（当然还有絮状微生物
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体），在光学显微摄影仪下观测，污泥颗粒直径在

!"# $ #"% &&之间，并发现混合菌群主要以短杆菌
为主［图 ’（(）］，还有比较丰富的酵母菌和丝状菌
［图 ’（)）］*

图 ! 好氧颗粒污泥及其生物相观测

+,-*’ ./010 234 &,)506)078 ,&2-86 09 &,)50(8 ,3 1/8 2850(,) -523:;25 6;:4-8

有研究表明，在城市废水处理过程中，大量存

在的丝状菌有益于颗粒污泥的形成［’%］，在生物降解

<=的驯化培养过程中，丝状菌的存在与微生物能够
颗粒化之间的关系以及混合菌群中各类微生物降解

<=的能力、协同作用等诸多问题尚需深入研究 *本
试验采用颗粒化的混合菌液作为接种物，不同起始

<=浓度的试验结果如图 #所示 *

图 " 混合菌群降解不同浓度 #$的效果

+,-*# =,048-52421,03 09 3,150(83>838 ?,1/ 4,9985831

)03)831521,036 (@ 1/8 2850(,) -523:;25 6;:4-8

从图 #可知，<=的浓度 A ’ !!! &-·BC ’都能够

得到混合菌群不同程度地降解，特别是当 <=在 D!!
&-·BC ’以下时，降解效果更明显 *对图 #中每一条变
化曲线进行线性相关分析可知，当 <=起始浓度为
D!! &-·BC ’时，拟合的线性方程为 ! E C #F"F " G
D##（## E !"H#，! 表示 <=的各时浓度，" 表示试验
所经过的时间），其降解速率最大，即为 #F"F
&-·（B·/）C ’，而起始浓度为 #!!、I!!、F!!、’ !!!
&-·BC ’时，经拟合后获得的降解速率相应地分别为

H"J &-·（B·/）C ’（## E !"H#）、’H"D &-·（B·/）C ’（##

E !"H’）、 ’K"J &-·（B·/）C ’（ ## E !"HF）、 ’#"H
&-·（B·/）C ’（## E !"FF），这些都明显高于其它研究
者采用复合菌群（先单独纯化多株降解 <=的微生
物再混合而成）的降解能力［#"K &-·（B·/）C ’］［H］，更

高于单一纯菌株的降解效果［’"% &-·（B·/）C ’］［D，F］，

可能是由于本试验所用混合菌群在长期的互作作用

过程中形成了良好的协同关系，并能颗粒化，提高了

降解 <=的能力 *从混合菌群降解 <=速率最大的角
度选择 D!! &-·BC ’作为 <=的起始浓度，进行以下
试验 *本试验以及以下其它的几个试验中都没有检
测到苯胺，说明好氧条件下，混合菌群可能是在双L
单加氧酶的作用下直接使 <=开环降解［’F］，不同于
厌氧条件下微生物一般先将 <=转变成苯胺，然后
再进一步氧化，使 <=开环降解［’H］*
" %" 温度对混合菌群降解 <=的影响
温度是影响微生物生长的一个重要因素，不同

温度下混合菌群降解 <=的情况如图 J所示 *

图 & 不同温度对降解 #$的影响

+,-*J M998)16 09 18&78521:586 03 (,048-52421,03 09

3,150(83>838 (@ 1/8 2850(,) -523:;25 6;:4-8

当环境温度低于 #!N时，混合菌群降解 <=的
效果明显降低，随着温度的升高，<=的降解效果大
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幅度提高，并在 !"#时，降解效果达到最大，且无明
显的停滞期，当温度继续提高到 $%#时，其降解速
率略有降低 &因此混合菌群最适生长温度为 !"#，
降解 ’( 的速率最快，经过 )" *，’( 浓度就从 +,,
-.·/0 )下降到 12! -.·/0 )，降解率达到 3"2"4 &经
过 !5 *，当温度为 !" 6 $%#时，’(完全被降解 &其他
研究者发现，筛选出的降解 ’(的纯菌株或者是多
株纯种复合菌群最适温度在 !% 6 $,#之间［+ 6 3］，但

降解速率都明显慢于本试验所用混合菌群 &
! "# 不同 78值对混合菌群降解 ’(的影响
不同微生物生长过程中对环境的 78值要求不

同，起始 78值不同时混合菌群降解 ’(的情况如图
5所示 &

图 $ 不同起始 %&值对降解 ’(的影响

9:.&5 ;<<=>?@ A< :B:?:C?:D= 78 AB ?*= E:AF=.GCFC?:AB

A< B:?GAE=BH=B= EI ?*= C=GAE:> .GCBJKCG @KJF.=

从图 5可知，在 78为 %2,和 +2,即偏酸的环境
里，混合菌群降解 ’(较慢，存在明显的停滞期，而
在 78 12, 6 32, 的偏碱性环境里，混合菌群能够较
好地降解 ’(，特别是当 78为 12, 时，’(降解得最
快，经过 )" *，’( 浓度从 +,, -.·/0 )下降到 !$2$
-.·/0 )，降解率达到 3+2)4，经过 !5 *，’(完全被
降解 & 由于培养液中磷酸盐的缓冲能力，降解过程
中各处理培养液的 78值没有显著改变 &
! "$ 外加碳源对混合菌降解 ’(效果的影响
用乙酸钠、蔗糖、葡萄糖和乳糖作外加碳源，对

混合菌群降解 ’(的影响结果如图 %所示 &
显然，混合菌群以 ’(为唯一碳L氮源时，’(的

降解效果最好 &除此之外，在添加的几种碳源中，葡
萄糖对混合菌群降解 ’(的影响最小 &如果把外加
的葡萄糖与 ’(的量合起来折算成 ML’，其比值大约
为 )+ N)2 本混合菌群是否在以 ’(为唯一碳L氮源的
情况下，降解效果最好，尚需要通过改变 ML’、添加
其它氮源等试验来进一步确定 &根据图 %的试验结

图 ) 不同碳源对降解 ’(的影响

9:.&% ;<<=>?@ A< F:<<=G=B? >CGEAB @AJG>=@ AB ?*= E:AF=.GCFC?:AB

A< B:?GAE=BH=B= EI ?*= C=GAE:> .GCBJKCG @KJF.=

果，采用对混合菌群降解 ’(影响最小的葡萄糖作
为外加碳源，通过改变葡萄糖的添加量，观测不同

ML’下混合菌群对 ’( 的降解情况，结果如图 + 所
示，其中 ML’为 % N ) 表示未加葡萄糖即以 ’(为唯
一碳L氮源（实际上 ’(分子式中 ML’为 %2)5 N)）&

图 * 不同 +,’为值对降解 ’(的影响
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结果表明，与添加葡萄糖相比，ML’为 % N)即以
’(为唯一碳L氮源时，混合菌群降解 ’( 的效果最
好，在 !5 *内完全降解 ’(，而在 )" *内，其降解率
就已经达到 3+2"4（从起始的 +,, -.·/0 )下降到

)32$ -.·/0 )）&添加葡萄糖使其 ML’在 ), N ) 6 $, N )
以内，都使得 ’(的降解效果不同程度地降低，这可
能是由于外加碳源葡萄糖比 ’(优先被混合菌群利
用的缘故［3］&
! ") 外加氮源对混合菌降解 ’(效果的影响
氮素也是微生物生长过程中不可缺少的元素之

一 &添加硫酸铵、硝酸铵、氯化铵、尿素等氮源，以及
不添加任何其它氮源即以 ’(为唯一碳L氮源，混合
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菌群降解 !"的效果如图 #所示 $

图 ! 不同氮源对降解 "#的影响
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可以看出，不添加其它氮源即以 !"为唯一碳9
氮源时混合菌群降解 !"的速率最快，经过 :; 5，!"
的浓度从起始的 <== >’·?@ :下降到 ::AB >’·?@ :，降

解率达到 C;D $外加的几种氮源都不同程度地降低
了混合菌群降解 !"的效果，其中添加氯化铵（占处
理总量的 =AED）时对 !"的降解效果影响最小，与
图 B的试验结果相比，外加氮源对混合菌群降解 !"
的影响小于外加碳源的影响 $进一步用氯化铵作外
加氮源，其不同添加量的试验结果如图 ;所示 $

图 $ 外加不同氯化铵量对降解 "#的影响
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氯化铵的添加量为处理总量的 =D F =ABD以
内，添加的量增大，混合菌群降解 !"的速率呈下降
趋势，可能是由于外加的氮源氯化铵比 !"优先被
混合菌群利用的缘故［C］，而不添加氮源氯化铵，即以

!"为唯一碳9氮源时混合菌群降解 !"的效果最好，
经过 :; 5，!" 的浓度从 <== >’·?@ :下降到 E:AG
>’·?@ :，降解率就达到了 C<ABD $综合图 B F ;的试
验结果可知，无论是外加不同种类的碳源、氮源还是

采用不同的碳9氮源物质量以及改变 H9!，结果都表
明，该混合菌群确实是在以 !"为唯一碳源、氮源情
况下，降解浓度为 <== >’·?@ :的 !"时效果达到最
好，EI 5内 !"得到完全降解 $

% 结论

在好氧驯化培养降解硝基苯菌群的过程中，发

现混合菌体形成了颗粒化，利用颗粒化的好氧混合

菌群降解 !"，在以 !"为唯一碳源、氮源时降解 !"
的效果最好 $
驯化培养出的混合菌群适于 JK CA=以下的弱

碱性环境，最佳的 JK值为 #A=且最佳温度为 E;L；
处理 !"的浓度为 <== >’·?@ :时，混合菌群无明显

的停滞期，且 :; 5的降解率达到 CBD以上，经过 EI
5 后 !" 完 全 被 降 解，降 解 速 率 达 到 E;A;
>’·（?·5）@ :以上，该混合菌群具有较强的降解 !"
的能力 $
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《环境科学》多项引证指标名列前茅

())0年 !!月 (+日，中国科学技术信息研究所在中国科技论文统计结果发布会上公布了 ())/年度中国
科技论文统计结果 #统计结果显示 ())/年度《环境科学》多项引证指标位居环境科学技术、安全科学技术类
期刊前列 #
综合评价总分 //N"，排名第一（排名前三名的期刊分别是《环境科学》//N"，《环境科学学报》/!N.，《自然

资源学报》/)N+）#
总被引频次 *().，排名第一（排名前三名的期刊分别是《环境科学》*().，《环境科学学报》""/!，《农业环

境科学学报》(/0!）#
影响因子 !N"0"，排名第三（排名前三名的期刊分别是《自然资源学报》!N.0+，《环境科学研究》!N.*-，《环

境科学》!N"0"）#
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