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摘要!为研究循环水养殖系统"L@MALM>;D9A8VDd>DM>;9>L@N<N9@GN$/35#生物滤池挂膜及运行过程中生物载体上微生物群落结构

的变化及其脱氮机制$采用传统微生物培养方法$对不同时期生物载体上的异养细菌(氨氧化细菌及硝化菌进行培养计数B并

通过变性梯度凝胶电泳技术$对细菌的 "%5 LX,3-* 可变区的 W6/扩增片段进行分离$分析了所得到的细菌群落特征 X,3

指纹图谱$对其中的优势菌属使用序列数据进行同源性分析并建立系统发育树B结果表明$随着时间的推移$* 类细菌的数量

都呈现出先增加后逐渐降低直至达到稳定的趋势B各个时期生物载体上微生物群落的组成非常丰富$5:D8878 指数分别为

"‘)*( "‘FF( "‘)$( "‘(&( "‘’$ 和 "‘*(B不同时期生物载体上微生物的种类有一定的变化$但 ’ 个相邻时期的 !N值"相似性指

数#都比较高$说明微生物群落的变化与演替是缓慢而有规律的B生物载体上存在多类细菌共同作用于养殖水体污染物的去

除$出水水质能达到高密度养殖的要求$其主要优势种群以 WL79@7RDM9@LAD和 =;DT7RDM9@LAD为主$分离鉴定出了亚硝化单胞菌属

";%.#"1"+",)1#及黄杆菌"=;DT7RDM9@LADM@D@RDM9@LA>G#等兼性厌氧细菌$表明生物滤池中可能同时存在硝化和脱氮途径B
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!!循环水养殖系统"/35#因其具有高效(可控(节
水省地(对环境污染小等特点$正逐渐在世界各国水
产养殖业中得到重视和应用$它汇集水产养殖学(微
生物学(环境科学(信息与计算机科学等众多学科知
识于一体$是未来水产养殖业可持续发展的主要方
向之一B/35 中水处理单元之一的生物滤池对控制

整个系统中的有机物(,]f
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度起着关键作用 *"+ $而生物滤池里生物膜的培养与
维护是整个系统有效运行的重要环节$也是水处理
研究中的难点和热点B近年来国内外的一些学者对
/35 的构建进行了大量的研究$对各个水处理单元
的工艺设计与具体参数也有了深入的认识 *’ gF+B但
对于 /35 运行时生物滤池里的微生物群落结构的
研究报道较少$而生物膜上各时期细菌的群落结构
变化和代谢情况与养殖循环水中营养物质的去除效
果是紧密相关的B现代分子生物学为深入研究环境
中的微生物提供了先进的技术手段$其中变性梯度
凝胶电泳 " ?@8D9>LA8VVLD?A@89V@;@;@M9L7O:7L@NAN$
X[[+#技术通过不依赖分离培养的核酸信息来检
测微生物群落的复杂性$已被广泛地用于比较微生
物群落的多样性和监视种群动态 *) g$+B运用此技术
研究 /35 生物滤池中微生物群落的报道还很鲜见B
本研究采用微生物传统培养方法并结合 W6/EX[[+
技术对 /35 生物膜各个时期的微生物群落结构进
行了分析$旨在摸清 /35 生物载体上微生物群落结
构变化(种类及作用$以期为 /35 生物膜的维持及

其高效运行提供依据和保障B

JK材料与方法

JLJ!/35 处理工艺
封闭 /35 由山东海阳市黄海水产有限公司

’((& 年改建而成$其水处理工艺流程如图 " 所示$
由养鱼池(微滤机(臭氧E蛋白质分离器(生物滤池(
紫外线消毒(高效液态氧及水质在线监测七大部分
组成B其中生物滤池内均匀悬挂生物载体$该载体是
利用化学纤维丝条"直径为 (‘) GG$比表面积约为
*%( G’ PG*#加工而成$形似毛刷$具有弹性$不仅能
使自然微生物均匀地附着在每一根丝条上$而且能
使氧气(水(自然微生物之间充分接触$获得较大的
比表面积B系统运行前利用养鱼水中的自然微生物
辅助一定的微生态制剂及营养盐进行生物挂膜B由
于养鱼池水体蒸发及排污等均会导致系统内水体的
损失$因此$每天需补充总水体 "(j的水量$以保持
系统水位的平衡和稳定B
JLM!样品的采集

图 JK封闭循环水养殖系统水处理工艺流程

=AVB"!aD9@L9L@D9G@89OL7M@NN7SM;7N@? L@MALM>;D9A8VDd>DM>;9>L@N<N9@G

!!从生物挂膜开始$每隔 " 周在生物滤池中剪取
’ 份 "( V左右的生物载体$放入 )( G4离心管中$并
立即存放于冰盒$带回实验室$一份在 F& : 内将菌
种接种到培养基上$另一份暂时存放于 h’(m冰箱$
等样品全采集完了一起提取基因组总 X,3B同时定
期剪取生物载体在显微镜下观察挂膜情况B所用取
样器具均进行了灭菌处理B

样品共采集 % 次$生物膜形成过程期间 F 次$编
号为 3" g3F’生物膜成熟后$在循环水系统运行期

间取样 ’ 次$编号为 U"(U’B
JLN!细菌的培养计数

异养细菌的培养采用平板涂布法"’’"%+培养
基# *&+ $’&m下培养 F& : 后计数B氨氧化细菌和硝化
菌的培养采用 1W,法计数$先将样品放于装有 #(
G4无菌陈海水的玻璃瓶中$充分振荡混匀$然后再
逐级稀释 F 个浓度梯度$每个梯度设置 ) 个平行B取
" G4稀释液加入到装有氨氧化细菌培养基和硝化
菌培养基 *&+的试管中$’&m暗培养 ’& ?$用 [LA@NN9

’*’



" 期 张海耿等!循环水养殖系统"/35#生物载体上微生物群落结构变化分析

和二苯胺试剂进行检测$根据检测结果查 1W,
表 *#+ $然后推算每 V生物载体上细菌的数量B
JLO!生物膜总 X,3的提取与纯化

采集的生物载体样品解冻后$加入 ) G4灭菌蒸
馏水$高速涡旋振荡 ) GA8’加入 " G4’)( GG7;P4
2LANE]6;"含 "(( GV溶菌酶#和 F G4X,3提取液
" "(( GG7;P4 2LANE]6;$ "(( GG7;P4 +X23$ "((
GG7;P4,D*W0F$"‘) G7;P4,D6;$O] &‘(#’*(m振
荡 *( GA8’*$m再振荡 *( GA8’加入 ’( !4蛋白酶 ^
""(( GVPG4#$*$m振荡 " :’加入 ’(j的 5X5 溶液
"(( !4$&)m水浴 *( GA8$每 "( GA8 轻轻颠倒 * 次’
) &(( LPGA8$室温离心 ") GA8$取上清液于另一 )(
G4离心管中’加入 "P’ 体积的 $‘) G7;P4乙酸铵$轻
轻混匀$冰上放置 ") GA8’$ %(( LPGA8 Fm离心 ")
GA8$取上清液于另一 )( G4离心管中’加入 ’ 倍体
积无水乙醇并在 h’(m沉淀过夜’$ %(( LPGA8 Fm
离心 *( GA8$弃上清液’用 ’ G4$(j乙醇清洗’
$ %(( LPGA8 Fm离心 "( GA8$用 ’ G4#)j乙醇清
洗$$%(( LPGA8 Fm离心 "( GA8$将沉淀用无菌水重
新溶解$即获得 X,3初提液B

所得 X,3初提液采用 2DIDLD公司的胶回收试
剂盒进行纯化B电泳检测所得的基因组 X,3片断大
小略大于 ’( IR$与细菌基因组的大小相同 *"(+ $以此
为模板$进行 W6/扩增B
JLP!W6/扩增及变性梯度凝胶电泳"X[[+#分析

采用由上海生工生物工程有限公司合成的细菌
"%5 LX,3通用引物 Y*F"=" )l66236[[[3[[6
3[63[*l# *""+ 和 Y$)&/" )l623663[[2326233
266*l# *"’+直接对总 X,3进行 W6/扩增$其中在
Y*F"=的 )l端有 )( RO [6" )l6[666[66[6[6[
6[[6[[[6[[[636[[[[[[66236[[[3[[63[
[63[*l# *"’+ $用于后续的 X[[+BW6/扩增体系
")( !4#!?,2W"’ !G7;P4$=@LG@89DN#为 ) !4$"(
倍反应缓冲液 "不含 1V6;’ # 为 ) !4$1V6;’ " ’)
GG7;P4$=@LG@89DN#为 * !4$U53"3GL@NM7$Y53#溶
液 " ’( GVPG4# 为 "‘( !4$ 引 物 各 为 "‘( !4
"’) !G7;P4#$Q)]X,3聚合酶 "=@LG@89DN# (‘)
!4$模板为 ’ !4"稀释 ) 倍#$最后加灭菌的 1A;;AEb
水至体积为 )( !4BW6/反应在 1DN9@LM<M;@LVLD?A@89
"@OO@8?7LS#上进行$反应采用降落式 W6/策略 *"*+ $
即 #)m预变性 ) GA8$然后 #Fm变性 " GA8$%)m退
火 " GA8$$’m延伸 ’ GA8$每个循环退火温度降低
"m直至 ))m$循环 "( 次’然后 #Fm变性 " GA8$
))m退火 " GA8$$’m延伸 ’ GA8$循环 ’( 次$在 $’m

保持 "( GA8$最后 Fm保温B
以上 W6/产物经 "‘Fj琼脂糖电泳检测均可得

到一条清晰的目标条带$用 +B\B,B3B21胶回收试
剂盒"0G@VDUA7E9@I# 回收$溶解于无菌水中B取 "’
!4纯化后的 W6/产物"约 &(( 8V#在通用突变检测
系统"UA7E/D?$Y53#上进行电泳$变性梯度范围为
*(j g%)j$聚丙烯酰胺凝胶浓度为 &j$电压为 &(
-$电泳时间为 "% :$温度恒定在 %(mB电泳结束后$
凝胶以 (‘) !VPG4的 5ZU/[L@@8 溶液染色$洗涤数
次后于 [@;X7M"((( 凝胶成像系统 "UA7/D?$Y53#
上成像观察(拍照B
JL!!W6/EX[[+图谱统计分析

根据 X[[+图谱上条带的强度 "用吸光度表
示#和位置$由式 ""#计算各个样品的多样性指数
"5:D8878 指数$Z# *"F+ $由式"’#计算 ’ 个样品之间
的相似性指数"!N#

*")+B

Z<H#",%P;#;V",%P;# ""#

式中$,%为样品上各个条带吸收峰的面积’;为样品
上所有条带吸收峰的总面积B

!N3U q’W3UP"W3 fWU# r"(( "’#
式中$!N3U为泳道 3和泳道 U之间的相似性系数’
W3U为泳道 3上的与泳道 U上位置相同的条带数’
W3为泳道 3上的条带数’WU为泳道 U上的条带数B
JLQ!目的条带回收(重扩增(测序及序列系统发育
树构建

在蓝光照射下切下 X[[+胶上比较亮的特征
条带$浸泡于 %( !4无菌水中$*$m过夜$以上清液
作为重扩增的模板B取 " !4模板"条带回收原液稀
释 ’ 倍#用不带 [6发夹结构的引物进行 W6/扩
增B用 "‘Fj琼脂糖凝胶电泳检测$确认为单一条带
后$送交生物公司"三博$北京# 测序B使用 [@8UD8I
的 5@d>A8 QA8*’ 软件将测序结果提交给 [@8UD8I 注
册$并获得接受号"[Y##’F’’ g[Y##’F)F#B使用
,6U.的 U4352" :99O!PPQQQB8MRAB8;GB8A:BV7TP
R;DN9P# 对 所 得 序 列 进 行 同 源 性 分 析$ 并 使 用
6;>N9D;_"‘&* 软件进行多序列匹配排列 "1>;9AO;@
D;AV8G@89N#$通过 1+[3*‘" 采用邻接法" 8@AV:R7>LE
H7A8A8VED8D;<NAN#构建系统发育树B

MK结果与讨论

MLJ!生物膜生长及系统运行情况
生物滤池中生物膜的培养与成熟是 /35 能否

正常运行的关键B微生物在载体表面附着并实现固
定化是微生物表面与载体表面间的相互作用过程$

**’
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它与微生物的自身特性有关$同时也与固定载体的
物理化学特性及环境因素" O]值(离子强度(水力
剪切力(温度等#密切相关 *"%+B该系统生物滤池中的
O]稳定在 $‘) g&‘( 之间$X0/) GVP4$盐度为 *($
水温控制在 ’F‘(m i’‘(m之间B生物膜培养直接
采用养鱼池的水$在生物挂膜初期$为了使自然微生
物能够快速生长并附着于生物载体$添加了一定量
的微生态制剂和营养物质 "6%]"’ 0%(60",]’ # ’(
,]F6;(,D,0’( ’̂]W0F(,D’]W0F(1850F 等#B定期
剪取生物载体在显微镜下进行观察$第 " g$ ?$白色
的生物载体表面开始有浅黄色的斑点出现’第 $ g
"F ?$生物载体表面形成一层呈黄褐色状的薄膜物
质$镜检发现载体上的菌类增加$开始以菌胶团的形
式存在’第 "F g’" ?$生物载体上的附着物生长增
快$颜色由黄褐色慢慢变成深黄色$镜检发现载体上
布满菌胶团’第 ’" g’& ?$生物膜的颜色继续加深$
菌胶团的厚度也进一步增加$标志生物膜已成熟B挂
膜 F 个星期后$进行封闭循环水养殖半滑舌鳎$日循
环为 ) g% 个量程$生物滤池的水力停留时间约为
*:B连续一个月每天监测生物滤池进出口水的
,]f

F E,(,0
h
’ E,(,0

h
* E,和 60X浓度的变化$系统

运行稳定B养殖水先经过该系统微滤机和臭氧E蛋白
质分离器的处理后$其养殖水体污染物的浓度$特别
是 60X负荷已不是很高$生物滤池能够在较低进水
,]f

F E,(,0
h
’ E,(60X的负荷下$起到较好的去除

,]f
F E,(60X(,0

h
’ E,作用$使养殖水体污染物的浓

度在运行过程中维持较低的水平"图 ’(*#$经过生
物滤池后的水质能达到高密度养殖的要求B

图 MK生物滤池对 =:c
O .=&-C5和 =Ce

M .=的去除率

=AVB’!/@G7T@LD9A77SDGG78ADE8A9L7V@8$ M:@GAMD;7J<V@8

?@GD8? D8? 8A9LA9@E8A9L7V@8

图 NK生物滤池出水水质状况

=AVB*!+SS;>@8M@QD9@Ld>D;A9<7SRA7ESA;9@L

MLM!生物载体上细菌的动态变化
由表 " 可看出$挂膜 " 周$细菌便开始大量地繁

殖与生长起来$随着挂膜天数的增加$* 大类细菌都
呈现出先增加后逐渐减少直至达到稳定的趋势B异
养细菌先于其它细菌生长起来$并且高出 " g’ 个数
量级$可能是由于其对氧和营养竞争占优势B与异养
细菌相比$氨氧化细菌和硝化菌虽都能在氧化过程
中获得生长所需要的能量$但其能量利用率不高$故
生长较缓慢$其平均世代 "即细菌繁殖一代所需要
的时间#在 "( : 以上 *"$+B挂膜成熟后系统运行期间

生物滤池中载体上异养细菌的数量为 F‘"( r"(%

6=YPV$与 4@78DL? 等 *"&$"#+报道的狼鲈循环水养殖
系统生物滤器中载体上的异养细菌数量为 "(%

6=YPV和 "()6=YPV基本一致B氨氧化细菌表现出稳
定生长的状态$在生物挂膜期及系统运行过程中对
,]f

F E,的去除一直很明显B硝化菌在挂膜第 ’& ?$

数量达到顶峰$,0h
’ E,浓度开始下降$这是生物膜

成熟的标志B此时微生物代谢旺盛$水的净化能力
强$出水水质良好B
MLN!细菌群落指纹图谱分析

不同时期细菌群落 "%5 LX,3的 W6/反应产物
的 X[[+图谱如图 F 所示$其中编号 3" g3F 为生
物膜形成过程期$U"(U’ 为循环水系统运行期B% 个
样品生物多样性指数"Z#都较高"表 ’#$在生物挂
膜初期$最先适应此环境的细菌迅速繁殖起来B3"
期的 Z值比较高$而后有所降低$在 3* 期 Z值达到
最高$说明经过一段时期的培养$有更多种类的细菌
附着到载体上$如 RD8? "’(RD8? ’’ 等$其种类与数
量都达到顶峰B而后在 3F 期其 Z值有一定的下降$

F*’
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是因为此时生物滤池里的营养盐浓度很低$特别是
无机氮浓度已低于养鱼池水的浓度$大量的细菌竞
争$导致有些细菌无法继续在载体上生长而被淘汰
脱落$如 RD8? &(RD8? # 等B系统运行后$生物滤池中
的营养盐浓度趋于稳定$一部分细菌在竞争中淘汰
后$另一些细菌慢慢成为优势种群$如 RD8? ’$(RD8?
’& 等$其 Z值也逐渐趋于稳定B在 % 个样品的图谱
中$有些条带是一直出现的$如 RD8? "&(RD8? "# 等$
这些可被视为生态幅较为广泛的种属$在生物滤池
这个小型生态系统中对物质和能量的代谢发挥着重
要的作用B有些条带$如 RD8? "%(RD8? "$ 在前 ) 个
时期都有$在 U’ 期突然消失了$是何原因造成这种

现象$还有待进一步研究B随着时间的推移$’ 个时
期的 !N值在逐渐降低$如 3" 期与 3’ 期的 !N值大
于 3" 期与 3* 期的 !N值$但是除 3F 期与 U" 期 !N
值偏低外$其余任何 ’ 个相邻的时期 !N值都很大$
表明不同时期生物载体上微生物的群落结构是在变
化的$但是演替的过程是缓慢而有规律的$这样驯化
成功的生物膜不容易脱落$比较稳定 "表 *#B张斌
等 *’(+对膜E生物反应器中微生物群落结构多样性的
演变过程研究表明$接种污泥期与系统运行期间微
生物的群落发生了较大的改变$与本研究有所不同$
原因可能是其污水处理工艺的改变影响了膜E生物
反应器内部微生物种群的结构B

表 JK不同时期生物载体上 N 类细菌数量的动态变化

2DR;@"!b>D89A9<7S?<8DGAMTDLAD9A78 7S9:L@@9<O@N7SRDM9@LAD78 RA7EMDLLA@LA8 ?ASS@L@89O@LA7?N

细菌类别
细菌数量P6=Y)Vh"

$ ? "F ? ’" ? ’& ? F( ? )( ?

异养细菌 $‘$$ r"() ’‘(’ r"($ ’‘(& r"($ #‘(F r"(% F‘"( r"(% "‘F* r"(%

氨氧化细菌 %‘(& r"(F F‘&" r"(% %‘#’ r"(% "‘)) r"(% *‘F’ r"() ’‘’* r"()

硝化菌 ’‘"" r"(F *‘&) r"() "‘(" r"(% "‘"’ r"($ "‘%) r"(% ’‘*’ r"(%

图 OK不同时期细菌群落组成 5@@/分离图谱

=AVBF!X[[+OL7SA;@N7SRDM9@LAD;M7GG>8A9<

M7GO7NA9A78 A8 ?ASS@L@89O@LA7?N

表 MK不同时期生物载体上微生物群落 "0F((+(多样性指数

2DR;@’!5:D8878 A8?@J7SGAML7RAD;O7O>;D9A78 78

RA7EMDLLA@LA8 ?ASS@L@89O@LA7?N

3" 3’ 3* 3F U" U’

"‘)* "‘FF "‘)$ "‘(& "‘’$ "‘*(

表 NK不同时期生物载体上微生物群落相似性指数

2DR;@*!67GODLDRA;A9<A8?@J7SGAML7RAD;O7O>;D9A78

78 RA7EMDLLA@LA8 ?ASS@L@89O@LA7?N

3" 3’ 3* 3F U" U’

3" "((
3’ &’‘% "((
3* $$‘% &&‘F "((
3F F%‘’ %(‘% %%‘$ "((
U" FF‘) )’‘% )*‘$ )&‘" "((
U’ F(‘& F"‘# F*‘) FF‘F $*‘’ "((

MLO!目的条带的系统发育分析
生物 滤 池 中 细 菌 的 种 类 繁 多$ 采 用 细 菌

"%5 LX,3通用引物进行扩增$可以对生物载体上的
细菌类群有一个全面的了解B将图 F 中主要条带进
行切胶测序后$在 [@8UD8I 中进行比对$获得 ** 条
带的同源性信息$除 RD8? %(RD8? ’’ 外$大部分条带
所含的 X,3序列与 [@8UD8I 中已知序列拥有较高
的相似度" o#%j#$见表 FB** 条带分别属于变形
菌 门 " WL79@7RDM9@LAD# 的 #Y( &Y( ’Y变 形 菌 纲
" WL79@7RDM9@LAD# " "$ 个 02YN#$ 厚 壁 菌 门
"=ALGAM>9@N#的芽孢杆菌纲"UDMA;;A# "" 个 02YN# 和
拟杆菌门"UDM9@L7A?@9@N#的黄杆菌纲"=;DT7RDM9@LAD#
"") 个 02YN#$见图 )B不同时期生物载体上主要的
菌属分布情况如表 ) 所示B

WL79@7RDM9@LAD在整个细菌种类中占有了很大的

)*’



环!!境!!科!!学 *’ 卷

!! 表 OKNN 条带 J!"&5=<序列比对结果

2DR;@F!/@N>;9N7S** "%5 LX,3N@d>@8M@N>NA8VU4352A8 [@8UD8I

条带
编号

序列长
度PRO

[@8UD8I
接受号

[@8UD8I 中亲缘关系最近序列细菌
[@8UD8I 登录号 物种名 所属细菌类群 相似度Pj

" F"% [Y##’F’’ [b**"""’ F"#+"1) NOB+1")" =;DT7RDM9@LAD #&
’ F"* [Y##’F’* 3Z&&*#*# [)-.$’(%$)&.-#1)-+),G’+-,1%1 =;DT7RDM9@LAD #&
* F"’ [Y##’F’F =C$"%$## P%2%",%) NOB 1̂1%"$$ =;DT7RDM9@LAD ##
F F"% [Y##’F’) =C)#%**$ (̂(-6) NOBY52()(F"&E(*& =;DT7RDM9@LAD "((
) F"$ [Y##’F’% =C&%&%"* Q-,)&%$)&’(’+NOB/35)* =;DT7RDM9@LAD "((
% F"’ [Y##’F’$ 3U’%"("’ M)#%:),.5"+",)1"K5%’#)- =;DT7RDM9@LAD #)
$ F(’ [Y##’F’& =C"$%))) 9#-,%$)&.-#NOB2[F(# =;DT7RDM9@LAD "((
& *## [Y##’F’# =C"%"’)" !-((’("K5)3) NOBXF("’ =;DT7RDM9@LAD #%
# *&) [Y##’F*( =C’’#F%$ M)#%$)&.-#NOB 4̂+"(%* =;DT7RDM9@LAD #$
"( F(’ [Y##’F*" =,**(#$F U-%11-(() MARDLAD UDMA;;A "((
"" *#’ [Y##’F*’ =C"#%(%F Q5)()11"$%’1NOB\5%E"& +EWL79@7RDM9@LAD ##
"’ F"% [Y##’F** +=(#’’"% Y8M>;9>L@? ;%.#"1"+",)1NOB .EWL79@7RDM9@LAD #&
"* F(" [Y##’F*F =C’’’%() 9($%7"8’(’+NOB5" "̂ +EWL79@7RDM9@LAD "((
"F *#" [Y##’F*) =C"%"*"" Q5)()11"$%’1+-7%.-##),-’1 +EWL79@7RDM9@LAD #&
") *&& [Y##’F*% =C&%&)#% D’-3-#%) NOB/35") +EWL79@7RDM9@LAD ##
"% F"F [Y##’F*$ =C"%"*FF ;)’.-(() NOBX$(F’ +EWL79@7RDM9@LAD "((
"$ *&# [Y##’F*& =C"%"*’F Q5)()11"$%’1)-1.’)#%% +EWL79@7RDM9@LAD #%
"& *#& [Y##’F*# =C#)’&*( D5"7"$)&.-#NOB +EWL79@7RDM9@LAD ##
"# F(& [Y##’FF( Xb%$)(’" 41-’7"#’-3-#%) )]’%+)#%1 +EWL79@7RDM9@LAD #$
’( *#$ [Y##’FF" +=(**FF& 3;O:D4#".-"$)&.-#%’+*%[) +EWL79@7RDM9@LAD ##
’" *#$ [Y##’FF’ Xb#")%") &̂-),%&"() $).1-,1%1 +EWL79@7RDM9@LAD ##
’’ *#" [Y##’FF* 3=(%##%* B,7"16+$%",."*9&),.5)+"-$) NOBYa6& +EWL79@7RDM9@LAD #)
’* F"$ [Y##’FFF 3Z"%$*F" 416&5#"1-#K-,1NOB3/̂ "(’*% =;DT7RDM9@LAD ##
’F *&F [Y##’FF) =1"%’#F& =;DT7RDM9@LADM@D@RDM9@LA>G36+16"=E"( =;DT7RDM9@LAD #&
’) *## [Y##’FF% 31#F))$( 4"()#%$)&.-#NOB1043*F( =;DT7RDM9@LAD #&
’% F"( [Y##’FF$ 31#F""$% Y8M>;9>L@? 41-’7")(.-#"+",)1NOB 2EWL79@7RDM9@LAD #%
’$ F(% [Y##’FF& =C&%&)#’ 93#"$)&.-#%’+NOB/35& +EWL79@7RDM9@LAD ##
’& F(# [Y##’FF# =,’#$&*) W:<;;7RDM9@LADM@D@RDM9@LA>G31-" +EWL79@7RDM9@LAD ##
’# *#" [Y##’F)( Xb#")%($ W-%1%,3-#) +-.56("5)(%7%8"#),1 +EWL79@7RDM9@LAD ##
*( F($ [Y##’F)" =CF’)’’% U%,"3#)71G6-(() NOB $̂E$ =;DT7RDM9@LAD #$
*" *#F [Y##’F)’ +=#&&%*" M)#%.)(-) +6#%",-&.)- +EWL79@7RDM9@LAD ##
*’ F(# [Y##’F)* 31$(#$F" D"1-"$)&.-#NOB50+GR"" +EWL79@7RDM9@LAD "((
** *&# [Y##’F)F =C$&%"() Y8M>;9>L@? RDM9@LA>G +EWL79@7RDM9@LAD #$

表 PK不同时期生物载体上主要的细菌种类

2DR;@)!5O@MA@N7SGDA8 RDM9@LAD78 RA7EMDLLA@LA8 ?ASS@L@89O@LA7?N

时期 主要细菌类别 条带

3"
F"#+"1) NOB$ [)-.$’(%$)&.-# 1)-+),G’+-,1%1$ P%2%",%) NOB$ (̂(-6) NOB$ Q-,)&%$)&’(’+ NOB$
M)#%:),.5"+",)1"K5%’#)-$ 9#-,%$)&.-#NO/$ !-((’("K5)3) NO/$ M)#%$)&.-#NO/$ U-%11-(() &%$)#%)$
Q5)()11"$%’1NOB$ ;)’.-(() NO/$ D5"7"$)&.-#NOB$ 41-’7"#’-3-#%) )]’%+)#%1

UD8? "( ’( *( F( )( %( $(
&( #( "(( ""( "%( "&( "#

3’
P%2%",%) NOB$ M)#%:),.5"+",)1"K5%’#)-$ !-((’("K5)3) NOB$ Y8M>;9>L@? ;%.#"1"+",)1NOB$ Q5)()11"$%’1
+-7%.-##),-’1$ D’-3-#%) NOB$ ;)’.-(() NOB$ D5"7"$)&.-#NOB$ 41-’7"#’-3-#%) )]’%+)#%1$ &̂-),%&"()
$).1-,1%1

UD8? *( %( &( "’( "F( ")(
"%( "&( "#( ’"

3*
F"#+"1) NOB$ P%2%",%) NOB$ !-((’("K5)3) NOB$ M)#%$)&.-#NOB$ Y8M>;9>L@? ;%.#"1"+",)1NOB$ 9($%7"8’(’+
NOB$ Q5)()11"$%’1+-7%.-##),-’1$ ;)’.-(() NOB$ D5"7"$)&.-#NOB$ 41-’7"#’-3-#%) )]’%+)#%1$ B,7"16+$%",.
"*9&),.5)+"-$) NOB

UD8? "( *( &( #( "’( "*(
"F( "%( "&( "#( ’’

3F
M)#%:),.5"+",)1"K5%’#)-$ Y8M>;9>L@? ;%.#"1"+",)1 NOB$ ;)’.-(() NO/$ Q5)()11"$%’1 )-1.’)#%%$
D5"7"$)&.-#NOB$ 41-’7"#’-3-#%) )]’%+)#%1$ 416&5#"1-#K-,1NO/$ =;DT7RDM9@LADM@D@RDM9@LA>G

UD8? %( "’( "%( "$( "&(
"#( ’*( ’F

U"
Y8M>;9>L@? ;%.#"1"+",)1NOB$ ;)’.-(() NOB$ Q5)()11"$%’1)-1.’)#%%$ D5"7"$)&.-#NOB$ 41-’7"#’-3-#%)
)]’%+)#%1$ 416&5#"1-#K-,1 NOB$ =;DT7RDM9@LADM@D@ RDM9@LA>G$ 4"()#%$)&.-# NOB$ Y8M>;9>L@?
41-’7")(.-#"+",)1NOB$ 93#"$)&.-#%’+NOB$ W:<;;7RDM9@LADM@D@RDM9@LA>G

UD8? "’( "%( "$( "&( "#(
’*( ’F( ’)( ’%( ’$( ’&

U’
(̂(-6) NOB$ Y8M>;9>L@? ;%.#"1"+",)1NOB$ D5"7"$)&.-#NOB$ 41-’7"#’-3-#%) )]’%+)#%1$ 416&5#"1-#K-,1NOB$
=;DT7RDM9@LADM@D@RDM9@LA>G$ Y8M>;9>L@? 41-’7")(.-#"+",)1NOB$ 93#"$)&.-#%’+ NOB$ W:<;;7RDM9@LADM@D@
RDM9@LA>G$ U%,"3#)71G6-(() NOB$ D"1-"$)&.-#NOB

UD8? F( "’( "&( "#( ’*(
’F( ’%( ’$( ’&( *(( *’

%*’
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图 PK基于 5@@/条带 J!"&5=<序列的不同时期细菌系统发育树

=AVB)!W:<;7V@8@9AM9L@@7SRDM9@LADA8 ?ASS@L@89O@LA7?NRDN@? 78 9:@"%5 LX,3N@d>@8M@N7SX[[+RD8?N

比例$其主要的细菌类群是 +EWL79@7RDM9@LAD纲B许多
学者研究表明 *’"$’’+ $+EWL79@7RDM9@LAD中包含的很多

菌属都能生存于不同的环境中B占 +EWL79@7RDM9@LAD
一定比例的 D5"7"$)&.-#菌群是一种紫色非硫细菌

$*’
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"O>LO;@878N>;S>LRDM9@LAD#$这种细菌的最大特点是
能够利用多种有机物作为碳源进行异养的光合代谢
反应 *’*+ $基质利用的多样性使得它们在生物滤池中
具有竞争优势$从而成为优势菌属出现在生物膜的
不同时期中B.EWL79@7RDM9@LAD一直是废水处理系统
中去除含氮污染物最重要的类群 *’F+ $其中的亚硝化
螺 菌 属 " ;%.#"1"1K%#) # 和 亚 硝 化 单 胞 菌 属
";%.#"1"+",)1#是较常见的氨氧化菌 *’)+B本研究分
离得到的与 ;%.#"1"+",)1NOB相似的细菌在降低氨
氮浓度方面起了重要作用$并逐渐成为生物膜上的
优势种群B在微生物挂膜期及系统正式运行期$生物
滤池对 ,]f

F E,和 ,0h
’ E,一直保持一定的去除率$

说明 生 物 滤 池 内 部 存 在 着 一 定 的 硝 化 作 用B
2EWL79@7RDM9@LAD偏好于高营养盐环境$并且易于吸收
低分子量的溶解性有机物 *’%$’$+B/35 运行后$养鱼
池 水 中 的 营 养 物 质 相 对 比 较 丰 富$ 经 过
41-’7")(.-#"+",)1NOB这些菌的胞外酶作用$可将营
养盐分解成水溶性低分子的氨基酸(单糖和无机酸
等B另外$由于硝化作用耗氧以及曝气的不均匀性$
生物滤池中总会形成一定程度的低氧或缺氧区域$
当 X0p’ GVP4时$X0可以成为硝化反应的限制因
素 *’&+ $这就为反硝化脱氮创造了有利的条件B黄杆
菌"=;DT7RDM9@LADM@D@RDM9@LA>G#等兼性厌氧细菌主
要分布于生物膜的内层$在低氧或无氧条件下$它们
能利用硝酸盐或亚硝酸盐作为最终电子受体进行无
氧呼吸$即异化性硝酸还原作用$在这期间硝酸盐被
转化成各种还原性产物$而有机物同时被氧化 *’#+ $
这说明在生物滤池中除传统的硝化途径外$同时还
存在着好氧或厌氧反硝化作用于硝酸盐的去除过
程$从而使生物滤池中硝酸盐的浓度稳定在一定水
平B这些功能性的微生物能够较好地适应 /35 中的
环境$对于水处理效果的提高起了至关重要的作用B
若能将这些微生物进行分离培养$以一定的比例同
时投加到生物滤池中$可能会实现 /35 的.跳跃式
启动/ **(+B

本研究通过 W6/EX[[+技术没有分离出大量
的氨氧化细菌与硝化菌$这可能与设计的引物有关B
针对某一特定功能的亚纲类细菌$采用特异性更强
的引物进行 ,@N9@? W6/EX[[+分析$可能会更加细
致地了解这一亚纲类细菌的种类B

NK结论

""#经过 F 周左右的生物挂膜$生物载体上形
成了微生物种类丰富$群落结构比较稳定的生物膜B

不同时期经传统生物培养的异养细菌$氨氧化细菌$
硝化菌的数量都呈现出先增加后逐渐减少直至达到
稳定的趋势B在 /35 运行时$生物滤池能较好地降
低水体中 ,]f

F E, (,0h
’ E,和 60X的浓度$使养殖

水体污染物的浓度维持在较低的水平B
"’#在生物膜形成过程中及系统运行时期$生

物载体上的微生物种类有一定的变化$不同时期存
在一些各自特有的种属和共有的种属B除 3F 期与
U" 期 !N值偏低外$其余任何 ’ 个相邻时期的 !N值
都很大$说明微生物群落的变化与演替是缓慢而有
规律的$从而保证了水处理效果的稳定性B

"*#生物滤池中微生物种群分布较为广泛$主
要优势种群以 WL79@7RDM9@LAD和 =;DT7RDM9@LAD为主$
存在多类细菌共同作用于养殖水体污染物的去除$
其中 ;%.#"1"+",)1参与了系统的硝化过程$参与反
硝化 过 程 的 主 要 是 黄 杆 菌 " =;DT7RDM9@LADM@D@
RDM9@LA>G#等兼性厌氧细菌B这些功能性细菌在整个
系统的运行中起了非常重要的作用B
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