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晚期垃圾渗滤液 MBR 亚硝化系统中细菌及
功能菌的多样性

王秀杰, 李摇 军, 李摇 芸, 魏摇 佳, 张彦灼, 翟杰一, 王思宇, 张伟光
(北京工业大学建筑工程学院, 北京摇 100124)

摘摇 要: 为了处理晚期垃圾渗滤液,利用膜生物反应器(membrane bioreactor,MBR)实现了稳定亚硝化. 分别构建

总细菌通用克隆文库和针对亚硝化功能菌氨氧化菌(ammonia oxidizing bacteria,AOB)的功能基因———amoA 基因的

克隆文库,来研究稳定期亚硝化系统中微生物多样性. 从 16S rDNA 克隆文库中随机挑选 82 个阳性克隆子进行序

列测定,将测序结果与 Genbank 中已有模式菌株的序列进行比对后发现,亚硝化系统中主要有 4 个优势菌群,分别

是 Proteobacteria 类群 (64郾 65% )、未培养菌 ( uncultured bacterium) 类群 (18郾 3% )、Bacteroidetes 类群 (9郾 76% )、
Firmicutes 类群(7郾 32% ). 构建针对 AOB 的 amoA 功能基因的克隆文库,从文库中挑选 73 个阳性克隆子进行序列

测定,经序列比对后发现在系统中仅检测到了亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas)和未培养菌,分别占 41郾 1% 和

58郾 9% . 这表明系统中起到亚硝化作用的微生物种群主要是亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas). 此外,未培养细菌的

大量存在表明,系统中还存在着丰富的微生物资源等待进一步的开发利用.
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Diversity of Bacteria and Functional Bacteria in MBR Shortcut
Nitrification System Treating Late Landfill Leachate

WANG Xiujie, LI Jun, LI Yun, WEI Jia, ZHANG Yanzhuo, ZHAI Jieyi, WANG Siyu, ZHANG Weiguang
(College of Architecture and Civil Engineering, Beijing University of Technology, Beijing 100124, China)

Abstract: In order to find the better method to deal with late landfill leachate, the stable partial
nitrification system was operated in the MBR (membrane bioreactor) . The microbial community structure
of the stable partial nitrification phase was investigated by the total bacterial clone library and the cloning
library of ammonia oxidizing bacteria (AOB) functional gene amoA. 82 positive clones were selected
randomly from 16S rDNA clone library and their sequence was determined. The results show that there
are four dominant bacterium groups in the stable partial nitrification phase: Proteobacteria (64郾 65% ),
uncultured bacterium (18郾 3% ), Bacteroidetes (9郾 76% ) , and Firmicutes (7郾 32% ). Building on the
cloning library of AOB爷 s functional gene amoA, 73 positive clones were selected from the library and
their sequence was also determined. Compared with basic local alignment search tool ( BLAST), the
results show that only the Nitrosomonas and Uncultured bacterium are detected in the system, and their
proportion is 41郾 1% and 58郾 9% , respectively. This phenomenon show that the number of Nitrosomonas
is maximum in this system. At the same time, the existence of many unknown bacterial species showed
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that there are a large number of microbial resources in the system and needing further development.
Key words: old landfill leachate; membrane bioreactor (MBR); shortcut nitrification; clone library;

microbial community structure

摇 摇 垃圾渗滤液具有高氨氮、成分复杂,并且含有毒

性有机物和重金属等[1鄄2] 特点. 依据填埋时间的长

短,垃圾渗滤液分为早期、中期和晚期. 晚期垃圾渗

滤液为典型的高氨氮、低碳氮比污水,可生化性较

差,其中含有的毒性有机物以及重金属等物质会对

系统的微生物多样性造成影响[3鄄4] . 晚期垃圾渗滤

液的这些水质特点,使得利用微生物反应器对其进

行脱氮处理成为难点.
采 用 亚 硝 化 与 厌 氧 氨 氧 化 ( anaerobic

ammonium oxidation,ANAMMOX)组合技术脱氮已

经越来越多地被应用到高氨氮、低碳氮比污水的

处理中. 该组合工艺能够实现脱氮的关键是亚硝

化的 实 现 及 稳 定 运 行. 氨 氧 化 菌 ( ammonia
oxidizing bacteria,AOB) 是世代周期较长的自养

菌[5] ,其快速富集则是实现稳定亚硝化的关键. 采

用膜生物反应器(membrane bioreactor,MBR)工艺

可快速实现亚硝化. Xue 等[6] 在限氧条件下启动

MBR 的亚硝化处理模拟废水,并考察了亚硝化影

响因素. 然而目前,针对晚期垃圾渗滤液的 MBR
亚硝化的研究较少[7] ,对其稳定运行情况下微生

物多样性分析的报道更为罕见. 而微生物在亚硝

化过程中起着至关重要的作用,对系统中微生物

多样性及群落结构的分析有助于深入了解亚硝化

机理,从而为亚硝化的稳定运行提供指导.
分子生物学技术的深入发展,克服了传统微生

物技术培养周期长、工作量大、无法分离未培养微生

物等局限,而分子生物学技术在水处理方向的应用,
使对处理系统中微生物种类和遗传信息多样性的研

究进入一个新的阶段. 16S rDNA 克隆文库技术在

无须对微生物进行纯种分离的情况下,可以通过提

取样品中微生物 DNA 或直接在原位对微生物进行

检测分析[8] . 克隆文库通过测定目标序列并与已知

摇 摇

序列进行比对确定微生物的种属,并根据文库中克

隆子出现频率确定样品中种群组成比例. Shen
等[9]考察了 MBR 运行 300 d 的亚硝化性能及其微

生物群落变化. 本实验拟在 MBR 中逐步实现晚期

垃圾渗滤液原液的亚硝化,并结合克隆文库技术对

稳定运行的 MBR 亚硝化系统中总细菌及功能菌

AOB 的群落结构进行分析,以期为晚期垃圾渗滤液

亚硝化系统中细菌菌群及功能菌的研究提供一定参

考,并指导运行.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验装置与样品采集

实验采用膜生物反应器,反应器的有效容积为

25 L. 内置孔径为 0郾 1 滋m、面积为 0郾 5 m2的聚偏氟

乙烯中空纤维膜. 实验进出水通过可编程逻辑控制

系统进行控制,产水方式采用恒通量过滤间歇抽吸

方式,膜通量为 2郾 28 L / (m2·h),抽吸周期为 10 min
(8 min 抽吸, 2 min 停止) . 膜组件下部设置曝气装

置,采用转子流量计控制曝气量为 40 ~ 160 L / h. 通

过膜压力( transmembrane pressure,TMP)判断膜污

染程度. 反应器安装真空表(津制 00000578 型,天
津)测量膜内压力. 温度控制在(30 依 1) 益,水力停

留时间设置为 22 h. 实验中采用的垃圾渗滤液为北

京某垃圾填埋厂的渗滤液,填埋年限大于 5 a,为晚

期渗滤液. 具体水质如表 1 所示. MBR 反应器在

105 d 时已经实现晚期垃圾渗滤液原液的亚硝化并

稳定运行, 此时, 系统出水 NO -
2 鄄N 质量浓度为

866郾 14 mg / L,NO -
2 鄄N 积累率为 98郾 22% ;在 105 ~

126 d 的平均出水 NO -
2 鄄N 质量浓度为 871郾 25 mg / L,

平均 NO -
2 鄄N 积累率为 97郾 18% . 具体运行数据如图

1 所示,取稳定运行时期(120 d 时)的污泥进行克隆

文库分析.

表 1摇 垃圾渗滤液水质情况

Table 1摇 Quality of landfill leachate

项目
籽 / (mg·L - 1)

NH +
4 鄄N NO -

2 鄄N NO -
3 鄄N COD 碱度

pH

范围 900 ~ 1 500 0 ~ 2 0 ~ 8 2 000 ~ 4 000 6 000 ~ 10 000 7郾 5 ~ 8郾 5

7141



北摇 京摇 工摇 业摇 大摇 学摇 学摇 报 2017 年

图 1摇 MBR 系统运行数据

Fig. 1摇 Data diagram of MBR system running
摇

1郾 2摇 试验方法

1郾 2郾 1摇 DNA 提取

取适量泥样于 1郾 5 mL Ep 管中,12 000 r / min 离

心 5 min,弃上清液. 用分析天平称取 0郾 2 ~ 0郾 3 g 离

摇 摇

心后泥样于一支新的 Ep 管中,用于提取细菌 DNA.
采用 Ezup 柱式基因组 DNA 抽提试剂盒(上海生

工)进行 DNA 提取. DNA 提取完成以后,用 1郾 2%
琼脂糖凝胶跑胶验证是否提取成功. 剩余的 DNA
置于 - 20 益保存.
1郾 2郾 2摇 聚合酶链式反应(polymerase chain reaction,

PCR)扩增

以提取的 DNA 作为模板,分别进行通用克隆文

库和 AOB 克隆文库的 PCR 扩增,PCR 扩增中所采

用的引物、扩增体系以及反应条件如表 2 所示.
PCR 反应在 MyiQ Real鄄time PCR 扩增仪(美国,

Bio鄄Rad)上进行. 扩增时做空白对照,对照组除不

加 DNA 模板外,其他实验组分与实验组相同. 反应

结束后,取 5 滋L PCR 产物跑胶验证目的基因片段长

度是否正确.

表 2摇 克隆文库中 PCR 扩增条件

Table 2摇 Amplification conditions of PCR in clone library

分析手段 引物名称 引物碱基序列(5忆鄄3忆) PCR 反应体系(50 滋L) PCR 反应条件

全细菌

克隆文库
27F / 1492R

27F:AGAGTTTGA鄄
TCCTGGCTCAG

1492R:TACGGYTAC鄄
CTTGTTACGACTT

10 伊 PCRbuffer 5 滋L,dNTP
(2郾 5 mmol / L) 1 滋L,27F
(20 滋mol / L)和 1492R(20
滋mol / L ) 各 1 滋L, Taq
DNA 聚合酶 0郾 5 滋L,DNA
0郾 5 滋L,加超纯水至 50 滋L

首先 95 益 预变性 1郾 5 min;其次 95
益变性 0郾 5 min,60 益退火 0郾 5 min,
72 益延伸 2 min,5 个循环;之后 95
益变性 0郾 5 min,55 益退火 0郾 5 min,
72 益延伸 2 min,5 个循环;之后进行

15 个循环:95 益变性 0郾 5 min, 50 益
退火 0郾 5 min,72 益延伸 2 min;最后

60 益延伸 10 min

AOB
克隆文库

amoA鄄1F /
amoA鄄2R

amoA鄄1F:GGGGTTTC鄄
TACTGGTGGT

amoA鄄2R:CCCCTCKGS鄄
AAAGCCTTCTTC

10 伊 PCRbuffer 5 滋L,dNTP
( 2郾 5 mmol / L ) 2 滋L,
amoA鄄1F (20 滋mol / L) 和

amoA鄄2R(20 滋mol / L)各 1
滋L,Taq DNA 聚合酶 0郾 5
滋L,DNA 2 滋L,加超纯水

至 50 滋L

94 益预变性 5 min; 之后进行 35 个

循环:94 益 变性 30 s,55 益 退火 1
min,72 益延伸 1 min; 72 益延伸 10
min

1郾 2郾 3摇 克隆、转化和 16S rDNA 克隆文库的构建

采用 DNA 胶回收试剂盒(上海生工)将 PCR 产

物进行切胶纯化,将纯化后产物与 pMD18鄄T 载体

(Takara)连接,连接体系(10 滋L):PCR 产物,3 滋L;
pMD18鄄T Vector,1 滋L;SolutionI,5 滋L;灭菌超纯水,1
滋L. 将连接液混合均匀,在 16 益条件下反应 4 h 后

将连 接 液 全 部 转 入 Ecoli DH5琢 感 受 态 细 胞

(Takara,Japan)中. 将混合液涂布在含 Amp / X鄄Gal /
IPTG 的 LB 固体培养基上,37 益条件下培养 16 ~ 24
h 后进行阳性克隆子筛选. 其中,白斑为具有氨苄

青霉素抗性的阳性菌落,蓝斑为不具氨苄青霉素抗

性的阴性菌落. 挑选其中的白斑菌落来进行克隆文

库的构建,并对挑选出的阳性克隆子进行菌落 PCR
以剔除假阳性及假阴性克隆子. 最后对用 Hha I
(Takara,Japan)限制性内切酶对阳性克隆子进行酶

切. 反应条件为 37 益,4 h. 酶切反应在 PCR 仪中进

行. 酶切后的产物用 3%琼脂糖凝胶电泳检测,并在

凝胶成像仪中进行拍照观察,根据成像结果中的酶

切带型划操作分类单元(operational taxonomic units,
OTU). 每个 OTU 挑取 2 ~ 3 个代表克隆子送到北京
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中美泰和技术公司进行测序.
1郾 2郾 4摇 16S rDNA 基因克隆文库统计学性分析

基因文库的库容值(C)可以用来表示微生物基

因文库多样性的覆盖率. 理论上,当 C 为 100% 时

表示该基因文库涵盖了样品中所有的微生物种类,
库容值越高说明库的覆盖率越高. 库容值计算公

式[10]为

C = 1 - n1 / N
式中:N 为基因文库的总克隆子数;n1为仅有一个克

隆子的 OTU 数目. 利用 Shannon鄄Wiener 指数(H)对
基因文库的序列做多样性指数分析,计算公式为

H = - 移 P i ln P i

式中 P i为每个物种样本数量占总样本数量的比例.
Margalef 物种丰富度指数的计算公式为

dMa =
S - 1
ln N

式中:dMa表示 Margalef 物种丰富度指数;S 表示物种

丰富度;N 表示基因文库的克隆数. 均匀度计算公

式为

E = H / Hmax

Hmax = ln S
式中 S 为物种丰富度,表示样本中的物种数量,等于

单个文库中 OTU 个数.
1郾 2郾 5摇 系统发育树的构建

将测得的序列利用 NCBI 网站上的 Blast 在线

程序与 Genbank 中模式菌株序列进行比对,并下载

同源性相对较高的序列. 采用 MEGA5郾 0 软件中的

邻接算法构建系统发育树,分析污泥样品中的微生

物种类和分类地位. 利用 Bootstraps 来分析评估系

统发育树的稳定性,树的节点通过非参数支持率计

算(进行 1 000 次重复运算).

2摇 结果与分析

2郾 1摇 DNA 提取和 PCR 扩增

利用试剂盒提取细菌 DNA 以后,经 1郾 2% 琼脂

糖凝胶电泳检测,在凝胶成像系统中拍照采集图像,
与 Marker 比对后可知 DNA 片段长度约为 23 kb. 采

用通用引物对 27F / 1492R 和 AOB 功能基因 amoA
摇 摇

的引物对 amoA鄄1F / amoA鄄2R 进行 PCR 扩增以后得

到的目的基因片段长度分别约为 1 500、500 bp,如
图 2 所示. 均满足试验要求.

图 2摇 克隆文库中 PCR 扩增电泳图

Fig. 2摇 PCR amplification electrophoresis
figure of cloning library

摇

2郾 2摇 16S rDNA 通用克隆文库构建与细菌多样性

分析

在构建 MBR 亚硝化系统细菌通用克隆文库时,
对随机挑取的 82 个阳性克隆子进行酶切分型,得到

19 个酶切类型. 每个酶切类型选取 2 ~ 3 个克隆子

进行测序,将得到的序列利用 BLAST 在线程序进行

序列同源性比对,将序列相同的克隆子划分为一个

OTU,共得到 19 个 OTU. 对克隆文库进行统计学分

析,得到基因文库多样性覆盖率、Shannon鄄Wiener 指
数、Simpson 指数、均匀度以及物种丰富度指数,如表

3 所示. 通用克隆文库分析结果如表 4 所示. 污泥

样品通用克隆文库系统发育树如图 3 所示.
表 3摇 克隆文库酶切类型的多样性

Table 3摇 Diversity of restriction endonuclease types in 16S rDNA clone library

OTU 种类 库容大小 / % Shannon鄄Wiener 指标 Simpson 指标 均匀度 丰富度

19 91郾 50 2郾 528 2 0郾 890 5 0郾 858 6 4郾 084 6
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表 4摇 MBR 亚硝化系统样品主要细菌 16S rDNA 克隆文库分析结果

Table 4摇 Data of bacterial 16S rDNA clone library constructed with sample in MBR

OTU
编号

每种 OTU 所

含克隆子个数

每种 OTU
百分比 / %

Genbank 中最大相似度细菌

(NCBI 登录号)
相似

度 / %
所属细菌类群

OTU1 8 9郾 76 Aquimonas sp. BUT鄄1(KJ653271郾 1) 95 酌鄄Proteobacteria

OTU2 1 1郾 22 Ralstonia sp. P鄄4CB2(AF229890郾 2) 97 茁鄄Proteobacteria

OTU3 1 1郾 22 未培养菌(GQ264319郾 1) 98 未培养菌

OTU4 3 3郾 66 Comamonas sp. IA鄄30(AB247270郾 1) 93 茁鄄Proteobacteria

OTU5 3 3郾 66 未培养菌(HQ640550郾 1) 99 未培养菌

OTU6 9 10郾 98 Erythrobacter sp. B809(KT185356郾 1) 82 琢鄄Proteobacteria

OTU7 1 1郾 22
Burkholderia gladioli strain 1993027208
(AY268167郾 1)

92 茁鄄Proteobacteria

OTU8 1 1郾 22 未培养菌(HE582922郾 1) 99 未培养菌

OTU9 20 24郾 39 Ralstonia sp郾 80 (AY238507郾 1) 98 茁鄄Proteobacteria

OTU10 5 6郾 10 Alcaligenes sp郾 92(AY238499郾 1) 92 茁鄄Proteobacteria

OTU11 5 6郾 10 Persicobacter sp郾 JZB09(CP012859郾 1) 82 Bacteroidetes

OTU12 2 2郾 44 Lewinella agarilytica strain r31(JQ661169郾 1) 82 Bacteroidetes

OTU13 2 2郾 44 未培养菌(AY426460郾 1) 90 未培养菌

OTU14 6 7郾 32 Ectothiorhodospira sp郾 AM4(EU252492郾 1) 90 酌鄄Proteobacteria

OTU15 6 7郾 32 未培养菌(EF608428郾 1) 99 未培养菌

OTU16 6 7郾 32 Planococcus sp郾 EP09(AM398218郾 1) 85 Firmicutes

OTU17 1 1郾 22 未培养菌(EU215286郾 1) 99 未培养菌

OTU18 1 1郾 22 未培养菌(EU083483郾 1) 97 未培养菌

OTU19 1 1郾 22 Pedobacter sp郾 An13(AJ551152郾 1) 85 Bacteroidetes

摇 摇 由表 3 可知克隆文库的库容值为 91郾 50% ,这
表明该克隆文库的库容值较大,文库覆盖率较高,具
有较好的代表性. Shannon鄄Wiener 指数为 2郾 528 2,
表明 MBR 亚硝化系统中存在比例较高的优势菌属.

序列比对的结果表明,MBR 亚硝化系统稳定期

细菌通用克隆文库中的 19 个 OTU 分别属于细菌域

的 4 个 主 要 类 群. 分 别 是 变 形 菌 类 群

( Proteobacteria, 64郾 65% )、 拟 杆 菌 类 群

(Bacteroidetes, 9郾 76% )、 厚壁菌类群 ( Firmicutes,
7郾 32% ) 和 未 培 养 菌 ( uncultured bacterium,
18郾 3% ),这些微生物类群已在多种污水处理系统

中被发现为优势菌属[11鄄12] . Muyzer 等[13]研究发现,
利用目前的分子生物学手段只能检测到某些优势菌

群,而优势菌群的存在导致了微生物结构的相对简

单化.
摇 摇 变形菌类群(Proteobacteria)在微生物系统中占

64郾 65% ,是系统中的绝对优势菌属,Snaidr 等[14] 研

究发现,活性污泥池中的优势菌群主要为变形菌

(Proteobacteria)类群. 变形菌均为革兰氏阴性菌,是
系统中 COD 的主要降解者,且包含多种代谢类型.
大部分变形菌既能够在有氧条件下进行呼吸作用,
又能在厌氧 /缺氧条件下进行发酵,能够以有机物作

为碳源,是典型的兼性异养菌. 变形菌门根据核糖

体 RNA 序列划分为 5 个纲,分别用希腊字母 琢、茁、
酌、啄 和 着 命名. 研究结果表明,在反应系统实现稳

定亚硝化时,茁鄄Proteobacteria 数量最多,占 36郾 59% ,
酌鄄Proteobacteria 次之,占 17郾 08% ,琢鄄Proteobacteria 最

少,占 10郾 98% . 大部分的 茁鄄Proteobacteria 可在厌氧

或缺氧环境中存活,其中某些菌属还可以利用 H2、
氨氮、CH4和挥发性脂肪酸进行新陈代谢[15] . 系统

中检测到的 茁鄄Proteobacteria 的代表菌属包括丛毛单

胞菌属(Comamonas)、产碱杆菌属(Alcaligenes)、罗
尔斯通氏菌属 ( Ralstonia) 以及伯克霍尔德氏菌

(Burkholderia). 其中,丛毛单胞菌属(Comamonas)
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图 3摇 亚硝化系统中细菌 16S rRNA 基因的系统发育树

Fig. 3摇 Phylogenetic tree based on comparison of bacteria 16S rRNA gene in system
摇

是常见的反硝化菌属,该菌属已经被研究发现能够

降解多种难降解的环境污染物. 由于基因背景的差

异,不同丛毛单胞菌能够降解的污染物不同,同时降

解途径和降解方式也不一样,对此研究者做了大量

研究. Boon 等[16]、Khan 等[17] 研究发现丛毛单胞菌

属(Comamonas)可以利用难降解的芳香族化合物进
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行新陈代谢. 刘志培等[18] 将苯胺作为 Comamonas
acidovorans AN3 的唯一碳、氮源,推测出该菌降解苯

胺的 代 谢 途 径. Schleheck 等[19] 研 究 了 菌 株

Comamonas testosteroni KF鄄1 降解 3,4鄄磺苯基丁酸

盐的代谢途径. 产碱杆菌属(Alcaligenes)是污水处

理系统中常见的异养硝化菌. Anderson 等[20] 研究

鉴定产碱杆菌属( Alcaligenes)中一株粪产碱杆菌

(Alcaligenes faecalis)为异养硝化细菌,该菌能在低

碳条件下发生硝化,也可以在有机环境中进行硝

化. 王成林等[21]从人工湿地中分离出一株异养硝

化 菌, 经 16S rDNA 鉴 定 后 为 产 碱 杆 菌 属

(Alcaligenes) . 关于罗尔斯通氏菌属(Ralstonia)以

及伯克霍尔德氏菌(Burkholderia gladioli)脱氮除

磷的报道较少,这些细菌的脱氮作用还有待作进

一步研究. 反应器中丛毛单胞菌属(Comamonas)
以及产碱杆菌属(Alcaligenes)等菌属的存在,使亚

硝化系统中还可能存在一些其他脱氮途径,如同

步硝化反硝化途径.
拟杆 菌 类 群 ( Bacteroidetes ) 在 系 统 中 约 占

9郾 76% . 拟杆菌是化能异养菌,能够降解纤维素、淀
粉、蛋白质、脂类等大分子有机物[22] . 另有研究指

出,拟杆菌广泛存在于厌氧条件的污水处理系

统[23] . MBR 亚硝化系统中随着污泥质量浓度的提

高会造成菌胶团内部溶解氧过低,在菌胶团会形成

微厌氧环境,这促进了拟杆菌作为优势菌的形成.
厚壁菌类群 ( Firmicutes) 在微生物系统中占

7郾 32% . 其 中 经 测 序 比 对 得 到 的 代 表 菌 属

Planococcus sp. 属于芽孢杆菌类群(Bacillus). 芽孢

杆菌(Bacillus)广泛分布于自然界中,能够产生孢

子,在恶劣环境中能够休眠,故有很强的生命力. 芽

孢杆菌(Bacillus)已经被报道能够降解多种污染物.
曾地刚等[24] 通过研究枯草芽孢 杆 菌 ( Bacillus
subtilis)对于养殖废水的净化作用,发现该类细菌对

COD、亚硝酸盐、H2S 均有显著去除作用;邵晴[25] 针

对养殖水体,分离得到一株高效氨氮降解菌和一株

高效反硝化菌,经 16S rDNA 鉴定分别为解淀粉芽

孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)和枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis). 陈尚智等[26] 通过研究枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis)对微污染水体的净化作用,也
证实了芽孢杆菌(Bacillus)对 COD、氨氮、亚氮、硝氮

具有显著去除作用. Yang 等[27] 分离得到一株能够

同时进行异养硝化和好氧反硝化的细菌,经 16S
rDNA 鉴定为短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus),并对

其脱氮性能进行了研究. 以上可知, 芽孢杆菌

(Bacillus)对于降解有机污染物和污水脱氮除磷具

有巨大潜力. 目前,芽孢杆菌(Bacillus)多用于处理

水产养殖废水,其在污水处理方面的应用还有待进

一步研究.
系统中另一优势菌属为未培养菌,这表明 MBR

亚硝化系统中还存在着无法估量的微生物资源,有
待进一步研究. 另外,在序列同源性研究中, 一般

认为细菌 16S rDNA 序列同源性低于 97%即属于不

同的种[28] . 实验结果表明,系统中仍有 58郾 54% 的

菌属序列与对比序列同源性低于 97% . 这也进一步

说明了该系统中还有相当一部分微生物资源有待进

一步发掘.
2郾 3摇 亚硝化功能菌克隆文库构建及细菌多样性分析

在构建的反应系统 16S rDNA 通用克隆文库

中,变形菌类群(Proteobacteria)为绝对优势菌属,多
数脱氮菌及固氮菌也都分布在这一菌群. 如污水系

统 中 常 见 的 好 氧 反 硝 化 菌 丛 毛 单 胞 菌

(Comamonas)、硝化菌产碱杆菌(Alcaligenes)、异养

硝化-好氧反硝化菌芽孢杆菌(Bacillus)、固氮菌伯

克霍尔德氏菌(Burkholderia gladioli)等. 这些具有

脱氮功能的细菌多数为异养菌. 这些类群的存在表

明处理晚期垃圾渗滤液的 MBR 亚硝化系统中同时

存在好氧反硝化、异养硝化和同步硝化反硝化等多

种脱氮途径,它们对系统中的氮损失具有一定的贡

献率. 然而,在以上文库中并没有检测到常见的

AOB 和亚硝酸盐氧化菌 ( nitrite oxidizing bacteria,
NOB),这是由于自养菌繁殖速度慢,世代周期长,相
对异养菌在数量上并不占优势. 因此,为了更好地

分析系统中相对数量较少的 AOB,采用针对 AOB 功

能基因 amoA 的引物对进行 PCR 特异性扩增,构建

AOB 克隆文库. 采用限制性内切酶 Hha I 对随机挑

取的 73 个阳性克隆子进行酶切分型,每个酶切类型

选 2 ~ 3 个代表克隆子送去测序,测得序列经比对后

得到 5 个 OTU. AOB 克隆文库分析结果如表 5 所

示. AOB 系统发育树见图 4.
在 AOB 克隆文库中检测到两大优势菌群,分

别是亚硝化单胞菌(Nitrosomonas,41郾 1% )和未培

养菌 ( 58郾 9% ), 而 并 未 检 测 到 传 统 的 硝 化 菌

属———亚硝化杆菌属 (Nitrosococcus) 和亚硝化螺

菌属(Nitrosospira) . 这一研究结果也与前人的研究

结果相符. 邵军等[29] 采用变性梯度凝胶电泳

( denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE) 技

术研究垃圾渗滤液处理系统中微生物群落演替过

程,经 测 序 得 到 的 AOB 仅 有 亚 硝 化 单 胞 菌
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摇 摇 摇 摇 表 5摇 MBR 系统样品 AOB 克隆文库分析结果

Table 5摇 Data of AOB clone library constructed with sample in MBR

OTU
编号

每种 OTU 所

含克隆子个数

每种 OTU
百分比 / %

Genbank 中最大相似度细菌

(NCBI 登录号)
相似

度 / %
所属细菌类群

OTU1 35 47郾 95 未培养菌(HQ142886郾 1) 99 未培养菌

OTU2 1 1郾 37
未 培 养 的 ammonia鄄oxidizing bacterium
(KM402223郾 1)

99 未培养菌

OTU3 7 9郾 59 未培养的 Nitrosomonas sp郾 (HM149333郾 1) 88 未培养菌

OTU4 1 1郾 37 Nitrosomonas sp郾 A2(KF194200郾 1) 84 酌鄄Proteobacteria

OTU5 29 39郾 73 Nitrosomonas sp郾 CNS332(DQ228468郾 1) 88 酌鄄Proteobacteria

图 4摇 亚硝化系统中 AOB amoA 基因的系统发育树

Fig. 4摇 Phylogenetic tree based on comparison of amoA gene of AOB in system
摇

( Nitrosomonas ). Limpiyakorn 等[30] 利 用 PCR鄄
DGGE、克隆文库以及荧光定量 PCR 技术研究对比

了在不同季节情况下 12 种不同污泥样品中 AOB 的

多样性,结果表明:在所有样品中均检测到了亚硝化

单胞菌属(Nitrosomonas),并且只在 A2 O 工艺的污

泥 样 品 中 检 测 到 了 除 亚 硝 化 单 胞 菌 属

(Nitrosomonas) 外的其他亚硝化菌. Limpiyakorn
等[31]还研究了不同氨氮质量浓度下污泥样品中

AOB 的多样性,利用分子生物学手段仅在污泥中检

测到了亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas). 因此,在处

理晚期垃圾渗滤液的 MBR 亚硝化系统中起到亚硝

化作用的菌属是亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas).

3摇 结论

1) 通过构建 MBR 亚硝化系统细菌通用克隆文

库,得知系统中优势菌属主要包括 4 个类群,分别是

Proteobacteria ( 64郾 65% )、 未 培 养 菌 ( 18郾 3% )、
Bacteroidetes(9郾 76% )和 Firmicutes(7郾 32% ).

2) 通过构建 MBR 亚硝化系统 AOB 克隆文库

分析系统中的脱氮功能菌,结果表明,在系统中起到

亚硝化作用的氨氧化菌(AOB)主要是亚硝化单胞

菌(Nitrosomonas). 同时,好氧反硝化菌丛毛单胞菌

属(Comamonas)、硝化菌产碱杆菌属(Alcaligenes)等
菌的存在,揭示了系统中除了短程硝化和传统脱氮

途径外,还可能存在其他新型脱氮途径.
3) 在细菌通用克隆文库中检测到未培养菌占

18郾 3% ,在 AOB 克隆文库中也有 58郾 9% 的未培养

菌. 这一结果表明,系统中还蕴藏着丰富的微生物

资源,有待进一步的研究.
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