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摘要:利用已筛选的硝化菌群分别以游离菌和生物膜两种方式对成都市南干堰氨氮污染水体进行生物强化修复初步研究.结果表明,当进水氨

氮浓度为 23. 91~ 24. 27m g# L- 1,在 25e 、150r# m in- 1条件下,投加游离菌群 36h后,氨氮去除率达 95% ,而在不添加游离菌的对照中,氨氮浓

度没有下降.采用生物膜法,室温条件下,当进水氨氮浓度为 8. 00~ 18. 38m g# L- 1, 水力停留时间 ( HRT ) 2~ 4h时,出水氨氮浓度为 0~ 1. 11

m g# L- 1,氨氧化负荷最高可达 0. 139kg#m - 3# d- 1 (以 N计,下同 ) ,氨氮去除率达 90%以上;当进水氨氮浓度为 7. 84~ 14. 62m g# L- 1, HRT为

015~ 1. 0h时,修复后出水氨氮浓度为 1. 90~ 7. 47m g# L- 1,氨氧化负荷最高可达 0. 261kg# m - 3# d- 1; 当进水氨氮浓度稀释到 3mg# L- 1左右,氨

氮可完全被去除,修复后水体几乎没有亚硝酸盐残留.采用 PCR-DGGE分析生物膜上的微生物菌群,发现生物膜中不仅有硝化菌群生长,还包

括其它与氮转化相关微生物菌群.该实验结果表明,运用硝化菌群进行氨氮污染水体强化修复具有显著的效果,实际应用中可根据污染水体氨

氮浓度以及氨氧化负荷来确定完全修复所需要的水力停留时间.
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Abs tract: R ecently, ammon ia n itrogen pollu tion is becom ing seriou s in creasingly in u rban rivers. In th is s tudy, b iorem ed iation of pollu ted Nanganyan

river w ater w as perform ed in the laboratory by tw o m ethod s: free n itrifying b acteria or b iofi lm s of n itrifying bacteria isolated from act ivated sludge. Th e

resu lts show ed thatw hen the n itrifying bacteria w as added into pol luted w ater w ith 23. 91~ 24. 27 m g# L- 1 amm on ia-n itrogen and in cub ated for 36 h at

25e and 150 r#m in- 1, the amm on ia-n itrogen rem oval rate reached 95% . The amm on ia-n itrogen con cen tration d id not decrease in th e con trolw ithout th e

n itrifying bacteria supp lem ents. For b iorem ed iation of the pollu ted w ater by b iofilm s at room tem perature, w hen in fluen t amm on ia n itrogen w as 8. 00 to

18138 m g# L- 1 and hyd rau lic reten tion tim e ( HRT ) w as 2 to 4 hours, the effluen t amm on ia n itrogen ranged from 0 to 1. 11 mg# L- 1. The h igh est

amm on ia n itrogen load ing could reach 0. 139 kg# m - 3# d- 1 and th e amm on ia-n itrogen rem oval rate w as above 90% . M oreover, w hen th e in fluent amm on ia

n itrogen w as 7. 84 to 14. 62 m g# L- 1 and HRT w as 0. 5 to 1. 0 h the ef fluen t amm on ia n itrogen w as 1. 90 to 7. 47 m g L- 1, and the h ighest amm on ia

n itrogen load ing cou ld reach 0. 261 kg# m - 3# d- 1. F inally, w hen the inf luen t amm on ia n itrogen w as d ilu ted to 3 m g# L- 1, the amm on ia n itrogen w as

comp letely rem oved and th ere w as little residu al nitrite in th e effluen t w ater. Th e PCR-DGGE analysis revealed that the m icrob ial popu lation in th e

b iof ilm s in cluded n ot on ly n itr ifying bacteria bu t oth er bacteria involved in the transform at ion of n itrogen. The isolated n itrify ing bacteria cons iderab ly

enhanced the b iorem ed iat ion of amm on ia pollu ted water. In p ract ical app licat ion, the HRT for b iorem ed iation n eeds to be ad justed accord ing to th e

concen trat ion and load ing of amm on ia n itrogen in the pollu ted water.

Keywords: amm on ia polluted w ater; n itr ifying bacteria; b iofilm s; amm on ia nitrogen load ing; PCR-DGGE

1 引言 ( Introduct ion)

近年来,随着城市化进程的加快、经济的高速

发展、农村集约化养殖以及化肥的大量施用, 水资

源环境面临的压力越来越大, 面源污染日趋严重.

2006年成都市氨氮排放总量 18989. 3t(国家环境保

护总局, 2007),岷江的水质由成都入境口的 Ñ ~ Ò
类标准,显著下降为出境口的Õ ~劣 Õ类水质 (四
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川省环境检测中心站水质自动站周报统计 ). 监测

与测算数据表明,目前,成都市岷江和沱江的 20多

条重点小流域中,近一半控制单元的 COD与氨氮剩

余环境容量全部丧失.

在污染水体氨氮生物修复领域, 学者们已从高

效硝化菌的筛选到氨氮硝化过程中影响因素等各

方面进行了探讨 (李娟英等, 2006) , 并在天然水体

中自养氨氧化细菌与异养细菌的竞争能力方面做

了大量工作 (Annette et al. , 2002). 同时, 针对自然

水体氨氮污染, 采用生态修复方法. 如通过添加菌

剂可使水体氨氮在 12d后显著降低 (沈士德,

2004) ,或通过添加生物激活剂来提高土著生物自

身的修复活性 (李继洲等, 2005; 唐玉斌等, 2003) .

相对于自然修复, 生物膜法因具有高效、稳定和修

复过程可控等特点而得到广泛应用. 从运用生物膜

SBR反应器处理中低浓度人工配水的自养脱氮系

统 (郭劲松, 2006)到运用仿生填料对河道水体进行

氨氮去除的实际应用 (田伟君, 2006) , 硝化细菌在

氨氮的去除中都扮演了重要的角色. 但在水体氨氮

浓度较低的情况下, 如何提高硝化效率以及氨氧化

负荷是水体污染修复亟待解决的关键问题之一.

鉴于此, 本研究利用自行筛选的高效硝化菌

群,采用游离菌群与固定化生物膜方式对成都市江

安河支流南干堰氨氮严重污染水体进行强化生物

修复, 研究游离菌群生物修复效果和固定化系统在

不同水力停留时间下的氨氧化负荷及净化效果,并

通过获得硝化生物膜中氨氧化菌的菌群结构,以期

为工程化应用提供技术依据和储备.

2 材料与方法 (M ater ia ls andmethods)

2. 1 实验材料
2. 1. 1 硝化菌群特性及培养条件  硝化菌群筛选

自成都某污水处理厂活性污泥, 其扫描电镜照片见

图 1. 该菌群为自养硝化细菌与异养菌稳定共生形

成的黄褐色絮体, 絮体表面包裹粘性物质, 能够在

10~ 40e 条件下生长,最适条件为温度 30e 、pH =

6. 85~ 7. 50. 溶解氧浓度对菌群氨氧化影响较小,

在 0. 5~ 5. 5mg#L- 1
浓度范围内均能正常生长.

硝化菌群培养基及培养条件 ( g# L
- 1

): Na2HPO4

10. 55、KH 2 PO4 1. 50、MgSO4# 7H2 O 0. 10、NH 4 C l

0180、N aHCO3 0. 50, 微量元素液 2. 00mL, pH为 7. 3

~ 7. 5.

微量元素液 ( g# L
- 1

): EDTA 5. 00、ZnSO4 2. 20、

图 1 游离硝化菌群扫描电镜照片

F ig. 1 Scann ing electronm icrographs of the free n itrifying bacteria

CaC l2 5. 50、MnC l2# 4H2O 5. 06、FeSO4# 7H 2O 5. 00、

( NH 4 ) 6Mo7O24# 4H2O 1. 10、CuSO 4 1. 57、CoC l2# 6H2O

1. 61.

试验所用硝化菌群在氨氮初始浓度为 200

mg# L
- 1
的培养条件下培养 5d后, 生物量达到 200

mg# L
- 1
,经浓缩 10倍后作为试验用菌种.

2. 1. 2 试验水样  试验用污染水体采自成都市江

安河支流南干堰,在实验室内室温保藏不超过 24h,

以保证水质的均匀性, 试验期间水样的水质特性见

表 1. 南干堰流经成都市中心城区及部分工厂集中

区,属于生活污水和部分工业废水混合的污染水体.

表 1 试验期间水样水质特征

Tab le 1 The characteristics of the w astew ater in th e exp erim en t

氨氮 /

(m g# L- 1 )
pH

CODCr /

(m g# L- 1 )

DO /

( m g# L- 1 )

7. 84~ 23. 91 7. 70~ 8. 01 7. 71~ 17. 60 < 1. 00

2. 2 实验方法

2. 2. 1 游离硝化菌群强化修复实验  在 250mL三

角瓶内装入 100mL水样,接入试验菌种 1% ( V /V ) ,

在 25e 、150r#m in
- 1
条件下摇床振荡; 同时, 以不接

菌作为对照,实验设 2个重复,每天取样检测水样中

NH
+
4 -N、NO

-
2 -N和 NO

-
3 -N浓度的变化.

2. 2. 2 生物膜强化修复实验  强化修复实验用反

应器为 1000mL抽滤瓶,内装 3片组合填料,其有效

容积为 1180mL.进水口在反应器底部, 出水由上部

排水口自动溢出. 试验初期首先挂膜, 在反应器中

加入南干堰水样约 500mL, 再加入试验菌种 2mL(接

种比例 4j , V /V )在室温条件下曝气、运行, 以模拟

自然状态下的生物修复. 每天检测 NH
+
4 -N, 待

NH
+
4 -N消耗完后重新换水, 直到膜片上稳定附着大

量褐黄色的菌体. 大约经过 25d后, 完成挂膜, 采用

1945
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HL-3恒流泵开始进行连续进水, 根据实验设计的不

同停留时间,确定恒流泵的流量. 每天检测 NH
+
4 -N、

NO
-

2 -N和 NO
-

3 -N浓度, 定期检测 COD的变化. 本

实验进行时间为 2007年 3~ 4月, 室温在 13~ 27e

间变化.

2. 3 分析方法
2. 3. 1 PCR-DGGE技术对生物膜菌群结构分析  生

物膜样品取自连续生物处理反应器,通过细菌基因组

提取试剂盒 (DP302-2, TIANGEN )提取总 DNA.以总

DNA 为模板, 利用氨氧化菌 ( Kow alchuk et al. ,

1997)、固氮菌 ( Rosch et al. , 2002 )、硝 化杆菌

(W agner et al. , 1996)、硝化螺菌 ( R egan et al. ,

2002)和反硝化菌 ( Shams et al. , 2007)的特异性引物

进行 PCR扩增,确定生物膜中与氮转化相关菌群.同

时,对其中的氨氧化菌群进行巢式 PCR, 对获得的

PCR产物进行变性梯度凝胶电泳 ( DGGE ) (M uyzer

et al. , 1993).分析目的条带,并切胶回收,扩增产物

送上海生工测序.将测序结果上传 NCBI中进行序列

比对,确定种属.研究中使用的 PCR引物见表 2.

表 2 研究中使用的 PCR引物

Tab le 2 PCR p rim ers used in th is study

引物 扩增目标 序列 ( 5c to 3c) 参考文献

CTO189 fAB

CTO189 fC

CTO653 r

Amm on ia-oxidizing

bacteria,

16S rRNA

GGA GRA AAG CAG GGG ATC G,

GGA GGA AAG TAG GGG ATC G

CTA GCY TTG TAG TTT CAA ACG C

Kow alchuk et a l. , 1997

P338 f

P518 r

Un iversa,l 16S rDNA,

V3 region

CCT ACG GGA GGC AGC AG

ATT ACC GCG GCT GCT GG
Muyzer et a l. , 1993

n ifH-F

n ifH-R

D in itrogen-f ixing bacteria,

n ifH gene

AAA GGY GGW ATC GGY AAR TCC ACC AC

TTG TTS GCS GCR TAC ATS GCC ATC AT
Rosch, e t al. , 2002

N IT3

P338 f
N itrobacter 16S rRNA

CCT GTG CTC CAT GCT CCG

CCT ACG GGA GGC AGC AG
W agner et al. , 1996

N tsp a0685M

P338 f

N itrosp ira

16S rRNA

CGG GAA TTC CGC GCT C

CCT ACG GGA GGC AGC AG
R egan et a l. , 2002

nosZ2 f

nosZ3r
Den itrifiers, nosZ gene

GTGCCGAAGAACCC [ G /C ] CACGG

T [ C /G] GCCGGAGATGTCGATCA
Sham s e t al. , 2007

GC夹子 CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG Muyzer et a l. , 1993

2. 3. 2 分析方法  NH
+
4 -N测定采用纳氏试剂光

度法; NO
-
2 -N测定采用 N-( 1-奈基 )-乙二胺光度法;

NO
-
3 -N测定采用紫外分光光度法; CODCr采用重铬

酸钾法.

3 结果 (R esults)

3. 1 游离硝化菌群强化修复对污染水体氨氮的
去除

图 2为游离硝化菌群修复南干堰水体的结果.

从图 2可以看出,污染水体中加入硝化菌群 36h后,

水样中氨氮浓度由初始 23. 91mg# L
- 1
降低到

1114mg# L
- 1
,去除率为 95% . 而在 168h内, 对照组

水样氨氮仅有少许下降. 由此可知, 南干堰水质恶

化,已完全失去了自净能力.

图 2 硝化菌群对南干堰水体氨氮的修复

Fig. 2  B iorem ed iation of amm on ia in Nanganyan river w ater by

n itrifying bacteria

3. 2 生物膜强化修复对污染水体氨氮的去除

由于南干堰水体污染严重, 水质状况恶劣, 尝

试采用生物膜法进行强化修复实验.试验期间水质

不稳定,氨氮变化幅度大, 进水氨氮浓度在 7. 84~

18. 38mg# L
- 1
之间. 试验过程中考察了不同停留时

1946
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间对处理效果的影响, HRT由初始的 4h逐渐缩短

到 2、1、0. 5h(图 3) . 由图 3可以看出, 当 HRT = 4h

时,进水氨氮浓度为 8. 47~ 18. 38mg# L
- 1
,出水氨氮

浓度为 0. 16 ~ 0. 99mg# L
- 1
, 氨氧化负荷最高达到

0. 091kg#m - 3# d
- 1
,氨氮去除率 95%以上;当 HRT缩

短到 2h, 进水氨氮浓度为 8~ 14. 72mg# L
- 1
, 出水氨

氮浓度为 0 ~ 1. 11mg# L
- 1
, 氨氧化负荷最高达到

01139kg#m- 3# d
- 1
,氨氮去除率 90%以上;当 HRT降

低为 1h, 进水氨氮浓度为 7. 84~ 14. 62mg# L
- 1
, 出

水氨氮浓度明显增高 ( 1. 90~ 4. 55mg# L
- 1

), 虽然氨

氧化负荷最高可达到 0. 261kg#m
- 3# d

- 1
, 氨氮去除

率仅 67% ~ 88%之间;当 HRT为 0. 5h, 进水氨氮浓

度为 8. 26~ 11. 17mg# L
- 1
时 , 出水氨氮浓度更高

( 4142~ 7. 47mg# L
- 1

) , 氨氮去除率仅 30% ~ 50% .

将水样稀释到氨氮浓度 3mg# L
- 1
左右,出水氨氮浓

度即可降到 1mg# L
- 1
以下,甚至检测不出. 从试验中

还可以看出, 由于受到生物膜氨氧化负荷的限制,

在 HRT高于 2h,氨氮负荷低但去除率较高,处理后

大部分出水氨氮含量可以达到 1mg# L
- 1
以下, 基本

能达到Ó类水排放标准. HRT 为 0. 5~ 1h时, 虽然

氨氮负荷最高可达到 0. 261 kg#.
m

- 3# d
- 1
, 但仅部分

出水氨氮浓度达到 1mg# L
- 1
以下. 南干堰污染水体

中初始亚硝酸盐含量很少, 没有硝酸盐积累. 在生

物膜连续修复系统中氨氮去除的同时,水体中亚硝

酸盐仅有少量积累 ( [ NO
-
2 -N ] < 1mg# L

- 1
), 终产物

以硝酸盐为主,在 2. 17~ 19. 54mg#L- 1
之间.

图 3 不同 HRT下进出水氨氮、亚硝酸盐、硝酸盐和氨氧化负荷及其去除率变化

Fig. 3 Amm on ia concentrat ion s, N itrite con cen trations, N itrate concentrat ion s, Amm on ia load and removal p ercen tage at d ifferentH RT

3. 3 生物膜强化修复对污染水体 CODCr的去除

在进行生物膜强化修复污染水体过程中,考察

了该系统对污染水体中 CODC r的去除效果 (图 4) .

从图 4可以看出,该系统对 CODCr也有一定程度的

去除, 随着 HRT的缩短, CODC r去除率也相应下降,

CODCr去除率在 24% ~ 43%之间. 当停留时间降低

为 0. 5h时, CODC r基本没有去除.该系统 CODCr去除

率不高可能与生物膜中硝化菌群为优势菌群,生物

膜的主要功能为硝化功能有关.

图 4 硝化生物膜对 CODCr的去除

F ig. 4 Rem oval of CODC r by n itrifying b iof ilm s

1947
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3. 4 生物膜强化修复系统微生物菌群组成及其

PCR-DGGE分析结果

生物膜经过长期的驯化与强化修复过程,在填

料上形成了稳定的微生物菌群 (图 5) . 提取生物膜

上微生物的总 DNA, 并进行 16SrDNA的 PCR-DGGE

分析, 发现生物膜样品中微生物多样性相当丰富.

同时,针对其中起硝化作用的功能菌 ) ) ) 氨氧化菌

设计特异性引物进行 PCR-DGGE分析,发现共有 3

条条带 (图 6) . 回收条带并测序, 测序结果同 NCB I

数据库进行比对,鉴定出 3株氨氧化菌均为亚硝化

单胞菌 (N itrosomonas sp. ) (表 3) .

图 5 生物膜上菌群扫描电镜照片 ( a. @ 2200, b. @ 30000)

Fig. 5 S cann ing electronm icrograph s of th e b iofilm s( a. @ 2200, b. @ 30000)

表 3 DGGE条带的序列长度和与已知序列比对的相似性

Table 3 Sequence length and closest phylogenetic affiliation of DGGE band

条带 种类 注册号 相似性

C1 Un cu ltured N itrosomona s sp. clone 16 s-jia1 gb |AF490627. 1 | 98%

C2 N itrosom ona s eu tropha isolate F6 em b |A J011920. 1 |NSP011920 100%

C3 N itrosom ona s sp. WH- 2 gb |AF338211. 1 |AF338211 97%

图 6 生物膜总细菌和其中氨氧化菌的 DGGE图谱 ( a. 总

细菌, b.氨氧化菌 )

Fig. 6 DGGE fingerprin ts of bacteria in th e b iof ilm s ( a. total

b acteria, b. amm on ia bacteria)

  另外,设计与氮转化相关特异性引物进行 PCR

扩增, 并通过电泳检测 (图 7) .从图 7可以看出,以

总 DNA为模板分别扩增出了约 400、700、330和

480bp的片段,这表明生物膜上还包含固氮菌、硝化

杆菌、硝化螺菌和反硝化菌等与氮转化相关的特殊

功能菌群.

图 7 生物膜上与氮转化有关菌 ( a.固氮菌, b.硝化杆菌, c. 硝化螺

菌, d.反硝化菌 )

F ig. 7 The bacteria involved in n itrogen transformat ion by th e b iof ilm

( a. Azotobac ter, b. N itroba cter, c. N itrospira, d. den itrifying

bacteria)

1948
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4 讨论 (D iscussion)

本研究利用自行筛选的硝化菌群挂膜, 模拟南

干堰水体自然状态下的修复,所用水样由自然环境

中采集, 水体氨氮波动很大, 其浓度在 7. 84 ~

18138mg#L- 1
之间. 在固定化生物膜系统稳定运行

时,通过选择 4个不同的停留时间对自然水体中氨

氮的去除效果进行比较, 发现修复效果受到氨氧化

负荷的显著影响.结果显示, 当 HRT > 2h, 氨氧化负

荷在 0. 046~ 0. 121kg#m- 3# d
- 1
之间, 出水氨氮浓度

能够达到 1mg# L
- 1
以下的 III类水质标准 (图 3) ;而

当 HRT< 1h,由于进水氨氮浓度高, 氨氧化负荷达

到 0. 126~ 0. 261 kg#m- 3# d
- 1
,但氨氧化去除率明显

降低.牛天新等 ( 2007)研究发现, 氨氧化受到负荷

直接影响, 与本研究结果一致. 而对进水进行适当

稀释后 (进水氨氮浓度 2. 17~ 3. 71 mg# L
- 1

) ,停留

时间保持在 0. 5h, 去除率显著上升, 处理后出水氨

氮达到 Ó类水质标准. 尽管氨氧化负荷降到 0. 100

~ 01116kg#m- 3# d
- 1
,但该负荷显著高于其他微污染

水源生物膜处理的氨氧化负荷 0. 03~ 0. 05kg#m
- 3
# d

- 1

(进水氨氮浓度 0. 5 ~ 7. 0 mg# L
- 1

) (肖羽堂等,

2002;徐瑛, 2002)以及养殖水体修复的氨氧化负荷

0. 05 ~ 0. 10kg# m
- 3# d

- 1
(进水氨氮浓度 1. 5

mg#L- 1
) ( Lekang, et al, 2000) . 这可能是由于氨氮

微污染水体中缺乏有机碳源,适应能力较弱或对有

机碳源要求较高的异养细菌被大量淘汰 (苏峻峰

等, 2007) ,而自养硝化菌群缺乏胞外聚合物等凝聚

功能, 在水体搅动下, 很难在生物膜中维持种群规

模,使得氨氧化负荷维持在较低水平. 而本研究中

应用的是自养 -异养共生硝化菌群, 其中的异养种

群能够在完全自养环境中依靠自养种群提供的碳

源和能源繁殖生长,并形成稳定的菌胶团 (图 1) .因

此,即便在有机碳缺乏的环境中, 也能形成氨氧化

规模种群, 获得较高的氨氧化负荷, 表现出较强的

适应能力和应用前景.

通过常规 PCR-琼脂糖凝胶电泳结合 PCR-变性

梯度凝胶电泳分析发现, 生物膜上与氮转化有关的

微生物菌群中既有硝化过程中承担主要作用的氨

氧化菌 (亚硝化单胞菌 )和硝化菌 (硝化杆菌和硝化

螺菌 ), 同时也检测出异养反硝化菌和固氮菌.但在

有机碳缺乏的环境中, 即便是在生物膜内缺氧环境

中异养反硝化菌和固氮菌也难以发挥作用, 推测这

些具有特征功能基因的异养微生物只是与自养硝

化细菌形成伴生或共生生长关系,并没有起相应的

反硝化或固氮作用.

5 结论 ( Conc lusions)

1)南干堰污染水体自身失去净化氨氮能力, 直

接投加硝化菌群对氨氮的去除效果的明显, 但修复

时间较长 ( 36h) .

2)利用硝化菌群, 采用生物膜工艺可快速有效

地去除南干堰水体中的氨氮. 当 HRT大于 2h, 氨氮

去除率可以达到 90%以上, 氨氧化负荷最高可达到

0. 139kg#m - 3# d
- 1
,出水氨氮降低到 1mg# L

- 1
以下,

基本达到 Ó类水排放标准; 当停留时间在 0. 5~ 1h

时,氨氮去除率降低, 虽然氨氧化负荷最高可达到

0. 261kg#m- 3# d
- 1
, 但要在高氨氧化负荷下使水体氨

氮修复达标,需根据水体氨氮污染浓度与系统氨氧

化负荷,调整生物膜系统的 HRT. 针对南干堰污染

水体氨氮的去除, HRT以 1 ~ 2h为宜.生物膜系统

氨氧化产物主要为硝酸盐, 氨氧化过程还能够部分

去除水体 CODCr.

3)通过对生物膜电镜观察和微生物菌群结构

分析发现,生物膜上菌群种类很多, 菌群中包括了

氨氧化菌、硝化杆菌、硝化螺菌、反硝化菌以及固氮

菌.对其中的氨氧化菌 PCR产物进行 DGGE分析发

现,主要为亚硝化单胞菌.
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