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摘要: 基于 16S rDNA 基因的分子生物学方法, 对运行单级自养脱氮工艺的膜曝气生物膜反应器 ( membrane- aerated biofilm

bioreactor, MABR)内的 2个主要效应菌群(氨氧化菌和厌氧氨氧化菌)之间的协同作用关系和在生物膜上可能的空间分布进行

研究.荧光原位杂交结果显示, 试验的曝气生物膜主要存在 2 个明显的功能层,一个是靠近曝气膜和生物膜交界的氨氧化菌聚

集层,另一个是靠近生物膜与水体交界的厌氧氨氧化菌聚集层.氨氧化菌和厌氧氨氧化菌群为曝气生物膜上的 2 个主要功能

菌群,它们之间的合作共生和协同作用是膜曝气生物膜实现单级自养脱氮的基础.
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Abstract:The 16S rDNA- based molecular technique was applied to investigate the functional microbial community of a membrane- aerated

biofilm bioreactor(MABR) that was used for completely autotrophic nitrogen removal over nitrite ( CANON) . The relationships among two kinds

of key bacteria responsible for CANON: aerobic ammonia- ox idizing bacteria ( AOB) and ANAMMOX bacteria, and their possible distributions

in the MAB were discussed based on the microbial community analysis. FISH analysis showed the existence of two visible active layers in

experimental MAB. One was the partial nitrifying layer located in the region of oxygen- rich membrane-biofilm interface, dominated by NSO190-

positive AOB. The other was the ANAMMOX active layer located in the region of anoxic liquid- biofilm interface, dominated by PLA46 and

AMX820- positive ANAMMOX microorganisms. As a result, the AOB as well as ANAMMOX bacteria were present and active in exper imental

MABR, and the cooperation between AOB and ANAMMOX bacteria was considered to be responsible for CANON.

Key words: membrane- aerated biofilm reactor( MABR) ; microbial community ; ANAMMOX; nitrogen removal; biofilm

  基于短程硝化和厌氧氨氧化的单级自养脱氮

( completely autotrophic nitrogen removal over nitrite,

CANON) ,作为一种高效低耗的简捷脱氮工艺成为

目前国内外高氨氮废水处理领域的研究热点
[ 1, 2]

. 该

工艺通过控制溶解氧( DO)浓度分别在生物膜的不

同厚度形成好氧区和厌氧区, 使好氧氨氧化菌

(AOB)在好氧区将氨氮部分氧化成亚硝酸, 产生的

亚硝酸与部分剩余的氨氮在厌氧区发生 ANAMMOX

反应生成氮气
[ 1,3~ 5]

. 研究表明, 包裹无纺布的多微

孔炭管作为生物膜载体和供氧装置的膜曝气生物膜

反应器,凭借其高效的氧传质速率、巨大的生物膜载

体比表面积和内外分层的特殊生物膜结构在运行

CANON工艺中具有更多的优势和更大的应用潜

力
[ 6,7]

.整个实验过程的关键是通过对曝气膜内腔压

力的控制来调节生物膜内的溶解氧浓度, 使生物膜

形成好氧层和厌氧层共存的分层结构, 从而使 2类

代谢条件完全不同的细菌能够和谐共生在同一个反

应系统中,进而实现单级自养生物脱氮.

由于MABR单级自养脱氮系统的生物脱氮过程

主要是由好氧氨氧化菌群 ( AOB) 和厌氧氨氧化

( ANAMMOX)菌群相互作用、协同代谢的过程,所以

反应器出水中含氮化合物浓度的变化必然与反应器

中微生物的种群结构和组成发生的规律性变化相关

联.因此可以通过分析功能性菌群在反应器运行的

不同条件时的结构组成, 来探讨微生物群落动态变
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化与反应器出水中含氮化合物浓度的变化之间的内

在联系,迄今为止,关于该方面的研究国内外还鲜见

报道.本试验利用特异性引物的巢式 PCR
[8]

(Nested-

PCR)、PCR-DGGE
[ 9]
和特异性探针 FISH

[ 10]
等分子技

术,研究了单级自养生物脱氮系统中膜曝气生物膜

上好氧氨氧化和厌氧氨氧化等主要功能型微生物种

群的结构组成和动态变化, 以期为反应器条件的优

化和脱氮效率的提高提供技术支撑.

1  材料与方法

111  生物膜培养

试验研究的生物膜样品, 取自于一个用包裹无

纺布的微孔炭管作为曝气膜组件的膜曝气生物膜反

应器
[ 7]

.该反应器进水为人工模拟高氨氮废水,只含

有 (NH4 ) 2SO4、KHCO3、KH2PO4、CaCl2 #2H2O、FeSO4、

MgSO4#7H2O和微量元素溶液. 具有全程自养脱氮功

能的膜曝气生物膜培养过程可分为 2个阶段, 首先

接种普通硝化污泥启动反应器,在温度 35 e , pH 为

719条件下, 通过对膜内腔压力的适当控制逐步降

低反应器溶解氧浓度, 形成 AOB最适生长条件, 使

其成为膜曝气生物膜的优势菌群. 然后在反应器中

接种已经培养成熟的 ANAMMOX污泥,并继续通过

调节膜内压力来控制生物膜中溶解氧浓度,使生物

膜形成好氧层和厌氧层共存的分层结构, 形成 AOB

菌群和ANAMMOX菌群的稳定共生体系.

112  生物膜样品制备

在反应器运行的不同时期, 用无菌剃须刀切下

一小块附着生物膜的无纺布条. 将一部分无纺布条

立刻用新鲜配制的 4%多聚甲醛溶液固定. 再以磷

酸盐缓冲溶液( PBS)洗脱 2次,悬浮于等体积PBS与

100%乙醇的混合液中,储存于- 20 e 备用;将另一部

分无纺布条用消毒的毛刷分别将其上附着的生物膜

轻轻刷下, 然后提取刷下的生物膜样品的细菌总

DNA,并进行相关的分子生物学技术分析.样品采集

时期分别为反应器运行的 0 d(接种的普通硝化污

泥)、20 d、43 d(再次接种 ANAMMOX污泥)、65 d和

第 110 d.各时期反应器曝气膜内腔压力、溶解氧浓度

及出水中总氮和含氮化合物的组成情况见表1.

表 1  膜曝气生物膜样品采集频度及当时反应器的运行参数

Table 1  Frequency of sampling and relevant parameters of membrane-aerated biof ilm

运行时间

Pd

膜内腔压力

PMPa

溶解氧浓度

Pmg#L- 1

出水中含氮化合物浓度Pmg#L- 1

NH+
4 -N NO-

2-N NO-
3 -N TN

0 014 812 13518 312 6214 ND

20 01015 012 102185 6712 1819 19115

43 01015 011 10610 8718 212 19716

65 01015 0118 6215 6213 1417 14212

110 01015 0155 2618 316 1917 5213

113  生物膜样品中细菌总 DNA提取

膜曝气生物膜样品的预处理、细菌粗 DNA提取

及DNA样品的纯化按 Lakay 等
[ 11]
的方法进行操作.

将纯化后的 DNA用 50 LL 试剂盒提供的 TE Buffer

( pH 810)洗脱于收集管中, - 20 e 保存.

114  Nested-PCR扩增氨氧化细菌(AOB)的16S rDNA

以膜曝气生物膜中提取的基因组 DNA为模板,

采用文献[ 12]报道的氨氧化细菌的特异性引物(正

向引物 CTO189ABf和 CTO189Cf ,反向引物 CTO654r)

进行第1轮 PCR扩增.第 2轮 PCR的扩增以第 1轮

PCR扩增产物为模板,采用细菌通用引物(带 GC 夹

子的前向引物 P338f和反向引物 P518r)进行扩增. 2

轮PCR的扩增产物大小均经 1%的琼脂糖凝胶电泳

检测验证, 电泳条件 100 V, 30 min, 电泳缓冲液为

015 @ TAE缓冲溶液.

115  Nested-PCR扩增ANAMMOX细菌的 16S rDNA

采用文献报道的与 ANAMMOX细菌亲缘关系较

近的 Planctomycetes(浮霉状菌)的特异性引物(正向引

物 Pla40f和反向引物P518r)进行第1轮PCR扩增
[12]

.

第2轮PCR的扩增以第 1轮 PCR扩增产物为模板,

采用细菌通用引物(带 GC 夹子的前向引物 P338f和

反向引物P518r)进行扩增. 2轮 PCR的扩增产物大小

均经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测验证,电泳条件 100

V,30 min,电泳缓冲液为015 @TAE 缓冲溶液.

116  变性梯度凝胶电泳( DGGE)

采用 Bio-rad 公司生产的 DGGE装置对第 2轮

带 GC夹子的 PCR 产物进行分析.聚丙烯酰胺变性

梯度胶浓度为 8% , 变性梯度为 45% ~ 60% , 温度

60 e , 电压 38 V, 1 @ TAE 缓冲液中电泳 16 h 后, 用

SYBR Green I 核 酸染 色液 ( 1B10 000 稀释 度,

Rockland,USA)染色 10 min, 然后立即在紫外照射仪

( VilbertLourmat, France)上观察并照相.
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117  生物膜样品荧光原位杂交分析

取2~ 10 mL 固定后的样品,均匀点于明胶包被

的载玻片上, 45 e 条件下干燥,使样品固定在载玻片

上,然后分别用 50%、80%及 100%乙醇室温脱水 3

min,自然风干. 进行杂交前配制新鲜的杂交缓冲液

[ 20 mmolPL Tris-HCI( pH= 712) , 0101% SDS,氯化钠

和甲酰胺浓度视探针而定] , 将杂交缓冲液和探针

(与荧光染料 Cy3和 Cy5 结合的探针在杂交缓冲液

中的浓度为 20 ngPLL,而与荧光染料 Fluos 结合的探

针在杂交缓冲液中的浓度为 50 ngPLL)按体积比 9B1

混合后点于样品上,然后与样品在湿盒内 46 e 杂交

90 min,所用探针和杂交条件如表 2所示.
表 2  FISH试验中所用探针及杂交条件

Table 2 16S rRNA-targeted oligonucleot ide probes

探针 特异性 靶位点( E . coli ) 甲酰胺P% NaClPmmol#L- 1 标记 文献

NSO190 AOB in the B-Proteobacteria 190~ 208 40 25 Cy3(红色) [ 13]

PLA46 Planctomycetales 46~ 63 30 159 Cy5(蓝色) [ 10]

AMX820 Cand . / Brocadia anammoxidans0 820~ 841 40 56 Cy5(蓝色) [ 14]

AMX820 Cand . / Kuenenia stuttgartiensis0 820~ 841 40 56 Cy5(蓝色) [ 15]

EUB338 plus Eubacteria 338~ 355 20 170 FITC(绿色) [ 15]

  杂交结束后,用洗脱缓冲液(含相应浓度的氯化

钠)洗脱载玻片, 以除去未杂交的探针和杂交缓冲

液, 并在 48 e 水浴中温育10 min,然后用冰冷的超纯

水冲洗后自然风干.杂交后样品采用共聚焦激光扫

描电镜( CSLM, TCS-SP2, Leica, Germany )观察, 图像

采用 Image pro Plus 410软件进行统计分析.

2  结果与讨论

211  氨氧化细菌16S rDNA Nested-PCR扩增

采用 Nested-PCR 技术对生物膜内的氨氧化细

菌的 16S rDNA基因的特异部分进行PCR扩增.试验

第1轮 PCR采用文献报道的AOB特异性引物(正向

引物 CTO189ABf和CTO189Cf,反向引物 CTO654r)进

行扩增,扩增图谱如图 1所示.

图 1 氨氧化细菌 16S rDNA 基因的第 1轮 PCR扩增产物

Fig. 1  First round PCR product ions of 16S rDNA amplificat ion of AOB

以第 1轮 PCR 扩增产物为模板, 采用加有 GC

发夹结构的细菌通用引物 P338f+ GC和 P518r 进行

第2轮 PCR 扩增, 扩增结果见图 2. 可以看出, 第 2

轮PCR扩增得到了与预期大小( 220 bp)相符的扩增

片段. 将PCR扩增产物于- 20 e 保存, 用于下一步

      

图 2  氨氧化细菌 16S rDNA基因的第 2轮PCR扩增产物

Fig. 2  Second round PCR product ions of 16S rDNA ampl if ication of AOB

分析.

212  厌氧氨氧化细菌 16S rDNA Nested-PCR扩增

采用 Nested-PCR技术对生物膜内的厌氧氨氧

化细菌的16S rDNA基因的特异部分进行 PCR扩增.

第 1轮PCR以生物膜样品中细菌总 DNA为模板,采

用文献报道的 ANAMMOX细菌的特异性引物(正向

引物Pla40f和反向引物 P518r)进行 PCR扩增,扩增

图谱如图 3所示.可以看出,采用ANAMMOX细菌的

特异性引物,对 5个不同时期的生物膜样品中细菌

的基因组 DNA 进行扩增, 只有在第 43、65和 110 d

的生物膜样品中可以得到与预期大小( 478 bp)相符

的特异性扩增片段, 而在 MABR最先接种的硝化污

泥中( 0 d)和第 20 d的样品中均扩增不到相符的扩

增片段, 这也说明 MABR生物膜中的 ANAMMOX细

菌来自 MABR 在第 43 d 时再次接种的成熟

ANAMMOX污泥.

以第 1轮 PCR扩增产物为模板, 采用加有 GC

发夹结构的细菌通用引物 P338f+ GC和 P518r进行

第 2轮 PCR扩增, 扩增结果见图 4. 可以看出, 第 2
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图 3 厌氧氨氧化细菌 16S rDNA 基因的第 1轮 PCR扩增产物

Fig. 3  First round PCR productions of 16S rDNA amplification

of ANAMMOX bacteria

图 4 厌氧氨氧化细菌 16S rDNA 基因的第 2轮 PCR扩增产物

Fig. 4 Second round PCR product ions of 16S rDNA amplif ication

of ANAMMOX bacteria

轮PCR扩增得到了与预期大小( 220 bp)相符的扩增

片段. 将PCR扩增产物于- 20 e 保存, 用于下一步

DGGE分析.

213  氨氧化菌 16S rDNA的Nested-PCR扩增产物的

DGGE分析

膜曝气生物膜反应器运行单级自养脱氮的启动

过程涉及到好氧氨氧化菌的驯化和厌氧氨氧化污泥

的接种.实验过程中最关键的就是通过对曝气膜内

腔压力的控制来调节生物膜内的溶解氧浓度, 使生

物膜形成好氧层和厌氧层共存的分层结构, 从而使

2类代谢条件完全不同的细菌能够和谐共生在同一

个反应系统中, 进而实现单级自养生物脱氮. 由于生

物脱氮过程主要是由多个微生物种群相互作用, 协

同代谢的过程, 所以反应器出水中含氮化合物浓度

的变化必然与反应器中微生物的种群结构和组成发

生的规律性变化相关联. 因此可以通过分析功能性

菌群在反应器运行的不同条件时的 DGGE 指纹图

谱,来探讨微生物群落动态变化与反应器出水中含

氮化合物浓度的变化之间的内在联系.

氨氧化细菌的 16S rDNA 经 Nested-PCR 扩增得

到了 220 bp左右的扩增片段, 试验的 DGGE分离条

件为: 60 e , 100 V, 10 h. 聚丙烯酰胺凝胶的浓度为

8%,变性梯度经过预实验, 确定为 45% ~ 60%. 从

氨氧化菌 DGGE 指纹图谱 (图 5)可以看出, 与刚接

种后的反应器( 0 d)相比,第 20 d的泳道内的条带数

量明显减少, 这说明接种的硝化污泥中的氨氧化菌

种群丰富,但随着曝气膜内腔压力的逐渐降低, 在运

行至第 20 d时反应期内的氨氧化菌种群随着溶解

氧浓度的降低而发生了戏剧性的变化.此后,尽管反

应器在低溶解氧条件下继续运行, 但第 43 d 生物膜

样品的泳道和第 20 d 生物膜样品的泳道内的条带

非常相似,条带A和条带 B 代表的 2类菌始终存在

于反应器中,说明条带 A和条带 B 代表的菌能够适

应较低的溶解氧条件, 是反应器低溶解氧运行过程

中将NH
+
4-N转化为NO

-
2-N的主要功能菌;接种的硝

化污泥中条带 C 代表的菌, 随着反应器溶解氧浓度

的降低在第 20 d消失,但在反应器运行至 65 d时再

次出现, 推测条带 C 代表的菌只能在反应器内存在

厌氧氨氧化菌的条件下进行好氧氨氧化代谢.

图 5  氨氧化菌种群 DGGE指纹图谱

Fig. 5  DGGE pattern of AOB populat ion

214  厌氧氨氧化菌16S rDNA 的Nested-PCR扩增产

物的DGGE分析
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厌氧氨氧化细菌的 16S rDNA 经 Nested-PCR 扩

增得到了 220 bp左右的扩增片段,本试验的 DGGE

分离条件为: 60 e , 100 V, 10 h. 聚丙烯酰胺凝胶的

浓度为 8%, 变性梯度经过预实验, 确定为 45% ~

60% .从厌氧氨氧化菌DGGE指纹图谱(图6)可以看

出,反应器在第 43 d再次接种的成熟厌氧氨氧化污

泥随着反应器运行, 种群也发生了一定的变化,最终

在单级自养脱氮工艺稳定运行阶段主要含有两类厌

氧氨氧化细菌, 分别是条带D和条带 E代表的菌.

图 6  厌氧氨氧化菌种群 DGGE指纹图谱

Fig. 6  DGGE pattern of ANAMMOX bacteria populat ion

215  DGGE优势条带的测序和系统发育分析

分别将MABR运行单级自养脱氮至稳定期的主

要DGGE条带 A、B、C、D和 E回收, 并将得到的片段

送到大连TaKaRa生物公司测序,将得到的5个序列

分别与 GenBank数据库中已有序列进行 BLASTn 分

析同源性,结果见表 3.

以得到的 5个 16S rDNA基因序列为基础,利用

MEGA310 软件将 GenBank 数据库中分别与优势菌

A、B、C、D和E 同源性较高的基因序列进行比对后

构建系统进化树,结果见图 7和图 8.

216  生物膜样品的 FISH分析

利用全部真细菌的特异性探针 EUB338 plus(蓝

色)、好氧氨氧化细菌的特异性探针 NSO190(绿色)

和ANAMMOX 细菌的特异性探针 PLA46(红色) 加

    表 3  DGGE主要条带同源性分析

Table 3 Percent identity of 16S rDNA fragments obtained from DGGE gel

DGGE

条带

检索结果

Closest match

(Accession No. )

序列相似性

P%
描述

A AB29069011 99
Uncultured bacterium gene

for 16S rRNA

B EF04298311 100
Uncultured Nitrosomonas sp.

clone 61-1

C DQ98829711 99
Uncultured bacterium clone

LR A2-16

D AB05745311 98
Planctomycete KSU-1 gene

for 16S ribosomal RNA

E DQ78674611 97
Uncultured Planctomycetales

bacterium clone R12

图 7 好氧氨氧化菌的系统进化树分析

Fig. 7  Phylogenet ic tree based on the sequences of aerobic

ammonia oxidat ion bacteria

图 8 厌氧氨氧化菌的系统进化树分析

Fig. 8  Phylogenet ic t ree based on the sequences of ANAMMOX bacteria

AMX820(红色)对MABR第110 d的生物膜样品进行

杂交.为探究此阶段好氧氨氧化细菌和 ANAMMOX
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细菌在生物膜内的空间位置, 随机选取多个视野, 利

用共聚焦扫描电镜对生物膜样品进行连续的多层扫

描,结合显微镜自身配套的软件将扫描结果进行拟

合,模拟出此阶段生物膜的立体结构模型(图 9) . 从

生物膜模型可以看出, 生物膜内好氧氨氧化菌主要

分布在靠近曝气膜的好氧区域, 而厌氧氨氧化细菌

则主要分布在生物膜内靠近水体侧的缺氧或厌氧区

域,证明在透气膜表面可以形成以好氧氨氧化菌为

主体的好氧层与以厌氧氨氧化菌为主体的厌氧层同

时存在的生物膜分层结构,实现生长条件不同的 2

个微生物群落间的协同共生.

( a)代表全部真细菌; ( b)代表 ANAMMOX细菌;

( c)代表好氧氨氧化细菌

图 9  膜曝气生物膜模拟模型(110 d)

Fig. 9 Model of membrane-aerated biof ilm( 110 d)

3  结论

( 1) Nested-PCR和DGGE 结果表明,氨氧化菌的

种群结构和数量在 MABR 运行不同阶段明显不同:

在限氧条件下的亚硝酸盐积累阶段,随着溶解氧浓

度的逐渐降低, 膜曝气生物膜内的氨氧化菌的种群

数量明显下降, 减少至 2种;在随后的单级自养脱氮

阶段,随着MABR被再次接种ANAMMOX污泥,氨氧

化菌群的种群结构再次发生变化,在反应器运行至

65 d,一个新的氨氧化菌的种群出现在膜曝气生物

膜内.在稳定运行单级自养脱氮工艺的 MABR系统

中,曝气生物膜内的氨氧化菌群主要由 3 类菌所

组成.

( 2) Nested-PCR和 DGGE 结果表明, MABR在限

氧亚硝酸盐积累阶段, 生物膜内检测不到有

ANAMMOX 细菌的存在, 直到 MABR 被再次接种

ANAMMOX 污泥后, 才在膜曝气生物膜内检测到

ANAMMOX细菌. 曝气生物膜内的 ANAMMOX 菌群

结构随反应器运行并没有明显变化. 在稳定运行单

级自养脱氮工艺的 MABR 系统中, ANAMMOX菌群

主要由 2类菌所组成.

( 3) 对检测到的 3种氨氧化细菌的系统发育分

析表明, 3种氨氧化菌的部分 16S rRNA 基因序列分

别与 GenBank 数据 库中登录号 为 AB29069011

(Uncultured bacterium gene for 16S rRNA)、EF04298311

( Uncultured Nitrosomonas sp. clone 61-1 ) 和

DQ98829711(Uncultured bacterium clone LR A2-16)的

细菌的基因序列最相似,相似性> 99%.

( 4) 对检测到的 2种ANAMMOX细菌的系统发

育分析表明, 2种 ANAMMOX细菌的部分 16S rRNA

基因序列分别与 GenBank 数据库中登录号为

AB05745311( Planctomycete KSU-1 gene for 16S rRNA)

和 DQ78674611( Uncultured Planctomycetales bacterium

clone R12)细菌的基因序列最相似,相似性> 97%.

( 5) FISH 结果表明, 在稳定运行单级自养脱氮

工艺的MABR系统中, 曝气生物膜内的真细菌主要

由氨氧化细菌和 ANAMMOX细菌组成.利用共聚焦

扫描电镜对生物膜样品进行连续的多层扫描结果显

示,生物膜内氧氨氧化菌主要分布在生物膜内靠近

曝气膜P生物膜交界面的好氧区域,而厌氧氨氧化细

菌则主要分布在生物膜内靠近水体侧的缺氧或厌氧

区域.这种膜曝气生物膜分层结构,使 2个微生物群

落间在氧气利用、基质消耗和转化过程中合作共生、

代谢平衡,进而保证反应器较高的自养脱氮效率.
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