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垃圾卫生填埋技术仍是我国乃至全世界垃圾处置的主

要方法. 填埋过程中，垃圾降解产生的有机、无机污染物混

合降水形成垃圾渗滤液 [1]. 生物反应器填埋场技术的应用在

一定程度上降低了渗滤液有机物浓度，并加速了填埋场垃圾

的降 解和填 埋场的稳定，但由于氨氮在厌氧条件无转化途

径，在产生的渗滤液中大量积累[2]. 场外硝化–原位反硝化是

填埋场氮管理的一种思路 [3]，已在国外有工程应用[4]. 场外硝

化由于其高效率在国内外多有研究 [5]，并广泛应用于工程实

践. 原位反硝化是将硝化渗滤液回灌至填埋场内，以填埋场

作为生物反应器，利用场内丰富的碳源将总氧化态氮(TON)

还原. 
本文作者利用垃圾柱模拟生物反应器填 埋场，研究了

硝化渗滤液回灌对垃圾降解的影响和回灌的硝化渗滤液中
TON对填埋场生物反应器产甲烷作用的影响，并采用DGGE
分析了硝化渗滤液回灌对垃圾填埋场菌群结构产生的影响. 

1  材料与方法
1.1  渗滤液及垃圾性质

垃圾渗滤液和垃圾 采自成都市固体废弃物处置场，该

场已投入运行15 a. 文中所用渗滤液原液采自渗滤液收集坝

底，硝化渗滤液是经实验室硝化反应器处理的渗滤液. 水质

情况如表1所示. 
1.2  生物反应器填埋场

以一个有机玻璃柱内装垃圾模拟生物反应器填埋场(标
记为柱D). 另一个同样的柱子用作对照(标记为柱C). 柱子总

容积7 L (内径9 cm，高110 cm)，以有机玻璃法兰盘上下密封. 
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摘  要  场外硝化–原位反硝化是垃圾填埋场氮管理的新途径. 本文利用垃圾柱模拟生物反应器填埋场，研究了硝化

渗滤液在填埋场内部的变迁及其对垃圾降解的影响. 结果表明，硝化渗滤液回灌促进了填埋场垃圾降解，回灌的总

氧化态氮(TON)被完全还原，反硝化为主要作用反应，最大TON负荷为28.6 mg(N) kg(TS)-1 d-1. 当负荷大于11.4 mg(N) 
kg(TS)-1 d-1时，垃圾产甲烷受到抑制，抑制作用随负荷的增加而加强. 在此过程中，反硝化逐渐代替产甲烷作用成为填

埋场内垃圾降解的主要反应，产生气体以氮气为主，而非甲烷；硝化渗滤液与垃圾的长期作用也改变了填埋场的菌群

结构. 图5 表1 参18
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柱内装填两层不同成分的垃圾：上层厚30 cm，为1 a的垃圾；

下层厚70 cm，为10 a的垃圾，垃圾总重5 kg. 垃圾装柱前破碎

成最大粒径3 cm的颗粒. 
每周从柱顶部向柱D加入100~500 mL的硝化渗滤液，硝

化渗滤液 水质如表1所示. 同时在第1~25周向柱C加入同体

积的自来水，自第26周起柱C进水替以渗滤液原液，原液水

质如表1所示. 同时从两个柱子的底部排出产生的渗滤液. 排
出的渗滤液分析pH、碱度、氨氮、亚硝酸盐氮、硝酸盐氮、
COD等值. 每天测量柱子产生的气体组成(O2、N2、CH4和CO2)
及体积. 
1.3  生物反应器填埋场菌群结构分析
1.3.1  DNA提取纯化及PCR    上述实验结束后，分别取两个

垃圾柱出水，13 000 r/min 离心10 min，收集淤泥. 将其通过淤

泥细菌组DNA快速提取试剂盒(离心柱型，北京百泰克公司)
提取细菌基因组DNA. 使用16S rDNA V3区通用引物(GC-357f 
[5'-C GCC CGC CGC GCG CGG CGG GCG GGG CGG GGG 
CAC GGG GGG CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’，下划线表

示GC夹子] 和518r [5'-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3']) [6]，按

照以下条件进行PCR：94 ℃预变性2 min；94℃变性45 s，65 
℃退火35 s，72 ℃延伸45 s，30~35个循环；最后72 ℃延伸10 
min. 采用标准的琼脂糖凝胶电泳(1%胶浓度，1×TAE电泳缓

冲液)在160 V、30 min的电泳条件下，对初始PCR产物进行检

测. 
1.3.2 变性梯度凝胶电泳(DGGE)    将上述的PCR产物进行

DGGE分析(DGGE电泳仪使用Bio-rad DCodeTM system). 8%的

聚丙烯酰胺凝胶(1.5 mm厚，16×16 cm)，变性剂(100%的变性

剂为7 mol/L的尿素和40%的去离子甲酰胺)范围30%~60%. 实
验条件：温度60 ℃，电压80 V，电泳时间6 h. 电泳结束后，溴

乙锭染色15 min，在凝胶成像系统中照相. 切割可见的DGGE
凝胶条带，分别加入50 µL无菌水，再次使用前述方法对其重

新进行V3区扩增. PCR产物在上海生工生物工程公司完成序

列测定. 测序结果在美国国家生物技术信息中心(NCBI)数据

库中进行序列比对. 
1.4  分析方法

氨氮采用纳氏试剂光度法测定；亚硝酸盐氮采用N-(1-
奈基)-乙二胺光度法测定；硝酸盐氮采用紫外分光光度法测

定；COD采用重铬酸钾法测定；pH采用玻璃电极法测定；碱

度采用电位滴定法测定 [7]. 
气体体 积 用排水置 换 法测量. 气体组 成 (O2、N2、CH4

和CO2)利用气相色谱 (GC1690型，浙江科晓公司)测量. 气相

色谱装备热导检测器 (TCD)，连以3 m × 3 mm不锈钢柱子
(TDX-01，80/100目)作色谱柱. 氩气作载气(30 mL/min). 进样

口、炉箱、检测器操作温度分别为60 ℃、30 ℃和80 ℃. 

2  结果与分析
2.1  原位反硝化

在 约 250 d的 实 验 中，柱 D出水 未 检 测出硝 酸 盐 和 亚

硝酸 盐，表明TON被完全 还原 . 垃 圾柱 所排出的渗滤 液中
COD和氨氮浓度如图1所示. 厌氧条件下TON转化的主要途

径有反硝化、异化硝酸 盐还原为氨 (DNRA)和厌氧氨氧化
(ANAMMOX). 柱D所产生氮气的氮总量占进水硝化液中氮总

量的75%以上，这表明反硝化是TON去除的主要途径. 在前25
周柱C以自来水为进水时，柱D出水氨氮较柱C平均高120 mg/
L，说明在柱D中，ANAMMOX可能发生，而DNRA并不是其

中的主要反应. 但自第26周起，柱C以渗滤液原液为进水时，

出水氨氮增高. 那是因为在厌氧条件下对加入的氨氮消耗和

代谢途径，造成了氨氮的积累. 起始时，柱D和柱C出水COD
都高达6 000 mg/L，并逐渐下降，柱D出水COD下降速度高

于柱C. 直到实验结束时，排出的渗滤液COD 渐降低至2 000 
mg/L，显示了生物反应器填埋场有突出的有机物去除能力. 

2.2  产甲烷抑制
实验过程中，通过增加硝化渗滤液的量，TON负荷逐渐

增加，负荷变化如图2所示. 每周氮气及甲烷的产量如图3所

示. 柱D氮气周产量随TON负荷增加逐渐从130 mL到910 mL. 
1～10周TON负荷为5.71 mg(N) kg(TS)-1 d-1时，柱D甲烷产量几

乎与柱C相当. 但当TON负荷大于14.3 mg(N) kg(TS)-1 d-1时，柱
D甲烷产量低于柱C，并且产甲烷抑制程度随TON负荷增加

而增强. 当TON负荷为14.3 mg(N) kg(TS)-1 d-1时，柱D甲烷产量

较柱C低25.3%，当TON负荷为28.6 mg(N) kg(TS)-1 d-1时，较柱
C产量低57.7%. 

反硝化将硝酸盐还原成氮气，这个过程中亚硝酸盐、

一氧化氮 (NO)和氧化 亚氮 (N2O) 作为反应的中间产物，视

反硝化菌的不同种类，也可为反硝化的底物. 研究表明，以

上氮氧化物均可抑制产甲烷作用. Tugtas等研究了硝酸盐、

表1  硝化渗滤液和渗滤液原液水质
Table 1  Characteristics of nitrified leachate and raw leachate

水质参数 
Component

硝化渗滤液 
Nitrified leachate

渗滤液原液 
Raw leachate

pH 7.7~7.8 7.7~7.8
NH4

+-N (ρ/mg L-1) <10 1900~2100
TON (ρ/mg L-1) 2000~2200 0
COD (ρ/mg L-1) 1500~1800 14000~16000

图1  垃圾柱出水氨氮和COD
Fig. 1   Effluent ammonia and COD of both MSW columns
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亚硝酸盐、NO和N2O对产甲烷作用的抑制 [8]. 在10 mg(N)/L
和30 mg(N)/L硝酸盐培养基和0.02 mg(N)/L液相NO培养基

中，同步反硝化产甲烷，而其他的培养基中当氮氧化物加入

时，产甲烷立即中止. 除500 mg(N)/L亚硝酸盐和0.8 mg(N)/L
液相NO培养基外，在氮氧化物完全还原后产甲烷恢复 . El-
Mahrouki 和Watson-Craik研究表明，这种抑制作用和氮氧化

物的浓度相关，加入到垃圾中的硝酸盐浓度越高，产甲烷恢

复需要的时间也越长 [9]. Burton和Watson-Craik在他们的研究

中也得到相似的结果 [10]. 在El-Mahrouki 和Watson-Craik的研

究中，在1 000 mg(N)/L硝酸盐加入时，经24 d的培养仍未恢

复产甲烷 . 但在Jokela等进行的原位反硝化实验室小试研究

中，并未发现TON对产甲烷的抑制，因为实验中的TON负荷

相对要小得多[11]. 本文中的TON负荷为5.7~28.6 mg(N) kg(TS)-1 
d-1，介于两者之间. 柱D的甲烷产量随TON负荷增加而降低. 
当TON负荷介于5.7～11.4 mg(N) kg(TS)-1 d-1时，柱D甲烷产量

是柱C的90%~98%. 此时，TON对甲烷的抑制作用不明显. 然

而，在第21～25周，TON负荷为28.6 mg(N) kg(TS)-1 d-1时，甲烷

产量为对照的40%~54%. 自21周起，虽然TON负荷保持不变，

但甲烷产量持续降低. 直到实验结束时，甲烷产量仅相当于

对照的2.5% (其中有柱C添加渗滤液原液刺激了柱C产甲烷的

原因)，相当于第21周柱D周产气量的19.6%. 这是氮氧化物对

垃圾产甲烷长期抑制作用加强了对产甲烷作用抑制的结果，

因为产甲烷菌同反硝化菌的长期竞争引起了垃圾中菌群结构

的变化 [8]. 下文将通过DGGE分析两柱的菌群结构验证此推

断. 
2.3  垃圾的降解

反硝化消耗有机碳源，反硝化过程中消耗的COD : NOx
−-N

比率随有机碳源种类和反硝化的不同而各异 [5, 12]. 根据彭永

祯等的计算，每消耗1 g COD用于亚硝酸盐反硝化和产甲烷

就要分别产生173 mL N2和388 mL CH4 (30 ℃)[13]，即柱D和柱
C中通过 反硝化和产甲烷所去除的有机物理论上可以通过

气体产量来表征. 本文研究中加入到柱D的TON中85%~90%
为亚硝酸盐，假设所有TON均为亚硝酸盐，两个柱中去除的
COD量根据公式1和2计算得出，如图4所示. 

			   (1)
			                   (2)

			 
(3)

其中，Vm、Vn和Vc分别代表柱D甲烷产量、柱D氮气产量和柱C
甲烷产量. CODd和CODc分别是柱D和柱C中垃圾降解当量. Rd

是柱D降解垃圾中反硝化的贡献比率. 
起初，两柱中的垃圾降解量基本相当. 但它们的产气效

率和垃圾降解效率都逐渐下降时，柱D中通过反硝化降解的

垃圾占垃圾降解量的比率(通过公式3计算)随TON负荷的增

加而升高. 直到第25周，柱D中垃圾降解量是柱C的194%，其

中约77%是通过反硝化去除的. 柱C以渗滤液原液为进水后，

柱C产气量激增. 然而，从对照此后的出水COD浓度和所加

入的渗滤液原液COD浓度对比可知，柱C甲烷产量的增加并

非是因为柱C中垃圾降解加速，而应归功于所加入的渗滤液

图 2  柱D TON负荷及反硝化对垃圾降解的贡献率(Rd)
Fig. 2  TON load and the contribution (Rd) of denitrification to MSW 

decomposition in column D

图3  垃圾柱氮气和甲烷周产量
Fig. 3   Weekly production of nitrogen gas and methane from both MSW columns
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原液中有机物的降解. 在Lei等 [14]的研究中，以老龄垃圾做生

物反应器中也得到如此高的COD去除效率 . 另一方面，柱D
垃圾降解速率继续保持不变，而反硝化对其贡献程度逐渐突

出. 到实验末期，反硝化对垃圾降解的贡献率超过了95%. 综
上，尽管对产甲烷的抑制，硝化液回灌加速了填埋场垃圾的

降解，还控制了温室气体甲烷的排放. 

2.4  硝化渗滤液回灌对生物反应器填埋场菌群结构的
影响
一般认为，在DGGE图谱上，每一条带代表某类群特定

的微生物，且亮度相对大的条带代表样品中的优势微生物. 
如图5所示，对比柱D和柱C的条带可以看出，两个柱中的条

带存在明显差异，硝化渗滤液的回灌对填埋场的菌群结果产

生了一定的影响. 
比对结果显示，条带3~8分别与在厌氧生物反应器、垃

圾填埋场 [15]、石油污染土壤和产甲烷污泥等厌氧条件下生长

的长链脂肪酸降解菌(条带7和8) [16]、蛋白降解菌(条带5) [17]和

芳香烃及多氯联苯代谢菌(条带6)，及在厌氧生物反应器和高

盐、温泉和火山等极端条件下生长的产甲烷菌(条带3和4) [18]

具有96%~100%的相似性. 条带1、2与反硝化假单胞菌属具有
97%~99%的相似性. 

通过对比两垃圾柱的菌群结构发现，经过长时间回灌硝

化渗滤液，柱D的菌群结构发生了一些变化：柱D中与产甲烷

菌相似的厌氧菌减少，而同时因为长时间TON的供给，柱D中

反硝化菌较无TON回灌的柱C大为增加. 

3  结 论
3.1  硝化液回灌至垃 圾填 埋场加速了填 埋场垃 圾的降 解 . 
硝化液中的TON被完全 还原，反硝化是这个过程中的主要

反应. 在一 个 适当的TON负荷下[本文中为大于11.4 mg(N) 
kg(TS)-1 d-1]，产甲烷被TON抑制，这促成了垃圾填埋场温室

气体甲烷的减排. 
3.2  回灌的硝化渗滤液对垃圾填埋场的长期作用，在一定程

度上改变了填埋场内部的菌群结构，使产甲烷菌等有机物降

解菌减少，而反硝化菌相对增加. 这表明长期回灌硝化渗滤

液促使填埋场反硝化速率增加而产甲烷效率降低. 
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