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刘春
1
,马俊科

1
,吴根

2
,杨景亮

1*
,郭建博

1
,李再兴

1

( 11河北科技大学环境科学与工程学院,石家庄  050018; 21 科技部基础研究管理中心,北京  100862)

摘要: 产甲烷菌群是厌氧颗粒污泥的重要功能菌群, 采用荧光原位杂交 ( fluorescence in s itu hybr id ization, F ISH )技术对阿维菌

素废水处理工业化 UASB颗粒污泥产甲烷菌群进行分析.结果表明, 不同形成阶段 (不同粒径 )颗粒污泥表面和内部剖面,一

般产甲烷菌 (m e thanogens)、产甲烷杆菌 (M ethanobacteriales )和产甲烷八叠球菌 (M ethanosarcinales)的分布形态相同,但相对丰

度存在差异. 颗粒污泥内部剖面产甲烷菌群相对丰度大于表面; 产甲烷杆菌相对丰度大于产甲烷八叠球菌;颗粒污泥表面和

内部剖面产甲烷菌群相对丰度范围为 ( 251 50 ? 8163)% ~ ( 481 67 ? 8187)% ; 11 0~ 21 0 mm粒径颗粒污泥产甲烷菌群相对丰度

最大, 内部剖面和表面一般产甲烷菌的相对丰度分别为 ( 47108 ? 81 26)%和 ( 481 67 ? 8187)% . 废水阿维菌素残留可能对产甲

烷菌群具有抑制作用 .不同粒径颗粒污泥最大比产甲烷活性范围为 11311~ 11 562 g / ( g# d), 变化趋势与 COD去除率变化趋

势相同, 而且与产甲烷菌群相对丰度变化趋势一致, 表明颗粒污泥生物活性与产甲烷菌群密切相关.
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Abstrac t: M ethanogens is considered to be important functiona lm icrob ia l popu lation in anaerob ic g ranu lar sludge. F luo rescence in situ

hybr id ization w as used to analyze m ethanogens o f anaerob ic g ranu lar sludge in a fu l-l sca le UASB treating ave rm ec tin wastewa ter. The

resu lts ind icated that the d istribution form s of m ethanogens, M ethanobacteriales andM ethanosarcinales were identical on the surface and

inner face o f g ranu la r sludge sam ples in d ifferent form ation stag es ( w ith d ifferent d iam eters), a lthough the re lative abundances o f these

m ethanogens w ere d ifferen t. The re lative abundances o fm ethanogens on the inner facew ere larg er than these on the surface o f g ranu lar

sludge samp les. The re lative abundances ofM ethanobacter iales w ere larg er than these ofM ethano sarcinales. The relative abundances of

m ethanogens in a ll granular sludge sam ples ranged from ( 251 50 ? 8163)% to ( 48167 ? 81 87)% . The max imum relativ e abundances

o fm e thanogens were obta ined in m ature granular sludge w ith d iam eter of 110-210 mm, ( 47108? 81 26)% on the surface and ( 48167
? 81 87)% on the inner face, respectively. The avermec tin residue in w astewa ter show ed possib le inh ib ition effec t on m ethanogens.

Them ax imum spec ific m ethanogen ic activ ities o f granular sludge samp les ranged from 11 311 to 11 562 g /( g# d), va ry ing as sam e as

COD remova l ra tios and relative abundances o fm ethanogens, im ply ing the strong co rre lation o fm ethanogens w ith b ioac tiv ity o f g ranu lar

sludge.

K ey w ords: anaerobic granular sludge; m ethanogens; fluorescence in situ hybr id ization ( F ISH ); re lative abundance;

avermec tin w astew ater

  产甲烷菌群是厌氧颗粒污泥中的重要功能菌

群,对颗粒污泥污染物去除生物活性具有重要贡献,

一直是厌氧生物处理研究中的热点
[ 1~ 4 ]

.现代分子

生物技术发展和广泛应用, 使得深入认识产甲烷菌

群在厌氧颗粒污泥中的分布、丰度和功能成为可能.

其中, 荧光原位杂交 ( F ISH )技术在厌氧颗粒污泥产

甲烷菌群分析中得到普遍应用,并且不断得到改进

和完善
[ 5, 6]

.文献 [ 7~ 9]分别利用 F ISH 技术检测

了啤酒废水处理工业化或实验室规模反应器中厌氧

颗粒污泥的产甲烷菌, 揭示了优势产甲烷菌群及其

在颗粒污泥中的分布, 描述了产甲烷菌分布与污泥

宏观性质, 如沉降性的关系. M ontero等
[ 10 ]
采用

FISH技术检测并证实产甲烷菌群的差异将对污泥

产甲烷活性造成影响.这些研究使得对厌氧颗粒污

泥产甲烷菌群特性及其与污泥生物活性关系的认识

更为深入.

厌氧生物处理主要应用于高浓度有机废水处

理, 已有厌氧颗粒污泥产甲烷菌的研究多侧重于易
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降解食品工业废水
[ 11, 12]

或人工模拟废水
[ 13]

. 事实

上,废水水质对厌氧颗粒污泥中产甲烷菌群具有重

要影响,特别是废水中存在有毒有害或难降解污染

物时, 将对产甲烷菌群及产甲烷活性造成影响.

Chen等
[ 14]
研究表明废水中酚、对苯二酸、苯甲酸等

污染物会造成污泥中产甲烷菌群的差异; L iu等
[ 15]

在 PCP废水处理的过程中观察到 PCP对厌氧颗粒

污泥产甲烷活性的抑制影响.

抗生素生产发酵废水是典型的高浓度有机废

水,多采用厌氧生物处理. 抗生素废水的重要水质特

征是具有抗生素残留, 对处理系统中微生物种群具

有一定影响.分析抗生素废水处理厌氧颗粒污泥,特

别是实际运行的工业化厌氧反应器颗粒污泥产甲烷

菌群及其与污泥生物活性的关系, 有助于深入认识

抗生素废水对厌氧处理系统的影响.

本研究以阿维菌素废水处理工业化 UASB颗粒

污泥为对象, 采用 F ISH 技术对不同产甲烷菌群在

厌氧颗粒污泥中的分布形态和相对丰度进行了分

析,并探讨了产甲烷菌群与污泥产甲烷活性和污染

物去除活性的关系.

1 材料与方法

111 污泥样品

本研究中厌氧颗粒污泥样品取自河北石家庄某

阿维菌素废水处理工业化 UASB反应器 ( 500m
3
) ,污

泥平均 VSS /SS值为 01941.将 UASB颗粒污泥样品用

标准筛筛出 < 016mm、016~ 110mm、110~ 210mm、

> 210mm 这 4种粒径的污泥样品, 其质量分数为

1418%、513%、6013%和 1916%, VSS /SS值分别为

01905、01940、01957和 01945. 110~ 210 mm粒径污

泥样品所占质量分数最大,为成熟颗粒污泥主体; 016
~ 110mm粒径污泥为未成熟颗粒污泥; > 210mm粒

径污泥为老化颗粒污泥; < 016mm粒径污泥为解体
颗粒污泥及未形成颗粒污泥的絮状污泥.

112 F ISH杂交

11211 特异性探针

本研究采用 4种寡核苷酸荧光探针:通用探针

UN IV1392、一般产甲烷菌探针 MPB1、产甲烷杆菌探

针 MEB859和产甲烷八叠球菌探针 MSSH859, 分别

杂交不同目标的产甲烷菌群, 如表 1所示.探针由大

连宝生物 ( Takara)公司合成.

11212 杂交

取 250 LL的污泥样品置于 115 mL离心管中,

加入 3倍体积的 4%多聚甲醛固定. 4e 静置 1 h,

10 000 r/m in离心 5 m in, 弃去上清液, 再用 1 @ PBS

缓冲液清洗样品 3次,然后将污泥样品涂在载玻片

上, 分别用 50%、80%和 100%的梯度乙醇进行脱

水, 每个系列 3m in.

将 1 LL浓度为 011 nmol /LL的探针与 9 LL杂

交缓冲液 ( 019 mol /L NaC,l 0101% SDS, 0102 mo l/L

Tr is-HC ,l一定浓度的甲酰胺, pH 712)充分混合, 然

后将探针与杂交缓冲液均匀展开在污泥样品上, 再

把载玻片放入预先平衡好温度和湿度的分子杂交箱

( UVP, HB-1000,美国 )中, 46e 杂交 5 h.

表 1 F ISH中用到的探针
Tab le 1 Prob es u sed in FISH

探针 目标微生物 序列 ( 5c-3c) 标记种类 文献

UN IV1392 细菌和古菌 ACGGGCGGTGTGTAC 5cF ITC [ 8 ]

MPB1 产甲烷菌 CATGCACCACCTCTCAGC 5cF ITC [ 12 ]

MEB859 产甲烷杆菌 GGACTTAACAGCTTCCCT 5cF ITC (或 5c罗丹明 ) [ 16 ]

MSSH 859 产甲烷八叠球菌 CTCACCCATACCTCACTCGGG 5cF ITC [ 16 ]

  杂交好的污泥样品用 46e 的杂交清洗液
( 0101% SDS, 0102 mo l/L T ris-HC,l 一定浓度的

N aC ,l pH 712)清洗未杂交的探针和杂交缓冲液,再

用 46e 的灭菌 ddH 2O漂洗 3次,后自然风干.

双杂交:风干后, 再按上述步骤在污泥样品上杂

交另一种探针.

11213 镜检与图像处理

杂交后的污泥样品置于荧光显微镜 ( M ot ic,

BA200,中国 )下观察, 每个样品取 30个视野获得

FISH杂交图像 (M oticam2206). 使用 M otic F luo 110

荧光分析软件对图像进行分析, 确定目标菌群的分

布形态,并计算荧光杂交区域面积,根据公式 ( 1)计

算目标菌群的相对丰度
[ 17 ]

.

菌群相对丰度 (% ) =

特异性探针杂交的细胞数目
通用探针杂交的细胞数目

@ 100% ( 1)

113 污泥样品活性测定

最大比产甲烷活性: 接种相同质量 ( VSS)的 4

种粒径的污泥样品, 35e 恒温水浴培养,采用排水集

气法测定污泥样品的产甲烷活性.间歇进水,水质组
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成为: 1%酵母浸粉、1%胰蛋白胨、0125%乙酸钠、
0125% 甲 醇、 0105% NH4C l、 0102% K 2PO4 和

01005% M gC l2 (以上浓度均为质量分数 ) , pH 值为

712, COD为4 000~ 5 500 mg /L
[ 18]

,进水负荷为 116
~ 212 kg / (m

3 # d) . 测定产气量随时间的变化, 并

用线性回归求得最大产甲烷速率 K, 最后根据公式

( 2)计算污泥样品的最大比产甲烷活性 A
[ 19 ]

.

A =
24 @K @ f

V @ S
( 2)

式中, A为污泥样品最大比产甲烷活性, g / ( g# d) ;

K 为最大产甲烷速率, L /h; f为转换系数, g /L, 取

21574; V为培养瓶中反应区的容积, L; S为颗粒污

泥浓度, g /L.

COD去除率:测定进水 8h后 COD的去除率,以

此表征污泥样品去除有机污染物的宏观生物活性.

2 结果与讨论

211 产甲烷菌群在颗粒污泥中分布和相对丰度

21111 颗粒污泥表面

本研究中所使用的 3种产甲烷菌特异性探针分

别针对一般产甲烷菌 (M ethanogens)、产甲烷杆菌

( M ethanobacteriales ) 和 产 甲 烷 八 叠 球 菌

(M ethanosarcinales)进行检测,后两者是厌氧颗粒污

泥中常见的优势产甲烷菌群.以不同粒径的污泥样

品表征颗粒污泥形成的不同阶段, 使用不同的特异

性探针对不同粒径污泥样品表面的产甲烷菌群进行

杂交, 污泥样品表面的产甲烷菌群呈现出相同的分

布形态.图 1所示为粒径为 110~ 210 mm污泥样品

表面产甲烷菌、产甲烷杆菌和产甲烷八叠球菌的分

布形态.分布形态相同; 产甲烷菌杂交区域面积较

大,产甲烷杆菌和产甲烷八叠球菌交叉重叠分布

[图 1( d) ]. 图 2所示为产甲烷菌在 4个粒径污泥样

品表面的分布形态. 分布形态相同. 但是, 不同产甲

烷菌群在不同污泥样品表面杂交区域面积存在差

异,表明产甲烷菌群相对丰度存在差异.

以通用探针杂交区域面积为比较基准, 计算不

同产甲烷菌群在不同粒径污泥样品表面的相对丰

度,平均相对丰度如图 3所示. 可以看到, 随着污泥

粒径增加, 不同产甲烷菌群相对丰度均逐渐升高,

110~ 210mm粒径污泥样品产甲烷菌群相对丰度最
大, > 210mm粒径污泥样品产甲烷菌群相对丰度又

略有降低. 以产甲烷菌为例, < 016 mm、016 ~ 110
mm、110~ 210mm和 > 210mm 4种粒径污泥样品

表面的相对丰度分别为 ( 25150 ? 8163)%、 ( 39148

( a)产甲烷菌; ( b)产甲烷八叠球菌; ( c)产甲烷杆菌;

( d)产甲烷杆菌 (红 )与产甲烷八叠球菌 (绿 )

图 1 不同产甲烷菌在粒径 110~ 210 mm污泥样品表面分布

Fig. 1 D istribut ion s of d ifferent m ethanogens on the surface of

s ludge samp lew ith d iam eter of 110-210 mm

( a) < 016mm; ( b ) 016~ 110 mm;

( c) 110~ 210 mm; ( d) > 210 mm

图 2 产甲烷菌在不同粒径污泥样品表面分布形态

F ig. 2 D istribu tion ofM ethanogens on the surface of

sludge samp les w ith d ifferent d iam eters

? 9105 )%、 ( 47108 ? 8126 )% 和 ( 43169 ?

9126)%.这个结果表明, 随着颗粒污泥的逐渐形

成, 产甲烷菌群的种群规模逐渐增大; 110~ 210 mm

粒径为成熟颗粒污泥,产甲烷菌群种群规模最大;随

着颗粒污泥老化,产甲烷菌群种群规模又有所降低.

同一粒径污泥样品表面, 产甲烷杆菌相对丰度

均大于产甲烷八叠球菌, 且两者的相对丰度之和大

于产甲烷菌.以 110 ~ 210 mm粒径污泥样品为例,

产甲烷杆菌和产甲烷八叠球菌的相对丰度分别为

( 43168 ? 7198)%和 ( 35131 ? 6124)%, 两者之和大

727
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图 3 不同产甲烷菌群在颗粒污泥表面的相对丰度

Fig. 3 Relat ive abundances of d if feren tm ethanogen s

on the surface of granu lar s ludge

于产甲烷菌相对丰度 ( 47108 ? 8126)% . 这个结果

也说明产甲烷杆菌和产甲烷八叠球菌是交叉重叠分

布的. 同时, 110~ 210mm粒径污泥表面产甲烷杆菌

与产甲烷八叠球菌相对丰度之比为 1123, 低于其他
粒径污泥,表明产甲烷八叠球菌的相对比例更高.

21112 颗粒污泥内部
将 110~ 210mm和 > 210 mm粒径的污泥样品

剖开, 在其内部剖面使用不同的产甲烷菌群特异性

探针进行 FISH杂交, 不同产甲烷菌群分布形态相

同,亦与表面分布形态相同.图 4所示为产甲烷八叠

球菌在 110~ 210 mm粒径污泥样品内部剖面和表

面的分布形态.以通用探针杂交区域面积为比较基

准,计算不同产甲烷菌群在污泥样品内部剖面的相

对丰度,平均相对丰度如图 5所示. 可以看到, 内部

剖面不同产甲烷菌群相对丰度之间的关系与表面相

同. 110~ 210 mm粒径的污泥产甲烷菌群相对丰度

高于 > 210 mm粒径的污泥, 如 110 ~ 210 mm和 >

210mm 粒径污泥内部剖面产甲烷菌的相对丰度分
别为 ( 48167 ? 8187)%、 ( 45101 ? 8197 )% ;产甲烷

杆菌相对丰度大于产甲烷八叠球菌, 两者之和大于

产甲烷菌相对丰度,如 110~ 210 mm粒径污泥内部

剖面产甲烷杆菌和产甲烷八叠球菌的相对丰度分别

为 ( 44194 ? 8178)%、 ( 37187 ? 6158 )% ,相对丰度

之比为 1118,低于 > 210 mm 粒径污泥. 同时, 颗粒

污泥内部剖面产甲烷菌群相对丰度大于表面, 如

110~ 210mm粒径污泥内部剖面和表面产甲烷八叠
球菌的相对丰度分别为 ( 37187 ? 6158)%、 ( 35131
? 6124)%.

Jupraputtasri等
[ 12 ]
采用 FISH 法检测淀粉废水

处理厌氧颗粒污泥, 其产甲烷菌的相对丰度为

( 5017 ? 619)%; Liu等
[ 8]
利用条形斑点杂交 ( Slo-t

blot hybridization)检测啤酒废水处理厌氧颗粒污泥

总 rRNA, 其中产甲烷菌 rRNA 的相对比例为

6214% .以上结果均高于本研究中阿维菌素废水处

理厌氧颗粒污泥产甲烷菌群相对丰度.其原因可能

在于处理水质的差异,特别是废水中阿维菌素残留

的平均浓度为 40mg /L
[ 20]

,对颗粒污泥中产甲烷菌

群具有一定的抑制作用. 颗粒污泥内部剖面产甲烷

菌群相对丰度高于表面也可能是因为内部产甲烷菌

群受废水中阿维菌素的抑制影响较小.

( a)内部; ( b )表面

图 4 产甲烷八叠球菌群在 110~ 210 mm粒径污

泥样品内部和表面的分布

F ig. 4 D istribut ion ofM e thanosa rcinales on the inner face and

su rface of sludge sam ple w ith diam eter of 110-210mm

图 5 不同产甲烷菌群在颗粒污泥内部剖面的相对丰度

F ig. 5 R elative abundan ces of d ifferent methanogens

on the inner face of granu lar s ludge

212 不同粒径颗粒污泥宏观生物活性比较

厌氧颗粒污泥样品的宏观生物活性受到污泥中

微生物种群结构的影响, 不同粒径污泥样品产甲烷

菌群相对丰度存在差异, 可能会造成污泥产甲烷活

性和污染物去除活性的差异. 对 4种粒径污泥样品

的最大比产甲烷活性和 COD去除率进行测定,以比

较污泥样品宏观生物活性的差异,结果如表 2所示.

可以看到, 不同粒径污泥样品最大比产甲烷活

性和 COD去除率变化趋势相同,均为随着污泥粒径

增加而增大, 至 110~ 210 mm 粒径污泥样品时最

大,最大比产甲烷活性为 11562 g / ( g# d) , COD去
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除率为 88164% , > 210 mm粒径污泥样品又略有降

低.这个结果说明污泥样品的产甲烷活性和有机污

染物去除生物活性密切相关.同时,污泥样品宏观生

物活性的变化趋势与产甲烷菌群相对丰度的变化趋

势一致,证实污泥微生物种群结构对其宏观生物活

性具有重要影响.值得注意的是, 110~ 210 mm粒径

污泥样品表面和内部剖面产甲烷杆菌与产甲烷八叠

球菌相对丰度之比分别为 1123和 1118, 均低于其
他粒径污泥样品, 即产甲烷八叠球菌的相对比例更

高. 这个结果表明尽管产甲烷杆菌的相对丰度更大,

但产甲烷八叠球菌对宏观生物活性的贡献可能

更大.

表 2 不同粒径污泥样品最大比产甲烷活性和 COD去除率

Tab le 2 COD rem ova l rat io and m axim um specificm eth anogen ic act ivity of sludge sam ples w ith d ifferent d iam eters

项目
粒径 /mm

< 016 016~ 110 110~ 210 > 210

平均最大比产甲烷活性 / g# ( g# d ) - 1 11311 11394 11562 11467

COD平均去除率 /% 76131 81121 88164 85181

3 结论

( 1)产甲烷菌群在不同形成阶段 (不同粒径 )阿

维菌素废水处理厌氧颗粒污泥表面和内部剖面的分

布形态相同,产甲烷杆菌和产甲烷八叠球菌交叉重

叠分布.

( 2)产甲烷菌群在不同形成阶段 (不同粒径 )颗

粒污泥中的相对丰度存在差异:颗粒污泥表面和内

部剖面产甲烷菌相对丰度范围为 ( 25150 ? 8163)%
~ ( 48167 ? 8187)%; 成熟的 110 ~ 210 mm粒径污

泥样品产甲烷菌群相对丰度最大; 产甲烷杆菌相对

丰度大于产甲烷八叠球菌; 污泥内部剖面产甲烷菌

群相对丰度大于表面. 阿维菌素残留可能对产甲烷

菌群产生抑制作用.

( 3)颗粒污泥最大比产甲烷活性范围为 11311
~ 11562 g / ( g# d) , 不同粒径污泥样品最大比产甲

烷活性与 COD去除率变化趋势相同,而且与产甲烷

菌群相对丰度变化趋势一致,表明颗粒污泥的宏观

生物活性与产甲烷菌群密切相关.
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