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摘要! 采用 X‘3%8cX%和 27CJ\__‘技术对 ABC!厌氧折流板反应器"各隔室中厌氧颗粒污泥进行分析%考察微生物形态#

真细菌数量及种群结构演替过程%并对优势菌种进行了系统发育分析?结果表明$ABC反应器颗粒污泥微生物中杆菌占优

势%其中前端的微生物生长较好%活性高’沿反应器流程方向%各隔室微生物总量逐渐降低%真细菌相对丰度随之递减%其中 1g

隔室真细菌相对丰度最高%为 $54@k%而 5g隔室只有 "64"k?此外%ABC反应器前端以真细菌为主%而后端隔室古细菌含量升

高%微生物种群随流程发生显著演替%但 5 个隔室间真细菌的 XN’((S( Jb*-(-T多样性指数没有显著性变化?]23_A聚类分

析表明%1g隔室与 "g隔室的微生物群落相似性为 66k%;g隔室与 5g隔室的相似性为 <5k%#g隔室与其他隔室的相似性均较低%

表明 ABC反应器前端以发酵产酸作用为主%后端以产甲烷作用为主%ABC反应器具有明显的分阶段多相工艺特点?
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!! 厌 氧 折 流 板 反 应 器 ! ABC" 工 艺 是 基 于
>‘FFcI_A提出的分阶段多相 ! XV’+-Y 3&:V*̂2N’9-

A(’-TSD*UC-’UVST"理论的一种高效厌氧生物处理工
艺 -1 #̂.?该工艺使用一系列垂直放置的折流板%将反
应器分隔成多个连续的隔室%水流依次流经各隔室%

使得隔室易于形成与自身环境相适应的优势微生物
种群%从而使废水中污染物逐级转化%在不同微生物
种群共同作用下得到降解 -;.?

在 ABC处理工艺中%只有通过水解酸化菌#产
氢产乙酸菌#耗氢产乙酸菌和产甲烷菌等多种微生
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物的协同作用%水体中的有机物才能逐渐降解为低
分子有机物或无机物?目前对 ABC反应器中微生
物的研究侧重于产甲烷菌和水解酸化菌 -5 6̂. %而对
在厌氧代谢中间过程中具有重要作用的产氢菌和耗
氢菌研究较少%尤其缺乏对厌氧处理中微生物种群
演替过程的研究 -< 1̂0.?而了解 ABC反应器中微生
物的变化过程是判断 ABC运行状态#保障反应器高
效运行的关键?由于传统微生物培养难以实现对微
生物多样性的分析%笔者结合了 8cX%!荧光原位杂
交%8:&ST-9U-(Vc( X*V& %RDT*Y*M’V*S("和 27CJ\__‘
!聚合酶链式反应 J变性梯度凝胶电泳%2S:RL-T’9-
7N’*( C-’UV*S( \̂-(’V&T*(+ _T’Y*-(V _-:
‘:-UVTSWNST-9*9" -11 1̂".解析 ABC中微生物种群的数
量变化及演替过程%以期为改进和设计出高效的
ABC厌氧处理工艺提供理论依据?

HI材料与方法
H?H!试验装置

采用小试 ABC反应器!见图 1"%反应器分为 5
个隔室%总体积为 1$45 >%设计水力停留时间 "0 N?
进水由计量泵连续流入 1g隔室%再依次流经 "g j5g

隔室?其中 1g隔室底长 150 LL%"g j5g隔室底长
100 LL%反应器高 #00 LL%宽 100 LL?反应器正常
运行时内部悬浮生长着大量的颗粒污泥%整个装置
保持!#5 m1" l恒温?ABC反应器采用人工配水?
正 常 运 行 时 进 水 !!7H\7T" 为 " 000 L+G>%
!!7H\7T"v!!I"v!!2"为 #50v5v1%并适量补充 3+%
8-%7S和 I*等微量元素?以 I’%7H# 调节碱度%保
证进水 W%为 $4< j645?

1/进水箱’ "/蠕动泵’ #/进水口’ ;/取样口’

5/沼气管’ $/出水口’ 6/恒温水槽

图 HIF\!工艺流程
8*+?1!XUN-L’V*UY*’+T’LS[VN-’(’-TSD*U

D’[[:-Y T-’UVST

HDC!微生物样品来源和观察
污泥样品来源于反应器中 1g j5g隔室%取样时

反应 器 处 于 稳 定 运 行 状 态% 进 水 !!7H\7T" 为
" 000 L+G>%水力停留时间为 "; N%7H\7T去除率稳
定在 @0k以上?隔室内形成粒径 " j; LL的厌氧
颗粒污泥?微生物相的观察采用 H:RLW&9光学显微
镜和 8‘ce&’(V’"00 环境电子扫描显微镜?
HDJ!8cX%及寡核苷酸探针

新鲜的厌氧颗粒污泥样品用质量分数为 ;k的
多聚甲醛于; l下恒温固定过夜后%保存备用 -1#.?

杂交试验前%样品超声打散涂于专门定制的载玻片
凹槽中%干燥后先后浸泡于 50k%<0k和 @<k的乙
醇溶液中脱水 # L*(?试验中采用真细菌的通用探
针 ‘]B##<%序列为 _7F_77F777_FA__A_F-1;.?

探针用荧光染料 FA3CA在 5,端标记%其合成和标
记均由大连宝生物公司完成?将探针储备液溶于杂
交缓冲液 !04@ LS:G>I’7:%"0 LLS:G>FT*9J%7:%
0401k X\X%#0k甲酰胺"后滴在样品槽中%于;$ l

下避光杂交 " N4杂交后%迅速用杂交缓冲液洗去未
杂交上的探针?最后用 \A2c避光染色 5 L*(%抗淬
灭封片剂封片?在 H:RLW&9BK51 荧光显微镜下观
察#拍照%用 cL’+-2TS2:&9软件分析结果?
HDN!聚合酶链式反应 J变性梯度凝胶电泳!27CJ

\__‘"
HDNDH!基因组 \IA提取和纯化

\IA提取采用基于 X\X 的裂解法 -15.?取 "00

$>污泥 样品% 加入 "60 $>\IA提 取 液 ! 100
LLS:G> FT*9J%7:% 100 LLS:G> I’"‘\FA% 100
LLS:G>磷酸钠%145 LS:G>I’7:%1k 7FAB% W%为
<40"和 5 $>蛋白酶 ,!10 L+GL>"%于#6 l下 ""5
TGL*(振荡 #0 L*(?加入 #0 $>的 "0k X\X%$5 l水
浴 " N%每隔 15 j"0 L*( 轻轻摇动一次?水浴后于室
温下$ 000 TGL*(离心 10 L*(%取上清液?沉淀中加
入 @0 $>\IA提取液%10 $>"0k X\X%涡旋振荡
10 9%$5 l水浴 10 L*(%离心 10 L*(%再取上清液?

将 " 次上清混合均匀?该细胞裂解液用等体积的
FT*9饱 和 酚 抽 提 " 次% 用 C!酚" vC!氯仿" v
C!异戊醇"为 "5 v"; v1和C!氯仿" vC!异戊醇" 为
";v1的溶液各抽提 1 次%以 04$ 倍体积的异丙醇于
室温下沉淀 \IA?10 000 TGL*(离心 "0 L*(%60k乙
醇洗涤沉淀%\IA沉淀干燥后溶于 100 $>F‘缓冲
液中?置于 J"0 l冰箱保存备用?粗提液采用 1k

的琼脂糖凝胶电泳检测?提取的基因组 \IA采用
北京鼎国 \IA纯化试剂盒进行纯化%纯化后的基因
组 \IA作为 27C的模板?

";6
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H?N?C!基因组 \IA的 27C扩增
引物的选择$对细菌的 1$X TCIA的 Z# 区采用

通用引物扩增%引物为 #;18! 5uJ77FA7___A_
_7A_7A_J#u" 和 5#;C! 5uJAFFA77_7__7F
_7F__J#u"?为提高 \__‘分辨效率%在 #;18的
5u端加 _7卡 !7_777_77_7_7_7__7___7___
_7_____7A7______"?引物由上海基康生物技
术有限公司合成%稀释后备用?

50 $>的 27C反应体系$ 5 $>的 10 q27C
D&[[-T!含 3+" E"%04"5 $>YIF2L*.!10 LLS:G>"%
正反引物!;5 WLS:G$>"各 1 $>%A$K聚合酶!;415 q
10 J1<$+G$>" 045 $>%模板 \IA稀释 10 倍后加入 1
$>%适量的超纯水补足至 50 $>?

27C反应条件$@; l预变性 5 L*(%@; l变性 1
L*(%55 l退火 #0 9%6" l延伸 #0 9%#5 个循环%
6" l最终延伸 5 L*(?27C产物用质量分数为 1k
的琼脂糖凝胶电泳检测?
HDNDJ!变性梯度凝胶电泳 \__‘检测

\__‘在 \USY-系统!美国 B*SJC’Y 公司"上
进行%聚丙烯酰胺凝胶的质量分数为 <k%变性剂质
量分数为 #5k j55k?在 1 qFA‘缓冲液中%以 "00
Z电压%$5 l恒温电泳 ; N?电泳后%以 1 qX/BC
_S:Y ! 美 国 c(d*VTS+-( 公 司 " 染 色 #0 L*(% 用
B*SXW-UVT&LA7*L’+*(+9R9V-L!美国 ]Z2公司"进
行结果观察和照相?所得图像中软件无法识别的条
带采用 B‘7,‘C等 -1$.的方法进行了手动处理?不
同微生物种属的 1$X TCIA基因 Z" jZ# 区的 \IA
片断%经过 \__‘后得到分离?每个样品 27C产物
中含有多种不同指纹条带%每个独立分离的条带为
!!!!

一个操作分类单元!HW-T’V*S(’:F’.S(SLR](*V"%可
能包括 1 种或 1 种以上的微生物种属?
H?NDN!变性梯度凝胶电泳!\__‘"\IA条带分析

以 B*SJC’Y e&’(V*VRS(-软件对 \__‘图谱进
行分析?

XN’((S( Jb*-(-T指数$衡量种群多样性的指
数%以 e&’(V*VRS(-软件对 \__‘图谱进行分析%根
据条带的强度!用吸光度表示"和位置%由下式计算
各样品的多样性指数!XN’((S( Jb*-(-T指数%O"$

O>@’!(+GD":+!(+GD"

式中%(+为样品上各条带吸收峰的面积’D为样品上
所有条带吸收峰的总面积?

族 群 归 属 分 析$ 以 e&’(V*VRS(-软 件 中 的
]2_3A!FN-](P-*+NV-Y 2’*T_TS&W 3-VNSY b*VN
AT*VNL-V*UAd-T’+-9"算法对样品进行了聚类分析%
做出系统树状图?
H?NDE!测序和系统发育分析

\__‘完成后%选择胶上比较亮的条带进行切
割%用不带 _7夹子的正反引物进行 27C扩增!条件
同 HDNDC 节中 27C扩增"?用质量分数为 1k的琼脂
糖凝胶进行电泳%检查回收产物?将 50 $>27C扩增
产物送北京三博远致基因公司纯化测序?将测序结
果与 I7Bc!美国国立生物技术信息中心"数据库中的
已知序列进行比对%利用 3‘_A;41 软件%以邻接法
!I-*+NDST̂=S*(*(+% I="绘制系统发育树?

CI结果与讨论
C?H!颗粒污泥表观形态变化

光学显微镜下观察颗粒污泥表观形态%如图 "
所示?

图 CI厌氧污泥的显微镜照片$ ]HKK%

8*+?"!HWV*U’:L*UTS+T’WN9S[VN-’(’-TSD*U9:&Y+-! q100"

!!前端隔室形成的颗粒污泥大多致密#边界清晰%
表面圆润光滑%颜色黑亮’而后端隔室中污泥逐渐转
变为结构松散#表面粗糙%且逐渐呈现褐色?表明
ABC前端隔室颗粒污泥已成熟稳定%而后端隔室污

泥处于从絮状污泥向颗粒污泥转化的过程中?
观察微生物的表观形态!见图 #"%ABC内大量

分布着杆菌#球菌#弧菌?其中杆菌为优势菌%约占
菌群的 <0k以上%细菌大小为 !04< j140" $Lq

#;6
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图 JI厌氧颗粒污泥的扫描电镜照片$ ]N KKK%

8*+?#!XU’((*(+-:-UVTS( L*UTS+T’WN9S[VN-’(’-TSD*U+T’(&:’T9:&Y+-! q; 000"

!140 j640" $L?1g隔室菌群生长良好%从前到后各
隔室中细胞残骸逐渐增多?此外%对比各隔室中颗
粒粒度可知%颗粒污泥粒度前端隔室明显大于后端
隔室?说明在采取多隔室设计的反应器中%由于前
后隔室进水有机负荷不同%导致各隔室间微生物种
群生长状况也存在显著不同?前端隔室有机负荷丰
富%微生物含量高%颗粒污泥形成快%生长良好’后端
隔室营养相对缺乏%微生物生长相对缓慢%活性较

低%污泥接近絮状?
C?C!真细菌定量分析

采用 8cX%方法%分别在 \A2c对应的紫外激发
光下和 FA3CA对应的绿激发光下%对 5 个隔室的
污泥样品进行了定量检测?图 ; 为经 cL’+-2TS2:&9
软件处理的 " 种激发光下的荧光合成图片%反映了
微生物的总体变化?由图 ; 可见%从反应器前端到
后端的 5 个隔室中微生物总数逐渐降低?

图 NIP<13杂交结果的荧光显微图像$ ]H KKK%

8*+?;!8:&ST-9U-(U-*L’+-9S[ABC9:&Y+-9’LW:-9! q1 000"

!!表 1 为 ABC反应器颗粒污泥中的微生物含量
和真细菌的相对丰度?由表 1 可见%"g隔室微生物
含量最高%达 11?0 q101" L>J1%比 5g隔室高 " 个数
量级’从反应器前端到后端真细菌相对丰度递减%1g

隔室真细菌相对丰度最高%达 $54@k%5g隔室真细
菌相对丰度只有 "64"k?由于 ABC反应器中厌氧
微生物种群主要由真细菌和古细菌两大类组成%其
中真细菌主要包括发酵产酸菌#产氢产乙酸菌等%而
古细菌主要由产甲烷菌构成?因而在 ABC厌氧反

应器中%反应器前端主要以发酵产酸菌和产氢产乙
酸菌的水解酸化和产氢作用为主%而后端隔室主要
以产甲烷菌的产甲烷作用为主%ABC中微生物种群
分布及代谢过程均具有明显的阶段性差异?
C?J!真细菌种群多样性分析
CDJDH!\__‘图谱分析

对 ABC反应器各隔室的厌氧颗粒污泥样品同
时进行总 \IA提取%27C扩增及 \__‘分析%可得
到真细菌的 \__‘指纹图谱%如图 5 所示?
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表 HI颗粒污泥中的微生物含量及真细菌相对丰度
F’D:-1!AD&(Y’(U-S[-&D’UV-T*’WSW&:’V*S( *( ’(’-TSD*U+T’(&:’T9:&Y+-

项目 1 g隔室 " g隔室 # g隔室 ; g隔室 5 g隔室

微生物含量G!101" L>J1 " 64" m045 1140 m041 ;4< m041 14@ m04$ 04$ m04#

真细菌相对丰度Gk $54@ 5$4" #<40 #145 "64"

图 EIF\!中厌氧污泥的 ARR*电泳图像
8*+?5!‘:-UVTSWNST-9*9*L’+-S[’(’-TSD*U

+T’(&:’T9:&Y+-*( ABC

!!由图 5 可见%每个隔室的污泥样品经过变性梯
度凝胶电泳都可以分离出数目不等的电泳条带%且
各条带的强度和迁移率各不相同?一般认为%每一
条带代表某种特定的微生物%且亮度相对大的条带
代表样品中的优势微生物 -11%16 1̂<.?在 ABC反应器
中%不同隔室厌氧颗粒污泥的微生物群落结构及种
群数量存在明显的演替过程?其中从反应器前端到
后端%原有优势菌群!序列 1 和序列 ""明显衰减%而
新优势种群!序列 5"得到增强?由此可见%种群的
功能地位处在动态变化中%在物质和能量代谢过程
中发挥着不同的作用?
C?J?C!真细菌多样性指数分析

基于 XN’((S( Jb*-(-T指数分析%研究了 ABC
反应器微生物种群多样性变化%结果如表 " 所示?

表 CI颗粒污泥样品的真细菌种群多样性指数

F’D:-"!XN’((S( *(Y-.S[-&D’UV-T*’WSW&:’V*S( *(

’(’-TSD*U+T’(&:’T9:&Y+-

隔室 1 g " g # g ; g 5 g

XN’((S( Jb*-(-T指数 "46@ "4@5 #411 #40" "4@@

! !由表 " 可见%在 ABC反应器中 XN’((S( J
b*-(-T指数先增大后减小%其中 #g隔室的多样性指
数可达 #411%高于其他隔室’但整个反应器内
XN’((S( Jb*-(-T指数变化小于 11k%因而反应器
内微生物多样性变化不大?说明在 ABC反应器中%

从反应器前端到后端原有优势种群的削弱所导致的
多样性降低被新种群的加强所弥补%整个真细菌种
群的多样性变化不大?
CDJDJ!族群归属分析结果

通过对 \__‘指纹图谱进行 ]2_3A聚类分
析%可了解 ABC反应器不同隔室间真细菌相似性变
化%结果如图 $ 所示?

图 OI厌氧污泥样品中真细菌的相似性分析
8*+?$!X*L*:’T*VR’(’:R9*9S[-&D’UV-T*’*( [*d-UN’LD-T9

由图 $ 可见% 1g 隔室与 "g 隔室的相似性为
66k%;g隔室与 5g隔室的相似性为 <5k%#g隔室与其
他隔室的相似性相对较低?因而%结合 ABC内真细
菌的相对丰度变化可知%ABC反应器前 " 个隔室微
生物种群结构相似%主要处于发酵产酸阶段’而后 "
个隔室微生物种群结构相似%主要处于产甲烷阶段’
#g隔室微生物多样性指数最高%微生物种群最为丰
富%隔室处于由发酵产酸阶段向产甲烷阶段的过
渡期?
CDJDN!测序和系统发育分析结果

选取真细菌 \__‘图谱中有代表性的 $ 个条带
!见图 5"%进行目标序列和相关性序列的比对分析%
并建立系统发育树?真细菌系统发育的分析结果如
图 6 所示?

由图 6 可 见% 序 列 1 和 序 列 " 与 乳 球 菌
!P$)#")")).,9W</30500;"相似性达 100k’序列 #
与厚壁菌!](U&:V&T-Y B+*%+).#’,J$)#’*+.%"的相似性
为 @<k’序列 ; 和序列 $ 分别与梭菌属!](U&:V&T-Y
M8",#*+I+.%9W<"的 " 个菌种相似性达到 @6k以上’
序列 5 与 脱硫 杆 菌 !](U&:V&T-Y 5’,.8E"J$)#’*$8’,
J$)#’*+.%"相似性达 100k?厌氧微生物种群中的产
氢 产 乙 酸 菌 分 支 40(#*"-/"%"($, 2"8E’+%
40(#*"-/"%"($,J*0$(#++在分类上均属于厚壁菌%耗
氢产乙酸菌中多个重要菌群 M8",#*+I+.% $)’#+).%%
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图 XIF\!中厌氧菌的系统进化树分析
8*+?6!2NR:S+-(-V*UVT--D’9-Y S( VN-9-f&-(U-9S[’(’-TSD*UD’UV-T*’*( ABC

M8",#*+I+.% E"*%+)"$)’#+).%% M8",#*+I+.%
#/’*%"$)’#+).%%7:S9VT*Y*&L UR:*(YTS9WST&L属于梭菌
属?由于这些菌属在 ABC中都属于优势菌群%说明
产氢产乙酸菌和耗氢产乙酸菌在 ABC厌氧处理过
程均具有重要作用?

结合条带在图谱中的位置可知%从反应器前端
到后端%与乳球菌属 !序列 1 所表征 " 相似性达
100k的发酵产酸菌群数量逐渐减少%与脱硫杆菌属
!序列 5 所表征"相似极高的菌群得到加强%与梭菌
属和厚壁菌相似极高的 # 种菌群在反应器前后数量
变化不明显?这进一步说明 ABC反应器前端隔室
的发酵产酸作用大于后端隔室%而产氢产乙酸和耗
氢产乙酸作用前后变化不大?

JI结论
’?由显微观察结果可以看出%ABC反应器中颗

粒污泥微生物形态以杆菌为主?其中前端隔室颗粒
污泥比后端隔室成熟稳定%微生物含量更高%活性
更好?

D?由 8cX%结果可知%ABC反应器前端主要以
发酵产酸菌#产氢产乙酸菌等真细菌为主%而后端隔
室主要以产甲烷菌等古细菌为主?\__‘条带分析
得到%真细菌在 ABC反应器各隔室中逐渐演替%但
各隔室中真细菌的多样性指数分别为 "46@%"4@5%
#411%#40" 和 "4@@%微生物多样性整体变化较小%新
菌群抵消了原优势种群削弱所导致的多样性降低?

U?由 \__‘条带分析的结果可知%1g隔室与 "g

隔室的真细菌种群相似性为 66k%;g隔室与 5g隔室
的相似性为 <5k%#g隔室与其他隔室的相似性均较
低?ABC内前端隔室的发酵产酸作用大于后端隔
室%其中 1g和 "g隔室主要处于发酵产酸阶段%#g隔
室处于过渡阶段%而后端 ;g和 5g隔室主要处于产甲
烷阶段?ABC反应器表现出明显的分阶段多相运行

特点?
Y?切胶测序的结果显示%反应器中优势菌属为

乳球菌#厚壁菌#梭菌和脱硫杆菌?由于产氢产乙酸
菌和耗氢产乙酸菌的一些分支分别属于厚壁菌和梭
菌%说明产氢产乙酸菌和耗氢产乙酸菌在 ABC厌氧
处理过程均具有重要作用?结合条带在图谱中的位
置可知%ABC反应器前端隔室的发酵产酸作用大于
后端隔室%而产氢产乙酸和耗氢产乙酸作用前后变
化不大?
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