
对硝基苯酚冲击对 !"#$ 反应器中污泥活性和微生物种群的影响!

梅 琴 高国庆 虞方伯 刘连成 沈 标!!

（南京农业大学农业部环境微生物工程重点开放实验室 南京 !"##$%）

摘要：研究了在稳定运行的上流式厌氧污泥床（&’()*+ ,-./0*123 4)567/ 8).-9/:，&,48）反应器中，对硝基苯酚（ !;<=）

冲击对反应器活性的影响。采用 =>?;@AAB 技术监测了反应器受对硝基苯酚冲击后微生物种群多样性的变化。

实验结果表明，!;<= 冲击对污泥的产甲烷活性和 >C@ 去除活性均有严重的抑制，污泥活性的恢复需要较长时间；

高浓度冲击比低浓度冲击产生更严重的影响，!#D7EF 和 G#D7EF !;<= 冲击后污泥活性的恢复期分别为 "H6 和 !I6。

!;<= 冲击后，真细菌和古菌的多样性均发生了显著的变化，而且 !;<= 冲击对真细菌的影响大于对古菌的影响。!;
<= 冲击后甲烷产量下降的主要与 "#$%&’()&#$& J’K的活性下降以及 "#$%&’(*+,-(.+& J’K丰度的下降有关。而冲击后

真细菌的主要变化表现为 /%0(-(10#2+ J’K、3&,$#-(+4# J’K 和 5’&#-(6+.-+( J’K 的丰度均下降；7%#+’%#+*#-& J’K 在受到

!#D7EF !;<= 冲击时丰度下降，继续受到 G#D7EF !;<= 冲击时该种群消失。80&6(.&,$#-+& J’K是 !;<= 冲击后新出现的

细菌种群，可能与 !;<= 的降解有关。
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废水生物处理装置中，活性污泥的驯化及生物

膜的形成需要一个过程，对难处理有毒废水更是如

此。处于正常运行中的废水生物处理装置常常会受

到废水成分变化的影响，如由于工厂新建项目，产品

更新换代或者生产过程中调试不当造成有毒化合物

进入废水处理装置，致使处于正常运行的污水处理

反应器造成不同程度的影响，导致污泥活性下降，出

水水质下降，不能达到污水排放标准。因此研究有

毒物质的冲击对厌氧处理装置中微生物种群的影

响，特别是对产甲烷菌的影响，对改进废水生物处理

工艺，指导厌氧处理装置的运行管理，提高废水处理

效率具有重要的指导意义。

对硝基酚是有毒、难生物降解的有机化合物，

是重要而且用途最广泛的工业化工原料，广泛地用
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作炸药、医药 、农药、染料、橡胶等的合成前体。硝

基酚能够诱导有机体突变并且有致癌作用，在食物

链中不断积累，所以这些化合物对人类的健康存在

危险［!，"］。在硝基酚中，"#$%、&#$%、和 "，&#’$% 的被

美国环保署列为“优先污染物质”，并且规定天然水

域中他们的浓度必须在 !( )*+, 以下［-］。

目前国外很多采用厌氧+好氧交替消化的办法

对其废水进行处理，在厌氧条件下 !#$% 被还原成

对氨基苯酚（!#.%），其毒性降低 /(( 倍之多，在好氧

条件下 !#.% 继续被氧化成 $0&#$，$1-#$，$1"#$。

本实验主要研究 !#$% 的冲击对 2.34 反应器的影

响，在考察 !#$% 冲击对反应器中 51’、甲烷产量影

响的同时，监测微生物种群的动态变化情况。

! 材料和方法

!"! 实验装置

本实验采用模拟 2.34 反应器，由有机玻璃制

成，直径 "(67、高 /(67 圆柱状装置，有效体积为 ",，

整个装置安置于 -(8恒温室中。

!"# 接种污泥

接种污泥取自南京江心洲污水处理厂沉淀池，

沉淀 !9，去 掉 上 清 后 投 入 装 置 中，污 泥 浓 度 约

:;" *+,。

!"$ 实验用水

用葡萄糖，氯化铵和磷酸氢二钾配制人工废水，

控制 51’<$ < % = "(( < / < !。在废水中加入适量的微

量元素，如 5>、4、5?、$@、AB、C)、D*、D) 以保证微生

物细胞合成的需要，另加入一定量碳酸氢钠以补充

碱度，E0 控制在 F;" G :;(。

!"% 分析方法

33 和 H33 采用重量法，51’ 采用重铬酸钾标

准法［&］，甲烷气体的量采用排水法，用 -I氢氧化钠

溶液收集［-］。!#$% 浓度和 !#.% 浓度的测定采用紫

外分光光度法［/，J］。

!"& 试验步骤

!"&"! 反应器运行：采用间歇投加人工配制废水

的方式，逐渐提高有机负荷率，对反应器进行驯化，

经过 /(9 培养后，反应器 51’ 去除率 :/I左右，产

甲烷活性较好，污泥沉降性能较好，之后保持进水

51’ 浓度稳定在 !(((7*+,，水力停留时间（0KL）!9。

!"&"# !#$% 冲击过程：冲击过程共进行了 & 次，前

" 次冲击采用的 !#$% 浓度为 "(7*+,，后 " 次冲击以

&(7*+, !#$% 冲击，冲击时废水在反应器停留 "9。

系统运行稳定后，第 & 天进行 "( 7*+, !#$%（第 !
次）冲击，第 J 天继续 "(7*+, !#$%（第 " 次）冲击，第

: 天后进水中 !#$% 浓度一直保持在 /7*+,。当系统

逐渐恢复稳定运行后，采用 &( 7*+, !#$% 进行冲击，

冲击时间为第 ": 天和第 -( 天，冲击过程如前 " 次，

冲击后进水中 !#$% 浓度保持在 /7*+,。 !#$% 冲击

过程中每天定时记录甲烷气体的量。

!"&"$ 污泥样品和总 ’$. 的提取：!#$% 冲击 "9
后取 样，每 次 取 污 泥（ 颗 粒 污 泥 ）约 "7,，于

:((( M+7@)离心 /7@) 弃上清液置 N F(8备用。污泥

总 ’$. 的提取采用间接法［F］。

!"&"% 引物和 %5K 扩增：%5K 扩增对象为古细菌

!J3 M’$. H- 可 变 区，上 游 引 物 ---#O5#A（/P#
5O555O55O5O5O5OO5OOO5OOOO5OOOOO5.5OO#
OOOOL55.OO555L.5OOOO#-P）和下游引物 /-- K

（/P# LL.55O5OO5LO5LOO5.5#-P）［:］；真 细 菌 !J3
M’$. H- 区 通 用 引 物 为 %"（/P#.LL.55O5OO5LO#
5LOO#-P）和 %-（/P#5O555 O55O5O5O5OO5OOO5#
OOOO5OOOO5.5OOOOOO55L.5OOO.OO5.O5.O#
-P）［Q］，%5K 扩增体系和程序参考文献［:］。扩增产物

再经过一次“MB6>)9@R@>)@)* %5K”以及聚丙烯酰胺凝

胶电泳去除普通 %5K 过程中的单链 ’$.［Q］。

!"&"& 变性梯度凝胶电泳［!(］：%5K#’OOS 在 4@>#MT9
’5>9B 3UVRB7 上进行，聚丙烯酰胺凝胶浓度 :I，变

性浓度 梯 度 范 围 &(I G J(I（!((I 变 性 剂 包 含

F7>W+, 尿素和 &(I去离子甲酰胺），在 ! X L.S 缓冲

液（&( 77>W+, LM@V 碱，"(77>W+, 冰 醋 酸，!77>W+,
$T" S’L.）中，于 "((H 预电泳 !(7@) 后，控制电压在

:(H 左右，J(8恒温电泳 !&Y G !/Y。银染后 ’OOS
凝胶图像采集在 OBW ’>6"((( 凝胶成像系统（4@>#MT9
生命医学产品有限公司）上进行，图像分析采用

Z?T)R@RU 1)B 一维分析软件。

!"&"’ %5K 产物的纯化和测序：切下 ’OOS 图谱上

主要目的 ’$. 条带，转移至离心管后用 990"1 浸洗

- 次，每次 /7@)[将凝胶挤碎，加入 -(!, 990"1，置于

/(8 G J(8 水 浴 中 " Y 以 上，使 胶 彻 底 融 化，

:(((M+7@)离心 /7@) 取上清。取 !!, 回收 ’$. 为模

板进行 %5K 扩增，真细菌引物为 %"（不带 O5 夹）、

%-，古细菌引物为 ---A（不带 O5 夹）、/--K，扩增产
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物经 !"#$ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 验，然 后 克 隆 到

%&’()*+ 载体上，转化到 ! , "#$%’-.!，阳性转化子

通过质粒提取、酶切验证后送上海英骏生物技术有

限公司测序。登陆 /012（3445：66777, 89:; , 8<=, 8;3 ,
>?@61ABC+），将所得序列与数据库中的已知序列进

行比较，提交序列到数据库中，得到登录号。

! 结果与讨论

!"# !$%& 冲击对反应器 ’() 去除率的影响

图 ( 表明，反应器第 D 天，第 E 天受到 !#=>6A
&*/% 冲击后，出水 0F’ 迅速升高，0F’ 去除率迅速

下降，比冲击前大约下降了 .#$左右，说明 &*/% 对

污水处理系统产生了严重的抑制，影响了 0F’ 的去

除，虽然第 G 天后 &*/% 浓度降为 . =>6A，但运行 (

周后，0F’ 去除率仍小于 .#$。随着反应器的运

行，系统的活性慢慢恢复，0F’ 去除率、产甲烷量逐

渐增加，第 !D 天系统就已经基本恢复正常，恢复期

约为 (E 天。系统恢复后在第 !G 天进行 D# =>6A &*
/%（第 H 次）冲击，冲击后出水 0F’ 为 DDG=>6A，0F’
去除率 .E"!$，系统的活性同样受到抑制，但抑制

程度没有第一、二两次冲击时大。可能是由于第一、

二两 次 冲 击 后 恢 复 期 间 保 持 进 水 中 &*/% 浓 度

.=>6A，系统中的一些厌氧细菌对 &*/% 具有一定的

耐受能力。但第 H# 天进行第 D 次冲击后，出水 0F’
为 I##=>6A，0F’ 去除率降为 HD$，说明 &*/% 负荷

率达到 (#=>6A6J 时，系统会受到更严重的抑制，恢

复 时 间 更 长，约 经 过 !.J 后 系 统 才 恢 复 正 常

运行。

图 ( &*/% 冲击对 0F’ 去除率的影响

!"! !$%& 冲击对甲烷气体产量的影响

从图 ! 可看出每次受 &*/% 冲击后系统的产甲

烷量都迅速下降。虽然停止冲击后产甲烷活性有恢

复的趋势，但是恢复很慢，而且都没有恢复到冲击前

的水平。说明 &*/% 对产甲烷菌的影响大于对其他

微生物类群的影响。

图 ! &*/% 冲击对甲烷气体产量的影响

!"* 冲击过程中 !$%& 及 !$+& 浓度的变化

从图 H，图 D 看出第 ( 次冲击后，(!3 时出水 &*

/% 浓度下降到 (")! =>6A，在出水中检测到对应的

&*B% 浓度为 (E")G=>6A，&*/% 转化为 &*B% 的效率

为 GD")$ ；第 ! 次冲击后，(!3 时出水 &*/% 浓度下

降到 ("HD =>6A，&*B% 浓度为 (I"H =>6A，&*/% 转化

为 &*B% 的效率为 GE".$；第 H 次冲击后，(!3 时出

水 &*/% 浓度下降到 E"DH =>6A，最终在 DG3 时检测

到的浓度为 #"HI=>6A，&*B% 浓度为 H!")D =>6A，转

化率为 G!"H.$；第 D 次冲击后，(!3 时出水 &*/% 浓

度下降到 E"!G=>6A，最终在 DG3 时检测到的浓度为

#")H=>6A，&*B% 浓 度 为 HD"#I=>6A，转 化 率 为

G!"H.$。冲击后 DG3，&*B% 的浓度已经很低，这表

明在厌氧条件下，&*/% 能够快速、高效地还原为 &*
B%。这与 ’K<;L +KMKNL C5?8OL 的研究结果一致，在厌

氧反应器中一定的 &*/% 负荷下，大约 G#$ P )#$
的 &*/% 都能还原为 &*B%，这表明通过 QBC1 等厌

氧反应器的厌氧脱毒机制来处理高毒硝基酚化合物

废水是可行的［H］,
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图 ! !"#$ 冲击过程中 !"#$ 浓度变化

图 % !"#$ 冲击过程中 !"&$ 浓度变化

!"# !$%& 冲击对古菌种群的影响

从图 ’ 中可看出反应器污泥中古菌的种类比较

少，其种群结构在 !"#$ 冲击后发生了变化。整个

())* 图 谱 包 含 + 个 条 带，其 中 条 带 &
（"#$%&’()*+,(-*& ,-.）和 /（"#$%&’(.&#$& ,-.）不存在

于接种污泥中，随着污泥的驯化而出现的，但是低浓

度的 !"#$（012345）冲击对这两个条带没有明显的

影响，因为样品 !、% 和 0 的 &、/ 条带的亮度没有差

别。而高浓度的 !"#$（012345）冲击对其有严重抑

制。但随着冲击负荷的增大（%12345），&、/ 条带逐

渐 变 淡。 条 带 6（ "#$%&’(/#’*0) ,-.）和 7
（"#$%&’(.!*,*110) ,-.）只在接种污泥中存在，随着反

应器的运行而消失。6 和 7 条带消失可能是因为驯

化反应器时是采用的人工配水，只有葡萄糖，比较单

一，不利于这两个属菌群的生长。(、)、8 和 9 存在

于所有样品中，* 条带是随着反应器的运行而增加

的，并且在受到 !"#$ 冲击后基本保持不变。)、8
条带是接种污泥中的优势种群，其变化是随着驯化

的进行先变淡，但受到 !"#$ 冲击后条带逐渐加深，

显然 )、8 所代表的产甲烷菌能耐受 !"#$ 的冲击。

应用 :;<=>?>@ A=B 软件对 ())* 图谱分析，以

图 ’ 古菌 CDE F(#& G! 可变区 ())* 凝胶电泳图像

注：C 为接种污泥；0 为冲击前污泥样品；! H D 分别表示四次 !"#$

冲击后的污泥样品

#I>B：CJ ?=IK;L<>BM ,L;M3B；0J ,L;M3B NBOIFB ,PIKQ；! H DJ ,L;M3B <O>BF

OI;F !"#$ ,PIKQ

(?KB KIBOO?K?B=>（2.）量化表征 ())* 图谱中两个不

同样品之间的相似程度，2. 值越大表明相似性越

高［R］。())* 图谱的相似性列于表 C，对聚类分析结

果见图 D。

表 ’ 古细菌 &()$*++, 图谱相似性分析（"#）

样品编号 C 0 ! % ’ D

C C11J1

0 %’J0 C11J1

! %1JS R+J! C11J1

% %DJC ’0J% %DJ! C11J1

’ ’1JR !!JC !1J1 DCJD C11J1

D ’’J+ !’J% !0J! ’DJ% R’JS C11J1

图 D 古菌 ())* 图谱的聚类分析

从图 D 可以看出，D 个样品中的古菌可以归为

两大族群，族群间的相似性为 %%T，表明接种污泥

和驯化后的污泥中的产甲烷菌发生了很大的变化。

系统受到 012345 !"#$ 冲击后，虽然产甲烷活性受

到严重抑制，但短时间内，产甲烷菌的类群没有发生

很大的变化，样品 0 和 ! 的 2. 值为 R+J!，相似性最

·D0CC· 微 生 物 学 通 报 011S 年 !%（D）



高，达到 !!"。继续进行冲击后，样品 # 的相似性

就降低为 !$"，说明 !%&’ 冲击对微生物种群结构

是有影响的。第 ( 次和第 ) 次冲击之间有 $*+ 的间

隔，系统中的古菌发生了变化，造成样品 # 和 , 分属

于两族群。#-./01 !%&’ 冲击对产甲烷菌的影响明

显大于 (-./01 !%&’ 的影响，造成样品 , 和 * 之间

的相似性下降为 -23#。

!"# 古菌 $%%& 回收 $’( 片段序列分析结果

由表 ( 可知产甲烷菌分属于产甲烷亚群!、"、

#［$$］，尤其以亚群"的种类居 多，序 列 同 源 性 在

4)" 5 $--" 之间。对照图 , 说 明 接 种 污 泥 中 以

"#$%&’()#’*+, 678、 "#$%&’(-!*.*//+, 678、
"#$%&’(0(.!+-0+/+, 678 和 "#$%&’(1&0$#.*+, 678 为 主

要的产甲烷类群，其中 "#$%&’(0(.!+-0+/+, 678 为优

势种群。而经过驯化后，产甲烷类群有了明显的变

化，出现了 "#$%&’(,*0.(1*& 678 和 "#$%&’(-&#$& 678，
而 "#$%&’()#’*+, 678 和 "#$%&’(-!*.*//+, 678 消 失。

值得一提的是，甲烷丝菌 "#$%&’(-&#$& 678与污泥的

颗粒化有关，也是维持污泥稳定性的重要类群。厌

氧系统中 "#$%&’(-&#$& 678 所产甲烷量占甲烷总产

量的 #-"以上，它的产甲烷的主要底物是乙酸。在

!%&’ 冲击后，虽然 "#$%&’(-&#$& 678的丰度没有明显

的 变 化，但 反 应 器 出 现 了 跑 泥 现 象，说 明

"#$%&’(-&#$& 678也受到影响。而 "#$%&’(-&#$& 678活
性受到影响，势必影响甲烷产量。9，: 条带属于

"#$%&’(,*0.(1*& 678，随着冲击负荷的增大两条带逐

渐变淡，说明它比其他属的产甲烷菌更易受冲击影

响。所以反应器受到 !%&’ 冲击后，甲烷产量迅速

下降很可能与 "#$%&’(-&#$& 678 活性的降低以及和

"#$%&’(,*0.(1*& 678 丰度的降低有关。另外厌氧反

应器中，3-"的甲烷来自乙酸，反应器受到冲击后产

酸菌受到抑制，所产生的乙酸减少，产甲烷菌所能利

用的底物量更少，这是甲烷量减少的另一个重要原

因。

!") !*’+ 冲击对细菌种群的影响

从图 3 可以看出，污泥中细菌种群数明显大于

古菌，污泥驯化前后微生物的种群结构发生了很大

的变化。第一、二两次冲击后，样品 ) 和 # 与样品 (
相比!，"，$条带减弱，#为 !%&’ 冲击后新增条

带，并稳定存在于污泥系统中，可能与 !%&’ 的降解

有关。第二次冲击后，样品 # 与 ) 相比，发生了十分

明显的变化，表明 !%&’ 连续冲击对真细菌类群有

严重的影响。样品 , 和 # 相比，细菌多样性变化极

其显著，表明不同浓度的 !%&’ 对真细菌类群的影

响是不同的。第三次冲击后，其中%基本消失。

表 ! $%%& 回收 $’( 片段序列分析结果

条带编号 同源微生物 序列同源性0" 登录号

9 "#$%&’(,*0.(1*& 678 4) ;<#!4--*

: "#$%&’(,*0.(1*& 678 4) ;<#!4--3

= "#$%&’()#’*+, 678 4! ;<#!4--!

> "#$%&’(!/&’+- 678 4* ;<#!4--4

; "#$%&’(-&#$& 678 $-- ;<#!4-$-

< "#$%&’(-!*.*//+, 678 4* ;<#!4-$$

? "#$%&’(0(.!+-0+/+, 678 44 ;<#!4-$(

@ "#$%&’(0(.!+-0+/+, 678 44 ;<#!4-$)

A "#$%&’(1&0$#.*+, 678 4! ;<#!4-$#

图 3 真细菌 $*B C>&9 D) 可变区 >??; 凝胶电泳图像

注：$ 为接种污泥；( 为冲击前污泥样品；) 5 * 分别表示四次 !%&’

冲击后的污泥样品

表 )，图 ! 相似性分析表明，样品 ( 和 ) 的相似

性最高，但也只有 ,!"，说明受到 (-./01 !%&’ 冲击

的影响，微生物种群发生了很大的改变，连续进行冲

击后，样品 # 和样品 ) 已经不在一个族群内，说明微

生物种群结构大大改变。样品 # 和 , 分属于两个族

表 , 真细菌 +-.*$%%& 图谱相似性分析（"#）

样品编号 $ ( ) # , *

$ $--2-

( #!2) $--2-

) #,2, ,32! $--2-

# #32* ,$23 ,#23 $--2-

, )(2- ,32! ,(2) #32, $--2-

* #(2, )$2, #-2* )-2, (#2* $--2-
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群，表明 !"#$%&!’() 冲击后，对真细菌的类群产生

了很大的影响。更值得关注的是，!"#$%& !’()的连

续冲击后，样品 * 已经成为了一个独立族群，与其他

样品的相似性最低。

图 + 真细菌 ,--. 图谱的聚类分析

!"# 真细菌 $%%& 回收 $’( 片段序列分析结果

!条 带 测 序 结 果 表 明 其 与 绿 色 非 硫 细 菌

"#$%&%’$()* 的同源性为 /01，"#$%&%’$()* 是一种丝状

细菌，据文献报道，利用荧光原位杂交（2345）技术对

污泥中的丝状菌研究发现，大多数属于 "#$%&%’$()*，
是污水生物处理系统中丰度最高的丝状菌［67］，丝状

菌能影响活性污泥的沉降性能。从图 0 可以看出，

当 !’() 冲击后，绿色非硫细菌（"#$%&%’$()*）受到严

重影响，丰度明显减少，这也与冲击负荷试验过程中

出现 跑 泥 现 象 相 对 应。 条 带"与 厌 氧 弧 菌 属

（+,-(&%.*/&*% 89:）的同源性 6""1，+,-(&%.*/&*% 89:
存在于厌氧的污泥中，分解利用有限几种糖，丙酸、

乙酸和琥珀酸是发酵的终产物，说明这是一种典型

的产酸菌。 !’() 冲击后，厌氧弧菌属条带减弱，说

明系统中的厌氧弧菌属数目减少，乙酸等有机酸的

产生受到抑制，从而影响到产甲烷菌所能利用的底

物的生成，致使 ;<, 去除率迅速下降，所以第一次

冲击后 ;<, 去除率迅速下降到 =+1。# 属于黄杆

菌属（0$-.%/-12(&*- 89:），是一种兼性厌氧菌，是受到

!’() 冲击后新出现的。王勇胜在《生物强化技术在

废水中的应用》指出 34(56%7%,-4 89:和 0$-.%/-12(&*-
89:能够通过共代谢的方式降解对硝基苯酚，所以

0$-.%/-12(&*- 89:可能在 !’() 冲击负荷时成为优势

菌群。$鉴定为棍着色菌属（8#(*,#(*7(&- 89:），属

于 3&%2(%/-12(&*- 的%’ 亚纲细菌，它有可能是氨氧化

菌、硝化细菌、反硝化细菌中的一种功能微生物菌

群，使得整个厌氧反应器稳定运行。&为拟杆菌属

（9-12(&%*6( 89:），严格厌氧菌，具有很强的降解糖的

能力，发酵终产物包括乙酸、琥珀酸、乳酸、甲酸或丙

酸，所以它也是一种产酸菌。 !’() 冲击后，拟杆菌

属条带同样减弱，葡萄糖不能迅速分解，当第四次

!"#$%&!’() 冲 击 后，拟 杆 菌 属 条 带 消 失，此 时 的

;<, 去 除 率 在 整 个 系 统 运 行 过 程 中 最 低，只 有

=!1，说明拟杆菌的有无以及丰度大小与 ;<, 的去

除密切相关。

) 结论

（6）>?4@ 反应器受到 !’() 冲击后，厌氧反应

器的 ;<, 去除能力、产甲烷活性均受到影响，高浓

度毒物冲击比低浓度毒物冲击对系统的影响大。

（7）在厌氧系统中，!’() 能迅速还原为 !’?)。

（=）!’() 冲击对微生物类群产生明显的影响，

连续冲击和不同浓度的冲击对微生物种群的影响是

不同的，但对真细菌的影响大于对古菌的影响。其

中对丝状菌绿色非硫细菌（"#$%&%’$()*），产酸菌如厌

氧弧菌属（ +,-(&%.*/&*% 89:）和拟杆菌属（ 9-12(&%*6(
89:）的影响最大，其丰度发生很大的变化。黄杆菌

属（0$-.%/-12(&*- 89:）是 !’() 冲击后新增的种，它可

能与 !’() 的降解有关。
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