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摘   要：【背景】焦化废水O/H/O生物处理工艺的二级好氧生物反应器O2具有剩余污染物矿化和

完全硝化功能，对废水的达标排放有重要作用。【目的】阐明O2生物反应器的微生物结构和功能。

【方法】利用16S rRNA基因测序，研究O2生物反应器的微生物多样性和组成并进行功能预测，揭

示其共现性特征和环境影响因子。【结果】O2的优势菌门以变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、绿菌门(Chlorobi)为主。主要菌属中红游动菌属(Rhodoplanes)、溶杆菌属(Lysobacter)、

硫杆菌属(Thiobacillus)等参与化学需氧量(chemical oxygen demand，COD)、酚类(phenols)和硫氰酸

盐(thiocyanate，SCN−)等剩余污染物的去除，亚硝化弧菌属(Nitrosovibrio)和硝化螺菌属(Nitrospira)

分别作为氨氧化细菌(ammonia-oxidizing bacteria，AOB)和主要的亚硝酸盐氧化细菌(nitrite-oxidizing 

bacteria，NOB)。功能预测结果显示苯甲酸酯降解、氨基苯甲酸酯降解、氯烷烃和氯烯烃的降解、

氟代苯甲酸酯降解和硝基甲苯降解是外源物质生物降解和代谢的前五大通路，广泛分布在主要菌

属中，验证了微生物降解剩余污染物的作用。基因pmoA/B/C-amoA/B/C、hao和nxrA/B编码相关的

酶，组成了完整的硝化途径。共现网络结果揭示溶杆菌属、Candidatus Solibacter和红游动菌属在

O2生态中的重要地位。通过冗余分析(redundancy analysis，RDA)表明COD和NH3是影响O2微生物

群落的主要因素。【结论】红游动菌属和溶杆菌属是O2中最核心的功能菌属，在污染物矿化和维持
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群落生态稳定上有重要作用。亚硝化弧菌属和硝化螺菌属是硝化作用的核心菌属。O2中的代谢通

路以剩余污染物矿化和完全硝化为主，微生物群落主要受COD和NH3的影响。本研究阐明了O2的

微生物结构与功能，为焦化废水O/H/O生物处理工艺的改进提供了微生物学上的依据。 

关键词：焦化废水；好氧生物反应器；16S rRNA 基因高通量测序；微生物结构；功能预测 
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Abstract: [Background] The second aerobic bioreactor O2 of the oxic-hydrolytic-oxic (O/H/O) system 

contributes to the biomineralization and complete nitrification of residual pollutants, which is important 

for the standard discharge of wastewater. [Objective] To elucidate the structure and functions of the 

microbial community in bioreactor O2. [Methods] The 16S rRNA gene was sequenced to investigate the 

microbial diversity and composition, predict the microbial functional pathways, and reveal the microbial 

co-occurrence and the environmental driving factors in bioreactor O2. [Results] Proteobacteria, 

Bacteroidetes, and Chlorobi were the dominant phyla in the bioreactor. Among the dominant genera, 

Rhodoplanes, Lysobacter, and Thiobacillus were involved in the degradation of residual pollutants, such 

as chemical oxygen demand (COD), phenols, and thiocyanate (SCN−), and Nitrosovibrio and Nitrospira 

were the ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and the dominant nitrite-oxidizing bacteria (NOB), 

respectively. Functional profiling suggested that the benzoate degradation, aminobenzoate degradation, 

chloroalkane and chloroalkene degradation, eluorobenzoate degradation, and nitrotoluene degradation 

were the top five pathways in the xenobiotics biodegradation and metabolism. These major functional 

pathways were distributed widely in the dominant genera, implying their roles in biodegradation of 

residual pollutants. The pmoA/B/C-amoA/B/C, hao, and nxrA/B encoding related enzymes constituted 

the nitrification pathway. According to the result of microbial co-occurrence network, Lysobacter, 

Candidatus Solibacter, and Rhodoplanes occupied an important position in the O2 ecosystem. 

Redundancy analysis (RDA) suggested that the microbial community in the bioreactor was mainly 

affected by COD and NH3 [Conclusion] Rhodoplanes and Lysobacter were the key genera for 

biomineralization and ecological stability of the community. Nitrosovibrio and Nitrospira played an 

important part in nitrification. The metabolic pathways in O2 were dominated by biomineralization and 

complete nitrification of residual pollutants. COD and ammonia (NH3) were the main influencing 
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environmental factors. This study illustrates the structure and functions of microorganisms in bioreactor 

O2, which is expected to lay a microbial basis for improving the treatment of coking wastewater by 

O/H/O system. 

Keywords: coking wastewater; aerobic bioreactor; high-throughput sequencing of 16S rRNA gene; 
microbial structure; functional profiling 

焦化废水是煤炭焦化过程中产生的一种工

业废水，主要来源于焦炭淬火热回收、焦炉煤

气净化和煤炭衍生物回收过程等[1]。焦化废水主

要含有氨、氰化物(cyanide，CN–)、酚类(phenols)

和多环芳烃(polycyclic aromatic hydrocarbon，

PAHs)等污染物。这使得焦化废水成为一种难降

解、毒性高的有机废水。焦化废水处理工艺涉及

众多技术，其中，生物工艺是目前焦化废水处理

中最核心的工艺[2]，其依靠复杂的微生物群落，以

更高的效率和较低的能耗对污染物进行消除[3]。

因此，研究焦化废水生物处理工艺的微生物结构

和功能具有重要意义，有助于工艺的改进。 

16S rRNA 基因普遍存在于细菌和古菌中，

独特的结构使得 16S rRNA 基因成为原核生物

分类和多样性分析的一种分子标志物[4]。目前，

16S rRNA 基因测序已经被用于研究水处理工艺

中的微生物组成和功能。Wu 等研究了共基质苯

酚促进苯并[a]芘(benzo[a]pyrene，BaP)降解下微

生物群落的变化，发现苯酚作为共基质促进了微

生物群落对 BaP 的适应，而且通过功能预测发现

了与 BaP 降解相关的伯克氏菌属(Burkholderia)

等[5]；Begmatov 等研究了莫斯科多个污水处理厂的

微生物群落结构，确定变形菌门(Proteobacteria)

等是共同的主导菌门，并发现亚硝化单胞菌属

(Nitrosomonas)和 Tetrasphaera 等分别是除氮和除

磷的类群[6]；李黔花等研究了好氧颗粒污泥在处理

印染废水中微生物的组成，发现 Magnetospirillum

对染料降解和化学需氧量(chemical oxygen demand，

COD)去除有重要作用[7]。 

目前，应用于焦化废水处理的生物工艺主

要有 A/O、A/A/O、A/O/O、A/O/H/O 及 O/H/O

等[1]。其中，O/H/O 工艺具有高效除碳脱氮、运

行稳定和能耗少等特点，有良好的应用前景[8]。

O/H/O 生物处理工艺由一级好氧生物反应器

O1、水解生物反应器 H 和二级好氧生物反应器

O2 组成(图 1)。O1 作为 O/H/O 工艺的第 1 个生

物反应器，承担主要的污染物和毒性去除，其

对含氮污染物的去除将释放出 NH3；H 在缺氧

环境下通过接受 O2 硝化液的回流进行高效地

反硝化脱氮，同时还能酸化水解难降解污染

物，提高废水的可生化性；经前 2 个反应器处

理后，废水毒性显著降低，保证了 O2 中硝化

细菌的完全硝化，经 O2 处理后的硝化液回流

到 H 中，为 H 的反硝化提供底物，从而实现脱

氮[9]。此外，O2 在前 2 个反应器的基础上进行

残余污染物的最终去除[9]。 

本文将首先通过标准方法检测 O2 进出水

中主要污染物的浓度并对长期稳定运行期间的

运行参数进行监测；利用 16S rRNA 基因测序

获得 O2 生物反应器的微生物结构；利用软件

Phylogenetic Investigation of Communities by 

Reconstruction of Unobserved States (PICRUSt2)，

基于京都基因与基因组百科全书数据库(Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG)进

行功能预测；利用 R 语言构建共现网络来揭示

微生物之间潜在的互作关系，并利用冗余分析

(redundancy analysis，RDA)发掘环境因子和细

菌群落之间潜在的相关性。最终为焦化废水

O/H/O 生物处理工艺的改进提供微生物学上的

依据。 
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图 1  焦化废水 O/H/O 生物处理系统流程 
Figure 1  Flow of the O/H/O coking wastewater treatment system. 

 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂和仪器 

DNA 提取试剂盒 PowerSoilTM，MoBio 公司；

琼脂糖，Biowest 公司；16S rRNA 基因扩增引物，

生工生物工程(上海)股份有限公司。便捷式溶氧

测定仪，YSI 公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司。 

1.1.2  样品来源 

活性污泥样品均来自河北省涉县天津钢铁

集团有限公司。为避免突发的事件影响废水处

理，该公司的处理系统包含了 2 个独立并行的

子系统，分别为南池和北池。该处理系统已稳

定运行了 8 年。样品于 2021 年 5 月进行采集，

于 5 月 22、23、24 日对处理系统的二级好氧生

物反应器 O2 南北池的进出水进行取样。活性污

泥样品一经收集后立即放入装有冰袋的冷藏箱

中，待所有样品采集完成后迅速运回实验室。

在采样的同时使用便携式溶氧测定仪测定溶氧

量。样品运回实验室后，对其进行解冻并混合。

取 2−3 mL 的样品，为样品①，剩余的为样品②。

将样品①于 4 °C、12 000g 离心 10 min，用磷

酸盐缓冲液(120 mmol/L，pH 8.0)洗涤 2 次后于

−20 °C 冰箱保存。 

1.2  方法 
1.2.1  水质指标分析和运行参数 

样品②在 3 500g 下离心 3 min，取上清液

通过 0.45 μm 滤膜后进行水质分析。为防止样

品中污染物浓度随时间发生变化，送达实验室

的样品要在 24 h 内完成水质指标的分析。按照

《水和废水监测分析方法测定(第 4 版)》[10]，

对如下的污染物指标进行分析：pH 值、COD、

生 化 需 氧 量 (biochemical oxygen demand ，

BOD)、酚类、CN−、硫氰酸盐 (thiocyanate，

SCN−)、总氮(total nitrogen，TN)、NH3、总磷

(total phosphorus，TP)、总悬浮固体(total soluble 

solid，TSS)、总有机碳(total organic carbon，

TOC)、硫化物(sulfides，S2−)、油(oil)和 PAHs。

天津钢铁集团有限公司的 O/H/O 生物处理工

艺采用了一种内循环三相气升式流化床反应

器，其设计保证了高效的混合和低能耗 [11]。

在 O2 生物反应器中，温度保持在 19 °C 左右；

pH 值约为 7.01；DO 约为 3.47；水力停留时间

(hydraulic retention time，HRT)为(20±4) h；

污泥停留时间 (sludge retention time，SRT)为

(18±3) d；混合液悬浮物(mixed liquid suspended 

solids，MLSS)为(2 900±310) g/L；O2 的运行参

数如表 1 所示。 

1.2.2  DNA 提取及测序 

采用 DNA 提取试剂盒对样品①进行 DNA

提取，提取方法参照说明书进行。用 1%琼脂糖

凝胶电泳检验提取质量，质量合格后方可进行

下一步实验。参照 Deng 等[12]的方法，在 16S 

rRNA 基因的 V4 高变区，使用引物 F515 (5′-GT  
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表 1  O2 生物反应器的运行参数 
Table 1  Operational parameters of the second aerobic bioreactor O2 

Temperature 

(°C) 

pH DO (mg/L) HRT (h) SRT (d) MLSS  

(mg/L) 

Volume 

(m3) 

COD load rate  

(kg/(m3d)) 

COD removal  

rate (kg/(m3d)) 

19 (18−21) 7.01±0.16 3.47±0.35 20±4 18±3 2 900±310 1 800 0.62 0.47 

 

GCCAGCMGCCGCGGTAA-3′)和 806R (5′-GG 

ACTACVSGGGTATCTAAT-3′)进行 PCR 扩增后

送样至广东美格基因科技有限公司，使用

Illumina MiSeq PE300 测序平台对提取得到的

DNA 样品进行测序。测序所得的原始序列信息

已上传至国家微生物科学数据中心，生物项目

编号为 NMDC10018073。 

1.2.3  序列分析与功能预测 

经过测序得到了细菌的原始双端序列，

使用 Mothur[13]和 QIIME V1.7 软件 [14]进行序

列拼接和过滤低质量序列，得到的高质量序

列进行聚类获得可操作分类单元 (operational 

taxonomic unit，OTU)。OTU 通过 Ribosomal 

Database Project (RDP)分类器，基于 GreenGenes

数据库比对得到物种分类信息。通过 QIIME 计

算 α 多样性指数，通过 PICRUSt2 软件[15]进行

功能预测。 

1.2.4  数据处理及可视化 

通过 ImageGP 网站[16]绘制微生物丰度柱状

图。利用 R 语言 V4.1.2 的 Statnet 包和 circlize

包对代谢通路进行可视化。利用 vegan 包进行

RDA 分析，并通过 ggplot2 包进行美化。基于

OTU 的绝对丰度，利用 igraph 包、psych 包和

Hmisc 包，根据斯皮尔曼(Spearman)相关系数进

行相关性网络的构建，并利用 Gephi V0.9.2 进

行可视化。 

2  结果与分析 

2.1  O2 的水质指标结果 
通过 COD、BOD、酚类、CN−、SCN−、TN、

NH3、TP、TSS、TOC、S2−、油和 PAHs 共 13 项

指标分析 O2 进出水的水质(表 2)。进出水的浓

度差异显示，在经过 O2 的处理后，大部分污染

物浓度均出现了显著的下降。其中，BOD、SCN− 

 

表 2  O2 生物反应器的水质理化指标 
Table 2  Characteristics of wastewater in the second aerobic bioreactor O2 

Item Inffluent-N Inffluent-S Effluent-N Effluent-S 

COD (mg/L) 536±34 517±33 217±23 189±22 

BOD (mg/L) 113±21 103±17 5±3 4±3 

Phenols (mg/L) 0.9±0.2 0.7±0.3 0.1±0.1 0.1±0.1 

CN− (mg/L) 0.80±0.40 0.70±0.30 0.15±0.05 0.14±0.05 

SCN− (mg/L) 21.0±7.0 17.0±9.0 0.2±0.1 0.2±0.1 

TN (mg/L) 95±8 93±9 48±16 42±12 

NH3 (mg/L) 91.00±9.00 83.00±8.00 1.14±0.13 1.18±0.11 

TP (mg/L) 0.56±0.12 0.41±0.11 0.55±0.23 0.48±0.24 

TSS (mg/L) 45±8 43±4 16±5 11±6 

TOC (mg/L) 206±19 190±16 25±4 17±6 

S2− (mg/L) 3.00±0.90 2.00±0.80 0.16±0.04 0.08±0.02 

Oil (mg/L) 9.00±2.00 7.00±2.00 0.98±0.13 0.75±0.14 

PAHs (μg/L) 114±17 108±16 57±11 53±9 
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和 NH3 的下降程度最高。TP 的浓度在北池无明

显的变化，在南池中有所上升。酚类、TN 和

TSS 等的浓度也呈现了一定的下降。 

2.2  微生物群落结构 
2.2.1  微生物群落多样性指数 

通过高通量测序和数据处理，从 6 个样品

中得到了 131 652 条有效序列、7 145 个 OTU。

根据 OTU 进行统计分析，得到微生物多样性指

数(表 3)。Good’s coverage 能表示样品测序的深

度。从结果可以看出，样品的 Good’s coverage

平均为 98.22%，表明测序深度已足够代表微生

物群落的多样性。ACE 和 Chaol 指数表示样本

中微生物的丰富度，香农指数(H′)和辛普森指数

(1-D)表示样本中物种的多样性，均与样本微生

物的丰富度和多样性呈正相关。O2 的 ACE 和

Chaol 指数平均为 1 460.76 和 1 378.89，香农指

数(H′)和辛普森(1-D)指数平均为 5.80 和 0.94。

以香农指数比较 O2 与其他环境的微生物多样

性发现，O2 的微生物多样性高于同一工艺下的

O1 (香农指数为 3.37)[12]，低于市政污水处理厂

(香农指数为 6.50)[17]，并且介于土壤(香浓系数

约为 9.0−10.8)[18-19]和以深海热泉(香浓系数为

1.93)[20]为代表的极端环境之间。 

2.2.2  门水平的微生物组成 

为了揭示 O2 的微生物群落和功能，将通

过门和属水平对得到的序列分类信息进行分

析。在门水平上，共鉴定出 32 个细菌门，定

义相对丰度大于 0.5%的菌门是主要菌门，相对

丰度小于 0.5%的菌门是稀有菌门(图 2A)。主

要菌门共有 7 个，其中，变形菌门在 O2 中占

绝对优势，为 69.64%。对变形菌门进行纲水平

的分析，α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)、β-

变形菌纲 (Betaproteobacteria)和 γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria) 的 相 对 丰 度 均 高 于

0.5%，分别为 27.9%、32.6%和 9.1%。第二大

菌门为拟杆菌门(Bacteroidetes)，其相对丰度为

14.46%。绿菌门(Chlorobi)的相对丰度位居第 3，

为 3.93%。其余菌门按照相对丰度大小依次为

放线菌门(Actinobacteria，相对丰度为 3.48%)、

酸杆菌门(Acidobacteria，相对丰度为 2.22%)、

Thermi ( 相 对 丰 度 为 1.54%) 和 浮 霉 菌 门

(Planctomycetes，相对丰度为 1.51%)。 

2.2.3  属水平的微生物组成 

属水平分析结果显示，在 O2 中共有 160 个

细菌属，定义相对丰度大于 0.1%的为主要菌属，

相对丰度小于 0.1%的为稀有菌属(图 2B)。共得

到 18 个主要菌属。红游动菌属(Rhodoplanes)

是相对丰度最高的菌属，为 8.92%。其次是溶

杆菌属(Lysobacter)和硫杆菌属(Thiobacillus)，

相对丰度分别为 3.61%和 3.22%。其余主要菌

属和丰度依次为 Alicycliphilus (相对丰度为

0.16%)、白色杆菌属(Leucobacter、相对丰度为

1.91%)、B-42 (相对丰度为 1.54%)、慢生瘤根菌

属 (Bradyrhizobium，相对丰度为 1.49%)、 

 

表 3  O2 生物反应器活性污泥样本中的微生物多样性指数 
Table 3  Diversity indexes of microbial communities in the second aerobic bioreactor O2 

Samples 有效序列 

Number of quality reads 

OTUs Goodʼs  

coverage (%)

ACE index Chao1 index Shannon  

index (H′) 

Simpson  

index (1-D)

O2-N1 25 746 1 267 98.42 1 520.17 1 479.06 5.79 0.94 

O2-N2 16 816 984 97.96 1 309.47 1 181.22 5.75 0.94 

O2-N3 17 828 1 071 98.05 1 334.32 1 196.64 5.86 0.94 

O2-S1 24 277 1 328 98.25 1 588.78 1 557.51 5.88 0.94 

O2-S2 22 473 1 228 98.25 1 482.48 1 415.02 5.73 0.93 

O2-S3 24 517 1 267 98.38 1 529.40 1 425.90 5.76 0.94 
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图 2  O2 生物反应器中门水平(A)和属水平(B)的微生物结构 
Figure 2  Structure of microorganism phyla (A) and genera (B) in the second aerobic bioreactor O2. 

 

Hylemonella (相对丰度为 1.30%)、中慢生瘤根

菌属 (Mesorhizobium ，相对丰度为 0.50%) 、

Candidatus Solibacter (相对丰度为 0.38%)、Bosea 

(相对丰度为 0.37%)、硝化螺菌属(Nitrospira，

相对丰度为 0.36%)、Sphingopyxis (相对丰度为

0.35%)、伯克氏菌属 (相对丰度为 0.31%)、

Sediminibacterium (相对丰度为 0.28%)、生丝微

菌属(Hyphomicrobium，相对丰度为 0.24%)、热

单胞菌属(Thermomonas，相对丰度为 0.23%)和

Methylibium (相对丰度为 0.15%)。稀有菌属的

总相对丰度为 3.28%。除主要和稀有菌属外，

还有大量未被鉴别的菌属，相对丰度为 72.40%。 

2.3  O2 生物反应器的微生物功能预测 
利用 PICRUSt2 软件，基于 KEGG 数据库

进行功能预测。Nearest-sequenced taxon index 

(NSTI 值)可以衡量功能预测结果的准确性，O2

中的 NSTI 为 0.106±0.010，吕锡斌等研究的赤

水河流域的 NSTI 为 0.12[21]，因此，本次样本为

微生物功能分析提供了一个较适合 PICRUSt2

预测的数据集。 
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2.3.1  基于 KEGG 数据库的二级代谢通路丰度

分布 

基于功能预测的结果，共得到 43 条二级代

谢通路(图 3)。碳水化合物降解(carbohydrate  

metabolism)、氨基酸代谢(amino acid metabolism)、

辅助因子和维生素的代谢(metabolism of cofactors 

and vitamins)、能量代谢(energy metabolism)和

膜转运(membrane transport)是二级代谢通路中 

 

 
 

图 3  O2生物反应器中微生物二级代谢通路的分布 
Figure 3  Distribution of microbial metabolic level pathways in the second aerobic bioreactor O2. 
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的前五大通路，相对丰度依次为 13.11%、

12.66%、6.82%、6.79%和 5.46%。氮代谢(nitrogen 

metabolism)是能量代谢下的三级代谢通路，与

氮 循 环 相 关 。 外 源 物 质 生 物 降 解 和 代 谢

(xenobiotics biodegradation and metabolism)是

第九大二级通路，相对丰度为 3.89%，暗示 O2

中潜在的有机污染物代谢能力。鉴于 O2 在剩余

污染物矿化和硝化的功能，后续将分别对外源

物质生物降解和代谢通路及能量代谢中的氮代

谢通路进行分析。 

2.3.2  O2 中的外源物质生物降解和代谢通路

分析 

对外源物质生物降解和代谢通路进行深入

分析发现，在得到的 20 条子通路(图 4)中，苯

甲酸酯降解(benzoate degradation)、氨基苯甲酸

酯降解(aminobenzoate degradation)、氯烷烃和

氯烯烃的降解 (chloroalkane and chloroalkene 

degradation)、氟代苯甲酸酯降解(fluorobenzoate 

degradation) 和 硝 基 甲 苯 降 解 (nitrotoluene 

degradation)是前五大代谢通路，相对丰度分别 

 

 
 

图 4  O2 生物反应器中外源物质生物降解和代谢的分布 
Figure 4  Distribution of xenobiotics biodegradation and metabolism in the second aerobic bioreactor O2. 
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为 45.30%、16.41%、9.00%、8.82%和 5.38%。

特定的外源物质代谢通路揭示了微生物对焦化

废水中特定污染物的降解作用。 

2.3.3  O2 中的脱氮功能基因结果 

本研究从O2中预测了 27个与脱氮相关的基

因(图 5)。其中参与硝化作用的基因为 pmoA- 

amoA、pmoB-amoB、pmoC-amoC、hao、nxrA

和 nxrB，在氮代谢通路中的相对丰度分别为

0.21%、0.21%、0.78%、0.34%、0.51%和 0.52%。

基因 narG/H/I、napA/B、nirK、nirS、norB/C

和 nosZ 参与反硝化途径，将 NO3
−转化为氮气。

另外，还发现了异化硝酸盐还原、同化硝酸盐

还原和固氮途径，使硝酸盐和氮气还原为氨。 

2.4  O2 微生物群落共现网络分析 
为了探索 O2 中微生物潜在的相互作用，构

建了微生物共现网络。定义相对丰度大于 0.1%

的 OTU 为主要 OTU，小于 0.1%的 OTU 为稀有

OTU。本研究利用 86 个主要 OTU 构建了共现

网络(图 6)。节点的大小与对应 OTU 的绝对丰

度成正比，边表示节点之间具有的相互关系，

绿色的边代表正相关，红色的边代表负相关。

该共现网络共有 77 个节点和 237 条边，正相关

的边占 94.09%，负相关的边占 5.91%，负相关

主要表现在模块Ⅰ与模块Ⅲ之间。该网络的模

块化指数为 0.759，大于 0.4，表明其具有明显

的模块化特征。 

 

 
 

图 5  O2 生物反应器中氮循环途径和相关基因的相对丰度 
Figure 5  Nitrogen transformation pathways and relative abundance of related genes in the second aerobic 
bioreactor O2. 
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图 6  O2 中微生物互作网络分析 
Figure 6  Microbial co-occurrence network analysis in the second aerobic bioreactor O2. 

 

度(degree)表示节点之间的连接数量，是判

断关键类群指标。OTU1072787、OTU815596

和 New.CleanUp.ReferenceOTU10373 是模块Ⅱ

至网络中度最高的 OTU，均为 12，表明这     

3 个 OTU 是模块Ⅱ整个网络的核心 OTU，其中

前 2 个 OTU 分别属于溶杆菌属和 Candidatus 

Solibacter，第 3 个 OTU 的属无法鉴别。模块Ⅳ

核心 OTU 为 OTU275053 和 New.CleanUp. 

ReferenceOTU13111，度均为 8，均属于红游动

菌 属 。 模 块 Ⅰ 和 Ⅲ 的 关 键 OTU 分 别 为

New.ReferenceO-TU8 和 OTU329751，度分别为

11 和 10，均无法鉴别其菌属。 

2.5  环境因子与微生物菌群的相关性 
基于 COD、酚类、CN−、SCN−和 NH3 这

5 种环境因子与主要菌属进行相关性分析。首

先在 R 语言中对菌属的数据进行去趋势对应分

析(detrended correspondence analysis，DCA)，

结果显示 Axis Lengths 的第一轴为 0.22，因此

决定使用 RDA 分析。RDA 分析结果(图 7)中，

蓝色带箭头线段表示环境因子，红色的表示主

要菌属，线段长度表示相关性大小，红蓝线段

所成夹角的角度越小表示正相关性越大。结果

显示，除 B-42、Sediminibacterium 和硝化螺菌

属外，环境因子 COD、SCN−、CN−和酚类与所 
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图 7  O2 生物反应器中优势菌属与环境因子的 RDA 分析 
Figure 7  The relationship between major genera and environmental factors in the second aerobic 
bioreactor O2. 

 
有菌属皆呈负相关。NH3 与中慢生根瘤菌属呈

正相关，与其余菌属呈负相关。Hylemonella、

Alicycliphilus 、 Sphingopyxis 、 Candidatus 

Solibacter、热单胞菌属、白色杆菌属和 Bosea

等主要菌属与 5 种环境因子均呈负相关。 

3  讨论与结论 

3.1  讨论 
3.1.1  O2 的水质指标和功能分析 

进出水的水质结果反映了 O2 的降解残留

污染物和硝化功能。COD 和 BOD 分别降低了

61.44%和 95.83%，BOD/COD 比值为 0.02，表

明在 O2 中几乎实现了可生物降解污染物的彻

底去除，显示出 O2 的高效污染物矿化能力。酚

类、CN−和 SCN−分别消除了 87.50%、80.67%

和 98.95%，这些毒性污染物的去除能促进硝化

细菌的生长[3,9,22]，提高 O2 的硝化效率。在硝化

方面，O2 中 NH3 的浓度下降了 98.67%，这得益

于硝化细菌的氨氧化作用。另外，TN 在 O2 也

得到了 52.13%的消除。总之，根据进出水口污

染物指标的检测，表明 O2 具有高效的污染物降

解和完全硝化作用，有助于废水的达标排放和

工艺的脱氮。 

3.1.2  O2 的微生物组成特征 

α 多样性能表示一个群落中微生物个体、

数量和分布情况，同时也能用于群落间的比较。
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基于 OTU 的组成，利用 QIIME 计算 O2 的 α 多

样性指数。比较同一工艺下的 O1，其香浓指数

为 3.37，而 O2 为 5.80，这表明 O2 的微生物多

样性高于 O1，推测 O1 作为工艺的首个反应器，

接受高毒性的一级处理出水，导致 O1 的物种组

成趋向单一。与香农指数为 6.50 的市政污水处

理厂比较表明，尽管 O2 的毒性较低，但其中的

工业污染物对微生物仍具有一定的毒害作用，

使得 O2 的微生物多样性比市镇污水低。综合土

壤(香农指数约为 9 到 10.8)和以深海热泉(香农

指数约为 1.93)为代表的极端环境的比较表明，

O2 的微生物多样性处于中下水平。 

门水平分析显示，在 O2 中存在 7 个主要菌

门，分别为变形菌门、拟杆菌门、绿菌门、放

线菌门、酸杆菌门、Thermi 和浮霉菌门。变形

菌门占据最优势的地位，该菌门下的 α-变形菌

纲、β-变形菌纲和 γ-变形菌纲均能对有机物进

行消除[23-24]，在污染物降解中发挥作用。拟杆

菌门的相对丰度仅次于变形菌门，有研究[25]表

明其具有降解酚类的能力，这有助于硝化细菌

的活动。绿菌门的相对丰度为 3.93%，是一类

不产氧的光合生物，有研究显示其具有氧化还

原硫化物的能力[26]。通过结合水质分析和门水

平分析，我们推测变形菌门以其绝对的丰度和

降解有机物的能力成为主要的 COD 和 BOD 降

解类群，拟杆菌门和绿菌门参与了酚类和 S2−

的降解。通过门水平分析证明了 O2 废水中主要

菌门参与了剩余污染物的降解。 

属水平结果表明，红游动菌属是 O2 中最优

势的细菌属，该菌属可能降解酚类、S2–和

SCN−[27]。溶杆菌属为次主要菌属，研究表明该

菌属能降解焦化废水中的石油烃，有助于 COD

的消除[28]。硫杆菌属在污染物降解中发挥重要

作用，能够降解 SCN−，并且进行反硝化和难降

解有机物的降解[29]。从微生物组成结果来看，

可以推测主要菌门和菌属是 O2 进行 COD、

SCN−和酚类等剩余污染物降解的类群。 

参与硝化的细菌一般分为 2 种，即氨氧化

细菌(ammonia-oxidizing bacteria，AOB)和亚硝

酸盐氧化细菌(nitrite-oxidizing bacteria，NOB)。

亚硝化弧菌属是主要的 AOB[30]，其相对丰度为

0.02%，属于稀有菌属。对于 NOB，硝化螺菌

属是唯一与硝化相关的主要菌属，另外还有相

对丰度为 0.005%的硝化杆菌属(Nitrobacter)[30]。

由于相对丰度较大，我们推测硝化螺菌属是 O2

中主要的 NOB。鉴于亚硝化弧菌属丰度较小，

而且最近的研究表明部分硝化螺菌属是全程氨

氧化细菌，能独立完成整个硝化过程，即同时

具有氨氧化和亚硝酸盐氧化功能[31]。因此我们

在此提出了 2 个假设：(1) 在 O2 中，硝化螺菌

属具备 AOB 和 NOB 的功能；(2) 在 O2 中，亚

硝化弧菌属是主要的 AOB，硝化螺菌属是主要

的 NOB。这 2 个假设将在接下来对功能预测结

果的分析中得到验证。 

最后需要注意的是，属水平分析结果中可

预测的菌属不足 30%，仍有约 70%是未被鉴定

的菌属，其中可能蕴含着丰富的微生物资源。 

3.1.3  O2 的微生物功能分析 

利用 PICRUSt2，基于 KEGG 数据库进行

功能预测，可以验证 O2 中的功能类群对污染物

的代谢作用。根据二级通路预测的结果，碳水

化合物降解、氨基酸代谢、辅助因子和维生素

的代谢、能量代谢和膜转运的相对丰度最高。

由于与细菌的生命活动息息相关，因此这 5 条

二级代谢通路丰度最高。在外源物质生物降解

和代谢通路中，前五大代谢通路为苯甲酸酯降

解、氨基苯甲酸酯降解、氯烷烃和氯烯烃的降

解、氟代苯甲酸酯降解和硝基甲苯降解。在苯

甲酸酯降解通路中，catA 和 ligA 的相对丰度分

别为 4.97%和 4.45%，能介导邻苯二酚和 3,4-
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二羟基苯甲酸的开环。氨基苯甲酸酯降解通路

中 abmG 的相对丰度为 12.32%，能脱去邻氨基

苯甲酸的羧羟基并加上辅酶 A，最终进入苯甲

酸降解途径。在氟代苯甲酸酯降解通路中，

K01061 对应坎利酮水解酶，能介导 5-氟粘康酸

内酯和 4-氟粘康酸内酯的开环。nemA 在硝基甲

苯降解通路中参与三硝基甲苯降解的起始反

应，还原其上任一硝基。上述的基因广泛分布

在主要菌属中，红游动菌属、中慢生根瘤菌属、

慢生根瘤菌属和伯克氏菌属均具有上述基因。

通过对外源生物降解和代谢通路的分析，证明

多个主要菌属参与酚类和难降解 COD 的去除。 

氮代谢的功能预测结果包含了 23 个与脱

氮相关的基因，组成了多个氮循环途径。在 O2

中，硝化作用使 NH3 得到了 98.67%的降解，这

体现了硝化基因的作用。pmoA/B/C-amoA/B/C

编码的氨单加氧酶将氨转化为羟基氨，hao 编

码羟胺脱氢酶将羟基氨氧化为 NO2
−，完成氨氧

化过程。nxrA/B 编码硝酸盐氧化还原酶将 NO2
−

氧化为 NO3
−，完成亚硝酸盐氧化，实现 O2 的

完全硝化作用。预测结果还显示，亚硝化弧菌

属只具有 pmoA/B/C-amoA/B/C 和 hao，硝化螺

菌属和硝化杆菌属只具有 nxrA/B。其中，硝化

螺菌属在 NOB 中对 nxrA/B 的贡献率均为 87%，

表明硝化螺菌属是主要的 NOB。这验证了微生

物组成分析中提出的假设(2)，O2 中的硝化螺菌

属不属于全程氨氧化细菌，即亚硝化弧菌属和

硝化螺菌属分别作为 O2 中的 AOB 和主要的

NOB。虽然从结果来看，亚硝化弧菌属的相对

丰度较小，而且硝化基因的丰度与其他氮循环

基因，尤其是氨化基因的丰度相比无明显优势，

但有研究表明硝化基因的表达活性远高于其他

氮循环途径的基因[32]，因此 O2 中氨氮的去除率

高达 98.67%。 

根据 TN 去除的效果，我们认为 O2 中 TN

的去除主要通过 2 个途径：一是同步硝化反硝化，

这是由于污泥中存在好氧反硝化细菌和污泥絮

凝体能形成微缺氧区执行厌氧反硝化功能[33]。功

能预测结果显示，O2 存在反硝化基因 napA/B、

narG/H/I、nirK、nirS、norB/C 和 nosZ。napA/B

和 narG/H/I 编码硝酸盐还原酶(Nap 和 Nar)，将

NO3
−还原成 NO2

−。nirK 和 nirS 编码亚硝酸盐

还原酶(Nir)将 NO2
−还原为 NO，norB/C 编码

NO 还原酶(Nor)还原 NO 为 N2O，最终由 nosZ

编码 N2O 还原酶(Nos)将 N2O 还原为氮气。Nap

受氧气影响较小，Nar 的活性则容易受到氧气的抑

制[34]，分别是好氧和厌氧反硝化细菌参与反硝化

的关键酶。功能预测结果还显示，napA/B 分布在

中慢生瘤根菌属[35]和假单胞菌属(Pseudomonas，

相对丰度为 0.04%，为稀有菌属) [34]中，这些菌属

都属于好氧反硝化细菌。narG/H/I 则分布在脱氮

杆菌属(Denitrobacte，相对丰度为 0.02%，为稀

有菌属)等厌氧反硝化菌中[36]。另一 TN 去除途

径是微生物同化作用[9]，基因 glnA 的存在能印

证该作用，该基因编码的酶能将 NH3 转化为左

旋谷氨酰胺。反硝化和微生物同化的共同作用

使得 O2 具备了一定程度的 TN 消除能力。 

3.1.4  微生物共现网络结果分析 

本研究构建了微生物共现网络，能预测群

落中微生物的互作关系，确定核心物种。共现

网络结果显示正相关的边占比较大，表明 O2

微生物的相互关系主要以协同共生为主。网络

中的核心 OTU 属于溶杆菌属、Candidatus 

Solibacter 和红游动菌属。溶杆菌属在植物病害

的防治上具有良好的应用前景，其具有广谱的

微生物拮抗作用，能抑制真菌、细菌及线虫的

活性[37]。然而，在本研究中却发现溶杆菌属与

其他菌属多呈协同共生的关系，而非拮抗作用，

这表明在 O2 中，溶杆菌属可能为适应特殊的环

境而改变了其与其他细菌的关系。与溶杆菌属类
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似，Candidatus Solibacter 也在网络中与其他细

菌呈协同共生的关系。有研究表明 Candidatus 

Solibacter 具有抗重金属的作用 [38]，另外也有

研究表明该菌属能降解砷[39]。对于红游动菌属，

我们在微生物组成特征和功能的分析中已经证

明了其具有降解酚类和 SCN−等毒性污染物的

能力。因此，推测 Candidatus Solibacter 和红游

动菌属能减轻污染物的毒害作用，提高其他微

生物的活性，从而表现出协同共生关系。 

总而言之，尽管存在无法鉴别的 OTU，但

至少可以确定溶杆菌属、Candidatus Solibacter

和红游动菌属在 O2 生态中占有关键地位。同时

未知 OTU 的存在也表明 O2 这一特殊的生境孕

育了独特的微生物群落，其中蕴含着潜在而丰

富的微生物资源。 

3.1.5  主要菌属与环境因子的相关性分析 

通过相关性分析，能够阐明菌属对污染物

的降解作用，同时也能揭示环境因子对菌属的

促进或抑制关系。结果显示，红游动菌属、溶

杆菌属等菌属与酚类、CN−、SCN−等污染物呈

负相关，硝化螺菌属与 NH3 呈负相关，显示出

主要菌属对污染物的降解作用，与前人的研究

相一致。从整体上看，COD 和 NH3 与菌属的相

关性最高，这说明 O2 的微生物群落主要受到

COD 和 NH3 的影响。COD 与大部分菌属呈现

的负相关性，一方面是由于酚类、SCN−和 S2−

为 COD 的主要组成，微生物通过降解这些物质

来获得生长所需的物质和能量；另一方面是酚

类和 SCN−对微生物尤其是硝化细菌有毒害作

用[40-41]。然而，本研究的 RDA 结果却显示硝化

螺菌属与 COD 呈较小的正相关，推测硝化螺菌

属可能适应了高毒性的焦化废水，这或许能为

废水处理提供一种具有耐毒性的 NOB。NH3 与

大部分菌属呈负相关，因为高浓度的 NH3 对微

生物具有抑制作用[42]，这抑制了 O2 的剩余污染

物降解作用。主要菌属中只有中慢生根瘤菌属

与 NH3 有正相关性，该菌属是一种固氮细菌[43]，

其将氮气转化为 NH3，影响了 O2 的硝化性能，

但该菌属也验证了 H 生物反应器的反硝化效能。 

3.2  结论 
通过 16S rRNA 基因测序组学分析，我们

揭示了焦化废水 O/H/O 生物处理工艺中二级好

氧生物反应器 O2 的微生物结构和功能特征。 

(1) O2 中变形菌门占绝对优势，主要菌属红

游动菌属、溶杆菌属、硫杆菌属是负责剩余污

染物矿化的主要功能类群。亚硝化弧菌属和硝

化螺菌属分别是主要的 AOB 和 NOB。 

(2) O2 的外源物质生物降解和代谢通路中

主要涉及苯甲酸酯降解、氨基苯甲酸酯降解、

氯烷烃和氯烯烃的降解、氟代苯甲酸酯降解和

硝基甲苯降解，这些功能通路与 COD 和酚类等

污染物的降解有关，验证了 O2 降解剩余污染物

的作用。氮代谢中，基因 pmoA/B/C-amoA/B/C、

hao 和 nxrA/B 组成了完整的硝化途径，验证了

O2 的硝化作用。 

(3) 共现网络结果表明溶杆菌属、Candidatus 

Solibacter 和红游动菌属是 O2 生态中的重要菌

属，可能通过抑制污染物的毒性促进其他微生

物的生长，与其他微生物构成协同共生关系。 

(4) RDA 分析显示 COD 和 NH3 是影响 O2

微生物群落最主要的环境因子，这 2 种环境因

子的浓度将影响 O2 微生物的丰度及其对污染

物的降解。 
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