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降解苯胺和氯苯胺类污染物好氧污泥颗粒化及微生物种群结构分析
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摘 要：以序批式气提生物反应器（F*GH）为平台，研究了苯胺和氯苯胺类有毒有机废水处理过程好氧污泥颗粒化。
结果表明，通过缩短污泥沉降时间、逐步提升目标污染物进水负荷，反应器连续运行 /个月，最终在污泥沉降时间
’:;C、IJK负荷 )L$ ( /L&M,4（:/·A）、苯胺和氯苯胺负荷 )M,4（:/·A）条件下实现污泥颗粒化，IJK、苯胺和氯苯胺去除
率分别稳定在 0$N、00L0N以上；获得的成熟好氧颗粒粒径在 $L!’ ( #L’::，FJOH稳定在 )’$:,KJ4（,PFF·Q）以上，
颗粒污泥 9RF中 RS含量为 #%L$ T )L0:,4,PFF，RS4RF比值为 &L’:,4:,，苯胺类比降解速率达 $L)%,4（,·A）；应用
RIH8KUU9分子指纹图谱技术分析了稳定运行的颗粒化反应器内好氧污泥微生物种群结构，结果表明好氧颗粒内
主要细菌分属!8!"#$%#&’($%")’、!8!"#$%#&’($%")’ 及 *+’,#&’($%")’ 等类群，优势菌为 !-%./#0#1’- -V@、*+’,#&’($%").0 -V@；
与已获得的降解氯苯胺好氧颗粒相比，苯胺存在下培养获得的好氧颗粒污泥微生物菌群结构更为丰富。
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0$年代中后期，国内外研究者先后发现在具有
兼氧4好氧环境、水力条件良好的 OFG、FGH 等生物
反应器中可形成结构致密、沉降性能好、抗冲击负荷

能力强的好氧颗粒污泥，并在好氧颗粒污泥的形成

条件、脱氮除磷特性及其功能菌群等方面进行了较

深入的研究［)，#］，有关降解有毒有机物污泥颗粒化的

研究相对较少［/ ( ’］。本研究在前期已有工作基础

上［&］，从苯胺作为氯苯胺的结构类似物、强化氯苯胺

类生物降解效率出发，以苯胺和氯苯胺类有毒有机

物作为目标污染物，通过控制进水污染物负荷、污泥

沉降时间、水力剪切力等操作条件，探索研究降解苯

胺、氯苯胺好氧污泥的颗粒化，并在分子水平上解析

苯胺存在下培养获得的降解氯苯胺好氧颗粒污泥的

微生物种群结构差异。

! 材料和方法

!"! 主要试剂和仪器
苯胺、氯苯胺等化学试剂购于华东医药股份有

限公司；/F 柱离心式环境样品 KS* 回收试剂盒
P#L#购于上海申能博彩生物科技有限公司；引物及
其它 RIH反应试剂购自 16X6H6公司；UY3AZ;2[C6 "
型染料购于北京博大泰克生物基因技术有限责任公

司；牛血清白蛋白等其它生化试剂购自生工生物工

程（上海）有限公司。;I<B32\ .Q2\:63 I<B32\、KIYA2
F<-.2:及 U23KYB#$$$凝胶成像系统（G;Y8\6A，美国）；
高效液相色谱仪 )’#’二元泵4#!%"双通道紫外检测
器4")"V3+-自动进样器（]6.2\-，美国）；研究显微镜
K^_G4WIJ_;.2（_2;B6，德国）；环境扫描电镜 ‘_8/$8
9F9 （̂RQ;3;V，荷兰）；紫外分光光度计 OP8#!$)RI
（FQ;:6A>+，日本）；溶氧仪 ^JK9_’#（aFb，美国）。
!"# 反应器操作参数
实验选用序批式气提生物反应器（F*GH），该反

应器由内外两套管与上部分离区构成，高 "!B:，升
流管内径 ’B:，降流管内径 %B:，高径比 & c)，有效容
积 ’_；反应器底部进水，根据污泥沉降性能从中部出
水，由曝气机在反应器底部均匀布气［&］。F*GH进水
以模拟有机废水与多种目标污染物混合配制而成，其

中目标污染物为苯胺（*S）、#8氯苯胺（#8I3*）、/8氯苯
胺（/8I3*）、!8氯苯胺（!8I3*）和 /，!8二氯苯胺（/，!8
KI3*），模拟有机废水与微量元素组成参见［&，"］。反应
器接种污泥取自杭州市四堡污水处理厂曝气池的絮

状活性污泥，接种污泥 ^_FF为 /L’,4_。
F*GH在 #’ T #d恒温下运行，由 R_I系统控制

进水（兼氧）4曝气4沉降4排水交替时间，体积交换率



!"#，升流管、降流管 $%分别为 !&’、’&()*+,，表 - 为反应器主要操作条件。
表 ! "#$%好氧颗粒污泥颗粒化过程操作条件
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!&’ 常规分析方法
!&’&! 5R、G%$、S,T??+S,??、?T、?TI、?%UB、比重、
含水率等指标：均按标准方法测定。

!&’&( 颗粒污泥粒径：采用湿式筛分法，颗粒样品
经磷酸缓冲液（5R !&’）适度清洗后，依次通过网眼
为 E、J&(、(&D、(、-&(D、"&K、"&ED))的不锈钢标准筛
进行粒径分析；污泥样品镜检与扫描电镜预处理方

法参见文献［F］。
!&’&’ 目标污染物分析：废水经 !E"" V * 离心
-")89、"&((%)滤膜过滤后，采用 RW,G分析。检测
条件选用：X%BA@Y L:185<2 Y$APG-F 分离柱（E&’))
V -D"))，D%)）；检测波长 (E" 9)；流动相为甲醇+磷
酸溶液（5R J&F）DD+ED，流速 -&"),+)89，进样量
D%,，柱温 (DZ。
!&’&) 胞外多聚物（LW?）：泥水混合液经 WA?清洗
后，冰浴、D"[、("\R]条件下超声 E次（每次 J"<，间
隔 -"<），经 -E""" V *离心 (")89后上清液即含污泥
中的 LW?；酚P硫酸法测定 LW? 中多聚糖含量，以牛
血清白蛋白为标准物的考马丝亮蓝法测定蛋白含

量［J］。

!&’&* 邻苯二酚双加氧酶活测定：取泥水混合液
-"),，WA?清洗 J次后加入石英砂和甲苯一并研磨
至污泥变为浆状，F""" V *离心 (")89取水层（中间
层），再经 -(""" V *离心 -D)89，中间层即为蛋白提
取液，蛋白含量测定参见文献［K］；G(J%、G-(%酶活
测定与计算方法参见文献［-"，--］。
!&) !+" ,-.# /0%、-112和序列分析
!&)&! -’? 6$N@提取：采用环境样品 $N@回收试
剂盒进行总 $N@提取和纯化，-&"#琼脂糖凝胶电
泳判定基因组 $N@完整性，于 ^ ("Z保存。
!&)&( WGB扩增：选用细菌通用引物 _GPWBA@JJF=
（ D‘PG_GG_____G_G_GGGG___G____G_____G@G
______@G.GG.@G___@__G@_G@_PJ‘）和 WBUN

D-F6（D‘P@..@GG_G__G._G.__PJ‘）进行 WGB 扩增，
其中下划线部分为“_G 夹”；WGB反应采用 D"%,体
系，反应条件：KEZ -")89；KEZ J"<，DDZ J"<，!(Z
’"<，J"个循环；!(Z !)89；扩增产物经 -&D#@*/64<2
胶检验后于 ^ ("Z保存。
!&)&’ $__L：F#聚丙烯酰胺凝胶中加入 F"%,
-"#@W?和 -F%, .LSL$ 溶液，变性梯度范围 J"#
C ’"#（-""#变性剂包含 !S尿素和 E"#去离子甲
酰胺）；-D%,上样缓冲液与 J"%, WGB产物混合后上
样，(" C E"T预电泳 J")89，-D" C -’"T电压、’"Z恒
温电泳 D C ’3；电泳结束后 _41;O82M9/ "型染料避光
染色 (" )89，;R(%浸洗胶片 D)89，洗去表面溶液后
进行图像采集。

!&)&) 割胶回收 $N@、克隆测序：将含目标条带的
凝胶块割下、挤碎后，加入 D"%, .L（5R a F）、EZ放
置 -’3；J!Z水浴 (3后，EZ冰水中静置 "&D3，F"""
V * 离心 -)89，取上清回收 $N@ 模板进行 WGB 扩
增，引 物 为 WBA@ JJF=（ D‘P@G.GG.@G___@__
G@_G@_PJ‘）和 WBUN D-F6（ D‘P@..@GG_G__G._
G.__PJ‘）；WGB程序如下：KEZ D)89；KEZ J"<，DDZ
J"<，!(Z ’"<，JD个循环；!(Z ! )89。克隆测序由上
海泽衡生物技术有限公司完成，测序结果在

_29A/9b 中比对分析。相关序列应用 $N@S@N
（O26<849 D&(）进行比对，并构建系统发育树，用
A447<76/5分析评估树的稳定性。

( 结果

(&! "#$%污泥颗粒化过程
根据反应器运行期间的污泥形态、沉降性能与

污染物降解的变化趋势，可将整个好氧污泥颗粒化

过程分为启动期、颗粒污泥形成期、颗粒污泥生长期

和颗粒污泥成熟期，有关污泥性状见图 -和表 (。
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图 ! "#$%反应器污泥颗粒化过程污泥形态变化
!"#$% &’()*’+’#, ’- ./(’0"1 2+34#/ 43("5# ./(’0"1 #(.53+.6"’5 "5 789:$

表 & "#$%反应器不同运行阶段污泥表征
;.0+/ < =*.(.16/("26"12 ’- #(.53+.( 2+34#/ "5 4"--/(/56 ’)/(.6"’5 26.#/2

76.#/
:/23+62

&>77
?（#?>）

&>@77?&>77
?A

B--+3/56 77
?（#?>）

7@C
?（D>?#）

7:;
?（?4）

&"5"D.+ 2/66+"5# E/+’1"6,
?（D?*）

7//4 2+34#/ FGH I% J %KL J M N
!76.(6O3) %G%H P HGQN FKGF P RNGN LG<< P %G<N %LHG< HGF M N

" S(.53+/2 -’(D.6"’5 HGFF P NGQL RKG% P RQGI LGH P LGNF ILG< %LGR T %L
# S(.53+/2 #(’U6* FGH% P NGKI RLGI P NLGH LGKK P %G<K I%G< IGN T FL
$ S(.53+/2 D.63(.6"’5 IGFK P IGIQ NIGH P NNG% LGQH P %GLL HI IGR I<G%

&’!’! 启动期：789:在污泥沉降时间 ND"5、=VW负
荷 LGH P LGNX#?（DF·4）、苯胺和四种氯苯胺负荷各为
H P %L#?（DF·4）条件下启动 %H4，苯胺和 F 种单氯苯
胺出水浓度均小于 LGHD#?>，去除率逐渐达到 QHA
（图 <），出水 =VW 浓度小于 %LLD#?>（图 F）；而且
F，KOW=+8不能得到有效降解，去除率仅为 HLA。在

较短的污泥沉降时间选择压下，沉降性能较差的分

散、细小絮体污泥不断被洗出，反应器污泥 &>77降
至 %G%H#?>；两周后反应器内出现粒径约 LGHDD 的
细小污泥颗粒，污泥最小沉降速率也从接种时约

%D?*增加到 ND?*左右，7@C达 %LHG<D>?#，与絮体活
性污泥相差不大［%，N］。

图 & "#$%污泥颗粒化过程苯胺和氯苯胺去除情况
!"#$< :/D’E.+ )/(-’(D.51/2 ’- .5"+"5/ .54 1*+’(’.5"+"5/2 43("5# 2+34#/ #(.53+.6"’5 "5 789:$

&’!’& 颗粒污泥形成期：反应器污泥沉降时间减至
ID"5、苯胺和 K种氯苯胺负荷各增至 %L P <L#?（DF·4），
继续运行 FL4出水 =VW维持在 QLD#?>以下（图 F），

出水苯胺和 F种单氯苯胺均未检出，F，KOW=+8降解
效率略有改善，平均去除率达 IHA。该阶段污泥小
颗粒及部分沉降性能较好的絮状污泥持留在反应器

IHI YZ[ >".5# !" #$ $ ?%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（<LLR）KR（K）



内，污泥浓度明显提高，!"## 比启动期提高了
$%&’达()*+,-"，污泥最小沉降速率提高到$.)/0-1，
#23降至 4+0"-,左右，与启动期污泥性状已有明显
区别。

!"#"$ 污染负荷提高期：为培养高活性降解苯胺和
氯苯胺类的好氧颗粒污泥，#567运行 %(8后，进水
苯胺和氯苯胺类负荷分别逐渐提升至 &++,-（0.·8）、
表面气速增至 &)%90-:，期间 ;<=出水浓度逐渐稳
定在 >+0,-"左右，出水苯胺和单氯苯胺均未检出，
.，%?=;@5去除率由 4/’提升至 */’以上，*+8后稳
定在 **’以上。在较强的水力剪切力下，随着反应
器进水苯胺和氯苯胺类负荷对好氧颗粒污泥选择压

的持续增强，反应器污泥浓度经历了从高到低、再稳

定的过程，!"## 最终稳定在 4,-" 以上，污泥龄达
4)(8。形成的好氧颗粒粒径在 +)/ A &)$00，污泥最
小沉降速率达 .+0-1以上，#23稳定在 4+0"-,左右。
!"#"% 高负荷稳定运行期：#567 运行 $++8 后，污
泥沉降时间降至 /0BC，反应器在高苯胺氯苯胺类负
荷下稳定运行。进水 ;<=负荷 $)& A .)+D,-（0.·8）
条件下，出水 ;<=浓度稳定在 4+0,-"左右，去除率
大于 *+’（图 .）；苯胺、氯苯胺类负荷均维持在
$(+ A &++,-（0.·8），出水均未检出；反应器 !"## 维
持4).% A 4)4*,-"，污泥最小沉降速率达 4&)$0-1，#23
降至 /40"-,，反应器污泥主要指标相对稳定。由此
表明，在该操作条件下成功地实现处理苯胺氯苯胺

类有机废水好氧污泥的颗粒化。

图 $ &’()污泥颗粒化过程 *+,负荷与去除性能
EB,F. ;<= @GH8BC,: HC8 IJ0GKH@ LJIMGI0HC9J: GM #567 8NIBC, :@N8,J
,IHCN@HOBGCF

!"! 目标污染物降解性能
反应器运行 $/8出现污泥小颗粒，污泥苯胺类

（含氯苯胺）比降解速率增至 +)++(,-（ ,·8）（以
!"2##计）（图 %），可见通过驯化污泥初步富集了可
降解苯胺、氯苯胺类的功能菌；随其负荷的逐步提高

（约 $D,-（0.·8））和污泥颗粒的逐渐形成（图 $），污
泥苯胺类比降解速率逐渐提高到 +)$(+,-（,·8），去
除率稳定在 **’以上。因此通过污泥颗粒化，可明
显提高好氧污泥降解苯胺、氯苯胺类活性。

图 % &’()污泥颗粒化过程苯胺类比降解速率变化
EB,F% #LJ9BMB9 5P-;@5: 8J,IH8HOBGC IHOJ: GM HJIGQB9 :@N8,J 8NIBC,
,IHCN@HOBGC BC #567F

图 - 成熟好氧颗粒降解苯胺和氯苯胺动态
EB,F/ =J,IH8HOBGC 8RCH0B9: GM 91@GIGHCB@BCJ: BC ,IHCN@HOJ8 #567 BC GCJ 9R9@JF

在苯胺和氯苯胺混合浓度高达 .(&0,-"时，成
熟颗粒污泥对 5P和 ;@5:的去除率均!**’。从整
个苯胺氯苯胺降解动态来看（图 /），经 &1苯胺完全
降解，%种氯苯胺仅降解了 %+’左右，&1后 .种单氯
苯胺得到完全降解，而 .，%?=;@5降解主要发生在单
氯苯胺降解完全后 %1内。可见几种同系污染物共
存下，颗粒污泥降解苯胺、单氯苯胺与 .，%?=;@5存
在优先降解或依次降解现象。与已报道的降解氯苯

胺好氧颗粒污泥相比［4］，实验获得的好氧颗粒污泥

在 (+0,-"苯胺存在下降解 &?;@5、.?;@5、%?;@5和 .，
%?=;@5过程遵循一级反应动力学，速率常速 D分别
为 +)/4、+)/$、+)%(和 +)&$ 1S $，其单氯苯胺降解的 D
值均要高于相同氯苯胺负荷下降解氯苯胺好氧颗粒

的相应 D值（&?;@5、.?;@5、%?;@5和 .，%?=;@5降解速
率常速 D分别为 +)/&、+)%(、+)%/和 +)&. 1S $），因此

可以认为苯胺强化了好氧颗粒污泥的氯苯胺类生物

>/4朱 亮等：降解苯胺和氯苯胺类污染物好氧污泥颗粒化及微生物种群结构分析 F -微生物学报（&++>）%>（%）



降解效率。

!"# 成熟好氧颗粒理化特性
!"#"$ 颗粒粒径与沉降性能：实验获得的成熟颗粒
污泥为圆形或椭圆形，呈现橙黄色，粒径在

!"#$ % &"$’’的好氧颗粒质量分数占 ()"*+，与部
分文献报道的厌氧颗粒和以易降解基质培养的好氧

颗粒相比，粒径相对较小［&，,&］，这与运行过程中水力

剪切力、进水基质种类与负荷等操作参数有关。成

熟颗粒污泥最小沉降速率达 *!’-. 以上（表 &），远
大于传统絮状污泥［,&，,(］，其 /)"$+的含水率也明显
低于接种污泥（//"*+）。
!"#"! 耗氧速率（0123）：实验获得的成熟颗粒污
泥 0123达 ,$#’451-（4600·.），明显高于接种污泥
的 0123（&*’451-（4600·.）），同样也高于一般絮状
活性污泥的 0123，约 $!’4-（4·.）［,，)］。
!"#"# 胞外多聚物（780）：780通常由多糖（80）、蛋
白质（89）、糖蛋白、核酸、磷脂和腐殖酸等组成，在
生物膜、生物颗粒的形成过程中起着重要的作用。

实验获得的成熟好氧颗粒污泥 780中 89含量从接
种污泥的 #"&’4-4600增至 &("! : ,"/’4-4600，80含

量从 ,"&’4-4600增至 #"; : ,"&’4-4600，89-80比值
则从 ;"$’4-’4提高到 *"$’4-’4；可见随着好氧颗粒
污泥的形成，其 89、80 含量分别增至接种污泥的
*")倍和 ;"*倍，同时 89-80比值增加到初始的 ,"/
倍，推测在好氧污泥颗粒化过程 780 中 89的大量
生成，既可在好氧饥饿期提供一定的碳源和能源，又

利于提高细胞表面疏水性，从而一定程度上提高了

颗粒内微生物的抗毒物冲击能力，与已有部分研究

结果相一致［(，,;］。

!"#"% 好氧颗粒污泥结构：成熟好氧颗粒污泥具有
致密、规则、较为光滑的外表面（图 *<=），颗粒外层
富含丰富的微生物群落，如类球菌、类短杆菌等，以

及少量纤毛和丝状物（图 *<>），表层存在的空穴可
能是基质、1& 的传输通道；颗粒内部以类球菌、类短

杆菌为主，同时存在不规则的空隙（图 *<?）。此外，
颗粒外表的类球菌和类短杆菌被 780 包埋交织在
一起，分布比颗粒内部空隙表面更为紧密，这种结构

赋予好氧颗粒污泥具有良好的颗粒强度、沉降性能

和生物活性。

图 & 成熟颗粒污泥扫描电镜图
@A4B* CDEFGH DHGIJAK 4GDLFMH IJNHGOHP JQ NKDLLAL4 HMHKEGIL ’AKGINKIRQB =：S.IMH 4GDLFMH；?：TLEHG NFGUDKH；>：1FEHG NFGUDKHB

!"% 颗粒污泥微生物种群多样性
对稳定运行 &(!P 的 0=?3 反应器内好氧颗粒

污泥 ,*0 G59= 6;的 8>3<5VV7凝胶上的 ,,条可能
代表优势细菌的条带进行割胶回收、克隆测序，通过

?MDNE程序与 VHL?DLW中的核酸数据进行比对分析。
结果表明（表 ;），?DLP5、?DLP7、?DLP@ 和 ?DLPX 为
0=?3反应器培养获得好氧颗粒污泥的特异性条
带，其中 ?DLP5 与 !"#$%&’&()" NRB =9;! 菌株的一
致性为 /*+，?DLP@与 !"#$%&’&()" NRB 8X5<, 菌株
的一致性达 /)+，*)(PX与 +,)-&.)/0#12$’ /&,$’()1
（3AKWDGP #0 ), B，&!!;）一致性高达 /*+，与 ?DLP7一
致性最高的菌种为从环境样品中分离的不可培养细

菌；可见实验获得的好氧颗粒污泥内主要细菌分别

属于!<!1&0#&.)/0#12)、"<!1&0#&.)/0#12)、+,)-&.)/0#12) 等
类群，优势菌为 !"#$%&’&()" NRB，+,)-&.)/0#12$’ NRB。

表 # 部分优势菌 $&’ ()*+ ),,-片段测序分析结果
YDJMH ; Y.H NHZFHLKHN IU NHOHGDM ,*0 G59= 5VV7 UGD4’HLEN

?DLP 5DEHJDNH ’DEK. [AE. DKKHNNAIL 91B AL RDGHLE.HNHN TPHLEAEQ-+ 8.QMI4HLHEAK 4GIFR
= 3/2%&-&1)4 NRB \0#&（=]&&($#$） /* !<!1&0#&.)/0#12)
? !"#$%&’&()" 5"#$%&),/),26#(#"（=?&;,,$(） /) "<!1&0#&.)/0#12)
> !"#$%&’&()" NRB X8>,&/!（=]///!*&） /$ "<!1&0#&.)/0#12)
5 !"#$%&’&()" NRB =9;!（=]);#((!） /* "<!1&0#&.)/0#12)
7 7(/$,0$1#% .)/0#12$’（=?,(#/(&） // !<!1&0#&.)/0#12)
@ !"#$%&’&()" NRB 8X5<,（5 &̂&);;/） /) "<!1&0#&.)/0#12)
V 8&’)’&()%)/#)# >5> VGIFR 91<, (( !<!1&0#&.)/0#12)
X +,)-&.)/0#12$’ /&,$’()1#（=\#/,(&#） /* +,)-&.)/0#12)
T FLKFMEFGHP JDKEHGAF’ 5[<,/（=@,&()/&） /) FLWLI[
\ 8&’)’&()" NRB X?_*（=?!(($#,） /; !<!1&0#&.)/0#12)
‘ 9201&"&’&()" /&’’$(2"（=@&)&#,)） /; !<!1&0#&.)/0#12)

# 讨论
本研究以 0=?3为平台成功培养获得具有高苯

胺、氯苯胺降解活性的好氧颗粒污泥，在苯胺氯苯胺

负荷 ,W4-（’;·P）条件下，污染物去除率稳定在
//"/+以上，反应器内可持留高浓度的活性污泥，并
实现了颗粒化反应器长时间稳定运行。而目前氯苯

($* aX2 _ADL4 #0 ), B -3/0) :2/1&.2&,&62/) ;2(2/)（&!!)）#)（#）



胺废水生物处理工艺大多采用活性污泥法或生物膜

法，因其生物毒性导致功能菌难以持留，系统处理效

率通常较低，已有研究报道当 !"#$%浓度达 &’()*+,
时处理系统即失效［-.］；也有研究者报道了外源投加

!"#$%降解菌（!"#$#"%$& ’(&’"&’()"%( &’)$*%，/&*01）的
生物强化技术，在半连续活性污泥系统中获得高 !"
#$%降解性能，但随着降解菌的流失反应器处理性
能逐渐下降［-’］。因此，本研究所采用的污泥颗粒化

培养策略是有效的，同时颗粒化 2%34反应器的稳
定运行也为结构化柔性化持留污染物降解功能菌、

开发高效有毒有机废水好氧生物处理反应器提供应

用基础。新加坡南洋理工大学 567等新近陆续报道
处理含苯酚（&8’ 9*+（)!·:））、硝基酚（.(8-)*+,）、
53%（;(()*+,）等有机废水过程好氧污泥颗粒化的
研究［! < ’，-;］。

污泥沉降时间与水力剪切力是好氧污泥颗粒化

过程最主要的二个选择压，已有研究表明当污泥沉

降时间!-’)=>、表面气速"-8&?)+@时，234反应器
才会发生好氧污泥颗粒化，而污泥颗粒化进程及其

形成的颗粒特性（粒径、三维结构等）与进水组分密

切相关［A，B，-&］。对于培养高效降解有机毒物的好氧

颗粒，如何选择合适的有机污染负荷，在驯化污泥、

富集功能降解菌的同时实现颗粒化过程中显得尤为

重要［A，-A］。本实验基于已有的污泥颗粒化研究成

果［;］，在表面气速 -8&?)+@、污泥沉降时间 B)=>等条
件下启动 2%34，运行 -’:后出现污泥小颗粒，苯胺
氯苯胺比降解速率增至 (8((B*+（*·:）（图 .），表明通
过驯化，污泥初步富集了可降解（氯）苯胺的功能菌；

随着水力选择压的增强和苯胺氯苯胺负荷逐步提高

至 -9*+（)!·:），反应器污泥在细胞自絮凝作用下逐
渐絮集形成污泥颗粒（图 -），污泥苯胺氯苯胺比降
解速率逐渐增至 (8-B*+（*·:），目标污染物降解效率
均稳定在 CCD以上，推测功能降解菌随污泥颗粒化
不断得以发育、富集，提高了反应器生物量，强化了

酶活性；另外，污泥黏附性能和细胞表面疏水性逐渐

增强，颗粒外围逐渐形成一定厚度的透明黏胶层（推

测为 EF2），这对高苯胺氯苯胺负荷下维持颗粒结构
特性和目标污染物降解活性也起到重要作用［-B］。

苯胺作为氯苯胺的结构类似物，在污泥驯化过

程中一方面与氯苯胺共同充当诱导物，刺激、诱导产

生相应的酶系，强化降解氯苯胺类污染物，如多食假

单胞菌 %G/（+&(,- H #,.’*/")$%&）在苯胺存在条件下，
可将 &"氯苯胺转化为 !"氯苯二醇、!"氯苯胺和 ."氯
苯胺转化为 ."氯苯二醇；另一方面，苯胺与氯苯胺

类污染物共存时可能会对微生物产生联合抑制作

用［&(］。比较本研究获得的好氧颗粒与降解氯苯胺

好氧颗粒污泥的微生物种群结构（图 A 和图 B），发
现两个反应器运行 &B(:后获得的好氧颗粒污泥存
在大致相同的特异性条带，分别为 36>:I、36>:E、
36>:J和 36>:K；一致性分析结果表明，其共有的优
势菌分属于 +&(,-"#"%$& @1H和 0.$/"1$2’()*,# @1H（图
B）。已有研究证实，+&(,-"#"%$& 属细菌具有降解氯
苯胺活性，0.$/"1$2’()*,# 属细菌也有降解氯代芳烃
类化合物如 !"氯苯甲酸等的能力［&-］。图 B 结果还
表明，降解氯苯胺好氧颗粒的 36>:3和 36>:#两条
特异性条带属于同一菌属 +&(,-"#"%$& @1H，而本实
验获得的好氧颗粒的特异性条带 36>:L、36>:/、
36>:M和 36>:N分别来自不同的菌属。从某种意义
上讲，降解氯苯胺好氧颗粒的微生物群落结构相对

较为简单，但个别菌群出现较高的丰度，这从

36>:3、#、J、K中可明显看出（图 A）；而本实验获得
的降解苯胺和氯苯胺好氧颗粒的微生物种群多样性

则较为丰富，分布也相对均匀，且降解氯苯胺好氧颗

粒中出现的 IG%条带在其中基本都可以找到相应
位置的条带。

图 ! 成熟颗粒污泥的 "##$图谱
J=*HA ILLE 1OP0=$Q@ P0 @$R:*Q PST6=>Q: 0OP) :=00QOQ>T OQ6?TPO@H ,6>Q -
（-’）：?U$POP6>=$=>Q@":Q*O6:=>* 6QOPS=? *O6>R$Q@；,6>Q &（&’）：6>$=>Q
6>: ?U$POP6>=$=>Q@":Q*O6:=>* 6QOPS=? *O6>R$Q@；V：=>P?R$R)H

因此，推测由于苯胺与氯苯胺具有相同的开环

及!"氧化途径，如具有相同的双加氧酶等，相关降解
基因可能在不同优势菌种间发生水平转移，导致苯

胺存在下培养获得的好氧颗粒微生物种群结构更为

丰富。上述结果也初步揭示，采用 J/2K、45W"F#4
等技术可对降解苯胺类功能菌的空间分布做进一步

的定性与定量化分析，从而实现对好氧颗粒内优势

菌群的调控，确保颗粒化反应器的长期稳定化运行。
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图 ! 好氧颗粒污泥优势菌群的系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 0’*1",# -’+ 233")"2-"*, 4*5",2,- 62.-+/"2 3/*5 2+/*6". #/2,7)+0$ 8756+/0 ", 92/+,-’+0+0 /+9/+0+,- -’+ 0+:7+,.+0; 2..+00"*,

,756+/ ", <+,=2,>$ ?’+ ,756+/ 2-+2.’ 6/2,.’ 9*",-0 "0 -’+ 9+/.+,-2#+ 0799*/-+4 6( 6**-0-/29$ =2/，@A 0+:7+,.+ 4"B+/#+,.+$

有关苯胺、氯苯胺类物质好氧生物降解的代谢

途径已有较为系统的研究，一般通过苯胺双加氧酶

初始氧化和羟基化，再在（氯代）邻苯二酚双加氧酶

以及其它一系列酶的作用下，经邻位开环（*/-’*
.)+2B2#+ 92-’12(，CDEF）或间位开环（5+-2 .)+2B2#+
92-’12(，CEGF）两种途径开环，最终进入三羧酸循环
实现完全矿化［DH I ED］。分析本实验培养获得的好氧

颗粒污泥有关酶活，发现其 CEGF酶活为 CDEF酶活
的 J@KDLM倍，故推测好氧颗粒内功能菌降解苯胺氯
苯胺途径，以间位开环（5+-2K.)+2B2#+）为主。鉴于有
关（氯）苯胺类物质的降解途径及其相关降解功能基

因的探索十分贫乏，因此利用二维蛋白电泳技术研

究有毒污染物胁迫环境下功能降解菌蛋白表达图谱

的变化，并对特异性表达的蛋白质点进行序列与功

能分析，这对了解（氯）苯胺类物质降解途径及构建

功能蛋白质组数据库具有极大的研究意义。

参 考 文 献

［ D］ N*/#+,/*-’ O，P’+/4+, ?，Q2, R**04/+.’-，!" #$ $ S+/*6". #/2,7)2/
0)74#+ ", 2 0+:7+,.",# 62-.’ /+2.-*/ $ %#" &!’，DHHL，"#：GDHD T
GDHUV

［ E］ =+7, WW，R**04/+.’- NCN，X+"Y,+, WW$ S+/*6". #/2,7)2-"*, ", 2
0+:7+,.",# 62-.’ 2"/)"3- /+2.-*/ $ %#" &!’，EMME，"$：LME T LDEV

［ G］ W"2,# XR，?2( WX，?2( P?R$ C’2,#+0 ", 0-/7.-7/+，2.-"B"-( 2,4
5+-26*)"05 *3 2+/*6". #/2,7)+0 20 2 5"./*6"2) /+09*,0+ -* ’"#’ 9’+,*)
)*24",#$ ())$ *+,-./+.$ 0+."!,12.$，EMMU，$"：JME T JM%V

［ U］ ?2( WX，W"2,# XR，?2( P?R$ X"#’K/2-+ 6"*4+#/242-"*, *3 9’+,*) 6(
2+/*6".2))( #/*1, 5"./*6"2) #/2,7)+0$ 3 425+-.2 426，EMMU，#"%：
DUD@ T DUEGV

［ @］ ?2( PR，Z’72,# [\，?2( WX$ P-2/-K]9，N"./*6"2) .*557,"-(
2,2)(0"0 2,4 3*/52-"*, *3 2+/*6". #/2,7)+0 ", 2 -+/-K67-() 2).*’*)
4+#/24",# 0+:7+,.",# 62-.’ /+2.-*/ $ 425+-.2 7,+ 8!,12.$，EMM@，
"&：@LLU T @L%MV

MJJ ZX] R"2,# !" #$ $ ^(,"# *+,-./+.$.6+,# 7+2+,#（EMML）UL（U）



［ !］ 朱 亮，徐向阳，郑 昱 " 序批式气提生物反应器（#$%&）处
理氯苯胺类有机废水好氧污泥颗粒化研究 " 环境科学学报，
’(()，!"（**）：*++, - *+)!.

［ /］ 012 34，567 8#，567 9" 0:; ;<<;=>? @< ?:;1A <@A=; @B >:; <@AC1>6@B，
?>A7=>7A; 1BD C;>1E@F6?C @< 1;A@E6= GA1B7F;? GA@HB" !""# $%&’()%(#
*%(+,&-.(#，’((*，"#：’’/ - ’II.

［ ,］ 012 34，J1B 4，4; $，,+ /# " K<<;=> @< @AG1B6= F@1D6BG A1>; @B
1;A@E6= GA1B7F1>6@B" !：L:1A1=>;A6?>6=? @< 1;A@E6= GA1B7F;?" 0
1.2%’(. 1.3，’((+，$%&：**(’ - **(M"

［ M］ #>6=NF1BD 5 4" 0:; D;>;AC6B1>6@B @< ?C1FF O71B>6>6;? @< E1=>;A61 E2
C;1B? @< >:; %67A;> A;1=>6@B" 0 3,. $%2’()%(#，*M)*，"：!M, - /(I"

［*(］ P1N1Q1H1 0，P1N1Q1H1 $" J2A@=1>;=:1?;（J?;7D@C@B1?）" RB：
01E@A 4，01E@A LS" ;D?" $,+-(45 1.678#，*M/(，$#$：)*, -
)’’.

［**］ P@Q1N6 T" T;>1U2A@=1>;=:1?;（J?;7D@C@B1?）" RB：01E@A 4，01E@A
LS" ;D?" $,+-(45 1.678(#，*M/(，$#$：)’’ - )’).

［*’］ 31BG $，9@@B 9，V6C #，,+ /# " L:1A1=>;A6Q1>6@B 1BD ;W1F71>6@B @<
1;A@E6= GA1B7F;? 6B ?;O7;B=6BG E1>=: A;1=>@A " 0 *%(+,&-.(#(37，
’((I，$&"：/* - ,’.

［*I］ T=#H16B %#， RAW6B; &5，417?B;A T， ,+ /# " L@CU@?6>6@B 1BD
D6?>A6E7>6@B @< ;X>A1=;FF7F1A U@F2C;A6= ?7E?>1B=;? 6B 1;A@E6= <F@=? 1BD
GA1B7F1A ?F7DG;" !""# 1.2%’(. $%&’()%(#，’(()，#$：*()* - *()/.

［*+］ %@@B P，0@U K T，Y;A?>A1;>; S，,+ /# " %6@17GC;B>6BG 1? 1 >@@F >@
UA@>;=> >:; ?>A7=>7A; 1BD <7B=>6@B @< 1B 1=>6W1>;DZ?F7DG; C6=A@E61F

=@CC7B6>2 1G16B?> 1 IZ=:F@A@1B6F6B; ?:@=N F@1D" !""# 1.2%’(.
$%&’()%(#，’((I，’(：*)** - *)’(.

［*)］ %@@B P， D; [;FD;A 5\， 56;W;B? 4， ,+ /# " %6@17GC;B>6BG
E6@A;1=>@A? <@A >:; =@B>6B7@7? A;C@W1F @< IZL:F@A@1B6F6B; E2 1 ?F@H
A;F;1?;" 1.2%’(. 9&% :,&-.(#，’((’，%’：+!M, - +/(+.

［*!］ 361BG 45，012 #0，T1?Q;B1B $T， ,+ /# " J:2?6@F@G6=1F >A16>? @<
E1=>;A61F ?>A16B? 6?@F1>;D <A@C U:;B@FZD;GA1D6BG 1;A@E6=GA1B7F;?"
;1$9 $%&’()%(# 1&(#，’((!，"#：*,’ - *M*.

［*/］ 567 9，012 34" 0:; ;??;B>61F A@F; @< :2DA@D2B1C6= ?:;1A <@A=; 6B >:;
<@AC1>6@B @< E6@<6FC 1BD GA1B7F1A ?F7DG;" </+ =,5，’((’，%’：*!)I
- *!!).

［*,］ 86B 5，012 34，567 9" #;F;=>6@B UA;??7A; 6? 1 DA6W6BG <@A=; @<
1;A@E6= GA1B7F1>6@B 6B ?;O7;B=6BG E1>=: A;1=>@A?" >’(&,55
*%(&-,8%5+’7，’((+，%(：)/M - ),+.

［*M］ 任华峰，李淑芹，刘双江，等 " 一株对氯苯胺降解菌的分离
鉴定及其降解特性 " 环境科学，’(()，!’（*）：*)+ - *),.

［’(］ Y1B $G>;A;B T4， V;7B6BG #， 31B??;B \%" 41BDE@@N @B
%6@D;GA1D1>6@B 1BD %6@F@G6=1F 0A;1>C;B> @< 41Q1AD@7? ]AG1B6=
L@CU@7BD?" \@ADA;=:>， 0:; P;>:;AF1BD： VF7H;A $=1D;C6=
J7EF6?:;A?，*MM,.

［’*］ 51>@AA; 3，&;6B;N; S，VB1=NC7?? 43" T6=A@E61F C;>1E@F6?C @<
=:F@A@1B6F6B;?： ;B:1B=;D ;W@F7>6@B E2 B1>7A1F G;B;>6= ;X=:1BG;"
!’&- $%&’()%(#，*M,+，$)&：*)M - *!).

*+,-+Z./，01-2,+314 ,45 236-173,8 6122.43+9 ,4,89:3: 10 ,;-1736 <-,4.8;: 34 *=>?
01- +-;,+2;4+ 10 1-<,436 @,:+;@,+;- 614+,3434< ,43834; ,45 6A81-1,43834;:

^4_ 561BG，‘_ ‘61BGZ21BG!，L$] \1BZ<;BG，5_] S;6ZG7@，9$P[ 91BZB6
（?,"/’+8,.+ (@ 1.2%’(.8,.+/# 1.3%.,,’%.3，A-,B%/.3 C.%2,’5%+7，D/.36-(E I*((’M，F-%./）

=7:+-,6+：0:; GA1B7F1>6@B @< 1;A@E6= ?F7DG;? <@A :6G:ZA1>; E6@D;GA1D1>6@B @< @AG1B6= H1?>;H1>;A =@B>16B6BG 1B6F6B; 1BD
=:F@A@1B6F6B;? H1? 6BW;?>6G1>;D 6B 1 F1E@A1>@A2Z?=1F; ?;O7;B=6BG 16AF6<> E6@A;1=>@A（#$%&）" $;A@E6= GA1B7F;? H;A;
@E?;AW;D 6B *)D12? 1<>;A ?>1A>Z7U 6B #$%&" $<>;A ?7E?;O7;B> ,ID12?，#$%& H1? @U;A1>;D ?;O7;B>61FF2 6B ?7U;A<6=61F 16A
W;F@=6>2 @< ’.+=Ca?，L]\ F@1D6BG? @< *.( b I.!NGa（CI·D）1BD（=:F@A@Z）1B6F6B;? F@1D6BG? 6B=A;1?;D ?>;UH6?; >@ *NGa（CI

·D），1 ?>;1D2Z?>1>; U;A<@AC1B=; @< 1;A@E6= GA1B7F1A #$%& H1? 1=:6;W;D 1> F1?>，1? ;W6D;B=;D E2 :6G: 1BD ?>1EF; L]\
1BD（=:F@A@Z）1B6F6B;? A;C@W1F ;<<6=6;B=6;? @< 1E@W; M(c 1BD MM.Mc，A;?U;=>6W;F2 " T1>7A; GA1B7F;? H6>: C;D61B ?6Q; @<
(.+) b ’.)CC，C6B6C1F ?;>>F6BG W;F@=6>2 @< !’.*Ca:，1BD #YR @< )!C5aG H;A; D;W;F@U;D" $;A@E6= GA1B7F1A ?F7DG;
D6?UF12;D B@>;H@A>:2 #]_&，?U;=6<6=（=:F@A@Z）1B6F6B;? D;GA1D1>6@B A1>;?，JP =@B>;B> 1BD JPaJ# A1>6@ 6B KJ# ;X>A1=>? 1?
*)+CG\]a（GY##·:），(.*,Ga（GY##·D），’,.( d *.MCGaGY## 1BD !.)CGaCG A;?U;=>6W;F2，6BD6=1>6BG >:1> >:;2 :1D :6G:
1=>6W6>2 1BD 1E6F6>2 >@ H6>:?>1BD :6G:（=:F@A@Z）1B6F6B;? F@1D6BG? " J:2F@G;B;>6= 1B1F2?6? @<（=:F@A@Z）1B6F6B;?ZD;GA1D6BG
1;A@E6= GA1B7F;? 6BD6=1>;D >:1>!Z、"Z>’(+,()/&+,’%/ 1BD ;#/2()/&+,’%/ H;A; D@C6B1B> =F1??;? 1BD >:; UA;D@C6B1B=;
E1=>;A61 H;A; =F@?;F2 A;F1>;D >@ >5,E4(8(./5 ?U" 1BD ;#/2(Z)/&+,’%E8 ?U" L@CU1A;D >@ =:F@A@1B6F6B;?ZD;GA1D6BG 1;A@E6=
GA1B7F;?，>:; U@U7F1>6@B D6W;A?6>2 H1? :6G:;A 6B >:; 1B6F6B; 1BD =:F@A@1B6F6B;ZD;GA1D6BG 1;A@E6= GA1B7F;? "
B;9@1-5:：?;O7;B=6BG 16AZF6<> E6@A;1=>@A（ #$%&）；1B6F6B;；=:F@A@1B6F6B;?；1;A@E6= ?F7DG; GA1B7F1>6@B；C6=A@E61F
U@U7F1>6@B ?>A7=>7A;

e@7BD1>6@B 6>;C：P1>6@B1F P1>7A1F #=6;B=; e@7BD1>6@B @< L:6B1（I(+/((IM），#U;=61F6Q;D &;?;1A=: e7BD <@A >:; \@=>@A1F JA@GA1C @< 46G:;A KD7=1>6@B，
C6B6?>A2 @< KD7=1>6@B，L:6B1（’(()(II)*II）
!L@AA;?U@BD6BG 17>:@A " 0;Fae1X：,!Z)/*Z,!M/*!+,；KZC16F：X7X2f Qg7" ;D7" =B
]>:;A 17>:@A?：^4$P[ P6ZB6，^4$ 96BG
&;=;6W;D：’/ P@W;CE;A ’((!a$==;U>;D：’ e;EA71A2 ’((/a&;W6?;D：’) T12 ’((/

*!!朱 亮等：降解苯胺和氯苯胺类污染物好氧污泥颗粒化及微生物种群结构分析 " a微生物学报（’((/）+/（+）




