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摘　要　针对焦化纳滤浓水中高总氮的问题，采用序批式反应器 (SBR)对纳滤浓水进行了生物脱氮实验，并对

其反硝化脱氮效果和反应器中微生物菌群特征开展了研究。结果表明，在 SBR系统稳定运行期间，总氮和硝态

氮的平均去除率分别为 58.2%和 93.8%，出水中硝态氮平均浓度为 2.0 mg·L−1。微生物菌群结构分析表明：变形

菌门和拟杆菌门为纳滤浓水反硝化过程中的核心菌门，相对丰度之和为 90.0%~96.0%；反硝化功能基因定量检

测表明，在纳滤浓水反硝化过程中，亚硝酸盐还原酶 nirS 的拷贝数高于亚硝酸盐还原酶 nirK 约 1~2个数量级，

这说明 nirS 在亚硝酸转化为一氧化氮过程中起到了重要作用。SBR工艺处理焦化纳滤浓水具有良好的效果，为

解决高盐水生物脱氮提供了新的途径。
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炼焦企业为工业废水排放大户。每年焦化企业排放废水量达到 4.3×108 m3，焦化废水 COD排放量

约为 3.29×104 m3，总氮排放量约为 8.2×104 m3，极大威胁了企业周边的水环境 [1]。焦化废水为典型

的高含氮难降解工业废水，主流的生化处理工艺为 AO(缺氧-好氧)、AAO(厌氧-缺氧-好氧)和多级

AO等[2]。通常，主流工艺利用微生物氨化、硝化和反硝化作用进行生物脱氮。焦化废水生化工艺结束后，

在后续的焦化废水深度处理工艺中，压力驱动的纳滤膜技术已成功应用于生产实践，实现了焦化

废水回用的目的 [3]。唐山化工焦化废水系统年处理量 6×105 m3，采用纳滤 (nanofiltration，NF)工艺

后，废水回收率大于 75%[4]。在纳滤工艺处理焦化废水的过程中，纳滤膜分离出来的氯离子、硫酸

根离子、硝酸根离子和含氮杂环有机物等均留在纳滤浓水中。有研究 [5] 表明，焦化纳滤浓水为高

含盐、高含氮和高 COD的“三高”废水，其中，总氮 (total nitrogen，TN)主要由硝态氮 ( -N)和有

机氮构成。针对高盐废水中的 TN和 -N，生物反硝化脱氮为最可行的方法。有研究[6-7] 表明，经

过驯化后的耐盐微生物菌群可高效去除浓水中的 -N。OSAKA等 [8] 研究表明，在 3 g·L−1 NaCl的
含盐废水中，以甲醇为碳源的反硝化过程中， -N去除率可达到 95%以上。YOSHIE等 [9]

发现，当浓水含盐量为 2%时，微生物反硝化速率远低于浓水含盐量为 10%时的硝化速率。该研

究中的微生物菌群分析结果表明，在低含盐量 (为 2%时)情况下，嗜盐和非嗜盐微生物竞争碳源，

使反硝化效率降低；而当含盐量 (10%左右)较高时，嗜盐的反硝化菌属占主导地位，反而提高了

反硝化效率。
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本研究以焦化纳滤工艺中产生的高电导率浓水为研究对象，通过投加外加碳源 (甲醇)，考察

序批式反应器 (sequencing batch reactor，SBR)对焦化浓水中总氮和硝态氮的去除效果；同时，采用

高通量测序技术和 qPCR定量技术深入分析纳滤浓水生物脱氮过程中微生物菌群结构和反硝化功能

基因变化，以期为优化生物反应器的运行提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验原料、装置与方法

NO−3 NO−2 NH+4

实验用的焦化纳滤浓水取自某钢厂焦化纳滤系统。焦化纳滤浓水水质变化特性如下：pH为

7.2~7.9，电导率为 9 450~11 250 μS·cm−1，COD为 318~496 mg·L−1，BOD5 为 16~38 mg·L−1，TN为 49~
66  mg·L−1， -N为 23.9~40.9  mg·L−1， -N为 0.08~1.09  mg·L−1， -N为 0.45~2.91  mg·L−1。

实验用甲醇和盐酸均为分析纯。

实验采用的 SBR装置是一个内径为 14.0 cm、高为 28.5 cm的敞口反应器，总容积为 6.0 L，有

效容积为 5.0 L。SBR均由机械搅拌系统、曝气系统、进出水蠕动泵系统以及时间控制系统组成。

SBR实验装置运行参数如下：进水时间为 15 min，缺氧搅拌时间为 6 h，好氧曝气时间为 10 h，沉

淀时间为 30 min，出水时间为 15 min，闲置时间为 7 h，驯化周期为 24 h，排出比为 1∶2。
SBR启动的接种污泥取自焦化废水生化系统缺氧段，初始混合液悬浮固体浓度 (mixed liquor

suspended  solids，MLSS)为 4 100  mg·L−1。在驯化期间，纳滤浓水和焦化废水比例分别为 60%∶

40%、 80%∶20%和 100%∶0%；每个混合液比例条件下依次运行 10 d，驯化期共 30 d，不排泥。

驯化完成后，稳定运行了 60 d，反应器按时排泥，泥龄 (sludge retention time，SRT)为 20 d，共稳定

运行了 3个 SRT周期。稳定运行期间，以甲醇为碳源的 SBR中 MLSS保持在 2 190~2 410 mg·L−1。

每个 SBR循环周期完成进水后，用 0.1 mol·L−1 盐酸调节 SBR内的 pH为 7.0，实验期间室温为 25~28 ℃。

1.2    分析方法

1)各指标的测定。化学需氧量 (chemical oxygen demand，COD)采用 AQ4001测定仪 (美国热电

公司 )测定，TN、NO3
−-N、NO2

−-N、NH4
+-N和五日生化需氧量 (biochemical oxygen demand after five

days，BOD5)均采用标准方法[10] 测定，pH和电导率采用 835A奥立龙水质分析仪 (美国热电公司)测定。

2)  DNA提取与 PCR纯化。将 SBR污泥样品 200 g进行离心 15 min，收集底部沉淀物抽提

DNA。采用二轮 PCR扩增和纯化。Illumina Miseq文库构建和测序：采用 cutadapt软件检测接头和

修剪末端，使用 QIIME软件筛选序列和嵌合体，嵌合体的去除使用 Usearch算法，操作分类单元

(operational taxonomic unit，OTU)聚类算法使用 Uclust。微生物群落多样性分析：将序列中相似度阈

值为 97%的归为 OTU划分，采用 RDP Classifier在 80%置信度水平上进行物种分类。

3) qPCR定量。从 SBR污泥中提取所需核酸物质，用 Qubit® dsDNA HS Assay Kit测定纯化后

的 DNA浓度；PCR扩增反应体系为 20 μL，荧光 PCR数据采用数据软件进行分析。

2    结果与讨论

2.1    污染物去除及反硝化脱氮效果

焦化纳滤浓水为难降解高盐废水，电导率为 9 450~11 250 μS·cm−1、BOD5/COD低、可生化性

差。有研究 [11] 表明，将 NO3
−-N转变为 N2 需要碳源作为还原反应的电子供体。在焦化纳滤浓水环

境中，微生物生长繁殖和代谢可能受到盐分的抑制，为确保脱氮效率和反硝化完全，按照碳氮比

8∶1投加甲醇。SBR共运行 90 d，其中驯化 30 d，稳定运行 60 d。
在 SBR运行期间，进出水 COD的变化如图 1所示。在稳定运行期间，纳滤浓水的 COD

为 318~496 mg·L−1；在添加碳源的 SBR进水中，COD为 617~975 mg·L−1；出水 COD为 328~474 mg·L−1。

这说明加入的甲醇大部分被微生物降解了，浓水中的难降解有机物几乎没有被去除。
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在驯化和稳定运行期间，焦化纳滤浓水

SBR进出水中 TN和 NO3
−-N的变化如图 2所

示。在稳定运行期间，纳滤浓水进水中

TN和 NO3
−-N的平均浓度分别为 58.9 mg·L−1 和

31.7 mg·L−1，而出水中两者平均浓度分别为

24.6 mg·L−1 和2.0 mg·L−1。系统对 TN和NO3
−-N

的平均去除率分别为 58.2%和 93.8%。这说

明在 SBR系统中，甲醇作为电子供体时，反

硝化反应完全。张玉莹等 [12] 发现，煤制气废

水在缺氧条件下硝态氮的平均去除率为

90%，本研究结果略高于其研究结果。在稳

定运行期间，SBR出水亚硝态氮浓度为 0.14~
0.85 mg·L−1，说明焦化纳滤浓水在碳源充足的条件下，在微生物的反硝化过程中没有发生亚硝酸盐

累积现象。

2.2    微生物多样性分析

为研究以甲醇为碳源的焦化纳滤浓水在反硝化过程中微生物群落变化规律，分别采集 SBR中

的接种污泥、驯化完成时的污泥以及稳定运行中第 51、71和 91天的污泥，取样时间依次记为 1、
31、51、71和 91 d。

表 1为高通量测序获得的污泥样品多样性指数。所有样品中共获得 268 884条测序序列，

32 440个操作分类单元 (OTU)。在 16S的 V1~V3区进行扩增和测序，每个样品的测序量均在

40 000以上，OTU数量均在 5 000个以上。在测序过程中，香农指数 (Shannon)为 7.7~8.8，菌种丰

富度指数 (Chao1)为 16 664.3~24 112.2，测序深度指数 (goods’coverage)为 0.87~0.91，辛普森指数

(Simpson)为 0.96~0.98，说明样品测序过程中物种总数量多样性丰富，可满足测序要求。

为分析 SBR系统在处理纳滤浓水过程中微生物群落结构的变化，在门水平上对样品中微生物

相对丰度进行了分析 (见图 3)。接种污泥 (1 d)中微生物群落主要归属为变形菌门 (相对丰度为

65.2%)、浮霉菌门 (相对丰度为 15.7%)、酸杆菌门 (相对丰度为 6.7%)和拟杆菌门 (相对丰度为

3.9%)。经过 30 d的驯化后，第 31天的污泥中变形菌门的相对丰度从 65.2%上升为 92.9%，成为绝

对的优势菌门；而浮霉菌门、酸杆菌门和拟杆菌门的相对丰度均明显降低。这说明污泥在驯化过

 

图 1    运行期间进出水中 COD的变化

Fig. 1    Change of COD in influent and effluent
during SBR operation

 

图 2    SBR运行期间总氮和硝态氮的变化

Fig. 2    Change of TN and nitrate during the whole operation of SBR
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程中，随着盐分的提高，变形菌门逐渐适应了

焦化纳滤浓水的高电导率环境，而其他菌门的

微生物活性受到抑制，相对丰度均有所降低。

在 60 d的稳定运行期间，变形菌门仍然为

最主要的优势菌门，在 51、71和 91 d的样品

中，变形菌门相对丰度分别为 66.8%、57.8%
和 80.4%。变形菌门为微生物中最丰富的菌

门，包含多种生物代谢种类。已有研究表明，

在焦化废水中，变形菌门能够完成降解有机物

和生物脱氮的任务 [13]。MA等 [14] 分析不同地域

多套焦化废水生化系统菌群结构时发现，污泥

中主要菌群均为变形菌门，平均相对丰度为

76.1%。LORENZO等 [15] 发现，在多组高盐废

水的生化实验中，变形菌门均为核心菌门，这

说明变形菌门能适应高电导率的环境。在纳滤浓水的高电导率环境中，拟杆菌门在接种污泥中的

相对丰度较低。在稳定运行过程中，拟杆菌门 71 d的相对丰度最高，为 38.2%；51 d和 91 d时相对

丰度分别为 23.2%和 12.5%，在纳滤浓水反硝化过程中逐渐成为了第 2大菌门。拟杆菌门常见于工

业废水生化系统中，可降解废水中蛋白质和糖类等有机化合物。ZHU等 [16] 指出，含盐量为 2.5%的

浓水生化系统可保持稳定的反硝化效率，通过菌群分析发现变形菌门和拟杆菌门为核心菌门。在

纳滤浓水生化系统稳定运行期间，变形菌门和拟杆菌门的相对丰度之和为 90.0%~96.0%。酸杆菌门

和浮霉菌门为系统中的稀有菌门，相对丰度均低于 2.7%。

在 SBR运行过程中，污泥在纲层面上各分组中的丰度如图 4所示。接种污泥中最主要的菌纲

为 β-变形菌纲 (相对丰度为 46.0%)，其后的菌纲依次为浮霉菌纲 (相对丰度为 15.1%)、α-变形菌纲

(相对丰度为 11.5%)、chloracidobacteria(相对丰度为 6.4%)、γ-变形菌纲 (相对丰度为 6.0%)、厌氧绳

菌纲 (相对丰度为 1.7%)。驯化完成后，β-变形菌纲和 α-变形菌纲相对丰度均提高，其他的菌纲相对

丰度均减少。这说明在纳滤浓水 30 d的驯化过程中，微生物系统中菌纲和相对丰度均发生了明显

变化。

在稳定运行期间，在纲层面，β-变形菌纲为核心菌纲，相对丰度为 38.7%~49.4%。有研究 [17-18]

指出，在废水的反硝化过程中，β-变形菌纲为核心菌纲，因为陶厄氏菌属和丛毛单胞菌属等重要

反硝化功能菌属均属于 β-变形菌纲。在稳定运行期间，α-变形菌纲相对丰度为 12.5%~30.0%，γ-变
形菌纲相对丰度为 4.4%~10.8%。据报道 [19-20]，α-变形菌纲和 γ-变形菌纲均适应高盐的工业废水环

境，在缺氧条件下，α-变形菌纲可利用短链脂肪酸进行生物脱氮。在焦化纳滤浓水中运行过程中

表 1    样品的生物多样性

Table 1    Microbial diversity of different samples

取样时间/d 测序序列/条 OTU/个 香农指数 菌种丰富度指数 测序深度指数 辛普森指数

1 49 825 6 359 8.6 18 561.8 0.89 0.97

31 56 729 7 328 8.8 24 112.2 0.88 0.98

51 56 076 7 072 8.5 23 946.2 0.88 0.98

71 51 461 5 944 8.5 18 782.3 0.87 0.96

91 54 792 5 737 7.7 16 664.3 0.91 0.96

 

图 3    在门水平上微生物群落的相对丰度 (> 0.01%)
Fig. 3    Relative abundance (> 0.01%) of
microbial community at phylum levels
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发现，变形菌门中不同菌纲的分布规律为 β-
变形菌纲>α-变形菌纲>γ-变形菌纲，这一规

律和多套焦化废水生化系统中变形菌纲相对

分布排列的研究结果 [13] 一致。在纳滤浓水反

硝化过程中，拟杆菌门的黄杆菌纲也是重要

的菌纲，稳定运行期间的相对丰度为 8.3%~
22.9%，这说明黄杆菌纲可适应高盐的浓水

环境。O'REILLY等 [21] 发现，在海水沉积物

中，黄杆菌纲为主要菌纲。另外，在稳定运

行期间，纤维黏网菌纲为 0.6%~8.7%，拟杆

菌纲相对丰度为 1.5%~4.8%。

2.3    不同反硝化功能基因分析

焦化纳滤浓水生物脱氮过程中，污泥中

16S rRNA(细菌总数)、硝酸盐还原酶 (narG)、
亚硝酸盐还原酶 (nirS 和 nirK)、氧化亚氮还

原酶 (nosZ)的绝对定量数据 (qPCR)见图 5。
由图 5可知，在 SBR运行过程中，16S rRNA

NO−3 NO−2

的拷贝数均高于接种污泥，这说明在碳源充

足的条件下，适应焦化纳滤浓水的细菌总数

保持稳定。 narG 可将 -N还原成 -N，

是反硝化作用中初始的反应酶 [22]。在稳定运

行期间，narG 为1.02×104~1.31×104 拷贝数·ng−1，
且高于驯化污泥。

细胞色素 cdl-型亚硝酸盐还原酶 nirS 和

Cu-型亚硝酸盐还原酶 nirK 均可将液态的

NO2
−-N转化为气态的一氧化氮，这是反硝化

过程中关键的一步，它决定了反硝化的速率[23]。

在纳滤浓水反硝化过程中，nirS 为 5.33×104~
2.71×105 拷贝数 ·ng−1， nirK 为 1.45×103~9.49×

103 拷贝数·ng−1。以上实验结果表明，在纳滤浓水反硝化过程中，nirS 的拷贝数高于 nirK 约 1~2个

数量级。SHU等 [24]深入研究了 12个工业废水反硝化生化系统，发现 nirS 的拷贝数均远大于 nirK。

虽然 nirS 和 nirK 在生物脱氮过程功能和作用相同，可是含有 nirK 的微生物菌属偏向好氧环境，含

有 nirS 的微生物菌属在兼氧和缺氧环境中相对丰度更多[25]。

NosZ 可将氧化亚氮转化为氮气，完成了反硝化过程的最后一步。在稳定运行期间，nosZ 为

5.43×102~1.20×103 拷贝数·ng−1；在纳滤浓水反硝化过程中，与 narG、nirS 和 nirK 相比，nosZ 的拷贝

数量最低，这是由于 nosZ 对电子供体的竞争能力最弱[26]。

NO−3

在甲醇为碳源的焦化纳滤浓水反硝化过程中，出水硝态氮平均值为 2.0 mg·L−1，narG、  nirS、
nirK 和 nosZ 等反硝化功能基因的数量达到了动态平衡，可确保 -N的去除效果。

3    结论

1)焦化纳滤浓水为高电导率和高含氮的难降解工艺废水，其中 TN的构成以硝酸盐氮为主。

 

图 4    在纲水平上微生物群落的相对丰度 (> 0.01%)
Fig. 4    Relative abundance (> 0.01%) of microbial

community at class levels

 

图 5    SBR中 16S rRNA、narG、nirS、nirK 和 nosZ 的数量

Fig. 5    Quantitative abundances of 16S rRNA,
narG, nirS, nirK and nosZ in SBR
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NO−3

以甲醇为碳源，在 SBR系统稳定运行的 60 d内，TN和 NO3
−-N的平均去除率分别为 58.2%和

93.8%，出水 -N的平均浓度为 2.0 mg·L−1。说明通过外加碳源，SBR系统能对焦化纳滤浓水实现

较高效的反硝化脱氮过程。

2)采集 5个 SBR污泥样品，采用高通量测序，共获得 268 884条测序序列，32 440个操作分类

单元。在稳定运行期间，变形菌门和拟杆菌门为核心菌门，两者的相对丰度之和为 90.0%~96.0%；

在菌纲层面，β-变形菌纲、α-变形菌纲和黄杆菌纲为主要菌纲。

3)焦化纳滤浓水反硝化运行中 narG、nirS、nirK 和 nosZ 等反硝化功能基因的数量均达到了动

态平衡，nirS 的拷贝数远高于 nirK，说明 nirS 在亚硝酸转化过程中起到重要作用。
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Abstract    Aiming at the problem of the high total nitrogen (TN) in NF concentrate from coking wastewater, a
biological  denitrifying  process  with  a  sequencing batch  reactor  (SBR) was  employed to  treat  this  concentrate.
The denitrification effect  and microbial  communities  characteristics  were  determined.  The results  showed that
during  stable  operation  of  SBR,  the  average  removal  efficiencies  of  TN  and  nitrate  were  58.2%  and  93.8%,
respectively,  and  the  average  effluent  nitrate  was  2.0  mg·L−1.  The  most  abundant  bacterial  phyla  in  the  SBR
were Proteobacteria  and Bacteroidetes,  the  sum  of  their  relative  abundances  accounted  for  90.0%~96.0%.  It
shows that Proteobacteria and Bacteroidetes are the important  contributors for both nitrate removal and COD
degradation  in  NF  concentrate  from  coking  wastewater.  Quantitative  real-time  PCR  was  used  to  assess  the
absolute abundance of microbial genera, the quantity of nitrite reductase for nirS was higher than that of nirK by
1~2  orders  of  magnitude,  indicating  that  the  denitrifying  bacterial  genera  containing  nirS  may  be  more
responsible  for  the  reduction  of  nitrite  to  nitrate.  This  study  provides  new  insights  to  the  understanding  of
microbial community dynamics and structures during the denitrifying processes of NF concentrate.
Keywords    coking wastewater; NF concentrate; denitrification; microbial community
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