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摘　 要　 以膜生物反应器中的活性污泥为研究对象,考察接种驯化至膜污染时期的微生物群落结构的特征和

演变过程. 在试验运行中,定期采集样品提取 DNA,并应用 PCR-DGGE 技术探究微生物菌群的变化. 结果表

明,在反应器运行接种 5 d 后,微生物群落结构已发生较大改变,与接种污泥相似性指数下降到 47. 8% ;在运

行的整个过程中,微生物种群多样性都要低于接种污泥,随着处理工艺运行,种群间进行逐步有序的演替. 在
运行后期,跨膜压力增速提高,此时占优势地位的菌种是 Enterococcus faecalis、Comamonas sp. 、不可培养的

Fusobacterium sp. ,可能是导致膜污染的主要菌种.
关键词　 膜生物反应器,PCR-DGGE,微生物种群结构,微生物多样性,膜污染.

占地面积的限制、严格的出水要求、当地环境和社会经济的考虑推动了膜生物反应器(MBR)的广

泛应用[1] . 不同处理能力的 MBR 污水厂已证实其运行可靠且操作简便[2] . 利用光学显微镜观察和纯培

养技术,污水处理厂中的微生物群体已被深入研究[3],但针对 MBR 运行中微生物整体群落结构和多样

性的演变的相应了解还较少. MBR 通常在高混合液污泥浓度(MLSS)和低活性污泥能含量(F / M)情况

下运行,因为碳源供应有限,微生物将优先使用碳源满足其维持能量的需求而不是自身的增殖[4-5] . 此
外,MBR 其它鲜明的操作条件包括较长的污泥停留时间(SRT)、较短的水力停留时间(HRT)和剪切力

也会对微生物群体造成冲击[6] . 以 PCR 为基础的 16S rDNA 技术在研究微生物多样性和群落结构方面

是必不可少的工具,它能检测识别迄今为止不可培养的细菌,并且对细菌生态学的发展起到了巨大的推

动作用[7] .
本研究从影响 MBR 活性污泥性能的微生物种群出发,利用 PCR-DGGE、克隆测序等分子生物技术,

考察反应器在一个完整运行周期内污泥中微生物群落结构的演替规律和重要功能菌群的变化,找出反

应各阶段的优势种属,以期对优化 MBR 系统运行起到借鉴作用.

1　 材料和方法

1. 1　 试验装置和运行条件

接种污泥来自天津纪庄子污水处理厂好氧池回流污泥,进水为人工配水,具体成分见表 1.

表 1　 进水组分及浓度(mg·L - 1)
Table 1　 Components and concentration of influent (mg·L - 1)

组分 浓度 组分 浓度

葡萄糖 400 KH2PO4 23
(NH4) 2SO4 220 CaCl2·2H2O 10
NaHCO3 50 FeCl3·6H2O 4

MgSO4·7H2O 50

试验工艺流程见图 1 所示,试验采用 PVDF 中空纤维膜组件和有效容积为 30 L 的 MBR 反应器,其
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高为 1. 5 m. 反应器为好氧运行,温度维持在 15—18 ℃,水力停留时间为 6 h,采用恒流间歇出水方式.
系统运行采用穿孔曝气,它能提供活性污泥生长所需的氧气,并且可以加大膜表面的水流速度,减少膜

污染物的累积[8],有效延缓膜污染速率.

图 1　 试验工艺流程示意图

Fig. 1　 Schematic diagram of the process

反应器运行约 3 个月始终没有排泥,第 1 次取样为污泥接种开始期间,在接种期约每 5 d 取样 1 次,
进入稳定期后,污泥逐渐成熟,约 10—15 d 取样 1 次,当出水水质和污泥性状出现异常,以及跨膜压力

超过 0. 2 MPa 时,认定试验进入膜污染期. 运行期间共取样 10 次,具体条件及参数见表 2.

表 2　 运行条件和取样编号

Table 2　 Operation condition and sample numbers

取样时间 /
d 取样编号

运行条件

DO /
(mg·L - 1)

pH 气水比

污泥性状

MLSS /
(mg·L - 1)

MLVSS /
MLSS

跨膜压力 /
MPa

接种期　 1 G1 7. 8 7. 1 5996 0. 54 0. 04

5 G2 8. 2 7. 3 20 ∶ 1 4950 0. 72 0. 06

11 G3 7. 9 7. 3 6220 0. 78 0. 08

17 G4 7. 5 7. 5 7340 0. 80 0. 12

稳定期　 28 G5 7. 8 6. 9 20 ∶ 1 7860 0. 81 0. 14

37 G6 7. 5 7. 2 9300 0. 82 0. 15

50 G7 7. 3 7. 2 9120 0. 85 0. 19

62 G8 7. 3 7. 5 20 ∶ 1 11440 0. 82 0. 22

膜污染期 70 G9 7. 0 7. 9 35 ∶ 1 13500 0. 84 0. 27

80 G10 6. 8 7. 8 50 ∶ 1∗ 14840 0. 83 0. 33
　 　 ∗为减缓膜污染速率,到试验后期逐渐加大曝气量

1. 2　 基因组 DNA 提取

采用化学裂解-酚 \氯仿 \异戊醇抽提-试剂盒纯化的方法提取基因组 DNA,具体方法参见文献[9].
1. 3　 基因组 DNA 的 PCR 扩增

采用对大多数细菌和古细菌 16S rDNA 基因 V3 区具有特异性的引物对 F357-GC 和 R518,扩增产物

片段长约 240 bp[10] .
采用 100 μL 反应体系,其组成为:10—100 ng 模板,10 μL 的 10 × PCR 缓冲液(加 20 mmol·L - 1

MgCl2),200 μmol·L - 1的 dNTPs,0. 5 μmol·L - 1每种引物,2. 5U 的 Ex Tap 酶,其余用无菌超纯水补足.
PCR 产物经试剂盒纯化回收最终浓缩于 40 μL 缓冲液[11] .

采用降落式 PCR 反应策略,94 ℃下预变性 5 min,前 20 个循环为 94 ℃ 1 min,65—55 ℃ 1 min,
72 ℃ 1 min(其中每个循环后退火温度下降 0. 5 ℃),后 10 个循环为 94 ℃ 1 min,55 ℃ 1 min,72 ℃
1 min,最后在 72 ℃下延伸 8 min. 扩增产物在 1. 5%的琼脂糖凝胶中进行电泳检测.
1. 4　 PCR 产物的 DGGE 分析

聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8% ,变性梯度为 35%—55% ,其中变性剂的浓度从胶的上方向下方依次递
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增. 待胶完全凝固后,将胶板放入装有电泳缓冲液的装置中,先预电泳 30 min. 在每个加样孔加入含有

10%加样缓冲液的 PCR 样品 20 μL. 在 1 × TAE 缓冲液中,电压为 150 V,60 ℃电泳 6. 5 h,完毕后将凝胶

进行硝酸银染色,并将图像在观测仪中拍照存档.
1. 5　 多样性指数与聚类分析

Shannon-Weaver 指数公式为: H = - ∑
S

i = 1
P i lgP i = - ∑

S

i = 1
(ni / N)lg(ni / N)

即 P i = ni / N, ni为峰面积,N 为所有峰的总面积.
UPGMA 聚类分析:为研究 MBR 的一个运行周期内微生物群落结构及演替的情况,对图谱进行相似

性和聚类分析.

2　 结果与讨论

2. 1　 总细菌的 DGGE 图谱分析和系统进化树的构建

随着反应器的运行,COD 的去除率达到了 80%—95% ,固体悬浮颗粒物浓度(SS)的去除率一直维

持在 95%—100% . 污泥的 MLSS 不断增加,试验结束已达到 14000 mg·L - 1,污泥沉降比(SV)也由最初

的 10%升至 30% . 在污泥浓度增加的同时,微生物的种类和数量也发生相应的变化. 如图 2 所示,污泥

样品中不同优势菌群的分布存在差异. 接种污泥菌群种类最为丰富. 在系统运行过程中,进水营养物质

的单一破坏了接种污泥的生物多样性,并且微生物自身的代谢和种群间相互作用也在改变着它们的生

存环境. 图 2 中的条带呈现了系统中菌群在运行周期内的变化. 条带代表的菌群大致分为 4 类,见表 3.

图 2　 污泥样品总细菌 PCR 产物的 DGGE 分离图谱

Fig. 2　 DGGE profile of bacteria in ten sludge samples

表 3　 污泥样品总细菌 DGGE 分离图谱菌种分类

Table 3　 Classification of bacterial bands in the DGGE profile
种类 条带

运行期间一直处于稳定优势地位的种属 条带 2、11

运行期间条带强度有波动的优势种属 条带 3、4、8

接种期为优势种属,后期演变为非优势种属或消亡 条带 1、5、6、7、9、10、12

接种期为非优势种属,后期演变为优势种属 条带 13、14、15、16、17、18

从图 3 可知,其中大多为不可培养菌种,也存在杆菌(Bacillus)、假单胞菌属(Pseudomonas)及亚硝

态氮生成菌(Aeromonas hydrophila),对有机物去除和脱氮除磷有较好的效果. 反应器对氨氮的去除效果

如图 4 所示,在接种期微生物处于新的生存环境,污泥对氨氮的去除能力逐渐增强但不理想,去除率只

达到 40% . 进入稳定期后去除率提高,始终维持在 60%—70% ,此时具有脱氮功能的菌群作用突出,就
包括假单胞菌属(Pseudomonas)、气单胞菌属(Aeromonas)、丛毛单胞菌属(Comamonas). 随着膜污染的加

剧,去除率略有下降,但依然能维持较好的处理效果. 上述提到的 3 种菌属已鉴定为反硝化聚磷菌[12],相较

于传统活性污泥处理系统,MBR 拥有额外的反硝化功能,这可能对活性污泥群体结构有显著的影响[6] .
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图 3　 系统发育树

Fig. 3　 Phylogenetic tree of 16S rDNA sequences

图 4　 氨氮的去除效果

Fig. 4　 Removal effect of ammonia nitrogen

　 　 条带 2、11 代表的菌群强弱基本保持稳定,始终处于优势地位. 这些细菌对不同的水质和工艺条件

都有较强的适应能力,对污水中污染物的去除作用突出. 条带 11 代表 Aeromonas hydrophila,是亚硝态氮

生成菌[13],在污水中分布非常广泛. 条带 3、4 随着反应器运行一直处于优势地位,但在稳定期明显比其

它时期的强度弱. 它们在接种污泥中占优势地位,说明环境的改变没有对它们造成影响. 在稳定期,膜生

物反应器的 MLSS 不断升高,但这些菌种的微生物量却反而相应降低,说明可能又出现了一些新的优势

菌种,并且它们在 MBR 环境中的竞争力要强于条带 3、4 所代表的菌种,打破了条带 3、4 明显的优势地

位. 条带 8 随着反应进行强度变弱,但在 G8 又异常突出, 该菌属属于假单胞菌属(Pseudomonas),对有

机物、氮、磷均有较强去除作用,同时还能通过反硝化作用强化氮的去除[14];条带 1、5、6、7、9、10、12 在

接种污泥中是优势种群,但随着时间的推移而逐渐被淘汰. 说明这类菌种对所处环境敏感,无法适应新

环境而逐渐减少或消亡. 条带 6、7 与杆菌(Bacillus)的同源性为 100% ,该细菌广泛分布于自然界. 杆菌

的种类很多,有的能降解有机物,有些还能起到脱氮除磷的作用[15] . 条带 13、14、15、16、17、18 代表的菌

种在接种期为非优势种属,到后期演替为优势种属,说明这些菌种能适应所配的进水水质,也能适应

MBR 工艺的环境,可能是 MBR 工艺中特有的微生物. Band 17 属变形菌 β 亚纲(β-Proteobacteria)中的

Comamonas sp. , Comamonas sp. BS27 在污泥中能产生大量的粘液胞外聚合物(slime-EPS)和荚膜胞外

聚合物(Capsular-EPS) [11];EPS 能提供嵌入微生物的高度水分凝胶基质,这种基质具有保留周围的细菌

及水、粘附表面、以及絮体和生物膜中细菌的聚合的功能[16],因此,EPS 可能对膜通量起决定性作用. 有
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研究结果证实,MLSS 、EPS 以及污泥粒径是引起膜污染的主导因素[17],伴随着反应器的运行,MLSS 不

断的增加,大量的微生物附着在膜组件上,这一阶段跨膜压力不断上升,反应器膜比通量降低,说明以条

带 17 为代表的菌群导致膜污染物的持续累积,膜污染加剧,所以应对它们的生长状况引起足够重视.
2. 2　 总细菌 Shannon-Wiener 多样性指数及 DGGE 图谱的相似性与聚类分析

样品多样性指数(H)见表 4. 图 5 以接种污泥 G1 作为标准,各泳道与其相似性的顺序分布. 由表 4
和图 5 知,同 G1 相比,种群的相似性和多样性呈现整体的降低. 多样性指数最高的是接种污泥 G1,随后

逐步降低趋于稳定,在所有样品中 G10 与 G1 相似性差异最大,只有 9% ,表明在 MBR 运行期间菌群结

构变化巨大. 接种污泥进入新环境使一些微生物的生长暂时或长久的处于劣势,但适应该环境的菌种则

较好的生存下来,G10 是反应器进入膜污染较严重时期,同 G1 相比,污泥形成了自己独有的群落结构.
污泥驯化 4—5 d 后与接种污泥比较,相似性下降到 47. 8% ,接种期过后,Shannon 指数和相似性比较变

化幅度较小,说明微生物种群在接种初期受到很大冲击,随后趋于稳定,微生物量一直呈上升趋势但优

势种群迅速增殖占据了有限的生存空间而抑制了其它种群的生长,即种群数量不均衡. 在多样性指数降

到 0. 72 后,微生物种属的数量又有所增加,G8、G9 与 G1 的相似性都要高于 G6 和 G7,这可能与MBR 能

够维持高的污泥浓度有关,使微生物最大限度的截留在反应器中,一部分微生物又存活了下来,多样性

指数和相似性都有所提高.

表 4　 样品多样性指数

Table 4　 Shannon-wiener index of samples

样品
接种期

G1 G2 G3

稳定期

G4 G5 G6

膜污染期

G7 G8 G9 G10

多样性指数(H) 1. 06 0. 95 0. 87 0. 80 0. 77 0. 79 0. 72 0. 78 0. 76 0. 75

污泥样品 DGGE 图谱的聚类分析如图 6,各样品的聚类分析和反应器的运行状况比较吻合. 将10 个

样品分为 3 大类,对应实际操作中的 3 个阶段,说明污泥的种群结构随着处理工艺的运行呈现一定规律

性的变化. 此外,稳定期与膜污染期有一定的同源性,说明二者在运行期间是逐步演变形成的.

图 5　 污泥样品总细菌电泳条带相似性比较

Fig. 5　 Similarity diagram of bacteria in ten sludge samples
图 6　 污泥样品总细菌 DGGE 图谱 UPGMA 聚类分析

Fig. 6　 Cluster analysis of bacterial DGGE by UPGMA

3　 结论

(1) 在运行过程中,MBR 中的种群通过结构调整和生物交替形成优势种群,增强了反应器的系统

功能. 其间既有一些优势种群转变为次优势种群,也出现了一些新的优势菌属. 污泥中总细菌的种群结

构有着较为明显的变化,这是由于污泥中细菌群落作为一个整体,随着生存环境的改变对其自身群落结

构进行的逐步有序的调整.
(2) 反应器中微生物多样性的演变为逐渐减少到趋于稳定,尽管 MLSS 不断增加,但微生物种群数

量始终少于接种污泥. 试验末期污泥样品与接种污泥差别最大,相似性只有 9% . MBR 系统逐渐形成了

自己特有的生态群落结构.
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(3) MBR 中微生物种群来源于不同的纲和属,在整个运行周期内存在各种不同的未培养菌种,在
反应前期和后期的优势种属都有 Bacillus 属细菌. 在运行后期,以 Comamonas sp. 为代表的一批优势种

属加速了膜污染进程.
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Analysis on succession of activated sludge microbial community
composition in a lab-scale membrane bioreactor
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ABSTRACT
In order to investigate the characteristic and succession of the microbial community composition from the

inoculation and domestication stage to the membrane fouling stage, the activated sludge in MBR was studied.
In the experiment, the sludge samples were collected and the bacterial genomic DNA was extracted
periodically. And the PCR-DGGE was applied to analyse the change of the microbial community. The results
showed that the change was obvious and the index of similarity dropped to 47. 8% in the primary operation
process, and the microbial diversity in the entire operation process was lower than the inoculated sludge. In
addition, the microbial composition changed dynamically during the operation of MBR. With the rise of trans-
membrane pressure, the preponderant strains that increased in the later stage of operation were Enterococcus
faecalis,Comamonas sp. and uncultured Fusobacterium sp. , which probably led to membrane fouling.

Keywords: MBR, PCR-DGGE, microbial community composition, microbial diversity, membrane
fouling.


