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含苯酚废水生物处理的细菌群落结构初探
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摘 要 本文利用 PCR-DGGE技术对苯酚生产污水处理中常用的连续缺氧 -好氧工艺、连续好氧工艺和缺

氧 SBR工艺的微生物的群落变化进行了对比研究。研究结果表明，针对苯酚生产废水的生物处理，与 A/O工

艺和缺氧 SBR相比较，连续好氧工艺处理效果最佳，同时还具有较好的耐冲击力；生物的种群特性与所选择

的工艺有密切关系，连续好氧体系中微生物的多样性最高，缺氧 SBR的微生物多样性最低；在同一种运行工

艺中，随水质或负荷的改变，微生物的种群多样性发生变化，而体系中的优势种群并没发生明显改变。
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Abstract In this study, PCR-DGGE technology was employed to study the changes of microbial community in
three different bio-processes (continuous anoxic-aeration, continuous aeration and anoxic SBR) during industrial
phenol wastewater treatment. The results indicated that the community structure have a close relation with the
selected bio-processes. In the three different bio-processes, the richness of community was highest in continuous
aeration, then anoxic-aeration and lower in the anoxic SBR process. The removal efficiency on COD had interaction
with the biodiversity. In the process of continuous aeration, the community composition was changed with the water
quality and organic loading. However, the dominant species kept no evident change.
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基金项目：本研究由河南省科技攻关项目(082102220014)和河南师范大学青年基金(01046400008)共同资助

生物技术作为一种绿色、经济、高效的处理工艺已

被广泛应用于苯酚生产污水的处理(Bux et al., 1999;
Sami et al., 2004)。针对苯酚的生物利用已有较多的文

献报道，对其代谢途径也有较明确的认识(褚蓓等,
2008)；对苯酚生产污水的生物处理工艺，相关报道也

进行了处理效果等的研究并取得了一定的应用(Sok佼覥
and Korpal, 2004)，但目前生物处理技术只局限于处

理低浓度的含酚废水，高浓度含酚废水的生物毒性制

约了这一技术的应用；对于实际苯酚废水处理过程中

微生物的种群结构及优势种群的研究还鲜见报道。核

糖体 RNA基因的 PCR扩增结合变性梯度凝胶电泳

技术(PCR-denaturing gradient gel electrophoresis)可对

不同细菌相同长度的 PCR扩增片断根据序列的不同

得到分离，表征群落结构多样性和变化，与传统微生

物分离培养技术相比具有快速、允许大量样品的比较

研究等优势，近年来在水处理微生物群落多样性研究

方面得到普遍认可和广泛应用，使人们对污水处理过

程中微生物群落的变化产生了新的认识，研究不同工

艺运行中群落微生物动态变化有助于生物处理工艺

的选择、维护和高效运行。

本研究利用 PCR-DGGE 技术比较分析了三种

不同处理工艺和运行条件下微生物种群的多样性变

化，以揭示微生物的多态性及群落结构变化与工艺、

苯酚去除效率等的相关性。
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1结果与分析

1.1不同工艺的苯酚处理效果

表 1为不同工艺在第二阶段和第三阶段对污水

COD和挥发酚的去除率(%)。可以看出，连续运行工

艺的处理效果好于批量工艺，且有更强的抗冲击性，

尤其当进水从混合废水更换为苯酚生产废水时，其

处理效果没有明显的下降。主要在于连续运行试验

中，含酚废水是按照一定流量逐渐与活性污泥完全

混合，变化的水质很快就被混合反应系统稀释，不会

对系统造成很大影响；而在批量试验中，含酚废水瞬

时加入，对活性污泥瞬时冲击更大。

1.2微生物群落分析

当各系统稳定运行至第三阶段，即直接进苯酚原

废水后，从各污泥样品中提取基因组总 DNA，通过用

引物 GC341F/534R 对所提取的 DNA 进行 PCR 扩

增，均获得长度约为 200 bp的特异扩增片段。通过

DGGE分析比较不同处理工艺生物多样性(图 1;表 2)。
由图 1可知，A/O工艺的缺氧段与其好氧段、连续

好氧工艺、缺氧 SBR工艺的污泥相似性分别为 67.4%、

74.7%和 60%，说明运行工艺的差异对微生物的种群结

构有较大的影响。同样为缺氧的A/O工艺中的缺氧段

与缺氧 SBR污泥的相似性仅为 60%，表明运行工艺的

变化将改变活性污泥的种群结构。可见，污水处理中的

生物处理工艺的选择是很重要的。同样，由图 1和表 2
可以看出，不同工艺的条带亮度差异也很大，条带越亮

表明其丰度越高，表明不同的处理工艺导致了不同的

优势种群结构，其中连续流好氧体系中微生物的多样

性最高，缺氧 SBR的微生物多样性最低，与其多样性

变化相对应的是体系中的 COD和挥发酚的去除率随

表 1不同工艺 COD和挥发酚的去除率(%)
Table 1 Removal rate of COD and volatile phenol in different processes (%)

参数

Parameter

混合废水

Composite waste
苯酚废水

Industrial phenol wastewater

缺氧段

Anoxic phase
1
63.7 70.0

51.5 73.4

好氧段

Aerobic stage
1
80.2 99.2

76.3 93.8

连续流好氧

Aerobic continuous

1
81.2 99.3

81.3 95.5

缺氧 SBR
Anoxic SBR

1
48.4 73.3

37.6 63.0

连续 A/O
Continuous A/O

注: 1: COD挥发酚

Note: 1: Volatile phenol

图 1不同运行工艺的 DGGE图谱

注: a: A/O 工艺 A 段; b: A/O 工艺 O 段; c: 连续好氧; d:缺氧

SBR
Figure 1 DGGE profiles of different processes
Note: a: Aerobic unit; b: Anoxic unit; c: Aerobic continuous pro-
cess; d: Anoxic SBR

着多样性的上升而增加。可见，污泥中微生物的多样性

与有机物的去除有一定的联系。

图 2 是进一步对 A-O 工艺不同运行阶段的

DGGE图谱。由图 2可以得出，缺氧段的微生物的多

表 2样品多样性指数分析

Table 2 Biodiversity analysis of different processes

多样性指数

Index

S (条带数)
Band No.
H (多样性)
Diversity
Cs (相似性) (%)
Similarity (%)

A/O缺氧段

Anoxic
phase
10

2.33

100

A/O好氧段

Aerobic
phase
14

2.77

67.4

连续流好氧

Aerobic
cont.
15

2.70

74.4

批量缺氧

Anoxic
SBR
8

2.12

60.0
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样性明显高于好氧段，且两体系种群结构都随水质或

负荷的改变而发生变化，在一些种群消亡的同时产生

一些新的种群以适应水质或负荷的变化，但水质、负

荷发生变化后体系中的优势种群并没发生明显改变。

表明负责污染物去除的优势微生物群落稳定存在，这

为分离并构建复合微生物菌剂提供了思路。

选取好氧段中的优势种群 Y1、Y2、Y3、Y4和 Y5
(图 2)用引物 341F/534R进行 DNA了扩增、测序，测

序结果通过 NCBI比对，结果列于表 3。优势菌株不

仅具有苯环的裂解功能，同时和硫素循环有关，可能

图 2 A/O工艺不同运行阶段的 DGGE谱图(上图为缺氧段,下
图为好氧段)
注: a:河道水与苯酚生产污水的 1:1混合水; b:苯酚生产污水;
c:苯酚生产污水的冲击实验

Figure 2 DGGE profile of different units during A/O process (up:
Anoxic unit; down: Aerobic unit)
Note: a: River water: phenol produced water=1:1; b: Phenol pro-
duced water; c: Shock test of phenol produced water)

和废水中存在的含硫物质有关；结合图 2 可以看出，

不同运行条件下变形菌和 啄 变形菌始终保持着优势

地位，而硫磺菌 Y5和不可培养的 Y2 菌的数量因工

艺的的调整出现发生一定的变化。

2讨论

选用的三套处理工艺对苯酚生产废水的 COD
和苯酚均有良好的去除效果，其中连续好氧工艺处

理效果最佳，同时还具有较好的耐冲击力。

PCR-DGGE技术能够有效地分析环境样品中的

微生物种群。利用微生物技术处理苯酚生产废水过

程中，微生物的种群特性与所选择的工艺有密切关

系；连续好氧体系中微生物的多样性最高，缺氧 SBR
的微生物多样性最低；污水中有机物的去除率与活

性污泥中微生物的多样性有一定的关系。

同一种微生物处理工艺，体系中微生物的种群

结构随水质或负荷的改变而发生变化，但水质、负荷

发生变化后体系中的优势种群并没发生明显改变。

3材料与方法

3.1样品的采集及模拟体系的建立

混合水(苯酚生产污水及生产中排放的微污染河

道水)和苯酚生产污水取自某石化公司，其水水质特

征见表 4。搭建了 3组处理工艺，分别为连续 A/O (缺
氧 - 好氧工艺)工艺，连续好氧工艺，缺氧 SBR工艺。

各装置的运行参数见表 5。
实验分 4个阶段运行：(1)第一个阶段为污泥驯

化和启动阶段(2007年 7月 9日 ~7月 13日)，用生活污

水：混合水=1:1作为进水；(2)第二个阶段(2007年 7月
14日 ~8月 8日)：混合废水进水(河道水:苯酚生产污水

1:1)；(3)第三个阶段(2007年 8月 9日 ~9月 12日)：直
接用苯酚原废水进水；(4) 第四个阶段为连续好氧工

艺的负荷冲击试验(2007年 9月 13日 ~10月 3日)，
这期间进水量分别为 4.5 L/d、7.5 L/d和 9 L/d。

3.2水质分析

COD、NH3-N、挥发酚等检测方法参照《水和废水

监测分析方法》第 4版(国家环境保护总局《水和废水

监测分析方法》编委会, 1992,中国环境科学出版社,
pp.1-784)。

3.3变性梯度凝胶电泳

3.3.1 DNA的提取和 PCR扩增

总DNA提取参照文献(Tsai andOlson, 1991)，用通
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用引物 GC341F (5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGG
CGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGG
CAGCAG-3')和 534R (5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3')
进行 PCR扩增。反应体系为：10伊Buffer 5 滋L、dNTP
Mix 200mol/L，5滋L、引物各 20pmol，1 000 ng/滋L ABS
1 滋L、DNA 模板 1 滋L、Taq 酶 0.25 U、ddH2O 加至

50滋L。PCR条件为：扩增应用 Touchdown模式(iCy-

表 3部分条带的测序

Table 3 Sequencing of partial gel bands

序号

Sequence number
Y1
Y2
Y3
Y4
Y5

菌株

Bacterial strain
Uncultured Arcobacter sp.
Uncultured bacterium clone SL24
Arcobacter nitrofigilis strain F2176
Uncultured delta proteobacterium clone A2124
Thiomicrospira denitrificans 16S RNA

同源性(%)
Homology (%)
100
96
100
100
98

注册号(GenBank)
Registration No. (GenBank)
EF092169
AF379695
EU106662
EU283460
L40808

表 4实验用水水质特征

Table 4 Characteristics of target water

废水来源

Wastewater
河道微污染水

River water
苯酚生产废水

Industrial phenol wastewater
混合水

Mixed water

COD (mg/L)

60.00依20.34

1 554.88依620.75

959.76依171.57

挥发酚(mg/L)
Volatile phenol (mg/L)
约0.2

403.93依252.15

171.43依52.97

NH3-N

-

15.08依7.59

13.95依25.07

pH

8.36依0.36

7.54依0.38

7.27依0.69

表 5试验装置运行参数

Table 5 operating parameters of biosystem

试验系统

Testing system

缺氧池有效容积(L)
Working volume (L)
曝气池有效容积(L)
Working volume (L)
水力停留时间(h)
HRT (h)

溶解氧(mg/L)
DO (mg/L)

缺氧 SBR
Anoxic SBR

1.0

-

24

<0.5

缺氧 /好氧

Anoxic/Aerobic
0.5

1.0

缺氧 12 h
Anoxia 12 h
好氧 24 h
Aerobic 24 h
缺氧<0.5
Anoxia <0.5
好氧 2~4
Aerobic 2~4

好氧

Aerobic
1.0

-

24

2~4

连续实验

Continuous study

cler Thermal Cycler, BIO-RAD, 美国)：94℃预变性

5 min后，94℃变性 30 s，62.5℃复性 30 s，以后每个

循环降低复性温度 0.3℃，72℃延伸 40 s，计 25 个循

环；剩下 10个循环为：94℃变性 30 s，55℃复性 30 s，
72℃延伸 40 s；最后 72℃延伸 10 min。

3.3.2 DGGE

电泳用 10%的聚丙烯酰胺凝胶(g/L)变性梯度为

30%~50% (100%的变性剂中含有 7 mol/L的尿素和

40%的去离子甲酰胺)，电泳上样量为 35 滋L的 PCR
产物；电泳条件为：1伊TAE 电泳缓冲液，80 V恒定电

压下，60℃运行 10 h。溴化乙啶(EB)染色和纯水洗涤

各 20 min (Muyzer, 1999)。

3.4 DNA回收和测定

在紫外灯下切取 DGGE 胶上的优势条带，用

50 滋L 无菌水快速洗涤后，放入 30 滋L 无菌水中

-20℃冷冻过夜，然后用 60℃的热水温育 10 min，待
凝胶融化后，在 5 000 r/min的速度下离心 5 min。取

样品进行 PCR 扩增，条件同上，引物不带 GC发夹。

PCR产物送交奥科生物公司测序。

3.5微生物多样性的分析

在假设每一条带代表一个物种，条带密度代表

物种的丰度的前提下，按如下公式计算多样性指数

(Shannon-Wiener index, H)：
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H=
S

i = 1
移p iIn p i=-

S

i = 1
移(Ni / N) In (Ni / N)

其中的 pi是指某个运行周期所采样品(泳道)中
单一条带的强度在该样品中的所有条带总强度中所

占的比率，S 是某个样品(泳道)中所有条带数目总

和。均匀度(E')和相似性系数(Cs)参考文献(刘新春

等, 2005)。
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