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66摘6要!6生物脱氮效率受进水碳氮比"7+8$的影响较大% 为此!采用人工模拟配水!基于

$39 :;8<高通量测序技术!探究了 9=;生物脱氮过程中!2 种7+8"%&)&$% 和 $)$条件对微生物代

谢功能及相关功能基因的影响% 结果表明!7+8对微生物菌群的代谢功能有不同程度的影响% 能

量代谢&碳水化合物代谢和氨基酸代谢是影响微生物代谢活性的主导功能% 碳水化合物代谢和能

量代谢在;

%

中的相对丰度最高!而丁酸代谢&丙酸代谢和氮代谢在;

%

中的相对丰度最低% 此外!

7+8可显著影响氮代谢过程相关功能基因的数量!当7+8从 % 逐渐升高至 $) 时!硝化过程相关酶

的相对丰度表现为先增大后减小的趋势#反硝化过程相关酶的相对丰度逐渐增大!固氮过程相关酶

的相对丰度却逐渐减小%
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66传统生物脱氮借助于硝化菌和反硝化菌的生理

代谢功能实现氮的稳定去除' 脱氮效率受到多种因

素的影响$碳氮比"7+8#就是其中一个($)

' 在 <@

"@8工艺中$王翠等(4)认为进水 7+8在 )&$ 时系

统的脱氮效率最高$不会继续随着 7+8增大而增

大% D̂ZFMEMLU等(*)的研究表明$当 7+8从 *&2 增加

到 $*&3 时$氨氮去除率从 (%_降低至 32_%7HDF

等(2)在研究 7+8对 9=;工艺处理效果的影响时$

在7+8为 $$&$ 时出现了同步硝化反硝化"98!#的

现象%夏志红())发现7+8从 % 增加到 $% 时$能够显

著地抑制氨氧化进程%]M:/L:CMLM等发现$随着 7+8

减小$活性污泥系统中的硝化细菌数量明显增

多(3)

' 此外$一些研究也发现$随着 7+8升高$氨氮

去除率降低而总氮">8#去除率升高(5 @$$)

' 微生物

竞争机制理论能较好地解释 7+8对硝化过程的影

响机理!硝化菌为化能自养菌$7+8较低时自养菌

为优势菌$硝化作用可以顺利进行%7+8较高时化

能异养菌大量出现$抑制了硝化菌的活性' 因此$

7+8较高时可为反硝化菌提供大量的电子供体$有

利于 98!作用$进而提高总氮去除效果($$ @$4)

'

7+8对硝化过程的影响体现在微生物菌群代

谢功能及相关功能基因活性的差异' $39 :;8<基

因测序技术在近几年被广泛采用$已成为研究微生

物群落组成*微生物多样性*特征功能基因等的重要

手段($* @$2)

' 笔者采用人工模拟污水$在 7+8值分

别为 %*)*$%*$) 条件下驯化微生物菌群$首次通过

$39 :;8<基因测序手段开展微生物菌群代谢功能

的预测分析$考察 7+8对 9=;生物脱氮效果的影

响$探究硝化过程主导的功能代谢途径和功能基因$

从而揭示7+8对硝化过程影响的微生物生态机制'

!"

材料与方法

!#!"原水水质

人工模拟污水的主要成分! 微量元素浓缩液为

$ B̀ +̀$8T

2

7E为 $$) B.+̀$aT

4

b"

2

为 43 B.+̀$

7T

*

7""8C为 *() B.+̀' 微量元素浓缩液的成分!

.̂9"

2

&5T

4

"为 )&%5 B.+̀$cM9"

2

&5T

4

"为 4&2'

B.+̀$8C

4

Û"

2

&4T

4

"为 $&43 B.+̀$8C7E为 %&4)

B.+̀$7U7E

4

&3T

4

"为 %&2$ B.+̀$A!><为 $&((

B.+̀$dG9"

2

&5T

4

"为 %&22 B.+̀$7F9"

2

为 %&4)

B.+̀$ Ĝ9"

2

&2T

4

"为 %&*$ B.+̀$7C9"

2

&4T

4

"

为 %&2* B.+̀'

!#$"9=;反应器及接种污泥

有机玻璃圆锥形 9=;反应器的内径为 $)%

BB$外径为 $3% BB$高为 )%% BB$总有效容积为 $%

$̀配有恒温加热和自动控制系统"控制 0T值和

!"#' 采用鼓风曝气$供气系统由空气压缩机*气体

流量计"$3 e$3% +̀H#*曝气管及多孔扩散器组成'

以兰州市某污水处理厂 <

4

+"工艺的活性污泥作为

接种污泥$其 ^̀ ]99 约为 * %%% B.+̀$9]为 *)_$

具有良好的脱氮性能'

!#%"试验方案

首先对接种污泥进行培养驯化$即向反应器中

加入人工模拟污水$按周期运行$直到获得稳定的生

物脱氮性能' 驯化结束后$将污泥分装入 2 个 9=;

反应器";

%

*;

)

*;

$%

和 ;

$)

#$通过调整进水 7"!和

8T

f

2

@8的浓度$控制 2 个 9=;内混合液初始 7+8

分别为 %*)*$% 和 $)$具体运行条件见表 $'

表 !"&'(反应器的运行条件

>CX&$6"0M:CLDG.OUGNDLDUG/UWWUF:9=;:MCOLU:/

反应器
反应时间+BDG

进水及活性污泥浓度+

"B.&`

@$

#

周期 进水曝气沉淀排水 7"!

8T

f

2

@8

^̀ 99

;

%

*%% 4 45% 4) 6% 4% 4 )2%

;

)

*2% 4 *%% *) *%% 3% * *2)

;

$%

**% 4 45% )) *%% *% * $)2

;

$)

45% 4 4$% )) *%% 4% 4 '('

669=;反应器每个周期包括进水*曝气*沉淀排水

&$4&
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及闲置四个阶段' 由于 2 个 9=;反应器初始 7+8

不同$为了获得完全的氨氧化反应$每个反应器的硝

化反应时间和沉淀排水时间也不同' 反应器中的混

合液温度由恒温加热系统稳定在"4) g4&%# h$通

过投加 %&) BUE+̀的 T7E或8C"T溶液维持混合液

0T值为 5&) g%&4$ !"维持在 $&% e4&) B.+̀' 装

置共稳定运行 *%* N$取活性污泥样品进行 !8<提

取$通过 $39 :;8<高通量测序获得微生物的构成'

在此基础上$基于 aARR数据库$借助 b#7;?9L工

具预测分析微生物菌群的代谢功能$并对氮转化的

相关功能基因进行比对'

!#)"活性污泥样品!8<提取和高通量测序

每个 9=;反应器取 * 个均质泥水混合液样品$

进行微生物基因组!8<提取' 将!8<模板从样品

中提取出来之后$扩增 $39 :;8<]* @]2 区$以提

取到的!8<原液为b7;模板$通用引物为 **(c和

(%3;' b7;反应条件!'( h预变性 4 BDG%'( h变

性 $) /$)) h退火 *% /$4) e45 个循环%54 h延伸 )

BDG' 在 2 h的条件下保存$委托上海派森诺生物科

技有限公司进行#EEFBDGĈ D9MZ高通量测序'

!#*"b#7;?9L预测的方法和步骤

b#7;?9L是用来预测菌群代谢功能的工具' 其

原理是通过对比已知代谢功能的微生物基因组数据

库和已有的 $39 :;8<基因测序数据$来预测细菌

的代谢功能' 同时$在预测的过程中还需要考虑

$39 :;8<基因拷贝数在不同物种之间的不同$而且

需要校正物种丰度$从而得到更加科学的预测结

果($))

' 具体步骤!首先$根据已测微生物基因组的

$39 :;8<基因全长序列$推断出它们共同祖先的基

因功能谱$以及R:MMG.MGM/$39 :;8<基因全长序列

数据库中其他未测物种的基因功能谱$然后利用推

断结果构建出古菌和细菌域全谱系的基因功能预测

谱%其次$比对R:MMG.MGM/数据库和 $39 :;8<基因

序列的相关数据$得到参考序列相似的 +参考

">?,%再按照这些拥有相似序列的 $39 :;8<基因

拷贝数$校正 ">?丰度矩阵%最后$将菌群组成+映

射,到数据库$利用这些+大数据,就可以科学地预

测菌群的一些代谢功能'

$"

结果与讨论

$#!"7+8对9=;系统脱氮效能的影响

整个试验共进行了 *%* N$通过监测 9=;系统

进出水7"!和氮浓度变化情况$分析 7+8对脱氮

性能及微生物硝化活性的影响' 表 4 为 2 种 7+8

条件下 9=;系统对7"!和氮的去除情况'

表 $"&'(系统对+,-及氮的去除性能

>CX&46;MBU[CE0M:WU:BCGOMUWGDL:U.MG CGN 7"!DG LHM9=;/K/LMB/

反应

器

硝化开始+"B.&`

@$

# 硝化结束+"B.&`

@$

#

去除率+_

7"!

8T

f

2

@88"

@

4

@88"

@

*

@8

>8 7"!

8T

f

2

@88"

@

4

@88"

@

*

@8

>8 7"!

8T

f

2

@8

>8

;

%

45&' g

(&*

$'&% g

4&3

%&5 g

%&)

4%&% g

)&$

*'&( g

)&2

$'&* g

)&5

$&$ g

%&3

%&$ g

%&4

*)&* g

3&$

*3&) g

3&%

45&3 g

44

'2&3 g

4&(

(&* g

)&4

;

)

433&$ g

$'&%

)3&* g

2&4

%&) g

%&5

)&' g

2&4

34&5 g

3&$

4(&% g

3&(

$&4 g

$&$

%&4 g

%&)

2)&$ g

)&4

23&2 g

)&*

('&) g

4&4

'5&( g

4&%

4)&5 g

(&*

;

$%

4)3&* g

$(&*

43&3 g

4&2

%&4 g

%&4

%&' g

4&5

45&5 g

*&5

4)&* g

)&)

%&' g

%&5

%&$ g

%&4

4$&3 g

$&'

44&3 g

4&%

'%&4 g

$&'

'3&' g

4&)

$5&( g

$%&$

;

$)

4)'&4 g

$)&'

4%&% g

4&4

%&$ g

%&4

%&5 g

$&3

4%&5 g

*&%

4)&$ g

2&'

%&5 g

%&3

%&4 g

%&2

$$&$ g

$&'

$$&' g

4&$

'%&* g

$&'

'3&2 g

*&%

24&% g

'&3

66由表 4 可知$尽管 2 个系统进水 8T

f

2

@8浓度

不同$但曝气结束后的平均浓度均低于 4&* B.+̀$

去除率均在 '%_以上$这与王翠(4)及郭英($3)等的

研究结果一致' 此外$曝气结束后$;

%

和 ;

)

的总氮

浓度较高$而且硝化产物以8"

@

*

@8为主$8"

@

4

@8

含量极低$表明 8T

f

2

@8主要被氧化成 8"

@

*

@8'

对于反应器 ;

$%

和 ;

$)

$曝气结束时的 8"

@

*

@8和

8"

@

4

@8浓度均非常低$表明发生了明显的同步硝

化反硝化现象' 对于>8的去除$;

%

的去除率最低$

而;

$)

最高' 但>8的去除率并没有随着 7+8的提

高而增加$例如 ;

$%

的去除率"$5&(_#远低于 ;

)

"4)&5_#' 因此认为 9=;中发生了 98!现象$在

仅进行曝气的条件下能去除部分 >8' 对去除速率

进行了计算$发现 ;

)

中 >8的去除速率最快$ 因此

推测该条件下实现 98!反应的微生物最活跃' ;

$)

的>8去除率最高$但其 >8去除速率居第二位$因

此 98!在高 7+8时更彻底$更有利于微生物进行

相关的生命活动$实现氮的去除($5)

'

&44&
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$#$"基于aARR数据库的菌群功能预测

aARR数据库在分类水平上主要包括以下四个

等级!大类的生物代谢通路是第一等级$代谢通路的

子功能是第二等级$代谢通路图作为第三等级$最后

是a"编号"对应代谢通路上各个 a"的具体注释

信息#作为第四等级' 在 2 种 7+8下$基于 aARR

数据库的活性污泥微生物代谢功能分析结果见图

$' 在二级分类水平上$共有细胞进程*环境信息处

理*遗传信息处理*人类疾病*新陈代谢*生物体系统

和未分类这 5 个功能模块的微生物代谢通路' 新陈

代谢功能模块呈现出多样性和数量上的显著优势$

其次是遗传信息处理*环境信息处理*未分类功能和

细胞进程的功能模块$其相对丰度较高$而生物体系

统和人类疾病模块的相对丰度较低'
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图 !") 种+./条件下活性微生物功能基因0122
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66氨基酸代谢*碳水化合物代谢和能量代谢是新

陈代谢中最具优势的功能类群$三者分别占总生物

代谢通路的 '&(_*'&4_和 3&4_$这与 2 个系统中

有机物和氮的降解规律以及主要功能微生物的相对

丰度变化趋势一致' 第二+第三类群辅助因子和维

生素代谢*脂类代谢*核苷酸代谢以及异源性生物降

解和代谢的相对丰度分别为 2&2_**&)_**&*_*

4&'_' 相对丰度较低的是多糖的生物合成与代谢

"相对丰度为 4&2_#*萜类及聚酮化合物代谢

"4&%_#*酶家族代谢 "$&'_#*其他氨基酸代谢

"$&5_#以及参与其他次生代谢产物合成的代谢

"%&'_#' 在遗传信息处理中$相对丰度最高的是

复制和修复以及翻译$相对丰度分别为 5&2_和

2&3_' 在环境信息处理中$相对丰度最高的是参与

膜运输的功能$占总生物代谢通路的 '&3_' 细胞

运动功能在细胞进程这一模块中的相对丰度最突

出' 此外$2 种7+8条件下相对丰度差异较大的是

异源性生物降解和代谢功能'

根据aARR基因表达的结果$基因序列在 2 种

7+8条件下表现出了丰度上的差异性和功能上的

多样性' a"一级水平层次上的 5 类代谢功能和

a"二级水平层次上的 2$ 类二级代谢功能均具有显

著丰度差异$因此在活性污泥样品中可能存在许多

微生物$并且具备不同的特定功能'

为了进一步探讨 7+8对微生物代谢功能的影

响$建立了 2 组污泥样品的 aARR三级代谢模型

"见图 4#' 可以看出$虽然每种代谢途径在相对丰

度上存在一定程度的差异$但是碳水化合物代谢*能

量代谢*氨基酸代谢*核苷酸代谢及酶类代谢途径普

遍共存于所有污泥样品中' 具体来说$氨基酸*碳水

化合物和能量代谢的功能图谱占微生物代谢活性的

主要比例$与主要营养物质的降解和主要功能微生

物的丰富度相吻合$这与相关文献报道一致($()

' 氨

基酸代谢中的精氨酸和脯氨酸代谢$丙氨酸*天冬氨

酸和谷氨酸代谢$甘氨酸*丝氨酸和苏氨酸代谢的相

对丰度在;

%

中最高$在其他三个系统中的相对丰度

则相差不大' 碳水化合物代谢中的丙酮酸代谢*氨

基糖和核苷酸糖代谢*糖酵解+糖异生和柠檬酸循环

&*4&

III&OGII$'()&OUB 吴代顺!等'碳氮比对硝化过程微生物代谢及功能基因的影响 第 *5 卷6第 5 期



">7<循环#的相对丰度也是在;

%

中最高$但;

%

中

的丁酸代谢和丙酸盐代谢的相对丰度明显低于其他

三个系统' 能量代谢中的氧化磷酸化在 ;

%

和 ;

$)

中相对丰度较大$分别约为 $&5_和$&)_' 氮代谢

的相对丰度在 ;

%

中最小$为 %&'_$这也进一步表

明在;

%

系统中$由于有机物的缺乏$同步硝化反硝

化作用较弱$导致 >8去除率最低' 核苷酸代谢中

的嘌呤代谢的相对丰度在全部代谢功能中最高$为

$&'_' 此外$随着7+8的增加$与有机物降解相对

应的碳水化合物代谢并没有因此而增加'
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图 $"不同+./条件下活性污泥微生物代谢功能特征
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$#%"氮代谢相关酶种类及丰度

基于 $39 :;8<基因测序结果和 b#7;?9L工具

可获得aARR直系同源基因簇"a"#的具体注释信

息$并将a"值映射到aARR代谢通路数据库的+氮

代谢通路图,$可获得氮代谢相关功能基因类别及

其相对丰度' 其中$氮代谢aARR途径见图 *'
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图 %"氮代谢0122途径

cD.&*6aARR0CLHICKUWGDL:U.MG BMLCXUED/B

2 个 9=;系统中均涉及 42 个功能基因和 ) 种

氮代谢途径$即!硝化作用*反硝化作用*异化硝酸盐

还原作用*同化硝酸盐还原作用和固氮作用"见图

*#' 一些功能酶$如羟胺氧化酶 " ;&*#+还原酶

";,B#和氨单加氧酶"&9*E75#会参与到硝化过程

中' 反硝化过程相关的酶为硝酸还原酶 " '&B6*

'&)6#*亚硝酸盐还原酶 " '%).#*一氧化氮还原酶

"'*)7*'*)5#以及一氧化二氮还原酶"'*6J#'

通过对 2 种 7+8条件下与氮转化相关功能基

因丰度的分析$氮转化过程相关酶均共存于 2 个活

性污泥系统中$但功能基因的相对丰度存在一定的

差异"见图 2#' &9*和 ;&*K;,B参与到硝化过程中'

&9*仅在 ;

%

中检出$其相对丰度为 3&5 i$%

@5

$充

分表明;

%

具有较强的氨氧化能力$而 ;&*K;,B分布

于 2 个活性污泥样品中$但 ;,B在相应污泥样品中

的相对丰度是 ;&*的 $2 e)($ 倍$表明 ;,B是羟胺

氧化+还原过程中的主导酶$可将羟胺直接还原成氧

&24&
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化亚氮而从系统中逸出' 这也解释了 2 种 7+8条

件下$均发生了显著的同步硝化反硝化现象的原因'

此外$随 7+8的增加$羟胺还原酶和一氧化氮还原

酶的相对丰度均表现出逐渐增加的趋势$因此 7+8

增加显著促进了羟胺和亚硝态氮的还原过程$从而

强化了系统对>8的去除'

!"#$

#%&'("%&'

#%&$("%&$

#%&)("%&)

*"&

*+#

!",'

!"-$

!.-'

!"-/

!"-0

!"-1

!"#'

!"#$"%"&'#"()

*++","-.#($/ )"#$.#0 $012&#"()

3"++","-.#($/ )"#$.#0

$012&#"() #( .,,()".

!"

!

!"

!

4

56748

96748

:6748

86748

;6748

!.-$

!.-2

!-3'

!.-4

!&-$

!&-)

!&,5

"!3/

!.32

!.30

!.34

<=>?4 @=!?; @=!?A4<=>?A;

30)"#$"%"&'#"()

>"#$(B0) %"C.#"()

;6748

86748

:6748

96748

A6748

4

图 )"功能基因的相对丰度

cD.&26;MECLD[MCXFGNCGOM0EULUWWFGOLDUGCE.MGM/

通过同化和异化硝酸盐还原两个途径来实现硝

酸盐还原过程' 与同化硝酸盐还原相关的功能基因

中$硝酸盐还原酶 '&6E占绝对丰度优势"%&%*4_#'

与异化硝酸盐还原相关的功能基因在 2 种活性污泥

中的相对丰度差异较小$介于 $)&)_ e4%&*_' 此

外$与异化硝酸盐相关的功能基因的相对丰度之和

是同化硝酸盐还原相对丰度之和的 *&3 e)&3 倍$表

明异化硝酸盐还原过程是 9=;系统中硝酸盐还原

的主要途径' 对于亚硝酸盐还原过程$将亚硝酸盐

还原成氮的相关功能基因相对丰度之和 " '%).f

'*)75f'*6J#是亚硝酸盐还原成氨相关功能基因丰

度之和"'%)7Lf'%)Ef')4E#的 $&* e$&5 倍$表明反

硝化过程是实现亚硝态氮还原的主要途径'

此外$反硝化过程相关基因的含量占有绝对优

势$硝化过程和同化硝酸盐还原过程的基因相对丰

度较低' 7+8对氮代谢相关功能基因丰度具有显

著影响' 当7+8从 % 升高至 $) 时$固氮过程相关

酶的基因丰度随着7+8升高而减小%硝化过程相关

酶的相对丰度表现出先随7+8升高而增大$然后再

减小的趋势$说明硝化过程被逐渐弱化$相反$同化

硝酸盐还原相关酶的相对丰度表现出先随 7+8升

高而减小$然后再增大的趋势' 需要指出的是$反硝

化过程相关酶的基因丰度随7+8升高而增大$这充

分表明高7+8条件对反硝化过程有促进作用'

%"

结论

!

62 种7+8条件下均获得 '%_以上的 7"!

和氨氮去除率' 但7+8能够显著影响总氮的去除$

随着7+8的升高$总氮去除率从 (&*_逐渐增加到

24&%_$较高 7+8条件有利于同步硝化反硝化作

用$从而强化系统对总氮的去除'

"

67+8对微生物的代谢功能具有一定程度

的影响' 碳水化合物代谢*能量代谢*氨基酸代谢*

核苷酸代谢及酶类代谢共存于活性污泥系统中$而

氨基酸代谢*碳水化合物代谢和能量代谢是微生物

新陈代谢的主导功能模块$且低7+8有利于碳水化

合物代谢*能量代谢和核苷酸代谢$较高 7+8有利

于氮代谢*丁酸代谢和丙酸盐代谢'

#

67+8可显著影响氮代谢相关酶的组成及

相对丰度' 硝化过程羟胺氧化酶+还原酶的相对丰

度表现为先随 7+8升高而增大$然后减小的趋势'

硝酸盐转化还原过程的主要途径是异化硝酸盐还

原$其功能基因的相对丰度随着 7+8升高而增加'

反硝化过程相关酶"'%).*'*)75*'*6J#的相对丰度

随着7+8升高而增大$较高7+8对反硝化过程具有

较强的促进作用'
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