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摘要：利用 %&’()**+技术分析了处理甲苯废气的生物滴滤池生物多样性，结果表明：在运行过程中，随着生物滴
滤池对甲苯去除能力的不断增加，填料当中的微生物种群也发生了明显的变化。在甲苯的选择压力下，随时间的

迁延，微生物种类减少，优势种群的相对丰度增加，处于不同层面填料上的微生物分布也趋向于一致。
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生物法治理污染空气始于 0#世纪 !#年代，最
初是用土壤床来治理生活污水厂散发的恶臭气

体［"］。由于生物法治理废气具有经济、高效和环保

的优点，目前已经拓展到对挥发性有机气体（[\&）
的净化治理，并为众多学者和专家所注意，开展了

大量有关工艺、填料以及影响处理效率的各种因素

（如温度、H;、负荷等）等方面的应用研究［0 ] 2］。但是
对其中微生物的研究尚不多见，经常出现由于微生

物的过度生长而导致填料堵塞的情况［!］。处理系

统中微生物的生长受到各种环境因素的影响，因

此，只有深入了解微生物的种群结构以及微生物与

环境因素的相互作用关系，才能通过调整运行参数

和改进工艺，控制微生物的适度生长，并保持相对

的稳定，从而提高生物法治理工业废气的效率和性

能。本文借助分子生态学技术，对处理甲苯废气的

生物滴滤池中的微生物学规律进行了研究。

> 材料与方法

>?> 生物滴滤池
生物滴滤池内径 "!GM，填料高度为 "##GM，成分

为 " ^.（= _=）的活性炭和陶粒，合成的甲苯废气从反
应器上部进入，流量为 "Z#!M. _I。距离填料层顶部

"1GM、.$GM、!3GM、$-GM处留有 2 个采样孔（标记为
"、0、.、2），反应器流程图见文献［1］。填料用石化厂
活性污泥挂膜后通入低浓度甲苯废气进行驯化，定

期补加不含碳源的无机盐溶液。分别于第 "#E、
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!"#、$"#（标记为 %、&、’）从各采样孔采集陶粒，置于
( )"*冰箱保存，同时检测进气口、出气口及各采样
孔甲苯气体浓度。

!"# 分析方法
甲苯气体浓度检测：由气相色谱仪（+,-./"!

型，具 012检测器和 +,33/!自动积分仪）检测。色
谱柱：2& ( - 型毛细管柱（$4 5 "63)44）；汽化室温
度：7."*；柱温：-"*；检测器温度：7."*；载气：氮
气，柱前压 8"9,:。
总 2;%提取：3次从填料层的 !个采样孔共采

集 7)份样品，每份称量 -<填料于 -"4=离心管中，
按照文献［8］所述方法进行总 2;%提取［$］。

,’>扩增：使用梯度 ,’> 扩增仪（,?’)""），用
78@ A2;% 基因的 B3 区特异性引物［.］扩增目的片
断，扩增反应先于 /!*预变性 !4CD，然后按以下程
序循环 3"次：/!*74CD，!3*74CD，$)*)4CD，最后在
$)* 延伸 7"4CD，产物用 7E的琼脂糖凝胶电泳检
测。

2FFG：采用 2HI#J?K突变检测系统（&CIL>:#）对
78@ A2;% B3区扩增片断进行 2FFG分析，电泳所用
聚丙烯酰胺凝胶浓度为 7"E，变性梯度为 3"E M
8"E（尿素为 $4INO=，甲酰胺为 !"E时的变性浓度
为 7""E）。使用电泳缓冲液为 7 5 ?&G，每孔上样
浓缩后的扩增产物 )-"=。电泳条件为 8"*恒温下，
7""B电泳 /P，然后用 G&染色 3"4CD，QB1RJH紫外凝
胶成像系统（’:4SAC#<J，QT）观察，并用 QB1&%;2
（BU//）软件分析结果，用 @P:DDIDLVJCDJA 指数来反
映生物多样性，计算公式如下［.］：! W (!"" NI<""，

"" 为每一条带在所有条带中所占的比率。用相似

性系数 #$ 来比较不同样品中微生物的群落结构，
计算公式如下［/］：#$ W 7"" 5 ) % O（ & X ’），% 为两个样
品中相同条带的数目，& 和 ’ 分别为两个样品可探
测到的条带的数目，#$ 值介于 " M 7""之间，"表示
没有相同的条带，而 7""表示两个样品完全相同。

2;%回收测序：选择凝胶上丰度较高、变化较
为明显的条带回收后作为模板再扩增，扩增产物送

上海博亚生物公司测序，所测序列输入 FJD&:D9比
对，选取相似性较高的同源序列，利用 ,PYNCZ软件包
中的邻位连接法构建系统发育树。

# 结果与讨论

生物滴滤池接种污泥后需要一定的时间驯化

才能达到对目标污染物有稳定的去除效果，表 7是
不同时期生物滴滤池中位于不同高度的填料层对

甲苯的去除结果，可以看出，随着甲苯浓度的升高

和运行时间的延长，生物滴滤池对甲苯的去除能力

逐渐增加，7 个月以后，甲苯的出气浓度已降低至
"6"7/4<O43，当浓度继续升高时，虽然整个填料层对

甲苯的去除负荷和去除能力都在升高，但甲苯的出

气浓度有所增加。

表 ! 生物滴滤池对甲苯的去除

采样

时间

（#）

进气

浓度

（4<O43）

7
（4<O43）

)
（4<O43）

3
（4<O43）

!
（4<O43）

出气

浓度

（4<O43）

去除

能力

（<O
43·P）

%（7"） "6/8" "6-). 7-

&（!"） 76$"" "68!/ "63"! "6"/" "6"7/ "6"7/ 7)7

’（$"） !6))7 )6!-/ 76//. 76-$3 76337 7673$ 7."

在 $"#的试验期间，填料当中的微生物组成随
时间的迁延发生了明显的变化，@P:DDID 指数由开
始阶段的 76) 左右降低到最后的 76" 左右（表 )）。
@P:DDID指数是反映出群落丰度和均匀度的综合指
标，与物种数目的多少以及不同物种在群落中所占

的比例有关。2FFG技术由于可以将一个碱基差异
的 2;%片断分开，因此，每一个条带基本上可以代
表一种物种，条带的亮度表示物种的相对数量。由

图 7可以看出，第 3次采集的样品中丰度较高的微
生物种类在数目上明显减少，只有 !、-、8、7"条带在
3个样品中共同出现，其中条带 !、8、7" 亮度减弱，
而条带 -则明显增强，由原来的弱势种群发展为优
势种群，而条带 7、)、.、/ 和 77 则逐渐消失，其中条
带 7和 )为原来的优势种群。

图 7 生物滴滤池不同样品的 2FFG指纹图谱

在填料不同层面所采集的样品中微生物的种

类和数量差异不大，@P:DDID指数也比较接近。通过
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计算相似性系数（!"值）发现（表 #）：不同日期同一
位置的样品相似性系数发生了较大的变化，$样品
同 %、!样品的相似性较低，如 $&同 %&和 !&的 !"
值分别为 ’(和 (#，但 %、!样品的相似性较高，如 %&
和 !&为 )’，说明在生物滴滤池运行过程中，其内部
的微生物的群落结构逐渐趋于一致。同一天的不

同位置的样品的相似性系数很高，第 &*+的 (个样
表 ! 各样品 "#$%%&%指数

样品 ,-.//0/ 指数

$& &12*3

$2 &1&45

$# &122’

$( &1223

%& *1))5

%2 &1*(3

%# &1&*’

%( &1*3(

!& &1*&(

!2 &1*2#

!# &1*2*

!( *142&

表 ’ 各样品的相似性系数（()）

!"系数 $& $2 $# $( %& %2 %# %( !& !2 !#

$& &**

$2 45 &**

$# )2 53 &**

$( )2 53 &** &**

%& ’( ’# 53 53 &**

%2 ’’ ’# 53 53 &** &**

%# ’* ’’ 5( 5( 42 42 &**

%( (& (5 34 34 )) )) 4& &**

!& (# (( ’) ’) )’ )’ 5’ 53 &**

!2 #) #5 ’’ ’’ 55 55 5# 5( 42 &**

!# #5 #3 3* 3* )& )& 55 54 )4 43 &**

!( #3 (# 3’ 3’ )’ )’ )2 )# 4# 42 43

品之间的相似性稍低，而第 (*+和 5*+的 !"逐渐增
加，达到 )) 以上，微生物的种类和分布十分相似。
出现这种结果的原因可能是第 &*+生物滴滤池处于
驯化初期，微生物群落结构尚未发生明显变化，第

5*+甲苯由于进气浓度较高，在填料不同高度都有
一个较高的选择压力，使得微生物的分布也趋于一

致，第 (*+浓度适中，甲苯沿着填料高度逐步地被去
除，在不同的高度甲苯的选择压力不完全一样，微

生物群落结构相似性稍低于第 5*+的各样品。

图 2 生物滴滤池中主要微生物种群的系统发育关系

生物滴滤池中的主要微生物菌种的系统发育

关系（图 2）表明，在反应器运行的后期所出现的主
要微生物种群系统发育关系较为接近，与不同类型

的紫细菌聚在一起。其中条带 ’为优势菌种，与之
聚为一类的菌均为芳香族化合物的降解菌，如

!"#$%&"’" "67 89:*&是从一序批式反应器中分离得
到的降解苯酚的菌株［&&］，而 !"#$%&"’" "67 ;%& 则是
从苯系物（苯、甲苯、乙苯等）污染的土壤中分离得

到的降解菌株［&2］，条带 ’与这些菌的同源序列的相
似性都为 4)<，说明反应器中甲苯作为最重要的因
素，决定着填料生物膜的微生物种群结构。在驯化

初期的主要微生物种类较多，系统发育关系较远，

分为几个不同的类群，除了与紫细菌相似性高的一些

类群外，条带 &还与革兰氏阳性的放线菌聚在一起。
以上结果说明在滴滤池运行过程中微生物的

种类和数量都发生了变化，这是由于随着滴滤池进

气甲苯浓度的不断升高和负荷的增加，只有能够利

用甲苯作为碳源生长的微生物种群才能不断的增

殖，从而在生物膜中占据优势。微生物种类虽然减
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少，但是对甲苯废气的去除能力却逐渐增强，由第

!"#的 !$%&’(·) 增加到第 *"# 的 !+! %&’(·) 和第
,"#的 !-" %&’(·)。因此，甲苯作为一种主要的选择
性压力，决定着构成生物膜的微生物种群结构，随

着对微生物不断地选择和淘汰，使得能够降解甲苯

的微生物逐渐成为优势种群，能最终保持丰度较

高、相对稳定的状态，从而维持着生物滴滤池高效

的甲苯处理性能。

接种填料的活性污泥来自处理石油加工废水

的活性污泥，由于微生物群落组成较为复杂，其中

甲苯降解菌不一定是优势种群，这从条带 $的显著
增强和原来较亮的条带 !和 +的消失就可以看出。
因此，在挂膜驯化阶段如能针对性地接种甲苯降解

菌，可以大大地缩短生物滴滤池启动和调试所需的

时间。
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