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自然微生物挂膜处理水产养殖废水的效果及微生物群落分析

蔺凌云    尹文林    潘晓艺    袁雪梅    姚嘉赟    徐    洋    王    超    沈锦玉
(浙江省淡水水产研究所, 湖州 313001)

摘要: 以弹性填料和流化床填料为硝化反应的生物挂膜材料, 聚羟基丁酸/戊酸共聚酯(PHBV)为反硝化反应

的碳源和生物膜载体, 通过微生物自然挂膜处理低C/N比水产养殖废水, 去除水体中的氨氮、亚硝酸盐氮及

总氮。应用Miseq高通量测序技术对生物膜的微生物群落组成和结构进行分析。结果表明: 温度25—30℃, 该
处理系统首次挂膜成功需要4周, 启动后运行稳定, 对2种不同来源和氮污染程度的养殖废水均有较好的脱氮

效果 ,  氨氮、亚硝酸盐氮及总氮的去除率均在90%以上。硝化生物膜(a)的优势菌分别归属变形菌门

(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和厚壁菌门(Firmicutes)。反硝化生物膜(b)微生物群落的多样性指

数和丰度指数均远大于前者,  主要为变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门、螺旋体门(Spirochaetae)及绿菌门

(Chlorobi)。其中, 归属于变形菌门β-变形菌纲(Betaproteobacteria)的丛毛单胞菌科(Comamonadaceae)和红环

菌科(Rhodocyclaceae)在2种生物膜中占比均较高。由于所处环境(载体, 碳源、溶氧等)不同, 在属分类水平上,
2种生物膜的细菌群落结构表现出明显差异。生物膜a中属的种类仅为b的三分之二, 相对丰度>0.5%的优势菌

属,  a为8个,  b为18个。其中,  隶属丛毛单胞菌科和红环菌科未知属的优势种群分别占到a、b总序列数的

56.67%和45.51%。磁螺菌属(Magnetospirillum)和硝化螺菌属(Nitrospira)是a中特有的优势功能菌群, 梭菌属

(Clostridium)、动胶菌属(Zoogloea)、管道杆菌属(Cloacibacterium)、脱硫弧菌属(Desulfovibrio)等具有反硝化

功能的菌群为b的优势菌属。
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随着集约化水产养殖业的发展, 氮污染物的大

量排放对人体健康及周围的水域环境都产生了较

大的危害。因此, 养殖废水的脱氮处理受到广泛关

注。生物脱氮法相比物理化学法, 具有费用低、不

易产生二次污染、不破坏养殖生态平衡等优点, 是
养殖废水处理及循环养殖中去除氮素污染最有效

的方法之一。目前, 以传统硝化/反硝化为核心的

生物脱氮工艺已经在水处理工程中广泛应用
[1, 2]

。

然而, 水产养殖废水中碳氮比(C/N, C以COD计)普
遍较低, 特别是温室甲鱼养殖废水, 70%以上的水

样C/N比小于2[3]
。实现完全反硝化脱氮的理论C/N

比值为2.86 kg COD/kg N, 结合微生物的生长, 实际

所需值通常为4.2 kg COD/kg N[4]
。有研究表明, 当

COD/TN小于5时, 氮素的去除效率将明显降低
[5]
。

因此, 针对低C/N比的废水, 一般需要外加碳源以保

证其高效的脱氮效果。甲醇、乙醇、乙酸、葡萄

糖是最常用的碳源
[6—9], 不仅需要经常添加, 而且容

易出现投加不足或者过量, 为系统的稳定运行及维

护带来不小的麻烦。因此人们倾向于使用固相碳

源 ,  尽管天然固相碳源物质 ,  如秸秆、树皮、芦

苇、棉纤维、贝壳等价格低廉, 但这些物质降解产

生大量的氨, 且容易导致出水颜色加深
[10—14]

。与此

同时, 可生物降解的高分子固相碳源, 如聚羟基脂

肪酸酯(PHAs)、聚乳酸(PLA)、聚己内酯(PCL)、
聚β-羟基丁酸/戊酸酯共聚物(PHBV)等以其操作方

便易于维护、效果稳定, 无二次污染等优势备受青
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睐
[15—18]

。

有研究证明, 增加硝化细菌的数量或延长水力

停留时间是加快硝化反应的重要措施之一。目前

主要通过添加填料的方法, 使硝化细菌附着于填料

表面, 以促进其富集生长。沸石颗粒、活性炭、弹

性填料、聚乙烯小球等都成功用作硝化细菌的挂

膜材料
[20], 填料的添加不仅加快了系统的启动, 同

时极大地提高了脱氮性能。

生物脱氮是通过生物膜中微生物的代谢活动

来实现的, 微生物群落的结构及多样性与脱氮效果

有直接关系
[20]

。研究发现, 不同处理系统和不同的

运行参数都会造成微生物群落结构的显著差异。

金浩等
[21]

对污水处理活性污泥的细菌群落进行了

分析, 变形菌门占细菌总数的91.9%, 其他优势菌门

为厚壁菌门、拟杆菌门、硝化螺菌门(Nitrospirae)
和绿弯菌门(Chloroflexi), 其中明显的优势菌群为

产碱菌属(Alcaligenes)、假单胞菌属(Pseudomonas)
和寡养单胞菌属(Stenotrophomonas)。Ma等[22]

利用

高通量测序技术考察了9个焦化废水处理厂的微生

物群落特征, 结果表明, 硫杆菌属(Thiobacillus)、丛

毛单胞菌属(Comamonas)、索氏菌属(Thauera)、固

氮弯曲菌属(Azoarcus)及红游动菌属(Rhodoplanes)
是至少6个处理厂的优势菌属。而其他出现在城市

生活污水处理厂的核心菌属 ,  如动胶菌属(Zoo-
gloea), 突柄杆菌属(Prosthecobacter)等在焦化废水

处理反应器中占比很低。徐影等
[23]

的研究发现, 固
体碳源表面生物膜中的主要微生物均为革兰氏阴

性, 包括有益杆菌属(Diaphorobacter)、食酸菌属

(Acidovorax)、红长命菌属(Rubrivivax)、固氮螺形

菌属(Azospira)、热单胞菌属(Thermomonas)和德沃

斯氏菌属(Devosia), 它们分别属于变形菌门的α-, β-
和γ-变形菌纲, 其中有益杆菌属为反应器稳定运行

期生物膜中丰度最高的菌群。

目前, 国内外已有很多关于生物膜微生物群落

的研究, 特别是利用固相碳源为载体的反硝化处理

中。研究的方法既有纯培养技术
[24], 又有分子生态

学技术, 如16S rRNA文库序列分析
[21, 25]

、荧光原位

杂交技术(FISH) [ 2 6 ]
、变性梯度凝胶电泳(PCR-

DGGE)[23], 高通量测序等
[27]

。其中高通量测序技术

以其高分辨率、高速、分析结果准确等特点, 被广

泛应用于污水处理、土壤及人类肠道等各种环境

样本中微生物群落结构和多样性研究
[27—30]

。

本试验采用生物膜法, 以弹性填料及流化床填

料为硝化挂膜材料, 以PHBV同时作为反硝化碳源

和生物膜载体, 对养殖废水的脱氮效果进行了研

究。试验装置分为硝化和反硝化两个功能区, 使养

殖废水的硝化及反硝化在同一系统中得以高效进

行。硝化功能区持续曝气, 为硝化细菌的富集和代

谢提供充足的氧气; 反硝化功能区保持微溶氧环境

以利于反硝化细菌的生长及脱氮。并利用Miseq高
通量测序技术对挂膜成熟阶段生物膜微生物的组

成和群落结构及多样性进行分析, 以期为脱氮机理

的研究、微生态制剂的研发及挂膜材料的优选等

提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    试验材料

硝化挂膜材料: 弹性填料(单元直径15 cm, 中
心一根尼龙绳, 周围呈毛刷状, 图 1a1)和流化床填

料(为聚丙烯空心填料, 内外共有三层空心圆, 外径

2.5 cm, 图 1a2)。反硝化碳源及挂膜材料: PHBV
颗粒(圆柱形, 平均高度0.32 cm, 平均截面直径为

0.31 cm, 图 1b)。
1.2    试验装置及运行

养殖废水处理试验装置如图 2, 分为A、B两

段。A段, 又称为硝化功能区。安装有通气设施,
24h曝气 ,  每格悬挂弹性填料1根 ,  流化床填料

30个。B段, 又称反硝化功能区。本区针对淡水集

a1 a2 b

图 1    本试验中使用的挂膜材料(a1-弹性填料, a2-流化床填料, b-PHBV)
Fig. 1    The biofilm carriers used in this experiment (a1-elastic filler, a2-fluidized bed packing materials, b-PHBV)
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约化养殖废水中C/N普遍较低, 不利于反硝化脱氮

的情况, 特别添加了固相碳源-有机高分子聚合物

PHBV 3.0 kg。PHBV分装于小网袋投放至反硝化

功能区。废水经储水桶首先进入A段, 经栅格上端

的缺口进入下一格, 再由此格底部的开口流出, 如
此流入流出, 大大增加了水流长度和水处理的作用

时间。最后, 由B末端出水口的管道排到储水桶, 再
经水泵将其抽至A段进行循环处理。设备总载水量

75 L, 挂膜阶段水泵调节为24h循环1次, 系统正启

动后为每8h循环1次。

首先, 在废水处理装置中注入温室甲鱼养殖废

水, 室温(25—30℃)条件下进行自然微生物挂膜, 每
3d更换一半的养殖废水, 隔天取水样检测NH3-N、

NO2-N、TN及pH。待出水水质稳定后, 标志着挂

膜基本完成。此后, 系统正式启动, 分别以甲鱼和

南美白对虾养殖废水为处理对象进行试验。甲鱼

废水处理结束, 将水排空, 自来水在系统内循环一

次后排出, 然后在储水桶内加入南美白对虾养殖废

水。甲鱼及南美白对虾养殖废水在系统内的循环

时间(HRT)分别为4d和2d。
1.3    样品采集及水质指标分析方法

试验运行期间, 定期(挂膜阶段隔天取样, 正式

运行阶段每12h取样)从取样口采集水样, 水样经

0.45 μm滤膜过滤后分别对NH4-N、NO2-N、TN、

pH进行测定。NH4-N和NO2-N分别采用纳氏分光

光度法和N-(1-萘基)-乙二胺分光光度法, 参照《水

和废水监测分析方法》
[31], 分光光度计采用VARI-

AN cary 50 Bio。TN采用HACH公司的总氮测定试

剂盒, 样品消解器HACH DRB200, 吸光度及浓度测

定HACH DR2800。pH采用哈希便携式pH/溶氧计

测定。水质数据分析及作图采用Excel软件。

1.4    微生物群落结构分析

在挂膜完成后, 分别取硝化及反硝化挂膜材料,
超声波(15min, 2 kw/h, 40 kHz)分离载体表面的生

物膜, 悬液离心(13000 r/min, 20min)取沉淀, 即为生

物膜样品。生物膜DNA的提取采用水样基因组

DNA快速提取试剂盒(离心柱形, BioTeke)。提取

的DNA采用1%琼脂糖凝胶电泳进行检测, 并用核

酸蛋白测定仪(NanoDrop 2000)测定DNA的质量和

浓度。PCR扩增16S rRNA的V4+V5区[32], 引物序列

515F: 5′-GTGCCAGCMGCCGCGG-3′; 907R: 5′-
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3′。PCR采用

TransGen AP221-02: TransStart Fastpfu DNA Poly-
merase。反应体系: 5×FastPfu Buffer 4 μL, 2.5 mmol/L
dNTPs 2 μL, Forward Primer (5 μmol/L) 0.8 μL, Re-
verse Primer(5 μmol/L) 0.8 μL, FastPfu Polymerase
0.4 μL, Template DNA 10 ng, 补充ddH2O至20 μL。
PCR仪: ABI GeneAmp® 9700型。反应程序: 95℃
预变性3min, 95℃变性30s, 55℃退火30s, 72℃延伸

45s, 27个循环 ,  最后72℃延伸10min。用AXY-
GEN凝胶回收试剂盒切胶回收PCR产物, 2%琼脂

糖电泳检测, 将PCR产物用QuantiFluorTM-ST蓝色荧

光定量系统(Promega公司, 美国)检测定量, 之后按

照每个样本的测序量要求, 进行相应比例的混合,
构建基因文库。高通量测序平台为Illumina Miseq
PE250, 测序得到的PE reads首先根据overlap关系进

行拼接, 同时对序列质量进行质控和过滤, 区分样

本后进行OUT聚类分析和物种分类学分析。OUT
聚类利用MOTHUR软件(版本1.30.1), 聚类相似性

为97%, 计算样本Chao丰度指数、Shannon多样性

A-B-

PHBV

图 2    养殖废水处理装置

Fig. 2    The experimental set-up for aquaculture wastewater treatment
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指数及测序深度指数。根据SILVA106库中的参考

序列对OUT进行分类学分析。分别在各个分类水

平: domain(域)、phylum(门)、class(纲)、order
(目)、family(科)、genus(属)、species(种)统计各样

本的群落组成, 并应用Excel软件作图对样品的群

落结构进行分析。

2    结果

2.1    自然微生物膜的形成及水质指标变化

温室甲鱼养殖废水在系统内循环运行约4周之

后, 水体的NH4-N、NO2-N、TN及pH分别稳定在

1.0—1.4、0.05—0.07和12—15 mg/L,  pH为

7.4—7.6。观察装置内硝化及反硝化挂膜材料的表

面均有一层薄膜覆盖。如图 3所示, 为生物膜形成

阶段, 养殖废水NH4-N、NO2-N、TN及pH的变化。

TN在第20天出现明显的下降, 30d后出水TN小于

15.0 mg/L。NH4-N在1—6d呈明显下降趋势, 7d后
略有上升, 总体平稳直至挂膜最后阶段(第26天)又
迅速降至1.4 mg/L以下, 前期NH4-N去除率高于后

期。NO2-N则先升高后降低 ,  在第6天达到最大

(54.2 mg/L), 并有一段时间的积累, 随后逐渐降低,
22d后降至0.7 mg/L, 并最终维持在0.05 mg/L左
右。脱氮过程中, pH先降低后升高, pH最低为5.6,
大约在16d后趋于稳定, 出水pH约为7.5, 略高于进

水(pH=7.2)。
2.2    自然微生物挂膜法对养殖废水的脱氮效果

在挂膜完成后, 分别对甲鱼和南美白对虾养殖

废水进行处理, 废水中NH4-N、NO2-N、TN及pH等

指标的变化趋势与挂膜阶段相似, NH4-N和TN逐渐

降低, NO2-N先增加后降低, 最终均获得了良好的

氮素去除效果。pH则先降后升, 维持在6—8。如

图 4所示, 甲鱼养殖废水在96h后, 其NH4-N、NO2-
N、TN分别由初始的48.04、1.68、128.0 mg/L将至

1.20、0.05和2.0 mg/L。氨氮、亚硝氮及总氮的去除

率分别为97.58%、97.02%和98.43%。如图 5所示,
南美白对虾养殖废水经过48h的净化处理, 其NH4-
N、NO2-N、TN分别有初始的2.46、1.43、12.5 mg/
L将至0.36、0.02和1.20 mg/L。氨氮、亚硝氮及总

氮的去除率分别为90.24%、98.60%和90.40%。

2.3    微生物多样性和分类学分析

通过对两组样品-弹性填料及流化床填料生物

膜样品a和PHBV生物膜样品b 16S rRNA基因文库

进行Miseq高通量测序, 经修剪、去杂后, a与b各
获得28150和25373条优化序列, 序列平均长度为

400 bp。将优化序列提取非重序列、去除没有重复

的序列, 抽平后, 与SILVA106库比对进行聚类, a与

b在 97%相似性下分别获得了121和198个OTUs, 样
品的稀释曲线如图  6所示 ,  可知测序数据量在

20000条以上时, 曲线趋于平坦, 说明本研究测序数

据量合理, 足以覆盖样本中绝大多数细菌。2个样

本的测序深度都大于0.99, 即样本OTU可以有效表

征样本中细菌种群。由图 6和表 1均可以看出, b样
本的细菌丰度指数及多样性指数均高于样本a。

经过物种注释, 在门分类水平上, 生物膜样品

a、b共划分为15个已知菌门, 占全部测序序列数的

99.21%。图 7为a、b样品在门分类水平上(>1%)的
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图 3   自然微生物挂膜阶段养殖废水NH4-N、NO2-N、TN及

pH变化

Fig. 3   Changes of aquaculture wastewater NH4-N, NO2-N, TN
and pH during cultivation of biofilm
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图 4   甲鱼养殖废水NH4-N、NO2-N、TN及pH变化

Fig. 4   Changes of Chinese turtle aquaculture effluent NH4-N,
NO2-N, TN and pH
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图 5   南美白对虾养殖废水NH4-N、NO2-N、TN及pH变化

Fig. 5   Changes of Penaeus vannmei aquaculture wastewater
NH4-N, NO2-N, TN and pH
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细菌群落结构。变形菌门是a和b中最主要的菌门,
在a样品中为93.26%, b中为65.68%。变形菌门中,
β-变形菌纲是最大的优势菌纲, a、b中的比例分别

为69.05%和57.99%。其次是α-变形菌纲(a=23.60%,
b=2.59%)、γ-变形菌纲(a=0.40%, b=2.95%)、δ-变
形菌纲(a=0.20%, b=2.14%)。其他优势菌门依次为:
厚壁菌门、拟杆菌门、螺旋体门和绿菌门。虽然

这些门在2种生物膜样品中均有鉴定, 但在b中的占

比远高于a。仅硝化螺菌门是a中特有的优势种群。

在科分类水平上, 2个样品总共有88个分类单

元被鉴定, 样品a分属63科, 其中有36个已知菌科,
占全部序列数的96.32%。其优势菌科为丛毛单胞菌

科(50.98%), 红螺菌科(Rhodospirillaceae, 23.37%)、
红环菌科(16.26%)、黄杆菌科(Flavobacteriaceae,

2.50%)、硝化螺菌科(Nitrospiraceae, 0.96%)、亚硝

化单胞菌科(Nitrosomonadaceae, 0.50%); 样品b分属

83科 ,  其中有  43个已知菌科 ,  占全部序列数的

92.10%。其优势菌科为丛毛单胞菌科(36.56%)、
红环菌科(20.92%)、梭菌科(Clostridiaceae_1,
15.06%)、黄杆菌科(3.64%)、黄单胞菌科(Xantho-
monadaceae, 2.67%)、瘤胃菌科(Ruminococcaceae,
2 .24%)、脱硫弧菌科 (Desu l fov ib r ionaceae ,
1.86%)、红螺菌科(1.56%)、螺旋体科(Spirochaeta-
ceae, 1.39%)、韦荣氏球菌科(Veillonellaceae,
0.98%)、冷形菌科(Cryomorphaceae, 0.96%)。丛毛

单胞菌科、红螺菌科、红环菌科及黄杆菌科为a、
b的共同优势菌科, 这些细菌绝大多数为好氧或兼

性厌氧的异养菌, 具有较强的适应性。梭菌科、黄

单胞菌科、瘤胃球菌科、脱硫弧菌科、螺旋体

科、韦荣氏球菌科、冷形菌科则为生物膜b中特有

的优势菌群。

在属分类水平上, a样品中共有84个分类单元

被注释, 已知属35个, 仅占全部序列数的32.25%, 大
量的序列不能归入已知属(数据库分别以科的名称

加_uncultured、_ norank、_unclassified来表示)。
如图 8所示, 8个优势菌群(相对丰度>0.5%)约占总

序列的86.87%, 依次为Comamonadaceae_unclassi-
fied(50.36%)、磁螺菌属(23.35%)、Rhodocyc-
laceae_unclassified (6.31%)、黄杆菌属(Flavobac-
terium, 2.16%)、动胶菌属(1.72%)、嗜氢菌属(Hy-
drogenophaga, 1.09%)、水杆状菌属(Aquabacte-
rium, 0.96)、硝化螺菌属(0.92%)。b样品中有126个
分类单元被鉴定, 已知属56个, 仅占全部序列数的

35.34%。图 9为属分类水平b样品的优势菌群(相对

丰度>0.5%), 18个优势菌属群约占总序列的84.74%。

b中与反硝化有关的属包括: Comamonadaceae_un-
classified(36.04%)、Rhodocyclaceae_unclassified
(12.47%)、梭菌属(14.37%)、动胶菌属(8.05%)、管

道杆菌属(2.82%)、脱硫弧菌属(1.86%)、热单胞菌

属(1.15%)、黄杆菌属(0.81%)、嗜氢菌属(0.25%)、
丛毛单胞菌属(0.24%)、脱氯单胞菌属(Dechloro-
monas, 0.14%), 这类细菌占样品总序列数的78.2%。

3    讨论

通过养殖废水中的土著微生物自然挂膜形成

稳定而多样的微生物群落, 同时利用PHBV作为可

释性碳源为反硝化脱氮提供电子, 可实现低C/N比

水产养殖废水中氮素污染物的高效去除。本试验

不同于之前直接以人工配置废水进行的脱氮处理,

表 1   生物膜样品中细菌的丰度及多样性指数

Tab. 1   Richness and diversity indexes of bio-film samples
(α=0.03)

样品编号
Sample ID

序数
Number
sampled

丰度指数
Abundance1

index

多样性指数
Shannon

index

测序深度
Coverage

index
a 25327 155 2.40 0.999
b 25327 216 3.24 0.999
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图 6   样品的稀释曲线

Fig. 6   Dilution curve of samples
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图 7   细菌群落结构分布(分类到门)

Fig. 7   Bacterial communities at phylum level

6 期 蔺凌云等: 自然微生物挂膜处理水产养殖废水的效果及微生物群落分析 1331



人工配置废水添加成分简单, 且往往只添加一种氮

素污染物如硝酸盐
[17, 23, 27, 33]

。本试验直接以氮素污

染较严重的甲鱼养殖废水和相对较轻的南美白对

虾养殖废水为脱氮处理的试验用水, 在同一反应器

中实现了硝化与反硝化的同步进行, 其氨氮、亚硝

酸盐氮及总氮的去除率均在90%以上。反应器的

前端为硝化功能区, 添加弹性填料、流化床填料等

为营附着性生长的硝化功能菌群提供有利生长条

件, 通过这些细菌的转化作用, 氨氮在此首先被氧

化为亚硝酸盐氮, 再进一步被氧化为硝酸盐氮。反

硝化功能区与硝化功能区之间有多个小格, 其目的

在于降低水中的溶氧, 水中的溶氧越低, PHBV上的

生物膜越容易接近厌氧的微环境, 从而使得反硝化

脱氮更彻底更高效, 期间观测到大量气泡产生, 进
一步检测证实为N2。PHBV本质上是微生物的能源

储备物质, 它具有较好的生物降解性, 在微生物酶

的作用下而降解、释放碳源, 其降解速率可随环境

的变化做出相应的调节, 不会因释放过量的有机碳

而使水质恶化。使用时将其置于网袋中投入水体

即可, 操作方便, 持久耐用。最大的不足是该材料

价格昂贵, 在一定程度上限制了其推广应用。硝化

反应产生酸, 而反硝化过程通常会产生碱度, 2个过

程在一个反应系统内进行, 通过内部的循环维持酸

碱度的平衡, 无需投加药剂调节pH。反应器中的功

能微生物皆来自水产养殖废水 ,  并在添加了

PHBV后, 形成了新的稳定微生物群落结构。因此,
对不同氮负荷的养殖废水均有较好的去除效果。

微生物群落是生物填料及固相反硝化工艺实

现氮素转化及去除的决定性因素。本研究借助

Miseq高通量测序分析了弹性填料及流化床填料生

物膜样品a和PHBV生物膜样品b的细菌群落结构。

生物膜a的优势菌为变形菌门的β-、α-、γ-变形菌

纲; 拟杆菌门的黄杆菌纲(Flavobacteria)和鞘氨醇杆

菌纲(Sphingobacteria), 这与李秋芬等
[34]

的研究相
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图 8    生物膜样品a中主要细菌分类组成(属水平)
Fig. 8    Bacterial communities of biofilm sample a at genus level
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图 9    生物膜样品b中主要细菌分类组成(属水平)
Fig. 9    Bacterial communities of biofilm sample b at genus level

1332 水   生   生   物   学   报 41 卷



似。根据已有的研究报道
[35, 36], 参与硝化过程的细

菌, 如氨氧化细菌(Ammonia-oxidizing bacteria,
AOB)及硝化细菌(Nitrite-oxidizing bacteria, NOB),
以及将有机氮转化为氨态氮的氨化细菌等, 大部分

种类也都属于变形菌门。另外, a中还鉴定出了硝

化螺菌属, 它与β变形菌纲的亚硝化单胞菌属是废

水处理中最常见的硝化功能菌群, 共同完成氨态氮

到亚硝态氮及硝态氮的转化。然而, 在生物膜样品

a中, 功能菌群亚硝化单胞菌及硝化螺菌的丰度远

低于其他优势菌, 其原因可能是, 绝大部分种类的

硝化细菌皆为专性化能自养菌, 好氧性强, 底物要

求专一性高, 且对环境因子极为敏感, 平均世代周

期一般都在10h以上, 生长缓慢。

由表1及图 6—10均可以看出, 生物膜b上的细

菌群落, 无论是其丰度指数, 还是多样性指数均显著高

于生物膜a。b中细菌主要归属于变形菌门、厚壁菌

门、拟杆菌门、螺旋体门和绿菌门, 其菌群结构组

成与其他生物反硝化脱氮的研究结果
[17, 21, 22, 27, 33, 37]

基本一致。变形菌门是反硝化过程中最主要的优

势菌群
[ 1 6 ,  1 7 ,  2 1 — 2 3 ,  2 7 ,  3 3 ,  3 7 ,  3 8 ] ,  大部分能够利用

PHBV的反硝化菌都是β-变形菌纲的成员, 其中以

丛毛单胞菌科丰度最高
[15—18]

。这均与本试验生物

膜样品b的微生物群落结构基本符合, b中变形菌门

的比例为65.65%, 变形菌门里88.61%为β-变形菌

纲, 丛毛单胞菌科又占到了β-变形菌纲63.24%。有

研究表明
[17, 23, 24, 33, 38, 39], 生物膜中与反硝化有关的

主要菌属包括有益杆菌属、食酸菌属、丛毛单胞

菌属、嗜氢菌属、脱硫弧菌属、脱氯单胞菌属、

假单胞菌属、黄杆菌属、梭菌属、热单胞菌属、

产碱菌属及动胶菌属等。这些种类的细菌在b中多

有发现, 占样品总序列数的78.2%, 是水体中氮素污

染物去除的主力军。

此外, 在属的分类水平上, 2种生物膜样品均有

大量序列不能归入已知的属, a中有67.75%, b中有

64.66%, 以丛毛单胞菌科和红环菌科的种类最多。

这些序列与数据库中的参考序列进行比对后, 根据

置信度阈值的筛选, 在属的分类级别分值较低, 统
计时以Unclassified标记, 例如Comamonadaceae_
unclassified、Rhodocyclaceae_unclassified, 在a、
b总序列数中分别占50.36%、36.04%和6.31%、

12.47%。推测可能是尚未鉴定的新属, 有研究指

出
[22], 细菌群落组成中一些不能鉴别或未培养的细

菌, 可能在污染物去除过程中发挥重要的作用。这

些未知细菌和水质净化能力的关联, 有待进一步

研究。
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THE STUDY OF NATURAL BIOFILM FORMATION FOR NITROGEN
REMOVAL FROM AQUACULTURE WASTEWATER AND ANALYSIS

ON MICROBIAL COMMUNITY IN BIOFILM

LIN Ling-Yun, YIN Wen-Lin, PAN Xiao-Yi, YUAN Xue-Mei, YAO Jia-Yun, XU Yang,
WANG Chao and SHEN Jin-Yu

(Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries, Huzhou 313001, China)

Abstract: This study was conducted to evaluate the applications of biological filter medias in low C/N ratio aquacul-
ture wastewater. Elastic filler and fluidized bed packing materials were used as biofilm of nitration and PHBV (poly-3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) were used as the carbon source and biofilm carrier of denitrification in this
study. The water quality and the bacterial community compositions were determined by the method of Miseq high-
throughput sequencing. The obtained results demonstrated that biofilm of the system formed after 4 weeks operation, at
the temperature of 25—30℃. Our results also showed that the two kinds of media had great effects on removing total
nitrogen (TN), ammonia nitrogen (NH3-N), nitrite (NO2-N). The removal rate of TN, NH3-N and NO2-N can reach up
90%. The sequencing results indicated that the predominant bacteria on the biofilm sample a coating onto elastic filler
and fluidized bed packing materials were Proteobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes. While the major microorga-
nisms on the biofilm sample b attaching to the surface of PHBV granules were Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroide-
tes, Spirochaetae and Chlorobi. The analysis revealed that both diversity index and abundance index of microbial com-
munity of biofilm sample b were far higher than the sample. Family of Comamonadaceae and Rhodocyclaceae belong-
ing to Betaproteobacteria were highly enriched in both biofilms samples. However, there was a distinctive difference in
phylotypes between the two biofilm samples at genus level, which was probably due to the diversities of biofilm carrier,
carbon source and dissolved oxygen. The genera of biofilm sample a was only two thirds of b. A total of 8 and 18 gene-
ra with a relative abundance greater than 0.5% were identified from a and b, respectively. Among them, the unknown
groups belonging to Comamonadaceae and Rhodocyclaceae accounted for 56.67% and 45.51% of the total sequence of
a and b. Organisms from the genus Magnetospirillum and Nitrospira were only detected in a, while the genus Clostri-
dium, Zoogloea, Cloacibacterium, Desulfovibro etc were identified in b, which probably contributed to denitrification
performance.

Key words: Biofilm carrier; PHBV; Aquaculture wastewater; Biofilm; Microbial community
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