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外加碳源对富营养化水体生物脱氮效果及细菌群落 

结构的影响 

罗 佳 ， 韩士群 ， 罗海荣 ， 严少华 ， 宋 伟 ， 周 庆 
(1．江苏省农业科学院农业资源与环境研究所，江苏 南京 210014；2．江苏省农业科学院六合动物基地，江苏 南京 210014) 

摘要： 采用室内模拟试验的方法，以甲醇、稻壳和木屑 3种材料作为有机碳源，通过在生物膜载体(秸秆炭化 

物)中添加有机碳源来提高对富营养化水体的净化效果。结果表明，在秸秆炭化物中分别添加了甲醇、稻壳和木 

屑处理(ZT—JC、ZT—DK、ZT—MX)对富营养化水体中总氮 的移除率 比只添加生物膜载体处理 (ZT)分别提高了 

29．8％、14．3％、17．1％。另外 ，添加碳源的3个处理的水体中硝化细菌数量和反硝化细菌数量均高于ZT处理。在 

净化处理50 d后，ZT—JC处理水体中总有机碳(TOC)含量比对照(不添加载体材料和有机碳源处理)高了26．5％， 

表明液体碳源并不适合于富营养化水体的净化。PCR—DGGE检测结果显示，添加有机碳源处理的细菌多样性 

Shannon—Wiener指数和丰度均高于对照，其中添加稻壳处理的反硝化细菌数量多样性 Shannon—Wiener指数明显高 

于添加木屑处理，表明稻壳比木屑更适合应用于富营养化水体的治理。 
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Effect of exogenus carbon resource on biological denitrification and bacte— 

rial community structure of eutrophic waters 
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Abstract： Three carbon sources(methanol，rice hull，sawdust)were added into the biofilm carrier to improve nitro- 

gen removal from the eutrophic waters by indoor simulation experiments．The results showed that the removal rate of total 

nitrogen by methanol(zT—JC)，rice hull(ZT—DK)and rice hull(ZT—Mx)were 29．8％，14．3％，17．1％ higher than that 

of control(ZT，no additional carbon sources)，respectively．The numbers of nitrifying bacteria and denitrifying bacteria in 

the treatments with exogenous carbon sources were higher than that in ZT treatment．After fifty days of purification，total or— 

ganic carbon content in ZT—JC treatment was 26．5％ higher than that in contro1(no additional carbon sources and biofilm 

carrier)，indicating that liquid carbon source was inappropriate for the purification of the eutrophic water．PCR—DGGE pro— 

file revealed that the diversity index of Shannon—Wiener and richness in the treatments of additional carbon sources were in— 

creased，compared to that of contro1．The diversity index 
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水体富营养化是指水体中营养物质(氮和磷) 

过量而造成的水质恶化，这已经成为当今国际重大 

水环境问题之一而引起世界各国的高度重视，目前 

中国也正在开展水体富营养化的研究及综合治 

理⋯。作为生物脱氮技术应用于水体污染治理的 

生物膜法，已受到国内外研究者的重视 4。。近年 

来，生物膜法以其处理效率高、耐冲击负荷、运行稳 

定及经济节能等优点在污水处理中得到了广泛应 

用，但是在湖泊水体净化中的应用相对较少。脱氮 

过程中常需要有机碳源作为电子供体 ，一些外加 

碳源如甲醇、乙醇、乙酸、葡萄糖等 在污水处理中 

大量应用。但是，以此类液态有机物作为硝化反硝 

化碳源应用于湖泊大水面富营养化的治理存在着难 

度。由于湖泊水面积大，大量液体有机物很容易造 

成液体碳源的残留，而这些液体碳源大部分本身并 

不安全，会对水环境造成潜在的危险。此外，液态碳 

源还需要配备专门的碳源投加装置，成本和运行费 

用都较高。因此，各国研究者都在积极寻找适合大 

水体应用的碳源。近年来，越来越多的研究者选择 

固体有机物作为碳源去除污染水体中的氮素。封羽 

涛等 采用可降解聚合物PCL和PBS作为固体碳 

源去除低有机污染水体中的硝酸盐，其在聚合物表 

面能够形成反硝化生物膜，能有效地降低水体中的 

氮含量。曹文平等 。 将竹丝应用于景观水体生态 

修复，竹丝表面能较快形成生物膜，可以高效地移除 

水体中的氮。 

我们试图利用先前筛选出的一种生物膜载 

体 J，通过在生物膜载体中添加少量碳源来解决碳 

源供应问题。因此，本试验研究在生物膜载体中添 

加3种有机碳源(甲醇、稻壳、木屑)对富营养化水 

体中细菌群落结构及硝化细菌和反硝化细菌等脱氮 

微生物种群的影响，以期为治理湖泊水体富营养化 

提供理论依据。 

l 材料与方法 

1．1 试验设计 

采用室内模拟试验的方法，在70 era~40 cmX 

45 CITI的周转箱中进行。在周转箱内壁安装一个潜 

水泵构成内循环。生物膜载体材料(秸秆炭化物) 

装于长、宽均为35 cm、厚度为2 cm的无纺布袋中， 

其主要成分为稻壳等秸秆炭化后的产物，经过水洗 

处理，使样品中不含可溶性氮和磷。试验设置5个 

处理，分别为 不添加载体材料和有机碳源的处理 

(对照)；添加秸秆炭化物(生物膜载体材料)[300 g 

(干重)]的处理(ZT)；添加秸秆炭化物[300 g(干 

重)]及甲醇(100 mg／L)的处理(ZT—JC)；添加秸秆 

炭化物及稻壳[300 g(干重)，比例为9：1]的处理 

(ZT-DK)；添加秸秆炭化物及木屑[300 g(干重)，比 

例为9：1]的处理(ZT—MX)。每个处理设置 3个重 

复，每个处理的周转箱中装100 L水，水取自江苏省 

农业科学院2号塘富营养化的自然水体，其总氮含 

量为 4．35 mg／L，总磷含量为 0．35 mg／L。 

1．2 样品采集与测定 

每间隔 10 d取一次水样和生物膜载体，共取样 

6次。在净化处理第0 d、10 d、20 d、30 d、40 d、5 0 

d，分别取 100 ml水样于一2O℃保存，测定水样中总 

氮、总磷、总有机物(TOC)含量。用剪刀剪取生物膜 

载体，挤压获得 10 ml的水，于4℃保存，分别测定 

生物膜载体中细菌、硝化细菌和反硝化细菌数量。 

在净化处理第50 d时，取出整个生物膜载体，挤压 

获得100 ml的水，用0．22 m滤膜抽滤后，将细菌 

过滤在滤膜上，将滤膜保存于一2O c(=，待提取DNA， 

用PCR—DGGE分析生物膜载体中的细菌群落结构。 

水体 中总氮 和 总磷采 用 流动 分析 仪 (Auto 

Analyzer3)测定，总有机物采用 TOC仪 (MultiN／C 

3100，Germany)测定；细菌数量采用平板计数法，培 

养基为牛肉膏蛋白胨培养基  ̈；硝化细菌和反硝化 

细菌计数采用最大或然数(MPN)计数法 。 

1．3 PCR．DGGE检测 

利用PCR．DGGE技术  ̈，通过水体 DNA试剂 

盒(Omega)提取水体中细菌DNA，经过 PCR扩增后 

(PCR 引 物 为 PRBA338 上 游 引 物：5 一ACTC- 

cTAcGGGAGGCAGCAG．3 和 PRUN518下游引物： 

5 ．A仉  CCGCGGCTGCTGG．3 ，在 PRBA338上游引 

物的 5 端添加 GC夹子：5 一CGCCCGCCGCGCGCG． 

GcGGGcGGGGcGGGGGCACGGGGGG．3 )，采用 D． 

Code突变检测系统(Bio．Rad)对样品进行 DGGE分 

析。所用的聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8％，变性梯度 

为40％一60％，80 V、恒温60 oC、1 xTAE中电泳 16 

h，银染后扫描。 

所得图像用Bio Rad Quantity One 4．6．3软件进 

行处理。通过 Bio Rad Quantitiy One软件系统将 

DGGE条带转换成数字信息，即香浓一威纳多样性指 

数(H)、丰度(5)、均匀度指数(E )，并比较各个样 
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品的多样性 。 

1．4 数据分析与统计 

试验数据统计分析使用 SPSS 13．0软件，采用 
一 维方差分析和单因变量多因素方差分析进行比 

较，比较方法为Duncan’S和Tamhane’S T2检测，采 

用 Quantity One分析软件(Bio—Rad)分析样品DGGE 

电泳条带。 

2 结 果 

2．1 外加碳源对水体的净化效果 

每隔 10 d对在生物膜载体中添加不同有机碳 

源的水体进行监测，水体的总氮、总磷和总有机物含 

量变化见表 1。净化第 10 d时的结果显示，与对照 

相比，各处理水体中总氮和总磷含量无显著性差异 

(P>0．05)，而净化 20 d后各个处理水体中总氮移 

除效果明显提高(P<0．05)。经过50 d的净化，对 

照水体中总氮含量从4．35 mg／L下降到3．95 mg／L， 

总氮移除率为9．2％；ZT处理水体中总氮含量从 

4．35 mg／L下降到 2．95 mg／L，总氮移除率为 32．2 

％；添加碳源的各个处理(zT—JC、ZT—DK和 ZT．MX) 

水体中总氮均从4．35 mg／L分别下降到2．53 mg／L、 

2．75 mg／L和 2．71 mg／L，比 zT处理 的移 除率 

(32．2％)分别提高了29．8％、14．3％和 17．1％。 

但净化第50 d时各个处理水体中总磷移除效果不 

明显，各个处理问差异均不显著 (P>0．05)。经过 

50 d的净化，对照水体 中总有机物含量从 53．29 

mg／L下降至44．75 mg／L，下降了16．0％；ZT处理水 

体中总有机物含量下降了57．1％，ZT—JC、ZT—DK和 

ZT—MX处理水体 中总有机物分别下降了 52．6％、 

36．3％和45．6％。试验结果还表明，液体碳源甲醇 

的添加容易造成水体中总有机物含量的增加，即使 

经过 50 d的净化处理，总有机物虽然下降 52．6％， 

zT．Jc处理水体中总有机物含量仍为60．92 mg／L， 

显著高于对照水体中总有机物含量(P<0．05)，而固 

体碳源的添加未造成水体中总有机物含量的增加。 

2．2 外加碳源对水体中细菌数量的影响 

测定生物膜表面水体中细菌数量，结果(图 1) 

显示，与对照相比，净化前 20 d各个处理的细菌数 

量无显著性变化，第 30 d时，zT、zT—Jc、ZT—DK和 

ZT—MX处理的细菌数量快速增加。30 d后，ZT处理 

的细菌数量趋于稳定，但zT—Jc、ZT—DK和ZT．MX处 

理的细菌数量持续增加。经过50 d的净化，zT处 

理的细菌数量从3．8×l0 CFU／m1增加到8．68x 10 

CFU／ml，而 ZT JC、ZT．DK和 ZT．MX处理的细菌数 

量分另0增加至02．3×10 CFU／ml、2．4x10 CFU／ml和 

2．6x10 cFu／ml。表明，添加生物膜载体材料和有 

机碳源的水体中细菌数量高于只添加生物膜载体材 

料水体中细菌数量。 

2．3 外加碳源对水体硝化细菌和反硝化细菌数量 

的影响 

利用MPN计数法测定不同处理生物膜载体表 

面水体中硝化细菌和反硝化细菌的数量 ，结果(图 

2、图3)显示，各处理生物膜载体表面水体中硝化 

细菌和反硝化细菌数量均随净化天数的增加而逐 

渐增加，净化 30 d后，各个处理水体中硝化细菌和 

反硝化细菌数量均出现显著性差异(P<O．05)，其 

中添加生物膜载体和碳源的3个处理的反硝化细 

菌数量显著高于只添加生物膜载体(zT)处理(P< 

0．05)。净化 第 50 d时，添加生物膜 载体处理 

(zT)的硝化细菌和反硝化细菌数量均显著高于对 

照(P<0．05)，添加生物膜载体和碳源处理 (ZT． 

Jc、ZT．DK、ZT．MX)水体中硝化细菌和反硝化细菌 

数量显著高于只添加生物膜载体(zT)(P<0．05)， 

表明添加生物膜载体和碳源能显著提高水体中硝 

化细菌和反硝化细菌数量。 

2．4 外加碳源对水体细菌群落结构的影响 

将水体DNA试剂盒(Omega)提取出的DNA进 

行 PCR扩增，经检测扩增产物片段大小为 230 bp， 

证实为16S rDNA V3区特异性片段。通过 DGGE技 

术分别将各个处理的PCR产物分离为若干条带，结 

果(图 4)显示，不同处理样品的 16S rDNA V3区 

PCR产物出现的带型均有一定的差别。对 DGGE 

图谱进行初步统计发现：各个处理的样品都可以分 

离出不同的条带，在 DGGE图谱中电泳条带数 目、 

强度和迁移率均存在一定的差异。利用软件 Quan- 

tity One(Quantity One 4．6．3，Bio-Rad，p<0．05)将 

DGGE图谱转换为数字模式，并计算各个样品的 

Shannon-Wiener指数、丰度(s)和均匀度指数(E )， 

结果(表2)显示，对照的条带有27条，zT处理的条 

带增加到了36条，zT—JL、ZT—DK、ZT．MX处理的条 

带数均高于 ZT处理。添加生物膜载体和有机碳源 

处理的细菌多样性 Shannon．Wiener指数和丰度均明 

显高于对照，表明添加生物膜载体和碳源能够提高 

水体中细菌群落的多样性。添加生物膜载体和木屑 
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总氮 (mg／L) 

总磷 (mg／L) 

总有机碳 (mg／L) 

对照 

ZT 

ZT．JC 

ZT．DK 

ZT．MX 

对照 

ZT 

ZT．JC 

ZT．DK 

ZT．MX 

对照 

ZT 

ZT—JC 

ZT—DK 

ZT．MX 

4．35±0．25a 4．32±0．14a 4．25±O．12a 4．16±0．15a 4．07±0．22a 

4．35±0．25a 4．17±0．12a 3．79±0．18bc 3．46~0．19b 3．28±0．11b 

4．35±0．25a 4．1l±0．09a 3．47±O．20e 3．10~0．19c 2．89±0．20e 

3．95±O．21a 

2．95±O．19b 

2．53±O．18d 

4．35±0．25a 4．19±0．17a 3．85±0．2lb 3．27±O．20be 3．05±0．18bc 2．75±0．15c 

4．35±0．25a 4．11±0．11a 3．98±O．19b 3．56~0．18b 3．12±O．19e 

O．35±O．02a 0．34~0．01a 0．32±O．02a 0．33±0．02a 0．31±O．02a 

O．35±O．02a 0．32~0．02a 0．31±0．02a 0．32±O．02a 0．31±O．02a 

O．35±O．02a 0．36~0．02a 0．33±0．03a 0．28士0．02be 0．29±O．02a 

O．35士O．02a 0．33±O．03a 0．34~0．02a 0．33±0．02a 0．31±O．03a 

0．35±O．02a 0．35土0．03a 0．30~0．02a 0．31±0．02ab 0．30~0．02a 

2．71±0．13d 

0．30~0．03a 

O．29±0．02a 

0．30±0．02a 

0．32±0．O1a 

0．31士0．02a 

53．29±4．12a 49．8土3．82a 5O．16士2．87b 47．37±3．98c 45．25±4．02c 44．75士3．19c 

53．29~4．12a 45．13±4．18a 40．28~3．19a 33．65±2．19a 28．15±2．98a 22．85±2．76a 

128．63±7．38b 11O．18±6．38b 94．28~8．21c 85．54~7．61d 73．87±6．26d 60．92~5．16d 

53．29~4．12a 48．16~4．71a 45．43±3．67a 42．17±2．91bc 37．28±4．51b 33．94~2．76b 

53．29±4．12a 46．42±4．53a 43．92±4．12a 39．64±3．65b 35．31±3．17b 28．98±2．18b 

对照：不添加载体材料和有机碳源处理；ZT：添加秸秆炭化物处理；ZT．JC：添加秸秆炭化物和甲醇处理；ZT—DK：添加秸秆炭化物和稻壳处理； 
ZT．MX：添加秸秆炭化物和木屑处理。同一指标同一列中不同小写字母表示差异达 0．05显著水平。 
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图1 水体中细菌数量的变化 

Fig．1 The changes of the number of bacte~a in the water 
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图2 水体中硝化细菌数量的变化 

Fig．2 The changes of the number of nlt~fying bac~ a in the 

water 
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图3 水体中反硝化细菌数量的变化 

Fig．3 The changes of number of denit~fying bacteria in the 

water 

表2 不同处理细菌的多样性Shannon-Wiener指数、丰度和均匀度指数 

对照 ZT zT_JC ZT-DKZT-MX 

对照：不添加载体材料和有机碳源处理；zT：添加秸秆炭化物处 

理；zT．Jc：添加秸秆炭化物和甲醇处理；ZT DK：添加秸秆炭化物 

和稻壳处理；ZT-MX：添加秸秆炭化物和木屑处理。 

图4 16S rDNA V3片段 PCR产物的 DGGE图谱 

Fig．4 DGGE pr Ie of amplified 16S rDNA V3 fragmen~ 

from water samples 

Table 2 Shannon-Wiener index．richness and evenness index of the bac~rial population witlI different treatmen~ 

对照：不添加载体材料和有机碳源处理；ZT：添加秸秆炭化物处理；ZT—JC：添加秸秆炭化物和甲醇处理；ZT．DK：添加秸秆炭化物和稻壳处理 
ZT—MX：添加秸秆炭化物和木屑处理。 

3 讨 论 

碳源是在微生物生长过程中为微生物提供碳素 

和能量来源的物质，是影响反硝化细菌活性的重要 

因素之一。反硝化菌以亚硝酸盐或硝酸盐作为电子 

受体，将水体中有机物作为碳源充当电子供体，通过 

同化和异化作用将含氮污染物转化为有机氮化合物 

和气态氮。在低碳氮 比条件下，水体中反硝化过程 

受到抑制，并导致 NO、NO 、N O 3种温室有害气体 

的大量产生 。贾文林等 研究发现碳氮比对水 

体化学需氧量的去除影响不大，但氮的去除率随着 

碳氮比的增大而逐渐升高。在富营养化水体中添加 

有机碳源，是水体生物脱氮的一种重要方法，但在实 

际应用中必须考虑过量添加碳源所带来的有机物污 

染。甲醇作为一个有机碳源，在污水处理中被广泛 

应用Ⅲj，甲醇残留在污水处理中是可控的，并不会 

造成水体二次污染，但在湖泊中由于水体容积大、交 

换量大以及甲醇残留无法处理等问题而无法应用。 

本试验中甲醇的添加使水体 的总有机物含量 由 

53．29 mg／L提高到128．63 mg／L，净化第50 d时添 

加甲醇处理水体中总有机物含量比添加稻壳和木屑 

处理的高了1倍。表明，甲醇不适合在富营养化湖 

泊水体中应用。 

生物脱氮主要依靠微生物的硝化和反硝化作用 

使水体的含氮污染物转化为氮气，微生物在此过程 

中起关键性作用，但是水体富营养化对微生物群落 

结构和种群数量均产生了严重破坏。Kafleen等 

对4个不同营养水平浅水湖泊中微生物种群多样性 

的研究结果表明，随着湖泊营养水平的改变，水体中 

细菌的群落结构发生明显变化。冯胜等_1 研究结 

果表明，随着水体生态环境的恶化，微生物多样性的 

下降，导致水体生态系统脆弱化。生物膜载体材料 
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可以在水体中为微生物提供能量和栖息场所，重新 

构建微生物群落结构的多样性 ，从而有利于提高水 

体自身的净化能力。研究结果表明水体中细菌多样 

性的增加与氮的去除呈显著相关，随着细菌多样性的 

提高水体中氮的浓度降低 J。本试验在生物膜载体 

中添加少量碳源比未添加碳源的处理提高了水体中 

硝化细菌和反硝化细菌数量及细菌群落结构多样性。 

另外，固体碳源稻壳和木屑对水体净化效果两者间无 

显著差异，但添加稻壳处理的细菌数量、反硝化细菌 

数量和细菌群落结构多样性指数明显高于添加木屑 

处理。邵留等 。。研究结果表明，木屑含有大量木质 

素，碳源释放缓慢，易造成反硝化速度受阻。因此， 

在实际应用中可以采用稻壳作为反硝化的碳源，来 

净化富营养化水体。 
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