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摘要：通过检测降解乙苯生物滴滤塔（ＢＴＦ） 长期稳定运行过程中生物量积累、塔内压降改变、生物膜显微结构特征、微生物种群分布及优势菌

株分子测序，探讨 ＢＴＦ 稳定运行期间生物膜相结构、特征及菌群多样性协作作用的规律． 结果表明，生物滴滤塔运行 ９５ ｄ 期间的降解性能稳

定，降解效率保持在 ９０％以上，最大去除负荷为 ６２．４ ｇ·ｍ－３·ｈ－１；ＢＴＦ 稳定运行期间生物膜形态、颜色和厚度沿着 ＢＴＦ 塔内废气的流向呈现不均

匀分布和梯度改变的特征．生物量和生物膜的致密度沿气流方向逐步递减；塔内压降随着反应时间延长逐渐增加，但未出现堵塞现象；生物膜

种群营养结构复杂，食物链长且相互交叉，高端营养级微生物种群所占比例较高；采用聚合酶链式反应⁃变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ）和分

子测序技术研究降解乙苯生物滴滤塔填料表面菌群的分布特征，结果表明，在 ＢＴＦ 不同塔层上菌群分布稍有差异，表现出明显的空间多样性，
但是整个 ＢＴＦ 生物膜具有一定的稳定性，主要的优势菌群为变形杆菌，其中优势菌包括 ３ 种伽马变形杆菌和 ４ 种贝塔变形杆菌．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

近年来，挥发性有机物（ＶＯＣｓ） 的大量排放与

累积引发一系列大气环境问题，严重影响了人类生

存环境、制约了经济发展（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２００７）．生物

过滤技术与传统大气污染技术相比，具有经济、高
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效、无二次污染等特点，是近年 ＶＯＣｓ 治理主流技术

之一，在实际处理低浓度大流量有机废气工程中取

得了较好效果（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．，２０１５）．生物滴滤是生物过

滤的改良工艺，采用液体循环通过不含生物质的惰

性填料层，使得单位体积填料的生物量高，操作弹

性更强，是目前处理工业源 ＶＯＣｓ 废气应用最多的

技术（陈桐生等，２０１４）．现在对生物滴滤塔技术相关

研究多数集中在参数的优化，降解效能测试等，而
对生物滴滤塔的微生物生态学及生物膜结构特征

等方面的研究还不够系统（王小军等，２０１４）．
微生物是生物滴滤塔技术的核心，结构性能良

好的生物膜是生物滴滤法有效净化废气的关键．生
物滴滤塔中微生物的种群结构以及生物膜结构特

征对于 ＶＯＣｓ 气体的处理效率以及装置的稳定运行

至关重要（Ｒａｐｐｅｒｔ ｅｔ ａｌ．，２００５）．分子生物学的兴起

与发展为从分子水平研究微生物生态学提供了更

高效的手段．基于 ＰＣＲ 技术发展起来的聚合酶链式

反应⁃变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ） 技术已经在

生物治理系统中微生物多样性和种群动态变化等

研究中广泛使用 （ Ｔｒｅｓｓｅ ｅｔ ａｌ．， ２００２；魏在山等，
２０１２）．论文分析了生物滴滤塔运行过程中生物量累

积和空间分布规律，并运用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术研究去

除乙苯废气的生物滴滤塔反应体系稳定运行中细

菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因信息和多样性，探讨生物滴滤

塔不同床层结构的生物膜相组成及微生物多样性，
尝试阐明生物滴滤塔性能与微生物种群多样性的

相互关系，为进一步深入研究、优化设计和合理运

行生物滴滤反应体系和维持生物膜相稳定性提供

理论依据．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 实验装置及流程

实验的主要装置为 Ø１２０ ｍｍ×１０５０ ｍｍ 的生物

滴滤塔，用陶粒做填料，陶粒直径 ６ ～ ８ ｍｍ，堆积密

度 １５５ ｋｇ·ｍ－３，空隙率 ９０．８％．生物滴滤塔内填料分

为 ２ 个单元，单元之间用多孔板分隔，以保证气流均

匀分布．每层高为 ３００ ｍｍ．
实验流程如图 １ 所示，由压缩机将空气吹入装

有乙苯液体的储瓶，与乙苯气体混合后得到模拟废

气．乙苯废气采用动态法配制，并从塔底进入生物滴

滤塔，在上升的过程中与湿润生物膜接触被微生物

降解，净化后的气体从塔顶排出．循环液体采用逆流

操作从塔顶向下喷淋，在填料层中自上向下流动，

由塔底排出至循环液储槽，再由循环水泵抽回塔顶．
定期向循环液储槽投加氮磷营养液，维持微生物的

生长繁殖活动．实验所用活性污泥取自广州某苯系

物化工污水处理厂曝气池，经乙苯递进式诱导筛选

驯化后加进循环液槽中进行挂膜培养．

图 １　 生物滴滤塔工艺流程

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｂｉｏｔｒｉｃｋｌｉｎｇ ｆｉｌｔｅｒ （ ＢＴＦ） （（ １） ａｉｒ
ｐｕｍｐ； （２） ｇｌａｓｓ ｒｏｔａｍｅｔｅｒ； （ ３） ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ； （ ４） ｇａｓ
ｍｉｘｅｄ ｂｏｔｔｌｅ； （ ５） ｇｌａｓｓ ｈｕｍｉｄｉｆｉｅｒ； （ ６） ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ；
（７） ｓｕｃｔｉｏｎ ｐｕｍｐ （ ｔｉｍｅ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ）； （８） ｂｉｏｆｉｍ ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｐｏｒｔｓ； （９） ｇａｓ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｏｒｔｓ．（１０） ａｉｒ ｏｕｔｌｅｔ ｐｏｒｔ）

２．２　 分析项目和方法

２．２． １ 　 乙 苯 浓 度 　 乙 苯 浓 度 用 气 相 色 谱 仪

ＧＣ９８９０Ａ 测定．分析条件：进样量：１ μＬ；汽化室温

度：１２０ ℃；检测器温度：２５０ ℃；柱温：８０ ℃；载气：
Ｎ２；载气流速：３０ ｍＬ·ｍｉｎ－１；分流比：１０∶１；检测器：
氢火焰离子化检测器 （ ＦＩＤ）；色谱柱：毛细管柱，
３０ ｍ×０．５３ ｍｍ×３．０ μｍ．
２．２．２　 生物膜特征和床层压降 　 生物膜的形态结

构特征观察采用普通显微镜和扫描电镜观察（倪红

等，２０１１）；生物膜厚度采用显微测定法（刘雨等，
２０００）；生物膜干重采用标准ＭＬＶＳＳ 测定，用生物膜

干重代表生物量，以生物膜干重与洗脱后陶粒干重

比值（ｍｇ·ｇ－１）来衡量生物量变化（胡俊等，２０１２）；
床层压降采用 Ｕ 型管压差计测定．
２．２．３　 塔内生物 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 分析　 生物滴滤塔稳

定运行至第 ９０ ｄ，从塔内各层取出陶粒，漩涡震荡

１０ ｍｉｎ，用 ０． ２２ μｍ 滤膜过滤，根据 Ｅ． Ｚ． Ｎ． Ａ． ＴＭ
Ｗａｔｅｒ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒的要求，取出滤膜，按照试剂

盒说明书的操作步骤进行 ＤＮＡ 的提取纯化．
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以提取到的 ＤＮＡ 作为 ＰＣＲ 模板，所用引物为

细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ３ 高变区 ５１８ｒ 和 ３５７ｆ⁃ＧＣ（Ｍｕｙｚｅｒ
ｅｔ ａｌ．，１９９３），反应程序为：９４ ℃ ５ ｍｉｎ 预变性；２０
ｃｙｃｌｅｓ （９４ ℃ ４０ ｓ；６５ ℃ ３０ ｓ；７２ ℃ ３０ ｓ）；１５ ｃｙｃｌｅｓ
（９４ ℃ ４０ ｓ；５５℃ ３０ ｓ；７２℃ ３０ ｓ）；７２ ℃ 延伸 １０
ｍｉｎ．然后采用琼脂糖凝胶电泳 ３０％ ～ ６０％变性梯度

凝胶电泳技术对扩增结果检测和条带分析．在 ８０ Ｖ
电压下，６０ ℃恒温，１ × ＴＡＥ 中电泳 １２．５ ｈ．电泳完毕

后，用超纯水冲洗胶，然后将胶放进 ＥＢ 染液中，染色

２０ ｍｉｎ 后，凝胶成像系统拍摄图谱．最后将 ＤＧＧＥ 电

泳条带的切胶回收、Ｖ３ 区引物 ５１８ｒ 和 ３５７ｆ 再扩增并

用采用琼脂糖凝胶电泳技术检测，同时将扩增产物送

到北京华大测序公司进行克隆和测序．
２．２．４　 ＤＧＧＥ 图谱多样性分析 　 使用 ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ
软件， 对 ＤＧＧＥ 图谱的条带进行自动检测和分析，
评价样品生物多样性及物种丰度，以及不同床层间

的生物菌群相似度．将每一条割胶克隆、测序得到的

未知序列提交到序列比对搜索工具 ＢＬＡＳＴ 上，搜索

在 ＮＣＢＩ（美国国家生物技术信息中心）中与之同源

性较高的已知序列．基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列的系统

发育树通过 ＭＥＧＡ５． １ 软件生成 （ Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ．，
２００７）．
３　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）
３．１　 生物滴滤塔运行性能

以乙苯为微生物生长的唯一碳源，控制停留时

间 ＥＢＲＴ＝ ９０ ｓ，进气乙苯浓度为 ２００ ～ ４００ ｍｇ·ｍ－３，
循环液 ｐＨ 值为 ６．５～７．０，喷淋量为 ４．５ Ｌ·ｈ－１，气体

流量为 ０．２７ ｍ３·ｈ－１的条件下，对 ＢＴＦ 系统进行挂膜．
挂膜阶段的乙苯进气浓度和去除率如图 ２ 所示．

图 ２　 反应器挂膜阶段乙苯进出口浓度和去除率

Ｆｉｇ．２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｔｈｙｌ ｂｅｎｚｅｎｅ
ｄｕｒｉｎｇ Ｓｔａｒｔｕｐ ｐｈａｓｅ

从图 ２ 可见，挂膜启动初期，微生物尚未在陶粒

上形成生物膜，生物滴滤塔对乙苯的去除效率为

４０％左右，此时乙苯的去除率主要取决于乙苯与填

料的吸附及在循环液中的部分溶解，乙苯去除率有

一定的波动且降解率比较低 （刘佳等，２０１４）；从
第 ８ ｄ开始，乙苯的去除率逐渐升高，到第 ２４ ｄ 降解

效率达到 ８０％左右，同时可逐步观察到陶粒表面形

成生物膜；乙苯的去除率达到 ９０％以上且去除率趋

于稳定，表明反应运行 ２９ ｄ 后挂膜启动成功，填料

塔内形成较厚的生物膜．随后对 ＢＴＦ 系统进行反应

负荷为 ４００～６００ ｍｇ·ｍ－３的长期运行，乙苯的降解率

维持在 ９０％以上．
ＢＴＦ 的长期运行情况如图 ３ａ 所示．在长达 ９５ ｄ

的运行时间内，生物滴滤塔表现出良好的稳定性以

及对乙苯的高效去除率．ＢＴＦ 系统反应器挂膜完成

后，考察 ＢＴＦ 系统在乙苯进口浓度在 ４００ ～ ６００
ｍｇ·ｍ－３、ＥＢＲＴ 分别为 ６７．８、４５、３３．５ ｓ 的条件下的运

行情况．当进口浓度为 ４００ ｍｇ·ｍ－３ 左右、ＥＢＲＴ 为

６７．８ ｓ 时，乙苯的降解效率稳定在 ９５％左右；当突然

提高浓度至 ６００ ｍｇ·ｍ－３ 左右时，降解效率降到

８６％，８ ｄ 后恢复到 ９４．５％；从第 ５５ ｄ 开始将 ＥＢＲＴ
缩短至 ４５ ｓ，乙苯浓度不变，ＢＴＦ 对乙苯的去除率出

现波动，１２ ｄ 后去除率恢复到 ９４％左右，在第 ７４ ｄ
去除率达到 ９７％；进一步缩短 ＥＢＲＴ 至 ３３．５ ｓ，乙苯

去除率突降至 ７５． １％，但其去除负荷达到 ５０． ５
ｇ·ｍ－３·ｈ－１，经过 ２１ ｄ 适应调整，乙苯降解率逐渐提

高到 ９１．６％以上．
由图 ３ｂ 可见，在整个 ＢＴＦ 系统长期运行过程

中，乙苯主要在下层填料中被去除，上层填料对总

去除率的贡献较小，可能由于乙苯废气浓度经下层

去除后浓度较低，无法满足填料上层中微生物的大

量生长繁殖，进而限制了上层的生物利用率．生物量

测定结果表明，反应器内生物量逐渐增加，下层填

料上的生物量多于上层．但随着 ＥＢＲＴ 逐渐减小，进
气有机负荷的增加，上层填料对乙苯的降解率逐渐

增加，在第 ７１ ｄ、第 ９０ ｄ 降解率超过 ３１％．随着 ＢＴＦ
的持续运行，第 ９３ ｄ 开始，下层填料去除率逐步回

升．在进口浓度不变的条件下，进气负荷取决于

ＥＢＲＴ，各层填料对乙苯去除率随进气负荷的波动而

波动，但去除率整体呈现出下多上少的局面．
３．２　 ＢＴＦ 系统生物量与压降变化

在反应器运行期间选取了反应器中填料高度

在 ０．２５、０．３５、０．６５、０．７５ ｍ 处的 ４ 段比较有代表性

的区域填料进行了生物量分析．结果见图 ４．
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图 ３　 不同 ＥＢＲＴ 条件下去除负荷及各层去除率变化情况

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏａｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｌａｙｅｒ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＥＢＲＴ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ４　 ＢＴＦ 长期运行各层生物量变化

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｉｏｍａｓｓ ａｃｒｏｓｓ ＢＴＦ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ

　 　 由图 ４ 可见，反应器在稳定运行期间，滴滤塔生

物量整体呈现逐渐增加趋势，到 ８０ ｄ 后生物量逐渐

趋于稳定．且反应器内的生物量呈现不均匀分布，随
着从下到上的气流方向逐步递减．这主要是由于乙

苯废气沿反应器径向流动而被生物吸附降解，其在

进气端则有充足的碳源提供，生物量累积较快，出
气端的浓度非常低，因而靠近出气端的微生物没有

足够的碳源提供而生物量累积比较慢．在反应器运

行到 ６０ ｄ 时，距进气口 ２５ ｃｍ 处填料上生物量累计

超过 ８０ ｍｇ·ｇ－１，而距离进气口 ７５ ｃｍ 处填料上仅为

２３．９ ｍｇ·ｇ－１ ．因此从生物滴滤塔结构看，填料层沿反

应器径向从下到上的生物量呈现出明显的逐层降

低．从反应器运行时间看，在反应器运行的前期，生

物量累计速度较快，随着时间延长，生物量累计速

度由高到低逐步下降．但是距离进气口 ６５ ｃｍ 和 ７５
ｃｍ 处，生物量的累积速度随时间稍有增加，这是因

为反应器运行稳定期（３５ ～ ７５ ｄ），生物滴滤塔总进

气负荷逐渐增大、废气停留时间减小，受气液传质

效率的限制，底部生物量增长降解效率基本稳定，
而 ＢＴＦ 上部承载废气负荷增加，生物量累积逐渐

增加．

图 ５　 ＢＴＦ 长期运行过程压降变化

Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｄｒｏｐ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＢＴＦ

从图 ５ 可见， 随着反应器的稳定运行，ＢＴＦ 内

生物量和进气量的增加，导致 ＢＴＦ 塔内压降逐渐增

加；另外，当降低塔内的 ＥＢＲＴ 时，会导致反应器压

降急剧增大，但在稳定运行过程中不会出现压降急

剧升高或降低的情况．当反应器运行到 ８５ ｄ 后，塔

４６５３



１０ 期 卢仁钵等：降解乙苯生物滴滤塔稳定运行期生物膜特征及微生物多样性研究

内压力趋于稳定；９５ ｄ 时压降达 １０．１ ｍｍ Ｈ２Ｏ 柱．填
料床生物量累积和生物膜厚度呈逐渐增加趋势，生
物量呈非均匀性分布，床层孔隙率逐渐减小，而床

层压降则逐渐增加．运行后期，生物量的过量累积、
非均匀性分布是导致反应体系压降上升的主要宏

观因素．ＢＴＦ 整个过程运行较为稳定，运行性能较

好，未出现 ＢＴＦ 堵塞现象．

３．３　 ＢＴＦ 塔内微生物种群组成及分布

通过定期对 ＢＴＦ 不同床层生物膜微生物进行

生物相观察及分离检测，在反应器稳定运行期间共

检出包括细菌类、真菌类、原生动物、后生动物等 ４
大群类，其中原生动物和后生动物主要有 １２ 种，见
表 １．

表 １　 ＢＴＦ 生物膜的形态及不同塔层的生物相观察特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍ ｍｏｒｐｈｏｕｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｒｅａ ｉｎ ＢＴＦ

取样点高度 ／ ｃｍ 生物膜厚度 ／ μｍ 生物膜形态及颜色 主要微形动物

２５ ＞（２００±１０）μｍ 密实，灰褐色至浅褐色生物膜连续伸展状
分布

变形虫属，卑怯管叶虫，豆形虫属，尖毛虫属，
喇叭虫，尾草履虫

３５ （１６０±８）μｍ 灰褐至褐色生物膜致密
尾草履虫属，变形虫属，沟钟虫，旋轮虫属，累
枝虫属，小口钟虫，线虫

６５ （１２０±１１）μｍ 浅褐色生物膜致密
变形虫属，钟虫，旋轮虫属，累枝虫属，小口钟
虫，吸管虫属，线虫

７５ （６５±１５）μｍ 不均匀分布，灰白色生物膜结构紧密，散乱
分布

变形虫属，轮虫属，旋轮虫属，小口钟虫，钟形
钟虫

　 　 表 １ 反映了 ＢＴＦ 微生物种群特征，从进气端至

ＢＴＦ 中段，菌胶团中细菌为生物膜主体，且生物膜厚

度比较厚，菌膜致密；随着取样高度远离进气口，菌胶

团中原生动物和后生动物逐渐增加，菌膜厚度降低．
由于反应器内自下而上废气进气浓度梯度下降，且塔

内生存空间和溶解氧等限制因子的作用，致使不同类

型的微生物在填料空间占据不同的空间生态位，在不

同塔层逐渐形成优势类群，并引发食物链高端营养级

微生物种群的波动和优势种群的更迭演替．
ＢＴＦ 生物膜菌群包括可以直接降解污染物的异

养细菌、真菌，也有捕食细菌和吞噬有机颗粒的原

生动物、后生动物，其中大量高端营养级水平微生

物种群的形成， 在生物膜中所占比例较高；有助于

ＢＴＦ 系统整体物质转化，使系统内的种间关系更加

复杂，食物链长且相互交叉，这种复杂的营养结构

大大提高了 ＢＴＦ 生态系统的稳定性，为取得稳定的

废气处理效果提供了可靠的保证．
３．４　 ＢＴＦ 生物膜超微结构的扫描电镜观察

在生物滴滤塔运行稳定时期，从不同采样口中

取出陶粒，并经过 ２．５％戊二醛溶液固定、磷酸缓冲

液清洗 ｐＨ＝ ８、梯度酒精脱水、叔丁醇置换和冷冻干

燥等处理，用扫描电镜观察陶粒表面微生物的分布

及其形态，结果如图 ６ 所示．
从图 ６ 可以清晰看出，在生物塔的陶粒表面及空

隙中存在大量的球状、杆状及少量短棒状微生物，尤
其以杆状和短杆状菌菌体为主．这些微生物经过生物

图 ６　 塔内生物扫描电镜图片

Ｆｉｇ．６　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅ ｉｎ ＢＴＦ

滴滤塔的长期驯化，逐渐形成优势菌群，交叉或浸渍

到陶粒表面和空隙中，形成了致密的生物膜．生物膜

成分复杂，膜面粗糙程度大，伸展起伏显著，在生物滴
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滤塔生物膜反应器中降解乙苯起到关键作用．
３．５　 ＢＴＦ 塔内生物多样性分析

３．５．１　 微生物群落的 ＤＧＧＥ 分析　 取床层不同高

度处的样品，进行生物样品得变性梯度凝胶电泳

（ＤＧＧＥ），得到 ＤＧＧＥ 图谱图 ７ａ 及条带相似性示意

图 ７ｂ．泳道上条带的灰度值越高，则该条带对应的

种属的丰度越大．结合图 ７ａ 中和图 ７ｂ 相似性分析

可以看出，在 ＢＴＦ 稳定运行期，不同高度床层部分

条带发生变化，说明在不同床层微生物群落存在差

异，但整体相对来说相似性较高，ＢＴＦ 系统已经形成

了稳定降解乙苯废气的特征性生态体系．各组相似

度最低达到 ６５． １％，其中泳道 １ 和 ３ 相似度达到

８２．４％，泳道 ４、泳道 ２ 相似度比较高．这是由于 ＢＴＦ
填料层分为上下两层的特殊构造引起的．即使在同

一座反应塔内，每层填料层底部和上部对乙苯废气

的累积量和循环液的持有度不同，造成局部不同微

生态环境，呈现出不同的生物多样性，但由微生物

菌群来源相同且挂膜繁衍条件相似，因此各层高度

微生物多样性表现出相对高的相似度．
在图 ７ｂ 中，一些条带如 ７、８、９、１０、１２、１５ 和 １７

在所有的床层高度都存在说明这些条带对应的菌

属随着系统稳定运行，演化为 ＢＴＦ 系统内占主导地

位的菌种；优势菌属的在不同床层的灰度值不同，
表明其在不同床层的丰度存在差异．条带 ５、１８ 和条

带 １９ 仅在泳道 １ 和泳道 ２ 中出现，表明其代表的菌

属存在于 ＢＴＦ 底层．这可能是由于这些条带所对应

的菌属在从污泥接种到驯化过程中对生态环境要

求比较高，只存在于特定的生态环境中；除此之外，
一些条带只在某床层才出现，如条带 ６、１６．这从另一

个角度反映了ＢＴＦ反应器内不同床层存在生物多

样性的差异．

图 ７　 不同床层总细菌 ＤＧＧＥ 图谱以及各样品泳道相似性示意
图（图 ａ 中 １～４ 代表 ２５、３５、６５、７５ ｃｍ 采样点样品泳道，图
ｂ 中 １～２１ 代表泳道中的条带位置）

Ｆｉｇ．７　 ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｄ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｌａｎｅｓ （ Ｆｉｇｕｒｅ ａ， １ ～ ４ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ
ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ２５，３５，６５，７５ ｃｍ，ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ １ ～
２１ ｉｎ Ｆｉｇｕｒｅ ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ａ ｓｔｒｉｐｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｌａｎｅ）

图 ８ 为生物滴滤塔各层 ＤＧＧＥ 泳道的密度曲线

比较图．曲线与坐标轴围城的面积与生物量的多少

成正比（Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１４），由图中曲线峰形变化可

知，各泳道曲线的峰面积存在差异，说明其对应的

菌群数量有所不同，且泳道 ４ 所代表曲线围成面积

最小，即生物量最少，这与图 ４ 中生物量测定结果相

符．但各个泳道峰形和峰的出现位置基本不变，大部

分条带密度也比较相似，表明稳定运行期间生物滴

滤塔内菌群数量具有相对较高的稳定性．

图 ８　 ＤＧＧＥ 泳道的密度曲线比较

Ｆｉｇ．８　 Ｄｅｎｓｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＧＧＥ ｌａｎｅ
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３．５．２　 对优势菌群进行测序分析　 将图谱 ７ａ 中主

要的 ＤＧＧＥ 条带，包括条带 １、７、８、９、１０、１１、１２、１４、
１８ 共 ９ 个样品，进行切割回收、克隆测序分析．最终

获得 ９ 条总细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列．将每一条测序序

列在 ＢＬＡＳＴ 上，与 ＮＣＢＩ 中与之同源性较高的已知

序列进行相似性分析．通过 ＭＥＧＡ５．１ 软件生成基于

１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列的系统发育树，如图 ９ 所示．

图 ９　 基于分离自 ＤＧＧＥ 谱图中的 １６ＳｒＤＮＡ 基因序列的系统发育树

Ｆｉｇ．９　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６ Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ＤＧＧＥ ｐａｔｔｅｒｎｓ

　 　 从图 ９ 基因序列的系统发育树可以看出，系统

中优势菌主要为变形杆菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、坚壁

菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ３ 大菌

群．其中主要优势菌群是变形杆菌门，包括 ３ 种 γ⁃变
形杆菌 （Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 和 ４ 种 β⁃变形杆菌

（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） ．以上优势菌群形态多为杆状和

棒状，与 ＳＥＭ 观察所得结果相符．
条带 ７、１１、１ 所对应的菌属，均与伽马变形杆菌

具有较高的同源性．且在 ＢＴＦ 稳定运行阶段塔层的

不同高度均被普遍检测到．伽马变形杆菌具有很强

的降解外源有机物的能力，曾被报道对氯酸、二氯

苯氧基乙酸、多环芳烃等有很好的降解能力（Ｒａｎｉ
ｅｔ ａｌ．， ２００８ ）． 条 带 １ 对 应 Ｆｒａｔｅｕｒｉａ 菌 是

Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 属， Ｊａｙａｍａｎｉ 等 证 实 了

Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 具 有 很 强 的 乙 苯 降 解 效 果

（Ｊａｙａｍａｎｉ ｅｔ ａｌ．，２０１５），条带 ７ 对应 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 是
降解苯系物的菌株（Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ ．，２０１５）； 条带 ８、９、
１４、１８ 所对应的序列被检测出来与贝塔变形杆菌纲

伯克氏菌科（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ）大类中的 Ｇｉｅｓｂｅｒｇｅｒｉａ

ｓｐ、Ｔｈｉｏｍｏｎａｓ ｓｐ、Ｐａｎｄｏｒａｅａ ｓｐ、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｓｐ 具有较

高的同源性，且 Ｐｅｒｅｚ⁃ｐａｎｔｏｊａ 等研究发现伯克氏菌

（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ）属对芳香族化合物具有高效降解

效果 （ Ｐéｒｅｚ⁃Ｐａｎｔｏｊａ ｅｔ ａｌ．， ２０１２）， 在这些菌属中

Ｐａｎｄｏｒａｅａ ｓｐ 被报道是降解对二甲苯的特征菌株

（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１５）．条带 １０ 与梭菌属微生物的碱

基序列相似度达到 １００％，属于放线菌门．同时，在
ＢＴＦ 系统中也检测到了条带 １２ 对应的坚壁菌门的

Ｌｅｉｆｓｏｎｉａ ｓｐ 菌株．从优势菌属的分子测序可以发现，
ＢＴＦ 系统中优势菌群处于多个菌属，增强了 ＢＴＦ 微

环境的生物多样性．Ｐｏｕｌｓｅｎ 等报道一些难降解污染

物的好氧生物降解过程包含了多种微生物种群的

相互作用（Ｐｏｕｌｓｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２００８）．Ｗａｎｇｅｒ 指出贝塔变

形杆菌是活性污泥中最丰富的菌种（Ｗａｇｎｅｒ ｅｔ ａｌ．，
２００２），Ｓｎａｉｄｒ 发现贝塔变形杆菌是城市污水处理厂

曝气池内的主要菌种（Ｓｎａｉｄｒ ｅｔ ａｌ．， １９９７），这与实

验采用曝气池活性污泥挂膜相符．因此，本实验采用

的乙苯废气降解生物滴滤塔在自然环境中菌群的

挂膜驯化过程中逐步形成了降解乙苯废气特征生
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物膜，生物膜含有特定的多种菌群和复杂的生物膜

结构．这种复杂的 ＢＴＦ 生物膜的形成为乙苯废气的

彻底降解和矿化提供了适宜的条件．

４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）经驯化培养的生物滴滤塔能高效处理低浓

度大风量乙苯废气，在 ＥＢＲＴ ＝ ３３．５ ｓ 时，降解效率

保持在 ９０％以上，最大去除负荷为 ６２．４ ｇ·ｍ－３·ｈ－１ ．
２）生物滴滤塔稳定运行期间生物膜形态、颜色

和厚度呈现不均匀分布的特点．生物膜在空间上呈

不均匀分布，生物膜致密度，表面粗糙和颜色均有

改变．
３）生物量的累积、非均匀性分布是导致反应体

系压降上升的主要宏观因素．ＢＴＦ 塔内压在稳定运

行期间逐渐增加，未出现 ＢＴＦ 堵塞现象．
４）ＢＴＦ 中的微生物种群组成丰富，营养结构复

杂；不同代谢类型的微生物在 ＢＴＦ 不同部位渐次形

成优势群落．陶粒表面覆盖着大量的微生物，形态多

数为杆状，并伴有少量的球状和短棒状．通过生物膜

分子生物学检测发现乙苯废气降解 ＢＴＦ 塔内存在

优势菌主要为变形杆门菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、坚壁菌

门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ３ 大菌群．
其中主要优势菌群是变形杆菌门．
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