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摘要 了解微生物群落结构与代谢功能对于提高生物反应器运行性能具有重要意义 为此 本研究用 方法在  的运

行过程中研究了处理甲苯气体的木屑生物过滤塔和活性炭生物过滤塔中微生物群落的代谢特性 研究发现 木屑过滤塔和活

性炭过滤塔中微生物群落的平均代谢活性在长期运行时均有下降趋势 主成分分析结果表明 生物过滤塔中微生物群落代谢

指纹在运行前期未发生显著变化 但  后在过滤塔进气端出现显著变化 到  时整个过滤塔内的微生物群落代谢指纹

均发生改变 套过滤塔中微生物群落代谢活性与代谢特征指纹未表现出较大差异 表明长期运行时填料对微生物代谢的影

响较小 在 平板内的 种碳源中 羧酸类物质和氨基酸类物质更容易被过滤塔中的微生物群落利用 
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  生物过滤塔是一种常用的恶臭与挥发性有机物

气体的生物处理装置 它具有操作简便 !能耗小 !用

水量少 !可处理低浓度难溶于水的气态污染物等优

点≈ 在生物过滤塔中 微生物群落结构会随运行

条件和塔内微环境的改变而变化 并表现出不同的

代谢特性 由于微生物的代谢功能是影响污染物去

除过程和过滤塔运行性能的关键因素 所以研究过

滤塔中微生物群落及其代谢特性对于揭示生物过滤

塔运行的机理和提高过滤塔运行性能具有重要

意义≈ 

方法是一种测定微生物对不同单一碳源

利用能力的快速 !简便方法 最初只应用于纯种微生

物的鉴定≈ 年 和 开始将这种

方法应用于微生物群落的研究≈ 随后 方法

被广泛应用于环境微生物群落比较 !污染物对微生

物群落影响评价以及环境修复效果评价等方

面≈ ∗  在 平板上有 个微孔

 除对照孔外每个孔内都含有一种各不相同

的有机碳源 除了碳源外 所有的微孔中还含有相同

含量的四唑盐染料 这种染料在微生物利用碳源过

程中会发生还原显色反应 颜色的深浅反映了微生

物对相应碳源的利用能力 微生物群落对不同碳源

的利用情况形成了微生物群落的代谢特征指纹

 利用代谢特征指纹可以鉴别和

区分不同来源的微生物群落 或者反映微生物群落
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的功能变化≈ 

为了考察和研究生物过滤塔中微生物群落及其

代谢功能的变化与相关影响因素 本研究用 

方法在  的运行过程中研究了 套处理甲苯气

体的生物过滤塔中微生物群落的代谢特性 

1  实验装置与方法

111  生物过滤塔装置与运行条件

本研究所取微生物群落来源于 套处理甲苯气

体的生物过滤塔 生物过滤塔反应器为圆柱形 内径

 填料层分为上下 层 每层高  填料

层总容积为 1套生物过滤塔分别以木屑和活

性炭为填料 接种微生物为经甲苯驯化的活性污泥 

套装置连续运行了  期间运行条件保持一

致 环境温度  ε ∗  ε 甲苯气体流量 1 ∗ 1

#  空塔停留时间  ∗ 流动方向为升流 

进口甲苯浓度  ∗  #  运行期间 套装

置的甲苯去除速率为  ∗  ##  去除率

最高可达   

112  微生物样品提取与 方法操作

在过滤塔运行的第 !!!和

分别在木屑过滤塔和活性炭过滤塔的上 !下层

填料中取  ∗  填料 采用超声振荡法提取其中的

微生物 将所取填料置于  生理盐水中≤

1   对混合液超声振荡 频率 功率

 • 每个样品超声 次 每次 后使填料表面

的生物膜脱落分散到生理盐水中 形成了较均匀的

微生物悬液 用生理盐水将微生物悬液稀释至

下的吸光度为 1  微生物浓度约为

 ∗  # 然后加入 平板测定微生物

的代谢特性 

本研究选用  平板原  平

板测定微生物代谢特性 该平板所包含的碳源有

大类 共 种 如图 所示 取稀释后的微生物

悬液加入  平板 每孔  Λ液体 然后

将微平板置于  ε 培养箱中培养  培养期间定

期用酶标仪2 ⁄  测定 个孔在

下的吸光度 以监测显色反应的进程 

图 1  Βιολογ ΓΝ2 平板碳源种类

ƒ  ≤ ∏   

113  数据分析方法

不同时刻微生物对碳源代谢的总体情况用平均

色度√ •  ≤⁄√  • ≤⁄表

示 某时刻微平板内平均色度的计算公式为 

 • ≤⁄ 

Ε


ι = 

( Ρι − Ρ)


()

其中 Ρι是除对照孔外的吸光度值 , Ρ 是对照孔吸
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光度值  • ≤⁄值反映了微生物对不同碳源代谢的

总体情况 其变化速率反映了微生物的代谢活性 

 • ≤⁄值增加越快 表明微生物的代谢活性越高 

对微生物代谢特征指纹的分析采用多元统计方

法中的主成分分析法° ≤2

°≤  某个时刻 种碳源代谢的吸光度形成

了描述微生物群落代谢特征的多元向量 通过 °≤ 

分析可以将碳源代谢的多元向量变换为互不相关的

主元向量 并在降维后的主元向量空间中用点的位

置直观反映不同微生物群落的代谢特征 由于微生

物的代谢活性差异会影响微生物群落代谢特征的分

析结果 因此一般采用标准化吸光度 Ρ≥
ι
进行统计

分析≈ 

Ρ≥
ι
=

Ρι − Ρ

 • ≤⁄
  (ι =  , , , , , ,)

  为了直观地反映微生物群落的代谢特征和代谢

功能 本研究中采用与 微平板相对应的网格

图来表示微生物对不同碳源的利用能力 对于某个

微孔 若 Ρ≥
ι
  则微生物利用该孔内碳源的能力

较强 代谢呈阳性 在图中用灰色格子表示 若 Ρ≥
ι

  则微生物利用该孔内碳源的能力较弱 代谢呈

阴性 在图中用白色格子表示 这种通过网格的位置

和颜色来定性表示微生物对不同碳源利用能力的图

被定义为 代谢谱图 

2  结果与讨论

211  吸光度变化曲线

平板上不同微孔内的吸光度变化曲线反

映了微生物对不同碳源的代谢和利用过程 图 表

示了第  木屑过滤塔中微生物群落代谢的典型

吸光度变化曲线与  • ≤⁄随时间变化曲线 从图 

可以看出 微生物对不同碳源的代谢过程可以分为

种情况 第 种情况 微生物能够较快地利用该种

碳源 显色反应在开始培养后很快发生 如对 2天

冬酰胺酸的代谢 第 种情况 微生物对碳源的利用

需要经过较长的适应期约  在培养前期数小

时内显色反应不明显 但随后微生物开始利用碳源

代谢 如对 ⁄2海藻酸的代谢过程 第 种情况 微生

物基本不能利用该种碳源 如对葡萄糖胺酸的代谢 

第 种情况表明 接种进入微孔的群落中包含

有相当数量的能够利用该种碳源的微生物种群 而

第 种情况则表明微生物群落中能够利用相应碳源

的种群和数量较少 需要经过一段时间后才能表现

出显著的代谢作用 第 种情况则表明该群落中基

本不含能够代谢相应碳源的微生物 在相关的研究

报道中也可以发现相似的碳源代谢规律≈ 

 • ≤⁄值反映了微生物代谢的平均状况 由图

可以看出 微生物群落代谢的  • ≤⁄值随时间变

化曲线的形状符合一般微生物利用基质的规律 即

存在较明显的适应期 !对数期和迟缓期等阶段 

图 2  3 种碳源利用模式与 ΑΩΧ∆随培养时间变化

取自运行第  木屑过滤塔测定结果

ƒ  ∂

 ∏  • ≤⁄

×∏√ ¬∏ 2

  

212  微生物代谢活性

由于每次实验中加入 平板的微生物悬液

浓度保持一致 并且假设在培养期间微生物浓度没

有发生显著变化 因此  • ≤⁄值随时间的变化速率

可以表征微生物好氧代谢的平均活性≈ 表 列出

了根据  • ≤⁄值计算得到的微生物群落代谢活性 

可以看出 实验期间木屑过滤塔和活性炭过滤塔中

微生物群落的平均代谢活性不存在明显差异 而 

套过滤塔中微生物群落的平均代谢活性却在长期运

行过程中均存在下降趋势 一般认为在生物反应器

的启动阶段 装置中的微生物活性会逐渐升高 而本

研究取第一个样品时过滤塔已完成启动 因此

得到的微生物活性长期变化规律与启动期的变化规

律不同 在长期运行过程中观察到填料表面的生物

膜逐渐增厚 生物量产生积累 因此 微生物平均活

性下降的可能原因是 在长期运行过程中积累的生

物量主要为不具有代谢活性的惰性微生物 惰性微

生物积累导致具有代谢活性的微生物比例下降 从

而使测得的微生物平均代谢活性降低 目前关于生

物过滤塔中微生物活性的系统研究尚不多见 因此

有必要对此进行深入研究 

213  微生物群落的代谢特征指纹
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根据对吸光度变化曲线的分析发现 前后

的吸光度数据能够最大程度地反映不同微生物群落

的代谢特征差异 因此被用于微生物代谢特征的分

析 将各阶段测得的 前后的吸光度数据进行标

准化处理式 后进行 °≤  分析 得到的主元向量

中前 个主成分特征值的贡献率与累积贡献率如

表 所示 可以看出 变换后前 个主成分可以表

征  以上原变量的特征 并且前几个主成分的重

要性显著高于其它主成分 取第 主成分°≤和

第 主成分°≤做图表征微生物的代谢特征 结

果如图 所示 

由图 可见 运行第  ! !的过滤塔上 !下

层以及第 的过滤塔上层中的微生物群落代谢

特征均较为接近 这说明过滤塔长期采用甲苯作为

  表 1  对数期 ΑΩΧ∆平均增加速率 # 

×  √√  • ≤⁄2


 # 

运行天数     

上层 ∗ 1 1 1 1
木屑过滤塔 下层 1 1 1 1 1

平均 1 1 1 1 1
上层 ∗ 1 1 1 1

活性炭过滤塔 下层 1 1 1 1 1
平均 1 1 1 1 1

表 2  前 10 个主成分特征值的贡献率与累积贡献率 

×  ≤∏ ∏∏∏ √∏  

主成分 °≤ °≤ °≤ °≤ °≤ °≤ °≤ °≤ °≤ °≤

贡献率 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

累积贡献率 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

单一碳源 以甲苯降解微生物为主的微生物群落结

构和代谢功能未发生明显变化 第 后在 套过

滤塔下层进气端填料中的微生物群落首先发生了

较明显的变化 随后第  套过滤塔上下层填料

中的微生物代谢特征与  ∗  的测定结果相比

均发生了改变 相应的样本点集中到图中一个新的

区域 微生物群落代谢特征的长期变化可能与过滤

塔中生物量的积累过程有关 在过滤塔进气端过滤

塔下层填料由于负荷高生物量的积累速度更

快≈ 因此造成过滤塔下层的微生物群落首先发生

变化 随着运行时间延长 上层微生物群落的代谢特

征也随之改变 √等研究者用  ∞≤  平板

研究了处理正己烷气体生物过滤塔中的微生物群

落 发现微生物群落代谢特征在运行  后发生了

明显变化≈ 目前 关于过滤塔中微生物群落代谢

特征变化的机理还尚不清楚 因此需要配合其它分

子生物学方法对微生物群落结构做进一步深入

研究 

用 方法测得的木屑过滤塔与活性炭过滤

塔的微生物代谢特征在过滤塔长期运行过程中未表

现出较大差异 一般认为填料组成对微生物群落和

过滤塔性能会有一定的影响作用 但这种影响可能

在长期运行过程中随填料中可降解组分的减少和甲

苯对微生物群落的长期驯化而逐渐减弱 本研究在

实验初期前确实观察到活性炭过滤塔去除性

能略高于木屑过滤塔的现象 然而随着运行时间延

长 套过滤塔的去除性能差异逐渐消失具体数据

未列出 因此 长期运行时填料主要起骨架作用 填

料种类对微生物群落的代谢影响不大 为了与过滤

塔中微生物群落进行对比 本研究还采集了 个处

理毛纺废水主要污染物为有机染料的微生物群落

样本进行 测定和 °≤  分析图  结果显示

处理毛纺废水的微生物群落与甲苯降解微生物群落

之间具有显著差异 这说明所处理的污染物类型对

生物处理系统中的微生物群落具有重要影响 

图 3  木屑和活性炭过滤塔微生物群落 ΠΧΑ分析结果

除 和  外 未标明样本在过滤塔填料层中的位置

ƒ  ×°≤  ∏2

 ≤ 

× ¬
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214  微生物对不同碳源代谢能力分析

根据 前后的吸光度数据可以绘制出微生物

群落的 谱图 第  木屑和活性炭过滤塔中

微生物的代谢谱图如图 所示 从图 中可以直观

地看出微生物对不同碳源的代谢能力以及不同样品

的代谢特征差异 

图 4  微生物群落代谢的 Βιολογ 谱图

/ υ 0代表碳源易被利用 / τ 0代表碳源不易被利用

ƒ   ° ∏

/ υ 0  ∏/ τ 0  ∏

  根据 代谢谱图统计不同碳源在所有微生

物样本中出现阳性的频率 阳性出现频率高代表该

碳源容易被微生物群落利用 阳性出现频率低代表

该碳源不易被微生物群落利用 统计结果如表 所

示 由表 可以看出 较易被微生物群落利用的碳源

主要为部分羧酸类有机物和氨基酸类有机物 而多

数糖类碳源则相对不易被微生物代谢 

表 3  不同碳源代谢呈阳性结果统计

×  ≥ ∏ ∏

呈阳性

次数

碳源

羧酸类 氨基酸类 其它

 ∗  顺2乌头酸 柠檬酸 Α2酮戊二

酸 ⁄2半乳糖醛酸 ⁄2乳酸 ⁄2

葡萄糖酸 ⁄2葡萄糖醛酸 奎尼

酸 ⁄2葡萄糖二酸 琥珀酸 Β2羟

基丁酸 Χ2羟基丁酸 溴丁二酸

2焦谷氨酸 2天冬酰胺酸 2天

门冬氨酸 2谷氨酸 2丙氨酸 2

脯氨酸 ⁄2丝氨酸 Χ2氨基丁酸 羟

基22脯氨酸 ⁄2丙氨酸 2组氨

酸 2丝氨酸

吐温  Α2⁄2葡萄糖 丁二胺 吐温  尿刊酸

 ∗  衣康酸 丙二酸 乙酸 ⁄2半乳糖 蔗糖 2乙酰2⁄2葡萄糖胺 ⁄2果糖 糊精 

⁄2山梨醇 ⁄2纤维二糖 Β2甲基2⁄2葡萄糖苷 肌苷 淀

粉 µ2肌醇 木糖醇 ⁄2阿拉伯糖 单甲基琥珀酸 2

磷酸葡萄糖

 ∗  π2羟基苯乙酸 丙酸 Α2酮丁酸 

甲酸 ⁄2乳糖酸内酯 Α2酮戊酸 

Α2羟基丁酸 ⁄2葡萄糖胺酸 癸

二酸

2亮氨酸 2鸟氨酸 2苯丙氨酸 

2丙氨酰甘氨酸 2苏氨酸 甘氨

酰22天冬氨酸 ⁄2肉碱 甘氨酰

22谷氨酸

赤藻糖醇 尿苷 ⁄2海藻糖  2丁二醇 侧金盏花

醇 丙三醇 ⁄2甘露糖 ⁄2蜜二糖 环糊精 琥珀酰胺

酸 2果糖 阿洛酮糖 ⁄2棉子糖 2丙氨酸胺 胸腺

嘧啶核苷 龙胆二糖 2棉子糖 2乙酰基2⁄半乳糖

胺 2氨基乙醇 Α2⁄2乳糖 乳果糖 松二糖 2阿拉伯

糖 麦芽糖 ⁄2Α2磷酸甘油 2磷酸葡萄糖

 样本总数为 个

3  结论

平均色度  • ≤⁄的增加速率表明 木屑过

滤塔与活性炭过滤塔中微生物群落的代谢活性在长

期运行过程中均存在下降趋势 

用主成分分析法对微生物的代谢特征的分

析结果表明 木屑过滤塔与活性炭过滤塔中微生物

群落的代谢特征在运行前期均未发生显著变化 
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后过滤塔下层微生物群落的代谢特征出现明显变

化 到  时整个过滤塔内微生物群落的代谢指

纹均发生改变 

木屑过滤塔与活性炭过滤塔中的微生物群

落代谢活性和代谢特征未表现出较大差异 长期运

行时填料对微生物群落代谢特性的影响较小 

对微生物群落代谢的 谱图的分析表

明 过滤塔中微生物优先利用的碳源主要为部分羧

酸类物质和氨基酸类物质 
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