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摘要：生物强化 ＳＢＲ 系统中苯胺降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 在降解苯胺废水过程中发挥重要作用．本研究根据该菌株的邻苯二酚 １，２
双加氧酶（Ｃ１２Ｏ）的基因序列，设计特异引物，扩增特异片段并克隆到 ＰＧＭ⁃Ｔ 载体中，以此重组质粒为参照，系统活性污泥中提取的总 ＤＮＡ 为

模板，应用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法定量检测该菌在苯胺废水生物强化 ＳＢＲ 系统中的丰度变化．同时应用高效液相色谱法检测系统中苯胺的残

留．结果表明，苯胺初始浓度在 ２００～５００ ｍｇ·Ｌ－１范围内，苯胺降解率均达到 ９６％以上．并且 ＳＢＲ 反应系统活性污泥中每单位（ｍｇ）ＭＬＶＳＳ 的

Ｃ１２Ｏ 基因拷贝数随苯胺浓度的升高而显著上升，最高拷贝数达到 ２．７×１０９个，表明该菌的数量随苯胺浓度的升高而显著上升．结果显示，在苯

胺去除过程中 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 的投加能够稳定活性污泥中的 ＭＬＶＳＳ，当含有高浓度苯胺废水系统运行稳定时，该降解菌逐渐成

为活性污泥当中的优势菌．
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７ 期 王金玉等：荧光定量 ＰＣＲ 检测生物强化 ＳＢＲ 系统中苯胺降解菌的数量变化

１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

生物强化废水处理系统功能的发挥与该系统

中功 能 菌 的 数 量 和 种 类 有 直 接 的 关 系 （ Ｖａｎ
Ｌｉｍｂｅｒｇｅｎ ｅｔ ａｌ．，１９９８；Ｈａｌｌ ｅｔ ａｌ．， ２００２），为了保证

生物强化废水处理系统高效稳定的运行，在运用

ＣＯＤ，ＢＯＤ 以及目标物质的去除效果来评价强化系

统的同时，更需要对系统中功能菌数量的变化进行

实时的检测．此项数据的准确把握将为实际应用中

操作条件的优化，工艺性能的改进提供重要的理论

依据．
传统的活菌计数法（ＣＦＵ 法）或最大然数计数

法（ＭＰＮ 法）存在耗时，繁琐的缺陷，而且由于分离

培养技术的限制，很难对培养条件苛刻的微生物进

行研究 （李久安等，２０１１；朱海霞等，２００７）．目前在

对环境中特定微生物丰度的研究中，较多地应用

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 杂交技术 （马丽华等，２００５；王建龙，
２００３），而应用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测基因拷贝数则对操

作要求高，工作量大（宣姚吉等，２００９）．近年来，荧光

定量 ＰＣＲ 技术的迅猛发展为检测废水处理系统中

功能菌数量的变化提供了一个新途径．该方法可以

通过定量表征功能菌中特征基因片段的数量来实

时检测功能菌数量的变化．与上述方法相比，荧光定

量 ＰＣＲ 技术操作简便，快捷．具有很高的灵敏性和

特异性，其在检测废水处理系统中特定功能微生

物，如氨氧化细菌群、硝化菌群，硫酸盐还原菌群，
产甲烷菌群等，或特异基因，如抗生素抗性基因，毒
力基因等的数量动态变化方面也得到了较广泛的

应用（Ｈａｒｍｓ ｅｔ ａｌ．，２００３；Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１２；Ｂｅｎ－Ｄｏｖ
ｅｔ ａｌ．， ２００７； Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１０； Ｖｏｌｋｍａｎｎ ｅｔ ａｌ．，
２００４；孙婷婷等，２０１３）．

文中模拟了生物强化降解苯胺 ＳＢＲ 反应器运

行，降解菌采用实验室保存的 ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ
ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９．通过特异引物设计，直接定位于该降解菌

的功能基因片段 Ｃ１２Ｏ．研究不同苯胺浓度条件下，
Ｃ１２Ｏ 数量变化及其与苯胺降解率和生物强化反应

器运行过程中表征活性污泥有机生物量的重要指

标 ＭＬＶＳＳ（混合液挥发性悬浮固体浓度） 之间的

关系．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 实验菌株

苯胺降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 由实

验室筛选获得，该菌株现保存于中国普通微生物菌

种保藏中心，保藏号：ＣＧＭＣＣ ＮＯ． ７７８７，大肠杆菌

ＸＬ－Ｂｌｕｅ１，购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司．
２．２　 主要试剂及仪器

细菌基因组提取试剂盒（ＤＰ３０２）、ＰＧＭ⁃Ｔ 连接

试剂 盒 （ ＶＴ２０２ ）、 质 粒 小 量 快 速 提 取 试 剂 盒

（ＤＰ１０３）、 胶回收试剂盒（ＤＰ２０４）、 荧光定量 ＰＣＲ
酶 ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ（ＦＰ２０２）均购自天根

生化科技（北京）有限公司，低温冷冻离心机，荧光

定量 ＰＣＲ 仪 （ Ｂｉｏ － ｒａｄ ） 和 微 量 核 酸 定 量 仪

Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ 均购自 ｔｈｅｒｍｏ 公司．
２．３　 培养基

ＬＢ 培养基：ＮａＣｌ：１０ ｇ，酵母粉：５ ｇ、蛋白胨：１０
ｇ、蒸馏水 １０００ ｍＬ， ｐＨ ７．０．

无机盐培养基：无机盐培养基成分：Ｎａ２ＨＰＯ４：
２．５２ ｇ、ＫＨ２ＰＯ４：０．５ ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ：０．４ ｇ、（ＮＨ４） ２

ＳＯ４：０．５ ｇ，蒸馏水 １０００ ｍＬ，ｐＨ ７．０．
２．４　 引物设计与合成

根据 Ｇｅｎｂａｎｋ 网站中公布的假单胞菌属 Ｃ１２Ｏ
基因序列保守区设计引物 ＰＨＯ⁃ＲＴｓ 和 ＰＨＯ⁃ＲＴａｓ
见表 １．引物合成由上海英潍捷基公司完成．

表 １　 实验所用克隆 Ｃ１２Ｏ 基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ Ｃ１２Ｏ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物 序列（５ ′⁃３′） 扩增片段长度（ｂｐ） Ｔｍａ

ＰＨＯ⁃ＲＴｓ ＴＴＣＡＣＡＴＣＧＴＡＣＡＴＣＡＣＣＴ ２９９ ５８ ℃

ＰＨＯ⁃ＲＴａｓ ＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴＣＣＴＴＣＡＴＣ ５８ ℃

２．５　 标准质粒构建

以苯胺降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 菌

株的基因组为模板，ＰＨＯ－ＲＴｓ 和 ＰＨＯ⁃ＲＴａｓ 为引

物，扩增 Ｃ１２Ｏ 基因．回收目的片段，１６ ℃下与 ＰＧＭ⁃
Ｔ 载体连接，构建含 Ｃ１２Ｏ 的标准质粒，转化感受态

大肠杆菌 ＸＬ⁃Ｂｌｕｅ１，３７ ℃过夜培养，次日挑选白色

菌落送检测序，测序正确的质粒即为标准质粒命名

为 Ｔ⁃ＰＨＯ．
２．６　 标准曲线建立

试剂盒法抽提质粒 Ｔ⁃ＰＨＯ，具体步骤参照说明

书．用微量核酸定量仪测定其浓度，其浓度为 ６７．４
ｎｇ·μＬ－１，重组质粒序列大小接近 ３ Ｍｂ，计算其分子

量为 １．９８×１０６ Ｄａ，根据分子量和阿伏伽德罗常数

（６．０２ × １０２３ 分子数·ｍｏｌ－１），计算其分子拷贝数为

２ ０５×１０－８拷贝·μＬ－１ ．将质粒作十倍梯度稀释，稀释

成 １０～ １０６个拷贝·μＬ－１，分别以 １μＬ 各质粒浓度作

为模板，以 ＰＨＯ⁃ＲＴｓ 和 ＰＨＯ⁃ＲＴａｓ 为引物进行荧光
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定量 ＰＣＲ．每个浓度重复 ３ 次实验．以仪器软件给出

的 Ｃｔ 值作为纵坐标，起始模板中质粒拷贝数的对数

作为横坐标，建立标准曲线．
２．７　 荧光定量 ＰＣＲ 试验

反应体系和反应条件：反应体系为 ２０ μＬ，
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ １０μＬ，ＤＮＡ 模板 １
μＬ，引物各 ０．８ μＬ（１０ μｍｏｌ·Ｌ－１），ｄｄＨ２Ｏ ７．６ μＬ． 反
应条件：预变性：９５ ℃变性 ４ ｍｉｎ，５８ ℃退火 ３０ ｓ，６８
℃延伸 ３０ ｓ，共 ３５ 个循环．
２．８　 模拟生物强化苯胺降解 ＳＢＲ 反应器装置

２．８．１　 试验装置　 ＳＢＲ 反应器为有机玻璃制成，如
图 １ 所示，有效容积 １．５ Ｌ，共采用 ６ 个相同的反应

器，其对应的反应器编号为 ＳＢＲ⁃ＡＳ０—ＳＢＲ⁃ＡＳ５．反
应器内设曝气头，曝气量 １ Ｌ·ｍｉｎ－１，保持环境温度

２５．０ ℃ ±０．５ ℃ ．由于反应器较小，进排水时间基本

可以忽略．反应器运行周期：沉淀时间 １ ｈ，曝气时间

１０ ｈ，闲置时间 ０．５ ｈ，进水后静止 ０．５ ｈ，每个周期

１２ ｈ，每天两个运行周期．

图 １　 实验用 ＳＢＲ 装置（１．曝气泵；２．流量计；３．曝气头；４． ＳＢＲ
反应器；５．取样口）

Ｆｉｇ．１　 ＳＢＲ ｒｅａｃｔｏｒ ｕｓｅｄ ｉｎ ｓｔｕｄｙ（１．Ａｅｒａｔｉｏｎ ｐｕｍｐ； ２．Ｆｌｏｗｍｅｔｅｒ；
３．Ａｅｒａｔｉｏｎ ｔａｐ； ４．ＳＢＲ ｒｅａｃｔｏｒ； ５．Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｏｒｔ）

２．８．２　 试验菌种和进水水质 　 试验用活性污泥取

自成都第二污水处理厂二沉池的回流污泥，向 ６ 个

ＳＢＲ 反应器中加入活性污泥．采用人工配制废水对

其做短期驯化． 人工配制废水成分为：蔗糖： ６００
ｍｇ·Ｌ－１、ＫＨ２ＰＯ４：３０ ｍｇ·Ｌ－１、ＮａＨＣＯ３：４００ ｍｇ·Ｌ－１、
ＮＨ４Ｃｌ：７５ ｍｇ·Ｌ－１、酵母膏：２０ ｍｇ·Ｌ－１、ＭｇＳＯ４： ２５０
ｍｇ·Ｌ－１ ．系统运行稳定后向 ＳＢＲ⁃ＡＳ２—ＳＢＲ⁃ＡＳ５ 中

加入一定量的苯胺，使其终浓度依次为 ２００、３００、
４００、５００ ｍｇ·Ｌ－１ ．与此同时，苯胺降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 经添加苯胺的无机盐培养基活化

２４ 小时，当 ＯＤ６００值接近于 １ 时，按照体积分数 ２％

接种量分别等量地接种到 ＳＢＲ⁃ＡＳ１—ＳＢＲ⁃ＡＳ５ 反应

器中．
研究过程中设置两个空白对照 ＳＢＲ⁃ＡＳ０ 和

ＳＢＲ⁃ＡＳ１，其中 ＳＢＲ⁃ＡＳ０ 为不接种苯胺 降 解 菌

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９，并向其中添加终浓度

为 ２００ ｍｇ·Ｌ－１ 的苯胺；ＳＢＲ⁃ＡＳ１ 接种苯胺降解菌

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９，接种量如上所述，但
不向其中添加苯胺．
２．８．３　 ＤＮＡ 提取　 混合曝气阶段取泥水混合物 １０
ｍＬ，１５０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ，弃上清，准确称取新

鲜污泥 ２００ ｍｇ，总 ＤＮＡ 提取方法参照文献（Ｂｏｏｎ
ｅｔ ａｌ．， ２０００）．１％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＤＮＡ 片段．
２．８．４　 分析测试项目　 苯胺浓度测定采用高效液

相色谱法，具体参数设置参照文献 （Ａｈｍｅｄ ｅｔ ａｌ．，
２０１０）， ＭＬＶＳＳ（混合液挥发性悬浮固体浓度）的测

定参考文献 （李晓雁等，２００９）．

３　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

３．１　 标准曲线的建立

标准曲线共设置 ３ 次重复，每次重复 Ｒ２均大于

０．９９４，标准曲线的斜率为－３．１４±０．０６（图 ２ 所示），
变异系数 １．９１％．标准曲线 Ｃ ｔ 值标准偏差为 ０．１３ ～
０．３４，变异系数为 １．１１％ ～ ２．７８％（表 ２ 所示）．表明

所建立的标准曲线具有较好的重复性和精确度．

图 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ｃ１２Ｏ 的标准曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｃ１２Ｏ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

３．２　 ＳＢＲ 反应器中苯胺浓度对苯胺降解率的影响

如图 ３ 所示，当苯胺终浓度在 ２００～ ５００ ｍｇ·Ｌ－１

范围内，苯胺降解率在一个运行周期内均不受明显

影响．降解率均在 ９６．０％以上．而在空白对照 ＳＢＲ⁃
ＡＳ０ 反应器中，苯胺降解率仅为 １１．９４％（表 ３）．显示

了苯胺降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 在苯胺
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快速降解过程中所起的关键作用．

表 ２　 标准曲线的重复性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ

ＤＮＡ 量 ／
（拷贝数·μＬ－１）

Ｃｔ 值

Ｃ１２Ｏ 基因

１ ２ ３
ＳＤ ＣＶ

１０６ ９．１８ ９．００ ８．９４ ０．１３ １．３８％

１０５ １２．．８５ １２．４２ １２．９８ ０．２９ ２．３０％

１０４ １６．８２ １６．６９ １６．３３ ０．２５ １．５２％

１０３ １８．８１ １９．３７ １９．６５ ０．１４ ２．７８％

１０２ ２２．１７ ２２．５４ ２２．１３ ０．２５ １．１１％

１０１ ２５．８６ ２５．３７ ２５．２１ ０．３４ １．３２％
图 ３　 苯胺浓度对降解率的影响

Ｆｉｇ．３　 Ａｎｉｌｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｓ ｒａｔｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

表 ３　 ＳＢＲ 反应器运行指标考察及 Ｃ１２Ｏ 定量拷贝数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ＳＢＲ ｒｅａｃｔｏｒ ａｎｄ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ Ｃ１２Ｏ

反应器编号
进水苯胺浓度 ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
出水苯胺浓度 ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
苯胺去除率

ＭＬＶＳＳ ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｃ１２Ｏ ／
（拷贝数·ｍｇ－１（ＭＬＶＳＳ））

ＳＢＲ⁃ＡＳ０ ２００ １７６．１３ １１．９４％ ７８０

ＳＢＲ⁃ＡＳ１ ０ ０ １９７０ ４．２×１０３

ＳＢＲ⁃ＡＳ２ ２００ ９．９２ ９７．２％ ２７９０ １．８×１０６

ＳＢＲ⁃ＡＳ３ ３００ １５．５６ ９６．１％ ２４８０ ５．４×１０７

ＳＢＲ⁃ＡＳ４ ４００ １８．１７ ９６．０％ ２５７０ ９．２×１０８

ＳＢＲ⁃ＡＳ５ ５００ １３．２６ ９７．４％ ２６３０ ２．７×１０９

３．３　 苯胺浓度变化对 Ｃ１２Ｏ 数量和 ＭＬＶＳＳ 的影响

利用上述实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＳＢＲ 系统活

性污泥在不同苯胺浓度下 Ｃ１２Ｏ 数量和 ＭＬＶＳＳ 的

变化．如图 ４ 和表 ３ 所示，随着在一定范围内苯胺浓

度的逐渐升高，Ｃ１２Ｏ 的数量在显著上升，变化范围

从 １．８×１０６ ｍｇ－１到 ２．７×１０９ ｍｇ－１ ．然而在空白组 ＳＢＲ⁃
ＡＳ１ 中，Ｃ１２Ｏ 的拷贝数仅有 ４．２×１０３个，与存在苯胺

的反应器中的数量相差 ３ 到 ６ 个数量级．表明一定

浓度范围内的苯胺对 ＳＢＲ 系统中 Ｃ１２Ｏ 拷贝数量的

提升有较强的促进作用，并且更高的 Ｃ１２Ｏ 拷贝数

保证了高浓度苯胺的快速降解．当苯胺浓度在 ２００ ～
５００ ｍｇ·Ｌ－１ 范围内，活性污泥中的 ＭＬＶＳＳ 维持在

２４８０～２７９０ ｍｇ·Ｌ－１的稳定水平，与空白组 ＳＢＲ⁃ＡＳ１
的 ＭＬＶＳＳ 相比较，微生物量的变化较为显著．间接

表明苯胺降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 在苯

胺降解过程中数量上得到了显著的增长．而空白组

ＳＢＲ⁃ＡＳ０ 的 结 果 表 明， 在 不 存 在 苯 胺 降 解 菌

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 的条件下，苯胺无法

得到有效的降解，并且一定浓度的苯胺显著降低了

活性污泥当中的微生物量．这部分归因于苯胺具有

极强的生物毒性，在缺乏高效降解苯胺的功能菌

时，高浓度的苯胺抑制了活性污泥中其他功能微生

物的生长．

图 ４　 不同苯胺浓度下 Ｃ１２Ｏ 拷贝数及 ＭＬＶＳＳ 变化情况

Ｆｉｇ．４　 Ｃ１２Ｏ ｃｏｐｉｅｓ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＭＬＶＳＳ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ａｎｉｌｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

文中通过特异性引物的设计，直接定位于苯胺

生物强化 ＳＢＲ 反应器中所投加 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ
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ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 的功能基因 Ｃ１２Ｏ．并建立了 Ｃ１２Ｏ 的 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测体系，并且该体系具有较好的重复性，检
测周期较短．该方法的建立为检测生物强化反应器

中功能菌数量的变化提供了一定的参考．
随着 ＳＢＲ 反应器中苯胺浓度的增加，Ｃ１２Ｏ 的

拷贝数也在显著增加，高浓度苯胺的完全降解依赖

于 Ｃ１２Ｏ 数量的增加，而单个细胞的 Ｃ１２Ｏ 拷贝数是

固定的，因此，在实际应用中可以考虑向生物强化

反应器中投加更多的功能菌剂来快速处理更高浓

度的目标污染物．
ＳＢＲ 反应器中活性污泥 ＭＬＶＳＳ 的数值可表示

活性污泥微生物量（Ａｒｂｕｃｋｌｅ ａｎｄ Ｇｒｉｇｇｓ， １９８２；Ｌｉ
ｅｔ ａｌ．， ２００５）． 实验结果表明降解菌 （ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９）的投加在稳定活性污泥中微生物

量的过程中发挥了一定作用，在 ＳＢＲ⁃ＡＳ０ 反应器中

由于受到苯胺的冲击并且没有投加高效降解苯胺

的功能菌，活性污泥中 ＭＬＶＳＳ 明显下降，这可能部

分归因于苯胺较强的生物毒性作用．
随着 ＳＢＲ 反应器中苯胺浓度的逐渐升高，每单

位（ｍｇ）ＭＬＶＳＳ 中 Ｃ１２Ｏ 的数量在显著上升，由于

Ｃ１２Ｏ 拷贝在 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 单细胞

中的数量是固定的，一定程度上表明 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 在 ＭＬＶＳＳ 中的比重显著增加，当
反应器运行稳定时，苯胺降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ
ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 逐渐成为反应系统活性污泥当中的优势

菌．有学者（Ｂｏｏｎ ｅｔ ａｌ．， ２００３）在研究 ３⁃氯苯胺冲击

条件下，采用直接投菌的生物强化技术来保护活性

污泥微生物群落的功能和结构时也发现，随着 ３⁃氯
苯胺的持续冲击，ＤＧＧＥ 图谱显示 ８ ｄ 之后，功能菌

Ｃｏｍａｍｏｎａｓ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｉ １２ ｇｆｐ 在污泥系统中成为优

势菌，并且反应系统当中的硝化菌群代谢活力没有

受到明显影响．本文的实验结果在一定程度上也符

合了上述事实．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）建立了生物强化苯胺降解 ＳＢＲ 反应器中特

征功能基因 Ｃ１２Ｏ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法．为探究

功能菌投加到反应器后，其存在状况与数量变化情

况提供了重复性好，较为可靠的检测手段．
２）随着反应器中苯胺浓度的逐渐升高，每单位

（ｍｇ）ＭＬＶＳＳ 中，Ｃ１２Ｏ 拷贝数量在显著上升．高浓度

苯胺的完全降解依赖于反应器中较高的 Ｃ１２Ｏ 拷

贝数．

３）在反应系统受到苯胺冲击时，苯胺降解菌的

投加能够稳定活性污泥中的 ＭＬＶＳＳ，当含有高浓度

苯胺废水系统运行稳定时，降解菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｏｔｉｔｉｄｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＹ９ 逐渐成为活性污泥当中的优势菌．
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