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摘要:采用厌氧膜生物反应器(ＡｎＭＢＲ)进行含硒废水处理ꎬ考察水力停留时间(ＨＲＴ)对反应器处理效能和膜污染特征的

影响及其作用机制ꎮ 结果表明ꎬ该反应器在处理 １５􀆰 ８ ｍｇ Ｓｅ / Ｌ 亚硒酸盐时的最佳水力停留时间为 ３６ ｈꎬ稳定后去除率可达

９９％以上ꎮ ＳＥＭ－ＥＤＳ 及 ＸＲＤ 分析结果表明ꎬ还原产物硒单质呈球状或棒状ꎬ微观结构呈不易被生物利用的六角形ꎮ 微生物分

析结果表明ꎬ反应后的主要优势菌为 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ、Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 及 Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘꎬ参与亚硒酸盐还原的主要功能酶包括

ＤＭＳＯ 还原酶、富马酸还原酶、亚硫酸盐还原酶、硝酸盐还原酶及谷胱甘肽还原酶ꎮ
关键词:厌氧膜生物反应器(ＡｎＭＢＲ)ꎻ含硒废水ꎻ亚硒酸盐ꎻ水力停留时间(ＨＲＴ)ꎻ膜污染
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　 　 硒是一种类金属硫族元素ꎬ广泛应用于冶金、玻
璃、陶瓷、电子等工业制造以及药品、保健品等医疗

食品领域[１]ꎮ 近年来ꎬ伴随着我国相关产业的发

展ꎬ含硒废水的排放量也在逐年增加ꎬ水体中的硒主

要以硒酸盐(ＳｅＯ２－
４ )和亚硒酸盐(ＳｅＯ２－

３ )２ 种氧化态

形式存在ꎬ总质量浓度高达 １３ ２００~７４ ０００ μｇ Ｓｅ / Ｌꎬ
其中以 ＳｅＯ２－

３ 为主且毒性更高[２－３]ꎮ 硒因其高毒性

和强生物富集性ꎬ极易通过食物链累积ꎬ给包括人类

在内的多种生物带来威胁ꎬ过量的硒可引发呼吸、胃
肠道、心血管疾病和高血压[４]ꎮ 因此ꎬ我国«污水排

放标准(ＧＢ ８９７８—１９９６)»中规定城镇污水三级排

放限值为 ０􀆰 ５ ｍｇ Ｓｅ / Ｌꎮ

与物理和化学方法相比ꎬ生物法除硒具有成本

低、占地面积小、处理效率高等优点ꎬ使其更易推广

应用[５－７]ꎮ 部分微生物可以通过同化或异化作用将

氧化态硒还原ꎬ其主要还原产物为单质硒(Ｓｅ０)ꎬＳｅ０

具有低毒性、不被生物利用且易于分离的特点[８]ꎮ
目前ꎬ升流式厌氧污泥床(ＵＡＳＢ)、流化床生物反应

器(ＦＢＲ)、逆流化床反应器( ＩＦＢＲ)、膜生物反应器

(ＭＢｆＲ)及序批式反应器(ＳＢＲ)等一系列反应器成

功应用于含硒废水的处理[９]ꎮ 然而ꎬ在这些生物反
应器中ꎬ出水易伴随一定量的胶体或悬浮 Ｓｅ０ꎬ一方

面导致出水质量下降、无法达标ꎻ另一方面由于氧化

作用造成二次污染ꎬ威胁生态健康[２－３ꎬ１０]ꎮ

􀅰０９１􀅰
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厌氧膜生物反应器(ＡｎＭＢＲ)因其高效的截留

作用ꎬ可保留世代周期较长的微生物并截流出水中

的悬浮 Ｓｅ０ꎬ在处理含硒废水方面应用潜力较大ꎮ
然而目前相关研究较少ꎬ据报道ꎬ使用搭载 ＰＶＤＦ 平

板膜组件的 ＡｎＭＢＲꎬ在固定水力停留时间(ＨＲＴ)为
２４ ｈ 的条件下处理高盐度含硒废水(１５􀆰 ８ ｍｇ Ｓｅ / Ｌ)
时ꎬＳｅＯ２－

３ 几乎被完全还原ꎬ但膜污染速率高达

１􀆰 ７２ ｋＰａ / ｄꎬＰＶＤＦ 膜组件在 １８ ｄ 内便达到膜污染

终点(３０ ｋＰａ)ꎬ不利于反应器的长期稳定运行[１１]ꎮ
研究表明ꎬ适当的 ＨＲＴ 是保证 ＡｎＭＢＲ 持续稳定运

行的关键[１２]ꎮ 其范围通常为 ２ ~ ４８ ｈꎬ较长的 ＨＲＴ
有利于去除污染物并缓解膜污染ꎬ但会增加反应器

的占地面积ꎻ较短的 ＨＲＴ 会导致处理性能降低以及

微生物代谢产物的积累ꎬ增加膜清洗频率[１２－１５]ꎮ 因

此ꎬ采用适当合理的 ＨＲＴꎬ对提高 ＡｎＭＢＲ 反应器处

理含硒废水效率、节约运行成本具有重要意义ꎮ
为此ꎬ笔者采用 ＡｎＭＢＲ 进行模拟含硒废水处

理ꎬ考察了不同 ＨＲＴ 对反应器处理效能的影响ꎬ评
价了不同阶段的膜污染情况ꎬ表征了微生物还原产

物 Ｓｅ０ 的表观形貌及晶形结构ꎬ并分析了反应前后

微生物群落结构及演替规律ꎬ为 ＡｎＭＢＲ 处理含硒

废水的实际应用提供了理论依据及技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

厌氧膜生物反应器(ＡｎＭＢＲ)由方形有机玻璃

制成ꎬ尺寸(长×宽×高)为 ５ ｃｍ×１２ ｃｍ×２１ ｃｍꎬ总容

积为 ３􀆰 ７８ Ｌꎬ有效容积为 ３ Ｌꎬ反应器中搭载 ２ 个双

面 ＰＶＤＦ 膜组件ꎬ总有效膜面积为 ０􀆰 ０４８ ｍ２ꎬ平均孔

径为 ０􀆰 １ μｍꎮ
接种污泥取自广西桂林市某污水处理厂 Ａ２Ｏ

工艺厌氧段ꎬ初始悬浮固体 (ＭＬＳＳ) 质量浓度为

１０ ｇ / Ｌꎬ反应器内设置机械搅拌桨使泥水混合均匀ꎬ
污泥龄设为 ６０ ｄꎬ每天排放 ５０ ｍＬ 泥水混合液ꎬ整个

实验过程中挥发性悬浮固体(ＭＬＶＳＳ)质量浓度保

持在 ６ ｇ / Ｌ 左右ꎮ 模拟废水泵入反应器前通入氮气

排氧 １０ ｍｉｎꎮ 反应器进水流量设置为 １􀆰 ０４ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
使用蠕动泵(ＢＴ１０１Ｌꎬ雷弗ꎬ中国)调节出水流速ꎬ保
持每个阶段 ＨＲＴ 恒定ꎮ 反应器在室温下运行ꎮ
１􀆰 ２　 实验设计

本实验采用模拟废水ꎬ具体组成为 (ｍｇ / Ｌ):
Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ(５３)、ＫＨ２ＰＯ４(４１)、ＮＨ４Ｃｌ(３００)、
ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ(１０)、ＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ(１０)、ＮａＨＣＯ３(４０)ꎮ
目标污染物浓度为 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＳｅＯ３(１５􀆰 ８ ｍｇ

Ｓｅ / Ｌ)ꎬ添加 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ 乳酸钠(对应 ＣＯＤ 为 １ ０４９
ｍｇ / Ｌ)作为碳源及电子供体ꎮ 微量元素添加体积分

数为 ０􀆰 １ ｍＬ / Ｌꎬ具体组分见文献[１６]ꎮ 采用 ＨＣｌ 或
ＮａＯＨ 将进水 ｐＨ 调节至(７􀆰 ０±０􀆰 １)ꎮ

采用长期实验探究不同 ＨＲＴ 对反应器处理性

能的影响ꎬ反应器运行分为 Ｉ ~Ⅳ四个阶段ꎬＨＲＴ 分

别设置为 ４８、３６、２４ ｈ 及 １２ ｈꎬ对应膜通量分别为

１􀆰 ３２、１􀆰 ７６、２􀆰 ６５ ＬＭＨ 及 ５􀆰 ３０ ＬＭＨꎬ出水泵抽停比

为 １０ ∶２ꎬ每个阶段均运行至反应器去除效果稳定或

跨膜压差(ＴＭＰ)达到 ３０ ｋＰａꎮ 短期实验探究了不

同 ＨＲＴ 对膜污染特征的影响ꎬ每个阶段的 ＨＲＴ 与

长期实验一致ꎬ不设置抽停比ꎬ运行至 ＴＭＰ 达到

３０ ｋＰａꎮ
１􀆰 ３　 分析及测试方法

根据 ＡＰＨＡ 标准方法测定 ＭＬＳＳ、 ＭＬＶＳＳ 浓

度[１７]ꎮ 每天收集反应器的进出水ꎬ离心(１０ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ
１０ ｍｉｎꎬ４℃)、经 ０􀆰 ２２ μｍ 膜滤过滤后保存样品ꎮ 分

别采用电感耦合等离子体原子发射光谱(ＩＣＡＰ ＲＱꎬ
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ美国)和总有机碳分析仪(ＴＯＣ－ｌꎬ
Ｓｈｉｍａｄｚꎬ日本)测定上清液中 ＳｅＯ２－

３ 和 ＴＯＣ 浓度ꎬ并
折算为相应 ＣＯＤ 浓度ꎮ 长期实验的每个阶段结束

后收集反应器内活性污泥ꎬ采用扫描电镜( ＳＥＭꎬ
Ｑｕａｎｔａ４５０ＦＥＧꎬ ＦＥＩꎬ 美 国 ) 和 能 谱 仪 ( ＥＤＳꎬ Ｘ －
Ｍａｘ２０ꎬ英国)检测污泥中 Ｓｅ０ 的形态特征和元素组

成ꎬ利用 Ｘ 射线衍射(ＸＲＤꎬＳｍａｒｔＬａｂＳＥꎬＲｉｇａｋｕꎬ日
本)分析 Ｓｅ０ 晶型ꎮ 批次实验每个阶段结束后收集

膜面污染物ꎬ根据文献[１８]中所述方法提取可溶性

微生物产物(ＳＭＰ)和细胞外聚合物(ＥＰＳ)ꎮ 多糖采

用蒽酮－硫酸法测定[１９]ꎬ蛋白质和腐殖酸采用修正

的 Ｆｏｌｉｎ－Ｌｏｗｒｙ 法测定[２０]ꎮ
１􀆰 ４　 微生物分析

收集原始污泥与长期实验第Ⅱ阶段结束后的污

泥样本ꎬ委托生工生物工程(上海)股份有限公司进

行高通量测序分析ꎮ 利用 Ｅ.Ｚ.Ｎ.Ａ.土壤 ＤＮＡ 试剂

盒(ＯｍｅｇａꎬＭ５６３５－０２ꎬ美国)提取样品中总基因组

ＤＮＡꎮ 利用 Ｆａｓｔｐ(０􀆰 ３６ 版)评估测序数据的质量ꎬ
使用 ＤＩＡＭＯＮＤ(０􀆰 ８􀆰 ２０ 版本)将基因集与 ＫＥＧＧ 数

据库进行比较ꎬ获得基因的物种注释信息和功能注

释信息ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 ＡｎＭＢＲ 运行效果

在长期实验中ꎬＡｎＭＢＲ 对 ＳｅＯ２－
３ 和 ＣＯＤ 的去

除效果如图 １ 所示ꎮ 从图 １ 中可以看出ꎬ在第Ⅰ阶
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段(ＨＲＴ＝ ４８ ｈ)ꎬ污泥接种后即获得较高的 ＳｅＯ２－
３ 去

除率(约为 ９７％)ꎬ表明接种污泥中有部分亚硒酸盐

还原菌的存在ꎻ运行 １０ ｄ 后ꎬ出水 ＳｅＯ２－
３ 降至 ０􀆰 １４~

０􀆰 ２６ ｍｇ / Ｌꎬ去除率达 ９９％左右ꎬＣＯＤ 去除率从 ４３％
逐渐提升至 ７５％ꎮ 在第Ⅱ阶段(ＨＲＴ ＝ ３６ ｈ)ꎬＳｅＯ２－

３

去除率为 ９６％ ~ ９９％ꎬＣＯＤ 平均去除率为 ５２％ꎮ 在

第Ⅲ阶段ꎬＨＲＴ 从 ３６ ｈ 下降至 ２４ ｈꎬ系统负荷也相

应由 ０􀆰 ４４ ｍｇ Ｓｅ / (Ｌ􀅰ｈ)提升至 ０􀆰 ６６ ｍｇ Ｓｅ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎬ
ＳｅＯ２－

３ 的去除率先下降至 ７９％ꎬ随后稳定在 ９９％ꎬ
ＣＯＤ 平均去除率较上一阶段略微下降(４９％)ꎮ 在

第Ⅳ阶段ꎬ由于反应器中硒还原微生物的富集ꎬ
ＳｅＯ２－

３ 的去除率保持在 １００％ꎬ然而该阶段跨膜压差

迅速升高ꎬ在第 ５ ｄ 即达到了 ３０ ｋＰａ 以上ꎬ因此该阶

段在运行 ５ ｄ 后结束ꎮ 在 ＨＲＴ 逐渐从 ４８ ｈ 缩短至

１２ ｈ 的过程中ꎬ反应器 ＳｅＯ２－
３ 去除率虽出现短暂的

波动ꎬ但可在几天内迅速恢复ꎬ表明该反应器具有良

好的抗冲击性能ꎻ在每个阶段稳定后ꎬ出水中硒质量

浓度均小于 ０􀆰 ３ ｍｇ / Ｌꎬ符合我国«污水综合排放标

准(ＧＢ ８９７８—１９９６)»三级出水标准(０􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ)ꎮ

１—Ｓｅ 进水质量浓度ꎻ２—Ｓｅ 出水质量浓度ꎻ３—Ｓｅ 去除效率

(ａ)Ｓｅ 去除效率

１—ＣＯＤ 进水质量浓度ꎻ２—ＣＯＤ 出水质量浓度ꎻ
３—ＣＯＤ 去除效率

(ｂ)ＣＯＤ 去除效率

图 １　 反应器运行效能

２􀆰 ２　 膜污染评价

前述长期实验中ꎬＡｎＭＢＲ 运行 １５ ｄ 后只有第

Ⅳ阶段达到膜污染终点ꎬ Ｉ ~ Ⅲ阶段 ＴＭＰ 分别为

６􀆰 ５４、９􀆰 ３６ ｋＰａ 及 １１􀆰 ３６ ｋＰａꎮ 因此ꎬ为了比较组间

膜污染速率并分析滤饼层组分及含量ꎬ进一步设计

了不设置抽停比的短期实验ꎮ 短期实验中ꎬＴＭＰ 变

化情况如图 ２ 所示ꎬ膜污染速率如表 １ 所示ꎮ 从

图 ２、表 １ 中可以看出ꎬＨＲＴ 越短ꎬ膜组件达到膜污

染终点的时间越快ꎬ这与先前的研究结果一致[２１]ꎮ
当 ＨＲＴ 为 ４８ ｈ 时(对应膜通量为 １􀆰 ３２ ＬＭＨ)ꎬ膜污

染速率最低(２􀆰 ５２ ｋＰａ / ｄ)ꎬ随着 ＨＲＴ 的降低膜污染

速率逐渐增快ꎻ当 ＨＲＴ 为 １２ ｈ 时(对应膜通量为

５􀆰 ３０ ＬＭＨ)ꎬ跨膜压差在 ２４ ｈ 内就达到了 ３０ ｋＰａꎬ
此时膜通量已经接近或者大于膜的临界通量ꎬ因而

膜污染加剧ꎬ快速达到污染终点[２２]ꎮ

１—ＨＲＴ＝ １２ ｈꎻ２—ＨＲＴ＝ ２４ ｈꎻ３—ＨＲＴ＝ ３６ ｈꎻ４—ＨＲＴ＝ ４８ ｈ

图 ２　 ＡｎＭＢＲ 运行期间跨膜压差变化

表 １　 ＡｎＭＢＲ 运行期间膜污染速率

水力停留时间 / ｈ ４８ ３６ ２４ １２

膜污染速率 / (ｋＰａ􀅰ｄ－１) ２􀆰 ５２ ３􀆰 ６８ ７􀆰 ８５ ３１􀆰 ５３

短期实验每阶段结束时ꎬ提取膜面滤饼层中

ＳＭＰ 及 ＥＰＳꎬ测定蛋白质、多糖及腐殖酸的质量浓

度ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ 从表 ２ 中可以看出ꎬＳＭＰ 中主

要成分为蛋白质和多糖ꎬ而 ＥＰＳ 以蛋白质和腐殖酸

为主ꎬ且腐殖酸质量浓度显著高于 ＳＭＰꎮ 当 ＨＲＴ 由

３６ ｈ 缩短至 １２ ｈ 时ꎬＳＭＰ、ＥＰＳ 总质量浓度及其中

蛋白质质量浓度均呈现出下降趋势ꎮ 当 ＨＲＴ 缩短

时ꎬ活性污泥中的粒子受到趋向于膜表面的拖曳力

增加[２３]ꎬ导致膜孔快速堵塞ꎮ 而当 ＨＲＴ 延长至

４８ ｈ 时ꎬＳＭＰ 及 ＥＰＳ 中蛋白质质量浓度相较于 ３６ ｈ
有所降低ꎬ此时由于有机物负荷过低ꎬ反应器内微生

物生长需要消耗大量碳源ꎬＥＰＳ 发生水解作用转换

　 　 　 　 　 　 　表 ２　 滤饼层中 ＳＭＰ 和 ＥＰＳ 中蛋白质、多糖及

腐殖酸含量

水力停留

时间 / ｈ

ρ(ＳＭＰ) / (ｍｇ􀅰ｍ２) ρ(ＥＰＳ) / (ｍｇ􀅰ｍ２)

多糖 蛋白质 腐殖酸 多糖 蛋白质 腐殖酸

４８ ２５􀆰 ２８ ８９􀆰 ８９ ４􀆰 ０６ ２９􀆰 ６３ １０７􀆰 ６３ ８０􀆰 ２６

３６ ２０􀆰 ３３ １０８􀆰 ３６ ５􀆰 ２６ ２９􀆰 １３ １１７􀆰 ６５ ７０􀆰 ８３

２４ １２􀆰 ３７ ５９􀆰 ５６ ０􀆰 ０５ ２０􀆰 ５０ ８０􀆰 ５１ ６７􀆰 ２９

１２ １９􀆰 １７ ４８􀆰 ０６ ２􀆰 ９２ ２３􀆰 ００ ７１􀆰 ６９ ６５􀆰 ４２
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为 ＳＭＰꎬ而 ＳＭＰ 中的蛋白质被进一步水解为氨基酸

及多肽ꎬ供异养微生物利用ꎮ 目前普遍认为膜污染

与 ＳＭＰ、ＥＰＳ 中的蛋白质及多糖质量浓度有关ꎬ但
在本研究中ꎬＳＭＰ 及 ＥＰＳ 并不是导致膜污染的决定

性因素ꎬ其他因素如 ＭＬＳＳ、絮体粒径以及微生物还

原产物 Ｓｅ０ 都与膜污染密切相关ꎬ其内在机理还需

进一步探索[２４－２５]ꎮ
２􀆰 ３　 微生物还原产物

长期实验每个阶段结束时ꎬ收集反应器中的污

泥进行 ＳＥＭ－ＥＤＳ 表征ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 从图 ３
中可以看出ꎬ第Ⅰ及第Ⅱ阶段结束时ꎬ还原产物硒单

质呈球状ꎬ粒径分别约为 ０􀆰 ５５、１􀆰 ３０ μｍꎮ 第Ⅲ及第

Ⅳ阶段后呈棒状ꎬ长度分别约为 １􀆰 ２２、２􀆰 ０６ μｍꎮ 硒

单质的形状变化在先前的研究中已有描述ꎬ随着时

间变化硒纳米球会逐渐生长为硒纳米棒[２６]ꎻ粒径、
长度的增长与硒单质的聚集和被微生物代谢物如

ＳＭＰ、ＥＰＳ 包裹有关[２７－２８]ꎬ在 ＥＤＳ 光谱图中ꎬ与第Ⅰ
阶段相比ꎬ第Ⅱ阶段中 Ｓｅ０ 颗粒的 Ｓｅ 原子质量分数

升高ꎻ第Ⅲ及第Ⅳ阶段后ꎬＳｅ 原子质量分数下降ꎬＣ、
Ｏ 原子质量分数逐渐升高ꎮ 同时产生的硒单质尺寸

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)第Ⅰ阶段 Ｓｅ０ 颗粒

ＳＥＭ 图

(ｂ)第Ⅱ阶段 Ｓｅ０ 颗粒

ＳＥＭ 图

(ｃ)第Ⅲ阶段 Ｓｅ０ 颗粒

ＳＥＭ 图

(ｄ)第Ⅳ阶段 Ｓｅ０ 颗粒

ＳＥＭ 图

(ｅ)第Ⅰ阶段 Ｓｅ０ 颗粒 ＥＤＳ 图

(ｆ)第Ⅱ阶段 Ｓｅ０ 颗粒 ＥＤＳ 图

(ｇ)第Ⅲ阶段 Ｓｅ０ 颗粒 ＥＤＳ 图

(ｈ)第Ⅳ阶段 Ｓｅ０ 颗粒 ＥＤＳ 图

图 ３　 长期实验污泥中 Ｓｅ０ 颗粒的 ＳＥＭ 图像及

ＥＤＳ 光谱图

较常见生物源硒纳米颗粒(<５００ ｎｍ)要大[２９]ꎬ这使

其沉降性能更好ꎬ有利于从污泥中回收硒资源[７]ꎮ
分析了原始污泥及各阶段结束时污泥混合液的

ＸＲＤ 谱图ꎬ探究微生物还原生成 Ｓｅ０ 的晶形结构ꎬ如
图 ４ 所示ꎮ 从图 ４ 可知ꎬ在原始污泥中未检出 Ｓｅ０ꎬ
其衍射峰与 ＳｉＯ２(２０􀆰 ８、２６􀆰 ６、３６􀆰 ５、５０􀆰 １、５９􀆰 ９°)对

应[３０]ꎬ这是由于研磨过程中引入了 ＳｉＯ２ 颗粒ꎮ 随

着反应的进行ꎬ出现了 Ｓｅ０ 特征峰 ( ２３􀆰 ５、 ２９􀆰 ７、
４１􀆰 ３、４３􀆰 ６、４８􀆰 ０°)ꎬ与 ＸＲＤ 标准卡片对照发现ꎬ这
种 Ｓｅ０ 为六方晶体结构(ＰＤＦ＃７３－０４６５) [３１]ꎮ 此外ꎬ
该特征峰在各阶段逐渐增强ꎬ在Ⅳ阶段结束时达到

最高ꎬ表明 Ｓｅ０ 在反应器中逐渐积累ꎮ 与非晶态 Ｓｅ０

相比ꎬ这种六方晶体结构具有更强的热力学稳定

性[３２]ꎬ有效避免在环境领域中被氧化为 ＳｅＯ２－
３ ꎬ造成

二次污染ꎻ另一方面ꎬ六方晶体结构具有密度高、生
物质附着少、尺寸较等特性ꎬ有利于反应器中硒单质

的回收再利用[３３]ꎮ
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１—原始污泥ꎻ２—Ⅰ阶段污泥ꎻ３—Ⅱ阶段污泥ꎻ４—Ⅲ阶段污泥ꎻ
５—Ⅳ阶段污泥ꎻ６—ＰＤＦ＃７３－０４６５

图 ４　 原始污泥与Ⅰ~Ⅳ阶段污泥的 ＸＲＤ 图像

２􀆰 ４　 微生物群落结构分析

通过宏基因组测序技术对原始污泥和第Ⅱ阶段

污泥样品进行检测ꎮ 利用 Ｃｈａｏ１、ＡＣＥ、香农等指数

对微生物群落丰富度和多样性进行评估ꎬ结果如表

３ 所示ꎮ 从表 ３ 中可以看出ꎬ样本覆盖率均大于

０􀆰 ９９ꎬ表明测序结果可以反映样本的真实情况ꎮ
Ｃｈａｏ１ 和 ＡＣＥ 指数代表微生物丰富度ꎬ香农指数和

逆辛普森指数分别代表微生物多样性和群落多样

性ꎬ在Ⅱ阶段末ꎬ微生物丰富度和多样性指数相较于

原始污泥均有所下降ꎬ表明随着 ＳｅＯ２－
３ 的添加ꎬ对硒

不耐受的微生物逐渐死亡ꎬ而耐受菌及功能菌逐渐

增加富集ꎮ
表 ３　 微生物群落多样性统计结果

样品 Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ
香农

指数

逆辛普森

指数
覆盖率

原始污泥 ９５５２６５􀆰 ８ ９５１３７７􀆰 ６ １２􀆰 ９９ １８２２７４􀆰 １ ０􀆰 ９９

Ⅱ　 　 　 ８８７５０２􀆰 ８ ８９３３５３􀆰 １ １２􀆰 ４２ ８７００１􀆰 ３ ０􀆰 ９９

对原始污泥和Ⅱ阶段结束后的活性污泥进行宏基

因组序列分析ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 由图 ５(ａ)可知ꎬ在
原始污泥中ꎬＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ (３７􀆰 ９％)、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ
(１８􀆰 ９％)、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｏｔａ (１１􀆰 ３％)、Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｔａ (４􀆰 ９％)、
Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒｏｔａ(１０􀆰 ６％)、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ(７􀆰 ７％)这 ６ 种

细菌丰度较高ꎬ这些优势菌属均是污水处理厂生物

处理系统中的常见菌属[３４]ꎮ 在处理含硒废水后ꎬ
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 相 对 丰 度 由 １８􀆰 ９％ 下 降 至 １０􀆰 １％ꎻ
Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｏｔａ 相 对 丰 度 由 １１􀆰 ３％ 下 降 至 ８􀆰 ６％ꎻ
Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒｏｔａ 相 对 丰 度 由 １０􀆰 ６％ 下 降 至 ０􀆰 ３％ꎻ
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ 相 对 丰 度 由 ７􀆰 ７％ 下 降 至 ２􀆰 ４％ꎮ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ 由 ３７􀆰 ９％上升至 ５６􀆰 １％ꎻＡｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｔａ
相对丰度由 ４􀆰 ９％上升至 ７􀆰 １％ꎻ此外 Ｂａｃｉｌｌｏｔａ 相对

丰度由 ０􀆰 ２％上升至 ９􀆰 ２％ꎬＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｏｔａ、Ａｃｔｉｎｏ￣
ｍｙｃｅｔｏｔａ、Ｂａｃｉｌｌｏｔａ 都是常见的硒还原菌门[２－３]ꎮ

从图 ５(ｂ)中可以看出ꎬ微生物群落在属水平上

的演化过程中ꎬ微生物群落结构发生了显著变化ꎮ
原始污泥以 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ(１０􀆰 ５％)、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ￣Ｓａｐｒｏｓ￣
ｐｉｒａｃｅａｅ ( ６􀆰 ８％)、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ￣Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ ( ４􀆰 ９％)、
ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ￣Ｄｅｈａｌｏｃｏｃｃｏｉｄｉａ ( ４􀆰 ３％) 和 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ￣
Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ(３􀆰 ９％)为主ꎬ处理含硒废水后以

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ(１３􀆰 ７％)、Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ(４􀆰 ９％)、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
( ３􀆰 ６％)、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ￣Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｏｔａ￣ｇｅｎｕｓ ( ３􀆰 ３％)、
ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ￣Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ￣ｇｅｎｕｓ( ３􀆰 ３％) 为主ꎮ Ａｃｉｎｅｔｏ￣
ｂａｃｔｅｒ、Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、 Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ 为反应

后新增优势菌属ꎬ在先前的研究都曾报道过这 ４ 种

菌属的除硒性能ꎬ其中 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ 属的 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ.ｓＷ３０ 细胞悬液和细胞蛋白可以将 Ｓｅ(Ⅳ)转化

为 Ｓｅ０ 颗 粒[３５]ꎬ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｕｌｌａｅ ＨＣＮＴ１ 能 够 在

５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的亚硒酸盐环境中生存ꎬ并将亚硒酸盐

还原为元素硒[３６]ꎻ目前尚无关于 Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ 与

Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ 还原 Ｓｅ(Ⅳ)报道ꎬ但研究发现ꎬＢｒｅｖｕｎｄｉ￣
ｍｏｎａｓ 与 Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ 在厌氧环境中具有利用铁载体

代谢 Ｓｅ(Ⅵ)的能力[３７]ꎬ而含铁载体的细菌可降解

四价硒[１]ꎬ推测这 ２ 种菌属有降解 Ｓｅ(Ⅳ)的能力ꎮ
而 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ￣Ｓａｐｒｏｓｐｉｒａｃｅａｅ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ￣
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ￣Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 在反应后

相对丰度明显下降(<１％)ꎬ表明这 ４ 种菌属对氧化

态硒耐受较低ꎮ

(ａ)门水平微生物群落变化

(ｂ)属水平微生物群落变化

图 ５　 原始污泥与第Ⅱ阶段结束后微生物

相对丰度

２􀆰 ５　 微生物硒代谢分析

ＳｅＯ２－
３ 的还原是一个较为复杂的过程ꎬ可能有

􀅰４９１􀅰
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多种酶的参与ꎬ包括 ＤＭＳＯ 还原酶(ＳｅｒＡ / ＰＨＧＤＨ)、
富马酸还原酶(Ｆｒｄ)、亚硫酸盐还原酶(Ｃｙｓ)、硝酸

盐还原酶(Ｎｉｒ)和硫氧还蛋白还原酶(Ｔｒｘ)及谷胱甘

肽还原酶(Ｇｏｒ)等[３ꎬ３８]ꎮ 其中ꎬＤＭＳＯ 还原酶是典型

的 ＳｅＯ２－
４ 还原酶ꎬ该还原酶在添加 ＳｅＯ２－

３ 时高度表

达ꎬ在 ＳｅＯ２－
３ 还原中起关键作用ꎬ催化电子向 ＳｅＯ２－

３

的运输[３８－３９]ꎻＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ Ｚ０２０６ 可以利用

Ｆｒｄ 将亚硒酸盐还原为 Ｓｅ０[４０]ꎻＨｕａｎｇ 等[４１] 在以

ＮＡＤＰＨ 或 ＮＡＤＨ 为电子供体的细胞质蛋白组分中

检测到体外亚硒酸盐还原活性ꎬ利用蛋白质组学分

析和关键酶活性测试证明了 Ｃｙｓ 介导的亚硒酸盐还

原途径的存在ꎻＴｈａｕｅｒａ ｓｅｌｅｎａｔｉｓ 能够通过 Ｎｉｒ 同时

还原亚硒酸盐和硝酸盐[４２]ꎻ当谷胱甘肽还原酶基因

ＧｏｒＡ 被破坏时ꎬＳｔｕｔｚｅｒｉ ＴＳ４４ 对 Ｓｅ(Ⅳ)的去除率显

著降低ꎬ证实了 ＧｏｒＡ 在 ＳｅＯ２－
３ 还原中起到的重要作

用[４３]ꎮ 为了进一步探索 ＡｎＭＢＲ 中参与 ＳｅＯ２－
３ 还原

过程的酶ꎬ将原始污泥及第Ⅱ阶段结束后相关酶的

相对丰度进行了分析ꎬ结果如图 ６ 所示ꎮ 从图 ６ 中

可以看出ꎬ进行含硒废水处理后ꎬ除 ＴｒｘＡ 的相对丰

度有所降低外ꎬ ＳｅｒＡ / ＰＨＧＤＨ、 ＦｒｄＣ、 ＦｒｄＤ、 ＣｙｓＩ、
ＣｙｓＪ、ＮｉｒＢ 及 Ｇｏｒ 的相对丰度均显著增加ꎬ与接种污

泥相比分别提升了 ０􀆰 ７‰、 ０􀆰 ８‰、 ０􀆰 ５‰、 ０􀆰 ２‰、
０􀆰 ４‰、０􀆰 ４‰ꎬ表明这几种酶在厌氧 ＳｅＯ２－

３ 还原中发

挥了关键作用ꎮ

１—原始污泥ꎻ２—Ⅱ阶段污泥

图 ６　 原始污泥与第Ⅱ阶段结束后硒代谢

相关功能酶的相对丰度

３　 结论

(１)ＡｎＭＢＲ 对含硒废水(１５􀆰 ８ ｍｇ Ｓｅ / Ｌ)具有良

好的处理效果ꎬ当 ＨＲＴ 在 ４８ ~ １２ ｈ 范围内时ꎬ反应

器运行稳定后出水中硒质量浓度均小于 ０􀆰 ３ ｍｇ / Ｌꎻ
最佳 ＨＲＴ 为 ３６ ｈꎬ此时既能保证良好的除硒效率ꎬ
又能保证相对较慢的膜污染速率ꎬ当 ＨＲＴ 进一步缩

短至 ２４ ｈ 及 １２ ｈ 时ꎬ膜污染速率迅速增加ꎬ膜组件

快速到达污染终点ꎮ

(２)微生物还原 ＳｅＯ２－
３ 的产物硒单质主要为球

状或棒状ꎬ微观结构呈不易被生物利用的六方晶体

结构ꎬ能有效防止被再次氧化为溶解态硒ꎬ避免造成

二次污染ꎮ
(３)微生物分析表明ꎬ进行含硒废水的处理后

主要优势菌为 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ(１３􀆰 ７％)、Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ
(４􀆰 ９％)、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ( ３􀆰 ６％) 及 Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ( ２􀆰 ９％)ꎬ
参与硒还原的功能酶主要包括 ＤＭＳＯ 还原酶、富马

酸还原酶、亚硫酸盐还原酶、硝酸盐还原酶及谷胱甘

肽还原酶ꎮ
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