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Microbial characterization of micro polluted source water containing microcystin 
pretreatment with biological aerated filter 
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Abstract: The microbial characteristics of biodegradation of organic compounds containing nitrogen and microcystin 

LR (MC-LR) was researched with the biofilm of biological aerated filter (BAF) reactor surface as the research object, 

by the means of microscopic examination, phospholipid fatty acid (PLFA), high-throughput sequencing and others. 

The results showed that the microbial community on the biofilm of BAF was extremely rich in the micro-polluted 

source water of low carbon source, formed the microbial community consists of aerobic bacteria, sulfate reducing 

bacteria and other bacteria. In the first 2 weeks, the microflora on the biofilm had 17 major genera and 6 species. In 

the 3 to 4 weeks, the microflora will increase to 43 major genera and 14 species. There also were protists such as 

nematodes, paramecium and daphnia. The dominant species were Sphaerotilus (2.41%24.58%), Aeromonas 

(4.16%12.59%), Cloacibacterium (1.85%12.39%), Aquabacterium (1.53%6.76%), Hydrogenophaga 

(1.12%5.9%), Methyloversatilis (0.53%1.52%), Rhodobacter (0.09%1.39%), etc. In addition, the content of 

bacillus increased from the initial 0.16% to 1.97% after the addition of T1 degrading bacteria, which showed that  

bacillus grew rapidly and became dominant population after adding T1 degrading bacteria, thus enhancing the 

degradation of MC-LR. 
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BAF工艺预处理含微囊藻毒素微污染水源的微生物特征 
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1. 常州大学环境与安全工程学院，江苏 常州 213164； 
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摘  要：以曝气生物滤池载体表面的生物膜为研究对象，通过镜检、磷脂脂肪酸(PLFA)测定、高通量 454 测序等手段研究了生

物膜降解含氮有机物和微囊藻毒素-亮氨酸(MC-LR)的微生物特征. 结果表明，低碳源的微污染水源中水生物膜的微生物群落极

为丰富，形成了由好氧细菌组成的微生物群落，运行前 2 周有 6 大门类 17 大种属，34 周增加到 14 大门类 43 大种属，还有线

虫、草履虫、水蚤等原生动物；优势菌属有球衣菌属 Sphaerotilus (2.41%24.58%)、气单胞属 Aeromonas (4.16%12.59%)、黄杆

菌属 Cloacibacterium (1.85%12.39%)、水杆菌属 Aquabacterium (1.53%6.76%)、噬氢菌属 Hydrogenophaga (1.12%5.9%)、嗜甲

基菌属 Methyloversatilis (0.53%1.52%)、红杆菌属 Rhodobacter (0.09%1.39%)等. 此外，投加 0.16% T1 菌剂芽孢杆菌后其含量

增至 1.97%，表明投加 T1 降解菌后芽孢杆菌迅速生长并成为优势种群，可强化降解 MC-LR.  
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1  前 言 

微污染水源水存在氮污染严重、溶解性有机物含量

过高、细菌及藻类大量繁殖等问题，采用生物预处理技

术不仅可有效改善其混凝沉淀性能、减少混凝剂用量，

还能去除常规处理工艺不能去除的污染物，近年来在处

理微污染水源水领域备受关注[1]. 微污染水源水的生物

预处理技术一般指生物膜法和生态法，生物膜法包括生

物接触氧化法、生物滤池、生物转盘等，而生态法多采

用潜流式人工湿地或表面流人工湿地.  

微囊藻毒素(Microcystin, MC)主要由富营养化水体

中的微囊藻产生，在微囊藻细胞内合成，细胞破裂后便

释放出来，其多种异构体中MC-LR(亮氨酸)分布最广，

危害最大. MC-LR分子因具有环状结构及间隔双键而在

水环境中化学性质较稳定，常在生物体内富集和存留，

具有很强的肝毒性和促癌作用，我国《生活饮用水水质

卫生规范》(GB5749-2006)将饮用水源中MC-LR浓度限

定为1.0 μg/L，并作为饮用水质必检指标.  

曝气生物滤池(Biological Aerated Filter, BAF)工艺

集生物降解和物理截留于一体，近年来被国内一些水厂

用于微污染水源水预处理. BAF工艺主要利用生物膜中

微生物的强氧化分解及生长代谢作用去除微污染水源

水中的各种污染物，其表面微生物种群结构的分析国内

外虽已有相关报道[24]，但多数是采用传统的生物技术

手段，对低碳源条件下BAF生物膜中微生物的特性报道

较 少 . 本 研 究 采 用 近 年 来 兴 起 的 磷 脂 脂 肪 酸

(Phospholipid Fatty Acid, PLFA)分析和微生物高通量

454测序手段，考察生物膜中的微生物群落特征，揭示

低碳源BAF中的微生物分布、功能和种群多样性特性.  

2  实 验 

2.1 BAF实验装置与处理方法 

实验装置如图1所示，为上向流单级曝气生物滤池，

主要由反应主体、进水箱、空气泵、水泵、计量设备等

构成，总体积2.43 L，有效高度1.2 m. 反应主体承托层

高10 cm，由粒径12 cm的砾石组成，填料层高80 cm，

分别为粒径2~4和4~8 mm的两段各高40 cm的沸石填料

层，孔隙率为52%. 曝气装置采用空气泵充气，由烧结

砂芯曝气头布气. 进水由恒流水泵抽入BAF反应器下

端，出水由上端经导管排出，反冲洗管也由下端进水进

气，上端出水.  

BAF运行初期，于挂膜阶段将1% T1菌(芽孢杆菌)

菌液 500 mL 与生活污水混合，在水力负荷 0.07 

m3/(m2·h)、气水体积比2:1的条件下持续曝气进水1周.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 1  上向流 BAF 实验装置示意图 

Fig.1  Schematic diagram of up-flow BAF reactor 

2.2 检测方法 

2.2.1 微囊藻毒素测定方法 

微囊藻毒素测定采用高效液相色谱法，具体步骤参

照《水中微囊藻毒素的测定》(GB/T 20466-2006).  

2.2.2 微生物镜检方法 

微生物镜检用XSP-8C数码倒置生物显微镜(上海光

学仪器厂)观测，微生物识别参考《淡水微型生物图谱》[5]. 

2.2.3 磷脂脂肪酸的测定方法 

磷脂脂肪酸(Phospholipid Fatty Acid, PLFA)测定方

法参照文献[6].  

2.2.4 总DNA提取 

用强力生物薄膜DNA提取试剂盒(深圳安必胜科技

有限公司)进行总DNA的提取.  

2.2.5 高通量454测序 

BAF生物膜用高通量454焦磷酸测序，委托上海天

昊生物科技有限公司测定.  

3  结果与讨论 

3.1 污染物去除情况 

挂膜成功后持续运行30 d, BAF对各污染物的去除

情况如表1所示. 

表 1 BAF 对各污染物的去除情况 
Table 1  Removal status of various pollutants by BAF 

Pollutant 
Concentration/(mg/L) Average 

removal rate/%Influent Effluent 

Permanganate 9.48 5.18 52.16 
Nitrate nitrogen 1.69 0.50 70.29 
Ammonia nitrogen 5.02 1.30 74.71 
Total nitrogen 8.99 4.85 46.55 
Total phosphorus 0.57 0.12 78.24 
MC-LR 0.00385 0.0008 79.2 

1. Feed tank    
2. Pump   
3. Liquid flow meter 
4. Aerated Blower 
5. Airflow meter 
6. 24 mm clinoptilolite layer 
7. 48 mm clinoptilolite layer 
8. Support layer (gravel) 
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3.2 微生物镜检分析 

采用生物倒置显微镜观察生物膜. 由图2可知，生物

膜上有原生生物线虫、草履虫、水蚤等，微生物较丰富，

利于水中有机物污染的降解. 线虫属寄生类，在污水中

独立生活，可同化微生物不易降解的固体有机物；草履

虫属纤毛类，喜食细菌及有机颗粒，在污水处理中竞争

力较强；水蚤为微型甲壳类动物，以细菌和藻类为食料，

可降解污水中的微囊藻. 镜检还发现生物膜上出现了团

藻，其可利用光合作用通过生物代谢实现污水脱氮除磷. 

    
(a) Mission algae                   (b) Nematodes                  (c) Paramecium                      (d) Daphnia  

图 2  生物膜微生物镜检结果 
Fig.2  The examination of biological membrane microbial microscopic 

表 2 BAF 底泥中提取的磷脂脂肪酸 

Table 2  Phospholipid fatty acids extracted from sediment of BAF 

Fatty acid species PLFA biomarker Concentration/(nmol/g) Microbiological indicator type 
PLFA biomarker 

/(×106 cell/g) 
Content

/% 

Saturated fatty acid 16:00 0.258 Bacteria (Pseudomonas aeruginosa)[13] 10.32 42.48 
18:00 0.184 Bacteria (eosinophilic Hydrogen bacilli)[13] 7.35 30.26 

Unsaturated fatty acid a19:00 0.138 Bacteria (Actinomycetes)[8,13] 5.52 22.73 

表 3 生物膜法与生态法微生物特征的对比 
Table 3  Microbial characteristics comparison of biofilm process and ecological law 

Research object Microbiological indicator type Phosphatidic fatty acid biomarker Ref. 

Subsurface Flow Wetland in city sewage 
treatment plant tail water 

Aerobic bacteria and actinomycetes 17:00, 18:00, 9Me19:00 [6] 

In situ purification of village sewage project 
by ecological method 

Aerobicbacteria, anaerobic bacteria,bacteria, 
fungi, thermophilic thermolytobacilli, etc 

a16:1ω9c, i16:1ω7c, 17:00, 18:1ω9t, 14:00, 
16:00, 18:3ω6c, 18:1ω9c, 18:00, 12Me14:00, 

21:00, 22:00, 23:00, 28:00, etc. 

[14] 

BAF technology Pseudomonas, hydrobacilli, actinomycetes 16:00, 18:00, a19:00 This work 

 

3.3 磷脂脂肪酸分析 

对曝气生物滤池中的生物膜进行PLFA测定，结果

见表2. 由表可知，共检测到3种磷脂脂肪酸，且BAF中

微生物均为细菌，其中a19:00为不饱和脂肪酸，其在BAF

中的含量为0.138 nmol/g；其次是饱和脂肪酸16:00和

18:00，其在BAF中的含量分别为0.258和0.184 nmol/g；

含量最多的是饱和脂肪酸16:00. 文献 [713]研究得出

PLFA量和生物量之间存在(25.9)×104 cell/pmol的转换

系数，按4×104 cell/pmol推算，16:00, 18:00和a19:00的指

示生物量分别为10.32×106, 7.35×106和5.52×106 cell/g，

指示微生物均为好氧细菌.  

PLFA分析的原理是基于磷脂几乎是所有生物细胞

膜的重要组成部分，细胞中磷脂含量在自然条件下(正

常的生理条件下)恒定，其长链脂肪酸的形式—磷脂脂

肪酸PLFAs可作为微生物群落的标记物. 表3为生物膜

法与生态法微生物特征的对比. 尹勇等[14]通过PLFA检

测研究苏南地区生态强化法原位净化村镇污水工程中

底泥的微生物多样性，发现底泥的生态群落以假单胞杆

菌、好氧细菌为主导；胡林潮等[6]采用PLFA检测揭示潜

流式人工湿地消纳城市污水厂尾水的微生物特性及机

制，其底泥中形成了以好氧细菌和硫酸盐还原菌为主的

微生物结构；而本研究通过PLFA检测研究BAF反应器

生物膜上微生物的结构在国内鲜有报道，结果显示在

BAF中形成了由好氧细菌组成的微生物群落，与湿地中

的微生物结构较相似，也符合曝气生物滤池持续进氧引

起好氧微生物大量繁殖的规律.  

3.4 高通量测序分析 

3.4.1 PCR扩增及高通量测序 

从BAF填料上刮取生物膜，采用PowerBiofilm试剂

盒提取总DNA，将其进行PCR扩增及高通量测序，结果
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如图3所示. 由图可知，样本基因组条带清晰，无降解，

且在目的区域扩增条带良好，满足后续实验要求. 
 

 
DZ1. Positive control    DZ2. Negative control    M. DL2000 

图 3  PCR 扩增检测结果 
Fig.3  Result in the PCR amplify  

3.4.2 不同时段微生物种群多样性变化分析 

BAF反应器运行初期与后期微生物群落在门分类

水平上的分布见图4. 由图可知，运行初期与后期BAF

中微生物均主要隶属于 6 个门，其中变形菌门

Betaproteobacteria占主要优势，均超过50%，其它优势

菌门分别为拟杆菌门Bacteroidetes (24.37% 24.9%)、放

线 菌 门 Actinobacteria (0.08%2.48%) 、 绿 弯 菌 门

Cytophagia (0.15%1.86%) 、厚壁菌门 Flavobacteriia 

(1.4%20.38%) 、 浮 霉 菌 门 Planctomycetia 

(0.18%3.86%)，运行后期新增螺旋体门、酸杆菌门、

疣微菌门、广古菌门、装甲菌门、绿菌门等[15].  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图4  微生物群落组成分布(门水平) 
Fig.4  Distribution of microbial community at phylum level 

图5为BAF反应器运行不同时期微生物群落在属分

类水平上的分布情况，由图可知，优势菌属分别为球衣

菌属Sphaerotilus (2.41%24.58%)、气单胞属Aeromonas 

(4.16%12.59%) 、 黄 杆 菌 属 Cloacibacterium 

(1.85%12.39%) 、 水 杆 菌 属 Aquabacterium (1.53% 

6.76%)、嗜甲基菌属Methyloversatilis (0.53%1.52%)、

红 杆 菌 属 Rhodobacter (0.09%1.39%) 、 噬 氢 菌 属

Hydrogenophaga (1.12%5.9%)等. BAF运行后期出现了

芽孢杆菌属、产黄菌属、不动细菌属、嗜酸菌属、丛毛

单胞菌属、屠场杆状菌属、假黄单胞菌属、密螺旋体属、

玫瑰单胞菌属、假单胞菌属等优势菌属，微生物多样性

较初期更高. 此外，投加T1菌剂芽孢杆菌后其含量由最

初的0.16%增加到1.97%, BAF对MC-LR的降解率由

58.82%增加到79.45%，表明投加T1降解菌后芽孢杆菌迅

速生长并成为优势种群，可强化降解MC-LR.  

黄杆菌Cloacibacterium属拟杆菌门，为兼性厌氧细

菌，在缺氧条件下通过反硝化作用将硝酸盐氮转化为氮

气. 假单胞菌属于γ-变形菌纲的假单胞菌科，芽孢杆菌

属于厚壁菌门的芽孢杆菌科，均具有较强的好氧反硝化

能力. Rhodobacter属于α-变形亚门的红杆菌科，可利用

微污染水体中的有机物进行异养代谢反应，从而降低水

中高锰酸盐指数(CODMn)[16]. Methylotenera属于β-变形

菌纲的嗜甲基菌属科，为好氧细菌，通过呼吸代谢，以

铵盐和硝酸盐为氮源.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 5  微生物群落组成分布(属水平) 
Fig.5  Distribution of microbial community at genus level  

3.5 磷脂脂肪酸与高通量对比分析 

PLFA检测技术作为一种生物标记技术，在人工湿

地底泥微生物研究领域应用较多，但多为定性分析. 高

通量测序技术一次可对几十万到几百万条DNA分子进

行序列测定，可完整显示所有微生物种属及其含量，具

有里程碑的意义. 本研究同时采用PLFA检测和高通量

测序两种技术研究BAF生物膜上的微生物多样性，

PLFA分析结果显示生物膜上形成了放线菌、假单胞菌

等好氧细菌，而高通量测序结果显示生物膜上形成了以

放线菌、芽孢杆菌、拟杆菌、假单胞菌等为主的好氧菌

或兼氧菌，两者具有较好的一致性，同时也符合曝气生

物滤池持续进氧引起好氧微生物大量繁殖的规律.  
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3.6 MC-LR微生物降解机制分析 

多种研究[17,18]表明，MC-LR的生物降解途径多遵循

由多肽到二肽再到氨基酸和氨的转化过程. 因此，推测

环状MCs转化为线型MCs是MC-LR生物降解至关重要

的一步.  

文献[1922]通过大量研究，从酶学和基因分子层面揭

示了MC-LR的微生物降解途径：生物酶通过不断破坏

MC-LR分子中的肽键，将MC-LR由稳定的环状结构断

开形成七肽直链，并进一步生成更小的多肽，最终转化

为氨基酸和氨. 此过程中至少有mlrA, mlrB和mlrC三种

生物酶参与了反应，首先，mlrA通过打开Adda基团侧链

与精氨酸间的共轭双键，将环状MC-LR变成七肽直链；

然后，mlrB负责破坏连接丙氨酸与亮氨酸的肽键从而生

成四肽化合物；最终，mlrC通过进一步降解将四肽化合

物转化为氨基酸.  

4  结 论 

以曝气生物滤池(BAF)反应器载体表面的生物膜为

研究对象，通过镜检、磷脂脂肪酸(PLFA)测定、高通量

454测序等手段，揭示了生物膜降解含氮有机物和微囊

藻毒素-亮氨酸(MC-LR)的微生物特征，得到如下结论： 

(1) BAF载体表面的生物膜中微生物种类丰富，有

原生生物(线虫、草履虫、水蚤)和藻类(团藻)等，形成

了由好氧细菌组成的微生物群落.  

(2) BAF运行的前2周生物膜上微生物有6大门类17

大种属，34周后增加到14大门类43大种属，其中变形

菌门、拟杆菌门、放线菌门等占主要优势，黄杆菌科

Cloacibacterium、红杆菌科Rhodobacter、嗜甲基菌属

Methylotenera、芽孢杆菌和假单胞菌等在微污染水源水

净化中起主要作用.  

(3) 投加0.16% T1菌剂芽孢杆菌后，其含量增至

1.97%, MC-LR的降解率由58.82%增至79.45%，表明T1

菌剂具有强化降解MC-LR的作用.  
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