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摘  要: 本研究建立好氧活性污泥的模拟体系处理经过物化预处理的采油废水, 控制温度等条件

接近实际运行体系的情况下, 考察系统 COD 去除率和污泥体系中酵母菌多样性变化。结果显示系

统稳定后 COD 去除率在 70%以上; 利用非培养的方法考察了污泥中酵母菌在系统启动和稳定后

的多样性变化, 结果表明酵母菌在采油废水处理系统中有较高的多样性和稳定性; 原水中具有较

高的酵母菌多样性, 并在系统稳定过程中呈现逐渐增加的趋势。表明酵母菌可以在活性污泥系统

中稳定存在, 同时酵母菌等真核微生物在烃类污染物去除和环境治理上具有一定的研究和应用 
价值。 
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Abstract: The simulated activated sludge system was set up to treat the oilfield produced water after physi-
cal-chemical treatment in this study. The molecular methods such as PCR-DGGE and sequencing were ap-
plied to study population dynamics and diversity of yeast during system starting up and running. The result 
indicated that both in the influent and activated sludge showed higher yeast diversity. And yeast diversity in-
creased during system running. It suggested that yeast would exist in the sludge and contribute to COD re-
moval. And also yeast would perform well in hydrocarbon transformation and pollutant removal. 
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采油废水是石油生产中产生的主要废水, 具有
高温、高盐度和大量疏水性烃类物质的特点[1,2], 是
行业废水全面达标排放的主要对象。采油废水处理

后可以回注地下, 也可以直接排放到环境水体。国
内现有处理工艺都是以 COD、油含量等指标而设计
的, 常见的为重力沉降、气浮等物化处理后串联生
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物处理。一般来说, 生物处理是保证废水最终达标
排放的关键步骤, 利用微生物的代谢作用, 可以把
废水中残留的一些油份和其他有机烃类化合物予以

降解去除[3]。目前针对生物处理如活性污泥中微生

物群落动态变化和功能的研究主要集中在细菌, 有
关酵母菌在废水生物处理中的地位和作用, 至今为
止还缺乏相关研究。 

基于核糖体 RNA 基因的 PCR 扩增(Polymerase 
Chain Reaction)和变性梯度凝胶电泳 (Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis)结合起来的 PCR-DGGE
技术, 可对同一长度的 PCR扩增片断根据序列的不
同在变性梯度凝胶上得到分离, 从分子水平上表征
环境样品微生物群落结构多样性和动态变化, 是对
传统分离培养方法的有力补充, 同时具有快速、客
观等优势, 近年来在点突变检测和细菌群落多样性
研究方面得到普遍认可和广泛应用, 并快速地渗透
到水处理领域, 为水处理系统中微生物群落结构和
功能的解析提供了强大的技术支持。而对于酵母菌

分子多样性的研究很少, 而且仅限于在酒制品、饮
料和酸奶等酵母菌发酵的食品生产过程中酵母菌的

动态变化[4−6] 。  
本文在已有基础上建立并优化了环境样品中酵

母菌总 DNA 的提取方法, 利用 PCR-DGGE 的方法
初步考察了酵母菌在处理体系稳定过程中的多样性

和变化规律。环境样品中酵母菌的研究, 提示污水
处理过程中微生物群落组成的复杂性和多样性, 对
于研究系统内微生物功能的强化和不同微生物类群

间的协同作用提供重要信息。 

1  材料与方法 

1.1  实验装置 
在有效处理容积为 1 L 的有机玻璃容器中接种

200 mL的种污泥和 800 mL物化处理后的污水(均取
至北方某油田污水处理系统)进行好氧启动, 恒温循
环水控制水温在 45°C±1°C, DO 控制在 2 mg/L~ 
3 mg/L(同实际运行体系)。每天停止曝气 45 min进
行水样的更新, 同时检测污泥 SV值。每周取污泥样
品进行酵母菌多样性分析, 每天测定出水COD直至
稳定在 100 mg/L以下。如图 1所示。 

1.2  仪器和试剂 
PCR扩增仪 iCycler Thermal Cycler和变性梯度

凝胶电泳仪 The Dcode Universal Mutation Detection 

System(美国 BioRad 公司); 凝胶成像系统 GelDoc 
2000 (BioRad Laboratories-Segrate, 美国); PCR反应
试剂(大连宝生物公司)。DNA 提取和电泳分析试剂
为国产分析纯。 
 

 

图 1  反应装置示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of the reactor 
 
1.3  进水和污泥真菌 DNA 提取方法 

取采油废水 50 mL 和污泥样品 1 mL 离心  
(5000 r/min、10 min), 收集沉淀, PBS(磷酸盐缓冲液)
洗涤 2次后进行酵母菌 DNA提取。真菌染色体 DNA
提取参照文献[7]并加以修改, 加入酸化玻璃珠结合
蜗牛酶和蛋白酶强化破壁。 

1.4  PCR-变性梯度凝胶电泳(DGGE)和结果分析 
1.4.1  PCR 扩增引物：采用巢氏扩增, 第一轮采用
酵母菌 26S rDNA D1/D2区通用引物 NL1和 NL4[8], 
取扩增产物 1 μL作为第二次 PCR扩增的模版 DNA, 
引物是携带 GC-Clamp的 NL1和 LS2[5]。 
1.4.2  PCR 反应体系：50 μL 的 PCR 反应体系其
组分为：10×PCR buffer 5 μL, 200 μmol dNTP混合物  
4 μL; 引物 10 pmol~20 pmol; Taq DNA 聚合酶   
1.25 U; 模板 DNA 1 μL; 加无菌双蒸水补至 50 μL。 
1.4.3  扩增条件：首轮扩增 30 个循环应用
Touchdown模式(iCycler Thermal Cycler, BioRad, 美
国): 94°C预变性 5 min; 94°C变性 30 s, 60°C复性 
30 s, 以后每循环降低复性温度 0.5°C, 72°C 延伸  
40 s, 共 16 个循环; 接着 14 个循环为：94°C 变性
30 s, 52°C 复性 30 s, 72°C 延伸 40 s; 72°C 延伸    
10 min。二次扩增条件为：95°C预变性 5 min; 95°C
变性 30 s, 52°C复性 30 s, 72°C延伸 40 s, 35个循环; 
72°C延伸 10 min。 
1.4.4  DGGE 分离：DGGE 电泳用 8%的聚丙烯酰
胺凝胶(g/L), 变性梯度范围为 30%~50%, 电泳上样
量为 30 μL的 PCR产物; 电泳条件为：1×TAE电泳
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缓冲液, 60°C、25 V运行 20 min后 150 V继续运行
6 h。溴化乙啶(EB)染色和纯水洗涤各 20 min, 然后
紫外成像(Gel Doc 2000TM, BioRad, 美国)和实验结
果分析(BioRad Quantity One 4.3.0)。 
1.4.5  部分条带的测序：选取进水样品 DGGE 图  
谱在紫外下肉眼可见的条带进行切胶并测序。 

2  结果与讨论 

2.1  废水处理效果 
经过物化预处理的采油废水 COD在 300 mg/L

左右 , 经过 20 d 的稳定后 , 出水 COD 稳定在    
100 mg/L以下, 去除率在 80%左右, 结果见图 2。说
明活性污泥系统的处理可以满足污水外排的要求。

一般认为细菌是活性污泥中的主体, 负责污染物的
转化, 大部分的研究也集中在细菌多样性和功能的
研究。而酵母菌具有耐盐、耐酸等特征, 并对疏水
性较强的物质有很好的转化利用能力, 尤其对烷烃
的去除贡献较大, 认为以单加氧的方式对烃类进行
羟基化后矿化或去毒, 其中 P450单加氧酶就是真核
微生物在污染物的诱导下表达, 负责烷烃去毒和污
染物转化的多功能蛋白质, 同时也有研究认为酵母
菌可以共代谢的方式对其中含苯酚的芳香类物质进

行高效利用 [9], 包括其中较高含量的多环芳烃进行
转化。本研究也发现模拟系统对总 PAHs(多环芳烃)
的去除率在 90%以上 , 尤其是三环以下的芳香烃 , 
去除率在 95%以上。和细菌相比, 酵母菌对烷烃类
和芳香烃类有机物去除的机理研究以及酵母菌在环

境治理上的应用还处于起步阶段, 相关的工作有待
进一步深入。 

2.2  酵母菌 DNA 提取和 PCR 扩增 
可参考的酵母菌 DNA 提取方法仅针对纯培养 
 

 

图 2  出水 COD 值和去除率 
Fig. 2  COD of effluents and removal rate 

或从样品上洗出酵母菌后进行, 一般采用蜗牛酶的
方法破壁, 而对于活性污泥中酵母菌DNA提取鲜见
报道, 本文在纯种酵母菌 DNA提取的基础上, 利用
酸化玻璃珠震荡分散污泥并促进酵母菌细胞壁的破

裂, 而后采用常规的DNA沉淀方法获得酵母菌的染
色体 DNA, 获得的 DNA溶液直接用于 PCR扩增可
以获得满意的效果, 图 3是利用酵母菌总 DNA二次
扩增后的结果, 片段长度 280 bp。二次扩增时的引
物携带 GC 发卡结构利于扩增产物的 DGGE 分析, 
同时二次扩增可以大大降低 PCR 产物的非特异性, 
有利于下一步的 DGGE电泳分离。 

 

 

图 3  二次 PCR 的扩增结果 
Fig. 3  Result of the nested PCR for DGGE 
 

2.3  酵母菌多样性变化 
利用 DGGE对系统启动和稳定运行过程中, 活

性污泥体系中酵母菌群落组成和动态变化进行了跟

踪, 并和原水酵母菌进行了比较, 结果见图 4。可以

看出, 进水中就有比较丰富的酵母菌群落组成, 酵
母菌的条带数为 13。在系统启动后, 微生物群落结
构发生了明显变化, 说明系统内微生物在不同的处
理条件下发生了明显的定向调整。同时系统 COD去
除效果稳定后(18 d), 污泥中酵母菌结构也趋向稳
定, 原水样品中的 13 个条带在污泥样品中持续存在, 
说明酵母菌可以在活性污泥中稳定。酵母菌群落和

原水微生物群落的相似性达到 50%, 说明污泥中存
在的优势菌群和进水由来的微生物群落有关。这和

前期对实际工艺考察分析的结果一致[10]。在此基础

上原水样品中肉眼可见的 6 个条带进行切胶测序结
果如表 1。 

从表中可见, 除了一株青霉菌外, 其余都是子
囊菌酵母菌, 其中一株是假丝酵母, 4株酵母属于德
巴利酵母, 它们和常见的红酵母及毕赤酵母都有很
强的烷烃氧化和发酵石油的能力。在前期的工作中 
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图 4  酵母菌群落在好氧体系中的动态变化,电泳图(A) 模式图(B) 
Fig. 4  Dynamic change of yeast population in aerobic system, A: Electrophoresis profile; B: Pattern 

A: DGGE谱图(S1—S5泳道是每周运行时间的污泥样品; W: 采油废水样品; Y1-Y6: 测序条带); B: DGGE示意图(两侧是以进水样品为标准的
条带号, 下面为相似百分数). 
A: DGGE profile (S1-S5: Activated sludge samples; W: Produced water sample. Y1-Y6: Band for sequencing); B: DGGE pattern (Band num-
ber according to produced water sample, Percent for samilarity). 
 
 

表 1  凝胶回收测序结果 
Table 1  Results of sequences from gel bands 

条带 
Band 

同源性 
Identity(%) 

相近菌 
Closest match 

1 98 Debaryomyces polymorphus 

2 98 Debaryomyces pseudopolymorphus

3 97 Candida sp. 

4 97 Debaryomyces vanrijiae. 

5 97 Debaryomyces hansenii 

6 98 Penicillium purpurogenum 

 
也分别从石油污染的土壤和采油废水处理的活性污

泥中分离出相关的酵母菌[11], 这说明非培养方法和

传统培养方法有很好的一致性。提示可以根据非培

养的结果有目的的获得部分微生物。从 DGGE图谱

上可见有丰富的酵母菌存在, 同时结合电泳图和示

意图显示 6 株真菌在整个运行周期内可稳定存在于

污泥样品中。但测序和分离结果表明利用烷烃和芳

香烃的酵母菌都属于子囊菌纲, 这与可利用石油烃

的细菌具有较宽的分类地位明显不同, 对于酵母菌

在该系统中的组成和变化规律有待进一步研究。 

从为数不多的有关酵母菌用于废水处理的研究

结果来看, 酵母菌可以降解处理染料、油脂类和

PAHs 等各种有机污染物, 特别是对于高油脂类废

水的处理具有独特的优势[12]。但是, 目前针对活性

污泥中微生物群落动态变化和功能的研究主要集中

在细菌及有关酵母菌在废水生物处理中的地位和作

用, 至今为止还缺乏系统研究。本研究发现酵母菌

在采油废水处理系统中有较高的种群多样性, 表明

酵母菌等真核微生物在含烃类、油脂类污染物的特定

废水处理和环境整治上具有一定的研究和应用价值。 

3  结论 

1) 本研究利用修改的真菌染色体 DNA 提取方
法 , 成功地从污泥样品中提取了酵母菌的染色体
DNA, 获得的 DNA 样品不经纯化可以直接进行

PCR扩增等分子操作;  
2) 利用非培养的 PCR-DGGE 的方法初步研究

了酵母菌在采油废水处理中的多样性变化, 发现系
统存在较丰富的酵母菌种群, 测序结果表明都属于
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子囊菌纲。提示了酵母菌在环境保护上的潜在应用

价值;  
3) 活性污泥中的酵母菌群落与原水具有较高

的相似性, 表明原水中的优势菌可能是活性污泥优
势菌的重要来源。 
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稿件书写规范 

 

论文中阿拉伯数字的使用 

 

凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻

必须使用阿拉伯数字, 年份必须用全称。对科技期刊来说, 凡处在计量单位和计数单位前面的数字, 包
括 9以下的各位数字, 除个别特例外, 均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的一
位数可以用汉字, 例如: 一本教材、两种商品等。 

 


