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摘　要：超声和臭氧作为厌氧消化的预处理工艺，

可以突破污泥水解限速步骤从而有效地提高污泥减量化

效果，但剩余活性污泥中抗生素抗性基因丰度的变化情

况和机制尚不清晰。本研究基于qPCR技术对tetG和tetX

两种典型抗生素抗性基因进行了研究，分析了微生物群

落结构和多样性变化。结果表明臭氧处理的污泥微生物

多样性较高，臭氧和超声–臭氧预处理对tetX抗性基因

的绝对丰度具有削减作用，但相对丰度的上升说明宿主

菌对臭氧的耐受和抵抗性作用可能导致了抗性基因的水

平转移。通过对抗性基因和宿主菌丰度的相关性分析结

果表明垂直转移机制不是抗性基因丰度变化的唯一来

源，应更关注水平转移。本研究的结果为抗性基因转移

机制的研究提供了新的见解和证据。
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一、引言

据统计，2019年我国城镇污水处理厂污泥产量超过

6000万吨，预计2025年将突破9000万吨。通常厌氧消化

是污泥减量化技术的首选[1]，且多种预处理方式可以应

用在厌氧消化之前，如超声，臭氧，热水解等[2，3]，来

解决厌氧消化效率受到较长停留时间和较慢水解速率影

响的问题。超声处理通过空化气泡形成和坍塌带来的剪

切力和空穴产生的自由基破坏污泥细胞壁[4]，释放胞内

有机物。研究表明超声预处理可以显著促进厌氧消化过

程中的减量效果和产气量，对污泥脱水性能也有改善；

臭氧氧化通过直接作用和羟基自由基的间接作用能够去

除四环素等疏水性抗生素，使病原体失活，甚至是去削

减抗性基因丰度[5]。抗生素抗性基因是一种新型、持久

性的环境污染物，由水、土壤等环境中传播和扩散的抗

生素残留诱导生成，在水平基因转移和微生物种群结构

的影响下形成的一种脱氧核苷酸序列，对人类健康造成

风险。香港某污水厂活性污泥中四环素类、氨基糖苷和

磺胺类是三种丰度最高的抗性基因，在微生物活性较高

的夏季仍有检出，表明污水厂活性污泥工艺中抗性基因

的存在不可避免[6]。研究表明200 mg/L臭氧处理实现了

sul1和tetG的有效削减[7]，但成本增加较多。超声与臭

氧联用技术凭借其出色的协同作用在污泥预处理、微生

物消毒和有机物氧化等多方面效果显著[8]，探究超声与

臭氧联用技术对抗性基因的削减效果及机制对污泥减量

化和抗性基因控制具有重要意义。

二、试验方法

本研究中使用的剩余活性污泥取自山东省某污水

厂，在实验室通过重力沉降将其浓缩备用。污泥基本性

质如下：TS=64 g/L，VS=35 g/L，含水率=94%。超声处

理使用单频超声破碎机（UP-250，宁波新芝），探头放

置于污泥液面下2cm处，预处理时间为20min，能量输入

约为13.3 KJ/g TS，声能密度为0.75 W/mL。氧气源臭

氧发生器高压放电产生臭氧气，持续曝气通入3℃的去

离子水中，制得饱和臭氧水用于污泥的臭氧处理，臭氧

投加量为0.14 g/g TS。污泥的预处理试验在250 mL锥

形瓶中进行。样本中微生物DNA的提取采用 QIAamp DNA 

Stool Mini Kit试剂盒（QIAGEN，Hilden，Germany），

基于分类学信息在纲、目、科、属分类水平上进行群落

结构的统计分析。

三、结果与讨论

（一）预处理对剩余污泥中微生物群落结构和多样

性影响

稀释性曲线是评价样品物种丰度和检测深度的指标
[9]。图1（a）表明超声预处理和超声–臭氧预处理后剩

余活性污泥样本具有相似的物种丰度，与对照组和单独

臭氧组有所差异。总体上样品的稀释性曲线随序列数的

增加趋于平缓，表明OUT数基本稳定，OUT分布和物种信

息的结果具有一定的代表性。

图1（b）描述了不同预处理方式下剩余活性污

泥微生物群落属水平的分布情况。来自拟杆菌纲的

Petrimonas属是典型的发酵细菌，臭氧和超声–臭

氧预处理组的Petrimonas属丰度高于对照组，表明

了剩余活性污泥在臭氧预处理后可能具有较高的产

氢产甲烷潜力。属水平上超声和超声–臭氧组的脱

氯细菌dechlorobacter丰度明显增加，可能与超声

处理为该细菌提供了更多的外源性电子供体有关。

Macellibacteroides是一种铁还原细菌，其作为优势菌

群的出现表明了污泥的厌氧消化潜力。Anaerocella在

厌氧消化污泥的超声–臭氧预处理工艺对
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超声–臭氧预处理后丰度增加，为后续的厌氧消化提供

了更好的微环境[10]。此外，超声处理（4.21）和超声–

臭氧处理后（4.50）样品的Shannon指数与对照组相比

（4.78）有所下降，表明超声改变了污泥内部环境，对

某些对环境敏感的微生物种群的代谢起到了抑制作用，

降低了其多样性与活性，程度的强弱可能受到超声时间

和声能密度的影响。

（二）预处理工艺对抗性基因的影响

如图1（c）所示，两种目标抗性基因tetG和tetX均

被检出，其浓度高达108～109 copies/g。原始污泥中的

16S rRNA的基因拷贝数为2.41×108copies·g-1，超声处

理后绝对丰度增加14.3%。臭氧和超声–臭氧联用处理

后其绝对丰度分别下降了34.1%和44.8%，表明臭氧处理

和超声–臭氧处理均可以有效削减活性污泥抗性基因的

绝对丰度，其中超声–臭氧对tetX的削减率最高，达到

40%。图1（d）可以看出臭氧处理削减了tetG和tetX抗

药基因的绝对丰度，但 相对丰度分别从1.5%和7.9%上升

到1.9%和8.4%，特别是tetG的相对丰度增加了近三成，

而超声–臭氧处理后tetG的相对丰度上升更加显著，达

到了3.1%，是对照组的2倍以上。臭氧参与的预处理可
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图1.（a）微生物样本的稀释性曲线；（b）属水平微生物群落分布；

（c）tetG、tetX和16S rRNA的绝对丰度对比；（d）；tetG和tetX的相对丰度对比

表1  tetG、tetX与宿主菌相对丰度的相关性

Acinetobacter Brevundimonas Roseobacter Escherichia Pseudomonas

tetG相对丰度
皮尔逊相关性 -.510 .091 -.501 .546 -.179

Sig.（双尾） .490 .909 .499 .454 .821

tetX相对丰度 Comamonadaceae Enterobacteriaceae Pseudomonadaceae Bacteroidaceae Flavobacteriaceae

皮尔逊相关性 .718 -.713 -.554 .609 -.736

Sig.（双尾） .282 .287 .446 .391 .264
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以有效地削减tetX的绝对丰度，对tetG绝对丰度的削减

效果不明显。tetG和tetX的相对丰度在预处理后反而会

增加。先前研究表明细菌通过增加分泌胞外聚合物或改

变细胞聚集形态提高对氧化剂的耐受性[11]，据此推测本

试验中抗性基因丰度的变化与抗性基因宿主菌对臭氧氧

化的耐受和抵抗性有关。因此，在经过不同处理后，抗

性基因的水平和垂直转移均可能导致丰度的变化。

表1中分析了抗性基因与宿主菌相对丰度的相关

性。tetG与Escherichia、tetX与Comamonadaceae和

Bacteroidaceae宿主菌的相关性均高于0.5，但不显

著。上述结果表明两种目标抗性基因与多种宿主菌均未

呈现统计学意义的相关，一方面来源于样本量较少，导

致数据存在误差，另一方面暗示了抗性基因在不同处理

方式后表现出的变化不仅来源于垂直转移，也可能通过

水平转移机制在环境中传播。

四、结论

本研究采用超声、臭氧以及超声–臭氧联用工艺对

污水厂剩余活性污泥进行预处理，考察了微生物群落结

构和物种多样性的变化，通过qPCR定量分析了tetG和

tetX两种四环素抗性基因的削减效果，并结合宿主菌的

丰度变化探讨了抗性基因的转移机制，得到以下主要结

论：

（1）丰度等级图描述了臭氧处理后的剩余活性污

泥的物种丰富度较高，与Shannon指数表明的超声和超

声–臭氧处理的剩余活性污泥微生物的丰富度下降结论

一致；

（2）纲到属水平的优势菌群预示了臭氧预处理后

的剩余活性污泥具有更好的厌氧消化潜力；

（3）臭氧和超声–臭氧工艺对tetX抗性基因的绝

对丰度具有削减效果，但相对丰度会增加。抗性基因与

宿主菌的相关性分析结果表明抗性基因的丰度变化来源

于水平转移和垂直转移两种途径；
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