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摘要<采用 E$F及序列测定的方法1对两个分别分离自广州市李坑垃圾填埋场的渗滤液收集塘以及广州市郊的一个普

通池塘的藻类种群的 GH,#*%+区进行了序列的测定和分析1结果证实两者均为蛋白核小球藻1分别记作 IJKLMNKKO

PQMNRLSTLUO7(V;和 IJKLMNKKOPQMNRLSTLUO7E;D将上述两个藻类种群的纯培养液分别接种至一系列不同浓度的垃圾渗滤

液中1以研究它们在渗滤液中的生长W对渗滤液的耐性以及对渗滤液中污染物的去除等差异D结果表明1藻类的生长在

5"X的渗滤液中都得到了一定的促进1而在更高浓度的渗滤液中则受到抑制D但I0PQMNRLSTLUO7(V;在经过一段时间的

适应后1对 ="X的渗滤液表现出较强的耐性D藻类的生长使垃圾渗滤液中的,Y=B,WE’?BE和$’H等污染物的含量显著

下降1而 ,’=B,含量下降不明显D
关键词<蛋白核小球藻:垃圾渗滤液:营养物去除
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垃圾渗滤液常常含有高浓度的总氮v难降解 CADv复杂有机物以及诸如重金属v氨v脂溶性有机物等有

毒物质wXx>y9而且不同的垃圾填埋场其渗滤液的理化性质差异甚大w\9cy9其产量及化学组成随当地的气候条

件T主要是降雨Wv填埋场的年龄等不同而变化9从而使它们的净化处理面临很大的困难z很早以前9微型藻

类就被建议作为取代污水处理中活性污泥的生物系统wbyz虽然国内外大量的研究证实了微型藻类用于污

水净化的可行性w[xX8y9但迄今为止极少有应用于垃圾渗滤液净化的报道z要利用藻类对垃圾渗滤液进行有

效净化9必须筛选或驯化出对垃圾渗滤液具有较强耐性的藻种9并调节和评估耐性藻的种类的最佳组合z
然而9由于藻类大多形体微小9其形态特征常常随生长环境及生长阶段的不同而改变9实验室培养种

与野生种存在较大差异9从而给常规的分类鉴定带来相当的困难z由于 0_;2基因的转录间隔区Ti"($0"-%

(0-"’#0!,$&’$3+$"#$’9ih{W的异质性9使得它在各类生物属种间表现出明显的差异9从而被公认为是生物

各类群属下种间水平比较研究的一个很好的分子指标9并且已在动物v被子植物v真菌以及藻类等得到广

泛应用wX>xXbyz
本研究通过 ih{序列分析的方法鉴定两个分离自不同生境||垃圾渗滤液收集塘及普通池塘的微型

藻类种群9比较不同浓度垃圾渗滤液对其生长的影响9评估它们对垃圾渗滤液的净化效果9探讨利用微型

藻类净化垃圾填埋场渗滤液的可行性z

} 材料与方法

}d} 藻种的分离与鉴定

试验用的渗滤液采自广州市北郊的李坑垃圾填埋场的渗滤液收集塘T其中生长有丰富的藻类Wz该填

埋场自 Xffa年开始使用9现场建有渗滤液回灌循环系统9目前每天接受城市生活垃圾约 X\YY(9计划到

aYYa年封闭z将渗滤液中的一种优势绿藻分离出来9经初步鉴定为蛋白核小球藻9记作 GHIJKLIIM~!d

NOKLPJQRJSMTUVWz暨南大学水生生物研究所提供了分离自本市市郊一普通池塘的蛋白核小球藻种群9记

作 GHIJKLIIMNOKLPJQRJSMT@Wz
对藻种 0D;2ih{区的 @C_扩增及其序列测定wX[y9结果表明9扩增得到约 bYY碱基长的片断9与预期

扩增产物一致z@C_扩增产物经 D;2纯化系统纯化后9直接用自动测序仪进行序列测定并获得了两个株

系的 0D;2ih{区序列z该序列共 cX8碱基对9其中包括 ih{X的 aX[对T部分Wvih{a的 a8[对以及 \d[{
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!"#$的 %&’对(采用计算机分析软件包对所获得的序列进行分析比较)并将所得到的序列输入*+,-.,/)
以 01.23程序进行比较分析)发现分离自广州市李坑垃圾填埋场的藻种与分离自普通池塘的对照株蛋白核

小球藻的序列基本一致4仅有 5个核苷酸的差异6)而与小球藻属的其它种差异较大(序列分析的结果证实

了从渗滤液中新分离到的藻种为蛋白核小球藻 4789:;<99=>?;<@:AB:C=6(

DEF 渗滤液的理化分析

渗滤液经 GEH&IJ滤膜过滤后)测定其 KL值4KL计6M#L5N#4滴定法6M#O5N#4戴氏合金还原法6M

POHNP4钼蓝比色法6和 QO"4高锰酸钾消化法6等理化参数R%ST(

DEU 藻类的生长试验及其对渗滤液的净化

所有试验用渗滤液均经 GEH&IJ滤膜过滤以消除其它微生物的干扰)之后用灭菌的去离子水稀释成

%GVM5GV和 &GV共 5个等级4分别记作 W%GMW5G和 W&G6)加上渗滤液原液4记作 W%GG6和用作对照的

0X1Y培养液)总共设 &个处理组)每组 5个重复(各处理组分别取 5GGJ1并转移至已灭菌的M具脱脂棉塞的

&GGJ1三角烧瓶中(将在 0X1Y培养液中生长至指数期的藻类接种至各三角瓶内的培养液中并获得每毫升

约 &Z%GH个细胞的初始浓度(将所有三角瓶装上恒温摇床并调节转速至 %GG!KJ)然后移入到设定温度为

[&\[]M光周期为 Ŵ "_ %‘â ba的生化培养箱中连续培养(培养液中藻类细胞的密度每 %到 [Y用血

球计数器统计 %次)整个实验持续约 %[Y4在 5GV渗滤液中生长的 789:;<99=cdE>?;<@:AB:C=4We6)由于其

细胞密度在 %[Y后仍持续增长)所以适当延长其细胞计数时间直至它开始出现下降为止6(渗滤液的化学

参数每 5Y测定 %次4方法见 %E[6(与此同时)没有接种藻类的各浓度梯度的渗滤液也在同样的条件下培养

作为空白对照)以修正试验期间其理化参数变化所带来的影响(

F 结果与分析

FED 渗滤液的理化特征

表 %给出了试验用的各浓度梯度渗滤液的主要理化参数(李坑垃圾填埋场的渗滤液4原液6呈弱碱性

4KL’EbG6)含有相当高浓度的 #L5N#4%5H&JfgWh%6)但其 #O5N#及 POHNP的含量却处于较低的水平

4分别约为 ‘bEHH和 &E%5JfgWh%6(
表 D 渗滤液稀释系列的主要理化参数

ijklmD njopqrstouvrmwovjlqjxjwmymxtuz

{ol|youptmxomtuzyrmlmjvrjym
参数

P.!.J+3+!2
%GV
4W%G6

5GV
4W5G6

&GV
4W&G6

%GGV
4W%GG6

KL ’EH‘ ’E&‘ ’E&b ’EbG
}Q4J2g~Jh%6 [EGG 5E%G HEbG ’E’G
QO"4JfgWh%6 %[bEGH 5bHE%% ‘HGE%b %[bGE5‘
#L5N#4JfgWh%6 %5HE&[ HG5E&& ‘’[E&S %5H&E%b
#O5N#4JfgWh%6 ‘EbH [GE&5 5HE[[ ‘bEHH
POHNP4JfgWh%6 GE&% %E&H [E&‘ &E%5

FEF 藻类在不同浓度梯度的渗滤液中的生长

总体而言)两个藻类种群在各种浓度渗滤液

中的生长4以细胞密度衡量6远远不如它们各自在

0X1Y培养液中的生长)而且在所有渗滤液中的增

长均表现出明显的滞后效应4图 %6)表明它们对渗

滤液需要一定时间的调整与适应(其中)两者在

%GV的 垃 圾 渗 滤 液 中 均 有 可 观 的 生 长)

7E>?;<@:AB:C=4We6和 7E>?;<@:AB:C=4P6的细胞

密度最大可分别达到每毫升 H%E5Z %G‘和 &5E&

Z %G‘个4分别在第 %%和第 S天)图 %6)比其初始细胞密度分别大幅增长了约 b[和 %G‘倍(另外)接种至

5GV渗滤液中的 7!>?;<@:AB:C=4We6种群)虽然其生长在最初的 %GY内基本处于停滞状态)但之后便开始

迅速增长)直至第 [5天时达到最大值每毫升 [H5E[Z %G‘个4有关数据在图 %中未给出6)比其初始密度增

长了 Hb&倍"而7!>?;<@:AB:B=4P6种群在同样浓度渗滤液中的生长则始终受阻)在整个实验过程中其最大

细胞密度仅比其初始值增长约 %E’倍(初步的结果表明)源自渗滤液收集塘的 7!>?;<@:AB:C=4We6种群)
在经过相对较长时间的适应后)对 5GV的垃圾渗滤液表现出较强的耐性(本研究中)在 5GVM&GV及 %GGV
渗滤液中 7!>?;<@:AB:C=4P6的生长均受到抑制)实验期间藻细胞密度比接种时的初始密度有所下降)且呈

无规律状波动(

FEU 藻类对渗滤液的净化效率

接种藻类的各渗滤液中的 #L5N#MPOHNP和 QO"等污染物的去除率明显高于它们相应的对照组4未

接种藻类的各渗滤液6"同一藻类种群对这些污染物的去除在低浓度渗滤液4W%G和 W5G6中的效率明显高

&&[[期 黄立南等#藻类对垃圾填埋场渗滤液的净化
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于在高浓度渗滤液!"#$和"%$$&中的效率!图 ’&(例如)接种*+,-./0123145!"6&的各组垃圾渗滤液中)在

实验结束时其 789:7;<=>:<以及 ?=@的去除率分别是 ABC%;A#CD和 A%CBE!"%$&FA>C$;BAC9和 A9CGE

!"9$&F>DC>;#%CD和 >DC%E!"#$&F%#CB;%BCB和 %DC#E!"%$$&(

图 % 藻类在不同浓度的垃圾渗滤液中的种群对数增长曲线

HIJKLMNOPI%$EQI9$ERI#$ESI%$$E

TUV+% WLVXLLKVXYUZ[\U]VYK̂ Z[]_Y‘aOUbMUccaYabZ]Kb]abZYXZUKbOKcLXbMcULLLaX][XZa

图 ’ 不同浓度的垃圾渗滤液中藻类对 78d>:7;<=9e> :<和 ?=@去除率的影响

TUV+’ fcca]ZOKcXLVXaKbYa\K‘XLYXZaKc78d>:7)<=9e> :<XbM?=@UbMUccaYabZ]Kb]abZYXZUKbOKcLXbMcULL
LaX][XZa
用作对照而未接种藻类的各种渗滤液)由于其污染物的去除率很低)因而图中仅显示了 %$E的稀释系列 Ja]X_Oa
Ya\K‘XLYXZaOKcZ[a]KbZYKLZYaXZ\abZO!LaX][XZaO ÛZ[K_ZXbgXLVXLUbK]_LXZUKb&̂ aYaXLL‘aYgLK̂ )KbLgZ[KOaKc
%$E LaX][XZaÔ aYaO[K̂ b+PIh"%$)HI?"%$)iIh"9$)SIh"#$)QIh"%$$+hI接种藻类 jbK]_LXZaM ÛZ[XLVXa)

?I未接种藻类 jbK]_LXZaM ÛZ[K_ZXLVXa
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在各种浓度的渗滤液处理中!两藻类种群对污染物去除的效率之间并无明显的差异"虽然

#$%&’()*+,*-./012对 345的渗滤液具有较强的耐性而 #$%&’()*+,*,./62较敏感!但 #$%&’()*+,*-.
/012在 345渗滤液中的迅速增殖基本上是在第 77天以后才开始的!在此之前它也与 #$%&’()*+,*,./62
一样处于一种受抑的状态!因此!两者对 345渗滤液中污染物去除的效率在试验期间相差不大!到实验结

束 /第 78天2时 #$%&’()*+,*,./012和 #$%&’()*+,*,./62对 9:3;9<6=>;6以及 ?=@的去除率分别是

A>$4<BA$3和 A3$C5以及 BB$8<B>$C和 B7$B5"
各种渗滤液中 9=3;9的浓度在整个试验过程中均无明显变化!在接种藻类与未接种藻类/对照2之间

也无显著差异/图 32"

图 3 接种与未接种藻类的不同浓度垃圾渗滤液中的 9:D3;9在试验期间的变化

EFGH3 9FIJKILMNOKPFQRFOMFSSLJLOITLKQUKILRVFIUKOMVFIUWXIKTGKLGJWVFOG
每一处理组从左到右 Y个立柱分别代表第 4!3!B!C和 78天渗滤液中 9:D3;9的浓度 EWJLKQUIJLKIPLOI!SFZL

QWTXPORSJWPTLSIIWJFGUIRIKOMRSWJIULTLZLTWSOFIJKILKOKTN[LMWOMKN4!3!B!CKOM78!JLR\LQIFZLTNH]̂ 接种藻类

_OWQXTKILMVFIUKTGKL!?̂未接种藻类 _OWQXTKILMVFIUWXIKTGKL

‘ 讨论

生物过程用于垃圾渗滤液的净化已被许多研究与实践证明是切实可行的a84b!而且在大多数情况下!生

物处理要比物理c化学处理便宜得多"利用藻类进行污水净化的研究已在国内外得到广泛开展!其范围涉

及从各种污水中富集和去除氮<磷<硝酸盐<重金属以及各种有机物等ade73b"虽然本试验初步证实了利用绿

色藻类能有效去除垃圾渗滤液中的 9:3;9<6=>;6和 ?=@等污染物!但由于迄今为止有关利用藻类净化

垃圾渗滤液的研究极少!因而它在实际应用上的可行性仍有待作进一步的研究及评估"另外!藻类一般会

优先利用污水中的 9:3;9或其它还原态的氮a87b!这可能是导致本实验中各垃圾渗滤液的 9=3;9去除不

明显的主要原因"垃圾渗滤液产量的不稳定性<高浓度的有机与无机物质<有机物中可生物降解部分的变

动/随垃圾填埋场年龄的不同而变化2以及通常很低的磷含量等特征都可能使藻类的生长受到很大的影

响!而且渗滤液的毒性也会严重影响生物处理过程的净化效率"本研究的结果表明!对垃圾渗滤液进行适

当的稀释或预处理是有必要的"当然!更有必要对不同垃圾填埋场渗滤液中的藻类的种类组成<分布及其

动态开展广泛的调查!在此基础上筛选出对垃圾渗滤液具有较强耐性的藻种a如本试验分离出的 #H

%&’()*+,*-./012b!然后再对它们进行有目的的驯化!优化不同耐性藻种的组合并评估其净化效率"
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