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摘   要：异养硝化-好氧反硝化 (heterotrophic nitrification-aerobic denitrification, HN-AD) 菌是一类

可在高盐环境脱氮的好氧微生物，但其工程应用效果不理想。海藻糖作为相容性溶质，通过参与

调节细胞渗透压帮助微生物抵抗高盐胁迫，对提升高盐环境菌群的脱氮效率起重要作用。本研究

通过启动膜曝气生物膜反应器 (membrane aerobic biofilm reactor, MABR) 富集 HN-AD 菌，设计添

加 150 μmol/L 海藻糖的 C150 实验组和未添加海藻糖的 C0 对照组，开展了外源性海藻糖对高盐胁迫

下 HN-AD 菌群代谢的强化机制研究。反应器运行性能及群落结构分析结果显示，C150 组相较 C0 组，

NH4
+-N、总氮 (total nitrogen, TN) 和化学需氧量 (chemical oxygen demand, COD) 去除率分别提高

29.7%、28.0%和 29.1%；以不动杆菌属 (Acinetobacter) 和假黄褐藻属 (Pseudofulvimonas) 为优势

菌属的耐盐型 HN-AD 菌群总相对丰度在 C150 组达到 66.8%、较 C0 组提高了 18.2%，添加海藻糖

促进高盐环境中耐性型 HN-AD 菌群富集并强化系统脱氮性能。代谢组学深度分析表明，外源性海

藻糖加强脯氨酸合成，提高微生物对高盐胁迫的抵抗能力；通过调节细胞增殖信号通路 
(cGMP-PKG、PI3K-Akt)、磷脂代谢通路及氨酰基-tRNA 合成通路的活性，促使甘油磷脂代谢物磷

酸乙醇胺及嘌呤和嘧啶丰度上调，提升细菌聚集能力和细胞增殖，助推微生物在高盐环境生长；

同时，添加海藻糖还加快三羧酸循环 (tricarboxylic acid cycle, TCA cycle)，为 HN-AD 菌群的碳、
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氮代谢提供更多电子供体与能量，进而优化系统脱氮性能。本研究结果为 HN-AD 菌在高盐高氮废

水处理中的运用提供理论指导。 

关键词：高盐胁迫；海藻糖；异养硝化-好氧反硝化；群落结构；微生物代谢 

Mechanism of trehalose-enhanced metabolism of heterotrophic 
nitrification-aerobic denitrification community under 
high-salt stress 
GUO Lei, XIAO Pengying, LI Longshan, CHEN Shuang, YUAN Gang 
 
School of Chemistry and Chemical Engineering, Chongqing University of Technology, Chongqing 400054, China 

Abstract: Heterotrophic nitrification-aerobic denitrification (HN-AD) bacteria are aerobic 
microorganisms that can remove nitrogen under high-salt conditions, but their performance in practical 
applications are not satisfactory. As a compatible solute, trehalose helps microorganisms to cope with high 
salt stress by participating in the regulation of cellular osmotic pressure, and plays an important role in 
promoting the nitrogen removal efficiency of microbial populations in the high-salt environment. We 
investigated the mechanism of exogenous-trehalose-enhanced metabolism of HN-AD community under 
high-salt stress by starting up a membrane aerobic biofilm reactor (MABR) to enrich HN-AD bacteria, and 
designed a C150 experimental group with 150 μmol/L trehalose addition and a C0 control group without 
trehalose. The reactor performance and the community structure showed that NH4

+-N, total nitrogen (TN) 
and chemical oxygen demand (COD) removal efficiency were increased by 29.7%, 28.0% and 29.1%, 
respectively. The total relative abundance of salt-tolerant HN-AD bacteria (with Acinetobacter and 
Pseudofulvimonas as the dominant genus) in the C150 group reached 66.8%, an 18.2% increase compared 
with that of the C0 group. This demonstrated that trehalose addition promoted the enrichment of 
salt-tolerant HN-AD bacteria in the high-salt environment to enhance the nitrogen removal performance 
of the system. In-depth metabolomics analysis showed that the exogenous trehalose was utilized by 
microorganisms to improve proline synthesis to increase resistance to high-salt stress. By regulating the 
activity of cell proliferation signaling pathways (cGMP-PKG, PI3K-Akt), phospholipid metabolism 
pathway and aminoacyl-tRNA synthesis pathway, the abundances of phosphoethanolamine, which was one 
of the glycerophospholipid metabolites, and purine and pyrimidine were up-regulated to stimulate bacterial 
aggregation and cell proliferation to promote the growth of HN-AD bacteria in the high-salt environment. 
Meanwhile, the addition of trehalose accelerated the tricarboxylic acid (TCA) cycle, which might provide 
more electron donors and energy to the carbon and nitrogen metabolisms of HN-AD bacteria and promote 
the nitrogen removal performance of the system. These results may facilitate using HN-AD bacteria in the 
treatment of high-salt and high-nitrogen wastewater. 

Keywords: high salt stress; trehalose; heterotrophic nitrification-aerobic denitrification; community 
structure; microbial metabolism 
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沿海地区、工业过程和海水养殖等产生的

高盐废水成分复杂且排放量大，其中多包含高

浓度氮和有机污染物等成分，若不经处理直接

排放会对水体环境造成严重污染 [1]。目前，物

化法、生物法及其组合工艺是高盐废水的常用

处理技术[2-3]。经物化法处理后的高盐废水虽然

污染物浓度及毒性降低，但在进一步生物处理

时，营养污染物去除效果仍不理想[4]。其原因

是传统脱氮菌对高盐条件极其敏感。盐度会影

响微生物的生长代谢，如传统硝化、反硝化菌

和常规异养菌等在低盐度  (<2%) 时活性就受

到明显抑制[5]，在高盐度 (≥2%) 时会出现细胞

严重脱水、质壁分离而死亡的现象[6]。高盐还通

过降低细菌酶活抑制微生物对氨氮的利用[7-8]。

高盐废水的生物处理一般采用驯化耐盐菌等方

法，但其驯化周期过长、相关工艺调控复杂，

增加了高盐废水的生物脱氮处理难度 [9-10]。因

此，寻求新型高效的生物强化方法，成为解决

高盐高氮废水工程应用问题的关键。 
异养硝化 -好氧反硝化菌  (heterotrophic 

nitrification-aerobic denitrification, HN-AD) 分
布广泛，具有增殖速度快、脱氮效率高、活性持

久且无中间产物 NO3
–-N、NO2

–-N 积累等优点[11]。

部分 HN-AD 菌属，如常见的不动杆菌属 
(Acinetobacter)、盐单胞菌属 (Halomonas)、假单

胞菌属 (Pseudomonas)、产碱杆菌属 (Alcaligenes)、
黄杆菌属 (Flavobacterium) 等均可耐受一定盐

度[12-14]。尽管如此，这类耐盐型 HN-AD 菌在高

氮废水中的脱氮效果却不稳定[15]。多年来，众

多学者从工艺过程的反应器类型、进水条件及运

行模式等方面进行优化[4,16]，而另一类“相容性溶

质强化策略”因操作简便也得到广泛运用[17-19]。

其中，海藻糖 (分子式为 C12H22O11·2H2O) 作为

一种价格低、易采购的常见典型相容性溶质，

在高盐废水处理中已成功应用。有研究表明，

外源性海藻糖浓度在 0.25 mmol/L 时就可使模拟

高盐废水中氨氮 (NH4
+-N)、亚硝态氮 (NO2

–-N) 
和总氮 (TN) 去除率分别提高 50%、43%和 46%[20]；

在盐度为 2.5%的高盐环境中，添加 1 mmol/L
海藻糖可使模拟废水中厌氧氨氧化活性提高

51.3%[21]。外源性海藻糖通过调节渗透压使微生

物细胞快速适应高盐环境，保护酶活并增强微

生物抗盐持久性[22-23]，进而促进微生物生长，达

到提高菌群去污能力的目的。目前，关于外源性

海藻糖对高盐废水处理过程的研究，多关注于其

对反应器运行性能及污染物去除效果的动力学

优化[20,24]，海藻糖对高盐废水中微生物群落多样

性及其生长代谢途径的作用机理鲜有报道。 
本研究启动对 HN-AD 菌具有良好富集效

果的膜曝气生物膜反应器  (membrane aerobic 
biofilm reactor, MABR)[25-26]，采用高通量测序、

非靶向代谢组学等分析方法，研究添加海藻糖

对高盐环境中 HN-AD 菌群代谢通路与代谢物

的影响，以期初步阐释外源性海藻糖强化高盐

胁迫下 HN-AD 菌群代谢的分子机理。研究结果

为推动 HN-AD 菌在高盐高氮废水处理中的运

用提供理论基础及新技术思路。 

1  材料与方法 
1.1  MABR 实验装置与运行条件 

MABR 反应器装置如图 1 所示。MABR 由

膜组件和有机玻璃池构成，有效体积为 0.85 L，
膜组件由若干根聚偏氟乙烯  (polyvinylidene 
fluoride, PVDF) 膜丝组成，膜丝内径为 1.7 mm、

外径为 2.0 mm，膜孔径为 0.1 μm，有效比表面积

为 1.76 cm2/cm3。反应器进出水均由蠕动泵完成，

水力停留时间 (hydraulic retention time, HRT) 
为 48 h，曝气压力设定为 10 kPa[26]。 

1.2  实验用水及菌液接种 
实验用水为含盐高氨氮模拟废水，盐度设置 
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图 1  MABR 装置示意图   进水池废水经蠕动泵进入反应器，气体由空气泵进入膜组件一侧，多余

气体从另一侧排出，经流量计进入底曝形成氧循环，为微生物提供充足氧气，反应结束后取水样分

析，其余废水再由蠕动泵泵入出水池 
Figure 1  Schematic diagram of the MABR. Wastewater was entered into the reactor from the inlet pool by 
the peristaltic pump. The gas was entered into the membrane module by the air pump from one side 
meanwhile, the excess gas was entered into the bottom aeration by the flow meter from the other side to form 
an oxygen cycle and provide sufficient oxygen for the microorganisms. After the reaction, the water sample was 
taken for analysis, and the rest of the wastewater was pumped into the outlet pool by the peristaltic pump. 
 
为 2.5% (以 NaCl 计)，分别以 (NH4)2SO4 和无水

CH3COONa 作为唯一氮源和碳源，进水 NH4
+-N

浓度为 500 mg/L，COD 浓度为 5 000 mg/L，微

量元素 (50 mL/L) 为：MgSO4·7H2O 2.0 g/L，

MnSO4·H2O 0.1 g/L，CaCl2 1.5 g/L，FeSO4·7H2O 
0.1 g/L，K2HPO4 5.0 g/L。启动两个平行 MABR，

分别接种 60 mL HN-AD 混合菌液进行菌液挂膜 
(专利申请号：201810209983.8，COD、NH4

+-N、

TN 去除率均≥90%)。挂膜完成后，将 2 个平行

反应器中分别加入不同浓度海藻糖 (0 μmol/L 和

150 μmol/L)，分别设置为对照组 C0 和实验组

C150 进行后续实验。 

1.3  水质分析方法及生物膜表观特征分析 
进、出水 NH4

+-N、TN、COD 的浓度均参照

《水和废水监测分析方法》进行三重样测定[27]。

菌液浓度 (OD600) 采用紫外分光光度法测定，

溶氧、盐度及 pH 值分别采用便携式溶氧仪、

海水比重计及 pH 计进行监测。采用扫描电镜

表征挂膜阶段的生物膜表观形态特征，样品制

备及检测方法参照文献[26]。 

1.4  DNA 提取及高通量测序 
反应器运行阶段，采集 C0 和 C150 组的生物

样品  (约 0.5 g/个，每组采集三重样)。利用

MobioPowerSoil® DNA 分离试剂盒 (上海美吉

生物医药科技有限公司) 提取生物膜 DNA，并

在–80 ℃下储存在 0.9%的生理盐水中直至使

用。提取的 DNA 浓度、纯度和质量均采用分光

光度计进行测定。基于 PCR 技术，用引物 338F 
(5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′) 和 806R 
(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′) 扩增细

菌的 16S rRNA 的 V3–V4 区。扩增后，PCR 产

物经过纯化，然后通过 Usearch 平台以 97%的

相似度阈值分成多个组，用于进一步的测序信

息确定、物种评估和多样性分析。 

1.5  非靶向代谢组学分析 
反应器运行阶段，采集 C0 和 C150 组的生物样

品 (0.1 g/个，每组采集六重样)。通过液氮速冻

样品送至代谢组分析平台 (上海中科新生命生

物科技有限公司)。采用超高效液相色谱-串联飞

行时间质谱联用仪在正负两种离子下检测样品 
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中代谢产物，数据通过 Proteo Wizard 预处理后进

行多维统计分析。通过正交偏最小二乘法判别分

析 (orthogonal partial least squares discrimination 

analysis, OPLS-DA) 模 型 得 到 变 量 权 重 值 

(variable important in projection, VIP)≥1，并结

合单变量分析的差异倍数值  (fold change, 

FC)>1.50 或<0.67 标准筛选差异表达代谢物；采

用 R 软件 (Ropls) 进行主成分分析 (principal 

component analysis, PCA) 方法进行差异代谢

产物相关性分析。本文通过比较 C150 和 C0 组之

间的比值  (C150_vs._C0) 来计算每种代谢物的

倍数变化值，进一步将筛选及分析的差异性代

谢产物结合 KEGG 数据库进行差异性代谢产物

的 KEGG 富集通路分析。 

2  结果与分析 
2.1  外源性海藻糖对反应器脱氮性能的影响 

两个平行反应器在进水 NH4
+-N 浓度为 

500 mg/L，COD 浓度为 5 000 mg/L，盐度为 2.5%
的条件下进行菌液挂膜。28 d 形成以杆菌和球

菌为主的淡黄色致密生物膜 (图 2)，说明反应

器成功启动并实现菌液的挂膜和驯化。未添加

海藻糖时，反应器启动阶段污染物去除效率见

图 3A 和 3B 中Ⅰ阶段，两个反应器，NH4
+-N、

TN 去及 COD 去除率相近，分别在 40%‒45%、

32%‒35%和 61%‒71%，NO2
‒-N 和 NO3

‒-N 无明

显积累。说明反应器成功富集了具有同步硝化

反硝化功能的微生物，但其脱氮除碳活性不高。

这主要是因为系统中存在高盐，而盐度会使微 
 

 
 
图 2  平行反应器启动运行阶段生物膜的表观结构特征 (未添加海藻糖)   SEM 扫描电镜图主要反映

两个平行反应器挂膜阶段的微生物生长附着情况。0 d 是 MABR 裸膜表面形态，可见其凹凸不平，较

为密实，膜孔分布均匀；28 d 时可见膜丝表面已形成以杆菌和球菌为主的生物膜 
Figure 2  SEM characterization of the biofilm in the start-up operation of the reactor (trehalose not added). 
The SEM mainly reflected the microbial growth and attachment in the two parallel reactors. 0 d was the 
surface morphology of the MABR bare membrane, which presented the uneven and dense membrane surface 
and uniform distribution of membrane pores. 28 d showed the formation of biofilms which mainly growth 
bacilli and cocci on the membrane surface. 
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图 3  反应器启动运行性能   Ⅰ阶段 (0‒28 d)：挂膜阶段两个平行反应器的去污性能；Ⅱ阶段 (29‒106 d)：
稳定运行阶段，添加海藻糖实验组 (C150) 和未添加海藻糖对照组 (C0) 的去污性能 
Figure 3  Performance of the reactors during the startup and operation. C tre: concentration of trehalose. 
Phase I (0−28 d): performance of the two parallel reactors in the inoculation and startup stage. Phase Ⅱ 
(29−106 d): performance of the experimental group with trehalose (C150) and the control group without 
trehalose addition (C0) in the stable operation stage. 
 
生物细胞内的渗透压升高、影响细胞活性，降

低微生物的去污性能[28]。 
在反应器稳定运行阶段，于实验组 C150 中

长期添加 150 μmol/L 的海藻糖，对照组 C0 中不

添加海藻糖，运行至 106 d结束，反应器运行性

能见图 3A 和 3B 中Ⅱ阶段。C150 组相较 C0 组，

N H 4
+ - N、T N 和 C O D 去除率分别提高了

29.7%、28.0%和 29.1%，说明外源性海藻糖强

化了反应器脱氮性能。然而海藻糖仅在碳源浓

度受限 [29]、或者其添加浓度超过微生物作为渗

透调节剂的最大吸收范围时，才能作为有机碳源

供生物利用[20]。该研究中，作为唯一外加碳源 

的乙酸钠浓度高达 5 000 mg/L，碳源充足；添加

的海藻糖浓度为 150 μmol/L (即 COD=32.7 mg/L，
相比外加碳源浓度可忽略不计)，研究报道微

生物对海藻糖的最大渗透调节剂吸收范围可达

300 μmol/L[20]。因此，该研究的微生物脱氮效

率提高不是因为外源性海藻糖的碳源作用，而

是其可能作为渗透调节剂缓解了高盐对微生物

细胞造成的高渗胁迫[30]，进而强化了菌群脱氮

性能。 

2.2  外源性海藻糖对HN-AD菌群结构的影响 
2.2.1  α 多样性分析 

为研究海藻糖对反应器中物种丰富度及多
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样性的影响，对实验组 C150 和对照组 C0 中采集

的生物样品进行 α 多样性分析，结果如表 1 所

示。通过 Illumina MiSeq 测序分析 C0 和 C150 组

分别获得 269 个和 293 个 OTU，覆盖指数均为

99.82%，说明测序深度已经包含测序样品中的

全部细菌数。反映物种丰富度的 Chao 指数和

Ace 指数在 C150 组中均出现增长，说明外源性海

藻糖丰富了系统的微生物种类。反映物种多样性

的 Shannon 指数值在 C150 组中同样高于 C0 组，

表明外源性海藻糖提高了系统的群落多样性。 
2.2.2  HN-AD 菌群组成分析 

在属水平上对 C0 和 C150 组进行微生物群落

结构分析，将相对丰度小于 0.02%的菌属进行合

并处理，分析结果如图 4A 所示。C0 组中，优势

菌属为不动杆菌属  (Acinetobacter) (33.46%)。
Acinetobacter 属具有好氧异养硝化功能[31]，但

在更多环境中其可同时体现异养硝化和好氧

反硝化脱氮特性[11]，具有耐受高盐、高氨氮且

脱氮速率快的优点 [32]。添加海藻糖的 C150 组

中，优势菌属为 Acinetobacter (35.91%) 和假黄

褐藻属 (Pseudofulvimonas) (14.12%)；相较 C0

组，Acinetobacter 相对丰度无明显变化，而

Pseudofulvimonas 相对丰度提高了 11.26%。

Pseudofulvimonas 同为 HN-AD 菌，也具有较强

的耐盐性能，是高盐废水处理过程中常见的脱

氮功能微生物[33]。进一步对两组中 HN-AD 菌

属的相对丰度变化进行 Student’s t 检验，获得组

间显著性差异分析结果如图 4B 所示。发现 C0 和

C150 组中，除 Acinetobacter 外，其余 HN-AD 菌

属的相对丰度均存在显著性差异 (P<0.05)。C150

组相较 C0 组中，副球菌属 (Paracoccus)、假单胞

菌属 (Pseudomonas) 和黄杆菌属 (Flavobacterium) 
等耐盐型 HN-AD 菌属的相对丰度均得到显著

增加 (P<0.05)，HN-AD 菌群的总相对丰度达到

66.82%，提高了 18.16%，是系统内的高丰度优

势菌群。上述结果说明，外源性海藻糖有效促进

了高盐环境中 HN-AD 菌群富集，尤其有利于耐

盐型 HN-AD 菌生长，对微生物脱氮性能具有正

向作用。 

2.3  外源性海藻糖对HN-AD菌群代谢的影响 
2.3.1  海藻糖对菌群总体代谢通路活性的影响 

以 C150 组作为实验组，C0 组作为对照组，

对两组进行非靶向代谢分析，深度分析外源性

海藻糖对系统内 HN-AD 菌群代谢的影响。该研

究共检测到代谢物 459 种 (正离子模式：339 种；

负离子模式：120 种)；其中，差异性代谢产物   
95 种 (正离子模式：83 种，负离子模式：12 种)，
分别如图 5A 和 5B 所示。外源性海藻糖作用下

丰度显著上调的代谢物数量高于丰度显著下调

的代谢物数量。 
通过 KEGG 富集分析，获得具有显著性差

异的前 20 条代谢途径 (P<0.05) 如图 5C 所示。

发现外源性海藻糖对菌群细胞的生长衰亡途径、

细胞中信号分子传递、氨酰基-tRNA 生物合成、

ABC 转运途径、嘌呤与嘧啶代谢、脂质代谢以

及氨基酸代谢等通路的活性具有明显影响。 
进一步分析通路活性存在显著差异的代谢

途径，利用差异丰度得分对代谢变化进行分析，

捕捉具体某一途径中所有代谢物的平均、总体

变化，按照 Pathway_Hierarchy1 进行分类归属， 
 
表 1  微生物 α 多样性指数 
Table 1  Alpha diversity indices 
Reactors OTUs Coverage (%) Chao Ace Shannon 

C0 269 99.82 320.50±16.94 314.21±25.07 3.06±0.26 

C150 293 99.82 365.94±19.37 362.12±19.09 3.76±0.11 
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图 4  属水平上微生物群落组成分析 (A) 及组间差异显著性检验 (B)   图 A 表示 C0 组与 C150 组中微

生物属水平上的群落结构及菌属丰度；图 B 表示基于图 A 结果的组间菌属丰度显著性差异情况，以明

确受海藻糖显著影响的功能菌属类别及丰度变化规律 
Figure 4  Analysis of microbial community composition at the genus level (A) and the relative abundance of 
HN-AD bacteria (B). (A) The community structure and genus abundance at the level of microbial genera in 
group C0 and group C150. (B) The significant differences in genus abundance between groups based on the 
results of figure A, which clarified the functional genus categories and abundance patterns significantly 
affected by trehalose. 
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图 5  代谢物丰度差异火山图 (A：正离子模式；B：负离子模式) 及 KEGG 富集通路图 (C)   (A–B) 
中红色为显著上调的差异代谢物 (FC>1.5，P<0.05)，蓝色为显著下调的差异代谢物 (FC<0.67，P<0.05)，
黑色为无显著性差异代谢物。(C) 中颜色代表富集的 P 值，颜色越深 P 值越小，富集程度越显著 
Figure 5  Volcano plots (A, positive mode; B, negative mode) and top 20 enriched KEGG pathways of the 
different abundance of metabolite components in C150 and C0 (C). (A‒B) The red dots represented the 
significantly up-regulated differential metabolites (FC>1.5, P<0.05), the blue dots were the significantly 
down-regulated differential metabolites (FC<0.67, P<0.05), and the black dots were the non-significant 
differential metabolites. The color depth in Fig.5C represented the P-value of enrichment, the darker the 
color the smaller the P-value and the more significant the degree of enrichment. 
 
分为细胞过程、环境信号处理、遗传信息处理、

新陈代谢与有机体系统 5 大类，共获得显著性

差异代谢通路 26 条，其中上调 23 条，下调     
3 条，结果如图 6 所示。3 条下调代谢通路分别

是：细胞过程中的细胞凋亡 (apoptosis)、细胞

坏死性死亡  (necroptosis) 以及环境信号处理

中的 FoxO 信号通路。Apoptosis 和 Necroptosis
与微生物细胞死亡功能相关[34]，这两条通路下 
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图 6  差异代谢通路的差异丰度得分图   线段的长度表示差异丰度得分的绝对值，圆点大小表示该通

路中代谢物的数目，点越大表示数目越多；红色越深，表示该通路整体表达情况越倾向于上调，蓝色

越深，表示该通路整体表达情况越倾向于下调 
Figure 6  Analysis of different abundance of metabolic pathways based on C150_vs._C0. The length of the 
line segment indicated the absolute value of the differential abundance score, and the size of the dots 
indicates the number of metabolites in the pathway, with larger dots indicates higher numbers; darker red 
indicates that the overall expression of the pathway was inclined to up-regulated, and darker blue illustrated 
that the overall expression of the pathway tended to be down-regulated. 
 

调，说明高盐环境下添加海藻糖可减缓系统中

菌群细胞的衰亡。FoxO 信号通路主要调节系统

生理病理，诱导细胞死亡等过程[35]，C150 组中

FoxO 信号通路活性下调，同样说明高盐胁迫下

海藻糖减弱 FoxO 信号通路对菌群细胞死亡的

诱导作用，减缓了细胞衰亡。其他与微生物新

陈代谢 (如氨基酸的生物合成、嘌呤代谢和嘧啶

代谢等)、遗传信息处理 (氨酰基-tRNA 生物合成) 
及有机体系统 (长寿调控途径、长期效力和蛋白

质降解与吸收等) 三大功能相关的代谢通路活性

在外源性海藻糖作用下显著上调，说明在高盐环

境中添加海藻糖对系统内 HN-AD 菌群细胞的生
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长繁殖及遗传表达起着正向作用。 
2.3.2  外源性海藻糖对菌群信号通路的影响 

如图 6 所示，环境信息处理中 cGMP-PKG
和 PI3K-Akt 信号传输通路上调。这两个信号通

路与细胞的生长增殖有关，cGMP-PKG 信号通

路主要在促进细胞生长增殖过程中发挥重要作

用；Akt 作为 PI3K 信号通路下游的主要应激酶，

参与细胞生长、分化、损伤保护等过程[36-37]。

上述信号通路活性在 C150 组上调，说明外源性

海藻糖可强化 HN-AD 菌群的细胞生长增殖。由

于 PI3K-Akt 信号通路活性上调会进一步限制

FoxO 信号通路的作用[38]，因此，该研究中与细

胞凋亡和细胞坏死性死亡关联的信号通路 
(FoxO、apoptosis 和 necroptosis) 活性受影响均

下调。外源性海藻糖有效缓解了高盐对 HN-AD
菌群细胞生长的毒害作用、减少细胞坏死，促

进微生物生长富集。 
C150 组相较 C0 组中，与脂类调控密切相关

的 鞘 磷 脂 信 号 通 路  (sphingolipid signaling 
pathway, S1P) 和磷脂酶 D (phospholipase D, 
PLD) 信号通路活性，以及与物质运输相关的

ABC 转运蛋白表达均明显上调 (图 6)。S1P 和

PLD 可调控磷脂代谢，将磷脂酰胆碱裂解为磷

脂酸及胆碱，参与细胞的信号传递、增殖分化

等[39-40]。ABC 转运蛋白可以转运无机盐离子、

糖、氨基酸等，在微生物抗逆性中起着重要作

用[41]。添加海藻糖的体系中，上述代谢通路及

蛋白表达的上调，说明外源性海藻糖有利于加

速高盐胁迫下菌群细胞的磷脂代谢进程以及物

质传输过程。 
2.3.3  外源性海藻糖对菌群磷脂代谢的影响 

疏水性磷脂会影响细菌的聚集能力[42]。磷

酸乙醇胺 (phosphorylethanolamine, PE) 和磷酸

胆碱 (phosphorylcholine, PC) 是大多数细胞膜中

磷脂的主要成分，并参与甘油磷脂代谢途径生物

合成和磷脂酰乙醇胺 (phosphatidylethanolamine, 
PtE) 的代谢[43]。因此，通过 KEGG 数据库分析

上调的磷脂代谢途径，其代谢物结果如图 7A 所

示。PC 和 PE 的丰度在 C150 组中同样出现上调。

PC 对细胞膜转运功能、渗透性能存在影响[44]，

外源性海藻糖促使 PC 丰度上调，使菌群细胞

呈现出更活跃的 PC 分解代谢和细胞新陈代谢

功能[45]，对调节细胞的蛋白转运和分泌方面起

着积极作用。此外，PE 丰度上调会促进细胞表

现出更活跃的 PtE 代谢，使载体附着的细菌具

有更高凝聚能力[46]。本研究中，C150 组相较 C0

组 PE 上调，说明外源性海藻糖有效提升了生物

膜表面的 HN-AD 菌群聚集能力。 
2.3.4  外源性海藻糖对菌群抵抗高盐胁迫关键

代谢物丰度的影响 
微生物在高盐环境中常处于一种高渗状

态，致使细胞脱水甚至死亡[6]。此时，微生物

可以通过自身合成相容性溶质 (如甜菜碱、脯

氨酸等) 来调节细胞内外的渗透压力[19]。如图 7B
所示，C150 组相较 C0 组中，代谢物甜菜碱丰度

下调。高盐胁迫下，微生物可经胞内运输或生

物合成途径，生成甜菜碱作为渗透调节剂平衡

细胞渗透压，保护细胞结构甚至提高细胞生长

速率[17]。该研究在添加海藻糖后，微生物细胞

内的甜菜碱含量却减少，说明 HN-AD 菌群可能

没有通过积累甜菜碱来抵抗高盐胁迫，而是选

择了其他途径。 
脯氨酸可通过浓度依赖性方式破坏双螺旋

结构并降低 DNA 熔点温度 (Tm) 以抵消氯化钠

对细胞 DNA 稳定性的影响，其他氨基酸不具备

这种功能[47-48]。该研究中脯氨酸丰度在 C150 组

上调，说明添加海藻糖的菌群体系对高盐造成

的高渗胁迫具有更好的抵御能力。HN-AD 菌群

受外源性海藻糖作用增进细胞内脯氨酸合成，

提升细胞对高盐胁迫的抵抗能力。 
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图 7  外源性海藻糖作用下磷脂代谢物丰度 (A)、抗高盐胁迫关键代谢物丰度 (B)、嘌呤与嘧啶丰度 (C) 和
氨基酸代谢物丰度 (D)   基于 C0 组和 C150 组相关代谢物丰度变化进行分析，从图 A、B、C、D 四个

方面阐述了海藻糖对磷脂代谢物、抗高盐胁迫代谢物、嘌呤与嘧啶以及氨基酸代谢物丰度的影响，明

确海藻糖对高盐废水中菌群生长代谢的作用机制 
Figure 7  Abundance of metabolites related to phospholipid metabolism (A), key metabolites for high salt 
stress resistance (B), purine and pyrimidine (C) and metabolic amino acids (D) upon addition of exogenous 
trehalose. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. Asp: aspartic acid; His: histidine; Phe: phenylalanine; Ile: 
isoleucine; Val: valine; Arg: arginine; Glu: glutamic acid; Leu: leucine; Pro: proline. Based on the analysis of 
the changes in the abundance of relevant metabolites in C0 and C150 groups, the effect of trehalose on the 
abundance of phospholipid metabolites, metabolites resistant to high-salt stress, purines and pyrimidines, and 
amino acid metabolites were illustrated in four aspects of figure A, B, C, and D. The mechanism of the 
trehalose effected on the growth and metabolism of bacteria community in high-salt wastewater was clarified. 
 
2.3.5  外源性海藻糖对菌群嘌呤与嘧啶丰度的

影响 
与 DNA/RNA 生成、转录密切关联的嘌呤

和嘧啶丰度变化如图 7C 所示。C150 组相较 C0

组中，除胞嘧啶 (cytosine) 丰度下调，腺嘌呤 

(adenine)、次黄嘌呤  (hypoxanthine)、黄嘌呤 
(xanthine)、胸腺嘧啶 (thymine) 与尿嘧啶 (uracil) 
的丰度均显著上调。上述代谢物在脱氧核苷酸/核
苷酸碱基通路中发挥重要作用。胸腺嘧啶作为

DNA 分子的特有碱基，其丰度变化对微生物的
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DNA 合成及细胞增殖具有影响[49]。该研究中，

添加海藻糖后细胞内胸腺嘧啶丰度上调，说明外

源性海藻糖促进了高盐环境中 HN-AD 菌群的

DNA 合成，益于微生物生长。 
该研究中，尿嘧啶丰度和氨酰基-tRNA 合成

通路活性 (图 6) 在海藻糖作用下均上调，同

时，与细菌聚集能力相关的甘油磷脂代谢通路活

性 (图 6) 及其代谢物 PE 也同样上调 (图 7A)，
此时，系统内 HN-AD 菌群数量在添加海藻糖后

呈增长趋势 (图 4)。有研究表明，细胞 RNA 的

特有碱基尿嘧啶含量升高、氨酰基-tRNA 合成通

路活性上调，可以提高微生物 RNA 合成水平[50]。

当 RNA 合成水平提高，同时系统内的菌群数量

也呈增长趋势时，RNA 合成水平的提升主要贡

献于促进碳骨架合成，而不是转录调控[49]。因

此，该研究中，外源性海藻糖通过强化碳骨架合

成，增强了高盐胁迫下 HN-AD 菌群细胞的增殖。 
2.3.6  外源性海藻糖对菌群碳、氮代谢的影响 

氮源是微生物生长与繁殖所必需的营养物

质[51]，在微生物细胞内用于合成各类氨基酸，

调节细胞增殖发育[45]。该研究共检测到 15 种氨

基酸代谢物，其中，天冬氨酸 (Asp)、组氨酸

(His)、苯丙氨酸 (Phe)、异亮氨酸 (Ile)、缬氨

酸 (Val)、精氨酸 (Arg)、谷氨酸 (Glu)、亮氨

酸 (Leu) 和脯氨酸 (Pro)，这 9 种氨基酸代谢

物的丰度在 C150 组相较 C0 组全部上调，结果如

图 7D 所示。天冬氨酸与氮同化作用的调控有

关[52]。亮氨酸、异亮氨酸和组氨酸，具有促进

细胞合成代谢的信号特性[53]。其中，组氨酸水

平直接影响细胞蛋白质合成，其含量增加可促

进细胞生长、强化其抗逆能力和酶活性[54]。缬

氨酸是合成谷氨酸的重要氮供体，而谷氨酸是

生物合成的主要前体物，用于细胞合成[55]。精

氨酸的合成与胞内外氮源的吸收和利用效率以

及胞内氮代谢调控密切相关[56]。由此可知，外

源性海藻糖对 HN-AD 菌群在细胞增殖、抗逆性

能以及氮代谢调控方面具有促进作用。 
葡萄糖、蔗糖、乙酸钠等是工程应用中普

遍使用的碳源，根据废水处理条件的不同 (如
好氧生物处理或厌氧生物处理)，功能微生物可

通过糖酵解途径 (glycolytic pathway, EMP)[57]、

2- 酮 -3- 脱氧 -6- 磷酸葡萄糖酸途径  (entner- 
doudoroff, ED)[58]、磷酸戊糖途径 (pentose phosphate 
pathway, PPP)[59]或乙酸代谢途径[60]生成乙酰辅

酶 A (acetyl-CoA) 进入 TCA 循环，acetyl-CoA
是碳源与 TCA循环之间的重要桥梁。该研究 C150

组相较 C0 组中，检测到 acetyl-CoA 的丰度上调，

说明外源性海藻糖促进了微生物对碳源的利用。

乙酸钠为该研究的唯一碳源，可直接经乙酸代谢

产生 acetyl-CoA 进入 TCA 循环[60]，同时 TCA
循环的重要代谢物柠檬酸  (citrate)、苹果酸 
(malate)、α-酮戊二酸  (α-ketoglutarate) 丰度在

C150 组同样上调 (见图 8 carbon metabolism)，以

上说明外源性海藻糖加快乙酸代谢、强化了 TCA
循环。TCA 循环作为细胞的中心碳代谢通路以及

能量中心，是细胞内其他代谢通路的基础，并可持

续产生电子供体 NADH 及释放大量 ATP 供能[61]。

在C150组中，能量代谢的中间产物NAD+、NADH、

ADP 及 ATP 相较 C0 组分别提高 1.67 倍、1.30 倍、

1.23 倍和 1.05 倍，说明菌群能量代谢水平受海藻

糖影响得到提升。HN-AD 菌同时利用氧气和硝态

氮作为终端电子受体进行好氧呼吸，在能量代谢

调控下可完成氮转化。由脱氮基因丰度变化结果 
(见图 8 nitrogen metabolism) 可知，添加海藻糖体

系中，与硝化过程关联的 hao 基因，以及与反硝

化过程关联的 nasA、narG、narH、narI、napA、
napB、nirK、norB、norC、nosZ 基因的相对丰度

均增加，微生物的硝化和反硝化进程得到加速。

TCA 循环上调促进能量代谢水平提高对强化

HN-AD 菌群氮代谢起着重要作用。 
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图 8  外源性海藻糖作用下相关代谢通路变化   代谢组分析获悉海藻糖对碳、氮代谢通路，微生物生

长关联的磷脂代谢通路和 DNA/RNA 合成以及抵抗高盐胁迫的脯氨酸合成具有显著作用，海藻糖通过

上调以上代谢通路的关键代谢物丰度强化菌群生长和脱氮性能 
Figure 8  Relevant metabolic pathway changes upon addition of exogenous trehalose. Red on black 
represents metabolites upregulated in C150_vs._C0, red upward arrows indicated that the relevant pathway or 
function was enhanced. Metabolomic analysis revealed that trehalose had significant effect on carbon and 
nitrogen metabolic pathways, phospholipid metabolic pathway and DNA/RNA synthesis associated with 
microbial growth and proline synthesis against high-salt stress, and that trehalose enhanced bacteria growth 
and denitrification by up-regulating the abundance of key metabolites in these metabolic pathways. 
 

3  结论 
污染物 NH4

+-N、TN 和 COD 去除率在实验

组C150中相较对照组C0分别升高了 29.7%、28.0%

和 29.1%，外源性海藻糖有效提高了 HN-AD 菌

群在高盐环境的脱氮性能。 

外源性海藻糖丰富了系统内微生物的多样

性，以 Acinetobacter 和 Pseudofulvimonas 为优

势菌属的 HN-AD 菌群总相对丰度在 C150 组中

高达 66.8%，相较 C0 组提高了 18.2%；其中

Paracoccus、Pseudomonas 和 Flavobacterium 等

耐盐型 HN-AD 菌的相对丰度显著增加，说明外
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源性海藻糖促进了高盐环境中耐盐型 HN-AD
菌的生长富集。 

添加海藻糖增进细胞内脯氨酸合成，提高了

微生物对高盐胁迫的抵抗能力；促进与细胞增殖

关联的信号通路活性、甘油磷脂代谢以及

DNA/RNA 合成水平上调用于合成碳骨架，提升

了 HN-AD 菌群的细菌凝聚及细胞增殖能力；同

时，加快乙酸代谢、推动 TCA 循环强化碳代谢，

进而增强微生物能量代谢水平为氮代谢提供充足

电子供体与能量，优化了 HN-AD 菌群脱氮性能。 
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