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Abstract：To investigate the estrogen removal efficiency and its mechanism during the anaerobic digestion of pig manure, four estrogens
（estrone E1, estradiol E2, estriol E3, and ethinylestradiol EE2）in anaerobic digestion liquid were tested periodically. Fourier transform
infrared spectroscopy, three-dimensional fluorescence spectroscopy combined with fluorescence region integration, and high-throughput
sequencing of the 16S rRNA gene were used to analyze the characteristic vibration peaks of infrared functional groups, dissolved organic
matter（DOM）, and microbial community structure in the manure. The results showed that under a temperature of 35 °C for 30 days and 6%
solid concentration condition, the degradation rates of the four estrogens by anaerobic digestion were E2>E3>E1>EE2, and the removal
efficiency rates were 28.62%, 25.83%, 19.14% and 11.81%, respectively. The degradation laws were consistent with the first-order kinetic
degradation model for organic matter. After the addition of estrogen, changes occurred in the microbial community of the manure; however,
normal anaerobic digestion was maintained. Anaerobic digestion could also be combined with increasing estrogen humic acid soluble
organic matter content and amide, hydroxyl, and carboxyl adsorption sites, and highly efficient estrogen degradation bacteria. This study
speculated that the removal mechanism of estrogen from biogas slurry included three aspects：adsorption of pig manure particles, adsorption
of dissolved organic matter, and efficient metabolism of estrogen-degrading bacteria.
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摘 要：为探究猪粪厌氧消化进程中雌激素的去除效能及其作用机制，对厌氧消化液中的 4种雌激素（雌酮E1、雌二醇E2、雌三醇

E3、炔雌醇EE2）进行阶段性检测，并采用傅里叶变换红外光谱、三维荧光光谱结合荧光区域积分和 16S rRNA基因扩增子高通量

测序的手段对猪粪中红外官能团振动特征峰、溶解性有机物（DOM）和微生物群落结构进行分析。结果表明：在温度为 35 ℃、周期

为 30 d、固体浓度为 6%的条件下，厌氧消化对 4种雌激素的降解速率依次为E2>E3>E1>EE2，去除效率分别为 28.62%、25.83%、

19.14%、11.81%，降解规律均符合有机物一级动力学降解模型。在投加雌激素之后，猪粪中微生物群落结构发生了一定改变，但

仍能进行正常的厌氧消化，并促使与雌激素相结合的腐植酸类溶解性有机物含量增加，同时其中还存在酰胺、羟基、羧基等雌激

素吸附位点以及雌激素高效降解菌。研究推测沼液中雌激素的去除机制包含猪粪颗粒的吸附、溶解性有机物的吸附和雌激素降

解菌属的高效代谢3个方面。
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规模化和集约化的禽畜养殖模式已经成为社会

发展的必然趋势，为了保证禽畜能带来更高的经济效

益，大量含有雌激素的饲料被添加到日常养殖中[1]，

但是畜禽对饲料中雌激素的吸收能力有限，多余的雌

激素会以尿液和粪便的形式一起排出体外，从而对养

殖场周边的水体和土壤造成一定的污染[2-4]。据统

计，禽畜类养殖场已经成为仅次于污水处理厂的第二

大雌激素污染源[5]，90%的雌激素来源于畜禽粪便[6]。

粪便中雌激素的种类和含量会随着畜禽种类的不同

而产生差异，相较于牛粪和鸡粪，猪粪向环境中排放

的雌激素更多，其释放到沼液中 3 种雌激素 [E1（雌

酮）、E2（雌二醇）和 E3（雌三醇）]的总量超过 4 000
ng·L-1 [7]。大量的雌激素进入环境会对环境造成很强

的内分泌干扰作用，如能在低剂量（ng·L-1）下诱导雄

鱼雌化[8-9]，迫使土壤中微生物群落结构发生变化[10]，

干扰人类的内分泌系统[11]，因此需对猪粪中的雌激素

污染问题加以重视。

近年来，雌激素污染及其防控逐渐成为研究的焦

点[12-13]。在畜禽粪便堆肥过程中雌激素的降解与转

化方面，Sun等[14]发现微生物菌剂联合腐植酸进行猪

粪堆肥可以有效降解E1和E2，韩进等[15]探究了畜禽

粪便堆肥过程中雌激素的降解特征，认为堆肥处理很

大程度上降低了畜禽粪便的雌激素污染风险。厌氧

消化作为另一种处理猪粪的常规手段，较少学者关注

其沼液中雌激素的去除，而在厌氧消化过程中通常会

伴随有机物和微生物群落结构的变化，这可能会影响

沼液中雌激素的含量，对其去除起一定作用。本研究

分析了4种雌激素[E1、E2、E3、EE2（炔雌醇）]在厌氧消

化液中的去除效果，并通过对比添加雌激素前后猪粪

红外官能团振动特征峰、溶解性有机物（DOM）和微生

物群落结构的变化，推测厌氧消化沼液中雌激素的去

除机制，以期为猪粪源沼液中雌激素的污染防控提供

参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验所选原料为常州市某养殖场提供的新鲜混

合猪粪，调理剂为玉米秸秆，接种物为沼气工程剩余

沼液，猪粪和秸秆的具体理化性质见表 1。固相萃取

柱为Waters公司Oasis HLB小柱（0.5 g，6 mL）。

仪器：三重四极杆液相质谱仪（TSQ quantum Ac⁃
cess Max），固相萃取仪（DG12D），水浴氮吹仪（上海

梓桂仪器有限公司），荧光分光光度计（Cary Eclipse，
安捷伦），冷冻干燥器（SCIENTZ-12N），恒温振荡箱

（ZD-85）。

试剂：甲醇（色谱纯）和氨水（分析纯）均购自美国

sigma 公司。E1（雌酮，98%）、E2（雌二醇、98%）、E3
（雌三醇，98%）和EE2（炔雌醇，98%）标准品均购自上

海Aladdin公司。

1.2 厌氧消化方案

将新鲜猪粪与破碎后的玉米秸秆充分混合，控制

其初始碳氮比约为 25∶1。向混合物中加入足量剩余

沼液，使其固体浓度保持在 6%左右。取粪水混合物

放入消化罐内，有效容积为 800 mL，用水浴锅控制其

消化温度为 35 ℃，周期为 30 d。试验共设 1#和 2#两
个处理组，1#为未添加雌激素的厌氧消化组，2#为添

加雌激素的厌氧消化组，其中 4 种雌激素（E1、E2、
E3、EE2）的添加量均控制在 49~51 μg·L-1，另外 1#和
2#分别设置两个平行对照组。厌氧消化的第 0、10、
20、30天采集并检测各处理样品中雌激素的残留量。

1.3 HPLC-MS/MS分析

预处理过程：取足量粪水混合物清液，多次离心

（10 000 r·min-1）收集上清液共计100 mL，用超纯水稀

释至 500 mL，水样过Whatman GF/F系列玻璃纤维膜

（孔径 0.45 μm）后取滤液调节 pH为（3±0.1）。参照王

真[16]的固相萃取方法分别用甲醇和超纯水活化Oasis
HLB萃取柱，水样以 3~6 mL·min-1过萃取柱上样，上

样结束后，依次用 10%甲醇水溶液、pH=3超纯水和配

比为 2∶10∶88的氨水-甲醇-水溶液淋洗小柱，减压抽

干 5 min，最后用 10 mL甲醇分两次洗脱目标物。洗

脱液在 40 ℃水浴条件下轻柔氮气吹干，用 1 mL甲醇

溶液将目标物重新溶解（富集因子为 100倍），过 0.45
μm PTFE 滤膜到进样瓶中准备检测，每 10 d进行一

次取样直至试验结束。

采用三重四极杆液相质谱仪（TSQ quantum Ac⁃
cess Max）对厌氧消化沼液中 4 种雌激素进行检测。

表1 原料理化性质

Table 1 Characteristic of anaerobic digestion substrate
试验材料Substrate

新鲜猪粪

玉米秸秆

含水率Moisture/%
79.84
8.75

干物质质量分数Total solid content/%
20.16
91.25

挥发性固体质量分数Volatile solid content/%
13.59
81.12

C/%
9.20
36.41

N/%
0.60
0.55

C/N
15.33
66.20
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其中，色谱柱选用赛默飞AQ-C18（50 mm×2.1 mm，3
μm），流动相为超纯水和甲醇。4种雌激素相关参数

如表2所示，仪器工作条件如下：

色谱条件：进样量为 10 μL；柱温 25 ℃；流动相A
为超纯水，流动相B为甲醇；洗脱梯度为 0~0.3 min流

动相B体积分数为 85%，0.3~7.0 min流动相B体积分

数为 95%，7.0~9.5 min 保持流动相比例，9.5~9.8 min
流动相 B体积分数为 85%，9.8~15.0 min继续保持流

动相比例；流速为0.3 mL·min-1，保留时间为15 min。
质谱条件：扫描方式为多反应监测（MRM）；离子

源模式为电喷雾离子（ESI-）；喷雾电压为 2 500 V；气

化温度为 350 ℃；鞘气压力为 35 kPa；辅助气压力为

10 kPa；离子源温度为350 ℃。

1.4 雌激素降解动力学

有机污染物在厌氧消化系统中的降解过程可用

一级动力学模型描述[17]：
C = A × C0 × e-kt （1）

式中：C为时间 t时污染物的浓度，μg·L-1；C0为厌氧消

化初始时污染物的浓度，μg·L-1；A为常数；k为降解速

率常数，d-1；t为厌氧消化天数，d。
根据式（1）推导可得：

ln ( )C0
C

= k × t - ln A （2）
试验中以 t为横坐标，以 ln（C0/C）为纵坐标绘图，

进行线性回归，并求得常数 k和A。

1.5 高通量测序分析

用 50 mL离心管收集消化 30 d后的沼渣和原猪

粪，在转速为 5 000 r·min-1下离心 10 min，离心完成后

撇去离心管中的上清液，确保有足量的样品后放入冰

柜冷冻保藏，委托生工生物工程（上海）股份有限公司

进行细菌群落结构组成测定，过程包括 PCR扩增和

高通量测序，扩增区域为细菌 16S rRNA 基因的

V3~V4。送检样品对应名称为：未经处理的猪粪（简

称原猪粪）、1#厌氧消化后沼渣（简称 1#沼渣）、2#厌

氧消化后沼渣（简称 2#沼渣）。数据分析参考检测报

告，Shannon、Simpson、Hill多样性指数计算公式如下：

H = -∑i = 1
S pi ln pi （3）

λ =∑i = 1
S p2

i （4）
D∝ = ( )∑i = 1

S p∝
i

1
1 - ∝ （5）

式中：S为微生物群落中物种的总数目；pi为属于物种 i

中的个体占全部个体的比例；∝为物种权重。

1.6 三维荧光光谱分析

将冷冻干燥后的猪粪研磨过筛，取 0.2 g粉末加

入 20 mL超纯水于 50 mL离心管中，以 200 r·min-1的

振荡频率在 25 ℃下恒温振荡 24 h，振荡结束后，取上

层清液过 0.45 μm 滤膜，采用荧光分光光度计（Cary
Eclipse，安捷伦）测定，仪器参数设置为：激发波长为

220~400 nm，步长为 5 nm；发射波长为 280~550 nm，

步长为 2 nm；狭缝宽度为 5 nm，PMT（光电倍增管）电

压为 800 V，扫描速度为 2 400 nm·min-1。采用由

Chen 等[18]提出的 FRI 方法，对三维荧光光谱进行解

析，将三维荧光光谱分为 5个区域，每个区域代表一

个类型有机物，详见表3。
对应荧光区域标准化体积积分计算，见公式（6）。

Φi,n = MFiΦi = MFi∬
exem
I ( λexλem )dλexdλem （6）

式中：Φi，n与Φi分别为荧光区域 i的积分标准体积和

积分体积，au·nm2；MFi为某一荧光区域 i的积分面积

注：线性方程中，x为目标产物的实际浓度，mg·L-1；y为色谱峰面积。
Note：In the linear regression equation，x is the actual concentration of the target product, mg·L-1; and y is the chromatography peak area.

表2 雌激素相关参数和线性方程

Table 2 Correlation coefficient and linear regression equation of estrogen
雌激素Estrogen

E1
E2
E3
EE2

母离子Parent ion（m/z）
268.6
270.6
286.5
294.9

子离子Daughter ion（m/z）
144.8
183.0
170.9
145.2

线性方程Linear regression equation
y=468 477x–34 837
y=116 066x–6 984.5
y=112 063x–67 561
y=26 286x–15 201

R2

0.972 2
0.989 4
0.990 1
0.970 3

表3 荧光区域划分

Table 3 Fluorescence spectral region division
荧光区域

Fluorescence
region
区域Ⅰ
区域Ⅱ
区域Ⅲ
区域Ⅳ
区域Ⅴ

有机物类型
Type of organic matter

酪氨酸等类蛋白

色氨酸等类蛋白

富里酸类物质

溶解性微生物代谢产物

胡敏酸类物质

激发波长
Excitation

wavelength/nm
220~250
220~250
220~250
250~400
250~400

发射波长
Emission

wavelength/nm
280~330
330~380
380~550
280~380
380~550
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占总面积比例的倒数；I（λexλem）为发射-激发波长对

应的荧光强度，au；λex与λem分别为激发波长与发射波

长，nm。

1.7 傅里叶变换红外光谱分析

取 0.001 g冷冻干燥后的沼渣与 0.2 g无水溴化钾

均匀混合，在玛瑙研钵中充分研磨至细粉状以均质样

品。将混合物在油压机上以 102 Pa压 5~10 min以形

成透明片材。红外透射吸收光谱在Nicolet IS50上获

得，扫描区间为4 000~500 cm-1。

2 结果与讨论

2.1 厌氧消化对沼液中雌激素的去除

每 10 d对 2#沼液中雌激素进行一次检测，得到

其浓度变化如图 1a所示。由图可知，沼液中E1、E2、
E3、EE2的初始浓度分别为 50.15、49.69、49.50、50.42
μg·L-1，经过厌氧消化处理各雌激素的浓度不断下

降，直至试验结束，E1、E2、E3、EE2的浓度分别下降

至 40.55、35.47、36.71、44.47 μg·L-1，这表明厌氧消化

对雌激素的去除有一定效果，但不如好氧堆肥和污水

处理厂对雌激素的去除效果，原因是大多数雌激素降

解细菌都需要一定的氧[19]，而在厌氧消化过程中系统

处于厌氧或缺氧状态，雌激素降解菌的生长受到抑

制。同时，在沼液中大量存在的DOM是一种雌激素

高效吸附剂，一方面可通过吸附作用减少其生物利用

性[20]，另一方面，随着底物的厌氧消化，DOM 中的胡

敏酸浓度升高，但难以作为碳源被细菌群落所利用，

并可抑制细菌活性[21]。各厌氧消化阶段雌激素的去

除率如图 1b所示，随着厌氧消化的进行各雌激素去

除率缓慢增加，到厌氧消化结束时 4 种雌激素的去

除 速 率 依 次 为 E2>E3>E1>EE2，去 除 率 分 别 为

28.62%、25.83%、19.14%、11.81%。其中，E1 在厌氧

消化过程中的去除率偏低，可能是因为 E1 是 E2 和

E3微生物降解的中间产物[22-23]，在降解过程中，一部

分E2和E3转化为E1所致。余薇薇等[24]也通过检测

发现厌氧消化过程中E1具有高持久性，原因是沼液

中 E2 易向 E1 转化[25]。EE2 在 4 种雌激素中去除效

果最差，是因为其微生物可代谢性最差，厌氧条件下

很少存在能够代谢EE2的菌株[26-28]，同时EE2具有更

高的辛醇-水分配系数（4.01）[29]，因此更容易被DOM
吸附，这可能也是阻碍其被微生物利用的原因。按

照动力学模型计算得出雌激素的降解模型参数值见

表 4，各雌激素的降解动力学线性曲线如图 1c所示。

由结果可知，E1、E2、E3和EE2的厌氧消化降解规律

均符合有机物降解一级动力学模型，相关系数 R2均

大于 0.95。
2.2 厌氧消化前后猪粪中细菌群落结构的变化规律

对厌氧消化前后的样品进行 16S rRNA高通量测

序，在 97% 的置信区间下构建稀释性曲线如图 2 所

表4 雌激素降解模型参数值

Table 4 Estrogen degradation model parameter
雌激素Estrogen

E1
E2
E3
EE2

A

1.005
1.013
1.012
1.005

k/d-1

0.007 30
0.010 89
0.010 39
0.004 45

R2

0.987 09
0.955 71
0.974 67
0.952 84

图1 沼液中雌激素去除情况及其降解动力学曲线

Figure 1 Estrogen removal and degradation kinetic curvein in
biogas slurry
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示。由图 2可知，各个样品在序列数大于 28 000时仍

有新的 OTU被检测出，表明样品中物种的丰富度较

高。根据图 2 中的数据，可对样品进行多样性分析

（Alpha多样性），具体结果如表 5所示。Chao1和ACE
指数都可以用来估算样品中物种总数，指数越高物种

丰富度越高。从表 5可以看出，厌氧消化前原猪粪中

Chao1 指数为 311.0，而在厌氧消化后各组沼渣的

Chao1 指数升高，1#和 2#沼渣分别达到 343.0 和

347.9，表明消化罐能够为细菌繁殖生长提供良好的

环境。Shannon指数与 Simpson指数都可以反映细菌

群落的多样性，Shannon指数受丰度影响较大，其值越

大说明群落多样性越高，而 Simpson指数则受均匀度

影响较大，其值越大则代表群落多样性越低。表中样

品的 Shannon指数从大到小依次为 1#沼渣（4.12）>2#
沼渣（3.67）>原猪粪（2.88），说明外源雌激素干扰细

菌群落的生命活动，使得群落多样性降低[30]，Simpson
指数的变化也证明了这一点。所有样品的 Coverage
指数都为0.99，说明测序结果可信度较高。

为了更好地探讨猪粪在厌氧消化前后细菌群落

结构的变化情况，在门、属水平上对原猪粪、1#沼渣和

2#沼渣的细菌群落进行分析。3个样品中细菌群落

结构在门分类水平上的相对丰度如图 3所示。在原

猪粪中 Proteobacteria（变形菌门）为绝对优势细菌菌

门，占比为 79.83%，这和潘梦等[31]的研究得到的猪粪

中细菌菌群变化结果一致。原猪粪中其他优势细菌

菌门分别为 Firmicutes（厚壁菌门，12.04%）、Actino⁃
bacteria（放线菌门，4.83%）、Bacteroidetes（拟杆菌门，

3.15%）以及丰度小于 1% 的 Unclassified（未分类菌

门）和Others（其他菌门）。1#沼渣细菌菌门的丰度发

生了变化，丰度由大到小依次为Firmicutes（52.17%）>
Proteobacteria（32.63%）>Actinobacteria（8.03%）>Bac⁃
teroidetes（4.59%），而投加雌激素厌氧消化之后减少

了猪粪中 Firmicutes 和 Bacteroidetes 的丰度，增加了

Proteobacteria 和 Actinobacteria 的丰度。上述相对丰

度较大的优势细菌菌门中，Proteobacteria对猪粪厌氧

消化过程中反硝化以及污染物去除起着极为关键的

作用[32]，厌氧消化之后可能由于缺氧而导致该菌门细

菌的丰度降低，但在添加雌激素厌氧消化后该菌门细

菌的丰度增加，可能与污染物的去除有关，田克俭

等 [33]通过综述环境雌激素的微生物降解发现有超

过 50% 的雌激素高效降解菌属于 Proteobacteria。
Firmicutes是厌氧消化水解酸化阶段最具优势的细菌

菌门[34]，可降解纤维素、长链脂肪酸等有机物生成小

分子物质 [35]，一般以猪场粪污为原料的沼气工程

中 Firmicutes的平均丰度在 56%~74%之间[36]，而 1#沼
渣中该菌门细菌的丰度仅为 52.17%，可能是物料处

于厌氧消化末期，水解酸化作用减弱造成的。在添加

雌激素之后猪粪中 Firmicutes的丰度进一步减小，仅

为 27.99%，可能是因为 Firmicutes受雌激素的影响更

为显著[37-38]。Bacteroidetes则可利用大分子碳水化合

物进行降解产酸[39]，在厌氧消化前后其丰度没有明显

变化。

图 4显示了 3个样品中细菌群落在属分类水平上

的结构组成。原猪粪中的优势菌属分别为Escherich⁃

样品Sample
原猪粪

1#沼渣

2#沼渣

Chao1
311.0
343.0
347.9

ACE
311.03
340.88
341.96

Shannon
2.88
4.12
3.67

Simpson
0.230 1
0.038 2
0.083 4

Coverage
0.99
0.99
0.99

表5 消化罐Alpha多样性指数变化

Table 5 Changes in Alpha diversity index of digestive process

图2 微生物群落稀释性曲线

Figure 2 Rarefraction plot of microbial community

图3 细菌群落结构组成分布（门水平）

Figure 3 Analysis of sample diversity at phylum level

OT
U

0
样品序列数Number of reads sampled

400

300

200

100

0

1#沼渣1# Biogas residue
2#沼渣2# Biogas residue
猪粪Raw pig manure

10 000 20 000 30 000 40 000

相
对

丰
度

Re
lati

ve
abu

nda
nce

/%

样品Sample

100

80

60

40

20

0 1#沼渣原猪粪 2#沼渣

465



农业环境科学学报 第42卷第2期
ia_Shigella（大肠杆菌-志贺氏菌属，46.34%）、Acineto⁃

bacter（不动杆菌属，15.97%）、Clostridium_sensu_stricto

（狭义梭菌属，2.39%）、Terrisporobacter（土孢杆菌属，

2.39%）、Comamonas（丛毛单胞菌属，2.31%）、Coryne⁃

bacterium（棒状杆菌属，2.45%）、Pseudomonas（假单胞

菌属，2.38%）、Enterobacter（肠杆菌属，1.61%）等，以

及丰度较大的 Unclassified（未分类菌属，5.11%）和

Others（其他菌属，14.91%）。经过厌氧消化之后 1#沼
渣中的优势菌属发生一定变化，其优势菌属分别为

Escherichia_Shigella（5.77%）、Acinetobacter（12.79%）、

Clostridium_sensu_stricto （9.45%） 、 Terrisporobacter

（6.91%）、Eubacterium（真杆菌属，11.37%）、Comamo⁃

nas（2.31%）、Corynebacterium（4.69%）、Kurthia（库特

氏菌属，6.82%）等，以及丰度较大的 Unclassified
（13.32%）和Others（15.38%）。与原猪粪相比，投加雌

激素厌氧消化之后也减少了 Escherichia_Shigella和

Acinetobacter的丰度，增加了 Clostridium_sensu_stricto

和 Terrisporobacter的丰度。同时，在 1#沼渣中丰度较

低的Oerskovia（厄氏菌属）、Paenochrobactrum（变色杆

菌属）、Rhodococcus（红球菌属）和 Sphingomonas（鞘氨

醇单胞菌）也有较为显著的提升。上述相对丰度较大

的优势菌属中，Escherichia_Shigella具有消化多种碳

水化合物、利用多种有机酸盐和产酸的功能[40]，在厌

氧消化之后该菌门的丰度均有所减少，说明后期大分

子有机物被消耗殆尽，产酸作用减弱。来自 Fir⁃
micutes 的 Clostridium_sensu_stricto 和 Terrisporobacter

能分别在厌氧条件下有效分解半纤维素，促使单糖分

解为有机酸[41]，利用葡萄糖、木糖和果糖等基质产生

乙酸和CO2[42]，该菌属的丰度明显增加，说明厌氧消化

促进了纤维素和有机物的分解。 Rhodococcus 和

Sphingomonas已经被许多学者证实是可用于芳香性

物质降解的新型微生物资源，能有效代谢E1、E2、E3
和EE2，尤其是实现E2到E1的转化[33，43-45]。在投加雌

激素之后这 2种菌属的丰度分别从0.05%和0.02%增

加至 2.55%和 1.11%，这表明 2种菌属都可能对雌激

素的降解起作用。

2.3 厌氧消化处理过程中三维荧光谱图和区域积分

标准体积变化

猪粪在不同消化阶段的三维荧光谱图如图 5所

示，根据FRI算法对猪粪荧光数据积分并进行标准化

处理得到的标准体积见表 6。从图 5a可知在厌氧消

化前猪粪中存在 3个荧光强度较为明显的峰（峰B、峰
C、峰E）和 2个荧光强度比较弱的峰（峰A、峰D）。位

于荧光区域Ⅰ和Ⅱ内的峰A与峰B，分别代表了猪粪

中芳香类蛋白质中的酪氨酸类蛋白质和色氨酸类蛋

白质；位于荧光区域Ⅲ和Ⅴ内的峰 C与峰 E，分别代

表了猪粪中腐植酸类物质中的富里酸类物质和胡敏

酸类物质，而区域Ⅳ中出现的峰D，代表了猪粪中的

溶解性微生物代谢产物。Cui等[46]研究了堆肥中猪粪

DOM的组成及变化规律，所得猪粪三维荧光谱图中

主要荧光峰的位置与本试验相似。从表 3可知，猪粪

中的胡敏酸类物质（区域Ⅴ）为主要物质，荧光区域积

分标准体积为 7.5×106 au·nm2，其次是色氨酸等类蛋

白（区域Ⅱ）、富里酸类物质（区域Ⅲ）和溶解性微生物

代谢产物（区域Ⅳ），荧光区域积分标准体积分别为

5.2×106、4.1×106、4.1×106 au·nm2，而酪氨酸等类蛋白

（区域Ⅰ）含量最少，荧光区域积分标准体积仅有 2.8×
106 au·nm2。

此外，从图 5b~图 5g中可以看出，在厌氧消化过

程中 1#和 2#猪粪的三维荧光峰相对强度以及特征峰

波长范围存在明显的差异。在 0~10 d，两组猪粪中

DOM 的荧光强度大幅减弱，峰 E逐渐弱化为两个峰

（峰 F、峰 G），峰 C与峰 D的荧光强度逐级降低，峰 A
与峰B消失，各区域的荧光积分标准体积值也随之降

低，这可能是由于原料中未完全腐殖化的物质在厌氧

条件下被微生物降解。在 10 d后随着腐殖化过程的

进行，各区域的荧光强度又逐渐增加，到 30 d时两处

理组的腐植峰较为明显（峰 F、峰 G），腐植酸类物质

（区域Ⅲ和区域Ⅴ）占比分别从厌氧消化前的 49.0%，

图4 细菌群落结构组成分布（属水平）

Figure 4 Analysis of sample diversity at genus level
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增加至厌氧消化之后的 57.7%（1#）和 57.4%（2#），说

明两处理组均达到稳定腐熟态。相对于 1#猪粪，2#
猪粪中各区域的荧光积分标准体积表现出不同程度

地减少，其减少率分别为 10.53%（区域Ⅰ）、18.60%

（区域Ⅱ）、22.00%（区域Ⅲ）、16.13%（区域Ⅳ）、

16.67%（区域Ⅴ），原因可能是具有中等疏水性的雌

激素和 DOM相结合[20]而表现出了一定的疏水性，也

可能是高浓度雌激素影响了微生物的活动从而减少
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图5 厌氧消化不同阶段三维荧光图谱

Figure 5 3D-excitation emission matrix spectra（3D-EEM）of anaerobic digestion at different time periods
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了DOM的产生。

2.4 厌氧消化处理后沼渣红外光谱特性

经过厌氧消化处理后，猪粪中的脂肪族化合物、

纤维素以及碳水化合物等物质会被微生物分解，形成

大量腐殖质，而分布在固体颗粒表面的官能团可以为

污染物提供重要的吸附位点。因此，采用傅里叶变换

红外光谱分析可以确定参与雌激素吸附的官能团。

沼渣红外光谱分析见图 6，根据相关文献可知[46-48]，在

3 400 cm-1处是碳水化合物、蛋白质以及酰胺化合物

的 OH 伸缩振动峰，投加雌激素之后该峰明显变

宽。在1 558 cm-1处的变化与酰胺Ⅰ和酰胺Ⅱ中C O、

NH2、NH 、C N相关。在 1 405 cm-1处为氨基酸

中COO 的伸缩，投加雌激素之后该处的吸收峰相

对强度减小并向波数较高的方向偏移。在 1 649
cm-1处为羧酸类的 C O伸缩、 COO 伸缩以及芳

香族和烯烃的 C C 伸缩、N H 伸缩振动峰，在

1 050 cm-1处的伸缩振动峰属于芳香族群，投加雌激

素之后这两处的吸收峰相对强度进一步增加。以

上这些变化表明猪粪中的酰胺、羟基、羧基等可能

是雌激素的主要吸附位点，其吸附方式可能是配位

结合和离子交换。

2.5 雌激素去除机制

通过试验发现厌氧消化对 4 种雌激素（E1、E2、
E3和EE2）有一定的去除效果，说明系统中存在对雌

续图5 厌氧消化不同阶段三维荧光图谱

Continued figure 5 3D-excitation emission matrix spectra（3D-EEM）of anaerobic digestion at different time periods
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表6 不同时间段猪粪的荧光区域积分标准体积（au·nm2）

Table 6 Fluorescence region integration standard volume of pig manure at different time periods（au·nm2）

荧光区域
Fluorescent region

区域Ⅰ
区域Ⅱ
区域Ⅲ
区域Ⅳ
区域Ⅴ
Φi，n

原猪粪
Raw pig manure

2.8×106

5.2×106

4.1×106

4.1×106

7.5×106

2.4×107

1# 猪粪1# Pig manure
第10天

1.1×106

2.9×106

3.3×106

2.3×106

5.9×106

1.5×106

第20天

1.4×106

3.4×106

4.0×106

2.5×106

6.7×106

1.8×107

第30天

1.9×106

4.3×106

5.0×106

3.1×106

7.8×106

2.2×107

2# 猪粪2# Pig manure
第10天

1.0×106

2.8×106

2.6×106

2.0×106

5.2×106

1.4×107

第20天

1.1×106

2.9×106

3.3×106

2.1×106

5.8×106

1.5×107

第30天

1.7×106

3.5×106

3.9×106

2.6×106

6.5×106

1.8×107

吸
光

度
Ab

sor
ban

ce 2#沼渣

4 000
波数Wavenumber/cm-1

3 500 5003 000 2 500 2 000 1 500 1 000

1#沼渣

图6 沼渣红外光谱分析

Figure 6 FTIR spectra of biogas residue
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激素起去除作用的因素，而从目前的研究来看雌激素

的去除主要有吸附、生物代谢、光转化和植被吸收 4
种方式[12]。由于厌氧消化环境为室内且不受植物的

干扰，所以可以从吸附和生物代谢方面对雌激素的去

除机制进行推测：①猪粪颗粒的吸附作用。雌激素通

常具有较低的水溶性和辛醇-水分配系数，这意味着

它们是疏水的，与沉积物、土壤和污泥有很高的结合

能力[49-50]，并且这种结合能力被证实与总有机碳的含

量呈正相关[51]。猪粪在水中的性质与污泥类似，具有

酰胺、羟基、羧基等雌激素吸附位点和更高的总有机

碳含量，因此可以吸附沼液中的雌激素。②DOM的

吸附作用。DOM已经被证实具有比表面积大、有机

碳含量高、与有机污染物结合能力强等特点[52]，是环

境雌激素重要的吸附体。而雌激素具有中等疏水性，

研究发现其辛醇-水分配系数和有机碳归一化吸附

系数的相关性较差[53]，这表明除了相对于高疏水性污

染物的特异性疏水作用外，还存在着其他吸附机制对

雌激素的去除起着关键性作用，这种关键作用已经被

证实与DOM的芳香性[54]和DOM中酚羟基[55-56]的含量

有关。通过三维荧光谱图可以看到猪粪在厌氧消化

过程中可以产生大量能与雌激素相结合的腐植酸类

溶解性有机物（胡敏酸、富里酸），同时，在投加雌激素

之后各阶段的荧光强度明显减弱，雌激素很可能与

DOM结合来减弱其荧光强度。③微生物代谢作用。

在投加雌激素厌氧消化之后，沼渣中细菌群落在属分

类水平上的结构组成发生较为明显的变化，其中Rho⁃

dococcus和 Sphingomonas的丰度有较为明显的增加，

其已经被证实能以E1、E2等天然雌激素为唯一碳源

进行生长繁殖[57-58]，说明这 2种菌属参与了雌激素的

降解。

3 结论

（1）4种雌激素[E1（雌酮）、E2（雌二醇）、E3（雌三

醇）、EE2（炔雌醇）]经过 30 d 厌氧消化后分别从

50.15、49.69、49.50、50.42 μg·L-1去除至 40.55、35.47、
36.71、44.47 μg·L-1，去除速率依次为E2>E3>E1>EE2，
去除率分别为 28.62%、25.83%、19.14%、11.81%，说明

厌氧消化对雌激素的去除有一定效果。4种雌激素

均符合有机物降解一级动力学模型，相关系数 R2均

大于0.95。
（2）由细菌群落结构分析可知，猪粪经厌氧消化

后细菌的群落结构产生较为明显的差异，而在投加雌

激素之后，猪粪中细菌群落结构进一步发生改变，在

属分类水平上，Rhodococcus和 Sphingomonas等菌属的

丰度显著增加。三维荧光光谱分析表明猪粪经厌氧

消化后其中的富里酸类和胡敏酸类物质增多。红外

谱图显示在投加雌激素之后猪粪中出现酰胺、羟基、

羧基等雌激素吸附位点。

（3）投加雌激素厌氧消化后，猪粪中细菌群落结

构发生了一定改变，但是仍能进行正常的厌氧消化，

促使能与雌激素相结合的腐植酸类溶解性有机物含

量增加，同时其中还存在雌激素吸附位点以及雌激素

高效降解菌。推测沼液中雌激素的去除机制包含猪

粪颗粒的吸附、溶解性有机物的吸附和雌激素降解菌

属的代谢3个方面。
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