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引　言

强化生物除磷工艺以其高效、低耗、简单易操

作在世界范围内得到了广泛的 应 用［１－２］，近 年 来 反

硝化生物强化除磷工艺一直是个研究热点，主要是

由于反硝化生物强化除磷工艺可通过反硝化除磷菌

（ＤＰＢ）在传统的 厌 氧／缺 氧／好 氧 工 艺 的 缺 氧 池 中

利用内碳 源 聚β－羟 基 丁 酸 酯 （ＰＨＢ）作 为 碳 源 实

现 反 硝 化 吸 磷，同 时 亦 可 反 硝 化 脱 氮， “一 碳 两

用”，可节省大量的碳 源 需 求，同 时 也 减 少 了 一 定

的动力消耗和污泥产量［３－４］，尤其适 合 低 碳 氮 比 的

城市生活污水。
尽管国内外很多的研究人员在反硝化除磷方面

做了大量的研究［５－８］，但是采用分子 生 物 学 手 段 分

析反硝化生物除磷系统中的微生物菌群结构和多样

性，并建立其与工艺处理效果之间的动态关系的研

究仍然缺乏。为了实现工艺角度和微生物角度有机

结合，本研究利用１６ＳｒＲＮＡ 的ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹

图谱技术对两级生物选择同步除磷脱氮工艺中的微

生物群落进行分析，并将相应时段系统的缺氧反硝

化除磷效率与总除磷率进行比较，旨在建立微生物

种群结构的变化与工艺效果的动态关联，为系统的

优化运行提供一定的理论基础，从而更好地指导该

工艺在现实水厂中的应用。

１　材料和方法

１．１　试验装置及样品采集

试验污泥样品取自两级生物选择同步除磷脱氮

反应器，如图１所示。反应器由有机玻璃制成，总

有效容积为２７Ｌ，其 中 由 移 动 插 板 分 隔 成 厌 氧 选

择器、缺氧选择器、缺氧池、好氧池１和好氧池２
五 部 分，所 占 有 的 有 效 容 积 分 别 为 ５．４、１．２、

６．６、７．８、６Ｌ。试验用水取自哈尔滨 工 业 大 学 二

校区教工家属区生活污水，根据试验需要加入一定

的ＫＨ２ＰＯ４ 以调 节 污 水 中 的 磷 含 量，调整 后 的 实

验用水 水 质 如 表１所 示。系 统 进 水 流 量 为３Ｌ·

ｈ－１，污 泥 回 流 比 为 １００％，硝 化 液 回 流 比

为２００％，缺氧池到厌氧选择器的混合液回流比为

图１　两级生物选择同步除磷脱氮工艺示意图
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１５０％，ＭＬＳＳ约为３０００ｍｇ·Ｌ－１，好 氧 池 的ＤＯ
维持在１．５～２ｍｇ·Ｌ－１之间，污泥龄为１５ｄ。

反应器 启 动 期 （３０ｄ）内，每 运 行１０ｄ取 污

泥样品一次，进入稳定期以后每隔１５ｄ取样一次，
均取自缺氧池，每次取１．５ｍｌ泥 水 混 合 物 置 于 灭

菌离心管中，在９０００ｒ·ｍｉｎ－１下 离 心５ｍｉｎ，倒

掉上清液后置于－２０℃冰箱内保 存，待 用 于ＤＮＡ
提取。

１．２　常规指标分析方法

实验中 检 测 的 分 析 项 目 主 要 有 ＣＯＤ、ＴＮ、

ＮＨ＋
４ －Ｎ、ＮＯ－３ －Ｎ、ＮＯ－２ －Ｎ、ＴＰ，均 采 用 国 家 环

保总局颁布的标准分析方法测定。

１．３　ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析方法

１．３．１　污泥中基因组ＤＮＡ提取　ＤＮＡ提取采用

上海华舜生物公司的小量细菌基因组提取试剂盒。
随后将 获 得 的 ＤＮＡ溶 于５０μｌ浓 度 为２ｍｍｏｌ·

Ｌ－１的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ中，然后采用０．８％的低熔点琼脂

糖进行检测，在ＥＣ３－３００凝胶成像系统下观察。

１．３．２　ＰＣＲ扩 增　采 用 真 细 菌１６ＳｒＲＮＡ 基 因

Ｖ３ 特 异 区 通 用 引 物 ＢＳＦ３３８Ｆ （５′－ＡＣＴＣ－
ＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′）和 ＢＳＦ５３４Ｒ （５′－
ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ－３′）对 提 取 的 ＤＮＡ
进行ＰＣＲ扩增。１００μｌ体系包括１０～１００ｎｇ模板，

表１　废水水质

Ｔａｂｌｅ　１　Ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

Ｉｔｅｍ　 ＣＯＤ／ｍｇ·Ｌ－１　 ＢＯＤ５ ＮＨ＋４ －Ｎ／ｍｇ·Ｌ－１　 ＴＮ／ｍｇ·Ｌ－１　 ＴＰ／ｍｇ·Ｌ－１　 ｐＨ
ｉｎｆｌｕｅｎｔ　 ２０９．４５．５—２８１．４　 １０９．６５—１６１．７５　 ４５．９４—５７．８５　 ４８．６—６４．５　 ７．４４—８．４７　 ７．０—７．７
ｅｆｆｌｕｅｎｔ　 １７．８３—３３．７９　 ９．１０—２１．１２　 ３．１４—１２．２５　 ５．７８—１３．３　 ０．１３—３．３１　 ６．８—７．４
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１０×ｂａｆｆｅｒ　１０μｌ，ｄＮＰＴ　４μｌ，引 物ＢＳＦ３３８Ｆ和

ＢＳＦ５３４Ｒ各３μｌ，Ｅｘ　Ｔａｑ　１．５Ｕ，其 余 用 无 菌 超

纯水补足。

ＰＣＲ反应 条 件 为９４℃变 性５ｍｉｎ，然 后 进 行

３０个 循 环，即９４℃ １ｍｉｎ、５５℃ ４５ｓ、７２℃ １
ｍｉｎ，最后 延 伸７２℃１０ｍｉｎ，然 后 将 获 得 的ＰＣＲ
产物放置在４℃冰箱中保存备用。

１．３．３　变性梯度凝胶电泳 （ＤＧＧＥ）　采用８％的

聚丙烯酰 胺 胶，变 性 剂 的 梯 度 为３０％～６０％，电

泳缓 冲 液 是１×ＴＡＥ，采 用 美 国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｐｏｗｅｒ
Ｐａｃ　Ｂａｓｉｃ电泳 仪 在１５０Ｖ、６０℃下 电 泳４００ｍｉｎ，
完毕后将凝胶进行银染得到ＤＧＧＥ图谱。

１．３．４　克隆测序　将ＤＧＧＥ得 到 的１５个 特 定 条

带进行克隆、测序，参照Ｍｉｕｒａ等［９］实验所采用的

方法。

２　结果与讨论

２．１　系统对总磷的去除

试验过程中反应器经历了３０ｄ左右的启动期，
然后进入稳定运行阶段，在进行常规的指标检测的

同时，每半个月取其缺氧污泥样品进行保存，采用

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ等分子生 物 学 手 段 分 析 不 同 运 行 阶 段

的微生物种群结构变化，进而映射强化生物除磷工

艺中磷去除 效 果 和 微 生 物 种 群 之 间 的 动 态 变 化 关

系。本试验中所分析的５个污泥样品分别为系统启

图２　不同时段ＴＰ全流程变化及吸磷率

Ｆｉｇ．２　Ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＴＰ　ａｌｏｎｇ　ｆｌｏｗ　ｐａｔｈ　ａｎｄ　Ｐ－ｕｐｔａｋｅ　ｒａｔｅ

动开始运行 第１０、２０、３０、４５、６０ｄ的 样 品。系

统总磷不同 时 段 的 全 流 程 变 化 及 吸 磷 率 如 图２所

示，图中每个阶段 内 总 磷 量 均 以１０ｄ数 据 的 平 均

值表示，从柱状图中可以很清楚地看出从系统启动

初期到反 应 运 行 稳 定 期，在 进 水 总 磷 平 均 浓 度 为

７．９ｍｇ·Ｌ－１的情况下，厌氧选择器中释磷的比例

逐渐增加，由启动期开始的近３倍释磷增加到稳定

期的４倍多释磷，释磷效果越好，后续的缺氧和好

氧的吸磷动力越大，其吸磷效果就会越好。缺氧选

择器中总磷的含量一直较稳定地减少，其主要原因

是由于污泥回流和混合液回流的稀释作用、微生物

的同化作用以及反硝化除磷。从图２可以看出，缺

氧吸磷量由启动期的１．７ｍｇ·Ｌ－１上升到稳定期的

５．４ｍｇ·Ｌ－１，缺 氧 吸 磷 率 从２１％上 升 到４０％，

并趋于稳定，这 也 说 明 了 稳 定 期 阶 段 系 统４０％左

右的总磷是由缺氧吸磷来完成的，此时系统的ＴＰ
平均去除率为９７％，出水低于０．５ｍｇ·Ｌ－１，达到

了国家 《城 镇 污 水 处 理 厂 污 染 物 排 放 标 准》 （ＧＢ
１８９１８—２００２）的一级Ａ标准。由于缺氧反硝化除

磷的稳定实现，大大减少了系统的曝气量和剩余污

泥产量。

２．２　系统对ＣＯＤ和氨氮的去除

对于反硝化除磷系统来说，若缺氧池ＣＯＤ浓

度过高，异氧反硝化细菌会和反硝化聚磷菌竞争外

碳源优先进行反硝化作用，耗尽硝酸盐而影响其作

为反硝化 除 磷 的 电 子 受 体，从 而 抑 制 反 硝 化 除 磷

菌，相反，较低的ＣＯＤ浓度有利于反硝化聚磷菌

以硝酸盐为电子受体，利用内碳源ＰＨＢ反硝化除

磷和脱氮同时进行，达到 “一碳两用”的目的，也

节省了一部分曝气的动力消耗。

图３　系统对ＣＯＤ的去除效果

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｍｏｖａｌ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｏｆ　ＣＯＤ　ｉｎ　ＢＢＳＰＮ　ｓｙｓｔｅｍ

ＢＢＳＮＰ系统 在 保 持 较 高 的 除 磷 效 果 的 同 时，

对ＣＯＤ的 去 除 效 果 较 高，如 图３所 示。系 统 对

ＣＯＤ的去除率一直比较稳定，当进水的ＣＯＤ平均

浓度为２３９．０６ｍｇ·Ｌ－１时，出水ＣＯＤ的平均浓度

为２７．３０ｍｇ·Ｌ－１，平均去除率为８８．４２％，并且

在反应器经 过 一 个 月 的 启 动 期 之 后，系 统 对ＣＯＤ
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的 去 除 稳 定 在９０％以 上，且 进 入 到 缺 氧 池 中 的

ＣＯＤ的浓度在５０ｍｇ·Ｌ－１左右，此结果与罗固源

等［１０］利用 螺 旋 式 升 流 式 反 应 器 得 出 的 结 论 一 致，
不会影响反硝化吸磷的效果，同时可保持进入后续

好氧段的ＣＯＤ浓度比较稳定，为硝化细菌的生存

环境提供了良好的保证。
系统对氨氮的去除效果如图４所示，运行期间

进水氨氮平均浓度为５１．３７ｍｇ·Ｌ－１，在系统启动

的前期，氨氮 的 去 除 率 约７８％，随 着 系 统 逐 步 稳

定，氨氮的去除率稳步上升并保持稳定，图４中可

以看到第３０ｄ后 氨 氮 的 去 除 率 显 著 提 升，平 均 去

除率为９０％。稳 定 期 系 统 缺 氧 段 的 溶 解 氧 基 本 保

持在１．５～２．０ｍｇ·Ｌ－１之间，好氧池２出水平均

硝酸盐氮为６．７ｍｇ·Ｌ－１，缺氧池出水的硝酸盐氮

低于２．０ｍｇ·Ｌ－１，此时缺氧池混合液回流不影响

厌氧 选 择 器 的 释 磷，与 王 晓 莲 等［１１］、Ｙｕａｎ等［１２］

研究结果一致。

图４　系统对氨氮的去除效果

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｍｏｖａｌ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｏｆ　ＮＨ＋
４ －Ｎ　ｉｎ　ＢＢＳＰＮ　ｓｙｓｔｅｍ

　

２．３　微生物群落结构的变化及多样性分析

将不同运行阶段所取的５个污泥样品基因组总

细菌１６ＳｒＲＮＡ　Ｖ３区片段进行ＰＣＲ扩增，然后再

进行ＤＧＧＥ分析，结果如图５所示。从图中的条带

变化可以看出反应器从启动到稳定运行阶段的活性

污泥 微 生 物 种 群 结 构 的 变 化，条 带１０、１１、１２、

１３、１４、１５基本上 一 直 存 在，只 是 偶 尔 表 现 得 相

对弱一点，条带１、３、４、８、９随着反应器运行时

间的延长，逐渐弱化成为系统内的非优势种群，条

带５为后续出现的新菌属，条带２、６、７变化不稳

定，从弱到强再从强到弱，可能对系统的强化除磷

性能影响不是很大。这些变化说明不同时段系统对

总磷的去除效果及反硝化除磷的加强，很大程度上

图５　不同时段微生物１６ＳｒＲＮＡ的ＤＧＧＥ图谱

Ｆｉｇ．５　ＤＧＧＥ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｏｆ　１６ＳｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ

ｆｒａｇｍｅｎｔ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｔａｇｅｓ
　

与系统内部的种群结构发生的变化有关。此外，活

性污泥系统中种群结构的变化及其演替不仅与水质

有关，还与 反 应 器 的 运 行 模 式 和 运 行 参 数 密 切 相

关，而本系统能在上述的操作参数下达到较好的除

磷效果，尤其 是 反 硝 化 除 磷 的 稳 定 实 现，说 明 进

入稳定 期 的 反 硝 化 聚 磷 菌 已 经 成 为 系 统 优 势 菌

之一。

２．４　测序结果与系统进化分析

进行细菌同源性分析的时候，一般当微生物的

１６ＳｒＤＮＡ同源性达到９７％或以上，可以将这些菌

划为一个种；同源性达到９４％或以上时，可以将这

些菌划 为 一 个 属［１３］。通 过 ＮＣＢＩ比 对 结 果 发 现，
条带１、２、３、４、９、１２分别与 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ａｌｐｈａ
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｓａｐｒｏｓｐｉｒａｃｅａｅ　ｂａｃ－
ｔｅｒｉｕｍ、Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｂａｃｔｅｒｉ－
ｕｍ、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．、Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ
ｓｐ．、Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｓａｐｒｏｓｐｉｒａｃｅａｅ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ的 相 似

性为１００％，可以 认 为 就 是 同 一 个 种。其 余 条 带

的相 似 性 比 对 均 在９４％以 上，可 以 认 为 是 同 一

个属。
将上述条带回收、克隆、测序后，将所得序列
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图６　１６ＳｒＲＮＡ下ＥＢＰＲ污泥中优势菌群系统发育树

Ｆｉｇ．６　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｄｏｍｉｎａｎｔ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＥＢＰＲ　ｓｌｕｄｇｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６ＳｒＲＮＡ
　

与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的基因序列进行同源性分析

和比 对，并 通 过 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
Ａｎａｌｙｓｉｓ（ｖｅｒｓｉｏｎ３．０）分析，建立了 系 统 发 育 树

如图６所示。通过系统进化树分析可知系统中的优

势菌群 主 要 以α－变 形 菌 门 （α－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟

杆菌门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和 厚壁菌门 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）
三大类为主。测序结果表明，在已测序的１５个基

因片 段 中，和α－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ相 似 度 很 高 的 有７
个，对 应 条 带 为 １、３、４、９、１１、１３、１４，与

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ相 似 度 很 高 的 各 有４

个，分别对应的条带为２、５、７、１２和６、８、１０、

１３。结合图３和图６，通过对比相应条带发现和α－
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ相似的 菌 属 多 数 在 系 统 运 行 的 初 期

出现，随着系统内菌群的演替，此类菌属不再成为

系统中的优势菌属，这也与相关研究表明的α－ｐｒｏ－
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ的大量存在会导致生物强化除磷系统的

瘫 痪 相 一 致［１４］。但 是 其 中 属 于 假 单 胞 菌 目

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）的 不 动 杆 菌 属 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
一直存在，虽然吴昌永等［１５］在研究Ａ２　Ｏ工艺反硝

化 除 磷 过 程 中 发 现 随 着 反 硝 化 除 磷 的 强 化，
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Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ逐 渐 消 失，但 有 研 究 认 为 Ａｃｉｎｅｔｏ－
ｂａｃｔｅｒ具有 反 硝 化 除 磷 脱 氮 作 用［１４，１６］，在 本 系 统

除磷效果较好的稳定期，该菌群仍然大量存在，并

未引起生物强化除磷系统的扰乱。随着反应器进入

稳定运 行 阶 段，可 发 现Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ类 菌 群 逐 渐

成为 优 势 菌 群，并 且 伴 随 着 其 门 下 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ的出现，系统对磷的去除效果

非常好并且很稳定，同期的反硝化除磷效果也比较

明显，尽管系统的除磷效果是多种细菌共同作用的

结果，但本系统中新出现的 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｓｐｈｉｎｇｏｂ－
ａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ可能就是一种反硝化除磷菌。而Ｆｉｒｍｉ－
ｃｕｔｅｓ菌群的变化对于系统的除磷效 果 未 见 明 显 影

响，但是有关文献表明Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ菌群与ＣＯＤＣｒ降

解有关，从属于Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ菌门的ＴＭ７菌群绝大

多数与系统的脱氮除磷有关［１７］，有 报 道 称 Ｕｎｃｕｌ－
ｔｕｒｅｄ　Ｔｒｉｃｈｏｃｏｃｃｕｓ菌群 会 引 起 葡 萄 糖 厌 氧 条 件 下

发酵成乙酸和丙酸，有利于强化生物除磷过程［１８］，
从图５中可以发现条带１０基本上一直存在，可能

也对系统的除磷过程做了一定的贡献。虽然上述很

多菌群经常在生物强化除磷工艺过程中出现，但是

相应的代谢机理以及功能作用的量化，仍然有待于

使用针对性强的探针和引物，通过ＦＩＳＨ等更精确

的分子生物学手段来探索。从微生物学角度映射工

艺的处理效果，必定会为生物强化除磷工艺的改造

提供坚实的理论基础。

３　结　论

两级生物选择同步除磷脱氮工艺运行期间，有

些菌群始终存在，而有些初期占优势的菌群随着系

统的稳定逐渐变为非优势菌群，同时也有逐渐富集

培养出来的新菌属，还有部分无规律变化的菌群，
而这些种群的变化和同期的系统处理效果却有着很

好的动态关联。测序结果以及系统进化分析表明，
以α－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ为主 要 优 势 菌 群 的 运 行 初 期 反

硝化除磷效果较低，系统总的除磷效果也较差；以

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ为主要优势菌群的运行稳定期系统除

磷效果较好，平均除磷率可达到９７％，同时反硝化

除磷率也较高，缺氧反硝化除磷率平均为３５％，这

很可能是 由 于 新 富 集 的 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅ－
ｒｉａｃｅａｅ就是一种反硝化除磷菌；不动杆菌属Ａｃｉｎ－
ｅｔｏｂａｃｔｅｒ以及属于Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ菌门的ＴＭ７和 Ｕｎ－
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