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研究论文 强化反硝化除磷对 A 2O 工艺

微生物种群变化的影响
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2 北京工业大学北京市水质科学与水环境恢复工程重点实验室, 北京 100124)

摘要: 强化 A 2O 工艺中的反硝化除磷比例, 是提高该工艺处理低 C/ N 比污水时脱氮除磷效率的有效途径。采用

52�5 L 的 A2O 反应器处理实际生活污水, 研究了系统在不同的反硝化除磷比例情况下微生物的种群变化及关

系。试验结果表明, 随着水质条件及运行状态的改变, 系统反硝化除磷的比例也在变化, 同时微生物种群结构

表现为一种动态的演替过程, 工艺条件与微生物的种群结构具有很强的映射关系。测序结果表明, 具有传统除

磷功能的 Acinetobacter 在系统反硝化除磷得到强化的时候会逐渐被淘汰, 而 Uncultured Chlor obi bacterium 会逐

渐得到增殖, 可能是系统中具有反硝化除磷功能的微生物。
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Abstract : Enhanced denit rifying phosphorus removal in anaerobic�anox ic/ ox ic ( A
2
O ) pr ocess is an

ef fective way to increase the removal ef ficiency of nit rog en and pho spho rus w hen treating low C/ N rat io

domest ic w astew ater�In this study, a 52�5L pilot�scale reactor, based on plug�flow A 2O configurat ion,

w as used to t reat domest ic w astew ater�In addition, the microbial populat ion variat ion w as invest ig ated by

po lymerase chain react ion�denaturing gradient gel elect rophoresis ( PCR�DGGE) . T he r esults show ed that

the m icrobial community st ructure and dom inant bacteria changed w ith the var iat ion of w astew ater quality

and oper at ing parameters�T he dynamic change o f m icrobial population w as consistent w ith the variat ion of

operat ion�Sequence results of DGGE bands show ed that the dominant bacter ial community in the sy stem

w as P roteobacter ia�A cinetobacter may be responsible fo r the t radit ional biolog ical pho sphorus removal

in the sy stem, but it disappeared gradually w ith the enhancement o f denit rifying pho spho rus removal�
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Uncultur ed Chlorobi bacter ium increased w ith the enhancement of denit rify ing phosphorus removal and it

might be the major denit rifying pho sphate accumulat ing o rganisms ( DPAOs) in the sy stem .

Key w ords: w astew ater tr eatment ; biolog ical nit rog en and phosphorus removal; DGGE; m icrobial

populat ion var iat ion

引�言

早在 20世纪 80年代中期, Hascoet 等
[ 1]
就发

现聚磷菌 ( PA Os) 能够在缺氧环境中利用硝酸盐

作为电子受体进行吸磷。后来, 荷兰 Delft 科技大

学的 Kuba 等 [ 2]在试验中也发现, 在厌氧/缺氧交

替运行的序批试验中, 容易富集一类具有反硝化除

磷作用的兼性厌氧微生物, 该类微生物能够利用

O2 或 NO
-
3 作为电子受体进行吸磷, 其基于对胞

内 PHA (聚羟基脂肪酸酯)、糖原和多聚磷酸盐的

代谢模式与传统的厌氧/好氧条件下的聚磷菌类似。

人们将这类微生物称为反硝化聚磷菌。同时, 由于

反硝化除磷过程能够做到一碳 (胞内 PHA) 两用

(吸磷和反硝化) , 该除磷脱氮工艺和传统的工艺相

比, 能够节省 50%的 COD消耗量、30%的曝气量

且污泥产生量能够减少 50%左右
[ 2]
。因而该工艺

用于低 C/ N比生活污水的同步脱氮除磷将十分具

有优势。

Hu等[ 3]的研究发现, 在前置反硝化的同步脱

氮除磷工艺中, 当回流至缺氧区的 NO
-
3 负荷超过

普通的异养反硝化负荷时, 则缺氧区容易发生反硝

化除磷现象。近年来也陆续有在前置反硝化同步脱

氮除磷工艺中存在反硝化除磷现象的报道, 比如

UCT、MUCT 等[ 4�6] 。王晓莲等[ 7] 的研究也发现,

在 A
2
O工艺中存在反硝化除磷现象。吴昌永等

[ 8]

的研究发现, 强化 A
2
O 工艺中的反硝化除磷能显

著提高该工艺处理低 C/ N 比生活污水时的脱氮除

磷效率, 并对 A 2O 工艺处理低 C/ N 比生活污水时

的设计运行参数进行了探讨。

通过现代先进的分子生物学手段检测表明, 污

水厂中的微生物种群结构受运行方式的影响很

大[ 9�10]。过去污水厂运行控制的特点是将污水反应

过程当成是一个化学反应过程而不是生物反应过

程, 因而对污泥种群的优化问题在污水厂的设计和

运行期间得不到应有的重视
[ 9]
。事实上, 对活性污

泥中的微生物进行优化控制, 能够保证污水厂在长

期运行期间的效果。

分子生物学技术是研究污泥微生物种群的强大

工具, 可以对活性污泥中的微生物进行定性和定量

分析。前期研究表明, 强化 A 2 O工艺中的反硝化

除磷, 能提高该工艺在处理低 C/ N 比污水时的脱

氮除磷效率 [ 8]。本研究采用 PCR�DGGE 技术, 从

分子微生物的角度出发, 系统研究了 A
2
O 工艺在

不同阶段、不同处理效果下活性污泥中微生物种群

及其演替变化, 揭示了控制运行参数对微生物种群

结构变化的影响。

1�试验材料与方法

1�1�试验装置与运行工况
试验中采用的 A 2O 反应器如图 1所示。装置

为有机玻璃制成的合建式反应器, 反应区有效容积

为 52�5 L, 二沉池有效容积为 26�0 L。反应器分

为 9个格室, 厌氧区、缺氧区和好氧区的容积可通

过可活动的隔板灵活调节, 隔板中间有小孔, 使得

泥水混合物从反应器始端到末端形成有效的推流。

厌氧区和缺氧区用搅拌桨轻微搅拌使得泥水完全混

合, 好氧区通过固定在格室底端的曝气头供氧同时

促进液体混合。曝气量通过气体流量计进行控制,

使得好氧区末端的 DO在 3�0~ 4�0 mg∀L
- 1
之间。

反应器中混合液温度通过 加热装置控制在

21 ~ 22#。

图 1�A2O 工艺示意图

F ig�1�Schematic diag ram of A2O process

1�feed tank ; 2�peristalt ic pump; 3�anaerobic z on e;

4�anoxic zone; 5�aerobic zone; 6�s ti rrer;

7�airf low meter; 8�air compressor

试验进水、污泥回流和硝化液回流均采用蠕动

泵控制。主要运行条件如下: 进水量为 157�5 L∀
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d- 1 , 反应区相应 HRT (水力停留时间) 为 8 h,

SRT (污泥停留时间) 通过排泥控制在 15~ 20 d,

污泥回流比为 70%, M LSS (混合液悬浮固体浓

度) 为 3500~ 4000 mg ∀L- 1。试验所用污泥取自

哈尔滨某城市污水处理厂, 该厂采用 A/ O 工艺运

行, 种泥脱氮效果较好。

1�2�污水及组成
本试验所用污水取自哈尔滨工业大学二校区教

工生活区。其平均水质指标为: COD 372�8 mg ∀

L
- 1

, T N 57�80 mg∀L - 1
, TP 4�56 mg ∀L - 1

。后

期根据试验的需要对原污水进行了稀释调节, 降低

了 COD 浓度, 同时采用 NH 4 Cl 和 KH 2PO 4 补充

氮源和磷源, 采用微量元素浓缩液补充微量元素,

微量元素液的配方同文献[ 11] , 使得污水成为典型

的低 C/ N 比生活污水。调节后的水质指标平均为:

COD 243�6 mg ∀L
- 1

, TN 55�03 mg ∀L
- 1

, T P

8�75 mg ∀L - 1。

1�3�分析测试方法
1�3�1�常规指标测定方法�试验测定的常规指标
有: M LSS、 COD、 NH

+
4�N、 TN、 NO

-
2�N、

NO
-
3�N、PO

3-
4 �P和 TP 等。这些指标采用国家环

保总局颁布的标准分析方法测定, 水样在测定前经

定量滤纸过滤。试验结果采用的是重现性较好的数

据。缺氧吸磷比例, 即反硝化除磷百分比的确定按

照物料平衡的方法计算, 具体计算方法参照文献

[ 8]。确定活性污泥中聚磷菌 ( PA O) 和反硝化除

磷菌的比例的方法按照文献[ 12]中的方法进行。

1�3�2�PCR�DGGE 方法 �PCR�DGGE 的操作根

据文献[ 13�15]中所述方法进行, 根据实际情况对

文献中的方法进行了相关的修正, 主要分为以下几

个主要步骤: 样品准备、DNA 提取、PCR 扩增、

变性梯度凝胶电泳以及克隆测序。在反应器运行的

不同阶段取一定量 (湿重约 0�018 g) 的活性污泥

混合液 [污水厂的原始泥样 ( A) 取自初始阶段,

其后运行的各个阶段 ( B~ F) 均取自稳定运行阶

段] , 采用上海华舜生物公司的细菌 DNA 试剂盒

对污泥中的 DNA 进行提取, 将获得的 DNA 溶于

50 �l浓度为 2 mmo l∀L - 1的 T ris�HCl ( pH 8�0)
中, 然后利用 0�8%的琼脂糖进行 DNA 纯度检测。

采用细 菌 16S rRNA 通 用引 物 BSF8 ( 5∃�
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG�3∃) 和 BSR534( 5∃�
ATTACCGCGGCTGCTGG�3∃) 对提取的 DNA 进行

PCR扩增。50 �l的扩增体系中依次加入含有镁离

子的 10%baf fer 5 �l, dNPT 4�l, 引物 BSF8 ( 20

�mo l∀L - 1 ) 2 �l, 引物 BSR534 ( 20 �mol∀L - 1 )

2 �l, Ex T aq 1�25U , 最后用灭菌后的 ddH 2 O 补

足至50�l。PCR扩增条件为首先 94#变性 8 min,

然后进行 30个循环 ( 94#40 s, 55#40 s, 72#

40 s) , 最后进行延伸 72#10 m in, 将获得的 PCR

产物放于- 20#冰箱中保存备用。将获得的 PCR

产物进行变性梯度凝胶电泳, 丙烯酰胺胶的浓度为

8% , 变性剂的梯度为 30%~ 60% , 电泳条件为 80

V 电泳 16 h, 上样量为 8 �l, 采用的仪器为美国

Bio�Rad公司的 DCode电泳仪。电泳结束后采用银

染的方法进行染色得到 DGGE 图谱。图谱的分析

采用生物分析软件 Quant ity One ( v4�6 ) 和

MEGA ( v3�1)。最后对特定条带进行克隆测序,

方法见文献[ 13�14] , 得到的序列信息和 GenBank

数据库中的信息进行相似性比对以进一步确定相关

微生物。

2�试验结果与讨论

对污水生物处理系统而言, 短时期的运行条件

或水质的变化对微生物特性的影响不大, 长期的变

化则会提供一种选择压力, 使系统适合一类微生物

生长而不适合另一类微生物生长, 这样在污泥中微

生物的种群会发生逐渐的演替, 提高污染物去除

效率。

2�1�不同运行条件下的反硝化除磷百分比
正如前面的研究得出的结论

[ 8]
, A

2
O 工艺的

缺氧区存在反硝化除磷现象。本研究采用脱氮良好

的城市污水厂污泥进行重新启动, 系统研究了不同

水质、不同运行条件对反硝化除磷百分比及整体脱氮

除磷效率的影响, 并采用分子生物学手段, 分析了不

同阶段污泥中微生物的种群结构及演替关系。表 1是

不同水质和运行条件情况下反硝化除磷在整体除磷中

所占的百分比 (DPR ratio)。试验共运行 200 d。

表 1�不同水质和运行条件下的缺氧吸磷百分比

Table 1�DPR ratios in different wastewater qualities

and operating conditions

Periods C/ N
Volume rat io

( anaerobic/ anoxic/ oxic)

Nit rate recycle

rat io/ %

DPR

rat io/ %

B 6�45 1/ 1/ 2 200 25

C 4�43 1/ 1/ 2 200 45

D 4�43 1/ 1�4/ 1�6 200 55

E 4�43 1/ 1�4/ 1�6 250 60

F 4�43 1/ 1�4/ 1�6 300 53
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��表 1中的数据表明, 正常运行的 A 2O 工艺中

存在反硝化除磷现象, 约 25%的磷在缺氧区被吸

收去除。郝晓地等
[ 16]
认为, 反硝化除磷菌是一种

广泛存在于一些强化生物除磷工艺中的聚磷菌, 无

需特殊培养。本研究和 Hu等 [ 3]研究得出的结论也

是一致的, 在前置反硝化的同步脱氮除磷工艺中,

当缺氧区的硝酸盐负荷高于普通异养反硝化的负荷

时, 可发生反硝化除磷现象。随着原水 C/ N 比的

降低, 在运行条件不变的情况下, 反硝化除磷百分

比有增大的趋势。这是由于原水中的碳源大部分都

用于厌氧区的放磷, 进入缺氧区的碳源很少, 其

COD在 33�1~ 60�2 mg∀L - 1之间, 因而普通异养

反硝化的比例降低, 利用内碳源 ( PHA) 反硝化

的比例增加, 也就是反硝化除磷的比例增加,

Wang 等 [ 17]在试验中也得出了类似的结论。从表中

还可以看出, 在 A 2O工艺用于低 C/ N 比的生活污

水处理时, 适当增加缺氧区的容积和维持适当的硝

化液回流比, 反硝化除磷能得到最大程度的强化。

如在厌氧/缺氧/好氧的体积比为 1/ 1�4/ 1�6时, 高

达 60%的磷可以在缺氧区被去除, 而此时系统总

的脱氮除磷效率也是最高的。

2�2�不同运行条件下污泥的PCR�DGGE结果及分析

分别取原污水厂污泥和其后 5个运行条件下的

污泥样品进行了 PCR�DGGE 分析, 以得出水质和

运行条件对污泥中微生物种群变化的影响。各样品

对应的通道编号为 A~ F。

2�2�1�污泥种群的变化分析�图 2是不同时期污

泥的 16S rRNA 基因片段的 DGGE 图谱 ( A 指的

是污水厂的原始污泥样)。从图中的条带及变化可

以看出, 原始污泥的种群丰度最高, 其他时期的微

生物种群丰度均略低于原始污泥, 说明工艺条件的

改变对微生物种群丰度的影响较小, 但是对微生物

种群的结构有所影响。从条带的演替和亮度变化可

以知道, 不同工艺条件下工艺内部微生物的优势种

群是随之变化的, 内部的微生物优势种群分为两

种: 一种是常驻菌群, 如条带 W5、W6、W8 和

W13, 它们对水质条件的变化具有一定的耐受能

力, 其生长繁殖并没有受到影响; 另一种是动态菌

群, 如条带W1~ W4、W7和W9等。随着低 C/ N

比污水的引入和系统反硝化除磷比例的增加, W2、

W4和W7在系统中逐渐弱化, 而 W3 得到强化,

丰度显著提高; 也有些变化不很规律, 如W9在系

统运行的 E 阶段突然得到强化, 由于系统运行及

过渡很平稳, 因而可能是样品受到污染所致。综合

来看, 水质和运行条件对其生长繁殖的影响很大,

不同的水质和运行条件下, 其优势微生物种群不

同, 表现为动态的演替规律。结合表 1 的数据可

知, 反应器的处理功能与微生物的种群动态变化体

现出了较强的映射关系。可见, 污水厂的设计、运

行和污水的水质均会对活性污泥系统中的微生物种

群的结构造成影响。

图 2�不同阶段微生物 16S rRNA 的 DGGE 图谱

Fig�2�DGGE profiles of 16S rRNA gene

fragment amplified using sludge samples

taken from differ ent per iods
�

采用MEGA ( v3�1) 对图 2中的图谱信息进行

分析, 得到反映各个阶段污泥微生物种群相关关系

的聚类分析图 (图 3)。表明, 试验运行的 B、C和

D时期与采自污水处理厂的原污泥 A 中微生物的

种群相似性很高。其中相同工艺条件不同水质 ( B

和 C) 的微生物种群特征几乎不变, 聚为一类, 结

合表 1的数据, 这两种状态下系统反硝化除磷的比

例最低; 而在系统反硝化除磷得到强化的后期, E

和 F 两种状态类聚在一起, 说明他们的微生物种

群结构类似。D时期的反硝化除磷比例虽然较高,

但是与原泥和前期运行时系统的微生物结构关系更

接近, 这也说明, 运行条件的变化能使得系统中的

微生物种群结构发生变化, 但是这种变化是缓慢过

渡的, 因而不能单纯将污水生物处理系统当成一个

化学反应过程来看待。

2�2�2�DGGE 测序结果及分析�对图 2 中的特定

条带进行测序, 同时和 GeneBank 数据库中的信息

进行对比, 结果见表 2。
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图 3�DGGE 图谱的聚类分析

F ig�3�UPGMA tree of microbial community pro files
�

表 2�部分优势菌种 16S rRNA片段测序分析结果

Table 2�Nearest GenBank relatives of amplif ied

16S rRNA gene sequences excised from DGGE gels

Band
GenBank

acces sion no�
Nearest GenBank relat ives ( simi lari ty)

W1 FJ440538 Uncultured N itr osococcus sp�92%

W2 FJ440539 P seud omonas sp�99%

W3 FJ440540 Uncultured Ch lorobi bacterium 98%

W4 FJ440541 A cinetobac ter sp�99%

W5 FJ440542 Uncultured��Pr oteobac ter ium 93%

W6 FJ440543 A lcalig enes f aecal is st rain 100%

W7 FJ440544 Uncultured �P rote obact erium clone 99%

W8 FJ440545 Uncultured A ct inobacte rium clone 86%

W9 FJ440546 Uncultured b acterium clon e 96%

W10 FJ440547 Uncultured b acterium clon e 93%

W11 FJ440548 Uncultured �P rote obact erium clone 99%

W12 FJ440549 Uncultured Ente robact er iaceae

�bacterium clone 100%

W13 FJ440550 N it rosoc occus mobi li s 89%

测序结果表明, 在已测定的 13个片段中, 10

个和变形菌 ( P roteobacteria) 的相似度最高, 其

中包括 ��P roteobacteria ( 1 )、!�P roteobacteria

( 3) 和 �Pr oteobacter ia ( 6)。剩下的 3 个中 1 种

和放线菌 ( A ct inobacteria) 的相似度较高, 另 2

个属于未知的环境细菌。人们对污水处理系统中的

微生物进行了大量的研究, 表明大部分的硝化细

菌、许多降解有机碳的普通异养菌都是 !�Pr o�
teobacter ia中的种属, 一些已知的反硝化菌属于��
Pr oteobacter ia, Pr oteobacter ia 和 A ct inobacteria

是生物除磷系统中的优势菌群, 如当前唯一确定的

聚磷菌就是属于!�Pr oteobacter ia
[ 9]
。而通常活性

污泥的某种净化功能都是大量细菌共同作用的

结果。

结合本试验的运行和性能进行分析, DGGE

条带反映了部分优势菌群在运行过程中的变化及差

异。由于系统污泥取自具有良好脱氮功能的污水处

理厂, 且运行过程中硝化效果一直很好, 因此具有

硝化功能的微生物, 如 W13 ( N itr osococcus mobi�
li s , 亚硝化单胞菌) 在系统中一直存在。随着反

硝化除磷的强化, W4 ( A cinetobacter, 不动杆菌)

在系统中逐渐消失。事实上, A cinetobacter 是最早

被鉴定且认为具有除磷能力的微生物[ 18] , 因此,

A cinetobacter 可能更适合存在于传统的除磷工艺

中, 在反硝化除磷工艺中并不占优。与之相反, 属

于!�Pr oteobacter ia 的 W3 ( Uncultured Chlor obi

bacter ium) 却随着反硝化除磷的增强得到富集,

因而可以认为, 在本系统中, Uncultured Chlor obi

bacter ium 是一种反硝化除磷的菌群。事实上, 在

反硝化除磷占据最大比例的时候, 经序批试验证明

除磷菌中高达 53%的菌种具有反硝化除磷的功能。

3�结�论

( 1) 强化 A 2O 工艺中的反硝化除磷是提高该

工艺处理低 C/ N 比污水脱氮除磷效率的有效途径。

当原水 C/ N 为 4�43, 厌氧/缺氧/好氧的体积比为

1/ 1�4/ 1�6, 硝化液回流比为 250%时, 反硝化除

磷可得到最大强化, 高达 60%的磷可在缺氧区被

去除。

( 2) 强化反硝化除磷影响到 A
2
O 工艺中的微

生物种群结构及变化。反应器的处理功能与微生物

的种群动态变化体现出了较强的映射关系。随着系

统中缺氧吸磷比例的提高, 具有传统除磷功能的

A cinetobacter 在系统中逐渐被淘汰, 而Uncultur ed

Chlor obi bacter ium (可能是一种新的具有反硝化

除磷功能的微生物) 在系统中得到富集。
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