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低温强化生物除磷反应器中微生物的竞争关系

亢 涵，李 楠，任南琪

(哈尔滨工业大学 城市水资源与水环境国家重点实验室，哈尔滨 150090，rnq@ hit. edu. cn)

摘 要: 为了考察低温条件下聚磷菌和聚糖菌之间的竞争关系及其对反应器除磷效果的影响，利用 FISH技
术跟踪检测了低温条件下运行的强化生物除磷( EBPR) SBR反应器中的聚磷菌和聚糖菌.实验结果表明，0 ～
20 d为调整阶段，反应器的各项指标不稳定，聚磷菌和聚糖菌在反应器中竞争优势地位.从菌体数量曲线发
现，调整阶段中，聚磷菌数量逐渐增加，而 Alphaproteobacteria 数量逐渐减少，Gammaproteobacteria 数量低于
8. 11% .这种现象说明低温更有利于聚磷菌的生长繁殖，使其在反应器中占据优势地位，并淘汰聚糖菌. 50 ～
60 d聚磷菌快速增殖，由于聚磷菌的数量 5 d内只增加了 3. 2%，没有造成反应器处理效果的延迟现象.
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Competition between phosphate-accumulating organisms and
glycogen-accumulating organisms and the phosphate removal

efficiency in EBPR reactor at low temperature

KANG Han，LI Nan，REN Nan-qi

(State Key Laboratory of Urban Water Resource and Environment，Harbin Institute of Technology，
Harbin 150090，China，rnq@ hit. edu. cn)

Abstract: Enhanced biological phosphorus removal (EBPR) was operated in a laboratory-scale sequencing
batch reactor (SBR) . Fluorenscent in situ hybridization (FISH) was used to study the competition between
the phosphate-accumulating organisms (PAOs) and glycogen-accumulating organisms (GAOs) . The influence
of competition between PAOs and GAOs on phosphate removal efficiency was discussed. The results showed
that 0-20 d was an adjusting stage. COD and phosphate removal efficiencies of SBR were unstable. PAOs and
GAOs competed for the predominant status in reactor. During 20-60 d，the amount of PAOs increased gradual-
ly，while the amount of Alphaproteobacteria decreased and Gammaproteobacteria contents was below 8. 11% in
this stage，which indicates that low temperature is beneficial to PAOs. PAOs proliferated rapidly during 50-60
d. Because the increased amount of PAOs was only 3. 2% per 5 d，the phosphate removal efficiency in reactor
was not delayed.
Key words: enhanced biological phosphorus removal; fluorenscent in situ hybridization; phosphate-accumula-
ting organisms; glycogen-accumulating organisms; low temperature
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强化生物除磷(EBPR)技术利用微生物高效
去除污水中的磷酸盐，已经广泛应用于污水处理

厂中.聚磷菌和聚糖菌是存在于强化生物除磷系
统(EBPR)中的竞争菌. 聚磷菌在厌氧阶段分解
体内 polyP 释放能量来吸收底物合成体内的
PHAs储备，在好氧阶段分解体内的 PHAs，释放
能量吸收磷酸盐合成体内 polyP［1］.聚糖菌与聚磷
菌不同之处在于，厌氧阶段分解体内糖原释放能

量，用来吸收底物合成 PHAs，在好氧阶段分解体



内的 PHAs释放能量合成糖原［2］. 为了让反应器
取得更好的除磷效果，前人研究了 EBPR 系统的
影响因素. Zhang 等发现当 pH 从 7. 0 降到 6. 5
时，反应器除磷能力降低

［3］. Serafim 等发现当 pH
从 7. 0 增加到 8. 5 时，反应器的除磷能力增加［4］.
Oehmen等认为丙酸比乙酸有利于提高 EBPR 系
统的除磷效果，因为聚糖菌吸收丙酸速率小于聚

磷菌
［5］. Panswad等发现，温度从 20 ℃升到 35 ℃

时厌氧释磷速率增加，但好养磷吸收速率降低，即

使在 20 ℃，反应器中仍存在大量聚糖菌［6］.溶解
氧(DO)也影响聚磷菌和聚糖菌的竞争［7］.
本研究在低温下运行了强化生物除磷反应

器，利用 FISH 技术监测其中的聚磷菌和聚糖菌
并将它们量化，研究其竞争关系及其对反应器除

磷效果的影响.

1 实 验
1. 1 实验装置与方法
试验采用有效容积为 2 L 的圆柱形有机玻璃

反应器，内径为 10 cm，高度为 35 cm.反应器间歇
式运行，12 h一个周期. 0 ～ 90 min 厌氧搅拌(其中
0 ～ 8 min 进水)，90 ～ 330 min 好氧曝气，沉降
15 min，出水 10 min，闲置 5 min. 温度与 DO 用
WTW DO测定仪监测，控制反应器内温度在(15 ±
2) ℃，好氧阶段溶解氧质量浓度 > 2. 0 mg·L －1 .
1. 2 实验材料
接种污泥取自哈尔滨文昌污水处理厂曝气

池，该污水厂采用传统活性污泥法，污泥具有良好

的有机物去除效果，除磷效率 < 30% .
实验用水采用人工配水，进水的主要组成物

质与浓度为 CH3COONa· 3H2O 4. 69 mmol /L
(COD为 300 mg·L －1)，NH4Cl 1. 79 mmol /L (ρN =
25 mg·L －1)，NaH2PO4·2H2O 0. 32 mmol /L (ρP =
10 mg·L －1)，此外每升进水中含有 0. 5 mL 微量
元素液: EDTA 100 mg· L －1，MgSO4 · 7H2O
20. 6 g·L －1，CaCl2 5. 6 g·L －1，MnSO4·H2O
0. 14 g·L －1，FeSO4·7H2O 5. 7 g·L －1，CuCl2·2H2O
0.19 mg·L－1，ZnCl2 0. 05 g·L－1，H3BO3 0.05 g·L－1.
1. 3 取样与水质分析方法
为了考察反应器启动过程中聚磷菌的形态

与数量以及与污染物处理效果的关系，分别在

反应器运行第 0，10，20，30，40，50，60 d 取样 .
取样后离心分离混合液，上清液过滤后按照

《水和废水监测分析方法》( 第三版) 检测
COD，PO4

3 －
等水质指标，污泥部分立即固定用

于 FISH 分析 .
1. 4 FISH分析
1. 4. 1 样品的固定
污泥样品在质量分数为 4%多聚甲醛中 4 ℃

固定 2 h，在 PBS 溶液中冲洗 2 次，悬浮于 PBS －
乙醇(体积比 1 ∶ 1)溶液中，于 － 20 ℃保存.
1. 4. 2 荧光探针
实验应用 16S rRNA探针如表 1 所示.

表 1 实验应用的 16S rRNA探针

探针

EUB338mix

PAOmix

DFmix

GAOmix

EUB338
EUB338-II
EUB338-III

PAO462
PAO651
PAO846

TFO_DF218
TFO_DF618
DF966
DF1020

GAO%Q431
GAOQ989

序列（5’-%3’）
GCTGCCTCCCGTAGGAGT
GCAGCCACCCGTAGGTGT
GCTGCCACCCGTAGGTGT

CCGTCATCTACWCAGGGTATTAAC
CCCTCTGCCAAACTCCAG
GTTAGCTACGGCACTAAAAGG

GAAGCCTTTGCCCCTCAG
GCCTCACTTGTCTAACCG
GATACGACGCCCATGTCAAGGG
CCGGCCGAACCGACTCCC

TCCCCGCCTAAAGGGGTT
TTCCCCGGATGTCAAGGC

目标菌
Most%bacteria
Planctomycetes
Verrucomicrobiales

PAO%cluster
Betaproteobacteria
Rhodocyclus sp.

cluster%1%Defluviicoccus spp.
in%Alphaproteobacteria

cluster%2%Defluviicoccus spp.
in%Alphaproteobacteria

Gammaproteobacteria
Competibacter phosphatis

引用
[8]
[9]
[9]

[10]
[10]
[10]

[11]
[11]
[11]
[11]

[10]
[10]

1. 4. 3 原位杂交
将固定的样品置于用明胶包背的载玻片上，

风干后于体积分数分别为 50%，80%，95%，100%

的乙醇中各脱水 3 min，风干后等待杂交. 污泥样
品在 46 ℃杂交 2. 5 h，杂交液成分如下:0. 9 mol /L
NaCl，20 mmol /L Tris-HCl，质量分数为 0. 01%
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SDS，体积分数为 20% (EUB388) 和体积分数为
35% (PAOmix、DFmix、GAOsmix) 去离子甲酰胺，
pH 7. 2.杂交后于 48 ℃用洗液(40 mmol /L NaCl，
质量分数为 0. 01% SDS，20 mmol /L Tris-HCl，pH
7. 2)洗 20 min，之后用蒸馏水洗去残留洗液，自然
风干
［12］. 风干后样品用共聚焦显微镜 LSM 510

META(德国 Zeiss公司)观察，并用其配套软件获
得聚磷菌数量在全菌数量中所占比例.

2 结果与分析
2. 1 COD去除效果
图 1 给出了反应器 COD 去除效果. 由图可

见，在反应器运行的 60 d 中，COD 去除率平稳，
保持在 95% 左右. 大部分 COD 在厌氧阶段去
除. 0 ～ 20 d 厌氧末期 COD 浓度变化较大，20 d
之后趋于平稳.
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图 1 反应器 COD的去除情况

2. 2 磷酸盐去除效果
图 2 给出了低温运行的反应器中磷的去除效

果.由图可见，初期磷酸盐去除率不稳定，20 d 后，
出水磷浓度逐渐降低，使磷酸盐去除率持续上升，

60 d时达到最大值 86. 89% . 初期厌氧末期磷浓
度波动较大，20 d后逐渐增加，45 d时达到最大值
26. 44 mg·L －1. 50 d时突然降低，之后又再次升高.

30

25

20

15

10

5

0

进水 出水
厌氧末期 去除率

磷
酸
盐
质
量
浓
度

/（
m
g·
L-

1 ）

100

80

60

40

20

0

磷
酸
盐
去
除
率

/％

10%%%%%%%%%%20%%%%%%%%%30%%%%%%%%% 40%%%%%%%%%50%%%%%%%%%60
t /%d

图 2 反应器磷酸盐的去除情况

2. 3 FISH原位检测反应器中聚糖菌
图 3分别为反应器中聚磷菌和聚糖菌的双杂

交FISH图片 . 图3( a)为反应器运行50 d时反应
器中的聚磷菌 FISH 图片.这张图片中用到的杂交
探针为 FITC 染料标记的 EUB338mix 探针和 CY3
染料标记的 PAOmix 探针，图中的黄色荧光为杂交
了这两中探针的 Rhodocyclus sp.，绿色荧光为只杂
交了 EUB338mix探针的菌.图 3(b)为反应器运行
10 d时反应器中的聚糖菌 FISH图片.这张图片中
用到的杂交探针为 FITC染料标记的 EUB338mix探
针、CY3染料标记的 PAOmix探针和 CY5 染料标记
的 DFmix探针.图中圆箭头标记的红色荧光为杂交
了GAOmix探针的 Competibacter phosphatis(Gamma-
proteobacteria)，标准箭头标记的蓝色荧光为杂交了
DFmix探针的 Defluviicoccus spp. (Alphaproteobacte-
ria)，绿色为杂交了 EUB338mix探针的菌.

10%滋m

10%滋m

（a）50%d时的聚磷菌

（b）10%d时的聚糖菌

图 3 反应器中聚磷菌和聚糖菌的 FISH图片

2. 4 聚糖菌含量
利用共聚焦显微镜配套软件，可获得聚磷菌

在全菌中所占的数量比例(图 4) .由图可见，聚磷
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菌在全菌中的数量比例逐渐上升. 30 d 之前聚磷
菌增长较快，数量从 19. 96% 增加到 33. 13% .
30 ～ 50 d聚磷菌数量保持在 33%左右，60 d 时聚
磷菌数量突然增加，达到最大值 41. 49% . 0 ～ 30 d
反应器中的 Alphaproteobacteria数量占全菌数量的
比例由 15. 76%下降到 3. 1%，30 ～ 60 d 保持在
2. 6%左右. Gammaproteobacteria数量逐渐上升，但
在全菌数量中所占比例不高，最高为 8. 11% .
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图 4 污泥中聚磷菌和聚糖菌占全菌的数量比例

3 讨 论
图 4(a)为聚磷菌 50 d时的照片.此时反应器

的除磷率为 75% . 图中聚磷菌菌体密集成团，菌
群面积较大.图 5 中，此时聚磷菌占全菌的数量比
例为 35. 1%，为 0 ～ 50 d 的最大值. 图 4(b)为聚
糖菌 10 d 时的照片.图中蓝色为 Alphaproteobacte-
ria，此时反应器中 Alphaproteobacteria数量较多，占
全菌数量的 14. 24%，菌体呈现明显的四聚体
(TFOs)形态，且在污泥中分散存在. 图中红色为
Gammaproteobacteria，Gammaproteobacteria 菌体为
大球型，数量较少.
聚糖菌是强化生物除磷反应器中聚磷菌的竞

争菌.由图 5 可以看出，0 d 时 Alphaproteobacteria
的数量较多，达到了 15. 76%，与聚磷菌的数量
19. 96%比较接近，Gammaproteobacteria 数量很少，
为 2. 49% .低温运行了 20 d 后，聚磷菌的数量不
断增加，Alphaproteobacteria 的数量不断降低，而
Gammaproteobacteria的数量在反应器运行期间一
直保持增加，但是占全菌数量的比例较少，最高为

8. 11% . Alphaproteobacteria 和 Gammaproteobacteria
都是聚磷菌的竞争菌，但 Alphaproteobacteria 的数
量却不断下降，而 Gammaproteobacteria 的数量虽
然较少，但仍保持增长. 这种现象可以解释为，低
温条件下聚磷菌更易获得足够底物合成体内 PHA
用于生长繁殖;而 Alphaproteobacteria 在低温下吸
收底物合成 PHA 的速率降低，导致其数量的减

少;对于 Gammaproteobacteria，一方面受到低温影
响，一方面受到聚磷菌的数量优势的制约，其数量

较少且增加缓慢. 这与 Erdal 等［13］和 Lopez －
Vazquez［14］发现的现象相一致.
观察图 2 和 3 发现，与 20 d以后的数据相比，

20 d之前反应器的各项指标均不稳定，这时是聚
磷菌占据优势地位而聚糖菌逐渐被淘汰的调整阶

段. 20 ～ 50 d，聚磷菌增长减缓，数量保持在 33%
左右，没有了竞争菌的干扰，聚磷菌的除磷能力在

逐渐增加.此时 COD 去除效果稳定，磷酸盐去除
率持续上升，厌氧末期磷浓度在 30 d 之后保持稳
定，这与聚磷菌含量曲线相一致. 这种现象说明，
聚磷菌的数量决定了厌氧末期磷释放量.
观察 50 ～ 60 d 的厌氧末期磷浓度可以发现，

50 d时虽然聚磷菌占全菌数量的比例没变，但厌
氧磷释放减少，50 d 后，随着聚磷菌数量突然增
加，厌氧磷释放再次恢复，而整个过程中，COD 去
除率和厌氧末期 COD浓度保持稳定.这种现象可
解释为聚磷菌为了繁殖积累体内的磷储备，而减

少厌氧释磷量. 亢涵等曾发现，在反应器启动阶
段，快速增殖的新生聚磷菌不能立刻行使除磷能

力，要有一段“积累期”，形成 PHA 和 polyP 储
备
［15］.而在本文的实验中，聚磷菌快速增殖之后
的反应器处理效果并没有滞后. 观察亢涵等的聚
磷菌数量比例曲线可以发现，聚磷菌的两个增殖

阶段的菌体数量增长迅速，比如第一增殖阶段聚

磷菌占全菌数量比例在 5 d内增加了 23. 59% .短
时间内的大量增殖需要大量的 PHA 和 polyP 供
给，因此出现了反应器除磷效果延后的现象.在本
文的实验中，50 ～ 60 d 聚磷菌占全菌数量比例在
5 d 内平均增加了 3. 2%，数量较少，对反应器的
处理效果没有造成影响.

4 结 论
1)强化生物除磷 SBR 反应器在低温下运行
了 60 d. 0 ～ 20 d 反应器的各项指标不稳定，这时
反应器中的菌群结构发生变化，聚磷菌和聚糖菌

竞争优势地位.此阶段为反应器的调整阶段，20 d
后反应器各项指标逐渐稳定，磷去除率增加.

2)在低温运行的反应器中，0 ～ 20 d，低温更
有利于聚磷菌的生长繁殖，Alphaproteobacteria 被
淘汰. 而 Gammaproteobacteria 受到温度与聚磷菌
的制约，占全菌数量比例最高为 8. 11% .

3)50 ～60 d聚磷菌出现了一个快速增殖阶段，
此时反应器的处理效果没有出现亢涵等所说的延

迟现象.亢涵等的实验结果中，聚磷菌在短时间内
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大量增殖，聚磷菌占全菌数量比例 5 d 内增加了
23. 59%，PHA和 polyP供给不足，导致反应器处理
效果延后.本文的实验中，聚磷菌数量5 d内平均增
加了 3. 2%，没有影响反应器的处理效果.
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