
生物除磷系统启动期聚磷菌的 FISH原位分析与聚磷
特性

亢涵 ,王秀蘅 3 ,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)

摘要 :应用 FISH对以乙酸钠为碳源的强化生物除磷 ( EBPR) SBR反应器启动期的微生物进行原位分析 ,考察除磷生态系统形

成过程中聚磷菌种群结构、空间分布关系动态变化及其聚磷特性.结果表明 ,以异养菌为主的活性污泥经过厌氧Π好氧驯化后 ,

聚磷菌大量富集 ,在全菌中的比例由 1115 %增加到 40148 %.启动过程中 ,生物系统内菌群竞争持续进行 :首先 ,聚磷菌淘汰异

养菌 ,历时 5 d ;聚磷菌种群内选择过程历时 19 d ;经过优势聚磷菌群的二次增长后 ,共计 34 d完成生物除磷系统的启动.富集

过程中快速增殖的聚磷菌不能立刻行使除磷能力 ,要有一段“积累期”形成一定的 PHA和 poly2P储备.表现为污染物去除效率

滞后于聚磷菌的增殖 ,经过 4～8 d的“积累期”后上升出现峰值.二次增长的优势聚磷菌群也经过“积累期”后才发挥作用.

FISH图片显示 ,快速增殖期的聚磷菌菌体小 ,菌群结构松散.经过“积累期”之后 ,菌体不断增大 ,并开始紧密聚集形成致密的

团状 ,此时反应器处理效率较高.
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Characterization of Phosphate2Accumulating Organisms in Starting2up EBPR by

FISH Analysis
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(State Key Laboratory of Urban Water Resource and Environment ,Harbin Institute of Technology ,Harbin 150090 ,China)

Abstract : Enhanced biological phosphorus removal ( EBPR) process was operated in a laboratory2scale sequencing batch reactor (SBR) for
one2month fed with acetate as the carbon source. The characteristic and the microbial population structure and space distribution dynamics of
phosphate2accumulating organisms ( PAOs) of start2up period were analyzed by fluorescent in situ hybridization ( FISH) . The relationship
between enrichment of PAOs and phosphorus removal was discussed. PAOs could be enriched by recirculation activated sludge containing
heterotrophs through anaerobic aerobic conditions. Portion of PAOs in the sludge increase from 1115 % to 40148 %. Bacteria population
competition lasted 34 days. It started from PAOs replacing heterotrophs which cost 5 days then followed by 19 days intra2specific competition of
PAOs. The last step was re2increasing of PAOs predominance. Phosphorus uptake by the enriched microbial community was not observed
immediately. An accumulating2phase was necessary for PHA and poly2P storage. A lag2stage of 428 days existed when taking the performance
of the reactor into consideration. Phosphorus removal by the predominant PAOs through intra2specific competition was achieved after
accumulating2phase too. The FISH picture indicated that in the quickly growing phase PAOs cells were small and community structure was
loose. The latter“accumulating2phase”cells became larger and the community structure clustered densely. This stage presented by better
reactor performance.
Key words :EBPR ; PAOs ; FISH ; accumulating2phase

　　磷是水体富营养化的限制性因子 ,排放标准日

趋严格.生物除磷工艺 ( EBPR)以其运行费用低、无

二次污染等优点而广泛应用于各国污水处理厂.

EBPR利用功能微生物聚磷菌 (PAOs)在厌氧2好氧阶
段循环 ,通过排出富集磷的剩余污泥实现除磷.生物

除磷工艺是较复杂的生态系统 ,微生物组成和群落

演替均影响其功能.目前 ,污水处理厂的调控主要靠

进出水质 COD、PO3 -
4 2P、pH、ORP和 DO等参数经验

值 ,通常在短期调整反应 ,却由于其对微生物性能潜

在的副作用导致长期效果恶化 ,稳定性较差.研究表

明 ,系统的微生物属性甚至微生物的种或亚种都可

能受运行操作影响[1 ] .因此稳定的调控目标应该通

过优化污泥的微生物种群结构和性能实现.

FISH为主的分子生态学研究手段 ,可以直接鉴

定污泥微生物种类[2 ]
,获得污水处理生态系统种群

结构、空间分布关系与动态情况 ,与设计和运行参数

的调控建立关系. Bond 等[3 ]应用 FISH技术比较鉴

定了恶化 EBPR反应器活性污泥和恢复的反应器活
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性污泥中的主导微生物的丰度.通过观察发现 ,恶化

污泥中由不同于β21或β22 Proteobacteria纲的β2亚纲
微生物占主导 , 而在恢复污泥中发现 , 属于

Proteobacteria纲β22 亚纲的微生物占主导. Ahn 等[4 ]

结合 FISH与 PCR2DGGE技术考察了 Rhodocyclus sp .

的菌落形态呈密集团状. Oehmena 等[5 ]比较研究了

SBR反应器中聚磷菌和聚糖菌在污泥中的群落形态

及分布. Wong等[6 ]对来自 9 个污水处理厂的 13 种

活性污泥样品中的菌群进行鉴定与量化. Kong等[7 ]

分析 AΠOSBR反应器中原水 CΠP变化时 ,微生物种

群组成比例的变化.

本研究应用 FISH对强化生物除磷系统启动期

的微生物进行原位分析 ,考察了除磷生态系统形成

过程中的聚磷菌种群结构、空间分布关系、形态的动

态变化 ,探讨与聚磷特性的关系 ,以期为研究调控对

策对种群结构和群落动态的影响提供依据.

1　材料与方法

111　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.实验装置如图 1

所示.反应器间歇式运行 , 6 h 为 1 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

22℃±2℃,好氧阶段 DO > 210 mg·L - 1
.

图 1　实验装置示意

Fig. 1　Schematic diagram of the experimental system

112　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 :CH3 COONa·3H2O 4169 mmol·L - 1 (以 COD

计 300 mg·L - 1 ) , NH4 Cl 1179 mmol·L - 1 ( N = 25

mg·L - 1) , NaH2 PO4 ·2H2O 0132 mmol·L - 1 ( P = 10

mg·L - 1 ) ,此外每L进水中含有 015 mL微量元素液 :

EDTA 100 mg·L - 1
, MgSO4·7H2O 2016 g·L - 1

, CaCl2

516 g·L - 1 ,MnSO4·H2O 0114 g·L - 1 ,FeSO4·7H2O 517

g·L - 1
,CuCl2·2H2O 0119 mg·L - 1

, ZnCl2 0105 g·L - 1
,

H3BO3 0105 g·L - 1
.

113　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、5、9、13、19、24、27、34 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、PO3 -
4 、MLSS、MLVSS、SV

等水质指标 ,污泥部分立即固定用于 FISH分析.

114　FISH分析

11411　样品的固定

污泥样品在 4 %多聚甲醛中 4℃固定 2 h ,在 PBS

溶液中冲洗 2 次 ,悬浮于 PBS2乙醇 (体积比 1∶1)溶

液中 ,于 - 20℃保存.

11412　荧光探针

实验应用16S rRNA探针 EUB338mix和 PAOmix ,

EUB338mix探针包括 EUB338探针 (5′2GCTGCCTCC2
CGTAGGAGT23′) 、EUB3382Ⅱ探针 (5′2GCAGCCACC2
CGTAGGTGT23′)和 EUB3382Ⅲ探针 (5′2GCTGCCAC2
CCGTAGGTGT23′) ,以上均用 FITC标记 , 是全菌探

针[8 ] . PAOmix探针包括 PAO462 探针 (5′2CCGTCAT2
CTACWCAGGGTATTAAC23′) 、PAO651 探针 (5′2CCC2
TCTGCCAAACTCCAG23′)和 PAO846 探针 (5′2GTTA2
GCTACGGCACTAAAAGG23′) ,以上均用 CY3 标记 ,

用来原位检测β2Proteobacteria的 Rhodocyclus sp .及与

其有亲缘关系的菌种[9 ]
.

11413　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 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 215 h ,

杂交液成分如下 : 019 mol·L - 1
NaCl , 20 mmol·L - 1

Tris2HCl , 0101 % SDS , 20 % ( EUB388 ) 和 35 %

(PAO846) 去离子甲酰胺 , pH 712.杂交后于 48℃用

洗液 (40 mmol·L - 1 NaCl , 0101 % SDS , 20 mmol·L - 1
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Tris2HCl ,pH 712)洗 20 min ,之后用蒸馏水洗去残留

洗液 ,自然风干[10 ]
. 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

件获得聚磷菌在全菌中所占比例.

2　结果与分析

211　COD去除效果

反应器运行 34 d ,完成生物除磷启动.图 2给出

了反应器 COD去除效果.从中可见 ,大部分 COD在

厌氧阶段去除 ,整体呈上升趋势 ,从 0 d的 5811 %增

加到 27 d的 74 % ,之后保持平稳.由于进水水质变

化 ,反应器 COD总去除率变化较大.好氧阶段 COD

去除率呈逐渐下降趋势 ,从 0 d的 31 %降低到 24 d

的 7 %. 24 d之后好氧段 COD去除率保持平稳.

图 2　反应器 COD的去除情况

Fig. 2　COD removal performance of SBR

212　磷酸盐去除效果

图 3给出了反应器在启动期污水中磷的去除效

图 3　反应器磷酸盐的去除情况

Fig. 3　Phosphate removal performance of SBR

果.从中可见 , 0～34 d磷的去除率从 3318 %增加到

7315 % ,总体呈上升趋势.磷去除率在 5～9 d时出现

一次突然上升 , 24 d达到最大值 7819 % , 24～27 d

下降 8154 % ,之后回升到 7315 %.

另外 , 0～9 d的厌氧磷释放量约为 0 ,磷的去除

主要在好氧段完成 ,去除量 0 d 和 5 d 分别是 3130

mgΠL和 4117 mgΠL ,到 9 d好氧除磷量增加 ,达到 5158

mgΠL.稳定的厌氧释磷 13 d之后开始出现 ,为 5143

mgΠL , 19 d达到最高点 ,之后释磷量趋于平稳 ,平均

在 1412 mgΠL左右.

213　FISH原位检测反应器中聚磷菌

图 4分别为反应器运行 0、5、13、24、27、34 d

时反应器中聚磷菌的双杂交 FISH图片. 其中显示

出 FITC染料标记的 EUB338mix探针和 CY3染料标

记的 PAOmix探针 ,以及 Rhodocyclus sp .和其他菌种.

214　聚磷菌含量

应用 FISH技术的量化功能 ,即共聚焦显微镜配

套软件获得聚磷菌在全菌中所占比例 ,见图 5.从中

可见 ,曲线的整体走势呈上升趋势.反应器中聚磷菌

含量存在 2个突然增加阶段 , 0～5 d和 24～27 d. 5

～24 d 略有下降 ,最高点出现在启动的 34 d ,为

4115 %.

3　讨论

由图 5可见 ,系统的接种污泥中含有少量的聚

磷菌 ,占全菌的 11151 % ,大部分为异养菌.异养菌

在好氧条件下代谢有机物 ,表现为 COD在好氧段去

除.但是本系统从启动开始就有大量 COD在厌氧段

去除 ,超过初始时含量较少的聚磷菌正常代谢所能

利用的有机物量.

经过本系统厌氧Π好氧驯化 ,聚磷菌的大量繁

殖 ,处于“增殖期”, 5 d达到第 1个峰值 3511 %.由

图 2可见 ,此时厌氧段 COD利用率从 5811 %上升到

66 % ,好氧段 COD去除率从 31 %下降到 2817 %.比

较图 3与图 5可知 ,随着聚磷菌的大量繁殖 ,直到 9

d厌氧释磷还没有出现.可见 ,新生聚磷菌体需要先

吸收一定底物形成 PHA和糖原储备之后才能在厌

氧阶段释放磷 ,好氧阶段吸收磷 ,即需要经过一段

“积累期”,至 9 d才开始行使除磷能力.王晓莲等[11 ]

和尹军等[12 ]也发现了这一现象.对聚磷菌的代谢研

究结论为 ,聚磷菌储备 PHA需要有 poly2P释放磷来

提供一定能量和糖原水解提供还原力[13 ]
.此阶段没

有 poly2P储备的新生菌体吸收底物的途径可以解释

为 ,聚磷菌的菌体之间存在菌丝连接 ,新生菌体可以

从附近老菌体获取能量吸收底物来形成 PHA.试验
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图 4　反应器启动阶段聚磷菌的 FISH图片(标尺 = 10μm)

Fig. 4　FISH picture of PAOs in start2up stage (bar = 10μm)

图 5　污泥中聚磷菌占全菌的比例

Fig. 5　Proportion of PAOs in sludge

中 ,启动开始厌氧段有机物大量被利用也证明了这

一点. 0～9 d磷的去除主要在好氧段完成 ,去除率

从 3318 %增加到 5516 % ,主要被聚磷菌利用贮存

poly2P和菌体增殖. Zeng等[14 ]试验表明聚磷菌 PAOs

转化为反硝化聚磷菌 DPAOs有 5 h的“迟滞期”,与

此有类似现象.本试验中由于新生菌体的环境变化

较大 ,因此“积累期”更长.

从 5～ 24 d 的聚磷菌数量缓慢降低 ,达到

27115 %.然而反应器磷的去除率上升 , 24 d 达到

7819 %. 相应的厌氧段 COD去除率基本保持稳定 ,

而 24 d好氧段 COD去除率降低到 7 %.好氧段 COD

去除率降低表明异养菌等竞争菌正逐步被淘汰.从

厌氧段释磷量上看 ,度过“积累期”的聚磷菌从 9 d

开始释磷 ,于 19 d 达到最高点 ,以后保持稳定.可

见 ,因反应器中底物有限 ,污泥中存在的不同种聚磷

菌竞争生态位 ,聚磷菌种群内部正处在一种优胜劣

汰的缓慢调整状态 ,在这个过程中竞争力强的聚磷

菌正在逐渐成为优势菌种 ,而那些衰老或竞争力弱

的聚磷菌正在逐步被淘汰掉.

24 d反应器中非聚磷菌基本被淘汰掉 ,同时经

过聚磷菌种群内部竞争生存下来的优势菌种得到足

够的生存空间和底物 ,于 24～27 d出现了聚磷菌量

的第 2 个增长期 , 27 d 达到 40184 % ,之后稳定在

40 %以上.此阶段对应的厌氧释磷量和总除磷率却

出现小幅下降 ,可以看到 ,此次繁殖之后再次出现了

一段类似于初期菌量增加之后的“积累期”,即新菌

不行使除磷能力.

27 d后聚磷菌的功能增强并趋于稳定 ,厌氧释

磷量 14171 mgΠL ,去除率 7315 %.厌氧段 COD 去除

率增加 ,保持在 72 %左右 ,好氧段约占 7 %.

从 FISH图片中聚磷菌的形态变化可以看出污

泥中菌群竞争 ,并与反应器处理效果建立关系.图 4
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的 0 d和 5 d ,“增殖期”聚磷菌数量少 ,“积累期”菌

体小 ,且群落结构松散.此阶段反应器运行效果也比

较差.度过“积累期”的聚磷菌 13 d和 24 d的菌体体

积明显增大 ,并紧密聚集成团状.对应于反应器运行

效果开始上升出现峰值. 27 d菌量很大 ,说明菌体

再次大量繁殖 ,但菌体体积小 ,进入反应器的二次

“积累期”,呈现出和 5 d相似的松散菌落形态.反应

器的各项处理效率也停止增长.

4　结论

(1)由异养菌为主的活性污泥经过厌氧Π好氧驯
化 ,可以富集培养大量聚磷菌 PAOs ,经过 34 d完成

生物除磷系统的启动 , PAOs 在全菌中的比例由

1115 %增加到 40148 %.启动过程中污泥内部持续进

行着菌群淘汰过程 ,首先淘汰异养菌等非聚磷菌 ,使

聚磷菌占主导 ,历时 5 d ;而聚磷菌内部也存在优胜

劣汰的选择过程 ,竞争力强的聚磷菌逐渐成为优势

菌种 ,此过程较长 ,在本研究中历时 19 d ;经过聚磷

菌中优势菌群的二次增长完成生物除磷系统的

启动.

(2)富集培养过程中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”,形成一定

的 PHA和 poly2P储备.表现在反应器运行效果是污

染物的去除效率与聚磷菌的增殖相比较有滞后性 ,

经过“积累期”后开始上升出现峰值.本试验中聚磷

菌“积累期”需要 4～8 d左右.聚磷菌内部竞争形成

的优势菌群也经过“积累期”后才发挥作用.

(3)通过 FISH图片看出 ,快速增殖期的聚磷菌

菌体小 ,菌群结构松散.经过“积累期”之后 ,菌体不

断增大 ,并开始紧密聚集形成致密的团状 ,此时反应

器处理效率较高.

参考文献 :

[ 1 ]　Yuan Z , Blackall L L. Sludge population optimisation : A new

dimension for the control of biological wastewater treatment systems

[J ] . Water Research , 2002 , 36 (2) : 4822490.

[ 2 ]　Oehmen A , lemos P C , Carvalho G, et al . Advances in enhanced

biological phosphorus removal : From micro to macro scale[J ] . Water

Research , 2007 , 41 : 227122300.

[ 3 ]　Bond P L , Keller J , Blackall L L. Bio2P and non2bio2P bacteria

identification by a novel microbial approach[J ] . Water Science and

Technology , 1999 , 39 (6) : 13220.

[ 4 ]　Ahn J , Daidou T , Tsuneda S , et al . Characterization of denitrifying

phosphate2accumulating organisms cultivated under different electron

acceptor conditions using polymerase chain reaction2denaturing

gradient gel electrophoresis assay [J ] . Water Research , 2002 , 36

(2) : 4032412.

[ 5 ]　Oehmena A , Saunders A M , Vives M T , et al . Competition between

polyphosphate and glycogen accumulating organisms in enhanced

biological phosphorus removal systems with acetate and propionate as

carbon sources [J ] . Journal of Biotechnology , 2006 , 123 : 22232.

[ 6 ]　Wong M T , Mino T , Seviourc R J , et al . In situ identification and

characterization of the microbial community structure of full2scale

enhanced biological phosphorous removal plants in Japan [J ] . Water

Res , 2005 , 39 : 290122914.

[ 7 ]　Kong Y, Beer M , Rees G. Function analysis of microbial

communities in aerobic2anaerobic sequencing batch reactors fed with

different phosphorusΠcarbon ( CΠP) ratio [J ] . Microbiology , 2002 ,

148 : 229922307.

[ 8 ]　Daims H , Bruhl A , Amann R , et al . The domain2specific probe

EUB338 is insufficient for the detection of all bacteria. Development

and evaluation of a more comprehensive probe set [ J ] . Syst Appl

Microbiol , 1999 , 22 : 4342444.

[ 9 ]　Crocetti G R , Hugenholtz P , Bond P L , et al . Identification of

polyphosphate2accumulating organisms and design of 16S rRNA2

directed probes for their detection and quantitation [J ] . Appl Environ

Microbiol , 2000 , 66 (3) : 117521182.

[10 ]　Amann R I. In situ identification of micro2organisms by whole cell

hybridization with rRNA2targeted nucleic acid probes [ A ] . In :

Akkermans A D L , Elsas J D , de Bruij F J , editors. Molecular

microbial ecology manual[ C] . London : Kluwer , 1995. 1215.

[11 ]　王晓莲 ,王淑莹 ,马勇 ,等. A2O工艺中反硝化除磷及过量曝

气对生物除磷的影响 [J ] . 化工学报 , 2005 , 56 (8) : 15652

1570.

[12 ]　尹军 ,王晓玲 ,吴相会 ,等.低 CΠN条件下MUCT工艺的反硝化

除磷特性[J ] . 环境科学 , 2007 , 28 (11) : 247822483.

[13 ]　Seviour R J , Mino T , Onuki M , et al . The microbiology of biological

phosphorus removal in activated sludge systems[J ] . FEMS Microbiol

Ecol , 2003 , 27 : 992127.

[14 ]　Zeng R J , Saunders A M , Yuan Z G, et al . Identification and

Comparison of Aerobic and Denitrifying Polyphosphate2Accumulating

Organisms [J ] . Biotechnol Bioeng , 2003 , 83 (2) : 1402148.

48 环　　境　　科　　学 30卷


