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利用处理含 4-氯苯酚模拟废水的剩余污泥培养普通小球藻

王璐，陈秀荣* ，闫龙，何怡萱，施震东
( 华东理工大学资源与环境工程学院，上海 200237)
摘要: 利用处理含 4-氯苯酚( 4-CP) 模拟废水的剩余污泥经离心得到的上层清液和下层污泥的提取液分别培养普通小球藻
( Chlorella vulgaris) ，以达到处理剩余污泥上清液和提取液与培养小球藻的双重目的． 试验在 500 mL的锥形瓶中进行，将 BG-
11 培养基与处理含 4-CP模拟废水的剩余污泥提取液和上清液分别按不同比例混合，在光暗比 14∶ 10 条件下培养小球藻． 试
验考察了藻细胞数目、叶绿素 a，藻细胞酶活性，油脂、液相总氮( TN) 、总磷( TP) 、总有机碳( TOC) 、毒性等指标． 结果表明，
小球藻培养过程中，可有效降低污泥提取液与上清液中的营养物质含量及毒性，其中 TN 和 TP 去除率分别达到 40%和 90%
以上; 污泥提取液可促进藻密度的增殖但不利于合成叶绿素 a; 培养 10 d后，50%污泥提取液组的藻密度增加 20 倍，但其单
位藻细胞的叶绿素 a含量却小于空白组． 纯污泥提取液和上清液组的小球藻单位藻细胞超氧化物歧化酶( SOD酶) 高于空白
组，这说明污泥提取液和上清液的毒性物质对小球藻具有一定的刺激效应． 以小球藻内油脂积累作为其资源化价值的关键评
价指标，结合液相氮磷和毒性物质的去除，最优的小球藻收集时间为培养第 5 d．
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Using Excess Activated Sludge Treated 4-Chlorophenol Contained Waste Water
to Cultivate Chlorella vulgaris
WANG Lu，CHEN Xiu-rong* ，YAN Long，HE Yi-xuan，SHI Zhen-dong
( College of Ｒesources and Environmental Engineering，East China University of Science and Technology，Shanghai 200237，China)
Abstract: Using different rations of sludge extracts and supernate from 4-Chlorophenol ( 4-CP) simulated wastewater's excess sludge
after centrifugation to cultivate the Chlorella vulgaris to achieve the goal of excess sludge utilization together with chlorella cultivating．
The experiments were performed in 500 mL flasks with different rations of sludge extracts ＆ BG-11 and supernate ＆ BG-11 in a light
growth chamber respectively． Number of algal cells，Chlorophyll，enzyme activity，oil and water total nitrogen ( TN) ，total phosphorus
( TP) ，total organic carbon ( TOC) ，toxicity index were investigated． Ｒesult showed that the nutrition supplies and toxicity in the
excess sludge were removed efficiently via Chlorella vulgaris，the removal rates of TN and TP were at least 40% and 90% respectively;
After 10 days cultivation，the density growth of 50% sludge extracts was 20 times higher of the beginning while its chlorophyll content
was lower than that of the blank group． Sludge extracts could promote the proliferation of algae，but were not conducive to the synthesis
of chlorophyll． The quantity of SOD in per cell showed Chlorella vulgaris gave a positive response via stimulation from toxicant in sludge
extracts and supernate． The best time for collecting chlorella vulgaris was the fifth day of cultivation，taking neutral oil accumulation as
the evaluating indicator for its utilization combined with the removal of supplies and toxicity．
Key words: Chlorella vulgaris; excess sludge; sludge extracts; sludge supernate; resource utilization

活性污泥法是低成本、稳定处理工业废水的有
效途径［1，2］，但伴随的问题是产生大量的剩余污

泥［3］． 城市污水厂的剩余污泥危害尚小，而处理工业
废水的剩余污泥多被列于危险废弃物［4］，其处理、处
置的 安 全 标 准 更 为 严 格． 氯 酚 类 化 合 物
( chlorophenols，CPs) 作为生物杀虫剂、木材防腐剂、
染料、除锈剂等产品的主要成分，在工业应用中可对
环境造成严重污染［5］． 已有研究表明，活性污泥经驯
化可有效处理此类废水［6，7］，但处理过程所产生的剩

余污泥毒性显著． 工程中，对污泥浓缩、脱水环节所
产生的提取液或上清液的处理模式是回流到原污水

处理系统，进行再处理． 由于处理此类废水的污泥毒
性较高，故其浓缩上清液或脱水提取液也含有显著毒

性，势必对原有的污水处理过程造成影响．
小球藻( Chlorella) 为绿藻门小球藻属普生性单

细胞绿藻，是地球上最早的生命之一． 因其光合速
率高［8］，繁殖速度快，分布范围广［9］，抗污能力

强［10］，是对有机物耐受性最强的 8 种藻之一［11］，在
污水处理中有着广泛的应用［12］． 而且，由于小球藻
在生长过程中可以在细胞内积累油脂［13］，在可持续

能源领域也有着广阔的前景［14］．
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本研究利用活性污泥法处理含 4-CP 模拟废水
的剩余污泥提取液和上清液分别与小球藻 BG-11
培养基联合用于培养普通小球藻 ( Chlorella
vulgaris) ，考察藻细胞数目、叶绿素 a、藻细胞酶活
性、油脂、液相 TN、TP、TOC、毒性等指标． 通过资
源化利用的方式来处理工业废水污泥浓缩池的上清

液和脱水提取液，以期为小球藻低成本培养提供技

术支持．

1 材料与方法

1. 1 试验设计
试验用培养基的制备过程见图 1．

图 1 试验用培养基的制备流程
Fig． 1 Process of preparation for the culture medium

剩余污泥: 投加 50 mg·L －1 4-CP模拟废水至序
批式活性污泥法( SBＲ) 反应系统，水力停留时间 8
h，泥龄 20 d．
污泥上清液: 即为剩余污泥的孔隙水，取剩余

污泥离心( 5 000 r·min －1，5 min) ，得污泥固体和污
泥上清液．
污泥提取液: 即为剩余污泥的胞内物质，用超

纯水离心清洗污泥固体 3 次，以去除剩余污泥孔隙
水的影响，然后添加超纯水至原泥水混合液相同的

体积． 超声破胞［15］( 300W超声仪运行 1 s，停止 1 s
破胞 10 min) ，离心( 12 000 r·min －1，10 min) 后得污
泥提取液．
混合: 将污泥提取液和上清液分别与不同比例

BG-11 混合后 121℃灭菌 30 min 备用． 培养基配比
及各组分含量见表 1． 污泥提取液 ( TN: 49. 65
mg·L －1、 TP: 11. 17 mg·L －1、 TOC: 196. 66
mg·L －1 ) 相 对 于 BG- 11 培 养 基 ( TN: 170. 21
mg·L －1、TP: 5. 05 mg·L －1、TOC: 21. 84 mg·L －1 ) ，

氮少磷多有机碳多，而上清液氮磷碳含量均较低

( TN: 26. 80 mg·L －1、 TP: 1. 96 mg·L －1、 TOC:
25. 60 mg·L －1 ) ; 污泥提取液因包含大量微生物细

胞破胞产物而 TOC 含量丰富( 接近 200 mg·L －1 ) ，

相对而言，上清液中 TOC 含量很少 ( 约为 20
mg·L －1 ) ．
1. 2 分析测定方法
试验中各指标的主要分析测定方法见表 2．

表 1 培养基配比及各组分含量
Table 1 Initial sludge extract and BG-11 components and contents

序号 BG-11 /% 污泥提取液 /% 污泥上清液 /% 初始 TN /mg·L －1 初始 TP /mg·L －1 初始 TOC /mg·L －1

0 100 0 0 170. 21 ± 4. 09 5. 05 ± 0. 15 21. 84 ± 0. 92
1 50 50 0 110. 63 ± 3. 15 7. 26 ± 0. 21 106. 27 ± 4. 14
2 0 100 0 49. 65 ± 1. 91 11. 17 ± 0. 89 196. 66 ± 1. 69
3 50 0 50 98. 67 ± 2. 35 2. 87 ± 0. 30 20. 74 ± 1. 08
4 0 0 100 26. 80 ± 0. 66 1. 96 ± 0. 20 25. 60 ± 0. 59

表 2 试验过程中分析测定方法
Table 2 Analytical methods in the experiment

项目 测定指标 测定方法 主要仪器

细胞密度 血球计数 光学显微镜

叶绿素 a 分光光度法［16，17］ 分光光度计

生长指标 CAT 试剂盒 分光光度计

SOD 试剂盒 分光光度计

油脂 尼罗红染色法［18，19］ 荧光分光光度计

TN 碱性过硫酸钾消解法紫外分光光度法 紫外分光光度计

水相指标
TP 钼酸盐分光光度法 分光光度计

TOC 非色散红外线吸收法 TOC测定仪
毒性 T3 明亮发光杆菌法［20］ 生物毒性测试仪
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1. 3 主要药品与设备仪器
普通小球藻( Chlorella vulgaris，FACHB-31) ，购

自中国科学院武汉水生生物研究所; T3 明亮发光
杆菌购自中科院南京土壤研究所，CAT、SOD 试剂
盒购自南京建成生物工程研究所( 南京建成生物有

限公司) ; 尼罗红购自阿拉丁试剂有限公司，其他试

剂均购自国药集团化学试剂有限公司．
斯必克公司博迅光照培养箱 SPX-250B-G，麦克

迪奥( 厦门) 公司 MOTIC 光学显微镜 BA200，天美
( 中国) 科学仪器有限公司 Techcomp 分光光度计
UV1102，中科院南京土壤研究所 DXY-2 型生物毒
性测试仪，德国 SＲK 公司 TOC 测定仪 GO-TOC
1000，美国 VAＲIAN公司 Cary Eclipse型荧光分光光
度计，上海颖和超声设备有限公司 NA1860 超声清
洗机控制器．
1. 4 试验方法
试验设置 5 组，每组 3 个平行样． 将普通小球

藻接种到表 1 所示培养基中( 取培养 5 d 时处于对
数生长期的藻液接种，初始接种浓度为培养基总体

积的 10%，细胞密度约 1. 5 × 106 个·mL －1 ) ． 光照
培养箱温度 25℃，光暗比 14∶ 10，光照度2 000 lx，培
养 10 d． 第 0、2、5、8、10 d各取样一次，测定藻细
胞数目、叶绿素 a，细胞酶活性，中性油脂、液相
TN、TP、TOC、毒性的变化趋势．
由公式( 1) 计算 TN，TP，TOC的去除率

r =
( c0 － ct )

c0
× 100% ( 1)

式中，r表示去除率，c0、ct 分别为起始浓度和培养 t
时间( d) 后的浓度( mg·L －1 ) ．
由公式( 2) 计算液相毒性相对抑制率

t =
( D0 － Dt )

D0
× 100% ( 2)

式中，t表示毒性相对抑制率，D0 表示空白水样发光

菌的亮度，Dt 表示对照组水样发光菌亮度．
试验中所提到的单位藻细胞内叶绿素 a和 SOD

酶的含量均用其总含量除以对应时刻的藻细胞

数目．

2 结果与讨论

2. 1 液相营养物质及毒性的去除
根据相关试验数据，作出 TN、TP、TOC 含量随

时间的变化趋势图，如图 2 所示． 用 T3 明亮发光杆
菌测试各组离心后液相的毒性，以其亮度表征其毒

性情况，再以 BG-11 组作为参比，用试验组的毒性

相对抑制率 /BG-11 空白组的毒性相对抑制率来表
征毒性，反映试验各组液相的毒性变化情况，结果如

图 3 所示．
由图 2( a) 可以看出，污泥提取液和上清液中的

TN含量少于 BG-11 空白组． 各组 TN在前 4 d内去
除率较大，第 5 d 后小球藻对 TN 的吸收速率下降，
TN水平趋于稳定; 此阶段，各组 TN 去除率分别达
到 59. 28%、48. 27%、56. 50%、42. 47%、100%，
均达到了 40%以上，说明小球藻对污泥提取液和上
清液中的 TN均有一定的去除能力． 该结果与吕福
荣等［21］研究提出的“随着时间的延长，小球藻对氮
的吸收逐渐稳定”相一致，但本研究中小球藻对 TN
的吸收在 4 ～ 5 d 后才趋于稳定，与文献［21］所述“
小球藻对氮的吸收 2 d 内可以达到较大值”有显著
差异． 这主要是因为在吕福荣的试验中初始接种量
为 20%，并且氮源的形态比较单一( 氨氮) ; 而本试
验中的接种量为 10%，氮的形式因 BG-11 中主要为
硝酸盐氮，污泥提取液与上清液中氮的形态多样［22］

( 以有机氮为主，其次是氨氮，微量无机氮) ，邢丽

贞［23］的研究中也提出小球藻对不同氮源吸收能力

不同，其吸收的顺序为: 氨氮 ＞简单有机氮 ＞硝态
氮和亚硝态氮，综上分析认为是接种量与氮的形态

不同导致了这样的差异．
由图 2( b) 可以看出，污泥提取液中的 TP 含量

高，而上清液中的 TP 含量较低． 与图 2 ( a) 所不同
的是，小球藻对 TP的吸收是持续进行的，并未在某
个时间点后趋于稳定． 培养后试验各组 TP 减少的
绝对量分别为 4. 64、6. 89、11. 16、2. 33 和 1. 77
mg·L －1，小球藻对于 TP的吸收并无“饱和”值，并且
初始磷含量越多，小球藻对其去除的绝对量越大．
经过 10 d 培养，各试验组的 TP 含量均低于 0. 5
mg·L －1，可达到国家城镇污水厂一级 A 类排放标准
( GB 18918-2002) ．
小球藻既能进行光合自养生长又可利用有机碳

进行异养生长［24］． 由图 2( c) 可以看出，在试验 1、2
组中，小球藻在 2 d 内迅速利用了培养基中的有机
质，随着时间的推移对 TOC 的降解速率开始下降．
培养结束后，试验 1、2 组的 TOC 去除率分别为
72. 14%和 61. 75%，去除效果较好． 空白组和提取
液组的 TOC没有明显的变化并且有时出现反复，张
国治等［25］的研究中也有类似结论，TOC 含量越高，
其去除率越高，TOC较低时，去除效果不明显．
结合图 3 可看出，在未接种藻液前，各组的毒性

均大于 BG-11 空白组，接种藻液后的第 2 d，各组的
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图 2 培养基中 TP、TN、TOC变化趋势
Fig． 2 Variation trend of the TP，TN and TOC

毒性都有了明显的下降，第 5 d 时，各组毒性则明显
小于 BG-11 空白组，说明藻细胞对培养基中的毒性
物质有显著的去除效能，Lin 等［26］研究亦证明垃圾
渗滤液对植物的毒性随藻类的生长而降低． 第 8 d
和第 10 d的液相毒性有所增高，可能是因为随着培
养时间的延长，液相积累了小球藻的胞外分泌物，对

发光杆菌具有一定的抑制．

图 4 藻细胞密度与单位藻细胞内叶绿素 a的变化
Fig． 4 Variation of the density of Chlorella vulgaris and the content of Chlorophyll per cell

综合来看，小球藻对污泥提取液和上清液中的

TN、TP的去除率分别达到了 40%和 90%以上． 对
于含污泥提取液的试验组，小球藻也可以异养生长

有效去除 TOC，这说明利用小球藻去除污泥中的营
养物质是可行的; 另外小球藻可有效消除污泥提取

液和上清液的毒性，为有毒剩余污泥上清液或提取

液的合理处理和资源化利用提供了新的思路．
2. 2 小球藻的生长特性
以藻细胞密度和单位藻细胞内的叶绿素 a 含量

表征小球藻的生长情况，做出试验各组小球藻生长

特性随时间的变化，如图 4 所示．

图 3 试验组相对空白组的毒性变化
Fig． 3 Variation of toxicity of experimental groups

compared with the blank group

由图 4 ( a) 可以看出，添加 50%污泥提取液的
试验组中小球藻长势最好，藻细胞密度始终高于

BG-11 组，最终达到( 35. 29 ± 3. 74) × 106 个·mL －1 ;

其次是纯污泥提取液的试验组，但从第 5 d 起，该组
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小球藻增长速率开始下降，分析认为是提取液组缺

少了 BG-11 所提供的某些微藻生长所需微量物质，
导致对微藻生长产生抑制． 添加 50%上清液组的小
球藻增长趋势与 BG-11 组基本一致; 纯上清液组小
球藻的长势始终较 BG-11 组差．
图 4( b) 反映了单位藻细胞的叶绿素 a 含量变

化． 从图 4( b) 可知，单位藻细胞的叶绿素 a 含量基
本呈先降后升的趋势． 接种藻细胞之时，每组单位
藻细胞的叶绿素 a 含量基本一致，第 2 d 则普遍下
降，而此时藻密度仍在增加，这说明小球藻内叶绿素

a含量的增长速率滞后于藻细胞数目的增长速率．
由图 4( b) 可以看出，从第 5 d 开始，纯污泥提取液
与上清液组的单位藻细胞的叶绿素 a含量均明显小
于 BG-11 空白组; 50%污泥提取液组的单位藻细胞
的叶绿素 a含量高于其对应的纯污泥提取液组; 而
50%污泥上清液组的单位藻细胞的叶绿素 a 含量不
仅高于其所对应的纯污泥上清液组，而且与 BG-11
空白组的值比较接近． 这表明，添加一定比例的
BG-11 培养基分别与污泥提取液和上清液混合作为
培养基有利于藻细胞内叶绿素 a 的积累． 分析认
为，污泥提取液和上清液中的氮源不利于叶绿素 a
的生成; BG-11 中添加的氮源为硝态氮，而硝态氮
是除尿素外最利于小球藻内叶绿素 a 积累的氮
源［27］．
取离心后的小球藻研磨，用缓冲溶液稀释，用

SOD试剂盒测试，做出各组 SOD酶随时间的变化趋
势，以观察小球藻胞内物质对外界环境的响应情况．
取离心后的小球藻加入尼罗红染色，测定其相对荧

光强度，以观察小球藻内油脂的积累情况．
如图 5 所示，接种小球藻的第 0 d，各试验组单

位细胞内的 SOD值均较高，这说明小球藻接种到一
个新环境，新环境的物质对小球藻造成了抑制-响
应; 相对于 BG-11 空白组［( 5. 68 ± 0. 29) U·mL －1］

来说，纯污泥提取液组［( 6. 35 ± 0. 10 ) U·mL －1］和

纯污泥上清液组［( 5. 88 ± 0. 14 ) U·mL －1］的单位藻

细胞内 SOD值较高，说明污泥提取液和上清液中所
含的毒性物质对藻细胞抑制较强，藻细胞通过分泌

更多的应激酶以自我调节． 接种第 2 d，各试验组的
单位藻细胞内 SOD值均出现明显下降，之后均保持
在较低水平． 这说明，小球藻已经适应了污泥提取
液和上清液中的毒性物质，即小球藻可以通过胞内

物质的作用有效地降低水相毒性．
如图 6 所示，各试验组的油脂积累都经历了先

降后升再降的过程，均在第 5 d 达到了最大油脂积

图 5 试验各组单位藻细胞内的 SOD随时间的变化
Fig． 5 Variation of the SOD in per cell of each group

累量，其中添加 50%上清液组的油脂积累量与 BG-
11 空白组持平( 相对荧光强度分别为 364. 64 ±
14. 73 和 361. 04 ± 17. 31 ) ，纯上清液试验组的油脂
积累量略低( 相对荧光强度为 337. 64 ± 10. 07 ) ，纯
污泥提取液组的油脂积累量最低( 相对荧光强度为

297. 67 ± 17. 31) ． 这说明，污泥上清液养藻对其油
脂积累影响较小，而以污泥提取液养藻时，油脂积累

效果略差． 但结合经济指标分析，上清液和提取液
养藻皆具有一定的可行性． 以污泥上清液养藻时，
以油脂积累衡量最优的培养时间是 5 ～ 8 d; 而以污
泥提取液作为培养基养藻时，油脂积累最优的培养

时间为 5 d．

图 6 试验各组油脂相对荧光强度随时间的变化
Fig． 6 Variation of neutral oil of each group

3 结论

( 1) 小球藻可有效地去除污泥提取液和上清液
中的氮、磷、有机碳等物质，也可有效消减液相毒
性，有望解决工业废水生物处理后剩余污泥提取液

和上清液的安全处理问题．
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( 2) 小球藻利用剩余污泥中的营养物质完成了
自身的增殖，并积累了油脂，可提供低成本养藻途

径，可解决目前自来水养藻成本高，投入高的问题，

也为小球藻与剩余污泥提取液和上清液的共资源化

处理与利用提供了新方法．
( 3) 综合来看，利用剩余污泥培养小球藻的过

程中，第 5 d不仅可以达到对剩余污泥中营养物质
和毒性的有效去除，而且可获得油脂的最大积累，是

二者共资源化利用的最佳时段．
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［13］ otarič M，Klinar D，Bricelj M，et al． Growth，lipid extraction

and thermal degradation of the microalga Chlorela vulgaris［J］．

New Biotechnology，2012，29( 3) : 325-331．

［14］ Ahmad A L，Yasin N H M，Derek C J C，et al． Microalgae as a

sustainable energy source for biodiesel production: A review

［J］． Ｒenewable and Sustainable Energy Ｒeviews，2011，15

( 1) : 584-593．

［15］ 司建伟，何少华，周雪飞，等． 小球藻处理污泥提取液的试

验研究［J］． 山东化工，2010，39( 2) : 12-14．

［16］ 吴俊森，万修志，马永山． 小球藻中叶绿素 a提取方法研究
［J］． 山东师范大学学报( 自然科学版) ，2011，26 ( 2 ) : 79-

81．

［17］ Dere S，Günes T，Sivaci Ｒ． Spectrophotometric determination of

chlorophyll-A，B and total carotenoid contents of some algae

species using different solvents［J］． Turkish Journal of Botany，

1998，22: 13-17．

［18］ 梁文艳，张元春，曹敬灿，等． 采用尼罗红荧光探针对微藻

中油脂的定量测定［J］． 环境化学，2013，32 ( 8 ) : 1491-

1495．

［19］ 王海英，符茹，黄宝祥． 基于尼罗红荧光染色的小球藻脂质

快速检测方法研究［J］． 中国油脂，2012，37( 3) : 78-81．

［20］ 杜丽娜，杨帆，穆玉峰，等． 某制药废水对发光细菌急性毒

性的评价研究［J］． 环境科学，2014，35( 1) : 286-291．

［21］ 吕福荣，杨海波，李英敏，等． 自养条件下小球藻净化氮磷

能力的研究［J］． 生物技术，2003，13( 6) : 46-47．

［22］ 王晓霞，邱兆富，范吉，等． 超声波处理剩余污泥有机物、

氮和磷的释放特性研究［J］． 环境污染与防治，2009，31

( 3) : 66-69．

［23］ 邢丽贞． 固定化藻类去除污水中氮磷及其机理的研究［D］．

西安: 西安建筑科技大学，2005．

［24］ 马宇翔，李建宏，浩云涛． 自养与异养条件下小球藻对氮、

磷的利用［J］． 南京师大学报，2002，25( 2) : 37-41．

［25］ 张志国，姚爱莉． 藻类对猪粪厌氧废液的净化作用［J］． 西

南农业学报，2000，13( S1) : 105-112．

［26］ Lin L，Chan G Y S，Jiang B L，et al． Use of ammoniacal

nitrogen tolerant microalgae in landfill leachate treatment［J］．

Waste Management，2007，27( 10) : 1376-1382．

［27］ 赵华，董晓宇，夏媛媛，等． 氮源对小球藻光合作用和色素

积累的影响［J］． 现代食品科技，2012，28( 4) : 367-370.

1141


