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摘　 要： 为研究剩余污泥发酵液作碳源对微生物群落结构的影响，将发酵液与市政污水按流量比 １ ∶ ３５ 回用于厌氧－缺
氧－好氧反应器，在室温下运行 ９０ ｄ．聚类分析表明，发酵液明显改变了微生物群落结构，５～ ３０ ｄ 和 ４５～ ９０ ｄ 的微生物属

于不同的聚集区； 微生物多样性分析表明，发酵液使 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数从 ２􀆰 ６ 升高到 ３􀆰 １，系统运行稳定性增强；
ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 分析表明，发酵液对微生物群落具有一定的选择性，氨氧化菌 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．、硝化菌 Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和

Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｓｐ．、反硝化菌 Ｃｏｍａｍｏｎａｓ ｓｐ．和聚磷菌 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 得到富集，ＴＮ 和 ＴＰ 去除率从 ６４􀆰 ５％和 ５２􀆰 ４％提高

到 ８４􀆰 ７％和 ９４􀆰 ３％．
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　 　 最近的研究表明，剩余污泥厌氧发酵产生的

挥发酸是脱氮除磷的良好碳源［１－２］，且剩余污泥

发酵液比乙酸盐更适合作为脱氮除磷的碳源［３］ ．
Ｇａｏ 等［４］发现将剩余污泥发酵液应用于厌氧－缺

氧－好氧 （ Ａ２Ｏ） 工艺后， ＴＮ 和 ＴＰ 的去除率达

８０􀆰 １％和 ９０􀆰 ０％；Ｔｏｎｇ 等［５］ 的研究表明，剩余污

泥碱发酵液与市政污水按 １ ∶ ３５ 投入 ＳＢＲ 反应

器后，总氮（ＴＮ）和磷酸盐（ＰＯ４
３－ －Ｐ）的去除率分

别由 ６３􀆰 ３％和 ４４􀆰 ０％提高到 ８３􀆰 ２％和 ９２􀆰 ９％．为
进一步研究污泥发酵液提高污水脱氮除磷效果的

机理，Ｊｉ 等［６］ 采用荧光原位杂交（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ
ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ， ＦＩＳＨ）技术研究污泥发酵液和

乙酸盐对 ＳＢＲ 中脱氮除磷功能菌的影响，发现污

泥发酵液能够促进短程硝化－反硝化和反硝化除



磷反应发生，节省碳源，提高合成废水的脱氮除磷

效果．Ｚｈｕ 等［７］通过 ＦＩＳＨ 技术研究发现：在厌氧－
低溶解氧工艺中，剩余污泥碱发酵液能够增加将

氧化二氮（Ｎ２Ｏ）直接还原为氮气（Ｎ２）的微生物

量，减少 Ｎ２Ｏ 和一氧化氮（ＮＯ）产生，提高 ＴＰ 和

ＴＮ 去除效率，降低氧气消耗．
本实验从实际应用的角度出发，将剩余污泥

发酵液作为内碳源与市政污水按比例混合后，回
用于 Ａ２Ｏ 反应器．考察投加发酵液对微生物群落

结构的影响，分析微生物群落结构与工艺脱氮除

磷效能之间的关系．同时采用 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ 技术分

析投加发酵液前后脱氮除磷功能菌群的变化．

１　 实　 验

１􀆰 １　 实验材料

剩余活性污泥取自哈尔滨某污水厂二沉池，
经超声（０􀆰 ６ Ｗ ／ ｍＬ； ５ ｍｉｎ）和碱（ｐＨ＝ １２）联合预

处理后厌氧发酵 ５ ｄ，所得发酵液于１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，再通过鸟粪石法去除氮和磷［８］ ．所得

污泥发酵液的性质如下： ＣＯＤ ８ １２０ ｍｇ ／ Ｌ； ＴＮ
２５６􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ；氨氮 （ＮＨ４

＋ －Ｎ） ３８􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ；总磷

（ＴＰ） ４７􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ；ＰＯ４
３－ －Ｐ ２８􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ；挥发酸

（ＶＦＡｓ）５ ０６１ ｍｇ ／ Ｌ；溶解性蛋白 ２７９ ｍｇ ／ Ｌ；溶解

性多糖 ９１ ｍｇ ／ Ｌ．其中 ＶＦＡｓ 中乙酸、丙酸所占的

质量分数分别为 ３８􀆰 ２％和 ３０􀆰 ６％．
１􀆰 ２　 实验装置

污水处理工艺流程如图 １ 所示．Ａ２Ｏ 反应器

的厌氧、缺氧和好氧池的水力停留时间分别为 ２，
２ 和 ６ ｈ．缺氧和好氧池的溶解氧分别控制在 ０􀆰 ５～
１􀆰 ０ 和 ３􀆰 ０～３􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ．混合液悬浮固体质量浓度

（ＭＬＳＳ）为（４ ０００±５００） ｍｇ ／ Ｌ，污泥停留时间为

１５ ｄ．反应器在室温下连续运行 ９０ ｄ．从第 ２０ 天开

始将污泥发酵液与市政污水按 １ ∶ ３５［５］ 投加到反

应器中，投加前后进水水质见表 １．
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图 １　 Ａ２Ｏ 处理工艺流程

表 １　 投加污泥发酵液前后进水水质 ｍｇ·Ｌ－１

类别 ＣＯＤ ρ（ＴＮ） ρ（ＮＨ４
＋ － Ｎ） ρ（ＴＰ） ρ（ＰＯ４

３－ － Ｐ） ＶＦＡｓ

市政污水 １８３􀆰 ５ ４４􀆰 ８ ３１􀆰 ９ ８􀆰 ３ ４􀆰 ２ ９􀆰 ２
混合液 ４０３􀆰 ９ ５０􀆰 ７ ３２􀆰 １ ９􀆰 ４ ４􀆰 ９ １４９􀆰 ５

１􀆰 ３　 检测方法

ＣＯＤ、ＴＮ、ＴＰ、ＰＯ４
３－ －Ｐ 和 ＮＨ４

＋ －Ｎ 按照文献

［９］ 进行检测；蛋白浓度采用 Ｌｏｗｒｙ 法进行检

测［１０］；多糖采用苯酚－硫酸法［１１］ 测定；挥发酸采

用高效气相色谱法［１２］ 测定．采用 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ 技

术对微生物群落结构进行分析．首先，通过上海华

舜生物公司的细菌 ＤＮＡ 试剂提取污泥中的 ＤＮＡ．
然后，以真菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物 ＢＳＦ３３８ （ ５ －
ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－ ３’） 和 ＢＳＲ５ （ ５ －
ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ－ ３’）对提取的 ＤＮＡ 进

行 ＰＣＲ 扩增．ＤＧＧＥ 的操作过程见文献［１３］．
１􀆰 ４　 数据分析

１􀆰 ４􀆰 １　 工艺运行稳定性分析

采用出水 ＣＯＤ、ＴＮ 和 ＴＰ 的标准差 （Ｄｓ） 来

衡量不同阶段出水的波动，进而对工艺运行稳定

性进行评价． Ｄｓ 的计算式为

Ｄｓ ＝
∑

ｎ

ｉ ＝ １
（ｘｉ － 􀭰ｘ） ２

ｎ － １
． （１）

式中： Ｄｓ 为 ＣＯＤ、ＴＮ 或 ＴＰ 标准差，ｍｇ ／ Ｌ； ｘｉ 为第

ｉ 个出水样品的 ＣＯＤ、ＴＮ 或 ＴＰ 质量浓度，ｍｇ ／ Ｌ；
􀭰ｘ 为出水 ＣＯＤ、ＴＮ 或 ＴＰ 质量浓度平均值，ｍｇ ／ Ｌ；
ｎ 为数据个数．
１􀆰 ４􀆰 ２　 生物信息学分析

微生 物 种 群 多 样 性 采 用 Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数

（Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ， Ｈ） ［１２］ 表示，用来评价系

统内微生物种群的丰富程度及分配均匀性，即

·３４·第 １０ 期 刘亚利， 等： 污泥发酵液对 Ａ２Ｏ 脱氮除磷和微生物的影响



Ｈ ＝－ ∑
ｔ

ｉ ＝ １
（Ｐ ｉ × ｌｎ Ｐ ｉ） ． （２）

式中： Ｐ ｉ 为条带 ｉ 所占比例； ｔ 为条带数．

２　 结果和讨论

２􀆰 １　 工艺运行效果分析

投加发酵液前后，ＣＯＤ、ＴＮ 和 ＴＰ 去除率随时

间的变化如图 ２ 所示．与市政污水相比，投加发酵

液使进水 ＣＯＤ 升高了 ２２０􀆰 ４ ｍｇ ／ Ｌ，但 ＣＯＤ 去除率

仍由 ８６􀆰 ７％提高到 ８９􀆰 ２％．这是因为增加的 ＣＯＤ
以ＶＦＡｓ、溶解性蛋白和多糖为主，能够在Ａ２Ｏ 反应

器中得到完全降解．该结果与发酵液作为 ＳＢＲ 反应

器碳源所得的结论一致［５］ ．在进水 ＴＮ 和 ＴＰ 质量

浓度略有升高的条件下，发酵液使 ＴＮ 和 ＴＰ 去除

率由 ６４􀆰 ５％和 ５２􀆰 ４％提高到 ８４􀆰 ７％和 ９４􀆰 ３％．这是

因为： 发酵液中富含的 ＶＦＡｓ 为聚磷菌提供了最佳

碳源［１４］； 发酵液使碳氮比由 ４􀆰 １ 升高到 ９􀆰 ０，削弱

了反硝化菌和聚磷菌对有限碳源的竞争［３］ ．
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图 ２　 ＣＯＤ、ＴＮ 和 ＴＰ 去除率随时间的变化

　 　 投加发酵液前后，反应器出水 ＣＯＤ、ＴＮ 和 ＴＰ
的标准差如表 ２ 所示．发酵液使出水 ＣＯＤ、ＴＮ 和

ＴＰ 的标准差均呈现先升高后降低的趋势，表明工

艺的运行稳定性先降低后提高．这是因为发酵液

改变了进水水质，进而影响了微生物群落结构，经
过 ２５ ｄ 的驯化期后，适应新水质的微生物群落结

构达到稳定，工艺运行稳定性提高．
表 ２　 出水ＣＯＤ、ＴＮ和ＴＰ标准差随发酵液的变化 ｍｇ·Ｌ－１

时段 ＣＯＤ ＴＮ ＴＰ

０～２０ ｄ ３􀆰 ６９ １􀆰 ４５ ０􀆰 ３３

２０～４５ ｄ ４􀆰 ９４ １􀆰 ７８ ０􀆰 ５４

４５～９０ ｄ ２􀆰 ７３ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ０５

２􀆰 ２　 微生物相似性分析

投加发酵液前后，反应器内活性污泥样品的

ＤＧＧＥ 图谱如图 ３ 所示．可以看出，发酵液导致条

带数量和强度均发生了明显改变．２０ ～ ４５ ｄ 时条

带数减少，４５ ～ ９０ ｄ 时条带数增加．同时，随着发

酵液的投加，条带 １１，１２，１４，１５，１６，１７，１８ 和 １９
明显增强；条带 ４ 和 ８ 逐渐减弱，直至消失．

1d 5d 10d 20d 30d45d 60d 75d 90d

图 ３　 ＰＣＲ 产物变性梯度凝胶电泳

　 　 为进一步研究微生物群落之间的关系，采用

聚类分析对污泥样品中的微生物相似性进行分

析．由图 ４ 可见，不同进水条件的微生物大致分为

３ 类：接种污泥样本（１ ｄ）聚为一类；市政污水作

为进水时的污泥样本（５～３０ ｄ）聚为一类；发酵液

和市政污水混合液作为进水时的污泥样本（４５ ～
９０ ｄ）聚为一类．这说明进水水质对微生物群落具

有一定的选择性，进水水质发生改变，种群相似性

明显降低．
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图 ４　 污泥样品的 ＤＧＧＥ 图谱的聚类分析

２􀆰 ３　 微生物多样性分析

投加发酵液前后，微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指

数的变化如图 ５ 所示．可以看出，投加发酵液后，
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数呈先降低后升高的趋势，这
是进水水质对细菌种群筛选的结果．一方面，不能

适应水质变化的种群被淘汰，Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指

数降低；另一方面，投加发酵液前未检出的部分种

群（＜１％）逐渐适应水质变化，随工艺运行得到积

累，Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数升高．
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图 ５　 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数随发酵液的变化

·４４· 哈　 尔　 滨　 工　 业　 大　 学　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ４６ 卷　



　 　 结合图 ２、表 ２ 和图 ５ 发现，微生物多样性影响

工艺的脱氮除磷效能和运行稳定性［１４］ ．与 ０～２０ ｄ
相比，４５～９０ ｄ 时 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数从 ２􀆰 ６ 升高

至 ３􀆰 １，ＴＮ 和 ＴＰ 去除率由 ６４􀆰 ５％和 ５２􀆰 ４％提高到

８４􀆰 ７％和 ９４􀆰 ３％．同时，４５～９０ ｄ 时 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ
指数的变化幅度仅为 ０􀆰 ０６，ＴＮ 和 ＴＰ 的标准差降

至 ０􀆰 ６１ 和 ０􀆰 ０５，工艺运行稳定性提高．
２􀆰 ４　 测序结果分析

对 １９ 条主要条带进行提取、扩增、克隆和测

序，将所得的基因序列与 ＮＣＢＩ 中已鉴定同源性

最接近的序列进行比对， 其同源性达 ９７％ ～
１００％，如表 ３ 所示．结合图 ３ 和表 ３ 发现，条带 ８
对应的氨氧化菌 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ｓｐ．不能适应进水水

质变化而被淘汰，而条带 １５ 对应的氨氧化菌

Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．则随污泥发酵液投加而增强，这
与前人的研究结果一致［６］ ．据报道，当污泥发酵液

使 ＳＢＲ 反应器中腐殖酸达 ７０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｇ 时，会造成

亚硝酸盐积累，抑制硝化菌 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｓｐ．生长［６］，
而本实验中条带 １２ 和 １７ 所对应的硝化菌

Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｓｐ．逐渐增加，表明

反应器中未发生明显的亚硝酸盐积累．随着进水

ＮＨ４
＋－Ｎ 被转化为硝酸盐，条带 １１ 所对应的反硝

化菌 Ｃｏｍａｍｏｎａｓ ｓｐ．［１５］ 得以生长，提高了 ＴＮ 的

去除效率．投加发酵液后，条带 １８ 所对应的聚磷

菌 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ［１６］ 发生积累，而条带 ４ 所

对 应 的 聚 糖 菌 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｃｏｍｐｅｔｉｂａｃｔｅｒ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｓ 则逐渐消失，表明除磷效果增强．这可

能是因为进水中含有乙酸和丙酸，且其比例为

５ ∶ ４，更有利于促进聚磷菌积累［１７］；另外，聚糖菌

因缺少充足的亚硝酸盐而失去与聚磷菌的竞争

力［１８］， 与 Ｊｉ 等［６］的研究不同的是：条带 １ 所对应

的聚磷菌 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ａｃｃｕｍｕｌｉｂａｃｔｅｒ ｓｐ．在反应器

运行稳定时消失，这一方面是因为本实验进水为

市政污水而非合成废水，水质复杂、波动大［１９］；另
一方面是因为该细菌更易以亚硝酸盐而非硝酸盐

作为电子受体进行代谢［２０］ ．同时，条带 １６ 和 １９ 的

相似菌 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｔｒｉｃｈｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ．能够在厌

氧条件下分别将蛋白和多糖降解为乙酸和丙酸，
有利于强化生物除磷过程［２１］ ．在本实验中，条带

１４ 对应的 Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 随发酵液的应用而

逐渐增强．该细菌已被鉴定为生物强化除磷工艺

（ＥＢＰＲ）中的反硝化聚磷菌［２２］，但其在本实验中

的代谢机理和功能需要通过 ＦＩＳＨ 等更精确的分

子生物学手段来探索．
表 ３　 细菌克隆在 ＮＣＢＩ 库最为相似的细菌种类

条带 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 比对结果（序列号） 相似性 ／ ％ 功能推断

１ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ａｃｃｕｍｕｌｉｂａｃｔｅｒ ｓｐ．（ＪＱ７２６３７２􀆰 １） ９９ 聚磷菌

２ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｃｈｌｏｒｏｂｉ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ （ＣＵ９２７３５３􀆰 １） １００ 硫化物降解

３ Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ．（ＥＵ６８９１０５􀆰 １） １００ 蛋白降解

４ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｃｏｍｐｅｔｉｂａｃｔｅｒ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｓ （ＡＹ９６２３１８􀆰 １） １００ 聚糖菌

５ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ （ＣＵ９２２３４６􀆰 １） １００ 水解

６ Ｒｈｏｄｏｃｙｃｌｕｓ ｓｐ．（ＡＪ２２４９３７􀆰 １） １００ 聚磷菌

７ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ＴＭ７ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ （ＣＵ９１７５２８􀆰 １） ９８ 脱氮除磷有关

８ Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ｓｐ．（ＥＦ０４２９９３） ９９ 氨氧化菌

９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ （ＣＵ９２２２６４􀆰 １） １００ 有机物降解

１０ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＥＴ９ （ＥＵ８７５５３０） １００ 污泥膨胀

１１ Ｃｏｍａｍｏｎａｓ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ ｓｔｒａｉｎ ２Ｂ７ （ＥＵ３３７１２２） ９８ 反硝化菌

１２ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ （ＣＵ９２７４３７􀆰 １） １００ 硝化菌

１３ Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｓ （ＪＮ７９２５１１􀆰 １） １００ 有机物降解

１４ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ （ＧＵ２５７８９１􀆰 １） ９７ 反硝化聚磷

１５ Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．（ＡＹ５４３６６４） １００ 氨氧化菌

１６ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ （ＣＵ９２６６４０􀆰 １） １００ 厌氧条件降解蛋白产酸

１７ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｓｐ．（ＥＦ０４２９８５） １００ 硝化菌

１８ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ （ＤＱ６４０６６１􀆰 １） ９９ 聚磷菌

１９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｔｒｉｃｈｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ．（ＨＱ１８３７５８􀆰 １） １００ 厌氧条件降解多糖产酸

３　 结　 论

１） 发 酵 液 明 显 改 变 了 微 生 物 群 落

结构，５～３０ ｄ和 ４５ ～ ９０ ｄ 的微生物属于不同的

类群．
２）发酵液使 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数从 ２􀆰 ６ 升至

３􀆰 １，出水 ＴＮ 和 ＴＰ 的标准差降至 ０􀆰 ６１ 和 ０􀆰 ０５，

工艺运行稳定性提高．
３）发酵液对微生物群落具有一定的选择性，

氨 氧 化 菌 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．、 硝 化 菌

Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｓｐ．、 反 硝 化 菌

Ｃｏｍａｍｏｎａｓ ｓｐ．和聚磷菌 Ｇａｍｍａ ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 得

到富集，ＴＮ 和 ＴＰ 去除率从 ６４􀆰 ５％和 ５２􀆰 ４％提高

到 ８４􀆰 ７％和 ９４􀆰 ３％．
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