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投放方式对聚氨酯内微生物及其净化效能影响

陈　媛，王　立，马　放，杨基先，邱　珊
（哈尔滨工业大学 城市水资源与水环境国家重点实验室，１５００９０哈尔滨）

摘　要：为探讨聚氨酯在生物接触氧化池内不同投放方式对污水净化效能的影响，通过３种投放方式（完全
悬浮、完全下沉、一半悬浮一半下沉）的比较，分析不同投放方式导致的微生物群落结构差异与系统净化效

果之间的关系．结果表明：聚氨酯在生物接触氧化池内一半悬浮一半下沉状态下的净化效果最佳，ＣＯＤ及
ＮＨ＋４Ｎ的去除率可达９０％和９４％；在此状态下载体附着的微生物数量最多、多样性最高、活性最强、功能结
构最合理．聚氨酯在生物接触氧化池内的投放状态直接影响着生物接触氧化池的净化效果，一半悬浮一半下
沉是更有效的投放方式．
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　　载体的选择是生物接触氧化法的核心，载体材
料的大小、形状、多孔性以及比表面积对微生物的

固定和生物膜的形成均有很大影响，直接决定了微

生物的活性，因而载体的选择是生物接触氧化工艺

净化效率的关键因素［１］．聚氨酯泡沫是一种新型生
物载体材料，具有独特的多孔结构，微生物更容易

在流动状态下“自动”聚集于多孔内，形成三维固

定化生物膜，避免了流体剪切力对微生物冲刷剥离

的影响［２］．与传统的陶粒和活性炭填料相比，聚氨
酯具有孔隙率高、表面积大、吸附能力强［３－４］、亲水

性好、挂膜速度快、纳污量大［５］、有机物去除效果理

想的优点［２］．同时，由于载体上生物膜结构和厚度
可以自由设计和控制，多孔载体内部可以形成好氧

微生物以及厌氧微生物协同共生的环境，使生物膜

处理污水的优势能够充分发挥［６］．
聚氨酯载体为轻质悬浮材料，在反应器中需

固定投放，由于反应器中不同固定状态下的溶解

氧、水流流态、定居的微生物群落结构等环境条件

显著不同，都可能对载体的亲／疏水性及其附着的
生物活性产生影响，进而导致不同净化效果．有关



聚氨酯的研究多停留在污水的净化效果上［６－７］，

对于其在反应器内的固定化状态研究却少见报

道．本实验基于聚氨酯新型载体，设计其在反应器
内的不同投放方式，结合多聚酶链反应 －变性梯
度凝胶电泳（ＤＧＧＥ－ＰＣＲ）技术探讨不同投放固
定方式下载体附着微生物的群落结构，及其对净

化效果的影响，以期找到最佳固定方案，为工程实

践提供指导并为相应研究提供理论依据．

１　实　验
１１　实验装置

实验装置为生物接触氧化装置，由有机玻璃制

成，内置卡槽及带孔卡板，用以固定聚氨酯的投放

方式，反应器内径为１１０ｍｍ，高度为６３０ｍｍ，底部
设均匀布置的曝气头，装置的有效容积为６Ｌ，内装
聚氨酯分别以悬浮、下沉、一半悬浮一半下沉３种
投放方式等填充率固定，其中１号反应器为聚氨酯
悬浮在反应器上部，２号反应器为聚氨酯固定在反
应器下部，３号反应器为聚氨酯在反应器内一半悬
浮一半下沉．装置采用连续运行的方式，进水流量
为０７５ｍ３／ｈ，水力停留时间（ＨＲＴ）为８ｈ．
１２　实验用水

实验用水为哈尔滨太平污水处理厂细格栅后

出水，具体水质指标见表１．
表１　哈尔滨市太平污水厂水质指标

指标
ＣＯＤ／

（ｍｇ·Ｌ－１）

ρ（ＴＮ）／

（ｍｇ·Ｌ－１）

ρ（ＮＨ＋４Ｎ）／

（ｍｇ·Ｌ－１）

ρ（ＴＰ）／

（ｍｇ·Ｌ－１）

ρ（ＳＳ）／

（ｍｇ·Ｌ－１）
ｐＨ 温度／℃

范围 ３２７±５６ ５３６±２４ ５１７±２１ ４８±０６ １０５±４７ ７１±０５ ２４±１２

１３　测定方法
１３１　ＣＯＤ、ＮＨ＋４ －Ｎ的测定

ＣＯＤ的测定采用重铬酸钾标准法；ＮＨ＋４ －Ｎ
的测定采用纳氏试剂分光光度法．
１３２　生物量的测定

分别取生物接触氧化池内不同投加方式下的

聚氨酯载体及未挂膜的聚氨酯空白样放入１０５℃
的烘箱中烘干、冷却和称重，计算每克填料上生物

膜干质量，即

ｍ＝（ｍｉ－ｍｃｋ）／ｍｃｋ． （１）
式中：ｍ为生物膜的干质量；ｍｉ为已挂膜的聚氨
酯质量；ｍｃｋ为空白聚氨酯质量．
１３３　微生物活性的测定

选用比基质耗氧速率（ｓｐｅｃｉｆｉｃｏｘｙｇｅｎｕｐｔａｋｅ
ｒａｔｅ，ＲＳＯＵ，ｍｇ／（ｇ·ｈ））作为微生物活性的参数指
标，采用配有 ＹＳＩ－５７３０型 ＤＯ探头的溶解氧测
定仪（ＹＳＩ－５８型）测定，具体步骤见文献［８］．
１４　样品的准备

将稳定运行期３种投放方式下的聚氨酯分别
置于装有无菌水的离心管中，然后放到涡旋震荡

仪上充分振荡摇匀，使挂在聚氨酯上的生物膜充

分溶解在无菌水中．
１４１　细菌总ＤＮＡ的提取

将１ｍＬ溶有生物膜的无菌水震荡５ｍｉｎ，离
心弃上清液，用 ＰＢＳ溶液洗脱３遍以去除杂质对
ＤＮＡ提取的干扰，然后将ＰＢＳ清洗过的菌液上试
剂盒［９］．
１４２　基因组总ＤＮＡｒ的１６ＳｒＤＮＡＶ３区扩增

为了避免 ＰＣＲ扩增过程中存在非特异性条

带现象，选用通用引物对［１０］Ｆ３３８ＧＣ和Ｒ５３４对样
品ＤＮＡ进行 ＰＣＲ片段的扩增，此反应体系及反
应条件见文献［８］．
１４３　变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）

采用Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司生产的 ＤＧＧＥ装置对基
因组总ＤＮＡ的 ＰＣＲ反应产物进行分析．具体过
程见文献［８］．将ＤＧＧＥ图谱中优势条带切胶、测
序［８］，采用 ＢＬＡＳＴ将目标序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已
登录序列进行比对，选取同源性最近的序列，利用

Ｍｅｇａ４０软件建立系统进化树．
１４４　ＤＧＧＥ统计分析

ＤＧＧＥ图谱分析用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ的 ＱＵＡＮＴＩＴＹ
ＯＮＥ４３０软件进行处理，不同样品间微生物群
落相似性系数由系统依据戴斯系数 （ＣＳ）自动计
算，即

ＣＳ ＝２ｊ／（ａ＋ｂ）．
式中：ｊ为样品Ａ与Ｂ间的共有条带；ａ和ｂ分别为
各自的条带．

微生物群落多样性采用 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 （Ｈ）
表示，即

Ｈ＝－∑ＰｉｌｏｇＰｉ．
式中：Ｐｉ＝ｎｉ／Ｎ，其中ｎｉ为峰面积，Ｎ为所有峰的
总面积．

２　结果与讨论
２１　聚氨酯在不同投放方式下的处理效果

以３种投放方式构建３组反应器，连续２４ｄ
测定不同投放状态下聚氨酯的存在对反应器内

ＣＯＤ和ＮＨ＋４Ｎ的净化效果．由图１可以看出，聚

·７５·第１２期 陈媛，等：投放方式对聚氨酯内微生物及其净化效能影响



氨酯的投放可显著改善生物接触氧化池的净化效

果，但是不同投放方式下的净化效果并不相同．
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图１　聚氨酯在不同投放方式下的ＣＯＤ、ＮＨ＋４Ｎ处理效果

　　载体投加第１天，ＣＯＤ、ＮＨ＋４Ｎ的去除率可
达３８％和１４％．反应器运行１２ｄ后，聚氨酯表面
以及孔隙内部均包裹着褐色生物膜，各种投放方

式下的 ＣＯＤ、ＮＨ＋４ －Ｎ去除率均稳定在 ５５％以
上，系统进入稳定状态，聚氨酯挂膜成功．

系统稳定运行后，不同投放方式的聚氨酯对

反应器出水效果的影响差异有统计学意义 （Ｐ＜
００５）．１号和２号反应器在进水 ＣＯＤ和 ＮＨ＋４Ｎ
负荷分别为（３２７．０±５６）和（５１７±２１）ｍｇ／Ｌ
时，去除率分别为 ７４８％，６７７４％和 ７６１％，
６３８１％，出水质量浓度达８２８４，１６７１和７８９，
１８７５ｍｇ／Ｌ；３号反应器ＣＯＤ、ＮＨ＋４ －Ｎ的去除效
果明显好于前两种状态，当进水ＣＯＤ和ＮＨ＋４ －Ｎ
负荷在（３２７．０±５６）和（５１７±２１）ｍｇ／Ｌ波动
时，去除率高达９０％和９４％，出水质量浓度分别
稳定在５０和５ｍｇ／Ｌ以下，已经达到 ＧＢ１８９１８—
２００２中规定的一级 Ａ标准，３号反应器即一半悬
浮一半下沉是获得最佳处理效果的投放方式．
２２　聚氨酯在不同投放方式下的生物指标

固定在反应器内的聚氨酯对污水中的有机物

能够起到净化作用，一方面取决于聚氨酯多孔结

构的截留作用，另一方面主要依托于附着生长在

聚氨酯表面的生物膜中微生物的代谢作用．不同
投放方式下聚氨酯载体固着的生物量、附着微生

物的活性都有所不同（图２）．
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图２　聚氨酯在不同投放方式下的生物指标

　　由图２可知：３号反应器中载体固着的生物
量以及ＲＳＯＵ均好于其他反应器，这与其净化能力
相一致，证明微生物在系统净化过程中发挥着重

要的作用．
在生物接触氧化池内，由于进水方式是上向

流，微孔曝气装置在反应器底部气水同向均匀持

续曝气，聚氨酯在反应器底部获得的有机物的基

质浓度和溶解氧最为充分，所以，聚氨酯在２号反
应器内获得的生物量要比１号多．聚氨酯在生物
接触氧化池顶部的生物膜厚度较小，大大缩短了

营养物质与溶解氧的传质距离，膜内部和表面的

差距小于反应器生物膜，因此，聚氨酯在１号内的
微生物活性高于２号．聚氨酯在３号内获得了充
足的营养物质、溶解氧以及接触氧化时间，因而固

定化聚氨酯的微生物较为活跃，其生物量及微生

物活性均具有明显优势．
２３　聚氨酯在不同投放方式下的微生物群落结构

聚氨酯在３种不同投放方式下的ＤＧＧＥ图谱
及条带示意图如图３（ａ）、（ｂ）所示，为探讨投放
方式对微生物群落结构的影响，对 ＤＧＧＥ进行了
统计分析，着重研究３种状态下微生物群落间的
相关性及多样性．统计分析结果见表２，图４．

从ＤＧＧＥ图谱可以看出，不同投放方式下的
微生物种群数量变化比较明显，３号反应器的微
生物群落结构种群的丰富度最高，共有４２条条

带，其次是２号反应器，共有３９条，而１号反应器
内仅有３４条．３种状态下的ＤＧＧＥ图谱既有共同
的优势菌种，又有每个状态各自的优势菌种．不同
状态下的微生物菌群相似性显著，其中１号和２
号的微生物群落相似性最高为８２１９％，２号和３
号的微生物群落相似性最低为６９１３％．

Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数Ｈ越高，微生物种群多样
性越丰富．从图４可以看出：相对于１号和２号，３
号反应器的微生物群落更加丰富．无论是多样性、
丰富度、还是均匀性情况均具有显著性优势，同时

２号反应器的微生物种群多样性要好于１号．由此
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可以得出：聚氨酯在一半悬浮一半下沉状态下能够

附着最多数量和种类的微生物群落．根据生物多样
性导致生态系统功能优化学说推论［１１］，３号反应器
是最稳定、功能最优越的净化系统．

　　（ａ）ＤＧＧＥ谱图　　　　（ｂ）各条带示意图

图３　不同投放方式下微生物群落结构
表２　不同投放方式下微生物菌群组成的相似性矩阵 ％

反应器 １号 ２号 ３号

１号 １００ ８２１９ ８１５７
２号 ８２１９ １００ ６９１３
３号 ８１５７ ６９１３ １００
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图４　不同投放方式下的微生物群落 Ｓｈｏｎｎｏｎ多样性指
数（Ｈ）、丰富度（Ｓ）与均匀性指数（Ｅ）

２４　聚氨酯在不同投放方式下的功能菌群鉴定
及系统发育树

针对不同反应器内的微生物功能菌群进行鉴

定分析（表３），建立系统进化树（图５），系统分析

载体不同投放方式下所附着微生物群落类群，进

一步解析投放方式导致的微生物功能群差异与系

统净化效能之间的关系．
表３　ＤＧＧＥ图谱中不同条带的序列比对结果

条带 登记号 菌种名 同源性／％

Ｐ１ ＧＵ２１４８１９１ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ １００
Ｐ２ ＪＦ８２０１０５１ Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍｓｐ．ＰＧ－３－８ １００
Ｐ３ ＦＭ９９７８３３１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＮｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓｓｐ． １００
Ｐ４ ＧＱ２５５６１１１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＮｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａｓｐ． １００
Ｐ５ ＪＦ３１２７３７１ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ． ９８
Ｐ６ ＦＮ８６００６８１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＰｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｓｐ． ９８
Ｐ７ ＡＢ２９７４１０１ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９６

　　聚氨酯在３种不同投放方式下的功能菌群主
要是由条带Ｐ１－Ｐ７序列所指示的菌属：铜绿假单
胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、苍白杆菌属
（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍｓｐ．）、亚硝化螺菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ
ｓｐ．）、消化链球菌属（ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＰｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｓｐ．）、亚硝化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓｓｐ．）、梭菌属
（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．）等．
３种状态下的功能菌群中具有脱氮功能的菌种

占主要地位，其中 Ｐ１条带与铜绿假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）的同源性高达１００％，铜
绿假单胞菌是假单胞菌属的代表菌种，是具有硝化

功能的反硝化细菌，此菌形态、大小不一，通常没有

芽孢和荚膜．ＯＴｏｓｈｉｆｕｍｉ等［１２］通过处理高盐污水研

究反硝化过程中不同碳源的投加对脱氮效能及微生

物群落的影响中发现，反硝化反应器中存在Ｕｎｃｕｌ
ｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ（ＡＢ２９７４１０１）细菌，条带 Ｐ７与其同
源性高达９６％，可以鉴定为同一菌属，从而推断Ｐ７
可能是反硝化细菌．同时，反应器内部还存在大量的
对去除水中有机污染物发挥重要作用的化能异养菌

如梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．）、消化链球菌属（Ｕｎｃｕｌ
ｔｕｒｅｄＰｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．），从序列比对结果可以
看出，聚氨酯在３号反应器内净化效果显著的直接
原因是固定在聚氨酯上且对污水中有机污染物具有

降解作用的功能菌群群落结构比较丰富．

!"

!"#$%&'()*+ #$%&'()*+,),%*-

!.

/012342567 ,-.%#$%&-.%#/#00*$ #$%&(89.::.9%*-

;*

!,

;;

!<

/012342567 1)%&#$#$.)&2 #$%&=>+"".**%*-

"*

:%:"

!+

304&#520%&*+ #$% !=?)?9&'(9+:*:"%*-

;;

/012342567 @A1465B2C&DE+;,<*:%*-

!)

/012342567 1)%&#$#+#62$ #$%&(F;;,9))%*-

*::

!*

7$-*(#+#62$ 2-&*8)6#$2&=/+*<9*;%*-

;+

*::

图５　ＤＮＡ序列和ＢＬＡＳＴ结果构建的聚氨酯不同投放方式下功能菌群的系统进化树
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　　投放方式影响微生物群落结构的主要原因
为：ＣＯＤ的去除主要依靠系统中的异养菌，而
ＮＨ＋４Ｎ则主要是硝化细菌的硝化作用，由于硝化
细菌是自养微生物，与系统中数量庞大的异养微

生物相比属于弱势群体［１３］，只有当 ＣＯＤ被降解
到一定程度时，硝化细菌才会将水中的氨氮转化

为硝态氮．当聚氨酯在１号和２号反应器内，水中
的污染物质在滤池内因曝气量不足未能与微生物

进行充分接触，因而 ＣＯＤ去除效果不佳，出水有
机物浓度较高．而在３号反应器中，投放方式使得
聚氨酯载体同时占据表层和底层生态位，增大了

与不同类型微生物接触的机会以及接触的比表面

积，延长了异养及自养型微生物在生物接触氧化

池内的停留时间，保证了载体中微生物群落结构

的丰富性进而提高了污水的净化效果．

３　结　论
１）轻质载体聚氨酯在生物接触氧化池内的

不同投放方式对污水的净化效果影响显著，其中

载体在反应器内一半悬浮一半下沉时出水净化效

果达到最佳状态．当进水ＣＯＤ和 ＮＨ＋４Ｎ质量浓
度在（３２７．０±５６）和（５１７±２１）ｍｇ／Ｌ时，出水
质量浓度分别稳定在５０和５ｍｇ／Ｌ以下，均已达
到ＧＢ１８９１８—２００２中规定的一级Ａ标准．
２）固定化聚氨酯的微生物状态是污水净化效

果显著的主要原因，聚氨酯在生物接触氧化池内一

半悬浮一半下沉的投放方式下，载体能够同时占据

表层和底层生态位，附着的微生物种类、数量均明

显高于其他两种投放方式，并且附着的微生物群落

结构更合理，更有利于污染物的有效降解．
３）本文的研究结果对于聚氨酯在工程中的

实际应用具有指导意义，使高效大规模处理高浓

度废水成为可能．
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［１３］刘文君，贺北平，王占生，等．生物陶粒反应器中硝
化自养菌与异养菌生长关系的研究［Ｊ］．中国给水排
水，１９９８，１４（１）：１８－２０．
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