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反硝化聚磷菌的驯化及脱氮除磷性能研究

李　 微ꎬ孙慧智ꎬ魏　 炜ꎬ傅金祥

(沈阳建筑大学市政与环境工程学院ꎬ辽宁 沈阳 １１０１６８)

摘　 要 目的 研究反硝化聚磷菌的富集及菌株反硝化除磷特性ꎬ丰富反硝化聚磷菌

的菌种ꎬ为今后反硝化脱氮除磷技术的实际应用提供参考. 方法 利用活性污泥为基

质快速富集以 ＮＯ －
３ 作为电子受体的反硝化聚磷菌ꎬ并用专性培养基于稳定运行的

Ａ２ＳＢＲ 反应器中分离得到 ２ 株高效反硝化聚磷菌 Ｎ４􀆰 ３ 和 Ｎ４􀆰 １ꎬ对两株菌的反硝化

除磷效能进行研究. 结果 在两阶段驯化条件下ꎬ共历时 ３６ 天反硝化聚磷菌富集成

功ꎬ反硝化除磷系统出水 ＣＯＤ、ＴＰ 和 ＮＯ －
３ －Ｎ 的质量浓度分别为 ２４􀆰 ５２ ｍｇ / Ｌ、０􀆰 ３７

ｍｇ / Ｌ 和 ２􀆰 ６４ ｍｇ / ＬꎻＮ４􀆰 ３ 和 Ｎ４􀆰 １ 均具有 ＰＨＢ 及异染颗粒ꎬ且革兰氏染色均呈阳

性ꎻＮ４􀆰 ３ 和 Ｎ４􀆰 １ 硝态氮去除率分别为 ９５􀆰 ８３％ 、９６􀆰 ３０％ ꎬ总磷去除率分别为

８８􀆰 ３４％ 、９１􀆰 ４２％ . 结论 Ａ２ＳＢＲ 系统中反硝化聚磷菌富集效果较好ꎬ并且分离出两株

具有较高的反硝化吸磷能力的菌株.
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　 　 反硝化聚磷菌(Ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ Ｐｏｌｙ － ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｕｓ Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ＯｒｇａｎｉｓｍꎬＤＰＡＯ)在厌氧

环境下利用分解体内多聚磷酸盐(ｐｏｌｙ － Ｐ)产
生的能量吸收废水中分子量较小的可挥发性

脂肪酸 (ＶＦＡ) 合成聚 － β － 羟基烷酸酯

(ＰＨＢ)贮存于体内ꎻ在缺氧环境下能利用氧

气、亚硝酸盐、硝酸盐作为氧化胞内 ＰＨＢ 的电

子受体吸收废水中正磷酸盐合成 ｐｏｌｙ － Ｐ 储

存于体内用于微生物自身的同化作用[１ － ２] . 与
传统聚磷菌相比ꎬＤＰＡＯ 在缺氧阶段完成过量

吸磷和反硝化过程从而达到同时脱氮除磷的

双重目的ꎬ解决了碳源争夺问题ꎬ实现了一碳

两用ꎬ降低了污泥产量ꎬ并缩短了反应时间ꎬ被
认为是一种可持续的污水处理工艺[３ － ４] . 吴晓

娜等[５]从环形推流一体化氧化沟反应器厌氧

段筛选出一株 ＤＰＡＯꎬ确定该菌株为不动杆菌

属(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ) . 朱卫强等[６] 分离出 ２ 株

ＤＰＡＯꎬ经过驯化在盐度条件为 ２ ｇ / Ｌ 时具有

较好的脱氮除磷效果. 刘彩云等[７]从污水厂成

熟活性污泥中筛选出一株高效的 ＤＰＡＯꎬ除磷

脱氮效率均高于 ９０％. 目前针对菌株除磷特

性的研究比较少ꎬ基于此ꎬ笔者为确定脱氮除

磷工艺中优势菌种的脱氮除磷性能ꎬ试验采用

两阶段驯化法对 ＤＰＡＯ 进行富集并筛选ꎬ对
筛选得到的菌株进行脱氮除磷特性的研究ꎬ为
今后反硝化脱氮除磷技术的实际应用提供参

考.

１　 试　 验

１. １　 反硝化聚磷菌的富集装置及运行方式

１. １. １　 试验装置及试验用水

本试验采用 ＳＢＲ 反应器对反硝化聚磷

菌进行富集[８ － ９] . 采用圆柱形序批式活性污

泥反应器作为富集装置ꎬ其内径 １４ ｃｍ、高
８５ ｃｍꎬ工作容积为 １２ Ｌꎬ内设微孔曝气盘ꎬ
采用空气泵进行曝气ꎬ反应器顶部设有搅拌

器使污泥在厌氧和缺氧环境下处于悬浮状

态ꎬ反应器由双层有机玻璃制成ꎬ外层与水浴

锅相连进行水浴循环加热ꎬ保证系统处于最

适恒温状态. 连接在线 ｐＨ 监测仪ꎬ超出设定

ｐＨ 值范围自动通过蠕动泵向装置内滴加酸

碱缓冲溶液直至 ｐＨ 达到设定范围内. 试验

装置如图 １ 所示.

图 １　 ＳＢＲ 反应装置

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＳＢＲ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｅｔｕｐ

试验采用人工配水ꎬ以无水乙酸钠作为

碳源ꎬ氯化铵作为氮源ꎬ磷酸二氢钾作为磷

源ꎬ此外还添加无水氯化钙ꎬ七水硫酸镁和微

量元素ꎬ微量元素配比见表 １. 进水 ｐＨ 值由

碳酸氢钠调节为 ７􀆰 ５ ~ ７􀆰 ８ꎬ水质成分见表 ２.
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表 １　 微量元素

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｗａｔｅｒ

主要成分 质量浓度 / (ｍｇ􀅰Ｌ － １)

ＦｅＣｌ３ １ ５００

Ｈ３ＢＯ３ １５０

ＣｏＣｌ２􀅰７Ｈ２Ｏ １５０

ＮａＭｏＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ ６０

ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ ３０

ＭｎＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ ６０

ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ １２０

ＫＩ １８０

ＥＤＴＡ １０ ０００

表 ２　 试验配水水质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｔ
ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ

ρ(ＣＯＤ) /
(ｍｇ􀅰Ｌ － １)

ρ(ＮＨ ＋
４ － Ｎ) /

(ｍｇ􀅰Ｌ － １)
ρ(ＴＰ) /

(ｍｇ􀅰Ｌ － １)
ρ(微量元素) /
(ｍｇ􀅰Ｌ － １)

１７０􀆰 ００ ~ ２２０􀆰 ００ ５􀆰 ００ ~ １０􀆰 ００ ９􀆰 ００ ~ １２􀆰 ００ １􀆰 ００

１. １. ２　 运行方式

污泥取自辽宁省抚顺市三宝屯污水处理

厂的二沉池ꎬ采用两阶段驯化法对其进行驯

化ꎬ运行模式如图 ２ 所示. 第一阶段采用厌

氧 /好氧交替运行的方式使传统聚磷菌成为

系统内的优势菌种ꎻ第二阶段采用厌氧 /缺氧

的方式继续进行驯化ꎬ在厌氧结束后通过连

续滴加硝酸钾溶液作为电子受体使系统进入

缺氧模式. 反应器采用间歇进、出水的方式ꎬ
每天运行 ３ 个周期ꎬ每个周期运行 ４􀆰 ５ ~ ５ ｈꎬ

图 ２　 ＳＢＲ 两个阶段的运行方式

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＢＲ ａｔ ｔｗｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈａｓｅｓ

间隔 １ ｈꎬ第三个周期运行结束后闲置 ７ ~
８􀆰 ５ ｈꎬ进排水体积与工作容积之比为 ０􀆰 ７ꎬ
ＭＬＳＳ 控制在 ３ ２００ ｍｇ / Ｌ 左右ꎬ污泥沉降比

(ＳＶ)为 ３０％ ꎬｐＨ 值控制在 ７􀆰 ５ ~ ７􀆰 ８ꎬＳＲＴ
为 １５ ｄ[１０ － １１] . 每天定时从反应器取样口取混

合液ꎬ经过滤后测定一周期内厌氧末和出水

的 ＣＯＤ、ＴＰ 及 ＮＯ －
３ －Ｎ 指标.

１. １. ３　 检测方法

常规检测项目及分析方法见表 ３ꎬ其分

析检测方法来源于«水和废水监测分析方

法» [１１] .
表 ３　 检测指标及方法

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｅａｓｕｒｅ ｏｂｊｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ

序号 检测项目 检测方法

１

２

３

４

５

６

７

ρ(ＣＯＤ)

ρ(ＴＰ)

ρ(ＮＯ －
３ － Ｎ)

ρ(ＭＬＳＳ)

ρ(ＳＶ３０)

ｐＨ 值

ρ(ＤＯ)

快速密闭催化消解法

钼锑抗分光光度法

紫外分光光度法

滤纸称重法

３０ 分钟沉降法

ＰＨＳ － ２５ 型 ｐＨ 计

ＨＱ４０ｄ 型便携数字显示测氧仪

１. ２　 反硝化聚磷菌的分离、筛选

１. ２. １　 培养基

反硝化培养基:柠檬酸钠 ５ ｇ、硝酸钾

１ ｇ、磷酸二氢钾 １ ｇ、磷酸氢二钾 １ ｇ、七水硫

酸镁 ０􀆰 ２ ｇ、琼脂 １５ ｇ、１ ０００ ｍＬ 蒸馏水、ｐＨ
值为 ７􀆰 ２ ~ ７􀆰 ４.

聚磷培养基:三水合醋酸钠 ３􀆰 ６８ ｇ、磷酸

氢二钠 ２８􀆰 ７３ ｍｇ、氯化铵 ５７􀆰 ２７ ｍｇ、七水硫

酸镁 １３１􀆰 ８２ ｍｇ、硫酸钾 ２６􀆰 ７１ ｍｇ、二水合氯

化钙 １７􀆰 ２０ ｍｇ、１５ ｇ 琼脂、２ ｍＬ 微量元素、
１ ０００ ｍＬ蒸馏水、ｐＨ ＝ ７􀆰 ０.

限磷培养液:３􀆰 ３２ ｇ ＣＨ３ＣＯＯＮａ􀅰３Ｈ２Ｏ、
１５２􀆰 ７６ ｍｇ ＮＨ４Ｃｌ、 ２２􀆰 ９８ ｍｇ Ｎａ２ＨＰＯ４ 􀅰
２Ｈ２Ｏ、８１􀆰 １２ ｍｇ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、 １７􀆰 ８３ ｍｇ
Ｋ２ＳＯ４、１１ ｍｇ ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ、２ ｍＬ 微量元素、
１ ０００ ｍＬ 蒸馏水、ｐＨ ＝ ７􀆰 ０.

富磷培养液:３􀆰 ３２ ｇ ＣＨ３ＣＯＯＮａ􀅰３Ｈ２Ｏ、
３０５􀆰 ５２ ｍｇ ＮＨ４Ｃｌ、 ３５􀆰 １１ ｍｇ ＫＨ２ＰＯ４ 􀅰
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２Ｈ２Ｏ、９１􀆰 ２６ ｍｇ 　 ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、２５􀆰 ６８ ｍｇ
ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ、１ ０００ ｍＬ 蒸馏水 、２ ｍＬ 微量

元素.
富氮富磷培养液:３􀆰 ３２ ｇ ＣＨ３ＣＯＯＮａ􀅰

３Ｈ２Ｏ、３０５􀆰 ５２ ｍｇ ＮＨ４Ｃｌ、３５􀆰 １１ ｍｇ ＫＨ２ＰＯ４􀅰
２Ｈ２Ｏ、９１􀆰 ２６ ｍｇ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、 ２５􀆰 ６８ ｍｇ
ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ、３００ ｍｇ ＫＮＯ３、１ ０００ ｍＬ 蒸馏

水、２ ｍＬ 微量元素.
微量元素:同表 １.
硝酸盐还原产气培养基: １ ｇ ＫＮＯ３、

２􀆰 ４２ ｇ ＫＨ２ＰＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ、１ ｇ 葡萄糖、１ ｇ 琼脂、
２０ ｇ 蛋白胨、１ ０００ ｍＬ 蒸馏水.
１. ２. ２　 反硝化聚磷菌的分离和筛选

本试验采用稀释涂布法和平板划线分离

法进行分离纯化. 取富集后 ＳＢＲ 缺氧结束端

的污泥混合液 １０ ｍＬꎬ置于已灭菌的装有

９０ ｍＬ无菌蒸馏水和玻璃珠的三角瓶中震荡

３０ ｍｉｎꎬ制成 １０ － １ 浓度的菌悬液ꎻ取 １０ ｍＬ
的 １０ － １浓度的菌悬液于 ９０ ｍＬ 的无菌蒸馏

水中ꎬ稀释得到 １０ － ２ 浓度的菌悬液ꎬ以此类

推得到 １０ － ３、１０ － ４、􀆺、１０ － ６浓度梯度的菌悬

液[１２ － １４] . 吸取适量菌悬液分别接种在反硝化

培养基和聚磷培养基中ꎬ用无菌三角玻璃刮

刀在培养基表面均匀涂布ꎬ每个培养基每个

稀释浓度下分别涂布三个平行样ꎬ将稀释涂

布后的培养基平板倒置于 ３０ ℃恒温培养箱

中培养 ２ ~ ４ ｄ 后ꎬ从中挑选菌落分布均匀ꎬ
数量适宜的平板采用平板划线法进行分离纯

化. 用灼烧好的接种环挑取少量目标菌落ꎬ在
准备好的平板上按照三线法进行划线ꎬ挑取

菌量不宜过多ꎬ 使菌种均匀分布在平板

上[１５ － １６] . 划线后的平板倒置在 ３０ ℃恒温培

养箱种进行培养. 多次重复划线分离ꎬ直到得

到单一菌落后冷藏备用.
将上述分离纯化的菌株辅以吸磷试验ꎬ

硝酸盐还原产气试验ꎬ革兰氏染色ꎬ异染颗粒

和类脂肪颗粒染色试验ꎬ最终筛选出具有同

步脱氮除磷作用的 ＤＰＡＯ[１７ － １８] .

１. ３　 反硝化聚磷菌的脱磷除氮试验

取筛选后的菌株进行富集培养ꎬ即将待

测菌株分别接入反硝化液体培养基或聚磷液

体培 养 基 中 在 ３０℃ 培 养ꎬ 摇 床 转 速 为

１４０ ｒ / ｍｉｎ. 将 富 集 好 的 菌 液 离 心

(４ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ弃除上清液ꎬ用无菌

蒸馏水洗涤后再离心ꎬ重复清洗操作 ２ 次. 将
菌株接种到限磷培养液中 ３０ ℃摇床中震荡

培养 ２４ ｈꎬ保证菌体充分释磷ꎬ然后将菌液

４ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ用无

菌蒸馏水洗涤离心 ２ 次后投入已知氮磷浓度

的富氮富磷培养液中培养 ２４ ｈꎬ定时取样测

定上清液中 ＮＯ －
３ － Ｎ 和 ＰＯ３ －

４ － Ｐ 质量浓度

的变化.

２　 试验结果与分析

２. １　 反硝化聚磷菌的富集

２. １. １　 第一阶段驯化

本阶段采用厌氧 /好氧模式连续运行 １６
天ꎬ系统中 ＣＯＤ 的质量浓度变化情况如图 ３
所示ꎬＴＰ 的质量浓度变化和去除情况如图 ４
所示.

图 ３　 第一阶段 ＣＯＤ 变化情况

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＤ ｉｎ ｔｈｅ

ｆｉｒｓｔ ｓｔａｇｅ

　 　 由图 ３ 可看出驯化前三天 ＣＯＤ 进水质

量浓度平均为 ２１７􀆰 ９４ ｍｇ / Ｌꎬ厌氧、缺氧段出

水质量浓度平均为 ９７􀆰 ０９ ｍｇ / Ｌ、６２􀆰 ７０ ｍｇ /
Ｌꎬ说明 ＣＯＤ 主要在厌氧阶段被利用ꎬ聚磷

菌在该阶段摄取污水中易降解的有机物并以
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ＰＨＢ 的形式贮存在体内ꎬ进而去除了污水中

大部分的 ＣＯＤꎬ该过程为后续好氧段超量吸

磷提供充足的内碳源. 由于这一过程消耗聚

磷菌体内的质子动力势(ＰＭＦ)ꎬ需要分解聚

磷菌体内 ｐｏｌｙ － Ｐ 以正磷酸盐的形式释放出

胞外以此重建 ＰＭＦ 并产生 ＡＴＰꎬ即聚磷菌在

该阶段表现为厌氧释磷. 在好氧阶段ꎬ聚磷菌

消耗 ＰＨＢ 生成能量 ＡＴＰꎬ一部分用于自身的

合成和维持生命活动另一部分用于磷的超量

吸收ꎬ该过程表现为好氧吸磷[１９ － ２０] . 在第 ８
~ １１ 天厌氧末端 ＣＯＤ 出水质量浓度稳定在

６６􀆰 ４１ ｍｇ / Ｌ 左右ꎬ远超出聚磷菌所需外碳源

量ꎬ在下一阶段驯化中未被转化的外碳源进

入缺氧阶段会使系统内的反硝化菌利用外碳

源并与 ＤＰＡＯ 争夺 ＮＯ －
３ － Ｎ 优先进行反硝

化反应ꎬＤＰＡＯ 则由于缺少电子受体进行缺

氧吸磷反应将受到抑制. 在 １２ 天时减少碳源

投加量ꎬ使厌氧末端 ＣＯＤ 质量浓度仅剩余

３０ ｍｇ / Ｌ左右.

图 ４　 第一阶段 ＴＰ 变化情况

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＰ ｉｎ ｔｈｅ

ｆｉｒｓｔ ｓｔａｇｅ

　 　 由图 ４ 可知ꎬ在系统驯化的初始阶段ꎬ反
应器好氧段出水磷的质量浓度为 ６􀆰 １７ ｍｇ / Ｌꎬ
磷去除率为 ４４􀆰 ９２％ ꎬ吸磷量与释磷量都较

低. 随着系统运行 ＴＰ 去除效果逐渐增强ꎬ在
第 ４ ~ １２ 天时ꎬ系统的释磷量和吸磷量都稳

步提 升ꎬ 厌 氧 段 出 水 磷 的 质 量 浓 度 由

２９􀆰 ４６ ｍｇ / Ｌ增长到 ４９􀆰 ０５ ｍｇ / Ｌꎬ好氧段出

水磷 的 质 量 浓 度 由 ３􀆰 ５９ ｍｇ / Ｌ 降 低 到

０􀆰 ７６ ｍｇ / Ｌ. 第 １６ 天时ꎬ厌氧结束出水 ＴＰ 质

量浓度为 ５０􀆰 ９２ ｍｇ / Ｌꎬ释磷量约 ４０ ｍｇ / Ｌꎬ
好氧出水 ＴＰ 质量浓度为 ０􀆰 ３３ ｍｇ / Ｌꎬ去除率

达到 ９７􀆰 ０９％ ꎬ达到«城镇污水处理厂污染物

排放标准» (ＧＢ１８９１８—２００２)一级 Ａ 标准ꎬ
此时反应器具有稳定除磷效果ꎬ聚磷菌已经

成为反应器内优势菌种ꎬ可进行第二阶段

ＤＰＡＯ 的富集.
２. １. ２　 第二阶段驯化

经过第一阶段对传统聚磷菌的富集后ꎬ
转变培养条件ꎬ停止好氧曝气ꎬ在厌氧阶段结

束后采用蠕动泵连续滴加硝态氮质量浓度为

３５ ｍｇ / Ｌ 的 ＫＮＯ３ 溶液作为 ＤＰＡＯ 缺氧吸磷

的电子受体使反应器进入缺氧阶段ꎬ进行

ＤＰＡＯ 的富集ꎬ该阶段历时 ２０ ｄ. 厌氧阶段

ＤＰＡＯ 利用水解体内多聚磷酸盐产生的能量

吸收外碳源合成 ＰＨＢ 储存于胞内ꎬ该阶段表

现为释磷过程. 缺氧阶段 ＤＰＡＯ 以 ＰＨＢ 为碳

源利用 ＮＯ －
３ － Ｎ 作为电子受体超量吸磷. 经

过上一阶段末对进水 ＣＯＤ 的调整ꎬ本阶段

进水 ＣＯＤ 质量浓度平均 １８０ ｍｇ / Ｌ 左右ꎬ厌
氧结束出水 ＣＯＤ 质量浓度平均２５ ｍｇ / Ｌ左

右ꎬ缺 氧 结 束 出 水 ＣＯＤ 质 量 浓 度 平 均

２０ ｍｇ / Ｌ左右ꎬ说明 ＣＯＤ 主要在厌氧阶段被

利用ꎬ只有一小部分在缺氧阶段被系统中存

在的异养菌或常规反硝化菌所利用ꎬ不会使

反硝化菌与 ＤＰＡＯ 争夺 ＮＯ －
３ － Ｎꎬ 益于

ＤＰＡＯ 的富集.
图 ５ 显示了第二阶段 ＴＰ、ＮＯ －

３ －Ｎ 变化

情况. 反应初期ꎬ传统聚磷菌作为反应器中优

势菌种因无法利用 ＮＯ －
３ － Ｎ 作为电子受体

进行吸磷反应ꎬＴＰ、ＮＯ －
３ － Ｎ 去除率都较低ꎬ

分别为 ３５􀆰 ０５％ 、２３􀆰 ７４％ ꎬ随着反应器的运

行ꎬＤＰＡＯ 成为优势菌种ꎬ去除率逐渐升高.
厌氧释磷量在第 １ ~ ４ 天质量浓度平均值仅

为 １５􀆰 ３０ ｍｇ / Ｌꎬ这是因为传统聚磷菌在缺氧

阶段没有可利用的 Ｏ２ 作为电子受体ꎬ不能

吸收污水中正磷酸盐合成 ｐｏｌｙ － Ｐ 储存于体

内继而影响厌氧阶段释磷反应. 经 ２０ ｄ 的富
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集培养ꎬＣＯＤ、ＮＯ －
３ －Ｎ、ＴＰ 的缺氧出水质量

浓度分别为 ２４􀆰 ５２ ｍｇ / Ｌ、２􀆰 ６４ ｍｇ / Ｌ、０􀆰 ３７
ｍｇ / Ｌꎬ达到«城镇污水处理厂污染物排放标

准»(ＧＢ１８９１８—２００２)一级 Ａ 标准.

图 ５　 第二阶段 ＴＰ、ＮＯ －
３ － Ｎ 变化情况

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＰꎬＮＯ －
３ － Ｎ ｉｎ

ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｓｔａｇｅ

２. ２　 反硝化聚磷菌的分离、筛选

ＤＰＡＯ 是将吸磷和反硝化这两个不同的

生物过程在体内同步完成的一种兼性厌氧菌.
以磷质量浓度变化作为初步筛选的指标ꎬ将采

用平板划线分离法得到的纯菌株接种到富磷

培养液中进行吸磷试验ꎬ初始磷酸盐的质量浓

度为 ８ ｍｇ / Ｌꎬ经过 ２４ ｈ 得到 ６ 株发生吸磷反

应的菌株ꎬ其中有 ４ 株菌株吸磷率超过 ５０％ ꎬ
分别为 Ｎ４􀆰 ３、Ｎ４􀆰 １、Ｎ４􀆰 ２、Ｐ４􀆰 １ 菌株. 菌株的

筛选结果如表 ４ 所示ꎬ其中 Ｎ４􀆰 １ 吸磷效率最

高ꎬ达到 ９２􀆰 ６１％. 为了进一步确定待测菌株

的反硝化作用ꎬ对其进行硝酸盐还原产气试

验. 硝酸盐还原性试验若有气泡产生ꎬ且硝态

氮浓度降低ꎬ表明细菌可以进行反硝化反应.
试验结果表明:Ｎ４􀆰 ３、Ｎ４􀆰 １、Ｎ４􀆰 ２ 和 Ｐ４􀆰 １ 均

有气泡产生ꎬ且硝态氮浓度降低ꎬ说明具有反

硝化能力ꎻＰ５􀆰 ２、Ｐ３􀆰 ２ 无气泡产生且菌液中硝

态氮浓度没有明显降低ꎬ说明未发生反硝化反

应. 由上述试验可初步判断 Ｎ４􀆰 ３、Ｎ４􀆰 １、Ｎ４􀆰 ２
和 Ｐ４􀆰 １ 菌株具有同步反硝化除磷能力.

表 ４　 菌株的筛选结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

菌株 ３ ｈ 吸磷率 / ％ ２４ ｈ 吸磷率 / ％ 硝酸盐还原产气试验 类脂肪颗粒染色 异染颗粒染色 革兰氏染色

Ｎ４􀆰 ３ ６５􀆰 ２１ ８７􀆰 ５３ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｐ５􀆰 ２ ２８􀆰 ７５ ３９􀆰 ４７ － 未试验 未试验 未试验

Ｎ４􀆰 １ ７４􀆰 ８２ ９２􀆰 ６１ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｎ４􀆰 ２ ７１􀆰 ２８ ８１􀆰 ８４ ＋ ＋ ＋ －

Ｐ３􀆰 ２ ４７􀆰 ４３ ４９􀆰 ６２ － 未试验 未试验 未试验

Ｐ４􀆰 １ ４９􀆰 ８６ ５４􀆰 ７３ ＋ － ＋ 未试验

　 　 注:“ ＋ ”表示试验结果为阳性ꎬ“ － ” 表示试验结果为阴性.

　 　 将 Ｎ４􀆰 ３、Ｎ４􀆰 １、Ｎ４􀆰 ２ 和 Ｐ４􀆰 １ 菌株接种

在平板上培养后挑取纯菌株进行革兰氏染

色、类脂肪颗粒染色及异染颗粒染色. 类脂物

质主要为 ＰＨＢꎬ是一种普遍存在于细胞体内

的类脂性碳源贮藏物ꎬ为脱氮除磷反应提供

碳源和能量. 异染颗粒是微生物体内的营养

贮存物ꎬ主要由多聚磷酸盐组成ꎬ大部分来自

于 ＡＴＰ 的分解ꎬ它的存在表明微生物具有吸

磷作用. 由表 ４ 可判断既能发生反硝化反应

又能过量吸磷ꎬ同时体内存在类脂肪颗粒及

异染颗粒的 Ｎ４􀆰 ３、 Ｎ４􀆰 １ 和 Ｎ４􀆰 ２ 菌株为

ＤＰＡＯ.
２. ３　 反硝化聚磷菌的脱磷除氮试验

取上述 ３ 株菌株进行富集培养后ꎬ先后

在限磷培养液和富氮富磷培养液中发生厌

氧 /缺氧反硝化除磷试验ꎬ根据试验结果分析

各个菌株反硝化除磷脱氮效能ꎬ结果见图 ６、
图 ７ 所示.

由图 ６ 可以看出在厌氧阶段这 ３ 株反硝

化聚磷菌 Ｎ４􀆰 ３、Ｎ４􀆰 １ 和 Ｎ４􀆰 ２ 均有不同程度

释磷ꎬ在前 ３ ｈ 释磷量分别为 ４􀆰 ７１ ｍｇ / Ｌ、
４􀆰 ８９２ ｍｇ / Ｌ、２􀆰 ２５ ｍｇ / Ｌꎬ２４ ｈ 后的释磷量达



１８２　　 沈 阳 建 筑 大 学 学 报 ( 自 然 科 学 版 ) 第 ３５ 卷

图 ６　 菌株厌氧释磷情况

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ７　 菌株缺氧反硝化吸磷情况

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

到了 ５􀆰 ５４ ｍｇ / Ｌ、６􀆰 １４ ｍｇ / Ｌ、２􀆰 ３９ ｍｇ / Ｌ. 从
图 ７ 可以看出在缺氧阶段 Ｎ４􀆰 ２ 的反硝化吸

磷主要发生在反应前 ３ ｈꎬ除磷脱氮效率较

低ꎬ分别为 ４６􀆰 ０２％ 、５２􀆰 ５９％ ꎬ原因可能是厌

氧阶段没有合成足够 ＰＨＢ 为缺氧阶段提供

能量ꎬ也可能是由于缺氧阶段合成的胞内聚

磷达到饱和致使反应不能继续进行. 菌株

Ｎ４􀆰 ３、Ｎ４􀆰 １ 的除磷脱氮效率较高ꎬ前 ３ ｈ 吸

磷量分别为 ２􀆰 ４６ ｍｇ / Ｌ 和 ３􀆰 １９ ｍｇ / Ｌꎬ２４ ｈ
后吸磷量分别为 ８􀆰 ３４ ｍｇ / Ｌ 和８􀆰 ６３ ｍｇ / Ｌꎬ
２４ ｈ 脱氮率分别为 ９５􀆰 ８３％和 ９６􀆰 ３０％ . 但厌

氧释磷和缺氧吸磷主要发生在反应进行 ３ｈ
之后ꎬ前 ３ ｈ 反应速率较低可能是因为菌株

刚转入富氮富磷培养液中与反应器中环境不

同经历了适应期. 所以菌株 Ｎ４􀆰 ３、Ｎ４􀆰 １ 为本

试验筛选出的高效反硝化聚磷菌株.

３　 结　 论

(１)经过 １６ ｄ 厌氧 /好氧交替传统聚磷

菌的驯化和 ２０ ｄ 厌氧 /缺氧交替 ＤＰＡＯ 的驯

化ꎬＣＯＤ、 ＮＯ －
３ － Ｎ、 ＴＰ 去除率分别达到

８６􀆰 ３７％ 、９１􀆰 ２０％ 、９６􀆰 ７２％ ꎬ达到«城镇污水

处理厂污染物排放标准» (ＧＢ１８９１８—２００２)
一级 Ａ 标准ꎬ表明 ＤＰＡＯ 已成为反应器内优

势菌种ꎬ富集完成.
(２)试验利用专性培养基进行分离纯

化ꎬ以磷为检测指标辅以硝酸盐还原产气试

验、革兰氏染色、类脂肪颗粒染色及异染颗粒

染色的筛选方法ꎬ从富集 Ａ２ＳＢＲ 反应器中分

离出 Ｎ４􀆰 ３、Ｎ４􀆰 １ 和 Ｎ４􀆰 ２ 三株 ＤＰＡＯ.
(３)对 Ｎ４􀆰 ３、Ｎ４􀆰 １ 和 Ｎ４􀆰 ２ 菌株分别进

行厌氧 /缺氧反硝化除磷试验ꎬ发现 Ｎ４􀆰 ２ 主

要反应发生在前 ３ ｈꎬ但氮磷去除效率较低ꎬ
分别为 ４６􀆰 ０２％ 、５２􀆰 ５９％ ꎻＮ４􀆰 ３ 和 Ｎ４􀆰 １ 的

反硝化除磷能力较好ꎬ是两株高效反硝化聚

磷菌ꎬ 除磷脱氮效率分别达到 ８８􀆰 ３４％ 、
９１􀆰 ４２％和 ９５􀆰 ８３％ 、９６􀆰 ３０％ .
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