
书书书

生物除磷系统启动及运行期的微生物种群结构变化
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$$摘$要!$利用 !)* +,-.高通量测序手段探究了 */,生物除磷系统启动及运行过程中微生

物种群结构的变化% 根据测序结果!共获得 "' 个门&!(' 个属级微生物% 微生物多样性分析结果

显示!系统中的主要菌门为变形菌门"!"#$%#&'($%")'$&拟杆菌门"*'($%"#)+%$%,$&浮霉菌门"!-'.($#/

01(%$%,$&绿弯菌门"23-#"#4-%5)$&绿菌门"23-#"#&)$&酸杆菌门"6()+#&'($%")'$&芽单胞菌门"7%00'/

$)0#.'+%$%,$&疣微菌门"8%""9(#0)("#&)'$!这 0 个菌门占微生物总数的 1(2以上% 属级微生物中的

优势菌属为索氏菌属":3'9%"'$和脱氯单胞菌属";%(3-#"#0#.',$!其相对丰度分别为 &%1'2和

(%"'2% 系统中的聚磷微生物有 2'.+)+'$9,.3345467893:;+&不动杆菌属"6().%$#&'($%"$&假单胞菌

属"!,%9+#0#.',$&噬纤维菌科"21$#<3'='(%'%$&浮霉菌属"!-'.($#01(%,$&芽单胞菌属"7%00'$)/

0#.',$&脱氯单胞菌属等!其中2'.+)+'$9,.3345467893:;+为主要除磷微生物%
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$$在生物除磷机理的研究中%研究者多将焦点集

中于温度( à浓度(FS值和碳源种类等外界环境

因子)!*

%而对生物除磷的参与者及主导者+++微生

物的群落结构研究相对较少)"*

%造成对系统除磷机

理研究不透彻, 笔者采用 !)* +,-.高通量测序技

术%对.ba?*/,除磷系统在启动及运行过程中的

微生物群落演替及聚磷微生物的丰度变化情况进行

了分析%旨在从生态学角度探究聚磷菌与生物除磷

效率间的关系%以期为后续强化生物除磷系统的高

效稳定运行提供理论支撑,

!"

材料与方法

!#!"*/,反应器的运行

聚磷污泥诱导培养采用 */,反应器, 反应器

为圆柱状%有效容积为 ( Q%采用厌氧b好氧交替方

式运行%进水(搅拌(曝气(沉淀(排水等操作程序采

用自动化控制%污泥浓度为 # ''' c# ('' 5GbQ%污

泥龄为 !' J%温度控制在 "' c"( d之间%FS值在 &

c0 之间, 反应器每天运行 # 个周期%每周期为 0

O%其中厌氧 "%( O(好氧 @ O%每周期末排水 "%( Q%排

水比为 ! e",

接种污泥来自西安市第四污水处理厂%经过筛

洗后接入反应器, 反应器进水为人工配制$>à !乙
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!#$"泥样的采集与处理

*/,反应器运行总时长为 !"' 个周期%共分为

# 个阶段%如图 ! 所示, 第 ! 阶段$启动期!第 ! c#'

周期"%反应器的除磷率由 #"2逐渐升高至 102#第

" 阶段$稳定期!第 #' c!'' 周期"%反应器的除磷率

维持在 102左右#第 # 阶段$除磷效果恶化期!第

!'' c!"' 周期"%反应器的除磷率急剧下降%由 102

降到 #'2左右, 分别在第 ! 阶段的第 ! !a!"(1

!a""("0 !a#"周期%第 " 阶段的第 @1 !a@"(&'

!a("(1(!a)"周期%以及第 # 阶段的第 !!' 周期

!a&"采集样品, 一共采集 & 组样品%每组取 # 个平

行样%样品经离心(去掉上清液后置于 ?"' d下保

存,
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图 !"反应器运行周期内除磷效果变化情况

h7G%!$>O9DG;PWFOPXFOP+4X+;5P[96+9:;7D J7WW;+;+D:

PF;+9:7PD FO9X;X

!#%"!)* +,-.群落多样性高通量测序分析

活性污泥样品送到上海派森诺生物公司进行

!)* +,-.高通量测序分析%采用 ]66457D9T7*;Z 测

序平台%得到的原始数据采用h.*<B格式保存并进

一步分析处理%具体操作步骤如下$

!

$对原始数据进行质量过滤和双端序列的连

接%对连接上的序列进行过滤和去除嵌合体, 采用

滑动窗口法对双端的h.*<B序列做质量过滤$窗口

大小为 ( 8F%步长为 ! 8F%从第 ! 个碱基位置开始移

动%要求窗口中碱基平均质量
!

B"'!即碱基准确率

!

112"%从第 ! 个低于B"' 处截断序列%最终要求

序列长度
!

!(' 8F%且不容许有-!模糊碱基"%再利

用hQ.*S软件对通过质量过滤的序列进行连接%要

求+;9J! 和 +;9J" 的 P[;+69F

!

!' 8F%且不允许碱基

错配, 根据]DJ;I序列中用于区分样品的一段碱基

序列信息提取每个样品的有效序列!要求 ]DJ;I完

全匹配",

"

$对得到的优质序列进行 a<=的聚类和注

释, 高通量测序建库过程中的 \>,扩增会产生嵌

合体序列%测序过程中会产生点突变等测序错误%为

了保证分析结果的准确性%需要对有效序列进行进

一步过滤和去除嵌合体处理%得到最终用于后续分

析的优质序列, 数据过滤标准$去除 (&端引物错配

'('!'
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碱基数V! 的序列#去除含有模糊碱基的序列#去除

含有连续相同碱基数V0 的序列#去除长度
"

!(' 8F

的序列#去除嵌合体序列,

#

$基于a<=聚类和注释的分析结果%绘制稀

疏曲线%进行多样性指数分析%并在各分类水平上进

行群落结构的统计分析和物种丰度差异分析, 在上

述分析的基础上%进一步对群落结构和系统发育等

进行深入的统计学和可视化分析,

$"

试验结果

$#!"微生物群落结构差异分析

\>P.!\+7D37F96>PP+J7D9:;X.D96EX7X"是一种研

究数据相似性或差异性的可视化方法%通过一系列

的特征值和特征向量进行排序后%选择主要排在前

几位的特征值%\>P.可以找到距离矩阵中最主要的

坐标%结果是数据矩阵的一个旋转%它没有改变样品

点之间的相互位置关系%只是改变了坐标系统%通过

\>P.可以观察个体或群体间的差异, 图 " 中每个

点代表一个样品%颜色相同的点属于同一分组%两点

之间的距离越近%说明两个样品的微生物群落差异

越小,
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图 $"%&'()*分析结果

h7G%"$,;X46:XPW#`F+7D37F963PP+J7D9:;X9D96EX7X

由图 " 可知%微生物群落结构在 # 个运行阶段

表现出明显的差异性, 第 ! 阶段反应器启动过程

中%系统内微生物种群的组成结构在缓慢地发生变

化#第 " 阶段%生物系统处于稳定状态%系统中微生

物种群的组成结构也趋于稳定#第 # 阶段%反应器除

磷效果恶化%微生物种群的组成结构也有较大的差

异, 这表明%在反应器启动过程中%系统内部的微生

物种群是不断变化的#当系统处于稳定时%系统内部

的微生物种群虽然有一定的差异性%但总体差异不

大%形成较为稳定的微生物群落结构#当除磷效果恶

化时%与前两个阶段相比%微生物的群落表现出较大

的差异性%也间接表明生物系统的除磷效果与微生

物群落结构的组成密切相关,

$#$"C/\,中生物群落结构的演替规律

$#$#!"门级水平上微生物的演替规律

在 */,反应器运行过程中%反应器内微生物的

种群结构在门分类水平上具有较高的多样性%如图

# 所示%反应器内共发现 "' 个门类%其中含量占比

在 !2以上的门类有$变形菌门!!"#$%#&'($%")'"(拟

杆菌门!*'($%"#)+%$%,"(浮霉菌门!!-'.($#01(%$%,"(

绿弯菌门!23-#"#4-%5)"(绿菌门!23-#"#&)"(酸杆菌门

!6()+#&'($%")'"(芽单胞菌门!7%00'$)0#.'+%$%,"(疣

微菌门!8%""9(#0)("#&)'"共 0 个菌门%这 0 个门的细

菌数之和占微生物总数的 1(2以上, 除此之外%装

甲菌门!6"0'$)0#.'+%$%,"(衣原体门!23-'01+)'%"(

厚壁菌门!L)"0)(9$%,"(放线菌门!6($).#&'($%")'"(螺

旋体门!K<)"#(3'%$%,"等为含量不超过 !2的门类,
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图 %"样品中门水平细菌群落结构分布

h7G%#$ 7̀X:+784:7PD PW893:;+793P554D7:7;X9:FOE6456;[;6

在 */,运行的 # 个阶段%微生物种群结构表现

出较大的差异%主要体现在含量占比在 !2以上的 0

个菌门, 由图 # 可知%在 */,启动和稳定运行阶

段%变形菌门尽管丰度在逐渐降低%但仍一直处于优

势地位%其丰度比例为 ("%''2 c&(%''2%这与很

多污水处理厂关于微生物种群结构的报道相一

致)#*

, 此外%拟杆菌门的丰度出现明显增加%由启

动期的 @%''2增至稳定期的"(%''2#浮霉菌门(芽

单胞菌门(绿菌门的丰度分别由启动期的 (%''2(

!%('2( '%0'2增至稳定期的 0%('2( "%!'2(

!%''2%增幅不大%且在系统中总体不占优势#绿弯

菌门和酸杆菌门的丰度分别由启动期的 @%0'2(

&%0'2降至稳定期的 !%''2((%#'2#疣微菌门的

丰度变化不大%保持在 #%('2左右, 第 # 阶段%除

磷效果恶化%变形菌门的丰度大幅度下降%只有

"(%''2左右#而拟杆菌门的丰度却大幅度上升%由

稳定期的 "(%''2升至 ('%''2左右#浮霉菌门(绿

')'!'
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弯菌门(绿菌门(酸杆菌门(芽单胞菌门(疣微菌门的

丰度分别由稳定期的 0%('2( !%''2( !%''2(

(%#'2( "%!'2( #%('2 变为 1%"'2( '%)'2(

'%@(2(#%"'2(!%!'2("%#'2,

在反应器启动和运行过程中%变形菌门(拟杆菌

门和浮霉菌门这 # 个菌门的相对丰度在&(%''2 c

0(%''2%处于优势地位%进一步对这 # 个菌门在纲

水平上的分布特征进行分析, 结果表明%在反应器

启动和稳定阶段%

$

N变形菌纲和
%

N变形菌纲是变形

菌门中相对丰度最大的菌群%

$

N变形菌纲的相对丰

度由启动期的 @"%''2降至稳定期的 "'%''2左右%

%

N变形菌纲则由 !)%''2增至 "(%''2左右#拟杆菌

门中噬胞菌纲!21$#<3'=)'"和 K'<"#,<)"'%是优势拟

杆菌%噬胞菌纲的相对丰度由启动期的 '%!'2增至

稳定期的1%''2左右%K'<"#,<)"'%则由 !%''2增至

&%''2左右#浮霉菌门中的主要菌群有!-'.($#01(%/

$)'(!31(),<3'%"'%(aT!1'(>)%其相对丰度分别由启

动期的"%&'2(!%!'2('%0'2('%@'2变为稳定期

的 @%"'2("%''2(!%)'2('%"'2%!-'.($#01(%$)'

是浮霉菌门丰度最大的菌群, 除磷效果恶化后%各

菌群的相对丰度都发生了一定的变化%尤其是
$

N变

形菌纲(噬胞菌纲(K'<"#,<)"'%(!-'.($#01(%$)'等变化

明显%分别由稳定期的 "'%''2(1%''2(&%''2(

@%"'2变为恶化期的"%0'2("@%&'2(!)%''2(

1%('2,

$#$#$"属级水平上微生物的演替规律

在 */,反应器运行过程中%共发现了 !(' 个不

同菌属, 其中相对丰度在 !2以上的菌属有$浮霉

菌属!!-'.($#01(%,"(索氏菌属!:3'9%"'"(动胶菌属

!M##=-#%'"(6N9)(%--'(;#O+#.%--'(出芽菌属!7%00'/

$'"(脱氯单胞菌属!;%(3-#"#0#.',"(2'.+)+'$9,.3N

345467893:;+, 此外%相对丰度在 !2以下的菌属有$

放线菌属 !2'.+)+'$9,B)("#$3")5"(2'.+)+'$9,!"#/

$#(3-'01+)'(暖绳菌属!2'-+)-).%'"(E#9-%#$3")5(芽单

胞菌属!7%00'$)0#.',"(慢生根瘤菌!*"'+1"3)P#&)/

90"(生丝微菌属 !Q1<3#0)("#&)90"(红杆菌属

!J3#+#&'($%""(极地单胞菌属!!#-'"#0#.',"(固氮

弧菌属!6P#A)&")#"(郅弧菌属!*+%--#A)&")#"(侏囊菌

属!G'..#(1,$),"(假单胞菌属!!,%9+#0#.',"(突柄

杆菌属 !!"#,$3%(#&'($%""( 2'.+)+'$9,C)<3).%0'$#/

&'($%"(不动杆菌属!6().%$#&'($%""等%具体如图 @ 所

示,
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图 +"样品中属水平细菌群落结构分布

h7G%@$ 7̀X:+784:7PD PW573+P87963P554D7:7;X9:G;D4X6;[;6

$$由图 @ 可知%在反应器启动和稳定运行阶段%索

氏菌属和脱氯单胞菌属处于优势地位%其相对丰度

分别由启动期的 @%!'2(!'%"'2变为稳定期的

&%1'2((%"'2, 在污泥驯化过程中%2'.+)+'$9,

.3345467893:;+(浮霉菌属(出芽菌属(6N9)(%--' 等菌

属的相对丰度逐渐增加%分别由启动期的 '%)'2(

!%"'2('%@'2('%!'2增加至稳定期的 "%0'2(

!%)'2(!%@'2(!%!'2, 动胶菌属(;#O+#.%--'的丰

度逐渐减少%分别由启动期的 (%!'2(#%!'2减至

稳定期的 '%@'2('%0'2, 当反应器除磷效果恶化

后%微生物的群落结构在属水平上发生了较大的变

化%索氏菌属(脱氯单胞菌属(2'.+)+'$9,.3345467N

893:;+(浮霉菌属分别由稳定期的 &%1'2((%"'2(

"%0'2( !%)'2变为恶化期的 '%0'2( '%&'2(

'%"'2(!%0'2,

$#%"聚磷微生物群落结构变化

对反应器驯化过程中的聚磷微生物进行分析%

结果表明%在整个运行周期内出现的聚磷菌有 & 种$

2'.+)+'$9,.3345467893:;+(不动杆菌属(假单胞菌

属(噬纤维菌科!21$#<3'='(%'%"(浮霉菌属(芽单胞

菌属(脱氯单胞菌属!见表 !", 2'.+)+'$9,.33454N

67893:;+是公认的生物除磷系统的优势除磷菌%经常

在各个除磷工艺中被检测到)@*

#不动杆菌属曾被长

期认为是唯一的\.a

)(*

%但现在不动杆菌在生物除

磷系统中是不是能够起到除磷作用存在很大的争

议% g9DG等人))*认为不动杆菌属在除磷系统中含

量很低%不可能负责 C/\,中微生物的主要除磷作

用#假单胞菌属因其分离得到的纯种菌株具有除磷

性能而被大家认为是除磷系统中代表性的聚磷微生

物)&*

, 除此之外%噬纤维菌科)0*

(浮霉菌属)#*

(芽单

胞菌属)1*

(脱氯单胞菌属)!'*等都被报道为聚磷微生

'&'!'

YYY%Y9:;+G9XO;9:%3P5 王亚超!等'生物除磷系统启动及运行期的微生物种群结构变化 第 #@ 卷$第 !# 期



物,

表 !",-.反应器中的聚磷微生物

<98%!$\OPXFOP+4X93345469:7DGP+G9D7X5X7D */,$2

项$目
所占比例

启动期 稳定期 恶化期

2'.+)+'$9,.3345467893:;+ '%(' "%0' '%"'

不动杆菌属 '%(' '%#' !%"'

假单胞菌属 '%!( '%!' '%"'

噬纤维菌科 '%!' )%0' "&%#'

浮霉菌属 !%!' !%!' !%0'

芽单胞菌属 '%!' '%"' !%"'

脱氯单胞菌属 !'%"' (%"' '%&'

%"

讨论

%#!"除磷系统中生物种群结构变化

运用 !)* +,-.高通量测序手段%对 */,除磷

反应器运行全过程中的微生物群落结构变化进行了

全面分析%此次分析共发现了 "' 个门类(!(' 个属

类, 平均相对丰度前 !' 位微生物种群的群落结构

见图 (, 其相对丰度从大到小分别为变形菌门

!(0%0'2"(

$

N变形菌纲 !"&%1'2"(

%

N变形菌纲

!""%#'2"( 红 环 菌 目 ! !0%@'2"( 红 环 菌 科

!!0%@'2"(拟杆菌门 !!)%''2"(脱氯单胞菌属

!0%''2"(浮霉菌门!&%('2"(噬胞菌纲!)%1'2"(

噬纤维菌目!)%1'2",

!"#$!"#$%&#'(%$%)

%"&$*+$,-."/0"

'"($1+$,-."2"3%)

)"#$43"5#$,6+#%$%)

*"+$4&,$%,7"#$%&0"

,"&$8"&&6"-&,$%,7"#$%&0"

-"&$9"#"-&,$%,7"#$%&0"

."($:.,(,#+#3"3%)

/"0$:.,(,#+#3"#%"%

1"2$;%#.3,&,6,5")

图 /"生物群落结构

h7G%($T73+P87963P554D7:EX:+43:4+;PW966X95F6;X

在反应器运行过程的 # 个阶段%微生物的种群

结构有着明显的差异, 宏观上反应器的处理功能与

微观上微生物的种群不同体现了较强的映射关系,

在不同运行条件下%优势微生物种群不同%系统条件

改变%系统中的微生物种群结构也会逐渐发生变化,

在启动期%污泥刚刚接种%变形菌门占主导地位#在

稳定期%虽然变形菌门占主导地位%但拟杆菌门相对

丰度逐渐升高%成为仅次于变形菌门的第二大菌门#

在恶化期%随着除磷效果的恶化%拟杆菌门取代了变

形菌门占据主导地位, 当系统处于稳定的条件下%

系统内微生物的群落结构变化不大%仅有少部分微

生物群落表现出一定的差异,

%#$"除磷系统中聚磷微生物分析

在稳定期 */,反应器进水 \a

# ?

@

?\浓度为 !'

5GbQ的条件下%除磷率能一直保持在 102以上%表

明该工艺具有高效的除磷性能%这与聚磷微生物的

富集有关, 在反应器运行过程中发现了 & 种聚磷微

生物%其中2'.+)+'$9,.3345467893:;+作为好氧除磷

系统中的主要除磷微生物而被广泛认可, 在反应器

启动过程中%随着除磷效果的逐渐升高%2'.+)+'$9,

.3345467893:;+的相对丰度也逐渐增加%由初期的

'%('2逐渐增至 "%0'2左右%而在除磷效果恶化

后%2'.+)+'$9,.3345467893:;+的相对丰度降至

'%#'2, 不动杆菌在生物除磷系统中是不是除磷菌

存在着争议, 根据本次测序结果可知%不动杆菌的

相对丰度在启动期为 '%('2(在稳定期为 '%#'2,

较低的生物丰度证明了不动杆菌不可能承担起系统

中的主要除磷任务, 同理%芽孢杆菌属(假单胞菌属

的平均相对丰度分别为 '%!'2和 '%"'2%也不可能

承担起主要的除磷任务, 此外%噬纤维菌科(浮霉菌

属(脱氯单胞菌属的平均相对丰度分别为 )%0'2(

!%!'2((%"'2%其在 */,反应器中是否具有除磷

作用需后续做进一步探究,

+"

结论

!

$通过高通量测序手段%对 */,生物除磷系

统运行过程中的微生物种群结构进行了检测分析%

共发现 "' 个门类(!(' 个属类, 在门级水平中%变

形菌门和拟杆菌门占微生物总数的 &(%''2左右%

其中%变形菌门中
$

N变形菌纲和
%

N变形菌纲是主要

的微生物种群%平均相对丰度分别为 "&%1'2和

""%#'2#拟杆菌门中噬胞菌纲和 K'<"#,<)"'%占相对

优势%平均相对丰度分别为 )%1'2和 &%"'2, 属级

水平上%在稳定期脱氯单胞菌属和索氏菌属处于优

势%平均相对丰度分别为 (%"'2和 &%1'2, 在启动

期(稳定期和恶化期%微生物种群结构发生了明显的

变化%具有显著的差异性,

"

$反应器运行过程中%共发现 & 个除磷微生

物种群$2'.+)+'$9,.3345467893:;+(不动杆菌属(假

单胞菌属(噬纤维菌科(浮霉菌属(芽单胞菌属(脱氮

单胞菌属%其中2'.+)+'$9,.3345467893:;+是主要除

磷微生物, 在除磷效果较好的稳定期%2'.+)+'$9,

'0'!'
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!""#$#%&'(")*+的相对丰度在 ,-./0左右!而不动

杆菌属"芽孢杆菌属和假单胞菌属的相对丰度较低!

无法承担主要除磷功能# 此外!噬纤维菌科"浮霉菌

属"脱氯单胞菌属的平均相对丰度分别为 1-./0"

2-2/0"3-,/0!其在 456反应器中的除磷作用需

后续做进一步探究#
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