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MBBR污水生化处理系统中泥膜的生物群落分析
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摘 要： 为了更详细地分析移动床生物膜反应器（MBBR）中泥膜系统的生物群落结构，对某

污水厂生化池内的活性污泥、填料表面松散型和内部紧密型生物膜进行了高通量测序。结果表明，

三者的优势菌属存在明显区别。其中，活性污泥中富集了大量硝化菌和除磷菌，主要承担硝化和除

磷的作用；松散型生物膜上存在着丰度较高的与耐抗生素、耐金属和降解有毒污染物等相关的功能

菌属，推测松散型生物膜主要起到拦截过滤污染物、保护内层生物膜的作用；紧密型生物膜上的主

要菌属包括反硝化菌、纤维素水解菌和厌氧氨氧化菌等。泥膜系统内不同厚度的生物膜与活性污

泥之间相互协作，实现了氮和磷的强化去除。
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Abstract： The activated sludge and the surface loosely⁃attached biofilm and the inner 
tightly⁃attached biofilm on the packing media from the biochemical tank of a wastewater treatment plant 
were sequenced by high throughput sequencing, so as to comprehensively analyze the microbial 
community composition of sludge and biofilm in a moving bed biofilm reactor (MBBR). There were 
significant differences among the dominant bacterial genera of the three samples. Among them, a large 
number of nitrifying bacteria and phosphorus removal bacteria were enriched in the activated sludge, 
which were mainly responsible for nitrification and phosphorus removal. The loosely⁃attached biofilm had 
a high abundance of functional bacteria related to antibiotic resistance, metal resistance and degradation 
of toxic pollutants. The surface loosely⁃attached biofilm was speculated to mainly play the role of 
intercepting and filtering pollutants and protecting the inner biofilm. The bacterial genera of the 
tightly⁃attached biofilm mainly included denitrifying bacteria, cellulolytic hydrolyzing bacteria and 
Anammox bacteria. The cooperation between activated sludge and biofilm with different thickness in the 
system enhanced the removal of nitrogen and phosphorus.
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community;    nitrogen and phosphorus removal

近年来，随着国家及地方城市污水处理厂对

氮、磷排放标准的不断提高，新一轮提升改造也正

同步开展。移动床生物膜反应器（MBBR）因无需增

加额外占地和改变原有工艺路线便能实现深度脱

氮除磷而受到广泛关注［1］。另外，该工艺可大幅减

少改造工程量，具有运行费用低、管理简便、处理效

果稳定等特点，可较好地解决市政污水处理厂提升

改造中的难题［2-3］。
MBBR具备深度脱氮除磷功能与其兼具活性污

泥和生物膜两种微生物存在形式有着密切关系。

为此，国内外很多学者对 MBBR 中的微生物结构及

功能展开了研究。张晶晶等［4］对比分析了MBBR填

料生物膜与活性污泥的微生物群落，结果表明好氧

和缺氧区填料生物膜的微生物丰度均比活性污泥

高，其中好氧区富集了较多的硝化菌，而缺氧区生

物膜上的微生物主要以反硝化菌为主；吴迪等［5］分
析了山西某污水厂 MBBR 提标改造前后的菌种变

化，结果表明悬浮填料对硝化菌群富集具有重要作

用，填料对硝化的贡献率高达 79%，悬浮载体上存

在的反硝化菌群为同步硝化反硝化提供了微观保

障，加入悬浮填料后优化了系统的菌落分布，增加

了菌群的多样性；卢欣欣等［6］采用 MBBR 实现了一

体式短程硝化-厌氧氨氧化的耦合，得出 MBBR 中

活性污泥主要完成亚硝化、生物膜主要完成厌氧氨

氧化的结论。但是，目前大多数研究仅分析填料生

物膜的整体微生物结构，对生物膜不同厚度的生物

群落研究较少，无法深入分析污染物去除机理。

鉴于此，笔者对某污水处理厂经 MBBR 改造后

的填料生物膜进行更细微的分类，将填料上的微生

物分成表面松散型和内部紧密型生物膜，并对比紧

密型生物膜、松散型生物膜和活性污泥的菌群结构

与物种特性，进一步探索不同功能菌群的分布及功

能，以期为 MBBR 技术的广泛应用提供微观理论

支撑。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　改造方案

该污水厂处理规模为 4×104 m3/d，改造前生化

段主体工艺为 SBR 的变形工艺——MSBR （改良式

序列间歇反应器），出水水质执行《城镇污水处理厂

污染物排放标准》（GB 18918—2002）一级 B 要求。

为进一步提高出水水质，达到地表准Ⅳ类水质要

求，提出以下改造方案：向MSBR池的主曝气区投加

一定数量的悬浮填料，以提高反应器中的微生物种

类和优势种群数量，从而提高反应器的处理效率。

即由MSBR改造为MBBR，于2017年改造完成。

1. 2　悬浮填料特性

悬浮填料为思普润公司生产的 SPR-2 型悬浮

填料，其材质为高密度聚乙烯（HDPE），标称直径为

（25±0. 5）mm；标称高度为（10±1）mm；密度约为

0. 94~0. 97 g/cm³，有效比表面积≥620 m2/m3，填料寿

命 >15 年 ，抗 压 强 度 >50 N/mm2，紫 外 损 失 值 <
0. 06%。悬浮填料为流化填料，正常运行时悬浮于

水中，能使微生物膜有效附着生长以确保运行效

果，且其化学性质稳定，长时间浸泡于水中不会分

解，亦不会对微生物产生毒害作用，另外，其无需任

何支架或其他的固定方式，可自由地分布在池体

内。SPR 型悬浮填料采用蜂窝状内部结构、圆筒状

外形等独特的设计，在保证高空隙率的情况下提高

填料比表面积，增加了反应器的生物量，同时可有

效改善污水在填料间的流动流态，增强水流紊流程

度，减少污水通过填料的阻力。填料的材质和结构

使得其具备以下特点：水力特性好，效率高，占地

小；能耗低；易于安装和维护，设计灵活；无生物膜

堵塞，易于流化；使用寿命长。改造前经试验验证，

投加填料 10 d 后，生物膜镜检可发现多种微生物，

填料挂膜、生物膜驯化成功。

1. 3　微生物分析

1. 3. 1　样品获取及处理

2021年 9月，于某污水厂生化池内取悬浮填料

（运行近 4年）及活性污泥用于微生物检测，活性污

泥即反应池内的悬浮污泥。取样时水温为 30. 0 ℃、

pH 为 7. 09。为区分紧密型生物膜和松散型生物

膜，进行以下预处理：将取出的悬浮填料立刻置于

1 000 mL烧杯，倒入纯水浸没填料，手动振荡淘洗 5 
min后取出填料，烧杯内的污泥即为松散型生物膜；

经淘洗后，将填料捞出冲洗，仍存留在填料上的生

物附着较为紧密，用牙签和小刀将附着在填料上的

污泥刮出，刮出的污泥即为紧密型生物膜。
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将收集到的活性污泥、紧密型生物膜和松散型

生物膜样品置于离心机中以 5 000 r/min的速度离心

5 min，去除上清液后加入去离子水再次离心，重复

两次，保留底部污泥样品；再用冷冻干燥机对离心

后的样品冷冻干燥。

1. 3. 2　DNA的提取及PCR扩增

采 用 E. Z. N. ATM Mag-Bind Soil DNA Kit
（M5635-02， OMEGA， USA）提取污泥样本的基因

组 DNA。并对细菌 16S rDNA 的 V4 和 V5 区进行

PCR 扩增，引物为 515 F（GTGYCAGCMGCCGCGG⁃
TAA）和 806R（GGACTACNVGGGTWTCTAAT）。

PCR 扩增在由 15 μL 的 2×Phusion Master Mix、1. 5 
μL 引物（2 μmol/L）、10 μL 模板 DNA（1 ng/μL）以及

2 μL的超纯水混合而成的 30 μL混合液中进行。将

混合液置于 95 ℃下扩增 3 min，而后继续 95 ℃下扩

增 30 s（扩增 25个循环）， 然后在 55 ℃下扩增 30 s，
以及72 ℃下扩增45 s，最后72 ℃下再扩增5 min。
1. 3. 3　测序及数据分析

从 2% 的琼脂糖凝胶中用 GeneJET Gel 试剂盒

（Thermo Scientific）提 取 出 扩 增 子 ，并 用 Nano⁃
Drop2000荧光光谱仪（Thermo Scientific）进行量化。

随后，每个样品中提纯出的扩增子，在 Illumina 
MiSeq平台上按标准方法配对并测序。数据分析采

用 Illumina MiSeq PE300 平台，在免费在线 I-Sanger
平台（www. i-sanger. com）上进行分析。

1. 4　分析测试方法

COD、NH3-N、TN、TP 等采用标准分析方法测

定；利用体式显微镜观察填料上的微生物特性。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　改造前后污染物去除效果对比

MBBR 改造前后的进出水水质变化如图 1 所

示。可以看出，改造前后进水 COD 浓度波动较大，

但出水浓度始终维持在 20 mg/L以内，表明MSBR和

MBBR对 COD均有较好的去除效果。另外，改造前

后出水NH3-N浓度均维持在 0. 3 mg/L左右，无明显

变化。但值得注意的是，MBBR 对 TN 和 TP 的去除

有明显的强化作用，其中 TN 平均去除率从改造前

的 43. 0%提高至改造后的 60. 3%，出水TP也由改造

前的 0. 35 mg/L 降至改造后的 0. 13 mg/L，去除率由

77. 7%提高至 91. 2%。由此可知，经MBBR改造后，

对 COD 和 NH3-N 的去除没有较大影响，但对 TN 和

TP 的去除有明显的强化作用，去除率分别提高了

17. 3% 和 13. 5%，这可能与投加悬浮填料形成的泥

膜混合系统有关，生物膜与活性污泥不同的污泥停

留时间使得世代周期较长的反硝化菌能在生物膜

上得到有效富集，强化对 TN的去除；而世代周期较

短的聚磷菌富集于活性污泥中，通过排放剩余污泥

达到去除TP的效果。另外，投加填料后的出水水质

较为稳定，这表明改造后工艺的抗冲击能力得到了

增强。

a. COD
t/d

10 20 30

700
600
500
400
300
200
100

CO
D/（

mg
·L-1 ）

改造前                                 改造后

进水COD
出水CODCOD去除率

0

100

80

60

40

20

0

CO
D去

除
率

/%

10 20 30

b. NH3-N
t/d

10 20 30

40

30

20

10NH
3-N

/（m
g·L

-1 ）

改造前                                 改造后

进水NH3-N
出水NH3-N
NH3-N去除率

0

100

80

60

40

20

0
NH

3-N
去

除
率

/%
10 20 30

c. TN
t/d

10 20 30

50

40

30

20

10

TN
/（m

g·L
-1 ）

改造前                                改造后

进水TN
出水TNTN去除率

0

80

60

40

20

0

TN
去

除
率

/%

10 20 30

··17



第 39 卷 第 23 期 中 国 给 水 排 水 www. cnww1985. com
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图1　改造前后的进、出水水质

Fig.1　Influent and effluent quality before and after 
reconstruction

2. 2　微生物种群分析

悬浮填料的加入一定程度上强化了生化段的

处理效能，这与其附着的微生物分布及种类密切相

关。对此，本研究根据微生物的分布情况进行取

样：①填料外微生物，即活性污泥；②填料表层生物

膜，即松散型生物膜；③填料内层生物膜，即紧密型

生物膜。而后，对以上 3个样品进行了高通量测序

分析。污泥样品的多样性指数见表1。

由表 1可知，紧密型生物膜、松散型生物膜和活

性污泥样品的有效序列数分别为 43 854、41 531 和

36 986，覆盖率均超过 99%，即表明所收集到的基因

序列能够很好地代表微生物群落。微生物多样性

用 Shannon和 Simpson指数表征，Shannon指数越大、

Simpson指数越小，则说明物种越丰富。从表 1可以

看出，相比活性污泥，填料上的紧密型和松散型生

物膜物种丰度更低。此外，基于 OTUs 水平的维恩

图显示（见图 2），3种类型污泥样品共有的 OTUs 为
1 016个，具有较高的相似度。但与此同时，紧密型

和松散型生物膜相比活性污泥独有的OTUs数量相

对较多，表明填料上的微生物群落更具有特异性，

这可能是因为填料结构使得紧密型和松散型生物

膜富集了特定功能的菌种。

从微生物在门水平上的分析结果（如图 3所示）

来看，3 个样品中丰度最高的门为 Proteobacteria、
Chloroflexi 和 Actinobacteriota，而这三者也是城市污

水处理过程中最常出现的微生物门类。相比之下，

Nitrospirota和Dadabacteria的丰度出现了较大差异。

Nitrospirota 在紧密型生物膜中的丰度为 10. 5%，而

在松散型生物膜和活性污泥中的丰度仅为 2. 7%和

1. 3%。此外，Dadabacteria 同样在紧密型生物膜中

富集，丰度达到了 2. 4%，而在松散型生物膜和活性

污泥中的丰度仅为 0. 9% 和 0. 1%。不同的是，

Patescibacteria 在活性污泥和松散型生物膜中的丰

度（3. 6% 和 2. 9%）高于紧密型生物膜中的丰度

（1. 1%）。
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图3　填料生物膜和活性污泥中微生物在门水平上的丰度

Fig.3　Abundance of microorganisms in filler and 
activated sludge at phylum level

从微生物在属水平上的分析结果（见图 4）来

看，活性污泥、松散型生物膜和紧密型生物膜的优

活性污泥

紧密型

松散型

1 016
208

47 64

236 92

109

图2　填料和活性污泥微生物独有和共有的OTUs
Fig.2　Venn diagram showing unique and shared OTUs by 

filler and activated sludge microorganisms

表1　污泥样品的多样性指数

Tab.1　Diversity index of sludge samples

项    目
紧密型生

物膜

松散型生
物膜

活性污泥

有效序
列数

43 854

41 531
36 986

Ace

1 643

1 685
1 508

Chao

1 640

1 687
1 527

Shannon

5.57

5.78
5.80

Simpson

0.010 2

0.007 7
0.007 7

Coverage

0.993 7

0.993 5
0.994 1
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势菌属存在明显差异。其中，活性污泥富集了大量

硝化菌和除磷菌，包括 966-1（3. 56%）、norank_f__
Saprospiraceae（1. 1%）和 norank_f__NS9_marine_
group（1. 34%）等硝化菌［7-9］，这与活性污泥具有更高

的氧含量有关；另外，除磷菌也在活性污泥中实现

富 集 ，如 norank_f__norank_o__Saccharimonadales
（1. 76%）可以产磷酸酶，有利于磷酸的矿化［10］，

norank_f__Gemmatimonadaceae（1. 52%）可以增强磷

的转运［11］，这可能是因为活性污泥相比生物膜具有

较短的污泥停留时间，因此更能够实现除磷菌的

富集。

值得注意的是，松散型生物膜上存在着丰度较

高的与抗生素耐性基因、耐金属、有毒污染物和木

质素降解等相关的功能菌属。例如，norank_f__
JG30-KF-CM45具有降解抗生素耐性基因及反硝化

作用，在松散型生物膜上的丰度达到 5. 26%，魏健

等采用臭氧催化氧化-曝气生物滤池（BAF）组合工

艺对抗生素废水二级生化处理出水进行深度处理，

证明了 norank_f__JG30-KF-CM45 是降解抗生素类

污染物的主要菌属［12］。另外，与金属耐受性相关的

菌属在松散型生物膜上也实现了有效富集，包括

norank_f__norank_o__norank_c__KD4-96 （4. 28%）

和 norank_f__norank_o__Microtrichales（2. 19%）等 ，

Zou 等的研究中，norank_f__norank_o__norank_c__
KD4-96 属的相对丰度与 Cu、Ni 和 Se 含量呈正相

关，表明这些金属可能对该属的生长繁殖有促进作

用［13］ ；Girardot 等 人 报 道 norank_f__norank_o__
norank_c__KD4-96 属在金属污染的荒地中占据主

导地位［14］；Zeng等人在位于化学工业区的含有重金

属的废水处理厂微生物群落的特征研究中证明了

norank_f__norank_o__Microtrichales 具有耐 Mn、Ni、
Cd 和 Zn 的潜力［15］；除此以外，norank_f__67-14
（2. 54%）对有毒污染物降解活性很强［16］，norank_f__
norank_o__SBR1031（1. 24%）可降解芳香化合物［17］，
unclassified_f__Solirubrobacteraceae（2. 39%）具有木

质素降解能力［18］。这些菌种在松散型生物膜中大

量富集，说明松散型生物膜对有毒有害物质、金属

和抗生素有很好的降解或吸附能力，对紧密型生物

膜起到保护作用。丝状菌 Candidatus_Alysiosphaera
（1. 13%）在松散型生物膜中也被富集，丝状菌可以

起到骨架作用，使生物膜结构更加稳定［7］。耐抗生

素、抗金属、降解有毒污染物等微生物的功能在之

前的研究中都已得到证明，在本次研究的污水厂

中，进水含有大量工业废水，与之前研究的条件相

一致，进一步证明了松散型生物膜在污水处理过程

中具有耐抗生素、抗金属等特殊作用。

紧密型生物膜上主要富集有反硝化菌、纤维素

水解菌和厌氧氨氧化菌等，除此之外，还存在一部

分硝化菌。norank_f__Caldilineaceae（8. 43%）可以

在厌氧条件下促进木质纤维素和半纤维素的分

解［19-20］，其富集可能与该污水处理厂的进水含有造

纸废水有关，此外，该菌属具有反硝化作用［21］。同

样具有反硝化作用的还有 norank_f__norank_o__
Dadabacteriales（2. 39%）、norank_f__Blastocatellaceae
（1. 25%） 和 unclassified_f__Hyphomicrobiaceae
（1. 67%），这些菌属均被报道与反硝化有关［22-24］，说
明反硝化作用主要发生在生物膜内部紧密层，这些

都与填料生物膜形成的分层结构和生物膜较长的

污泥停留时间有关［25］。厌氧氨氧化菌 norank_f__
Microtrichaceae（2. 21%）也在紧密型生物膜中得到

富集，该菌属可利用 NO2--N 来氧化 NH3-N，从而减

少碳源的消耗［26］。有趣的是，Nitrospira在紧密型生

物膜中的丰度为 10. 47%，这可能是因为 Nitrospira
作为硝化菌，可将亚硝酸盐氧化成硝酸盐，在氨氮

norank_f__Caldilineaceae
Nitrospiranorank_f_JG30-KF-CM45norank_f_norank_o_IMCC26256norank_f__norank_o__norank_c__KD4-96norank_f_67-14966-l

Defluviicoccusnorank_f_norank_o__Microtrichales
Gaiellaunclassified_f__Solirubrobacteraceaenorank_f__norank_o__Dadabacteriales

Pedomicrobium
Hyphomicrobiumnorank_f__Microtrichaceaenorank_f__norank_o__Saccharimonadalesnorank_f__Gemmataceaenorank_f__norank_0__Subgroup_7IMCC26207norank_f__norank_o__DS-100norank_f__Gemmatimonadaceaenorank_f__norank_o__norank_c__OLB14norank_f__Xanthobacteraceaenorank_f__Vicinamibacteraceaenorank_f_norank__o__SBR1031norank_f_Blastocatellaceaeunclassified_f__Hyphomicrobiaceae

Ahniellanorank_f__SC-I-84
Candidatus_Alysiosphaeranorank_f__AnaerolineaceaeSWB02

Pseudonocardia
Nocardioidesnorank_f__Steroidobacteraceaenorank_f__Methyloligellaceaenorank_f__Saprospiraceaenorank_f__NS9_marine_group

Terrimonasunclassified_c__Bacteroidia
Zoogloea

0 1.2 10.5相对丰度/%

松散型生物膜紧密型生物膜 活性污泥8.4310.474.962.961.292.180.470.580.751.250.652.393.322.352.210.611.281.270.260.790.830.511.441.230.701.251.670.370.280.420.211.351.250.260.161.380.410.110.290.080.00

7.822.725.263.794.282.541.982.492.191.932.391.510.881.221.321.731.371.141.491.080.961.360.840.971.240.730.570.931.011.130.870.280.621.000.830.370.550.530.360.370.02

5.431.283.643.344.231.993 562.772.191.651.400.780.180.850.751.761.500.931.761.471.521.650.480.700.990.670.251.411.290.791.590.270.110.901.230.011.111.341.021.121.27

图4　填料生物膜和活性污泥中微生物在属水平上的丰度

Fig.4　Abundance of microorganisms in filler and 
activated sludge at genus level
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浓度较低环境中更具竞争优势［27］。此外，检测到的

Pedomicrobium（3. 32%）和 Hyphomicrobium（2. 35%）

都属于铁、锰氧化微生物［28］，Hyphomicrobium还被报

道是一种兼性自养反硝化菌［28］。另外，产 EPS 的

SWB02（1. 35%）也在紧密型生物膜中富集，对生物

膜的形成和稳定起到了重要作用［29］。
活性污泥、松散型生物膜和紧密型生物膜的优

势菌种及功能总结如表2所示。

泥膜系统菌属之间可能的协作如图 5所示。总

体而言，填料的加入不仅为微生物的生长提供了一

个良好载体，同时也改变了 MBBR 泥膜系统的菌落

分布，活性污泥及填料上不同厚度生物膜的优势菌

属存在明显区别。生物膜紧密层主要是降解纤维

素和反硝化，此外还有厌氧氨氧化和硝化作用发

生；松散层起到抗金属和耐抗生素以及难降解污染

物的降解作用，另外起到保护紧密层的作用；活性

污泥主要起硝化和除磷的作用。本研究表明，生物

膜需要一定的厚度，厚度越厚越有利于对氮和磷的

去除，其抗冲击能力也更强，松散型生物膜也更能

起到抗击毒害和保护紧密型生物膜的作用。

1.norank_f__Caldilineaceae

2.Nitrospira

3.norank_f__norank_o__Dadabacteriale

4.norank_f__Microtrichaceae

5.norank_f__JG30-KF-CM45
6.norank_f__norank_o__norank_c__KD4-96
7.norank_f__norank_o__Microtrichales

8.norank_f__67-14
9.966-1
10.norank_f__norank_o__Saccharimonadales

1l.norank_f__Gemmatimonadaceae

12.norank_f__Gemmataceae

13.norank_f__NS9_marine_group
14.Candidatus_Alysiosphaera
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图5　泥膜生物系统菌群功能示意

Fig.5　Schematic diagram of microbial community 
function of sludge-biofilm biological system

3 结论结论

①    在 30 ℃水温下，活性污泥、松散型生物膜

和紧密型生物膜的优势菌属存在明显区别。活性

污泥富集了大量硝化菌和除磷菌；松散型生物膜上

存在着丰度较高的与耐抗生素、耐金属和降解有毒

污染物等相关的功能菌属；紧密型生物膜上主要富

集兼具反硝化和纤维素水解的菌属，以及厌氧氨氧

化菌等。但对于低温下泥膜系统内不同厚度生物

膜与活性污泥的微生物群落有待进一步研究。

②    活性污泥的氧含量较高且泥龄较短，有利

于硝化菌和除磷菌的富集，主要承担硝化和除磷的

作用；松散型生物膜位于填料外层，起到拦截过滤

污染物、保护内层生物膜的作用；紧密型生物膜的

泥龄较长，有利于反硝化菌的生长，主要进行反硝

化反应和纤维素水解。泥膜系统内不同厚度的生

物膜与活性污泥之间相互协作，实现了对氮和磷的

强化去除。
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