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硫自养反硝化深度处理污水厂生化出水中的NO3--N
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摘 要： 针对呼和浩特市某污水处理厂A2O工艺出水中残余的NO3--N，利用生物滤池进行单

质硫自养反硝化中试研究。结果表明，单质硫自养反硝化工艺启动周期短（15 d）、去除NO3--N能力

强，NO3--N去除负荷（以N计）基本可保持在 200 g/（m3·d）以上。在启动过程中，Thiobacillus逐渐成

为优势菌属，硫自养反硝化反应成为了生物滤池的主要代谢路径。此外，水温对该工艺性能有一定

影响，当水温<15 ℃时生物滤池内的微生物群落结构会受到一定影响，平均NO3--N去除负荷迅速降

至122.7 g/（m3·d），即使延长水力停留时间，系统亦无法恢复至最佳状态。
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Abstract： A pilot scale test of elemental sulfur autotrophic denitrification in the biofilter was

carried out to remove the residual NO3--N in the effluent from A2O process of a wastewater treatment plant
(WWTP) in Hohhot. Elemental sulfur autotrophic denitrification process had a short start‑up period (15
days) and a strong NO3--N removal capacity. The NO3--N removal load (calculated by nitrogen) could
remain above 200 g/(m3·d). During the start‑up process, Thiobacillus gradually became the dominant
bacterium, and sulfur autotrophic denitrification became the main metabolic pathway of the biofilter. In
addition, water temperature had a certain impact on the performance of the process. When the water
temperature was less than 15 ℃, the microbial community composition in the biofilter was affected to a
certain extent, and the average NO3--N removal load decreased rapidly to 122.7 g/(m3·d). Even if the
hydraulic retention time was extended, the system could not recover to the optimal state.
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目前硝态氮（NO3--N）污染已成为最重要的水

质问题之一［1］，当自然水体中的NO3--N浓度超过一

定值时，会引起水体富营养化、有害藻类泛滥、溶解

氧大幅度降低、N2O排放增加以及生态平衡破坏等

问题。不仅如此，硝酸盐污染还会威胁人类的饮用

水安全，在全球范围内，地下水中的硝酸盐浓度超

过饮用水标准的情况并不少见［2］。在现有处理工艺

水平下，污水处理厂生化出水中残留的 TN大多以

NO3--N形式存在，这是 NO3--N排放的一个主要途

径。因此，近年来国家及各地方排放标准中对

NO3--N的要求愈发严苛。如何针对污水处理厂的

NO3--N深度处理进行提标改造，逐渐成为水污染控

制领域的热点问题。

当污水中具有足够的有机碳源时，目前最流

行、最有效的NO3--N处理工艺依然为异养反硝化。

然而，当被处理水体中缺少足够的有机碳源（如地

下水、污水厂生化出水等）时，异养反硝化工艺则无

法有效去除 NO3--N［3］。而额外添加有机碳源通常

会增加处理成本并具有安全隐患，同时可能会导致

二次污染［4］。此外，异养反硝化还会产生大量剩余

污泥。在这种情况下，通过自养反硝化工艺来去除

NO3--N的想法产生。硫自养反硝化是通过采用单

质硫等还原态硫源作为电子供体，将NO3--N还原为

N2的生化过程［5］。硫自养反硝化的主要优点是：无

需有机碳源，因而降低了处理成本和二次污染风

险；污泥产量极低，最大程度地减少了剩余污泥处

理量［6-7］。因此，硫自养反硝化是从缺乏有机物的污

水中去除 NO3--N的一种非常有前景的工艺选择。

不过，目前国内外还鲜有硫自养反硝化工艺大规模

应用的实际案例，缺乏工程化的理论依据。

呼和浩特市某污水处理厂主体工艺为 A2O工

艺，出水中的总氮主要为NO3--N（约为 15 mg/L），目

前主要采用异养反硝化脱除NO3--N使其达标。在

异养反硝化过程中需外加大量碳源（如乙酸钠等）

才可以达到现行排放标准（10 mg/L），这导致该污水

处理厂末端深度处理的运行费用较高。单质硫自

养反硝化工艺是一种依靠硫自养脱氮杆菌降解

NO3--N的工艺，可利用投加单质硫的方式取代乙酸

钠等有机碳源，实现运行成本的降低。为验证该技

术路线的可行性，笔者采用生物滤池对单质硫自养

反硝化工艺开展了现场中试研究。

1 材料与方法材料与方法

1. 1 试验装置及工艺流程

中试装置如图 1所示，为集装箱改造的一体化

装置，占地面积为 16. 25 m2（6. 5 m×2. 5 m），质量约

为 4 t。为了防止光照对生物种群结构造成影响，装

置中反应器由不锈钢板加工而成。试验装置内部

安装有原水调节池、反硝化滤池、反冲洗系统，以及

配套的水泵、仪表、电控柜等，处理规模最大可达到

750 L/h。

中试装置的运行流程如图2所示。

污水处理厂的A2O出水首先进入调节池，随后

经进水泵进入单质硫自养反硝化生物滤池中，同时

将加药箱中的药剂泵入生物滤池中。药剂和A2O出

水混合后进入生物填料层中，进行硫自养反硝化反

应以实现对NO3--N的降解，装置出水通过生物滤池

底部的排水管自流进入沉淀池，而后排出装置。通

过转子流量计调节进水流量，计量泵控制加药。通

图 1 单质硫自养反硝化中试装置

Fig.1 Picture of elemental sulfur autotrophic
denitrification pilot plant
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图2 单质硫自养反硝化工艺流程

Fig.2 Flow chart of elemental sulfur autotrophic
denitrification pilot plant
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过出水流量判断是否需要启动反冲洗装置，当出水

流量大幅降低时，说明滤池内有板结情况发生，则

需进行反冲洗操作；如果出水流量长期保持稳定，

为了维持滤池内部清洁，则会每周对生物滤池进行

一次反冲洗。

1. 2 接种污泥及进水水质

单质硫自养反硝化中试装置中的生物填料采

用大连市夏家河污水处理厂的火山岩颗粒填料（粒

径为 5~8 mm），接种污泥取自夏家河污水处理厂的

异养反硝化污泥（启动前接种污泥经过充分的洗

涤）。以单质硫粉末（150目）作为电子供体，碳酸钙

作为无机碳源。根据每日进水NO3--N浓度设置投

药量，硫、碳酸钙与NO3--N的质量比为 2. 5∶3. 2∶1。
中试进水为呼和浩特市某污水处理厂 A2O工艺出

水，主要水质指标如下：pH为7. 56，DO为2. 14 mg/L，
氧化还原电位（ORP）为 149. 5 mg/L，NO3--N为 12. 7
mg/L，NO2--N为 0. 06 mg/L，NH4+-N为 1. 2 mg/L，TN
为 14. 6 mg/L，SO42-为 205 mg/L，COD为 16. 7 mg/L，
碱度（以CaCO3计）为80. 6 mg/L。
1. 3 分析项目与方法

pH、DO、ORP、水温采用雷磁 PXB-286便携测

试仪测定；NH4+-N采用纳氏试剂分光光度法测定；

TOC、TN采用总有机碳/总氮分析仪测定；NO2--N、
NO3--N、SO42-采用离子色谱仪测定；碱度采用酸式

滴定法测定；COD采用重铬酸钾法测定。

1. 4 高通量测序

分别在中试进行至第 1、15、30、75天时，对单质

硫自养反硝化生物滤池中的生物膜样品进行高通

量测序分析（取样时确保前 3 d无反冲洗操作）。选

取污泥样本16S rRNA中的V4-V5区片段，PCR扩增

引物为515F（5′-GTGCCAGCMGCCGCGG-3′）、907R
（5′-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3′）［8］。最后，利

用美吉云平台的NCBISRA数据库对所得样本的原

数据进行对比分析，获得相应的生物信息，并绘制

菌种数据分析图。

2 结果与分析结果与分析

2. 1 单质硫自养反硝化中试的启动

中试启动工作于 2019年 8月中旬开始，历时 15
d，根据水力停留时间（HRT）的不同可以将启动过程

分为 3个阶段，各个阶段进出水水质的变化情况如

图3所示。

在启动的初始阶段（阶段 1），控制进水以较低

的流量进入反应装置进行活性污泥的驯化，此时

HRT设置为 2 h。从图 3（a）可以看出，在该阶段初

期（1~3 d），出水NO3--N、NH4+-N浓度较高，NO3--N
去除负荷（以N计，下同）低于 50 g/（m3·d）。单质硫

自养反硝化工艺启动后，进水中不再提供有机碳

源，反应器中原有的异养反硝化细菌由于缺乏原有

生长条件所需的营养底物，从而导致其活性降低［9］。
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图3 中试装置启动过程中的进出水水质变化

Fig.3 Variation of influent and effluent quality in pilot
plant during start‑up period
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此时的微生物已经逐渐失去异养反硝化功能，部分

微生物种群正逐渐被淘汰。启动3 d后，出水NH4+-N
浓度逐渐降低、NO3--N去除负荷缓慢上升，说明生

物滤池功能开始发生转变。在启动 5 d时，NO3--N
去除负荷已经升至 50 g/（m3·d），为加快驯化效率，

将HRT降低至 1. 5 h（阶段 2）。进入阶段 2后（6~10
d），生物滤池出水NH4+-N浓度降至 0，NO3--N去除

负荷大幅度上升，反应器逐渐呈现出自养反硝化功

能。随后进一步将HRT缩短至 1 h（11~15 d），在这

一阶段出水NH4+-N浓度无明显变化，NO3--N浓度

大幅度下降，NO3--N去除负荷高达 230 g/（m3·d）并

保持稳定，该现象已符合单质硫自养反硝化启动成

功的特征［10］。另外，在启动过程中出水NO2--N浓度

始终较低。先前已有研究表明［11］，低氮负荷的水处

理过程中，单质硫自养反硝化工艺在合适的HRT条
件下能够有效控制NO2--N的积累。因此上述现象

表明，生物滤池已具备较强的单质硫自养反硝化功

能，而且此时设置的HRT较为合适，中试启动工作

初步完成。

生物滤池进出水中碱度及 pH的变化能够反映

反应器中所投加的无机碱度利用情况。结合前文

的论述及图 3（b）可知，在阶段 1由于反应器内部微

生物正处于淘汰筛选过程，单质硫自养反硝化工艺

进出水的 pH及碱度变化很小。进入到阶段 2后，出

水 pH与碱度出现了一定程度的下降，这主要是由

于单质硫自养反硝化逐渐成为生物滤池中的主要

反应，反应过程中生成的H+造成了 pH的小幅度下

降。在随后的试验中，pH与碱度较为稳定，说明生

物滤池运行情况良好，硫自养反硝化菌种已经成为

优势菌种。

单质硫自养反硝化工艺在去除NO3--N的过程

中会产生一定的 SO42-，本研究对出水 SO42-浓度也进

行了检测。由于中试进水 SO42-浓度较为稳定，故仅

将 SO42-的增加量及理论生成量总结于图 3（c）中。

可以看出，启动初期单质硫自养反硝化作用还未显

现，因此阶段 1与阶段 2的出水 SO42-浓度明显低于

理论值，在阶段 2末期才逐渐接近理论值。进入到

阶段 3后，出水 SO42-浓度基本与理论值持平，这是单

质硫自养反硝化成为主要反应的特征，与前文的结

果一致。通常，生物滤池对水中的悬浮颗粒物具有

一定的去除作用，因此 SS浓度同样是考察生物滤池

是否稳定运行的重要指标之一。在启动的初期阶

段滤池中原有微生物被大量淘汰，造成了出水 SS浓
度的上升；随后，在单质硫自养反硝化生物滤池驯

化过程中，SS浓度逐渐降低，该趋势进一步证实了

单质硫自养反硝化生物滤池运行逐步稳定。

2. 2 单质硫自养反硝化中试长期运行效果

单质硫自养反硝化生物滤池完成启动后，进一

步考察了其长期运行效果。在运行后期气温逐渐

下降，借助这一环境条件在不同水温区间内对HRT
进行了优化。其中，阶段 4~6的水温条件为 15~
23 ℃，阶段 7和 8的水温条件为 10~15 ℃，各阶段的

运行效果见图 4。从图 4（a）可以看出，在阶段 4（16~
40 d），出水NO3--N浓度始终维持在 10 mg/L以下，

出水NO2--N和NH4+-N浓度接近于 0。此阶段生物

滤池运行状态良好，对进水NO3--N浓度的波动有较

好的适应能力，NO3--N去除负荷基本可保持在 200
g/（m3·d）以上。进一步缩短HRT至 0. 75 h（阶段 5，
41~50 d），NO3--N去除负荷大幅度降低，而将HRT
调回至 1 h后，NO3--N去除负荷逐步恢复至最佳水

平（阶段 6，51~63 d）。说明在该温度区间内，HRT
降至 0. 75 h后已无法保证系统稳定运行，最佳HRT
为 1 h。随着外界环境温度的降低，进水温度逐渐降

至10~15 ℃（阶段7，64~74 d），受此影响NO3--N去除

负荷迅速降低，平均仅为 122. 7 g/（m3·d）。Kelly等
人［12］研究证实，脱硫杆菌的最适温度为 28 ℃，当水

温处在低温区间时，单质硫自养反硝化效率会大幅

降低。为了恢复NO3--N去除效果，再次将HRT提高

至 1. 5 h（阶段 8，75~81 d）。在此阶段，NO3--N去除

负荷得到了小幅度提高，平均NO3--N去除负荷升至

130. 1 g/（m3·d），但仍旧无法恢复至生物滤池的最

佳状态。上述结果表明，水温低于 15 ℃之后中试装

置对NO3--N的去除效果受到了较大影响，小幅度增

大水力停留时间并不能将其恢复至最佳运行状态。
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图4 单质硫自养反硝化中试装置的长期运行效果

Fig.4 Long‑term operation effect of elemental sulfur
autotrophic denitrification pilot plant

从图 4（b）可以看出，整个反应过程中出水 pH
与碱度均会有所下降。在阶段 5、7和 8，由于生物滤

池的NO3--N去除负荷大幅度下降，pH与碱度的下

降趋势也出现了减缓。这进一步说明了造成 pH与

碱度变化的唯一因素是单质硫自养反硝化反应所

产生的H+。

在长期运行过程中，SO42-是单质硫自养反硝化

工艺的唯一副产物。从图 4（c）可以看出，系统运行

过程中所产生的 SO42-始终接近理论生成值，这进一

步说明了单质硫自养反硝化生物滤池运行较为稳

定，而且NO3--N的去除完全是由单质硫自养反硝化

反应来完成的。

2. 3 运行过程中微生物群落的变化

利用高通量测序技术分析了第 1、15、30和 75
天的生物膜样品。表 1总结了本次测序中能够反映

物种 Alpha多样性特点的相关指数，其中 Coverage
是指各样品测序中的覆盖率，其数值越高则表示该

样本序列中没有被测出的概率越小。从表 1可以看

出，4个样品的Coverage均值达到 0. 996 9，测序结果

具有很高的覆盖度，表明此次测试结果能够代表样

本的真实情况。Shannon与 Simpson是Alpha多样性

分析中反映物种多样性的主要指数。Shannon指数

值越大，则物种多样性越高，而 Simpson指数值越

小，则物种多样性越高。如表 1所示，工艺启动成功

后，生物滤池内物种多样性有所增加；在后续的长

期运行过程中，物种多样性基本保持稳定，仅有小

范围的浮动。

Rank-Abundance曲线［见图 5（a）］可以用来表

征物种多样性的丰度和均匀度。在水平方向，物种

的丰度由曲线的宽度来反映，物种的丰度越高，则

曲线在横轴上的范围越大；而曲线的平滑程度反映

了样品中物种的均匀度，曲线越平缓，则物种分布

越均匀［13］。根据 Rank-Abundance曲线可以看出，

生物滤池启动成功后物种丰度略有提高，而在长期

运行过程中丰度水平较为稳定。说明生物滤池启

动过程中较大地改变了原始污泥的生长环境，对其

微生物群落结构影响较大；稳定运行后，HRT与水

温的改变对其微生物群落结构的影响相对较小。

从图 5（b）的Venn图可以看出，随着反应的持续进

行，样本中的独有物种数量逐渐增多，这表明在单

质硫自养反硝化生物滤池运行过程中，微生物群落

的功能变得更加专一、稳定。
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a.相对丰度曲线

表1 生物样品物种多样性和丰度的相关指数

Tab.1 Index of species diversity and abundance of
biological samples

项目

第1天
第15天
第30天
第75天

Ace
601.079 8
817.351 0
861.840 7
804.686 0

Chao
594.217 4
821.659 1
856.566 0
806.489 1

Shannon
2.530 7
4.336 1
3.797 1
4.291 4

Simpson
0.266 0
0.048 6
0.127 9
0.043 7

Coverage
0.996 6
0.997 0
0.996 7
0.997 3
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b.物种Venn图（相似度为0.97）
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图5 单质硫自养反硝化工艺运行过程中微生物物种多样

性的变化

Fig.5 Change of microbial species diversity in elemental
sulfur autotrophic denitrification process

另外，从门和属两个等级水平分析单质硫自养

反硝化生物滤池运行过程中微生物种群的变化规

律，如图 6所示。在门水平上，生物膜样品中丰度最

高的是 Proteobacteria，其在自养反硝化系统中较为

常见，包含了多种具有自养反硝化功能的菌种［14］。
Actinobacteria和 Acidobacteria在单质硫自养反硝化

工艺中较常见，它们的丰度在第 1天和第 15天时较

低，到第 30天时则显著增加，待外界温度降低后又

略有下降。Chloroflexi是生物脱氮系统中常见的微

生物门［15-16］，在四个样品中都具有很高的丰度，同样

在第30天时达到了最大丰度。

微生物菌群结构的变化，为反应器的功能转变

提供了有利的证据，为了进一步探索样本之间生物

多样性的差异，分析了 4个样品中丰度最高的 20个
菌属的热图。Thiobacillus属于 Proteobacteria门，是

具有 NO3--N和 NO2--N还原酶的菌属［17-19］。因此，

它是以单质硫为电子供体的自养反硝化反应体系

中最常见的菌属之一［20］。图 6（b）显示，从第 1天到

第 30天，Thiobacillus丰度大幅上升并逐渐成为优势

菌属；随着外界温度的降低，第 75天 Thiobacillus丰
度略有下降。而随着装置运行时间的延长，具有单

质硫自养反硝化功能的其他菌属如 Ferritrophicum
等的丰度也都得到了提高［20］。此外，其余与单质硫

自养反硝化过程无关的菌属丰度在运行过程中均

大幅度降低，说明启动成功后生物滤池中的微生物

以单质硫自养反硝化功能为主，并无其他的抑制作

用存在。另外还可以看出，环境温度降低后，虽然

NO3--N去除负荷有所下降，但硫杆菌的丰度依旧是

各菌属中较高的。结合先前的研究可知［21］，硫杆菌

是分布非常广泛的典型的硫源自养反硝化细菌，其

由一系列反硝化菌株组成。因此，由不同原始污泥

驯化出的单质硫自养反硝化菌群对外界环境条件

的改变有着不同的反馈。由此可以通过这一思路

继续探索能够适应低温环境的单质硫自养反硝化

菌株，以拓宽单质硫自养反硝化工艺的实际应用

范围。

综上可知，生物滤池启动完成后，其内部微生

物以单质硫自养反硝化功能菌属为主，说明单质硫

自养反硝化反应是该中试装置的主要代谢路径，从

微生物种群角度说明了污水中的NO3--N是以单质

硫自养反硝化方式去除的。当外界温度降低之后，

微生物群落结构受到了一定程度的影响，与单质硫

自养反硝化相关的功能菌属丰度出现小幅下降，同

样从微生物种群角度阐明了生物滤池的NO3--N去

除效率随外界温度降低而下降的原因。

2. 4 单质硫自养反硝化工艺运行成本核算

为了论证单质硫自养反硝化工艺在运行成本

上的优势，本研究将异养反硝化与自养反硝化的成
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图6 单质硫自养反硝化工艺运行过程中物种多样性分析

Fig.6 Analysis of species diversity in elemental sulfur
autotrophic denitrification process
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本进行了对比。以去除 1 t的NO3--N为例，在不考

虑微生物自身生长的情况下，异养反硝化所需的

COD/N为 2. 86，由此可推算出需投加乙酸钠 3. 67 t，
按照当前乙酸钠的平均价格 3 500元/t计算，药剂成

本需 1. 28万元。而采用单质硫自养反硝化工艺需

消耗 2. 5 t硫磺和 3. 2 t碳酸钙，按照当前硫磺的平

均价格 1 500元/t、碳酸钙的平均价格 400元/t计算，

药剂成本仅需 0. 5万元。可见在药剂成本上，单质

硫自养反硝化有绝对的优势。

3 结论结论

① 单质硫自养反硝化生物滤池历时 15 d启
动成功，启动时间较短，而且对NO3--N的去除负荷

较高，基本可保持在 200 g/（m3·d）以上；在长期运行

过程中，出水水质良好且稳定，SO42-是唯一的副产

物。在试验条件下，生物滤池的最佳水力停留时间

为1 h。
② 当水温随着环境温度降至 15 ℃以下时，生

物滤池的处理效能受到较大影响，平均NO3--N去除

负荷下降至 122. 7 g/（m3·d），将水力停留时间提高

至 1. 5 h 后，平均 NO3--N 去除负荷仅可提升至

130. 1 g/（m3·d），依然无法恢复至最佳状态。

③ 中试装置启动成功后，生物滤池内的微生

物以单质硫自养反硝化功能菌为主，单质硫自养反

硝化反应成为了生物滤池的主要代谢路径。水温

降低后，生物滤池内的微生物群落结构受到了一定

程度的影响，但硫自养反硝化功能菌属仍占据主导

地位，说明该功能菌属中的部分菌株具有一定的耐

低温能力，这有待后续进一步研究。
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