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不同挂膜启动方式对复合硫填料自养脱氮效果的影响
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摘 要： 为确定硫自养反硝化技术在工程应用中合适的启动方式，对比了变滤速接种挂膜、

变滤速自然挂膜和固定滤速自然挂膜三种不同的挂膜方式对脱氮效果的影响。结果表明，接种挂

膜在实际工程应用中没有显著优势，变滤速自然挂膜法的脱氮效果最好，其最大脱氮负荷为 0.81 
kg/（m³·d）。通过分析 pH、DO 和 SO42-等参数的变化情况发现，挂膜过程会使出水 pH 降低，进水 DO
过高会抑制脱氮过程，一些好氧菌可能会利用溶解氧将硫单质氧化为SO42-，使SO42-平均增加量高于

理论值。采用高通量测序手段对系统内微生物群落结构特征进行了分析，在属水平上反应器中进

行硫自养反硝化的优势菌群有硫杆菌属（Thiobacillus）和热单胞菌属（Thermomonas），相对丰度分别

为6.38%和3.86%，与二沉池回流污泥的微生物群落结构相比存在明显的驯化过程。
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Abstract： In order to find a suitable start‑up method for sulfur autotrophic denitrification 
technology in engineering applications, the effects of three different start‑up mode on the denitrification 
effect were compared, which included variable filtration rate inoculated biofilm formation, variable 
filtration rate natural biofilm formation and fixed filtration rate natural biofilm formation. The results 
showed that the inoculated biofilm formation had no significant advantages in engineering applications. 
The variable filtration rate natural biofilm formation had the best denitrification effect, and its maximum 
denitrification load was 0.81 kg/(m³ ·d). By analyzing the changes of parameters such as pH, dissolved 
oxygen and SO42- , it was found that the process of biofilm formation would reduce the effluent pH, and 
high DO in the influent would inhibit the denitrification process. Some aerobic bacteria may use dissolved 
oxygen to oxidize elemental sulfur to SO42- , so that the average increase of SO42- was higher than the 
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theoretical value. The characteristics of the microbial community structure in the system were analyzed by 
high‑throughput sequencing. The dominant bacteria at the genus level for sulfur autotrophic 
denitrification in the reactor were Thiobacillus and Thermomonas, with relative abundances of 6.38% and 
3.86%, respectively. Compared with the reflux sludge from secondary sedimentation tank, the microbial 
community structure in the reactor had an obvious domestication process.

Key words： secondary effluent; sulfur autotrophic denitrification; biofilm formation mode; 
denitrification effect; population structure

再生水回用是解决现代城市缺水问题的有效

途径之一［1］。城市污水处理厂的二级出水中仍含有

一定浓度的氮和磷，若直接用作城市景观水体补水

极易引发水体富营养化。若再生水用于补充地下

水，则可能造成地下水硝酸盐污染。过量的硝酸盐

进入人体会导致输氧的血红蛋白变成高铁血红蛋

白，丧失携氧能力，严重甚至会导致窒息。传统二

级处理出水 C/N 极低，需要投加外部碳源以实现进

一步脱氮，此过程不仅导致处理成本增加，同时还

存在碳源过量的二次污染风险［2］。
硫自养反硝化生物滤池因为成本低，且反应过

程中无需投加碳源等优点而被广泛关注［3-4］，其脱氮

原理主要是生物膜上的微生物在缺氧环境下以还

原态硫为电子供体对硝酸盐进行反硝化，因此滤池

正常运行的前提是滤料表面生物膜的培养和形

成［5-6］。目前，反硝化脱硫菌（NR-SOB）的应用研究

主要集中于脱氮硫杆菌，但该菌生长缓慢，且对温

度、盐度的耐受性不强，实际应用潜力有限［7］。可

见，合适的挂膜启动方式对于硫自养反硝化技术的

工程应用具有重要意义。

当前硫自养反硝化的脱氮负荷较低，一般在

0. 12~0. 60 kg/（m³·d）左右［8］。此外，硫自养反硝化

微生物易受到进水水质等环境因素影响，造成出水

水质波动。硫源对于反硝化脱氮效果也有较大影

响，升华硫和硫代硫酸钠为硫源的脱氮效果优于生

物硫［9］。但受制于成本及危险化学品规定限制，纯

硫磺滤料无法在工程中直接应用。所以笔者采用

新开发的含硫复合填料进行实验。

目前，针对硫自养反硝化生物滤池合适的挂膜

启动方式还未见详细研究报道。以北京某再生水

厂二沉池出水作为实验进水，对比了变滤速接种挂

膜、固定滤速自然挂膜和变滤速自然挂膜三种启动

方式对硫自养反硝化生物滤池脱氮效果稳定性的

影响，同时考察了反应过程中DO、pH和SO42-等参数

的变化情况，从而确定适宜的挂膜方法。结合高通

量测序技术和硝酸盐氮的去除机制，探讨不同挂膜

条件下硫自养反硝化系统中的微生物群落结构，以

期为复合硫填料反硝化应用于工程的挂膜启动提

供参考。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　实验装置

反应器由 4 组相同的滤柱组成（如图 1 所示），

滤柱直径为 150 mm、总高为 1 000 mm，其中，底部承

托层为 150 mm高的砾石（直径为 30～50 mm），滤料

层高为 350 mm。滤料采用含硫复合滤料。滤料堆

积密度为 0. 8～1. 1 g/cm3，粒径为 5～15 mm，比表面

积为 30. 1 m2/g，填充体积为 6 180 cm3。滤池采用上

向流设计，二沉池出水通过蠕动泵从底部进水口进

入，经过生物滤池填料净化后从上部的出水口

排出。

1. 2　接种污泥和原水水质

接种污泥取自北京某再生水厂 A2/O 工艺的二

沉池回流污泥，悬浮固体（MLSS）浓度为 8 000 mg/
L。所用原水为二沉池出水，NO3--N、NO2--N、SO42-、
DO 分 别 为 8. 92~16. 27、0~0. 5、68. 62~136. 51、

图1　实验装置

Fig.1　Experimental setup
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1. 91~7. 97 mg/L，浊 度 为 0. 56~2. 21 NTU，pH 为

6. 74~8. 07。
1. 3　实验方法

反应器的启动分为三种方式：固定滤速自然挂

膜、变滤速自然挂膜和变滤速接种挂膜，氮去除量

达到 10 mg/L 时调整空床停留时间（EBCT），由 120 
min逐渐缩短至 20 min，1#、2#、3#不接种污泥，4#接种

1 L 二沉池回流污泥。其中，1#、2#采用固定滤速自

然挂膜，EBCT分别为 30、20 min，相应的进水氮负荷

为 0. 58、0. 86 kg/（m³·d）；3#采用变滤速自然挂膜，

EBCT 依次为 120、60、45、40、30 min，对应的进水氮

负荷为 0. 14、0. 29、0. 38、0. 43、0. 58 kg/（m³·d）；4#采
用变滤速接种挂膜，EBCT 依次为 120、60、45、40、
30、20 min，对应的进水氮负荷为 0. 14、0. 29、0. 38、
0. 43、0. 58、0. 86 kg/（m³·d）。

1. 4　分析方法

水样经 0. 22 μm 滤膜过滤后进行水质分析，

NO3--N、NO2--N、SO42-：赛默飞 ICS-1100 离子色谱，

温度、pH、DO：WTW/Multi3420测定仪。

1. 5　高通量测序分析

取北京市某再生水厂二沉池回流污泥和稳定

运行阶段的挂膜滤料（变滤速接种挂膜和变滤速自

然挂膜）送往上海美吉生物医药科技有限公司进行

高通量测序分析。滤料取自滤料层的中部，对样品

16S rRNA 的 V3-V4 区进行扩增，所用引物为 338F
与806R。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　固定滤速自然挂膜

分别以EBCT为 30、20 min启动反应器，分析运

行 25 d 的 NO3--N 去除情况和 NO2--N 的生成情况，

结果见图 2。两种情况下的平均脱氮负荷分别为

0. 37、0. 35 kg/（m³ ·d），平均氮去除率分别仅为

65. 59% 和 41. 48%，无法达到相关研究 0. 75 kg/
（m³·d）的脱氮负荷［10］。在 EBCT=30 min 的情况运

行到第 8～15 天时，平均氮去除量为 10. 1 mg/L，说
明反硝化菌在挂膜初期也有脱氮效果。在 EBCT=
20 min下运行，系统仅在第 8天和 15天出现氮去除

量大于 10 mg/L的现象。两种情况下都存在出水水

质不稳定和亚硝酸盐积累的现象，说明在自然挂膜

初期反硝化菌的脱氮性能极易受到环境因素影响，

需要合适的恒化培养环境。

2. 2　变滤速自然挂膜

2. 2. 1　变滤速自然挂膜启动分析

在整个变滤速自然挂膜阶段，在 1～16、17～
22、23～51、52～65、66～104 和 105～120 d，调整

EBCT分别为 120、60、45、40、30、20 min（即第一～六

阶段），运行结果见图3。在每个时间段，出水NO3--N
浓度先升高后降低，出水NO2--N浓度在调整初期会

出现部分积累，最大积累量为5. 92 mg/L。
在第一阶段，出水NO3--N从 12. 70 mg/L逐渐降

低至 2. 12 mg/L，但是在第 7天升至 7. 63 mg/L，说明

在挂膜初期脱氮效果不稳定，易受环境影响。第二

阶段的氮去除量有所增加，可稳定在 10 mg/L 以上

且无NO2--N积累，平均氮去除率为 95. 22%，表明硫

杆菌等脱氮菌的生物量比上一阶段有所增加，氮去

除量主要受制于底物浓度。

b. EBCT=20 min
t/d
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图2　不同固定滤速启动情况下的脱氮性能

Fig.2　Denitrification performance during start‑up under 
different fixed filtration rate
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在第三和第四阶段，氮去除量随进水水质波

动，挂膜培养时间分别需要 29 d和 14 d，EBCT为 40 
min 情况下的微生物培养时间短于 EBCT 为 45 min
的，分析原因可能是EBCT降低，单位时间进水硝酸

盐量增加。

在第五阶段，调整流速初期出现 NO2--N 积累，

7 d后达到最大值 5. 92 mg/L，随后逐渐降低，24 d后

完全消失。运行 25 d 后，氮去除量连续 3 d 可达 10 
mg/L以上，随后有所降低。

在第六阶段，进水水质波动较小，进水 NO3--N
最大变化量为 3. 8 mg/L，进水 NO2--N 均小于 0. 01 
mg/L，平均氮去除量为 10. 21 mg/L，氮去除率达到

90% 以上，其间达到最大脱氮负荷即 0. 81 kg/
（m³·d）。

2. 2. 2　不同EBCT的脱氮效果比较

根据挂膜后稳定运行 7 d 的进出水水质数据，

计算不同空床停留时间下的平均氮去除量和脱氮

负荷，结果见图4。
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图4　不同停留时间下的脱氮负荷

Fig.4　Denitrification load under different residence time

在EBCT为 120、60、45、30、20 min的条件下，对

应的平均氮去除量分别为 11. 27、10. 97、8. 69、
9. 63、9. 76 mg/L，在空床停留时间缩短并培养稳定

后，氮去除量的变化不明显。在EBCT=45 min时，脱

氮负荷增加量不大，这可能是由于实验期间水温变

化使氮去除量降低导致的。各空床停留时间下的

脱氮负荷分别为 0. 14、0. 26、0. 28、0. 46、0. 71 kg/
（m³·d），脱氮负荷随空床停留时间缩短、流速增大

而逐渐增加。

2. 3　变滤速下两种挂膜方式的脱氮效果比较

在变滤速接种挂膜的情况下（见图 5），分别在

第 9、26 和 66 天调整空床停留时间，最终在 EBCT=
30 min时平均氮去除量为 7. 88 mg/L，最大脱氮负荷

为0. 52 kg/（m³·d），平均氮去除率为66. 86%。

对比接种挂膜（见图 5）和自然挂膜（见图 3）的

脱氮效果，接种挂膜在初期可以较早地达到 10 mg/L
的氮去除量，比自然挂膜早 9 d，说明污泥中存在好

氧菌，能更快地消耗进水溶解氧，为上层滤料微生

物提供缺氧条件。后续调整 EBCT 的时间接近，表

明是否接种污泥对后期生物膜的生长速率没有影

响。在 EBCT 为 30 min 的运行工况下，接种挂膜的

氮去除量低于自然挂膜，且在进水水质相对稳定的

条件下，脱氮效果也不如自然挂膜稳定。

对比不同空床停留时间下亚硝酸盐积累情况，

改变空床停留时间后接种挂膜和自然挂膜均会出

现亚硝酸盐积累的现象，说明在提高进水负荷以后

微生物的生长随着底物浓度的增加产生变化。硝

酸盐还原酶Nar的合成速率可能高于亚硝酸盐还原

酶Nir，导致Nar对电子的竞争能力高于Nir［11］，在有

限的空床停留时间内亚硝酸盐还原不彻底，故出现

出水亚硝酸盐积累。随着微生物和酶逐渐培养成

熟，完成亚硝酸盐还原过程，亚硝酸盐含量逐渐降
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图3　变滤速自然挂膜情况下的脱氮性能

Fig.3　Denitrification performance in the case of natural 
biofilm formation
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图5　变滤速接种挂膜情况下的脱氮性能

Fig.5　Denitrification performance under the condition of 
inoculated biofilm formation
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低。在 EBCT 为 45 min 时，两种挂膜方式的亚硝酸

盐消失时间相同，亚硝酸盐积累量小于 1 mg/L所需

的时间均为 10 d；在EBCT为 30 min时，自然挂膜的

亚硝酸盐消失时间比接种挂膜晚3 d。
刘玲花等［12］接种纯脱氮硫杆菌株去除地下水

中的硝酸盐，发现当滤料中同时存在脱氮硫杆菌和

异养反硝化菌时，接种纯脱氮硫杆菌株意义不大，

控制合适的 pH、温度和停留时间即可，本实验结果

进一步证明了此结论。

2. 4　运行参数对脱氮效果的影响

2. 4. 1　DO对脱氮效率的影响

DO 对反硝化有很大影响，主要是由于 DO 和

NOx
--N竞争电子供体。在氧分压较低的情况下，反

硝化作用为微生物的生长提供替代产能途径；氧分

压过高会抑制硝酸盐还原酶的合成及活性［13］。相

关研究认为脱氮硫杆菌是一类兼性厌氧菌，在好氧

条件下其优先利用氧为电子受体，反硝化过程受到

抑制；在缺氧或厌氧条件下，脱氮硫杆菌利用硝酸

盐作为电子受体，完成生物反硝化过程。

自然挂膜反应器出水口的平均 DO 为 0. 19 mg/
L（见图 6），仅在启动初期出现较高的DO，挂膜阶段

的进水 DO平均为 5. 25 mg/L，挂膜初期的氮去除量

较低，出水 DO 剩余 3. 24 mg/L，说明部分硫杆菌在

好氧情况下利用氧为电子受体抑制了反硝化过程。

在挂膜后期，虽然进水 DO均大于 6 mg/L，但依然具

有明显的脱氮效果，表明反应器下层填料生物膜中

存在好氧菌，先消耗了进水中的DO，为上层的生物

膜创造了缺氧环境。
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图6　变滤速自然挂膜运行周期内的溶解氧变化情况

Fig.6　Variation of dissolved oxygen in the operation cycle 
of variable filtration rate natural biofilm formation

2. 4. 2　pH变化

考察了变滤速自然挂膜运行周期内 NO3--N 去

除量与pH变化量的关系，结果见图7。pH变化量随

NO3--N去除量的增大而增加。pH会改变底物和菌

体酶蛋白的带电状态，从而影响细菌对营养物质的

吸收以及代谢过程中酶的活性。合适的进水 pH可

保证生物自养反硝化所需要的还原性环境，根据其

反应方程式［14］，自养反硝化 1 mg NO3--N 需要消耗

4. 57 mg碱度（以CaCO3计）。

pH变化量不能完全反映碱度变化，但有学者发

现当 pH 为 6. 5~8. 0 时，NO3--N 去除速率均在 3. 1 
mg/（L·h）以上，硫杆菌能取得较为满意的反硝化效

果［15］。本实验进水 pH 范围为 6. 74~8. 07，平均

NO3--N去除速率为 28. 92 mg/（L·h），表明该再生水

厂二沉池出水满足自养反硝化过程中的碱度消耗，

无需控制进水pH。

2. 4. 3　氮去除量对硫酸盐浓度的影响

硫自养反硝化过程中硫单质提供电子供体被

氧化成 SO42-，由于市政污水排放标准对硫酸盐浓度

没有具体要求，《生活饮用水卫生标准》（GB 5749—
2022）要求 SO42-不超过 250 mg/L，该装置出水 SO42-

最大值为 224. 78 mg/L，平均值为 157. 3 mg/L，克服

了一般硫自养反硝化出水 SO42-过高的问题。图 8
（a）反映了挂膜过程中去除单位无机氮产生 SO42-量
（SO42-/ΔTIN）的变化情况。参照硫自养反硝化反应

方程式［14］，SO42-/ΔTIN的理论值为 7. 54，实际平均值

为 9. 42，说明反应器中主要进行的是硫自养反硝化

过程。

由图 8（b）可知，挂膜过程中去除单位 TIN产生

的 SO42-量并非完全与理论值相同，在第 17～23、
38～44、78～83、88～94、100~105 天出现实际值低

于理论值的现象，推测可能的原因有：反应器中存
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图7　NO3
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Fig.7　Relationship between NO3
--N removal and pH 
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在异养反硝化；硫氧化不完全生成了副产物，比如

SO32-、S2O32-等；硫酸盐还原菌（SRB）利用水中的有

机物将 SO42-还原为 S2-［16］。在运行过程中也出现了

高于理论值的现象，其主要出现在启动初期和调整

滤速后，分析原因可能为：进行不完全的反硝化，

TIN去除量没有增加，但该过程中消耗电子供体；一

些好氧菌利用水中微量溶解氧将硫单质氧化为

SO42-［17］。

2. 5　微生物群落结构解析

2. 5. 1　变滤速接种和自然挂膜的微生物群落

变滤速接种挂膜和自然挂膜两种方式培养

的生物膜中，在门水平上占比较多的为变形菌门

（Proteobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidota）、绿弯菌门

（Chloroflexi）、浮霉菌门（Planctomycete），丰度分别为

58. 12%、9. 98%、15. 49%、3. 41% 和 71. 66%、

14. 64%、5. 44%、2. 51%，与前人研究的硫自养反硝

化系统微生物群落一致［18］。

变形菌门中大部分微生物可以利用氢、氨、甲

烷和挥发性脂肪酸等进行反硝化作用。绿弯菌门

的某些菌属被发现有异养特性，可利用系统中溶解

性微生物产物作为碳源将NO3--N转化为NO2--N，反

映了 NO3--N 在反应器中的去除过程。拟杆菌门的

部分微生物具有降解高分子化合物（纤维素、蛋白

质和脂类等）为简单有机物并还原 NO3--N 的能力，

说明反应器中可能存在异养反硝化菌利用污泥中

的内碳源进行协同反硝化，一定程度上解释了 SO42-

的产生量低于理论值的现象。此外，酸杆菌门

（Acidobacteriota）也被证明有脱氮基因（两种方式下

的丰度分别为 2. 24% 和 1. 06%），具有相应的反硝

化能力［19］。
另外，在属水平上，Dokdonella、Thiobacillus、

Comamonadaceae、Terrimonas、SBR1031、Thermmonas、
Ferritrophicum、Ferruginibacter、Xanthomonadaceae、
A4b、others（丰度<1. 0% 都归为 others）的相对丰度

分别为 21. 13%、10. 94%、2. 45%、2. 82%、5. 41%、

2. 66%、2. 67%、1. 26%、2. 62%、2. 57%、48. 04% 和

31. 49%、6. 38%、6. 82%、4. 04%、1. 43%、3. 86%、

3. 66%、3. 82%、2. 48%、1. 52%、34. 49%。硫杆菌属

（Thiobacillus）是以还原态硫为电子供体还原 NO3-、
NO2-的专性化能自养菌，其相对丰度较大，说明系统

内进行硫自养反硝化过程，和 TIN去除量与 SO42-产
生量关系的分析结果一致。接种挂膜（10. 94%）的

硫杆菌属占比高于自然挂膜（6. 38%）。

孤岛杆菌（Dokdonella）中部分微生物为严格异

养和好氧菌，有学者曾在需要曝气的同步硝化反硝

化工艺中检出［20］，孤岛杆菌的检出验证了滤池底部

存在好氧菌消耗进水 DO 的猜想，自然挂膜中的孤

岛杆菌丰度高于接种挂膜，说明自然挂膜方式更易

去除进水中的溶解氧，为硫杆菌创造缺氧环境，解

释了自然挂膜滤池的脱氮负荷高于接种挂膜的

现象。

此外在生物膜中也检测到了具有硫自养反硝

化功能［16-17］的热单胞菌属（Thermomonas） 细菌，其

在接种挂膜法和自然挂膜法系统中的相对丰度分

别为2. 66%和3. 86%。

2. 5. 2　二沉池回流污泥的微生物群落

二沉池回流污泥中主要优势菌属不动杆菌属

（Acinetobacter）和 Tetrasphaera 菌属的相对丰度分别

为 16. 22% 和 10. 46%（见图 9）。Acinetobacter 是活

性污泥中常见的好氧菌，解释了接种挂膜初期较早

达到 10 mg/L氮去除量负荷的现象。Tetrasphaera菌

属可以进行反硝化，将硝酸盐还原至亚硝酸盐但不
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能完全反硝化至氮气。硫杆菌属和热单胞菌属在

二沉池回流污泥中含量较低，均未检出，说明在两

种挂膜方法的反应器中均存在明显的菌种驯化过

程。从另一个角度看，由于都需要重新驯化硫自养

反硝化相关菌属，那么采用二沉池回流污泥的接种

挂膜法和自然挂膜法相比，在操作上多了运输污泥

的步骤，故此方法在实际工程中没有显著优势。

3 结论结论

①    固定滤速挂膜会出现亚硝酸盐积累和脱

氮效果不稳定的问题，硫自养反硝化工艺用于实际

工程时，在保证出水水质的前提下，建议采用变滤

速自然挂膜。

②    变滤速自然挂膜的脱氮负荷最高可达

0. 81 kg/（m³·d），高于变滤速接种挂膜的 0. 52 kg/
（m³·d）。在改变水力停留时间后接种挂膜和自然

挂膜均会出现亚硝酸盐积累的现象，在稳定运行期

间，自然挂膜的脱氮负荷优于接种挂膜。

③    针对实际二沉池出水，进水溶解氧过高会

抑制脱氮过程，对于 pH无需额外控制，SO42-实际产

生量略高于理论值。

④    反应器中进行硫自养反硝化的细菌在属

水平上主要有 Thiobacillus 和 Thermomonas 属，相对

丰度分别为 6. 38%和 3. 86%，其与二沉池回流污泥

相比存在明显的驯化过程。接种挂膜和自然挂膜

过程都需要重新驯化硫自养反硝化相关菌属，接种

挂膜在实际工程应用中没有显著优势。
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