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摘 要： 新型冠状病毒肺炎（COVID-19）的暴发导致大量新冠药物被使用，部分药物及其代

谢产物随下水道排入污水处理厂，目前已在污水处理厂及自然水体中检测到了抗病毒药物利巴韦

林的存在。为此，通过考察在利巴韦林胁迫下好氧颗粒污泥（AGS）对其去除效果，以及 AGS为应对

利巴韦林胁迫而做出的微观响应特征，探究 AGS形成过程的调控因子和维稳因素。结果表明，AGS
在形成过程中对利巴韦林的去除率不断升高，最终稳定达到99%以上，并以生物降解为主。紧密结

合型蛋白质（TB-PN）是在有或无利巴韦林胁迫条件下胞外聚合物（EPS）中均有且重要的组分，利巴

韦林胁迫会刺激 AGS 培养前期微生物分泌较多 EPS，表明 AGS 对于利巴韦林胁迫具有应激保护反

应，且过多分泌的 EPS会提高功能微生物间的电子传递效率，从而提高污染物降解效率。常规培养

条件下，AHLs中的信号分子 C8-HSL 与 EPS 中蛋白质和多糖含量呈正相关，C8-HSL 是促进 TB-PN
合成的关键信号分子。利巴韦林胁迫下C8-HSL更多负责指导多糖类物质的合成，表明利巴韦林可

能干扰或抑制了TB-PN合成的通路，C4-HSL相关性分析同样证明利巴韦林的胁迫导致污泥微生物

的代谢途径发生了变化。利巴韦林胁迫对微生物群落结构具有较强的干扰作用，在 AGS 培养前期

促进了信号分子合成菌Acidovorax、耐药菌Acinetobacter及Delftia等可分泌生物毒性因子的菌属的优

势生长，但不同条件下AGS系统中微生物群落组成最终达到高度相似，表明微生物多样性和群落演

替是AGS保持稳定及良好污染物去除能力的主要原因。
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utilization of numerous antiviral medications, leading to the discharge of certain drugs and their 
metabolites into wastewater treatment plants (WWTPs) through sanitary sewers. Notably, the presence of 
antiviral drug ribavirin has been identified in both WWTPs and natural water bodies. Consequently, this 
paper investigated the removal efficiency of aerobic granular sludge (AGS) under ribavirin stress and 
examined the microscopic response characteristics of AGS to such stress, thereby elucidating the 
regulatory factors and stability maintenance mechanisms involved in the formation of AGS. Throughout 
the development of AGS, the ribavirin removal efficiency exhibited a continuous increase, ultimately 
stabilizing at over 99%, and the removal was primarily through biodegradation. Tightly bound protein 
(TB-PN) served as a crucial component of extracellular polymeric substances (EPS), both in the presence 
and absence of ribavirin stress. Ribavirin stress showed to enhance EPS secretion by microorganisms 
during the early stage of AGS culture, suggesting that AGS exhibited a protective response to ribavirin‑ 
induced stress. Furthermore, an excessive secretion of EPS augmented electron transfer efficiency among 
functional microorganisms, thereby enhancing the pollutants degradation efficacy. Under conventional 
culture conditions, the concentration of C8-HSL in AHLs exhibited a positive correlation with the 
contents of protein and polysaccharide in EPS, indicating that C8-HSL served as a crucial signaling 
molecule to enhance the synthesis of TB-PN. Under ribavirin stress, C8-HSL played a more pivotal role 
in directing the synthesis of polysaccharides, suggesting that ribavirin might interfere with or inhibit the 
TB-PN synthesis pathway. Correlation analysis of C4-HSL further corroborated that ribavirin stress 
induced alterations in the metabolic pathways of sludge microorganisms. Ribavirin stress exerted a 
significant interference effect on the microbial community composition, promoting the dominant 
proliferation of signal molecule synthesizing bacteria such as Acidovorax, drug‑resistant bacteria including 
Acinetobacter and Delftia, along with other bacterial species that secreted biotoxic factors during the early 
stage of AGS culture. Nevertheless, the microbial community composition within the AGS system 
ultimately achieved a high degree of similarity across various conditions, suggesting that microbial 
diversity and community succession were pivotal factors contributing to the stability and effective 
pollutants removal capabilities of the AGS system.

Key words： aerobic granular sludge;    ribavirin;    extracellular polymeric substances;    signal 
molecule;    microbial community composition

在 2019 年 12 月份暴发的新型冠状病毒肺炎

（COVID-19）事件，对全球产生了重大影响，既包括

对人类健康的威胁，又包括对环境的影响［1］，其中抗

病毒药物的大量使用所带来的环境影响不容忽视。

根据 2021年国家卫生健康委办公厅、国家中医药管

理局办公室印发的《新型冠状病毒肺炎诊疗方案

（试行第八版 修订版）》，利巴韦林（RBV）等抗病毒

药物被推荐用于 COVID-19 的治疗，可能会导致其

在污水处理厂及环境中的负荷急剧升高［2］。利巴韦

林又名病毒唑，是一种强效抗病毒药物，其抗病毒

效果明显，但同时具有较多副作用，对神经系统、消

化系统、骨骼系统等均会造成损伤。利巴韦林采用

多种作用机制对抗感染，目前尚未完全了解其完整

的抗病毒谱和这些机制的相互作用。作为一种非

处方药物，利巴韦林滥用现象日趋严重，Chen 等［3］

在武汉市的地表水和沉积物中检测到了利巴韦林

的存在，在水体中最高达到 52. 2 ng/L，在沉积物中

检测率达到 100%。环境中赋存的利巴韦林可能会

通过多种途径进入生物体内，对生态环境和生物体

造成威胁；同时，高浓度药物的存在会引起污水处

理过程中微生物群落的恶性转化，影响处理系统的

稳定运行［4］。因此针对包括利巴韦林在内的药物去

除研究以及研发新污水处理工艺十分必要。

好氧颗粒污泥（AGS）是微生物细胞在好氧条件
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下通过自聚集形成的生物聚合体，是由自固定细胞

组成的特殊的生物膜。与传统活性污泥工艺相比，

AGS 因具有良好的沉降性能、紧密的结构、丰富的

微生物菌群以及处理有毒有害物质的潜力而被认

为是最具有前途的污水生物处理技术之一［5-6］。胞

外聚合物（EPS）是微生物在特定环境下代谢分泌出

的、包裹在细胞表面或分泌于细胞外的三维、凝胶

状、高度水合的基质，由蛋白质（PN）、多糖（PS）和腐

殖酸等物质组成［7］，对于微生物的聚集、传质和吸附

污染物等发挥着重要作用［8］。研究表明，在药物存

在的情况下微生物会通过分泌EPS来延迟或阻止毒

物直接接触微生物［9］。PN 可以改变细胞表面疏水

性以改善细胞附着和污泥聚集，而PS可以形成网络

结构层作为骨架将微生物包裹在里面，另外 EPS还

可以作为媒介促进细胞间的协作与信号转导，对

AGS的形成与结构维持具有重要意义［10-11］。

群体感应（QS）是微生物之间的通讯机制，微生

物通过分泌和检测被称为自诱导剂的可溶性信号

分子（AI）以调节种群密度并适应环境变化，从而介

导生物膜形成、EPS产生和药物耐药性［12］。微生物

信号分子主要包括以下 4种：①革兰氏阴性菌（G-）
中由不同长度酰基侧链的高丝氨酸内酯（AHLs）介

导的LuxR/I型信息系统；②革兰氏阳性菌（G+）中寡

肽（AIPs）介导的信息系统；③LuxS/AI-2型的信息系

统；④AI-3-肾上腺-去肾上腺素信息系统。当前的

研究多集中于革兰氏阴性菌自身诱导物AHLs介导

的 LuxR/I型信息系统［13］。AHLs类信号分子介导的

群体感应是影响 EPS 分泌和微生物聚集的重要因

素，Zhang等人研究发现，QS通过调控胞内ATP的分

泌进而影响AGS中EPS的分泌和污染物的去除［14］。

因此，相比传统活性污泥法，具有大量EPS且可通过

AHLs定向调控 EPS的 AGS技术可能对抗病毒药物

利巴韦林具有更好的去除效果。

笔者通过对比利巴韦林胁迫与常规培养条件

下AGS的形成特性，考察AGS对利巴韦林的去除效

果以及为应对胁迫条件 EPS的变化特征，分析两种

条件下AGS中AHLs类信号分子的变化情况及相关

性，探讨两种条件下微生物菌群的演替规律，揭示

AGS为应对胁迫条件做出的微观响应特征，旨在为

AGS维稳机制的完善提供理论支撑。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　试验装置

试验装置采用序批式 SBR，反应器高度为 100 
cm、内径为 8 cm，有效容积约为 4 L。反应器底部设

置曝气装置，采用转子流量计控制充氧阶段曝气量

为 2 L/min。采用时控开关控制反应器各阶段状态，

其中进水 5 min、曝气时间由 205 min 逐渐增加到

215 min、沉降时间由 15 min逐渐降低到 5 min，污泥

龄为20 d，排水比为60%。

1. 2　接种污泥与进水水质

试验共运行两组反应器，在常规培养条件下记

作 R0，在利巴韦林胁迫条件下记作 R1。接种污泥

取自无锡市某污水处理厂 A2/O 工艺的好氧池活性

污泥，接种体积为 2 L，接种污泥 MLSS 为 5. 0 g/L。
试验进水为人工配水，采用混合碳源。其中，NaAc
为 400 mg/L，丙酸钠为 1 000 mg/L，NH4Cl为 248 mg/
L，K2HPO4 为 37. 41 mg/L，KH2PO4 为 29. 25 mg/L，
MgSO4 为 97 mg/L，CaCl2 为 75 mg/L，EDTA 为 10 mg/
L，微量元素包括 1. 5 μg/L的 FeCl3·6H2O、0. 15 μg/L
的 H3BO3、0. 03 μg/L 的 CuSO4·5H2O、0. 03 μg/L 的

KI、0. 12 μg/L 的 MnCl2·4H2O、0. 058 μg/L 的 ZnCl2、
0. 15 μg/L 的 CoCl2·6H2O、0. 06 μg/L 的 Na2MoO4·
2H2O。R1进水中添加利巴韦林，浓度为1 mg/L。
1. 3　分析项目与方法

常规指标：COD 采用重铬酸钾法测定，TN采用

过硫酸钾氧化-紫外分光光度法测定，TP采用过硫

酸钾氧化-钼锑抗分光光度法测定。

利巴韦林检测：进、出水中的利巴韦林浓度采

用超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）在正

电离模式下进行测定。色谱柱使用 BEH-C18（2. 1 
mm × 100 mm，1. 7 μm），柱温为 30 ℃，流动相为

0. 2%甲酸水（A）和乙腈（B），流速为 0. 3 mL/min，进
样量为5 μL。

EPS 的提取与测定：采用 NaOH 法提取污泥中

的 EPS。取反应器泥水混合物 10 mL 于 50 mL 离心

管中，于 20 kHz、40 W 的条件下超声 30 s，在 4 ℃、

2 000g 转速下于离心机中离心 15 min，收集上清液

即为溶解型 EPS（SMP-EPS）；沉淀物用缓冲液稀释

至原体积，加入 60 μL、37%的甲酰胺，于 4 ℃恒温摇

床振荡 1 h，在 4 ℃、5 000g条件下离心 15 min，收集

上清液即为松散附着型EPS（LB-EPS）；将离心后沉
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淀物用缓冲液稀释至原体积，加入 4 mL、1 mol/L 的

NaOH 溶液，于 4 ℃恒温摇床振荡 3 h，然后在 4 ℃、

10 000g条件下离心 15 min，收集上清液即为紧密结

合型 EPS（TB-EPS）。分别采用考马斯亮蓝法和硫

酸-蒽酮法测定EPS中的蛋白质和多糖含量。

AHLs 的提取与测定：取 100 mL 泥水混合物并

将污泥捣碎，2 000 r/min 涡旋振荡 5 min，涡旋后的

样品在 5 000g 下离心 10 min，上清液用 0. 22 μm 滤

膜过滤，用等体积的乙酸乙酯（用 0. 1% 乙酸酸化）

萃取 3 次，收集 3 次萃取后的有机相并加入适量无

水硫酸钠除水，过滤后用旋转蒸发仪在 30 ℃下蒸

干，重新溶于 1 mL 色谱级甲醇中，溶液经 0. 22 μm
注射式过滤器过滤后，放置在-20 ℃冰箱中保存待

测。采用超高效液相色谱串联三重四极杆质谱测

定 AGS 中的 AHLs。采用 SPSS 19. 0 统计软件对所

测数据进行相关性分析。

微生物菌群测试：采用 DNA 抽提试剂盒提取

AGS 中的 DNA，将 DNA 产物作为模板，采用细菌

16S rDNA 扩增的通用引物进行目标片段 PCR 扩增

及PCR产物纯化，采用荧光试剂对PCR扩增回收产

物进行荧光定量，后续上机进行 Illumina MiSeq 测

序，本试验中测序文库的建立由上海晶能生物有限

公司完成。通过高通量测序法分析两组反应器

AGS形成过程中（20、40、60 d）及稳定运行后（70 d）
的微生物菌群结构变化情况。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　AGS的形态与结构

两组反应器中AGS的粒径变化如图1所示。
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粒径/μm
0.1 1 10 100 1 000

10
8
6
4
2
0

频
率

分
布

/%

b. R1反应器

粒径/μm
0.1 1 10 100 1 000

10
8
6
4
2
0

频
率

分
布

/%

0 d20 d40 d60 d

0 d20 d40 d60 d

图1　污泥颗粒化过程中的粒径变化

Fig.1　Variation of particle size during sludge granulation 
process

R0 和 R1 运行至 20 d 时，粒径>200 μm 的 AGS
比例分别达到 72. 88%和 75. 45%，平均粒径分别为

296. 34和 312. 12 μm，基本实现颗粒化，在利巴韦林

胁迫下污泥的颗粒化速率更快。继续运行到 40 d

时，R0中污泥絮体比例继续下降，污泥颗粒化程度

有一定提升，而R1中出现部分AGS解体现象，R0和

R1 中粒径>200 μm 的 AGS 比例分别为 74. 93% 和

61. 87%，平均粒径分别为 308. 3 和 262. 56 μm。之

后，R0中AGS增长速度基本维持稳定，R1中持续出

现污泥解体现象，镜检发现 R1 中大粒径 AGS 成蓬

松状，周围缠绕絮状污泥，发生失稳解体现象并随

出水大量流失，表明利巴韦林的长期胁迫可能不利

于较大粒径 AGS 结构的维持，最终 R0 中 AGS 维持

在较大粒径范围，R1中 AGS维持在较小粒径范围，

此时两组反应器均完全颗粒化并稳定运行，表明在

利巴韦林胁迫下AGS依旧能维持运行。

2. 2　常规污染物及利巴韦林的去除特性

两组反应器在运行周期内对污染物的降解情

况如图 2所示。在AGS培养前期，污染负荷增加、沉

降时间缩短等外界条件的变化导致反应器中大量

污泥排出，接种污泥中的微生物难以快速适应环境

变化，两组反应器在运行前期对污染物的去除效果

均呈现出较大波动情况。R0中常规污染物的去除

率在第 15 和 30 天出现下降情况，可能与第 15 天缩

短沉降时间加大排泥量导致生物量下降以及第 30
天出现的丝状菌繁殖有关。R1中常规污染物的去

除率在第 30 天出现下降情况，可能与第 30 天出现

的丝状菌繁殖有关；由于其颗粒化程度较快，因此

在第 15 天缩短沉降时间未对其造成明显影响。随

着 AGS 的形成，污泥对污染物的处理能力逐渐稳

定。在 R0 中，COD 去除率从最初的 51. 4% 逐渐提

高并最终稳定维持在 92% 以上，TP 和 TN 去除率分

别从 39. 5%、46. 0%提高至 77. 9%和 89. 5%。在R1
中，COD去除率从最初的 51. 4%逐渐提高至 94. 6%
以上，TP和 TN去除率分别从 46. 3%、41. 5%提高至

78. 7% 和 87. 6%，表明在利巴韦林胁迫下 AGS依旧

可以表现出较好的污染物去除性能。

a. 常规指标去除效果（R0） b. 常规指标去除效果（R1）
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图2　污泥颗粒化过程中对污染物的去除特性

Fig.2　Removal characteristics of pollutants during sludge 

granulation process

R1 运行周期内对利巴韦林的降解情况如图 2
（c）所示。随着 AGS 的形成，对利巴韦林的去除率

逐渐升高，由最初的 61. 9%升高至 99%以上并维持

稳定，表明AGS对利巴韦林有较好的去除效果。一

方面，这可能与利巴韦林的结构有关，其结构式为

C8H12N4O5，由一个三氮唑环和一个含氧五元杂环通

过 C—N 键连在一起，在微生物降解作用下该结构

可能易发生C—N键断裂［15］；另一方面，AGS的形成

可能增加了 EPS的含量，进而提升了污泥对利巴韦

林的吸附能力，药物的胁迫可能导致系统中出现一

些耐药性较强的微生物，提高了对利巴韦林的生物

降解能力［14，16］。
2. 3　EPS的变化

两组反应器在 AGS 培养过程中不同层 EPS 中

蛋白质和多糖含量变化如图 3所示。由于两组反应

器在第 40天均出现了丝状菌膨胀情况，采取加大排

泥等措施协助反应器恢复稳定，导致第 40天的EPS
含量均呈现下降趋势。图 3（a）和（d）显示，R0和R1
中各层蛋白质含量在 AGS 颗粒化过程中均呈现上

升趋势。在 R0中，SMP层蛋白质（SMP-PN）从最初

的 0. 5 mg/gVSS 增至 29. 0 mg/gVSS，LB 层蛋白质

（LB-PN）从最初的 1. 1 mg/gVSS 增至 7. 7 mg/gVSS，
TB层蛋白质（TB-PN）从最初的 107. 6 mg/gVSS增至

338. 2 mg/gVSS；在R1中，SMP-PN从最初的 0. 5 mg/
gVSS 增至 23. 1 mg/gVSS，LB-PN 从最初的 1. 1 mg/
gVSS 增至 6. 5 mg/gVSS，TB-PN 从最初的 107. 6 mg/
gVSS增至 370. 8 mg/gVSS。图 3（c）和（f）显示，R0和

R1 中 PN 总量从最初的 109. 1 mg/gVSS 分别增至

375. 0、400. 4 mg/gVSS，表明在外界选择压下，污泥

通过分泌较多的蛋白质以增强表面疏水性、促进生

物团聚［17］，有利于AGS的形成。
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图3　污泥颗粒化过程中EPS、PN及PS含量变化

Fig.3　Comparison of EPS, PN and PS contents during sludge granulation process

两组反应器中的 PN 均以 TB-PN 为主，且含量

占总EPS的 90%以上，表明无论有无外界胁迫，TB-
PN在AGS的培养中均发挥重要作用，相对高含量的

TB-PN有利于AGS内部致密结构的形成，从而提升

AGS的沉降性能［18］。图 3（b）和（e）显示，R0和R1中

各层多糖含量在AGS颗粒化进程中呈现上升趋势。

在 R0 中，SMP 层多糖（SMP-PS）从最初的 0. 5 mg/
gVSS增至 10. 9 mg/gVSS，LB层多糖（LB-PS）从最初
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的 0. 2 mg/gVSS 增至 2. 0 mg/gVSS，TB 层多糖（TB-
PS）从最初的 9. 9 mg/gVSS 增至 27. 5 mg/gVSS。在

R1中，SMP-PS从最初的 0. 5 mg/gVSS增至 18. 8 mg/
gVSS，LB-PS 从最初的 0. 2 mg/gVSS 增至 3. 1 mg/
gVSS，TB-PS 从最初的 9. 9 mg/gVSS 增至 32. 2 mg/
gVSS。图 3（c）和（f）显示，R0 和 R1 中 PS 总量由最

初的 10. 6 mg/gVSS 分别增至 40. 4、54. 1 mg/gVSS，
表明多糖含量的增加可能增强 EPS的凝胶特性，有

利于微生物间相互黏附形成菌胶团和相互交联的

网状结构，进而促进污泥颗粒化进程［19］。
R1在第 20、40天时PS和PN含量变化呈现出与

R0不同的规律，在第 20天R1中 SMP、LB和TB层的

PN 含量急剧增加，分别达到 9. 2、3. 0、442. 0 mg/
gVSS，LB 和 TB 层的 PS 含量也大幅增加，分别达到

了 0. 5、18. 5 mg/gVSS，表明利巴韦林的刺激可能导

致AGS表现出应激保护反应，分泌更多的EPS从而

形成保护微生物的网络结构［20］。在第 40天采取了

加大排泥措施以解决丝状菌膨胀问题，相比 R0，R1
中 SMP-PN 含量仍呈现增加趋势，达到 12. 0 mg/
gVSS，可能与利巴韦林的胁迫促进了EPS分泌以提

高对利巴韦林的吸附去除有关［21］。
R0 和 R1 中 EPS 总量最终分别达到 415. 4、

454. 5 mg/gVSS，利巴韦林胁迫对EPS总量的变化趋

势以及AGS培养后期EPS总量未产生显著影响，但

是与R0相比，R1中EPS波动较大，尤其以PN为主。

PN作为EPS中的主要组分，包含细胞色素 c（Cyt-c）
等多种电化学活性物质，Cyt-c 作为电子传递介质

参与电子转移过程，有利于污染物的降解［22］。因

此，R1中EPS的变化规律一方面与EPS作为微生物

菌群的第一道保护屏障，在反应器中直接与利巴韦

林接触引起的应激保护反应有关；另一方面，EPS具

有较强的吸附能力，其含量的提高和变化可能促进

了AGS对常规污染物及利巴韦林的吸附［21］。另外，

EPS中储存有较多的电化学活性物质Cyt-c等，其含

量的增加可能引起了电化学活性物质含量的增加，

强化了利巴韦林降解过程中的电子传递，进而提高

了对利巴韦林的去除效率［23］。
2. 4　信号分子含量变化及相关性分析

污水生物处理系统中富集的微生物以革兰氏

阴性菌为主，微生物间主要的群体感应信号分子为

AHLs，其介导产生的群体感应会影响AGS中EPS的

分泌并强化 AGS 的结构稳定［24］。两组反应器运行

过程中AHLs含量的变化如图4所示。
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图4　污泥颗粒化过程中AHLs信号分子含量的变化

Fig.4　Variation of AHLs contents during sludge 
granulation process

由图 4 可知，C4-HSL、C6-HSL、3OC6-HSL 和

C8-HSL是AGS培养过程中检测到的最主要AHLs。
其中，C4-HSL 在 R0 和 R1 中由最初的 78. 1 ng/L 分

别变为 83. 9、42. 6 ng/L，C4-HSL 在 R0 中未表现出

明显变化，在 R1中存在一定的波动，尤其在运行至

第 40天时出现了异常增加的现象。C4-HSL会导致

真菌生长和污泥形貌变化，加速丝状真菌的生长速

率，可能导致了 40 d时R1中丝状菌膨胀的现象［25］。

C6-HSL 在 R0 和 R1 中由最初的 4. 0 ng/L 分别变为

2. 1、1. 5 ng/L，并在R1运行至第 40天时出现了异常

增加的现象。C6-HSL能够调控生物膜形成丝状连

接结构，增加细胞与细胞之间的信息交流，促进

AGS 的结构稳定［26］，因此 C6-HSL 异常增加的现象

可能与丝状菌膨胀情况下 R1中污泥的自我调控机

制有关，而R0中的丝状菌膨胀情况通过加大排泥措

施得到了较好的控制，未表现出C4-HSL和C6-HSL
异常增加的现象。3OC6-HSL在R0和R1中由最初
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的 20. 0 ng/L 分别变为 5. 3、14. 0 ng/L，C8-HSL 在反

应器中含量最高，运行到 60 d 时分别达到了 626. 1 
ng/L（R0）和 506. 2 ng/L（R1）。 已 有 研 究 证 明 ，

3OC6-HSL和C8-HSL具有促进EPS分泌、强化电子

传递过程、调节代谢和信号传导过程的作用［27-28］。
与R0相比，R1中AHLs的变化说明利巴韦林的投加

可能促进了 3OC6-HSL、3OC8-HSL 和 3OHC8-HSL
的分泌，已有研究证明这些信号分子具有促进 EPS
分泌、提高蛋白质结构稳定性和复杂性、促进生物

膜生长以及降解污染物的作用［14，29］。但是以上信号

分子在污泥颗粒化过程中呈现减少趋势［30］，表明

C8-HSL才是促进AGS形成的主要信号分子。

AHLs信号分子能指导EPS的产生，在调控生物

膜的形成等方面均发挥重要作用［31］，为了探究

AHLs、EPS 和利巴韦林去除率之间的关系，将所有

数据根据皮尔逊相关性系数进行分析，绘制聚类热

图（见图 5）以解析不同 AHLs信号分子的功能。R0
中 C4-HSL 和 C8-HSL 与 EPS 中蛋白质和多糖含量

呈显著正相关，其中 C8-HSL 与 EPS 组分含量相关

性系数均在 0. 70 以上，说明 C4-HSL 和 C8-HSL 可

能作为AGS培养过程中的关键信号分子，且C8介导

的 TB-PN 合成是 AGS 形成的重要因素。R1 中 C8-
HSL 与 EPS 中蛋白质和多糖含量呈正相关，其中

C8-HSL 与总多糖、LB-PS、SMP-PS、TB-PS 的相关

性系数分别为 0. 87、0. 92、0. 87、0. 80，与 LB-PN 和

SMP-PN 的相关性系数分别为 0. 72 和 0. 66。这进

一步表明 C8-HSL 可能是 AGS 培养过程中促进 PS
和 PN分泌的关键信号分子，促进污泥颗粒化过程，

加速初始生物膜的形成，进而显著提高污染物的去

除效果［14］。但是由于利巴韦林的胁迫，C8-HSL 更

多负责指导多糖类物质的合成，其与TB-PN的相关

性系数仅为 0. 27，表明利巴韦林可能干扰或抑制了

TB-PN 合成的通路［32］。此外，R1 中 C4-HSL 与

SMP-PS、LB-PS和 LB-PN 呈负相关，同样证明利巴

韦林的胁迫导致污泥微生物的代谢途径发生了变

化［33］。C6-HSL、3OC6-HSL、3OC8-HSL 和 3OHC8-
HSL与两组反应器中的EPS组分含量变化呈现负相

关性或未表现出较强的相关性，结合图 4，说明上述

信号分子相比于 C8-HSL，未对 EPS 分泌产生显著

影响。利巴韦林的去除率与EPS各组分含量呈现一

定的正相关性，但其与 SMP-PN和 LB-PN含量的相

关性系数仅为 0. 57和 0. 52，表明利巴韦林的去除仍

然以微生物降解为主。此外，利巴韦林的去除率与

C4-HSL、3OC6-HSL、3OC8-HSL、3OHC8-HSL 变化

呈现负相关，其相关性系数分别为-0. 82、-0. 70、
-0. 92和-0. 94，表明AGS中利巴韦林的去除与EPS
组分的吸附特性有关，但通过生物吸附去除的比例

相对较低。由AHLs介导的污染物去除过程并非利

巴韦林去除的主要途径，进一步说明 AGS 中大量

EPS的存在为污泥微生物抵御利巴韦林的胁迫发挥

了重要作用，从而促进了功能微生物菌群对利巴韦

林的降解，有效维持了AGS系统的稳定性。

2. 5　微生物群落结构解析

AGS 培养过程中属水平上的微生物群落结构

如图 6 所示（仅列出相对丰度在前 20 名的菌属）。

利巴韦林的添加对微生物群落结构具有较强的干

扰作用，导致微生物相对丰度变化较大。R0运行至

第 20 天时优势菌属为 Meganema、Acinetobacter 和
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图5　信号分子、利巴韦林去除率与EPS的相关性分析

Fig.5　Correlation analysis of signal molecules with 
ribavirin removal efficiency and EPS
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Acidovorax，其相对丰度分别为 55. 7%、11. 0% 和

10. 0%。其中，Meganema对EPS的分泌具有促进作

用，该菌是隶属于变形菌纲的一种丝状菌，在 AGS
丝状菌形成假说中认为Meganema对AGS的形成极

为重要，且 Meganema 还可在 AGS 系统中完成有机

碳储存和反硝化作用，与图 2中TN去除率提高相呼

应［34-35］。R1 运行至 20 d 时优势菌属为 Acidovorax、
Acinetobacter和Delftia，相对丰度分别为 30%、24. 6%
和 20. 1%。与 R0 相比，Meganema 相对丰度下降，

Acidovorax、Acinetobacter 和 Delftia 相对丰度明显提

高，Acidovorax是AHLs信号分子生产者，有利于EPS
的分泌，同时该菌也是一种含有细胞色素 P-450单

加氧酶、环己醇脱氢酶、环己酮单加氧酶和内酯酶

等具有高效催化性能的菌，可利用乙酸钠进行生长

和繁殖，且能够降解环已烷等有机化合物，可能对

利巴韦林具有一定的降解作用［36］。Acinetobacter 是
一种“超级”耐药菌，是引起医院获得性感染的细菌

之一，另外该菌在有氧和无氧条件下均可以促进生

物膜的生长，有利于 AGS 颗粒化进程［37-38］。Delftia
菌属被证明能够分泌生物铋纳米颗粒，具有细胞毒

性和抗氧化活性，说明利巴韦林的加入可能促进可

以分泌生物毒性因子微生物的生长，诱导 Bnip3 蛋

白（细胞死亡调节剂）的表达［39］，在一定程度上影响

系统的稳定性。运行至第 20天时，两组反应器中均

存在脱氮除磷关键功能菌 Meganema和 Paracoccus，
其中 Meganema 具备有机碳储存和反硝化功能，

Paracoccus具有反硝化作用，与图 2中污染物去除率

的变化相呼应。
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图6　AGS培养过程中属水平上微生物群落组成

Fig.6　Microbial community composition at the genus 
level during granulation process

运行至第 40天时，R0和 R1中微生物差距依旧

明显，R0中优势菌属依旧是Meganema，其相对丰度

增大至 62. 7%，该菌作为一种丝状菌，其丰度的进

一步增加可能导致了该阶段R0的丝状菌膨胀情况。

R1中优势菌属为 Azoarcus、Meganema和Paracoccus，
相对丰度分别为 27. 9%、18. 8% 和 12. 4%，与第 20
天相比差异明显。该阶段 Meganema 相对丰度升

高，促进了AGS的形成。Azoarcus和Paracoccus相对

丰度明显升高，其中 Azoarcus 是一种影响硝酸盐还

原的关键反硝化菌，与图 2中 30 d后TN去除率升高

相对应；Paracoccus被认为是EPS合成者并具有反硝

化作用，与 AGS 的形成和稳定性高度相关，保证了

利巴韦林胁迫下AGS的稳定性［40］。此外，两组反应

器中均存在脱氮除磷关键功能微生物 Meganema、
Paracoccus、Azoarcus和Thauera，其中Azoarcus参与反

硝化过程，Thauera 可以同步进行硝化和反硝化过

程，表现出较好的脱氮除磷效果。反应器运行至第

60天时，R0和R1之间的差异菌属逐渐减少，两者均

以 Meganema 和 Lampropedia 为主。R0 中 Meganema
和 Lampropedia的相对丰度分别为 31. 8%和 29. 5%，

Meganema的相对丰度相比 40 d时显著降低，说明系

统较好地控制了丝状菌膨胀现象；Lampropedia的相

对丰度明显增加，该菌作为一种聚磷菌，具有除磷

作用，与图 2 中较高的 TP 去除率相呼应［41］。R1 中

Meganema和 Lampropedia的相对丰度分别为 71. 5%
和 10. 1%，微生物组成逐渐与 R0 相似。运行至第

70天时两组反应器达到稳定状态，差异菌属持续减

少，菌属组成相似，均以Meganema和 Lampropedia为

主，R0 中两者相对丰度分别为 19. 6% 和 56. 9%，

Xanthobacter 的相对丰度增加，其分泌的细胞色素

P-450 参与污染物代谢过程，可能与较高的污染物

去除率有关［42］；R1中两者相对丰度分别为25. 7%和

31. 5%，Hydrogenophaga 和 Thauera 相对丰度增加，

Hydrogenophaga是有效的药物降解菌，Thauera是污

水处理中常见的微生物，具有较好的脱氮能力［43-44］。
两组反应器均表现出 Meganema 相对丰度减少、

Lampropedia相对丰度增加的变化趋势，说明AGS中

的群落组成达到稳定。运行至 60 d 后，Meganema、
Paracoccus、Azoarcus和Thauera等关键功能菌属依旧

存在且丰度逐渐增加，证明即使存在利巴韦林的胁

迫，AGS仍然可以表现出较高的脱氮除磷效能。

综上，利巴韦林的加入导致反应器运行初期微

生物群落多样性增加，促进了部分耐药菌及可以分
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泌生物毒性因子的菌属的生长，增大了系统的复杂

性。随着AGS的形成，系统通过增加有利于EPS产

生、AHLs 信号分子合成以及有利于维持 AGS 稳定

性的菌属的相对丰度来抵御利巴韦林的胁迫。但

是经过长期的培养，胁迫与正常条件下AGS系统中

微生物群落组成最终达到高度相似，说明利巴韦林

的胁迫影响了反应器运行前期功能微生物的相对

丰度，后期微生物组成逐渐恢复至正常水平，表明

微生物多样性和群落演替是 AGS 保持稳定且良好

的污染物去除能力的主要原因。

3 结论结论

①    利巴韦林胁迫导致 AGS 稳定维持在更小

粒径。AGS 对利巴韦林的去除率随着 AGS 的形成

逐渐由最初的 61. 9%升高至 99%以上并维持稳定，

AGS 中通过生物吸附去除的利巴韦林比例相对较

低，以生物降解为主。在利巴韦林胁迫下AGS工艺

对 COD、TN、TP 和利巴韦林仍然具有良好的去除

效果。

②    EPS 能够帮助 AGS 抵御利巴韦林的胁迫，

TB-PN占总EPS的 90%以上，有利于AGS内部致密

结构的形成，提升AGS的沉降性能。利巴韦林胁迫

刺激 AGS 培养前期微生物分泌 EPS，AGS 对利巴韦

林的胁迫具有应激保护反应，过多分泌的 EPS可能

有利于形成保护微生物的网络结构并提高功能微

生物间电子传递效率，进而提高对利巴韦林的生物

降解效率。

③    C4-HSL、C6-HSL、3OC6-HSL 和 C8-HSL
是AGS形成过程中最主要的AHLs。在利巴韦林胁

迫下 C8-HSL 更多负责指导多糖类物质的合成，干

扰或抑制 TB-PN 合成通路，C4-HSL 与 SMP-PS、
LB-PS和 LB-PN呈负相关，表明利巴韦林胁迫导致

污泥中微生物的代谢途径发生了变化。

④    利巴韦林胁迫对微生物群落结构具有较

强的干扰作用，可促进信号分子合成菌 Acidovorax、
耐药菌 Acinetobacter 及 Delftia 等可分泌生物毒性因

子的菌属的生长，增大系统的复杂性。胁迫与正常

条件下 AGS 系统中微生物群落结构最终达到高度

相似，表明微生物多样性和群落演替是AGS保持稳

定且良好的污染物去除能力的主要原因。
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