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摘  要 

在污水的除磷工艺中，强化生物除磷(EBPR)是最主要的方法之一。一直以来，Accumulibacter菌属(A
菌)作为EBPR工艺最主要的聚磷菌(PAOs)已被广泛接受，也能较好地适应EBPR污水厂的现实情况。但

同时，Tetrasphaera菌属作为一种新型聚磷菌，也在世界各地被逐渐发现，它在某些特定环境下的丰度

甚至远高于A菌，值得进一步探究。本研究选取了上海地区3座不同处理模式的市政污水处理厂进行研究，

采用高通量测序技术对它们活性污泥中的微生物群落特征进行了解析。结果表明，不同污水处理厂在微

生物物种组成上具有相似性，但一致性并不高。这三家污水厂的活性污泥中，A菌的相对丰度为

7.4%~10.3%，T菌的相对丰度为1.4%~3.8%，T菌的丰度远远小于A菌丰度。进水组分中的氨基酸含量

与T菌丰度的相关性较高。 
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Abstract 
Enhanced biological phosphorus removal (EBPR) is one of the most important methods in phos-
phorus removal process. For a long time, Accumulibacter has been widely accepted as the major 
group of polyphosphate-accumulating organisms (PAOs) in EBPR process, and can adapt to the re-
ality of EBPR wastewater treatment plants (WWTPs). Meanwhile, a group of bacteria named Te-
trasphaera with polyphosphate accumulating capability has been gradually found all over the 
world, and also observed in a larger abundance than Accumulibacter in some WWTPs, which is 
worthy of further study. In this study, three municipal wastewater treatment plants with different 
treatment modes in Shanghai were selected to analyze the characteristics of microbial community 
in the returned activated sludge by high-throughput sequencing technology. The results showed 
that the microbial species composition of different wastewater treatment plants was similar, but 
the consistency was not high. In the activated sludge of the three sewage plants, the relative ab-
undance of Accumulibacter is 7.4%~10.3%, and that of Tetrasphaera is 1.4%~3.8%, which is far 
less than Accumulibacter. There was a high correlation between the amino acid content of influent 
components and the abundance of Tetrasphaera. 
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1. 引言 

随着我国经济的发展，生活污水和工业废水的排出量不断增加，氮磷和有机物的不断泄入，致使湖

泊、水库等水体日趋恶化，而磷在水体中的浓度超标是造成水体富营养化最主要的因素之一，当地面水

体中总磷含量达到 0.015 mg/L 时就足以引起水体的富营养化现象。在污水处理厂中，强化生物除磷工艺

(Enhanced biological phosphorus removal, EBPR)是一种高效、经济和环境可持续的除磷方法[1]，也是目前

应用最广的污水除磷工艺。 
Ca. Accumulibacter (A 菌)是目前最广为人知的聚磷菌，在厌氧条件下，A 菌吸收污水中的挥发性脂

肪酸(VFAs)并转化为聚羟基烷酸(PHA)储存在胞内，同时将胞内多聚磷酸盐(poly-P)降解所释放的磷转运

至胞外；好氧条件下，A 菌利用 PHA 分解代谢过程中所产生的能量超量吸磷[2]，最终通过排放富磷剩余

污泥实现污水除磷或磷回收[3]。 
最近有国外文献报道，在不同国家和地区的污水厂 EBPR 中的聚磷微生物除了 A 菌之外，Tetrasphaera 

(T 菌)也被持续发现且大量存在，其丰度可以高达 35%，甚至超过 A 菌[4]。Nielsen 等人对 20 多家丹麦污

水处理厂进行了几年的全面调查，运用了荧光原位杂交(FISH)和 16S rRNA 基因扩增测序技术，结果清楚地

表明，尽管 A 菌较为常见(平均丰度为 0.5%)，但放线菌属 T 菌的丰度通常更高。他们随后又对 12 个国家(覆
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盖 5 大洲)的 32 个全规模 EBPR 工厂进行了调查，结果表明，全球大多数污水处理厂都有更丰富的 T 菌，

这表明 T 菌在大型 EBPR 污水厂中可能发挥着重要作用[5]。Kong 等人的研究表明，T 菌属具有厌氧吸收

氨基酸后的好氧吸磷能力，也是聚磷菌的一种[6]。与 A 菌相比，尽管没有在胞内储存 PHA，T 菌也能很好

地吸收氨基酸和/或葡萄糖等复杂的有机分子[7]。此外，在厌氧条件下，部分 T 菌能够通过发酵产生 VFAs，
从而为 EBPR 系统的 A 菌提供额外的 VFAs 优质碳源[8] [9]。但目前，国内关于 T 菌的研究还较少。 

污水处理厂的处理性能常常与其系统内的微生物群落结构密切相关[10] [11]。水环境因素，如温度、

进水水质、厌氧条件等会对各处理单元的运行效果产生影响。其中，温度有可能影响活性污泥培养驯化

的效果和启动周期的长短[12]，进水水质则意味着微生物的可利用的易于降解的碳源含量的多少，对于脱

氮除磷意义重大。认识污水处理系统微生物群落可以帮助我们认识更深入地认识污水生物处理的本质，

从而指导优化系统。然而微生物往往个体微小、数量庞多、多样性丰富、可培养性低，用传统的培养方

法对微生物群落开展研究十分困难[13]。近年来，随着科技的发展，高通量测序技术逐渐被应用到微生物

群落变化的研究中，可以为相关研究提供很多信息[14]。 
考虑到 T 菌不但可以直接利用进水中的葡萄糖、氨基酸等大分子有机物质作为碳源除磷，同时它的发

酵能力也能利用污水中复杂的有机物产生更多的 VFAs 供 A 菌使用，两者可以形成协同效应，更高效地利

用污水中的有机碳源。针对国内污水厂普遍存在的碳源不足的情况，了解进水有机碳源组分对 A 菌和 T 菌

丰度的影响，将减少优质碳源的添加，有利于提高 EBPR 的除磷效能。因此，我们选取了上海三家不同方位

的污水处理厂，记录其进水来源(生活污水和工业废水的比例)、工艺流程(A2/O、A/O、氧化沟、二级生化等)、
相关运行参数(温度、pH、进水出水各项指标等)，同时采集进水、出水以及活性污泥，测定进水的碳源组成，

并利用高通量测序技术分析活性污泥中的微生物种群结构，尤其是聚磷菌 T 菌和 A 菌的相对丰度。最后将

各种环境因素与聚磷菌种类和丰度进行比较分析，探讨这些因素与 A 菌、T 菌相对丰度的相关性。 

2. 材料与方法 

2.1. 样品采集与理化分析 

A、B、C 为上海市的 3 座市政污水处理厂，分布在上海市的东北部、西南部和西北部区域，样品采

集时间为 12 月(冬季)，采样点在每座污水处理厂的集水井、浓缩回流污泥池和二沉池，每点取 2L 污水

或污泥用于化验分析。采样污水厂的具体信息见表 1。 
使用多参数水质仪(WTW，德国)现场测定常规水质指标，包括温度(T)、pH 值、溶解氧和氧化还原电

位(ORP)，混合液悬浮固体浓度(mixed liquor suspended solid, MLSS)以及混合液挥发性悬浮固体浓度(mixed 
liquid volatile suspended solids, MLVSS)使用马弗炉燃烧减重法测量，使用快速消解分光光度法(HACH，美

国)测定化学需氧量(COD)，使用过硫酸钾–钼锑抗分光光度法测量总磷(TP)，使用纳氏试剂光度法测量氨

氮( +
4NH -N )，使用总有机碳分析仪(Shimadzu，日本)测量总有机碳(TOC)和总氮(TN)，使用修正后的 Lowry

方法测定蛋白质含量，使用蒽酮试剂法测定多糖含量，使用气相色谱法(Agilent，美国)测定挥发性脂肪酸

(VFAs)含量，使用氨基酸分析仪(HITACHI,日本)测量氨基酸含量。最后对所有的因素进行方差分析。 
 
Table 1. Treatment technology and sampling information of WWTPs 
表 1. 污水处理厂处理工艺及采样信息 

水厂名称 采样月份 采样水温/℃ 处理工艺 布置形式 污水来源 处理规模/m3·d−1 

A 12 20.8 A/A/O 敞开式 22%的工业污水 + 78%的生活污水 10 × 105 

B 12 17.7 A/A/O 敞开式 20%的工业污水 + 80%的生活污水 1.8 × 105 

C 12 16.9 A/A/O 全地下式 100%的生活污水 1.8 × 104 
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2.2. 样品预处理及高通量测序 

将采集的活性污泥样品取 50 mL 离心后得到固态污泥，从污泥中提取样品总 DNA 后，采用引物对

V3~V4 区 341F(5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’)和 805R(5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’)通过

Illumina MiSeq 测序平台完成样品细菌 16S rDNA 高通量测序。 

2.3. 数据分析 

将测量得出的数据进行处理，通过标签序列(barcode)区分样品序列，并对各样本序列做质量控制

(Quality control, QC)，去除非特异性扩增序列及嵌合体。然后进行操作分类单元(OTU)聚类分析，将多条

序列根据其序列之间的距离来对它们进行聚类，后根据序列之间的相似性作为域值分成 OTU。在 OTU
聚类结果的基础上，获取每一个 OTU 聚类中的代表性序列，根据各样本在 OTU 的分布情况绘制韦恩图。

Alpha 多样性分析则用来衡量样本物种多样性，计算 ACE 指数、Chao 指数、Shannon 指数、Simpson 指

数和 Coverage(覆盖度)等物种多样性指数。将序列进行物种分类，对每个样本和每个物种单元分类进行

序列丰度计算构建样本和物种分类单元序列丰度矩阵。分别按照门(phylum)、纲(class)和属(genus)水平为

分类单位，统计该分类单位下优势单元所占相对丰度，绘制相对丰度分布图。 

3. 结果与讨论 

3.1. 活性污泥中细菌群落的 α多样性分析 

本研究对上海市 3 座污水处理厂的活性污泥样本进行了高通量测序分析，并根据各样本在 OTU 的分

布情况绘制了韦恩图，见图 1。其中，A 厂样本的活性污泥有效序列数和 OTU 数量均为最低，C 厂最高，

构建 OTUs 并且获得注释信息的 Tags 数目从 29,712~37,224，OTUs 平均有 4622 个，其中 A 厂特有 OTUs
有 3100 个，B 厂特有 OTUs 有 3183 个，C 厂特有 OTUs 有 3593 个，三厂共有 OTUs 为 628 个，说明各

污水厂在微生物物种组成上具有相似性，但一致性并不高。 
 

 
Figure 1. Venn diagram of OTU samples 
图 1. OTU 样本分布韦恩图 

 

为了验证测序量是否能够反映样品中微生物群落的多样性，根据 97%相似度的 OTU 分类学水平，利
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用 mothur 计算不同随机抽样下的多样性指数，三家污水处理厂活性污泥中细菌群落的 α多样性指数数据

见表 2。ACE 指数可以用来估计群落中含有的 OTU 数目，默认将序列量 10 以下的 OTU 都计算在内。

ACE 指数越大，表明群落的丰富度越高。Chao1 指数也被用来估计群落中物体总数，由 Chao [15]最早提

出，Chao1 指数越大，OUT 数目越多，说明该样本的物种数目较多。如表 2 所示，3 家污水厂中，C 厂

的 ACE 指数和 Chao1 指数均为最高，因此 C 厂的群落物种总数也较多。Coverage 是指各样品克隆文库

的覆盖率，该数值越高，则样品中序列被测出的概率越高。由表 2 可知，所有样本的 Coverage 指数均大

于 0.98，表明测序深度足够，结果可靠。 
 
Table 2. The α diversity of activated sludge samples from different WWTPs 
表 2. 不同污水厂活性污泥的 α多样性指数 

水厂名称 ACE_index Chao1_index Coverage Shannon_index Simpson 

A 32359 18414 0.98 6.31 0.0086 

B 27474 16111 0.99 6.57 0.0049 

C 34422 19161 0.98 6.08 0.0156 

 

Simpson 指数是用来估算样品中微生物的多样性指数之一，由 Simpson [16]提出，常用来描述生态学中

某个区域的生物多样性，该指数越高，代表群落多样性越低。但如果样品的物种丰富度相同，物种分布越

均匀，则多样性越高。Shannon 指数[17]对群落丰富度和均匀度进行了综合考量，该指数越高，表明群落的

多样性越高，物种分布越均匀。图 2 中随着样本读取数的增加，观察到的 Shannon 指数曲线趋向平坦，表

明测序数据量足够大，能够反映样本中绝大多数的微生物多样性信息。从图 2 中可以看出 C 厂的 Simpson
指数最高，而 Shannon 指数最低，两者的数据相互对应，说明 C 厂的群落丰富度最高，但群落多样性较低，

这可能是由于该厂的污水来源比较单一，都是生活污水。工业废水中重金属等有毒物质含量较高，会抑制

微生物活性，影响微生物生长。生活污水比工业污水更利于微生物的降解利用，因此它的群落总量较高，

微生物生长状况良好，但物种种类则不如工业污水多。另外，也有可能因为 C 厂是全地下式水厂的暗环境，

有研究表明暗环境会影响微生物群落多样性和物种组成[18]。Rank-abundance 曲线可以同时解释样品多样

性的两个方面，即样品所含物种的丰富程度和均匀程度。物种的丰富程度由曲线在横轴上的长度来反映，

曲线越宽，表示物种的组成越丰富；物种组成的均匀程度由曲线的形状来反映，曲线越平坦，表示物种组

成的均匀程度越高。由图 3 的 Rank-abundance 曲线可知，三家污水厂的物种组成都比较丰富且均匀。 
 

 

https://doi.org/10.12677/wpt.2021.92008


孙月，吴敏 
 

 

DOI: 10.12677/wpt.2021.92008 69 水污染及处理 
 

 
Figure 2. Simpson index (a) and Shannon index (b) of different WWTPs 
图 2. 不同污水厂的 Simpson 指数(a)和 Shannon 指数(b) 

 

 
Figure 3. Curve: Rank-Abundance of different WWTPs 
图 3. 不同污水厂的 Rank-Abundance 曲线图 

3.2. 活性污泥中聚磷菌群落结构分析 

Hiraishi 等人利用非培养技术研究发现，β-变形菌纲(β-proteobacteria)和放线菌纲(Actinobacteria group)
在 EBPR 系统中含量丰富[19]。因此本研究从门、纲两个水平对 3 座污水处理厂活性污泥的 OTU 所属的

物种信息进行分析，从而揭示其菌落组成特征。在门水平下，活性污泥中细菌群落结构见图 4。从图 4
中可以看出，三家污水厂的主要优势菌门有：变形菌门(Proteobacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)、拟杆

菌门(Bacteroidetes)、绿弯菌门(Chloroflexi)、厚壁菌门(Firmicutes)、酸杆菌门(Acidobacteria)和放线菌门

(Actinobacteria)等，此结果与许多通过高通量测序分析活性污泥中微生物群落的研究相似[20]。其中

Proteobacteria 为最优势菌门，它也是是污水处理过程最主要的细菌类群[21]。A 菌属于变形杆菌门，其

在 3 座污水厂的比例分别占 40.28%，35.73%和 41.78%。Planctomycetes 在 B 厂的含量较高，占 17.89%，

迄今发现具有厌氧氨氧化(Anammox)功能的细菌全部来自浮霉菌门[22]。Bacteroidetes 和 Chloroflexi 也是

三家污水处理厂中重要的优势菌门，普遍存在于污水处理厂生物池并参与有机物的降解[23]。Firmicutes
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是碱性厌氧发酵系统中的普适菌种[24]，被认为与厌氧水解和酸化密切相关[25]，可以代谢很多底物，包

括蛋白、脂类、纤维素、糖和氨基酸等。另外可以发现，三家水厂中的 Actinobacteria 都占有一定比例，

T 菌属于放线菌门，在 3 座污水处理厂中的比例分别为 3.67%，3.17%和 5.82%。从门水平来看，C 厂的

变形杆菌门和放线菌门的数量均为最多，A 厂次之，B 厂最少。 
 

 
Figure 4. Microbial composition analysis (phylum level) of different WWTPs 
图 4. 不同污水厂的物种组成分析(门水平) 
 

 
Figure 5. Microbial composition analysis (class level) of different WWTPs 
图 5. 不同污水厂的物种组成分析(纲水平) 
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在纲水平下，活性污泥中细菌群落结构见图 5。α-变形杆菌(α-proteobacteria)，β-变形杆菌和 γ-变形

杆菌(γ-proteobacteria)均为三家污水厂中的主要优势菌纲。Kong 等人[26]在对群落结构鉴定的时候发现聚

糖菌(GAOs)主要是 α-、γ-变形杆菌。进一步的研究发现，随着反应器中磷含量的变化，微生物的结构也

会发生改变，当 P/C 从 1:10 降为 1:50，EBPR 系统恶化，β-变形杆菌的数量由 80% 降为 40%，而 α-、γ-
变形杆菌随之增加[27]。A厂的 α-、γ-变形杆菌数量分别为 11.46%和 11.89%；B厂分别为 10.91%和 8.47%；

C 厂分别为 8.05%和 7.56%。A 菌属于 β-变形杆菌，在三家污水处理厂中的比例分别为 10.3%，7.42%和

10.28%。由此可知，C 厂的聚糖菌含量较少，而聚磷菌含量相对较高。B 厂这两种菌的含量都较低。同

时，T 菌属于放线菌纲(Actinobacteria)，它的相对丰度在三家污水厂中分别为 1.66%，1.43%和 3.79%，C
厂的 T 菌含量约为 A、B 两厂的两倍。 

3.3. 活性污泥中聚磷菌相对丰度与进水组分的相关性 

采样当天污水处理厂进出水水质及其他指标见表 3，每个污水厂的污染物都达到了国家一级 A 排放

标准。其中，A 厂进水的 COD 最高，约为 B 厂、C 厂的 2 倍，这表明 A 厂的碳源含量相对比较丰富，

这可能是由于 A 厂的处理水量较多以及来源比较广泛。 
 
Table 3. Water quality of different WWTPs 
表 3. 不同污水厂的进出水水质 

水厂 进水/mg·L−1 出水/mg·L−1 去除率/% 

名称 COD +
4NH -N  TN TP COD +

4NH -N  TN TP COD NH4+-N TN TP 

A 480 29.6 34.5 5.1 33 0.4 7.2 0.2 93 99 79 96 

B 242 18.5 23.6 3.5 11 0.3 5.8 0.2 95 98 75 96 

C 264 22.3 29.2 3.1 12 0.4 6.2 0.2 95 98 79 93 

 

Mielczarek 等对丹麦污水处理厂 EBPR 工艺中微生物种群与进水水质进行了连续监测分析，研究发

现，T 菌丰度大小与进水的工业废水占比成正相关，进水中工业废水比例越大，T 菌丰度越高[28]。Kong
等调查了丹麦 10 座污水处理厂，其中在处理工业废水为主的污水厂中 T 菌平均丰度为 17%~35%，而在

处理生活污水为主的污水厂中 T 菌丰度仅为 3%~16%，这说明进水组分对两种聚磷菌 T 菌和 A 菌丰度具

有很大影响[6]。Nielsen 等人的研究表明，典型的废水中含有 25%~35%的蛋白质和 15%~25%的多糖[5]。
国内某污水处理厂进水有机物组成显示[29]，总糖、蛋白质和油脂的平均含量分别占到进水总 COD 的

8.93%、41.33%和 8.53%。蛋白质和糖类占了总 COD 的半数之多，而 VFA 的含量很少。本研究对 3 家污

水处理厂的进水组分进行了测量，结果为各组分占总 COD 的比例，结果如表 4 所示。 
 
Table 4. Influent composition in different WWTPs and relative abundance of PAOs 
表 4. 不同污水厂的进水组分及聚磷菌丰度 

水厂名称 蛋白质 多糖 VFAs 水解氨基酸 游离氨基酸 A 菌丰度 T 菌丰度 

A 24% 14% 6% 1.36% 0.38% 10.30% 1.66% 

B 30% 22% 5% 1.38% 0.37% 7.42% 1.43% 

C 26% 18% 10% 2.12% 0.45% 10.28% 3.79% 

 

由表 4 可以看出，这三家污水处理常中的进水组分中，蛋白质含量在 24%~30%，多糖含量为 14%~22%，

VFAs 含量为 5%~8%，水解氨基酸含量为 1.36%~1.38%，游离氨基酸含量为 0.37%~0.45%，与前面的研
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究结果基本吻合。文献中指出，T 菌可以直接利用葡萄糖、蛋白质、氨基酸等大分子有机物进行生物除

磷代谢[30]。从上述结果也可以发现，C 厂的水解氨基酸含量和游离氨基酸含量均高于 A、B 两厂，同时，

C 厂的 T 菌丰度也高于另外两厂，我们根据方差分析的结果也认为进水组分中的氨基酸含量与 T 菌丰度

相关性较高。C 厂主要以生活污水为主，进水中的易降解的 VFAs 含量较高，而 A、B 两厂的进水中有

约 20%的工业废水，VFAs 含量相对较低。同时，T 菌具有发酵能力，在厌氧条件下，能够通过发酵葡萄

糖和氨基酸产生 VFAs，为 A 菌厌氧释磷提供碳源增量[8]。因此，C 厂较高的 VFAs 也有可能是由 T 菌

将蛋白质、葡萄糖等物质发酵形成的。 

4. 结论 

1) 活性污泥的细菌群落 α多样性分析表明，以生活污水为主要进水来源的污水厂的细菌群落丰富度

最高，但群落多样性较低，这可能是由于工业废水中重金属等有毒物质含量较高，会抑制微生物活性，

影响微生物生长。 
2) 活性污泥的细菌群落结构分析表明，三家污水厂的活性污泥中普遍存在 A 菌和 T 菌，其中 A 菌

的相对丰度为 7.4%~10.3%，T 菌的相对丰度为 1.4%~3.8%，T 菌的丰度远远小于 A 菌丰度，这可能与当

地的气温以及运行条件有关。 
3) 污水厂进水组分中，蛋白质占 24%~30%，多糖占 14%~22%，VFAs 占 5%~8%，水解氨基酸占

1.36~1.38%，游离氨基酸占 0.37%~0.45%，进水组分中的氨基酸含量与 T 菌丰度相关性较高，这也与 T
菌经常利用的碳源特性有关。C 厂中较高的 VFAs 除了进水中本身含量较高外，也有可能是由 T 菌将蛋

白质、葡萄糖等物质发酵形成的。 
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