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摘 要：综述了污水处理微生物学近期的研究现状，介绍了一些仍不能培养的细菌被鉴定为对污泥 

膨胀、提高生物学除磷、亚硝酸盐氧化和脱氮负责，而许多原来认为的优势群体却对污水处理不是最重 

要的．这些知识可以为微生物多样性、种群动态、生态稳定和特定微生物种群活性等提供新的视野，可以 

应用于污水生物反应器的设计和处理参数的控制，为改进污水处理厂的处理策略等提供更多的理论基 

础和依据． 
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在所有类型的生物技术处理污水的工厂中，原核 

微生物占支配地位，负责转化，但同时也经常引起活性 

污泥膨胀和形成泡沫的问题．因此，污水反应器的稳定 

性和效率在很大程度上取决于其中微生物群落的组成 

和活性．然而，对该过程的微生物学研究一直受到严格 

的方法学限制．从 Wagner等(1993)将分子技术介绍 

进污水微生物学方面之后⋯，才允许精确地对活性污 

泥和生物膜中微生物群落的组成和动力学等进行研 

究．现在，许多新的、还不能人工培养的细菌被鉴别为 

负责系统中的除磷、除氮等功能，这些细菌的原位生理 

学也正在被研究． 

1 污水微生物多样性及非培养技术 

1．1 污水微生物多样性 

长期以来，微生物学是依靠纯培养技术研究微生 

物的．然而，许多未知细菌难以被标准实验室方法培 

养，成为未培养微生物(Nonculturable microorganism)． 

从不同生境微生物可培养性的测定来看，海水中可培 

养性仅约为0．001％ ～0．1％，淡水约0．25％，土壤约 

0．3％，活性污泥为 1％ ～15％左右．一般推测地球上 

所知细菌可能仅占环境细菌多样性的1％或者更少， 

很多真正起作用的微生物没有被认识，能培养出来的 

微生物并非一定是优势菌群．例如一直被教科书认定 

在硝化作用上起主要作用的欧洲亚硝化单胞菌(N~ro． 

$ol'rtol'l,a~europaea)和维氏硝化杆菌(Nitrobacter wino— 

groA~ )，根据 16S rDNA的分子研究表明很可能并不 

代表那些环境中的优势菌；而在变形杆菌纲(Pr0一 

teobacteria)JB亚纲的氨氧化菌(Ammonia—oxidizing 

bacteria，AOB)中，序列的多样性已经大大超过了可能 

培养的AOB【2】．对污水生物膜研究表明，微生物种群 

常以特殊方式排列才有活性，单独的微生物培养是不 

可能获得这样活性的 J． 

1．2 非培养技术 

非培养技术已经成为研究污水微生物多样性、绕 

开微生物纯培养瓶颈的重要手段，一般主要包括活性 

物质检测(如萤光抗体染色、呼吸醌检测等)和分子生 

物技术u．4j．分子技术主要分为2类：对已经预先知道 

的微生物种群采用分子探针法，而对种群结构未知的 

微生物群落则采用核酸片断分析法．16S rRNA序列分 

析法应用最早，不过它还需要其它的补充技术才可以 

鉴定污水反应器中的重要细菌生理类群．核酸指纹图 

谱法是建立在DNA多态性上的方法，可对微生物种属 

间分子水平的差异进行研究 J，用于污水微生物的分 

类鉴定、基因分析比较和揭示 DNA多态性 一’J．构建 

已知种属的特异性探针，特别是可直接计数并同时进 

行微生物种群空间分布分析的荧光原位杂交法 FISH 

(Fluorescent in situ hybridization)是现在用得最多的分 

子技术之一 J，可以显示污水细菌的种类、位置及活 
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性等．变性凝胶梯度电泳(Denaturing gradient gel elec． 

trophoresis，DGGE)法已逐渐成为研究微生物群落的 

重要方法，用该法从一个 EBPR(Enhanced biological 

phosphorus removM)反应器中发现了聚磷菌的一个新 

类群 引． 

2 污水处理反应器中重要的微生物种群 

在利用 16r RNA基 因分析对污水反应器的调查 

中，总共有36个细菌群被鉴定到，表明污水微生物具 

有多样性，这与使用组特异的rRNA目标寡聚核苷酸 

所探查的定量 FISH实验相一致 】．类群特异探针杂 

交证明，Proteobacteria的 亚纲细菌几乎构成可检查 

细菌的总生物容量的一半，其他的原位重要类群是 

Ol—Proteobacteria，Nitrospira，Planctomycetes和 Chlo— 

roflexi． 

2．1 丝状细菌 

丝状细菌(Filamentous bacteria)能显著影响絮状 

活性污泥的沉降性(污泥膨胀)或引起生物量变化和 

泡沫形成(污泥发泡)，从而严重影响活性污泥的处理 

效率．传统上，丝状细菌是通过光学显微镜学进行分析 

鉴定的，如革兰氏和Neisser染色反应、典型的形态学 

特征等．但应用full—cycle rRNA技术发现，传统形态 

学鉴定方法不能发现污水厂活性污泥中的许多丝状 

细菌 。。． 

系统发生树部分提供了丝状菌的系统发生亲缘关 

系，但有些丝状类型如 Eikelboom 1863或 Nostocoida 

limicola等则是放置在完全无关的类群中．现在利用 

rRNA目标寡聚核苷酸探针能迅速地鉴定大多数丝状 

菌，证明在活性污泥中有些丝状菌呈现多态性现象． 

Kanagawa等(2000)从活性污泥中分离出 15种丝状 

菌，根据形态被分类为Eikelboom 21 N，利用 16S rDNA 

序列分析表明都同变形杆菌 亚纲的Th／othr／x丝状菌 

形成单系群(monophyletic group)ü ．Thiothrix丝状菌 

在污水中通常表现出生理多能性，在异养、兼性营养和 

化能自养情况下，它们都能同标记的乙酸盐或碳酸氢 

盐结合．在厌氧状况下(无论有无硝酸盐)，Thiothrix丝 

状菌都很活跃，它通过吸收硫代硫酸盐和乙酸盐来形 

成胞内硫粒  ̈． 

利用丝状菌的 FISH探针，Mircothrix parvicella被 

发现有特殊的脂消费，在厌氧情况下专门吸收长链脂 

肪酸(而不是短链脂肪酸和葡萄糖)，随后当硝酸盐或 

氧可用作电子受体时它们则使用贮存完成生长．不过， 

在厌氧情况下， parvicella不能吸收磷，不适合那些 

有除磷要求的生物反应器．利用FISH技术对丝状菌 

进行系统分类发现，大多数未描述的丝状菌属于绿色 

非硫细菌(Chloroflexi)，也可能是污水生物处理系统中 

丰度最高的丝状菌 引̈．Liao等(2o04)发展一种定量 

FISH，对实验室和污水厂反应器中的丝状菌进行了研 

究，以增加Sphaerotilus rt~tart8的方式来刺激污泥膨胀， 

结果发现是 Eikelboom 1851菌丛(而不是试验的S． 

natans菌)同活性污泥容积指数(volume index)极度相 

关，其可延伸的菌丝长度约为6×10。la,m／mL【14]． 

2．2 生物除磷的重要细菌 

生物除磷可以在EBPR的微生物途径中由完成， 

该过程通过循环活性污泥进行交替的厌氧、需氧为特 

征 引̈．基于微生物的纯培养技术，变形杆菌纲 亚纲 

的不动杆菌属(Acinetobacter)长期被认为是唯一的 

PAO(Polyphosphate—accumulating organism)．但实际 

上，虽然不动杆菌能积累多聚磷酸盐，却没有PAO的 

典型代谢方式．Wanger等(1994)用 rRNA目的探针测 

试后认为，主要的PAO应该为口亚纲中的Rhoclocyclus 

群，其次为 亚纲中的 Planctomycete群及屈挠杆菌属 

(Flexibacter)、CFB群 (Cytophaga—Flavobacterium— 

Bacteroides)等．利用萤光抗体染色、呼吸醌检测和属特 

异探针的FISH等非培养方法，证明在 EBPR系统中， 

由于培养偏差显然高估了不动杆菌的相对丰度，表明 

其对EBPR系统实际上不是最重要的，而另外一些分 

离出的细菌才是 PAO的候选者  ̈ ．不过，有 7个 

Acinembac~r新种从活性污泥中分离到，可望进一步阐 

释该属在脱磷中扮演的角色和意义u引． 

积磷小月菌(Microlunatus phosphovorus)是一个高 

G+C含量的革兰氏阳性菌，被认为是专性好氧菌，可 

以通过 EMP途径发酵葡萄糖为乙酸，而不能够在厌氧 

情况下生长．有明显吸收葡萄糖、分泌乙酸的转化，导致 

胞内乙酸积累；产生的乙酸在随后的好氧阶段消耗掉． 

phosphovorus表现出卓越的吸收和释放磷的能力，磷 

释放率和吸收率可分别高达3．34 mmol g／cell·h和 

1．56 mmol g／cell·h，比 Lampropedia spp．和 Acineto- 

bacter spp．要高1个数量级【1引，特异探针证明其在EB— 

PR工厂里可占总细菌的2．7％ 引̈． 

俊片菌属(Lampropedia)也拥有聚磷菌的基本代 

谢特征，但比EBPR模型预言的吸收乙酸盐释放磷酸 

盐的比率要低很多．那些被建议名为“Candidatus Ac— 

cumulibacter phosphates”已被证实显著存在于 EBPR 

系统中 】．Saunders等(zoo3) 在对6个运行污水厂 

进行了检测后认为，很可能“无关紧要”的“Candidatus 

Accumulibacter phosphates”正是重要的PAO．另外还有 

显微镜原位观察显示，酵母菌很可能涉及在生物除磷 

中，许多“聚磷菌”很可能是酵母菌的孢子 ̈ ，但其作 

用机理显然还需要进一步探讨． 

2．3 硝化细菌 

氮循环是高度依赖微生物活性和转化的一个过 

程．这类微生物在污水处理、农业等领域具有极其重要 

的作用，因此成为近年来世界研究的热点，变形杆菌的 

口亚纲几乎已经成为微生物生态学的模式系统 ． 

Kindaichi等(2o04)对自养硝化生物膜进行了FISH分 
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析表明，膜上有50％属于硝化细菌，其余 50％为异养 

细菌，分布为变形杆菌 亚纲23％， 亚纲 13％，绿色 

非硫细菌 9％，CFB群 2％，未定类群 3％．该结果表 

明，硝化细菌通过可溶性产物的产生支持了异养菌，异 

养菌也从代谢多样性等方面确保了生物膜的生态稳定 

性 ．从培养角度来说，硝化细菌生长极慢；由于硝化 

细菌的分布同pH、温度等敏感，所以污水厂的硝化作 

用常有崩溃的情况发生． 

2．3．1 氨氧化茵 

基于 16S rDNA序列分析，已经分离和描述过的 

氨氧化细菌都分属于变形杆菌纲的2个单系群中．̂ 

tro$ococcu$oceanus和 J7、7．halophilus属于 Proteobacteria 

的 亚纲，包括亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas)、亚硝 

化螺菌属(Nitrosospira)、亚硝化弧菌属(Nitrosovibrio) 

和亚硝化叶菌属(Nitrosolobus)，后3个属关系密切；而 

Nitrosococcus mobilis(实际是Nitrosomonas的一个成员) 

则在 亚纲组成紧密相关的集合 】． 

分子方法和传统方式的结合是现在许多污水微生 

物学研究的主要思路．对活性污泥中编码氨单氧化酶 

(ammonia monooxygenase)的 amoA基因进行部分扩 

增，得到了13个克隆序列；对其分析表明，这些克隆序 

列高度相似，并同欧洲亚硝化单胞菌 NmS0和活动亚 

硝化球菌的amoA基因片段相对应ll。。．这种amoA基 

因意想不到的序列高度相似性表明，很可能发生了基 

因横向转移．在从各种硝化污水厂中找到的 199个 

amoA克隆中，仅有 6个 amoA克隆同Nitrososplra有 

关，而其余 193个克隆则同Nitrosococcus有关 J． 

教科书模式的氨氧化菌一直被认为是 Nitro· 

$ortlDna$europaea．但根据上述研究分析表明，在硝化的 

活性污泥和生物膜中，其他氨氧化菌可能更重要，如 

Nitrosococcus mobilis，这是以前通常被认为仅出现在咸 

水中Ll。。，也在序批生物膜反应器中发现了其踪迹．所 

以现在一般认为，在污水厂中起氨氧化作用的是 M． 

trosococcus类，而不是其它类群．不过，几乎所有已识别 

的 一亚纲的AOB都能在污水反应器中发现，如在一 

个实验室规模流化床反应器中，Nitrosospira的AOB被 

发现占优势，在另外一个污水厂中也被发现是重要属． 

定量 FISH结果表明，有些污水厂的硝化菌甚至以单 
一 的AOB占优势，而另外的厂则明显存在有5种不同 

的AOB 】．总之，污水厂内AOB的多样性显然被极大 

地低估了． 

2．3．2 亚硝酸氧化茵 

基于超微特性，已培养出的亚硝酸氧化菌(Nitrite． 

oxidizing bacteria，NOB)被分为4个已知属，硝化杆菌 

属(Nitrobacter)，硝化刺菌属(Nitrospina)，硝化球菌属 

(Nitrococcus)和硝化螺菌属(Nhrospi~)．16S rDNA序 

列比较分析表明，硝化杆菌属及其3个种都属于变形 

杆菌的 一亚纲；Nitrospina和Nitrococcus各有一个种， 

分属于变形杆菌的 和 一亚纲；Nitrospira属包含有 

moscoviensis和 Ⅳ．rrtarin[矧． 

在传统上，Nitrobacter一直被认为是最重要的亚硝 

酸盐氧化菌．然而，在硝化污水厂内用目的探针的 

FISH法和定量斑点杂交(Quantitative dot blot)等发 

现，检测不到Nitrobacter或者数目很低，因此凸现了非 

Nitrobacter的 NOB在硝化过程中的重要性．Egli等 

(2003)用不同污泥接种反应器，利用定量 FISH和 

RFLP(Restriction fragment length polymorphism)方法对 

稳定的硝化作用反应器进行检测，发现有活性的都属 

于 Nitrospira属 J．以 Nitrospira序列 发展 的特定 

16S rRNA探针，对活性污泥进行 FISH探查后表明，未 

培养的类硝化螺菌(Nitrospira—like)以显著性数目(总 

菌数的9％)存在，其对亚硝酸盐氧化的重要性已由反 

应器富集研究所证实．Nhrospira能固定 CO：，也能利用 

丙酮酸混合营养生长，而不利用乙酸盐、丁酸盐和丙 

酸盐 ． 

在大多数污水反应器中Nitrospira数量都超过M· 

trobacter，很可能是由于它们采用了不同的生存策咯 

如Nitrosospira对氨的 值可低到40 p,M，Nitrospira对 

亚硝酸的 值为 10 M，这比大多数 NOB和 M· 

trobacter要低 1到2个数量级，说明其对氧和亚硝酸有 

较高的底物亲和力．所以，Nitrospira很可能采用的是 

K一生存策略，拥有低ixmax值，有更好的适应能力、更 

耐饥饿和更强的毒物耐受等．而Nitrobacter被推测拥 

有生长相对迅速的r一策略，与亚硝酸盐和氧亲和关 

系则较差 】．由于大多数反应器内亚硝酸浓度很低， 

因此在系统竞争中，Nitrospira将胜过Nitrobacter．在污 

水处理厂中从时空上提高亚硝酸盐浓度，例如在硝化 

SBR中，就会使得2种亚硝酸盐氧化菌共存．同该假说 
一 致的是，已经在一个硝化序批生物膜反应器中利用 

FISH法观察到了Nitrobacter和 Nitrospira ． 

2．4 反硝化细菌 

反硝化细菌(Denitrifying bacteria)的大多数鉴定 

和计数都是依赖培养法．很多属的成员，如产碱杆菌属 

(Alcaligene$)、假单胞菌属(Pseudomonas)、甲基杆菌属 

(Methylobacteriurn)，副球菌属(Paracoccus)和生丝微菌 

属(Hyphornicrobiurrt)等，都从污水厂中作为脱氮微生 

物群分离出来过，但这些细菌属在污水厂中是否具有 

原位脱氮的活性却很少被知道．在一个补充以甲醇作 

为还原碳化物的脱氮沙滤中，使用特异 FISH探针监 

测到有大量数目的P．spp和H．spp；而在没有附加甲 

醇的非脱氮沙滤中，两属存在的数目都低于总细胞 

0．1％，这间接证明了在脱氮过程中有两属的活性 

参与 驯． 

脱氮细菌群落组成的研究较难完成，因为脱氮显 

型不能从微生物系统发育中推断，但利用 FISH和显 

微自显影结合就可以原位鉴定脱氮菌．该种技术同 
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fuU—cycle rRNA方法结合，揭示了新的、还不能培养 

的固氮弧菌属(Azoarcu)相关细菌是污水厂反硝化中 

的重要脱氮菌 J．此外，Spring等(2004)从活性污泥 

中分离到一株命名为Ouowia thiooxydans的兼性厌氧 

反硝化菌，不以三价铁、硫酸盐作为电子受体，不发酵， 

少量且短暂积累亚硝酸，其末端产物为N O，系统分类 

接近Aquaspirillum gracile ． 

3 结 语 

分子工具的应用正在改变污水处理系统中微生物 

生态学的许多观点，很多仍不能培养的细菌被鉴定为 

对污泥膨胀、提高生物学除磷、亚硝酸盐氧化和脱氮负 

责，而许多原来认为的优势群体却对污水处理不是最 

重要的．这些知识将可以应用于污水生物反应器的设 

计和处理参数的控制从而增加重要细菌功能类群的多 

样性，为处理反应器的失败和改进污水处理厂的处理 

策略等提供更多的理论基础和依据．在污水处理微生 

物学的下一个研究阶段，还需要获得更详细的关于上 

述的不可培养细菌的生物学知识；同时，适合这些细菌 

的培养策略仍然还急需发展． 
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Functional Microbial Diversities in Wastewater Biological Treatment 

YE Jiang-y#一，LUO Gu-yuan。一，JI Fang-ying~一，WANG Xi ，WANG Dan-yun2 

(1．Key Laboratory of Eco-environments of Three Gorges Reservoir Region Under the State Ministry of Education； 

2．College of City Construction and Environmental Engineering，Chongqing University，Chongqing 400030，China 

3．Chongqing Academy of Environmental Science，Chongqing 400020，China) 

Abstract：Molecular biotechnology as one of culture—independent methods has been increasingly used in the studies of 

wastewater microorganisms，and man y uncultured populations have been revealed，which have changed man y views of 

microbial ecology．This paper gives a succinct reVlew of recent studies in wastewater microorganisms． Some novel。in 

many cases yet not cultured bacteria were identified to be responsible for filamentous bulking and foaming as well as 

phosphorus and nitrogen removal in wastewater treatment systems；however，some predominate po pulation recognized 

previously were proved unimportant．The data give some insights about microbial diversity，population dynamics，ecosys’ 

terns stability and specific microbial population activity，and they will be helpful to optimize plant design and process 

parameter contro1． 

Key words：wastewater biological treatment；filamentous bacteria；polyphosphate—accumulating organism；nitrifying 

bacteria；denitrifying bacteria 
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