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摘　要　针对实际污水处理厂提标改造过程中运行参数变化对运行效果产生影响机制不明确的问题，选取以

Orbal氧化沟为核心工艺的某实际污水处理厂，设置 2种运行模式，采用 PCR-DGGE分析、实时荧光定量

PCR分析、酶活性分析等方法研究了不同运行模式下活性污泥中微生物种群结构、功能微生物含量、关键酶活

性的特征；分析了微生物种群、关键酶活性与污染物去除率之间的关系；探讨了 Orbal氧化沟工艺中运行参数

变化对运行效果产生影响的机制。结果表明：适当减少 Orbal氧化沟外侧沟道内转刷的开启数量，其沟道内溶

解氧分布将发生明显变化；沿水流方向，厌氧或缺氧段将明显延长；长期运行结果显示，进水水质稳定时，减

少转刷开启数量没有对生物处理工段内微生物种群结构产生影响。同时，外侧沟道内硝酸还原酶 (nitrate
reductase, NR)活性 (以羟胺计 )在夏季和冬季却均有显著增加，分别由模式Ⅰ的 1.58 mg·(g·h)−1 和 0.80 mg·(g·h)−1

增加到了模式Ⅱ的 2.27 mg·(g·h)−1 和 1.07 mg·(g·h)−1；相关分析表明，HAO和 NR活性与氨氮和总氮去除率呈显著

相关，斯皮尔曼相关系数 r 分别为 0.99(P=0.01)和 0.88(P=0.12)。在实际污水处理厂中，关键酶活性是运行参数改

变对运行效率产生影响的根本原因。

关键词　Orbal氧化沟；微生物种群；实时定量 PCR；关键酶活性；运行效率 

 
近年来，随着经济建设的高速发展，城镇人口急剧增加，污水排放量和污染负荷不断增大，

从而导致污水处理厂出水排放的受纳水体水质不断恶化 [1-3]。2015年 4月，国务院印发的《水污染

行动防治计划》中明确要求，敏感区域城镇污水处理设施应全面达到一级 A排放标准 [4]。因此，

提标改造已成为污水处理厂满足愈发严格的出水排放标准的必然选择之一 [5]。然而，在实际污水处

理厂提标改造过程中，由于对运行参数变化导致的运行效率改变机制认识不清，盲目选择微生物

种群结构作为响应指标，导致在提标改造关键参数及工艺的选择上也存在一定的盲目性 [6-7]。因

此，明确运行参数变化对运行效率产生影响的根本原因，对目前污水处理厂提标改造具有重要的

理论意义。

从污染物降解途径来看，限速酶是物质转化最根本的原因之一。如在氮素转化过程中，氨单
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加氧酶 (AMO)和羟胺氧化还原酶 (HAO)是硝化反应的限速酶 [8]，硝酸盐原酶 (NR)和亚硝酸盐还原

酶 (NIR)是反硝化反应的限速酶 [9-11]。一直以来，关于生物脱氮过程中关键酶的研究主要集中在酶

的纯化和反应机理上 [12-14]，近年来，对于酶活性在污水处理过程中的作用才逐步展开。LI等 [15] 初

步分析了与 TN去除相关的关键酶种类；CALDERON等 [16] 阐述了酶活性水平与运行参数变化之间

的关系；PAN等 [17] 探讨了污水处理系统脱氮过程中 NR和 NIR的特性。然而，这些研究主要集中

在实验室小试规模。事实上，实际污水处理厂运行过程比实验室小试装置更加复杂。因此，有必

要对实际污水处理厂关键酶活性与污染物去除率之间的关系进行深入研究。

氧化沟是城市污水处理的 3大典型工艺之一 [18]，在中国，从 20世纪 80年代以来，氧化沟工艺

一直被广泛采用 [19]。本研究以 Orbal氧化沟为研究对象，分析 2种运行模式下活性污泥中微生物种

群结构、功能微生物含量、关键酶活性及污染物去除效率，并对其相互关系进行了探讨，目的是

揭示影响实际污水处理厂污染物去除率的根本原因，以期为实际污水处理厂提标改造提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验原料

PCR产物回收纯化试剂盒、实时荧光定量 PCR反应试剂盒；磷酸钾 (K3PO4)、硫酸铵 ((NH4)2SO4)、
细胞色素 C(C42H52FeN8O6S2)、醋酸钠 (CH3COONa)、羟胺 (NH2OH)、甲基紫 (C24H28N3)、硝酸钠

(NaNO3)、双对氯苯基三氯乙烷 ((ClC6H4)2CH(CCl3))均为分析纯。

核酸自动提取仪 (Tanbead，北京九宇金泰生物技术有限公司 )；聚丙烯酰胺凝胶电泳仪 (Bio-
Rad，伯乐生命医学产品 (上海)有限公司)；凝胶成像系统 (Bio-Rad，伯乐生命医学产品 (上海)有限

公司)；测序仪 (ABI 3730XL，爱普拜斯应用生物系统贸易 (上海)有限公司)；实时荧光定量 PCR仪

(SteponePlus，爱普拜斯应用生物系统贸易 (上海)有限公司)；冷冻离心机 (Biofuge Stratos，赛默飞世

尔科技 (中国)有限公司)；溶氧仪 (CellOx325，德国 WTW中国技术服务中心)；pH计 (SenTix 41-3，
德国 WTW中国技术服务中心)；温度计 (WTW-Multi 340i，德国 WTW中国技术服务中心)；紫外可

见分光光度计 (UV-1700，岛津企业管理 (中国)有限公司)。
1.2    实验方法

NH+4
NH+4

NH+4

本实验在河南省某市的一个实际污水处理厂进行，该污水厂主体采用 Orbal氧化沟工艺，污水

处理量为 4×104 m3·d−1，水力停留时间为 10 h，污泥龄为 12 d。实验分别在 2种模式下进行，每种模

式的运行周期为 1年，进水水质如表 1所示。2种运行模式的主要区别在于沟道内转刷开启数量不

同，模式 I的外、中、内沟道转刷开启数量分别为 6、4、4个；模式Ⅱ的沟道转刷开启数量分别为

4、4、4个。2种模式下的污泥浓度、污泥负荷、COD负荷及 -N负荷均相近，模式 I的污泥浓

度、污泥负荷、COD负荷及 -N负荷分别为 3 015 mg·L−1、 0.13 kg·(kg·d)−1、 0.35 kg·(m3·d)−1 和
3.80×10−2 kg·(m3·d)−1；模式Ⅱ的污泥浓度、污泥负荷、COD负荷及 -N负荷分别为 2 965 mg·L−1、

0.13 kg·(kg·d)−1、0.34 kg·(m3·d)−1 和 3.80×10−2 kg·(m3·d)−1。每周监测不同模式下进出水水质及沟道内

溶解氧变化，测试位置如图 1所示 (包括转刷后 1 m和下一个转刷前 1 m)。同时，在每年 6月和

12月，分别采集沟道内活性污泥样品，用于微生物种群、功能微生物含量及关键酶活性分析。

表 1    Orbal 氧化沟的进水水质

Table 1    Influent quality of Orbal oxidation ditch

模式 COD/(mg·L−1) NH+4-N/(mg·L
−1) TN/(mg·L−1) TP/(mg·L−1) SS/(mg·L−1) pH

I 492~734 35.25~48.52 42.56~61.25 2.25~4.15 100~325 6.80~7.20

II 490~684 36.75~47.56 45.75~60.25 2.65~4.75 120~280 6.70~7.20
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1.3    分析方法

分别采用 PCR-DGGE技术、实时荧光定量 PCR技术定性、定量分析不同运行模式下活性污泥

微生物种群结构及功能微生物含量[20-23]；采用分光光度法测定不同运行模式下关键酶活性，一个单

位的酶活性 (U)定义为：1 g活性污泥中，1 h转化 1 mg催化底物所需酶的量 [24-26]；采用文献中的方

法[27] 测定不同运行模式下污水厂的进出水水质[27]。

2    结果与讨论

2.1    不同模式下污水处理厂运行效果

NH+4
NH+4

NH+4

NH+4

在 2种运行模式下，该厂进出水中 COD、 -N和 TN的监测结果见图 2。从图 2可以看出，

在模式 I和模式Ⅱ下，COD的平均去除率分别为 (94.28±2.19)%和 (91.79±2.77)%； -N的平均去

除率分别为 (72.80±7.07)%和 (69.36±8.45)%；TN的平均去除率分别为 (25.50±6.83)%和 (44.67±10.96)%。

同时，图 2中结果表明，除冬季外，其余季节在模式Ⅱ运行条件下，COD、 -N和 TN的去除率

均明显高于模式 I。在 4—10月，模式 I和模式Ⅱ的 COD的平均去除率分别为 (96.08±0.87)%和

(94.17±0.73)%； -N的平均去除率分别为 (81.38±3.47)%和 (80.59±1.39)%，TN的平均去除率分别

为 (31.77±5.41)%和 (59.81±5.33)%。

2.2    2 种模式下不同沟道 DO 浓度变化特征

在 2种运行模式下，分别对 Orbal氧化沟 3个沟道不同位置处 DO浓度进行测定，结果见图 3。
可以看出，DO浓度在转刷前和转刷后有明显不同，特别是在外侧沟道。模式 I条件下，转刷后

1 m处，外渠道的 DO浓度为 (2.28±0.3) mg·L−1，在下一个转刷前 1 m处，外渠道的 DO浓度为 (0.80±
0.1) mg·L−1。在模式Ⅱ条件下，转刷后 1 m处外渠道的 DO浓度为 (2.03±0.4) mg·L−1，在下一个转刷

前 1 m处，外渠道的 DO浓度为 (0.16±0.1) mg·L−1。

2.3    功能微生物特征

在 2种运行模式下，DGGE图谱见图 4。可以看出，各沟道内的微生物种群结构基本类似 (图
4(a))。夏季时，模式 I外、中、内沟道香农指数分别为 3.76、3.79和 3.83，模式Ⅱ外、中、内沟道

香农指数分别为 3.81、3.97和 3.97。冬季时，模式 I外、中、内沟道香农指数分别为 3.01、3.11和

3.15，模式Ⅱ外、中、内沟道香农指数分别为 3.05、3.02和 3.11。并且，在 2种模式下各个沟道中

均有主条带 W4~W19存在。比对结果显示，所有测得序列 97%~100%程度上均与先前确定的

16S rRNA基因序列具有同源性，分别隶属于拟杆菌门、变形杆菌门、绿弯菌门和厚壁菌门 [28-30]

(图 4(b))。
功能微生物氨氧化菌 AOB和硝化细菌 NOB定量检测结果见图 5。可以看出，无论夏季还是冬
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图 1    采集及测试位点示意图

Fig. 1    Schematic diagram of sites for sampling and testing in Orbal oxidation ditch
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季，总细菌、AOB和 NOB的含量在模式 I和模式Ⅱ下均呈现相似趋势。夏季时，在模式 I下，

Orbal氧化沟外、中、内沟道中总细菌含量分别为 6.70×1010、5.80×1010、5.96×1010 cells·g−1(以干污泥

含量计)，AOB含量分别为 8.98×105、1.02×106、2.52×106 cells·g−1(以干污泥含量计)，NOB含量分别

为 4.89×102、8.88×102、1.02×103 cells·g−1(以干污泥含量计)；而在模式Ⅱ下，外、中、内沟道中总细

菌含量分别为 5.84×1010、6.19×1010、5.88×1010 cells·g−1(以干污泥含量计)，AOB含量分别为 6.25×105、
9.88×105、1.80×106 cells·g−1(以干污泥含量计)，NOB含量分别为 3.96×102、7.69×102、1.66×103 cells·g−1

(以干污泥含量计)。冬季时，Orbal氧化沟 3个沟道内总细菌、AOB、NOB含量均略低于夏季。在

 

NH+4图 2    2种模式下污水处理厂 COD、 -N和 TN的去除率

NH+4Fig. 2    Removal efficiencies of COD,  -N and TN under two modes
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模式 I下，外、中、内沟道中总细菌含量分别

为 5.58×1010、5.21×1010、5.07×1010 cells·g−1(以干

污 泥 含 量 计 )， AOB含 量 分 别 为 4.25×105、
8.85×105、 9.26×105  cells·g−1(以干污泥含量计 )，
NOB含量分别为 3.10×102、3.23×102、4.15×102

cells·g−1(以干污泥含量计 )；而在模式Ⅱ下，

外、中、内沟道中总细菌含量分别为 5.26×1010、
5.61×1010、 5.12×1010  cells·g−1(以 干 污 泥 含 量

计 )， AOB含 量 分 别 为 4.23×105、 5.26×105、
7.68×105 cells·g−1(以干污泥含量计 )，NOB含量

分别为 2.26×102、4.21×102、8.52×102 cells·g−1(以
干污泥含量计)。从 AOB和 NOB在总细菌中所

占的相对比例来看，模式 I和模式Ⅱ条件下也

呈现相似结果。在模式 I下，AOB和 NOB的

比 例 分 别 是 7.62×10−6~4.23×10−5 和 8.19×10−9~
1.71×10−8；在模式Ⅱ下，AOB和 NOB的比例分

别是 9.38×10−6~3.06×10−5 和 7.50×10−9~2.82×10−8。
理论上，活性污泥中的微生物种群会随着污水处理运行参数的变化而发生变化。因此，微生

物种群结构变化常用来解释运行参数调节后污水处理效果发生变化这一现象 [31]。本实验是在一个

实际污水处理厂展开，水质监测结果发现，当外沟道转刷开启数量减少后，污水处理厂 TN去除效

率明显提升。然而，2种运行模式下微生物种群结构和功能微生物含量却呈现高度相似现象。这

与 HASHIMOTO等 [32] 提出的活性污泥中细菌群落结构在实际污水处理系统中是相对稳定的这一结

论是相符的。当然，本实验在同一污水处理厂展开，进水水质的稳定也是 2种运行模式下细菌种

群结构未发生明显改变的重要原因之一，而这一结论也与 ZHOU等 [33] 在实际污水处理厂的研究结

果相符。因此，在实际污水处理厂中，仅选取微生物种群来解释运行参数变化引起运行效率提升

的原因是远远不够的。

2.4    关键酶活性

NH+4
NH+4

在夏季和冬季，分别采集 2种运行模式下 3个沟道内活性污泥样品，进行关键酶 HAO和

NR的活性分析。结果显示，在同一运行模式下，与中、内沟道相比，HAO活性在外沟道中最

低。相反，NR活性在外沟道中最高。并且，HAO和 NR的酶活性在夏季都高于冬季。外沟道中，在

模式Ⅱ条件下 NR活性明显高于模式Ⅰ。在模式Ⅰ下，夏季和冬季的 NR活性 (以羟胺计 )分别为

1.58 mg·(g·h)−1和 0.80 mg·(g·h)−1；而模式Ⅱ下，夏季和冬季的 NR活性分别为 2.27 mg·(g·h)−1 和 1.07
mg·(g·h)−1。内沟道中，模式 I和模式Ⅱ条件下的 HAO活性并无明显区别。在模式 I下，夏季和冬

季的 HAO活性 (以羟胺计)分别为 2.17 mg·(g·h)−1 和 1.56 mg·(g·h)−1；而在模式Ⅱ下，夏季和冬季的

HAO活性分别为 2.05 mg·(g·h)−1 和 1.42 mg·(g·h)−1。分析结果表明，外侧沟道转刷开启数量的减少，

直接对其中关键酶 NR的活性产生了影响。在模式Ⅱ下，冬季和夏季外侧沟道内 NR活性分别比模

式 I下提高了 25%和 30%。与此同时，该水厂出水中 TN的去除率也由模式 I的 (25.50±6.83)%提高

到了模式Ⅱ的 (44.67±10.96)%。综合分析关键限速酶 HAO、NR与 TN、 -N去除的关系，结果表

明 ， HAO和 NR活 性 与 -N和 TN的 去 除 均 呈 正 相 关 关 系 ， 斯 皮 尔 曼 相 关 系 数 r 分 别 为

0.99(P=0.01)和 0.88(P=0.12)(图 6)。也就是说，改变污水厂运行参数，生物处理单位中关键酶活性

随之发生变化，进而改变污染物的去除率。进一步深入分析发现，减少 Orbal氧化沟外侧沟道转刷

 

模式Ⅰ 模式 Ⅱ
0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

 外沟道转刷后1.0 m处 

 外沟道转刷前1.0 m处 

 中沟道转刷后1.0 m处 

 中沟道转刷前1.0 m处 

 内沟道转刷后1.0 m处 

 内沟道转刷前1.0 m处 

溶
解

氧
浓

度
/(

m
g·

L
-1
)

图 3    2种模式下不同沟道转刷前后溶解氧浓度变化

Fig. 3    Variation of DO concentration before and after RB in
different channels under two modes
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图 4    不同沟道活性污泥中细菌种群

Fig. 4    Bacterial population of activated sludge in different channels

 

   第 9 期 张梦竹等：Orbal氧化沟工艺污水厂中关键酶活性对污水处理效率的影响 2147    

环
境
工
程
学
报
版
权
所
有



开启数量，其沟道中缺氧或厌氧区段明显延长。供氧量的减少直接改变了外侧沟道局部的微环境

条件。而这种微环境条件的改变，在不影响其微生物种群结构的前提下，直接提升了沟道内关键

酶活性，进而提升了污水出水水质。这与赵群英等 [34] 关于 DO含量变化对污水出水水质具有明显

影响的研究结论是一致的。也就是说，在实际污水处理厂中，改变运行参数后，相对于微生物种

群结构和功能微生物含量而言，关键酶活性的响应更为快速灵敏。然而，本研究对关键酶活性的

分析仅仅是酶粗提取物的分析，并且仅在一家污水处理厂进行。如要将该研究结果用于解析实际

污水处理厂运行参数变化对处理效率影响的机制时，需要进行更为精准且全面的研究。例如，

结合更多实际污水处理厂的研究，综合分析多种运行参数变化后其关键酶的响应过程；同时，设

计小型批量研究实验，对提取的关键酶进行纯化，进而分析不同运行参数条件下关键酶的响应

关系。

3    结论

1)减少 Orbal氧化沟外侧沟道转刷开启数量，可有效地提高实际污水处理厂 TN的去除率。

2)转刷开启数量减少后，Orbal氧化沟外侧沟道内溶解氧含量降低，缺氧或厌氧区明显延长，

局部微环境发生改变。

3)在此过程中，微生物种群及功能微生物含量保持稳定，未发生明显变化。关键酶 NR活性

随转刷开启数量的减少而升高。并且关键酶 NR活性与 TN去除效率呈正相关关系。本研究为实际

污水处理厂提标改造参数及工艺选择提供了参考。

 

图 5    2种模式下不同沟道内总细菌、AOB和 NOB的含量

Fig. 5    Quantity of total bacteria, AOB and NOB in different channels under two modes
 

NH+4图 6    HAO、NR活性与 -N，TN去除率之间的关系

NH+4Fig. 6    Relationship between HAO and NR activities and removal rates of  -N and TN
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NH+4

Abstract     During  the  upgrade  processes  of  full-scale  wastewater  treatment  plant  (WWTP),  the  effect
mechanism  of  operation  parameters  variations  on  WWTP  performance  is  still  unclear.  A  WWTP  with  Orbal
oxidation  ditch  was  selected  and  two  operation  modes  were  set  up.  Molecular  biological  methods  e.g.
polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE), real-time quantitative PCR and
enzyme  activity  analysis  were  used  to  study  the  microbial  population,  functional  microbial  content  and  key
enzyme activity in activated sludge under different operation modes, and the relationships between the microbial
population, key enzyme activity and pollutant removal efficiency were analyzed. The effect mechanism of the
parameters  on  the  Orbal  oxidation  ditch  performance  was  also  discussed.  The  results  showed  that  an  obvious
change  in  the  dissolved  oxygen  (DO)  distribution  in  the  outer  channel  occurred  when  properly  reducing  the
number  of  operating  brushes  in  Orbal  oxidation  ditch.  As  a  result,  the  anaerobic  or  anoxic  zone  extended
significantly  along  the  direction  of  water  flow.  The  results  of  long-term  operation  indicated  that  the  number
reduction  of  operating  brushes  did  not  affect  the  microbial  population  structure  in  the  biological  treatment
section when the water quality of influent was stable. At the same time, the nitrate reductase (NR) activities in
outer channel (calculated by hydroxylamine) in summer and winter increased significantly from 1.58 mg·(g·h)−1

and 0.80 mg· (g·h)−1 under mode I to 2.27 mg·(g·h)−1 and 1.07 mg·(g·h)−1 under mode II, respectively. Correlation
analysis indicated that the activities of hydroxylamine oxidoreductase (HAO) and NR had positive relationship
with removal efficiencies of  -N and TN, and the corresponding correlation coefficients were 0.99(P=0.01)
and 0.88(P=0.12), respectively. In the full-scale WWTP, the key enzyme activity was the fundamental reason of
parameters variations on the operating efficiency.
Keywords     Orbal  oxidation  ditch;  bacterial  population;  real-time quantitative  PCR;  key  enzyme activities;
operating efficiency
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