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摘　要　利用天然周丛生物构建了微藻-细菌-真菌三元复合生物膜，探讨了复合生物膜强化城乡小微水体微污染水脱氮
除磷处理效能及其微生物群落结构特征。结果表明，相比于单一异养生物膜，微藻-细菌-真菌三元复合生物膜对总氮
(total nitrogen，TN)和磷酸盐 (PO4

3--P)的去除效率分别提高了 34.2% 和 60.1%。正交实验分析结果表明，光照强度对复
合生物膜强化微污染水氮、磷去除效能的影响最为显著，在最佳运行条件下，TN和 PO4

3--P的最大去除率分别为
94.1% 和 98.2%。批次活性实验结果表明异养硝化-好氧反硝化、厌氧氨氧化、微藻/光合细菌同化、微生物诱导磷酸盐
沉淀等过程可能共同驱动了微污染水中氮、磷的有效去除。16S rDNA/ITS/18S rDNA扩增子高通量测序结果表明，
Proteobacteria、Cyanobacteria、Bacteroidota、Planctomycetota、Verrucomicrobiota、Actinobacteriota、Dependentiae为复
合生物膜中的优势细菌门；Ascomycota、Basidiomycota、Rozellomycota、Chytridiomycota为优势真菌门；Chlorophyta、
Bacillariophyceae是优势微藻门。Silanimonas、Chloroplast、Cyanobium_PCC-6 307、Blastomonas、Leptolyngbyaceae、
Porphyrobacter、NS11-12_marine_group、Sediminibacterium、Curvibacter、OLB12、Pirellula 是复合生物膜中的优势细
菌属；Trichoderma 是优势真菌属；Chlorella、Chlamydomonas 为优势微藻属。其中，Silanimonas、NS11-12_marine_
group、Sediminibacterium、Curvibacter、OLB12 及 Trichoderma 是负责异养硝化-好氧反硝化过程的关键微菌属；作为
典型的厌氧氨氧化菌属，Pirellula 可能有助于贫营养条件下氮的去除。研究结果初步解析了复合生物膜处理微污染水
的多路径脱氮除磷过程及微生物群落特征，对城乡小微水体的生态修复及其生态涵养价值的提升具有重要意义。
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作为地表水最小的单位部分和最基本的生态细胞，小微水体在行洪排涝、灌溉供水、养殖及人居生态环

境质量保障等方面发挥着重要的基础性功能和作用[1]。然而，由于城镇小微水体污染源的多样性、居民环保

意识不足以及治理体系不够完善，加之小微水体自身具有流动性差、自净能力弱、封闭性强等特点，城镇小

微水体极易出现富营养化和水体黑臭现象，严重影响居民生活健康与水生态安全[2]。因此，城镇小微水体微

污染水治理已成为我国“十四五”水环境治理重点。

在现有的湖泊、河流治理修复技术中，物理技术见效较快，但存在治标不治本的特点；化学技术需要添

加外源试剂，容易造成二次污染；生态工程及生物技术具有应用范围广、环境友好、可持续修复性强、运行

投资相对较省等优点[3]。其中，生物膜技术可形成紧密与多样化的微生物膜结构，容易聚集较高浓度的生物

量，可有效减少处理工艺占地面积、增加处理负荷，在受污染水体治理修复中的应用研究日趋增多。薛同站

等[4] 采用改性中空纤维膜曝气生物膜 (membrane aeration bioreactor，MABR)进行了为期 78 d的中试实验，

结果表明，MABR技术对河水主要污染物具有较好的去除效果，有助于小型河流生态功能的修复，可用于低

流速河流和黑臭水体的污染治理。杨垒等[3] 利用外源菌剂构建了强化耦合生物膜系统 (enhanced hybrid
biofilm reactor，EHBR)治理城市明渠污染水体，结果表明，通过增氧曝气及 EHBR膜处理，COD值、
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NH4
+-N及总氮 (total nitrogen，TN)浓度分别下降了 55%、93% 和 94%。王荣昌等[5] 将自主设计的悬浮载体

生物膜反应器 (suspended carrier biofilm reactor，SCBR)应用于清华大学万泉河的修复，当水力停留时间控
制在 1.0 h左右时，SCBR对 COD和 NH4

+-N的平均去除率可分别达到 57% 和 76%。总之，生物膜技术在
城镇小微水体原位修复中具有一定的技术优势和应用前景，但由于自然环境的复杂性和对生物膜净化机理
(特别是污染物去除的微生物学机制)的研究还不够深入透彻，其大规模实际应用依然任重而道远。

微生物是生物膜发挥污染物降解功能的核心部件。目前，填料表面微生物的附着挂膜过程分为自然成膜
和人工接种强化成膜 2种方式。自然挂膜方式所形成的生物膜主要为土著微生物，不存在与外源微生物的竞
争和生态风险问题，然而该方式成膜周期长且存在生物膜不易形成等弊端；人工接种强化成膜方式可快速形
成具有降解功能的生物膜，但外源微生物可能与土著微生物存在竞争关系而不能稳定存在甚至被演替，导致
生物膜处理性能降低甚至失效[6]。事实上，天然生物膜 (周丛生物)广泛存在于自然水体中，如水生植物根叶
表面、消落带砾石表面、河道混凝土岸坡表面等[7-8]。笔者认为，这些原生生物膜可能是生物技术应用过程中
更为理想的接种源，在强化水体污染物降解的同时，还可以有效防范生态环境风险、提高系统运行效率。因
此，本实验以小微水体混凝土岸坡表面生物膜为研究对象，重点考察光照强度、污染物 (氮、磷)浓度对复合
生物膜强化微污染水处理效能的影响，解析复合生物膜多路径脱氮除磷机理及微生物群落结构特征，为城镇
小微水体微污染水的有效治理提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料与试剂

实验所用水样以南京林业大学校内紫湖溪 (N:
32.07°；E: 118.82°)溪水为基底进行调配，紫湖溪
溪水原始水质如下：51~60 mg·L−1 COD，0.08~
0.29  mg·L−1  NH4

+-N，0.11~0.32  mg·L−1  NO3
−-N，

0.03~0.04  mg·L−1  NO2
−-N， 0.21~0.65  mg·L−1

TN，0.003~0.010 mg·L−1 PO4
3--P，6.65~8.36 mg·L−1

O2，pH为 7.71~8.03。为考察光照强度、NH4
+-

N及 PO4
3--P浓度对复合生物膜去除污染物的影

响，将光照强度分别设置为 4 000、6 000、8 000
Lux，利用 NH4Cl和 K2HPO4 将原水 NH4

+-N及
PO4

3--P质量浓度分别调节至 2、6、10 mg·L−1 和
0.5、1、2 mg·L−1，并以此设计正交实验 (表 1)。
实验所用其他试剂均为分析纯，实验用水为超
纯水。 

1.2    实验装置及方法

如图 1所示，圆柱体实验装置由有机玻璃制
成，其高为 10 cm，直径为 8 cm，有效容积为
500 mL，反应装置顶部设置盖板，盖板设置换液
孔、气孔及载体安装孔道。周丛生物膜载体为碳纤
维刷，刷毛直径为 3 cm，刷毛长度为 5 cm，总长
度为 15 cm，碳纤维刷在使用之前先用 1 mol·L−1

HCl溶液浸泡 12 h，然后用超纯水彻底冲洗，接
着再用 1 mol·L−1 NaOH溶液浸泡 12 h，之后用超
纯水彻底冲洗，然后用 95% 乙醇溶液浸泡 12 h，
随后在超纯水中浸泡 12 h，最后将碳纤维刷置于
60 ℃ 鼓风干燥箱内烘干备用。实验装置接种所用
的周丛生物膜取自紫湖溪混凝土岸坡 (图 1)，将周

 

表 1  正交实验表

Table 1  Orthogonal experimental table

组别 光照强度/Lux NH4
+-N浓度/(mg·L−1) PO4

3--P浓度/(mg·L−1)

T1 8 000 2 0.5

T2 8 000 6 1

T3 8 000 10 2

T4 6 000 2 1

T5 6 000 6 2

T6 6 000 10 0.5

T7 4 000 2 2

T8 4 000 6 0.5

T9 4 000 10 1

 

图 1    复合生物膜反应器示意图

Fig. 1    Schematic drawing of the composite biofilm reactor
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丛生物膜置于摇床中振荡分散，将分散后的周丛生物悬浊液过 100目筛，以去除水生植物凋落物和较大的无
机碎屑等，然后在 4 ℃ 下以 8 000 r·min−1 将过筛后的周丛生物悬浊液离心 10 min，弃去上清液后向离心管
中加入超纯水再次将周丛生物重悬，最后取 15 mL重悬污泥接种于实验组反应器 (即复合生物膜体系)。此
外，另取实验室培养的好氧活性污泥 15 mL构建对照组反应器 (即单一异养生物膜体系)。重悬污泥和好氧活
性污泥的污泥浓度值 (mixed liquid suspended solids，MLSS)均为 3 000 mg·L−1。

在挂膜启动期间采用 LED灯对实验组反应器进行补光照明，光照强度设置为 10 000 Lux，连续照明；
对照组反应器用锡纸包裹进行遮光并进行曝气，溶解氧 (dissolved oxygen，DO)控制在 4.0 mg·L−1 左右。挂
膜期间实验组和对照组反应器进水均为紫湖溪原水，采用磁力搅拌器对反应溶液进行搅拌混匀以免出现短
流，每隔 48 h换水一次，在至少连续 3个换水周期反应器出水均能达到相似污染物去除率时，认为系统挂膜
成功。系统挂膜成功后，将紫湖溪原水 NH4

+-N及 PO4
3--P质量浓度分别调节至 5. 0和 1.5 mg·L−1，实验组

和对照组其他运行条件保持不变，反应器连续运行 5个换水周期 (48 h)，以此考察单一异养生物膜和复合生
物膜污染物处理效能的差异性。

之后按照表 1所示正交实验表考察光照强度、污染物 (氮、磷)浓度对复合生物膜除污性能的影响，实验
阶段反应器采用续批式模式运行，换水周期为 48 h，每个工况下反应器均运行 9个周期 (3个适应周期+6个
稳定周期)，参考自然条件光照变化规律光暗比设置为 12 h：12 h。在典型周期污染物去除过程分析中，作为
反应器进水，紫湖溪原水 NH4

+-N及 PO4
3--P质量浓度分别调节至 10.0和 2.0 mg·L−1，分别在 0、12、24、

36、48 h对实验组反应器出水进行采样，测定 NH4
+-N、NO3

−-N、NO2
−-N、PO4

3--P、DO质量浓度及 pH。
为解析复合生物膜的多路径脱氮除磷过程，在主体实验结束后，裁取一部分附着生物膜的碳纤维进行批次活
性实验测试，包括硝化 (Ⅰ)、反硝化 (Ⅱ)、厌氧氨氧化 (Ⅲ)、微藻/光合细菌同化及微生物诱导磷酸盐沉淀
(Ⅳ)，该部分实验采用模拟废水，其主要成分浓度见表 2。在第Ⅰ组实验过程中，DO控制在 4.0~4.5
mg·L−1，其 3#和 4#阶段均投加 0.1 g·L−1 自养硝化抑制剂烯丙基硫脲 (allylthiourea，ATU)；在第Ⅱ组实验
中，1#和 2#阶段 DO控制在 4.0~4.5 mg·L−1，且在 1#阶段另投加 1 mmol·L−1 氯酸盐 (NO2

−—N抗氧化剂)，
3#和 4#阶段则控制为缺氧条件；第Ⅲ组实验在厌氧条件下进行；在第Ⅳ组实验过程中，光照强度控制在 8
000 Lux，在 3#阶段另投加 20 μmol·L−1 二氯苯基二甲脲 (光合抑制剂)。如无特殊说明，上述所有实验均在
(25±1) ℃ 的室温下进行。
 
 

表 2  复合生物膜脱氮除磷路径探究实验模拟废水水质

Table 2  Simulated wastewater quality used in the exploration experiment of nitrogen and
phosphorus removal pathways through composite biofilm

实验组别 实验阶段
NH4

+-N/
(mg·L−1)

NO2
−-N/

(mg·L−1)
NO3

−-N/
(mg·L−1)

PO4
3--P/

(mg·L−1)
NaHCO3/
(g·L−1)

乙酸钠/
(g·L−1)

Ca2+/
(mmol·L−1)

Ⅰ

1# 5.0 — — — 0.2 — —

2# 5.0 — — — — 0.2 —

3# 5.0 — — — — 0.2 —

4# 5.0 — — — — — —

Ⅱ

1# — 5.0 — — — 0.2 —

2# — — 5.0 — — 0.2 —

3# — 5.0 — — — 0.2 —

4# — — 5.0 — — 0.2 —

Ⅲ 1# 5.0 6.6 — — 0.2 — —

Ⅳ

1# 5.0 — — 1.5 0.2 — —

2# 5.0 — — 1.5 0.2 — 1.0

3# 5.0 — — 1.5 0.2 — 1.0

　　注：“—”表示无数据。
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1.3    检测指标及方法

实验相关水质指标的检测与分析过程参照《水和废水监测分析方法》（第 4版）中规定的标准方法，主
要的测试分析指标包括 COD、NH4

+-N、NO2
−-N、NO3

−-N、TN、PO4
3--P、pH、DO、Ca2+、总铁 (total

ferrum, TFe)等。正交实验结果采用 SPSS 22.0进行分析。实验结束后，将周丛生物接种污泥与实验组生物
膜样品在 4 °C下以 10 000 r·min−1 的转速离心 10 min，然后将离心后的样品保存在-80 °C冰箱 12 h。微生
物 DNA提取和 PCR扩增过程均交由武汉贝纳科技有限公司完成。本研究利用 16S rDNA/ITS/18S rDNA扩
增子高通量测序分析复合生物膜的微生物群落组成，其中细菌引物组为 338F(ACTCCTACGGGAGGCAGCA)
和 806R(GGACTACNVGGGTWTCTAAT)， 真 菌 引 物 组 为 ITS3(GCATCGATGAAGAACGCAGC)和
ITS4(TCCTCCGCTTATTGATATGC)，真核生物 (微藻)引物组为 547F(CCAGCASCYGCGGTAATTCC)
和 V4R(ACTTTCGTTCTTGATYRA)。测序完成后，原始数据经过数据拆分后得到各样本原始序列数据，各
样本原始序列数据经过 Reads拼接、tags过滤、去嵌合体等步骤得到有效数据 (Clean reads)，Clean reads在
利用 DADA2算法降噪后通过 UPARSE 软件进行序列分析，以 100% 相似度进行 ASV(Amplicon Sequence
Variants)聚类，然后计算样本 α和 β多样性，评估样本间多样性差异，最后根据 NCBI本地 BLAST数据库
进行物种注释，得到样品在门和属分类水平下的微生物组成及其相对丰度。原始序列数据已上传至 CNCB数
据库，登录号为 CRA019389。实验数据采用 Origin 9.0软件进行绘图。 

2    结果与讨论
 

2.1    单一异养生物膜和复合生物膜污染物处理效能分析

由图 2(a)可知，当单一异养生物膜与微藻-光合/异养菌-真菌复合生物膜用于城乡小微水体微污染水处理
时，NH4

+-N质量浓度分别可从 5.02 mg·L−1 和 5.09 mg·L−1 降低至 0.23 mg·L−1 和 0.19 mg·L−1，其相应去除
率分别可达 95.42% 和 96.27%(图 2(b))。NO2

−-N质量浓度基本保持不变，维持在 0.06~0.08 mg·L−1，NO3
−-N

质量浓度分别从进水的 0.36 mg·L−1 (单一异养生物膜)和 0.39 mg·L−1 (复合生物膜)变化为出水的 2.01 mg·L−1

和 0.21 mg·L−1 (图 2(a))。由于 NO3
−—N的积累，单一异养生物膜体系出水 TN质量浓度为 2.40 mg·L−1，而

复合生物膜体系出水 TN质量浓度仅为 0.54 mg·L−1  (图 2(a))，其相应去除率分别为 56.28% 和 90.43%
(图 2(b))。在磷去除方面，单一异养生物膜体系和复合生物膜体系 PO4

3--P质量浓度分别从 1.53 mg·L−1 和
1.51 mg·L−1 降低至 1.01 mg·L−1 和 0.09 mg·L−1 (图 2(a))，其相应去除率分别为 33.99% 和 94.04%(图 2(b))。
单一异养生物膜体系和复合生物膜体系出水 COD值分别为 20.16 mg·L−1 和 30.79 mg·L−1 (图 2(a))，去除率
分别为 66.60% 和 50.60%。总体来讲，相比于单一异养生物膜体系，复合生物膜对 TN和 PO4

3--P的去除效
率分别提高了 34.15% 和 60.05%。
 
 

图 2    单一生物膜和复合生物膜处理下微污染水氮、磷及有机物浓度变化和去除率

Fig. 2    Changes in nitrogen, phosphorus and organic matter concentration and removal efficiency of
micro-polluted water treated by single or composite biofilm

 

上述研究结果表明，在复合生物膜体系中 NH4
+-N和 NO2

−-N的转化去除并非小微水体微污染水生物处

理的限速步骤，其原因在于自养硝化细菌、异养硝化细菌、异养硝化真菌、厌氧氨氧化菌及光合微生物可能
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共存于复合生物膜中，进而有效驱动了 NH4
+-N和 NO2

−-N的转化去除[9]。此外，通过对比单一异养生物膜和
复合生物膜的 NH4

+-N去除情况，推测微生物硝化过程可能在复合生物膜氮转化中发挥了核心作用。单一异
养生物膜体系 NO3

−-N的积累可能缘于电子供体不足。虽然进水理论碳氮比 (COD/TN)约为 12左右，但由
于进水碳源多为难降解有机物[10]，加之异养硝化、好氧异养等过程对碳源的竞争[11]，因此造成反硝化不充分
及 NO3

−-N的积累。微污染水中的铁、硫等元素可以驱动 NO3
−-N的还原[12]，然而由于单一异养生物膜体系

的高 DO(4.0 mg·L−1)环境，铁、硫元素基本处于氧化状态，此时自养反硝化作用可能极为微弱。相比于单一
异养生物膜，复合生物膜的高效脱氮主要得益于额外碳源的补充。先前的研究表明，真核微藻等光合微生物
可以将 CO2 转化为有机物，并将其作为碳源提供给反硝化菌[13]。与此同时，光合作用驱动的有机物合成可能
造成了复合生物膜 COD去除效率的降低。

单一异养生物膜体系较低的 PO4
3--P去除效率表明聚磷菌的同化作用在贫营养条件下较弱。而在复合生

物膜中，光合微生物的同化以及微生物诱导磷酸盐沉淀 (biologically  induced  phosphate  precipitation,
BIPP)过程可能极大地促进了磷的去除。ZHANG等[9] 研究表明，微藻的光合作用不仅实现了磷的同化去
除，而且有效提升了反应体系溶液的 pH，在钙离子存在情况下，PO4

3--P同时以羟基磷灰石的形式被沉淀去
除，微藻同化与 BIPP最终承担了大约 63.8~70.9% 的磷去除量。本研究进水 TFe浓度和 Ca2+质量浓度分别
为 10.7 μmol·L−1 和 600 μmol·L−1 左右，据此推测 CaP可能是 BIPP的主要产物。此外，磷除了可以通过构
建细胞有机成分 (如磷脂)而被微藻等光合微生物正常吸收外，还可以通过多聚磷酸盐颗粒的形式被光合微生
物超量吸收[14]，这可能进一步促进磷的高效去除。综上所述，周丛生物可以作为城乡小微水体微污染水生态
修复的良好接种源。相比于外源接种物，原生周丛生物可在强化水体污染物降解的同时，达成有效防范生态
环境风险发生的目的，这对于城乡水生态环境的可持续保护具有重要的现实意义。 

2.2    复合生物膜系统正交实验结果分析

由表 3可知，在不同光照强度、NH4
+-N及 PO4

3--P浓度条件下，复合生物膜对 NH4
+-N、TN、PO4

3--
P及 COD的去除率分别为 83.1%~98.2%、69.9%~94.1%、77.3%~98.2% 及 37.9%~53.3%。正交实验的极差
分析结果表明 (表 4)，对于城乡小微水体微污染水中 NH4

+-N、TN、PO4
3--P及 COD去除效果的影响程度而

言，光照强度> NH4
+-N浓度> PO4

3--P浓度，此结果表明光照强度对复合生物膜处理性能影响最大；从方差
分析结果来看 (表 4)，P(光照强度)均小于 0.05，对各项污染物的去除影响显著，而 NH4

+-N和 PO4
3--P浓度

对复合生物膜的处理性能无显著影响。去除 NH4
+-N和 TN对应的最佳光照强度水平为 6 000 Lux，去除

PO4
3--P和 COD对应的最佳光照强度水平分别为 8 000 Lux和 6 000 Lux。一方面，光照可影响微藻及光合

菌的生长代谢，对氮、磷的吸收产生直接影响；另一方面，光合微生物产生的 O2 可用于硝化、好氧异养代
谢过程，强化 NH4

+-N的转化与有机物的降解[15]。但光照强度过高，有可能对硝化细菌产生抑制作用并造成
有机物的部分累积[9]。再者，过高的 DO浓度可能会对反硝化过程产生不良影响，造成 TN去除率的降低。
随着光照强度的提升，磷的去除率不断提高，这可能是由于光合作用对溶液 pH的推升及泌氧极大地促进了
BIPP及聚磷菌的好氧磷吸收过程[9, 16]。 

 

表 3  正交实验结果

Table 3  Orthogonal experimental results

组别 光照强度/Lux NH4
+-N /(mg·L−1) PO4

3--P /(mg·L−1) NH4
+-N去除率/% TN去除率/% PO4

3--P去除率/% COD去除率/%

T1 8 000 2 0.5 83.14 69.94 96.93 43.49

T2 8 000 6 1 84.63 71.85 98.23 44.71

T3 8 000 10 2 84.63 72.56 97.22 46.16

T4 6 000 2 1 94.59 87.84 86.96 51.07

T5 6 000 6 2 96.23 91.51 89.45 51.51

T6 6 000 10 0.5 98.24 94.13 86.19 53.27

T7 4 000 2 2 89.63 79.62 78.83 37.88

T8 4 000 6 0.5 90.57 81.79 80.45 40.75

T9 4 000 10 1 92.42 82.34 77.33 41.26

 

   688 环　境　工　程　学　报 第 19 卷    



2.3    典型周期复合生物膜污染物去除过程分析

如图 3(a)所示，NH4
+-N在黑暗和光照条件下的去除速率差异极小，在 12~24 h和 24~36 h内，NH4

+-N
去除速率分别为 0.21 mg·(L·h)−1 和 0.20 mg·(L·h)−1。NO2

−-N未出现累积，其质量浓度在 0.04~0.14 mg·L−1。
NO3

−-N随着运行时间的延长出现一定程度的积累，在运行末期其累积量为 1.29 mg·L−1。DO随着光照/黑暗
的切换呈现出波动变化趋势，但其最低浓度维持在 6.0 mg·L−1 以上。上述结果进一步表明，相比于光合微生
物的同化去除，微生物硝化可能在 NH4

+-N转化过程中发挥了更为关键的作用，特别是异养硝化[9]。NO3
−-

N的累积一方面可能是因为较高的 DO浓度抑制了反硝化相关酶的活性[17]，另一方面可能是由于碳源供应不
足而引起。虽然微藻光合作用可以合成一定量的有机物用于反硝化过程，但硝化和反硝化步骤可能存在一定
程度的错位 (即非完全同步硝化反硝化)，进而导致异养硝化、好氧异养过程同反硝化过程竞争碳源，造
成 NO3

−-N还原所需电子供体阶段性不足。此外，复合生物膜系统的厌氧氨氧化过程也可能促进了 NO3
−-N

的积累。
 
 

图 3    复合生物膜处理微污染水过程氮和 DO 及磷和 pH 变化趋势

Fig. 3    Variation trends of nitrogen and dissolved oxygen (DO), and phosphorus and pH during the treatment of
micro-polluted water using composite biofilm

 

 

表 4  正交实验极差与方差分析

Table 4  Orthogonal range and variance analysis

项目 因素 K1 K2 K3 RK F P

NH4
+-N去除率

光照强度 252.4 273.48 243.75 36.66 170.750 0.006

NH4
+-N浓度 267.36 245.15 249.03 7.93 7.963 0.112

PO4
3--P浓度 271.95 242.03 243.69 1.46 0.300 0.769

TN去除率

光照强度 214.35 273.48 243.75 59.13 300.305 0.003

NH4
+-N浓度 237.4 245.15 249.03 11.63 12.046 0.077

PO4
3--P浓度 245.86 242.03 243.69 2.17 1.267 0.441

PO4
3--P去除率

光照强度 292.38 262.6 236.61 55.77 1 577.309 0.001

NH4
+—N浓度 262.72 268.13 260.74 7.39 29.638 0.033

PO4
3-—P浓度 263.57 262.52 265.5 2.98 4.627 0.178

COD去除率

光照强度 134.36 155.85 119.89 35.96 258.029 0.004

NH4
+-N浓度 132.44 136.97 140.69 8.25 13.454 0.069

PO4
3--P浓度 137.51 137.04 135.55 1.96 0.825 0.548
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如图 3(b)所示，复合生物膜在最初的 12 h内去除了 85.1% 的 PO4
3--P，PO4

3--P去除速率可达 0.15
mg·(L·h)−1，随后 PO4

3--P浓度在 12~48 h内缓慢下降，最终出水质量浓度为 0.05 mg·L−1。pH随着光照/黑
暗状态的切换也呈现出波动变化趋势，光照状态下 pH可维持在 8.0以上。上述结果表明，不同于硝化-反硝

化菌主导的生物脱氮过程，磷可能更多是通过沉淀过程及光合微生物的同化吸收被去除[9, 18]。如在黑暗状态

下 (12~24 h)，随着溶液 pH的下降及光合微生物代谢活性的减弱，PO4
3--P去除速率变得极为缓慢 (0.000 8

mg·(L·h)−1)，也间接表明聚磷菌对磷的去除贡献较小。溶液 pH的变化主要由以下过程主导：光合微生物的

光合作用、硝化、反硝化及有机物氧化。研究表明，光合微生物代谢过程会消耗部分 CO2，导致溶液 pH的

上升[9]，反硝化也会产生一定量的碱度进而推高 pH；而硝化和有机物氧化过程均会消耗部分碱度，造成

pH的降低。在光照期间，光合微生物的代谢可能较为强烈 (由图 3(a)所示的 DO浓度可推知)，其消耗的

CO2 量超过了硝化及有机物氧化产生的 CO2 量，由此导致溶液 pH不断上升。溶液 pH的上升有利于 CaP等

沉淀的形成，进一步促进磷的去除。而在黑暗状态下，除了硝化及有机物氧化外，微藻等光合微生物的呼吸

作用也会产生 CO2，造成溶液 pH整体呈下降趋势，在光合微生物同化吸收及磷沉淀过程几乎停滞的情况

下，磷的去除势必变得缓慢。
 

2.4    复合生物膜脱氮除磷潜在路径分析

如图 4(a)所示，在无光照条件下，当进水不含有机碳源时，无论有无 ATU的存在，系统 NH4
+-N去除

率均较低，分别为 22.5%(对照组)和 22.0%(存在 ATU组)，相应的 NH4
+-N去除速率分别为 0.031 3和 0.031 1

mg·(L·h)−1。结果表明，在复合生物膜系统中，细菌自养硝化和古菌自养硝化反应较为微弱，可能对氮素的
 

图 4    异养硝化、好氧反硝化、厌氧氨氧化、微藻/光合细菌同化及微生物诱导磷酸盐沉淀验证实验中氮和磷浓度变化

Fig. 4    Variations of nitrogen and phosphorus concentration in validation experiments of heterotrophic nitrification, aerobic
denitrification, anaerobic ammonia oxidation, and microalgae/photosynthetic bacteria assimilation and biologically induced

phosphate precipitation
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转化去除贡献不大。当进水含有有机碳源时，系统对 NH4
+-N的去除率分别为 97.6%(不存在 ATU组)和

93.8%(存在 ATU组)，相应的 NH4
+-N去除速率分别为 0.14 mg·(L·h)−1 和 0.13 mg·(L·h)−1，表明异养硝化可

能主导了复合生物膜中 NH4
+-N的转化过程[11]。如图 4(b)所示，在无光照、缺氧及有机碳源存在条件下，复

合生物膜系统中 NO2
−-N和 NO3

−-N去除率分别为 92.0% 和 99.2%，去除速率分别为 0.20 mg·(L·h)−1 和 0.21
mg·(L·h)−1；而在无光照、曝气及有机碳源存在条件下，复合生物膜系统依然可以实现良好的反硝化性能，
其 NO2

−-N和 NO3
−-N去除速率分别可达 0.16和 0.21 mg·(L·h)−1。结果表明，好氧反硝化可能在复合生物膜

系统脱氮过程中发挥了重要作用[9]。如图 4(c)所示，在黑暗无有机碳源存在条件下，复合生物膜系统中
NO2

−-N和 NH4
+-N同步降低被消耗，其化学反应计量比约为 1.26~1.32，同时生成了部分 NO3

−-N，表明厌
氧氨氧化过程可能有助于小微水体贫营养条件下氮的去除[19]。如图 4(d)所示，在无光合抑制剂存在且 Ca2+供
应充足的情况下，NH4

+-N去除速率为 0.11 mg·(L·h)−1，PO4
3--P去除率高达 99.3%，NO2

−-N和 NO3
−-N无明

显积累；而当光合抑制剂和 Ca2+同时存在时，NH4
+-N去除速率仅为 0.04 mg·(L·h)−1，PO4

3--P去除率低至
10.7%；无光合抑制剂和 Ca2+存在时，PO4

3--P去除率仅提升至 33.1%。上述结果进一步表明，微藻/光合细
菌对氮、磷的同化去除作用可能较为有限，然而微生物硝化强烈依赖于光合产氧过程，进而对系统氮去除产
生重要影响，CaP沉淀是复合生物膜系统的主要磷汇，但该沉淀过程可能由微藻/光合细菌及钙离子共同驱
动，尤其是光合作用营造的碱性溶液环境可能极大地促进了羟基磷灰石的形成[20]。 

2.5    微生物群落结构分析

如表 5所示，接种污泥 (周丛生物)中细菌的 ACE和 Chao1指数均远大于复合生物膜，表明接种污泥的
细菌群落丰富度要远高于复合生物膜；接种污泥细菌的 Shannon和 Simpson指数分别为 8.429和 0.988，也
大于复合生物膜的 6.507和 0.97，说明接种污泥的细菌群落多样性要高于复合生物膜。反观真菌、真核藻类
的 α多样性指数 (ACE、Chao1、Shannon和 Simpson指数)变化情况 (表 5)，显示其群落丰富度和多样性保
持相对稳定。造成这一变化的原因可能是：相比于紫湖溪原水水质，实验用水氮、磷浓度显著提高，而细菌
在污染物去除过程中处于核心地位，尤其是氮的转化去除，因此复合生物膜中不适于“较高”污染物浓度的某
些原生细菌可能会被淘洗，细菌种属将趋于集中化。此外，从 α多样性指数来看，复合生物膜细菌群落的
物种丰富度和多样性明显高于真菌和真核生物群落 (P<0.05)，再次证明了复合生物膜中细菌群落的主体
作用[21]。
 
 

表 5  接种污泥和复合生物膜的微生物多样性分析

Table 5  Microbial diversity analysis of inoculated sludge and composite biofilm

物种类别 样品名称 Feature ACE Chao1 Shannon Simpson Faith_pd

细菌
接种污泥 1 742 1 742 1 742 8.429 0.988 101.323

复合生物膜 896 896 896 6.507 0.97 60.694

真菌
接种污泥 347 347 347 4.003 0.749 84.233

复合生物膜 356 356 356 6.122 0.964 66.264

真核藻类
接种污泥 426 427 429 3.365 0.816 81.262

复合生物膜 454 454 456 3.796 0.895 94.367
 

如图 5(a)所示，接种污泥 (周丛生物)的主要细菌门为 Proteobacteria(31.5%)、Cyanobacteria(28.9%)、
Bacteroidota(19.2%)、Verrucomicrobiota(5.5%)、Planctomycetota(2.9%)、Patescibacteria(2.0%)等，复合生

物膜的主要细菌门为 Proteobacteria(42.4%)、Cyanobacteria(31.2%)、Bacteroidota(11.9%)、Planctomycetota
(6.0%)、Verrucomicrobiota(3.1%)、Actinobacteriota(1.8%)等。显然，驯化前后细菌群落的优势菌门并未发

生明显变化，而 Planctomycetota相对丰度的提高则表明厌氧氨氧化菌可能在复合生物膜中得到了进一步发

育[22]。如图 5(b)所示，接种污泥 (周丛生物)中相对丰度大于 1.0% 的细菌属包括 Chloroplast(11.0%)、
Pseudanabaena_PCC-7 429(9.5%)、Geitlerinema_LD9(5.5%)、Lysobacter(4.5%)、Rhodoferax(4.4%)、OLB12
(3.5%)、Fluviicola(3.3%)、Flavobacterium(1.5%)和Luteolibacter(1.4%)。Chloroplast、Pseudanabaena_PCC-
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7429、Geitlerinema_LD9 是常见的光合细菌，属于 Cyanobacteria菌门[9, 23-24]；Lysobacter 常见于沉积物与农

田土壤，是一种捕食性细菌，能够驱动天然微生物群落的演化过程[25]；Rhodoferax 是地表水环境中常见的菌

属，可能驱动了有机物的氧化及铁 (Ⅲ)的还原过程[26]；OLB12、Flavobacterium 具有异养硝化-好氧反硝化

功能[27-28]，可能在自然水体氮循环中发挥了关键作用。总之，在寡营养条件下，接种污泥形成了以光合细菌

(蓝细菌)为主体，以捕食性细菌为辅的微生物群落体系。复合生物膜中主要的细菌属包括 Silanimonas
(18.4%)、Chloroplast(12.4%)、Cyanobium_PCC-6 307(12.3%)、Blastomonas(4.7%)、Leptolyngbyaceae(4.6%)、
Porphyrobacter(3.5%)、 NS11-12_marine_group(2.4%)、 Sediminibacterium(1.9%)、 FukuN57(1.9%)、
Cyanothece_PCC_7 425(1.4%)、 Curvibacter(1.3%)、 OLB12(1.3%)、 Pirellula(1.2%)、 Aquiflexum(1.2%)。

 

图 5    接种污泥和复合生物膜中细菌、真菌及真核藻类微生物群落相对丰度

Fig. 5    Relative abundance of bacterial, fungal, and eukaryotic algae microbial communities in
inoculated sludge and composite biofilm
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Silanimonas 是一种典型的兼性好氧异养菌属，其既可以利用有机物进行异养反硝化[29]，又可以利用氢气等进
行自养反硝化 [30]。Chloroplast、Cyanobium_PCC-6 307、Cyanothece_PCC_7 425、Leptolyngbyaceae 为
Cyanobacteria菌门，其中 Cyanobium_PCC-6 307 在代谢过程中可能产生释放蓝藻毒素[31]。Blastomonas 和
Porphyrobacter 作为好氧不产氧光合异养细菌，具有降解藻毒素的功能[32-33]。尽管如此，在后续研究中依然
要重点关注复合生物膜处理出水的藻毒素生态风险评估与控制。NS11-12_marine_group、Sediminibacterium、
Curvibacter、OLB12 均已被证实具有反硝化功能[34-36]。作为典型的厌氧氨氧化菌，Pirellula 可能有助于贫营
养条件下氮的去除[37]。除了归属于 Cyanobacteria菌门的 Chloroplast、Cyanobium 等菌属可以承担除磷功能
以外，OLB12 也具有聚磷能力[38]。值得注意的是，复合生物膜中与自养硝化过程相关的菌属相对丰度很低，
如氨氧化菌Bryobacter[39](0.5%)、完全氨氧化菌Reyranella[40](0.2%)、SM1A02[41](0.09%)、NS9_marine_group[42]

(0.05%)、Devosia[43](0.04%)，因此推测 Silanimonas、NS11-12_marine_group、Sediminibacterium 除了承担
反硝化功能外，还担负了异养硝化任务，即异养硝化-好氧反硝化菌属在氮去除过程发挥了核心作用。

如图 5(c)所示，Rozellomycota、Chytridiomycota、Basidiomycota、Ascomycota是接种污泥中的优势
真菌门，其相对丰度分别为 60.0%、9.3%、8.1% 和 1.0%。复合生物膜优势真菌门为 Ascomycota(27.7%)、
Basidiomycota(8.7%)和 Chytridiomycota(2.9%)。在自然水体中，Rozellomycota和 Chytridiomycota常作为
捕食者侵染真核藻类[44]。Ascomycota和 Basidiomycota被证实具有反硝化功能，并且可以同真核藻类建立协
作关系以驱动废水处理[45-46]。如图 5(d)所示，Trichoderma 是复合生物膜中唯一可被识别的真菌属，其具有
异养硝化-好氧反硝化功能，已被发现在土壤氮循环过程发挥了重要作用[47]。

如图 5(e)所示，Euglenophyta、Bacillariophyceae、Chlorophyta、Cryptophyta是接种污泥中的优势微藻
门，其总相对丰度高达 85.2%。复合生物膜的优势微藻门则为 Chlorophyta(54.4%)、Bacillariophyceae
(21.4%)和 Euglenophyta(12.4%)。Chlorophyta、Euglenophyta、Bacillariophyceae、Cryptophyta均是淡水环
境中常见的真核藻类[48]。有研究[49] 表明，高营养条件有利于 Chlorophyta的生长繁殖，这可能是复合生物膜
中该微藻门相对丰度能够高占比的主要原因。如图 5(f)所示，接种污泥中的优势微藻属为 Euglenaria
(15.4%)、 Trachelomonas(10.2%)、 Stephanodiscus(9.0%)、 Stigeoclonium(6.3%)、 Lepocinclis(6.3%)、
Cyclotella(5.9%)、Cladophora(5.4%)、Cryptomonas(4.3%)等。Euglenaria 和 Trachelomonas 是小型水体
(如鱼塘、农村池塘等)最常见的微藻属，可能在小微水体物质循环过程中发挥了重要作用[50]。而在复合生物
膜，Chlorella(32.4%)、Chlamydomonas(16.8%)、Cyclotella(9.4%)、Cryptomonas(5.7%)、Navicula(5.4%)
成为优势属。已有研究表明，在藻菌共生系统中，Chlorella 和 Chlamydomonas 可以协同细菌实现废水处理
及能源同步回收[51]。总之，复合生物膜体系中异养硝化-好氧反硝细菌、厌氧氨氧化细菌、自养硝化细菌、反
硝化聚磷菌、光合细菌、异养硝化-好氧反硝真菌、真核微藻等功能菌群的富集为多路径脱氮除磷过程的实现
奠定了坚实基础。 

3    结论

1)利用周丛生物作为接种源，可以在小试条件下成功构建微藻-光合/异养菌-真菌复合生物膜，并用于小
微水体微污染水处理。

2)在最佳运行条件下，复合生物膜对 TN和 PO4
3--P的最大去除率分别为 94.1% 和 98.2%。

3)光照强度是影响复合生物膜处理性能最为关键的因素；异养硝化-好氧反硝化、厌氧氨氧化、微藻/光
合细菌同化、微生物诱导磷酸盐沉淀等过程共同驱动了复合生物膜中氮、磷的高效稳定去除。

4) Silanimonas、Chloroplast、Blastomonas、Pirellula、OLB12、Bryobacter、Trichoderma、Chlorella
等代表性功能菌属的富集为复合生物膜多路径脱氮除磷过程奠定了坚实基础。
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Enhanced  nitrogen  and  phosphorus  removal  efficacy  from  micro-polluted
water by periphyton biofilm and its microbial community characterization

ZHANG Linfang1,*, ZHONG Qi1, WANG Jun1, WU Su1, LI Hao1, HUANG Xiaodan1, FU Guokai2, ZHANG
Zhi2, ZHANG Junxiang3

1. College of Civil Engineering, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, China; 2. College of Environment and Ecology,
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Abstract     In  this  study,  a  ternary  composite  biofilm  comprising  microalgae,  bacteria,  and  fungi  was
constructed  using  natural  periphyton.  Its  enhanced efficacy  for  nitrogen (N)  and phosphorus  (P)  removal,  and
microbial  community  structure  were  systematically  investigated  when  treating  micro-polluted  water  in  small-
scale aquatic systems. Compared to a single heterotrophic biofilm, the ternary microalgae-bacteria-fungi biofilm
could  increase  the  removal  efficiencies  of  total  nitrogen  (TN)  and  phosphate  (PO4

3--P)  by  34.1%  and  60.1%,
respectively.  Orthogonal  experimental  analysis  revealed  that  light  intensity  was  the  most  influential  factor  in
enhancing  N and P  removal.  Under  optimal  conditions,  the  ternary  composite  biofilm achieved the  maximum
removal  efficiencies  of  94.1%  for  TN  and  98.2%  for  PO4

3--P.  Batch  activity  tests  elucidated  the  underlying
mechanisms,  indicating  that  multiple  pathways  including  heterotrophic  nitrification-aerobic  denitrification,
anaerobic  ammonium  oxidation  (anammox),  microalgal  and  photosynthetic  bacterial  assimilation,  and
biologically  induced  phosphate  precipitation  collectively  contributed  to  nutrient  removal.  High-throughput
sequencing of 16S rDNA, ITS, and 18S rDNA amplicons revealed a highly diverse microbial community. The
dominant  bacterial  phyla  included  Proteobacteria,  Cyanobacteria,  Bacteroidota,  Planctomycetota,
Verrucomicrobiota,  Actinobacteriota,  and  Dependentiae.  The  fungal  community  was  primarily  composed  of
Ascomycota,  Basidiomycota,  Rozellomycota,  and  Chytridiomycota,  while  Chlorophyta  and  Bacillariophyceae
dominated the microalgal population. At the genus level, key bacterial taxa included Silanimonas, Chloroplast,
Cyanobium_PCC-6 307,  Blastomonas,  Leptolyngbyaceae,  Porphyrobacter,  NS11-12_marine_group,
Sediminibacterium, Curvibacter, OLB12, and Pirellula. The fungal community was dominated by Trichoderma.
Chlorella  and  Chlamydomonas  were  the  dominant  microalgae  genera.  Notably,  Silanimonas,  NS11-
12_marine_group,  Sediminibacterium, Curvibacter, OLB12,  and  Trichoderma  were  identified  as  key  genera
driving  heterotrophic  nitrification-aerobic  denitrification.  Additionally,  Pirellula,  a  representative  genus  of
anaerobic  ammonia-oxidizing  bacteria,  likely  played  a  critical  role  in  nitrogen  removal  under  oligotrophic
conditions.  The  research  findings  preliminarily  elucidate  the  multi-pathway  nitrogen  and  phosphorus  removal
processes  and  microbial  community  characteristics  of  the  composite  biofilm  in  treating  micro-polluted  water.
This  holds  significant  importance  for  the  ecological  restoration  of  small  and  micro  water  bodies  in  urban  and
rural areas, as well as for the enhancement of their ecological conservation value.
Keywords     periphyton  biofilm;  small  and  micro  water  bodies;  micro-polluted  water;  nitrogen  and
phosphorus removal; microbial community structure
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