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摘要：基于高原生境下 A2O工艺,探讨不同温度条件下厌氧、缺氧和好氧 3个反应器的除磷性能,讨论了优势聚磷酸盐累积生物(PAOs)和糖原累积生物

(GAOs)以及相关代谢途径中基因对温度变化的响应情况.结果表明,在 20℃时磷去除效果最佳(82.99%~88.39%),但低于平原地区同工艺研究下的除磷

性能.通过分析优势微生物 PAOs和GAOs群落结构发现,GAOs不具竞争优势,不随温度的升高而增强.在 10℃时存在污泥膨胀和在 25℃时不利于 PAOs

生长的环境条件下,不动杆菌属(Acinetobacter)(PAO)、脱氯单胞菌属(Dechloromonas)和氢嗜胞菌属(Hydrogenophaga)(反硝化 PAOs)在缺氧反应器中相

对丰度较高,对缺氧反应器中的磷去除率的提高具有一定的贡献.此外,研究确定了糖酵解(EMP)是葡萄糖代谢的主要途径.多羟基戊酸盐(PHV)的主要

合成途径是 Propionyl-CoA.厌氧和好氧反应器所需 ATP均主要来源于三羧酸循环(TCA cycle)途径. 
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Effects of temperature changes at high altitude on phosphorus removal and related metabolic pathways in activated sludge. 
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Abstract：The A2O process in highland habitats was used in this paper to investigate the phosphorus removal performance of 

anaerobic, anoxic and aerobic reactors under different temperature conditions, including the response of dominant polyphosphate 

accumulating organisms (PAOs) and glycogen accumulating organisms (GAOs) and related metabolic pathways to temperature 

changes. The results show that the best phosphorus removal performance (82.99%~88.39%) was achieved at 20 , but lower than ℃

that of the same process in the plains; and GAOs did not have competitive advantage and did not increase with an increase in 

temperature. The relative abundance of Acinetobacter (PAO), Dechloromonas and Hydrogenophaga (denitrifying PAOs) was higher 

in the anoxic reactor under the environmental conditions of sludge swelling at 10  and unfavorable growth of PAOs at 25 , which ℃ ℃

could be attributed to the improvement of phosphorus removal in the anoxic reactor. In addition, glycolysis (EMP) was identified as 

the main pathway of glucose metabolism. Evidently, the main synthetic pathway of polyhydroxyvalerate (PHV) was Propionyl-CoA; 

and the ATP required for both anaerobic and aerobic reactors came mainly from the tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) pathway. 

Key words：plateau habitat；phosphorus removal performance；dominant PAOs；GAOs；related metabolic pathways 

 

中国西藏林芝地区(平均海拔 3000m)具有低气

压(67.24kPa)、低氧分压(14.09kPa)
[1]
、低水温(1~ 

14 )℃
[2]
、紫外线辐射强度高(924~1036W/m

2
)
[3]
等独

特的环境因素.污水的温度对活性污泥的生物性质、

化学性质及物理性质有直接影响,进而影响微生物

群落结构及除磷效果.由于独特的高原环境因素,目

前该地区城市污水除磷的效果不尽人意
[4-5]

.在高原

环境因素下探究温度变化对除磷效果、磷代谢相关

微生物结构及关键基因的影响具有重要意义. 

基于厌氧-缺氧-好氧反应器(A
2
O)工艺系统进

行脱氮除磷,深入研究磷代谢途径及关键基因在高

原环境下受温度变化的影响.除磷的有效途径是通

过磷代谢实现的,这一过程是由聚磷酸盐累积生物

(PAOs)介导的
[6]

.值得注意的是,PAOs 对碳源的吸收

与反硝化菌相比,竞争力不足.因此,可以说A
2
O工艺

中前置厌氧反应器是专门为 PAOs厌氧释磷设置的, 
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促使聚磷菌能够充分释放磷,从而在后置好氧反应

器中有效吸收磷元素 ,储存为细胞体内的聚磷酸

盐  

[6]
,达到提高除磷效率的目的 .除了反硝化菌与

PAOs 具有竞争关系外,糖原累积生物(GAOs)也与

PAOs 存在碳源竞争关系
[7]

,但该竞争关系受温度的

影响显著.已有研究报道,温度的变化会迫使 PAOs

参与不同的磷代谢途径
[8]

,随着温度的降低,PAOs 比

GAOs更具有竞争力
[9-10]

,致使 PAOs含量增加,有利

于磷的去除. 

不同温度条件下,PAOs与 GAOs之间的竞争不

仅体现在菌属相对丰度上的宏观变化,也体现在糖

酵解途径(EMP)、2-酮-3-脱氧-6-磷酸葡萄糖酸(ED)

途径、磷酸戊糖循环、三羧酸循环(TCA cycle)途径、

聚羟基链烷酸盐(PHA)合成和能量流等代谢途径上

基因的微观变化.在 Ni 等
[11]
的研究报道中,EMP 和

ED 途径被确定是 PAOs 的糖原降解途径,是生物膜

序批式反应器(BSBR)糖酵解所需还原力的来源.此

外,ED 途径也在少数 GAOs 中被确定,EMP 途径几

乎在所有 GAOs中被确定
[12]

. 

此研究旨在探究除磷性能、优势 PAOs和GAOs

对温度变化的响应情况,相关糖原代谢、细胞内储存

聚合物和能量代谢相关的途径和基因以及磷代谢

机制在厌氧和好氧反应器之间的差异性.研究结果

为高原生境下除磷性能提供关于温度控制有价值

的信息,从而促进高原新型污水处理除磷系统的开

发和应用. 

1  材料与方法 

1.1  A
2
O工艺试验步骤 

在西藏林芝高原地区进行中试规模的 A
2
O 工

艺试验研究,探究温度变化对活性污泥生物 PAOs

除磷性能的影响及磷代谢相关微生物群落结构的

响应关系.反应器由厌氧反应器(7L)、缺氧反应器

(7L)、好氧反应器(17.5L)和沉淀容器构成.厌氧反

应器和缺氧反应器配置搅拌装置和温度控制器,转

速为 50r/min,好氧反应器底部配置曝气装置和温

度控制器. 

本研究使用的活性污泥是西藏林芝市农牧学

院化粪池污水(平均海拔 3000m)连续曝气培养 45d

得到的.生物量 SV30 和 MLSS 分别为(22±3)%和

2215~2978mg/L.通过调节温度控制仪(PY-SM5)来

实现4种不同温度水平(10, 15, 20和25℃),每种温度

水平运行 240h,间隔 72h,并依次按 25, 20, 15和 10℃

顺序进行试验,共运行了 1032h.厌氧、缺氧和好氧 3

个反应器的水力停留时间(HRT)分别为 4.67, 4.67和

11.66h,则整个工艺系统的 HRT 为 21h.好氧反应器

的溶解氧(DO)控制为 2.55~3.24mg/L.硝化液回流比

为200%,污泥回流比为50%,均采用蠕动泵连续回流.

污泥龄(SRT)为 10d.进水 pH值为 8.11~8.61. 

1.2  测定和分析方法 

1.2.1  常规指标  化学需氧量(COD)浓度采用重铬

酸钾法测定,总磷(TP)浓度采用分光光度法测定,DO

和 pH 值采用 HACH 多功能检测仪(HQ40d Field 

Case Cat NO. 58258-00)检测.MLSS 则按照标准方

法测定
[13]

. 

1.2.2  DNA 提取和 16S rRNA 基因测序  将本试

验研究中获取的 12 个样本(-80℃环境中)委托给中

国上海美吉生物技术有限公司检测 (htpp://www. 

majorbio.com).测序实验首先使用Fast DNA Spin Kit 

(Fast DNA Spin Kit for Soil, MP, USA)
[14]

抽提样本

DNA,再利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 .然后采用

PCR 仪(ABI GeneAmp® 9700 型)使用引物 338F 

(5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3')和 806R(5'- 

GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3')在 16S rRNA基

因的可变区(V3-V4)进行 PCR 扩增.将同一样本中

的 3 个重复 PCR 扩增产物混合后,使用 2%琼脂糖凝

胶电泳检测.参照电泳初步定量结果,将 PCR 产物用

QuantiFluor™-ST 蓝色荧光定量系统(Promega 公司)

进行检测定量,之后按照每个样本的测序量要求,进

行相应比例的混合.通过 PCR 将 Illumina 官方接头

序列添加至目标区域外端,使用 AxyPrepDNA 凝胶

回收试剂盒(AXYGEN 公司)切胶回收 PCR 产物,再

使用 Tris-HCl 缓冲液洗脱和 2%琼脂糖电泳检测.

在NaOH变性后,可获得单链DNA片段,将其片段一

端与互补引物碱基固定在芯片上 ,合成目标待测

DNA片段,在变性和退火后,形成“bridge”.加入DNA

聚合酶和 dNTP,用激光扫描反应板表面,读取模板序

列聚合上去的核苷酸种类.最后将"荧光基团"和"终

止基团"化学切割,恢复 3'端粘性,继续聚合第二个核

苷酸,循环往复,统计每一轮获得的模板DNA片段序

列,则 Іllumina MiSeq 测序结束. 

1.3  基因表达程度的判定 
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为了了解相关代谢途径(磷酸戊糖途(M00004)、

EMP(M00001)、ED 途径(M00008)、Ethylmalonyl

途径(M00373)、Propanoyl-CoA代谢(M00741)、PHA

合成途径 (包含在 map00630 中 )、TCA 循环

(M00009)、糖醛酸循环(M00012)和磷代谢(包含在 

map00190 中))中参与的所有基因在厌氧和好氧环

境中的差异,对参与的所有基因进行了鉴定,并以绝

对丰度展示出来,其目的是为了更直观地判别他们

的表达程度.本研究没有对基因数据进行统计处理,

直接展示了基因的绝对丰度,其目的不仅更直观地

了解到基因的表达程度,而且清楚地看到厌氧和好

氧环境及不同温度之间的细微变化.因本研究展示

了相关代谢途径中的所有基因,所以将具有相同功

能基因的绝对丰度进行叠加,并视为一个整体基因,

判别这一功能下的基因表达水平.因此,基因绝对丰

度 0~5000为低表达水平,5000~40000为一般表达水

平,40000~∞为高度表达水平. 

1.4  数据分析与处理 

本研究中的所有数据统计分析均使用 Origin 

2021和 SPSS Statistics 24.为了更直观地分析 3 个反

应器的磷去除率,运用 Origin 2021 进行绘图.运用

SPSS Statistics 24中的 T 检验评估基因表达水平在

厌氧和好氧环境下的差异是否具有统计学意义,若

P<0.05,则被认为两组数据间具有显著性差异. 

2  结果与讨论 

2.1  不同温度下的除磷性能 

如图 1 所示,在 4 个温度条件下,20℃时的磷去

除率最好(82.99%~88.39%),且较稳定,其次是 15  ℃

(70.98%~87.32%),10℃(48.36%~65.40%)以及 25℃ 

(43.40%~62.31%).已有研究者在平原地区(平均海

拔 140m)探究温度变化(10~24℃)对 A
2
O 工艺脱氮

除磷性能的影响 ,结果显示磷去除率为 95%~ 

96.5%
[15]

,均高于本试验在 20℃时的最佳去除率.此

外,本研究除了 25℃,其他温度条件下的磷去除率与

COD 消耗量变化趋势(图 1a)一致,可能是在 25℃时

GAOs 或脱氮细菌对 COD的消耗增加. 

厌氧、缺氧和好氧 3 个反应器对磷的去除率各

不相同(图 1c),在 4 个温度条件下,厌氧反应器由于

释磷作用,对磷的去除率为负数,对磷去除率最大的

是好氧反应器,其次是缺氧反应器.可以发现,厌氧释

放的磷越多,好氧吸收的磷就越多,提高磷的去除率.

在 20℃条件下,厌氧释磷和好氧吸磷都是最高的,其

次是 15℃.在 10 和 25℃条件下,厌氧释磷和好氧吸

磷并不理想,但缺氧反应器的去除率都提高了,可能

是缺氧反硝化聚磷增强.上述结果与金羽
[15]
在平原

地区进行相同工艺和工况下的研究不完全一致,其

研究表明在(18±1)℃厌氧释磷和好氧吸磷最佳,其

次是(14±1)℃.但缺氧反应器的磷去除率随温度下

降(24~10℃)而逐渐降低. 

 
图 1  COD和磷在不同温度下的去除率以及厌氧、缺氧和

好氧反应器对磷的去除率 

Fig.1  COD and phosphorus removal rates at different 

temperatures and phosphorus removal rates in anaerobic, 

anoxic and aerobic reactors 

2.2  优势菌属 PAOs与 GAOs 

如表 1 所示,优势 PAOs(硫发菌属(Thiothrix)、

不动杆菌(Acinetobacter)、陶厄氏菌属(Thauera)、脱

氯 单 胞 菌 (Dechloromonas) 、 氢 嗜 胞 菌 属
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(Hydrogenophaga)、黄杆菌属(Flavobacterium)、动

胶菌(Zoogloea)、盐单胞菌属(Halomonas)、假单胞

菌 属 (Pseudomonas) 、 Caldilineaceae_norank 、

Saprospiraceae_norank、Anaerolineaceae_norank)丰

度总和在 10, 15, 20和 25℃条件下分别为 44.526%, 

16.423%, 10.843%和 6.633%.不难发现,PAOs受温度

的影响显著(P<0.05),相对丰度随温度降低而显著增

加,符合温度对 PAOs 的一般影响规律
[11]

.而优势

GAOs(Candidatus_Competibacter、Defluviicoccus、

Propionivibrio)在 4 个温度条件下,相对丰度总和极

低(0.078%~0.184%).由此可以得出,在 4 个温度条件

下,PAOs 的竞争优势远大于 GAOs(3 个反应器亦是

如此)(表 1).已有研究表明,高温(>24℃)可以促进

GAOs 的生长并对除磷效果有抑制作用
[9,33]

,但与本

试验研究不太一致,尽管在 25℃,GAOs 丰度并没有

增加反而降低了一些,几乎没有竞争力.上述结果表

明,在本处理工艺系统中,PAOs与GAOs之间的竞争

力非常微弱. 

表 1  属水平上优势 PAOs和 GAOs在不同温度下不同反应器中的相对丰度(%) 

Table 1  Relative abundance of dominant PAOs and GAOs at the genus level in different reactors at different temperatures(%) 

 厌氧反应器 缺氧反应器 好氧反应器 

 
优势菌属 

10℃ 15℃ 20℃ 25℃ 10℃ 15℃ 20℃ 25℃ 10℃ 15℃ 20℃ 25℃

 硫发菌属(Thiothrix)[16
-18] 37.78 10.78 0.71 0.03 41.50 8.29 0.61 0.07 17.94 3.95 0.13 0.03 

 
不动杆菌属

(Acinetobacter)[19
-20] 

5.49 1.86 0.78 3.69 4.66 1.24 1.65 2.82 6.33 1.06 0.66 1.60 

 陶厄氏菌属(Thauera)[21] 1.36 0.056 0.028 0.046 1.25 0.022 0.02 0.023 1.46 0.007 0.04 0.037

 
脱氯单胞菌

(Dechloromonas)[22] 
0.68 6.06 1.97 1.50 0.67 2.23 0.75 0.67 0.49 1.02 0.35 0.70 

PAOs 
氢嗜胞菌属

(Hydrogenophaga)[23] 
2.40 4.39 15.67 2.71 2.42 1.65 3.44 0.84 1.81 0.41 1.04 0.55 

 黄杆菌属(Flavobacterium)[24] 0.48 0.04 0.02 0.22 0.39 0.03 0.02 0.21 0.56 0.06 0.006 0.20 

 动胶菌(Zoogloea)[25] 0.041 0.26 0.18 0.16 0.05 0.06 0.03 0.10 0.017 0.012 0.009 0.11 

 盐单胞菌属(Halomonas)[23] 0.53 0.54 0.28 0.09 0.49 0.49 0.29 0.08 0.74 0.48 0.21 0.06 

 假单胞菌属(Pseudomonas)[26] 0.18 0.016 0.0025 0.0054 0.196 0.015 0.0072 0.0056 0.078 0.014 0 0.0049

 Caldilineaceae_norank[11] 0.103 0.62 1.11 0.58 0.088 1.18 1.15 1.48 0.18 1.417 2.08 0.96 

 Saprospiraceae_norank[27
-28] 0.26 0.063 0.084 0.092 0.20 0.086 0.079 0.098 0.56 0.29 0.24 0.10 

 Anaerolineaceae_norank[29] 0.34 0.036 0.11 0.097 0.12 0.04 0.043 0.073 0.56 0.023 0.05 0.056

 Candidatus_Competibacter
[30] 0.019 0.038 0.033 0.016 0.0063 0.088 0.014 0.0056 0.0315 0.0047 0.0064 0.0049

GAOs Defluviicoccus
[31] 0 0.0426 0.0431 0.0297 0 0.051 0.122 0.076 0.0024 0.106 0.126 0.076

 Propionivibrio
[32] 0.072 0.103 0.051 0.046 0.057 0.071 0.022 0.020 0.049 0.049 0.021 0.017

 优势菌属总和 10℃ 15℃ 20℃ 25℃ 

 PAOs 44.526 16.423 10.843 6.633 

 GAOs 0.078 0.184 0.147 0.097 

 

在本研究中,Thiothrix 是一种关键 PAO,该菌属

利用混合营养代谢达到除磷的目的
[17]

.不难发现

Thiothrix在 25, 20和 15℃条件下的相对丰度变化符

合一般PAOs随温度变化的规律,但在10℃条件下的

相对丰度显著增加(厌氧、缺氧和好氧反应器中分别

为 37.78%, 41.50%和 17.94%),显著高于 He等
[34]
专

门研究污泥膨胀时 Thiothrix 的丰度(10.001%).很显

然在此温度条件下由 Thiothrix 引起了污泥膨胀,导

致磷去除率的降低.在以前的研究中,氮、磷和易生

物降解 COD(rbCOD)的比例不平衡
[35]
以及低温

(<14℃)
[36]
有利于 Thiothrix 物种的过度生长.但此前

也已有研究表明,Microthrix parvicella是Wang等
[37]

研究污泥膨胀时的优势丝状菌.Microthrix parvicella

可以在没有 Candidatus Accumulibacter的情况下充

当 PAO,所以除磷性能不受污泥膨胀的影响.他们的

研究与本试 验研究相似 ,不存在 Candidatus 

Accumulibacter 的环境下,Thiothrix 既是优势丝状菌

又是 PAO. 

Acinetobacter 、 Thauera 、 Flavobacterium 、

Pseudomonas、Saprospiraceae_norank、Anaerolineaceae_ 

norank 在 10℃条件下相对丰度不降低反而上升,且

达到最高值.表明这些优势 PAOs不受污泥膨胀的影

响或影响较小.污泥膨胀会导致其他生物量的严重

损失,降低 COD 的去除率
[35]

.但他们的相对丰度与
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磷和 COD的去除率不一致,呈负相关(表 1和图 1a、

b).而 Dechloromonas、Hydrogenophaga、Zoogloea、

Caldilineaceae_norank的相对丰度与磷和COD的去

除率相一致,呈正相关(表 1和图 1a、b),表明是本研

究中主要的 PAOs.关于 Acinetobacter的研究则只是

PAO,功能单一
[38]

,其丰度变化与缺氧反应器磷去除

率相一致,呈正相关(表 1和图 1c),表明在 10和 25℃

时对缺氧反应器中的磷去除率的提高起到一定的

作用.此外,Dechloromonas 和 Hydrogenophaga 是另

外 2 种关键 PAOs.目前已有很多研究指明

Dechloromonas 属中既有 PAOs 又有 GAOs
[22,39-40]

,

并且还具有反硝化作用
[41-42]

,被称为反硝化 PAO.关

于 Hydrogenophaga 的研究表明也是一种反硝化

PAO
[43]

.在 10℃时污泥膨胀和 25℃时不利于 PAOs生

长的环境条件下,Dechloromonas 和 Hydrogenophaga

反硝化 PAOs在缺氧反应器中相对丰度较高,与缺氧

反应器中磷去除率趋势相一致,表明也对缺氧反应

器中磷去除率的提高起到一定的作用. 

2.3  相关代谢途径 

本研究中缺氧反应器对磷的去除效率较差,而

厌氧反应器释磷和好氧反应器吸磷是提高除磷效

率的关键.厌氧反应器能够充分释磷的前提是 PAOs

所需的碳源足够多,利用细胞内聚磷酸盐的水解和

EMP 产生的能量用来吸收挥发性脂肪酸(VFAs)并

积累储存细胞内聚合物 PHA.好氧反应器吸磷是利

用氧化储存的 PHA 来产生能量,用于合成聚磷酸盐

和糖原
[44]

.然而,竞争性 GAOs 与 PAOs 具有相似的

代谢途径
[45]

,通过降解糖原促进厌氧碳吸收并以

PHA的形式储存,随后在有氧阶段消耗 PHA为糖原

合成和生长提供能量
[46-47]

,但不促进磷的去除.因此,

应注重讨论厌氧反应器和好氧反应器在聚磷酸盐

合成与水解、糖原合成与降解以及 PHA 合成等方

面相关代谢途径之间的差异性. 

2.3.1  EMP、ED 和磷酸戊糖途径  糖原可以通过

两个代谢过程为摄取乙酸盐提供能量支持,即:糖原

先被分解为葡萄糖,再被完全氧化分解
[12]

.但截止目

前为止,存在争议的是 GAOs 是否通过 EMP 或 ED

两个代谢途径利用葡萄糖进行生命活动
[12]

.本研究

结果确定了在 EMP 和 ED 代谢途径中的相关基因,

从基因绝对丰度判断是否为高度表达.在 EMP 途径

的相关基因中(图 2b),关键基因 glk不仅在好氧反应

器与厌氧反应器之间差异显著,而且受温度变化影

响也显著 (P<0.05).值得注意的是 ,在好氧反应器

中 ,EMP 途径中除了参与 Fructose-6P 转化为

Fructose-1,6P2的 pfkA、pfkB和 pfkC 3 个基因外,各

阶段相关基因丰度之和均在 20℃最高,且高度表达

(>40000).在厌氧反应器中,pfkA、pfkB 和 pfkC,以及

PK 4 个基因丰度在 10℃最高,其他基因丰度之和均

在 15℃最高,高度表达(>40000).另外参与Glycerate- 

3P 转化为 Glycerate-2P过程的基因 gpmB、PGAM、

gpmI和 apgM平均绝对丰度(83905)在 EMP 途径中

最高,表明在葡萄糖代谢途径中高度表达. 

ED途径(图2c)和磷酸戊糖途径(图2a)中的完整

代谢通路存在于本处理工艺中,参与 ED途径(图 2c)

的相关基因(eda、edd、PGLS、pgl、azf、G6PD)均

是一般表达(<40000),其中 eda是 ED途径中的关键

基因 .参与磷酸戊糖途径 ( 图 2a)的相关基因

(E2.2.1.1、E2.2.1.2、rpe、rpiB、rpiA、PGD、PGLS、

pgl、azf、G6PD)中,E2.2.1.1和 rpe是该途径中的关

键基因,高度活跃(>40000),但其他基因均一般表达

(<40000).此外,在好氧反应器中,各阶段对应的基因

丰度之和均在 20℃最高,表达最佳.在 ED途径(图 2c)

和磷酸戊糖途径(图 2a)中大部分基因绝对丰度低于

EMP途径中的基因,表明 EMP途径是葡萄糖代谢的

主要途径.综上所述,在本研究中 EMP途径是葡萄糖

代谢的主要途径,其次是磷酸戊糖途径和 ED 途径,

并且在 EMP途径中,基因最佳表达温度主要是 20℃

和 15℃.这结果与 COD 去除率的趋势相一致,表明

PAOs通过 EMP途径利用葡萄糖促进厌氧碳吸收. 

2.3.2  PHA 合成途径  PHA 包括聚β-羟基丁酸

盐(PHB)和聚羟基戊酸盐(PHV),PHA 在厌氧环境下

合成,在有氧环境下被消耗用于提供糖原合成所需

的能量
[12]

.已有研究表明,PHB是PHA合成的主要产

品之一
[48]

.图2展示了合成PHB(图2e)和PHV(图2d)

的代谢途径,其中 PHV的合成包含两种途径,一种途

径依次通过基因 croR、ccr、ecm、mcd、mch、mcl

将 3-Hydroxybutanoyl-CoA 转化为 Propionyl-CoA,

即 :Ethylmalonyl 途径 .则另一种途径是通过基因

(MUT/mcmA1/mcmA2 和 PCCB/PCCA/bccA/accD6/ 

pccB)将TCA循环中的中间产物 Succinyl-CoA转化

为Propionyl-CoA,即:Propionyl coenzyme A (CoA)途

径.关于 PHB 的合成途径与 PHV 不同,它通过基因
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phaC 将 3-Hydroxybutanoyl-CoA 转化为 Poly-β- 

hydroxybutyrate.但上述 PHA 合成途径与 Yang 等
[49]

的研究不同,他研究表明底物很容易通过 EMP 途径

和 ED 途径分别转化为 PHV 和 PHB. 

 

图 2  与 PAOs和 GAOs相关的代谢途径及基因表达 

Fig.2  Metabolic pathways and gene expression associated with PAOs and GAOs 

堆积柱状图的横轴依次为厌氧反应器 10, 15, 20, 25℃和好氧反应器 10, 15, 20, 25℃条件下的样本点.纵轴表示为基因和酶的绝对丰度.堆积柱状图中左

右两边不同颜色只为区分厌氧反应和好氧反应器,颜色叠加表示基因和酶的绝对丰度叠加.该代谢模型由 PICRUSt2功能预测结合KEGG数据库构建. a:

磷酸戊糖途径(M00004). b: 糖酵解途径(EMP途径)(M00001). c:Entner-Doudoroff(ED)途径(M00008). d: Ethylmalonyl 途径(M00373)和 Propanoyl-CoA

代谢(M00741). e: PHB合成途径(包含在 map00630中). f: TCA循环(M00009) 和糖醛酸循环(M00012). g: 磷代谢(包含在 map00190中) 
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在 Ethylmalonyl途径中,ccr、ecm、mcd、mch、

mcl 受温度影响显著(P<0.05),在厌氧反应器和好氧

反应器中丰度均在 10℃最低,其次 25℃,且低度表达

(<5000),但在 15 和 20℃时,各基因丰度显著增加,且

好氧反应器高于厌氧反应器 ,表明此温度激活了

Ethylmalonyl途径中各基因的表达,但仍不是高度表

达(<40000)(图 2d).而在 Propionyl-CoA途径中,基因

丰度显著高于 Ethylmalonyl 途径中的基因,则可以

认定 PHV 的主要合成途径是 Propionyl-CoA 途径,

且在好氧反应器中的基因最佳表达温度为 20℃,与

吸磷效率最佳一致.在 PHB合成途径中,仅 ACAT 表

现出稳定性(P>0.05),且高度表达(>40000).phaC 在

厌氧和好氧反应器中均高度表达(>40000),在好氧

反应器中几乎不受温度的影响,但在厌氧反应器中

受温度影响显著,且高于好氧反应器(图 2e),表明

phaC在 PHB合成途径中发挥关键作用
[50]

. 

2.3.3  TCA 循环和糖醛酸循环途径  TCA 循环途

径和糖醛酸循环途径可以提供生命活动所需的ATP

和还原力(图 2f).在以前的研究中,TCA 循环途径可

以提供 NADH和 ATP来支持 GAOs中的 PHA的合

成、葡萄糖代谢和乙酸盐的运输
[51-52]

.还有研究表明

糖醛酸循环途径和 TCA 循环途径两个途径的表达

能力在完全GAOs系统中在有氧和厌氧环境下有所

不同.若在好氧环境中,TCA 循环途径提供主要的

ATP 和还原力
[53]

,若在厌氧环境下,糖醛酸循环途径

是 ATP的主要来源
[12]

. 

本研究发现,参与糖醛酸循环途径的关键基因

aceA 和 aceB 一般表达(<40000),且厌氧反应器和好

氧反应器并无显著差异(P>0.05),表明在厌氧和好氧

环境下,糖醛酸循环途径是 ATP 的次要来源.而在整

个 TCA 循环途径中(图 2f),参与各阶段物质转化的

基因丰度之和均高于 40000,高度表达.特别是参与

2-Oxoglutarate → Succinyl-CoA ↔ Succinate ↔ 

Fumarate 转化的基因(DLD、DLST、OGDH、kgd、

sucD、sucC、aarC、smtA1、smtB、sdhA、sdhB、

sdhC、sdhD、frdA、frdB、frdC、frdD、tfrA、tfrB)

丰度之和显著高于该循环途径中的其他阶段物质

转化的基因丰度之和 (>40000),表明上述基因在

TCA循环途径中高度活跃.并且在TCA循环途径中,

厌氧反应器和好氧反应器也无显著差异(P>0.05),表

明整个 TCA 循环途径均在厌氧和好氧环境下提供

主要的 ATP.值得注意的是,sdhA、sdhB、sdhC、sdhD、

frdA、frdB、frdC、frdD、tfrA、tfrB 的高度表达可

能是受到糖醛酸循环途径的影响.此外,sucD、sucC、

aarC、smtA1、smtB也高度表达,可能除了受到糖醛

酸循环途径的影响外,还受到磷代谢的影响.上述结

果与完全 GAOs 系统中的 ATP 的来源途径不同
[12]

,

导致这一结果的原因可能是本试验处理系统环境

不同,属于不完全GAOs系统.在GAOs与 PAOs共存

且竞争的环境下,影响糖醛酸循环途径和 TCA 循环

途径在厌氧或好氧环境下提供 ATP和还原力. 

2.3.4  磷代谢途径   磷代谢途径(图 2g)影响了

TCA 循环途径(图 2f),因为 ATP/GTP 和 ADP/GDP

可以作为 Succinate和 Succinyl-CoA相互转化的底

物或产物.本研究图 2g 展示了 ATP、ADP、AMP、

polyphosphate、GTP 和 GDP 相互转化所参与的基

因.由于 GTP 和 GDP 相互转化所需的基因(PK、

purA、ffh、ndk、cobP、pckA)以及 PPi合成 GTP所

需的酶(E2.7.7.6、E2.7.7.13、E2.7.7.77、E2.7.7.62、

E6.5.1.7、E2.7.7.65)种类较多,只展示了丰度排名前

6 的基因.ATP 与 ADP 之间通过 E7.1.2.2 和 PMA1

相互转化 ,但主要是酶 E7.1.2.2 的高度表达

(>40000),PMA1 表达极低(<600).此外,ATP 和 AMP

可以作为底物生成 ADP,通过基因 adk和 AK6 表达,

但主要是 adk的高度表达(>40000). 

目前关于磷代谢相关基因的研究最多的是

ppx、ppk1和 ppk2
[54]

.ppx可以将聚磷酸盐水解生成

Pi.ppk1 只能以 ATP 的末端磷酸为底物合成聚磷酸

盐.关于 ppk2的功能比较齐全,可以使用无机聚磷酸

盐作为供体,将 GDP 转化为 GTP.另外还可以使用

GTP 合成聚磷酸盐,但在这个催化路径中,该基因的

活性极低.研究结果发现,关于 ppx和 ppk1的活性在

本处理工艺系统中较高,高度表达(>40000)(图 2g),

与 PHA的合成基因表达趋势一致(图 2d、e),并且在

厌氧反应器和好氧反应器中并无显著差异(p>0.05).

关于 ppk2很遗憾,本试验研究并没有发现 ppk2的踪

迹,但发现了其他具有与 ppk2 相同功能的基因间接

参与 GTP的合成. 

3  结论 

3.1  厌氧、缺氧和好氧 3 个反应器对磷的去除率各

不相同 ,在 20℃条件下的除磷效率最高(82.99%~ 
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88.39%),在 25℃条件下的除磷效率最差(43.40%~ 

62.31%),低于平原地区同工艺研究下的除磷性能. 

3.2  优势 PAOs受温度的影响显著,但 GAOs不受温

度的影响,PAOs竞争力显著强于GAOs. Acinetobacter 

(PAO)、Dechloromonas和 Hydrogenophaga (反硝化

PAOs)在 10℃时存在污泥膨胀和 25℃时不利于

PAOs 生长的环境条件下丰度相对较高,对缺氧反应

器中的磷去除率的提高具有一定的贡献. 

3.3  EMP途径是葡萄糖代谢的主要途径,其次是磷

酸戊糖途径和 ED 途径.确定 PHV 的主要合成途径

是 Propionyl-CoA,其次是 Ethylmalonyl.此外,15 和

20℃条件可以显著增强 Ethylmalonyl 途径中 ccr、

ecm、mcd、mch 和 mcl 的表达.TCA 循环途径是厌

氧和好氧环境下所需 ATP 的主要来源,而糖醛酸循

环途径是 ATP的次要来源. 
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