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摘要摘要 污水再生利用是解决水资源与能源危机的重要途径，采用微藻深度处理污水并生产生物质能源是一大热点。针对市政污

水深度处理，以活性污泥为固定化细菌，采用小球藻和栅藻，分别比较了固定化藻菌、固定化微藻，以及悬浮态微藻在藻体生长、

污水脱氮除磷和微藻产油方面的差异，拟实现对市政污水深度脱氮除磷的同时实现微藻油脂的诱导富集。结果表明，固定化藻

菌对氮磷的去除效果优于固定化微藻和悬浮态微藻，且固定化藻菌中微藻油脂质量分数最高。当市政污水NH+
4-N和PO3-

4 -P的
初始质量浓度分别为25和3 mg/L时，固定化栅藻菌培养4 d后能够完全去除水体中的氮磷，而固定化藻菌中小球藻的油脂质量

分数可达到16.5%。
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Removal of nitrogen and phosphorus and the lipid production by
co-immobilized microalgae and bacteria in municipal wastewater

AbstractAbstract The wastewater reuse is an important way out facing the water resource and energy crisis, and the coupled process of the
advanced wastewater treatment and the microalgal energy production is an important issue in this respect. In this paper, the activated
sludge as the fixing bacteria is immobilized with Chlorella vulgaris and Scenedesmus obliquus, respectively, for the enhanced
municipal wastewater treatment. The microalgal growth, the nitrogen and phosphorus removal and the oil production of the co-

immobilized microalgae and bacteria, the immobilized microalgae, and the suspended microalgae are then compared. It is shown that
the co- immobilized bacteria and algae are better than the immobilized bacteria and the immobilized algae in their effect on the
nitrogen and phosphorus removal, and better than the non immobilized algae and bacteria as well, while the co-immobilized bacteria
and algae produce much more lipid. When the concentrations of the NH+4 - N and PO3-4 -P in the municipal wastewater are about 25 mg/
L and 3 mg/L, the NH+4 -N and PO3-4 -P in the wastewater are removed completely by the co-immobilized Secenedesmus obliquus and
bacteria, whereas the lipid yield of C. vulgaris reaches 16.5%.
KeywordsKeywords microalgae; nitrogen and phosphorus removal; bioenergy
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市政污水中氮磷等营养物质的污染问题已经引起普遍

关注[1]，常规的污水生物处理工艺虽然能够去除污水中大部

分有机和无机污染物，但对氮磷营养物质的去除效果较差；

化学法除磷的效果很好，但药剂成本高，且使大量的磷从污

水中转移到剩余污泥中，从根本上看仍然不能消除磷对生态

环境的影响。利用藻菌共生系统中微藻在生长过程中需要
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吸收氮、磷等营养物质这一特性，可将微藻用于市政污水二

级出水的深度脱氮除磷，该系统去除水中的氮和磷具有能耗

小的优点[2]，藻类光合作用释放的氧气为微生物的生长提供

了丰富的氧源，而微生物代谢所释放出的CO2成为藻类的主

要碳源，又促进了藻类的光合作用。同时微藻与其他生物质

资源相比，微藻本身具有光合作用效率高、生长周期短、油脂

含量高、不占地等优点[3]，美国一项微藻生产生物柴油的能源

计划研发出了由微藻萃取油脂并转化成生物柴油的过程，并

指出藻类可累积油脂高达藻体干重的60%，该油脂与高等植

物油相似，都属甘油三酯（TAG，又称中性脂，油脂）[4]。因此

在当今各国能源需求日益增加而常规能源面临短缺的背景

下[5]，将上述微藻制备油脂与微藻深度脱氮除磷两项技术耦

合[6]，可提高整体经济效益，推动其在生活污水处理厂的实际

应用[7,8]。

常规藻菌共生系统存在生物量少、藻类难以收获、水力

停留时间长、油脂含量低等问题[9]。为提高细菌和藻类的质

量浓度[10]，De-Bashan等[11]将巴西固氮菌与微藻包埋在海藻酸

钙中用于二级出水脱氮除磷研究，研究了巴西固氮菌与小球

藻固定化进行脱氮除磷及产油；Su等[12]选择了3株绿藻（小球

藻（Chlorella vuigaris）、栅 藻（Scenedesmus obliquus）、衣 藻

（Chlamydomonas reinhardtii））处理城市污水厂二级出水，实

验表明这 3株藻的脱氮除磷能力较高；Feng 等[13,14]利用小球

藻进行模拟二级出水的脱氮除磷，2 d后其脱氮除磷率达到

94%，油脂含量达到 42%。王爱丽等[15]将活性污泥与小球藻

固定化，研究了市政污水的深度脱氮除磷；邢丽贞等[3]研究了

蛋白核小球藻与活性污泥固定化后对氮磷的处理；寇希元等
[16]将海藻酸钠凝胶包埋固定小球藻和活性污泥，对冲厕海水

污水中的氮磷污染物进行去除实验，对氮磷的去除率大大提

高。国内关于藻菌固定化的研究主要集中于污水的脱氮除

磷方面，未见藻菌固定化产油的相关研究。

本研究针对市政污水的二级出水进行深度处理，以活性

污泥为固定化细菌，采用小球藻和栅藻，分别比较固定化藻

菌、固定化微藻及悬浮态微藻在藻体生长、污水脱氮除磷和

微藻产油方面的差异，拟实现对市政污水深度脱氮除磷的同

时实现微藻油脂的诱导富集。

1 材料与方法
1.1 实验材料及培养

实验采用的普通小球藻（Chlorella vulgaris）和栅藻

（Scenedesmus obliquus）由中国科学院武汉水生生物研究所提

供，培养基均采用SE培养基；实验所用的细菌用活性污泥代

替，活性污泥取自临安市市政污水处理厂二沉池，污泥中发

挥作用的优势菌主要是硝化细菌、光合细菌和芽孢杆菌[17]。

藻类的培养：在无菌的紫外超净工作台上用灭菌量筒接

种一定量的藻种（使培养基的接种密度为 1×106 个/L）于含

150 mL SE培养基的 250 mL锥形瓶中，振荡混匀，置于恒温

振动光照培养箱中，在温度（25±1）℃，光强 2000~4000 lx，连
续光照条件下培养。

SE培养基配制方法 [18,19]为：NaNO3 0.25 g/L，K2HPO4 0.75
g/L，MgSO4·7H2O 0.075 g/L，CaCl2 ·2H2O 0.025 g/L，KH2PO4

0.175 g/L，NaCl 0.025 g/L，FeCl3·6H2O 0.025 g/L，EDTA-Fe
1 mL，A*5 1 mL，土壤提取液 [20] 40 mL，蒸馏水 958 mL。其中

A*5 溶液（A5 solution）配制方法：H3BO3 286 mg，MnCl2·4H2O
181 mg，ZnSO4 · 7H2O 22.2 mg，CuSO4 · 5H2O 7.9 mg，
(NH4)6Mo7O24·4H2O 3.9 mg及Co(NO3)2·6H2O 4.9 mg，加蒸馏水

定容至100 mL。
小球藻[21]，绿球藻目，小球藻科，小球藻属，又可称为普通

小球藻，单细胞，球形，壁很薄。色素体杯状，占细胞的大部

分。具有1个蛋白核，直径5~10 μm，生殖个体的直径有时可

超过20 μm。分布于含有机物质丰富的小型水体中，在水洼、

池塘及浅水湖湾中较常见，水边潮湿土壤上有时亦可发现。

栅藻[21]，又称栅列藻，绿藻门绿球藻目。细胞常为椭圆形

或纺锤形，以长轴排成1~2列或多列。栅藻是淡水中常见的

浮游藻类，极喜在营养丰富的净水中繁殖。

人工污水配置方法：为防止实际污水中一些其他物质干

扰测定结果，并保持污水稳定，本实验采用人工污水[22]。配制

方法：柠檬酸 3 mg，FeSO4·7H2O 5 mg，EDTA 0.5 mg，Na2CO3

10 mg，A*5 1 mL，KNO3 180.35 mg，KH2PO4 13.2 mg，MgSO4（痕

量），CaCl2（痕量），加入1000 mL水中。人工污水与市政污水

的氮磷质量浓度一致，NH+4-N质量浓度为20~30 mg/L，PO3-4 -P
质量浓度为2~3 mg/L。
1.2 实验仪器

SPX-G光照培养箱（上海博讯实业有限公司）；LDZX-
40CI型立式自动电热压力蒸汽灭菌器（上海博讯实业有限公

司）；721型可见分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）；

CX37型生物显微镜（上海尚光显微镜有限公司）；JA2003型
电子天平（上海精密科学仪器有限公司）；TGL-16G型台式离

心机（上海安亭有限公司）

1.3 测定方法

NH+4-N测定采用纳氏试剂分光光度法；PO3-4 -P测定采用

钼锑抗分光光度法[23]。

藻体质量的测定，光密度OD540/OD680[24]：用分光光度法测

定小球藻/栅藻液在540 nm/680 nm波长处的吸光度，间接反

应水中悬浮藻类的量。

油脂含量的测定[25]：取一定量研磨充分的干燥的微藻胶

球脱固定化后加蒸馏水配制为稀释藻液，用紫外分光光度计

测定其在 680 nm处的吸光度，取稀释液 3 mL加入一定量的

尼罗红染液进行染色，于 37℃避光染色 10 min，荧光分光光

度计测定其荧光度，激发波长480 nm，增益10档。荧光强度/
OD680带入公式计算藻体油脂含量：

YN=0.0033XN-0.0042 （1）
式中，XN为藻体的荧光强度，YN为油脂质量分数，%
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1.4 实验设计与方法

1.4.1 细菌与微藻的固定化及解固定化方法

将进入稳定生长期的微藻离心浓缩，弃去上清液，然后

用无氮、磷的培养基悬浮，通过细胞计数及计算后，藻类细胞

浓缩液、新鲜活性污泥的浓缩液与预先灭菌的 5%的海藻酸

钠溶液以1∶1∶2的体积比混合，搅匀[22]；用7号注射器分别吸

取一定量的上述混合液，距离 20 cm注入装有预冷的质量分

数为5%的CaCl2溶液的烧杯中，即形成一定数量的小球藻、活

性污泥及藻菌固定化胶球，胶球在CaCl2溶液中静置2 h后备

用，胶球直径在3 mm左右[26]。

在测定固定化藻的生长等生理特性时需先脱固定化，定

时取一定体积的废水和一定数量的胶球，废水用于测试氮磷

质量浓度，胶球放入加有10 mL 1.5%的柠檬酸钠化解液的离

心管中，摇动直至胶球完全溶解或成悬浮态，用于测定藻细

胞生物量[27]。

1.4.2 藻菌混合固定化及对污水的净化

取 3个 250 mL的锥形瓶，加入经过灭菌的人工污水 200
mL，分别放入微藻胶球、藻菌混合的固定化胶球 500个，分 3
组实验。污水以无机碳为碳源，在光照 4000 lx、温度（25±
1）℃下培养，光照比为 12∶12。每 12 h取水样测定NH+4-N、

PO3-4 -P的质量浓度和藻体生物量、油脂产量。

2 结果与讨论
2.1 固定化藻菌的藻体生长

图1为小球藻、栅藻的固定化藻菌与固定化微藻、悬浮态

微藻的藻体生长的比较。可以看出，固定化藻菌的藻体生长

明显高于固定化微藻，悬浮态微藻的藻体生长高于固定化微

藻。培养 4 d后，固定化小球藻和固定化小球藻菌的生物量

分别为0.98和1.05 mg/L，固定化栅藻和固定化栅藻菌的生物

量分别为1.11和1.23 mg/L，小球藻与栅藻混合固定化比单一

固定化生物量多0.07和0.12 mg/L，而悬浮态小球藻和栅藻的

藻体生物量分别为 1.05和 1.15 mg/L。可见固定化藻菌的藻

体生长较固定化微藻和悬浮态微藻更快。

2.2 固定化藻菌脱氮除磷

尽管固定化会阻碍微藻接受阳光以及吸收水体中的营

养盐，抑制微藻的生长[28]，如图 1所示，固定化小球藻与栅藻

的生物量均低于悬浮态，但是采用活性污泥和微藻共固定

化，藻与菌两者可以互补。小球藻和栅藻在生长过程中进行

光合作用，产生为细菌所利用的氧气同时又能吸收污水中的

氮磷；而活性污泥中的细菌代谢过程中产生CO2供给藻类，结

果固定化藻菌可能显示出更高的脱氮除磷作用[28]。

图 2为小球藻和栅藻的固定化藻菌、固定化微藻和悬浮

态微藻的脱氮效果对比。由图 2可以看出，4 d后，污水中的

NH+4-N质量浓度显著降低，其中固定化藻菌的脱氮效果明显

高于固定化微藻和悬浮态微藻，而且栅藻的脱氮效果高于小

球藻。培养 4 d后，空白胶球吸附稳定的水体中NH+4-N质量

浓度为 22.8 mg/L，可以计算得出空白固定化胶球吸附的

NH+4-N为 2.8 mg/L，固定化细菌吸附稳定的水体NH+4-N的质

量浓度为 21.9 mg/L，因此固定化细菌胶球吸附的NH+4-N为

3.1 mg/L。

污水脱氮过程中，扣除固定化胶球吸附的NH+4-N的量，

培养 4 d后，经固定化栅藻菌处理的污水中NH+4-N质量浓度

由初始21.9 mg/L下降到0.1 mg/L，经固定化栅藻处理的污水

中NH+4-N质量浓度由初始22.8 mg/L下降到1.3 mg/L，而由悬

浮态栅藻脱氮后污水中NH4+-N质量浓度由初始 25 mg/L下

降到3.6 mg/L。通过比较得出，固定化栅藻菌、固定化栅藻和

悬浮态栅藻的藻体处理的 NH+4-N分别为 21.8、21.5和 21.4
mg/L，因此栅藻的脱氮效果为固定化藻菌＞固定化微藻＞悬

浮态微藻。

图 3为小球藻和栅藻的固定化藻菌、固定化微藻和悬浮

态微藻的除磷效果对比。可以看出，小球藻和栅藻的除磷效

果与脱氮效果一致，经过4 d后，污水中的PO3-4 -P质量浓度显

著降低，但小球藻和栅藻的除磷效果更明显，曲线下降更快；

其中固定化藻菌的除磷效果也明显高于固定化微藻和悬浮

态微藻，并且栅藻的除磷效果也高于小球藻。培养4 d后，空

图1 固定化藻菌的藻体生长

Fig. 1 Biomass of co-immobilized microalgae
and bacteria

图2 固定化藻菌去除污水中NH+
4-N

Fig. 2 Removal by NH+
4-N in wastewater with

co-immobilized microalgae and bacteria
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白胶球吸附稳定的水体中PO3-4 -P质量浓度为2.5 mg/L，计算

得出空白固定化胶球吸附的PO3-4 -P为0.5 mg/L；固定化细菌

吸附稳定的水体中PO3-4 -P的质量浓度为2.4 mg/L，固定化细

菌胶球吸附的PO3-4 -P质量浓度为0.6 mg/L。同样在除磷过程

中，扣除固定化胶球吸附的PO3-4 -P的量，培养 1 d后，经处理

的污水中固定化栅藻菌、固定化栅藻和悬浮态栅藻的藻体处

理的PO3-4 -P分别为 2.5、2.4和 2.3 mg/L，4 d后污水中的磷完

全去除。因此栅藻的除磷效果与脱氮效果一致，表现为固定

化藻菌＞固定化微藻＞悬浮态微藻。

由图 2和图 3可以看出，在氮和磷的初始质量浓度分别

为25和3 mg/L时，栅藻的固定化藻菌在培养4 d后能够完全

去除水体中的磷，氮的质量浓度也下降到 0.1 mg/L。王爱丽

等[15]对小球藻与活性污泥的固定化研究发现，在氮磷初始质

量浓度分别为 20~30和 2~3 mg/L时，经固定化胶球处理 4 d
后污水中的氮磷含量分别为12~18和1~1.2 mg/L。可见本研

究效果优于王爱丽等的研究。这可能与本研究的栅藻与小

球藻藻体的脱氮除磷差异有关，以及栅藻培养到代谢最旺盛

的时期进行脱氮除磷有关。

2.3 固定化藻菌产油

图 4是固定化藻菌与固定化微藻、悬浮态微藻产油的比

较。通常认为，微藻产油发生在环境条件抑制，如氮、磷不足

的情况下。固定化容易形成氮、磷抑制，进而促进油脂含量

上升，具体的量化条件有待于进一步研究。从图4可以看出，

微藻的油脂含量不断上升，与脱氮除磷趋势（图 2和图 3）相

反，而且固定化藻菌的产油效果明显高于固定化微藻和悬浮

态微藻。由于藻体本身的差异，小球藻的油脂产量明显高于

栅藻。由于微藻和细菌在固定化过程中可以改善藻体自身

的代谢调控，能够提升藻细胞自身的产油功能。

培养4 d后，小球藻的固定化藻菌、固定化和悬浮态的油

脂质量分数为16.5%、14.1%和13%，而栅藻的固定化藻菌、固

定化和悬浮态的油脂质量分数为8.3%、7.9%和7.25%。由图

4可以看出，固定化活性污泥与小球藻在培养4 d后藻体中的

油脂质量分数高于固定化小球藻和悬浮态小球藻的；De-

Bashan等 [11]将巴西固氮菌与小球藻UTEX2714固定化，培养

10 d后，藻体的油脂质量分数比之前增大了 4倍。由于本实

验模拟的市政污水与De-Bashan研究所需的二级污水在氮磷

质量浓度，固定化细菌等方面存在差异，因此导致藻体的油

脂质量分数不同。

综上所述，固定化藻菌对氮磷的去除效果优于固定化微

藻和悬浮态微藻，且固定化藻菌中藻体油脂含量最高。

3 结论
研究了小球藻与栅藻的固定化藻菌在藻体生长、脱氮除

磷和产油等方面的特点与优势：

1）固定化藻菌能够促进藻体生长，小球藻与栅藻的固定

化藻菌的藻体生长明显高于固定化小球藻和固定化栅藻。

2）固定化藻菌对氮磷的去除效果优于固定化微藻和悬

浮态微藻，培养4 d后，固定化小球藻菌处理的污水中NH+4-N
和 PO3-4 -P质量浓度由初始分别为 25和 3 mg/L下降到 2和 0
mg/L，固定化栅藻菌完全去除水体中NH+4-N和PO3-4 -P。

3）固定化藻菌中微藻油脂质量分数最高。小球藻和栅

藻的固定化藻菌的油脂质量分数分别为16.5%和8.2%，小球

藻在产油方面较栅藻具有很大优势。

固定化藻菌可以同时解决藻菌共生系统中生物量少、藻

类难以收获等缺点，大大提高了藻菌质量浓度，达到很好的

脱氮除磷效果[3]，该研究表明固定化藻菌在市政污水深度脱

氮除磷及资源化利用方面具有一定的应用潜力。
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