
 

刘淑怡， 王德朋， 黄开龙， 等.  有机微污染物对反硝化深度脱氮系统的影响研究 [J]. 能源环境保护，

2025， 39（1）： 127−134.
LIU Shuyi，  WANG Depeng，  HUANG Kailong，  et  al.   Study  on  the  Effects  of  Organic  Micropollutants  on
Advanced Denitrification Systems[J]. Energy Environmental Protection， 2025， 39（1）： 127−134.

有机微污染物对反硝化深度脱氮系统的影响研究
刘淑怡1，王德朋1，*，黄开龙1，2，张徐祥1，*

（1. 南京大学 环境学院 污染控制与资源化研究国家重点实验室，江苏 南京 210023；2. 南京江岛环境

科技研究院有限公司，江苏 南京 210019）
摘要： 城市污水处理厂二级出水中硝酸盐与有机微污染物（OMPs）常常共存，OMPs 对反硝化深度

脱氮过程的影响尚不明确。为解析 OMPs 作用下反硝化脱氮过程响应规律，搭建了反硝化移动床

生物膜反应器，并针对 OMPs 作用下的反硝化性能、OMPs 去除效果、微生物胞外聚合物（EPS）响
应和电子传递链关键酶活性等方面开展了研究。结果表明：OMPs 明显降低反硝化脱氮性能，导

致碳、氮去除率均出现波动，且降至 70% 以下；OMPs 中炔雌醇（EE）、雌三醇（E3）、双氯芬酸

（DCF）的去除率均在 75% 以上，而卡马西平（CBZ）去除率维持在 20%~44%。在 OMPs 作用下，微

生物首先利用部分 EPS 作为代谢的有机碳源，随后分泌更多 EPS 以抵御 OMPs 的胁迫。同时，电

子传递链的关键酶活性受到抑制，使电子传递的有效性降低，进而导致反硝化性能变差。值得关

注的是，高浓度的 OMPs 对系统反硝化效果、EPS 含量、电子传递链关键酶活性的冲击更强烈，但

微生物的代谢响应比低浓度组更快。该研究为尾水深度脱氮与 OMPs 的协同去除提供参考。
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Abstract：In conventional urban sewage treatment plants, nitrate nitrogen and a wide range of organic
micropollutants (OMPs), including endocrine disruptors and pharmaceuticals, frequently coexist in the
effluent  from  secondary  treatment  processes.  These  compounds  have  been  demonstrated  to  exert
significant effects on various microorganisms. However, their influence on the advanced denitrification
process remains to be comprehensively elucidated. This study aimed to investigate the response of the
denitrification process to OMPs through the construction and operation of three denitrification moving
bed biofilm reactors. The reactors were employed to evaluate the denitrification removal rate, assess the
efficiency of micropollutant removal, analyze the response of extracellular polymeric substances (EPS)
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in the biofilm, and examine variations in key enzyme activities within the electron transport chain. The
findings  revealed  that  the  presence  of  OMPs  had  a  detrimental  impact  on  denitrification  efficiency,
resulting in instability and a significant reduction in carbon and nitrogen removal rates to below 70%.
Concurrently,  the  removal  efficiencies  of  micropollutants  such  as  ethinyl  estradiol  (EE),  estriol  (E3),
and diclofenac (DCF) were found to exceed 75%,  whereas the removal rates of carbamazepine (CBZ)
varied  between  20%  and  44%.  This  suggests  that  different  OMPs  are  handled  differently  by  the
denitrification system. During the introduction of micropollutants into the systems, it was observed that
microorganisms initially utilized a portion of the EPS as a nutrient source, indicating an important role
of  EPS  in  microbial  adaptation.  Subsequently,  in  response  to  the  stress  induced  by  OMPs,  these
microorganisms secreted additional EPS. This response underscores that EPS plays a crucial role in the
microbial adaptation to micropollutant stress. Moreover, the activity of key enzymes within the electron
transport  chain  was  inhibited  due  to  the  presence  of  micropollutants,  thus  reducing  electron  transport
efficiency  and  consequently  impairing  the  overall  denitrification  performance.  The  study  further
demonstrated  that  elevated  concentrations  of  organic  micropollutants  exerted  a  more  pronounced
negative impact on denitrification efficiency, EPS content, and key enzyme activities within the electron
transport chain, leading to an accelerated metabolic response from microorganisms. This study provides
valuable  insights  into  the  complex  interactions  between  micropollutants  and  denitrification  processes,
particularly  regarding  the  effect  of  OMPs  on  denitrification.  It  highlights  an  urgent  need  for
enhanced strategies aimed at  improving nitrogen removal alongside co-removal of these contaminants
during  wastewater  treatment.  Understanding  these  impacts  is  essential  for  developing  more  effective
treatment  technologies  to  address  challenges  posed  by  both  nitrate  and  OMPs  present  in  wastewater
effluents.
Keywords：Denitrification；Organic micropollutants；Advanced treatment；Extracellular polymeric
substances；Electron transport chain

 

0    引　　言

城市污水处理厂的二级出水中通常含有一定

浓度的硝酸盐氮，其过量排入水体将引起水体富

营养化，甚至危害人体健康[1]。随着污水排放标准

的日益严格，深度脱氮成为不可或缺的关键环

节[2]。此外，二级出水中还含有多种 OMPs，如内

分泌干扰物、药物等。各类 OMPs在二级出水中

的浓度在 ng/L~μg/L不等[3-4]。由于毒性和水生生

物中的潜在积累性，残留的 OMPs若直接排放到

自然水体中，将对水生生物和人类健康产生危害，

甚至引起严重的生态健康风险[5-6]。

反硝化过程能够利用有机碳作为电子供体，

还原硝酸盐氮为氮气，是城市污水深度脱氮的关

键技术手段。同时，利用反硝化深度脱氮能够协

同去除 OMPs。例如，王静[7] 通过构建缺氧反硝化

体系，以典型极性有机溶剂作为电子供体同步实

现反硝化脱氮与难降解有机污染物的强化降解；

CAO等[1] 在后置反硝化固定床生物膜反应器中实

现了同步去除二级出水中的硝酸盐和杂环微污染

物；HU等[8] 在反硝化生物滤池中实现了类固醇类

雌激素与硝酸盐的同步去除。这些研究都表明，

深度反硝化系统具有去除 OMPs的潜力。

OMPs通常会抑制反硝化过程，降低反硝化速

率[9]。MARTÍNEZ等[4] 研究发现异养反硝化系统

中部分药物和内分泌干扰物去除率较差，这类

OMPs的累积可能进一步抑制反硝化脱氮过程。胞

外聚合物（Extracellular Polymeric Substances，EPS）
一方面是微生物抵御有毒物质胁迫的关键，可以

通过黏附作用延缓毒物向微生物内部扩散，从而

减轻有毒物质对细胞的危害[10]。另一方面，EPS
也是储备碳源，在微生物抵抗环境压力时提供替

代能量[11]。例如，YUAN等[12] 发现氟苯尼考会使

微生物 EPS含量升高、组成发生变化，随着氟苯

尼考浓度的升高，EPS含量先下降后上升，高浓度

下微生物蛋白分泌增多。

此外，EPS与微生物电子传递链密切相关，该

物质可同时作为电子供体和电子载体，促进微生
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物的电子传递过程。微生物的反硝化作用依赖于

电子的产生、传递和消耗。通常电子由碳代谢过

程产生，之后通过电子传递链的转移，最终被反硝

化酶利用[13]。WANG等 [14] 向反硝化污泥中加入

EPS，其中含有的大量氧化还原介质降低了反硝化

过程中的电荷转移电阻和活化能，提高了电子传

递系统活性，显著提高了污泥反硝化性能。REN
等[15] 发现反硝化菌可以利用 EPS作为电子供体

进行反硝化。此外，部分 OMPs通过电子传递过

程直接影响反硝化。例如，SUN等[10] 推测氯吡啶

可能通过降低电子传递链关键酶活性抑制电子传

递，从而抑制反硝化；WANG等 [16] 研究发现高浓

度的氯酚会通过抑制分泌电子载体细胞色素 c和

黄素腺嘌呤二核苷酸，降低反硝化系统的电子转

移活性。因此，研究反硝化深度脱氮系统对 OMPs
的响应需要关注微生物 EPS特性和电子传递链关

键功能酶活性的变化规律。

城市污水处理厂二级出水中存在的大量内分

泌干扰物和药物等 OMPs对反硝化深度脱氮过程

的影响尚不明确。因此，本研究针对城市污水处

理厂二级出水中检出频次高、浓度较高的 4种典

型 OMPs炔雌醇（EE）、雌三醇（E3）、双氯芬酸

（DCF）和卡马西平（CBZ），系统研究了其对反硝

化移动床生物膜系统的影响，全面评估了反硝化

系统脱氮与 OMPs去除性能；探究了典型 OMPs
对生物膜 EPS组分和浓度的影响；最后，解析了

OMPs影响下反硝化系统中电子传递链关键酶活

性的变化规律。本研究旨在探究 OMPs作用下的

反硝化脱氮过程响应规律，并为尾水深度脱氮及

OMPs协同去除提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    反应器装置与运行参数

在实验室搭建 3个反硝化移动床反应器。反

应器内径 18 cm，有效高度 18 cm，有效容积 4.5 L。
填料为高密度聚乙烯（HDPE）制作的 K5悬浮填料

（ϕ25 mm×10 mm），填充比 40%，使用搅拌桨进行

混合。

每个反应器按体积比 35% 接种南京某污水处

理厂缺氧段污泥。接种 48 h后，排出反应器中污

泥并以连续流开始运行，挂膜启动。采用上流式

流态，反应器的进水模拟污水处理厂二级出水

（表 1），其中乙酸钠为碳源，C/N比为 3.5，水力停

留时间为 6 h。

 

表 1    反应器进水成分

Table 1    Reactor influent composition
 

成分 浓度

COD 70.0 mg·L−1

NO−3 -N 20.0 mg·L−1

MgCl2·6H2O 10.0 mg·L−1

CaCl2 10.0 mg·L−1

KH2PO4 2.0 mg·L−1

微量元素浓缩液 1.0 mL·L-1

  

1.2    实验设计与方法

NO−3

NO−3

待反应器运行 30 d至出水中 -N稳定并

低于 5 mg/L后，投加 EE、E3、DCF、CBZ。3个反

应器分别为对照组（不投加 OMPs）、低浓度组（每

种污染物投加浓度 10 μg/L）、高浓度组（每种污染

物投加浓度 100 μg/L）。整个实验期间每 2～3天

取进、出水样品，用 0.45 μm水系滤膜过滤后用于

测定总有机碳（TOC）和 -N。

为检测 4种 OMPs的浓度，以投加 OMPs之
日为 0时刻，每 7天取一次样品，用 0.45 μm玻璃

纤维滤膜过滤后加稀盐酸酸化至 pH为 2~3，置于

4 ℃ 冰箱保存。同时，每 7天从每个反应器中取

3份填料，用生理盐水洗涤 3次后，通过涡旋、振

荡与离心分离填料表面生物膜，测定微生物代谢

指标。 

1.3    检测分析方法 

1.3.1    水质指标

NO−3

水样中总有机碳（TOC）采用 TOC分析仪

（TOC-L cph，岛津，日本）测定。 -N浓度采用

紫外分光光度计（UV-2600i，岛津，日本），依据标

准 HJ/T 346—2007测定。 

1.3.2    污染物富集与检测

使用 OASIS HLB小柱（3 mL/60 mg）进行固

相萃取。经过活化、上样、淋洗、洗脱、氮吹将水

样中的 OMPs分离并浓缩。洗脱液依次为 6 mL
甲醇和 6 mL乙酸乙酯。

使用高效液相色谱-三重四极杆质谱联用仪，

测定 4种 OMPs浓度。高效液相色谱（Agilent1260，
安捷伦，美国）使用 Poroshell HPH-C18型色谱柱，

2.1 mm×100 mm，粒径 2.7 μm。进样量 5 μL，流速

220 μL/min。流动相为色谱级的甲醇和水。三重

四极杆质谱（API4000，爱博才思，美国）采用电喷

雾离子源（ESI），有负离子（ESI−）和正离子模式

刘淑怡等　有机微污染物对反硝化深度脱氮系统的影响研究 ·129·



（ESI+）2种模式，根据 4种污染物特性，EE、E3和

DCF采用负离子模式，CBZ采用正离子模式。 

1.3.3    EPS 提取与测定

EPS主要由胞外蛋白（Protein，PN）和胞外多

糖（Polysaccharides，PS）组成。按照与细胞的结合

程度，分为可溶态 EPS、松散态 EPS和紧密态

EPS。采用加热法[17] 提取生物膜的 EPS。具体步

骤：收集载体于离心管中，通过涡旋振荡将生物膜

从载体上分离，在 5 393 r/min下离心 5 min，上清

液为可溶态 EPS；用 70 ℃ 预热的生理盐水重悬沉

淀，振荡 1 min后，于 6 030 r/min下离心 10 min，
上清液为松散态 EPS；将沉淀用生理盐水再次重

悬，密封后在 70 ℃ 水浴 30 min，用圆周振荡器振

荡 1 min后，在 8 528 r/min下离心 15 min，上清液

为紧密态 EPS。EPS溶液经 0.45 μm滤膜过滤后，

用于 PN和 PS分析。使用 BCA试剂盒（南京建

成，中国）测定 PN含量，苯酚-硫酸法测定 PS含量。 

1.3.4    微生物代谢指标

采用超声破碎仪（JY92-IIN，上海精其，中国）

在冰水浴中超声破碎从填料上分离的生物膜，以

300 W功率运行 5 s后停止 30 s，共循环 5次，得

到粗酶液，再分别使用试剂盒测定粗酶液中复合

物 I（南京建成，中国）、复合物Ⅲ（南京建成，中

国）、细胞色素 c（江苏菲亚，中国）的活性。 

2    结果与讨论
 

2.1    OMPs 对出水水质的影响 

2.1.1    OMPs 对出水 TOC 的影响

在实验期间，各反应器进水 TOC浓度均在

35 mg/L左右，出水 TOC浓度及去除率如图 1所

示。在投加 OMPs前，各个反应器出水 TOC浓度

最终稳定在 7.5 mg/L左右，始终低于 10 mg/L；TOC
去除率最终稳定在 80% 左右，始终在 75% 以上。

这说明此时反应器运行稳定且出水水质较好。

在 31~60 d，对照组出水 TOC浓度及去除率

依旧保持稳定；实验组因投加了 OMPs，反应器出

水 TOC波动幅度变大，浓度高时 TOC波动幅度

超过 10 mg/L，TOC去除率降低至 70% 以下，表

明 OMPs对微生物利用碳源的过程产生抑制作用。

从时间上看，低浓度组在投加 OMPs后，第

2周开始波动变大，而高浓度组在第 1周就波动

明显，之后则较为稳定。这表明高浓度的 OMPs
对反硝化生物膜的冲击更剧烈，但恢复稳定也

更快。 

NO−32.1.2    OMPs 对出水 -N 的影响

NO−3
NO−3

NO−3

NO−3

实验期间，各反应器进水 -N浓度均为 20
mg/L左右，出水 -N浓度及去除率如图 2所

示。在投加 OMPs前，各个反应器出水 -N浓

度最终稳定在 4 mg/L以下，达到地表水Ⅳ类水标

准， -N去除率在 80% 以上。此时反应器脱氮

效果良好。

NO−3

NO−3

NO−3

投加 OMPs后，前两周实验组反应器出水

-N浓度升高，且波动幅度变大，高浓度组波动

更加剧烈，幅度超过 5 mg/L。这表明 OMPs会抑

制反硝化体系的脱氮效果。从第 48天（第 3周）

开始，由于冬季环境温度降低，低浓度组和对照组

反应器的脱氮性能均受到影响，出水 -N浓度

升高至 11 mg/L以上，去除率降低至 45% 以下。

然而，高浓度组出水 -N含量相对稳定，直到试

验结束，去除率都保持在 70% 以上。这可能是因

为菌群在一定时间（17 d）内通过富集 OMPs降解

菌、分泌 EPS等途径适应高浓度污染物的胁迫[18]，

促进微生物更好地适应低温等不利环境[19-20]。 
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Fig. 1    Reactor effluent TOC concentration and

removal rate
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2.2    OMPs 去除效率

本研究每 7天测定实验组反应器出水中的

OMPs浓度并计算去除率，结果如图 3所示。

总体上，反硝化系统中 EE、E3、DCF的去除

效果较好。在低浓度组中，3种污染物的出水浓度

分别低于 1.5、 0.5、 2.5  mg/L，去除率分别高于

85%、95%、75%，且始终保持稳定。然而在高浓

度组中，3种污染物的去除率呈现逐渐降低的趋

势。第 4周时 ，EE、E3、DCF去除率分别降至

74%、84%、72%。其中，DCF在第 2周时的去除

率波动可能是由于在 3种污染物中其疏水性最

强，受到 EPS的影响最大。

CBZ无论投加浓度高低，去除率都在 20%~

44% 内波动。作为一种顽固的微污染物，CBZ去

除效果不佳，这与之前的研究结果一致 [21-22]。微

污染物的去除情况受自身化学结构与性质的影

响，CBZ具有吸电子基团（—CONH2，酰胺基团），

可能导致其不利于被生物转化[23]。 

2.3    微生物 EPS 变化

本研究分析了反硝化生物膜在投加微污染物

后初始、2周、4周的 EPS含量。为了消除环境温

度变化的影响，每次测定结果都以对照组为基准

进行了归一化处理，结果如图 4所示。

在投加 OMPs的初始时刻，3组反硝化系统中

生物膜的 EPS含量相近。投加 OMPs 2周后，实

验组的相对 EPS含量都显著减少至 65% 以下。

EPS作为一种微生物的保护物质，其含量降低，一

方面是 OMPs胁迫导致微生物的碳代谢减少，为

EPS的合成和分泌提供的能量减少；另一方面，细

菌利用 EPS的可生物降解成分作为营养物质，维

持代谢过程，进一步降低了 EPS的含量 [10,12]。此

时反应器稳定性降低，反硝化性能变差 [24]。4周

后，低浓度组和高浓度组的相对 EPS含量分别回
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图 3    反应器出水有机微污染物浓度及去除率

Fig. 3    Reactor effluent OMPs concentration and removal rate
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升至 66.9%、75.4%，表明微生物已逐渐适应 OMPs
的胁迫，代谢活性逐渐恢复，分泌出更多的 EPS保

护自身免受有毒物质的侵害。
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Fig. 4    Relative content of EPS of biofilm
 

反硝化生物膜中 EPS均以 PN为主，OMPs主
要影响 PN含量。低浓度组和高浓度组的 PN/PS
比从初始的 6.5、6.1，降低至 2周后的 3.5、4.7，
4周后回升至 5.8、5.3。一般而言，PN含量会影响

细胞表面电荷和疏水性，从而影响生物膜对疏水

性 OMPs的黏附以及进一步的生物降解[5]。在高

浓度组，随着 EPS含量的减少、PN/PS比的降低，

生物膜对 OMPs的黏附截留能力下降，降解的

OMPs减少；低浓度组则可能由于 OMPs浓度低而

变化不明显。需要注意的是，第 2周 PN/PS比降

低时，DCF去除率出现明显波动（图 3），可能是由

于 DCF在 4种 OMPs中疏水性最高。

对比 2个实验组，高浓度组的 EPS含量（特别

是紧密态蛋白含量）在第 2周的降低与第 4周的

增加幅度都更大。在本研究中，高浓度的 OMPs
虽然更强烈地冲击生物膜，但会更快地促使微生

物分泌 EPS以抵抗不利环境的影响。因此，在第

3周环境温度降低时，高浓度组的脱氮效率仍能保

持稳定（图 2）。 

2.4    电子传递链相关酶活性变化

在反硝化代谢过程中，细胞内膜上的复合物

I催化还原型辅酶 I（NADH）脱氢产生电子后，电

子被收集到醌池中，直接传递给硝酸盐还原酶，或

进一步通过复合物Ⅲ和细胞色素 c传递给其他反

硝化酶（亚硝酸盐、一氧化氮和氧化亚氮还原酶）

以催化氮还原[25-26]。因此，通过测定电子传递链

的复合物 I、复合物Ⅲ和细胞色素 c的活性可以评

估电子转移过程的有效性[27]。本研究分析了投加

OMPs前后复合物 I、复合物Ⅲ和细胞色素 c的活

性，并以对照组为基准进行归一化处理，结果如

图 5所示。
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图 5   复合物 I、复合物Ⅲ和细胞色素 c 相对活性随时间的变化

Fig. 5    Changes in relative activity of complex I, complex Ⅲ, and cytochrome c over time
 

OMPs的投加没有引起复合物 I活性的显著

变化，这表明 OMPs对电子的产生没有明显抑

制。然而，OMPs的存在抑制了反硝化微生物利

用有机碳源的能力，减少了电子的产生。尽管如此，

微生物可以利用 EPS作为营养物质，从而获得电

子[15]。因此，整体的电子产生过程未受到明显影响。

复合物Ⅲ活性在低污染物浓度下没有显著变

化，在高污染物浓度下运行至第 2周时显著降低，

之后又回升。细胞色素 c活性在前两周波动明

显，电子传递不稳定；第 3、4周，高、低浓度组的

细胞色素 c活性都显著降低。这表明实验组的电

子传递链受到明显抑制。其中，高浓度组在第

3周时的细胞色素 c相对活性低至 33.3%，此时流

向亚硝酸盐、一氧化氮和氧化亚氮还原酶的电子
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减少，更大比例的电子流向了硝酸盐还原酶，以保

证低温下硝酸盐氮的还原（图 2）。
此外，实验组的 EPS大量减少，其中的氧化还

原活性物质减少，不利于电子传递过程，也会导致

复合物Ⅲ和细胞色素 c活性降低 [28]。第 4周时，

高浓度组的复合物Ⅲ和细胞色素 c活性回升也可

能是由于其 EPS含量升高（图 4）。 

3    结　　论

（1）OMPs会抑制反硝化生物膜系统脱氮过

程。投加 OMPs后，微生物的碳源和氮源利用均

被明显抑制，系统反硝化性能变差。高浓度的

OMPs对反硝化系统冲击更大，但也能够使微生

物更快适应 OMPs的胁迫，并在一定时间内（17 d）
有更强的应对温度降低的能力。

（2）除 CBZ外，其他 3种 OMPs的去除效果

较好。整体而言，EE、E3、DCF的去除率均在

75% 以上，且在微污染物低浓度下的去除率较为

稳定，高污染物浓度的去除率逐渐降低；CBZ去除

率仅维持在 20%～44%。

（3）投加 OMPs后，EPS作为营养物质被利用

消耗，提供能量，维持代谢，总浓度显著下降；

PN/PS比下降，不利于 OMPs的降解。随着微生

物逐渐适应，EPS分泌增加（特别是紧密结合态蛋

白）以抵御 OMPs胁迫。

（4）OMPs通过抑制反硝化生物膜的电子传递

过程降低反硝化速率。电子传递链上的复合物

Ⅲ、细胞色素 c活性显著降低，电子传递的有效性

降低。
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