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选择性抑制技术测定活性污泥细菌、真菌活性分布的

适用性分析

李志华，刘芳，郭强，谭周权，吴杰，张婷，王晓昌

( 西安建筑科技大学环境与市政工程学院，西北水资源与环境生态教育部重点实验室，西安 710055)

摘要:以葡萄糖为唯一碳源，采用放线菌酮和硫酸链霉素作为真菌、细菌抗生素以抑制其活性，以基质诱导耗氧速率为考察指

标，以好氧污泥、土壤污泥以及厌氧污泥为研究对象，对选择性抑制技术测定活性污泥中细菌、真菌分布的适用性进行了系统

评估 . 随抗生素的投加，好氧污泥和土壤污泥的耗氧速率减小，厌氧污泥的耗氧速率反而增大，此方法对 厌 氧 污 泥 不 适 用 . 当

放 线菌酮为 1 mg / g、硫酸链霉素为 2 mg / g时，抗生素对好氧污泥的抑制功效即 D 值为 1，但并不能通过改变投药量使土壤污泥

D 值接近于 1，说明所用抗生素对好氧污泥活性具有选择性抑制 作 用，而 对 土 壤 污 泥 活 性 抑 制 不 具 选 择 性 . 结 果 表 明，选 择 性

抑制技术能够用于测定好氧活性污泥中细菌和真菌的数量分布，但也存在着抗生素抑制作用失效、不完全抑制和实验结果精

确度不高等问题，因此需要在抗生素选择、微生物活性指标选择等方面进行更深入的研究 .
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Feasibility of Antibiotic Selective Inhibition Method Applied for Measuring
Bacterial and Fungal Activities Distribution in Activated Sludge
LI Zhi-hua，LIU Fang，GUO Qiang，TAN Zhou-quan，WU Jie，ZHANG Ting，WANG Xiao-chang
(Key Laboratory of Northwest Water Resources，Environment and Ecology，Ministry of Education，School of Environmental and

Municipal Engineering，Xi'an University of Architecture and Technology，Xi'an 710055，China)

Abstract:The study evaluated the selective inhibition method for measuring the fungal and bacterial distribution in the activated sludge，

using glucose as sole carbon source，and cycloheximide and streptomycin as bactericide and fungicide，respectively，substrate-induced
oxygen uptake rate (OUR) as bioactivity index. Three samples were examined，i. e. ，aerobic sludge in a wastewater treatment plant，
soils and anaerobic sludge. As selective microbial biocides were applied，the OUR of aerobic and soils sludge reduced，whereas the
OUR of anaerobic sludge was stimulated. When 1 mg / g cycloheximide and 2 mg / g streptomycin were applied，the inhibition index D of
aerobic sludge was approximatelly 1; however，the values of D for soils were greater than 1 at all the dosages of bactericide or fungicide
applied in this study. These results suggested that the antibiotics used in this study could selectively inhibit aerobic sludge and partially
inhibit the soils. It was found that the selective inhibition method was suitable for aerobic sludge analysis，but encountered problems for
the other samples，e. g. ，failure inhibition effect of antibiotic，partial inhibition and low accuracy. Further studies are therefore needed
in the selection of antibiotic and microbial activity parameter.
Key words:oxygen uptake rate(OUR) ; biological activity; selective inhibition method; bacterial and fungal activity distribution

在当前污水处理领域中，活性污泥法是应用最

为广泛的技术之一 . 活性污泥中的细菌和真菌在废

水的生物处理中起着重要作用，其中细菌是污水净

化的主要承担者，但真菌也具有分解碳水化合物、脂
肪、蛋白质及其他含氮化合物的功能 . 真菌还能用于

处理特异性废水或污染物，例如在含有木质素等难

降解有机废水、农药废水、含油废水、军工业废水、造
纸废水、染料废水处理及生化污泥处理后上清液的

脱色等方面，真 菌 都 发 挥 着 其 独 特 的 降 解 作 用
［1］.

但真菌若大量异常增殖会引发污泥膨胀现象，丝状

菌的异常 繁 殖 是 污 泥 膨 胀 的 主 要 诱 因 之 一
［2］. 因

此，了解活性污泥中细菌、真菌的分布具有重要的实

际意义 .

测定活性污泥中微生物生物量的方法有传统的

平板培养法和分子生物学方法 . 这 2 种方法在实际

应用时都存在许多不足，一方面，活性污泥中生存的

主要微生物群落不一定都能用培养的方法分析;另

一方面，分子生物学方法得出的是总生物量，不仅包

括活菌数也包括死菌数，不能检测分辨微生物的活
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性
［3，4］. 而对于活性污泥处理工艺而言，微生物的活

性比生物量更具有实际意义，活性污泥的生物活性

代表了活性污泥中微生物的生长状态和对底物的降

解能力，直接反映微生物状态的微观参数有三磷酸

腺苷(ATP)、脱氢酶活性、脱氧核糖核酸及耗氧速率

(OUR) 等
［5］. 由于耗氧速率的检测装置和检测方法

较为简单方便，是目前普遍用于描述生物活性的方

法，因此，本实验采用测定耗氧速率来评价污泥微生

物的代谢活性 .
Anderson 等

［6，7］
提出的选择性呼吸抑制技术一

般用于测定土壤细菌、真菌的生物量，即向土壤中加

入易分解的有机物，如葡萄糖，则微生物的呼吸量在

极短时 间 内 迅 速 增 加，并 可 维 持 近 2 ～ 8 h 没 有 变

化，这时的呼吸量与土壤原有的微生物生物量之间

存在直线关系，又称为基质诱导呼吸量，可作为土壤

生物生物量的指标 . 如果在加入基质的同时，向土壤

中加入细菌或真菌抗生素，基质诱导呼吸就会受到

选择性的抑制，使土壤中细菌和真菌的生物量被分

别测量出来 . 放线菌酮仅抑制含有 80S RNA 细胞的

蛋白质合成，真核细胞中含有 80S RNA，所以放线菌

酮对真菌、藻类及原生动物起作用 . 一般活性污泥中

藻类和原生动物的生物量较少，在此实验中忽略不

计 . 硫酸链霉素抑制含有 70S RNA 和 80S RNA 细胞

的蛋白质合成，原 核 生 物 细 胞 中 仅 有 70S RNA，所

以链霉素 不 仅 对 细 菌 起 作 用，而 且 对 真 菌 也 起 作

用
［8 ～ 13］. 在运用基质诱导呼吸技术检测土壤微生物

量时，有研究发 现 在 一 定 的 用 量 范 围，放 线 菌 酮 只

抑制真 菌 的 生 长，对 细 菌 和 放 线 菌 的 生 长 没 有 影

响
［7，8，14］;而链霉素只抑制细菌和放线菌的生长，对

真菌的生长没有影响 .
国内外许多学者已成功地运用选择性抑制技术

检测得到各种土壤细菌和真菌的分布
［15 ～ 17］，而将此

方法运用到水环境中，检测水环境中细菌和真菌分

布却鲜有报道 . 为此，本研究将活性污泥耗氧速率的

检测方法和选择性抑制技术结合起来，采用细菌、真
菌抗生素作为抑制细菌、真菌的手段，选择不同类型

的活性污泥作为对象，进行了系统的实验，旨在评估

选择性基质诱导耗氧速率抑制技术对于研究水环境

( 活性污泥) 中细菌和真菌分布的适用性，并针对该

技术存在的缺陷提出改进措施 .

1 材料与方法

1. 1 实验材料

分别取 3 种 供 试 材 料:1 号 污 泥 取 自 西 安 市 某

污水处理厂二沉池回流污泥，该污水厂采用的是 A /
A /O 工艺即好氧污泥 . 2 号污泥即土壤污泥，取自大

树下落叶覆盖的 0 ～ 10 cm 土层土壤，采集的湿土立

即过 2 mm 筛，去掉大部分的植物残体和 可 见 的 土

壤动物，筛后土壤用纯水浸泡，调节湿度与活性污泥

相近，再过 2 ～ 3 次 2 mm 筛，得到类 似 活 性 污 泥 的

混合均匀的土壤污泥 . 3 号污泥取自实验室 SBR 真

菌驯化厌氧反应器即厌氧污泥，接种污泥为污水厂

活性污泥与落叶覆盖土壤浸泡上清液，一周期 12 h，

进水 5 min，搅拌 10. 5 h，沉淀 55 min，出水 30 min，

搅拌速度 45 r /min. 3 种污泥取样后立即分析 .
本实验以葡萄糖为唯一碳源，以放线菌酮和硫

酸链霉素分别作为真菌和细菌抗生素，其中葡萄糖

充氧至饱和 . 葡萄糖、放线菌酮和硫酸链霉素浓度分

别为2 000、1 000和5 000 mg /L.
1. 2 选择性基质诱导 OUR 的测定

用量筒取一定体积的活性污泥倒入装有搅拌棒

的 BOD 测定瓶中，分别加入葡 萄 糖、葡 萄 糖 + 硫 酸

链霉 素、葡 萄 糖 + 放 线 菌 酮 . 将 BOD 测 定 瓶 置 于

20℃ 恒温水浴中，开动电磁搅拌器，待稳定后读数并

记录溶氧值，每 隔 1 min 读 数 1 次 . 待 溶 解 氧 (DO)

降至 1 mg /L时停止测定，整个测定过程控制在 10 ～
30 min. 仅加入 葡 萄 糖 测 得 的 耗 氧 速 率 为 常 规 耗 氧

速率，代表 活 性 污 泥 中 总 微 生 物 的 代 谢 活 性，用 A
表示;加入葡萄糖和硫酸链霉素测得的是真菌基质

诱导耗氧速率，代表真菌的数量分布，用 F 表示;加

入葡萄糖和放线菌酮测得的是细菌基质诱导耗氧速

率，代表 细 菌 数 量 分 布，用 B 表 示 . 根 据 所 测 得 的

A、F 及 B 值，按 照 下 式 计 算 抗 生 素 的 抑 制 功 效

D［15，18］:

D = 真菌耗氧速率 F + 细菌耗氧速率 B
常规耗氧速率 A

2 结果与讨论

2. 1 抗生素对污泥耗氧速率的选择抑制作用

图 1 显示了 3 种污泥的耗氧速率随抗生素加入

的变化情况 . 可以看出，抗生素对好氧污泥和土壤污

泥都产生了一定的抑制作用，耗氧速率随抗生素的

加入而减小［图 1( a)、1( b) ］，但对厌氧污泥却产生

了刺激 效 应，其 耗 氧 速 率 反 而 比 常 规 耗 氧 速 率 高

［图 1( c) ］. 原因可能在于，本实验在测试过程中采

用了充满饱和溶解氧的基质进而改变了其原来的厌

氧环境，因此 OUR 测试技术无法准确表征其微生物

活性，选择性耗氧速率抑制技术不适用于厌氧污泥 .
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可考虑用三磷酸腺苷(ATP)、脱氢酶活性、脱氧核糖

核酸代替耗氧速率作为污泥活性指标，如可将选择

性抑制技术与脱氢酶活性结合来确定厌氧污泥中细

菌和真菌的分布 .

图 1 3 种污泥抗生素加入量与基质诱导耗氧速率的关系

Fig. 1 Relationship between antibiotic addition and substrate-induced OUR for three kinds of sludge

不同抗生素剂量条件下的 D 值和真菌 /细菌值

(F /B) 如表 1、表 2 所示，其中抗生素的投加量以每

g 污泥中所投 加 的 抗 生 素 质 量 计 . D 表 示 抗 生 素 对

污泥活性的抑制功效，D = 1 说明抗生素对污泥中

细菌、真菌耗氧速率具有选择性抑制作用，能很好地

将污泥中真菌、细菌活性区分开;1 < D < 2 说明抗生

素对污泥中细菌、真菌耗氧速率只产生部分抑制，真

菌和细菌活性 部 分 重 叠;而 D < 1 说 明 抗 生 素 对 真

菌或细菌耗氧速率的抑制作用不具有选择性
［16，18］.

好氧污泥 D 值的变化范围为 0. 69 ～ 1. 10，平均值为

0. 92( 表 1) ，表明抗生素对好氧污泥真菌、细菌活性

具有选择性抑制作用，而土壤 污 泥 D 值 平 均 为 1. 6
> 1( 表 2) ，表明对 F、B 测试值有贡献 的 微 生 物 种

群出现了叠加，抗生素对本实验所采用的土壤污泥

只产生部分抑制 . 另外，从表 1、表 2 也可看出，硫酸

链霉素和放线菌酮不同的投加量组合对同一污泥会

得出不 同 的 F /B 值 . 以 好 氧 污 泥 为 例，分 析 D 与

F /B值之间的关 系，如 图 2 所 示，D 值 一 定 时，F /B
可有不同的取值，但两者之间具有良好的相关性，即

D 值相近时 其 F /B 值 亦 相 近 . 因 此，虽 然 运 用 选 择

性耗氧速率抑制技术得出的结果精确度不高，但还

是可用于估计活性污泥中真菌与细菌的分布，具有

一定的应用价值 .
该方法在应 用 时 首 先 应 通 过 D 值 确 定 其 选 择

抑制的功效，如能通过改变投药量使 D ≈ 1，说明方

法适用( 如本 实 验 中 的 好 氧 污 泥 ) . 当 1 < D < 2 时

( 土壤污泥) ，说 明 抗 生 素 只 对 部 分 真 菌、细 菌 产 生

抑制作用 . 此时，方法是否适用取决于其微生物种群

结构是否满足对抗生素敏感的细菌 /真菌值与不敏

感 部 分 细 菌 /真 菌 值 相 同 这 一 假 设 条 件
［6，7］，若 满

表 1 真菌和细菌生物量比例的测定( 好氧污泥)

Table 1 Measurement of ratios of fungal and bacterial

biomass for aerobic sludge

放线菌酮投加量

/mg·g － 1

硫酸链霉素投加量

/mg·g － 1 D F /B

1. 0 1. 0 1. 05 0. 77
1. 0 2. 0 1. 00 0. 68
1. 0 3. 0 0. 79 0. 33
1. 0 4. 0 0. 97 0. 63
2. 0 1. 0 1. 10 0. 71
2. 0 2. 0 1. 05 0. 63
2. 0 3. 0 0. 83 0. 30
2. 0 4. 0 1. 02 0. 58
3. 0 1. 0 0. 99 0. 85
3. 0 2. 0 0. 94 0. 76
3. 0 3. 0 0. 73 0. 36
3. 0 4. 0 0. 91 0. 70
4. 0 1. 0 0. 95 0. 92
4. 0 2. 0 0. 90 0. 82
4. 0 3. 0 0. 69 0. 39
4. 0 4. 0 0. 87 0. 76

表 2 真菌和细菌生物量比例的测定( 土壤污泥)

Table 2 Measurement of ratios of fungal and

bacterial biomass for soil sludge

硫酸链霉素投加量

/mg·g － 1

放线菌酮投加量

/mg·g － 1 D F /B

0. 6 0. 2 1. 60 0. 92
0. 6 1. 0 1. 56 0. 96
0. 6 2. 0 1. 59 0. 94
0. 6 4. 0 1. 61 0. 91
4. 0 0. 2 1. 61 0. 94
4. 0 1. 0 1. 58 0. 98
4. 0 2. 0 1. 60 0. 95
4. 0 4. 0 1. 62 0. 92

足，则得出的 F /B 值 具 代 表 性 . 但 目 前 尚 没 有 证 明

这一假设是否满足的有力途径，因此，对于产生部分
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图 2 F /B 值与 D 之间的关系( 好氧污泥)

Fig. 2 Relationship between F /B and D for aerobic sludge

抑制作用的污泥，此方法只能作为参考，需要结合其

他方法如直接镜检、细胞成分分析等，以检查结果的

准确 性
［18］，或 考 虑 采 用 其 他 检 测 微 生 物 分 布 的

方法 .
2. 2 抗生素类型及其剂量对污泥耗氧速率的抑制

作用

图 3 描述了硫酸链霉素和放线菌酮及其投加量

对 D 值的影响 . 可 以 看 出，不 同 的 抗 生 素 对 D 值 的

影响方式不一样，且抗生素剂量不同会得出不同的

D 值 . 放线菌酮剂量对好氧污泥 D 值几乎没有影响

［图 3( a) ］，在整个投药量范围内(1 ～ 4 mg / g) 都能

使其值接近于 1，但对土壤污泥 D 值影响较大［图 3

图 3 抗生素加入量与 D 值之间的关系

Fig. 3 Relationship between antibiotic dosages and D

(b) ］，不同投加量产生不同 D 值 . 而硫酸链霉素剂

量对土壤污泥 D 值影响 较 小［图 3 ( b) ］，反 而 对 好

氧污泥影响较 大［图 3 ( a) ］. 可 根 据 抗 生 素 加 入 量

与 D 之间的关系，判断抗生素的适用性 . 如图 3( a) ，

虽然硫酸链霉素对好氧污泥 D 值影响较大，但能通

过改变其投加量使 D ≈ 1，说明硫酸链霉素同放线

菌酮一样也适用于实验采用的好氧污泥 . 但对于土

壤污泥，如图 3( b) ，放线菌酮在整个投药范围内都

不能使其 D 值达到 1，说明放线菌酮对实验采用的

土壤污泥不适用，此时可考虑采用其他抗生素代替

放线菌酮作为真菌抑制剂 . 常用的真菌抑制剂还有

克菌丹等，常用的细菌抑制剂还有氯霉素、青霉素、

四环素和卡那霉素等
［18 ～ 20］.

在确定方法的适用性之后，还需根据 D 值找到

最佳投药量
［17，18］. 在运用选择性呼吸抑制技术测定

土壤真菌、细菌分布时，Anderson 等
［7］

认为分别加药

抑制率与混合加药抑制率相当时的投药量为最佳投

药量，而 West［14］
认 为 无 论 抑 制 作 用 是 否 具 有 选 择

性，抗生素的抑制率达到最大时测得的细菌、真菌比

值最为准确 . 根据本实验情况，1 < D < 2 产生的是部

分抑制，得出 F /B 值可能并不能代表全部微生物中

真菌、细 菌 分 布;D < 1 时，抗 生 素 产 生 非 选 择 性 抑

制;只有当 D = 1 时，抗 生 素 既 不 会 对 污 泥 中 真 菌、

细菌活性产生非选择性抑制，同时真菌、细菌活性又

不会重叠，得出的 F /B 值能比较准确地反映污泥中

真菌与细菌的 分 布，因 此 采 用 D = 1 时 的 投 药 量 为

最佳投药量 . 如表 1 所示，好氧污泥 D = 1 时的投药

量为:放线菌酮 1 mg / g，硫酸链霉素 2 mg / g，即为最

佳投药量，此时 F /B 值为 0. 68，说明 城 市 污 水 厂 好

氧污泥中细菌是污泥活性主体 .

3 结论

(1) 选择性耗氧速率抑制技术能够用于检测活

性污泥中细菌和真菌的数量分布，具有一定的实际
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应用价值，但在运用时会遇到如抗生素抑制作用失

效、不完全抑制等问题，且得出的结果精确度不高，

只能用于估计同种活性污泥中真菌、细菌分布，而不

能用来检测微生物种群结构的微小变化，需同时结

合其他方法，以检查结果的准确性 .
(2) 根据 D 值判断抗生素的抑制功效及确定最

佳投药量，如果能通过改变投药量使 D = 1，说明方

法适用，且以 D = 1 时 的 投 药 量 为 最 佳 投 药 量 计 算

F /B 值 . 如果通过改变投药量不能使 D = 1，则说明

抗生素不适用，可考虑使用硫酸链霉素、放线菌酮之

外的细菌、真菌抗生素 . 如可用克菌丹等代替放线菌

酮作为真菌抗生素，用青霉素、氯霉素、四环素等代

替硫酸链霉 素 作 为 细 菌 抗 生 素 . 另 外，对 于 厌 氧 污

泥，抗生素的抑制作用可能失效，此时可考虑选用耗

氧速率之外的活性指标，如将选择性抑制技术与脱

氢酶活性、三磷酸腺苷(ATP) 或脱氧核糖核酸结 合

来确定活性污泥中细菌和真菌分布 .
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