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A namm ox 反应器的启动及其菌群演变的研究
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摘　要: 为了研究工艺条件对反应器内微生物多样性的影响, 该论文采用城市污水处理厂活性污泥接种, 通过培育硝化污

泥, 进行了启动厌氧氨氧化 (A nammox) 反应器的试验, 并对启动过程中细菌的多样性变化作了跟踪研究。研究结果表明,

以好氧活性污泥作为接种物, 可成功地培育硝化生物膜; 通过反应器运行条件的控制, 硝化生物膜可从进行好氧氨氧化反

应过渡到进行厌氧氨氧化反应。在此过程中, 异养型细菌的数量大幅度下降, 硝化细菌、反硝化细菌和厌氧氨氧化细菌的数

量增大, 推测它们都与厌氧氨氧化作用有关。运用 PCR 2D GGE 技术证明, 随着反应器运行时间的延长, 菌群发生明显变化

并呈现简化趋势。
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0　引　言

随着工农业生产的发展和人民生活水平的提高, 特

别是随着各种“菜篮子工程”的实施, 中国果蔬种植、鱼

贝水产和畜禽养殖迅猛扩张, 含氮有机物的排放量急剧

增加。氮素污染所致的水体富营养化触目惊心, 湖泊“水

华”及近海“赤潮”时有发生, 越演越烈。水体富营养化已

危害农业、渔业、旅游业等诸多行业, 并对饮水卫生和食

品安全构成巨大威胁[ 1 ]。

对于氮素污染的治理, 生物脱氮是最为经济有效的

治理技术。厌氧氨氧化 (A naerob ic amm on ia ox ida t ion,

A namm ox) 是在厌氧氨氧化菌的作用下以氨 (N H +
4 ) 为

电子供体, 亚硝酸盐 (NO -
2 ) 为电子受体, 生成N 2 的生

物反应。由于厌氧氨氧化过程能同时去除氨和亚硝酸

盐, 且无需外加有机碳源, 与传统的脱氮工艺相比节省

40% 的运行费用, 因此, 在环境工程上具有较高的开发

价值[ 1- 3 ]。但是, 由于厌氧氨氧化菌生长缓慢, 倍增时间

长达 11 d [ 4 ] , 菌体扩增成了该工艺进一步开发的瓶颈。

厌氧氨氧化 (A namm ox) 反应器的启动过程实质上

是厌氧氨氧化菌的活化和扩增过程, 对装置投入正常工

作举足轻重。探明启动过程中菌群的动态变化, 无疑有

助于采取适当措施, 促进厌氧氨氧化菌生长, 提高反应

器效能。本文拟通过对A namm ox 反应器的启动过程及

其生物种群演变规律的研究, 搞清工艺条件对反应器内

微生物多样性的影响, 为设计和操作提供依据。

1　材料与方法

1. 1　接种污泥与实验装置

原始接种污泥取自某污水处理厂曝气池的好氧活

性污泥, 部分污泥性状为: T SS (总悬浮固体) 39. 87

göL , V SS (挥发性悬浮固体 ) 15. 6 göL , V SSöT SS

39. 12% , pH 6. 94。

试验所用的反应器由玻璃制成, 总容积 2. 0 L , 有

效容积 1. 7 L。反应器内充以软性填料作为活性污泥附

着生长的介质, 污泥接种量 1000 mL。进水采用污泥压

滤液, 由蠕动泵泵入反应器底部。整个反应器以黑布包

裹, 以避免光对厌氧氨氧化菌的抑制作用。反应器置于

30℃恒温室中连续运行。A namm ox 反应器的装置与流

程如图 1 所示。

图 1　厌氧氨氧化反应器系统

F ig. 1　A nammox b iofilm reacto r system

1. 2　反应器的启动与运行

将好氧活性污泥接种于反应器中, 用曝气头充氧,

通过调节污泥压滤液N H +
4 2N 浓度来富集培养硝化细

菌。在生物膜反应器内富集一定量的硝化细菌后, 停止

曝气, 用橡皮塞密封反应器, 并用氩气驱除基质中的溶

解氧 (DO ) , 使其转变为厌氧状态。然后, 调节污泥压滤
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液中 N H +
4 2N 和 NO -

2 2N 浓度比 (1∶1～ 1. 3) , 启动

A namm ox 反应器。

1. 3　四个相关菌群的M PN (最大可能数)法计数

A namm ox 细菌培养基[ 5 ]: 参照V an de Graaf 的配

方 (göL ) , KHCO 3 1. 25; N aH 2PO 4 0. 05;M gSO 4·7H 2O

0. 2; CaC l2·2H 2O 0. 3; 微 量 元 素 2 mL , 另 加 10

mm o löL N H +
4 2N 和 10 mm o löL NO -

2 2N。试管装液量

10 mL ö管。以杜氏小管产生气泡作为阳性的判据。

反硝化菌培养基[ 6 ]: 采用酒石酸钾钠硝酸盐培养

基, 试管装液量 10 mL ö管。以杜氏小管产生气泡或

Griess 反应显现红色作为阳性的判据。

硝化菌培养基[ 4 ]: 参照 V an de Graaf 的配方

(göL ) , 另 加 30 mm o löL N H +
4 2N。 试 管 装 液 量 5

mL ö管。以 Griess 反应显现红色或浓H 2SO 42二苯胺反

应显现蓝色作为阳性的判据。

异养菌培养基[ 7 ]: 采用葡萄糖牛肉膏蛋白胨培养

基, 试管装液量 10 mL ö管。以培养液变为浑浊或出现菌

膜作为阳性的判据。

1. 4　微生物种群多样性检测

1) DNA 抽提

从反应器中取出污泥, 用H epes (N 222羟乙基哌嗪2
N 222乙磺酸) öKHCO 3 (75 mm o l·L - 1ö5 mm o l·L - 1 )

缓冲液清洗 3 次, 去除残留基质, 用玻璃匀浆器破碎污

泥菌胶团, 再用H epesöKHCO 3 缓冲液浸泡。用K717 试

剂盒提取, 方法参照供货商说明。

2) PCR 扩增

采用 PCR (聚合磷酸酶链式反应) 对DNA 提取物

进行扩增, 所用的反应体系为 50 ΛL 体系 (缓冲液 5

ΛL ;M g2+ 溶液 3 ΛL ; dN T P 4 ΛL ; 正向引物 3 ΛL ; 反向

引物 3 ΛL ; 模板 3 ΛL ; T aq 酶液 0. 6 ΛL ; 重蒸水

28. 4 ΛL。

PCR 扩增所用的通用引物对为: 338F ( 5′2CGC

CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG

GCA CGG GGG GA C TCC TA C GGG A GG CA G

CA G23′) 和 518R (5′2A T T A CC GCG GCT GCT GG2
3′) [ 8 ]; PCR 扩增的条件: 94℃ 5 m in→94℃ 1 m in; 53℃

1 m in; 72℃ 2 m in; 30 个循环→72℃ 5 m in。

3) 变性梯度凝胶电泳

先将耐高温玻璃板洗净晾干, 再用酒精擦净制胶

面, 然后进行如下操作。

1) 制胶: 用聚丙烯酰胺胶体, 制作 0. 75 mm 厚, 16

cm ×10 cm 的胶板。采用浓度为 10% 聚丙烯酰胺变性

梯度胶, 其内添加 10%A PS (过硫酸铵) 80 ΛL , T EM ED

(N ,N ,N ′,N ′2四甲基乙二胺) 溶液 15 ΛL。设定的变性

剂浓度梯度范围为 33. 8%～ 50. 0%。(变性聚丙烯酰胺

含 7 m o löL 尿素和 40% (vöv)甲酰胺)。

2) 点样: 将 15～ 20 ΛL 加样缓冲液与 30 ΛL PCR

扩增物混合后, 点样。

3) 电泳: 在温度 60℃和电压 155 V 的条件下, 于 1

×TA E 缓冲液中电泳 330 m in (注意保持缓冲液的液面

介于“R unn ing”和“M ax”之间)。

4) 染色: ①用 10% 乙酸固定 20 m in; ②1% HNO 3

浸泡 10 m in (准确定时) , 固定DNA ; ③用蒸馏水冲洗

三 次, 5 m inö次; ④ 500 ΛL 甲 醛ö1000 mL 0. 2%

A gNO 3, 在暗室内用摇床振荡 20 m in; ⑤用双蒸水洗涤

10 s 后取出; ⑥250 ΛL 甲醛ö1000 mL 2. 5% N a2CO 3 显

色, 直至看清条带; ⑦在蒸馏水中浸泡漂洗。

5) 成像: 使用B IO 2RAD 公司的专用拍照软件成

像。

1. 5　测试项目与方法

1) N H +
4 2N : 水杨酸2次氯酸盐光度法[ 9 ]。

2) NO -
2 2N : N 2(12萘基) 2乙二胺光度法[ 9 ]。

3) T SS 和V SS: 重量法[ 9 ]。

4) pH: pH S29v 型酸度计。

2　结果与分析

2. 1　硝化污泥的富集培育

硝化工艺多用于城市污水厂的脱氮处理, 城市污水

中的N H +
+ 2N 浓度不高, 通常为 30～ 50 m göL。然而, 厌

氧氨氧化工艺的特色则在于它能处理高浓度含氨废水。

因此, 以城市污水厂活性污泥作为接种物富集硝化污泥

时, 应使培养物能够耐受较高的氨浓度。鉴于这种情况,

本文直接采用实际废水 (N H +
4 2N 浓度为 50～ 140

m göL )运行生物反应器, 进行硝化细菌的培育。在水力

停留时间 (HR T ) 为 1 d 的条件下, 运行初期, 氨氮去除

率波动较大; 运行 9 d 后, 氨氮去除率稳定在 95% 以上

(图 2)。运行至第 10 d, 反应器容积氨氮负荷达 130. 96

m göL ·d, 容积氨氮去除率达 130. 19 m göL ·d (图 3) ,

氨氮去除率达 99% , 出水氨氮浓度为 0. 77 m göL (图

2)。经过 20 多天的培养, 反应器效能稳定, 生物膜逐渐

成熟。由此推断, 反应器中的硝化细菌得到活化和富集。

图 2　富集培育硝化污泥阶段反应器运行性能

F ig. 2　R eacto r perfo rm ance du ring cu lt ivat ion

of n itrifying sludge

2. 2　A namm ox 反应器的启动运行

业已研究证明, 一些好氧氨氧化菌具有基质多样性

和代谢多样性, 它们不仅能利用氨和氧进行硝化作用

(好氧氨氧化) , 也能利用氢和有机物进行反硝化作用,

特别值得一提的是, 它们还能利用氨进行硝酸盐的还原

(即厌氧氨氧化) [ 10 ]。鉴于此, 本课题拟通过反应器运行

条件的控制, 即首先启动好氧的硝化反应器, 培育好硝
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化污泥, 然后将反应器由好氧运行转变成厌氧运行, 使

反应器内以硝化反应为主逐渐转变为以厌氧氨氧化反

应为主。在转变初期, 氨氮和亚硝氮的去除率均不稳定。

运行到 17d～ 22d, 氨氮和亚硝氮去除率大幅度降低, 但

随后迅速升高并稳定在较高的水平。在整个启动运行期

间, 氨氮和亚硝氮的平均去除率分别为 88. 02% 和

90. 53% (图 4 和图 5)。

图 3　富集培育硝化污泥阶段反应器容积效率

F ig. 3　V o lum etric efficiency of reacto r du ring

cu lt ivat ion of n itrifying sludge

图 4　启动厌氧氨氧化后反应器的氨去除性能

F ig. 4　Ammonia removal perfo rm ance of reacto r

du ring anaerob ic ammon ia ox idat ion

图 5　启动厌氧氨氧化后反应器的亚硝氮去除性能

F ig. 5　N itrite removal perfo rm ance of reacto r

du ring anaerob ic ammon ia ox idat ion

氨氮与亚硝氮的同时消失是厌氧氨氧化的重要特

性, 可作为厌氧氨氧化的重要判据[ 1 ]。在A namm ox 反

应器启动初期, 测得的平均氨氮和亚硝氮去除比为

1∶0. 02, 且没有明显的规律, 说明厌氧氨氧化还没有成

为反应器中的主导反应。运行 30 d 以后, 氨氮和亚硝氮

去除比提高到 1∶ (0. 9～ 1. 4) , 处于文献报道的特征值

1∶ (1. 2±0. 2) 范围内[ 4 ] , 说明厌氧氨氧化已成为反应

器中主导反应。此时观察到, 生物膜由原来的黑褐色渐

渐变为浅红色, 且随着运行时间的延长, 红色逐渐加深,

这与厌氧氨氧化菌含有丰富的细胞色素 c 而呈红色相

吻合[ 11 ]。

2. 3　反应器中细菌种群数量的检测

为了了解反应器启动过程中的微生物动态变化, 在

几个转型期, 对反应器内的代表性细菌种群数量进行了

检测。由表 1 结果可知, 接种污泥投入反应器后, 随着反

应器启动过程的推进, 异养菌的数量逐渐降低, 在培育

硝化污泥阶段, 由 1. 1× 109 个ömL 降至 9. 5× 107

个ömL , 在厌氧氨氧化阶段, 继续从 9. 5×107 个ömL 降

至 4. 5×106 个ömL。在整个运行过程中, 硝化细菌虽有

增加, 但增幅不大。在培育硝化污泥阶段, 反硝化细菌增

加一倍, 从 1. 5×105 个ömL 提高到 3. 0×105 个ömL ,

在厌氧氨氧化阶段, 反硝化细菌继续增加一个数量级,

从 3. 0×105 个ömL 提高到 2. 5×106 个ömL。在接种污

泥中, 没有检出厌氧氨氧化菌, 通过培育硝化污泥阶段,

厌氧氨氧化菌数量由 0 增加到 0. 3×103 个ömL , 再经

厌氧氨氧化阶段, 厌氧氨氧化菌数量增加到 0. 4×103

个ömL。在所检测的 4 个菌群中, 除异养菌外, 其它 3 个

菌群都显示了增加的趋势。综合考虑启动进程和菌群变

化, 推测后 3 个菌群都与厌氧氨氧化作用有关。
表 1　不同运行时期四个菌群的数量检测结果

T ab le 1　M easu red resu lts of the num ber of fou r bacteria l

co lon ies in differen t operat ional phases

反应器运行阶段 异养菌 硝化细菌 反硝化细菌 A nammox 菌

培育硝化污泥 1. 1×109 3. 0×106 1. 5×105 0

A nammox 启动成功 9. 5×107 4. 5×106 3. 0×105 0. 3×103

A nammox 稳态运行 4. 5×106 7. 5×106 2. 5×106 0. 4×103

2. 4　反应器中种群多样性的检测

本课题采用 PCR 2D GGE (聚合酶链反应2变性梯度

胶凝电泳)技术, 以细菌通用引物, 对A namm ox 反应器

系统中的种群多样性进行了监测。对刚完成启动 (图 6

条带 1)、完成启动后运行 3. 5 个月 (图 6 条带 2)和运行

7 个月 (图 6 条带 3) 的A namm ox 污泥所做的分析结果

表明, 随着反应器运行过程的延长, 其中的菌群发生明

显的变化, 具有箭头A 和D 所指的条带特征的菌群得

到有效富集, 而具有箭头B、C、E 和 F 所指的条带特征

的菌群则渐遭淘汰, 菌群组成呈现简化的趋势。

　　　　　　条带 1: 刚完成厌氧氨氧化启动

　　　　　　条带 2: 完成启动后运行 3 个半月

　　　　　　条带 3: 完成启动后运行 7 个月

　　　　　　箭头: 有明显变化的泳带

图 6　A nammox 反应器内DNA 的 PCR 2D GGE 分析
F ig. 6　PCR2D GGE (po lym erase chain reaction2denaturing gradien t

gel electropho resis) analysis of the DNA from anammox reacto r
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3　结论与讨论

采用城市污水处理厂的好氧活性污泥作为接种物,

可成功地培育硝化生物膜; 通过对反应器运行条件的控

制, 硝化生物膜可从进行好氧氨氧化反应过渡到进行厌

氧氨氧化反应。

从生物反应器开始运行到硝化生物膜培育成熟, 再

由硝化反应转变为厌氧氨氧化反应的过程中, 异养型细

菌的数量大幅度下降, 硝化细菌、反硝化细菌和厌氧氨

氧化细菌的数量均有不同程度的增加。这些菌群数量的

增加与反应器效能的提高相吻合, 推测它们都与厌氧氨

氧化作用有关。

运用 PCR 2D GGE 技术, 对厌氧氨氧化反应器系统

中的细菌种群变化进行了跟踪研究。结果表明, 随着反

应器运行时间的延长, 菌群发生明显变化并呈现简化趋

势。
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Start-up of anamm ox reactor and evolvem en t of bacter ia l colon ies
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Abstract: T he n it rif ica t ion b iofilm w as cu lt iva ted w ith the act iva ted sludge from m un icipa l w astew ater t rea tm en t

p lan t. U nder con tro lled condit ion s the n it rif ica t ion b iofilm w as successfu lly tran sit ted from n itrif ica t ion to

anaerob ic amm on ia ox ida t ion (A namm ox ). D u ring the w ho le p rocess the num ber of hetero troph ic bacteria

decreased, bu t the num ber of n it rify ing bacteria, den it rify ing bacteria and anamm ox bacteria increased. T he

increase of th ree bacteria l co lon ies w as suppo sed to rela te to anamm ox. T he resu lt from PCR 2D GGE (po lym erase

cha in react ion2denatu ring grad ien t gel electropho resis) ana lysis show ed tha t the bacteria l co lon ies obviou sly

changed and the bacteria l b iod iversity becam e poo rer as the opera t ion t im e of the anamm ox b io reacto r w en t on.

Key words: n it rif ica t ion; anaerob ic amm on ia ox ida t ion (A namm ax ) ; bacteria l b iod iversity; dena tu ring grad ien t

gel electropho resis (D GGE)
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