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##摘#要!#为快速筛选培养高丰度的厌氧氨氧化污泥!解决厌氧氨氧化菌培养难%倍增速率慢

的难题!采用,-./反应器富集培养厌氧氨氧化污泥!并对群落结构的演替进行了解析& 通过进水

除氧和逐步提高容积负荷的方法富集厌氧氨氧化菌!当总氮容积负荷在 '&*+ 012"3

$

'4$时!总氮

去除率和去除负荷分别约为 (%&+$5和 '&(!6 012"3

$

'4$& 扫描电镜发现反应器中的污泥群落由

短杆菌和粘性物质逐步转变成以球菌聚集体为主!呈球形或卵形!直径在 '&( 7!

!

3之间& 采用

高通量测序法对菌群结构进行检测后发现!随着厌氧氨氧化菌富集程度的增加!浮霉菌门"!"#$%&'(

)*%+&+,$含量从 !$&!5提高到 )%&65!而变形菌门"!-'&+'.#%&+-/#$则从 )(&$5降低至 "%&(5& 在

)) 4中厌氧氨氧化菌0#$1/1#&2,32+$+$/#丰度从 %&65提高至 %(&(5!实现了快速高效富集&
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##相对于传统脱氮工艺$厌氧氨氧化具有无需投

加碳源'节省 +'5以上的能源'剩余污泥产量低等

优势(!)

$在处理污泥厌氧消化液'垃圾渗滤液'养殖

业废水等高氨氮'低碳氮比废水时具有较高的脱氮

效率$此外在生活污水处理中也具有很大的发展潜

力(")

* 但是厌氧氨氧化菌的最大生长速率仅为

'&''" 6 X

9!

$倍增时间长达 !' 7!" 4

($)

$导致难以

富集培养$成为其推广应用的限制因素* 另一方面$

厌氧氨氧化菌对生长环境要求极其严苛$如 >O

(%)

'

盐度())

'有机物(+)

'亚硝态氮(6)等因素均会影响其

活性* 其中$反应器构型对厌氧氨氧化菌的截留与

富集至关重要(()

* ,-./反应器具有污泥截留能力

强'耐冲击负荷和处理效果好等优点$在反应器内部

能有效地分布底物及厌氧氨氧化菌(*)

*

笔者利用 ,-./反应器富集培养厌氧氨氧化

菌$对进水进行氮吹除氧$以保证反应器处于一个较

低的溶解氧状态$并通过逐步提高氨氮负荷的方法$

力求缩短厌氧氨氧化菌的富集培养时间$大幅提高

其丰度(!')

* 采用扫描电镜和高通量测序等技术$对

反应器内不同阶段的微生物种群变化进行分析$对

厌氧氨氧化菌富集培养过程中的脱氮特性以及厌氧

氨氧化菌的动态变化进行研究$以期为厌氧氨氧化

菌的富集培养提供更为完整的认识*

!"

材料与方法

!#!"试验废水

试验采用模拟废水$CA

c

%

9C和 CO

9

"

9C分别

由CA

%

@G和 CDCO

"

供给$浓度按需配制$其他组分

如下%dA

"

eO

%

为 ") 312N$P1.O

%

&6A

"

O为 "+'

312N$@D@G

"

为 !"' 312N$dA@O

$

为 6)$ 312N$微量

元素液
"

'

#

各 ! 3N2N* 其中$微量元素液
"

由

B>8-'=L.O

%

配制$浓度均为 ) 12N#微量元素液
#

由 B>8-'A

$

/O

%

'PE@G

"

& %A

"

O'@R.O

%

& )A

"

O'

:E.O

%

& 6A

"

O'CH@G

"

& +A

"

O'CD.LO

$

'CDPUO

%

&

"A

"

O组成$浓度分别为 !)''&'!%''&**''&")'

'&%$''&!*''&!')''&"" 12N*

!#$"试验装置

试验装置采用 ,-./反应器!见图 !"$由有机

玻璃制成$总容积为 6 N$有效容积为 ) N$装置由保

温布包裹$起到遮光和保温作用* 配水经过氮吹除

氧后$处于低溶解氧状态! f'&! 312N"* 进水和循

环水由蠕动泵连续泵至反应器底部$在上升过程中

发生厌氧氨氧化反应$生成的氮气由反应器顶部的

三相分离器的气室引出$出水由上部的溢流口流出*

前期控制进水 ^A值在 6 左右$温度为!$' g"" h*

!

"

#
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图 !"%&'(反应器示意

=H1&!#.WXL3DYHW4HD1VD3U\,-./VLDWYUV

!#)"接种污泥

接种污泥收集自某厌氧氨氧化反应器的累积排

泥!!&) N"$表观为黑色$.. 为 "&)6) 12N$a.. 为

!&+$ 12N$a..2..为 '&+$$厌氧氨氧化脱氮效率仅

为 )5左右*

!#*"样品透射电镜观察

从反应器中取样$经过固定'冲洗和脱水后$用

无水丙酮处理 "' 3HE#紧接着分别用无水乙醇 i乙

酸异戊酯j! i! 溶液及纯乙酸异戊酯进行置换$干

燥样品#待样品干燥 ( X 后$在扫描电镜铝板上$用

I/9)!?H0U"型离子溅射镀膜仪在样品表面镀一层

! )'' E3厚度的金属膜$最后用透射电镜观察*

&6"&
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!#+">C-提取和e@_扩增

取 ! 3N污泥样品$经 !$ "'' V23HE离心 !' 3HE

后$使用=DTY>C-.eIC\UV.UHG试剂盒提取* 提取

的 >C-在 CDEU4VÛ 分光光度计上测定浓度和质

量$并使用 !5琼脂糖凝胶电泳验证 >C-的完整

性* 采用e@_对 !+. V_C-的a% 区进行扩增$引物

为 )!)=和 *'6_$反应条件为%*) h预变性 " 3HE#

*) h变性 $' T')) h退火 $' T'6" h延伸 $' T$共循

环 ") 次#最后 6" h保持 ) 3HE* e@_反应体系为

"'

!

N$包括 %

!

N) k=DTYe\R /R\\LV'"

!

N4C8eT!"&)

33UG2N"''&(

!

N上下游引物!)

!

3UG2N"''&%

!

N

=DTYe\R聚合酶和 !'

!

1>C-模板*

!#,"高通量测序与O8,分类

采用IGGR3HEDPHTLb平台测序分析$测序数据经

优化后$每个样品含有 "$ 6$! 7"$ 6)) 条有效序列*

有效序列采用 _HZUTU3DG>DYDZDTLeVUlLWY!_>e"分

类$设定WRYU\\值为 )'5进行物种分类* 热图采用

AL3I!&' 绘制$冗余性分析!_>-"采用@DEUWU)&'

基于各样品中前 !' 位菌属绘制*

!#-"水质指标测定方法

CA

c

%

9C%纳氏试剂比色法#CO

9

"

9C%C9!! 9

萘基" 9乙二胺光度法#CO

9

$

9C%紫外分光光度法#

..'a..%重量法#^A值%S8S型便携式 ^A测定仪*

$"

结果与讨论

$#!",-./反应器对8C的去除

反应器的 A_8为 6 X$通过对进水进行氮吹除

氧控制溶解氧f'&! 312N* 根据底物消耗情况调整

容积负荷$考察反应器的运行性能* 根据底物的消

耗情况可将整个过程分为 $ 个阶段$即迟滞阶段'活

性提高阶段和稳定运行阶段$如图 " 所示*
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图 $"富集过程中三氮变化

=H1&"#CHYVU1LE WXDE1L4RVHE1LEVHWX3LEY

第 ! 7) 天为迟滞阶段$出水 CA

c

%

9C浓度略

低或持平于进水$CO

9

"

9C得到一定去除* 众多研

究曾报道$在该阶段出水氨氮浓度一般高于进

水(!!$!")

$这是因为微生物不能适应新环境$导致其

发生细胞自溶而释放出CA

c

%

9C

(!$)

* 推测分析$接

种污泥中含有厌氧氨氧化菌$因此在系统内同时存

在着厌氧氨氧化和溶菌作用$使得出水 CA

c

%

9C浓

度略低于进水浓度* 另一方面$反硝化菌可以利用

菌体自溶产生的有机物在兼氧条件下发生一定程度

反硝化作用(!%)

$所以在该阶段厌氧氨氧化和反硝化

的协同作用使得出水CO

9

"

9C浓度一直低于进水*

从第 + 天开始$反应器运行进入到活性提高期$

出水CA

c

%

9C浓度降低$去除率逐渐升高$在第 $!

天CA

c

%

9C去除率达到 *(5#出水CO

9

"

9C浓度先

保持稳定$之后亦不断降低$在第 $! 天 CO

9

"

9C去

除率达到 *65$出水 CO

9

$

9C浓度为 "!&+) 312N$

反应器实现了高效脱氮$表明此时厌氧氨氧化菌得

到大量富集$并不断淘洗掉反硝化菌$成为优势细

菌$厌氧氨氧化反应成为系统中主要反应* 在此阶

段$由于溶菌作用的减弱$释放的 CA

c

%

9C和有机

物减少$以及反硝化菌的淘洗$降低了异养菌脱氮作

用$CO

9

"

9C作为反硝化的电子受体消耗有所减少$

但是厌氧氨氧化菌的活性增强$即厌氧氨氧化菌逐

步适应了反应器中的水质环境(!))

*

在稳定运行阶段!$" 7!!! 4"$逐步提高进水基

质浓度并控制 CA

c

%

9C和 CO

9

"

9C的比例在 ! i

!&"+左右$CA

c

%

9C平均出水浓度为 )&% 312N$平

均去除率为 *+5$CO

9

"

9C平均出水浓度为 $&$

312N$平均去除率在 *65左右$总氮平均去除率和

平均去除负荷分别为 ("5和 '&(% 012!3

$

&4"*

,-./反应器稳定运行后$CO

9

"

9C2CA

c

%

9C

与CO

9

$

9C2CA

c

%

9C值分别为 !&$) 和 '&")$与理

论值吻合较好$说明反应器已成功启动厌氧氨氧化

反应* 有研究表明(!+)

$当进水中含有溶解氧时$氨

氧化菌!-O/"和亚硝酸盐氧化菌!CO/"可利用该

部分溶解氧氧化氨氮和亚硝态氮$从而在反应器中

存活下来$最后形成包括-O/与--O/在内的多种

功能菌群协同关系* 但是在本试验中$由于进水已

进行充分的氮吹除氧$进水桶配置有氮气包$故在反

应器运行期间$进水基本处于低溶解氧状态! f'&!

312N"* 因此从溶解氧的角度基本杜绝了 -O/'

&("&

第 $% 卷#第 !$ 期## ############

中 国 给 水 排 水
########## ##KKK&KDYLV1DTXLDY&WU3



CO/等功能菌的充分生长$从而保证厌氧氨氧化菌

在缺氧状态下进行生长$在较短时间内得到了富集*

$#$"不同时期污泥的扫描电镜分析

在不同时期反应器的去除性能见表 !$图 $ 是

与其相对应的污泥扫描电镜照片* 接种污泥中的菌

群主要由短杆菌和粘性物质组成#第 "' 天的菌群依

然存在散落的短杆菌$但是出现了少量的球状菌#第

$) 天的菌群与第 "' 天的类似$这可能是因为两次

采样间隔较短$菌群未发生明显变化#第 )) 天的菌

群以球菌聚集体为主$呈球形或卵形$直径在 '&( 7

!

!

3之间$与其他文献报道的结果类似(!6)

*

表 !"反应器不同阶段性能比较

8DZ&!#@U3̂DVHTUE U\̂LV\UV3DEWLDY4H\\LVLEYTYD1LT

时间2

4

CA

c

%

9C2

!31&N

9!

"

CO

9

"

9C2

!31&N

9!

"

进水 出水 进水 出水

CO

9

$

9C2

!31&N

9!

"

8C去

除率2

5

去除负荷2

!1&N

9!

&

4

9!

"

' %!&%+$(&++ %!&'' $%&'' *&6% '&'6 '&''' "

"' %$&*%!"&"% %!&%' %&*% $'&+* %$&*! '&!"( )

$) 6(&$' '&$" +)&'' !&%' "*&6! 6(&'6 '&$($ +

)) !$+&) (&!% !%)&'' !&'' $%&!% (%&+$ '&(!+ (

!"

!"#$

#" $% &

%$

'( )* &

%$

&( ** &

%$

图 )"%&'(反应器内不同时期污泥扫描电镜照片

=H1&$#.BPH3D1LU\TGR41LDY4H\\LVLEYTYD1LT

$#)",-./反应器微生物菌群分析

,-./中微生物菌群结构变化见图 %$其中图 %

!Z"是基于属水平的热图$通过每个属的有效序列

数取 GE 转化完成$颜色越红表明含量越高$越蓝则

表明含量越低* 从接种污泥到试验的第 )) 天$浮霉

菌门!!"#$%&')*%+&+,"含量从 !$&!5提高到 )%&65$

而变形菌门!!-'&+'.#%&+-/#"含量却从 )(&$5逐步降

至 "%&(5* 除此之外$拟杆菌门!>#%&+-'/1+&+,"'绿

弯菌门 !09"'-'6"+F/"和 G@$#;/.#%&+-/#+门的丰度在

$5 7*5之间$在各阶段总体变化不大*
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图 *"%&'(中微生物菌群结构变化

=H1&%#@XDE1LTU\3HWVUZHDG\GUVDHE ,-./

##厌氧氨氧化菌属于浮霉菌门* 本试验体系中存

在两种厌氧氨氧化菌$分别为 0#$1/1#&2,>-'%#1/#

和 0#$1/1#&2,32+$+$/#$较多研究发现这两种细菌

通常同时存在于厌氧氨氧化反应器中(!()

* 试验初

期0#$1/1#&2,>-'%#1/#!6&+5"较 0#$1/1#&2,32+$+(

$/#!%&65"丰度高$在培养驯化过程中$0#$1/1#&2,

32+$+$/#逐步占据优势$丰度增至 %(&(5$而0#$1/(

1#&2,>-'%#1/#丰度降至 $&*5* 研究发现 0#$1/1#(

&2,32+$+$/# 较 0#$1/1#&2,>-'%#1/# 对 CO

9

"

9C的

亲和力更强$可以利用较低浓度的亚硝态氮$而当

CO

9

"

9C浓度高于 !6 7$'

!

3UG2N时 0#$1/1#&2,

>-'%#1/# 较 0#$1/1#&2,32+$+$/# 具有更高增殖速

率#此外$0#$1/1#&2,32+$+$/#比0#$1/1#&2,>-'%#1/#

具有更高的耐受CO

9

"

9C抑制能力(!*)

$这可能是本

系统中 0#$1/1#&2,32+$+$/# 大量增殖的原因之一*

如图 ) 所示$进水氮负荷的增加是提高厌氧氨氧化

菌丰度的重要原因之一* 随着氮负荷的不断提高$

厌氧氨氧化菌群的丰度从 !%&65增至 )(&*5* 而

关于两种厌氧氨氧化菌对底物的竞争$以及对 >O'

有机物'CO

9

"

9C等抑制物耐受能力的研究目前还

&*"&
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非常缺乏* 两种厌氧氨氧化菌在动力学及生理特征

上的差异可能是导致其生态位不同的原因*
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图 +"进水氮负荷与厌氧氨氧化菌丰度的关系

=H1&)#_LGDYHUETXĤZLYKLLE EHYVU1LE GUD4 U\HE\GRLEYDE4

DZRE4DEWLU\-C-PPO;ZDWYLVHD

试验中占优势地位的G@$#;/.#%&+-/2)$是污水处

理系统常见菌属$并且在厌氧氨氧化反应器中具有

较高丰度("')

* G@$#;/.#%&+-/2)#".2)属于厌氧异养

菌$具有多种功能$经全基因组测序发现可以编码

CO

9

"

9C还原酶'CO还原酶及 C

"

O还原酶$具有反

硝化或异化硝酸盐还原功能!>C_-"* 在第一阶段

试验G@$#;/.#%&+-/2)大量富集是由于细菌自溶后释

放出有机物$促进了其反硝化功能$而随着厌氧氨氧

化菌的富集$其含量从 (&*5降至 "&65* 从图 %

!D"可知$除 0#$1/1#&2,32+$+$/# 大量富集以外$大

部分优势菌属均表现出降低趋势*

冗余分析揭示了水质参数对菌群结构的影响$

见图 +* 水质参数是影响菌群结构的关键因素$随

8C去除率和去除负荷的逐步提高$ 0#$1/1#&2,

32+$+$/#大幅提高$而其他菌属表现出降低趋势$在

试验的 )) 4中实现了厌氧氨氧化菌的快速富集*
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图 ,"水质参数与菌群结果的冗余分析

=H1&+#_L4RE4DEW]DEDG]THTU\KDYLVbRDGHY]̂ DVD3LYLVT

DE4 \GUVDVLTRGYT

)"

结论

$

#通过控制进水溶解氧浓度$采用 ,-./反

应器富集低活性厌氧氨氧化污泥$该过程经历了迟

滞期'活性提高期和稳定运行期$并且在稳定运行期

间8C平均去除率和平均去除负荷分别为 ("5和

'&(% 012!3

$

&4"*

%

#在厌氧氨氧化菌富集培养初期$其群落主

要由短杆菌和粘性物质组成#在稳定运行以后$污泥

群落以球菌聚集体为主$呈球形或卵形$直径在 '&(

7!

!

3之间*

&

#通过对污泥群落结构进行高通量测序$发

现浮霉菌门含量大幅提升$而变形菌门含量却逐步

降低$从 )(&$5降低至 "%&(5* 在 )) 4 中厌氧氨

氧化菌 0#$1/1#&2,32+$+$/# 的丰度从 %&65提高至

%(&(5$实现了厌氧氨氧化菌的快速高效富集*
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