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基于MBBR的部分反硝化耦合厌氧氨氧化深度脱氮
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摘 要： 在常温、低基质浓度下运行MBBR反应器，考察了部分反硝化耦合厌氧氨氧化用于

城市污水二级出水处理的可能性。在进水TN和COD浓度分别为25 mg/L和50 mg/L的条件下，经过

180 d的运行，出水TN浓度为（3.87±0.69）mg/L，去除率可达（83.86±5.43）%，其中Anammox对TN的

去除贡献达到（95±4）%。Anammox和部分反硝化活性分别稳定在（728.84±7.90）、（1 128.24±12.24）
mg/（m2·d），表明部分反硝化菌和Anammox菌形成了良好的协同作用。高通量测序结果显示，经富

集培养后，Candidatus Brocadia占比从0.62%增至5.61%，为Anammox菌的主导菌属；Thauera占比从

0.004%增至3.74%，为部分反硝化菌的主导菌属。在常温和低基质浓度条件下，部分反硝化耦合厌

氧氨氧化MBBR的稳定运行可为城市污水处理厂的提质增效提供参考。
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Abstract： The MBBR reactor was operated at normal temperature and low substrate

concentration, and the possibility of partial denitrification coupled with Anammox (PD/A) for treatment of
secondary effluent from municipal wastewater treatment plant (WWTP) was investigated. The results
showed that after 180 days of cultivation at TN=25 mg/L and COD=50 mg/L, the effluent TN
concentration was (3.87±0.69) mg/L, total nitrogen removal rate was (83.86±5.43)%, and the contribution
to nitrogen removal by Anammox process was (95±4)% . Anammox and partial denitrification activities
were stabilized at (728.84±7.90) mg/(m2·d) and (1 128.24±12.24) mg/(m2·d), respectively, which indicated
partial denitrification bacteria and Anammox bacteria formed a good synergy effect. The high⁃throughput
sequencing results showed that the proportion of Candidatus Brocadia increased from 0.62% to 5.61%,
and the proportion of Thauera increased from 0.004% to 3.74%. Under the conditions of normal
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temperature and low substrate concentration, the stable operation of PD/A in MBBR provides a reference
for improving the quality and efficiency of WWTPs.

Key words： Anammox; partial denitrification; MBBR; secondary effluent

我国现有城镇污水处理厂出水水质执行标准

为 2001年颁布的《城镇污水处理厂污染物排放标

准》（GB 18918—2002）。该标准自 2002年实施以

来，对我国城镇污水处理以及受纳水体的水环境保

护贡献巨大，但随着我国经济和社会的发展，以及

生态文明建设要求的提高，发现一级A标准仍不能

满足水环境保护的要求。自 2012年以来，北京、天

津、上海、浙江等地已经将各自的城镇污水处理厂

排放标准逐步提高（总氮≤10 mg/L）。因此，从污水

处理厂提质增效的角度出发，探寻一种高效经济的

脱氮工艺具有十分重要的意义。

厌氧氨氧化（Anammox）是在缺氧条件下，厌氧

氨氧化菌利用 NO2--N（电子受体）将 NH4+-N（电子

供体）氧化为N2，同时利用CO2进行细胞合成［1］。相

较于传统硝化-反硝化脱氮工艺，Anammox工艺具

有曝气量少、不消耗有机物及污泥产率低等特

点［2-3］，并且已成功应用于城镇污水处理厂的污泥水

及与此类似的含有高浓度氨氮的工业废水处

理［4-7］。但在城市污水处理厂中富集培养Anammox
菌时，如何实现稳定的NO2--N积累，成为工程应用

的主要难点。因此，利用部分反硝化为Anammox菌
提供生长所需的NO2--N成为可能。Cao等［8］以培养

成熟的污泥作为接种污泥在 SBR反应器中启动并

运行 PD/A工艺，在进水 TN为 55~65 mg/L、C/N为

1. 64~2. 18的条件下，实现了 97%的 TN去除率。

Ma等［9］以培养成熟的污泥在生物滤池中启动 PD/A
工艺，在进水 TN和C/N分别为 40 mg/L和 1. 75的条

件下，出水平均TN浓度为 7. 82 mg/L。虽然PD/A工

艺在各个反应器中均能快速启动并达到良好的脱

氮效果，但大多接种培养成熟的污泥，若想在主流

系统中启动PD/A工艺，由于难以获得足够多的培养

成熟的污泥，这使得其存在一定困难。

笔者采用MBBR反应器处理城市污水处理厂二

级出水，通过测定出水水质和功能微生物活性，并

结合高通量测序等手段对生物膜上功能微生物的

分析，探讨了快速启动 PD/A工艺的可能性及其机

制，以期为城市污水处理厂的提质增效提供参考。

1 材料与方法材料与方法

1. 1 MBBR反应器及运行

MBBR有效容积为 3 L，水力停留时间（HRT）为

3~6 h，温度为 23~25 ℃，pH控制在 7. 5~8. 2。反应

器以序批式运行，进出水及搅拌均由 PLC控制，进

出水时间均为 10 min。反应器运行期间，采用人工

配水，用乙酸钠提供进水COD，具体水质见表 1。其

他成分包括：NaHCO3为 0. 5 g/L，KH2PO4 为 0. 5 g/L，
CaCl2·2H2O为 0. 18 g/L，MgSO4·7H2O为 0. 10 g/L，微
量元素［10］为 1 mL/L。接种填料取自某城市污水处

理厂A2O系统的好氧池，填料型号为K3（比表面积

为500 m2/m3），填充率为50%。

1. 2 水质指标测定

NH4+-N：纳氏试剂分光光度法；NO2--N：N-（1-
萘基）-乙二胺分光光度法；NO3--N：紫外分光光度

法；MLSS：重量法；COD：将出水过 0. 45 μm滤膜后，

采用重铬酸钾法测定；乙酸钠：安捷伦 6890 N气相

色谱仪；TOC：Vario TOC cube；样品三维荧光光谱：

荧光分光光度计。

1. 3 活性测定

厌氧氨氧化活性测定：在反应器中加入起始基

质浓度为 NH4+-N=20 mg/L、NO2--N=20 mg/L、碳酸

氢钠=0. 5 g/L以及含微量元素的无氧水，控制 pH在

7. 8~8. 1 之间，温度为 23~25 ℃，定时取样测定

NH4+-N、NO2--N、NO3--N等指标，经线性拟合后计

算厌氧氨氧化活性。

部分反硝化活性测定：在反应器中加入起始基

质浓度为NO3--N=15 mg/L、COD=50 mg/L的无氧水，

控制温度为 23~25 ℃，定时取样并测定其NO2--N和

NO3--N等指标，经线性拟合后计算部分反硝化活性

表1 各试验阶段进水浓度

Tab.1 Influent concentration of each phase

项目

阶段Ⅰ
阶段Ⅱ
阶段Ⅲ

天数/d
0~28
29~100
101~180

COD/
(mg·L-1)
50
50
50

NH4+-N
/(mg·L-1)
10
10
12.5

NO3--N
/(mg·L-1)
15
15
12.5
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及亚硝态氮积累率。

1. 4 高通量测序

从生物填料上取下一定数量的生物膜，经去离

子水淘洗、离心后采用 E. Z. N. A. ® soil DNA Kit试
剂盒对 DNA进行提取。以提取的 DNA为 PCR模

板 ，采 用 V3-V4 引 物 序 列 338F（5'-ACTCCTAC⁃
GGGAGGCAGCAG-3'）和 806R （5'-GGACTACH⁃
VGGGTWTATAAT -3'），在 ABI Gene Amp® 9700
PCR thermo-cycler上进行PCR反应。所获数据均在

上海美吉生物云在线平台进行分析。

1. 5 碳氮物料衡算

1. 5. 1 氮核算

NH4+-N的消耗可以通过细胞合成和厌氧氨氧

化脱氮来实现。由于厌氧氨氧化细菌的生物量产

量低，细胞合成所消耗的NH4+-N主要由反硝化细菌

完成。硝酸盐可以通过完全反硝化和部分反硝化

去除。因此，PD/A工艺中厌氧氨氧化和反硝化均对

TN的去除有一定的贡献。

NH+4 SS = VSSC × 0.124 （1）
TNA = (NH+4 J - NH+4 C - NH+4 SS ) ×

(1 + 1.32 - 0.26) （2）
RA = TNATNJ - TNC

（3）
RA + RD = 1 （4）
NLRA = RA × NLR （5）
NLRD = RD × NLR （6）

式中：NH+4 SS、NH+4 J、NH+4 C分别为细胞合成消耗、

进水、出水的 NH4+-N浓度，mg/L；VSSC为反应器出

水 SS，mg/L；TNJ、TNC、TNA 分别为进水、出水和

Anammox消耗的总氮浓度，mg/L；RA 和 RD 分别为

Anammox反应与完全反硝化对总氮去除贡献占比；

0. 124为 C5H7NO2中 N的摩尔质量占比；（1+1. 32-
0. 26）的计算依据是，在Anammox反应中NH4+-N与

NO2--N 和 NO3--N 的化学计量比分别为 1. 32 与

0. 26；NLR、NLRA、NLRD 分别为总氮去除负荷、

Anammox去除氮负荷、完全反硝化去除氮负荷，mg/
（m2·d）。

1. 5. 2 COD核算

在 PD/A反应器中，COD的去向包括：部分反硝

化去除、合成细胞消耗和出水COD。
CODPD = (CJ,NO-3 - CC,NO-3 - CA,NO-3 ) × 1.14 （7）
CODSS = MLSS × 1.42 （8）

CODT = CODPD + CODSS + CODC （9）
式中：CODPD、CODSS、CODC和CODT分别为部分

反硝化去除 COD、合成细胞所需 COD、出水 COD与

总COD，mg/L；CJ，NO-3、CC，NO-3和CA，NO-3分别为进水、出水

与 Anammox生成的 NO3--N浓度，mg/L；1 g NO3--N
被还原为NO2--N需要 1. 14 g的 COD；C5H7NO2的当

量COD为1. 42。
2 结果与讨论结果与讨论

2. 1 MBBR反应器性能

在 180 d的运行中反应器进出水氮浓度的变化

见图 1，根据HRT的不同将其分为三个阶段。阶段

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的HRT分别为6、4、3 h。

在阶段Ⅰ，由于填料取自污水处理厂，具有一

定的生物脱氮能力，随着反应器运行，出水NO3--N
浓度先增加后减少。此阶段出水没有NO2--N积累，

NH4+-N浓度持续下降。

阶段Ⅱ的温度为（24. 9±0. 5）℃，在基质浓度不

变的条件下，出水NO2--N有积累，平均浓度为 3. 89
mg/L；NH4+-N浓度从 10 mg/L降低到 3. 19 mg/L，
NO3--N浓度从 10 mg/L逐渐降低到 3. 65 mg/L。基

质去除率持续上升，出水无乙酸钠。此阶段进水负

荷为750 mg/（m2·d），TN去除率为（67. 51±9. 75）%。

阶段Ⅲ，调整反应器进水NH4+-N和NO3--N浓

度均为 12. 5 mg/L，保持 TN浓度和 COD投量不变，

温度维持在（23. 8±0. 3）℃。出水 NH4+-N、NO3--N
平均浓度分别为 2. 02、1. 13 mg/L，随着培养的进行，

出水NO2--N从 3. 52 mg/L降低到 0. 81 mg/L，且在进

水NH4+-N浓度较高的情况下其出水浓度与上一阶

段相比下降，这反映出Anammox能力逐渐增强。此

阶段进水负荷为 1 000 mg/（m2·d），TN平均去除率为

（83. 86±5. 43）%。

t/d
0 30 60 90 120 150 180

16
12
8
4氮

浓
度
/（m
g·L

-1 ）
进水硝态氮
出水硝态氮
出水亚硝态氮
进水氨氮
出水氨氮

图1 PD/A反应器性能

Fig.1 Performance of PD/A process in the MBBR
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在MBBR反应器中，既有 PD/A反应，也有完全

反硝化作用，都可对氮进行去除。Anammox对总氮

的去除贡献占比也是判断 PD/A过程的一个重要指

标。Anammox贡献占比可通过式（1）~（4）计算得

出。如图 2所示，在阶段Ⅰ氮的去除主要由完全反

硝化完成。随着反应器的运行，Anammox菌增殖，

活性增大，其贡献占比也随之增加，在阶段Ⅱ氮的

去除为厌氧氨氧化与完全反硝化共同作用的结果。

经过 180 d的运行，最终Anammox对TN的去除贡献

率稳定在（95±4）%。

2. 2 典型周期变化

阶段Ⅲ典型周期内氮、碳组分的变化见图3。

周期开始前 30 min，乙酸钠被完全消耗，同时伴

随着 NO3--N从 12. 67 mg/L降至 4. 46 mg/L，NO2--N
浓度最大积累到 6. 12 mg/L，在此过程中减少的

NO3--N大于增加的 NO2--N，这是由于 Anammox反
应消耗了部分NO2--N，且 PD/A体系中常常伴有完

全反硝化，也会消耗掉少量NO3--N。在 30~180 min
之间 NH4+-N和 NO2--N在 Anammox作用下均以一

定速率减少，表明整个周期中厌氧氨氧化活性保持

恒定。相比前 30 min，NO3--N下降速率大幅度降

低，反硝化菌在无外部碳源的条件下，利用体内储

存碳源进行反应，但速率较慢。最终出水NH4+-N、
NO2--N和 NO3--N浓度分别为 1. 64、0. 56和 2. 15
mg/L。本研究采用的碳源为乙酸钠，容易被异养菌

快速吸收，诸多研究表明［11-12］，非致毒性的有机物仅

在高浓度下会抑制厌氧氨氧化菌的活性，在低浓度

时无影响，甚至有一定的促进作用。

2. 3 碳平衡

在阶段Ⅲ定期监测出水 TOC、COD和 SS变化，

其中，TOC浓度为 7. 29 mg/L，在乙酸分子中碳占比

为 40%，这部分 TOC换算成 COD应为 18. 23 mg/L，
和出水 COD测定值接近。测定 SS为（9. 68±0. 39）
mg/L。通过式（7）~（9）计算各组分 COD占比，部分

反硝化所需 COD为（13. 89±0. 71）mg/L，合成细胞

所 需 COD 为（13. 75±3. 54） mg/L，出 水 COD 为

（21. 80±2. 57）mg/L，三部分组成与进水 COD一致。

其中去除的 COD为 27. 64 mg/L，去除的 NO3--N为

11. 4 mg/L，实际碳氮比为 2. 43，在完全反硝化过程

中，1 g NO3--N被还原为N2需要 2. 86 g的COD，由于

增殖等原因，污水处理厂所需 COD大于这个理论

值，而部分反硝化只是NO3--N到NO2--N的还原过

程，考虑增殖等因素，此过程所需的COD应在 1. 14~
2. 86 g之间，本研究为2. 43 g，符合理论计算值。

与 SBR类似，MBBR的循环操作开始于一个饱

食期，结束于底物和养分都有限的饥饿期。众所周

知，如果微生物处于不连续的进食（feast-famine）模

式下，它们可以储存大量的有机合成物。从全周期

可以看出饱食期为 30 min，而后全为饥饿期。这导

致有部分乙酸钠被微生物以其他合成物的形式储

存在细胞体内，最终以 TOC的形式排出，导致碳利

用率下降，出水 COD过高。经三维荧光测定，TOC
的主要成分为可溶性微生物产物（SMP），这是污水

生物处理过程中微生物代谢和衰减产生的有机化

合物。Yang等［13］研究表明，在 feast-famine模式下，

当系统处于饥饿期后，SMP成为 TOC的主要成分，

在1~1. 5 h总有机碳显著增加（15. 5~25. 8 mg/L）。

2. 4 活性变化

在MBBR运行过程中定期监测 Anammox活性

及部分反硝化活性，起始阶段由于污水厂填料生物

种类复杂，厌氧氨氧化菌占比较少，无法准确测定

Anammox活性，因此，采用培养 10 d后的填料进行

t/min
0 30 60 90 120 150 180

16
12
8
4氮

浓
度
/（m
g·L

-1 ）

氨氮 亚硝态氮

硝态氮 乙酸钠

75

50

25

0

乙
酸

钠
/（m
g·L

-1 ）

图3 典型周期中氮与有机物浓度变化

Fig.3 Nitrogen and organic matter concentration changes
in typical cycle

t/d
0 20 60 80 140 160 180

1 000
750
500
250

氮
负

荷
/（m
g·m

-2 ·d
-1 ）

厌氧氨氧化
完全反硝化

40 120100

阶段Ⅰ 阶段Ⅱ 阶段Ⅲ

图2 厌氧氨氧化与部分反硝化对去除TN的贡献

Fig.2 Contribution of Anammox and partial
denitrification to TN removal
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功能菌初始活性测定，结果如图 4所示。随着培养

的进行，厌氧氨氧化活性（以NH4+-N计）逐渐增大，

从第 10天的 47. 15 mg/（m2·d）增加至第 180天的

720. 94 mg/（m2·d），并最终稳定在（728. 84±7. 90）
mg/（m2·d）。部分反硝化活性（以 NO3--N 计）从

389. 74 mg/（m2·d）增加到 1 206. 58 mg/（m2·d），并最

终稳定在（1 128. 24±12. 24）mg/（m2·d），平均亚硝

态氮积累率为 88%。可见，部分反硝化活性大于厌

氧氨氧化活性，有利于反应器的稳定运行。

2. 5 微生物群落结构

高通量测序结果见图 5。培养前后均有 15个主

要门类，相对丰度均在 1%以上。相对于污水厂填

料，培养后的填料中起主导作用的门类没有发生变

化，依旧是 Acidobacteria（酸杆菌门）、Protrobacteria
（变形菌门）、Bacteroidetes（拟杆菌门）、Chloroflexi（绿

弯菌门）、Planctomycetes（浮霉菌门），占总序列的

82. 5%。Actinobacteria、Firmicutes和 Verrucomicrobia
等相对丰度减少。本研究主要的功能微生物为反

硝化菌和厌氧氨氧化菌。以往研究表明，绝大多数

反硝化菌主要属于 Proteobacteria门［1］，其占比为

29. 62%。厌氧氨氧化菌主要属于 Planctomycetes
门，占比由原来的2. 71%增加至7. 12%。

从属水平看，MBBR中丰度较高的功能微生物

为 Candidatus Brocadia（5. 61%）、Thauera（3. 74%）、

Comamonas（2. 90%）、Denitratisoma（1. 71%）和

Flavobacterium（0. 96%）等。其中Thauera、Comamonas、
Flavobacterium 和 Denitratisoma 为 反 硝 化 菌 属 ，

Candidatus Brocadia为厌氧氨氧化菌属。本研究培

养的生物膜中优势菌 Thauera分布于 Proteobacteria
门，并且以往研究表明 Thauera属中大部分细菌均

为反硝化菌，其中部分 Thauera菌仅含有硝酸还原

酶，只能在厌氧环境下将 NO3--N还原至 NO2--N。
Liu等［14］研究发现，Thauera属中的部分反硝化菌在

有 NO3--N存在时，微生物无法合成亚硝酸盐还原

酶，从而导致微生物只能将硝酸盐还原至亚硝酸

盐，将反硝化过程进行到部分反硝化阶段，出现

NO2--N积累的现象。这也是反应过程中产生亚硝

态氮积累的主要原因。Candidatus Brocadia为反应

器富集到的主要厌氧氨氧化菌，它也是目前污水处

理工艺中最常见的一类Anammox菌，其在脱氮中占

主导作用，Anammox功能菌的丰度大量增加与反应

器呈现很好的Anammox性状相符合。

3 结论结论

① 在常温、低基质浓度下运行MBBR反应器

180 d，取得了较好的部分反硝化/厌氧氨氧化脱氮

效果。

② 经过 180 d的富集培养，MBBR最终进水负

荷 可 达 到 1 000 mg/（m2·d），TN 平 均 去 除 率 为

（83. 86±5. 43）%，其中 Anammox对 TN的去除贡献

达到（95±4）%。

③ Anammox和部分反硝化活性分别稳定在

（728. 84±7. 90）、（1 128. 24±12. 24）mg/（m2·d）。

④ 高通量测序结果显示，经过富集培养以

后，Candidatus Brocadia占比为 5. 61%，Thauera占比
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Fig.4 Changes of the activity of Anammox and partial
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为3. 74%。
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