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亚硝态氮充足下乙酸钠对厌氧氨氧化/反硝化的影响
杨京月

（大连市市政设计研究院有限责任公司，辽宁 大连 116000）
摘 要： 通过连续流实验，研究了在亚硝态氮充足的条件下乙酸钠有机物对厌氧氨氧化

（ANAMMOX）耦合反硝化系统（SAD）的影响。结果表明，当乙酸钠浓度（以COD计）为20 mg/L时，耦

合系统脱氮性能良好；而当乙酸钠浓度增至50 mg/L时，ANAMMOX受到严重抑制，系统脱氮性能受

到严重影响。进一步通过高通量生物测序研究颗粒污泥的微生物菌群变化。随着乙酸钠浓度的增

加，颗粒污泥的主要厌氧氨氧化菌属 Candidatus Kuenenia 所占比例由 20.42% 降为 2.30%，厌氧氨氧

化菌的生物密度逐渐降低，反硝化菌的生物密度逐渐升高，厌氧氨氧化菌处于劣势。
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Effect of Sodium Acetate on ANAMMOX Coupled Denitrification System with 

Sufficient Nitrite Nitrogen
YANG　Jing‑yue

（Dalian Municipal Design & Research Institute Co. Ltd.， Dalian 116000， China）
Abstract： This paper investigated the effect of sodium acetate on continuous‑flow anaerobic 

ammonia oxidation (ANAMMOX) coupled denitrification system (SAD) under the condition of sufficient 
nitrite nitrogen. When the concentration of sodium acetate (COD) was 20 mg/L, satisfactory nitrogen 
removal performance of the coupled system was obtained. When the concentration of sodium acetate was 
increased to 50 mg/L, ANAMMOX was severely inhibited, and the nitrogen removal performance of the 
system was significantly affected. The change in microbial community of the granular sludge was further 
analyzed by high‑throughput sequencing. With the increase of sodium acetate concentration, the relative 
abundance of Candidatus Kuenenia which was the main ANAMMOX bacteria (AAOB) in granular sludge, 
decreased from 20.42% to 2.30%, the biological density of AAOB gradually decreased, and the biological 
density of denitrifying bacteria gradually increased, indicating that the ANAMMOX bacteria was 
disadvantageous in the system.

Key words： anaerobic ammonia oxidation (ANAMMOX);    denitrification;    sodium acetate; 
nitrite nitrogen;    microbial community

目前，厌氧氨氧化（ANAMMOX）工艺被广泛应

用。在有机物存在的环境中，ANAMMOX 和反硝化

可以协同作用，从而减弱有机物对ANAMMOX的影

响，提高脱氮性能［1-2］。在耦合系统中，当有机物浓

度过高时，会使反硝化活性增强［3］，ANAMMOX失去

反应的主导作用，从而破坏耦合系统的平衡，使整体

脱氮性能下降。有研究表明［4-5］，适当提高亚硝态氮

浓度，可有效缓解这种抑制作用。

亚硝态氮作为 ANAMMOX 和反硝化反应的共

同基质，不足时会对脱氮性能产生影响，不利于很好

DOI：10. 19853/j. zgjsps. 1000-4602. 2023. 17. 015

··93



第 39 卷 第 17 期 中 国 给 水 排 水 www. cnww1985. com

地反映厌氧氨氧化反应器对有机物的极限承受能

力。研究表明［5］，保证亚硝态氮充足，以葡萄糖为有

机物，当进水葡萄糖浓度（以 COD 计）为 100 mg/L
时，颗粒污泥具有良好的厌氧氨氧化耦合反硝化脱

氮活性，而当葡萄糖浓度达到 200 mg/L 时，颗粒污

泥的厌氧氨氧化耦合反硝化脱氮活性较差。由于

不同种类不同浓度的有机物对厌氧氨氧化菌和反

硝化菌的影响不同［6-7］，因此有必要研究其他有机物

在亚硝态氮充足的条件下对厌氧氨氧化耦合反硝

化系统的影响。乙酸钠为常见的有机物，相比葡萄

糖，其代谢途径较简单、反硝化速率较快［8］。为此，

笔者利用连续流反应器，在底物亚硝态氮充足的条

件下，考察不同浓度乙酸钠对厌氧氨氧化颗粒污泥

反应器脱氮性能的影响，并通过皮尔逊相关性分析

探讨反应器中不同底物变化量的相关性，同时，采

用高通量测序方法考察添加乙酸钠前后颗粒污泥

的菌群变化情况，进一步明确不同有机物对耦合脱

氮颗粒污泥反应器的抑制特性，以期为相关研究和

应用提供借鉴。

1 材料和方法材料和方法

1. 1　实验装置

本实验为连续流实验，采用有效容积为 10 L的

UASB 厌氧氨氧化颗粒污泥反应器，如图 1所示，外

部包裹黑色软性材料以避光。

颗粒污泥

出气口

取样口

鲍尔环

进水泵

进水

温度计

水浴

加
热
棒

水浴

出水

图1　UASB反应器示意

Fig.1　Schematic diagram of UASB reactor

进水由蠕动泵打入反应器底部，通过水浴控制

反应器内温度为 25 ℃，水力停留时间（HRT）控制在

0. 96 h，颗粒污泥上方填充直径为 2. 5 cm 的鲍尔环

载体以减少污泥流失。

1. 2　接种污泥和进水水质

反应器接种 4 L 厌氧氨氧化颗粒污泥，其挥发

性悬浮固体浓度为4 500 mg/L，平均粒径为2 mm。

反应器进水采用人工配水，主要成分为NH4Cl、
NaNO2、NaHCO3、KH2PO4、MgSO4·7H2O、CaCl2、有机

物（乙酸钠）和微量元素。NaHCO3、KH2PO4、MgSO4·
7H2O、CaCl2 浓度分别为 1. 25、0. 01、0. 3 和 0. 005 6 
g/L。实验分为 4 个阶段，各个阶段的进水 NH4Cl、
NaNO2、乙酸钠（以 COD 计）浓度见表 1。为了保证

底物亚硝态氮充足，在不同阶段相应地提高进水亚

硝态氮浓度。

1. 3　分析项目和方法

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：麝香草酚分光

光度法；MLSS、MLVSS：重量法；温度：WTW/Multi 
3420 测定仪。取 NH4+-N、NO2--N 和 NO3--N 浓度之

和为TN浓度。

采用细菌 16S rRNA 高通量测序技术分析颗粒

污泥的菌群结构及变化。在不同运行阶段从反应

器中取颗粒污泥样品（取稳定运行期即阶段 A的颗

粒污泥样品 R1和以乙酸钠为有机物时运行末期即

阶段 D 的颗粒污泥样品 R3），送交上海生工生物工

程技术服务有限公司进行高通量测序分析。将高

通量测序结果得到的有效序列进行聚类分析，采用

Usearch 软件把相似度为 97% 的序列归为同一个

OTU。将得到的全部OTU与RDP数据库比对，在门

和属进行不同分类学水平的菌群结构分析。

1. 4　计算方法

对反应器中的厌氧氨氧化耦合反硝化脱氮性

能进行分析，具体计算公式如下（下角标 AN 和 DN

表1　不同运行阶段的进水水质

Tab.1　Influent quality at different operating stages

阶段

A
B
C
D

时间/d
1~30

31~60
61~90
91~120

NH4+-N/
(mg·L-1)

50±5
50±5
50±5
50±5

NO2--N/
(mg·L-1)

66±5
77±5
77±5
77±5

乙酸钠/(mg·
L-1)

0
20
35
50
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分别表示厌氧氨氧化和反硝化）：
ΔNO2 - - NAN = (NH4 + - N进 - NH4 + - N出 ) ×

1.32 （1）
ΔNO2 - - NDN = ΔNO2 - - N总 - ΔNO2 - - NAN

（2）
厌氧氨氧化对 NO2--N 的去除比例（η1）和反硝

化对NO2--N的去除比例（η2）的计算方法如下：

η1 = ΔNO2 - - NANΔNO2 - - N总

（3）
η2 = 1 - η1 （4）

本实验以氮素的降解速率评价耦合系统的污

泥活性及脱氮性能。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　亚硝态氮足量时反应器的脱氮性能

底物亚硝态氮足量时，乙酸钠浓度对厌氧氨氧

化反应器脱氮性能的影响如图 2和图 3所示。阶段

A 进水中未添加乙酸钠有机物，反应器具有良好的

厌氧氨氧化脱氮性能，出水 NH4+-N、NO2--N 和

NO3--N 浓度平均值分别为 1. 6、7. 3 和 18. 1 mg/L，
NH4+-N、NO2--N和TN的平均去除率分别为 96. 5%、

89. 5% 和 77. 5%。阶段 B、C、D 进水中分别添加了

20、35和 50 mg/L的乙酸钠有机物，为了保证反应器

内的底物亚硝态氮足量，进水NO2--N浓度均提高至

77 mg/L 左右，出水 NO2--N 浓度为 8. 8~56. 7 mg/L，
出水 TN 浓度逐渐升高，到阶段 D 末期（第 120 天），

TN 浓度升至 104. 4 mg/L，TN 去除率降为 18. 7%，耦

合系统的脱氮性能受到严重影响。

由图 3可知，氨氮去除率在阶段B的前 12 d（即

第 31~42 天）保持稳定并维持在较高水平（约为

98. 14%），较阶段 A 有所提升。但从第 43 天开始，

氨氮去除率开始降低，到阶段D末期，氨氮去除率降

到 8. 74%（第 120 天）。随着反应的进行，通过厌氧

氨氧化去除的亚硝态氮比例显著降低。经过计算，

在阶段B，厌氧氨氧化过程消耗的NO2--N比例平均

为 89. 47%，此时 ANAMMOX 占耦合反应的主要地

位，耦合效果良好；阶段 C 结束时（第 90 天）为 86%
左右；在阶段 D，厌氧氨氧化消耗的 NO2--N 比例持

续降低，第 120 天降到 34. 32%，ANAMMOX 失去耦

合反应的主导地位，体系中主要为反硝化作用。

在本实验中，以乙酸钠为有机物，保证系统内

NO2--N 充足，提高乙酸钠浓度，短期内对厌氧氨氧

化细菌没有影响（阶段 B 前 12 d），但继续驯化则导

致氨氮去除率降低。当乙酸钠浓度为 20 mg/L 时，

系统的脱氮性能良好，但ANAMMOX活性受到部分

影响；当乙酸钠浓度增至 50 mg/L时，ANAMMOX 受

到严重抑制，耦合系统的脱氮性能变差。而在以往

的研究中［5］，以葡萄糖为有机物、当 COD 浓度为 50 
mg/L时，系统的脱氮性能良好且ANAMMOX活性并

未受到影响；当 COD 浓度升高到 200 mg/L 时，系统

脱氮性能开始明显降低，ANAMMOX 活性出现明显

抑制。分析原因，这主要与葡萄糖和乙酸钠的代谢

不同有关，相比葡萄糖，乙酸钠为小分子有机物，代

谢较为简单，对厌氧氨氧化细菌影响较大［9］。Zheng
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图2　厌氧氨氧化颗粒污泥反应器的脱氮性能

Fig.2　Nitrogen removal performance of ANAMMOX 
granular sludge reactor
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Fig.3　NH4
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等［10］的研究表明，在相同C/N下，分别以葡萄糖和乙

酸钠为有机物时系统对氨氮的去除量分别为 31. 1、
15. 0 mg/L，乙酸钠对厌氧氨氧化的抑制更强烈；刘

常敬等［11］通过连续流和血清瓶批式实验发现，从TN
去除率来看，在苯甲酸钠、邻苯二酚、间苯二酚、丙

酸钠、乙酸钠 5种有机物中，乙酸钠对耦合反应器的

影响最大，TN去除率最低；而张诗颖等［12］在厌氧氨

氧化与反硝化协同脱氮的研究中，提高有机物乙酸

钠浓度后，出水 NH4+-N浓度大幅上升，厌氧氨氧化

细菌活性大大降低。

2. 2　微生物观察和菌属分析

2. 2. 1　各阶段颗粒污泥形貌变化

图 4为各阶段颗粒污泥的照片。阶段A颗粒污

泥呈鲜艳的砖红色，从阶段B至阶段D，颗粒污泥黑

色区域逐渐增加。颗粒污泥的粒径也随着有机物

浓度的增加而逐渐减小，这与以葡萄糖为碳源时的

结果相同［5］。

a. 阶段A b. 阶段B

d. 阶段Dc. 阶段C
图4　各阶段的颗粒污泥照片

Fig.4　Photos of granular sludge at each stage

2. 2. 2　微生物高通量测序结果分析

图 5（a）和（c）为 R1 和 R3 颗粒污泥在门水平上

的菌群分布特性。在 2个样品中Proteobacteria均为

优势菌群，添加有机物后R3中Proteobacteria的丰度

高于 R1。Proteobacteria 门中包含大多数的反硝化

细菌，系统中添加有机物后，反硝化菌比例增多［13］。
而在 R3 中 Planctomycetes 和 Acidobacteria 的占比与

R1相比均有所降低，Planctomycetes门中包含了已知

的厌氧氨氧化菌的所有属［14］，其比例降低也是添加

有机物后反应器中厌氧氨氧化活性降低的主要原

因。另外，在 2个样品中Bacteroidetes的比例变化不

大，且都含有 Chloroflexi 和 Firmicutes 门。以上 6 类

门水平的微生物占比之和在 2 个样品中均超过

94%，因此，在本实验中添加有机物后，颗粒污泥中

的微生物种类在门水平上变化不大。
Proteobacteria(44.03%)
Atribacteria(0.01%)
Planctomycetes(20.98%)
Parcubacteria(0.01%)
Acidobacteria(12.72%)
Nitrospirae(0.01%)
Bacteroidetes(10.58%)
Thermotogae(0.01%)
Chloroflexi(4.64%)
Euryarchaeota(0.01%)
Ignavibacteriae(3.39%)
Hydrogenedentes(0.02%)
Firmicutes(1.08%)
Latescibacteria(0.03%)unclassified(0.98%)
Actinobacteria(0.06%)
Verrucomicrobia(0.96%)
Gemmatimonadetes(0.07%)
Armatimonadetes(0.19%)
Spirochaetes(0.18%)other(0.02%)

a. R1样品门水平

unclassified(31.1%)
Ornatilinea(0.55%)
Candidatus kuenenia(20.42%)
Desulfoverniculus(0.56%)Gp4(7.67%)
Thermomonas(0.59%)
Chryseolinea(4.11%)
Opitutus(0.67%)Gp17(3.67%)
Lacibacterium(0.83%)
Ignavibacterium(3.38% )
Owenweeksia(1.02%)
Afipia(2.69%)
Aggregicoccus(1.16%)
Thauera(2.39%)
Nitrosomonas(1.29%)
Longilinea(2.05%)
Fulvivirga(1.38%)
Aquabacterium(1.74%)
Dokdonella(1.58%)other(11.14%)

b. R1样品属水平

Proteobacteria(65.67%)
Euryarchaeota(0.00%)
Bacteroidetes(10.85%)
Chlamydiae(0.00%)
Firmicutes(9.93%)
Spirochaetes(0.01%)
Acidobacteria(3.11%)candidate division WPS-1(0.02%)
Planctomycetes(2.91%)
Hydrogenedentes(0.03%)
Chloroflexi(2.88%)
Gemmatimonadetes(0.03%)unclassified(2.68%)
Parcubacteria(0.04%)
Ignavibacteriae(1.05%)
candidatus Saccharibacteria(0.04%)
Ammatimonadetes(0.46%)
Actinobacteria(0.05%)
Verrucomicrobia(0.16%)
Latescibacteria(0.08%)other(0.01%)

c. R3样品门水平

unclassified(27.91%)
Cloacibacterium(0.38%)
Acidovorax(11.22%)
Brevundimonas(0.46%)
Thauera(10.60%)
Chryseolinea(0.53%)
Rhodobacter(9.14%)
Defluvimonas(0.58%)
Comamonas(7.98%)
Flavobacterium(0.84%)
Aquimonas(5.51%)
Azospira(0.91%)
Clostridiumxi(5.41%)
Simplicispira(0.91%)
Acetoanaerobium(2.51%)
Proteocatella(0.92%)
Candidatus kuenenia(2.30%)
Ignavibacterium(0.96%)Gp4(2.07%)
Thermomonas(1.52%)other(7.34%)

d. R3样品属水平

图5　高通量测序结果

Fig.5　High‑throughput sequencing results
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图 5（b）和（d）为 R1和 R3颗粒污泥在属水平上

的菌群分布特性。可知，R1 和 R3 颗粒污泥的主要

厌氧氨氧化菌属都为 Candidatus Kuenenia，所占比

例分别为 20. 42% 和 2. 30%，表明在厌氧氨氧化反

应器中加入乙酸钠后，经过一段时间的培养驯化，

并未改变厌氧氨氧化菌属，原因可能是 Candidatus 
Kuenenia菌属的基质耐受力较高［15］。但随着有机物

浓度的不断提高，在阶段 D，Candidatus Kuenenia 菌

属所占比例均比初始的稳定运行阶段（阶段A）有所

降低。Liang等［16］在厌氧氨氧化反应器中添加乙酸

钠后，Candidatus Kuenenia菌的数量下降明显，与本

实验的结果相一致。

R1 中 具 有 反 硝 化 特 性 的 菌 属 有 Thauera
（2. 39%）、Thermomonas（0. 59%）、Aquabacterium
（1. 74%）、Longilinea（2. 05%）和 Ignavibacterium
（3. 38%）等，相对丰度较低。与R1相比，R3新增了

多种反硝化菌属，且相对丰度较高。

根据细菌相对丰度的不同，可将富集的细菌分

为三大类：①所占比例高于 13%，称为富集的优势

菌；②所占比例为 1%~13%，称为富集的主要菌；③
所占比例为 0. 2%~1%，称为富集的稀有菌。由图 5
可知，R1中优势菌属为厌氧氨氧化菌属，R3中优势

菌属为反硝化菌属。随着有机物的添加，颗粒污泥

中反硝化菌所占比例不断增加，丰度较高，厌氧氨

氧化菌处于劣势，严重影响了整体脱氮效果，这与

系统氮素变化及颗粒污泥外观变化相一致。

Du 等［17-18］通过高通量检测 DEAMOX 系统中菌

群结构的变化，发现在门水平上 Proteobacteria 一直

为优势菌门，在属水平上 Thauera 在整个菌群中占

较大优势，这与本研究的结果一致。但在他的研究

中，检测出的主要厌氧氨氧化菌属为 Candidatus 
Brocadia，而在本研究中，厌氧氨氧化耦合反硝化系

统中的厌氧氨氧化菌属为 Candidatus Kuenenia。分

析原因，可能是由于反应器运行方式及进水水质不

同，使得厌氧氨氧化菌属有所差异。

3 结论结论

①    当底物亚硝态氮足量且进水中有机物乙

酸钠浓度为 20 mg/L 时，厌氧氨氧化颗粒污泥反应

器可实现良好的耦合脱氮性能，厌氧氨氧化活性受

到部分影响。系统对 NH4+-N 的去除率和厌氧氨氧

化对 NO2--N 的去除比例均先升高后降低，NH4+-N

去除率为 80. 28%~98. 14%，厌氧氨氧化对 NO2--N
的去除比例为76. 70%~100%，平均为89. 47%。

②    当底物亚硝态氮足量且进水中有机物乙

酸钠浓度为 35~50 mg/L时，厌氧氨氧化颗粒污泥反

应器的耦合脱氮性能明显下降，厌氧氨氧化活性受

到较强的抑制。当乙酸钠浓度为 50 mg/L、反应器运

行至第 120 天时，NH4+-N 去除率降至 8. 74%，厌氧

氨氧化过程的NO2--N去除比例为34. 32%。

③    稳定运行期即阶段A和以乙酸钠为有机物

时运行末期即阶段D的颗粒污泥中主要厌氧氨氧化

菌属都为 Candidatus Kuenenia，所占比例分别为

20. 42%和2. 30%。随着有机物浓度的增加，颗粒污

泥中厌氧氨氧化菌的生物密度逐渐降低，反硝化菌

的生物密度逐渐增加，厌氧氨氧化菌处于劣势。
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