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摘 要： 针对低温时饮用水深度处理工艺生物活性炭（BAC）无法高效去除水中氨氮的问题，

选用实际水厂运行中的BAC搭建滤柱连续培养反应器，通过室内控制实验，对比常温和低温下不同

层 BAC 的氨氮去除效果及其硝化潜势，并运用分子生物学技术解析 BAC 上氨氧化古菌（AOA）和氨

氧化细菌（AOB）的群落丰度和群落结构。结果表明，尽管低温时 BAC 各层去除氨氮的效率低于常

温，但在一个反冲洗周期的后段仍能够达到常温时的氨氮去除效果，且其硝化潜势高于常温。低温

下 BAC 上氨氧化微生物丰度高于常温，且 AOA 的数量变化最大（增加 2个数量级）。针对功能基因

amoA 的 T-RFLP 分析发现，A-OTU2 和 A-OTU3 以及 B-OTU5 分别为低温下主导的 AOA 和 AOB。

今后应更加关注低温下AOA及特定菌种在BAC上的定植及活性促进问题。
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Abstract： Aiming at the issue that biological activated carbon (BAC) fails to effectively remove 

ammonia nitrogen in drinking water during advanced treatment at low temperature, the BAC in an actual 
operating waterworks was chosen to establish a filter for continuous cultivation. Through indoor control 
experiments, the ammonia nitrogen removal performance and nitrification potential of different layers of 
BAC at normal and low temperature were compared. The abundance and community composition of AOA 
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and AOB communities on BAC were analyzed using molecular biology techniques. Although the removal 
efficiency of each BAC layer at low temperature was lower than that at normal temperature, the removal 
efficiency of ammonia nitrogen at normal temperature could still be attained in the latter part of a 
backwashing cycle, and the nitrification potential was higher than that at normal temperature. The 
abundance of ammonia⁃oxidizing microorganisms on BAC at low temperature was greater than that at 
normal temperature, and the abundance of AOA changed the most (increased by 2 orders of magnitude). 
The T⁃RFLP analysis of the functional gene amoA demonstrated that A⁃OTU2 and A⁃OTU3 were the 
dominant AOA，and B⁃OTU5 was the dominant AOB at low temperature. In the future, greater emphasis 
should be placed on the colonization and activity enhancement of AOA and specific strains on BAC at low 
temperature.

Key words： temperature；    ammonia nitrogen；    biological activated carbon；    ammonia⁃ 
oxidizing archaea;    ammonia⁃oxidizing bacteria;    community composition

氨氮污染是微污染水源中长期存在的主要问

题之一。传统饮用水处理工艺的混凝、沉淀等步骤

无法有效去除氨氮，而水中残留的氨氮极可能与消

毒剂（如液氯、次氯酸钠）反应，进而产生消毒副产

物、三氯胺等，引发的水中嗅味和健康问题备受关

注。此外，随着饮用水在管网中输配距离的延长，

已形成的氯胺、三氯胺等会释放出部分氨氮。作为

氨氧化微生物生长繁殖的底物，氨氮将导致管网硝

化作用的发生［1］，从而进一步破坏饮用水的化学和

生物稳定性。

近年来，国内外许多城市的自来水厂相继引入

了臭氧/生物活性炭（O3/BAC）工艺，该工艺具有适应

面广、降解有机物效率高等特点，已成为微污染水

源深度处理的重要手段，而氨氮的去除是重点关注

的方向之一。尽管已有报道证实 BAC 能有效去除

水中的氨氮［2］，但在长期的生产实践中也发现冬季

低温期可能导致氨氮去除效果显著降低［3］。
事实上，BAC对氨氮的去除能力主要依靠在其

上生长的氨氧化微生物——氨氧化古菌（AOA）和

氨氧化细菌（AOB），并与这些微生物的数量、群落结

构和代谢活性等密切相关［4］。已有研究发现，AOA
不仅可以与AOB共存在多种环境介质中，而且其数

量高于AOB，同时由于AOA对氨氮较高的亲和性及

对环境的适应能力，在一些寡营养环境中 AOA对氨

氮去除的贡献更为突出［5-6］。然而，到目前为止，关

于温度对BAC去除氨氮影响的相关研究，要么是粗

浅地对不同温度下 BAC 的氨氮去除能力进行比

较［7］，要么仅是给出原位 BAC上氨氧化微生物群落

的生态快照［6，8］，全然无法系统而深入地阐明 BAC
上氨氧化微生物群落对温度的响应情况，更无法期

待其为相关处理工艺的改进提供有价值的信息。

鉴于此，笔者选用实际水厂运行中的BAC来搭

建滤柱连续培养反应器，对比常温（25 ℃）和低温

（5 ℃）条件下，BAC 对进水氨氮的去除效果及硝化

潜势，重点分析BAC不同层上的氨氧化微生物AOA
和AOB的丰度及多样性，进而从生物学角度探讨温

度对 BAC 去除水中氨氮的影响机理。研究结果有

望丰富和发展氨氧化微生物在水处理工艺领域的

相关科学理论，并为饮用水深度处理BAC工艺的运

行和优化奠定基础。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　反应器搭建及运行

BAC 来自国内某自来水厂，前期已稳定运行 1 
年。水厂的主要处理工艺为混凝-沉淀-臭氧/生物

活性炭-砂滤-次氯酸钠消毒。BAC 连续培养反应

器如图 1所示，滤柱为有机玻璃材质的圆柱体，柱高

为 2 m，内径为 60 mm，底部配水区高 200 mm，配水

区内设有进水管、反冲洗水管、反冲洗气管和充氧

管，进水管和反冲洗水管连接水泵加压装置。反应

器采用孔板布水的配水方式，配水孔板上方布有两

层石英砂将BAC层和配水区隔开，石英砂粒径自上

而下分别为 8~16和 3~10 目。为尽可能真实地模拟

实际水厂的运行状况，将 BAC 填充高度设计为

1 600 mm，滤柱为上向流。在炭层底部高 100 mm处

设置第一个取样口，后续每隔 150 mm设置一个，共

设置 11个取样口，用于采集水样和BAC样品。滤柱
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运行一年期间用锡箔纸包裹外层，以模拟BAC的实

际运行工况，同时避免光照对 BAC 上微生物的影

响。将去除余氯和微生物的实验室龙头水作为滤

柱进水，外源添加氨氮使进水的氨氮浓度维持在

0. 5 mg/L，进水水箱内设有控温和保温装置，从而实

现对BAC进水温度的精准调控。

1. 2　BAC的氨氮去除效果及硝化潜势测定

根据进水流向，将距炭层底部 0~0. 55 m的高度

定义为低层、0. 55~1. 1 m 为中层、1. 1~1. 6 m 为高

层。BAC 滤柱在常温和低温培养下分别达到稳定

运行（进出水水质稳定）后，每隔 24 h监测一个反冲

洗周期内（144 h）沿滤柱高度的 11个取样口的出水

氨氮浓度，以表征BAC对氨氮的去除效果。

BAC 硝化潜势测定参考 Kasuga 等［5］和 Niu 等［6］

的方法，将培养第 1小时内单位质量 BAC去除氨氮

速率［单位为mg/ (L·h) ]除以BAC干质量（单位为 g）
作为BAC的硝化潜势。

1. 3　微生物群落解析

样品的处理及DNA提取：取不同温度下BAC滤

柱的低、中、高三层生物活性炭样品进行分子生物

学研究。将 1×PBS 溶液加入 BAC 样品后振荡，在

12 000 r/min下离心2 min，得到的沉淀用E. Z. N. ATM 
Mag-Bind Soil DNA Kit（Omega，美国）进行 DNA 提

取，并用琼脂糖凝胶电泳检测提取DNA的完整性。

实时荧光定量 PCR 分析：采用 SYBR 荧光染料

法对氨氧化微生物功能基因（amoA基因）进行实时

荧光定量 PCR（Q-PCR）分析。引物 Arch-amoAF 和

Arch-amoAR用于对AOA的 amoA基因进行扩增，引

物序列分别为 STAATGGTCTGGCTTAGACG 和 GC⁃

GGCCATCCATCTGTATGT。PCR 扩增程序为 95 ℃/
5 min→95 ℃/10 s→53 ℃/20 s→72 ℃/30 s，共 50 个
循环，然后进行溶解曲线检测。采用 amoA 基因克

隆 NG-B-081028_K1 （accession No.  AB550804）作

为古菌的标准基因。引物 amoA1F *和 amoA2R用于

对 AOB 的 amoA 基因进行扩增，引物序列分别为

GGGGHTTYTACTGGTGGT和CCCCTCKGSAAAGCC⁃
TTCTTC。PCR扩增程序为95 ℃/5 min→95 ℃/10 s→
54 ℃/20 s→72 ℃/30 s→80 ℃/5 s，共进行 50 个循

环，然后进行溶解曲线检测。Nitrosomonas europaea 
ATCC 19718的amoA基因作为细菌的标准基因。

末端限制性片段长度多样性分析：运用末端限

制性片段长度多样性技术（T-RFLP）分析BAC上的

氨氧化微生物群落结构，使用与Q-PCR相同的引物

进行扩增。Arch-amoAF和 amoA1F *的 5'端被 6-羧
基荧光素（6-FAM）标记，并采用 10 U HhaⅠ 处理

AOA的 amoA基因，10 U TaqⅠ处理AOB的 amoA基

因。最后通过测序仪（ABI Verity 96well，美国）对片

段进行测序，用 Genemapper 软件对 T-RFLP 数据进

行分析。基因片段大于 50 bp的用于进行微生物多

样性分析。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　不同温度下BAC的氨氮去除效果和硝化潜势

一个反冲洗周期内，BAC不同层的氨氮浓度如

图 2所示。可知，在进水氨氮浓度为 0. 5 mg/L时，常

温下，在低层即可完全去除水中氨氮。但在低温条

件下，第一天的氨氮去除效果低于常温，在中层取

样口（0. 7 m）仍能检出一定量的氨氮（0. 01 mg/L），

表明此时低层已无法完全去除水中氨氮，需要中层

发挥作用。常温下 BAC 的平均降解速率为 1. 16 
g/（h·m3），而低温下第一天的降解速率仅为 0. 79 
g/（h·m3），随着运行时间的延长，BAC的氨氮去除速

率逐渐增强，到第 5 天已达到 1. 08 g/（h·m3）。这与

Han等［9］观察到曝气生物滤池（BAF）在低温期氨氮

去除效果随着培养时间的增加而增强的现象一致，

考虑与滤料上所附着生长的氨氧化微生物群落多

样性增加有关。此外，从各层水中氨氮降解结果来

看，低温确实降低了 BAC 对氨氮的降解速率，这与

上海市某给水厂［10］和土耳其 Pasakoy污水厂［11］在低

温枯水期运行时的现象相近。但从最终的出水氨

氮浓度结果来看，模拟实际水厂滤池高度及运行条

反冲洗进水

反冲洗出水

出水

取样口

进水

水箱

充氧设备

进水

生物活性炭

石英砂

配水区

充氧/反冲洗气管

图1　BAC连续培养反应器示意

Fig.1　Schematic diagram of continuous culture BAC 
reactor
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件等参数而设计的反应器在低温条件下仍能成功

实现对水中氨氮的完全去除。
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图2　一个反冲洗周期内BAC不同层的氨氮浓度

Fig.2　Ammonia nitrogen concentrations in different 
layers of BAC column during a backwashing cycle

BAC各层的硝化潜势如图3所示。
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图3　BAC各层的硝化潜势

Fig.3　Nitrification potential of different layers of BAC 
column

由图 3 可知，低、中、高各层的硝化潜势范围为

0. 012~0. 020 mg/（L·h·g），与已经报道的日本水厂

BAC 硝化潜势相当［6］。常温下，BAC 各层的硝化潜

势无显著差异（p>0. 05）。而低温下，BAC的硝化潜

势呈现出低层显著高于中层和高层的现象（p<
0. 05），且除中层外，其余各层的硝化潜势均显著高

于常温情况（p<0. 05）。尽管 BAC 在低温时对氨氮

的去除效果不如常温，但在实验室内相对最适宜的

培养条件下却展现出了更高的硝化潜能，这一看似

“矛盾”的现象进一步说明 BAC 对氨氮的去除能力

受到了低温的抑制。此外，低温下各层硝化潜势差

异较大，对于上向流BAC来说，低层硝化潜势最高，

是去除氨氮的主要场所。

2. 2　不同温度下BAC各层的氨氧化微生物丰度

BAC各层AOA和AOB的 amoA基因数量如图 4
所示。可知，常温和低温下两种氨氧化微生物在

BAC 各层呈现出全然不同的数量分布特征。已有

的研究表明，AOA比AOB更倾向于极低的氨氮浓度

环境［12］，并且在低氨氮浓度下，AOA 具有更强的竞

争力［13］。Kasuga等［5］和Niu等［6］也都曾报道AOA是

大多数 BAC 上的主要氨氧化微生物。然而本研究

却发现，常温条件下仅在低层检测到 AOA，而 AOB
则在各层均有分布；同时低层 BAC 上 AOA 和 AOB
的 amoA 基因数量没有显著差异（p>0. 05）。可见，

AOB 是常温下 BAC 上的主要氨氧化微生物类型。

Niu 等［6］认为，当 BAC 反冲洗间隔在 120 h 以上时，

BAC 上主要氨氧化微生物为 AOB。本研究的反冲

洗时间（144 h）恰好符合条件，可能是造成AOB占主

导的原因。此外，常温下中层和高层中并未检测到

AOA，与这些层的水中未检测到氨氮，从而缺少生

长底物有关。与AOA不同，AOB的部分菌属为混合

营养型氨氧化微生物［14］，即便在缺少氨氮的中、高

层仍可通过利用有机物中的氮素进行生长代谢。
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图4　BAC各层AOA和AOB的 amoA基因数量

Fig.4　amoA gene abundance of AOA and AOB in 
different layers of BAC column

由图 4（b）可知，低温下，BAC 上各层均有 AOA
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检出，且 AOA 在低层的数量显著高于常温（p<
0. 05），这与Niu等［6］在冬季开展BAC研究所发现的

现象一致。AOB仅分布在低层和中层，且低层AOA
的数量显著高于AOB（p<0. 05）。可见，AOA是低温

下BAC上的主要氨氧化微生物。不同于Niu等［6］报
道的AOB在冬季数量降低的现象，本研究在能够于

低温下测得AOB的低层和中层，其数量仍然较常温

显著增加（p<0. 05）。Jantarakasem 等［8］在 BAC 小试

研究中也获得了类似结果，其进水氨氮浓度为 1 mg/
L，与本研究的 0. 5 mg/L 相当，远高于 Niu 等［6］报道

的 0~0. 06 mg/L。综上所述，推断低温下 AOB 数量

的变化可能与进水氨氮浓度有关，即当氨氮浓度较

高时，AOB数量增加；当氨氮浓度较低时，AOB数量

减少。此外，AOA和AOB在低温下的数量更高也在

一定程度上解释了 BAC 在低温下硝化效率逐渐增

强和具有更高硝化潜势的原因。如何于低温下尽

可能地发挥BAC上氨氧化微生物，尤其是AOA的硝

化能力，应成为今后研究的重点。

2. 3　不同温度下BAC上氨氧化微生物的群落分析

BAC上AOA的群落多样性如图5所示。

由图 5可知，从低层BAC上获得了AOA的 PCR
产物。不同温度下的BAC上共检出 3 种AOA，分别

命 名 为 A-OTU1、A-OTU2 和 A-OTU3。 根 据 T-
RFLP 半定量的特点，比较不同峰的相对荧光单元

可以得出不同温度下BAC上的优势AOA。常温下，

A-OTU1 和 A-OTU3 为优势菌种；低温下，A-OTU2
和 A-OTU3 为优势菌种。可见，A-OTU3 在低温和

常温下都是优势菌种。此外，将本研究中 T-RFLP
片段长度与Zhang等［15］和Niu等［6］已报道的T-RFLP
片段长度进行对比发现，A-OTU2 和 A-OTU3 的

amoA基因序列在系统发育树上被鉴定为水系AOA
（group Ⅰ. 1a），与淡水系统、自来水厂及脱氮污水厂

中得到的AOA序列相似，而这些序列与第一株发现

的AOA（Nitrosopumilus maritimus）同源性较高。

BAC上 AOB的群落多样性如图 6所示。可知，

从低层BAC上获得了AOB的PCR产物。不同温度下

的 BAC 上共检出 6 种 AOB，种类较 AOA 更为丰富。

其中仅 B-OTU3在常温和低温下都存在。Sundberg
等［16］发现了 AOB 的群落组成及优势菌种易随温度

变化的特点。同时 AOB 在低温下多样性的改变也

可能是 BAC 在低温运行时最终能够保持与常温下

相当的硝化效率的原因之一。本研究 BAC 上的

AOB序列与Nitrosomonas sp. 最为相似，Nitrosomonas
属的AOB已被证实含有尿素酶基因［14］，可以利用有

机氮作为氮源。从T-RFLP峰的相对荧光单元可以

看出，常温下AOB中B-OTU1和B-OTU3占优势，而

低温下则为B-OTU5占优势。

3 结论结论

①    尽管 BAC 在低温时的氨氮去除效果低于

常温，但在一个反冲洗周期内，随着运行时间的延

长，也能达到常温时的氨氮去除效果。此外，低温

下BAC具有更高的硝化潜势，且低层最高。

②    低温下 BAC 具有更高的氨氧化微生物数

量，以 AOA 的变化为甚，高出常温两个数量级。如

何于低温下尽可能地发挥氨氧化微生物，尤其是

AOA的硝化能力，应成为今后研究工作的重点。

③    针对功能基因 amoA的T-RFLP分析发现，

A-OTU2、A-OTU3和 B-OTU5是低温下的优势氨氧

化微生物菌种，与水系 AOA 和混合营养型 AOB 
Nitrosomonas 的序列相似性较高。今后应重点开展

分离、培养鉴定及促进其对BAC氨氧化的贡献等方

面的研究，助力BAC工艺的平稳运行和优化升级。
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