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摘  要 : 为明确有机碳源胁迫下，厌氧氨氧化反应器的同步脱氮除碳规律及功能微生物群落结构的动态变

化，采用成功启动的厌氧氨氧化 UASB 反应器，通过逐步提升进水有机负荷，探究有机碳源下废水厌氧氨氧

化同步脱氮除碳。研究表明，当进水化学需氧量 (Chemical oxygen demand, COD) 浓度从 172 mg/L 升至   

620 mg/L，反应器维持较高的脱氮效率，氨氮和总氮去除率均在 85%以上，并对 COD 具有平均 56.6%的去除

率，高浓度 COD 未对 Anammox 菌活性构成显著抑制作用。聚合酶链式反应和变性梯度凝胶电泳 

(PCR-DGGE) 图谱和割胶测序结果表明，变形菌门 Proteobacteria、浮霉菌门 Planctomycetes、绿曲挠菌门

Chloroflexi 以及绿菌门 Chlorobi 等微生物共存于同一反应体系中，推测反应器内存在复杂的脱氮除碳途径。

而且，代表厌氧氨氧化的部分浮霉菌门微生物能耐受高浓度有机碳源，在高有机负荷下依旧发挥着高效的脱

氮作用，为反应器高效脱氮提供了保障。 

关键词 : 厌氧氨氧化，有机碳源，脱氮除碳，聚合酶链式反应和变性梯度凝胶电泳  
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Simultaneous removal of carbon and nitrogen from 
organic-rich wastewater with Anammox 
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Abstract:  In order to simultaneously remove carbon and nitrogen from organic-rich wastewater, we used an up-flow 
anaerobic sludge bed/blanket (UASB) reactor that was started up with anammox with high concentration of carbon and 
nitrogen by gradually raising the organic loading of influent. We optimized the removal of nitrogen and carbon when the 
chemical oxygen demand (COD) concentration varied from 172 to 620 mg/L. During the entire experiment, the ammonium 
and total nitrogen removal efficiency was higher than 85%, while the average COD removal efficiency was 56.6%. The 
high concentration of organic matter did not restrain the activity of anammox bacteria. Based on polymerase chain 
reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) and tapping sequencing analyses, the Planctomycete, 
Proteobacteria, Chloroflexi, Chlorobi bacteria are detected in the UASB reactor, which indicated complex removal pathway 
of carbon and nitrogen coexisted in the reactor. However, a part of Planctomycete which referred to anammox bacteria 
could tolerate a high content of organic carbon, and it provided help for high performance of nitrogen removal in UASB 
reactor. 

Keywords:  Anammox, carbon resource, simultaneous carbon and nitrogen removal, polymerase chain reaction-denaturing 
gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) 

厌 氧 氨 氧 化  (Anaerobic Ammonium 

Oxidation，Anammox) 反应是指在厌氧或缺氧

条件下，Anammox 菌以 NO2
--N 为电子受体，

氧化 NH4
+-N 为 N2的生物过程，该过程不需有

机碳源，可实现全程自养脱氮，已成为废水脱

氮领域的研究热点[1-2]。然而，自养型 Anammox

菌生长速率低，倍增时间长，且实际废水中存

在的有机物对Anammox菌有显著抑制作用[3-4]。

近来研究发现，Anammox菌与反硝化菌能共存

于同一反应体系中，有机物含量相对较低 (一般

COD浓度低于 100 mg/L) 时能够有效避免反硝

化菌的大量繁殖 [5]，且两者形成一定的协同作 

用[6]。但在实际废水中，COD 浓度大多数超过

100 mg/L。存在高浓度有机物时，厌氧氨氧化

反应器能否继续发挥脱氮作用？Anammox菌是

否会受到抑制？上述问题均有待研究。 

本文拟在高有机物浓度下，明确厌氧氨氧

化反应器脱氮除碳性能及污染物去除规律，并

初步探索反应器运行过程中功能性微生物群落

结构的变化情况，以期为厌氧氨氧化反应的工

程化应用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  反应装置 

反应装置采用上流式厌氧污泥床反应器 

(Up-flow anaerobic sludge bed/blanket，UASB)，

由 PVC材料制作而成，上部直径 20 cm，下部

直径 10 cm，高度 100 cm，高径比 10∶1，有效

容积 10.8 L，上部设三相分离器用于气液固分

离，气孔用水封以保证反应器内部厌氧，进水

采用蠕动泵控制 (图 1)。反应器外部设置厚度

为 1 cm 的加热保温层，维持反应器温度 
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(30±1)℃，为 Anammox 菌提供合适的生长环  

境[7]。反应器内添加低温制成的竹炭 (Bamboo 

charcoal) 为填料，竹炭具有巨大的比表面积 

(2.5×108 m2/m3) 和大量的微孔结构 (直径介于

0.001–1 000 µm)，可以为 Anammox菌的生长提

供适宜场所，接种厌氧污泥后，经过 65 d成功

启动厌氧氨氧化，反应器稳定运行后 Anammox

菌占总细菌比例为 43.7%[8]。 

1.2  废水来源与进水浓度 

废水取自浙江省杭州市某温室甲鱼养殖公

司，养殖废水水质：pH 值 7.5−8.1, SS 800−    

1 000 mg/L，COD 529−624 mg/L，NH4
+-N 

132−140 mg/L，TN 138−145 mg/L, 其中 NO3
--N

和 NO2
--N<2 mg/L，NH4

+-N 是 TN 的主要赋存

形式。根据厌氧氨氧化反应式，实际废水经稀

释后添加 NaNO2，使进水 NO2
--N/NH4

+-N 在

0.98−1.10 之间，并添加微量元素Ⅰ和Ⅱ，进水

C/N 比为 1.76−2.09。随着试验推进，稀释比逐

渐降低，有机负荷依次升高，最终进水未经稀

释，根据进水水质差异，将反应过程分为 5 个

阶段，各阶段进水水质见表 1。反应器运行时间

共计 77 d，水力停留时间 (HRT) 控制为 12 h。 

1.3  分析方法 

1.3.1  水质分析 

每天采取反应器进出水，分别测定 COD (重

铬酸钾法)、NH4
+-N (纳氏比色法)、NO3

--N (紫

外分光光度法)、NO2
--N (N-(1-萘基)-乙二胺光度

法)、TN (碱性过硫酸钾消解-紫外分光光度法) 

等指标，每个指标测定设 2个重复，取平均值[9]。 

1.3.2  PCR扩增 

在试验过程中，采取反应器第 0天、第 45天 

 
图 1  厌氧氨氧化试验装置 

Fig. 1  Experimental Set-up for Anammox. 

 

表 1  各阶段反应器进水水质特征 

Table 1  Characteristics of influent wastewater in different phase 
Parameters Phase 1 (1−10 d) Phase 2 (11−24 d) Phase 3 (25−54 d) Phase 4 (55−64 d) Phase 5 (65−77 d)

CODcr 194.8±17.5 319.4±16.6 422.5±25.0 412.3±10.0 578.6±18.5 
NH4

+-N 44.8±1.7 79.1±2.7 94.9±3.5 118.0±4.8 135.8±2.7 
NO2

–-N 47.4±2.2 80.8±6.0 104.6±10.7 115.2±9.2 142.6±3.2 
C/N 2.09±0.21 2.00±0.11 2.06±0.14 1.76±0.09 2.03±0.10 
NO2

–-N/NH4
+-N 1.06±0.07 1.02±0.10 1.10±0.10 0.98±0.06 1.05±0.03 

Trace  
element Solution 

1 mL/L I [a] and II [b] 

 

[a] Trace element solutionⅠ= EDTA 15 g/L and FeSO4 5 g/L. [b] Trace element solution Ⅱ= EDTA 15 g/L, ZnSO4·7H2O  

0.43 g/L, CoCl2·6H2O 0.24 g/L, MnCl2·4H2O 0.99 g/L, CuSO4·5H2O 0.25 g/L, Na2MoO4·2H2O 0.22 g/L, NiCl2·6H2O 0.19 g/L, 
Na2SeO4·10H2O 0.21 g/L, H3BO4 0.014 g/L[7]. 
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和第 77 天的生物膜样品，提取 DNA，进行

PCR-DGGE 分析。PCR 采用细菌 F357GC (5'- 

CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG 
CCG CCC CCG CCC CCC TAC GGG AGG CAG 

CAG -3') 和 R518 (5'- ATT ACC GCG GCT GCT 

GG -3') 引物对[10]。引物一端加上 GC夹，保证

DGGE试验的稳定和片段的分离。 

PCR采用 50 µL反应体系：10×反应缓冲液

体 (0.1 mol/L Tris-HCl (pH 8.3)，0.5 mol/L KCl) 

5 µL；MgCl2 (25 mmol/L) 6 µL； F357GC     

(25 pmol/µL) 和 R518 (25 pmol/µL) 各 1 µL；

dNTPs (各 2.5 mmol/L) 4 µL；Taq酶 (5 U/µL，

TaKaRa) 0.3 µL；模板 DNA 2 µL；ddWater    

30.7 µL。PCR反应分 6个步骤：①预变性 94  ℃

4 min；②变性 94  30 s℃ ；③退火 56  40 s℃ ；

④延伸 72  1 min℃ ；循环第②–④步骤 35次；

⑤延伸 72  10 min℃ ；⑥保持 4 ℃。 

1.3.3  变性梯度凝胶电泳 (DGGE)  

DGGE分析采用 8%聚丙烯酰胺凝胶，变性

剂浓度为 30%−60%。待变性胶完全凝固后，将

胶版放入装有电泳缓冲液 (1×TAE) 的装置中，

每个加样孔加入含有 15 μL 6×溴酚蓝二甲苯氰

溶液的 PCR 样品 40−50 μL。电泳采用 Dcode 

DGGE系统 (BIO-RAD Laboratories，Hercules，

CA，USA)，在 60 ℃，85 V电压下，电泳 16 h。

电泳后，胶采用生物色素 (SYBR) 染色 (SYBR 

3 μL：1×TAE 15 mL) 30 min，采用凝胶成像系

统 (Gel DocTMEQ，Biorad) 成像[11]。对 DGGE 

胶上的条带进行割胶回收，割得的胶条，经克

隆、连接和转化后，将阳性克隆的菌液送往华

大基因 (杭州) 测序。 

1.3.4  Shannon指数计算 

利用Quantity One 4.4 (BIO-RAD Laboratories, 

Hercules, CA, USA) 软件将 DGGE图谱转化为

相应的数字信号，对试验各阶段的微生物群落多

样性指数 Sharon指数 H'进行了分析，公式为[12]： 

i i/ lnH' n N n N＝－ （ ）（ / ） 

其中：ni为峰高，N为所有峰的总峰高。 

2  结果与讨论 

2.1  水质动态变化分析 

在不同有机负荷下，研究了厌氧氨氧化反

应器的脱氮性能，结果表明，不同浓度 COD胁

迫下反应器的脱氮效率稳定保持在较高水平 

(图 2和图 3)。根据进水浓度及 C/N比不同，整

个试验过程分为 5 个阶段。在整个过程中，反

应器出水 NO2
--N浓度稳定保持在 1 mg/L以下。

出水氨氮浓度有一定的波动。在第 1和第 2阶段，

出水 NH4
+-N浓度较低，分别为 (3.1 ± 1.3) mg/L

和 (3.4 ± 2.9) mg/L。至第 3阶段，出水 NH4
+-N

有所升高，最高达到 31.8 mg/L，主要原因为进

水底物 NO2
--N/NH4

+-N 较低 (0.87−0.88)，不足

以满足 Anammox 反应对底物化学计量比的需

求 (理论值 NO2
--N/NH4

+-N 约 1.3)，NH4
+-N 过

量，导致反应器 NH4
+-N去除率骤降[7]。从第 29

天开始，当调整进水 NO2
--N 与 NH4

+-N 化学计

量比为 1.06–1.15，出水 NH4
+-N 浓度逐渐降低

至 (4.8±1.6) mg/L。第 4 和第 5 阶段，当进水

NH4
+-N 浓度提升至 108.4−139.8 mg/L，出水

NH4
+-N浓度骤升至 20.0 mg/L，经过一段时间驯

化，后逐步稳定至 (13.4 ± 1.1) mg/L。由结果可

知，进水底物浓度和反应化学计量比是影响厌

氧氨氧化脱氮效率的重要因素。厌氧氨氧化反

应会生成约 10%的 NO3
--N，然而运行过程中，

仅前 8 d 在出水中检测到 NO3
--N，推测在反应

器中存在反硝化作用，即在厌氧条件下，反硝
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化菌以 NO2
--N 和 NO3

--N 为电子受体，有机物

为电子供体，生成 N2
[13]。反硝化作用的存在为反

应器深度脱氮和除碳作用提供了良好的基础。 

反应器对 NO2
--N 和 NH4

+-N 的稳定高效去

除，使得 TN去除率稳定保持在 85%以上 (图 2

和图 3)。在第 1和 2阶段，TN去除率从 79.2%

快速升高至 98.8%，之后保持稳定且较高的去除

率；在第 3阶段初期，受出水 NH4
+-N浓度影响，

TN 去除率急剧降低至 82.2%，后缓慢恢复至

98.1%。进入第 4 和 5 阶段，TN 去除率缓慢降

低，到试验末期去除率降至 88.9%。TN 与

NH4
+-N的去除规律基本一致。 

 

 
 

图 2  各阶段反应器进出水氮素的变化趋势 

Fig. 2  Time courses of influent and effluent nitrogen concentrations in reactor. 
 

 
 

图 3  反应器氮素去除率随时间变化趋势 

Fig. 3  Time courses of nitrogen removal efficiency in reactor. 
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在整个运行过程中，反应器对 COD的去除

率为 (56.6 ± 11.0) % (图 4)。在第 1阶段初期，

随着氮素去除率的提升，COD 去除率也急速上

升，从 50.0%升至 78.7%，之后到第 2阶段末期，

COD去除率均维持在 60%以上，而在第 3阶段

初期，急剧降低至 30.6%，与氮素去除“低谷”

基本一致；随后去除率缓慢上升，到第 4 和 5

阶段，COD基本维持在 55%−60%之间。在整个

过程中，虽然进水 COD 浓度从 172 mg/L 上升

至 620 mg/L，有机负荷逐步提升，但是 COD去

除率较为稳定，只有在第 3阶段初期，出现 COD

去除“低谷”。COD 与氮素去除“低谷”的高度一

致性，也间接表明 COD去除与厌氧氨氧化生成

的 NO3
--N型反硝化作用存在关联。 

研究表明，Anammox 菌是自养菌，生长率

低，倍增时间长，在高浓度 COD环境下，反硝

化菌快速增殖，其生长率远高于 Anammox菌，

因此高浓度 COD 会部分抑制或者完全抑制

Anammox菌活性[14-15]。但在本研究中，高浓度

COD 并未抑制 Anammox 菌活性，反应器对氮

素的去除率一直维持在 85%以上，且 NH4
+-N和

NO2
--N 能够同步稳定高效去除。本研究的进水

COD 浓度远高于文献报道的 COD 抑制浓度，

一般为 237−300 mg/L[15]；而且进水 C/N 比在

1.81−2.13 之间，也高于文献报道的抑制性 C/N

比 (大于 1)[16]。有研究表明，亚硝化-厌氧氨氧

化工艺可成功用于猪场废水处理，高浓度有机

物对厌氧氨氧化效能的影响并不明显[17]。总之，

在研究中，高浓度 COD (高达 620 mg/L) 并未

对 Anammox 菌活性产生明显的抑制效应，

NH4
+-N、NO3

--N、NO2
--N 和 COD 能稳定同步

去除，有关机理有待深入研究。 

2.2  生物膜群落结构分析 

2.2.1  形态和结构 

因富集培养 Anammox菌超过 1年，填料表

面生物膜与反应液均呈现红色，这是 Anammox

菌含有较高的血红素 c所致[7]。在泵入高浓度有

机废水后，生物膜颜色逐渐转变为棕色，之后 

 

 
 

图 4  各阶段反应器进出水 COD 浓度与去除率随时间变化情况 

Fig. 4  Time courses of influent and effluent COD concentrations and removal efficiency in reactor. 
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颜色加深，最后变为黑色，推测这是有机物导

致硫化物 (如硫化亚铁) 形成所致[15]。从填料表

面生物膜特性看，有机物胁迫之前，生物膜致

密、均匀、颜色鲜亮；有机物胁迫之后，生物

膜变得稀疏、膜生物量减少、颜色变淡；最后，

生物膜量回升，但颜色变为黑褐色 (图 5)。 

      
图 5  反应器生物膜和污泥外观变化情况 (从左到右依次为第 1 天和第 77 天样品) 

Fig. 5  The appearance of biofilm and sludge in reactor (from left to right the 1st and the 77th days' sample). 
 

2.2.2  微生物群落结构分析 

有机物影响下污泥中总细菌多样性的

DGGE分析结果见图 6。按照每个条带的强度，

分析反应器各阶段样品的细菌多样性，在第   

0天、第 45天和第 77天的 Shannon指数 (H′) 分

别为 3.03±0.03、3.11±0.03 和 3.02±0.04。以亮

度较高的 DGGE 条带或各时期存在差异性的条

带 (只存在于某一个或两个时期) 为对象，选择

了 13 个特异性条带。3 个时期的条带数量分别

为 6 条、7 条和 12 条，表明各时期微生物多样

性存在差异。泵入高浓度有机废水后，条带数

目有所增加，但条带位置和亮度发生动态变化，

可分为两类情况：1) 亮度减弱条带：1、2、3、

5、6 号条带逐渐减弱，其中 1、2 号条带“先消

失后再现”，3、5、6 条带逐渐减弱，而 5 号条

带最后消失，3 和 6 号条带一直存在；2) 亮度

增强条带：4、7、8、9、10、11、12、13 号条

带亮度逐渐增强，且 4、9号条带亮度明显增强。

各时期 DGGE 条带数量和位置的变化，表明反

应器内微生物群落结构发生了动态变化，但从

H′指数变化看，微生物群落丰度变化并不明显。

虽然在第 45天，总细菌多样性有所增高，但之

后降低至初始水平。在高浓度有机物胁迫下，

反应器内微生物群落多样性变化不明显，造成

该结果的原因可能是竹炭填料在一定程度上缓

解了高浓度有机废水对反应器细菌群落结构的

冲击[18]。 

在 DGGE图谱上选取 13条条带进行了割胶

回收和 16S rRNA基因测序，与 NCBI数据库中

序列的比对结果见表 2。 

 
 

图 6  PCR-DGGE 图谱分析 

Fig. 6  The PCR-DGGE analysis.  
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表 2  DGGE 条带测序比对结果 

Table 2  Results of the best march to known species of the clones 

Band Length Closest class (Accession No.) 
Identity 
(%) 

Phylum 

1 189 Uncultured bacterium clone day_180_9-PLA46F (JQ518421) 100  

2 170 
Uncultured bacterium clone Pohang_WWTP_August.2006_3877 
(HQ501000) 

100 Chloroflexi 

3 170 Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone P22 (HE648194) 97  
4 195 Uncultured delta proteobacterium clone ZLL-E86 (JF807040) 96 Proteobacteria
5 195 Candidatus Brocadia sp. S08-01 (JN205347) 99 Planctomycetes
6 170 Uncultured Planctomycetales bacterium clone DTU1-12 (FJ710638) 99 Planctomycetes
7 194 Uncultured Nitrosomonas sp. clone P93-B4-T7 (GQ255606) 100 Chlorobi

8 194 
Denitratisoma sp. enrichment culture clone ANA-RAS-29 
(HM769664) 

99 Proteobacteria 

9 170 Uncultured candidate division OP10 bacterium (AB113611) 100  
10 195 Uncultured bacterium clone T1-35 (JF502880) 99 Chlorobi
11 194 Uncultured prokaryote clone Se4-11 (GU208317) 100  
12 194 Uncultured bacterium clone F1Q32TO05GF7KE (GU496418) 99  
13 194 Uncultured beta proteobacterium clone D57 (JF833777) 97 Proteobacteria

 

在回收测序的 13个克隆子中，其中第 5和

6 号 条 带 对 应 的 克 隆 子 属 于 浮 霉 菌 门 

Planctomycetes；第 4、8 和 13 号条带对应的克

隆子属于变形菌门 Proteobacteria；第 7和 10条

带对应的克隆子属于绿菌门 Chlorobi；第 2号条

带对应的克隆子属于绿曲挠菌门 Chloroflexi；其

余的 5个克隆在NCBI数据库中没有找到相近的

已知物种，未得到详细分类信息。在已知分类

信息的克隆中，变形菌门占 37.5%，浮霉菌门占

25.0%，绿曲挠菌门 12.5%，绿菌门占 25.0%。

反应器内微生物种群的分布与其他报道基本一

致，Bae 等研究了厌氧氨氧化 UASB 反应器中

的微生物群落组成，发现主要为变形菌门 

(42%)，浮霉菌门 (20%)，绿曲挠菌门 (22%)，

其他菌 (9%)[19]。 

在浮酶菌门中，第 5号条带属于“Candidatus 

Brocadia”属，最早发现于荷兰污水处理厂污泥

中[20-21]，是第一个被富集鉴定的 Anammox 菌

种。第 6 号条带未指向特定的种。第 8 号条带

为反硝化菌属，推测与反硝化作用有关。第 4

和 13号条带未指向特定的种。第 2号条带为绿

曲挠菌门，该菌在富集程度较高的 Anammox污

泥中较为普遍，如厌氧氨氧化序批式生物膜反

应器 (SBBR)、上升式厌氧颗粒床反应器、全程

自养脱氮反应器 (CANON) 等[22-24]，其作用是

固碳，将 CO2 固定为最终产物丙酮酸。绿菌门

是一类进行不产氧光合作用的细菌，常在

Anammox反应器中被检测到[25]。但其在厌氧氨

氧化反应中起什么作用还不得而知。 

在整个试验过程中，已知分类地位的变形

菌门和浮霉菌门占 62.5%，该两类菌分别代表了

反硝化微生物和厌氧氨氧化微生物，可知在有

机废水处理系统中，反硝化菌和 Anammox菌可

共存于反应体系中，这也是废水中碳氮能够同

步被去除的重要佐证。但是，随着有机物的胁

迫，反硝化菌和 Anammox菌存在动态变化，其

中 4、8和 13号条带代表的反硝化菌逐渐增强，

而 5和 6号条带代表的 Anammox菌逐渐减弱，
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5号条带一度消失。值得一提的是，当进水 COD

浓度从 172 mg/L升至 620 mg/L，部分 Anammox

菌如条带 6，虽然条带浓度有所减弱，但一直存

在于反应体系中，可以耐受高浓度的有机碳源，

为厌氧氨氧化反应维持主导作用起到关键作

用，但其耐受高浓度有机碳源的具体原因和机

制还有待分析。 

3  结论 

采用成功启动厌氧氨氧化的 UASB 反应器

处理高浓度有机碳源的废水，COD 浓度从   

172 mg/L升至 620 mg/L，在较高有机负荷胁迫

下反应器依旧表现出良好的碳氮去除能力，对

NH4
+-N和 TN去除率均在 85%以上，COD平均

去除率 56.6%，表明高浓度 COD未对 Anammox

菌活性构成显著性抑制作用。通过 PCR-DGGE

和割胶测序分析技术表明，反应器中的微生物

主要属于变形菌门 Proteobacteria、浮霉菌门 

Planctomycetes、绿曲挠菌门 Chloroflexi以及绿

菌门 Chlorobi，同时发现部分浮霉菌门微生物能

耐受高浓度有机碳源，具体原因值得进一步研

究证实。 
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