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摘  要: 采用厌氧序批式反应器处理火电厂烟气脱硝尾液并研究厌氧氨氧化微生物群落结构。通过扫描电镜

观察发现，优势菌群为椭圆形的球菌且具有下凹的火山口状，直径约为 0.7 μm。通过污泥总 DNA 提取、PCR

扩增、阳性克隆验证和测序等分子生物学手段得到反应器内菌群 16S rRNA基因序列，建立系统发育树和克隆

文库。结果表明，在细菌通用引物 27F-1 492R PCR 扩增的体系中，得到 85 个克隆子，分为 21 个 OTU，各菌

群所占的比例为：变形菌门 Proteobacteria：61.18%；酸杆菌门 Acidobacteria：17.65%；绿菌门 Chlorobi：

8.24%；绿弯菌门 Chlorofexi：5.88%；芽单胞菌门 Gemmatimonadetes：3.53%；硝化螺旋菌门 Nitrospirae：

2.35%；浮酶状菌门 Planctomycetes：1.18%。而在厌氧氨氧化菌特异引物 pla46rc-630r; AMX368-AMX820 PCR

扩增的体系中有 45 个克隆子，分为 3 个 OTU，其中 Candidatus brocadia sp.占有 95.6%，未知菌种 4.4%。 

关键词: 烟气脱硝尾液，厌氧氨氧化，16S rDNA 克隆文库，群落结构，Candidatus brocadia sinica 
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Microbial community in the Anammox  
process of thermal denitration tail liquid 

Jin Li, Deshuang Yu, Dan Zhao, and Xiaochen Wang 

School of Environmental Science and Engineering, Qingdao University, Qingdao 266071, Shandong, China 

Abstract:  An anaerobic sequencing batch reactor (ASBR) was used to treat thermal denitration tail liquid and microbial 

community was studied. Activated sludge was taken from the reactor for scanning electron microscope analysis. The 

images showed that the dominant cells in the flora were oval cocci. Its diameter was about 0.7 μm. Through a series of 

molecular biology methods such as extracting total DNA from the sludge, PCR amplification, positive clone authentication 

and sequencing, we obtained the 16S rDNA sequences of the flora. Phylogenetic tree and clone library were established. 

The universal bacteria primers of 27F-1492R PCR amplification system obtained 85 clones and could be divided into 21 

OTUS. The proportions were as follows: Proteobacteria 61.18%; Acidobacteria 17.65%; Chlorobi 8.24%; Chlorofexi 

5.88%; Gemmatimonadetes 3.53%; Nitrospirae 2.35% and Planctomycetes 1.18%. The specific anammox bacterial primers 

of pla46rc-630r and AMX368-AMX820 PCR amplification system obtained 45 clones. They were divided into 3 OTUS. 

Candidatus brocadia sp. occupied 95.6% and unknown strains occupied 4.4%. 

Keywords:  thermal denitration tail liquid, Anammox, 16S rDNA clone library, molecular community, Candidatus brocadia 

sinica 

厌氧氨氧化 (Anammox) 是一个自养过程，

因不需要投加碳源可以节省运行成本[1-2]。厌氧

氨氧化菌属于浮霉状菌目 Planctomycetales的厌

氧氨氧化菌科，该科有 5 个属，10 个种，皆为

化能自养型厌氧菌并且具有厌氧氨氧化功能[3]。

在这 5 个厌氧氨氧化菌属中当前有 4 个

Anammox 菌属是从活性污泥中得到的，分别

是 “Kuenenia sp.”[4-5] ， “Brocadia sp.”[6] ，

“Anammoxogiobus sp.”[7]和“Jettenia sp.”[8]。第 5个

厌氧氨氧化菌属“Candidatus scalindua”[9-10]通常

可以在自然生境中发现，尤其是在海底沉积物

和海洋最低含氧带。 

Anammox 菌形态多样，呈球形、卵形等，

直径 0.8−1.1 μm[11]。该菌是革兰氏阴性菌；细

胞外无荚膜；细胞壁表面有火山口形状的结构；

少数有菌毛。细胞内分隔成 3 部分：厌氧氨氧

化体 (Anammoxsome)、核糖细胞质 (Riboplasm) 

及外室细胞质 (Paryphoplasm)[12]。 

Anammox 菌是一类难培养微生物，其生长

速率较慢，倍增时间约为 11 d，采用稀释分离、

平板划线分离、显微单细胞分离等传统微生物

分离方法均未分离成功 [13]。这为 ANAMMOX

菌的酶学研究以及功能基因研究等带来了不

便。然而由于分子生物学技术可以直接从环境

样品中提取微生物的总 DNA，不需要对微生物

进行分离培养，从而成为研究厌氧氨氧化菌的

最佳手段，如多聚酶链式反应 (PCR) 、荧光原

位杂交 (FISH) 、DNA 克隆测序、及梯度凝胶

电泳 (DGGE) 等。其中 16S rRNA基因序列分

析技术是分子生态学领域的一项重要技术，已

被广泛用于研究微生物的分类、鉴定以及微生

物群落分析，且在很多方面都取得了显著成果[14]。 

火电厂烟气脱硝尾液具有较高的氨氮浓度 

(100−125 mg/L)、较低的 B/C比 (低于 0.1)，较
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高的进水温度  (30−40 ℃)，适合于采用

Anammox工艺脱氮。试验采用 ASBR反应器研

究了火电厂烟气脱硝尾液 Anammox过程，经过

228 d 培养及驯化实现了稳定的厌氧氨氧化运

行。取少量厌氧氨氧化活性污泥，通过 DNA提

取、PCR 扩增等一系列分子生物学手段获得反

应器内菌群的 16S rRNA基因序列，通过构建克

隆文库法对反应器内微生物种群进行了多样性

分析，为火电厂烟气脱硝尾液的厌氧氨氧化处

理提供指导。 

1  材料与方法 

1.1  污泥来源 

实验污泥取自水污染控制实验室稳定运行

的 ASBR厌氧氨氧化反应器，反应器装置如图 1

所示。反应器采用有机玻璃制成，有效容积 7 L，

反应器外壁采用黑布包裹，通过水浴加热，使

反应器内温度控制在 35 ℃。反应器进水氨氮和

亚硝酸盐氮分别为 115 mg/L和 140 mg/L左右，

进水 pH值为 7.5，水力停留时间为 8 h，混合液

污泥浓度保持在 3 500 mg/L。在此条件下，反

应器对氨氮和亚硝酸盐氮的去除率分别为

91.5%和 97.0%，脱氮性能良好。其中进出水各

项指标如表 1所示。 
 

 
 

图 1  ASBR 厌氧氨氧化反应器流程图 

Fig. 1  Flowchart of ASBR Anammox reactor. 

表 1  进出水各项指标 

Table 1  Indicators of influent and effluent 

Item NH4
+-N NO2

-N NO3
-N COD C/N 

Influent 
(mg/L) 

115.0 140.0 10.5 58 0.22

Effluent 
(mg/L) 

9.8 4.25 29.9 50 1.1 

1.2  主要试剂及仪器 

WisespinCF-1离心机；BIO-RAD PCR扩增

仪；DYY-7 型电泳仪；水浴锅；台式紫外透射

仪；移液枪；WH-3型漩涡振荡仪；微型漩涡混

合仪；低速离心机；迷你离心机。 

MO BIO土壤 DNA提取试剂盒，2×Taq PCR 

MasterMix，普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 

(离心柱型)，PMD18-T 载体，大肠杆菌 DH5α

感受态细胞。核酸染料，MSP，ALUⅠ限制性内

切酶。 

引物由上海博尚生物科技有限公司合成，

上游引物 27F，Pla46rc, AMX368；下游引物

1492R，630r，AMX820。引物的序列见表 2。 

1.3  方法 

1.3.1  污泥总细菌 DNA 基因组的提取与 PCR

扩增 

污泥总 DNA 基因组的提取按照土壤基因

DNA提取试剂盒说明书操作，完成后取 5 μL收

集好的 DNA 溶液用 1%的琼脂凝胶电泳检测，

其余分装至微量离心管中−20℃保存。 

表 2  引物序列 

Table 2  Sequences of primers 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

27F AGAGTTTGATCCTGGTCAG 

Pla46rc GGATTAGGCATGCAAGTC 

AMX368 TTCGCAATGCCCGAAAGG 

1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 

630r CAKAAAGGAGGTGATCC 

AMX820 A AAACCCCTCTACTTAGTGCCC
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分别采用细菌通用引物 (27F-1492R) 和厌

氧 氨 氧 化 特 异 引 物  (pla46rc-630r; 

AMX368-AMX820) 对污泥样品总 DNA 进行

16S rRNA基因片段的 PCR扩增。其中通用引物

扩增体系及反应程序如下：细菌 16S rRNA基因

片段的 PCR反应体系 (50 μL)：1 μL引物 27F 

(10 μmol/L)，1 μL引物 1492R (10 μmol/L)，25 μL 

2×Taq PCR MasterMix，2 μL细菌 DNA模板，

适量 ddH2O补至 50 μL。PCR反应程序：95 ℃

预变性 5 min，94 ℃变性 40 s，52 ℃复性 40 s，

72 ℃延伸 90 s，30个循环，72 ℃延伸 7 min。

PCR产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，PCR产

物以普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒进行  

纯化。 

采用浮霉状菌通用引物和细菌通用引物对

pla46rc-630r 及厌氧氨氧化菌特异引物对

AMX368-AMX820 对污泥样品总 DNA 进行巢

式 PCR，首先采用 pla46rc-630r引物对进行第一

轮 PCR 扩增，将第一轮得到的目的片段条带纯

化后再作为模板以引物对 AMX368-AMX820进

行第二轮扩增。PCR 反应体系 (50 μL)：1 μL

上游引物  (10 μmol/L)， 1 μL 下游引物       

(10 μmol/L)，25 μL 2×Taq PCR MasterMix，2 μL

细菌 DNA模板，适量 ddH2O补至 50 μL。反应

条件[15-16]：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 1 min，

56 ℃ (第一轮 PCR 扩增) /52 ℃ (第二轮 PCR 

扩增) 退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，30个循环；

72 ℃延伸 10 min。PCR 产物用 1%的琼脂糖凝

胶电泳进行检测。 

1.3.2  PCR产物的连接与克隆 

微量离心管中依次加入：1 μL PMD18-T，  

2 μL PCR纯化产物，2 μL ddH2O，5 μL SolutionⅠ

(EDTA 5g/L，FeSO4·7H2O 5g/L)，低速离心后

16 ℃反应 16 h。然后全量 (10 μL) 加入至 50 μL 

DH5α感受态细胞中冰浴 30 min，42 ℃加热 60 s，

再在冰中放置 1 min，加入 890 μL LB培养基，

37 ℃振荡培养 60 min。最后取 50 μL上述连接

产物涂布至含有 X-gal、IPTG、Amp的 LB固体

培养基上 37 ℃培养 14 h后进行蓝白筛选，随即

挑选 150 个白色菌株 (细菌通用引物体系挑选

100个，厌氧氨氧化特异引物体系挑选 50个) 接

种至 5 mL含有 Amp的 LB液体培养基中，37 ℃

振荡培养 12 h。 

1.3.3  PCR法验证阳性克隆及酶切 

取 200 μL上述菌液进行沸水浴 10 min，冰

浴 5 min 制得 PCR 反应模板。PCR 反应体系  

(50 μL)：1 μL引物 M-13-47 (10 μmol/L)，1 μL

引物 RV-M (10 μmol/L)，25 μL 2×Taq PCR 

MasterMix，2 μL细菌 DNA模板，适量 ddH2O

补至 50 μL。反应条件：94  3 min℃ ，94  30 s℃ ，

55  45 s℃ ，72  1 min 30 s℃ ，32个循环，72  ℃   

5 min。PCR产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测。 

采用 MSP，ALUⅠ两种限制性内切酶对挑选

出的阳性克隆进行酶切反应 (37 ℃，2 h)，将两

种酶切条带都分别相同的克隆子认定为同一个

菌种。酶切结果用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测。 

2  结果 

2.1  形态学观察 

取样时反应器内污泥总体呈现红褐色，在

取样瓶壁上附着很多红色颗粒污泥，挑选红色

颗粒进行扫描电镜结果如图 2 所示，颗粒内的

菌群为椭圆形球菌聚集体。球形菌具有下凹的

火山口状，直径约为 0.7 μm，该结果与多数文

献报道的厌氧氨氧化菌呈球形、卵形，直径在

0.8−1.1 μm的十分相似[17-19]。 
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图 2  厌氧氨氧化菌颗粒污泥的扫描电镜照片 

Fig. 2  SEM photo of Anammox bacteria granular sludge. 
 

2.2  污泥细菌总 DNA 提取 

污泥样品提取的总 DNA经凝胶电泳检测，

测得 DNA浓度为：50.5 ng/μL。A260/A280=1.619，

该比值用于评估所提取的 DNA纯度，一般认为

A260/A280在 1.8±0.2 范围内说明提取的 DNA 较

为纯净，比值过低表示存在蛋白质或者酚类物

质的影响。本次总 DNA 该比值为 1.619，说明

所提取的 DNA纯度较高，不需要纯化即可进行

后续实验。 

2.3  细菌 16S rRNA 基因片段的 PCR 扩增 

采用细菌通用引物 27F-1492R，扩增结果产

生一条 1 500 bp左右的条带，与预期结果一致。

采用厌氧氨氧化菌特异引物 (pla46rc-630r) 以

及  (AMX368-AMX820)，得到目的条带在   

500 bp左右。张亚平等[20]采用相同引物得到目

的片段大小为 470 bp左右，与本实验结果相似。

本研究采用巢式 PCR对厌氧氨氧化菌进行分子

生物学检测，第二轮扩增时上游和下游引物均

采用了 Anammox 菌的特异引物，该特异引物可

以扩增出不同种类的 Anammox菌序列[1,20]，从而

对反应器内厌氧氨氧化菌的多样性分析更全面。 

2.4  克隆文库分析 

经过阳性克隆筛选，采用通用引物对

27F-1492R 的 PCR 体系共得到 85 个阳性克隆

子，经 MSP，ALUⅠ酶切后共得到 30个酶切类

型，每个酶切类型挑选 1−2 个阳性克隆子送去

测序，得到 45个有效序列。去除两端的载体序

列，所得序列长度均在 1 400−15 00 bp之间。将

测序得到的序列输入 GenBank 数据库中进行

Blast 同源性比对，寻找相似度最高及具有明确

分类地位的已知 16S rRNA基因序列，将所测序

列与已知序列用 Mega软件进行聚类分析，采用

Neighbor-Joinin法构建系统发育树，结果如图 3

所示。将序列比对结果与同一个相关序列相似

度相同的克隆子定义为一个操作单元 (OTU)，

共得到 21 个 OTU，建立克隆文库表格如表 3  

所示。 

通过 Blast检索发现，目前鉴定的厌氧氨氧

化菌 16S rRNA 基因全序列中没有与引物

27F-1492R 相匹配的序列，所以认为引物

27F-1492R对厌氧氨氧化菌并不具有通用性。文

库 中 主 要 菌 群 种 类 分 布 在 变 形 菌 门

Proteobacteria，酸杆菌门 Acidobacteria，绿菌门

Chlorobi，绿弯菌门 Chlorofexi，芽单胞菌门

Gemmatimonadetes 浮霉状菌门 Planctomycetes

及硝化螺旋菌门 Nitrospirae。 
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图 3  反应器内细菌克隆的系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of bacteria in the reactor. 
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表 3  27F-1492R 体系 16S rDNA 克隆文库结果 

Table 3  16S rDNA clone library results of 27F-1492R system 

Population OTU Percentage (%) Most similar bacteria in GenBank Similarity (%)

Candidatus Brocadia L50 (26) 57.78 
Candidatus Brocadia sinica JPN1 
(AB565477.1) 

100 

 
L44 (6), L36 (6) 
L5 (4), L27 (1) 

37.78 
Candidatus Brocadia sinica JPN1 
(AB565477.1) 

99 

Planctomycetales 
bacterium 

L31 (1), L16 (1) 4.44 
Uncultured Planctomycetales bacterium 
(JQ919107.1) 

95 

Total number 3 (45) 100   
 

其中变形菌门 Proteobacteria 所占的比例最

高，共 52个克隆子，丰度为 61.18%，为样品污

泥除厌氧氨氧化菌之外的优势菌群。变形菌门

中检测到两个亚纲的菌群，β-Proteobacteria 和

γ-Proteobacteria，其中 β-Proteobacteria内菌种占

变形菌门的 84.62%，是变形菌门中的主要亚纲，

γ-Proteobacteria 有 8 个克隆子，占变形菌门的

15.38%。在 β-Proteobacteria 中归属红环菌科

Rhodocyclaceae 的克隆子有 35 个，伯克氏菌科

Burkholderiaceae 有 9 个 克 隆 子 。 归 属

γ-Proteobacteria 的 主 要 菌 属 有 肠 杆 菌 属

Enterobacter sp. 和不动杆菌属 Acinetobacter sp.

以及 Raoultella sp.。 

酸杆菌门 Acidobacteria 是反应器内除了变

形菌门的另一大菌群，共有 15 个克隆子占

17.65%的比例。其余菌门按比例依次是绿菌门

Chlorobi 为 8.24%，绿弯菌门 Chlorofexi 为

5.88%，芽单胞菌门 Gemmatimonadetes 为

3.53%，硝化螺旋菌门 Nitrospirae为 2.35%。浮

霉状菌门 Planctomycetes为 1.18%。 

采 用 厌 氧 氨 氧 化 菌 特 异 引 物 

(pla46rc-630r，AMX368-AMX820) 的体系中 ,

共挑选出 45个阳性克隆，经酶切后共有 7个酶

切类型，每个酶切类型挑选 1−2 个阳性克隆子

测序，共得到 9 个有效序列，根据这些序列在

GenBank 中检索结果构建的系统发育树和克隆

文库如图 4 和表 4 所示。厌氧氨氧化反应器内

主要的厌氧氨氧化菌群分为 3个 OTU，其中分 

 
 

图 4  反应器内厌氧氨氧化菌克隆的系统发育树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of anaerobic ammonia oxidizing bacteria in the reactor. 
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表 4  pla46rc-630r，AMX368-AMX820 体系 16S rDNA 克隆文库结果 

Table 4  16S rDNA clone library results of pla46rc-630r, AMX368-AMX820 system 

Population OTU Percentage (%) Most similar bacteria in GenBank Similarity (%) 

 S22 (5) s8 (3) 9.41 
Uncultured Rhodocyclaceae bacterium 
(FM207908.1) 

98 

β-Proteobacteria s38 (7) 8.24 
Uncultured Rhodocyclaceae bacterium 
(FM207908.1) 

95 

 S68 (2), s48 (1) 3.53 
Uncultured Rhodocyclaceae bacterium 
(FJ933428.1) 

96 

 s7 (3) 3.53 Thauera sp. (NR_074711.1) 96 

 S23 (5) s22 (5) 11.76 Thauera sp. (NR_074711.1) 99 

 S46 (4) 4.71 Uncultured Azoarcus sp. (EF648039.1) 99 

 S75 (4) 4.71 Burkholderia sp. (HQ222273.1) 96 

 s62 (3), s59 (1) 4.71 Burkholderia sp. (HQ222273.1) 97 

 S1 (1) 1.18 Burkholderia sp. (HQ222273.1) 98 

γ-Proteobacteria S27 (1) 1.18 
Enterobacter ludwigii strain KPS 4-2 
(JQ308602.1) 

99 

 S96 (1) 1.18 
Raoultella ornithinolytica strain TJ_DMFA 
(JF701186.1) 

100 

 S52 (1) S31 (2) 3.53 Acinetobacter sp. (HM489955.1) 99 

 s4 (1) 1.18 Enterobacter sp. (HQ189499.1) 100 

 s16 (1), s9 (1) 2.35 Enterobacter sp. (HQ189499.1) 99 

Acidobacteria 
S37 (6), s28 (7) 
s11 (1), s36 (1) 

17.65 
Uncultured Acidobacteria bacterium 
(JQ579856.1) 

92 

Chlorobi S78 (6) s20 (1) 8.24 
Uncultured Chlorobi bacterium 
(GQ342332.1) 

94 

Chlorofexi s69 (5) 5.88 Uncultured Bellilinea sp. (JQ183076.1) 97 

Gemmatimonadetes s55 (3) 3.53 
Uncultured Gemmatimonadetes bacterium 
(JN825452.1) 

98 

Nitrospirae s17 (2) 2.35 Nitrospira sp. (AJ224041.1) 98 

Planctomycetes s29 (1) 1.18 
Uncultured Planctomycetaceae bacterium 
(JX962747.1) 

89 

Total number 20 (85) 100.00   

 

布在 Candidatus Brocadia sp. 的占 2个 OTU，

有 43 个克隆子，占总克隆子数的 95.6%，与相

关序列的相似度分别为 100%和 99%，说明这 43

个克隆子所代表的菌株基本属于 Candidatus 

Brocadia sp.，其中有 26个克隆子与 Candidatus 

Brocadia sinica JPN1同源相似度达 100%，可以

认为反应器内存在的大部分厌氧氨氧化菌属于

Candidatus Brocadia sinica。而第 3个 OTU克隆

子 数 为 2 个 ， 占 4.4% ； 与 Uncultured 

Planctomycetales bacterium的相似度为 95%，说

明这两个菌种可能是尚未被鉴定的菌种。 

3  讨论 

采用厌氧氨氧化工艺处理烟气脱硝尾液，

反应器内除了厌氧氨氧化菌外还有其他菌群。

其中，变形菌门中的 β-Proteobacteria 菌群占的
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比例最大。已有研究表明，β-Proteobacteria 是

脱氮活性污泥系统中数量最丰富的优势菌   

群[21]，其大多数趋向于在厌氧环境下生存[22]。

本研究发现的 β-Proteobacteria 的菌群主要分布

在红环菌目 Rhodocyclates 和伯克氏菌目

Brukholderiales，这与方芳等 [23]的研究结果类

似。本研究的红环菌目 Rhodocyclates中存在有

Thauera sp.，而该菌属属于反硝化细菌[24-25]，说

明反硝化作用也在烟气脱硝尾液的脱氮过程中

发挥作用。 

除了变形菌门，反应器内还存在着酸杆菌

门、绿菌门、绿弯菌门、芽单胞菌门、浮霉状

菌门和硝化螺旋菌门。研究表明，绿弯菌门是

厌氧污泥消化器中的主要微生物[26]，并且厌氧

氨氧化系统中存在绿弯菌门细菌对反应器内污

泥的颗粒化起到一定的作用[5,27]。然而本研究中

污泥始终呈松散状态，没有颗粒污泥的形成，

这或许与本研究所采用的烟气脱硝尾液特殊的

废水水质有关。 

采用厌氧氨氧化工艺处理烟气脱硝尾液，

厌氧氨氧化反应器内 95.6%的厌氧氨氧化菌属

于 Candidatus Brocadia sp.，其中 57.8%与

Candidatus Brocadia sinica 的同源相似性达

100%。有研究表明，在某一特定的生长环境中，

厌氧氨氧化菌的生物多样性较低，通常只有一

个种属的厌氧氨氧化细菌占据优势[7,28]，每种厌

氧氨氧化菌都有特定的生存环境。Candidatus 

Brocadia sinica更适合处理烟气脱硝尾液。 

4  结论 

采用 ASBR 反应器处理火电厂烟气脱硝尾

液并研究了 Anammox微生物群落结构。通过扫

描电镜观察发现，优势菌群为椭圆形的球菌且

具有下凹的火山口状，直径约为 0.7 μm。通过

构建克隆文库发现厌氧氨氧化反应器内 95.6%

的厌氧氨氧化菌属于 Candidatus Brocadia sp.，

Candidatus Brocadia sinica更适合处理烟气脱硝

尾液。反应器内除了厌氧氨氧化菌外还有其他

菌群，其中变形菌门中的 β-Proteobacteria 菌群

占的比例最大，反硝化作用也在烟气脱硝尾液

的脱氮过程中发挥作用。 
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