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常温ＣＡＮＯＮ反应器内微生物群落结构及生物多样性
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摘　要：为研究基于亚硝化的全程自养脱氮（ＣＡＮＯＮ）工艺中微生物群落结构及种属特征，从常温条件下稳定运行的
ＣＡＮＯＮ反应器中采集生物膜样品，并基于聚合酶链式反应－变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲ－ＤＧＧＥ）技术，分别对总细菌、氨
氧化细菌和厌氧氨氧化菌进行群落结构解析．结果表明：反应器中与亚硝化作用有关的功能菌为亚硝化单胞菌属
（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）和亚硝化螺菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ），与厌氧氨氧化作用有关的功能菌是ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ属和Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｋｕｅｎｅｎｉａ属，未检测到亚硝酸盐氧化细菌，且系统内氨氧化细菌的生物多样性明显高于厌氧氨氧化菌．此外，反应器中还
存在其他微生物，如 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｉｇｎａｔｚｓｃｈｉｎｅｒｉａ、Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ以及属于 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ、αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、
Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ的ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｉｕｍ等．
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　　与传统脱氮工艺相比，ＣＡＮＯＮ（Ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ
ＡｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃＮｉｔｒｏｇｅｎｒｅｍｏｖａｌＯｖｅｒＮｉｔｒｉｔｅ）工艺可
节省６３％的氧和近１００％的外加碳源，是最具可
持续发展意义的生物脱氮工艺．Ｓｌｉｅｋｅｒｓ等［１］采用

ＳＢＲ工艺流程首先实现了 ＣＡＮＯＮ工艺对高温高
氨氮合成废水的处理，此后ＹｏｕｎｇＨｏＡｈｎ等［２］实

现了ＣＡＮＯＮ工艺对污泥消化液的处理．然而目
前ＣＡＮＯＮ工艺仍然处于实验研究阶段，且是针
对低负荷、高氨氮、高温废水的处理［３－４］，还较难



应用在常温低基质浓度的城市生活污水处理中．
ＣＡＮＯＮ系统是一个内部微生物组成较为复

杂的微生态系统，除了协同完成脱氮作用的氨氧

化细菌和厌氧氨氧化细菌两类功能微生物之

外［５］，还存在其他种类的微生物，甚至包括一些

原生动物及少量的后生动物等［６］，因此，稳定的

微生物群落结构的形成是影响反应器稳定运行的

关键因素之一．然而，目前的研究主要集中在改变
某些工艺参数，如 ｐＨ、温度、溶解氧等［７－８］，分析

功能微生物产生的相应变化，较少涉及以维持工

艺稳定运行为目的的其他非功能微生物的研究．
因此，采用 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术，分析了 ＣＡＮＯＮ反
应器中的总细菌、氨氧化细菌和厌氧氨氧化菌的

微生物群落结构，并对检测到的微生物进行种属

鉴定，考察微生物群落与系统脱氮性能之间的关

系，为维持 ＣＡＮＯＮ工艺的稳定运行、阐明
ＣＡＮＯＮ工艺的微生态系统提供理论基础．

１　实　验
１１　工艺概述及样品采集

ＣＡＮＯＮ反应器由有机玻璃加工而成，如图１
所示，内径 １５０ｍｍ，有效高度 ７００ｍｍ，总容积
８１５Ｌ，有效体积１８Ｌ，柱内装填火山岩活性生
物陶粒滤料．接种污泥取自实验室之前运行效果
较好的ＣＡＮＯＮ反应器，并在室温、高氨氮浓度下
成功启动并稳定运行．运行过程中氨氮浓度维持
在４００ｍｇ／Ｌ，进水从反应器底部进入，由上部出
水口排出．反应器底部设曝气盘，通过气泵曝气．
以 ＮａＨＣＯ３、（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＫＨ２ＰＯ４与自来水配置
原水，考虑到自来水中含有大量微量元素，不再进

行微量元素的投加．进水中没有 ＣＯＤ组成，即为
不含有机碳源的高氨氮废水．

在反应器稳定运行时从滤层中间部位采集滤

料数粒，将样品保存于－２０℃冰箱中用以提取基
因组ＤＮＡ．
１２　基因组ＤＮＡ提取及ＰＣＲ扩增

用无菌玻璃棒搅拌滤料以使生物膜脱落，取

１ｇ湿重的生物膜，加入 ２７ｍＬＤＮＡ提取液
（１００ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，１００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，
１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ３，１％ ＣＴＡＢ，
ｐＨ８０）以及５０μＬ蛋白酶 Ｋ（３０ｇ／Ｌ）和５０μＬ
溶菌酶（２０ｇ／Ｌ），并加入直径为０５ｍｍ的玻璃
珠２～３粒，３７℃水浴３０ｍｉｎ．此后加入１５ｍＬ
ＳＤＳ（２００ｇ／Ｌ）溶液，６５℃水溶 ２ｈ，期间每隔
２０ｍｉｎ将样品上下颠倒一次．８０００ｇ离心１０ｍｉｎ，
将上清液转移至新的无菌离心管中，并加入等体

积的氯仿／异戊醇（２４∶１）并混匀，８０００ｇ离心
１０ｍｉｎ后将上清液转移至新的无菌离心管中，并
加入０６倍体积的预冷异丙醇，置于 －２０℃冰箱
中过夜保存后，１２０００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，然后
１２０００ｇ再离心３ｍｉｎ，弃上清液并将样品置于通
风处，彻底晾干后加入 ５０μＬ１×ＴＥｂｕｆｆｅｒ
（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ；１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８０）．
提取的基因组 ＤＮＡ用０８％的琼脂糖凝胶电泳
进行检测．
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图１　ＣＡＮＯＮ反应器实验装置

　　细菌 １６ＳｒＤＮＡ的扩增，使用通用引物对
Ｆ３３８ＧＣ／Ｒ５１８；ＡＯＢ的１６ＳｒＤＮＡ的扩增采用巢
式 ＰＣＲ．第一阶段先以 ＣＴＯ１８９ｆＡ／Ｂ／Ｃ以及
ＣＴＯ６５４ｒ为引物进行扩增，并对 ＰＣＲ产物进行纯
化回收，之后以第一阶段的 ＰＣＲ产物为模板，以
细菌通用引物对 Ｆ３３８ＧＣ／Ｒ５１８进行扩增．对于
ａｎａｍｍｏｘ菌的特异性片段，也采用巢式 ＰＣＲ方
法：第一阶段先用浮霉菌的特异性引物 Ｐｌａ４６Ｆ和
细菌通用引物６３０Ｒ进行 ＰＣＲ扩增，并对 ＰＣＲ产
物进行纯化回收，之后以第一阶段的ＰＣＲ产物为
模板，以 ａｎａｍｍｏｘ菌的特异性引物对 Ａｍｘ３６８Ｆ
ＧＣ／Ａｍｘ８２０进行第二阶段的 ＰＣＲ扩增．引物由
上海生工生物工程技术服务有限公司合成，引物

序列及扩增条件见文献［９－１０］．扩增产物用
１５％的琼脂糖凝胶进行电泳检测．
１３　ＤＧＧＥ电泳

ＰＣＲ产物的ＤＧＧＥ分析采用ＢＩＯ－ＲＡＤ公司
的Ｄｃｏｄｅ通用突变检测系统进行电泳，聚丙烯酰胺
质量分数为 ８％，变性梯度为 ３０％ ～６０％，电压
１２０Ｖ，ＰＣＲ产物上样量约５００ｎｇ．基于细菌和ＡＯＢ
的ＰＣＲ产物电泳时间为５ｈ，基于 ａｎａｍｍｏｘ菌的
ＰＣＲ产物电泳时间为７ｈ．电泳结束后用 Ｂａｓｓａｍ
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等［１１］的方法进行银染，并对凝胶进行拍照．
１４　１６ＳｒＤＮＡ文库的构建、测序及系统发育分析

切取ＤＧＧＥ图谱中的目的条带溶于 ５０μＬ
１×ＴＥｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ８０）中，４℃过夜，以此为模板，
以不含ＧＣ夹的引物进行 ＰＣＲ扩增．经试剂盒纯
化后的 ＰＣＲ产物与 ｐＭＤ１９Ｔ载体连接后，转化
到大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞中，在含有 Ｘｇａｌ、
ＩＰＴＧ和Ａｍｐ的 ＬＢ培养基３７℃恒温培养２４ｈ，
通过蓝白斑筛选阳性克隆子接种于 ＬＢ培养液
中，３７℃恒温振荡过夜培养，通过菌落 ＰＣＲ方法
检验转化是否成功，将阳性克隆子进行测序．采用
ＢＬＡＳＴ对测序结果和基因库中已知序列进行相
似性分析，并利用 ＭＥＧＡ软件（版本５０５），采用
邻位相连法（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树，
自举值为１０００．

２　结果与讨论
２１　反应器运行状况分析

样品采集时反应器进水氨氮浓度４００ｍｇ／Ｌ
左右，总氮去除率保持在７０％以上，去除负荷在
１２ｋｇ／（ｍ３·ｄ）左右，氨氮去除率达８３％，氨氮
去除负荷为１４ｋｇ／（ｍ３·ｄ），出水硝氮浓度维持
在２０～３５ｍｇ／Ｌ．反应器在该状态下稳定运行
６０ｄ，其去除负荷与 Ｓｌｉｅｋｅｒｓ以及 Ｃｈｕａｎｇ等［１，１２］

的研究结果较为接近，属于较高的去除负荷，说明

此时系统内的微生物群落结构组成较为合理，有

利于系统发挥高效脱氮作用，因此，分析在该运行

工况下的微生物特征更具有代表性．
２２　样品总ＤＮＡ提取及扩增产物分析

样品总ＤＮＡ条带经琼脂糖凝胶电泳分析，大
小约为２３ｋｂ，亮度和纯度都较好，为后续的 ＰＣＲ
反应提供了较为理想的ＤＮＡ模板．分别采用总细
菌、ＡＯＢ以及 ａｎａｍｍｏｘ菌特异性引物对，将样品
总ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，经琼脂糖凝胶电泳检测，
均成功扩增出与预期相符的目的片段（电泳图未

列出）．
２３　ＰＣＲＤＧＧＥ图谱及系统发育分析

ＰＣＲＤＧＧＥ图谱如图２所示．总细菌的可见
条带数为１７，氨氧化细菌和厌氧氨氧化菌图谱的
条带数分别为９条和２条，可见氨氧化细菌的生
物多样性明显高于厌氧氨氧化菌．由于不同种属
的氨氧化细菌在生长动力学、对底物和氧的亲和

力、对底物的氧化速率以及对环境因子的敏感性

等方面都是不同的［１３］，氨氧化细菌较高的种群多

样性使得该 ＣＡＮＯＮ系统对环境的适应能力较
强，提高了系统的抗干扰能力．
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图２　基于１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ产物的ＤＧＧＥ图谱

　　为了分析系统内微生物群落结构的组成特点
与反应器稳定运行的关系，对图２中３个泳道所
有条带所代表的微生物进行了克隆测序，得到的

总细菌、ＡＯＢ和ａｎａｍｍｏｘ菌的ＧｅｎＢａｎｋ登陆号分
别为 ＪＱ９１７１２６ＪＱ９１７１４２，ＪＱ８８６０７２ＪＱ８８６０８０以
及 ＪＱ９４３６１３ＪＱ９４３６１４，并与 ＧｅｎＢａｎｋ中的已知
序列进行比对．泳道Ａ的１７个条带中，除条带１３
外，其他ＤＮＡ序列均与ＧｅｎＢａｎｋ中已知序列拥有
较高的相似度（＞９６％），（见表１），并基于１７个
条带的ＤＮＡ序列构建系统发育树，如图３所示．
可以看出，β变形菌纲、γ变形菌纲以及浮霉菌目
的微生物为占有优势地位的菌群，此外还存在梭

菌纲、杆菌纲、α变形菌纲的微生物．其中条带２
和条带 １１与 β变形菌纲中的亚硝化单胞菌属
（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）相似度高达 １００％和 ９９％，在反
应器内将氨氧化为亚硝酸盐．由于采用的ＣＡＮＯＮ
系统内氨氮浓度为４００ｍｇ／Ｌ左右，属于高氨氮环
境，亚硝化单胞菌属 （Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）恰恰是更多
地出现在高氨氮环境中的氨氧化微生物［１４］，因

此，Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ成为系统中的优势氨氧化细菌．
值得注意的是，泳道 Ａ的１７个可见条带中，只有
条带２和条带１１为氨氧化细菌，然而通过巢式
ＰＣＲ后对氨氧化细菌进行 ＤＧＧＥ检测，所得的可
见条带数为９条（图２，泳道 Ｂ），远远多于泳道 Ａ
中的氨氧化细菌条带数，原因在于：首先，由于

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术本身的缺陷性，只能检测到占
整个菌群不低于１％的优势菌群［９］，掩盖了其中

次级地位的细菌．因此，采用细菌通用引物难以检
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测到含量在１％以下的氨氧化细菌．而采用巢式
ＰＣＲ方法，可以先通过与氨氧化细菌结合性更好
的特异性引物将菌群中含量较少的氨氧化细菌片

段扩增出来，再进行ＰＣＲ－ＤＧＧＥ检测，可以更全
面地考察这一类菌的群落结构，因此，造成泳道Ｂ
中的氨氧化细菌条带多于泳道Ａ；其次，由于巢式
ＰＣＲ采用两轮扩增，可以保证 ＰＣＲ扩增的特异
性，但是在进行第二次 ＰＣＲ扩增时，引起交叉污
染的几率会增大，可能造成一些假阳性结果．条带
５、８、１２与浮霉菌目 （Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｉａ）中的待定
厌 氧 氨 氧 化 布 罗 卡 地 菌 属 （Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ

Ｂｒｏｃａｄｉａ）相似度最高，ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ是一
种典型的厌氧氨氧化菌属［１５］，在反应器内起到厌

氧氨氧化的作用．研究表明，在某一特定的生长环
境中，通常只有一个种属的厌氧氨氧化细菌占据

优势［１６］，泳道 Ａ所检测到的 ３个条带都与
ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ具有很高的相似度，而且条
带５与条带１２相似度为９９％，可以归并为一个
操作分类单元（ＯＴＵ）．而基于厌氧氨氧化菌特异
性引物扩增出的 ＰＣＲ产物的 ＤＧＧＥ图谱可见条
带同样为２条（图２，泳道 Ｃ），这也说明 ＣＡＮＯＮ
系统中的厌氧氨氧化菌种类很少．

表１　１６ＳｒＤＮＡ序列比对结果

条带号 最接近菌种 相似度／％ 登陆号 类别 所属细菌类群

１ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．Ｂ２００ ９６ ＦＮ２９５７７２ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ γＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
２ Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓｅｕｒｏｐａｅａ １００ ＧＱ４５１７１３ Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ βＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９７ ＤＱ４７８７５０ Ｐａｓｔｅｕｒｉａ Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ
４ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ． ９８ ＧＱ９８８７２０ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ γＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
５ ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ ９８ ＪＦ４８７８２８ ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｉａ
６ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｒｕｍｓｐ． ９９ ＪＱ６８１２３２ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ γＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
７ Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒｓｐ．ＡＢＡＢＡ２１１ ９９ ＡＢ５００８９５ Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ γＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
８ ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａｆｕｌｇｉｄａ ９６ ＥＵ４７８６９３ ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｉａ
９ Ｉｇｎａｔｚｓｃｈｉｎｅｒｉａｉｎｄｉｃａ ９８ ＨＱ８２３５６２ Ｉｇｎａｔｚｓｃｈｉｎｅｒｉａ γＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
１０ Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓｓｐ．ＲＣＢ ９６ ＡＹ０３２６１０ Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ βＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
１１ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９９ ＦＭ１７４３３６ Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ βＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
１２ ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ ９７ ＪＦ４８７８２８ ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｉａ
１３ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＲａｐ２５ ９３ ＥＦ１９２９０５ Ｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
１４ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．Ｂ２００ ９８ ＦＮ２９５７７２ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ γＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
１５ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９８ ＥＵ３５８７００ Ｔｉｓｓｉｅｒｅｌｌａ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ
１６ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＡＦ１２５３１７ １００ ＡＦ１２５３１７ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ γＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
１７ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄβＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ９７ ＤＱ２１１５１２ Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ βＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

　　条带１、４、１４与 γ变形菌纲中的希瓦氏菌属
（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ）具有很高的相似度．此外，反应器中
还存在着假单胞菌属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）（条带 ６、
１６）、依格纳季氏菌 （Ｉｇｎａｔｚｓｃｈｉｎｅｒｉａ）（条带９）、
产微球茎菌属 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ）（条带７）、脱氯单
胞菌属（Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ）（条带１０、１７）以及属于
梭菌纲（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）、杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）、α变形
菌纲的未培养细菌（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ）（条带
３、１３、１５）．有 报 道 称 有 些 希 瓦 氏 菌 属
（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ）具有耐盐、耐低温、降解卤代有机化
合物和还原金属的能力［１７－１８］，反应器进水由自来

水加无机盐配制而成，因此，反应器内部存在一定

浓度的氯离子和金属离子，适合希瓦氏菌属

（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ）的生长；伯杰氏细菌分类学手册显
示，假单胞菌属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）和脱氯单胞菌属
（Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ）是水体中常见的土著细菌．依
格纳季氏菌（Ｉｇｎａｔｚｓｃｈｉｎｅｒｉａ）适合在脱氮除磷系
统的生物膜上生长［１９］，其在 ＣＡＮＯＮ系统中所起
的作用尚不明确；产微球茎菌属 （Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ）
中的有些菌种是嗜盐菌和耐盐菌［２０］，由于本反应

器进水为盐离子浓度较高的人工配水，为这些嗜

盐菌和耐盐菌提供了较好的生境．值得注意的是，
该ＣＡＮＯＮ系统中并未检测到亚硝酸盐氧化菌
（ＮＯＢ），说明此时系统内亚硝酸盐氧化菌含量很
低，甚至完全被淘汰掉，这对于基于亚硝化和厌氧

氨氧化路径脱氮的ＣＡＮＯＮ工艺非常有利．
　　对泳道 Ｂ的９个条带测序并构建系统发育
树，如图４所示．可以看出，大部分条带所代表的
细菌为亚硝化单胞菌属 （Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ），但是条
带ｄ与亚硝化螺菌属 （Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ）具有更近的
亲缘关系．值得注意的是，泳道 Ａ的１７个条带中
并未检测到亚硝化螺菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ），只是通
过巢式ＰＣＲ方法才能检测到亚硝化螺菌属，可见
其在系统中并非优势菌种．这也说明相比传统的
ＰＣＲ－ＤＧＧＥ方法，巢式ＰＣＲ－ＤＧＧＥ方法更为灵
敏，可以检测到菌群中含量较少的非优势菌种．
　　基于泳道Ｃ的２个条带的 ＤＮＡ序列构建的
系统发育树如图５所示．可以看出，条带 ｊ和条带
ｋ分别与待定斯图加特库氏菌 （Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｋｕｅｎｅｎｉａｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ）和待定厌氧氨氧化布罗
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卡地菌 （ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａｃａｒｏｌｉｎｉｅｎｓｉｓ）处在
一个分枝上．Ｋｕｅｎｅｎｉａ属和Ｂｒｏｃａｄｉａ属是污水处
理系统中典型的具有厌氧氨氧化活性的ａｎａｍｍｏｘ
菌，而且Ｋｕｅｎｅｎｉａ属细菌对较高的盐离子浓度具
有一定的耐受性．然而，泳道 Ａ的条带５、８、１２是
被认为与 Ｂｒｏｃａｄｉａ属具有更高相似度的厌氧氨

氧化菌，并未检测到 Ｋｕｅｎｅｎｉａ属的 ａｎａｍｍｏｘ菌，
可见系统中的优势 ａｎａｍｍｏｘ菌是 Ｂｒｏｃａｄｉａ属而
非Ｋｕｅｎｅｎｉａ属，这也与之前报道的在某一特定的
生长环境中，通常只有一个种属的厌氧氨氧化细

菌占据优势的结论相一致［１６］．
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图３　ＣＡＮＯＮ系统中总细菌的系统发育树
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图４　ＣＡＮＯＮ系统中ＡＯＢ的系统发育树
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图５　ＣＡＮＯＮ系统中ａｎａｍｍｏｘ菌的系统发育树
　　ＣＡＮＯＮ系统是一个内部微生物组成较为复
杂的微生态系统，其脱氮过程除了受氨氧化细菌

和厌氧氨氧化细菌影响以外，还易受到其他微生

物的干扰．反应器脱氮性能的优劣必然与反应器
中微生物的种群结构有密切的关系．因此，需要考
虑如何根据这些细菌的群落结构、种属特性以及

生理特性有针对性地改进 ＣＡＮＯＮ工艺条件，以
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利于各种微生物协同工作，达到稳定的脱氮效果．

３　结　论
１）ＣＡＮＯＮ反应器在常温、高氨氮条件下具有稳

定、高效的脱氮能力．系统内除了氨氧化细菌和厌氧
氨氧化菌两类功能菌以外，还存在 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ、
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｉｇｎａｔｚｓｃｈｉｎｅｒｉａ、Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ以及一
些ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ等，未检测到亚硝酸盐氧化
菌，它们与氨氧化细菌和厌氧氨氧化细菌共同构成

ＣＡＮＯＮ反应器内部的微生物群落．
２）反应器中参与亚硝化作用的功能菌为亚

硝化单胞菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）和亚硝化螺菌属
（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ），与厌氧氨氧化作用有关的功能菌
是ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ属和ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＫｕｅｎｅｎｉａ
属，且氨氧化细菌的生物多样性明显高于厌氧氨

氧化菌，保证了ＣＡＮＯＮ系统一定的抗冲击能力．
３）巢式 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ方法与传统 ＰＣＲ－

ＤＧＧＥ方法相比更灵敏，可以检测到菌群中含量
较少的非优势菌种．

参考文献

［１］ＳＬＩＥＫＥＲＳＡＯ，ＴＨＩＲＤＫＡ，ＡＢＭＡＷ，ｅｔａｌ．
ＣＡＮＯＮａｎｄａｎａｍｍｏｘｉｎａｇａｓｌｉｆｔｒｅａｃｔｏｒ［Ｊ］．Ｆｅｍｓ
ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２００３，２１８（２）：３３９－３４４．

［２］ＡＨＮＹＨ，ＣＨＯＩＨＣ．Ａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎｒｅｍｏｖａｌ
ｆｒｏｍ ｓｌｕｄｇｅｄｉｇｅｓｔｅｒｌｉｑｕｉｄｓｉｎｕｐｆｌｏｗ ｓｌｕｄｇｅｂｅｄ
ｒｅａｃｔｏｒ ｗｉｔｈ ｅｘｔｅｒｎａｌ ａｅｒａｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｐｒｏｃｅｓｓ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００６，４１（９）：１９４５－１９５０．

［３］ＦＵＲＵＫＡＷＡＫ，ＬＩＥＵＰＫ，ＴＯＫＩＴＯＨ Ｈ，ｅｔａｌ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｓｉｎｇｌｅｓｔａｇｅｎｉｔｒｏｇｅｎｒｅｍｏｖａｌｕｓｉｎｇ
ａｎａｍｍｏｘａｎｄｐａｒｔｉａｌｎｉｔｒｉｔａｔｉｏｎ（ＳＮＡＰ） ａｎｄｉｔｓ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓ［Ｊ］． ＷａｔｅｒＳｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００６，５３（６）：８３－９０．

［４］ＶＡＺＱＵＥＺＰＡＤＩＮＪＲ，ＰＯＺＯＭＪ，ＪＡＲＰＡＭ，ｅｔａｌ．
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆａｎａｅｒｏｂｉｃｓｌｕｄｇｅｄｉｇｅｓｔｅｒｅｆｆｌｕｅｎｔｓｂｙｔｈｅ
ＣＡＮＯＮｐｒｏｃｅｓｓｉｎａｎａｉｒｐｕｌｓｉｎｇＳＢＲ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＨａｚａｒｄｏｕｓＭａｔｅｒｉａｌｓ，２００９，１６６（１）：３３６－３４１．

［５］王盼盼，陈建中．ＣＡＮＯＮ工艺中的微生物及其相互
关系［Ｊ］．环境科学与管理，２００７，３２（０８）：９７－１００．

［６］黄俊丽，肖丽，王贵学，等．全程自养脱氮反应系统的
微生物区系分析［Ｊ］．微生物学通报，２００５，３２（０６）：
７８－８２．

［７］郭劲松，杨国红，方芳，等．温度和 ｐＨ值对 ＣＡＮＯＮ
工艺的影响试验研究［Ｊ］．环境工程学报，２００９，３
（０１）：２２－２６．

［８］秦宇，郭劲松，方芳，等．溶解氧及曝停比对单级自养
脱氮系统微生物群落结构的影响［Ｊ］．环境科学，
２００９，３０（０２）：４９３－４９８．

［９］ＭＵＹＺＥＲＧ，ＤＥＷＡＡＬＥＣ，ＵＩＴＴＥＲＬＩＮＤＥＮＡＧ．
Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｂｙ
ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｇｅｎｅｓｃｏｄｉｎｇｆｏｒ
１６ｓＲｉｂｏｓｏｍａｌＲｎａ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９３，５９（３）：６９５－７００．

［１０］沈李东，胡宝兰，郑平，等．西湖底泥中厌氧氨氧化
菌的分子生物学检测［Ｊ］．环境科学学报，２０１１，３１
（０８）：１６０９－１６１５．

［１１］ＢＡＳＳＡＭＢＪ，ＣＡＥＴＡＮＯＡＮＯＬＬＥＳＧ，ＧＲＥＳＳＨＯＦＦＰ
Ｍ．ＦａｓｔａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＤＮＡ ｉｎ
ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｓ［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
１９９１，１９６（１）：８０－８３．

［１２］ＣＨＵＡＮＧ Ｈ Ｐ，ＯＨＡＳＨＩＡ，ＩＭＡＣＨＩＨ，ｅｔａｌ．
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｐａｒｔｉａｌｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏｎｉｔｒｉｔｅｂｙｄｏｗｎｆｌｏｗ
ｈａｎｇｉｎｇｓｐｏｎｇｅｒｅａｃｔｏｒｕｎｄｅｒｌｉｍｉｔｅｄｏｘｙｇｅｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２００７，４１（２）：２９５－３０２．

［１３］张斌，孙宝盛，刘慧娜，等．处理不同废水 ＭＢＲ系统
中微生物群落结构的比较［Ｊ］．环境科学，２００８，２９
（１０）：２９４４－２９４９．

［１４］郑雪松，龚钢明．全程自养脱氮系统中氨氧化菌关
键种群的变迁［Ｊ］．环境科学与技术，２００９，３２（１１）：
９－１２．

［１５］ＫＡＲＴＡＬＢ，ＲＡＴＴＲＡＹＪ，ＶＡＮＮＩＦＴＲＩＫＬＡ，ｅｔａｌ．
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ“Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓｐｒｏｐｉｏｎｉｃｕｓ” ａｎｅｗ
ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅｏｘｉｄｉｚｉｎｇｓｐｅｃｉｅｓｏｆａｎａｅｒｏｂｉｃａｍｍｏｎｉｕｍ
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］． Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００７，３０（１）：３９－４９．

［１６］王惠，易鹏，张树军，等．短程硝化 －ＡＮＡＭＭＯＸ反
应器处理城市污水过程中脱氮微生物的群落解析

［Ｊ］．中国科学院研究生院学报，２０１２，２９（０１）：３８－
４６．

［１７］ＶＥＮＫＡＴＥＳＷＡＲＡＮＫ，ＭＯＳＥＲＤＰ，ＤＯＬＬＨＯＰＦＭ
Ｅ，ｅｔａｌ．ＰｏｌｙｐｈａｓｉｃｔａｘｏｎｏｍｙｏｆｔｈｅｇｅｎｕｓＳｈｅｗａｎｅｌｌａ
ａｎｄｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｏｎｅｉｄｅｎｓｉｓｓｐ．ｎｏｖ［Ｊ］．
ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，１９９９，
４９：７０５－７２４．

［１８］ＶＥＮＫＡＴＥＳＷＡＲＡＮＫ，ＤＯＬＬＨＯＰＦＭＥ，ＡＬＬＥＲＲ，
ｅｔａｌ．Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａａｍａｚｏｎｅｎｓｉｓｓｐ．ｎｏｖ．，ａｎｏｖｅｌ
ｍｅｔａｌｒｅｄｕｃｉｎｇｆａｃｕｌｔａｔｉｖｅａｎａｅｒｏｂｅｆｒｏｍ Ａｍａｚｏｎｉａｎ
ｓｈｅｌｆｍｕｄｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，１９９８，４８：９６５－９７２．

［１９］陈奇辉，刘祝祥，彭清忠，等．小溪自然保护区非盐
环境土壤中嗜盐和耐盐菌多样性［Ｊ］．微生物学报，
２０１０，５０（１１）：１４５２－１４５９．

［２０］ＨＵＢＬ，ＺＨＥＮＧＰ，ＴＡＮＧＣＪ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎａｍｍｏｘｂａｃｔｅｒｉａｉｎｅｉｇｈｔｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｍｏｖａｌｒｅａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１０，４４（１７）：
５０１４－５０２０．

（编辑　刘　彤）

·３３·第８期 刘涛，等：常温ＣＡＮＯＮ反应器内微生物群落结构及生物多样性


