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常温下 ＣＡＮＯＮ反应器中功能微生物的沿程分布

刘　涛１，李　冬２，曾辉平２，张　杰１，２

（１．哈尔滨工业大学 城市水资源与水环境国家重点实验室，１５００９０哈尔滨；

２．北京工业大学 水质科学与水环境恢复工程北京市重点实验室，１００１２４北京）

摘　要：为研究常温环境中上向流曝气生物滤池型ＣＡＮＯＮ反应器中功能微生物的沿程分布特点，采用扫描电镜
对微生物形态进行观测，并基于ａｍｏＡ以及１６ＳｒＤＮＡ片段的多样性，采用聚合酶链式反应－变性梯度凝胶电泳分
析技术（ＰＣＲＤＧＧＥ）对滤层不同高度的功能微生物进行群落结构分析，通过分子克隆法进行种属鉴定及系统发育
分析．结果表明：反应器内微生物形态多样，其中优势菌为０２～１０μｍ的球形及椭球形菌；滤层５００ｍｍ以下的氨
氧化细菌种类和数量远远高于滤层上半部分，而厌氧氨氧化菌种类单一，其数量沿滤层自上而下有增强的趋势；反

应器中检测到的氨氧化细菌为亚硝化球菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）和亚硝化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ），而厌氧氨氧化菌
与ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＫｕｅｎｅｎｉａｓｔｕｔｔｇａｒｉｅｎｓｉｓ的相似度高达９８％．基于功能微生物的种属特征及沿程分布特点，可以有针
对性地改善功能分区，改变滤料材质，从而增强反应器的脱氮效果及抗冲击能力．
关键词：ＣＡＮＯＮ反应器；氨氧化细菌；厌氧氨氧化菌；系统发育；群落分布；扫描电镜
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　　由于上向流曝气生物滤池具有处理效率高、
占地面积小、抗冲击负荷能力强等特点［１－２］，目前

许多ＣＡＮＯＮ工艺多采用此形式实现．然而，这种
反应器作为一种推流式反应器，由于滤池内部自

下而上各段 ＮＨ４
＋ －Ｎ负荷及其他水力条件不



同，会造成滤层各段微生物的活性及群落结构不

同，从而会出现反应器沿程各段对 ＮＨ４
＋ －Ｎ的

去除能力不同［３］．因此，需要分析内部微生物的
沿程分布规律，从而优化工艺运行条件．然而，目
前这种类型ＣＡＮＯＮ反应器内部的微生物沿程分
布研究还鲜见报道［４－５］．由于 ＣＡＮＯＮ反应器中
的两种功能细菌为氨氧化细菌（ＡＯＢ）与厌氧氨
氧化菌（ＡＮＡＭＭＯＸ菌）［６］，相比于分离、纯化等
传统的生物学方法，应用显微技术及分子生物技

术研究两类功能微生物的形态特征、群落结构及

种属特性，能够更有效、更准确地获得微生物方面

的信息．扫描电镜（ＳＥＭ）虽然不能对微生物种群
进行直接定性，但可对系统内微生物形态特征的

变化进行直观的评价．此外，在 ＣＡＮＯＮ工艺中，
ＮＨ４

＋－Ｎ在氨单加氧酶（ＡＭＯ）的催化作用下氧
化生成羟胺（ＮＨ２ＯＨ），这是脱氮反应的第一步，
也是极为关键的一步［７］，ａｍｏＡ基因正是编码氨
单加氧酶（ＡＭＯ）活性位点多肽的基因［８－９］．利用
ａｍｏＡ基因作为分子标记可以从分子水平研究氨
氧化细菌的多样性及种属特性［１０］．对于厌氧氨氧
化微生物来说，应用其特异性引物扩增１６ＳｒＤＮＡ
作为标记可以研究其种群结构［１１］．

本文研究上向流曝气生物滤池型 ＣＡＮＯＮ反
应器中功能微生物种群结构及种属特性的沿程变

化规律，以便更合理地设置功能分区、优化设计参

数，提高脱氮效果．

１　实　验
１１　ＣＡＮＯＮ反应器及样品采集

上向流曝气生物滤池型 ＣＡＮＯＮ反应器如图
１所示．反应器内径１５０ｍｍ，有效高度７００ｍｍ，总
容积８１５Ｌ，有效体积１８Ｌ，柱内装填火山岩活
性生物 陶 粒 滤 料．以 ＮａＨＣＯ３、（ＮＨ４）２ＳＯ４、
ＫＨ２ＰＯ４与自来水配制进水氨氮为 ３００ｍｇ／Ｌ左
右原水，从反应器底部进入，由上部出水口排出，

在整个过程中，温度一直保持在１６～２０℃．
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图１　ＣＡＮＯＮ反应器试验装置及工艺流程图

　　在反应器连续稳定运行第２８天，分别从反应
器滤层由上至下１００、３００、５００和７００ｍｍ处采集
滤料若干，将样品保存于－２０℃冰箱中用以提取
基因组ＤＮＡ．
１２　扫描电镜观察

取不同滤层高度采集的滤料少许，经戊二醛

固定、乙醇梯度脱水、乙酸异戊酯置换、临界点干

燥、离子溅射喷金处理后使用日立 Ｓ－４３００型扫
描电镜仪对样品进行观察并拍照．每个样品随机
拍摄５～１０张照片．
１３　基因组ＤＮＡ的提取

用无菌玻璃棒搅拌滤料以使生物膜脱落，称

取１ｇ湿质量的生物膜，加入２７ｍＬＤＮＡ提取液
（１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（乙二
胺四乙酸），１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ３，
１％ ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵），ｐＨ８０），并
加入５０μＬ蛋白酶 Ｋ（３０ｇ／Ｌ），５０μＬ溶菌酶
（２０ｇ／Ｌ）以及数粒玻璃珠，３７℃水浴３０ｍｉｎ．此
后加入 １５ｍＬＳＤＳ（十二烷基硫酸钠）溶液
（２００ｇ／Ｌ），６５℃水溶２ｈ，期间每隔２０ｍｉｎ上下
颠倒混匀一次．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），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０６倍体积预冷
的异丙醇，－２０℃过夜保存．１２０００ｇ离心５ｍｉｎ，
弃上清，再以同样的转速离心３ｍｉｎ，弃上清液并将
样品置于通风处彻底晾干，之后用５０μＬ１×
ＴＥｂｕｆｆｅｒ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ；１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
ｐＨ８０）溶解．所提取的基因组ＤＮＡ结果用０８％
（质量分数）的琼脂糖凝胶电泳检测以备ＰＣＲ用．
１４　ＰＣＲ扩增及ＤＧＧＥ电泳

用引物ａｍｏＡ１Ｆ和ａｍｏＡ２Ｒ［１２］扩增氨氧化细
菌ａｍｏＡ基因．其中ａｍｏＡ１Ｆ的５＇端所加ＧＣ夹子
为ＤＧＧＥ设计；对于 ＡＮＡＭＭＯＸ菌的特异性片段
的扩增采用巢式ＰＣＲ方法：第一阶段先用细菌的
通用引物 ２７Ｆ／１４９２Ｒ［１３］进行 １６ＳｒＤＮＡ序列的
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／Ａｍｘ８２０［１４］进行第二阶段的
ＰＣＲ扩增，Ａｍｘ３６８Ｆ的５＇端加ＧＣ夹子同样为后续
ＤＧＧＥ所设计．ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，其中包含
２５μＬ１０×ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ），ｄＮＴＰ
２０μＬ，引物各１０μＬ，ＴａＫａＲａＥｘＴａｑ酶０６２５Ｕ，
模板ＤＮＡ约１０ｎｇ，用无菌水补齐至２５μＬ．各种
引物序列及 ＰＣＲ反应条件见文献［１２－１４］．ＰＣＲ
扩增产物用１５％（质量分数）的琼脂糖凝胶进行
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电泳检测．
采用北京天根公司 ＤＮＡ胶回收试剂盒进行

ＰＣＲ产物的纯化回收，具体操作按说明书进行．
对ＰＣＲ产物进行ＤＧＧＥ分析：聚丙烯酰胺质量分
数８％，变性梯度为３０％～６０％，电压１２０Ｖ，电泳
时间 ５ｈ，ＰＣＲ产物上样量约 ５００ｎｇ，电泳在
ＤｃｏｄｅＵｎｉｖｅｒｓａｌＭｕｔａｔｉｏｎＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ仪器上
进行．电泳结束后用 Ｂａｓｓａｍ等［１５］的方法对凝胶

进行银染，并对凝胶拍照．
１５　基因文库的构建、测序及系统发育分析

切取ＤＧＧＥ图谱中的目的条带溶于 ５０μＬ
ＴＥ（ｐＨ８０）溶液中，４℃过夜，以此为模板，以不
含ＧＣ夹的引物进行ＰＣＲ扩增，并对ＰＣＲ产物进
行纯化．按照 ｐＭＤ１９Ｔｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍ说明
书进行基因片段与载体的连接后，转化到大肠杆

菌ＤＨ５α感受态细胞中，通过蓝白斑法筛选阳性
克隆子并进行测序．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
４０软件，采用邻位相连法（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ）构
建系统发育树，自举值为１０００．

２　结果与讨论
２１　稳定运行时的脱氮效果

反应器在常温、进水氨氮为 ３００ｍｇ／Ｌ条件
下，通过调节曝气及水力停留时间实现了ＣＡＮＯＮ
的稳定运行，并连续稳定运行约３０ｄ．取样时反应
器运行工况为：进水氨氮质量浓度３００ｍｇ／Ｌ，温
度１８℃，曝气量４５Ｌ／ｍｉｎ，氨氮去除率达８３％，
氨氮去除负荷为 １４ｋｇ／（ｍ３·ｄ），总氮去除率
７５％，总氮去除负荷１１ｋｇ／（ｍ３·ｄ），出水硝氮
浓度维持在２０～３５ｍｇ／Ｌ．尽管得到的总氮去除
负荷略低于Ｓｌｉｅｋｅｒｓ以及Ｃｈｕａｎｇ等的研究［１６－１７］，

但依然属于较高的去除负荷，因此，分析在该运行

工况下的微生物沿程分布特点更具有代表性．
２２　电镜（ＳＥＭ）照片

由于氨氧化细菌和厌氧氨氧化细菌形态多样，

一般难以通过形态来区分和鉴定其种属．污水处理
厂经常出现的氨氧化细菌主要是亚硝化球菌属

（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）和亚硝化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ），
其形态分别呈球状和短杆状，而亚硝酸盐氧化菌主

要是硝化螺菌属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）和硝化杆菌属
（Ｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ），形态分别呈螺旋状和杆状［１８］．过去
曾报导厌氧氨氧化菌为规则或者不规则的球形和

椭球形，单生或成簇聚生［１９］，直径约０８～１１μｍ．
因此，图２中的球菌和椭球菌可能为亚硝化球菌属
（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）和厌氧氨氧化细菌，短杆菌可能为

亚硝化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ），而长杆菌可能为
硝化杆菌属（Ｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）．

由图２可见，显微镜下可检测到长杆菌、短杆
菌、球菌和椭球形的菌，其中直径 ０２～１０μｍ
的椭球形和球形菌为优势菌，几乎未检测到螺旋

状细菌，而长杆菌所占的比例也很低，说明反应器

中亚硝酸盐氧化菌含量很低，这也保证了反应器

中的亚氮几乎不会被硝酸盐氧化菌利用，从而得

到有效积累，为后续的厌氧氨氧化创造条件．
图２（ａ）中微生物数量较少，多数为单生，并未成
簇聚生；在滤层３００ｍｍ处，细菌数量增加，且出
现了聚集生长的趋势（图２（ｂ））；随着滤层深度
的增加，微生物数量明显增多（图２（ｃ）、（ｄ）），且
成簇聚生，其中以椭球形和球形菌为主，但也存在

数量可观的短杆菌．这些细菌可能为氨氧化细菌
和厌氧氨氧化菌，其种属特性将通过接下来的分

子生物学技术进一步验证．

（ａ）滤层由上至下１００ｍｍ处

（ｂ）滤层由上到下３００ｍｍ处

（ｃ）滤层由上到下５００ｍｍ处

（ｄ）滤层由上到下７００ｍｍ处

图２　不同滤层高度样品的电镜照片
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２３　ＰＣＲＤＧＧＥ图谱及系统发育分析
由于ＰＣＲＤＧＧＥ图谱中的每一条带代表一

个可能的细菌类群或可操作分类单位（ＯＴＵ），条
带的数量和信号强度与生物多样性和生物数量密

切相关，基于 ＰＣＲＤＧＧＥ图谱可以确定不同取样
处微生物的种类和数量关系．

不同高度采集样品的 ＤＧＧＥ分析见图３．氨
氧化细菌在１００和３００ｍｍ处的可见条带只有３
条，而在５００和７００ｍｍ处条带数量明显增多，条
带信号明显增强，说明氨氧化细菌在滤层５００ｍｍ
处以下的种类和数量明显增多，这与扫描电镜试

验的结果一致．其原因可能为：由于反应器采用上
向流曝气，而氨氧化细菌是一种严格的好氧细菌，

在反应器底部曝气量充足，有利于其生长．而富含
氨氮基质的进水也是从反应器底部进入，氨氮会

率先供给下部的氨氧化细菌．随着反应器内溶解
氧和氨氮被利用，在反应器上部的氨氧化细菌受

到抑制，从而造成种类和数量的下降．此外，水力
冲刷作用导致上部生物膜在一定程度上的破坏也

是造成这种现象的原因之一．Ｐｕｒｋｈｏｌｄ等研究表
明：污水处理系统中氨氧化细菌的多样性程度越

高，对复杂环境的适应能力就越强，其抗冲击能力

也就越强；反之，如果系统中只含有单一的氨氧化

细菌，其抗干扰能力就较差［１０］．在本实验所用的
ＣＡＮＯＮ反应器中，５００ｍｍ以下处的氨氧化细菌
的多样性程度很高，具有较强的抗冲击负荷．然
而在３００ｍｍ以上的位置，氨氧化细菌多样性很
低，抗干扰能力较差．因此，为了提高滤层上部区
域的抗冲击负荷，需要采取一定措施提高氨氧化

细菌的多样性程度，其中最直接的做法就是对滤

料进行重新排布．考虑到火山岩生物陶粒滤料填
充的 ＣＡＮＯＮ反应器内已经形成稳定的气道，重
新排布滤料可能会破坏系统内的好氧／厌氧区域
分布，进而破坏功能微生物的稳定性，影响系统的

脱氮性能，可改用便于排布的软性填料，比如海

绵、无纺布等．但是它们对细菌的持留能力可能低
于火山岩生物陶粒滤料，从而使 ＣＡＮＯＮ的启动
时间延长，具体解决方案还需进一步研究．

　　对于ＡＮＡＭＭＯＸ菌来说，４个取样点的ＤＧＧＥ
图谱基本一致，而且只有两条可见条带，说明ＡＮＡ
ＭＭＯＸ菌的群落结构在整个反应器中基本一致，几
乎不随滤层高度的变化而变化．此外，条带６的信
号沿滤层自上而下有逐渐增强的趋势，也说明ＡＮ
ＡＭＭＯＸ菌在反应器下方的数量要略多于上方．原
因可能在于反应器上部氨氧化细菌种类和数量的

减少，不能为ＡＮＡＭＭＯＸ菌很好地创造厌氧环境，
也不能提供ＡＮＡＭＭＯＸ菌代谢所需足够的亚硝酸
盐．此外，水力冲刷作用导致上部生物膜一定程度
的破坏也是造成这种现象的原因之一．值得注意的
是，通过条带信号的强弱只能粗略推测细菌数量的

多少，要想更精确地检测细菌数量，还需要通过荧

光定量ＰＣＲ等其他检测手段．
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　（ａ）氨氧化细菌图谱　　　　（ｂ）厌氧氨氧化细菌图谱

Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ分别代表滤层由上至下１００、３００、５００和７００ｍｍ处．

图３　ＰＣＲ产物ＤＧＧＥ图谱沿程分布

　　对ＤＧＧＥ图谱上的７条主要条带进行切割、
ＤＮＡ洗脱、回收、重新扩增，构建基因克隆文库，经
测序所得的 ＤＮＡ序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ，得到的
ＧｅｎＢａｎｋ序 列 号 为 ＪＮ３６７４５３ＪＮ３６７４５７以 及
ＪＱ７５３３１８．对测序结果和基因库中已知序列进行相
似性对比分析，结果见表１．由于条带６和７之间相
似度达 ９８％，可以归并为一个可操作分类单位
（ＯＴＵ），它们与ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＫｕｅｎｅｎｉａｓｔｕｔｔｇａｒｉｅｎｓｉｓ
相似度达９８％．这些已知细菌的形态多为球形、椭
球形和短杆状，与前文扫描电镜结果一致．

表１　７个条带所代表的基因序列对比结果

条带编号 Ｇｅｎｂａｎｋ登陆号 最相似种属 相似度／％
１ ＪＮ３６７４５３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄａｍｍｏｎｉａｏｘｉｄｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉｕｍ（ＨＱ１４２８９７） ９９
２ ＪＮ３６７４５４ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄａｍｍｏｎｉａｏｘｉｄｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉｕｍ（ＨＱ１２３４３２） ９９
３ ＪＮ３６７４５５ Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ（ＡＦ０４７７０５） ９６
４ ＪＮ３６７４５６ Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓｅｕｒｏｐａｅａ（Ｌ０８０５０） ９６
５ ＪＮ３６７４５７ Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓｓｐ．（ＡＹ９５８７０３） ９６
６、７ ＪＱ７５３３１８ ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＫｕｅｎｅｎｉａｓｔｕｔｔｇａｒｉｅｎｓｉｓ（ＡＦ３７５９９５） ９８

　　基于 ａｍｏＡ基因序列构建系统发育树（图
４），树图的外源基因为４种常见的氨氧化微生物，

即亚硝化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）、亚硝化螺菌
属（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ）、亚硝化球菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）、
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亚硝化叶菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｌｏｂｕｓ）以及一些未培养的
氨氧化细菌．从图４可知，条带３与亚硝化球菌属
（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）处于一个分枝上，其余４个条带均
与亚硝化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）的亲缘关系较
近，与亚硝化叶菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｌｏｂｕｓ）、亚硝化螺菌
（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ）的遗传距离较远．由于所研究的反
应器进水氨氮浓度为３００ｍｇ／Ｌ，属于较高的氨氮
环境， 在 该 条 件 中 检 测 到 亚 硝 化 球 菌

（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）的存在，这与前人报道的亚硝化
球菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）在高氨氮环境中作为氨氧
化细菌的结果吻合［２０］．此外，系统中还存在亚硝
化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ），它是许多水生态系
统中最常见的氨氧化菌类型［７］．
　　从图３（ａ）不同泳道的条带变化情况来看，亚
硝化球菌 （Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）仅出现在滤层 １００及
３００ｍｍ处，而与亚硝化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）
相关的条带１、条带２所代表的氨氧化细菌仅在
滤层下方出现．如何根据这些细菌的空间分布特
点改进工艺条件以达到更好的脱氮效果，还有待

于进一步的研究．
基于ＡＮＡＭＭＯＸ菌１６ＳｒＤＮＡ序列构建的系

统发育树见图５．树图的外源基因选取了常见的几
种 ＡＮＡＭＭＯＸ 菌．可 以 看 出，条 带 ６、７与
ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＫｕｅｎｅｎｉａｓｔｕｔｔｇａｒｉｅｎｓｉｓ遗传距离最近，
这与之前报道的在一个特定的环境条件中，只可能

有一种ＡＮＡＭＭＯＸ菌会成为优势菌种的结果相一
致［２１］．ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＫｕｅｎｅｎｉａｓｔｕｔｔｇａｒｉｅｎｓｉｓ属于浮
霉菌属，是污水处理系统中除ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａ
ａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ之外的典型的具有厌氧氨氧化活性
的微生物［２２－２４］．存在于本系统中的ＡＮＡＭＭＯＸ菌
是 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｋｕｅｎｅｎｉａ ｓｔｕｔｔｇａｒｉｅｎｓｉｓ而 非

ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢｒｏｃａｄｉａａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ，其原因在于
本实验所用污水是用自来水加一定的无机盐配制

而成，具有较高的盐离子浓度，而 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｋｕｅｎｅｎｉａｓｔｕｔｔｇａｒｉｅｎｓｉｓ被认为是一种存在于淡水
环境中，并对较高的盐离子浓度具有一定耐受性的

ＡＮＡＭＭＯＸ菌［２１］，因 此，ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＫｕｅｎｅｎｉａ
ｓｔｕｔｔｇａｒｉｅｎｓｉｓ成为系统中的优势ＡＮＡＭＭＯＸ菌．
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图４　基于ａｍｏＡ基因序列的系统发育树
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图５　基于ＡＮＡＭＭＯＸ菌１６ＳｒＤＮＡ序列的系统发育树

３　结　论
１）上向流曝气生物滤池型 ＣＡＮＯＮ反应器

中，滤层下方的氨氧化细菌的种类和数量远高于

滤层上部；厌氧氨氧化菌的多样性几乎不随滤层

高度发生变化，其数量沿着滤层自上而下有逐渐
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增强的趋势．
２）反应器中微生物形态多样，易成簇生长，其

中以直径０２～１０μｍ的球形及椭球形菌为主．
３）ＤＮＡ测序结果表明，亚硝化球菌属

（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）和亚硝化单胞菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）是
反应器中的主要氨氧化细菌，而厌氧氨氧化菌与

ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＫｕｅｎｅｎｉａｓｔｕｔｔｇａｒｉｅｎｓｉｓ的相似度高达
９８％．

参考文献：
［１］ＲＹＨＨＤ，ＬＥＥＳＩ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ４ｓｔａｇｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａ

ｅｒａｔｅｄｆｉｌｔｅｒ（ＢＡＦ）ｗｉｔｈＭＬＥｐｒｏｃｅｓｓｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｒｅｍｏｖ
ａｌｆｒｏｍｌｏｗｃａｒｂｏｎｔｏｎｉｔｒｏｇｅｎｗａｓｔｅｗａｔｅｒ［Ｊ］．Ｅｎｖｉｒｏｎ
ｍｅｎｔａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＳｃｉｅｎｃｅ，２００９，２６（１）：１６３－１７０．

［２］ＣＨＡＮＧＷＳ，ＴＲＡＮＨＴ，ＰＡＲＫＤＨ，ｅｔａｌ．Ａｍｍｏｎｉ
ｕｍｎｉｔｒｏｇｅｎｒｅｍｏｖａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｚｅｏｌｉｔｅｍｅｄｉａｉｎａ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｅｒａｔｅｄｆｉｌｔｅｒ（ＢＡＦ）ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｔｅｘ
ｔｉｌｅｗａｓｔｅｗａｔｅｒ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｄｕｓｔｒｉａｌａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒ
ｉｎｇＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００９，１５（４）：５２４－５２８．

［３］张文艺，夏绍凤，翟建平，等．曝气生物滤池反应器的
沿程生化特性研究［Ｊ］．中国给水排水，２００６，２２
（１５）：７１－７４．

［４］ＣＨＵＤＯＢＡＪ，ＣＥＣＨＪＳ，ＣＨＵＤＯＢＡＰ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
ａｅｒａｔｉｏｎｔａｎｋｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｏｎｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌＷａｔｅｒＰｏｌｌｕｔｉｏｎＣｏｎｔｒｏｌＦｅｄｅｒａｔｉｏｎ，１９８５，５７
（１１）：１０７８－１０８３．

［５］ＡＺＩＭＩＡＡ，ＨＯＲＡＮＮＪ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｒｅａｃｔｏｒｍｉｘ
ｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｎｔｈｅｒａｔｅｏｆｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｈｅａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｓｌｕｄｇｅｐｒｏｃｅｓｓ［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９１，２５
（４）：４１９－４２３．

［６］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（８）：９７－１００．

［７］ＴＡＯＬ，ＤＯＮＧＬ，ＪＩＥＺ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎｄｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍ
ｍｕｎｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎａｍｏＡｇｅｎｅａｎｄ１６ＳｒＤＮＡｉｎｎｉ
ｔｒｏｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｉｏｆｉｌｍｒｅａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙａｎｄＭａｔｅｒｉａｌｓＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１１，１８３：１０５１－１０５６．

［８］ＫＬＯＴＺＭＧ，ＡＬＺＥＲＲＥＣＡＪ，ＮＯＲＴＯＮＪＭ．Ａｇｅｎｅ
ｅｎｃｏｄｉｎｇａｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｉｓｔｓｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆｔｈｅ
ａｍｏＡ／ａｍｏＢｇｅｎｅｓｉｎａｍｍｏｎｉａｏｘｉｄｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ：ａ
ｔｈｉｒｄｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅａｍｏｏｐｅｒｏｎ［Ｊ］．ＦｅｍｓＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
Ｌｅｔｔｅｒｓ，１９９７，１５０（１）：６５－７３．

［９］ＭＣＴＡＶＩＳＨＨ，ＦＵＣＨＳＪＡ，ＨＯＯＰＥＲＡＢ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆｔｈｅｇｅｎｅｃｏｄｉｎｇｆｏｒＡｍｍｏｎｉａＭｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｉｎＮｉｔｒｏ
ｓｏｍｏｎａｓＥｕｒｏｐａｅａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，１９９３，
１７５（８）：２４３６－２４４４．

［１０］ＰＵＲＫＨＯＬＤＵ，ＰＯＭＭＥＲＥＮＩＮＧＲＡ，ＪＵＲＥＴＳＣＨＫ
Ｏ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙｏｆａｌｌｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｓｐｅｃｉｅｓｏｆａｍｍｏｎｉａ
ｏｘｉｄｉｚｅｒｓｂａｓｅｄｏｎｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ１６ＳｒＲＮＡａｎｄａｍｏＡｓｅ
ｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｓｕｒｖｅｙｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，

２０００，６６（１２）：５３６８－５３８２．
［１１］张亚平，阮晓红．浅水湖泊（阳澄湖）沉积物氨氧化

菌的分子证据［Ｊ］．环境科学学报，２０１２，３２（１）：１８２
－１８９．

［１２］ＬＩＮＧＣ，ＺＨＥＮＨＵＡＮＭ．Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇａｎｄｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌ
ｙｓｉｓｏｆａｍｏＡｇｅｎｅｆｒｏｍａｍｍｏｎｉａｏｘｉｄｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｉｎａ
ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇｐｏｏｌ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｓｃｉ
ｅｎｃｅＥｄｉｔｉｏｎ），２００４，３１（５）：５６５－９．

［１３］樊景凤．北戴河近岸沉积物中微生物１６ＳｒＤＮＡ的
ＰＣＲＲＦＬＰ分析［Ｊ］．海洋环境科学，２００８，２７（５）：
４０９－４１３．

［１４］叶磊，祝贵兵，伦中财，等．应用分子生物学与同位
素示踪技术研究厌氧氨氧化菌活性及功效［Ｊ］．环境
科学学报，２０１１，３１（６）：１２０６－１２１１．

［１５］ＢＡＳＳＡＭＢＪ，ＣＡＥＴＡＮＯＡＮＯＬＬＥＳＧ，ＧＲＥＳＳＨＯＦＦＰ
Ｍ．ＦａｓｔａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＤＮＡｉｎｐｏｌｙａｃ
ｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｓ［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９１，１９６
（１）：８０－８３．

［１６］ＳＬＩＫＥＲＳＡＯ，ＴＨＩＲＤＫＡ，ＡＢＭＡＷ，ｅｔａｌ．ＣＡＮＯＮ
ａｎｄＡｎａｍｍｏｘｉｎａｇａｓｌｉｆｔｒｅａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＦｅｍｓＭｉｃｒｏｂｉｏｌ
ｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２００３，２１８（２）：３３９－３４４．

［１７］ＣＨＵＡＮＧＨＰ，ＯＨＡＳＨＩＡ，ＩＭＡＣＨＩＨ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃ
ｔｉｖｅｐａｒｔｉａｌｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏｎｉｔｒｉｔｅｂｙｄｏｗｎｆｌｏｗｈａｎｇｉｎｇ
ｓｐｏｎｇｅｒｅａｃｔｏｒｕｎｄｅｒｌｉｍｉｔｅｄｏｘｙｇｅｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｗａ
ｔｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２００７，４１（２）：２９５－３０２．

［１８］郭建华，王淑莹，郑雅楠，等．实时控制实现短程硝
化过程中种群结构的演变［Ｊ］．哈尔滨工业大学学
报，２０１０，４２（８）：１２５９－１２６３．

［１９］秦玉洁，周少奇，朱明石．厌氧氨氧化反应器微生态
的研究［Ｊ］．环境科学，２００８，２９（６）：１６３８－１６４３．

［２０］段莎丽，孙亚琴，伍阳，等．两株耐碱性亚硝化细菌
的初步鉴定和特性研究［Ｊ］．农业环境科学学报，
２００７（Ｓ２）：４０６－４０９．

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

［２２］ＳＴＲＯＵＳＭ，ＦＵＥＲＳＴＪＡ，ＫＲＡＭＥＲＥＨＭ，ｅｔａｌ．
Ｍｉｓｓｉｎｇｌｉｔｈｏｔｒｏｐｈｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｎｅｗｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅ［Ｊ］．
Ｎａｔｕｒｅ，１９９９，４００（６７４３）：４４６－４４９．

［２３］ＪＥＴＴＥＮＭＳＭ，ＷＡＧＮＥＲＭ，ＦＵＥＲＳＴＪ，ｅｔａｌ．Ｍｉ
ｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｎａｅｒｏｂｉｃａｍｍｏｎｉｕｍ
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ（＇ａｎａｍｍｏｘ＇）ｐｒｏｃｅｓｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００１，１２（３）：２８３－２８８．

［２４］ＹＡＮＧＱＸ，ＪＩＡＺＪ，ＬＩＵＲＹ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉｖｅｒ
ｓｉｔｙａｎｄａｎａｍｍｏｘａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｎｏｖｅｌｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｌｉｋｅ
ｂａｃｔｅｒｉａｉｎｔｈｅｗａｓｔｅｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍｏｆａｆｕｌｌ
ｓｃａｌｅａｌｃｏｈｏｌｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇｐｌａｎｔ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｓｓＢｉｏｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ，２００７，４２（２）：１８０－１８７２２．

（编辑　刘　彤）

·７２·第１０期 刘涛，等：常温下ＣＡＮＯＮ反应器中功能微生物的沿程分布


