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常温低基质亚硝化反应器功能菌群解析
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摘　 要： 为维持亚硝化反应器稳定运行提供微生物理论基础，以常温（１８～ ２１．５ ℃ ）低基质推流式亚硝化反应器为对象，解析

其稳定运行期间功能菌群特征．通过检测反应器三氮变化检验其亚硝化效果．利用扫描电镜（ＳＥＭ）观察污泥微观结构，通过荧

光原位杂交（ＦＩＳＨ）、变性梯度凝胶电泳技术（ＤＧＧＥ）及克隆测序等方法，解析微生物菌群特性．保持反应器低溶解氧环境

（０．１～０．６ ｍｇ ／ Ｌ），使氨氧化菌（ＡＯＢ）竞争力强于亚硝酸盐氧化菌（ＮＯＢ），在连续流运行 ８０ ｄ 内，平均亚硝化率几乎为 １００％，
出水 ＮＯ２

－－Ｎ 与 ＮＨ４
＋－Ｎ 质量比稳定在 １．１１． ＳＥＭ 结果显示，亚硝化污泥中球形细菌为优势菌群．ＦＩＳＨ 结果显示，ＡＯＢ 与 ＮＯＢ

的相对比例分别为 ３７．３％与 ４．４％．ＰＣＲ－ＤＧＧＥ 结果表明，反应器内存在 ６ 类优势微生物菌群，其中 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．为功能微生

物 ＡＯＢ．由多种微生物组成的功能菌群维持反应器亚硝化稳定运行．
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　 　 传统生物脱氮工艺经过硝化和反硝化作用两个

阶段完成脱氮过程，硝化反应包括氨氧化与亚硝酸

盐氧化两个过程，分别由氨氧化菌（ＡＯＢ）和亚硝酸

盐氧化菌（ＮＯＢ）负责完成．亚硝化过程就是使硝化

反应停留在氨氧化阶段，避免亚硝酸盐被氧化成硝



酸盐，从而形成亚硝酸盐积累．若亚硝化过程与后续

厌氧氨氧化工艺耦合（ ＰＮ⁃ＡＮＡＭＭＯＸ），则只需要

将 ５７％的氨氧化成亚硝酸盐，剩余的氨氮与亚硝酸

盐按如下反应式完成脱氮过程［１］，即
ＮＨ４

＋＋１．３１ＮＯ２
－＋０．０６６ＨＣＯ３

－＋０．１３Ｈ＋→
１．０２Ｎ２＋０．２６ＮＯ３

－＋０．０６６ＣＨ２Ｏ０．５Ｎ０．１５＋２．０３Ｈ２Ｏ．
与传 统 硝 化 ／反 硝 化 脱 氮 作 用 相 比， ＰＮ⁃

ＡＮＡＭＭＯＸ 理论上可节省 ６２． ５％的曝气能耗，无
需有机碳源，且污泥产量低，受到广泛关注［２］ ．若要

维持常温低基质生活污水 ＰＮ⁃ＡＮＡＭＭＯＸ 工艺稳

定运行，关键在于实现稳定的亚硝化过程，即 ＰＮ
反应器出水 ＮＯ２

－与 ＮＨ４
＋比值稳定，实质就是控制

条件促进 ＡＯＢ 生长繁殖而淘汰 ＮＯＢ［３］ ．本研究以

经过厌氧－好氧（Ａ ／ Ｏ）除磷工艺去除磷及大部分

有机物的生活污水为对象，完成亚硝化（ ＰＮ）反应

器的启动．待 ＰＮ 反应器稳定运行后，通过扫描电

镜（ＳＥＭ）、荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）、变性梯度凝胶电

泳（ＤＧＧＥ）等技术，分析污泥微观结构、解析功能

菌群特性，探索功能菌群与反应器亚硝化效果之

间的关系，为促进 ＡＯＢ 富集、提高 ＰＮ 反应器效能

提供理论基础．

１　 实　 验

１．１　 反应器装置及进水水质

反应器装置为不锈钢制的推流式反应器，后面接

由有机玻璃制成的竖流式形式二沉池（图 １）．主体反

应器规格为 ２．０ ｍ×０．６ ｍ×１．０ ｍ，总容积为１．２ ｍ３，分
隔成 ４ 个相同大小的格室．通过设置导流孔防止流水

返混，保持反应器连续流运行所需的推流条件．Ａ ／ Ｏ
除磷工艺的出水用作推流式反应器进水，进行亚硝化

实验．根据运行需要控制每个格室的曝气量，通过单

独的气体流量计检测曝气强度．二沉池总容积为

３００ Ｌ，其中部分污泥进行回流，补充反应器污泥浓度．
推流式亚硝化反应器接种 ６００ Ｌ 某污水厂曝气

池末端的污泥（６ ６５０ ｍｇ ／ Ｌ），硝化性能良好．实验用

水为实际生活污水，即北方某生活小区化粪池污水

经过厌氧 －好氧 （ Ａ ／ Ｏ） 除磷工艺去除大部分磷、
ＣＯＤ、ＢＯＤ，反应器进水水质如表 １ 所示．按中国国

家环保局颁布的标准方法测定进出水三氮质量浓

度［４］：氨氮，纳氏试剂光度法；亚硝酸盐氮，Ｎ－（１－萘
基）－乙二胺光度法；硝酸盐氮，紫外分光光度法．温
度、ｐＨ 及溶解氧采用 ＷＴＷ 在线 ｐＨ ／ ＤＯ 检测．
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图 １　 亚硝化反应器装置

表 １　 实验原水水质
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℃ ｐＨ

ρ（ＮＨ４
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ＢＯＤ５ ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
ＣＯＤ ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
ρ（ＴＰ） ／

（ｍｇ·Ｌ－１）

２１．５－１８．０ ７．０～８．０ ６０～８０ ＜１．０ ＜１．０ ＜１５ ＜５０ ＜０．５

１．２　 扫描电镜（ＳＥＭ）观察

收集接种污泥及反应器启动成功后的硝化污

泥，进行扫描电镜观察微观结构．方法如下：样品加

入磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ＝ ８．０）洗涤 ３ 次；加入体积

分数为 ２．５％的戊二醛，于冰箱中 ４ ℃ 条件下固定

２ ｈ；加入磷酸缓冲溶液（ＰＢＳ，０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ＝ ８．０）清
洗 １０ ｍｉｎ；之后进行梯度酒精脱水，体积分数分别为

３０％、５０％、７０％、９０％，再用无水乙醇脱水 ３ 次，每次

１０ ｍｉｎ；之后进行置换反应，即加入无水乙醇与乙酸

异戊酯比为 １ ∶ １ 及纯乙酸异戊酯各 １ 次，每次

１５ ｍｉｎ；对样品进行冷冻、真空干燥 ２４ ｈ、喷金，通过

扫描电镜（ＨＩＴＡＣＨＩＳ－４３００）观察污泥微观结构．
１．３　 荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）

对接种污泥与硝化污泥进行荧光原位杂交分析，
所用探针如表 ２ 所示，污泥样品经过预处理、杂交、洗
涤后进行观察［５］ ．杂交过程所用探针杂交液组成为：体
积分 数 ２０％ ～ ５５％ 的 甲 酰 胺， ０． ９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，
２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ７．２），质量分数０．０１％的
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ＳＤＳ；杂交后洗脱液组分为：５６ ～ ２２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，
２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ７．２），１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ，
０．０１％ＳＤＳ．杂交后的玻片晾干后，通过荧光显微镜

（ＢＸ５１）及 ＣｅｌｌＳｅｎｓ Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ 软件观察，分析杂交结

果．随机捕捉 ２０ 张 ＦＩＳＨ 图像，利用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６．０
软件分析 ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 所占比例．

表 ２　 荧光原位杂交所用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 标记的探针

探针 序列（５’－３’） 特异性 标记物 参考文献

ＥＵＢ３３８ ＧＣＴＧＣＣＴＣＣＣＧＴＡＧＧＡＧＴ
ＥＵＢ３３８－Ⅱ ＧＣＡＧＣＣＡＣＣＣＧＴＡＧＧＴＧＴ 真细菌 ＦＩＴＣ ［６－７］
ＥＵＢ３３８－Ⅲ ＧＣＴＧＣＣＡＣＣＣＧＴＡＧＧＴＧＴ
ＮＳＯ１９０ ＣＧＡＴＣＣＣＣＴＧＣＴＴＴＴＣＴＣＣ β－变形纲 ＡＯＢ ＣＹ３ ［８］
ＮＩＴ３ ＣＣＴＧＴＧＣＴＣＣＡＴＧＣＴＣＣＧ Ｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ． ＨＥＸ ［８］

Ｎｓｖ４４３ ＣＣＧＴＧＡＣＣＧＴＴＴＣＧＴＴＣＣＧ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｓｐｐ． ＣＹ５ ［８］

１．４　 变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）及测序分析

１．４．１　 ＤＮＡ 提取与 ＰＣＲ 扩增

采用改进的氯仿－ＳＤＳ 方法提取硝化污泥微生物

基因组 ＤＮＡ．取 １ ｇ 污泥，加入 ＤＮＡ 提取液 ２．７ ｍＬ
（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ，１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ，１．５ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ，１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ３ ＰＯ３，质量分数为 １％的 ＣＴＡＢ，
ｐＨ＝８．０）、蛋白酶 Ｋ ５０ μＬ （３０ ｍｇ ／ ｍＬ）、溶菌酶 ５０ μＬ
（２０ ｍｇ ／ ｍＬ），混匀之后在 ３７ ℃水浴、２２５ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下

震荡 ３０ ｍｉｎ；加入 ０．３ ｍＬ 质量分数为 ２０％的 ＳＤＳ，６５ ℃
水浴 ２ ｈ 时，期间每隔 １５ ｍｉｎ 将样品管轻摇混匀．水浴

完成后将离心管取出，８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １０ ｍｉｎ，
弃沉淀；上清液加入等体积的氯仿 ／异戊醇（２４ ∶ １），混
匀后离心 １０ ｍｉｎ（８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）；上清液加入 ０．６ 倍体积

的异丙醇，－２０ ℃冷冻过夜，再在 ４ ℃、１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条

件下离心 ５ ｍｉｎ，去上清液，沉淀至通风处彻底晾干．加
入 １００ μＬ ＴＥ （１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ， １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ，ｐＨ＝８．０）溶解沉淀，－２０ ℃保存备用［６］ ．

采用通用引物 ＧＣ－３３８Ｆ 和 ９０７Ｒ 扩增细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因［９］ ． ＰＣＲ 反应管内加入提取的基因组

ＤＮＡ１．０ μＬ， ｄＮＴＰｓ （ ２． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ） ２． ０ μＬ， 引 物

ＧＣ－３３８Ｆ和 ９０７Ｒ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０． ５ μＬ，１０ ×Ｂｕｆｆｅｒ
２．５ μＬ，Ｅｘ Ｔａｑ 酶（５ Ｕ ／ μＬ） ０．１２５ μＬ，加入无菌水至

终体积 ２５ μＬ．采用 ＴａＫａＲａ ＴＰ６００ 梯度 ＰＣＲ 仪（日
本）进行 ＰＣＲ 反应，９４ ℃开始变性 ５ ｍｉｎ；进入循环反

应，包括 ９４ ℃、４０ ｓ，５５ ℃、４０ ｓ，７２ ℃、１ ｍｉｎ ３ 个步骤，
共运行 ３０ 个循环；７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃终止 ＰＣＲ
反应．利用 ＤＮＡ 纯化回收试剂盒（天根，中国）对 ＰＣＲ
产物纯化回收，并通过琼脂糖凝胶电泳验证．
１．４．２　 ＤＧＧＥ 及其结果分析

ＤＧＧＥ 电泳仪器为美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司的 Ｄ⁃Ｃｏｄｅ
Ｓｙｓｔｅｍ 系统．通过加入尿素与甲酰胺配置质量分数

３０％～６０％的变性梯度凝胶，配置质量分数为 ８％的

聚丙烯酰胺凝胶进行 ＰＣＲ 产物分析．ＤＧＧＥ 操作条

件为：电压 １２０ Ｖ，电泳温度与时间分别为 ６０ ℃ 与

８ ｈ，电泳缓冲液为 １×ＴＡＥ．电泳结束后，将凝胶清洗

之后进行银染［１０］，在凝胶成像仪（ＢｉｏＲａｄ）中通过软

件 Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ 获取银染后图像．

１．４．３　 微生物系统发育分析

通过银染，ＤＧＧＥ 凝胶出现明显条带，对这些条

带进行切割，将其溶于 １００ μＬ １×ＴＥ（ｐＨ８．０）中，于
４ ℃冰箱中过夜．以此为模板，相应不带 ＧＣ 夹的

３３８Ｆ 与 ９０７Ｒ 为引物，扩增细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段．
ＰＣＲ 片段进行纯化回收，通过 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶连接到

载体 ｐＭＤ１９－Ｔ （ＴａＫａＲａ）上，４２ ℃热击，转化到感受

态细胞 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α（天根，中国）中．通过涂

布平板，３７ ℃过夜培养，构建目的基因克隆文库．每
个 ＤＧＧＥ 条带的样品选取 ３～５ 个阳性克隆送交上海

生工生物公司进行测序．获得的序列通过 ＢＬＡＳＴ 工

具搜索相近序列，进行比对．将序列提交到 ＧｅｎＢａｎｋ，
获得 基 因 登 录 号 为 ＫＦ１９４２０３ － ＫＦ１９４２０９． 通 过

ＭＥＧＡ ５．０ 软件，以 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ⁃ＮＪ 法构建相应序列的

系统发育树．

２　 结果与讨论

２．１　 亚硝化反应器运行效果

亚硝化反应器运行效果可用氨氧化率及亚硝化

率来表征，其中氨氧化率（ＲＡ）计算方式为

ＲＡ ＝
ρ（ＮＯ２

－ － Ｎ）
ρ（ＮＨ４

＋ － Ｎ）
，

亚硝化率（ＲＮ）计算方式为

ＲＮ ＝
ρ（ＮＯ２

－ － Ｎ）
ρ（ＮＯ２

－ － Ｎ ＋ ＮＯ３
－ － Ｎ）

．

单位为 ｍｇ ／ Ｌ．以亚硝化率连续 ７ 个周期超过 ９０％作

为亚硝化启动成功标志［１１］ ．
在之前的研究中已完成亚硝化反应器启动［１２］，

过程如下：在 Ａ ／ Ｏ 除磷反应器的出水中人工添加

（ＮＨ４） ２ＳＯ４至氨氮质量浓度为 ３００ ｍｇ ／ Ｌ（游离氨 ＦＡ
为 １１．３６ ｍｇ ／ Ｌ）， 温 度 为 室 内 自 然 温 度 （ １６． ４ ～
２５．５ ℃）．采用间歇操作方式，即经过进水（０．５ ｈ）、
曝气与沉淀（１ ｈ）、排水（１ ｈ）、闲置 ５ 个阶段，对接

种污泥进行驯化．对曝气强度采用实时控制策略［１３］，
保持 ＤＯ 质量浓度０．２～ ０．８ ｍｇ ／ Ｌ，避免延时曝气．在
这种工况下共运行了 ６０ 个周期，出水 ＮＯ２

－ －Ｎ 与

ＮＨ４
＋－Ｎ 质量比达１．０～１．３０，亚硝化率一直保持 ９０％
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以上，表明成功启动亚硝化反应器．之后将进水氨氮

质量浓度降到 ８０ ｍｇ ／ Ｌ，按 ＳＢＲ 操作方式共运行 ４０
个周期，期间氨氧化率在 ９０％左右，而亚硝化率一直

在 ９５％以上，说明反应器在低氨氮、间歇操作方式

下，能保持亚硝化稳定运行［１４］ ．
此后，反应器转变为常温低氨氮连续流运行（本

文实验），进水流量（Ｑｉｎ）为 １２５ ～ １６０ Ｌ ／ ｈ，污泥回流

量（Ｑ回）为 ６０～ ８０ Ｌ ／ ｈ，水力停留时间（ＨＲＴ）为 ７ ～
９ ｈ．调节反应器 ４ 个格室的曝气强度，分别为 ４ ～
８ Ｌ ／ ｍｉｎ、３ ～ ４ Ｌ ／ ｍｉｎ、 ０ （只进行缺氧搅拌）、 ３ ～
５ Ｌ ／ ｍｉｎ，保持反应器溶解氧（ＤＯ）质量浓度处于较

低水平（０．１～０．６ ｍｇ ／ Ｌ）．整个 ８０ ｄ 运行期间，反应器

氨氧化率、亚硝化率和出水 ＮＯ２
－ －Ｎ 与 ＮＨ４

＋ －Ｎ 质

量比如图 ２ 所示．
由图 ２ 可知，平均氨氮氧化率稳定在 ５５％，亚硝

化率接近 １００％，出水 ＮＯ２
－－Ｎ 与 ＮＨ４

＋ －Ｎ 质量比稳

定在１．１１附近，可为后续 ＡＮＡＭＭＯＸ 反应提供稳定

水质．ＰＮ 反应器亚硝化效果良好，推测 ＡＯＢ 得到有

效富集，ＮＯＢ 活性受到抑制．以此常温低氨氮亚硝化

反应器为对象，分析其功能菌群特性．
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图 ２　 亚硝化反应器氨氧化率、亚硝化率与出水亚氮与氨氮比

２．２　 亚硝化污泥微观结构

已有研究发现，Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ 类 ＡＯＢ 数量较多

时能使污泥颜色变黄，这主要是此菌体富含细胞色

素所致［１５］ ．亚硝化反应器在启动过程中，就出现污泥

颜色变化，由接种时浅黑色逐渐转变成浅黄色，可推

测 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ 类 ＡＯＢ 数量逐渐增多．通过扫描电

镜，对接种污泥与亚硝化污泥进行微观结构对比分

析，结果如图 ３ 所示．
亚硝化单胞菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）和亚硝化球菌

属（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）是在污水生物脱氮处理过程中经

常出现的 ＡＯＢ 菌属，形态分别为短杆状或球状，而
ＮＯＢ 主要为硝化杆菌属（Ｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）与硝化螺菌属

（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ），对应形态分别为杆状或螺旋状．由图 ３
（ａ）可知，接种污泥中微生物种类较多，有杆状菌、短
杆菌和球形菌（黑色线圈标注）；而在亚硝化污泥中

（图 ３（ｂ）），短杆菌、球形细菌较多（黑色线圈标注）．
郭建华等［１６］ 曾经分析了短程硝化过程中种群结构

的演变，ＳＥＭ 结果发现，接种污泥中含有杆菌、短杆

菌、球形菌以及丝状菌等多种形态微生物，而随着短

程硝化的启动与稳定，污泥中短杆菌和球菌数量增

多，成为优势菌群，本实验亦有类似变化趋势．为进

一步了解反应器内 ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 丰度，开展污泥的荧

光原位杂交（ＦＩＳＨ）实验，分析 ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 的相对

比例关系．

(a)接种污泥

(b)亚硝化污泥

图 ３　 接种污泥与亚硝化污泥扫描电镜结果

２．３　 反应器功能菌群 ＦＩＳＨ 分析

ＰＮ 反应器启动成功后，亚硝化率接近 １００％，可
推测 ＡＯＢ 为优势菌群，ＮＯＢ 得到有效抑制． ＳＥＭ 结

果也表明污泥微生物菌群结构发生了变化，但这都

不能直接说明污泥中 ＡＯＢ 或 ＮＯＢ 数量的多寡．因
此，对接种污泥与亚硝化污泥微生物进行 ＦＩＳＨ 检

测，对其中 ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 分布及相对比例进行定量考

察．选取代表性 ＡＯＢ、ＮＯＢ 荧光照片及真细菌荧光照

片，通过 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６．０ 软件进行分析，结果如

图 ４所示． 图 ４ （ ａ） 和 （ ｃ） 中亮点部分代表 ＡＯＢ
（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）的分布，暗色部分为真细菌．同理，图
４（ｂ）和（ｄ）中亮度高的部分代表 ＮＯＢ（Ｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）
的分布，颜色较暗部分为真细菌．

对 ＦＩＳＨ 结果统计发现，接种污泥中Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ⁃
ＡＯＢ 与 Ｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ⁃ＮＯＢ 的相对比例分别为 ３５％和

２１％，说明 ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 均是其中优势菌属，原因是接

种污泥是从全程硝化反硝化脱氮污水处理厂中取样．
本实验中，亚硝化污泥中 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ⁃ＡＯＢ 相对比例

略有升高，为 ３７．３％，而 Ｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ⁃ＮＯＢ 相对比例下降
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明显，仅为 ４．４％，这表明反应器中 ＡＯＢ 成为优势菌

群，而 ＮＯＢ 逐渐淘汰．之前有研究发现，实时控制的

ＳＢＲ 小型反应器短程硝化运行 １３５ ｄ 后，ＡＯＢ 数量占

绝对优势，ＮＯＢ 得到抑制与淘洗［１６］ ．Ｓｉｎｈａ 等［１ ７ ］ 利用

ＦＩＳＨ 方法，分析了连续流系统中短程硝化前后的污泥

菌群比例，发现随着反应器短程硝化的运行，ＡＯＢ 所

占比例从接种污泥的 ２％～３％上升至短程硝化污泥的

４８％～５３％，ＮＯＢ 比例较低，为 ６％ ～ ８％．这些研究表

明，反应器在不同运行方式及不同控制参数影响下，
ＡＯＢ 及 ＮＯＢ 种群结构会发生明显变化．本实验中反应

器在连续流运行时间内，ＡＯＢ 为优势菌群，ＮＯＢ 活性

得到有效抑制，数量较少．

(a)接种污泥（AOB/EUB） (b)接种污泥(NOB/EUB)

(c)亚硝化污泥(AOB/EUB) (d)亚硝化污泥(NOB/EUB)
（ａ）和（ｃ）中亮点部分表示 Ｃｙ３ 标记 ＮＳＯ１９０ 探针与 ＡＯＢ（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）的杂交结果，（ｂ）和（ｄ）中亮度较高部分表示 ＨＥＸ 标记的 ＮＩＴ３ 探针与

ＮＯＢ（Ｎｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）的杂交结果；（ａ） ～ （ｄ）中暗色部分代表 ＦＩＴＣ 标记的 Ｅｕｂ３３８ｍｉｘ 探针（ＥＵＢ３３８、ＥＵＢ３３８－Ⅱ和 ＥＵＢ３３８－Ⅲ）与真细菌杂交结

果；标尺为 ２０ μｍ．

图 ４　 接种污泥及亚硝化污泥荧光原位杂交分析

２．４　 微生物群落结构解析

以亚硝化污泥为对象，通过提取基因组 ＤＮＡ、
ＧＣ３３８Ｆ ／ ９０７Ｒ 引物扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因、ＤＧＧＥ 等

步骤，分析微生物群落组成；对 ＤＧＧＥ 条带切胶、
ＰＣＲ、克隆测序，获得的序列进行系统发育分析，结
果如图 ５所示．

由图 ５（ａ）可知，主要有 ６ 类优势菌群存在 ＰＮ
反应器内，其中条带 ３ 测序结果与 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．
（ＨＦ６７８３７８）相似度为 ９６％，表明此类氨氧化菌为

ＰＮ 反应器内功能菌，负责维持亚硝化过程稳定运

行．条带 １ 测序结果与 Ｂｌａｓｔｏｃｈｌｏｒｉｓ ｓｐ．（ＡＪ４０１２０３）相
似度为 ９６％．Ｂｌａｓｔｏｃｈｌｏｒｉｓ ｓｐ．为芽生绿菌属细菌，革
兰氏染色为阴性，形态有杆形或卵圆形，异养厌氧生

长或者微 好 氧 生 长． 条 带 ２ 与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．
（ ＨＥ６０３５２７ ） 同 源 性 最 高， 相 似 度 为 ９９％．
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．为假单胞菌属，为常见的反硝化细

菌，此类细菌的存在能够消耗一部分有机物，这可能

与进水中含有少量 ＣＯＤ 相适应．

而条带 ４ 与绿弯菌门细菌 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ
（ＥＵ８７５５２４）相似度为 ９０％，该类细菌为常见的丝状

菌，常在生物脱氮除磷系统中出现［１８］，可在活性污泥

形成中起到骨架作用，有利于菌胶团的形成．条带 ５
与 α 变形纲的食羧寡养菌 Ｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈａ ｃａｒｂｏｘｉｄｏｖｏｒａｎｓ
（ＡＢ０９９６６０）同源性最高，相似度为 ９９％，该菌种也是

活性污泥中常见的微生物［１９］ ．而条带 ６ 与 δ 变形纲的

侏囊菌属细菌 Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓ ａｇｇｒｅｇａｎｓ（ＡＪ２３３９４５）相似

度为 ９５％，后者属于粘细菌的一种［２０］，该类菌为革兰

氏阴性菌，属于好氧化能有机营养型细菌，难以获得

纯培养．
综上，ＰＮ 反应器主要以自养型 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．

功能微生物为主，负责氨氧化过程；此外还存在一些

异养菌，如 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ 及

Ｂｌａｓｔｏｃｈｌｏｒｉｓ ｓｐ．．这些异养菌的存在并没有影响反应

器亚硝化效果，推测原因是进水中有机物很少（ＣＯＤ
小于 ５０ ｍｇ ／ Ｌ，ＢＯＤ５小于 １５ ｍｇ ／ Ｌ），异养菌不能大

量繁殖．
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图 ５　 ＰＮ 反应器全细菌 ＤＧＧＥ 结果与系统发育树

３　 结　 论

１）通过高氨氮进水与低溶解氧联合抑制 ＮＯＢ
活性方式，成功启动亚硝化反应器．此后在低基质连

续流运行 ８０ ｄ 内，继续保持低溶解氧浓度，可使反

应器出水 ＮＯ２
－－Ｎ 与 ＮＨ４

＋ －Ｎ 质量比稳定，获得良

好的亚硝化效果．
２） ＰＮ 反应器中，亚硝化污泥中以球形菌与短

杆菌为主，Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ 类 ＡＯＢ 为优势菌群，相对比

例为３７．３％，ＮＯＢ 活性被抑制，数量逐渐减少，相对

比例为 ４．４％．
３）对微生物群落结构进行解析，发现 ＰＮ 反应

器存在 ６ 类优势微生物，即 Ｂｌａｓｔｏｃｈｌｏｒｉｓ ｓｐ．、Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ ｓｐ．、Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｏｌｉ⁃
ｇｏｔｒｏｐｈａ ｃａｒｂｏｘｉｄｏｖｏｒａｎｓ 与 Ｎａｎｎｏｃｙｓｔｉｓａｇｇｒｅｇａｎｓ，其

中 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．为功能微生物 ＡＯＢ，可与其他微

生物和谐共存，维持亚硝化反应器稳定运行．
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