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( 1. 江南大学 环境与土木工程学院,江苏无锡 214122; 2. 江南大学工业生物技术教育部重点实

验室,江苏无锡 214122)

摘 � 要: 研究了膜生物反应器( MBR)中厌氧氨氧化( Anammox)的运行特性与微生态结构变化。

采用含氮模拟废水进行试验,最终获得粒径集中在 0� 2~ 1 mm 的红褐色厌氧氨氧化颗粒污泥。运

行结果显示, 厌氧氨氧化菌能够承受的容积负荷达 0� 245 kgT N/ ( m3 � d) ; 总氮、NH 4
+ �N 和

NO -
2 �N 去除率分别达到 80 %、81 %、91 %。水力负荷冲击试验表明,当 H RT 从 14 h下降到7� 9

h时, NH 4
+ �N、NO -

2 �N去除率相对稳定,分别保持在 75 %和 85 %左右, 厌氧氨氧化仍然能够稳

定进行。通过末端限制性酶切片断长度多态性( T�RFLP)试验发现,反应器运行完成后微生物呈

多态性分布,优势菌突出,其中起 Anammox 作用的菌属主要为 p lanctomyce、p i rellula、gemmata、

p seudomonas,这为厌氧氨氧化运行过程中微生物群落结构变化提供理论依据。
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Operation Characterictics and Microbial Community Distribution of

Anammox in a Membrane Bioreactor

LU Qing1 , � H UA Zhao�Zhe* 2 , � LI Xiu�Fen1 , � GE Fu�Qing1 , � DU Guo�Cheng 1 , � CH EN Jian2

( 1. School of Environment al & Civil Engineer ing, Jiangnan University, Wux i 214122, China; 2. Key Labor ator y

of Industr ial Bio technolog y, M inistry of Education, Jiangnan U niv ersit y, W ux i 214122, China)

Abstract:T he oper at ion characterist ics and m icrobial com munity dist ribut ion o f Anammox process

in the M BR w as studied in this manuscript . Seeding w ith synthet ic m edia, w e found that the

gr anular sludge w ith 0� 2~ 1 mm diam eter w as obtained successfully. The nit rog en�loading rate

amounted to 0. 245 kgTN/ ( m3 � d) , and the r em oval eff iciency of total nit rog en, NH 4
+ �N and

NO 2
��N w as 80%, 81% and 91 % , respect ively. Experiencing the hydr aulic shock tex t , the

H RT of M BR w as gradually shorted fr om 14 to 7. 9 h, the NH 4
+ �N and NO2

��N removal

eff iciencies w ere kept at about 75% and 85% , respectively. Based on term inal restr ict ion

f ragment leng th po lym orphism ( T�RFLP) analy sis, Microbial comm unity diversity w as achieved,

and the predominant populations of Anammox bacteria found in MBR sy stem w ere the



planctom yce, pirellula, gemm ata, pseudom onas after enr ichment . T he r esults pr esented her e

pr ovided a theo ret ical basis for the change of microbial community during Anamm ox process.

Key words: membrane bio reacto r, anaerobic am monia oxidat ion, g ranular sludge, microbial

community dist ribut ion

� � 厌氧氨氧化 ( Anaer obic ammonia ox idation,

Anamm ox )是在厌氧或缺氧条件下, 厌氧氨氧化微

生物以 NH 4
+ �N为电子供体, NO2

- - N 为电子受

体,生成氮气的生物过程[ 1]。据报道, 实验室规模

处理模拟废水基质氮去除速率最高达 26� 0 kg/ ( m3

� d)
[ 2]

,生产性 Anammox 反应器处理污泥压滤液,

基质氮去除速率最高达 9� 5 kg/ ( m
3 � d)

[ 3]
。

然而 Anammox 在实验室规模的反应器中启动

往往要几个月甚至一年 [ 4�10] , 在实际应用启动阶段

则需要 3年多
[ 3]
。主要是由于 Anammox 菌的生长

速率低、细胞产率低、Anamm ox 微生物由于大量气

泡的产生易被出水洗出[ 4] 。因此,必须寻求更为有

效的反应系统或操作方式来避免生物量的流

失
[ 5�10]
。

启动阶段获得高的生物保留量十分重要, 因为

即使是生物量微小的流失也会造成启动时间的延

迟
[ 11�13]

。膜生物反应器 ( M embrane Bioreactor,

MBR)是膜组件与生物反应器的有机结合, 可将几

乎全部的微生物保留在反应器中, 较高的污泥浓度

可使污染物去除率提高
[ 14- 15]

。Wyffels
[ 16]
第一次

成功把M BR运用到Canon( com pletely auto tr ophic

nit rog en rem oval ov er nitr ite) 工艺中, 接着 T rigo

C[ 17]接种驯化好的 Anammox 颗粒污泥, 研究 MBR

的启动过程中发现, 在 MBR 中没有出现 N O2
- �N

的积累、微生物以颗粒形式聚集生长。因此, MBR

有利于增殖缓慢的微生物, 如 Anamm ox 菌的截留

生长。作者在 MBR中接种普通厌氧颗粒污泥, 研

究反应器中 Anamm ox 的运行特性和微生物结构变

化,旨在为建立 Anammox 快速启动的适宜条件提

供理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � MBR反应器及运行条件
MBR反应器见图 1。该装置由机玻璃制成, 有

效容积 1 L,内径 80 m m,高 220 mm。U 型中空纤

维膜组件由杭州浙大凯华公司生产, 孔径为 0� 1~

0� 2 �m,材质为聚丙烯。

运行条件: pH 为 7� 6  0� 15, 温度为 ( 32  1)

! ,水力停留时间为 1 d。半连续运行, 具体为进水

1 h,循环 22� 5 h,静止 0� 2 h,出水 0� 3 h。

图 1 � MBR 反应器装置图

Fig. 1 � Sketch of membrane reactor for anammox en�

richment

1� 2 � 接种污泥及试验用水

反应器接种污泥来自无锡柠檬酸厂污水处理

反应器的厌氧颗粒污泥, 总固体质量浓度( TS) 14� 8

g/ L, 挥发性固体质量浓度( VS) 9� 6 g / L , VS/ T S

为 0� 65。试验用水为人工模拟废水, 具体成分见

表 1。
表 1� 模拟废水组成[ 17]

Tab. 1 � Composition of the synthetic media

元 素 质量浓度/ ( mg / L )

KH CO3 1 000

KH2 PO4 10

M gSO4 � 7H2 O 58� 6

CaCl2 � 2H2 O 5� 65

NH 4 Cl 按需投加

NaNO2 按需投加

ZnSO 4 � 7H 2 O 430

CoCl2 � 6H2 O 240

CuSO4 � 5H 2 O 250

M nCl2 � 4H 2 O 990

Na2 M oO4 � 2H 2 O 220

H 3 BO 4 14

N iCl2 � 6H 2 O 190

Na2 SeO 4 � 10H2 O 210

� 备注:微量元素 1 ml/ L
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1� 3 � 分析测试方法
1� 3� 1 � 物理性质测定

1) 污泥粒径: 从反应器内取一定量污泥, 用水

冲洗后使之依次通过 1� 5、1、0� 8、0� 5、0� 2 mm 的

分样,然后将各个分样筛截留的污泥收集, 在 105

! 下烘干、称重, 计算不同粒径范围的污泥所占比

例(质量比) 。

2) 污泥体积指数( SV I)、TS、V S: 质量法。

1� 3� 2 � 化学分析
1) Anamm ox 污泥活性测定

[ 18]
: 在 250 m L 摇

瓶中加入一定量待测污泥样品, NH 4
+ �N 和 NO

-
2 �

N质量浓度均为 70 mg / L 的模拟废水混合,用丁基

橡胶塞密封, 并用氮气置换摇瓶顶端空气 2 ~ 3

min, 避光置于 30 ! 恒温水浴中。根据反应进行的
程度,定时测定 NH 4

+ �N、NO 3
- �N和 NO-

2 �N 的质
量浓度。总氮( TN) = NH 4

+ �N+ NO -
2 �N � NO3

- �
N。

2) 氨氮: 水杨酸�次氯酸盐光度法。
3) 亚硝基氮: N�( 1�萘基)�乙二胺光度法。
4) 总氮: 紫外分光光度法。

5) pH : DELT A 320 pH 计。

1� 3� 3 � 微生态结构分析
1) DNA 提取、纯化: 采用 3S 柱离心式环境样

品 DNA 回收试剂盒法, T aKaRa 纯化试剂盒法对

DNA 纯化。

2) PCR 扩增和纯化: 采用总细菌引物 27F/

1492R扩增体系(总体积 50 �L) : 10 ∀ PCR buffer 5

�L, M gCl2 2 mmo l/ L , dNTPs 120 �mol/ L, 正反引

物各 20 �mol/ L, 模板 1 �L, Taq酶 2� 5 �L,加超纯

水至终体积为 50 �L。扩增条件: 94 ! 预变性 5

min, 94 ! 变性 1 m in, 72 ! 退火 1 m in, 30个循环,

72 ! 延伸 7m in,最后4 ! 保存。TaKaRa纯化试剂

盒法对扩增产物纯化。

3) 酶切: PCR纯化产物用 M sp I/ H haI 2 种酶

分别进行消化, Msp I 酶切体系为 (总体积为 20

�L) : 10 ∀ T aq buf fer 2� 0 �L, 50~ 100 ng PCR 产

物, 0� 1 % BSA 2 �L, 2� 5 �L 酶, 加超纯水至终体

积 20 �L。混合液在 37 ! 停留过夜,然后在 65 !

停留 10 m in,灭活, 12 ! 保留, 终止反应。

消化产物由上海基康生物公司进行检测, 检测

数据包含末端片断长度和峰面积,用威斯康星 # 麦

迪逊大学建立的基于 Web ( ht tp: / / t rf lp. limnolo�
gy. w isc. edu/ assignment. jsp) 的 T�RFLP 数据分

析方法进行分析处理
[ 19]
。

2 � 结果与讨论

2� 1 � MBR中厌氧氨氧化过程的物理特征

2� 1� 1 � 污泥质量浓度 � 图 2 显示的是 M BR 中污

泥总固体质量浓度 ( TS )、挥发性固体质量浓度

( VS)和 VS/ T S比值随时间的变化。在反应器运行

过程的前期, 污泥质量浓度会有所下降, 后期则逐

步上升; 而 VS/ T S 比值则随时间的增加而增加, 由

初始的 0� 66 提高到 0� 77, 表明体系中的生物量经

历了一个减少到增加的过程。

图 2� MBR中污泥质量浓度随时间的变化

Fig. 2� Time� courses of sludge concentration in the MBR

2� 1� 2 � 污泥颜色 � 接种的厌氧颗粒污泥为黑色,

经过长时间驯化后变成红褐色,且随运行时间的延

长红色逐渐加深。根据相关报道, Anamm ox 菌含

有丰富的细胞色素 c[ 20] ,成熟的厌氧氨氧化污泥呈

浅红色, 污泥颜色越红, Anam mox 活性越高[ 18, 21]。

因此,从污泥颜色变化看, 本实验中驯化后的微生

物已具备了厌氧氨氧化菌的外观特征。

2� 1� 3 � 污泥粒径 � 反应器运行前后的污泥粒径分

布分别见图 3, 4。可以发现, 厌氧氨氧化运行完成

后, MBR 内颗粒污泥粒径主要集中在 0� 2 ~ 1� 0

mm 之间。为了确定颗粒污泥对反应器脱氮的贡

献, 测定了反应器中颗粒污泥的 Anam mox 活性。

经计算颗粒污泥的 Anam mox 活性约为 106 mg/

kgT N/ ( m3 � d) ,据此推断颗粒污泥是 MBR中 An�
am mox 功能的重要承载者。

图 3� 驯化前污泥粒径分布

Fig. 3� Diameter distribution of the inoculated sludge
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图 4� 驯化后污泥粒径分布

Fig. 4� Diameter Distribution of the incubated sludge

2� 2 � MBR中厌氧氨氧化过程的化学特征
2� 2� 1 � 氮素的变化 � Anammox 反应器运行是

Anamm ox 菌的活化富集过程。由图 5~ 7 可以看

出, Anammox 反应器运行的 0~ 10 d 中, 由于接种

颗粒污泥中存在许多异养菌, 而进水不含有机物,

污泥中异养反硝化菌首先利用污泥中的有机物和

NO-
2 �N 进行反硝化, 随后微生物由于自身消耗释

放出 NH 4
+ �N,导致出水 NH 4

+ �N质量浓度高于进
水, NO -

2 �N 和 N O3��N 质量浓度基本为 0。由于启

动初期反应器内出现强烈的反硝化,出水 NO 2
- N

几乎为 0。为了给 Anamm ox 微生物提供足够的电

子受体, 第 12天,将进水 NO-
2 �N 质量浓度提高至

98 mg/ L。

图 5� MBR中氨氮变化曲线

Fig. 5� Profiles of NH4 +�N removal in the MBR

� � 第 28 天, 出水 N O-
2 �N 上升为 21 m g/ L , 为了

防止基质抑制作用, 降低进水 NO -
2 �N 质量浓度。

之后出水 NO
-
2 �N 稳定。NH 4

+ �N 去除率有所升
高,但是提高幅度不大且不稳定, 在 10% ~ 30%间

波动。随着 Anammox 菌的富集, NH 4
+ �N 和

NO-
2 �N 去除率进一步升高, 出水 NO3

- �N 浓度逐
步升高。Anam mox 菌从 NO

-
2 �N 转化为 N O3

- �N
过程中获得还原力用于同化 CO2 , NO 3

- �N 的增长
代表了微生物的增长。一般以 NH 4

+ �N 和 NO-
2 �N

按一定比值( NH 4
+

/ N O
-
2 �N: 0� 25~ 2)去除, 标志

Anam mox 反应的达成
[ 22]
。86 d时,去除的 NH 4

+ �
N、NO

-
2 �N和生成的 NO 3

- �N 的比值为 1 ∃ 1� 14 ∃
0� 13,表明 Anamm ox 反应已经成为主导反应。

图 6� MBR中亚硝基氮变化曲线

Fig. 6� Prof iles of NO-2 �N removal in the MBR

图 7� MBR中总氮变化曲线

Fig. 7� Prof iles of nitrogen removal in the MBR

� � 第 87天, 逐步缩短 H RT 至 14 h, 经过 23 d的

运行, 最终 Anamm ox 反应器的容积总氮负荷达

0� 245 kg / ( m3 � d) , 去除率为 80%, 出水 N H4
+ �N

和 NO -
2 �N 去除率分别为 81 %、91 %。

2� 2� 2 � 抗负荷冲击能力 � 保持进水 NH 4
+ �N、

NO -
2 �N 质量浓度分别为 70 m g/ L , 以每两天增加

10%进水量的方式, 研究反应器的抗水力负荷能

力, 以进水量提升前后的基质去除速率的变化情况

作为效能指标评价反应器运行的稳定性。由图 8

可知,当水力停留时间( H RT)由 14 h 缩短至 7� 9 h

时, 反应器表现出较好的抗冲击能力, MBR 中

NH 4
+ �N、NO -

2 �N 去除率分别是 75 %、85 % ,而继

续缩短至 5� 4 h 时, NH 4
+ �N、NO -

2 �N 去除率分别
是 50 %、61 %。说明当 H RT 缩短到一定程度时,
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进水中的 NH 4
+ �N、NO -

2 �N 与 Anam mox 菌接触时

间过短, 反应不能达到充分。试验期间 NO -
2 �N 和

NH 4
+ �N的去除量比值在 1� 1~ 1� 3 之间, 表明在

Anamm ox 反应依然是主导反应, 当 H RT 在 7� 9 h

以上时, M BR具有良好的耐冲击能力。

2� 2� 3 � pH 值的变化 � 反应器运行过程中的 pH

值变化见图 9。在运行初期, 出水 pH 值远高于进

水,最高达到了 8� 81, 这是由于启动初期, 微生物反

硝化产碱所致。随着 NO
-
2 �N 去除率的下降, 反应

器内微生物产碱作用减弱, pH 值开始逐渐下降。

由于 Anam mox 过程是一个耗酸的过程 [ 1] , 随着

Anamm ox 菌的富集, 55 d 后出水 pH 值开始升高,

最终稳定在 8� 4左右。

图 8� HRT对MBR 中NH4 +�N和 NO-2 �N去除率的影响

Fig. 8 � Effects of HRT on ammonium and nitrite remov�

als in the MBR

2� 3 � MBR中厌氧氨氧化过程的微生物种群特征
图 10是用遗传分析仪 AB13700 扫描微生物

16S r DNA PCP 扩增产物的 H ha %和 M sp %双酶
切片段的图谱。酶切图谱上每一个末端限制性酶

切片段( T RFs)至少代表一种类型的微生物,峰的

面积反映出该种类的相对数量。从图中可以直接

地反映出 MBR启动前后污泥中微生物种类和相对

数量的变化

� � 作者对 MBR系统中微生物的研究过程共 100

多天。在长时间的富集培养过程中, 微生物种群变

化十分明显。利用 Sor enson&s 法计算多样性指数

( H&)。计算公式: H&= - ∋ ( n/ N ) ln( n/ N ) ,式中 n

为每个波峰的面积, N 为所有波峰的面积, 算出富

集前后微生物多样性指数分别 2� 0、2� 5,说明污泥

种群数量出现小幅度增加, 污泥中细菌种群数量变

化趋势与 VS/ T S变化及氮素去除情况相吻合。由

图 10可以看出, M BR 启动后, 污泥中优势菌群突

出。反应器中优势菌群的种类、数量可能直接关系

到反应器功能的强弱, 因为即使在水力冲击( H RT

由 14 h缩短至 7� 9 h)的情况下, 也有助于系统的稳

定运行。根据生态学中的(多样性导致稳定性原

理), 物种多样化具有稳定生态系统的功能特征
[ 23]
。

因此, M BR中微生物菌群呈现多样性分布有利于

稳定的厌氧氨氧化。MBR反应器运行前后微生物

种群结构对比见图 11。

图 9� MBR中 pH值变化曲线

Fig. 9� The changes of pH in the MBR
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图 10 � 16S rDNA PCR扩增产物两种酶切片段图谱

Fig. 10 � The 16S rDNA PCR amplif ied production after enzyme digestion

A:运行前后微生物门的变化 � B:运行前后微生物属的变化

图 11 � MBR 反应器运行前后微生物种群结构对比

Fig. 11 � Comprison of microbial communities between before and af ter Anammox process in the MBR
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� � 由图 11可以看出, 运行前后微生物类群发生

了显著的变化。运行后系统中部分菌属如 Clos�
tr idia, Flavobacter ia 等基本消失, 出现 p lancto�
myce、p i rellula、gemmata、p seudomonas 等新的种

属。每种类群的丰富度是其相对面积与总物种群

落面积的比值。启动成功后污泥中 B etap r oteobac�
ter ia(从 37%到 44� 5%)、Gammap r oteobacter ia(从

6 % 到 17� 1 % )出现了不同程度的增加, Chlo�
r of l ex i ( 10� 7%到 4� 8%)、Actinobacter ia ( 17� 8 %

到 4 % )、P lanctomycetacia(从 0 %到 9� 5 % )得到

富集,浮霉状菌的低生长率使其只有少量富集。迄

今为止已确认的 Anamm ox 菌属都归于浮霉菌门。

对于启动后出现的 p lanctomyce、p i rellula、gemmata、

p seudomonas等菌属,相关文献已证明
[24�25]

其 Anam�
mox 活性。而对于启动后出现的其他优势菌属是否

具有 Anammox 活性,还需进一步研究。

3 � 结 � 语

1) 经运行, 在 M BR 中成功富集得到 Anam�

mox 菌,容积总氮负荷达 0� 14 kg/ ( m3 � d)。通过

缩短 H RT 加快 Anammox 菌生长,当 H RT 缩短至

14 h, 容积总氮负荷达 0� 245 kg/ ( m
3 � d) , 总氮去

除率约 80 %, 出水 NH 4
+ �N 和 NO2

- �N 去除率分
别为 81 %、91 %。水力冲击试验证明, M BR 有良

好的耐水力冲击能力, 是一种较好的富集 A nam�
mox 菌的装置。

2) 在 MBR中, 普通厌氧颗粒污泥经过 100多

天驯化,变为粒径集中在 0� 2~ 1 m m 的 A namm ox

颗粒污泥。通过分批培养试验证明, 颗粒污泥是

MBR中起 A namm ox 功能的重要承载者。

3) T�RFLP试验证明, 微生物群落结构运行前

后发生明显变化,运行后整个反应器中适应厌氧氨

氧化运行方式的菌种增殖较多, 包括 p lanctomyce、

p i rellula、gemmata、p seud omonas等。
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