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摘  要 : 以储存 60 d 的 ANAMMOX 污泥为种泥，采用 EGSB 反应器富集高活性、高纯度的 ANAMMOX 菌富

集培养物，考察反应器的脱氮能力，同时采用分子生物学方法鉴定培养前后 ANAMMOX 富集培养物中的优势

菌种及 ANAMMOX 菌的相对丰度。在反应器运行的 185 d 中，最高氮负荷达 3.0 kg N/(m3·d)，氨氮与亚硝酸

盐氮的去除效率均大于 85%。培养后 ANAMMOX 富集培养物中的优势菌种由待定荧光布罗卡地菌 Candidatus 
Brocadia fulgid 和待定巴西布罗卡地菌 Candidatus Brocadia brasiliensis 变为待定亚洲杰特氏菌 Candidatus 
Jettenia asiatica。FISH 结果表明 ANAMMOX 菌所占总细菌的相对丰度明显增加，由 (57.69±4.79)%提高到

(83.32±4.40)%。定量 PCR 结果证实了培养后的富集培养物内 ANAMMOX 菌的拷贝数由 1.14×1011 拷贝/g 湿重

提高到 3.69×1011 拷贝/g 湿重。 

关键词 : ANAMMOX，待定亚洲杰特氏菌，荧光原位杂交，定量 PCR，EGSB，富集培养  

Enrichment of anaerobic ammonium oxidation bacteria by 
expanded-granular sludge bed reactor 
Xiaoli Huang1, Dawen Gao1, Yan Cong2, and Xiaolong Wang1 

1 State Key Laboratory of Urban Water Resource and Environment, Harbin Institute of Technology, Harbin 150090, Heilongjiang, China 
2 Chinergy Co., Ltd, Beijing 100193, China 

Abstract:  An expanded-granular sludge bed (EGSB) reactor was set-up with artificial water by seeding a 60 d stored 
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ANAMMOX sludge. The nitrogen removal efficiency of ANAMMOX enrichment culture in the reactor was determined. In 
addition, the main microbial populations and the relative abundance of ANAMMOX bacteria were investigated by 
molecular approaches. Results show that the maximum nitrogen removal rate was 3.0 kg-N·m-3·d-1 after 185 d, and the 
ammonium and nitrite removal efficiencies were all over 85%. Analysis of 16S rRNA gene-cloning indicates that the main 
microbial population in the ANAMMOX enrichment culture was changed from Candidatus Brocadia fulgid and Candidatus 
Brocadia brasiliensis (0 day) to Candidatus Jettenia asiatica (185 day). Fluorescence in situ hybridization analysis shows 
that the relative abundance of ANAMMOX bacteria was increased from (57.69±4.79)% to (83.32±4.40)%. The results of 
qPCR further indicate that the gene copies of ANAMMOX bacteria in the granules were increased from 1.14×1011copies/g 
wet weight to 3.69×1011copies/g wet weight. 

Keywords:  ANAMMOX, Candidatus Jettenia asiatica, FISH, qPCR, EGSB, enrichment 

厌 氧 氨 氧 化 (Anaerobic Ammonium 

oxidation，简称 ANAMMOX) 菌是一类在厌氧 

(或缺氧) 条件下以亚硝酸盐为电子受体氧化铵

盐的浮霉菌门细菌[1]。20 多年的研究证实该菌

在全球氮循环中发挥重要作用，广泛存在于自

然界的各个系统  (海洋 [2-3]、湖泊 [4-5]、湿地 [6]

等) 中。基于 ANAMMOX过程开发的脱氮工艺

是目前已知的最为经济的新型生物脱氮技   

术 [7]，具有需氧量低、节约曝气成本、运行费

用低、污泥产量少等优点。因此，ANAMMOX

工艺在高氨氮废水处理领域有着广阔的市场需

求和应用前景。然而，ANAMMOX菌对环境因

素敏感，生长速度缓慢，倍增时间较长 (8−11 d)，

难 以 维 持 较 高 生 物 浓 度 [8-9]。 特 别 是 ，

ANAMMOX 菌发现 20 多年以来，至今未实现

纯培养。这些不仅限制了 ANAMMOX 工艺的

进一步应用，还影响了对该菌生理生化特性的

深入研究。研究表明 ANAMMOX 菌在细胞密

度达到 1010个/mL 以上时才能显现活性[10]，所

以传统的微生物分离纯化的方法并不能获得

ANAMMOX菌的纯培养。有研究人员利用密度

梯度离心技术分离出了纯度高达 99.6%的

ANAMMOX菌[11]，前提是获得具有较高纯度的

ANAMMOX富集培养物。因此，利用反应器富

集高密度、高活性及高纯度的 ANAMMOX菌，

可为后续的进一步分离培养及生理生化研究提

供种源，对 ANAMMOX 技术的应用具有重要

意义。 

目前用于富集 ANAMMOX 菌的反应器主

要有序批式反应器  (SBR)，膜生物反应器 

(MBR)[9]及附着生长型反应器 [12-13]。 EGSB 

(Expanded-granular sludge bed，膨胀颗粒污泥 

床) 反应器具有高效的污泥持留能力，属于悬浮

生长型富集装置，培养的微生物具有良好的物

理结构、生态结构和沉降性能，且利于使培养

物达到高密度及高活性，在富集相对较纯的

ANAMMOX富集培养物方面具有一定优势。目

前，EGSB反应器多应用于考察 ANAMMOX反

应器的启动性能及脱氮效能[14-16]，关于利用其

富集较高纯度 ANAMMOX菌方面鲜有报道。 

本研究以短期储存的 ANAMMOX 污泥为

种源，利用 EGSB 反应器进一步富集高活性、

高纯度的 ANAMMOX菌，考察反应器的运行效

能，同时采用分子生物学方法鉴定培养前后

ANAMMOX 富集培养物中的优势菌种及相对

丰度。 
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1  材料与方法 

1.1  实验装置与操作条件 
实验采用的 EGSB反应器结构见图 1。反应

器主体结构采用透明有机玻璃制成，有效容积

为 1.38 L，反应区容积为 1 L，反应器壁设 3个

取样口。由加热套及温控仪 (XMTD-2002，上

海项力实业有限公司) 控制温度，利用遮光布避

光。反应器运行过程中控制温度为 (33±2) ℃，

进水 pH 为 7.2±0.3，回流比为 6∶1。通过利用

高纯氮气在进水中间歇曝气驱除进水中的溶解

氧，保持进水溶解氧浓度 (DO) 低于 0.8 mg/L。 

1.2  接种污泥与试验废水 
本研究中使用的 ANAMMOX 接种污泥取

自于生产性规模厌氧氨氧化反应器的颗粒态

ANAMMOX污泥，该反应器位于荷兰鹿特丹市

政污水处理厂内[7]，进水为 Sharon 反应器的污

泥硝化液。此污泥在 4 ℃下经过 60 d 的短期   

储存，起始接种量为 150 mL。实验中采用人工

模拟废水，主要组成[17]：KHCO3 1 000 mg/L， 
 

 
 

图 1  试验装置示意图 
Fig. 1  The reactor system. 

KH2PO4 50 mg/L，MgSO4·7H2O 200 mg/L，

CaCl2·2H2O 151 mg/L。微量元素与维生素溶液

分别为 0.5 mL，0.3 mL。氨氮与亚硝酸盐氮分

别由 (NH4)2SO4和 NaNO2提供，进水浓度比为

1∶1.2，通过提高进水基质浓度或缩短 HRT 来

提高反应器容积负荷。 

1.3  分析项目及方法 
氨氮浓度采用纳氏试剂分光光度法测定，

亚硝酸盐氮浓度采用 N-(1-萘基)-乙二胺分光光

度法测定，硝酸盐氮浓度采用麝香草酚分光光

度法测定，pH值和 DO利用德国 WTW (pH/Oxi 

340i) 手提式多参数测试仪进行测定。 

1.4  DNA 提取、PCR 扩增及克隆测序 
DNA 提取采用细菌 DNA 提取试剂盒 (北

京天恩泽基因科技有限公司)。16S rRNA基因的

PCR 反应采用 ANAMMOX 菌特异性引物

Pla46F/Amx820R (表 1)[18]，PCR扩增程序：95 ℃

预变性 8 min；95 ℃变性 40 s，59 ℃退火 40 s，

72 ℃延伸 2 min，共进行 30个循环；最后在 72 ℃

下延伸 10 min。 

PCR扩增产物使用柱式DNA胶回收试剂盒

(北京天恩泽基因科技有限公司) 进行纯化。利

用连接转化试剂盒 (上海生工生物工程股份有

限公司 ) 将纯化的 DNA 产物与质粒载体

pUCm-T进行连接后，转入到大肠杆菌感受态细

胞中  (Trans5α，北京全式金生物技术有限公

司)，最后进行蓝白斑筛选。阳性克隆的检验使

用引物 M13±。随机挑取 30 个阳性克隆子进行

测序 (上海生工生物工程股份有限公司)。将获

得的序列输入 GenBank 数据库比对，并使用

MEGA5.2序列分析软件构建系统发育树。 

1.5  定量 PCR 
利用 1.4 中提取的总 DNA，进行定量 PCR
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实验。ANAMMOX 功能基因引物 hzocl1F1- 

hzocl1R2 定量 ANAMMOX 菌 hzo 基因的数量 

(表 1)[19-20]。通过分析富集培养物中 hzo基因拷

贝数的含量判断 ANAMMOX菌富集的情况。定

量 PCR 反应体系包括：10 μL 2×SGExcel Fast 

SYBR Mixture预混体系 (含ROX校正染料) (上

海生工生物工程股份有限公司)，3 μL DNA 模

板，0.5 μL正向引物 (10 mmol/L)，0.5 μL反向

引物 (10 mmol/L)。 qPCR 定量分析仪采用

ABI7500 (Foster City, CA, USA)，使用 icycleriQ5

热循环仪和实时监测系统。反应程序为[20]：95 ℃

预变性 30 min；95 ℃下变性 30 s，94 ℃下 30 s，

55 ℃下退火 1 min，共进行 40个循环；最后在

72 ℃下延伸 1 min。ANAMMOX标准曲线采用

已知浓度的质粒 DNA (北京阅微基因技术有限

公司 )，以 10 倍稀释的方式获得系列浓度 

(1.90×101−1.90×109 copies/mL)。样品中细菌及

ANAMMOX菌相对DNA浓度以循环阈值表征。

定量 PCR扩增的特异性采用溶解曲线及凝胶电

泳检验。每个样品做 3个平行。 

1.6  荧光原位杂交检测 (FISH) 
取自 EGSB反应器的微生物样品 (第 3天、 

 
表 1  本研究中使用的探针序列 
Table 1 Probe sequences used in this study 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 
Target 

organisms

Pla46F GACTTGCATGCCTAATCC 
ANAMMO
X bacteria

Amx820R 
AAAACCCCTCTACTTAGTG
CCC 

ANAMMO
X bacteria

hzocl1F1 TGYAAGACYTGYCAYTGG 
ANAMMO
X bacteria

hzocl1R2 ACTCCAGATRTGCTGACC 
ANAMMO
X bacteria

第 185 天)经清洗及固定后，采用冷冻包埋液包

埋 (ES-LDB-003，EYSIN，日本) 并利用冷冻

切片机 (Cryo-Star HM 560MV，MICROM，德

国) 对包埋后的颗粒样品进行切片，约 10 μm，

切片放置在处理后的载玻片上。然后，切片样

品经乙醇梯度脱水后杂交，进行 FISH分析[21]。

针对 ANAMMOX菌，采用 Cy3标记的 Amx-368 

(CCTTTCGGGCATTGCGAA) 探针  (上海生工

生物工程股份有限公司)；细菌使用 DAPI (上海

生工生物工程股份有限公司) 染色。在荧光显微

镜 (BX2U-MWU2，Olympus，日本) 下观察并

拍照，利用 Image J软件分析 FISH图片并计算

样品中厌氧氨氧化菌的相对丰度。图片中红色

荧光为 ANAMMOX菌，蓝色荧光为全菌。 

2  结果与分析 

2.1  EGSB 反应器脱氮效果及 ANAMMOX  
效能 

基质去除率和产物生成量的变化可以指示

EGSB反应器中 ANAMMOX菌的活性。本研究

中，通过调整进水浓度与 HRT来逐渐提高反应

器的总氮负荷，进而不断富集 ANAMMOX菌。

反应器运行初期氨氮与亚硝酸盐氮进水浓度均

为 70 mg N/L，去除效率分别为 50%与 70%，容

积总氮负荷 0.76 kg N/(m3·d) (图 2)。由于接种污

泥为 ANAMMOX污泥，虽然经过 2个月的低温储

存 （4 ℃），但仍具有一定的 ANAMMOX活性，

因此适应环境后很快进入活性提高期 (12−56 d)[22]。

但由于基质浓度过高会影响 ANAMMOX 菌的

活性并对其生长产生抑制作用[23-24]，特别是亚

硝酸盐[25]，因此实验中平均进水氨氮、亚硝酸

盐氮浓度提升一定浓度后不再继续提高，而通

过逐渐降低 HRT提高进水负荷。在反应器稳定
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运行阶段 (57−185 d)，ANAMMOX富集培养物的

活性较高，平均进水氨氮、亚硝酸盐氮浓度分别为 

(146.67±15.04) mg N/L，(183.48±14.02) mg N/L，

氨 氮 与 亚 硝 酸 盐 氮 去 除 率 分 别 为 

(86.39±8.33)%、 (83.26±7.69)%。在运行期间   

(185 d) 中，最高总氮负荷为 3.80 kg N/(m3·d) 时，

最大容积总氮去除负荷为 3.00 kg N/(m3·d)   

(图 2B)。 

EGSB反应器内 ANAMMOX菌能够形成颗粒

污泥，获得具有较高密度的 ANAMMOX富集培养 
 

 
 
图 2  EGSB 反应器脱氮效果 
Fig. 2  Performance of EGSB reactor. 

物，从而获得高厌氧氨氧化活性。同时，颗粒污泥

沉降性能良好，能够持留于反应器内。然而，与污

泥持留效率很高的序批式反应器 (SBR) 相比[23]，

EGSB 反应器除了具有较强的抗基质浓度冲击的性

能外，还具有承受更高容积氮负荷的潜力[14]。 

2.2  ANAMMOX 富集培养物中优势菌种系

统发育分析 
通过对接种 ANAMMOX 污泥的生物学性

状分析，发现所获得的有效基因序列与

Candidatus Brocadia fulgid (B. fulgid) 和
Candidatus Brocadia brasiliensis (B. brasiliensis)
的序列高度相似 (相似度大于 99%) (图 3)。经过

185 d培养后得 ANAMMOX培养物所获得的所

有有效序列均与 Candidatus Jettenia asiatica (J. 

Asiatica) 的序列高度相似 (相似度大于 97%，

序列提交至 NCBI，编号分别为 KJ002641) (图

3)。B. fulgid与 B. brasiliensis是污水处理系统中

较常见的优势 ANAMMOX 菌[26]，而 J. asiatica

最先发现于亚洲 ANAMMOX 颗粒污泥反应器

及无纺布生物膜反应器中[27]。在培养前后，反

应器内 ANAMMOX 富集培养物中的优势菌种

发生了改变。这是由于接种污泥取自于市政污

水处理厂，反应器进水为污泥消化液，而本实

验采用人工配水，仅含有氨氮、亚硝酸盐氮、

部分无机盐类及微生物生长所必需的微量元素

与维生素，某些生长因子的变化导致了反应器

内优势菌种的改变。由此可见，生长因子对

ANAMMOX菌的生长具有重要作用[28-29]。 

2.3  富集培养物中 ANAMMOX 菌的纯度分析 
对富集培养前后的微生物样品取样，用于

FISH分析。结果表明在经过培养后，富集培养

物中的 ANAMMOX 菌所占总细菌的比例明显

增加(图 4)，相对丰度由 (57.69±4.79)%提高到 
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图 3  富集培养物中 ANAMMOX 菌系统发育分析 
Fig. 3  Phylogenetic neighbour-joining tree between the ANAMMOX based on 16S rRNA genes. 
 
 

 
 
图 4  富集培养物 FISH 图片 
Fig. 4  The FISH photos of ANAMMOX enrichment culture. 
 



黄晓丽 等/利用 EGSB 反应器富集高纯度厌氧氨氧化菌 

cjb@im.ac.cn 

1851

 

(83.32±4.40)%。富集培养物呈明显的颗粒状，

ANAMMOX菌主要分布在颗粒的内部，且分布

密度较大，与文献 [30]所报道一致。由于

ANAMMOX菌能分泌胞外多聚物[31]，有利于菌

体团聚生长，团聚体结构是获得高密度的前提。

同时，与附着生长型反应器相比，如序批式生

物膜反应器 (SBBR)[12-32]、固定床反应器[33]、上

流式生物膜反应器[34]、膨胀床反应器[13]等，利

用 EGSB 反应器获得的悬浮生长型富集培养物

不会因为受到填料限制产生纵向性能差异，富

集培养物相对较纯，有利于后续 ANAMMOX菌

的进一步分离及相关生理生化特性分析。 

为进一步确定富集培养物中 ANAMMOX

菌的相对丰度，利用定量 PCR 技术考察了富集

培养物中 ANAMMOX 菌拷贝数，结果如图 5

所示。与接种污泥相比，培养 185 d后的富集培

养物中的 hzo基因拷贝数有明显提高。培养后富

集培养物中 ANAMMOX 菌 hzo 基因拷贝数由

1.14×1011拷贝/g湿重提高到 3.69×1011拷贝/g湿

重。通过以上的分析，可见 EGSB 反应器适合 
 

 
 

图 5  富集培养物中 ANAMMOX 菌拷贝数 
Fig. 5  ANAMMOX gene copies in enrichment 
culture 

于富集 ANAMMOX 菌。这种具有较高纯度

ANAMMOX菌富集培养物的获得，可以为后续

的进一步菌种分离和相关基础研究提供种源。 

3  结论 

采用 EGSB 反应器，以经 60 d 储存的

ANAMMOX污泥为接种污泥，获得了具有较高

活性的 ANAMMOX富集培养物，氨氮与亚硝酸

盐氮去除率均大于 85%，运行期间最高总氮去

除负荷达 3.0 kg N/(m3·d)。16S rRNA 克隆测序

结果表明，ANAMMOX富集培养物中的优势菌

种由培养前的 B. fulgid 与 B. brasiliensis 变为   

J. asiatica。FISH 及定量 PCR分析技术表明，

185 d后的富集培养物中 ANAMMOX菌的比例

明显增加，丰度由  (57.69±4.79)%提高到

(83.32±4.40)%，且 ANAMMOX 菌 hzo 基因由

1.14×1011拷贝/g湿重提高到3.69×1011拷贝/g湿重。 
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