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摘要:厌氧氨氧化细菌(anammox)可以将亚硝酸盐和氨氮转化为氮气从而缩短氨氮转化的过程,它已经成为新型生物污水脱氮

技术研究的热点之一。 当前,有关厌氧氨氧化菌特有的生理结构特点、种群分类及其功能酶等方面的研究取得了一定突破,为
实现其工业应用奠定了良好的理论基础;同时分子生物学技术在厌氧氨氧化细菌种群分布、群落多样性及其共生关系等方面的

应用也大大促进了污水生物脱氮技术的革新和进步。 总结了厌氧氨氧化菌主要的生理生化特点、细胞结构特点、脱氮机理、污
水处理体系中的应用以及分子生物学方法对污水处理体系中厌氧氨氧化菌种群分析的研究现状,并指出未来 anammox 细菌在

生物特性及在污水脱氮处理实际应用的研究中的热点问题。 生物特性方面的主要研究热点有:(1)anammox 细菌除厌氧氨氧化

作用外,其它新陈代谢途径有待探索;(2)anammox 细菌在不同环境中分布的倾向性问题;(3)新型 anammox 细菌的确定。 污水

处理的实际应用方面的主要研究热点有:(1)anammox 污泥的快速高效富集问题;(2)设计高特异性引物;(3)anammox 细菌和

其他微生物的共生关系。
关键词:厌氧氨氧化菌;生理生化特点;污水处理工艺;分子生物学方法

The biochemical mechanism and application of anammox in the wastewater
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Abstract: Anaerobic ammonium鄄oxidation (anammox) with nitrite as an electron acceptor has been discovered as both a
completely different pathway of the nitrogen cycle and a new cost鄄effective method for removal of ammonium from
wastewater. Recently, the study of the peculiar biochemical mechanism, special structure and function of anammoxosome,
functional enzymes and related genes, microbial ecological biotope, and diversity of the anaerobic ammonium oxidation have
obtained great improvement, which provided theoretical foundation for the application of anammox bacteria. Especially in
the wastewater treatment engineering, the anammox process has become the hotspot in research of new biological N鄄removal
technique for wastewater treatment with its advantages of abbreviation on the N鄄removal process and low material and energy
consumption. Deeper understanding in their species diversity, distribution in the sludge, and qualitative and quantitive
relationships with other bacterial species will significantly accelerate the renovation of N鄄removal technique for wastewater
treatment. A summary on the advances in processes on the main physiology characteristics, structural characteristics,
biochemical mechanism, applications in the wastewater systems and species analysis of anammox in the engineering process
by molecular biological methods are all presented in this paper. Firstly, the anammox reaction takes place inside the
anammoxosome: an intracytoplasmic compartment bounded by a single ladderane lipid鄄containing membrane, and the
ladderane membrane lipids have so far been found only in the anammox bacteria. Secondly, all the anammox bacteria are
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affiliated within 85% sequence similarity of 16S rRNA genes in the branch of Planctomycetes and different levels of the
anammox bacterial diversity and distribution are found in various ecosystems. Thirdly, the nitrite reductase, hydrazine
hydrolase, and hydrazine oxidizing enzyme are the essentially functional enzymes. Fourthly, the discovery of anammox
bacteria and its anaerobic metabolism of ammonia oxidizers open up new possibilities for nitrogen removal from wastewater,
which made the paradigm that the only way to biologically convert wastewater ammonium to dinitrogen gas necessitates the
complete oxidation to nitrate followed by heterotrophic denitrication become obsolete. Finally, the implementation of the
molecular biological methods in the ANAMMOX鄄related wastewater treatment systems has broadened our information towards
the anammox bacteria. The research hotspots of anammox bacteria in both biochemical characteristics and application in
wastewater treatment systems are also summarized here. On the aspect of biochemical characteristics, the issues addressed
are: (1) some new metabolic reactions besides the anammox reaction have been found, while their theories and reasons
were still unclear; (2) the distribution inclination of anammox bacteria in different ecosystems seems to provide some rule
which is still unidentified; (3) new kinds of anammox bacteria wait for discovery to expend the pholygenetic relationship,
all of which would increase the genetic and ecological spectrum of anammox bacteria in the nature. In terms of the
wastewater treatment application, the following issues are dealt with: (1) proper designs and methods for higher efficiency
in the enrichment and stabilization of anammox bacteria are required in order to shorten the start鄄up process of the
ANAMMOX鄄like wastewater treatment plants; (2) more primers or probes with high specificity to anammox bacteria are also
needed to guarantee the precision and credibility of research study; (3) the coexistence relationship of anammox and other
groups of bacteria, which are still not confirmed, would facilitate the exploration of new anammox metabolism and
characteristics, all of which would advance the actual application of anammox bacteria in the wastewater treatment plants.

Key Words: anammox; biochemical characteristics; wastewater treatment; molecular biological methods

1摇 厌氧氨氧化菌(anammox)概述

早在 20 世纪 70 年代,Broda 就根据热力学自由能以及生物进化关系推测自然界中可能存在有类似厌氧

氨氧化作用的微生物[1]。 20 世纪 90 年代,荷兰一个酵母生产厂的污水处理系统中发现了 anammox 细菌的存

在[2],首次证实了这种推测。 在厌氧条件下,anammox 细菌以羟胺和肼为中间产物,将亚硝酸盐和氨氮转化为

氮气。 随着多种生物化学方法研究的深入,研究者发现 anammox 细菌广泛生存于包括海洋水体、海洋沉积

物、厌氧水体、淡水湖泊以及温泉等在内的自然环境中[3鄄7]。 在海洋环境中,约 50%的氮转化是由于 anammox
细菌的厌氧氨氧化作用产生的[8],这一重要发现改变了人们对于海洋环境中氮循环的传统观点:海洋环境中

氮气的产生只依赖于反硝化作用。 在多种人工构建的污水生物处理体系中,anammox 细菌也在发挥着重要作

用。 基于 anammox 细菌的氨氮转化特点研制开发的 ANAMMOX、SHARON鄄ANAMMOX、CANON 等新兴的生物

脱氮技术为生物脱氮领域带来了技术革新,使人们能够逐步地摆脱传统脱氮工艺高成本、高消耗的束缚,实现

真正意义上的节能减排。
2摇 厌氧氨氧化菌的生理生化特点

2. 1摇 生理结构特点

Anammox 细菌是一类生长缓慢的微生物,世代周期约为 10—12d;菌体呈球菌状,直径不足 1滋m;对光和

氧气等较敏感。 当前,还未获得 anammox 细菌的纯培养菌株,在对 anammox 细菌进行富集培养时,会发现

anammox 污泥颜色由棕色变为深红色[9]。 Anammox 细菌的细胞结构以及氧化还原过程都呈现出与其它细菌

不同的特点:
(1) Anammox 细胞中的脂质由酯鄄脂肪酸和醚鄄脂肪酸两类组成,这些膜脂质呈环形阶梯状,并成为独特

的梯形膜脂质,目前只在 anammox 细菌中发现有梯形膜脂质的存在[10];
(2) Anammox 细菌具有独特的细胞结构———anammoxosome(厌氧氨氧化体),作为厌氧氨氧化作用以及
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能量代谢的场所,膜上附着有反应所需的酶。 Anammoxosome 的膜是多种梯形膜脂质结构,其结构硬度和形状

决定了细胞生物膜特殊的密度和非渗透性,可以有效地减少中间产物肼和质子的流失以避免能量损失,同时

阻止毒性的中间产物肼扩散到细胞质中[10]。
Strous M 等人[11]利用环境基因组学方法(重塑环境样品中的基因组信息)分析不可分离培养的 Kuenenia

stuttgartiensis 细菌的基因组序列,发现其编码 ladderane lipid(梯形烷脂)合成的基因有 4 个基因簇组成,其中 2
个是由已知脂肪酸生物合成的相同基因和 S鄄腺苷甲硫氨酸的核心酶基因组成的。 但梯形烷脂具体的合成路

径尚未弄清楚,这已成为当前研究的一个热点。
2. 2摇 分子生物学鉴定

16S rRNA 基因分析认为 anammox 细菌是浮酶状菌门(Phylum Planctomycetales)分支进化而来的一类自养

群体。 至今,已报道的 anammox 细菌分属于 5 个可能的属,分别是:Candidutus “ Brocadia冶、 Candidatus
“Kuenenia冶、 Candidatus “Scalindua冶、 Candidatus “Anammoxoglobus冶 和 Candidatus “Jettenia冶 [12]。

利用分子生物学方法对不同生态环境中 anammox 细菌进行观察和鉴定,发现 anammox 细菌多样性有 3
个特点[13]:

(1) 所有已发现的 anammox 细菌的 16S rRNA 基因序列与浮酶状菌(Planctomycetes)的分支的 16S rRNA
基因序列有很高的相似性;

(2) anammox 细菌广泛存在于自然和人工环境中。 在深海厌氧污泥、海洋紊流处污泥、富含有机质的淡

水污泥、水生附着生物为主的好氧污泥、古冻土冻结污泥、陆面多种水体、多种污水处理系统以及热带、温带、
寒带的厌氧海洋环境中均发现有 anammox 细菌的存在[14鄄15];

(3) 不同的生态环境中,anammox 细菌会呈现不同的分布和多样性。 同一生态系统中,anammox 细菌会

呈现出较弱的多样性,不同的 anammox 细菌种群的进化距离较远,即存在这样的可能:一种菌种倾向于一种

单一的生存环境[16]。 当前基于 anammox 细菌 16S rRNA 基因的种群多样性分析发现:在厌氧海洋环境中只发

现了类 Candidutus “ Scalindua冶 细菌的存在[14, 17鄄18]; 而 Candidutus “ Brocadia冶、 Candidatus “ Kuenenia冶、
Candidatus “Anammoxoglobus冶倾向于在厌氧淡水等水体中生存。 但在研究某些自然水体(如日本沿海海洋沉

积污泥[19]、 中国新沂河沉积污泥[20] ) 的 anammox 细菌多样性时, Candidutus “ Brocadia冶、 Candidatus
“Kuenenia冶却成为优势菌种,且其多样性远超过以往对自然环境中此类菌种的估计,这一结果有悖于传统对

anammox 细菌不同种群生存环境倾向性的判断。 2005 年,G俟ven D 等人[21] 在有机化合物环境中发现丙酸盐

能被 anammox 细菌氧化,以硝酸盐 /亚硝酸盐为电子受体产生 CO2,这一氧化过程和厌氧氨氧化过程是同时进

行的。 2007 年,Kartal B 等人[16] 利用分子生物学技术在丙酸、氨氮的环境中发现了一种新的厌氧氨氧化

菌———Candidatus “Anammoxoglobus propionicus冶,它能高速率的氧化有机酸,并在 anammox 细菌种群结构中占

有绝对优势。 这些研究不仅为进一步分析不同 anammox 细菌菌群的生存环境倾向性提供了宝贵经验,同时

也说明 anammox 细菌可能存在着多种新陈代谢途径,有关这方面的认识有待进一步探索。
2. 3摇 厌氧氨氧化作用及其分子作用机理

厌氧条件下,anammox 细菌以羟胺 / NO、肼为中间产物,将亚硝酸盐和氨氮转化为氮气,同时产生微生物

生长繁殖需要的能量。
厌氧氨氧化反应发生在 anammoxosome 和细胞质内(图 1)。 在细胞质中,4 个电子与 5 个质子在亚硝酸

盐还原酶作用下将亚硝酸盐还原生成羟胺,但也有研究发现 anammox 基因中存在有编码亚硝酸盐———NO 的

氧化还原酶[11],说明亚硝酸盐还原酶可能将亚硝酸盐还原为 NO 作为 anammox 细菌的中间产物[11, 22鄄23]。 然

后,氨氮和羟胺 / NO 在肼水解酶作用下生成中间产物肼,肼在位于 anammoxosome 内膜上的肼氧化酶的作用

下转化为一分子 N2、4 个质子和 4 个电子。 整个厌氧氨氧化反应通过消耗细胞质中的质子,同时在

anammoxosome 中不断产生质子,在两者之间建立质子梯度以及电势梯度,并在 anammoxosome 膜上附着的三

磷酸腺苷合成酶(ATPases)作用下产生 ATP 为细菌生长提供能量。 质子可以在质子梯度的推动下通过
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摇 图 1摇 厌氧氨氧化细菌中氨氧化小体(anammoxosome)膜内可能

的厌氧氨氧化作用机理,这一过程中产生质子推动力 ( proton

motive force)以及 ATP[10]

Fig. 1摇 Postulated anaerobic ammonium oxidation coupled to the

anammoxosome membrane in anammox bacteria resulting in a

proton motive force and subsequent ATP synthesis via membrane鄄

bound ATPases[10]

ATPases 的质子孔返回细胞质。 这一机制类似于呼吸

链的氧化磷酸化以及光合作用的氧化磷酸化机制[10]。
2. 4摇 细胞主要功能酶及其特点

2. 4. 1摇 亚硝酸盐还原酶(nitrite reductase, NIR)
NIR 将亚硝酸盐还原为 NO /羟胺,为进一步生成中

间产物肼提供底物。 VandeGraaf A A 等人[2]利用 N15标

记法研究发现氨氮的氧化过程以羟胺为主要的电子受

体,但 Strous M 等人[11]利用基因组学方法在 Candidatus
“Kuenenia stuttgartiensis冶细菌的基因组中发现了亚硝酸

盐鄄NO 氧化还原酶基因(NirS),它将亚硝酸盐氧化为

NO,进而生成中间产物肼。 所以,NIR 还原亚硝酸盐后

产生 NO 还是羟胺作为中间产物仍存在很大的争议,有
待进一步证实。
2. 4. 2摇 肼还原酶 /肼水解酶(hydrazine hydrolase, HH)

氨氮和 NO /羟胺在 HH 作用下反应生成肼。 HH 在基因组中由 8 个蛋白基因编码,这一独特的基因簇上

的部分编码基因还涉及到电子传递、分解代谢、几个细胞色素合成以及一个 茁 螺旋桨式复杂体的合成。 HH
的结构与一氧化二氮还原酶的结构有相似之处。 有研究推测 HH 位于 anammoxosome 膜上,是联系细胞质和

anammoxosome 的通道,使位于细胞质内的氨氮和羟胺在 HH 作用下产生的肼被释放到 anammoxosome 内[11]。
Karlsson R 等人[23]利用 HH 的抗体蛋白 kuste2860 (KEFDTPTLRD) 和 kuste2861 (RSPYPLPDDRM)的免疫电

镜标记方法对 HH 的亚细胞空间位置进行了分析,发现:免疫标记仅出现在细胞 anammoxosome 内,且呈有序

状出现,进一步说明了 HH 和 anammoxosome 的关系。
2. 4. 3摇 肼氧化酶(hydrazine oxidizing enzyme, HZO)

HZO 是厌氧氨氧化过程中一个重要的酶,它将中间产物肼氧化为一分子的氮气、4 个质子和 4 个电子。
最初发现好氧氨氧化菌(Aerobic ammonia oxidizing bacteria, AOB)和 anammox 细菌中都含有一类 octahaem 细

胞色素 C 蛋白,两者都具有类 P460的光谱结构,即含有一个特别的 P460血红素残余体[24]。 其中, AOB 携带的

是氧化羟胺的羟胺氧化还原酶(hydroxylamine oxidoreductase,HAO);anammox 细菌携带的是氧化肼的肼氧化

酶(HZO),且 HZO 较 HAO 的分子量小。 Shimamura M 等人通过菌体富集培养浮霉菌株 KSU鄄1 纯化了结构上

含有多个血红素且与 Candidatus “Brocadia anammoxidans冶有很高的同源性、功能上能够氧化肼的 HZO 蛋白,
并对其进行 HZO 基因测序得到两个编码基因:hzoA(BAF36963),hzoB(BAF36964);对比分析发现:这两个基

因与任何一个已经报道的 hao 基因的同源性都较低(<30% ),但与 Candidatus “Kuenenia stuttgartiensis冶基因组

中发现的两个 hao 基因却有着较高的相似性(分别为 88% ,89% )。 HZO 纯化后发现其能氧化肼,却不能氧化

羟胺;从而证实了 HZO 是不同于 HAO 作用的氧化还原酶[22, 25]。
同时,作为编码特定蛋白 HZO 的酶基因序列 hzo 与 16S rRNA 基因相比有着更高的特异性,因此 hzo 基因

还可以用于分子生物学方法中引物或探针的设计,更好地为 anammox 细菌的多样性研究服务。 Quan Z X 等

人[12]、Li X R 等人[26]就先后成功的利用 Ana鄄hzo1f (5忆鄄TGT GCA TGG TCA ATT GAA AG鄄3忆) / Ana鄄hzo2r (5忆鄄
ACC TCT TC(A / T) GCA GGT GCA T鄄3忆)引物对厌氧氨氧化反应器污泥中 anammox 细菌进行功能基因基础

上的扩增,并实现了其多样性分析,结果有助于 anammox 细菌种属的确定。
3摇 Anammox 细菌在污水处理工艺中的应用

传统的污水处理工艺采用硝化-反硝化作用,由于利用的微生物和运行条件的不同,硝化和反硝化两个

过程在时间和空间上是分开的,或者是在不同条件的反应器内进行。 虽然这些传统工艺在废水生物脱氮领域

目前还起着主导作用,但这些工艺本身也存在较多问题,如:工艺流程较长,占地面积大,基建投资高;由于硝
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化菌群增殖速度慢而难以维持较高的生物浓度;为维持较高的生物浓度及获得良好的脱氮效果,系统必须同

时进行污泥和硝化液回流;其抗冲击负荷能力较弱,高浓度 NH+
4 和 NO-

2 废水会抑制硝化菌生长;另外,硝化过

程中产生的酸度需要投加碱中和。 这些措施既增加了运行的复杂性和运行成本,又可能造成二次污

染等[27鄄28]。
Anammox 细菌的氨氧化过程一方面大大缩短了氨氮氧化还原到氮气的过程,从而减少了生物脱氮的物

质、能量耗费,另一方面为生物脱氮技术的进步提供了新的发展平台。

图 2摇 ANAMMOX 工艺的反应机理[30]

摇 Fig. 2 摇 Possible reaction mechanism for anaerobic ammonium

oxidation proposed

3. 1摇 ANAMMOX 工艺

1990 年,荷兰 Delft 技术大学 Kluyer 生物技术实验

室设计了 ANAMMOX 工艺;1995 年,Mulder A 等人在脱

氮流化床反应器的研究中发现:在缺氧条件下,氨氮的

消失和硝酸盐的消耗总是同时发生,并伴有 N2 的产

生[29]。 VandeGraaf A A[2]、Jetten M K M[24]、Schalk J[30]

等人先后利用 N15作为示踪元素研究了厌氧条件下的氨

氧化机理,发现:浮霉菌中一类种群细菌,即 anammox
细菌,以亚硝酸盐为电子受体,以羟胺、联氨为中间产物实现氨氮的转化脱除,这也成为 ANAMMOX 工艺可能

的反应机理(图 2 和反应式(1))。 研究发现,anammox 细菌消耗底物(氨氮和亚硝酸盐)的比例并不是简单的

1 颐1,而是 1 颐1. 32 左右,其中多出的约 0. 26 mol NO-
2 在厌氧环境中氧化为硝酸盐,产生的电子可能用于合

成 CO2
[31]:

NH+
4 +1. 32NO-

2 +0. 066HCO-
3 +0. 13H+寅1. 02N2+0. 26NO-

3 +0. 066CH2O0. 5N0. 15+2. 03H2O (1)
在实验室规模上,ANAMMOX 工艺在不同的反应器中都取得良好的运行效果,包括混合床、流化床、SBR

反应器、上流式反应器等[32]。 当前,ANAMMOX 反应器的主要挑战在于 anammox 细菌的生长缓慢造成的启动

时间过长,通常需要 100—150d[33]。 因此如何快速启动 ANAMMOX 反应器是未来研究一个十分重要的问题。
3. 2摇 SHANON鄄ANOMMOX 工艺

从反应式(1)中可以看到:厌氧氨氧化过程是氨氮和亚硝酸盐以接近 1 颐1 的比例进行的氧化还原反应,所
以,对于高氨氮、低亚硝酸盐的污水处理来说,前期的短程硝化阶段是必要的,即将部分氨氮转化为亚硝酸盐,
从而保证厌氧氨氧化的反应底物比例,见反应式(2) [34]:

NH+
4 +1. 5O2寅NO-

2 +2H++H2O (2)
为适应这种需要,SHARON鄄ANAMMOX 工艺应运而生。 当约 50%氨氮被氧化后,pH 的降低以及溶氧受

限可以抑制剩余氨氮的进一步氧化, SHARON 反应器就可以达到厌氧氨氧化需要的氨氮 /亚硝酸浓

度比[33, 35]。
3. 3摇 CANON 工艺

对于有机质含量低的污水,除了将短程硝化、厌氧氨氧化作用分置于两个反应器中,还可以将两个反应相

结合形成一体化反应器,即 CANON(completely autotrophic nitrogen removal over nitrite)工艺。 氨氮在两种细菌

(AOB 和 anammox)的共同合作下完成转化。 在反应器中,AOB 消耗氧气氧化氨氮产生亚硝酸盐,并提供缺氧

环境使 anammox 细菌同时生长;然后氨氮和亚硝酸盐在厌氧氨氧化作用下产生氮气脱离反应体系[36鄄37],见反

应式(3):
NH+

4 +0. 85O2寅0. 435N2+1. 4H++0. 13NO-
3 +1. 3H2O (3)

CANON 反应在实验室规模上还有待深入研究。 Third K A 等人[37]研究发现:CANON 反应器的氨氮负荷

较 ANAMMOX 反应器的低,比如:在上流式反应中为 1. 5kg N m-3 d-1,但由于 CANON 工艺只有一个反应器,
可以减少运行成本,所以当污水中氨氮日平均负荷较低时,CANON 可以成为最佳选择[32]。
4摇 污水处理工艺中 anammox 细菌的分子生物学研究

至今为止,anammox 细菌仍是不可培养的微生物,所以分子生物学方法在研究其多样性、种群分布等特点
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时具有十分重要的意义。 对于新型的污水生物脱氮工艺而言,开展分子生物学方法的定性、定量研究对于深

入了解生物处理机制、优化运行条件同样重要。
在对 ANAMMOX、CANON 以及 SHARON鄄ANAMMOX 等反应器中 anammox 细菌的种群分布、定量变化等

研究中,已经建立起了较为系统和成熟的分子生物学方法;FISH(荧光原位杂交)、DGGE、克隆、实时定量 PCR
(Real鄄Time PCR)等方法都有了广泛的应用。 在特殊的新型污水生物脱氮反应器中,Gong Z 等人[38] 利用

FISH 技术对生物膜鄄CANON 反应器中 AOB 以及 anammox 细菌的空间分布进行分析,发现:AOB 多位于氧气

含量高的生物膜鄄膜界面,anammox 细菌多位于缺氧的水体鄄生物膜界面,这与二者的生存环境一致,也为物质

的有效传递机制提供了证据。 DGGE、克隆方法可以用于种群多样性等方面的研究。 Quan Z X 等人[12] 利用

克隆鄄测序方法对运行稳定的 ANAMMOX 反应器进行 anammox 细菌种群多样性的分析,发现了新的优势种群

Candidatus “Jettenia asiatica冶,丰富了 anammox 细菌的种群组成。 鉴于 anammox 细菌生存环境的多样性,科学

家们推测自然界中可能存在着多种尚未发现的 anammox 细菌,其多样性的研究仍在进一步的探索中。 Li X R
等人[26] 利用 DGGE、克隆等方法对运行稳定的 ANAMMOX 反应器中细菌的多样性进行分析, 发现

N. europaea鄄eutropha种属的 AOB 细菌在厌氧环境中与 anammox 细菌共同存在,推测 AOB 细菌在缺氧或厌氧

状态下可能会发生厌氧氨氧化作用,同时发现丝状菌的大量存在,推测其构架作用有助于 anammox 污泥的富

集,提出 anammox 与 AOB 细菌的共生关系以及 anammox 与其它异养微生物的共生关系有待进一步研究。
Real鄄Time PCR 方法可以定性定量地分析不同种群间的数量关系以及种群随外界条件的动态变化,从而反映

反应体系中微生物的动态机制。 Li X R 等人[26]利用 Real鄄Time PCR 的方法对厌氧状态下 ANAMMOX 反应器

中 AOB 细菌和 anammox 细菌的数量进行了比较,发现虽然 N. europaea鄄eutropha 种属的 AOB 细菌在厌氧环境

中与 anammox 细菌共同存在,但其在数量上只是 anammox 细菌数量的 0. 8% ;Quan Z X 等人[12] 在也利用

Real鄄Time PCR 方法对一稳定运行的 ANAMMOX 反应器的细菌进行了定量分析,发现主要的 anammox 细菌占

总细菌的 50% ,而 AOB 只占 3% 。 这些结果从定量的角度反映了 anammox 细菌对高氨氮污水的脱氮处理起

着重要的作用。
当前,利用分子生物学方法研究 ANAMMOX 等工艺中的 anammox 细菌时还存在一些问题:
(1) 普通的 16S rRNA 基因的引物与 anammox 细菌的相应基因片段匹配度较低,有时难以实现 anammox

细菌的 DNA 复制和多样性观察,因此,设计特异性引物对于促进 anammox 细菌的分子生物学研究有着十分

重要的意义。
由于 pla46f 对浮霉菌的特异性较低,所以在很多研究中利用 pla46f 等针对浮霉菌的引物进行 PCR 克隆

时,发现部分非浮霉菌的细菌得到扩增。 Li X R 等人[26] 在利用 pla46f / 1390r 引物对 anammox 细菌进行多样

性分析时,发现约 60%的克隆结果分别属于 Chlorobi,Verrucomicrobia、Chloroflexi、Acidobacteria 和 Proteobacteria
门,大大降低了对 anammox 细菌多样性判断的准确性。 随后 Amano T 等人[19] 设计并验证了针对厌氧氨氧化

菌特殊序列的引物 Amx368f / Amx820 以及最佳退火温度,S伽nchez鄄Melsi佼 A 等人[39] 也比较了以 pla46f 为前引

物的多组引物和 Amx368f / Amx820,进一步证实了此引物与 pla46f 类引物相比具有较高的特异性;同时采用巢

式 PCR 可以提高引物的灵敏度,有利于对 anammox 细菌含量较低的污泥进行检测。 Schmid M C 等人[40]曾总

结了观察 anammox 细菌所用的寡核苷酸探针和适宜的 PCR 引物序列(表 1),其中一些针对 anammox 某个种

属细菌的引物具有一定的特异性,为 anammox 细菌分子生物学研究的有效开展提供了参考。 近几年,人们发

现:HZO 作为 anammox 细菌氧化中间产物肼产生氮气的关键酶,其编码基因具有较高的特异性。 结合浮霉菌

株 KSU鄄1 分离传纯化的 HZO 蛋白、Candidatus “Kuenenia stuttgartiensis冶基因组的研究以及所有已知 anammox
细菌序列的多样性分析[22, 25, 41],研究者设计了 hzo 引物,即 Ana鄄hzo1f (5忆鄄TGT GCA TGG TCA ATT GAA AG鄄
3忆) / Ana鄄hzo2r (5忆鄄ACC TCT TC(A / T) GCA GGT GCA T鄄3忆)。 在 Li X R 等人[26]的研究中,利用浮霉菌 16S
rRNA 基因的引物进行克隆分析,只发现了 Candidatus “Kuenenia stuttgartiensis冶一类种属,而利用针对 hzo 基

因的引物则发现了与 Candidatus “Kuenenia stuttgartiensis冶、 Candidatus “Jettenia asiatica冶、KSU鄄1 等多类种属
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相似度较高的 hzo 序列,提高了多样性结果分析的准确性和可靠性。 未来的研究中,高特异性引物的设计仍

然是研究者们挑战的难点,但随着基因组技术的发展,相信更多的高特异性引物会被设计并引用到 anammox
细菌的分子生物学研究中。

表 1摇 用于观察厌氧氨氧化细菌的寡核苷酸探针以及其作为 PCR 引物的适用性[40]

Table 1摇 Oligonucleotide probes used for the detection of anammox organisms and their suitability for use as PCR primers[40]

寡核苷酸名称
OPDa designation trivial name

特异性
Specificity

序列 5忆鄄3忆
Sequence 5忆鄄3忆

%甲酰胺 / mM[氯化钠]
%Formamide / mM[NaCl]b

作为 PCR引物的检测
Tested as PCR primerc

S鄄P鄄Planc鄄0046鄄a鄄A鄄18 Planctomycetales GACTTGCATGCCTAATCC 25 / 159 F (58益)

S鄄P鄄Planc鄄0886鄄a鄄A鄄19 Isosphaera, Gemmata, Pirellula, Plantomyces GCCTTGCGACCATACTCCC 30 / 112

S鄄D鄄Bact鄄0338鄄b鄄A鄄18 Bacterial lineages not covered by probes
EUB338 and EUB338域 GCAGCCACCCGTAGGTGT 0 / 900

S鄄D鄄Bact鄄0338鄄d鄄A鄄18d Bacterial lineages not covered by probes
EUB338, EUB338域, EUB338芋d GCAGCCTCCCGTAGGAGT 0 / 900

S鄄*鄄Amx鄄0368鄄a鄄A鄄18 All anammox organisms CCTTTCGGGCATTGCGAA 15 / 338 F / R (56益)

L鄄*鄄Amx鄄1900鄄a鄄A鄄21 Genera “Ca. Brocadia冶 and “Ca. Kuenenia冶 CATCTCCGGCTTGAACAA 30 / 112

S鄄*鄄Amx鄄0820鄄a鄄A鄄22 Genera “Ca. Brocadia冶 and “Ca. Kuenenia冶 AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC 40 / 56 F / R (56益)

S鄄G鄄Sca鄄1309鄄a鄄A鄄21 Genus “Ca. Scalindua冶 TGGAGGCGAATTTCAGCCTCC 5 / 675 R(56益)

S鄄*鄄Scabr鄄1114鄄a鄄A鄄22 “Ca. Scalindua brodae冶 CCCGCTGGTAACTAAAAACAAG 20 / 225 R(56益)

S鄄*鄄BS鄄820鄄a鄄A鄄22 “Ca. Scalindua wagneri冶“Ca. Scalindua
sorokinii冶 TAATTCCCTCTACTTAGTGCCC 40 / 56 R(56益)

S鄄S鄄Kst鄄0157鄄a鄄A鄄18 “Ca. Kuenenia stuttgartiensis冶 GTTCCGATTGCTCGAAAC 25 / 159

S鄄*鄄Kst鄄1275鄄a鄄A鄄20 “Ca. Kuenenia stuttgartiensis冶 TCGGCTTTATAGGTTTCGCA 25 / 159

S鄄S鄄Ban鄄0162(B. anam. )鄄a鄄A鄄18 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 CGGTAGCCCCAATTGCTT 40 / 56

S鄄*鄄Amx鄄0156鄄a鄄A鄄18 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 CGGTAGCCCCAATTGCTT 40 / 56

S鄄*鄄Amx鄄0223鄄a鄄A鄄18 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 GACATTGACCCCTCTCTG 40 / 56

S鄄*鄄Amx鄄0432鄄a鄄A鄄18 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 CTTAACTCCCGACAGTGG 40 / 56

S鄄*鄄Amx鄄0613鄄a鄄A鄄22 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 CCGCCATTCTTCCGTTAAGCGG 40 / 56

S鄄*鄄Amx鄄0997鄄a鄄A鄄21 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 TTTCAGGTTTCTACTTCTACC 20 / 225

S鄄*鄄Amx鄄1015鄄a鄄A鄄18 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 GATACCGTTCGTCGCCCT 60 / 14

S鄄*鄄Amx鄄1154鄄a鄄A鄄18 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 TCTTGACGACAGCAGTCT 20 / 225

S鄄*鄄Amx鄄1240鄄a鄄A鄄23 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 TTTAGCATCCCTTTGTACCAACC 60 / 14

I鄄*鄄Ban鄄0071(B. anam. )鄄a鄄A鄄18 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 CCCTACCACAAACCTCGT 10 / 450

I鄄*鄄Ban鄄0108(B. anam. )鄄a鄄A鄄18 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 TTTGGGCCCGCAATCTCA 10 / 450

I鄄*鄄Ban鄄0222(B. anam. )鄄a鄄A鄄19 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 GCTTAGAATCTTCTGAGGG 10 / 450

I鄄*鄄Ban鄄0389(B. anam. )鄄a鄄A鄄18 “Ca. Brocadia anammoxidans冶 GGATCAAATTGCTACCCG 10 / 450

I鄄*鄄Kst鄄0031(K. stutt. )鄄a鄄A鄄18 “Ca. Kuenenia stuttgartiensis冶 ATAGAAGCCTTTTGCGCG 10 / 450

I鄄*鄄Kst鄄0077(K. stutt. )鄄a鄄A鄄18 “Ca. Kuenenia stuttgartiensis冶 TTTGGGCCACACTCTGTT 10 / 450

I鄄*鄄Kst鄄0193(K. stutt. )鄄a鄄A鄄19 “Ca. Kuenenia stuttgartiensis冶 CAGACCGGACGTATAAAAG 10 / 450

I鄄*鄄Kst鄄0288(K. stutt. )鄄a鄄A鄄20 “Ca. Kuenenia stuttgartiensis冶 GCGCAAAGAAATCAAACTGG 10 / 450
摇 摇 a: OPD, 寡核苷酸探针数据名称;

b: 原位杂交时杂交缓冲液中甲酰胺的百分数以及洗脱缓冲液中氯化钠的浓度;

c: F,前引物;R,后引物; 括号里是常用退火温度;注意:用于前引物的探针和给出的探针序列是互补相反的; — 代表不确定

(2) 在解决 ANAMMOX 等反应器启动时间过长的问题上,如何更有效地富集 anammox 细菌成为重点。
从接种污泥的选择到最后成功实现 anammox 细菌的高效富集,每一个步骤都可以作为创新的突破点,从而实

现 anammox 相关反应器的快速启动和稳定运行。
首先,接种污泥的选择直接关系着 ANAMMOX 等反应器能否成功建立并稳定运行。 研究发现,从多种不

同类型的反应器,或者处理不同污水性质的反应器中选取活性污泥进行接种,经过 3—4 个月时间,在人工配

水的良好环境下生长,最终都可以实现 anammox 细菌的富集[42鄄44]。 但是,如果接种污泥的性质不同,其反应
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器启动过程以及稳定运行后的出现的 anammox 细菌多样性就会存在一定程度的差异。 Date Y 等人[43]分别利

用生活污水处理系统中的剩余污泥、消化液处理后产生的污泥以及处理猪圈污水的硝化池中的污泥作为

anammox 接种污泥,在富集成功后,对其多样性进行分析发现:用生活污水污泥接种富集的反应器有着较高的

anammox 多样性。 Tsushima I 等人[45]在对富集成功的污泥中细菌的多样性进行分析时发现了异养微生物和

anammox 细菌的共存现象,虽然二者是否存在相互作用的问题仍在研究中,但部分异养微生物有助于有机碳

和 DO(溶解氧)的消耗,可以为 anammox 细菌提供更适宜的生长环境。 所以有学者推测在接种污泥多样性较

高的反应器中,anammox 细菌或许可以达到更快的富集效果。 在如何更好地选择接种污泥方面,Tsushima I 等
人[45]结合 Real鄄Time 方法对不同污泥中 anammox 细菌进行了具体定量,并选择 anammox 数量高的污泥作为

接种污泥,在后续适宜条件的驯化下,反应器达到了 26kg Nm-3d-1的总氮去除率,anammox 细菌的生长周期也

变为 3. 6—5. 4d,大大缩短了 anammox 细菌的世代周期。 在污泥形态方面,Pathak B K 等人[46] 认为颗粒污泥

的使用有助于 anammox 污泥的富集;Bae H 等人[44] 关于颗粒污泥和悬浮污泥中 anammox 细菌的 Real鄄Time
PCR 结果也表明颗粒污泥中 anammox 细菌数量更多。

其次,富集 anammox 细菌时,反应器的类型选择以及运行条件的优化也有助于系统的启动和稳定运行。
SBR、升流式固定床等反应器已被很多学者选择作为 anammox 富集培养的反应器[42鄄46]。 但由于 anammox 生

长速度缓慢,而且反应过程中气体的持续产生,anammox 活性污泥容易在反应器中流失[47],所以反应器的改

进成为关键。 Tsushima I 等人[45]和 Date Y 等人[43]分别利用无纺布作为污泥载体在其各自的反应器中均实现

了 anammox 细菌的高效富集。 而 Pathak B K 等人[46] 利用特殊的不可移动式微生物储集器( immobilized
microbial consortium)实现了在低温、低氨氮条件下 anammox 污泥的富集。 在反应器运行条件方面,Tsushima I
等人[45]对其上升式固定床反应器的 HRT、进水氨氮 /亚硝酸盐进行了优化,发现在一定 HRT 下,氮去除率会

随着氨氮 /亚硝酸盐比例在一定范围内的增加而增加,而 HRT 较低时,氮去除率会有所升高,这可能是由于反

应时产生的有抑制作用的副产物随着水流被淘洗掉了而降低了对 anammox 细菌的抑制作用。 其它运行条件

的优化还需要更多的研究加以完善。
综上所述,anammox 污泥富集过程中的每一个步骤都可以成为反应器快速启动的加速器,更多行之有效

的优化措施还有待开发。 如果每个步骤都能得到优化,那么 anammox 相关反应器的投入运行应该不会花费

太长的时间。
5摇 研究展望

对 anammox 细菌的研究是当前研究领域中的一个热点,从第一次发现 anammox 细菌的存在到现在也只

有二、三十年的历史,而厌氧氨氧化菌真正在污水脱氮、节能减排等实际应用中发挥作用的时间则更短。 当前

对 anammox 细菌生物特性、实际应用等方面的研究还有待继续深入。 生物特性方面:淤 anammox 细菌除了其

厌氧氨氧化作用之外,还存在其它的新陈代谢途径,例如:利用有机质作为电子供体、利用 Fe3+、Mn4+等离子作

为电子受体的氧化还原作用[17];于 anammox 细菌在不同环境中分布的倾向性以及 anammox 细菌新种属的发

现。 在污水处理的实际应用中,主要的问题在于:淤 anammox 污泥的高效快速富集,如何从各个方面完善富

集方法最终实现反应器的快速启动始终是研究者较为关心的问题;于 如何设计高特异性的引物,为 anammox
细菌的多样性分析带来可靠性和准确性;盂 在很多反应器中,存在 anammox 细菌和其他微生物的共生现

象[26, 48],尤其是异养微生物,两者之间的关系将有助于发掘 anammox 细菌新的作用机制和功能。
ANAMMOX 等反应器的开发大多处在实验室研究阶段,真正投入实际运行的并不多,这就需要利用多学

科的知识不断提出新的切入点,发现新的问题和研究方向,不断完善工艺运行条件,使 anammox 细菌能够真

正地在污水生物脱氮、环保节能的行动中发挥出更加强大的作用。
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