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摘要：利用厌氧消化污泥,通过添加含氨氮和 Fe(III)的配水富集厌氧铁氨氧化(Feammox)功能微生物,并评估其长期脱氮性能.结果表明,第 66d 出现

Feammox活性,并在后续批次中保持稳定;Feammox潜在功能菌 Geobacter和 Anaeromyxobacter的相对丰度分别增加了 457倍和 11.6倍.宏基因组分析

显示,3 条与亚硝氮转化相关的途径功能基因总相对丰度显著提升,包括氨氮氧化为亚硝氮(amo、hao),亚硝氮反硝化为氮气(nirSK、norB、nosCZ)和亚

硝氮还原为铵(nirABD、nrfAH).添加电子穿梭体蒽醌-2,6-二磺酸(AQDS)后可促进细胞外电子转移,氨氮去除率提高了 17.8%. 
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Abstract：Feammox functional microorganisms were enriched from anaerobic digestion sludge with NH4

+-N and Fe(III) 

supplementation and their long-term nitrogen removal performance was evaluated. Feammox activity was detected on day 66and 

remained stable in subsequent batches. The relative abundances of the potential Feammox functional bacteria Geobacter and 

Anaeromyxobacter increased by 457-fold and 11.6-fold, respectively. Metagenomic analysis revealed a significant increase in the 

total relative abundance of functional genes associated with three nitrite transformation pathways: ammonia oxidation to nitrite (amo, 

hao), nitrite denitrification to nitrogen gas (nirSK, norB, nosCZ), and nitrite reduction to ammonium (nirABD, nrfAH). The addition 

of the electron shuttle AQDS promoted extracellular electron transfer and enhanced the ammonia removal efficiency by 17.8%. 

Key words：autotrophic nitrogen removal；feammox；AQDS；extracellular electron transfer；metagenomic analysis 

 

厌氧铁氨氧化(Feammox)作为微生物脱氨过程,

功能微生物在无氧、无碳源条件下将铁离子(Fe(III))

还原为亚铁离子(Fe(II)),同时氧化氨氮
[1-2]

.研究表

明,Feammox可氧化 NH4
+
-N为 NO2

-

-N、NO3
-

-N、

N2
[3-6]

.相比传统硝化反硝化,Feammox 无需额外供

氧,从而节省了能源和操作成本
[7-8]

.Feammox 被认

为是一种具有巨大潜力的自养脱氮途径
[9]
.然而,相

比其他工程化的脱氮途径,Feammox 过程的脱氮负

荷处于较低水平(0.03~0.42mg N/(kg·d))
[7]
,且对其相

关微生物群落的认知尚不完善
[10, 11]

.与厌氧氨氧化

(Anammox)类似,Feammox 的污泥驯化时间较长(菌

株 A6的倍增时间为 8~10d
[12]

),反应速率较慢. 

目前已确认的 F e a m m o x 功能菌仅有

Acidimicrobiaceae sp.A6,但潜在的功能菌种,如铁还

原菌和厌氧氨氧化菌
[7,13]
也可能发挥作用.因此,如

何培养出大量具有 Feammox 活性的污泥,仍然是

Feammox 应用面临的重要挑战.传统废水处理工艺

如高温热水解、厌氧消化及后续脱水干化步骤会产

出大量厌氧消化污泥,若能将其用于 Feammox 功能

微生物的富集并应用于沼液脱氮,将具有重要的实

际意义.有研究
[14]
指出,类似天然Feammox系统的厌

氧消化环境由于其长期停留时间和厌氧条件,可能

有利于Feammox微生物的选择性富集,如Yang等
[14]

发现在厌氧消化期间补充Fe(III)时可诱导Feammox

反应,但尚缺乏关于驯化前后微生物群落及氮代谢

途径变化的对比研究.Feammox 过程依赖于 Fe(III)

作为电子受体,但其低溶解性限制了反应效率,引入 
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电子穿梭体(如蒽醌-2,6-二磺酸(Anthraquinone-2, 

6-disulfonic acid,AQDS))可显著提升电子传递效率

和 Fe(III)的可还原性 ,增强 Feammox 反应
[15-16]

. 

AQDS 通过其强氧化还原活性,在胞外充当电子接

受平台,促进微生物呼吸链电子向 Fe(III)的高效传

递
[17-18]

,并可能重构 Feammox体系中的氮代谢路径,

然而目前关于 AQDS 作用下 Feammox 过程中氮素

变化的研究较少. 

本文探讨厌氧消化污泥中 Feammox 过程的启

动及长期运行性能,并评估 AQDS 在强化电子传递

过程中的作用. 

1  材料和方法 

1.1  Feammox富集、运行实验与 AQDS实验 

1.1.1  接种污泥   接种污泥来自长沙某污泥处

理厂厌氧消化罐中的厌氧消化污泥 ,该装置日处

理能力为 500t市政污泥(含水率 80%),污泥处理工

艺包括高温热水解、高温厌氧消化、板框脱水和

带式干化. 

1.1.2  实验装置和运行条件  采用 500mL 螺旋瓶

口血清瓶作为 Feammox 微生物的驯化反应器,在室

温、避光条件下的数显振荡反应器(135r/min)中运行

200d.在实验开始前,用高纯氮气吹脱 25min 以确保

无氧环境,使用 1mol/L 氢氧化钠溶液调整 pH 值,将

初始 pH值控制在 7.5~8.0之间. 

驯化阶段(第 1~80d),向反应器的配水中接种厌

氧消化污泥进行 Feammox 活性污泥驯化,配水含有

0.6mmol/L Fe2(SO4)3、0.2mmol/L NH4Cl和 1mmol/L 

NaHCO3. 

批次试验阶段(第 80~200d),进行 3 个批次的实

验,每个批次实验以氨氮浓度降至 50mg/L 以下为结

束,评估 Feammox 的反应产物和稳定性.配水含有

300~400mg/L NH4Cl和 1.2~2.4g/L Fe2(SO4)3. 

AQDS影响研究(第200~280d),将污泥均分为实

验组(配水中含 AQDS)与对照组(不含 AQDS),研究

AQDS 对 Feammox 过程的影响.其中实验组使用含

AQDS(10mmol/L)的配水,控制组使用不含AQDS的

配水作为进料溶液 .继续使用 300~400mg/L 的

NH4Cl和 1.2~2.4g/L的 Fe2(SO4)3. 

所有化学试剂均为分析纯,AQDS 购自 Damas- 

beta,其余来自国药集团化学试剂有限公司. 

1.2  取样与分析方法 

在反应器运行期间,采用注射器从血清瓶的取

样口提取 10mL的样品,经 4000r/min离心 10min,上

清液通过 0.45µm滤膜过滤,并测定其中的 NH4
+
-N、

NO2
-

-N 和 NO3
-

-N 浓度.同时,取样并测定泥水混合

液的 pH值. 

为了避免共存铁离子引起的颜色干扰,NH4
+
-N

的测量采用水杨酸法.NO2
-

-N通过 N-(1-萘基)乙二

胺分光光度法测定,NO3
-

-N 通过紫外分光光度法测

定.pH值用便携式 pH计(Inpro 6050-120,METTLER 

TOLEDO,瑞士)测量. 

此外,还对泥水混合物采样分析盐酸可萃取的

Fe(II)和总可萃取的Fe
[19]

.具体操作是将 1.0g泥水混

合物在室温下用 5mL 0.5mol/L HCl提取 2h,然后通

过邻菲罗啉法测定 Fe(II)浓度.总可提取铁的测定采

用相同的方法,但使用 5mL 0.25mol/L盐酸羟胺作为

萃取剂,盐酸羟胺可将 Fe(III)还原为 Fe(II).计算微生

物可还原的 Fe(III)为总铁与 Fe(II)的差值. 

1.3  微生物分析 

对最初接种的污泥和富集的 Feammox 污泥

(第 120d)进行宏基因组测序(上海美吉生物医药

科技有限公司).首先,从样品中提取基因组 DNA,

并通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测其质量.在测序前,

将平行样本混合 ,以确保数据的代表性 .使用

Illumina 第二代测序仪对样品进行高通量测序,并

使用 Fastp v0.20.0对原始读数进行质量过滤,去除

长度小于 50bp 的低质量区域 .清洁读数通过

MEGAHIT v1.1.2进行组装,生成≥300bp的连续片

段 .随后 ,Prodigal 用于预测片段中的开放阅读框

(ORFs),并使用 CD-HIT v4.6.1将预测基因聚类为

具有≥90%相似性和覆盖率的非冗余基因集.每个

样本中基因的读数以 RPKM(Reads Per Kilobase 

of transcript per Million mapped reads)为单位进行

计算,方法是将测序读段映射到非冗余基因集,以

评估微生物的丰度.为了进行基因注释和分类,使

用 DIAMOND将非冗余基因集与 NCBI 非冗余基

因数据库进行比对 .基因比对使用 BLASTP 

(BLAST版本 2.2.28+,http://blast. ncbi.nlm.nih.gov/ 

Blast.cgi),并将比对的期望值(e-value)设置为 1e-5.

最后,使用 KOBAS 2.0工具(基于 KEGG同源性注

释系统)对功能进行进一步注释. 
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2  结果与分析 

2.1  厌氧消化污泥中 Feammox活性的富集与批次

实验 

经过 66d 的驯化,厌氧消化污泥成功表现出

Feammox 活性.如图 1 所示,驯化阶段可分为细菌

死亡阶段 (1~66d)和 Feammox 活性出现阶段

(66~78d).在细菌死亡阶段 ,部分微生物因不适应

配水环境而死亡,细胞裂解释放出 NH4
+
-N,使其浓

度从初始的 360mg/L升至第 55d的 570mg/L.由于

高浓度 NH4
+
-N 可能抑制 Feammox 微生物生长,

第 55d 通过超纯水稀释将 NH4
+
-N 浓度降低至

342mg/L.至第 66d,系统开始表现出 Feammox 活

性,NH4
+
-N和 pH值持续下降,同时生成NO2

-

-N和

NO3
-

-N. 

 

图 1  Feammox反应器氮素动态变化 

Fig.1  Dynamic change of nitrogen in Feammox reactor 

驯化完成后,Feammox污泥在 120d内进行了 3

次重复批次实验(批次 1、批次 2、批次 3),均表现

出稳定的 Feammox活性.3 个批次氮的主要转化产

物为 N2(74.1%±14.4%),批次 1 的次要产物为

NO2
-

-N,占比 22.9%;批次 2 的次要产物为 NO3
-

-N,

占比 9.4%;批次 3 的次要产物为 NO3
-

-N,占比

32.4%.根据 Feammox 反应的吉布斯自由能计算公

式(公式 1~3)
[20]

,理论上 NH4
+
-N的主要转化产物为

N2,其次为NO2
-

-N和NO3
-

-N.实验结果与理论预期

一致,即倾向于进行自由能变化最大的反应,以 N2

为主要产物. 
2

3 4 2

2

3Fe(OH) 5H NH 3Fe 9H O

0.5N   245 kJ / mol
r m
G

+ + +

+ + → + +

Δ = −
 (1) 

2

3 4 2

2

6Fe(OH) 10H NH 6Fe 16H O

NO   164 kJ / mol
r m
G

+ + +

−

+ + → + +

Δ = −

 (2) 

2

3 4 2

3

8Fe(OH) 14H NH 8Fe 21H O

NO   207 kJ / mol
r m
G

+ + +

−

+ + → + +

Δ = −

 (3) 

在批次 2和批次 3中,系统生成 NO2
-

-N后进一

步消耗.这可能由以下两方面原因造成:一是 Fe(II)

与 NO2
-

-N 发生化学反应,产生气态氮和 Fe(III)
[21]

;

二是硝酸盐依赖型铁氧化 (NDFO)微生物通过

NO2
-

-N/NO3
-

-N 还原氧化 Fe(II)
[22-25]

.研究还表

明,Acidimicrobiaceae sp. A6在纯培养条件下仅产生

NO2
-

-N,进一步支持了 NO2
-

-N在 Feammox过程中

的重要作用
[12]

.故而,尽管实验最终以 N2和 NO3
-

-N

为主要产物,但受 NDFO 和化学反硝化过程影响, 

Feammox 反应的直接产物是 N2、NO2
-

-N 还是

NO3
-

-N仍难以明确. 

2.2  Feammox活性富集过程中铁的变化 

如图 2所示,HCl可萃取铁总量随时间推移有所

减少 ,表明部分铁可能转化为惰性形式而难以被

HCl 萃取.驯化过程中,Fe(III)浓度逐渐降低,Fe(II)浓

度则有所升高,这可能与异化铁还原菌的作用有关.

然而,在第 55d 稀释操作后,Fe(III)浓度回升,Fe(II)浓

度下降.至第 66d,Feammox 活性开始显现,说明体系

中可能存在 NDFO 微生物将 Fe(II)氧化为 Fe(III). 

Fe(III)作为 Feammox 反应的重要反应物,可能进一

步促进了 Feammox 过程的进行.这些结果表明,在

Feammox过程中,铁的转化起到了重要作用. 

 

图 2  Feammox反应器铁的动态变化 

Fig.2  Dynamic change of Fe in Feammox reactor 

2.3  Feammox活性富集过程中微生物群落 

如图 3(a)所示,门水平分析显示,主要优势菌群

为 Proteobacteria(变形菌门)、Actinobacteria(放线菌
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门)、Bacteroidetes(拟杆菌门)和 Chloroflexi(绿弯菌

门),其相对丰度总和分别占接种污泥和第 120d污泥

样 本 的 65.0% 和 76.8%. 在 富 集 过 程 中 , 

Planctomycetes 和 Acidobacteria 的相对丰度分别增

加了 17%和 8%.Planctomycetes门含有Anammox细

菌以及多种化能异养微生物,能够在厌氧条件下发

酵有机化合物
[26-27]

.Acidobacteria 门能够利用无机

和有机氮源作为营养物质,适应多种栖息地
[28-30]

. 

 

图 3  门和属水平下微生物群落结构变化 

Fig.3  Changes in microbial community structure at the phylum level and the genus level 

2.4  对 Feammox系统中复杂氮代谢途径的功能基 因分析 

 

图 4  Feammox培养第 0d与第 200d各氮途径相关功能基因相对丰度对比 

Fig.4  Comparison of relative abundance of functional genes related to each nitrogen pathway between day 0 and 200d of Feammox enrichment 

属水平分析 (图 3(b))显示 ,主要优势属包括

unclassified_p__Firmicutes 、 unclassified_o__ 

Actinomycetales 、 Nocardioides 、 Thauera 、

unclassified_p__Proteobacteria.其中 ,反硝化细菌
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Thauera 常见于污水处理系统
[31]

.潜在 Feammox 功

能菌 Geobactor 的相对丰度从 49RPKM(接种污泥)

上 升 至 22939RPKM( 第 120d), 增 加 了 457

倍  

[15-16,32-33]
;Anaeromyxobacter 的相对丰度也从

29RPKM 增至 366RPKM,增加了 11.6 倍
[24,33]

. 

Anaeromyxobacter 和 Geobactor 都是铁还原菌.铁

还原菌被认为是 Feammox 重要的潜在功能菌,可

通过直接接触矿物、胞外导线或外膜附属结构实

现电子传递,从而加速 Feammox 反应
[1,32,34]

.此外, 

NDFO微生物 Paracoccus和 Acidovorax在富集前

后其丰度显著上升.Paracoccus 从 6015RPKM 增

至 18453RPKM, Acidovorax 从 719RPKM 增至

1274RPKM.这一变化表明了 NDFO 过程在

Feammox系统中的重要作用. 

Feammox 系统涉及多条氮代谢途径 .根据

KEGG注释结果,评估了6条氮代谢相关功能基因的

相对丰度变化 .如图 4 所示 ,与其他氮代谢过程

(Anammox、硝化作用、同化硝酸盐还原为铵、异

化硝酸盐还原为铵、氮固定)相比,反硝化途径相关

基因(narGHI、napAB、nirSK、norB、nosCZ)丰度

较高.在 Feammox富集过程中,与亚硝氮代谢相关的

功能基因丰度显著增加,包括氨氮氧化为亚硝氮的

相关功能基因(amo、hao)总相对丰度从 33RPKM增

加到 143RPKM,亚硝氮反硝化为氮气的相关功能基

因(nirSK、norB、nosCZ)总相对丰度从 761RPKM增

加到 1088RPKM,以及亚硝氮还原为铵的相关功能

基因(nirABD、nrfAH)总相对丰度从 235RPKM增加

到320RPKM.此外,Anammox相关功能基因hzs的相

对丰度由 0增加至 0.62RPKM,而其他途径相关基因

丰度有所下降.这表明 Feammox 过程产生的亚硝氮

可能促进了亚硝氮转化相关途径,进一步推动了系

统内氮循环和转化. 

2.5  AQDS对 Feammox性能的影响 

本研究中 Feammox 潜在功能微生物是两种铁

还原菌.铁还原菌可以利用蒽醌、腐殖质等具有氧化

还原活性的电子穿梭体加速微生物与胞外电子受

体之间的电子传递
[35]

.AQDS 作为腐殖质类似物,以

醌基为活性成分,可以在氧化态和还原态之间快速

可逆地转换,在化学反应过程中能够高效地接受和

传递电子,可增强 Feammox系统的活性
[2]
.如图 5 所

示,加入 AQDS 显著提高了 Feammox 反应速率.在

最初的 20d 内,AQDS 组的反应速率达到 8.47mg 

N/(L⋅d),较对照组(5.42mg N/(L⋅d))提高 56.3%.在整

个运行周期中,AQDS组的NH4
+
-N去除率超过80%,

比对照组高 17.8%(图 5(f)).根据杨亚飞等的研究, 

AQDS通过接受有机物和氢的电子转化为 AH2QDS,

随后 AH2QDS 又被铁(III)氧化为 AQDS,形成循环,

加快了微生物与铁(III)之间的胞外电子传递,脱氮效

率提高 18.3%,并富集了多种铁还原菌
[22]

. 

AQDS 的添加还影响了氮代谢产物的分布.对

照组的总氮(TN)浓度基本稳定,而 AQDS 组的 TN

浓度在最初的 15d 内从 320mg N/L 降至约 200mg 

N/L,表明AQDS促进了N2的生成,符合其他研究结

果
[17,22]

. 

Feammox 微生物受 pH 值的影响 ,但关于

Feammox 反应所需的严格 pH 值控制尚无明确结

论  

[7]
.本研究发现 ,当 pH 值降至 5.7 以下时 , 

Feammox反应停止,但通过调整 pH 至 7.9后,反应

活性得以恢复.在实验中,pH下降至约 5.7(第 220d),

导致 NH4
+
-N的利用停止;调整 pH后(第 233d),反

应恢复,NH4
+
-N 浓度再次下降,pH 也随之下降.与

第 200-220d观察到的最初 Feammox反应相比,在

这一阶段,pH 下降更快,可能是由于系统缓冲能力

的耗尽所致.第 240d后,pH再次下降至约 5.9,导致

Feammox 反应再次停止 .调整 pH 值至 7.9 后 , 

Feammox活性恢复. 

 



3740 中  国  环  境  科  学 45卷 

 

 

图 5  添加AQDS对 Feammox、pH值 (a)、NH4

+-N (b)、NO3

-

-N (c)、NO2

-

-N (d)、TN去除率(e)、NH4

+-N和全程NH4

+-N去除

率(f)的影响实验 

Fig.5  Experiments on the Impact of AQDS Addition on Feammox, pH (a), NH4

+-N (b), NO2

- -N (c), NO3

-

-N (d), TN removal rate 

(e), NH4

+-N and overall NH4

+-N removal efficiency (f) 

pH 值对 Feammox 反应的影响表明,pH 直接决

定了 Feammox反应的进展,低于 5.9的 pH显著抑制

Feammox 反应.在第 53d 向系统中添加了 5mM 

Fe(II),以确保有足够的生物可利用的 Fe (II).此

时,pH值降至 4.8以下,Feammox反应停止,同时启动

了化学反硝化和 NDFO 反应.在此期间,NO3
-

-N 和

TN浓度继续下降,并产生了 N2. 

3  结论 

3.1  66d 的驯化成功使厌氧消化污泥具备

Feammox活性,并在随后的 120d重复批次实验中表

现出稳定的氨氮转化能力,主要产物为氮气,其次为

亚硝氮和硝氮. 

3.2  宏基因组分析表明,Feammox 过程中生成的亚硝

氮可能促进了与其转化相关的微生物过程,同时富集了

Feammox潜在功能菌 Geobactor和 Anaeromyxobacter,

以及NDFO微生物Paracoccus和Acidovorax. 

3.3  电子穿梭体 AQDS 通过增强微生物与 Fe(III)

之间的胞外电子传递,使氨氮去除率提升 17.8%,并

促进氮气的生成. 

3.4  pH对Feammox反应存在显著影响:当 pH值低

于 5.9时,Feammox反应暂时停止,调整 pH值至适宜

范围可恢复反应活性. 
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