
中国环境科学  2025,45(9)：4955~4964 China  Environmental  Science 

 

张宗磊,赵  骥,陈啸洋,等.中温下短程反硝化-厌氧氨氧化生物膜工艺脱氮特性研究 [J]. 中国环境科学, 2025,45(9):4955-4964. 

Zhang Z L, Zhao J, Chen X Y, et al. Characteristics of nitrogen removal by partial denitrification-anammox biofilm process (PDA-Bf) at mesophilic 

temperature [J]. China Environmental Science, 2025,45(9):4955-4964. 

中温下短程反硝化-厌氧氨氧化生物膜工艺脱氮特性研究 

张宗磊,赵  骥
*
,陈啸洋,邱艳玲,冯  娟,于德爽,王晓霞 (青岛大学环境与地理科学学院,山东 青岛 266071) 

 

摘要：采用短程反硝化-厌氧氨氧化生物膜系统(PDA-Bf)处理模拟城市生活污水,重点探究其在中温条件(34℃)下的脱氮性能.经过 317d的运行,结果表

明,在进水碳氮比(C/N)为 2.1的条件下,系统出水总氮(TN)浓度降低至 10.94mg/L,平均 TN 去除率达到 82.6%,且厌氧氨氧化途径在 TN去除中的贡献占

比随运行时间显著增加.研究发现,反硝化菌属 Thauera 和厌氧氨氧化菌属 Candidatus Brocadia 在生物膜中的丰度随运行时间显著提高,Thauera 从第

250d 0.37%增至第 305d 的 4.11%,Ca. Brocadia 从 0.27%的升至到 3.51%,二者协同效果良好.生物膜外层中编码硝酸盐还原的 narG(55152hits)、

narH(35866hits)和 narI(16506hits)基因丰度较高,表明该区域适合反硝化菌生长,为厌氧氨氧化反应(Anammox)提供亚硝酸盐;与外层相比,生物膜内层中

与 Anammox 相关的 hdh(1174hits)基因丰度较高,且亚硝酸盐还原基因 nirK(13400hits)和 nirS(3954hits)丰度较低,维持了较高的亚硝酸盐浓度,为厌氧氨

氧化菌(AnAOB)创造了适宜环境.这种微生物群落的分层结构表明,生物膜外层和内层分别适合 Thauera和Ca. Brocadia的生长,共同促进了系统的高效

脱氮性能. 
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Characteristics of nitrogen removal by partial denitrification-anammox biofilm process (PDA-Bf) at mesophilic temperature. 
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College of Environmental and Geographical Sciences, Qingdao University, Qingdao 266071, China). China Environmental Science, 

2025,45(9)：4955~4964 

Abstract：This study employed a partial denitrification-Anammox biofilm system (PDA-Bf) to treat simulated municipal wastewater, 

with a focus on exploring its nitrogen removal performance under mesophilic conditions (34℃). After 317 days of operation, the 

results indicated that under an influent carbon-to-nitrogen ratio (C/N) of 2.1, the total nitrogen (TN) concentration in the effluent was 

reduced to 10.94mg/L, with an average TN removal rate of 82.6%. Moreover, the contribution of the Anammox pathway to TN 

removal significantly increased over time. The study found that the abundances of the denitrifying genus Thauera and the anammox 

genus Candidatus Brocadia in the biofilm significantly increased with operation time. Thauera increased from 0.37% on day 250 to 

4.11% on day 305, and Ca. Brocadia rose from 0.27% to 3.51%. The two genera worked well in synergy. The outer layer of the 

biofilm had a high abundance of genes encoding nitrate reduction, such as narG (55152hits), narH (35866hits), and narI (16506hits), 

indicating that this area was suitable for the growth of denitrifying bacteria and provided nitrite for the Anammox reaction. In 

contrast, the inner layer of the biofilm had a higher abundance of the Anammox-related hdh gene (1174hits), and lower abundances 

of nitrite reduction genes nirK (13400hits) and nirS (3954hits), maintaining a higher nitrite concentration and creating a suitable 

environment for Anammox bacteria (AnAOB). This stratified microbial community structure suggests that the outer and inner layers 

of the biofilm are respectively suitable for the growth of Thauera and Ca. Brocadia, jointly promoting the efficient nitrogen removal 

performance of the system. 
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厌氧氨氧化(Anammox)作为一种新兴的生物处

理技术,近年来在废水处理领域逐渐受到关注,其具

有实现高效且可持续的氮去除潜力
[1]

.厌氧氨氧化

细菌(AnAOB)能在无氧条件下,以亚硝酸盐(NO2
-

-N)

为电子受体,将氨氮(NH4
+
-N)直接转化为氮气(N2),

且无需依赖溶解氧(DO)和外加有机碳源
[2-3]

.然而,

在实际应用中,稳定生成 NO2
-

-N 是一个关键挑战.

短程硝化(NH4
+
-N→NO2

-

-N)在低氨氮浓度和低温

操作条件下难以有效调控,而短程反硝化(PD)则能

够更稳定地提供 NO2
-

-N,同时减少温室气体一氧化 
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二氮 (N2O)的生成
[4-5]

.此外 ,通过外部碳源将

Anammox 过程中产生的硝酸盐 (NO3
-

-N)转化为

NO2
-

-N,可进一步提升系统效率
[6]

.将 PD 与

Anammox 耦合应用于城市污水处理时,在异养反硝

化菌和自养厌氧氨氧化菌的协同作用下,短程反硝

化-厌氧氨氧化(PDA)工艺能够同步去除氨氮和硝

氮,并降低化学需氧量(COD)
[7-8]

. 

温度是制约 Anammox 技术应用的关键因素之

一,因其在污水处理厂中难以实现人工精准控制
[9]

.

以往研究表明,高温条件有利于厌氧氨氧化细菌的

生长,这使得该技术在低温地区的广泛应用面临挑

战.然而,国内已有研究显示,我国西北某市政污水处

理厂的缺氧移动床生物膜反应器(MBBR)在 10.7~ 

25.2℃的中低温条件下成功实现了 PD 驱动的

Anammox 过程,表现出稳定的氮去除能力
[10]

.国外

相关研究也表明,在 10~20℃的温度区间内,PDA 工

艺能够保持较高的氮去除效率
[11]

.相比之下,中高温

条件下的 PDA 研究更关注提高反应速率和稳定性,

尤其是在高温环境下增强细菌的活性.因此,探究温

度变化对 PDA系统的影响具有重要的研究价值. 

PDA 工艺在实验室和中试规模的研究中已展

现出显著脱氮优势
[6]

.当前研究多集中于 20~25℃的

室温区间或 10~15℃的低温环境
[12]

,针对 30℃以上

中高温条件的系统研究明显不足.虽然短程反硝化-

厌氧氨氧化一体化生物膜工艺 (PDA-Bf)在低温

(<20℃)条件下的稳定性已被证实
[12]

,但基于北温带

地区(如我国华北平原)全年水温监测数据,25~35℃

中高温段实际覆盖全年时长的 70%以上
[13]

,其中夏

季主导水温可达(34±2)℃.为完善该工艺在实际水

温条件下的运行理论,本文在 34℃恒温条件下运行

PDA-Bf反应器,重点探究:反硝化与 Anammox对脱

氮的贡献动态;功能基因(narG、hdh、hzs)的丰度变

化规律 ;微生物群落 (如 Candidatus Brocadia 与

Thauera)的结构响应特征.通过宏基因组学解析了

中高温环境特异的氮代谢途径重组现象,为提升污

水处理厂在中高温情况下的脱氮效能提供了基于

实际工况的运行参数优化方案. 

1  材料与方法 

1.1  反应器及操作条件 

实验采用工作容积为 6L,有效容积为 5L的序批

式(SBR)反应器,配备机械搅拌装置进行充分混合,

外壁设置进水口、出水口与取样口.反应器顶部加盖

以确保溶解氧(DO)浓度低于 0.1mg/L以保持反应器

内部缺氧状态.为了利于 Anammox 富集采用封闭遮

光运行模式,并配备加热棒以维持反应器内温度在

34℃左右. 

反应器共运行 317d,每天运行 2 个周期,每个运

行周期包括:进水(5min)、缺氧反应(360min)、沉淀

(120min)、出水(5min)、静置(230min).在每个周期反

应器进水量与出水量都为 3L,体积交 换比

(Volumetric Exchange Ratio,VER)为 1.试验进行期间

不进行曝气.根据反应器运行情况,可将整个运行过

程分为两个阶段,为恢复阶段(第 1~66d)和稳定阶段

(第 67~316d). 

1.2  废水组成和接种生物膜 

本试验过程中用水均为人工合成废水模拟城

市污水,试验过程中根据需要随时调节合成废水成

分与浓度.进水 NH4
+
-N 和 NO3

-

-N 维持分别在

60mg/L 和 70mg/L.废水成分包括 NH4Cl、CaCl2、

KH2PO4和微量元素溶液Ⅰ、Ⅱ.详细微量元素浓度

见表 1.配制 COD溶液作为有机碳源,与进水桶分开

投加,保证初始浓度在 150mg/L 左右. 

采用运行 1 年多的短程反硝化-厌氧氨氧化生

物膜系统,载体为边长 2cm 的立方体聚氨酯填料,总

体积为 1L,具有一定的脱氮性能. 

表 1  微量元素配方 

Table 1  The composition of the trace element solutions 

类别 化合物 浓度(g/L) 

FeSO4·7H2O 5 
微量元素Ⅰ 

EDTA 5 

MnCl2·4H2O 0.99 

CuSO4·5H2O 0.25 

ZnSO4·7H2O 0.43 

NiCl2·6H2O 0.19 

(NH4)6Mo7O24·4H2O 0.16 

CoCl2·6H2O 0.24 

Na2SeO3·5H2O 0.16 

H3BO3 0.01 

FeSO4·7H2O 1 

微量元素Ⅱ 

EDTA 15 

 

1.3  计算 

利用公式(1),(2)计算 Anammox 和反硝化对总

氮(TN)去除的贡献百分比
[14]

: 
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Anammox(%)=(1+1.32-0.26)× 

 4 i 4 e

i e

[NH N ] [NH N ]
100%

TN TN

+ +

− − −

×

−

 (1) 

 Denitrification(%)=100%-Anammox(%) (2) 

利用公式 (3),(4)计算总氮去除率 TNremoval 

efficiency,氨氮去除率 Ammonia removal efficiency 

(ARE)(%): 

 TN removal efficiency(%)= i e

i

TN TN

TN

−

×100% (3) 

 ARE(%)= 4 i 4 e

4 i

NH N NH N

NH N

+ +

+

− − −

−

×100% (4) 

利用公式(5)计算总氮容积负荷 NTR(%)
[15]

: 

NTR(%)=

2 e 4 i 4 e

-

3 i 4 i 4 e 3 e

NO N 1.32 (NH N NH N )

NO N 0.26 (NH N NH N ) NO N

− + +

+ + −

− + ⋅ − − −

− + ⋅ − − − − −

 

  (5) 

式中:NH4
+
-Ni和NH4

+
-Ne分别表示进水氨氮浓度和

出水氨氮浓度,mg/L;TNi和TNe分别表示进水TN浓

度和出水 TN浓度,mg/L;NO3
-

-Ni和NO3
-

-Ne分别表

示进水硝氮浓度和出水硝氮浓度,mg/L;NO2
-

-Ne 表

示出水亚硝浓度,mg/L. 

1.4  分析方法 

化学分析前,采集的样品均经 0.45μm 滤纸过

滤.NH4
+
-N、NO2

-

-N和 NO3
-

-N 采用紫外分光光度

计(UV-5200)分析,按照标准方法(APHA,2012)进行

测定.其中,NH4
+
-N 按照"4500-NH3F.酚盐 Method"

的方法进行分析;NO2
-

-N的测定采用"4500-NO2-B.

比色法";NO3
-

-N 按照"4500-NO3-B.紫外分光光度

法筛选法"进行分析 .COD 采用 (联华科技 .中国

5B3A 股份有限公司)快速分析仪,按照"5200-COD.

封闭回流比色测定法"进行分析. 

1.5  微生物分析 

本试验采用的 16SrRNA 高通量测序技术分别

对实验第 250d与 310d系统内微生物群落进行测序,

以分析微生物群落结构与数量变化情况.微生物样

品从不同时期随机选择的填料上获取.各样品 DNA

的提取参照前期研究的方法.用 338F/806R 引物扩

增细菌 16S rRNA 基因的 V3-V4 区.纯化后的扩增

子在上海美吉生物医药科技有限公司 Illumina Mi 

Seq PE300 平台(美国 Illumina 公司)上进行
[16]

. 

宏基因组测序被用于揭示硝酸盐还原途径以

及功能细菌与反硝化相关基因之间的关系.生物膜

样品采集自反应器中的载体,在第 310d 对载体进行

环状切割,将其分为核心区域与四周区域(图 1).宏基

因组测序委托由上海美吉生物科技公司进行,具体

测定流程如下:DNA 的提取使用 E.Z.N.A.® Soil 

DNA Kit(Omega Bio-tek,美国)试剂盒进行,完成基

因组 DNA 抽提后,利用 TBS-380 检测 DNA 浓度;

将 DNA 片段化,筛选约 400bp 的片段,用于构建 PE

文库;使用 Illumina NovaSeq测序平台进行宏基因组

测 序 , 原 始 数 据 已 提 交 至 NCBI( 序 列 号 : 

PRJNA1256655). 

 

图 1  填料切割分布情况 

Fig.1  Filler cutting distribution 

2  结果与讨论 

2.1  中温条件下 PDA-Bf反应器的长期脱氮性能 

PDA-Bf系统在中温条件下长期运行 317d.反应

器C/N维持在 2.1左右,进水NH4
+
-N和NO3

-

-N浓度

为 60mg/L、70mg/L,COD 在反应器初始浓度为

150mg/L.NLR 维持在 0.15±0.02kg/(m
3
·d).图 1显示的

是系统氨氮去除情况,图 2显示的是系统硝氮和亚硝

去除情况,图 3是系统氮去除贡献与 TN去除情况. 

在恢复阶段(第 1~66d),出水 NO3
-

-N 浓度保持

在 6~10mg/L,NO3
-

-N 去除率维持在 85.5%,同时

NTR缓慢上升,在第 66d升高至 48.2%,这表明 PDA- 

Bf 系统仍具有足够的 PD 活性将 NO3
-

-N 转化为

NO2
-

-N.期间,出水 NO3
-

-N 浓度稳定维持在一个较

低的水平.在该阶段进水NH4
+
-N浓度比较稳定的情

况下 ,出水 NH4
+
-N 浓度波动较大 ,维持在 20~ 

30mg/L;但在总体看来,氨氮去除率是缓慢提升的,

在第 66d氨氮去除率达到 59.7%.此外,TN去除率在

恢复阶段波动也较为剧烈,其趋势是逐渐上升,在第

66d 到达 75.1%,出水 TN 为 33.18mg/L,说明脱氮效
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果在逐渐提高.在第 66d,Anammox 途径在 TN 去除

贡献中占比达到 64.7%,这表明 Anammox 与 PD 这

两种脱氮途径相互配合,PD 过程为 Anammox 提供

了所需的 NO2
-

-N,而 Anammox 进一步促进了氮素

的转化和去除.这种协同作用不仅提高了脱氮效率,

降低了运行成本,还增强了系统的稳定性和抗冲击

性
[17]

. 

在稳定阶段(第 67~317d),出水 NO3
-

-N 浓度逐

渐降低 ,在第 317d 出水 NO3
-

-N 浓度降低至

4.77mg/L,平均 NO3
-

-N 去除率为 89.4%.在此阶

段,NTR呈现出稳步上升趋势,在第317d到达83.9%,

期间NTR 平均值为 68.0%,与恢复阶段(NTR 平均值

为 39.2%)相比有巨大提升,表明 PD 性能越来越强.

这一现象说明在长期运行过程中,系统通过微生物

群落的适应和优化,逐步提高了 PD 效率,使得亚硝

酸盐的积累和转化能力显著增强
[18]

.出水 NH4
+
-N

浓度从 23.3mg/L(第 67d)持续降低到 5.88mg/L(第

317d),平均 NH4
+
-N 去除率为 81.4%,原因在于随着

反应器的运行 AnAOB 慢慢适应中温条件的环境.

出水 TN 浓度也逐渐降低,从第 67d 的 30.2mg/L,降

低至第 317d的 11.7mg/L,期间 TN去除率最高达到

91.5%,与恢复阶段相比较,脱氮性能进一步提高.在

稳定阶段,Anammox 途径在 TN 去除中所做贡献在

试验前期提升明显,后期维持在一个比较稳定的水

平,在整个稳定阶段平均 Anammox 途径在 TN去除

中贡献占比为81.5%,PD工艺产生的NO2
-

-N绝大部

分被 Anammox 工艺消耗 ,进一步说明了 PD 和

Anammox之间的协同作用机制
[19]

. 

2.2  不同典型周期 PD和 Anammox协同作用下的

脱氮性能 

为了进一步探究 PDA-Bf 反应器的脱氮性能,

对比分析了第 110d,第 249d和第 310d 3个典型周期

内 NH4
+
-N、NO3

-

-N、NO2
-

-N和 COD在缺氧段的

变化规律(经过多次试验发现,在沉淀阶段,由于搅拌

停止,反应器内的微生物几乎不发生生化反应,图 5). 

在长期保持中温、进水浓度几乎不变的条件下,

第 110d 和第 249d 以及第 310d,反应器反应一个周

期分别消耗了 56.09mg/L、58.23mg/L和 61.39mg/L

的 NO3
-

-N.并且在 3个典型周期中,当反应 60min时

其 NO2
-

-N 浓度分别为 14.6mg/L、19.8mg/L 与

23.1mg/L,并且在第 310d 的典型周期中 ,当反应

90min时 NO2
-

-N浓达到了度 26.9mg/L.这表明在这

3 个典型周期中,生成 NO2
-

-N 的速率与最大浓度都

有明显提升.说明在长期保持中温条件的情况下,反

应器内的反硝化菌可以维持良好的 PD 性能 ,为

Anammox提供足够的 NO2
-

-N
[20]

. 

 

图 2  系统氨氮去除情况 

Fig.2  System ammonia-nitrogen removal 

 

图 3  系统硝氮和亚硝去除情况 

Fig.3  System nitrate and nitrite removal 

 

图 4  系统氮去除贡献与 TN 去除情况 

Fig.4  System nitrogen removal contribution and TN removal 

与之对应的是,在第 110d和第 249d以及第 310d,

反应器内 NH4
+
-N 浓度分别消耗了 38.77、41.61、

44.0mg/L,NH4
+
-N 去除率分别为 69.7%、84.1%以及

88.1%.Anammox性能的逐渐提高与PD段稳定提供足
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够的 NO2
-

-N 密切相关.在这三个不同的典型周期

里,TN 的去除率分别为 78.2%、87.3%和 90.7%,说明

在中温条件下,PD 和 Anammox 之间可以保持良好的

协同作用.此外,Anammox 对脱氮的贡献率分别为

84.3%、86.1%和 85.3%.这说明当Anammox在一个可

以稳定提供 NO2
-

-N 的环境时,Anammox 性能比较稳

定,可以将 PD生成的 NO2
-

-N 全部用于 Anammox反

应,并且 Anammox活性可以随着 NO2
-

-N的增多而变

强,消耗更多的NH4
+
-N

[21]
. 

2.3  稳定中温条件下微生物群落变化分析 

2.3.1  细菌群落多样性和丰富度的变化  为了进

一步研究在中温条件下 PDA-Bf反应器中的脱氮性

能,对细菌群落进行了高通量测序分析.对第 250d、

第 305d 采集的生物载体上的样品进行分析.2 个样

品的覆盖率均大于 0.99,表明测序深度的结果可以

代表整个细菌群落(表 2). 

表 2  污泥样本微生物群落丰富度与多样性 

Table 2  The richness and diversity of microbial communities 

in sludge samples 

时间(d) Ace Chao Shannon Simpson Coverage

250 924.829 914.422 4.656 0.023 0.999 

305 958.204 947.066 4.872 0.020 0.999 

 

Ace 指数和Chao 指数反映了反应器的物种丰富

度.Ace 指数在载体上由第 250d的 924.829上升至第

305d 的 958.204,Chao 指数在生物载体上由 914.422

上升至 947.066.这表明长期中温条件的运行使生物

载体群落丰富度变得更高,这说明中温条件有利于微

生物群落的增殖.Shannon 和 Simpson 指数代表了反

应器内物种的多样性.Shannon 指数在载体上由第

250d 的 4.656 略微上升至第 305d 的 4.872,Simpson

指数在生物载体上由 0.023 略微下降至 0.020.这说明

在中温条件运行的 PDA-Bf 反应器中的生物载体上

的微生物种群有一个较为稳定的繁殖环境,不易受到

外界的干扰,保持群落的多样性稳定. 

2.3.2  功能微生物群落在中温条件下的变化  在

两个样品中,絮体中的微生物群落在门水平上没有

显著变化(图 6).生物载体上的优势菌门分别是绿弯

菌门(Chloroflexi)、变形菌门(Proteobacteria)、拟杆

菌门(Bacteroidota)、酸杆菌门(Acidobacteriota)、疣

微菌门(Verrucomicrobiota)、MBNT15 和浮游菌门

(Planctomycetota),其中 Chloroflexi 由第 250d 的

22.3%的相对丰度下降到第 305d 的 18.2%, 

Proteobacteria 从 20.2%上升到 29.2%, MBNT15 从

6.71%下降到 2.45%,Planctomycetota 从 4.46%上升至

7.59%Bacteroidota、Acidobacteriota和Verrucomicrobiota

的相对丰度比较稳定,变化较小. 

 

图 5  第 110, 249, 310d系统全周期情况 

Fig.5  Variations of nutrients (NH4

+-N, NO2

-

-N, NO3

-

-N, and 

COD) in 3 typical cycles 

反应器后期 PD与 Anammox的协同作用良好,

与 Proteobacteria 和 Planctomycetota 密切相关 . 

Proteobacteria 是由反硝化细菌组成,通常被报道为

污水处理系统中的优势菌门,其相对丰度的增加表

明了菌群反硝化能力的加强,而所有的AnAOB都属

于 Planctomycetota,其相对丰度的增加表明了菌群
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的 Anammox能力加强
[22]

. 

 

图 6  门水平的微生物分类组成 

Fig.6  Microbial taxonomic compositions at phylum level 

在众多微生物属中 ( 图 7),固氮螺旋菌属

(Azospira)作为传统的反硝化菌属备受关注
[23]

.它在

生物膜上占比较多,在 D_250 样本中的相对丰度为

2.81%,在D_305样本中的相对丰度为 2.93%,表明其

在生物膜的反硝化过程中扮演重要角色 . 

Denitratisoma、Ignavibacterium、陶厄氏菌(Thauera)

和 Candidatus Competibacter同样是反应 

器生物膜上相对丰度较高的菌属 .其中 , 

Denitratisoma在 D_250 样本中的相对丰度为 1.76%,

在 D_305 样本中升至 3.02%;Ignavibacterium 在

D_250 样本中的相对丰度为 2.04%,在 D_305 样本中

为 2.64%;Thauera在 D_250 样本中的相对丰度较低,

仅为0.38%,但在D_305样本中显著增加至4.11%;Ca. 

Competibacter在D_250样本中的相对丰度为1.143%,

在 D_305 样本中为 1.38%.在 Anammox 方面,仅发现

了 Candidatus Brocadia这一常见的 AnAOB菌属
[22]

.

它在 D_250 样本中的相对丰度较低,为 0.27%,而在

D_305 样本中相对丰度大幅提升至 3.51%,说明其在

中温条件长期运行的 PDA-Bf 反应器中稳定增长发

挥良好的脱氮作用.此外,像 norank f A4b在 D_250 样

本中的相对丰度为 9.32%,在 D_305 样本中为 5.23%,

是相对丰度较高的微生物属之一 ;norank f 

Saprospiraceae在D_250样本中的相对丰度为 2.93%,

在 D_305 样本中为 3.97%.这些数据反映出不同微生

物属在两个样本中的分布和丰度变化,为研究生物膜

微生物群落结构和功能提供了详细的信息
[24]

. 

 

图 7  属水平的微生物分类组成 

Fig.7  Microbial taxonomic compositions at the genus level 
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对两个实验样本中的反硝化、Anammox 优势 菌属进行差异性对比分析(图 8). 

 

图 8  属水平功能菌差异性分析 

Fig.8  Analysis of differential functional bacteria at the genus level 

Thauera 从第 250d0.37%的相对丰度成长到第

305d的 4.11%.Thauera是一种典型的反硝化菌,广泛

存在于各类污水生物处理工艺
[25]

.Thauera相对丰度

的增加,说明其在适应中温条件下的反应器环境
[26]

,

反应器的反硝化效果增强,通过对比分析 3 个典型

周期的反硝化效果,可以看出反硝化速率的逐渐提

升.其他反硝化优势菌属 Azospira、Denitratisoma、

Ignavibacterium、Ca. Competibacter 在中温条件下

PDA-Bf反应器中比较稳定,保持着比较稳定的反硝

化效果.Ca. Brocadia是一种活跃在生物膜中的厌氧

氨氧化菌属,具有较好的自养脱氮能力
[27]

,随着实验

的进行,观察到 Ca. Brocadia 从 0.27%的相对丰度增

加到 3.51%,为反应器提供了良好的脱氮环境 . 

Thauera 的增长为 Anammox 提供了充足的亚硝酸

盐,使 Ca. Brocadia 获得了良好的生存条件,进而其

相对丰度逐渐增加,两者具有较好的协同作用.相对

应的是,后期反硝化和 Anammox之间的良好的协同

能力来起到脱氮作用
[6]

,使中温条件下 PDA-Bf反应

器脱氮效果逐渐变强. 

2.4  生物膜内、外层微生物和基因组分析 

2.4.1  生物膜内、外层微生物空间分布  为了从微

生物角度了解生物膜内、外层功能菌的富集情况,

对载体进行环状切割,将其分为核心区域与四周区

域(图 1).通过宏基因组分析鉴定了生物膜内、外层

属水平的细菌群落(图 9).宏基因组分析显示,在生物

膜外层 Thauera 的拷贝数为 12677996,是外层最多

的菌属,相对丰度为 11.1%而在生物膜内层,其拷贝

数为 491242,相对丰度为 1.05%.Thauera在 PD中发

挥着重要作用.生物膜外层的Thauera数量显著高于

内层,表明其更倾向于吸附于填料表面以快速获取

碳源
[28]

,而碳源向填料内部的传递存在一定滞后性,

因此外层吸附的Thauera数量更多.有利于反应器中

亚硝酸盐的快速积累,PD的持续发生. 

无论是在填料内部还是表面,Ca. Brocadia被鉴

定为拷贝数最多的 AnAOB菌属,对 Anammox反应

有重要作用 .Ca. Brocadia 在填料表面拷贝数为

1070412,相对丰度为 0.94%,在填料内部拷贝数为

914194,相对丰度为 1.95%.Ca. Brocadia在填料内部

的相对丰度高于填料表面,说明环境相对稳定,受到

扰动较小的填料内部更适合 Ca. Brocadia的生存,在

与其他菌群竞争时更易取得优势
[29]

.在整个生物膜

上 Thauera为 Ca. Brocadia提供足够的亚硝酸盐进

行 Anammox反应,这种相互配合可以更快更好地完

成生物脱氮. 

2.4.2  生物膜内外层氮代谢功能基因分析  为了

探究生物膜内、外层的氮代谢途径,通过宏基因组测

序分析确定了必需的反硝化基因和 Anammox 基因

(图 10).在生物膜外层,编码硝酸盐还原的基因有
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(napG 55152hits,napH 35866hits,napI 16506hits, 

napA 15922hits,napB 4732hits,napC 9596hits,narB 

3204hits),它们负责亚硝酸盐的生成 .编码 Cu- 

containing 亚 硝 酸 还 原 酶 (nirK 25318hits) 和

Cytochromecd1 亚硝酸还原酶(nirS 24046hits)的基

因对亚硝酸盐呼吸至关重要.相对较高的 nirK 和

nirS 丰度会促进亚硝酸盐进一步消耗.检测到编码

一氧化氮还原酶(norB 30332hits,norC 6654hits)和一

氧化二氮还原酶(nosZ 28114hits)的基因
[30]

.这有助

于避免中间产品 (NO 和 N2O)的积累 .检测到与

Anammox 反应有关的的基因(hdh 610hits),促进了

PD与 Anammox的反应. 

 

图 9  生物膜外层与内层在属水平上的微生物组成 

Fig.9  Microbial composition at the genus level of the outer and inner layers of biofilm 

 

图 10  生物膜外层与内层功能基因对比 

Fig.10  Comparison of functional genes in the outer and inner 

layers of biofilm 

在生物膜内层,编码硝酸盐还原的基因有(napG 

26700hits, napH 19550hits, napI 9706hits, napA 

2252hits, napB 674hits, napC 1312hits, narB 1698hits),

与生物膜外层编码硝酸盐还原的基因丰度相比有

所减少,说明了在中温条件的 PDA-Bf 反应器中含

有硝酸盐还原基因的菌属主要存在于生物膜外层

进行硝酸盐的还原
[31]

.同时,编码 Cu-containing亚硝

酸还原酶(nirK 13400hits)和 Cytochromecd1 亚硝酸

还原酶(nirS 3954hits)的基因在生物膜内、外层丰度

差别较大,外层基因的丰度分别是内层的 1.9 和 6.1

倍.这说明在生物膜内层更容易保留从硝酸盐还原

的亚硝酸盐 ,维持较多的亚硝酸盐 ,更有利于

Anammox 反应的发生.检测到编码一氧化氮还原酶

(norB 10014hits,norC 2220hits)和一氧化二氮还原酶

(nosZ 11340hits)的基因,生物膜内层少于外层的丰

度,可以减少中间产物的积累.在生物膜内层检测到

与 Anammox 反应有关的的基因(hdh1174hits),相较

于外层的丰度较多.内层亚硝酸盐含量较高,且编码

亚硝酸还原基因的菌属较少 ,这种环境更有利于

AnAOB 的生存,因此聚集了更多的 AnAOB
[32]

.生物

膜内层相较于外层能够更高效地进行 PDA 反应,这

得益于内层菌属所受环境扰动较小,从而能够更稳

定地附着并进行反应. 

2.4.3  生物膜内外层氮代谢基因与功能细菌分析  

为了更好地了解 PD 与 Anammox 之间的协同脱氮

机理,分析了系统中与氮代谢相关功能菌中的功能

基因的丰度的差异 (图 11).主要的反硝化细菌

Thauera 主要存在于生物膜外表面 ,其中可以将

NO3
-

-N 还原为 NO2
-

-N的 narG、narH、narI和 napC

基因含量分别为 5350hits、6324hits、1352hits 和
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4856hits,可以将 NO2
-

-N 还原为 NO的 nirK和 nirS

基因含量总量低于 narG、narH、narI和 napC,分别

为 2134hits 和 9128hits.而在生物膜内层与 NO3
-

-N

还原为NO2
-

-N的基因含量远远低于生物膜外层,这

在基因水平上证明反应器中可以在生物膜外层实

现稳定的 PD 效果
[33]

.其中,作为优势 AnAOB 菌

属,Ca. Brocadia中 hdh基因通过调节氢化酶的活性,

帮助 Anammox 细菌在缺氧或厌氧环境中更有效地

利用 

 

图 11  生物膜外层与内层氮代谢基因在 Thauera 与 Ca. 

Brocadia中的分布 

Fig.11  Distribution of nitrogen metabolism genes in the outer 

and inner layers of biofilm in Thauera and Ca. Brocadia 

氢气,提高氮的去除效率.hdh 基因在 Anammox

过程中的作用与细菌的能量代谢、电子传递以及氢

气利用密切相关
[34]

.尽管目前研究尚未完全阐明

hdh基因在这一过程中的具体机制,但其通过增强电

子传递和提供额外能量来源 ,已表现出提高

Anammox 细菌代谢效率的作用
[35]

.在样本中,hdh的

丰度在生物膜外层与内层有较为明显的差异.在生

物膜内层 hdh基因的丰度达到 1090hits,而在生物膜

外层只有 610hits.这从基因水平进一步说明,系统中

的 Anammox 主要在生物膜内层反应.此外,在 Ca. 

Brocadia中含有和 NO3
-

-N 还原相关的基因 narG、

narH 和 narB,这说明在某些特定情况下 ,Ca. 

Brocadia 可以进行 NO3
-

-N 还原,为 Anammox 提供

NO2
-

-N
[36]

.综上,在生物膜系统中,可以实现稳定的

PD与 Anammox反应,促进系统的高效脱氮. 

3  结论 

3.1  在 34℃中温条件下,PDA-Bf 反应器稳定运行

317d,进水C/N 维持在为 2.1 左右,出水 TN浓度降至

10.94mg/L,平均TN去除率达 82.6%,且Anammox贡

献占比增加,表现出良好的脱氮性能. 

3.2  在 317d实验周期内,反硝化菌属 Thauera和厌

氧氨氧化菌属 Ca. Brocadia的相对丰度显著增加,表

明 PD 与 Anammox 的协同作用在微生物层面得到

增强. 

3.3  功能基因分析显示,生物膜外层硝酸盐还原基

因(narG、narH、narI)丰度高,为 Anammox 提供

NO2
-

-N;内层亚硝酸盐还原基因(nirK、nirS)丰度低,

维持高 NO2
-

-N 浓度,且厌氧氨氧化关键基因(hdh)

丰度高于外层,更利于 AnAOB生长代谢. 

3.4  生物膜结构中 ,Thauera 的硝酸盐还原基因

(narG、narH、narI)在外层丰度高,主要负责 PD 过

程;Ca. Brocadia的厌氧氨氧化基因(hdh)在内层丰度

高,这种分层布局提高了 PDA-Bf工艺的脱氮效率. 
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