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摘要：针对厌氧氨氧化(ANAMMOX)工艺低温脱氮困难的问题,本研究通过冷冲击成功强化了 ANAMMOX 包埋颗粒污泥在不同低温下的脱氮性能

(R3).结果表明:23~6°C 下,R3 颗粒的脱氮效率显著高于未冷冲击的包埋颗粒(R2)和未包埋的 ANAMMOX 污泥(R1);尤其在 12 和 6°C 下,R3 的优势更加

显著.R3 颗粒比 ANAMMOX 活性(SAA)和生物量浓度(MLVSS)较高是其维持低温脱氮效率的关键.12 和 6°C 下,R3 的 SAA 是 R1 的 20~22 倍、R2 的

12~14 倍;R3 的 MLVSS 高达 6059~4732mg/L.这与冷冲击改善了功能菌的代谢增殖、胞外聚合物(EPS)调节能力和 EPS 中蛋白质(PN)二级结构有关.值

得注意的是,R3 内 Candidatus Brocadia相对丰度显著提高,使其在极端低温下依然能够保持一定的活性,而颗粒内 ANAMMOX 菌属和相关耐冷菌属丰

度的增加利于调节 EPS 分泌,提高生物聚集能力.本研究为促进 ANAMMOX 工艺的低温应用提供了有效的方法.. 
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Analysis of the low-temperature nitrogen removal performance of cold-shocked immobilized ANAMMOX granules. WU 

Wen-jing1, CAO Ye-qi1, ZHANG Jing1*, ZHANG Lin-hua1, HE Jie-ya2, WANG Guo-zhao1, ZHANG Pei1, ZHENG Xiang1, CHEN 

Jian-wei1* (1.North China University of Science and Technology, College of Civil and Architectural Engineering, Hebei Key Laboratory 

of Earthquake Engineering and Disaster Prevention, Tangshan 063210, Hebei；2.Department of Chemistry and Chemical Engineering, 

Cangzhou Normal University, Cangzhou 061000, Hebei Province). China Environmental Science, 2025,45(9)：4945~4954 

Abstract：This study addresses the challenge of low-temperature nitrogen removal in the anaerobic ammonium oxidation 

(ANAMMOX) process. By using cold shock, the nitrogen removal performance of immobilized ANAMMOX particles (R3) at 

various low temperatures was successfully improved. The results showed that, at the low temperatures ranging from 23°C to 6°C, the 

nitrogen removal efficiency of R3 particles was significantly higher than that of non-cold-shocked immobilized particles (R2) and 

non-immobilized ANAMMOX sludge (R1), with the advantage being especially pronounced at 12 and 6°C. The higher specific 

ANAMMOX activity (SAA) and biomass concentration (MLVSS) of R3 particles were key factors in maintaining efficient nitrogen 

removal at low temperatures. At 12 and 6°C, the SAA of R3 was 20~22 times higher than that of R1 and 12~14 times higher than R2; 

the MLVSS of R3 reached as high as 6059~4732mg/L. This was attributed to the fact that cold shock improved the metabolic 

proliferation of functional bacteria, extracellular polymeric substance (EPS) regulation, and the secondary structure of proteins (PN) 

in EPS. Notably, the relative abundance of Candidatus Brocadia in R3 was significantly increased, enabling it to maintain activity at 

extremely low temperatures. Additionally, the increase in the abundance of ANAMMOX genera and cold-tolerant bacterial genera 

within the particles facilitated the regulation of EPS secretion and improved bioaggregation. This study provides an effective 

approach for promoting the low-temperature application of the ANAMMOX process. 

Key words：anaerobic anmonium oxidation (ANAMMOX)；gel immobilization；cold shock；low-temperature nitrogen removal 

 

作为经济节能的新型生物脱氮技术,厌氧氨氧

化(ANAMMOX)相比传统的硝化-反硝化工艺,具有

经济性高、能耗低、剩余污泥产量及温室气体排量

少的显著优势
[1-3]

.温度是决定 ANAMMOX 工艺能

否成功运行的重要环境因素之一
[4-5]

.大部分报道中

ANAMMOX 菌生长的适宜温度为 35℃左右
[6-8]

,但

是在北纬地区,实际废水的温度往往明显低于上述

适宜温度.在低温环境中,ANAMMOX 菌的活性会

被极大抑制
[4-5]

,并且污泥容易解体流失,从而影响反

应器的脱氮效率
[7]

. 

目前,改善ANAMMOX工艺低温脱氮性能和运

行稳定性的常见方式为优化工艺运行条件或进行 
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活性刺激
[8-10]

,如低温下可通过降低容积负荷,投加

Fe(III)或利用脉冲电场提高 ANAMMOX 工艺的低

温脱氮效率
[8,10-11]

.然而,降低 NLR 虽可缓解低温对

菌群的抑制,但需增大反应器体积或延长水力停留

时间,导致基建成本增加,难以适应大规模污水处理

需求
[12]

.并且,低负荷运行还可能削弱微生物活性.采

用脉冲电场则需要持续供能,将导致运行成本升高,

且设备稳定性容易受低温环境的不利影响
[13]

.而添

加Fe(III)可能引发铁离子富集问题;过量Fe(III)还会

与 EPS结合,改变污泥絮体结构,影响沉降性能. 

微生物固定化技术在污水处理领域一直受到

研究者的关注.由于固定生物的凝胶载体具有较大

比表面积和高生物亲和性,可为生长缓慢的微生物

提供附着位点,有效防止生物流失
[14]

.由于海藻酸钠

(SA)在交联过程中较高的稳定性和良好的传质性

能及聚乙烯醇(PVA)的较高机械强度,PVA 和 SA 混

合凝胶剂常被用作生物包埋材料
[15-16]

.研究证

实,PVA/SA包埋技术在缩短 ANAMMOX工艺启动

时间和改善其在不利环境下的处理性能方面具有

优势
[17]

.利用 PVA/SA复合材料固定ANAMMOX污

泥可有效提高污泥的低温环境的抵抗能力 ,在

23.0~12.5℃低温区间内凝胶层内部污泥脱氮性能

良好
[6,18]

.然而,关于 ANAMMOX凝胶固定化技术仍

然需要不断探索,如何进一步强化ANAMMOX包埋

颗粒的低温脱氮性能(尤其是在极端低温条件下)值

得深入研究. 

先前的报道表明低温驯化可显著提高

ANAMMOX 工艺的低温脱氮效率
[7,19]

.然而冷驯化

往往面临实施周期长的问题,极大增加了时间成本

与运营成本,难以满足实际工程的迫切需求.如何通

过更快捷的低温刺激策略进一步提升 ANAMMOX

凝胶颗粒在更低温度下的脱氮效率具有重要研究

价值. 

因此 ,本文采用 PVA/SA 混合凝胶剂制备了

ANAMMOX 包埋颗粒,并首次尝试对包埋颗粒进行

短时冷冲击强化处理.考察了不同低温下(23,12 和

6 ),℃ 冷冲击后的 ANAMMOX 包埋颗粒(R1)相比未

进行冷冲击的包埋颗粒(R2)和未进行包埋的普通

ANAMMOX 颗粒(R1)脱氮性能的差异性.并评估了

各组反应器ANAMMOX活性和生物量的变化,此外

通过 EPS 组成和二级结构变化分析以及生物群落

结构解析揭示了冷冲击影响包埋颗粒对低温(尤其

是极端低温 )适应性的机制 .本研究为改善

ANAMMOX 工艺的低温处理性能提供了有价值的

途径,利于促进 ANAMMOX工艺的大规模应用. 

1  材料与方法 

1.1  冷冲击包埋颗粒的制备 

聚乙烯醇(PVA)和海藻酸钠(SA)被用作凝胶材

料固定ANAMMOX颗粒污泥.研究表明,7wt%(质量

分数)的 PVA能够形成紧密网络结构,赋予凝胶良好

机械强度,抵御废水处理中的外界应力
[20]

;1wt%的

SA生物亲和性良好,可提供附着位点且与 PVA混合

可以保障传质,该浓度配比有助于防止微生物流失,

维持 ANAMMOX 微生物活性 ,确保低温下

ANAMMOX工艺高效运行
[21]

.因此 PVA和 SA的质

量 浓 度 分 别 采 用 7wt% 和 1wt%. 凝 胶 剂 与

ANAMMOX 污泥的混合体积比为 2:1,采用 CaCl2

溶液作为交联剂,具体操作步骤和相关化学试剂浓

度参见前期研究
[22]

.此外,本研究中,在凝胶剂和污泥

混合阶段添加了 0.2g/L还原氧化石墨烯(RGO)以强

化颗粒的低温活性.RGO 购于中国南京鑫富纳米材

料科技有限公司. 

用于制备凝胶颗粒的 ANAMMOX污泥取自本

实验室在33℃下稳定运行1年左右上向流厌氧污泥

床(UASB)反应器.经 16S高通量测序分析,该接种污

泥中优势厌氧氨氧化菌属为 Candidatus Kuenenia 

(相对丰度 32.8%)和 Candidatus Brocadia(相对丰度

2.3%).粒径在 1.5~2.3mm 的颗粒所占比例最高

(63%),颗粒污泥混合液的挥发性悬浮固体浓度

(MLVSS)约为 7.7gVSS/L. 

采用冷冲击方式强化上述制备的 ANAMMOX

凝胶颗粒的脱氮性能,具体实施过程如下:冷冲击强

化周期为 12d,分别在第 3d、第 7d、第 10d和第 12d

进行持续时间为 12h的冷冲击处理(进水温度为 0℃

左右),其余时间进水温度为 30℃左右,18d 培养期结

束后即可获得冷冲击后的 ANAMMOX 凝胶颗粒.

冷冲击培养期间,采用合成废水作为反应器进水,添

加适量的氯化铵(NH4Cl)和亚硝酸钠(NaNO2)保证

进水主要组分氨氮(NH4
+
-N)和亚硝酸盐氮(NO2

-

-N)

的浓度分别为 94.3和 120.1mg/L.其他进水组分包括

KH2PO4(61mg/L),KHCO3(300mg/L),MgSO4·7H2O 
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(175mg/L)和 CaCl2·2H2O(130mg/L);微量元素 I和 II

的配制参考先前的研究
[22]

,两者添加浓度分别为

1.0mL/L. 

1.2  反应器运行条件 

为减轻生物量流失,反应器采用本团队设计的

折流板 UASB反应器(7.0L)进行连续流实验,其构造

图如图 1 所示.采用合成废水作为进水,进水组成和

1.1 部分冷冲击期间进水一致.进水 pH 值未进行控

制,在 7.5~8.0之间.水力停留时间 HRT设置为 6.5h,

使用氮气冲刷进水和反应器维持厌氧环境.利用恒

温低温槽提供循环冷却水保证各运行阶段所需的

低温条件 .设置 3 组反应器 ,R1 接种普通

ANAMMOX 颗粒、R2 接种包埋 ANAMMOX 颗

粒,R3 接种进行冷冲击强化后的 ANAMMOX 包埋

颗粒.其中 R1的接种颗粒污泥与包埋颗粒中污泥来

源一致,R1~R3 内污泥接种量(MLVSS)基本一致.反

应器 R1~R3在 23℃下运行 30d(阶段 I,1~30d),之后

运行温度降低至 12℃运行 30d(阶段 II,31~60d),最后

温度降低至 6 ,℃运行 30d(阶段 III,61~90d).定期监测

各反应器出水 NH4
+
-N,NO2

-

-N和 NO3
-

-N的浓度. 

 

图 1  折流板 UASB反应器装置 

Fig.1  Device diagram of folding plate UASB reactor 

1.3  SAA和生物量(MLVSS和MLSS)的测定 

在阶段 I(第 3d,16d和第 30d),阶段 II(第 35d,47d

和第 60d)和阶段 III(第 65d,72d 和 90d),从反应器

R1~R3 中取适量的污泥或凝胶颗粒样品进行批次

试验测定 SAA(保证各样品生物量浓度基本一致).

每个阶段不同时间取出的样品 SAA 值的均值作为

该阶段反应器的平均 SAA值. 

测定 SAA 的批次试验在棕色封口瓶(有效容积

为 0.8L)中进行.封口瓶配有螺旋塞,穿孔 2mm 的浸

入式塑料软管分别作为进气和排气通道,配有止气

阀.使用氮气冲刷以维持缺氧环境.向每个封口瓶中

添加 600mL 培养液,批次试验进水成分与连续流实

验一致.使用低温槽提供不同低温环境(23,12和6 ),℃

试验进行 24h.为确保可靠性,设置 3 组平行试验.每

隔 2h 从每个封口瓶中取 3mL 液体样品,用于测定

NH4
+
-N 的浓度.培养结束后,对生物量进行 MLVSS

分析并计算各反应器样品的 SAA值. 

每个运行阶段结束时取适量样品进行 MLVSS

和 MLSS 测定,以评估各反应器生物量浓度变化,同

时计算MLVSS与MLSS的比值(fvss/ss). 

1.4  EPS含量组成和 PN二级结构分析 

采用热处理方法提取 EPS
[23]

.在阶段 I的第 28d,

阶段 II的第 57d,阶段 III的第 87d,从反应器 R1~R3

内取出适量污泥或包埋颗粒样品(保证各反应器取

出的样品生物量基本一致).样品破碎后添加适量去

离子水,使用匀质器进一步混匀后过滤去除大颗粒

杂质(凝胶层碎片或大颗粒悬浮物等).滤后的污泥混

合液添加一定量的磷酸盐缓冲液(pH7.0)混合均匀.

将20mL该污泥混合液置于玻璃烧杯内,放置于带有

磁力搅拌功能的恒温水浴箱中 65℃加热 15min,通

过磁力搅拌确保污泥混合液受热均匀.之后,立即对

加热后的污泥混合液进行低速离心处理(4000r/min, 

18min),分离上清液并通过 0.45μm滤膜过滤,滤后物

即为 EPS 提取物,在 4℃下保存.使用蒽酮比色法和

考马斯亮蓝比色法分别测定 EPS中的胞外多糖(PS)

和蛋白质(PN)含量
[24]

.设置 3 个平行样品进行 EPS

提取及分析. 

1.5  微生物群落结构分析 

每个运行阶段结束时,由 R1~R3 取出适量样品

进行 16S 高通量测序分析.首先,采用 Power Soil 

DNA Isolation Kit试剂盒对样品进行 DNA提取.利

用 Nano Drop 2000 分光光度计 (Thermo Fisher 

Scientific)测定提取的 DNA 浓度和纯度,确保 DNA

浓度在 50~200ng/μL之间,以保证 DNA质量良好. 

随后,采用正向引物 341F (5′-CCTACGGGNG- 

GCWGCAG-3′)和 805R(5′GACTACHVGGGTATC- 
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TAATCC-3′)扩增细菌的 16SrRNA基因的V3-V4区

域.扩增后的 DNA 产物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测,

使用Gel Red 核酸染料染色,在凝胶成像系统下观察

条带,确认扩增成功且无杂带.采用凝胶回收试剂盒

(Axygen Biosciences)对目的条带进行切胶回收纯化,

具体操作按照试剂盒说明书进行,通过离心吸附、洗

涤和洗脱等步骤获得高纯度的扩增片段. 

纯化后的 DNA 序列号由 Illumina MiSeq 平台

(Sangon Biotech)进行测序.测序完成后,对原始数据

进行质量控制,利用 Trimmomatic 软件去除低质量

碱基和引物序列,使用 Flash软件对成对末端测序读

段进行拼接 .拼接后的序列通过 Usearch 软件与

Silva 16S rRNA基因数据库进行比对,进行物种注释

和分类学分析 ,确定不同菌属的相对丰度 ,绘制

ANAMMOX菌属丰度变化热图. 

1.6  其他指标测定方法 

NH4
+
-N 浓度采用纳氏试剂分光光度法进行测

量;NO2
-

-N 浓度使用 N-(1-萘基)-乙二胺分光光度

法测定;NO3
-

-N 浓度采用麝香草酚分光光度法测

定;MLVSS(混合液挥发性悬浮固体浓度)和 MLSS 

(混合液悬浮固体浓度)按照重量法进行测量
[25]

.pH

值,温度和 DO浓度由 WTW340i 多参数仪的 pH和

DO探头监测,数值显示于多参数仪的电子屏幕中. 

2  结果与讨论 

2.1  不同低温下反应器 R1-R3脱氮性能变化 

如图 1所示,阶段 I(1~30d,23 ),℃ 反应器R2出水

NH4
+
-N,NO2

-

-N和NO3
-

-N浓度分别为 8.2~13.8mg/ 

L,9.6~18.5mg/L和 18.9~24.4mg/L,总无机氮(TIN)去

除率为 80%~86%.反应器 R3 在该阶段出水“三氮”

浓度稳定在 1.2~2.9、1.4~3.4 和 20.2~25.1mg/L,R3

的 TIN 去除率可维持在 90%~94%.反应器 R1 脱氮

性能最差,出水NH4
+
-N,NO2

-

-N和NO3
-

-N浓度分别

为 24.7~30.5mg/L,29.9~35.8mg/L和 18.1~23.9mg/L, 

TIN去除率只有 67%~73%. 

阶段 II(31~60d,12 ),R3℃ 脱氮效率依然处于较

高水平(88%~92%),出水 NH4
+
-N和 NO2

-

-N浓度在

3.7~4.7mg/L 和 4.4~6.1mg/L 之间,NO3
-

-N 浓度为

17.6~21.9mg/L.R2 脱氮效率则显著下降至 61%~ 

68%;出水NH4
+
-N和NO2

-

-N浓度迅速增加至 36.8~ 

41.3mg/L 和 44.1~49.5mg/L,NO2
-

-N 浓度为 16.9~ 

20.4mg/L.R1 脱氮性能恶化更加严重,该阶段其出水

NH4
+
-N和 NO2

-

-N浓度由 39.9和 49.6mg/L大幅升

高至 68.2 和 77.4,NO3
-

-N在 10.7~14.1mg/L,TIN 去

除率由 58%显著降低至 50%.该结果表明,温度从

23℃降至 12℃后,反应器 R1 脱氮性能显著恶化,反

应器 R2脱氮效率虽高于 R1但明显低于 R3,证明冷

冲击后包埋颗粒在 12℃的低温条件下依然具有较

高的脱氮效率. 

当反应器运行至阶段 III(61~90d),温度进一步

降低至 6 .℃反应器R3出水NH4
+
-N和NO2

-

-N浓度

相比阶段 II提高至 25.1~29.3mg/L和 29.8~32.6mg/L,

出水 NO3
-

-N 为 20.6~25.1mg/L,其 TIN 去除率保持

在 69%~73%.反应器 R1 则已失去了脱氮能力,其出

水NH4
+
-N浓度接近进水,同时上清液浑浊并伴有大

量絮体物质,这表明低温已致使ANAMMOX污泥大

量解体流失,内部反应体系崩溃.反应器 R2 的出水

NH4
+
-N和NO2

-

-N浓度相比R1没有明显差别.这说

明对 ANAMMOX 颗粒进行包埋固定化,仅对其在

12~23℃下的脱氮性能有一定的改善作用;当运行温

度降低至 6℃时,ANAMMOX 包埋颗粒脱氮能力同

样显著恶化,与未包埋的ANAMMOX颗粒相差不大.

然而,冷冲击强化则有效提高了ANAMMOX包埋颗

粒对更低温度的适应性,在 6℃的极低温度下冷冲击

后的 ANAMMOX包埋颗粒也可保持相对较高的脱

氮效率和良好的运行稳定性.本团队先前的研究表

明,对ANAMMOX污泥进行冷驯化后再进行凝胶包

埋相比包埋未冷驯化的污泥可显著提高其低温脱

氮性能
[22]

.而本研究发现包埋 ANAMMOX 污泥后,

再进行冷冲击强化,可更有效地提高包埋颗粒在更

低温度条件下的脱氮能力.这与冷冲击相比冷驯化

低温刺激时间短,且由于凝胶层的保护,强化过程中

微生物受到的损伤更轻有关. 

Kouba等发现未经强化处理的 ANAMMOX污

泥脱氮效率仅为55%左右,与本研究中R1情况相近;

而采用低温冲击将 10℃下ANAMMOX菌的活性提

高至 0.054kg-Nkg-VSS,这与文献报道的冷富集或

冷适应 ANAMMOX 菌的最高活性(0.080kg-Nkg- 

VSS)相似
[26]

. 这说明冷冲击手段可有效强化

ANAMMOX 菌的低温活性,这是本研究中 R3 颗粒

可在不同低温下保持较高脱氮效率的重要原因.此

外 ,在 6℃极端低温下 ,过往多数研究表明
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ANAMMOX 工艺几乎无法实现有效脱氮
[7,27]

.相比

之下,本研究利用冷冲击有效强化了ANAMMOX包

埋颗粒的低温适应性,使 R3 颗粒在 6℃下仍具有相

对较高的脱氮效率,极大地拓展了ANAMMOX工艺

在极端低温环境下的应用潜力.综上所述,冷冲击包

埋颗粒在不同低温下均展现出了优异的脱氮性能,

尤其是在 6℃的极端低温条件下其优势更为显著. 

 
(a)出水 NH4

+-N,NO2

-

-N 和 NO3

-

-N 浓度 

 
(b)TIN 去除率 

图 2  不同运行阶段反应器 R1~R3出水氮素浓度和 TIN去

除率变化 

Fig.2  Variations in effluent nitrogen concentrations and TIN 

removal efficiency of the reactors R1, R2 and R3 

2.2  反应器 R1~R3生物活性和生物量浓度分析 

如图 3(a)所示,在阶段 I,反应器R1~R3内污泥均

展现出了较高的活性 .R1 污泥平均 SAA 值为

481mgN/(gVSS·d).R2 包埋颗粒的平均 SAA 值为

476mgN/(gVSS·d),稍低于 R1 污泥,这与凝胶层对污

泥传质性能产生了一定不利影响有关.R3 包埋颗粒

的平均 SAA 值为 490mgN/(gVSS·d),高于 R1 污泥,

这是由于冷冲击强化处理改善了包埋颗粒的低温

传质性能. 

当反应器运行至阶段 II,R1污泥平均 SAA值显

著降低至 115mgN/(gVSS·d), 说明 12℃低温对

ANAMMOX 生物生理生化反应产生了明显不利影

响.该低温条件下 R1内 ANAMMOX生物细胞内酶

分子活性位点的柔性降低,底物与酶的亲和力下降,

使得催化反应的速率常数减小 ,反应速率大幅降

低 

[28]
.同时,低温导致细胞膜的流动性降低,物质运输

效率下降
[31]

,影响了底物向细胞内的转运以及产物

的排出,进而干扰了 ANAMMOX 反应的正常进行,

导致污泥活性显著下降.R2颗粒的平均 SAA值则较

R1 污泥提高了 93%.凝胶层的保温和保护作用使内

部ANAMMOX微生物在 12℃低温下仍能维持较高

活性.包埋材料可在一定程度上减缓温度变化对微

生物的直接冲击,维持微生物细胞周围相对稳定的

微环境,减少温度波动对酶活性的影响,使得微生物

在低温下仍能维持一定的代谢水平.但由于运行温

度大幅下降,R2颗粒活性相比阶段 I仍有所下降.R3

颗粒的平均 SAA值最高,达 345mgN/(gVSS·d)).这是

由于 R3 颗粒进行了冷冲击强化处理 ,影响了

ANAMMOX 微生物细胞内的酶结构与功能,改变底

物结合位点或酶活性中心微环境,提高了底物催化

转化效率 ,故改善了内部 ANAMMOX 菌的低温

活 性. 

阶段 III,在 6℃极端低温下,R1污泥活性几乎丧

失,平均 SAA值仅为 13mgN/(gVSS·d).这说明 R1内

微生物细胞遭受严重低温损伤,代谢途径受到极大

阻碍,无法进行有效物质转化和能量代谢.R2颗粒的

活性也显著降低,平均SAA值低至17mgN/(gVSS·d). 

R3 颗粒在 6℃时其平均 SAA 值高达 205mgN/ 

(gVSS·d),是R1和R2的 12~16倍.这说明在 6℃极端

低温下凝胶层虽能为 ANAMMOX菌维持一定生存

环境,但ANAMMOX菌自身对极低温度的适应能力

也相当重要.由于未经过冷冲击的强化作用,R2颗粒

内部的 ANAMMOX 微生物受到低温的严重冲击,

细胞内的生理生化反应受到极大抑制,酶活性极低,

底物转化能力微弱.然而,R3颗粒由于经过了冷冲击

强化培养,促进了低温适应能力更强的 ANAMMOX

菌属在凝胶层内部的增长.因此,R3 包埋颗粒在 6℃

低温下依然可以维持较高的活性. 

生物量变化分析表明(图 3(b)和(c)),阶段 I 结束

时(第 30d),反应器R1~R3内MLSS差别不大,分别为

8233,8357 和 8379mg/L;MLVSS 分别为 6341,6403
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和 6416mg/L;MLVSS 与 MLSS 的比值(fVSS/SS)分别

为 0.83,0.84 和 0.87.阶段 II 结束时(第 60d),反应器

R1内MLSS和MLVSS相比阶段 I显著下降至 4032

和 2388mg/L,fVSS/SS下降至 0.56.这说明 12℃低温已

对未包埋的 ANAMMOX颗粒的代谢和增殖产生了

显著不利影响.低温导致物质合成与分解平衡被打

破,能量产生减少,功能微生物生长受抑制,生物量显

著降低
[29]

.反应器 R2内MLSS和MLVSS虽然相比

阶段 I也有所降低,但是显著高于R1,分别为 6805和

5079mg/L,fVSS/SS 为 0.73.这与凝胶材料提供的附着

位点和相对稳定微环境利于微生物在低温下的生

长与聚集有关.R3反应器内MLSS,MLVSS和 fVSS/SS

值最高,达 8573mg/L,6627mg/L 和 0.86.这说明阶段

IIR3内的生物量相比阶段 I不仅没有下降,还有所提

高.这与冷冲击刺激了颗粒内部ANAMMOX微生物

在低温下的代谢活性和增殖速率有关. 

当各组反应器运行至阶段 III 结束时(第 90d),

反应器R1内MLSS、MLVSS已大幅降低至 1049mg/ 

L 和 487mg/L(fVSS/SS 0.46).反应器 R2 内 MLSS 和

MLVSS为 3022和 1519mg/L(fVSS/SS 0.50),显著高于

R1.值得注意的是反应器 R3内MLSS和MLVSS在

该阶段仍可高达 6059和 4732mg/L(fVSS/SS0.78).根据

上述研究结果可知,6℃极低温度下,对于反应器 R2,

由于凝胶层为生物提供了大量附着位点,并且缓冲

了低温的不利影响,因此 R2内生物量浓度显著高于

R1.但是,相比生物量差异,R2包埋颗粒的 SAA值与

R1 差异较小,这可能是由于 R2 包埋颗粒没有经过

冷冲击强化,其内的 ANMMOX 菌在该低温下生理

代谢停滞甚至细胞衰亡,因此 SAA 很低;但是低温适

应性较强的其他微生物(如嗜冷微生物)在凝胶材料

的保护下仍可增殖,因此 R2 内生物量显著高于 R1.

本研究的一个重要发现是经过冷冲击强化后的 R3

包埋颗粒在 6℃下不仅维持了较高 ANAMMOX 活

性,而且保持了较高的生物量浓度.这被归因于冷冲

击强化了低温适应性更强的 ANAMMOX菌属在凝

胶层内部的物质代谢与增殖过程.因此,R3包埋颗粒

能够在极端低温下继续进行ANAMMOX反应,虽然

反应速率和增殖速率相比适宜温度显著降低,但相

比 R1和 R2仍可保持较高水平. 

综上所述,冷冲击强化的凝胶ANAMMOX颗粒

在 12~6℃低温下,表现出较高的脱氮活性和生物量

持留能力,这与其内部功能微生物低温适应性的改

善以及凝胶材料为微生物增殖提供的稳定微环境

和保护作用密切相关. 

 
(a)SAA 

 
(b)MLSS 

 
(c)MLVSS 

图 3  各运行阶段反应器R1-R3污泥 SAA和生物量浓度变化 

Fig.3  Changes in SAA and biomass concentration in reactors 

R1-R3 at different operational phases 

误差限<±5% 

2.3  反应器 R1-R3内 EPS组成和 PN二级结构分析 

2.3.1  EPS含量和组成  如图 4所示,阶段 I,R1~R3

污泥 EPS 中 PN 含量为 71~78mg/gVSS,PS 含量在

43~48mg/gVSS 之间,PN/PS 值在 2.69~2.83 之间.在

阶段 I,R1~R3污泥分泌的 EPS含量高于适宜温度条

件下
[7]

,这是因为运行温度偏低时污泥会在短时间
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内释放更多 EPS 以保护微生物在不利温度条件下

的活性
[7]

.该阶段,R3 颗粒 EPS 分泌量略低于 R1 和

R2,这与 23℃的低温对 R1和 R2内生物 EPS分泌的

刺激作用更强有关.Lin 等人研究表明,瞬时低温或

逐步降温等刺激会促进活性污泥 EPS 的分泌,增强

生物对不利环境的抵御能力
[30]

.较高含量的 EPS 利

于改善污泥自凝聚能力
[30-31]

,这是因为EPS中PN和

PS 可以作为连接介质,增加微生物细胞之间的相互

作用,使污泥颗粒更容易聚集
[32]

.同时,R3 较高的

EPS分泌量可能意味着其内部微生物对低温环境的

响应更为积极
[28]

,通过分泌更多 EPS 来增强自身的

保护机制.这也在一定程度上促进了 R3内污泥的聚

集性能,相比 R1 和 R2,其污泥颗粒间的结合更为紧

密,利于维持污泥结构的稳定性. 

阶段 II,R1颗粒 EPS内 PN含量相比阶段 I分别

大幅提高至 117mg/gVSS,PS 释放量降低至 25mg/ 

gVSS,PN/PS值随之提高至 4.75.结合阶段 IIR1污泥

严重解体,大量流失的现象,推测运行温度由 23℃下

降至 12℃导致 ANAMMOX污泥 EPS内 PN过量释

放从而致使颗粒结构松散,解体流失.相关研究表

明,ANAMMOX颗粒 EPS内 PN含量显著超出正常

范围,导致 PN/PS值过高,将引起颗粒内部出现空洞,

导致污泥松散甚至解体
[25]

.而 R2颗粒 EPS内 PN含

量虽然较阶段 I 也明显增加,但明显低于 R1,为

92mg/gVSS(PN/PS值为 2.85).这说明在 12℃低温下,

固定化有利于控制 ANAMMOX污泥 EPS内 PN的

过量释放,有助于凝胶材料内部的生物聚集和生物

量维持.值得注意的是,该阶段,R3颗粒 EPS内 PN含

量则维持正常水平,为 74mg/gVSS,显著低于 R2, 

PN/PS值为2.71.这表明冷冲击结合凝胶固定化技术

有助于维持12℃低温下EPS内PN的正常释放水平,

增强凝胶材料内部污泥结构的稳定性.在低于适宜

温度或寒冷的环境中微生物拥有调节 EPS 合成与

分泌的潜能,以最大程度降低不利环境带来的损害

作用,但是该潜能有时需要外部刺激来激发
[30]

. 

阶段 III,随着运行温度降低至 6 ,R1℃ 污泥的

EPS含量大幅下降至 42mg/gVSS,其中 PN含量下降

至 25mg/gVSS,PS 含量变化不大 (28mg/gVSS), 

PN/PS值显著降低至 0.89.这是因为 6℃的极端低温

环境导致污泥生理代谢受到严重干扰,EPS 分泌功

能被破坏,EPS含量的大幅降低导致 R1污泥丧失了

凝聚能力,因此生物量严重流失.而 R2 颗粒 EPS 和

PN含量虽然明显高于 R1,但显著低于 R3,分别为 67

和 44mg/gVSS,尽管凝胶层利于生物附着生长和持

留,但是过低的运行温度依然对凝胶层内污泥 EPS

合成与分泌产生了明显的不利影响.需要指出的是,

该阶段 R3 颗粒的 EPS 和 PN 分泌量高达 83 和

62mg/gVSS,PN/PS 值为 2.95,接近正常水平.该结果

表明,冷冲击显著增强了包埋颗粒的 EPS 调节能力,

由于冷冲击使得微生物细胞内积累了更多的相容

性溶质,这些物质不仅能调节细胞的渗透压,还可能

参与了 EPS 合成与分泌的调控过程
[7]

,利于促进生

物在极端低温下的生长聚集.这使 R3颗粒在极端低

温下仍能保持良好的污泥聚集性能,保持稳定的生

物量,为 ANAMMOX 反应的持续进行提供了有利

条 件. 

 

图 4  三组反应器内颗粒不同类型 EPS含量及组成分析 

Fig.4  The contents and composition of different types of EPS 

in the reactors R1, R2 and R3  

误差限<±5% 

2.3.2  EPS 二级结构分析  相关研究表明 EPS 中

PN 的二级结构特征显著影响污泥聚集性能
[33-34]

.通

过红外光谱(1600~1700cm
-1

)测试对 R1~R3 内颗粒

进行了 EPS中 PN的酰胺 I区分析,利用二阶导数解

析明确了各反应器内生物 EPS的 PN二级结构占比

的差异.如表 1 所示,阶段 I,反应器 R1 和 R2 中 PN

二级结构中 α-螺旋(1648~1657cm
-1

),β-折叠(1630~ 

1640cm
-1

)和无规卷曲(1640~1645cm
-1

)的占比分别

为 9.6%,20.3%,15.9%和 9.3%,20.7%,15.5%.可见,R1

和 R2 的 PN 二级结构占比没有明显差异.然而,R3

的 PN 二级结构中 α-螺旋占比较 R1 和 R2 颗粒低

13%~16%,β-折叠和无规卷曲占比之和较 R1 和 R2
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颗粒高出 19%左右.R1 污泥和 R2 颗粒 PN 的 α-螺

旋/(β-折叠+无规卷曲)的比值均为 0.24~0.26.而 R3

颗粒 PN的 α-螺旋/(β-折叠+无规卷曲)值则为 0.19.

阶段 II 和阶段 III,R3 颗粒的 α-螺旋占比和 α-螺旋

/(β-折叠+无规卷曲)值可继续维持在较低水平,分别

为 8.9%和 11.1%(阶段 II),0.22和 0.31(阶段 III).阶段

II 和 III,R3 颗粒的 α-螺旋占比较 R1 和 R2 颗粒低

20%~26%和26%~30%.阶段 II,R3内α-螺旋/(β-折叠

+无规卷曲)的比值较 R1和 R2内污泥低 24%~37%;

阶段 III,较R1和R2低 38%.α-螺旋/(β-折叠+无规卷

曲)比值可用于评估 PN 的结构特性.当 α-螺旋占比

较低,β-折叠与无规卷曲占比之和较高时表明 PN分

子结构较松散,因此 PN内部疏水性官能团易于暴露,

从而增强生物表面强疏水性,进一步增强生物凝聚

性能
[35-36]

. 

表 1  反应器 R1~R3中 EPS中蛋白质不同二级结构的占比 

Table 1  Proportion of secondary structures of proteins in EPS 

of reactors R1-R3 

阶

段 
样品 

α-螺旋 

(1650~ 

1660cm-1) 

β-折叠 

(1618~1640cm-1和

1670~1690cm-1) 

无规卷曲 

(1640~ 

1650cm-1) 

α-螺旋 

/(β-折叠+无

规卷曲) 

R1 9.6% 20.3% 15.9% 0.24 

R2 9.3% 20.7% 15.5% 0.26 I 

R3 8.1% 23.2% 19.7% 0.19 

R1 12.1% 19.4% 15.1% 0.35 

R2 11.2% 21.9% 16.9% 0.29 II 

R3 8.9% 22.2% 18.1% 0.22 

R1 15.8% 16.3% 13.3% 0.53 

R2 15.1% 16.7% 13.8% 0.50 III 

R3 11.1% 18.8% 16.6% 0.31 

 

因此,阶段 I-III,R3包埋颗粒内 PN较低的 α-螺

旋占比和 α-螺旋/(β-折叠+无规卷曲)比值表明反应

器 R3凝胶层内部污泥的聚集能力强于 R1和 R2内

的污泥 .这意味着冷冲击改变了包埋颗粒内污泥

EPS 中蛋白质的二级结构,利于污泥在较低温度下

的聚集和污泥稳定结构的保持 .随着运行温度降

低,R1和 R2内污泥的 α-螺旋占比相对增加,使得其

PN分子结构相对紧密,疏水性官能团不易暴露,生物

凝聚性能下降.然而R3颗粒通过维持较低的 α-螺旋

占比和α-螺旋/(β-折叠+无规卷曲)比值,保持了良好

的聚集性能 ,能够更好地适应低温环境 ,保障了

ANAMMOX 反应的稳定进行.该结果说明冷冲击手

段改善了包埋颗粒内污泥 EPS 中 PN 的二级结构,

使其相对松散,利于污泥在 6~12℃的较低温度下保

持良好的聚集性能. 

2.4  不同运行阶段反应器 R1~R3 功能菌群演替

分析 

采用 16S高通量测序技术解析了重要功能菌群

的相对丰度,并绘制了菌属丰度热图.由图 5 可知,阶

段 I (第 30d),反应器 R1~R3内 Candidatus Kuenenia

相对丰度均维持在较高水平,分别为 32.8%,35.5%和

36.1%.R1和 R2内 Candidatus Brocadia的相对丰度

为 2.3%和 2.7%,R3内Candidatus Brocadia的相对丰

度为 3.2%.但是,当反应器运行至阶段 II(第 60d),R1

内 Candidatus Kuenenia 的相对丰度显著下降至

14.9%,同时 Candidatus Brocadia的相对丰度下降至

1.3%.虽然 R2和 R3内 Candidatus Kuenenia的相对

丰度相比阶段 I 均有所降低 ;但 R2 和 R3 内

Candidatus Kuenenia 的相对丰度分别达 20.6%和

26.7%.此外,R2 内 Candidatus Brocadia 的相对丰度

增加至 3.3%,而R3内Candidatus Brocadia的相对丰

度则大幅提高至 10.3%.阶段 III,随着运行温度进一

步降低,R1内 Candidatus Kuenenia相对丰度急剧下

降至 0.7%,并且未检测出 Candidatus Brocadia.该阶

段,R2和 R3内 Candidatus Kuenenia相对丰度分别

为 3.6%和 8.3%,显著高于 R1.R2 内 Candidatus 

Brocadia 相对丰度则为 4.1%,值得注意的是,R3 内

Candidatus Brocadia相对丰度高达 22.7%.以上研究

结果表明,在运行温度由 23℃下降至 6℃过程中,未

包埋的 R1 污泥由于低温的冲击,R1 反应器内原本

的优势ANAMMOX菌属 Candidatus Kuenenia相对

丰度不断下降;对于反应器 R2,由于凝胶材料为生物

提供了附着位点且有助于缓冲低温的不利影响,因

此相比 R1有助于维持 Candidatus Kuenenia的丰度,

并且利于 Candidatus Brocadia 的增长.然而,经过冷

冲击强化后,R3颗粒内 Candidatus Kuenenia的低温

适应性被改善 ;尤其是低温适应性更强的

Candidatus Brocadia的增殖更是被大幅促进. 

另外,对比阶段 I~III反应器 R1~R3内丰度发生

显著变化的其他菌属发现 ,随着运行温度的降

低,R1-R3内Pseudomonas和Flavobacterium菌属的

丰度均呈增加趋势.其中,R3内这两类菌属相对丰度

的增加尤为显著,由阶段 I的 1.5%和 0.9%,增加至阶

段 II的 7.2%和 5.3%,进一步增加至阶段 III的 6.5%
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和 8.4%.这是由于 Pseudomonas 和 Flavobacterium

菌属包含了相当数量的耐冷或者嗜冷菌
[37-38]

,这些

细菌能够在较低的温度下保持较高的增殖速率,附

着在凝胶层大量孔状位点表面可以快速富集 .但

是,Pseudomonas和 Flavobacterium菌属一般为异养

菌,需要摄取有机物质才能更好地生长繁殖
[37-38]

.相

比 R2,R3 内污泥具有更高的生物活性和生物量,

生物代谢及增殖衰亡更替速度更快 ,因此产生的

有机质含量相对较高 ,利于 Pseudomonas 和

Flavobacterium 的增殖.需要指出的是,Pseudomonas

和 Flavobacterium菌属在极低温环境下可分泌大量

EPS以形成保护屏障
[37-38]

.此外,ANAMMOX污泥相

比曝气池内活性污泥、缺氧池内反硝化污泥等也可

分泌更多的 EPS.据此推断,阶段 II 和 III,R3 包埋颗

粒 EPS含量较高与 ANAMMOX菌属,Pseudomonas

和Flavobacterium菌属相对丰度较高具有密切关系. 

 

图 5  重要功能菌属的相对丰度 

Fig.5  The relative abundances of important functional 

bacteria at genus level 

上述研究结果表明,R3 凝胶颗粒可维持较高

Candidatus Brocadia和 Candidatus Kuenenia菌属的

丰度是其在 12 和 6℃下具有较高活性的重要原因;

同时 R3 颗粒内 ANAMMOX 菌属和耐冷菌属

(Pseudomonas 和 Flavobacterium)的丰度较高,利于

调节颗粒 EPS 的低温分泌,有助于生物凝聚和生物

量的维持.Huo 等指出,耐冷菌在低温下通过分泌大

量 EPS 形成保护屏障
[39]

,结合 ANAMMOX 菌自身

分泌的 EPS,这种双重高浓度 EPS 分泌机制利于减

缓低温对细胞膜的损伤,维持颗粒内部水分和营养

物质.此外,由于生物代谢与衰亡,较低温度下 R3 反

应器内有机质含量有所提高,而耐冷菌Pseudomonas

和 Flavobacterium 为异养型细菌,消耗了碳源,从而

促进了 ANAMMOX菌的无机氮素代谢
[40]

. 

3  结论 

3.1  冷冲击显著提高了 ANAMMOX 包埋颗粒的

低温脱氮性能.在 23、12 和 6℃时,冷冲击包埋颗粒

(R3)的总无机氮(TIN)去除率分别为 90%~94%、

88%~92%和 69%~73%,显著高于未冷冲击包埋颗粒

(R2)和未包埋的颗粒污泥(R1). 

3.2  R3颗粒在低温下可保持更高的SAA值和生物

量浓度是其脱氮效率较高的主要原因.6℃下,R3 的

SAA值是 R2的 12 倍;MLVSS 达 4732mg/L.冷冲击

强化了包埋颗粒 EPS 调节能力,并且改善了 EPS 中

PN 的二级结构,利于促进极端低温下内部生物聚集

生长和生物量持留. 

3.3  冷冲击包埋颗粒可维持较高 Candidatus 

Brocadia和 Candidatus Kuenenia菌属的相对丰度,6 

℃下其相对丰度分别高达 22.7%和 8.3%.同时颗粒

内 ANAMMOX 菌属和耐冷菌属丰度的增加利于

EPS 在极端低温下的分泌,进而增强了生物的自凝

聚性能. 
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