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UASB反应器中厌氧氨氧化污泥的种群分析 
 
杨  洋 1,左剑恶 1*,全哲学 2,Lee Sung-taik2,沈  平 1,顾夏声 1 (1.清华大学环境科学与工程系,北京 100084；
2.Department of Biological Sciences, Korea Advanced Institute of Science and Technology, Korea) 
 
摘要：利用变性梯度凝胶电泳、克隆和实时PCR等分子生物学技术对 2个厌氧氨氧化反应器中的微生物进行了初步研究.变性梯度凝胶电

泳结果表明,尽管 2个反应器的接种污泥不同,但经过 1年多的连续运行,二者的微生物种群结构基本相同;Planctomycete克隆结果表明,相似

的 15 个序列(>99%)与已报道的 3 个属的厌氧氨氧化菌的序列均有较大距离(<92%),而与具有厌氧氨氧化功能的KSU-1 序列有 97%的相

似,amoA基因克隆结果表明,反应器中的部分好氧氨氧化菌属于β-Proteobacteria中具有厌氧氨氧化活性的Nitrosomonas;实时PCR结果表明,

厌氧氨氧化细菌占细菌总量的 27%~29%,好氧氨氧化菌约为 5%. 
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Analysis of the species group of anaerobic ammonia oxidation sludge in UASB reactors. YANG Yang1, ZUO Jian-e1*, 
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Abstract：The molecule biological techniques DGGE, clone and real-time PCR were utilized to study prinimilarily the 
microorganism in 2 anaerobic ammonia oxidation reactors. The results of DGGE showed that despite the seeded sludge’s 
in these two reactors were different, but in these two reactors the microorganism species group structure was similar 
basically through more than 1a continuous operation. The Planctomycetales clone results showed that the similar 15 
sequences (>99%) had greater distance (<92%) with the reported sequences of 3 kinds of anaerobic ammonia oxidation 
bacteria; while had 97% similar with the KSU-1 sequence which possessed anaerobic ammonia oxidation function. The 
amoA gene clone results showed that part of the bacteria in the reactor belonged to Nitrosomonas in β-Proteobacteria, 
which possessed the anaerobic ammonia oxidation activity. The results of real-time PCR showed that the anaerobic 
ammonia oxidation bacteria occupied 27%~29% of the bacteria total amount, the aerobic ammonia oxidation bacteria 
occupied only 5%. 
Key words：anaerobic ammonia oxidation；DGGE；clone；real-time PCR 

 

    厌氧氨氧化工艺是目前最简捷和最经济的
生物脱氮途径[1-3],是指在厌氧或缺氧条件下,厌
氧氨氧化细菌以 NO2

-
为电子受体,将 NH4

+直接

氧化为 N2 的过程.研究表明,厌氧氨氧化细菌属
于浮霉状菌(Planctomycete),具有世代周期长和
外形不规则等特点.目前利用 16S rDNA 序列分
析方法已确定了 3 个属的厌氧氨氧化细菌 : 
Brocadia属包括 B. anammoxidans和 B. Fulgida; 
Kuenenia属包括 K. Stuttgartiensis; Scalindua属
包括 S. wagneri, S. brodae和 S. sorokinii[4].此外,
一些属于 β-Proteobacteria 的典型好氧氨氧化细

菌也能表现出厌氧氨氧化活性[5],因此在某些厌
氧氨氧化研究中有好氧氨氧化细菌存在[2]. 
    杨洋等[6]利用厌氧颗粒污泥与好氧活性污

泥的混合物以及河底沉积物作为接种污泥,在
UASB 反应器中对厌氧氨氧化工艺和厌氧氨氧
化颗粒污泥等方面进行了研究.本研究利用变性
梯度凝胶电泳(DGGE)、克隆和实时 PCR等方法
对 2个 UASB反应器中的厌氧氨氧化污泥进 
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行初步的种群分析. 

1  材料与方法 

1.1  厌氧氨氧化污泥 
    测试污泥取自厌氧氨氧化反应器 R1 和 R2. 
R1 采用厌氧颗粒污泥与好氧活性污泥的混合物
接种,R2采用河底沉积物接种,2个反应器均采用
无机配水为进水,在 30~35℃条件下连续运行.取
泥样时R1的总氮容积负荷为 2.66kg/(m3⋅d),总氮
去除率约为 93%,R2 的总氮容积负荷为
1.72kg/(m3⋅d),总氮去除率约为 86%.2 个反应器
中的污泥均呈棕黄色,以絮状污泥为主,有部分颗
粒污泥存在[6]. 
1.2  DNA提取方法 
    泥样用Tris缓冲液清洗2遍 ,5000r/min离心
20min;加入625µL TE缓冲液(10mmol/L Tris-HCl, 
pH 8.0;1mmol/L EDTA)和溶菌酶 (最终浓度
1.0mg/mL),37℃水浴30min;加入10%(W/V)SDS 
70µL和20mg/mL蛋白酶K 5µL,37℃水浴2h,每隔
15~20min轻轻摇动1次;冻融3次;加入核糖核酸
酶(100mg/mL)10µL,室温水浴20min;加入5mol/L 
NaCl 120µL,混合均匀 ;加入CTAB/NaCl溶液
90µL,混合均匀后,65℃,水浴20min;加入等体积的
苯酚/氯仿/异戊醇混合液(体积比为25:24:1),混合
均匀,5000r/min离心10min;上清液中加入等体积
的氯仿/异戊醇混合液(体积比为24:1),混合均匀, 
5000r/min离心10min;上清液中加入0.6倍体积的
异丙醇后静置2h,12000r/min离心10min; 70%乙
醇清洗沉淀 ,干燥后溶于400µL TE缓冲液 .总
DNA用1.5%的琼脂糖凝胶电泳进行检测. 
1.3  变性梯度凝胶电泳分析 
    提取的总DNA进行PCR扩增,扩增程序:94℃
预变性5min;94℃变性1min,55℃退火30s,72℃延
伸1min,33个循环;72℃延伸7min.PCR反应体系
为40µL,其中10×PCR反应缓冲液4µL,2.5mmol/L
的dNTP溶液4µL,10pmol/µL的引物GC-341F和
536R[7]各4µL,Taq酶2个单位,DNA模板40ng.PCR
产物用1.5%的琼脂糖凝胶电泳进行检测. 

利用DGGE电泳对PCR产物进行分离,仪器
为D-Code System(Bio-Rad公司),电泳条件:凝胶
变性梯度30%~60%,电压120V,电泳缓冲液为
1×TAE,电泳温度60℃,电泳时间6h.电泳结束后
用溴乙锭(EB)染色20min,在清水中退染20min后
观察结果. 
1.4  克隆和测序 
    提取的总 DNA 进行 PCR 扩增,扩增程序: 
94℃预变性 5min;94℃变性 1min,60℃退火
1min,72℃延伸90s,18个循环;72℃延伸10min. PCR
反应体系为 40µL,其中 10×PCR反应缓冲液 4µL, 
2.5mmol/L的 dNTP溶液 4µL,10pmol/µL的引物
4µL( 引 物 Pla-46F 和 1390R[8] 用 于 扩 增

Plancto-mycetales,引物 amoA-1F 和 amoA-2R[9]

用于扩增 amoA基因),Taq酶 2个单位,DNA模板
40ng.PCR产物用0.8%的琼脂糖凝胶电泳进行检
测,PCR产物用AccuPrep纯化试剂盒(Bioneer公司)
纯化. 
    纯化后的 PCR产物与 T-载体(Promega公司)
连接,转化大肠杆菌感受态细胞,在含有 X-gal、
IPTG和 Amp的 LB培养基上培养 1d(37℃),提取
质粒并纯化,用 PCR 检测.克隆结果测序由韩国
Genotech公司完成. 
1.5  系统进化树分析 
    利用 CLUSTALX 软件进行序列比对[10](比
对所需的基因序列从美国 GenBank 下载),并利
用 BioEdit 软件进行缺失序列修正,然后通过
DNA序列距离K计算公式计算出进化距离,最后
采用MEGA2软件建立进化树[11]. 
1.6  实时 PCR 
    PCR 扩增选用 SYBR Green qPCR 试剂盒
(Finnzymes 公司),仪器为 96 孔板 DNA Engine 
Opticon System(MJ Research公司).引物Ana-F和
修正后的Ana-R用于扩增 anammox细菌[12],引物
amoA-1F和 amoA-2R用于扩增 amoA基因[9],通
用引物 338F和 518R用于扩增真细菌[13].用不同
浓度的 Planctomycetales克隆产物建立 C-t标准
曲线,R2>0.98.PCR 步骤:95℃预变性 15min:94℃
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R1 R2 

变性 30s,54℃退火 30s,72℃延伸 30s,40个循环. 

2  结果与讨论 

2.1  微生物种群结构比较 
    利用 QUANTA 200 型扫描电镜(FEI 公司)
对R1和R2中的厌氧氨氧化污泥进行观察(图 1). 
2 个反应器中的优势菌均为一种具有不规则外
形的椭球菌,而且细菌周围存在着较多胞外多聚
物,这与其他研究者对典型厌氧氨氧化细菌的研
究结果类似[3]. 

图 1  厌氧氨氧化污泥扫描电镜照片(×10000) 
Fig.1  SEM photo of the ANAMMOX sludge (×10000) 

 
虽然 R1和 R2的接种污泥不同,但在 1年多

的连续运行过程中,二者的运行条件基本相同.利
用 DGGE 技术对 2 个反应器中微生物的种类进
行了比较,结果如图 2所示.由图 2可见,R1和 R2
中的微生物种类不是很丰富,这可能与反应器长
期采用无机配水为进水有关.此外,从 2 组条带的
位置可以看出,长时间的运行后,2个反应器中的微
生物种类基本相同.因此,在对微生物种类做进一
步研究时,仅选取 R2中的污泥作为代表. 
2.2  厌氧氨氧化细菌 
    研究表明,目前发现的 3 个属的厌氧氨氧化
细菌虽然都是 Planctomycete的深层分支,但三者
的进化距离非常大(<85%),与其它 Planctomycete
的同源性仅为 74%~77%.在属于 Planctomycete
的细菌之间,较大的进化距离很常见[4],因此可能
还存在其它厌氧氨氧化细菌.日本研究者获得了
与上述 3 个属不同的厌氧氨氧化细菌 KSU-1,其

与 B. anammoxidans 的 16S rDNA 序列只有
92.2%的相似性,但在试验过程中以 KSU-1 为优
势菌的污泥表现出了良好的厌氧氨氧化活性[12]. 

图 2  2种污泥的 DGGE结果比较 
Fig.2  Comparison of DGGE results of ANAMMOX 

sludge 
 
    R2 的污泥具有较高的厌氧氨氧化活性[14],
对污泥中的 Planctomycete细菌进行克隆,克隆结
果测序后构建的厌氧氨氧化细菌的系统进化树

如图 3所示.在获得的 16个结果中有 15个序列
相互之间很相似(>99%),与已报道的厌氧氨氧化
细菌的序列均有较大距离(<92%),但与KSU-1的
16S rDNA序列有 97%的相似. 
2.3  好氧氨氧化细菌 
    有研究表明,当环境中供氧不足时,某些好氧
氨氧化细菌能够利用亚硝酸盐作为电子受体进

行厌氧氨氧化反应,从中获得能量用以生长[5].氨
单加氧酶(AMO)是与好氧氨氧化过程直接相关
的酶,编码AMO的基因簇amo至少含有3个基因
(amoA,amoB和amoC),不同种之间的amo基因具
有很高的相似性,在1个细胞中一般含有3个拷贝
的amo[15],因此选用功能基因amoA表示好氧氨氧
化细菌的存在. 
    本研究对提取的总 DNA也进行了 amoA基
因克隆,克隆结果测序后构建的好氧氨氧化细菌
的系统进化树如图 4所示.由图 4可知,在获得的
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Candidatus “Brocadia anammoxidans” (AF375994)
Anoxic sludge clone KU-1 (AB054006) 

Planctomycetales clone HAuD-MB/2-35 (AB176696) 
Clone P4 (1/16)

Planctomycetales KSU-1 (AB057453)
Clone P8 (15/16)

Rotating biological contactor clone KOLL2a (AJ250882)
Anoxic sludge clone KU-2 (AB054007) 

Candidatus “Kuenenia stuttgartiensis” (AF375995)

Anoxic biofilm clone Pla2-19 (AF202661)
Candidadus “Scalindua wagnery” (AY254882) 

Candidatus “Scalindua brodae” (AY254883) 
Candidatus “Scalindua sorokinii” (AY257181)100

100

100
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图 3  厌氧氨氧化细菌的系统进化树分析 
Fig.3  Phylogenetic tree based on the sequences of ANAMMOX bacteria

28 个克隆结果中,54%的序列与从厌氧氨氧化生
物膜中分离出的好氧氨氧化细菌 K5F 序列十分

相似,18%的序列与具有厌氧氨氧化氧化活性的
Nitrosomonas细菌[5]序列之间存在较高的同源性.

 
2.4  厌氧氨氧化细菌和好氧氨氧化细菌的定量
测定 
    由于实时 PCR 技术具有较高的灵敏度和精
确度,因此目前广泛应用于环境微生物的定量测
定.本研究利用实时 PCR技术对 2类氨氧化细菌
进行了定量分析,结果表明,所提取的 1ng DNA

中含有 7.02×1010 个真细菌基因的拷贝 , 
1.89×1010个 Planctomytales 细菌基因的拷贝,以
及 3.12×109个 amoA基因的拷贝.Klappenbach等
[16]在对纯培养细菌的研究中发现,真细菌中平均
每个基因组的 16S rDNA 拷贝数为 3.6,而
Planctomycetales 细菌中每个基因组的 16S rDNA

A8 (7 clones)
A4 (7 clones)
Sequencing batch reactor DGGE_band_G05 (AB158744)
Anoxic biofilm isolate K5F (AJ293026)

Septic tank ST-B-gene-2 (AB121119) 

A2-11 (1 clone)

Nitrosomonas eutropha Nm57 (AJ298713) 

A2 (2 clones)

Sequencing batch reactor DGGE band H01-06 (AB158740) 

Subsequent batch biofilm reactor clone SBBR1 8 (AF272428)

A2-10 (1 clone)

A2-7 (2 clones)

Nitrosomonas europaea Nm50 (AJ298710)

Nitrifying Plant clone GL11-2 (AF272466)

A1 (7 clones)

Nitrosococcus mobilis Nc2 (AJ298701) 

A2-5(1 clone)

Nitrosolobus multiformis (U91603)100
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Constructed wetland clone amoA_DA.3  (AJ784790) 

图 4  好氧氨氧化细菌的系统进化树分析 
Fig.4  Phylogenetic tree based on the sequences of aerobic ammonia oxidation bacteria 

0.05 
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拷贝数仅为 1.5~2.0 个[17],因此可计算出在试验
污泥的细菌中厌氧氨氧化细菌占 27%~29%,而
好氧氨氧化细菌约为 5%. 
    综合克隆和实时 PCR结果可以发现,尽管在
R2 反应器中好氧氨氧化细菌的种类多于厌氧氨
氧化细菌,但厌氧氨氧化细菌的数量远多于好氧
氨氧化细菌,因此可以确定,本研究中的反应器是
以厌氧氨氧化细菌为优势菌的厌氧氨氧化反应

器. 

3  结论 

3.1  DGGE结果表明,尽管 2个厌氧氨氧化反应
器的接种污泥不同,但经过 1年多的连续运行,二
者的微生物组成基本相同. 
3.2  Planctomycete 克隆结果表明,在所得 16 个
结果中有 15 个序列相似(>99%),这 15个序列与
已报道的 3 个属的厌氧氨氧化菌的序列均有较
大距离,而与具有良好厌氧氨氧化活性的 KSU-1
的序列有 97%的相似. 
3.3  amoA基因克隆结果表明,在所得 28个结果
中,54%的序列与厌氧氨氧化生物膜中分离出的
好氧氨氧化细菌 K5F 序列相似,18%的序列与具
有厌氧氨氧化氧化活性的 Nitrosomonas 细菌序
列之间存在较高的同源性. 
3.4  利用实时 PCR技术对 2类氨氧化细菌进行
定量分析,结果表明,厌氧氨氧化细菌占细菌总量
的 27%~29%,好氧氨氧化细菌约为 5%. 
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