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摘 要：分子生物学作为一门现代生物学技术，弥补了常规微生物学试验的不足，能对环境样品中的微生物进行原位

观察，有效、快速、准确地反映环境样品中的微生物信息。为总结分子生物学在废水脱氮领域微生物学研究中的应用，

介绍了最常用的几种相关技术，并以SHARON、ANAMMOX、CANON以及OLAND等新型生物脱氮工艺为例，回顾

了分子生物学技术在该领域的研究进展，同时对其在该领域的发展进行了展望。 
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Application of molecular biology technology on microbiology study of 

nitrogen removal processes in wastewater treatment 
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Abstract: As a modern technology, molecular biology would compensate for the defaults of traditional ones. Without 

cultivation, some information about microorganism would be quickly effectively and accurately gained. To retrospect the 

application and development of molecular biology technology on the microbiology study of some novel nitrogen removal 

processes, some typical technologies were analyzed, and the process such as SHARON, ANAMMOX, CANON and 

OLAND were taken for example. Meanwhile, the prospect of molecular biology technologies was forecasted. 
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水体氮污染威胁到我们赖以生存的生态环境，开发

经济有效的生物脱氮技术已成为国内外的研究热点，其

中新型脱氮工艺，如 SHARON（single reactor high 

activity ammonium removal over nitrite，短程硝化反硝

化），ANAMMOX（anaerobic ammonium oxidation，厌

氧氨氧化），CANON（completely autotrophic nitrogen 

removal over nitrite，一体化自养脱氮），OLAND（oxygen 

limited autotrophic nitrification and denitrification，限氧硝

化/反硝化）等，以其高效节能的特点近年来更是受到

学者的广泛关注。由于这类工艺在反应原理上与传统脱

氮工艺有本质上区别，其机理研究日益成为研究重点。 

新型脱氮工艺反应器内微生物学研究是其机理研
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究的一个重要组成部分。传统微生物学实验虽能在一定

程度上检测出新型脱氮工艺中某类已知细菌的总数、通

过功能判断以及外表观测确定功能菌种等，但对于微生

物多样性及其在环境领域作用的了解仅靠传统的微生

物学方法如显微镜、菌种培养等是不够的，这主要是由

于微生物形态简单，缺乏明显的外部特征；而且由于难

以模拟大多数自然环境中微生物生长繁殖的真实条件

而不能获得微生物的纯培养[1]；此外，一些细菌的世代

周期很长，比如ANAMMOX工艺中的厌氧氨氧化菌，

其世代周期在 11 d以上，很难采用培养的方法进行分

离[2]。再加上如选择性培养基计数等定量方法的不准确

性，使得现今对于处理工艺中微生物与处理效果相关性

的研究仍处于“黑箱”阶段。此外，由于新型脱氮工艺

关于其机理研究尚处于初级阶段，到底有哪些微生物参

与了反应尚不明确，这也使得采用常规微生物学手段有

一定的困难。因此，为了更好地研究新型脱氮工艺的反

应机理，为其控制反应条件提供理论依据，为实际应用

奠定理论基础，迫切需要其他的生物学新技术。 

近年来，分子生物学技术因其能对环境样品中的微

生物进行原位观察，且能快速、灵敏、有效得到遗传水

平上环境微生物的多样性信息，在环境领域得到了重要

进展，随着人们对新型脱氮工艺的关注，该技术在脱氮

系统中微生物的多样性、系统发育地位、种群结构以及

与功能的相关性等研究中的成为了该领域的应用热点。

笔者回顾分子生物学技术在废水脱氮工艺中微生物学

研究方面的应用，并对其在该领域的发展进行展望。 

1 分子生物学技术概述 

分子生物学(molecular biology)是一门现代生物学，

是在生物化学与遗传学、微生物学、细胞学、生物物理

学等学科相结合的基础上发展起来的崭新学科[3]。它将

研究对象主要集中于生物大分子——核酸（DNA 和

RNA）。分子生物学正对生物科学各个领域进行广泛渗

透和影响，而成为带动整个生命科学的前沿学科，并已

成为现代生命科学的“共同语言”[3]。目前，已开发并

应用于环境领域。研究微生物群落的分子生物学技术主

要有以下几种。 

1.1 荧光原位杂交 

荧光原位杂交技术(fluorescent in situ hybridazation，

FISH)问世于 20世纪 70年代后期，是根据已知微生物

不同分类级别上种群特异的DNA 序列，以利用荧光标

记的特异寡核苷酸片段作为探针，与环境基因组中

DNA分子杂交，检测该特异微生物种群的存在与丰度。

该方法的特点是可以进行样品的原位杂交，避免细菌的

纯培养过程。此外，该技术可以有效反应环境样品中细

菌数量及空间位置，并具有定性、定量分析和空间位置

识别特点，因此，FISH 技术成为了微生物学的一个突

破，近年来应用于环境中特定微生物种群的鉴定、种群

数量分析及其特异微生物跟踪检测。采用该技术已发现

了许多新的微生物物种。 

1.2 多聚酶链式反应 

多聚酶链式反应(polymerase chain reaction，PCR)

是由美国Cetus 公司Mullis等在 1985年建立起来的一

套大量快速扩增特异 DNA 片段的系统，属 DNA体外

合成技术，类似于生物体内DNA的复制过程，重复经

过若干个变性、退火、延伸这 3 步循环，就可以使目

的 DNA 扩增放大，解决了环境样品中由于提取 DNA

含量过低而不能很好分析的难题。目前，PCR 已成为

分子生物学家手中不可或缺的工具，通过 PCR，可以

在几小时内将一个分子的遗传物质成百乃至上亿倍的

复制。该技术具有特异性强、灵敏度高、快速、简便

以及重复性好等特点和优点，短短几十年得到了迅速

发展和应用。从 PCR技术发明至今，该技术已不断得

到改进，除经典 PCR 以外，还开发出了荧光定量

PCR(Real-time PCR)等。 

1.3 变性梯度凝胶电泳 

变性梯度凝 胶 电 泳 (denaturing gradient gel 

electrophoresis，DGGE)由Myers等首先创建，属于DNA

指纹图谱技术。PCR 扩增产物在具有变性浓度梯度的聚

丙烯酰胺凝胶中具有不同的迁移位点，不同的G＋C 含

量在胶中产生不同分离的条带，每一条条带代表一个不

同的微生物种群，通常用条带数目的多少来反映微生物

种群的多样性，用条带的染色强度反映不同细菌种群的

丰度。这样仅仅分析条带就能得到很有用的信息。

DGGE在微生物分子生态学方面的应用，不仅使得人们

对复杂微生态系统的解析成为可能，也使得对微生物群

落动态变化的研究成为可能，近年来，该技术用于环境

微生物种群研究的文章越来越多，涉及的领域也越来越

广泛。 

1.4 DNA 克隆 

环境样品微生物分析的一个较突出的问题是得不

到足够的目标物质进行分析。譬如 10 L生长到最大浓

度的E.Coli培养菌只包含 7 mg DNA多聚酶 I，许多其

他蛋白质的量则更少。此外，微生物体内的蛋白质，能

被纯化的部分几乎不到一半，真核细菌的蛋白质则更难

得到，分子克隆技术的发展和应用克服了这一不足。分

子克隆的主要技术要点是：将目标 DNA 片断插入一段

自复制的 DNA 分子（克隆载体）中，而后目标 DNA
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片断就和载体复制在一起，将这个携带着目标 DNA 片

断的载体在宿主细胞（如E.Coli 或酵母菌）中克隆后就

可产生大量的被插入的目标DNA 片断。 

1.5 DNA测序及序列分析 

与 PCR类似，DNA测序采用高温使DNA双链

变性，引物被退火后得到延伸。Taq DNA 多聚酶也

是 DNA 测序反应中常用的酶，它能使染料标记的

DNA终端分布更加均匀，具有较高的测序准确度。 

此外，DNA序列分析是测序后一个重要步骤，

不同微生物有不同DNA序列，因此经过准确和合理

的序列分析即能鉴定目标微生物。目前，可以通过网

络数据资源得到有关的序列信息，也可以应用软件在

数据库中查询，还可以通过系统发育分析确定微生物

在发育过程中种属关系。 

2 分子生物学技术在新型脱氮工艺中的应用 

新型生物脱氮工艺按其脱氮反应及反应器类型的

不同，主要可以分为 SHARON、ANAMMOX、CANON

以及OLAND等几种。这几种工艺的发展，为水处理工

作者在生物脱氮设计方面提供了新的理论和思路，它们

逐渐成为各国学者研究的焦点。 

2.1 SHARON工艺 

SHARON(single reactor high activity ammonium 

removal over nitrite)工艺由荷兰Delft 技术大学Hellinga 

等于 1997 年开发成功。该工艺的核心是利用硝化菌与

亚硝化菌在较高温度(30~40 ℃)下不同生长速率，硝化

菌的生长速率明显低于亚硝化菌的生长速率。通过控制

温度和污泥龄将硝化菌自然淘汰，使反应器中的亚硝化

菌占绝对优势，从而在同一个反应器内，先在有氧的条

件下，利用亚硝化菌将氨氮氧化生成 NO2
－

，然后在缺

氧的条件下，以有机物为电子供体，将 NO2
－

反硝化生

成 N2。该工艺的关键在于将 NH4
＋

氧化控制在 NO2
－

，

阻止NO2
－

进一步氧化，然后直接反硝化。 

由于该工艺需对硝化菌进行有效淘汰而使亚硝化

菌富集，所以之前很多研究者针对系统内如何培养、分

离功能菌上进行了大量研究，如找到了适合亚硝化菌分

离、生长的培养基，并得到其纯培养后进行了亚硝化菌

的生理特性研究等[4]。但是由于亚硝化菌的富集时间需

要 60 d[5]，且由于肉眼在辨别筛选菌落的过程中无法精

确判断，这使得有些功能菌很可能被人为忽略掉。而分

子生物学无需对工艺中微生物进行纯培养，可以在一次

实验中发现可能存在的所有菌种并且得到精确判断，避

免了常规培养中的人为误差，节省人力物力。Susanne

等[6]首次应用现代分子生物学技术对 SHARON 工艺中

的微生物组成情 况进行了研究。他们采用

PCR-DGGE-16S rRNA 序列分析技术，对 SHARON工

艺中微生物样品进行分子生物学技术检测，研究结果显

示，系统内至少存在 4种不同微生物，并且其中有 1种

占主导地位(69%)的细菌与 Nitrosomonas europaea 有

98.8%的相似性，采用 FISH 技术核实反应器内确实有

70%的细菌属于 Nitrosomonas europaea。A. Mosquera- 

Corral 等[7]在研究有机碳及盐对 SHARON 工艺的影响

中，选用NEU653 探针定期采用 FISH技术探测该工艺

污泥中微生物的组成。结果表明，尽管不同有机碳及盐

浓度对反应效果有不同影响，但参与反应的主要细菌均

为Nitrosomonas。 

2.2 ANAMMOX工艺 

1990年荷兰 Delft技术大学的 Kluyver生物技术实

验室首次发现了厌氧氨氧化现象(anaerobic ammonium 

oxidation，ANAMMOX)，它是指在严格厌氧条件下，

微生物直接以NH4
+ 为电子供体，以NO2

－

为电子受体，

将 NO2
－

和 NH4
+转变成 N2的生物氧化过程。与传统生

物脱氮途径相比，该工艺可以节省能耗，是一种经济有

效的处理手段。 

ANAMMOX菌是一种生理生化特性较为特殊的古

细菌，虽然在自然界中广泛存在，如土壤干湿界面、海

底缺氧环境、海湾等，但因其生长缓慢、对氧气相当敏

感严格厌氧，且只有在高浓度时才显示出活性，使得传

统的微生物培养方法至今还没有获得 ANAMMOX 菌

纯培养物[8]。厌氧氨氧化基础理论研究方面，对具厌氧

氨氧化功能的细菌分类研究一直是重点之一，现代分子

生物学技术在该领域起了至关重要的作用。 

目前，用现代分子生物学技术，无需纯培养，已经

鉴定出 5 类 ANAMMOX 菌种，分别为 Candidatus

“Brocadia anammoxidans”，Candidatus “Kuenenia 

stuttgartiensis”，Candidatus “ Scalindua brodae”，

Candidatus “Scalindua wagneri”和Candidatus“Scalindua 

Sorokinii ”。其中Candidatus Brocadia anammoxidans由

Strous等[9]最先发现并确定其 16S rDNA 序列及在细菌

进化树上的位置， B.anammoxidans的 16S rDNA基因

序列常被用来设计为特定的寡核苷酸探针，以用于荧光

原位杂交(FISH)[10]。Candidatus Kuenenia stuttgartiensis

被 Schmid等[11]在德国几个污水处理厂中发现，它们的

16S rDNA 序列形成了一个明显独立的种群，其中有

85%的细菌与已发现的B.anammoxidans的16S rDNA序

列相似性少于 90%，因而认为是一种新的厌氧氨氧化

菌。Egli[12]在瑞士 Kolliken附近处理有毒废物垃圾填埋

场的生物转盘中富集到一种厌氧氨氧化菌，该细菌 16S 

分子生物学技术在废水脱氮工艺微生物学研究中的应用 
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rDNA 序列与 B.anammoxidans 有 90.9%相似，而与 K 

stuttgartiensis 有 98.5%~98.9%相似，命名为 K. 

stuttgartiensis细菌。荷兰Delft技术大学Markus Schmid

等学者[13]在英国Pitsea某一垃圾填埋场渗滤液中将具有

厌氧氨氧化功能的细菌用厌氧氨氧化菌通用探针进行

荧光原位杂交却没有探测到与该探针反应的细菌存在，

而用浮霉菌目探针重复试验发现有 99%的细菌发生了

反应，且这类细菌占全部细菌总数的 20%，进一步通过

鉴定后发现这些细菌属于 2个菌种，他们把这 2种新的

厌氧氨氧化菌命名为Candidatus “Scalindua brodae” 及

“Scalindua wagneri”。与此同时，在黑海中也发现一种

Scalindua sorokinii的细菌同样具有厌氧氨氧化功能[14]。

这5类厌氧氨氧化菌由于至今仍未能分离得到纯菌株，

尚未获得正式命名和分类。目前有研究表明，自然环

境中还存在一种以前未被发现的可进行厌氧氨氧化的

细菌[15]。 

2.3 CANON/OLAND工艺 

CANON(completely autotrophic nitrogen removal 

over nitrite)工艺首先由荷兰Delft大学提出，即一体化自

养脱氮工艺。该工艺在一个反应器内通过控制溶解氧实

现短程硝化和厌氧氨氧化 2 个脱氮过程。OLAND 

(oxygen limited autotrophic nitrification and denitrification)

工艺 1998 年由比利时根特大学微生物生态实验室开发

研制的，该工艺是利用普通硝化污泥在限氧条件下（溶

解氧 0.1~0.3 mg/L），使硝化过程仅进行到亚硝酸盐氮阶

段，无需外加碳源，实现生物脱氮在较低温度(22~30 ℃)

下的稳定运行并去除富氮废水中氮的过程。虽然

OLAND强调的是控制溶解氧，但从OLAND和CANON

工艺各自反应条件与反应过程来看，二者属同一机理，

只是冠名不同。 

荷兰 Delft大学针对CANON工艺内可能存在的功

能菌应用 FISH技术展开了研究[16]，研究结果显示系统

中可能存在 3种微生物：类亚硝化单胞菌的好氧氨氧化

菌、类浮霉状菌的厌氧氨氧化菌以及氧化亚硝酸盐的硝

化菌和硝化螺菌。Egli等[17]通过分子生物学的方法，分

析了生物膜 CANON 工艺的生物构成和基质代谢的途

径。A Olav Sliekers 等[18-19]用荧光原位杂交技术监测全

程自养脱氮反应器中的微生物，发现在反应器处于稳定

阶段时即使在限制曝气的情况下，反应器中仍然存在有

活性的厌氧氨氧化菌，不存在硝化菌。中国科学院应用

生态研究所与比利时根特大学农业与应用生物技术学

院合作[20]，应用荧光原位杂交技术，对 OLAND 生物

脱氮系统硝化阶段不同时期硝化菌群的变化进行分子

生物学检测，揭示了随溶氧浓度的降低，氨氧化菌的数

量基本保持恒定、亚硝酸氧化菌的数量略有减少的变化

规律，并且发现，在两阶段限氧自养硝化-反硝化生物

脱氮系统中氨氮的氧化主要是由Nitrosomonas sp.完成，

亚硝酸的氧化主要由 Nitrobacter sp.完成。秦宇等[21-23]

采用荧光定量PCR技术研究了溶解氧对单级自养脱氮

系统功能菌数量的影响，同时通过 PCR-DGGE技术对

该系统进行微生物群落分析，结果表明，运行效能好

的反应器活性污泥及生物膜浓度较高，微生物群落结

构差异较大，溶解氧在活性污泥及生物膜内的分布特

点为各类微生物及其代谢创造了良好环境，系统中好

氧氨氧化菌AOB及厌氧氨氧化菌ANAMMOX在数量

上绝对占优。 

3 研究展望 

近年来，分子生物学在基础理论及其技术开发应用

方面均取得了突飞猛进的发展，该技术不断向生物科学

的各个领域渗透，并为研究新型脱氮工艺微生态与微生

物特性提供了强有力的方法和手段。 

目前国际上多采用分子生物学手段对新型脱氮工

艺的功能细菌进行鉴定，并在分子水平上阐述分子适应

等生态问题的机制，而我国在这方面的研究中至今还仅

停留在菌种的分离、纯培养和生理生化特性方面，很少

涉及新型脱氮工艺微生物的分子生物学方面的工作。不

仅与应用要求还有较大距离，而且与国外研究水平的差

距也很大。新型脱氮工艺的分子生物学研究，即应用现

代分子生物学技术，有目的地选择研究对象研究脱氮工

艺的微生物生态结构和生态机制，为提高脱氮效率提供

理论指导无疑将成为学者们今后研究的发展方向。此

外，是否还存在其他的亚硝化菌、厌氧氨氧化菌等菌种，

以及中间产物的形成机理等，尚有许多方面不清楚，需

作进一步研究。随着分子生物学技术的发展及人们研究

的深入，对新型脱氮工艺中参与反应的相关基因进行克

隆，通过酶基因的改造，不仅可以提高脱氮的速度和效

率，而且如将这些基因克隆到异养微生物中进行高效表

达，便可以构建基因功能菌，这将为新型脱氮工艺的进

一步实际应用开创一片新天地，这对更好地揭示新型脱

氮工艺中微生物与环境之间的生态学关系以及为实现

新型脱氮工艺系统的优化运行具有深刻的理论研究意

义与实际应用价值。 
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