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摘　要　采用序批实验研究了不同环境因素 (甲烷供应、初始硝氮浓度和 pH值)对厌氧甲烷氧化型反硝化系统

脱氮性能的影响，并采用高通量测序对不同 pH下反应器内微生物群落结构进行了分析。结果表明：当甲烷供

给充足时，系统反硝化效果明显；随着初始硝氮浓度的升高，系统平均脱氮率呈现先升高后下降的趋势，表明

适当增大硝氮质量浓度 (<30 mg·L−1)可提高反硝化速率；在不同 pH下 (pH=6~9)系统均表现出较强的脱氮能力，

在中性和弱碱性条件下的脱氮速率最高。基于高通量测序结果表明：pH为 7和 8时微生物丰度最高，多样性及

均匀度适中；随着 pH的升高，微生物多样性和均匀度也越高，说明碱性环境可以提高微生物的多样性和均匀

度；不同 pH下，Gammaproteobacteria，Deltaproteobacteria，Bacterodia， Ignavibacteria和 Anaerolineae为优势菌

纲；pH为 8时，常见的甲烷氧化菌Methylocystis大量富集；pH为 6时，甲烷氧化菌Methylotenera和Methylophilaceae
得到富集；环境 pH对微生物种群结构具有选择作用，不同 pH环境中优势微生物亦不同。本研究可为厌氧甲烷

氧化型自养反硝化系统的条件优化和性能提升提供参考。
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氮及其化合物会污染地表水体，还会经微生物作用转化为硝酸盐氮积累在土壤中造成地下水

污染 [1]，已成为水体污染治理中的重要污染物。因此，寻求高效、低耗的脱氮技术成为国内外水处

理领域亟待解决的重要课题。相较于离子交换、膜分离、化学还原等物理化学手段，生物脱氮具

有高效低耗、稳定运行等优点，并已被广泛应用于实际污水处理中 [2]。由于反硝化过程中微生物所

需碳源种类不同，可将反硝化过程分为异养反硝化和自养反硝化两大类 [3]。常见的自养反硝化过程

包括氢自养反硝化、硫自养反硝化 [2]、铁自养反硝化 [4] 等。有研究表明，在厌氧条件下甲烷能直接

作为碳源及电子供体发生反硝化脱氮 [5]，这一过程被称为厌氧甲烷氧化的反硝化 (denitrifying
anaerobic methane oxidation, DAMO)。与其他电子供体相比，甲烷获得途径广泛、无毒且经济便
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宜 [6]。同时，甲烷是温室气体，所产生的温室效应是等质量二氧化碳的 26倍，对全球变暖的贡献

率约占 20%[7]。因此，厌氧甲烷氧化与自养反硝化的耦合反应将人为产生的甲烷用于废水反硝化脱

氮处理，可为低物耗废水处理和节能减排提供新思路。

由于 DAMO微生物为自养型微生物，生长缓慢，富集培养比较困难，故基于此类微生物的生

物膜反应器研究较少。因此本研究拟采用序批实验，利用人工模拟低氮负荷废水，比较不同环境

因素对 DAMO系统中间产物的积累与脱氮效果的影响，并通过高通量测序技术，探究不同 pH作

用下的污泥中微生物的生态分布、群落结构组成和演替变化规律，以揭示系统 pH对 DAMO功能

微生物种群分布及变迁情况的影响，以期为甲烷厌氧氧化的自养反硝化系统的 pH调控及条件优化

提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验方法

NO−3 NO−2 NH+4

本研究通过序批实验考察 CH4 供应、初始硝氮质量浓度和溶液 pH对厌氧甲烷氧化型自养反硝

化性能的影响。将经过前期培养的 50 mL污泥接种至具塞摇瓶 (250 mL)内，再加入 150 mL模拟硝

酸盐废水，调节溶液 pH；每日向具塞摇瓶内以 0.01 MPa压力注入足量甲烷；为避免光照影响，用

双层锡箔纸包住瓶身以保证反应在黑暗环境下进行；将摇瓶置于恒温振荡培养箱中进行反应，调

节温度为 (30±1) ℃，转速为 (150±5) r·min−1；定时检测溶液中 -N、 -N和 -N的质量浓度。 

1.2    接种污泥与实验用水

NO−3

本实验采用的接种种泥取自武汉市沙湖污水处理厂二沉池，污泥的初始MLSS约为 8 900 mg·L−1。

实验开始前，将取回的活性污泥放置在 5 L的密闭容器内进行为期 30 d的培养驯化。在污泥驯化

期间，向容器中加入模拟硝酸盐废水 ([NO3
−-N]=20 mg·L−1)以促进微生物的增殖，并每天更换新鲜

模拟硝酸盐废水。此外，向上述容器中通 15 min氮气以形成厌氧氛围，然后再通入足量甲烷气

体，以达到对污泥培养驯化的目的。将经驯化后能够发生基于甲烷厌氧氧化的反硝化作用的污泥

用于后续实验。模拟硝酸盐废水的具体成分及质量浓度为： -N 20~50 mg·L−1，K2HPO4 25 mg·L−1，

KH2PO4 20 mg·L−1，CaCl2 10 mg·L−1，NaHCO3 2 000 mg·L−1。添加微量元素液的体积分数为 0.5 mL·L−1，

调 节 pH至 7.3~7.5。 微 量 元 素 液 的 成 分 及 质 量 浓 度 为 ： ZnSO4·7H2O  0.5  g·L−1， CaCl2  2  g·L−1，

MnCl2·4H2O  2.5  g·L−1， Na2MoO4·4H2O  0.5  g·L−1， KI  0.18  g·L−1， CuSO4·5H2O  0.1  g·L−1， CoCl2·6H2O
0.15 g·L−1，FeCl3·6H2O 1.5 g·L−1。 

1.3    分析方法

NO−3 NO−2
NH+4

水质指标的检测方法依照国家环保总局编制的《水与废水监测分析方法 (第 4版)》，以及美

国公共卫生协会编写的《Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater》(第十九版)中
的标准方法检测。其中，[ -N]采用紫外分光光度法测试，[ -N]采用 N-(1-萘基)-乙二胺分光

光度法测试，[ -N]用纳氏试剂分光光度法测试。采用 SPSS 23.0进行方差分析 (ANOVA)，以确

定数据集之间是否存在差异，如果 p<0.05，则认为存在显著差异。

为探究环境 pH对甲烷厌氧氧化耦合自养反硝化微生物的多样性和种群群落结构变化的影响，

分别取 pH为 6、7、8、9时的污泥样品进行高通量测序，测序结果分别标记为 P1、P2、P3和 P4。
本实验中，高通量测序在上海美吉生物医药科技有限公司进行，利用 Illumina Miseq平台，以

515F(5 ′-GTGCCAGCMGCCGCGG-3′ )与 907R(5 ′-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3′ )作为引物进

行 PCR扩增与焦磷酸测序。 

2    结果与讨论
 

2.1    CH4 供应对反硝化过程的影响

为探究甲烷在自养反硝化体系中的作用，分别向 S1、S2系统中通入氮气和甲烷，将 pH调至
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NH+4
NO−3

NO−3

7.5，并检测系统的反硝化速率 (见图 1)，未检

测到 NO2
−-N和 -N的积累。由图 1可知，通

入氮气时 (S1)， -N含量基本保持不变，几

乎没有降解；而在充足甲烷的供应下 (S2)，6 d
内 -N基本完全降解，平均脱氮速率为 3.67
mg·(L·d)−1。这说明甲烷供应是反硝化过程中的

重要条件，也证明了经前期培养驯化的污泥能

发生基于甲烷厌氧氧化的反硝化作用。 

NO−32.2    初始 -N 质量浓度对反硝化过程的影响

NO−3
NO−3

将摇瓶内溶液 pH保持在 7.5，供以充足的

甲烷气体，初始 -N质量浓度分别设为 20、
30、40和 50 mg·L−1，探究不同 -N质量浓度

NH+4 NH+4

NO−3

NO−3
NO−3

NO−3

NO−3
NO−3

对反硝化速率的影响，实验结果如图 2所示。由图 2可知，整个过程几乎没有 -N的积累， -N
质量均维持在 0.3 mg·L−1 以下。当初始硝氮浓度从 20 mg·L−1 增加至 30 mg·L−1 时，平均去除速率也

从 3.33 mg·(L·d)−1 增加至 4.28 mg·(L·d)−1 (p<0.05)。这表明在一定范围内，随着初始 -N质量浓度

的增加，脱氮速率呈上升趋势。这可能是由于：一方面增加了氮源，有利于微生物的增长繁殖；

另一方面，在甲烷厌氧氧化耦合自养反硝化过程中， -N经过一系列还原酶的作用被转化成

N2，同时还有 O2 生成，而甲烷在甲烷氧化菌的作用下被 O2 氧化成甲醇，最终氧化为 CO2
[8]。 -N

质量分数的增加有可能促进了 O2 的生成，加快了甲烷被氧化成甲醇的速率，而甲醇又可以为 -
N及 NO2

−-N的还原提供电子，最终导致脱氮速率的提升。此外，自养反硝化菌的一系列脱氮过程

属于酶促反应，底物浓度是影响酶促反应速率的重要因素，在系统中底物浓度较低的情况下，酶

促反应的速率会随着底物浓度的增加而提高。然而，当系统中底物浓度增大到一定值时，酶促反

应速率便不再提升。当初始 -N质量浓度增至 40和 50 mg·L−1 时，平均反硝化速率有所降低，分

别为 4和 3.85 mg·(L·d)−1。这说明过高的 -N质量浓度抑制了自养反硝化菌的活性 [9]。由于系统中

底物浓度过高会抑制酶促反应，从而导致系统脱氮速率的降低。

NO−2
NO−2 NO−3

由图 2 (b)可知， -N质量浓度整体都呈现先增加后减小的趋势。这说明在甲烷厌氧氧化反

硝化反应中存在 -N的积累及进一步的还原过程。当初始 -N质量浓度从 20 mg·L−1 增至 50 mg·L−1
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图 1    甲烷供应对反硝化速率的影响

Fig. 1    Effect of methane supply on denitrification rate
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图 2    初始 NO3
--N 质量浓度对反硝化过程的影响

Fig. 2    The effect of initial nitrate concentration on the denitrification process
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NO−2 NO−3 NO−2时， -N积累量峰值从 0.27 mg·L−1 增至 2.69 mg·L−1。由此可见，当 -N质量浓度增加时， -
N的积累量也逐渐增加，而中间产物的不断积累也会影响反硝化效果，这也是导致脱氮速率有所

下降的原因之一。 

2.3    初始 pH 对反硝化过程的影响

NO−3

NH+4 NH+4
NH+4 NH+4

NO−3

NO−3

为探究初始 pH对反硝化速率的影响，将初始 -N质量浓度控制在 30 mg·L−1，分别调节系

统 pH为 6、7、8、9，研究在不同 pH下系统脱氮速率的变化，结果如图 3所示。实验过程中几乎

没有 -N的积累， -N质量浓度均在 0.3 mg·L−1 以下。由图 3 (a)可知，4个反应器均能在一定

时间内将 -N降解完全。当初始 pH为 7时，系统对 -N的平均去除速率最高，为 5.45 mg·(L·d)−1；
当 pH增大至 8时，反应器平均脱氮速率虽有所下降，但仍保持在 5 mg·(L·d)−1 左右。然而，当

pH继续升至 9时， -N平均去除速率降至 4.28 mg·(L·d)−1；当 pH为 6时，反应器的平均脱氮速

率最低，仅为 4 mg·(L·d)−1。不同 pH条件下的脱氮速率之间均存在显著差异 (p<0.05)。由此可见，

反应器在中性和微碱性环境中能保持良好的脱氮速率，过高或过低的 pH都会影响反应器对 -N
的去除效果。在 HE等 [10] 的研究中，厌氧甲烷氧化反硝化菌在 pH为 7.0~8.0时保持较高活性，在

高 pH(pH=9)及低 pH(pH=6)时，其活性均会下降，pH=6时其活性最低。这与本实验的结论相似。

由于甲烷厌氧氧化的自养反硝化主要靠微生物的反硝化作用来实现，而各种微生物都有其生

存适宜的 pH范围，故当环境 pH偏离适宜 pH过多时，微生物的生长和繁殖就会受到影响，甚至死

亡。环境中的 pH主要通过 3个方面限制微生物的反硝化过程。一是影响微生物胞外水解酶的活性

并引起细胞膜上蛋白质的变性，从而影响微生物对物质的降解和吸收；二是通过影响膜的通透性

并引起膜表面电荷性质的变化，进一步抑制细胞对物质的分解和吸收；三是影响营养物质的降解

和吸收。其中，反硝化过程又由一系列的酶促反应组成，环境 pH的变化会影响酶的离子化程度，

改变蛋白质结构，从而影响酶的活性。当环境 pH过高或过低时，酶也会失去活性 [11]。因此，当

pH为 7~8时，系统反硝化速率良好，差别不大，但随着环境的初始 pH增大到 9或者减小至 6时，

反应器的平均脱氮效率也会随之下降。

NO−2 NO−2
NO−2

由图 3 (b)可知，系统初始 pH对甲烷厌氧氧化的自养反硝化过程中亚硝氮的积累也会产生一

定程度的影响。当 pH为 7和 8时，系统 -N积累量较低；但随着 pH升高至 9时， -N积累量

也随之增加；而当 pH减小至 6时，反应过程中 -N质量浓度的峰值也较高。这可能是由于：在

反应过程中，亚硝酸盐还原酶有迟缓期，而迟缓期的长短由驯化时间的长短和反应条件决定，如
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图 3    初始 pH 对反硝化过程的影响

Fig. 3    The effect of initial pH on the denitrification process
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NO−2
NO−2 NO−3

NO−2

NO−3 NO−2
NO−2

NO−2

pH和营养物质浓度等，因此，不适宜的环境 pH(pH<7或 pH>8)会延长亚硝酸盐还原酶的迟缓期，

从而造成 -N的积累 [12]。另外，虽然系统处于酸性环境中的平均反硝化速率最低，但 pH为 6时

-N的积累量却比 pH为 9时要少。这可能是由于： -N首先在硝酸盐还原酶的作用下被还原

成 -N，然后在亚硝酸盐还原酶的作用下进一步被还原、降解。有研究表明，亚硝酸盐还原酶在

中性和微碱性环境中活性最高，但在酸性环境中反应器的平均脱氮速率下降幅度比碱性环境中更

大。因此，当初始 pH为 6的时候，由于系统反硝化效率低，并没有过多的 -N被还原成 -
N。尽管此时亚硝酸盐还原酶活性较低，但由于 -N含量的减少，也使得反应器中没有过多的

-N积累。 

2.4    微生物群落分析 

2.4.1    微生物种群的多样性分析

对初始 pH分别为 6、7、8、9的摇瓶内污泥取样后进行高通量测序，分析其微生物种群多样

性和群落结构。反映系统微生物种群丰度和多样性的各种指标可由样品的 Alpha多样性分析得出，

见表 1。由表 1可知，当相似度为 97%时，4个样品中分别获得 49 400、48 248、55 726和 46 796条

有效序列 (Reads)。4个样品的 Coverage值均大于 0.99，这表明样品测序得到的序列可覆盖大部分的

区域，测序深度能较好地代表 4个样品中的微生物群落，结果可有效反映样品的真实状况。

Ace和 Chao指数可用来估计物种的丰度，数值越大说明微生物的丰度越高，微生物数目也就

越多。由表 1可知，这 2组数据呈现相同的变化趋势，大小顺序均为 P2≈P3>P4>P1。这表明在

pH=7和 pH=8的环境下，微生物丰度最高，微生物的数目也最多。然而，随着环境 pH的增大或减

小，系统内微生物的丰度均有所下降，并且在酸性环境下丰度最低。Shannon和 Simpson指数能够

代表测序样本的生物多样性，Shannon越大，Simpson越小，表明微生物的多样性越高，因此 4个

样品按多样性高低排序为 P4>P3>P2>P1。Shannoneven与 Simpsoneven指数为反映样品均匀度的指

标，Shannoneven越大，Simpsoneven越小，表明微生物的均匀度越好。4个样本按均匀度高低排序

为 P4>P3>P2>P1。

另外，pH=7和 pH=8的反应器微生物丰度最高，多样性及均匀度适中。这主要是由于中性和

微碱性环境有利于微生物的生长繁殖，并且对微生物中功能菌的筛选作用强。随着 pH的升高，微

生物多样性和均匀度也越高，说明碱性环境可提高微生物的多样性和均匀度。

以上结果与图 4中的稀释曲线和等级-丰度曲线所显示的结果相同，4个样品的稀释曲线最后

都趋于平缓。这表明此次测序的取样合理，继续增加序列数只会产生少量的 OTU，且从曲线中得

到 4个样品的 OTU数目变化趋势与前述相同。等级-丰度曲线可用来表示微生物中物种丰度和物种

均匀度 2个方面的内容。其中，物种的丰度由水平方向曲线的宽度来反映，曲线在横轴上的范围

越大，物种的丰富度就越高；而曲线的形状 (平缓程度 )反映了样本中群落的均匀度，曲线越平

缓，物种分布越均匀。本结果表明，当 pH=7和 pH=8时，物种丰度较大，均匀度较好。

韦恩图可用来统计多个样本中所共有和独有 OTU数量，能直观表达不同样品间物种的相似

表 1    不同 pH 下微生物 Alpha 多样性指数表

Table 1    Microbial Alpha diversity index at different pH values

样品编号 Reads OTUs Ace Chao Shannon Simpson Shannoneven Simpsoneven Coverage

P1 49 400 738 869 881 3.86 0.063 5 0.584 0 0.065 09 0.997

P2 48 248 952 1 077 1 082 4.50 0.060 7 0.656 4 0.044 79 0.996

P3 55 726 965 1 076 1 087 4.84 0.023 1 0.704 3 0.021 35 0.997

P4 46 796 880 1 017 1 016 4.90 0.017 5 0.723 4 0.017 30 0.996
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性。由图 4 (c)所示，4个样品共获得了 1 204个 OTU，P1、P2、P3、P4所单独特有的 OTU数分别

为 41、41、55和 38，分别占总数的 3.4%、3.4%、4.6%和 3.2%。而 4个样品共有的 OTU数目为

514，占各样品 OTU总数的 50%~70%。这说明不同 pH下微生物物种的相似性较高，pH的改变并

未使系统中微生物的种类发生太大变化。因此，不同条件下微生物仍具备一定的脱氮能力，而环

境 pH的改变可能引起系统中主要脱氮功能菌丰度的变化，从而导致脱氮效率的不同。 

2.4.2    微生物群落结构分析

为进一步揭示 pH对微生物群落的影响，分别在门、纲、属水平上分析了 4个样品的微生物群

落结构。图 5显示了门水平的种群分布，4个样品中丰度最多的 8个菌门分别是 Proteobacteria(变形

菌门)、Bacteroidetes(拟杆菌门)、Chloroflexi(绿弯菌门)、Planctomycetes(浮霉菌门)、Latescibacteria(匿
杆菌门)、Firmicutes(厚壁菌门)、Acidobacteria(酸杆菌门)和 Zixibacteria(河床菌门)。这些菌门总和在

4个样品中占 90%以上。其中， Proteobacteria在 4个样品中所占比例最高，分别为 47.58%、

45.79%、38.89%和 35.96%；其次是 Bacteroidetes和 Chloroflexi，Bacteroidetes在 4个样品中占比分别

28.12%、21.33%、22.76%和 26.52%，Chloroflexi占比分别为 4.73%、10.79%、15.61%和 14.49%。钱

祝胜等 [13] 在中空纤维膜反应器内富集的反硝化厌氧甲烷氧化菌群中，占优势的菌门依次为

Chloroflexi(绿弯菌门 )、 Proteobacteria(变形菌门 )、 Planctomycetes(浮霉菌门 )、 Chlorobi(绿菌门 )、
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Fig. 4    Microbial community diversity
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Acidobacteria(酸杆菌门)、Bacteroidetes(拟杆菌门)，与本研究中占优势的菌门相似。Proteobacteria和

Bacteroidetes一直被认为是反硝化脱氮过程中最常见的自养反硝化微生物，这 2种菌门包含各种类

型的反硝化菌及甲烷氧化菌 [14]。图 5表明，在 4个样品中，这 2种菌门所占比例的总和差别不大，

即各种 pH环境下都具备一定的反硝化脱氮能力。在 LUO等 [15] 构建的以甲烷作为电子供体去除地

下水中硝酸盐的生物膜反应器中，Planctomycetes作为主要菌门被检出。Chloroflexi作为厌氧污泥中

一种常见的复杂菌门 [16]，包含了好氧嗜热菌、厌氧光养菌、利用卤化物或有机物的厌氧微生物等

多种微生物，并被认为能够参与自养反硝化过程。绿弯菌门细菌能够将多糖、蛋白质等大分子有

机物分解为乙酸等低分子有机酸，这些产物又能够被产甲烷菌利用进行产甲烷作用 [17-18]。由图 5可

知，当初始 pH从 6逐渐升高时，系统内 Chloroflexi所占比例也有一定的增长，这表明环境 pH对

Chloroflexi有较强的选择作用，过酸的环境不利于它的增长繁殖。除以上 4种菌门外，Firmicutes
和 Acidobacteria也被证明具有脱氮基因，具备相应的反硝化能力 [19]。除以上所述的主要菌门外，其

他如 Synergistetes、Gracilibacteria、Gemmatimonadetes、Hydrogenedentes和 Cyanobacteria等菌门微生

物由于在样品中具有较低的丰度 (<1%)而被归为“Other”类，但这些菌种也在系统反硝化脱氮的过

程中发挥着作用 [20-24]。总的来说，虽然初始 pH会影响不同菌门的相对丰度，但系统中同时存在的

多种与反硝化相关的微生物还是使得系统具有高效的脱氮性能。

图 6显示了在纲水平上 4个样品的菌群结构。由图 6可知，系统中的主要优势菌纲为

Gammaproteobacteria、Deltaproteobacteria、Bacterodia、Ignavibacteria、Anaerolineae和Alphaproteobacteria，
这些菌纲总和占各个样品总数比例的 70%以上。其中 Gammaproteobacteria、Deltaproteobacteria和

Alphaproteobacteria同属于变形菌门，在此前多项自养反硝化的研究中被证明具有去除硝酸盐的能

力 [19]。 在 pH=7和 pH=8的 环 境 下 ， Gammaproteobacteria在 样 品 中 所 占 比 例 分 别 为 13.22%和

12.58%；随着 pH的增大或减小，其含量均有一定的增加，在 pH=6时占比为 26.02%，pH=9时占比

为 21.29%。而 Deltaproteobacteria菌纲的占比随着 pH的变化趋势与此相反，在 4个样品中所占比例

分别为 14.44%、26.91%、14.50%和 6.65%。这说明这 2种菌纲存在一定的竞争关系，中性和弱碱性

环境适合 Deltaproteobacteria的生长繁殖，从而导致丰度增加，而 Gammaproteobacteria适合在酸性和

强碱性环境下生长，因此表现出相反的变化趋势。Alphaproteobacteria在 4个样品中所占比例分别

为 7.05%、5.58%、11.77%和 7.96%，其中，在初始 pH为 8时其丰度最高。以上 3种菌纲具有反硝
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化能力，可利用甲烷氧化生成的甲醇将系统中的 NO3
−-N转化成 N2；同时，某些菌纲中包含同时在

甲烷厌氧氧化和反硝化过程中发挥作用的细菌，如 Chitinophagaceae(Alphaproteobacteria菌纲)在甲

烷厌氧氧化和反硝化过程中扮演重要角色 [25]。同属于拟杆菌门的 Bacterodia和 Ignavibacteria菌纲也

有相似的变化趋势，它们在 4个样品中所占比例分别为 24.43%、 11.79%、 9.57%、 10.62%和

3.12%、9.07%、12.91%、15.83%。由此可见，两者也可能存在一定的竞争关系，酸性条件下更利

于 Bacterodia的增长繁殖。Anaerolineae是一种典型的自养反硝化菌 [26]，它在 4个样品中的相对丰度

分别为 4.05%、9.48%、12.83%和 13.02%。这说明环境 pH的增加有利于该菌纲的富集，在酸性环

境下其含量最低，也与前文得出的在酸性环境下系统脱氮效果较差的结果相吻合。

初始 pH的变化会引起系统内微生物在门、纲水平上的丰度变化，从而对微生物的群落结构变

化产生了一定影响。为进一步了解环境 pH对种群结构的影响，对 4个样品中的物种进行了属水平

上的分析，并挑选相对丰度最高的 50个菌属作热图 (图 7)。
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Fig. 7    Heat map of microorganisms at genus level
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4个样品中的微生物在属水平的分布上也均存在相似性和差异性。具体来说，P1中相对丰度

最高的 10个菌属及其所占的比例分别为 norank_f_Microscillaceae(15.07%)、norank_f__P3OB-42(12.57%)、
unclassified_f__Methylophilaceae(10.10%)、Methylotenera(8.85%)、OLB12(7.81%)、Bacillus(3.71%)、norank_
c__OM190(3.35%)、norank_c__Latescibacteria(2.94%)、norank_o__SJA-28(2.07%)、Phreatobacter(1.95%)；
P2中相对丰度最高的 10个菌属及其所占的比例分别为 norank_f__P3OB-42(24.09%)、 norank_c__
Latescibacteria(7.18%)、norank_o__SJA-28(6.70%)、OLB12(3.58%)、norank_f_BSV26(3.14%)、norank_f__
Anaerolineaceae(2.94%)、norank_o__Bacteroidetes_VC2.1_Bac22 (2.61%)、norank_p__Zixibacteria (2.45%)、
norank_f__Caldilineaceae  (1.81%)、 unclassified_f__Burkholderiaceae  (1.77%)； P3中 相 对 丰 度 最 高 的

10个菌属及其所占的比例分别为 norank_f__P3OB-42 (9.88%)、norank_o__SJA-28 (7.30%)、Methylocystis
(5.79%)、 norank_f__Anaerolineaceae  (5.12%)、 norank_c__Latescibacteria  (5.03%)、 norank_f__BSV26
(3.19%)、 norank_c__OM190(2.39%)、 norank_f__Caldilineaceae  (2.17%)、 Sediminibacterium  (2.16%)、
norank_p__Zixibacteria (2.12%)；P4中相对丰度最高的 10个菌属及其所占比例分别为 norank_o__SJA-
28  (7.08%)、 norank_f__BSV26  (6.37%)、 norank_f__Anaerolineaceae  (5.43%)、 norank_c__Latescibacteria
(4.13%)、Methylotenera  (3.37%)、 Ellin6 067  (2.87%)、 norank_f__SC-I-84  (2.81%)、 norank_f__P3OB-42
(2.75%)、norank_f__AKYH767 (2.24%)、norank_o__Bacteroidetes_VC2.1_Bac22 (2.20%)。

由此可见，随着初始 pH的变化，4个样品中微生物群落结构发生了较大变化，主要微生物菌

属也有较大差异。其中，Methylocystis在初始 pH为 8的环境下有明显富集。Methylocystis是常见的

甲烷氧化菌 II型菌株，能以甲烷作为唯一碳源和能量来源，在大多数含有甲烷和氧气的环境中都

被发现。同时，LAI等 [27] 也在以甲烷作为电子供体同步去除硝酸盐和溴酸盐的系统中发现了

Methylocystis的存在，并且认为其在甲烷氧化、硝酸盐及溴酸盐的还原过程中发挥了重要作用。在

本系统中，Methylocystis作为甲烷氧化菌，氧化甲烷生成甲醇，甲醇为硝氮及亚硝氮的还原提供电

子进行反硝化反应脱氮，其对甲烷氧化及硝酸盐的还原均发挥重要作用。Methylotenera和未分类

的 Methylophilaceae同属于嗜甲基菌科，能利用甲醇作为碳源和能量来源，使其氧化分解 [28]。

LONG等 [29] 在关于甲烷作为电子供体还原六价铬和硝酸盐的研究中也发现了这 2种微生物的存

在。在初始 pH为 6的环境中，这 2种微生物可得到大量富集。这可能是由于：在内部好氧的亚硝

酸盐依赖型厌氧甲烷氧化途径中，酸性条件加快了甲烷被甲烷氧化菌氧化成甲醇的过程，从而使

得 Methylotenera和 Methylophilaceae大量富集。Methylotenera和 Methylophilaceae也是甲烷氧化菌，

能利用O2 将甲烷转化为甲醇。同时，生成的甲醇可用于反硝化脱氮。此外，norank_f__Anaerolineaceae
属于 Anaerolineaceae科，随着初始 pH的增大，相对丰度也有所增加。Anaerolineaceae菌科被证明

存在于许多以甲烷为电子供体的自养反硝化体系中 [30]，同时，这种丝状菌能为微生物的附着提供

骨架[31]，有利于微生物的生长繁殖。另外，还有诸如 norank_o__SJA-28、norank_f__P3OB-42 、norank_
c__Latescibacteria等菌属也在 4个污泥样品中被检测出来。虽然有研究表明这些菌可在有硝酸盐负

荷的环境中存在，但暂时还无法明确其能否参与甲烷厌氧氧化的自养反硝化过程，故还需进一步

研究来证明。

虽然单一菌属的相对丰度随环境初始 pH变化的差异较大，但除污性能是由系统内不同菌群、

多种功能微生物间的相互协作实现的。不同 pH下，污泥样品的微生物种群结构虽有所差别，但其

大多具备甲烷氧化或反硝化能力，且不同初始 pH下功能菌在整个系统中所占比例仍然较高，这也

为甲烷厌氧氧化型反硝化工艺能在较广 pH范围内维持可靠的脱氮效率奠定了微生物基础。 

3    结论

NO−21)在 CH4 供应充足的情况下，系统具备良好的反硝化速率，且没有 -N的积累，而空白组
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NO−3几乎没有还原 -N的能力，表明经前期培养驯化的污泥能够以甲烷作为电子供体进行自养反硝化。

NO−3
NO−3

NO−2 NO−3 NO−2

2)随着初始 -N质量浓度的升高，系统平均脱氮速率呈现先升高后下降的趋势，表明在一

定范围内增加 -N质量浓度可提高系统反硝化速率，平均脱氮速率最高可达到 4.28 mg·(L·d)−1；
反应器内出现不同程度的 -N积累，当初始 -N质量浓度为 50 mg·L−1 时， -N积累量达到

峰值，为 2.69 mg·L−1。

NO−2
NO−2

3)系统在不同 pH环境下均具备一定的脱氮能力，而反硝化速率有所差异。在中性和弱碱性环

境下，系统脱氮效果最优，脱氮速率最高可达 5.45 mg·(L·d)−1。此时， -N积累量最少，峰值仅

为 1.07 mg·L−1。当系统初始 pH增大或减小，平均脱氮速率都会有所下降，且 -N积累量明显增加。

4)由微生物菌群分析结果可知，环境 pH对微生物种群结构具有选择作用。在 pH=7和

pH=8时，系统内厌氧污泥微生物的丰度最高，物种多样性和均匀性适中；不同 pH下，厌氧污泥

内微生物群落的主要菌门为 Proteobacteria和 Bacteroidetes，在纲水平上，Gammaproteobacteria、
Deltaproteobacteria、Bacterodia、 Ignavibacteria和 Anaerolineae为优势菌纲。在适宜的 pH(pH=8)下，

常见甲烷氧化菌 Methylocystis大量富集。不同 pH环境下均存在常见于许多以甲烷为电子供体的自

养反硝化体系中的 Anaerolineaceae，其具体功能有待进一步探究。
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Abstract     Effects  of  different  environmental  factors  (methane  supply,  initial  nitrate  concentration  and  pH
value)  on  the  denitrification  performance  of  the  anaerobic  methane  oxidized  denitrification  system  were
investigated  through  batch  experiments,  and  the  microbial  community  structure  in  the  reactor  at  different  pH
values  was  analyzed  by  high-throughput  sequencing.  Results  indicated  that  effective  denitrification  could  be
achieved with the sufficient supply of methane. With the increase of the initial nitrate concentration, the average
denitrification rate of the system primarily increased and then decreased, indicating that denitrification rate could
be  improved  by  appropriately  increasing  the  initial  nitrate  concentration  (<  30  mg·L−1).  The  system exhibited
good  denitrification  capability  under  different  ambient  pH  (pH=6~9),  with  the  highest  denitrification  rate
achieved  at  neutral  and  slightly  alkaline  conditions.  High-throughput  sequencing  found  that  the  microbial
abundance  was  the  highest  at  pH=7  and  pH=8,  and  the  diversity  and  uniformity  were  moderate.  With  the
increase  of  pH,  the  diversity  and  uniformity  of  microorganisms  increased,  indicating  that  the  alkaline
environment can improve microorganisms diversity and uniformity. Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Bacterodia,  Ignavibacteria  and Anaerolineae were  the  dominant  classes  at  different  pH  values.  When  pH=8,
methanotroph  Methylocystis  was  abundantly  enriched,  and  when  pH=6,  methanotroph  Methylotenera  and
Methylophilaceae were enriched. Environmental pH had a selective effect on the microbial community structure,
and the dominant microorganisms in different pH environments were different.
Keywords    anaerobic methane oxidation; denitrification; pH value; high throughput sequencing
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