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摘　要　为探究全程自养脱氮工艺 (completely autotrophic nitrogen removal over nitrite，CANON)启动和高负荷运行

过程中微生物响应特性并确定有效的调控策略，基于已稳定运行的厌氧氨氧化 (anaerobic ammonium oxidation,
anammox)系统，通过调控 DO、pH和游离氨，并采取逐渐降低 -N和提升 -N的质量浓度的方式将其转为

CANON工艺。结果表明：以 10~20 mg·L−1 的游离氨为参考因素，调控 DO为 0.2~0.5 mg·L−1、pH为 7.0~7.2，可有

效抑制亚硝酸盐氧化菌增殖，稳步提升氨氧化速率和氮去除速率 (分别约为 0.98 kg·(m3·d)−1 和 1.67 kg·(m3·d)−1)，
顺利启动 CANON工艺；anammox和亚硝化途径对 -N的转化比最终稳定在 0.73左右；高质量浓度 (>1 800
mg·L−1)的氨氮会促使 anammox菌基因丰度增加，而使氨氧化菌基因丰度降低；anammox菌在 CANON启动前期

和 高 负 荷 条 件 下 分 别 以 Candidatus  Kuenenia 和 Candidatus  Brocadia 为 优 势 菌 属 ， 而 SM1A02作 为 可 能 的

anammox菌属同氨氧化菌属 Nitrosomona 在启动过程中始终为优势菌属。

关键词　全程自养脱氮工艺；氨氮转化路径；游离氨；微生物特性；氮去除率 
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全程自养脱氮工艺 (completely autotrophic nitrogen removal over nitrite，CANON)不但脱氮路径

短，污泥产量低，无需外加碳源，比部分硝化-厌氧氨氧化工艺的温室气体排放少 [1]，还比传统硝

化反硝化工艺节省约 63%的曝气量，是最具发展前景的高效脱氮工艺 [2-3]。然而，其内部主要的脱

氮功能菌氨氧化菌 (ammonia  oxidation  bacteria,  AOB)和厌氧氨氧化 (anaerobic  ammonia  oxidation,
anammox)菌生长缓慢，富集难度大，其活性极易受环境因子 (如 -N、 -N、DO和 pH等)的
影响，使得 CANON工艺启动和稳定运行面临巨大挑战 [4-6]。有研究 [7-8] 表明，率先接种 anammox污

泥后，采用厌氧 /限氧的运行方式能快速启动 CANON工艺。李祥等 [9] 也指出，采用基于 anammox
污泥的厌氧/限氧启动模式是一种行之有效的策略，其在升流式生物膜反应器中，比基于普通活性

污泥的好氧/限氧运行方式的启动时长缩短约 72 d。但有关该启动模式所适用的调控参数，如 DO、
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游离氨 (free ammonia, FA)和游离亚硝酸 (free nitrous acid, FNA)质量浓度等，依然存在较大争议，亟

待进一步探究。

NO−2
NH+4 NO−2

DO作为 CANON工艺运行的关键环境因子，其最适宜的调控范围至今尚未有定论。有研究者

指出，在 anammox污泥基础上，接种 3 g·L−1 的部分硝化污泥，并控制启动前期的DO为 0.5~1 mg·L−1，

待稳定运行后保持 1.5~4.3 mg·L−1 的 DO范围，可以使 CANON工艺高效运行，氮去除率 (nitrogen
removal  rate,  NRR)可达 1.22 kg·(m3·d)−1[10]。以同样的启动模式，FANG等 [11] 则认为，调控 DO为

1.5~2.0 mg·L−1，亦可顺利启动CANON工艺，但NRR仅 120 g·(m3·d)−1。另有研究者发现，高于 0.7 mg·L−1

的 DO水平便会使 过量累积 [12]，需要严格控制 DO为 (0.35 ± 0.05) mg·L−1，才可实现 AOB和

anammox菌 的 协 同 生 长 ， 使 NRR达 0.51  kg·(m3·d)−1[13]。 此 外 ， -N和 -N虽 然 是 AOB和

anammox菌的生长基质，但也极易抑制 AOB和 anammox菌的生长 [14-15]，主要以 FA和 FNA形式构

成抑制，而且受体系内的 pH影响很大 [16]。部分研究结果表明，AOB和 anammox菌的 FNA抑制阈

值分别为 100 μg·L−1[17-18] 和 15 μg·L−1[4]。然而，PUYOL等 [19] 发现，FNA对 anammox菌抑制的质量浓

度为 117 μg·L−1。同时，针对 FA的抑制阈值，不同研究结果差异较大。有研究者指出，FA对

anammox菌的抑制阈值为 20~25 mg·L−1[20]；部分研究表明，高于 32.5 mg·L−1 的 FA会严重抑制 AOB
和 anammox菌的生长 [17]；另有研究者发现，超过 90 mg·L−1 的 FA才会抑制 anammox菌活性 [21]。以

上研究结果充分表明，有关 CANON工艺的运行调控策略急需进一步探究。

NO−2 NH+4

尽管已有研究中均能顺利启动 CANON工艺，并应用于实际废水的治理中。但关于 CANON工

艺启动模式、运行过程中 FA和 FNA的影响、高负荷运行所需的最佳环境条件及启动运行过程中

微生物群落的响应特性仍有必要进行深入研究。为此，本研究以稳定运行的 anammox系统为研究

对象，先考察适宜 anammox菌生长的最佳条件；再通过调控所筛选的环境条件，采取逐渐降低

-N和提升 -N质量浓度的方式启动 CANON工艺，并探究整个实验过程中微生物群落的响应

特性；最后，深入分析 CANON启动运行过程中，FA和 FNA对氮转化速率的影响，以期为 CANON
工艺的实际应用提供参考。 

1    材料和方法
 

1.1    实验装置和运行条件

实验采用升流式厌氧固定床反应器，其示

意图见图 1。反应器有效容积为 100 L，内径

为 30 cm，内部装填鲍尔环填料，顶部加盖，

由螺钉和胶条密封，上部安装 DO、pH探头并

预留排气孔。距底部 2 cm和顶部 10 cm处分别

设有进水口和出水口，中部和底部设有污泥采

样口。反应器内的 DO和 pH分别通过哈希溶

氧 仪 (SC200,  HACH  Water  Quality  Analysis
Instrument Ltd, USA)和工业在线 pH计 (pH7203，
成都锐新仪器仪表有限公司，中国 )在线控制

DO为 0.2~0.5 mg·L−1 和 pH 为 7.0~7.2[6]，水力停

留时间为 1 d。反应器外部包裹电加热带以确

保内部恒温为 (35±2) ℃，且避光运行，以维持

anammox菌适宜的生长环境。 

 

图 1    实验装置示意图

Fig. 1    Schematic diagram of experimental device
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1.2    anammox 批次实验

NH+4 NO−2

NH+4 NO−2

NO−2 NH+4

anammox批次实验的污泥取自本实验室已

稳 定 运 行 180  d， 脱 氮 性 能 良 好 的 anammox
中试系统 [15, 22]。该系统在进水 -N和 -N
质 量 浓 度 均 为 300  mg·L−1 时 ， 总 氮 去 除 率

(nitrogen  removal  efficiency,  NRE)和 NRR分 别

达 89.88%和 0.64 kg·(m3·d)−1。从中试系统中采

集污泥样品，控制温度为 35 ℃，通过 4个批

次实验，分别考察 DO、pH、FNA和 FA对比

厌氧氨氧化活性 (specific anammox activity, SAA)
的影响，每个处理设置 3个生物学重复。其中，

不同的 DO环境是通过调控敞口和闭口条件下

的摇床转速实现；pH是在控制 -N和 -
N的 质 量 浓 度 不 变 的 条 件 下 ， 利 用 HCl和
NaOH调节；FNA和 FA是在控制 pH不变的条

件下，分别调整 -N和 -N的质量浓度得

以实现；pH、FNA和 FA对 SAA的影响实验均

是在闭口 (厌氧)条件下进行，具体运行参数如

表 1所示。另外，SAA测定的具体操作过程参

考先前的研究中的方法[15, 22]。 

1.3    CANON 工艺启动

在中试 anammox系统内，接种 20 L混合

液悬浮固体 (mixed liquor suspended solids, MLSS)
和混合液挥发性悬浮固体 (mixed liquor volatile
suspended  solids,  MLVSS)分 别 为 7.05  g·L−1 和

NH+4 NO−2 NO−3

4.19 g·L−1 的城市污水处理厂活性污泥，开启曝

气，按照表 2的操作条件启动 CANON工艺。

启动过程共经历 3个阶段：适应阶段Ⅰ(0~69 d)、
活性提高阶段Ⅱ(70~149 d)和稳定运行阶段Ⅲ

(150~162  d)。运行期间，采集进出水样品经

0.45 μm滤膜过滤后，分别采用纳氏试剂法、

N-(1-萘基)乙二胺分光光度法和紫外分光光度

法测定样品中的 -N、 -N和 -N[23]；污

泥样品MLSS、MLVSS均按标准方法[24] 测定。 

1.4    DNA 提取、实时定量 PCR 与多样性测定

1)  DNA提取。在 CANON工艺启动过程

中，采集 0、 18、 44、 69、 77、 83、 89、 98、
131、139、143、149和 162 d的污泥样品，经

30 min静沉后，称取 500 mg污泥样品，使用

FastDNATM  SPIN  Kit  for  Soil  (LLC,  MP
Biomedicals, USA)提取试剂盒，进行DNA提取。

表 1    anammox 批次实验的运行条件

Table 1    Experimental set-up of the anammox batch test

因素 pH FA/(mg·L−1) FNA/(μg·L−1) 转速/(r·min−1)

DO

7.2 5.01 5.59 闭口120

7.2 5.01 5.59 敞口50

7.2 5.01 5.59 敞口80

7.2 5.01 5.59 敞口120

7.2 5.01 5.59 敞口180

7.2 5.01 5.59 敞口250

pH

6 0.04 175.97 150

6.5 0.13 55.71 150
7 0.42 17.62 150
8 3.82 1.76 150
9 19.65 0.18 150
9.5 28.69 0.06 150

FNA

7.2 5.01 5.12 150

7.2 5.01 10.24 150
7.2 5.01 15.83 150
7.2 5.01 20.49 150
7.2 5.01 30.73 150
7.2 5.01 50.29 150

FA

7.2 5.01 5.59 150

7.2 10.03 5.59 150
7.2 15.04 5.59 150
7.2 20.06 5.59 150
7.2 30.09 5.59 150
7.2 50.15 5.59 150

表 2    CANON 工艺启动过程的运行条件

Table 2    Operation conditions of the CANON process
during start-up phase

阶段 时间/d
NH+4进水 -N/

(mg·L−1)
NO−2进水 -N/

(mg·L−1)
DO/

(mg·L−1)
pH

Ⅰ

0~17 350 250 0.35±0.15 7.10±0.05
18~43 400 200 0.28±0.10 7.03±0.10
44~69 500 100 0.20±0.10 7.10±0.08

Ⅱ

70~77 600 0 0.21±0.02 7.08±0.10
78~83 800 0 0.20±0.02 7.13±0.07
84~88 1 000 0 0.20±0.02 7.07±0.10
89~97 1 200 0 0.20±0.02 7.07±0.09
98~131 1 400 0 0.20±0.02 7.10±0.10
132~138 1 600 0 0.22±0.02 7.10±0.10
139~143 1 800 0 0.25±0.10 7.10±0.05
144~149 2 000 0 0.27±0.07 7.20±0.05

Ⅲ 150~162 2 000 0 0.37±0.10 7.20±0.05
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DNA经 1%琼脂糖凝胶电泳和 Nanodrop (ND1 000, Gene Company Limited, China)进行质检后，−80 ℃
保存，用于后续分析。

2)实时定量 PCR。选取 0、18、44、69、77、83、89、98、131、139、143和 149 d的 DNA样

品，采用 Roche LightCycler® 480 Ⅱ (Roche Diagnostics Ltd, Rotkreuz, Swltzerland)实时荧光定量系统进

行 qPCR分析，以定量测定反应体系内 anammox菌、AOB、反硝化菌 (denitrifying bacteria, DNB)和
亚硝酸盐氧化菌 (nitrite oxidation bacteria, NOB)中氮转化功能基因拷贝数。qPCR的反应体系及操作

过程参考先前的研究[22]，采用的特异性引物见表 3。

3) Illumina高通量测序。选用引物 515F (5′-GTG CCA GCM GCC GCG G-3′)和 907R (5′-CCG
TCA ATT CMT TTR AGT TT-3′)对 0、77、139和 162 d的 DNA样品进行扩增，扩增产物经 2%琼

脂糖凝胶电泳质控，经均一化后，进行 Miseq文库构建，并采用 Illumina Miseq测序平台对样品进

行高通量测序。 

1.5    数据处理

根据式 (1)和式 (2)[32] 计算 CANON工艺运行中 FA和 FNA的质量浓度。本研究中，整个实验

过程没有添加有机碳源，故反应器内的脱氮过程主要以 anammox途径为主导。系统中亚硝化和

anammox途径对氨氮的转化率由式 (3)~式 (5)[33-35] 计算。由以上的化学计量关系计算以 anammox途

径为主导的 NRR、氨氧化速率 (ammonium oxidation rate，AOR)和 NOB的硝化速率 (nitrite oxidation
rate，NOR)，如式 (6)~式 (8)[33-35] 所示。

CFA =
17
14
×

CNH+4 -N×10pH

e 6 344
T +10pH

(1)

CFNA =
47
14
×

CNO−2 -N

e −2 300
T ×10pH

(2)

CFA CFNA CNH+4 -N CNO−2 -N NH+4 NO−2式中： 、 、 和 分别为 FA、FNA、 -N和 -N的质量浓度，mg·L−1；T 为温

度，K。

NH+4 +1.32NO−2 +0.66HCO−3 +0.13H+→ 1.02N2+0.26NO−3 +0.066CH2O0.5N0.15+2.03H2O (3)

NH+4 +1.38O2+1.98HCO−3 → 0.018C5H7NO2+0.98NO−2 +1.89CO2+2.93H2O (4)

NO−2 +H2O→ NO−3 +2H+ (5)

表 3    qPCR 引物相应的寡核苷酸序列汇总

Table 3    A summary of oligonucleotide sequences of the primers for qPCR

目标 引物 序列(5′~3′)
PCR产物

长度/bp
参考文献 扩增条件

amoA
amoA-F GGACTTCACGCTGTATCTG

135 [25-26] 94 ℃预变性5 min，35个循环

(95 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，
72 ℃延伸45 s)

amoA-R GTGCCTTCTACAACGATTGG

NirS
NirS-2F TACCACCC(C/G)GA(A/G)CCGCGCGT

164 [27-28]
NirS-3R GCCGCCGTC(A/G)TG(A/C/G)AGGAA

Anammox
16S rRNA

808F ARCYGTAAACGATGGGCACTAA
262 [29]

95 ℃预变性3 min，35个循环

(95 ℃变性30 s，45 ℃退火30 s，
72 ℃延伸30 s)1040R CAGCCATGCAACACCTGTRATA

Nitrobacter
NSR1113F CCTGCTTTCAGTTGCTACCG

152 [25, 30] 95 ℃预变性5 min，35个循环

(95 ℃变性30 s，57 ℃退火30 s，
72 ℃延伸30 s)

NSR1264R GTTTGCAGCGCTTTGTACCG

Nitrospira
Nitro1198F ACCCCTAGCAAATCTCAAAAAACCG

220 [31]
Nitro1423R CTTCACCCCAGTCGCTGACC
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VNRR =
∆CTN

tHRT
(6)

VAOR =

∆CNH+4 -N−
∆CTN

2.04
tHRT

(7)

VNOR =

∆CNO−3 -N−
∆CTN

2.04
×0.26

tHRT
(8)

VNRR VAOR VNOR ∆CNH+4 -N ∆CNO−3 -N ∆CTN

NH+4 NO−3

式中： 、 、 分别为 NRR、AOR和 NOR，kg·(m3·d)−1； 、 和 分别为进

出水中 -N、 -N和 TN的质量浓度差，mg·L−1。 

2    结果与讨论
 

2.1    环境条件对 anammox 菌活性的影响

NH+4 NO−2SAA是 anammox菌转化 -N和 -N为 N2 的反应速率，常被作为评价 anammox过程的脱氮

性能的指标，其数值均以 VSS计 [36]。为探究由 anammox转为 CANON工艺的最佳转化条件，首先

通过批次实验考察了不同 DO、pH、FNA和 FA对 SAA的影响。由图 2可知，SAA随敞口环境下

转速的增加而逐渐降低，与 DO环境有显著的负相关关系 (P<0.01)，且当转速达 120 r·min−1 (DO约

0.78 mg·L−1)时，SAA迅速下降至 22.39 mg·(g·d)−1(均以 VSS计)，较 80 r·min−1 时 (DO为 0.4~0.5 mg·L−1)
下降 55.79%。这说明 CANON工艺启动过程中应控制 DO≤0.5 mg·L−1，以确保 anammox菌具有较高

的活性。同时，当 pH为 6.0~8.0时，SAA随 pH增加而逐渐升高，当 pH为 8.0时，SAA达到最高
 

图 2    不同环境因子作用下 SAA 变化

Fig. 2    Variation of SAA under different environmental factors
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值 77.16 mg·(g·d)−1；之后，SAA急剧下降，当 pH为 9.0时，SAA仅为 15.71 mg·(g·d)−1，较 pH为

8.0时下降了 79.64%。FNA和 FA对 SAA均有低浓度促进、高浓度抑制的作用，且 FNA和 FA分别

在 10 μg·L−1 和 15 mg·L−1 时，SAA达到峰值，分别为 67.33 mg·(g·d)−1 和 90.52 mg·(g·d)−1。当高于该

阈值后，FNA对 SAA抑制效果并不明显，而 FA与 SAA则呈显著的负相关关系 (P<0.01)。该结果

与 LI等 [17] 和 YANG等 [15] 的研究结果一致。LI等 [17] 指出 32.5 mg·L−1 的 FA会显著抑制 anammox菌

活性。YANG等 [15] 也指出控制 FNA<15 μg·L−1、FA<15 mg·L−1，可以快速恢复经强碱冲击后严重恶

化的 anammox过程。以上结果表明，在 DO≤0.5  mg·L−1、 pH为 7.0~8.0、 FNA 为 5~20  μg·L−1 和

FA为 10~20 mg·L−1 的条件下，有利于高活性 anammox菌的生长。 

2.2    CANON 工艺启动过程中水质变化

NH+4 NO−2

图 3反映了 CANON工艺启动过程中的水质变化。由图 3可知，CANON工艺的启动经历了

3个阶段：适应阶段 (阶段Ⅰ，0~69 d)、活性提高阶段 (阶段Ⅱ，70~149 d)和稳定运行阶段 (阶段

Ⅲ，150~162 d)。在阶段Ⅰ中，在开始曝气后的 1~3 d，DO约 0.40 mg·L−1，反应器脱氮性能急速恶

化，NRE由开始曝气前的 80.78%迅速降至 37.73%，出水 -N和 -N质量浓度也较开始曝气前

分别增加了 3.16倍和 21.14倍；但随后 DO逐步稳定于 0.27 mg·L−1，反应器内微生物也逐渐适应曝

气环境，第 17天时，NRE已恢复至 78.56%，在第 18天和 44天，在 2次提高进水基质中质量浓度

后，也观察到该现象。这是因为，在提高进水负荷的同时增加曝气量，DO质量浓度也随之提高

(0.51 mg·L−1)，可抑制 anammox菌活性。之后由于 AOB等好氧菌的快速增殖：一方面消耗内部

DO，使其降低至 0.3 mg·L−1 以下；另一方面促进生物膜或颗粒污泥的形成，进而削弱 DO的抑制，

从而使 anammox体系表现一定的适应性 [37]。有研究 [38-39] 表明，在 CANON工艺启动的适应阶段，
 

图 3    CANON 工艺启动过程中水质变化

Fig. 3    Variation of water quality during start-up of the CANON process
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NO−3反应器内无 的明显累积，且 0.2~0.5 mg·L−1 的微氧环境有利于 AOB的增殖和 NOB的抑制，同时

仍会存在一定程度的反硝化作用。

NO−2 NH+4
NO−2

NO−2 NO−3

NH+4 NO−2

NH+4 NH+4

在阶段Ⅱ中，停止 的添加，并通过逐渐增加 -N的进水质量浓度以提升 CANON工艺的

进水氮负荷，发现该阶段 anammox菌生长所需的 -N完全可以由 AOB提供，且 NRE一直维持

在 70.12%左右，无 -N和 -N的明显累积现象。仅在第 102 d时，由于 DO在线控制器故障，

持续过量曝气约 12 h，导致污泥大量流失，DO达 6.84 mg·L−1 左右。此时，FNA质量浓度率先剧增

至 150.56 mg·L−1，随后于 1 d内降至 10 μg·L−1 以下，而 FA质量浓度却渐增至 26.52 mg·L−1，并持续

约 5  d， 导 致 NRE由 70.10%迅 速 降 至 24.69%， 出 水 -N和 -N分 别 达 到 965.6  mg·L−1 和

14.3 mg·L−1。但经过约 14 d的调整，控制 DO约为 0.22 mg·L−1，FA为 5~20 mg·L−1，反应器在 122 d
时 NRE已恢复至 70.14%。上述结果表明，由 anammox向 CANON工艺转化的过程受 DO和 FA影响

较大，需要控制 DO为 0.2~0.5 mg·L−1，FA为 5~20 mg·L−1。YANG等 [15] 指出，CANON工艺在强碱

冲击条件下，通过控制 FA<15 mg·L−1，可以快速恢复其中的 anammox过程。在阶段Ⅲ中，在进水

-N约为 2 000 mg·L−1 的情况下，反应器 -N去除率和 NRE分别稳定在 91.21%和 82.77%左

右。该结果远优于有关文献报道的结果[40-41]，这说明 CANON工艺已顺利启动运行。 

2.3    CANON 工艺启动过程中氮转化路径变化及 FA 和 FNA 对氮转化速率的影响

NH+41) CANON工艺启动过程中氮转化路径变化。由图 4可看出，在阶段Ⅰ，随着 -N质量浓度
 

NH+4图 4    CANON 启动过程中 NRR、AOR、NOR 及 -N 转化路径比的变化

NH+4Fig. 4    Variations in NRR, AOR, NOR and the ratio of  -N removal pathway during the start-up of CANON process
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NH+4
NH+4

NH+4

NH+4
NH+4

的提升，NRR始终稳定于 (0.47 ± 0.04) kg·(m3·d)−1，而 AOR则逐渐增加至 0.28 kg·(m3·d)−1。同时，由

图 4(d)可看出，该阶段通过亚硝化过程转化 -N的路径比自开始曝气逐渐增加，至适应阶段

末，anammox和亚硝化的 -N转化路径比稳定于 0.85左右。这是适应阶段 CANON工艺中微生物

演替的结果。在阶段Ⅱ，NRR和 AOR均随 -N质量浓度的提升而逐渐增加，相应地分别从

0.47 kg·(m3·d)−1 和 0.29 kg·(m3·d)−1 逐渐增加到 1.37 kg·(m3·d)−1 和 0.94 kg·(m3·d)−1，于稳定阶段 NRR达

1.65 kg·(m3·d)−1。但由图 (4)可以看出， -N质量浓度为 1 400 mg·L−1 时，NRR和 AOR数据较分

散，正是因为该阶段曝气装置故障所致。在阶段Ⅱ，anammox和亚硝化途径对 -N的转化路径

比依然稳定在 0.73左右。另外，整个实验过程中，NOR都为负值，且呈现逐渐下降的状态，表明

0.2~0.5 mg·L−1 的 DO条件，可以很好地实现对 NOB的抑制，但仍有部分反硝化作用存在[38]。

2) CANON工艺启动过程中 FA和 FNA对氮转化速率的影响。为进一步探究 FA和 FNA对

CANON工艺中氮转化速率的影响，本研究选取 CANON启动过程中适应阶段和故障阶段的运行数

据，按照 FA (0~2、3~5、6~10、11~15、15~20、> 20 mg·L−1)和 FNA (1~10、11~15、16~20、21~30、
31~35、35~40、41~60、> 60 μg·L−1)的实际质量浓度进行区间划分，经深入分析后绘制小提琴图 (见
图 5)。由图 5(a)和图 5(c)可看出，FA对 NRR和 AOR均起到低浓度促进、高浓度抑制的作用。在

FA<10 mg·L−1 时，NRR和 AOR均随 FA的增加而增加，且呈现显著的相关性 (P<0.01)；而当 FA>
10 mg·L−1 时，则NRR和AOR均与 FA呈现负相关关系 (P<0.01)。但NRR和AOR在 FA为 15~20 mg·L−1

的环境中，分别较 FA为 6~10 mg·L−1 时平均下降了 20.92%和 20.55%；而在 FA>20 mg·L−1 的环境

中，NRR和 AOR却较 FA为 15~20  mg·L−1 时的相应值分别下降了 53.38%和 54.68%。该结果与

FA对 anammox菌活性影响的批次结果相近，表明在实际运行过程中，FA为 5~20 mg·L−1 的环境有

利于 anammox向 CANON工艺的转化。此外，如图 5(b)和图 5(d)所示，当 FNA≤20 μg·L−1 时，
 

图 5    CANON 启动过程中 FA 和 FNA 对氮转化速率的影响

Fig. 5    Effect of FA and FNA on nitrogen conversion rate during the start-up of CANON process
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NRR和 AOR均随 FNA质量浓度增加而增加 (P<0.01)；而当 FNA>20 μg·L−1 时，则与 NRR和 AOR无

显著的相关关系 (P>0.05)。anammox批次实验、anammox向 CANON工艺转化过程中水质变化以及

氮转化速率分析结果表明，将 FA调控为 10~20 mg·L−1，可促进 anammox向 CANON工艺的转化。 

2.4    CANON 工艺启动中氮转化功能菌丰度变化

NH+4

NH+4

NH+4

NH+4

由图 6可见，AOB丰度随 CANON工艺的

启动呈先上升后下降的趋势，并于 143 d时达

到峰值，即 7.83×1011 拷贝数·g−1 (均以 VSS计)，
之后因 -N质量浓度升高至 1 800 mg·L−1 以

上，导致 AOB丰度有所下降，表明高质量浓

度的 -N对 AOB具有一定的抑制作用。LI
等[17] 的研究结果表明，高于 32.5 mg·L−1 的 FA会

严重抑制 AOB的生长。也有研究结果 [2, 4, 15] 表

明，相较于 AOB，高质量浓度的 -N更适合

于 anammox菌的生长，使 2种菌的氮转化过程

达到平衡状态，因此，CANON工艺多应用于

高浓度 -N废水的治理。而 anammox菌丰度

在 CANON工艺启动过程中出现 2次下降。首

先在 0~69 d，随着开始曝气，anammox菌活性

受到抑制，丰度逐渐下降至 1.33×1010 拷贝

NH+4

NH+4

数 ·g−1；其次，在 98~131 d，因曝气装置故障，污泥大量流失，导致 anammox菌丰度再次下降了

41.31%，但随后丰度逐渐增加并稳定在 4.41×1010 拷贝数·g−1。尽管 anammox菌丰度与 AOB丰度相

差 1个数量级，但 CANON工艺的 NRR一直处于提升状态，且 anammox和亚硝化路径对 -N的

转化比稳定在 0.73左右。这可能是因为 AOB分泌的代谢物促进了 anammox菌代谢酶的活性，使其

在低丰度条件下呈现高的脱氮活性 [42-44]。至于 NOB，其丰度仅在适应阶段 (0~69 d) 因开启曝气和较

低质量浓度的 FA抑制而有所增加，但随后便逐渐降低至 4.38×108 拷贝数·g−1 左右。这可能是反应

器长期保持低 DO，且随着 -N质量浓度增加，FA对 NOB的抑制增强所致 [17-18]。统计分析结果

表明，NOB丰度与 FA质量浓度呈显著的负相关关系 (P<0.05)，而与 FNA无显著相关性 (P>0.05)。

这与 LI等 [17] 的研究结果一致，他们指出 10~17
mg·L−1 的 FA便会对 NOB产生明显的抑制作

用。而 DNB则如预期一样，随着 CANON工艺

启动，丰度逐渐下降，最终仅为 5.64×109 拷贝

数·g−1[6]。 

2.5    CANON 工艺启动中微生物群落变化

1)门水平物种的丰度分析。图 7显示，

CANON工艺启动过程以 Chloroflexi、Proteobac-
teria、Bacteroidetes、Planctomycetes 等为优势菌

门。其中，Chloroflexi 可以降解碳水化合物和

细胞代谢物，在脱氮系统中对稳定颗粒结构起

关键作用 [45-46]。Proteobacteria 是参与脱氮的主

要菌群之一，包括 AOB、NOB和 DNB  [46-47]。
Bacteroidete 是废水处理、厌氧消化污泥和土壤

 

图 6    CANON 工艺启动过程中 4 种功能菌丰度的变化

Fig. 6    Changes in abundances of four functional bacterial
groups during the start-up of CANON process

 

图 7    CANON 工艺启动过程中在门水平上的菌群变化

Fig. 7    Variation of microbial flora at a phylum level
during the start-up of CANON process
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NH+4

中普遍存在的菌门[48-49]，可以转化细胞代谢所产生的有机物为 CO2，为 anammox菌提供无机碳源[50-51]。

Chloroflexi、 Proteobacteria 和 Bacteroidetes 均 是 常 见 的 与 anammox菌 共 存 的 菌 群 [52]。 而

Planctomycetes 则是 anammox菌所在的菌门 [47]。从测序结果来看，在 CANON工艺启动过程中，

Planctomycetes 和 Bacteroidetes 丰度呈现逐渐上升的趋势，最终分别达 9.04%和 14.16%，这是

NRR不断获得提升的重要原因。Chloroflexi 丰度则呈现先下降后上升的趋势，于 139 d时导到最

低，而 Proteobacteria 丰度与之完全相反。这可能是因为曝气后，系统 DO升高引起部分厌氧微生

物失活，从而释放胞内物或分泌大量 EPS等物质来保护自己 [53-54]，Chloroflexi刚好以此为碳源生

长。之后，随着工艺的运行，这些物质被逐渐淘洗掉，而此时 Proteobacteria 中的 AOB和 NOB等

好氧微生物适宜在该 DO环境中生长，故而导致 Chloroflexi 丰度下降、Proteobacteria 丰度增加的趋

势。直到后期由于 -N质量浓度过高，再次引起微生物的淘洗和 AOB的抑制，使两菌门丰度变

化趋势互换。这与 qPCR的结果相一致。CHEN等 [55] 发现，Chloroflexi 会优先利用衰变细菌的代谢

物，并有助于 COD的去除。

NH+4

2)属水平物种的丰度分析。表 4展示了

CANON启动过程中前 5种优势菌属和部分AOB、
DNB和 anammox菌属的相对丰度。CANON工

艺 启 动 过 程 中 ， 以 Nitrosomonas、 SM1A02、
Unidentified_Anaerolineaceae、Truepera 和Arenimo-
nas 为优势菌属。Nitrosomonas 作为 AOB中的

优势菌属，可以消耗 -N和 DO，为 DNB
和 anammox菌创造厌氧环境 [44, 50]。有研究结果

表明，SM1A02具有 anammox能力，可能是一

种新的 anammox菌株，与 Candidatus  Jettenia、
Brocadia 和 Kuenenia 共 同 构 成 anammox菌

群 [42,  44,  56]。属层面的物种多样性结果显示，

CANON启动过程中，AOB相对丰度先增加后

降低，于第 139天达到峰值 23.42%。Anammox
菌相对丰度则一直处于上升的趋势，该结果与

相同时期的 qPCR结果相一致，进一步解释了

水质结果中 NRR一直处于上升趋势的原因。

属层面 DNB相对丰度结果也与 qPCR检测结果

相同，一直处于下降趋势。所有这些检测结果

均表明 CANON工艺已成功启动。 

3    结论

1) DO≤0.5 mg·L−1、pH为 7.0~8.0、FNA为

NH+4

5~20  μg·L−1 和 FA为 10~20  mg·L−1 的环境条件有利于 anammox菌的活性维持；控制 DO为 0.2~
0.5 mg·L−1、pH为 7.0~7.2和 FA为 10~20 mg·L−1，可以有效抑制 NOB生长，促使 anammox工艺顺利

转为 CANON工艺，使其在进水 -N为 2 000 mg·L−1 的条件下，实现平均 82.77%的 NRE和最高

1.67 kg·(m3·d)−1 的 NRR。
NH+4

NH+4

2) 在 CANON工艺转化过程中，AOB和 anammox菌协作共生，AOR和 NRR随 -N质量浓度

的提升稳步增加，分别达 0.98 kg·(m3·d)−1 和 1.60 kg·(m3·d)−1 左右，且 anammox和亚硝化途径对 -N

表 4    CANON 工艺启动过程中部分菌属相对丰度的变化

Table 4    Changes in relative abundance of some genus during
the start-up of CANON process

菌属
相对丰度/%

0 d 77 d 139 d 162 d

Nitrosomonas 0.46 19.33 23.42 18.95

SM1A02 0.49 1.32 9.06 13.15

Unidentified_Anaeroline
aceae

12.26 2.38 4.47 2.18

Truepera 0.14 0.23 7.16 5.3

Arenimonas 0.15 0.11 7.7 9.2

Thauera 0.02 0.06 0.02 0.01

Denitratisoma 4.95 0.96 0.19 0.44

Caldithrix 0.14 0.95 0.02 0.01

Candidatus_Kuenenia 0.16 0 0 0.01

Candidatus_Jettenia 0 0.06 0 0

Candida-tus_Brocadia 0 0.04 0 0.01

AOB 0.46 19.33 23.42 18.95

Anammox 0.66 1.42 9.07 13.17

DNB 5.11 1.98 0.23 0.46

　　注：表中AOB主要指Nitrosomona；anammox菌为SM1A02、
Candidatus Jettenia、Candidatus Brocadia和Candidatus Kuenenia的
集合；DNB为Thauera、Denitratisoma和Caldithrix的集合。
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的转化比稳定在 0.73左右。

3)由 anammox转为 CANON工艺过程中，anammox菌和 AOB基因丰度最终分别达 4.41×1010 拷
贝数·g−1 和 1.81×1011 拷贝数·g−1。Anammox菌在 CANON启动前期和高负荷条件下分别以 Candidatus
Kuenenia 和 Candidatus Brocadia 为优势菌属，而 SM1A02作为可能的 anammox菌属同氨氧化菌属

Nitrosomona 在启动过程中始终为优势菌属，最终 AOB和 anammox菌分别占细菌总数的 18.95%和

13.17%。
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NH+4

Abstract     To  explore  the  microbial  response  characteristics  during  the  start-up  and  the  high-load  operation
phase and determine the effective regulation strategy of the completely autotrophic nitrogen removal over nitrite
(CANON) process, a stable anaerobic ammonium oxidation (anammox) system was conducted by adjusting the
environmental factors (DO, pH and free ammonia), gradually reducing the concentration of nitrite and increasing
the concentration of ammonia, then its transformation to CANON process was completed. The results showed
that  when the  free  ammonia  was 10~20 mg·L−1,  DO was 0.2~0.5 mg·L−1,  and pH was 7.0~7.2,  the  growth of
nitrite oxidation bacteria was inhibited, the ammonia oxidation rate and nitrogen removal rate could be gradually
improved  to  0.98  and  1.60  kg·(m3·d)−1,  respectively,  and  start-up  of  CANON was  successfully  completed.  In
addition, the  -N transformation ratio of anammox and nitrification pathway was finally stable at about 0.73.
High  concentration  (>1  800  mg·L−1)  of  ammonia  increased  the  abundance  of  anammox,  but  had  an  opposite
effect on the ammonium oxidizing bacteria. The Candidatus Kuenenia and Candidatus Brocadia were the main
genera  of  anammox  bacteria  under  the  early  stage  of  the  start-up  and  high-load  condition,  respectively.
However, the SM1A02, as a possible genus of anammox bacteria, and Nitrosomonas, as a genus of AOB, were
always the main genera during the start-up.

NH+4Keywords    completely autotrophic nitrogen removal over nitrite; pathway of  -N removal; free ammonia;
microbial characteristics; nitrogen removal rate
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