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摘要

反硝化型甲烷厌氧氧化(Denitrifying anaerobic methane oxidation，DAMO)是

一种新发现的微生物反应，催化该过程的微生物一一Nclo门细菌，能够耦联甲

烷的厌氧氧化和N03／N02’的还原。DAMO过程连接了碳素循环和氮素循环，丰

富了生物地球化学循环途径；NCl0门细菌形态特殊，并且具有独特的代谢途径，

扩充了微生物学内容；DAMO作用能同时去除甲烷与N03"／N02。两种污染物，是

环境工程领域新型除碳脱氮工艺开发的理想选择。然而，NCl0门细菌生长极其

缓慢，要获得DAMO富集培养物十分困难。接种物、培养基和反应器构型是微

生物富集培养的三个关键因素，本论文分别从这三个方面入手，对DAMO微生

物的富集培养进行了优化研究，主要结论如下：

1)比较了不同接种物富集培养DAMO微生物的差异，明确了DAMO微生物

富集培养的最优接种物。

①测试了厌氧产甲烷颗粒污泥、农田水稻土壤和淡水河道沉积物作为接种物

的可行性，比较了富集培养过程中NCl0门细菌数量的变化和DAMO活性的差

异，其中富集结束时NCl0门细菌的数量分别较接种物增加了63倍、2909倍和

198倍，获得的富集培养物的DAMO活性分别为0．06 mgN·g-1VSS·h．1、0．15

mgN·g-1VSS·h1和o．1 1 mgN·g-1VSS·h～，表明了三种接种物经富集均可获得

DAMO富集培养物，均适宜作为DAMO微生物富集培养的接种物，扩大了

DAMO接种物的来源，为DAMO富集培养物的获得提供了新的选择。

②首次利用农田水稻土壤作为接种物成功获得了DAMO富集培养物，活性

实验及分子生物学分析结果均表明农田水稻土壤是三者中最优接种物。

2)比较了天然培养基与人工培养基在DAMO微生物富集培养效果上的差异，

得出了DAMO微生物富集培养的最优培养基。

①比较了天然培养基与人工培养基富集培养DAMO微生物的差异，获得的

富集培养物的DAMO活性分别为0．02 mgN·g～VSS·h．1和O．1 1 mgN·g—VSS·h-1，人

工培养基是天然培养基的5．5倍；NCl0门细菌的数量分别为1．01×108 copies·91

(dry soil)和2．01×108 copies·gJ(dry soil)，后者是前者的两倍，从而表明了以农田

水稻土壤作为接种物，人工培养基较天然培养基的富集培养效果更好。

V
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②采用农田水稻土壤作为接种物，以人工培养基培养成功富集到了以group

B的NCl0细菌为主导的DAMO富集培养物，首次证明了归属于group B的NCl0

细菌同样具有DAMO活性。

3)比较了不同构型反应器富集培养DAMO微生物的能力，得出了DAMO微

生物富集培养的最优反应器构型。

①比较了三种不同构型的反应器，即磁搅气升式反应器(Magnetic stirred air

lift reactor,MSALR)、生物膜反应器(Biofilm reactor,BR)和序批式反应器

(Sequencing batch reactor,sBR)富集培养DAMO微生物的差异。经过近一个月的

富集培养，三者的容积氮去除速率分别提高了827．10％、302．92％和154．09％，

DAMO活性分别为0．52 mgN·g-1VSS·h-1，0．23 mgN·91VSS·hJ和0．26 mg

N·g—VSS·h．1，表明了三种构型装置均具有提高DAMO活性的功能，均能够作为

DAMO微生物的富集培养装置。

②MSALR具有最高的容积氮去除速率和最大的DAMO活性，因此是三者

中最优的富集培养DAMO微生物的反应装置。

③从甲烷传质和微生物持留能力两种因素考虑，前者是DAMO微生物富集

培养过程中更为关键的限制因素。

关键词：反硝化型甲烷厌氧氧化(DAMO)；富集培养；接种物；培养基；反应器

构型
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ABSTRACT

Denitrifying anaerobic methane oxidation(DAMO)is a newly discovered microbial

reaction which catalyzed by NC1 0 bacteria．Several aspects makes the research on the

DAM0 process and relevant microorganisms meaningful．First，the DAMO process is

a new pathway of biogeochemistry for its link of carbon and nitrogen cycles．Second，

the finding of NC 1 0 bacteria expands the knowledge of microbiology for its unique

physiological and biochemical properties．Third，the DAMO process offers option to

develop new wastewater treatment technology for its simultaneous removal of

methane and nitrate／nitrite．However,the extremely slow growth rate of DAMO

microorganisms seriously limited to get the enrichment culture．In consideration of

this bottleneck，we investigated the influence of three key factors，inoculum，medium

and reactor configuration，on the enrichment of DAMO microorganisms．The major

conclusions ale as follows：

1)The differences to enrich DAMO microorganisms using three distinct inocula were

compared and the optimal inoculum Was obtained．

①The feasibility of the three inocula，methanogenic granular sludge，paddy soil and

freshwater river sediment，to enrich NC I O bacteria was verified，and the differences

of NC 1 0 bacteria numbers and specific DAMO activities among the cultures were

compared．The NC 1 0 bacteria numbers in these three cultures were 63，2909 and 1 98

times higher than that in the inocula,respectively．Specific DAMO activities of the

three cultures were 0．06 mgN·g～VSS·h．1．0．15 mgN·g～VSS·h1 and 0．1 1

mgN·g-1VSS—h，respectively．These results revealed that the three inocula were all

suitable for the enrichment ofDAMO microorganisms，which provided more choices

to select DAMO inocula．

②It was first proved the feasibility of paddy soil for the enrichment of DAMO

culture，and the paddy soil Was proved the best inoculum in these three inocula．

2)The cultivation effects of the cultures enriched using natural medium and artificial

medium were compared and the optimal medium was obtained．

V¨
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①The differences ofDAMO microorganisms enrichment using natural medium and

artificial medium were tested．Specific DAMO activities of these two cultures were

0．02 mgN·g—VSS·h1 and O．1 1 mgN·g-1VSS—h，respectively．The NCl0 bacteria

numbers were 1．0 1×1 08 copies·g。1(dry weight)and 2．0 1 x 1 08 copies·g-1(dry weight)．

These results indicated that better enrichment effect could be achieved with artificial

medium．

②NC 1 0 bacteria belonging to group B were successfully enriched using paddy soil

as inoculum with artificial medium．This is the first evidence to confirm NC1 0

bacteria belonging to group B are capable of catalyzing the DAMO process．

3)The ability of the reactors with different configurations to enrich DAMO

microorganisms were compared．and the reactor、析th optimal configuration was

obtained．

①The differences of enrichment process and the DAMO cultures using reactors with

different configurations were compared．The volume nitrogen removal rate of the

three reactors(Magnetic stirred air lift reactor,MSALR；Biofilm reactor,BR；

Sequencing batchreactor,SBR)at last obtained an increase of 827．1 0％，302．92％and

1 54．09％compared to that in the initial period，respectively．Specific DAMO

activities ofthe enrichmem cultures were 0．52 mgN·g～VSS·h1．0．23 mgN·g～VSS·h‘1

and 0．26 mgN·g-1VSS·h．1．respectively．These results showed that the three reactors

、椭th different configurations were all proper to enrich DAMO microorganisms．

②The culture in MSALR contains the highest volume nitrogen removal rate and

specifc DAMO activities among the three cultures，which demonstrated that MSALR

is the best reactor to enrich DAMO microorganisms．

③The transfer of methane is more important than the retention of biomass during

the enrichment period．

Keywords：denitrifying anaerobic methane oxidation(DAMO)；enrichment；

inoculum；medium；reactor configuration
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引言

第一章文献综述

甲烷是无色无味最简单的碳氢化合物，它是人类生活中不可或缺的燃料(天

然气中甲烷的含量占87％)。但同时，甲烷还是一种强效的温室气体，它所造成

的温室效应在最近20多年内达到了二氧化碳的100倍(Shindell et a1．，2009)，其

产生的辐射效应占地球人为辐射效应总量的30％(IPCC，2008)。工业社会发展以

来，地球大气中的甲烷含量逐渐增加，从最初的715 ppbv增加到目前的1770

ppbv(Conrad，2009)，以致甲烷对于地球温室效应的贡献日益明显。因此，了解

地球上甲烷的源与汇，完善甲烷循环的途径，对于理解甲烷在地球上的形成与转

化，提出控制甲烷排放的对策，缓解日趋严重的温室效应具有十分重要的意义。

微生物在地球甲烷循环中扮演着重要的角色。据统计，全球每年甲烷产生总

量的85％及消耗总量的60％来自于微生物的参与(Knittd，2009)。产甲烷作用由

产甲烷古菌完成，而甲烷氧化根据是否有氧气的参与而分为甲烷好氧氧化作用与

甲烷厌氧氧化作用(Anaerobic oxidation ofmethane，AOM)，前者由甲烷好氧氧化

细菌完成，后者由AOM微生物(包括古菌与细菌)完成。

AOM作用是缓解甲烷排放的重要一环。理论上来说，AOM作用可以耦联

多种电子受体(图1．1)。已报道微生物可以利用AOM作用产生的电子还原如

S04小(Nauhaus et a1．，2002)、N03"[N02‘(Raghoebarsing et a1．，2006)、Fe”和

Mn4+(Beal et a1．，2009)等多种电子受体。目前对于微生物AOM作用的研究多集

中于S042‘型AOM(Sulfate．dependent anaerobic methane oxidation，SAMO)。据悉，

海洋中每年产生的甲烷超过90％通过SAMO作用消耗(Hinrichs et a1．，2002；

Reeburgh，2007)，可见AOM对控制甲烷排放的重要性。反硝化型

AOM(Denitrifying anaerobic methane oxidation，DAMO)是耦联N03-／N02。还原的

AOM作用，目前对于该过程的研究尚处于初级阶段。

下面就SAMO作用和DAMO作用的研究历史，作用机理及参与微生物等内

容做一综述。
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electron donors

H2 Hs． CH_ Fe2+ NH4+ Mn“

C02

SO,2

Fe3+

Mn。 嬲
NO；

02

图1 I微生物参与的生物地球化学循耳

(绿色代表目前己知的微生物主导的元素循环过程，灰色代表冒前未知但热力学上可行的过

程，红色代表DAMO过程。有修政．)(P．aghoebarsing，2006)

Figure 1 1 Microbial biogeochemical cycles

(Green representstheclement cyclesthat are known and grey representsthe clementcyclesthat

arc still BI岫own The DAMO process is indicated m red)

1．1 SAMO研究进展

1．1．1 SAMO过程的研究历史

上世纪70年代，人们通过对海洋环境的地球化学研究发现，海洋深层沉积

物中的甲烷在厌氧条件下扩散至S04。丰富的区域印消失(Mmens＆Bcrner,1974

Barnes＆Goldberg，1976；Reeburgh，1976)，拉开了AOM研究的序幕。随后，

Zehnder和Brock通过实验室研究提出了一种“合作理论”，印一种微生物催化了

甲烷的氧化，而产生的电子则通过另一种微生物消纳(zehnder＆Brock，1979)。

Iversen和Jorgensen利用放射性同位素示踪实验观察到了甲烷氧化与S042‘还原同

时发生的现象(Iversen＆Jorgensen，1985)。至20世纪90年代中期，Hoehler等通

过野外考察与实验室培养提出了AOM过程可能由甲烷厌氧氧化古(Anaerobic

methanotrophic archaea，ANME；groups ANME-1，一2，一3)和S042‘还原细菌

(Sulfate-reducing bacteria,SR8)共同完成(Hoehler et al，1994)。之后的研究发现，

竹Lo_△∞uu叮COL_u∞一∞
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在一些海洋环境以及一些实验室获得的富集培养物中，均存在ANME与SRB共

存的现象，进一步验证了该假设(Boctius et a1．，2000；Orphan ct a1．，2001；Michaclis

et a1．，2002)。

然而，另一些研究人员对SRB在SAMO过程中的作用提出了质疑。首先，

SAMO过程产生的能量非常少(等式1．1)，原位AOM作用释放的吉布斯自由能

(△G)仅为．10至_40 kJ mol～(Kruger ct a1．，2003)。因此，许多微生物学家认为如此

低的能量供给难以维持ANME和SRB共同生存(Knittcl ct a1．，2009)。其次，有研

究发现在一些特殊海洋环境中，ANME可以不依赖SRB单独存在(Orphan et a1．，

2002；Orcutt ct a1．，2005；Trcudc et a1．，2005；Wankcl ct a1．，2012)。截至目前，与

SAMO相关的微生物还未能分离，与之相关的争论仍在继续。

CI-h+S04厶_HS。+HC03‘+HEO AG=·34 kJ mol—CI-h 1．1

除海洋环境外，其他生态系统中SAMO过程的研究寥寥无几，目前已发现

SAMO现象的其他生境仅包括水稻(Murasc et a1．，1994)，垃圾填埋场(Grossman

ct a1．，2002)，富营养化湖：)fi(Eller et a1．，2005)和泥炭地湿地(Smemo et a1．，2007)。

1．1．2 SAMO发生机理

虽然对SAMO的研究已有几十年，但该过程发生的机理仍不清楚。在几十

年的研究过程中，人们相继提出了几个假设，即反向产甲烷理论、产乙酸理论和

甲基化理论。

1)反向产甲烷理论

反向产甲烷理论是目前人们研究最多的SAMO发生机理。所谓反向产甲烷，

即ANME氧化甲烷的起始步骤是产甲烷最后一步的逆反应(Zchnder&Brock，

1979；Hoehler et a1．，1994)，通过氧化甲烷，ANME将电子通过某种中间产物传递

给SRB，最终实现S042-的还原。支持该假设的研究者认为，SAMO作用与产甲

烷作用存在着紧密的联系，即SAMO作用往往伴随着产甲烷作用的发生而发生

(Zehnder&Brock，1979；Hochlcr ct a1．，1994)。

Zehnder和Brock通过放射性同位素示踪实验证实了产甲烷古菌与AOM作

用的关系。他们对九株产甲烷古菌研究发现，在厌氧环境中，这些微生物均能在

产甲烷的同时氧化小部分的甲烷。14C同位素标记实验表明观察到的AOM作用

可能涉及了产甲烷作用特有的中间产物，如甲醇、醋酸等，表明产甲烷古菌参与
3
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了甲烷的氧化过程(Zehnder&Brock，1979)。Hoehler等通过对美国加利福尼亚北

部Cape Lookout海湾缺氧沉积物中甲烷氧化速率及C02还原速率进行季节性调

查后发现，尽管不同季节甲烷氧化的速率存在一定的差异，但甲烷氧化作用均发

生于含S042‘的缺氧沉积物(Hoehler et a1．，1994)。通过对沉积物中产甲烷古菌的

专性抑制实验发现，产甲烷古菌功能被抑制的同时甲烷氧化作用也被部分抑制，

该实验也证明了产甲烷古菌很可能参与了甲烷的氧化。同时，通过向沉积物中添

加5042。发现甲烷氧化作用进一步加强，意味着SRB同样参与了甲烷的氧化过程。

据此，Hoehler等提出了以下假设：产甲烷古菌将甲烷氧化，同时以水作为电子

受体产生中间产物H2，SRB利用H2将S042。还原(Hoehler et a1．，1994)。在墨西哥

湾(Omua et a1．，2005)及黑海(Treude et a1．，2007)ff-,g缺氧沉积物中同样发现了产甲

烷作用与AOM作用共存的现象，证明了这些微生物可能同时参与了这两种生物

过程。

反向产甲烷作用的第一步是甲烷的活化(碳氢键的断裂)。ANME中含有甲基

辅酶M还原酶(Methyl．eoenzyme M reductase，MCR)的同系物，而MCR是产甲烷

作用的关键酶，因此，这种MCR同系物可能是催化甲烷氧化的关建酶(Hallam et

a1．，2004；Shima＆Thauer,2005)。Hallam等首次对含ANME的沉积物中的mcrA

基因(编码MCR 0【亚基的基因)进行了检测，发现了新的mcrA基因型(Hallam et a1．，

2003)。Kriager等从黑海沉积物中纯化了含镍化合物的蛋白，这种镍化合物与

F430(MCR的镍辅因子)具有相同的吸收光谱，但是前者的分子量(951Da)要大于后

者(905Da)(Kruger et a1．，2003)。这种含镍蛋白与MCR具有相似的序列结构且含

量很高，可能对AOM的进行发挥了重要作用。随后，这种修饰的F430结构得到

确认，称为172．甲硫基．F430(Mayr et a1．，2008)。Scheller等分离出了MCR并首次

通过实验证明了MCR具有将甲烷转化为甲基辅酶M的能力，有力地支持了反

向产甲烷理论(Scheller et a1．，201 O)。

Hallam等利用环境基因组技术分析了深海沉积物中的ANME，发现几乎所

有与产甲烷作用相关的基因均存在于ANME中，但唯独缺失亚甲基．四氢甲烷蝶

呤还原酶(Methylene-tetrahydromethanopterin(H4MPT)reductase，MER)的编码基

因，而MER执行了产甲烷作用的其中一步(Hallam et a1．，2004)。据此，

Chistoserdova等提出了基于反向产甲烷理论的AOM机理模型(图
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1 2)(Chistoserdova et al，2005)。他们预测反向产甲烷步骤③是由MER或者是与

之功能相似的酶催化的。反向产甲烷过程中产生的电子(步骤①@④⑦)通过某种

未知中间产物X传递给SRB，从而实现s042-的还原(chistoserdova et al，2005)。
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图1．2基于反向产甲烷理论的AOM模型

(a：反向产甲烷过程；b：s042-还原；c微生物生长)(Chistoserdova et al，2005)

Figurel 2 ProposedAOMmodel based 0n revei_semethanogenesis

fa：reverse methanogenesis；b：sulfate reduction；c：biomass generation)

2)产乙酸理论

针对之前研究中存在的与反向产甲烷理论矛盾的或者不能解释的现象，有学

者提出了不同的见解，他们认为ANME可能利用甲烷和C02产生了乙酸，随后

乙酸被SRB利用，即乙酸是AOM过程中的中间产物，起到了电子传递的作用

(Zehnder＆Brock，1980；Hoehler et al，1994)。随后，Valentine和Reeburgh又提出

了一种新理论(Valentine＆Reeburgh，2000)。该理论假设ANME利用两分子甲

烷产生乙酸和Hz，而这两种中问产物又被SRB利用。采用该理论计算出的SAMO

释放的自由能是反向产甲烷的两倍，从而使ANME和SRB能在反应过程中获取

更多的能量；其次，该理论涉及了ANME与SRB之间的碳传递，从而解释了部

分SRB脂质存在”C亏损的现象(Thiel et al，1999；Hinrichs et a1．，2000；Pancost et

al，2000)。

3)甲基化理论

Moran等根据之前的研究成果以及自己的实验结果提出了一种全新的理论，

称为甲基化理论(Moran et al，2008)。该理论认为甲基硫是SAMO作用的中间产

物，这种物质由ANME通过甲烷的氧化和C02的还原产生，并最终被SRB所利
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S042。和硫化物(Milucka et al，2012)。这一发现对于AOM的研究具有很大的贡献，

首先，SAMO作用是由ANME单独完成的生物过程，而不是此前认为的由ANME

与SRB协同作用完成的，意味着SRB在SAMO作用中是非必须的：其次，被

认为是还原S042-的SRB，发现其具有歧化二硫化物生成S042。的能力，因此它与

ANME还是存在十分密切的关系。

图1 4以零价硫为中间产物的SAMO作用谬正模型(Milucka et al，2012)

Figure 1 4 Revised model ofSAMO involved zero-vflent as key intermediate

该机制的发现为AOM领域提出了更多需要深入研究的问题(Joy岛2012)。首

先，ANME中缺少S042‘还原所需要的特异性酶，因此，找到这种特异性的酶或

其编码基因是对该机制的有力证明。对此，Milucka等提出了甲酰．甲烷呋喃脱氢

酶很有可能是催化S042‘还原所需要的特异性酶，因为它的氧化还原电位极低

(-530mv)，因此ANME的还原能力在某种程度上要强于SRB(Milucka et al，2012)

其次，催化这种新的SAMO作用的微生物是ANME中的一簇(ANME．2)，因此，

其他ANME(ANME．I和ANME一3)是否具有单独催化SAMO作用的能力还有待

进一步研究。此外，由细菌催化的二硫化物歧化作用存在的广泛性还有待更多的

调查研究。

1．1．3参与SAMO过程的微生物

如前所述，无论是自然生境还是实验室培养，大多数情况下ANME与SRB

共同存在，两者关系密切。

7
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1)AtOm

迄今，对于ANME种群多样性的鉴定主要基于基因层面(16S rRNA和mcrA

基因)和脂质层面(Knittel&Bodius，2009)。

目前在许多不同的海洋环境中均发现了具有AOM功能的ANME，然而它们

在进化上的亲缘关系却很远。通过ANME 16S rRNA基因系统发育分析，可将

ANME分为三簇，即ANME一1、ANME．2和ANME一3，其中ANME-I与

Methanosareinales和Methanomicmbiales存在一定的亲缘关系(orphan et a1．，2002；

Knittd et a1．，2005；Conrad，2009)，ANME-2属于Methanosarcinales(orphan et al，

2001；Conrad，2009)，而ANME一3则与Methanosarcinales的Methanococoides和

Methanolobus存在亲缘关,§．(L6sekann et al，2007；Conrad，2009)。这三簇ANME

之间的系统发育关系很远，序列相似度仅为75．92％，甚至ANME．2还可分为三

个亚簇，印ANME．2a、ANME-2b和ANME．2cf图1 5a)。这些归属干不同目或科

的ANME具有极为相似的生理特性，暗示了它们可能广泛分布于自然界中。

许多研究将mcrA基因作为ANME的特异性功能基因标记物，用于ANME

的鉴定。从功能基因角度进行系统发育分析亦可发现，ANMEl．3的亲缘关系十

分疏远f图1 5b)。

a b
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图1．5基于16S rRNA基因(a)和mcrA基因(b)的ANME系统发育树Ormittel＆Boetius，2009)

Figasrel．5f如，logenctic＆ecsofANMEbasedonl6S rRNAgene 5髑u衄c船fa)andmcrAgene

sequences(b)
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2)SRB

SRB种类丰富，常常与ANME共存。比如归属于Deltaproteobacteria的

Desulfosarcina／Desulfococcus(DSS)通常与ANME·l和ANME-2共存(Boetius et a1．，

2000；Orphan et a1．，200 1；Michaelis et a1．，2002；Orphan et a1．，2002；Knittel et a1．，

2003；Knittel et a1．，2005)，并且形成细胞团聚体。Desulfobulbus通常与ANME．3

共存。但SRB与ANME的共存模式也呈多样化，如在某些生境发现有DSS与

ANME．3共存的现象，在Eel River Basin的沉积物中发现了Desulfobulbus与

ANME．2c以及DSS与ANME．2c共存的现象(Pemthaler et a1．，2008)。

1．1．4目前存在的问题

虽然从SAMO研究之初至今已有几十年，但人们对该过程的了解仍然有限。

主要存在的问题包括以下几点：1)作用机理仍不完全明晰；2)甲烷氧化速率的影

响因素尚不明确；3)相关微生物无法分离(Alperin&Hoehler,2010)。分离获得催

化SAMO过程的微生物并探明作用机理，将是今后研究的主要方向。

1．2 DAMO研究进展

1．2．1 DAMO过程的研究历史

DAMO是以N03-／N02"作为电子受体的AOM反应(式1．2和1．3)。上世纪70

年代，就有学者试图分离或者富集具有AOM耦联反硝化功能的微生物，但均以

失败告终(Davies et a1．，1973；Mason et a1．，1977)。此后很长一段时闻内，人们一直

未找到AOM耦联反硝化作用的充足证据。直至1991年，Smith等利用原位自然

梯度示踪实验发现了一受污染地下水环境中存在AOM耦联反硝化的现象(Smith

et a1．．1991)。

5C心+8N03‘+8i-i+一5C02+4N2+14H20 AG=一765 kJ tool‘1 C1-14 1．2

3CH4+8N02"+8H+一3C02+4N2+10H20 AG=．928 kJ tool。1 CH4 1．3

2004年，Islas．Lima等在实验室条件下利用甲烷与N03"对反硝化污泥进行富

集培养，观察到了甲烷和NOr同时消耗的现象，当停止添加N03‘时，甲烷的消

耗也立即停止(Islas．Lima et a1．，2004)。然而，该研究缺乏对富集培养物中微生物
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相的分析，因而无法确认催化该过程的微生物种类，并不能有力证明DAMO现

象的发生(沈李东等，2011)。2006年，荷兰研究人员Raghoebarsing等采用受农田

氮素污染的淡水河道沉积物作为接种物，经过16个月的培养，获得了具有DAMO

功能的富集培养物(Raghoebarsing et a1．，2006)。16S rRNA基因检测发现该富集培

养物存在细菌和古菌，其中占主导的细菌是一种归属于NCIO门的细菌，古菌则

仅包含一种归属于Methanosarcinales的古菌。对该富集培养物进一步富集发现，

这种归属于NCIO门的细菌(以下简称NCl0门细菌)主导了DAMO过程，而古茵

对于DAMO作用是非必须的(E州g et a1．，2008)。

另一组来自澳大利亚的研究人员Hu等利用淡水湖泊沉积物、厌氧消化污泥

和回流污泥的混合物作为接种物进行培养，在不同温度条件下，分别获得了两种

不同的DAMO富集培养物。在低温条件下(22℃)，富集培养物仅由NCl0门细

菌组成，而在高温条件下(35℃)，富集培养物由NCl0门细菌和古菌共同组成(Hu

et a1．，2009)。不同的电子受体同样对DAMO富集培养物的微生物组成有影响，

以N02。作为电子受体，富集培养物仅由NCl0门细菌组成，而以N03"作为电子

受体的条件下富集培养物由NCIO门细菌和古茵共同组成(Hu et a1．，2011)。

1．2．2 DAMO发生机理

1)NCl0门细菌的DAMO催化机理

Ettwig等对NCl0门细菌催化DAMO的机理进行了研究，他们以两种高纯

度的DAMO富集培养物作为样品，完成了其中NCl0门细菌的全基因组测序，

并将该菌命名为"Candidatus Methylomirabilis oxyfera”似oxyfera)(Ettwig et a1．，

2010)。

通过对M oxyfera细菌全基因组序列分析发现，M oxyfera细菌并不具备催

化完整反硝化过程所需的所有基因，缺少编码N20还原酶的基因。但M oxyfera

细菌能够完成反硝化过程并生成N2，那么M oxyfera细菌必然存在一种未知酶

能够催化某种中间产物生成N2。此外，作为一种厌氧微生物，M oxyfera细菌却

拥有完整的编码好氧甲烷氧化酶的所有基因。通过同位素标记实验，Ettwig等发

现M oxyfera细菌能够自己产生氧气，并将一部分氧气用于甲烷的氧化(Ettwig et

a1．，2010)。根据以上实验结果，Ettwig等提出了M oxyfera细菌催化DAMO过
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程的理论模型(图1．6)。他们认为必oxyfera细菌的细胞内存在某种未知的NO歧

化酶，这种酶能够将NO歧化生成氧气，从而完成甲烷的好氧氧化。该理论较为

圆满地解释了M oxyfera细菌催化DAMO过程的机理．_(Ettwig et a1．，2010)。

2NOr

。-c02

图1．6 M oxyfera细菌催化DAMO机制模型(Ettwig et a1．，2010)

Figure 1．6 The DAMO pathway ofM．oxyfera

wh等发现M ox羽fera细菌中存在四组终端呼吸氧化酶基因并都进行了转录，

进一步研究发现其中一组基因的氧化酶进行了翻译(Wu e1 al。，201 1)。因此，Wu

等认为M oxyfera细菌产生的氧气除了用于甲烷的氧化之外，还参与了细胞的呼

吸过程(Wu et a1．，2011a)。此后，Wu等通过免疫金标记实验，发现催化甲烷氧化

和反硝化过程的两种关建酶甲烷单加氧酶(pMMO)和N02。还原酶(NirS)共同存在

于M oxyfera细菌的细胞内，进一步证明了DAMO过程是由M oxyfera细菌单

独完成的(、№et a1．，2012)。

2)有古菌参与的DAMO催化机理

目前对于古菌是否参与了DAMO过程仍有存疑，但从不多的研究结果显示

古菌很有可能参与了DAMO过程。

一种观点认为古菌可能与NCl0门细菌协同完成DAMO过程。目前，共有

三篇论文报道了DAMO富集培养物中细菌与古茵共存的情况(Raghoebarsing et

a1．，2006；Hu et a1．，2009；Hu et a1．，201 1)，并且三者古菌的16S rRNA基因序列相

似度很高(98．2％)，意味着参与DAMO过程的很可能是这种归属于

Methanosarcinales的古菌。这三种古菌与细菌共存的富集培养物都有一个共同的

特点，即都具有消耗NOr的能力。如前所述，Hu等的实验表明不同的电子受体

(N03"和N02")对DAMO富集培养物的微生物茵群具有选择性，因此他们推测古

茵对于N03-的竞争能力要强于细菌，而细菌对N02"的竞争能力要强于古菌，即

古菌的作用可能是将N03"转化为N02‘(Hu et a1．，2011)。另一种观点认为这种古

菌可能是一种新的产甲烷古菌，它利用NCIO细菌的代谢中间产物或其他有机物

11
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进行生存(wh et a1．，2011b)，但目前并没有研究证实此观点。

1．2．3 DAMO参与微生物

已报道的研究结果显示，DAMO富集培养物中通常以NCl0门细菌占主导，

仅在少数DAMO富集培养物中，存在归属于Methanosarcinales的古茵。

Ettwig等将已知的归属于NCl0门的基因序列进行了16S rRNA基因系统发

育分析，将所有序列分为四组，即group A、group B、group C和group D(Ettwig

et a1．，2009)。采用目前的引物(表1．1)获得的NCl0门细菌序列均归属于group A

和group B，其。中所有DAMO富集培养物中的NCl0门细菌均归属于group

A(Raghoebarsing et a1．，2006；Ettwig et a1．，2009；Hu et a1．，2009；Luesken et a1．，

2011a；Kampman et a1．，2012；Zhu et a1．，2012)，而接种物和环境样品中的NCl0门

细菌则归属于group A和group B(Ettwig et a1．，2009；Deutzmann&Schink，2011；

Luesken et a1．，201 la；Kampman et a1．，2012；Kojima et a1．，2012；Wang et a1．，2012)。

因此，可以认为归属于group A的NCl0门细菌具有催化DAMO过程的能力，

而归属于group B的NCl0门细菌是否具有该能力还不得而知。

NCl0门细菌具有特殊的甲烷好氧氧化途径。pMMO作为催化甲烷好氧氧化

的关建酶，编码其c【亚基的pmoA基因具有高度的保守性(Hakemian&Rosenzweig，

2007)，并作为功能标记物广泛用于环境中的甲烷氧化微生物的检测(McDonald et

a1．，2008)。Luesken等设计并提出了用于检测NCl0门细菌pmoA基因的引物对

(Luesken et a1．，201 lb)。Wang等采用该引物对农田水稻土壤检测发现，只有归属

于group A的NCl0门细菌能够被检测到，而归属于group B的NCIO门细菌则

无法检测到(W抽g et a1．，2012)。Deutzmann和Schink采用自主设计的pmoA引物

对一寡营养湖泊沉积物检测发现了同样的现象。这些现象进一步验证了归属于

group A的NCl0门细菌具有催化DAMO的能．f17(Deutzmann&Schink，2011)。但

是目前获得的NCIO门细菌序列较少，依此设计的引物不能覆盖所有具有DAMO

功能的NCl0门细菌(Wang et a1．，2012)，有待进一步优化。

最近，Kool等通过对多种DAMO富集培养物中微生物的脂质成分分析，发

现了两种NCl0门细菌所特有的脂质成分10MeCl6：o和10MeCl6l△7，并将之作为

NCl0门细菌特有的生物标记物(Kool et a1．，2012)。Zhu等利用qPCR和脂质分析
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技术对泥炭地NCIO门细菌的研究发现，NCIO门细菌的数量与其特异性脂质的

数量呈正相关，表明这两种脂质成分可以作为NCIO门细菌的生物标记物(Zhu et

a1．，2012)。

表1．1 DAMO微生物PCR扩增采用引物

Table 1．1 The pfimers used to amplify genes ofDAMO microorganisms

1．2．4 DAMO富集培养物

目前对于DAMO过程的研究尚处于起步阶段，获得的DAMO富集培养物

不多(表1．2)。目前用于DAMO微生物富集培养的接种物多局限于淡水沉积物和

活性污泥，来源比较有限，采用的培养基多为人工配制的培养基，采用的培养方

式多为序批式培养。

表1．2不同DAMO富集培养物的比较

Table 1．2 Comparison ofthe DAMO cultures

反应速率

接种物 培养基 富集方式 微生物组成 rN02(retool 参考文献

鬻人工培糕序批式莩鬣∽7№h蛔oebar。s6ing豇
R竺!。e．⋯barsi．n．g 人工培养基 连续式 细菌70％i集培养物 人工培养基 连续式 细菌70％

鬻肛培糙连续式帅。％
0．7 Ettwig et al。2008

2．15 Ettwig et a1．，2009
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a：N／A表示文献中未提及

1．3本课题研究的意义与内容

1．3．1研究意义

工业社会的发展导致的全球气候变暖已成为全世界面临的重大环境问题，而

甲烷作为第二号温室气体，它对该问题的影响举足轻重。另一方面，目前我国的

水体污染已从有机物污染为主转变为氮磷污染为主，并已导致严重的水体富营养

化，含氮废水的高效处理刻不容缓。DAMO过程的发现为甲烷的减排与氮素污

染的处理提供了新的思路和选择。而获得DAMO富集培养物则能够使DAMO

过程及相关微生物的研究顺利开展。

首先，DAMO富集培养物的获得使人们认识到一种具有耦联AOM与反硝

化的微生物确实存在。NCl0门细菌参与的DAMO过程连接了碳素与氮素循环

(图1．7)，因此，它的发现在微生物学与生物地球化学循环领域均具有重要意义。

14
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N03

图l 7NCl0门细菌参-4的生物碳氪循环(红色标注的为DAMO过程_)(Ettwig etal，2010b)

Figure I 7Carbon and nigogen cycles catalyzed byNCl0 bacteria

其次，基于DAMO富集培养物而进行的NCl0门细菌的细胞生物学和生物

化学特性(Wu et al，201la；Wu et al，201lb；Wu et al，2012a；Wu et al，2012b)、基

因组和代谢途径(Ettwig et al，2m0)、富集培养特性(Ettwig et al，2008；Ettwig et al，

2009；Hu et al，2009；Hu et al，2010)等方面的系统研究，不仅充实了微生物学内

容，同时对这种独特的微生物的研究很可能开辟出一个全新的微生物研究领域。

第三，从环境工程的角度考虑，DAMO过程及其微生物的研究为新型废水

处理工艺的开发和应用打下基础。DAMO作用可实现甲烷与N03"／N02"两种污染

物的同时去除，因此其在环境工程领域中具有重要的应用价值。

Luesken等首先采用污水处理厂的活性污泥成功获得了DAMO富集培养物，

从而表明了原位大量获得工程化应用所需富集物的可能性(Luesken et al，2011)。

Kampman等提出了将DAMO应用于低温厌氧消化出水的处理(图1 8)(Kampman

et al，2012)。该工艺可在低温条件下实现厌氧消化工艺出水中溶解态甲烷与氨氮

的同时去除，一方面可以缓解甲烷扩散造成的温室效应，另一方面摆脱了传统的

脱氮工艺需要添加额外电子供体的限制，降低了运营成本。此外，还有学者提出

了将DAMO过程与厌氧氨氧化(Anaerobic ammonium oxidation，Anammox)过程

相结合进行废水处理的设想(Luesken et al，2011；Zhu et al，2011)。他们在实验室

条件下成功获得了NCl0门细菌和Anammox细苗共存的富集培养物，为这种新

工艺的开发打下了基础。

如上所述，无论是对NCl0门细菌生理生化特性的研究还是与DAMO相关

的废水处理工艺的开发，均需要以DAMO富集培养物为基础。然而研究表明，
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NCl0门细菌生长缓慢(倍增时间大约1-2周)，对培养环境要求严格，导致DAMO

富集培养物难以获得。因此，本研究针对DAMO微生物富集培养的接种物来源，

培养基组成．反应器构型等-L个关键因素进行了实验优化，以期快速、高效获得

DAMO微生物的富集培养物。

一-
图1．8新型DAMO废水处理工(Kampman etal．2012)

Figure 1．8 New concept ofDAMO wastewater treanent process

1．3．2研究内容

本课题的研究内容主要包括：1)考察不同接种物富集DAMO微生物的可行

性，通过比较筛选出最优接种物。2)考察不同培养基富集DAMO微生物的可行

性，通过比较选出优质培养基。3)考察不同构型反应器富集DAMO微生物的效

果，选出较优的反应器。

史羔
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第二章不同接种物富集培养DAMO微生物的比较研究

引言

之前有研究表明，NCl0门细菌生长十分缓慢，因而要获得DAMO富集培

养物十分困难。目前，获得的DAMO富集培养物十分有限(表1．2)。然而，要探

明DAMO反应的机理及参与的微生物类群，需要大量的富集培养物。而接种物

的来源对于快速获得不同的富集培养物是非常关键的，并且对DAMO工艺的推

广应用也具有重要的意义。目前，DAMO接种物主要来自于淡水沉积物，污水

处理厂活性污泥，淡水沉积物、厌氧活性污泥和回流污泥三者的混合物以及泥炭

地深层土壤(Raghoebarsing et a1．，2006；Ettwig et a1．，2009；Hu et a1．，2009；Luesken

et a1．，2011；Kampman et a1．，2012；Zhu et a1．，2012)，接种物来源有限。

DAMO过程发生的基本要素是厌氧环境中甲烷和N03"／N02共存。废水厌氧

生物处理过程会产生大量甲烷，且处理后的出水中往往会含有一定量的硝态氮，

因此厌氧生物处理工艺中的产甲烷颗粒污泥可能是DAMO的适宜接种物。农田

水稻土壤是公认的大气甲烷的主要排放源，另外由于氮肥的大量施用，往往造成

土壤中氮素过剩，有部分会以硝态氮的形式存在，因而水稻土也是DAMO发生

的有利生境。淡水河道沉积物具有厌氧／缺氧／有氧交界面，许多河道由于受氮素

污染，底泥中含有一定量的N03"和N02。，同时底泥中有机质的厌氧分解过程会

释放出大量的甲烷气体，因此淡水河道底泥也是发生DAMO的良好生境。

本实验分别采用厌氧产甲烷颗粒污泥、农田水稻土壤和淡水河道沉积物作为

接种物进行DAMO功能微生物的富集，以获得不同的DAMO富集培养物，同

时利用分子生物学技术监测富集过程中的菌群变化，以考察三种接种物富集

DAMO功能微生物的可行性，筛选出合适的接种物，以扩大接种物的来源。

2．1材料与方法

2．1．1接种物

厌氧产甲烷颗粒污泥(取自实验室高效产甲烷颗粒污泥装置)、农田水稻土壤
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(取自某长期施肥水稻田，取样深度为表层以下5．10 em)和淡水河道沉积物(取自

某淡水河道，取样深度为沉积物以下0．20 em)。三种接种物的基本理化指标如表

2．1所示。三种接种物中均存在一定量的NOx--N，而厌氧产甲烷颗粒污泥和淡水

河道底泥中的Nl-h+-N浓度要比农田水稻土壤高一个数量级。

表2．I三种接种物的基本理化性质

Table 2．1 Basic characteristics of the three inocula

2．1．2培养基

采用天然地表水(pH 7．2．7．3，N03浓度为3．64 mgN·L一，氨和N02’浓度均低

于检测限)添加适量的N02-作为培养基进行DAMO微生物的富集培养。在500

天的富集过程中，进水N02"的浓度从7 mgN·L。提升至21 mgN·L～，pH值维持

在7．0．7．2，气相中甲烷的体积浓度维持在气相浓度的20％左右。

2．1．3富集培养

采用相同的SBR进行三种接种物的富集培养(图2．1)。每个装置总容积为2．5 L，

接种量为0．5 L，添加培养液至2．0 L，气相体积为o．5 L。三个富集装置在300C

恒温运行。SBR以72 h为一个运行周期，包括o．5 h进水期，70 h反应期，1 h

沉淀期，O．5 h排水期。在进水期，加入培养基，同时持续向SBR中通入氩气，

以保持装置内部的厌氧环境，维持体系的pH稳定。进水结束后，停止通气，用

100 mL的甲烷(纯度为99．9％)置换富集装置中相同体积的氩气。在排水期，每个

SBR中排出1 L上清液，此时，气相连接气袋，防止空气进入。进水期补充等量

新鲜培养基。富集培养分为三个阶段，富集阶段初期(0．180天)，进水N02-浓度

控制在7 mgN·L～，初始的100天还添加了28 mgN·LJ的N03。，以去除接种物中

的有机质，100天后停止添加N03"；富集阶段中期(181-400天)，进水N02-浓度

提升至14 mgN·L。1；富集阶段后期(401．500天)，进水N02"浓度提升至21 mgN·L一。
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2．1．4活性测试

基质置按

取样j

耍21亩夔DAMO徽生物的SBR装置

Figure 2 1The SBRforenrichment ofDAMOmicroorganisms

采用分批实验测定三种富集培养物R1．R2，R3的DAMO活性。取三种富

集培养物并用不含NQ’的培养基冲洗3次，随后备取10mL富集培养物转移至

72mL血清瓶。添加培养基(N02’浓度2．8mgL～，pH 7 2】至50mL。每个血清瓶

中分别通氢气15 min，以维持血清瓶内的厌氧环境。再向血清瓶中加入纯度为

99 9％的甲烷，使气相甲烷浓度控制在4 5％左右。每个样品设置三个平行和一个

对照组，对照组血清瓶中不添加N02’。血清瓶置于恒温摇床中培养，培养温度

控制在300C，振荡速度为100 rpm，培养时间为10 h。在培养过程中，每隔2 h

取样测定气相甲烷浓度与液相N02‘浓度，确定DAMO反应的活性并推算其化学

计量关系。

2．1．5DNA抽提与PeR扩增

定期取培养物离心后在-20℃冻存。分别称取三种富集培养物各0 25 g，采用
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Power Soil DNAKit(Mo Bio Laboratories，Carlsbad，CA，USA)进行DNA抽提。

采用巢式PCR分别对三种富集培养物中NCl0门细菌的16S rRNA基因和pmoA

基因进行扩增。本实验所使用的引物(表2．2)及PCR反应条件参考Luesken等文

献(Luesken et a1．，201lb；Luesken et a1．，2011c)。所有PCR产物用1％的琼脂糖凝

胶电泳进行检测。

表2．2 PCR实验所用引物

Table 2．2 The primers used in PCR amplification

2．1．6克隆与测序

PCR产物的克隆操作按试剂盒说明进行，将PCR产物连接到pMD@19．T载

体上(TaKaRa，Bio Inc．，Shiga,Japan)，将导入载体的大肠杆菌在SOC体系中振荡

培养l h，随后将菌液涂布于含氨苄青霉素(Ampicillin，Amp)、5．溴．4氯．3．吲哚．

D—D-半乳糖苷(5-Bromo一4-chloro-3-indolyl D-D-galactopyranoside，X．Gal)-与／异丙

基一p—D-硫代吡喃半乳糖苷(Isopropyl D．D．1-Thiogalactopyranoside，IPTG)的LB

平板培养基中培养(379C培养16 h)。通过蓝白斑筛选挑取白色菌落，并用菌液PCR

法验证插入片段(Hu et a1．，2012)。每个样品挑选约20个克隆送华大基因公司测序。

2．1．7 16S rRNA基因与pmoA基因系统发育分析

采用MEGA4．0软件(Tamura et a1．，2007)对所获得的序列进行系统发育分析。

序列采用Clustal W算法进行对齐，最后采用邻接∞eighbor-Joi血g)法构建系统

发育树，采用p-dianstance计算，并对构建的树进行Bootstrap分析(1000个样本)。



浙江大学硕士学位论文 第二章不同接种物富集培养DAMO微生物的比较研究

采用DOTUR软件(Schloss&Handelsman,2005)对NCl0门细菌的16S rRNA基因

和pmoA基因进行分类操作 ；元(operational taxonomic units，OTU)分析，将相似

度大于97％的16S rRNA基因序列和相似度大于93％的pmoA基因序列归为一个

OTU(Luke&Frenzel，2011)，此外，利用公式C=【1．(nlfN)】×100％进行克隆库覆

盖率的计算。其中n。为一条序列独占一个OTU的序列数量，N为一个克隆库中

总的序列数。

2．1．8实时荧光定量PCR(qPCR)

本实验选取NCIO门细菌16S rRNA基因特异性引物qPlF／qPlR作为定量测

试的引物。采用iCycler iQ5实时定量PCR仪(Bio-Rad，California,USA)进行实验，

qPCR反应条件见文献(Ettwig et a1．，2009)。PCR扩增反应的特异性分析与标准曲

线的建立如前所述(Hu et a1．，2012)。样品的基因拷贝数通过样品Threshold

Cycle(C0值计算获得。

2．1．9荧光原位杂交(FISH)

定期对Rl、R2、Iu进行取样、固定和杂交。

固定：从每个反应器中现取培养物1 mL，离心弃上清液并用磷酸缓冲液

(Phosphate buffered saline，PBS)溶解。取0．5 mL样品加入多聚甲醛固定液中，置

于冰上3 h。离心并再次用PBS冲洗，最后用PBS与乙醇的混合液(1：1)溶解，并

置于．20℃条件下保存。

杂交：取固定好的样品的悬浊液10¨L滴加至载玻片上，并在460C条件下

晾干。同时，配制40％甲酰胺浓度的杂交液，并保存于室温下等待使用。将干燥

后的载玻片依次置于50，80和100％的酒精溶液中脱水，每个浓度脱水3分钟。

脱水结束后风干片刻。同时配制浓度为5 pmoL·¨L。1的探针混合液，采用探针为

S-*一DBACT-1027一a_A-18，杂交NCl0门细菌(Raghoebarsing et a1．，2006)，EUB I—III

混合探针，杂交细菌(Daims et a1．，1999)。每个样品滴加10 pL杂交液和1¨L探

针混合液，并用枪头小心将探针混合液与杂交液适度混匀。准备杂交离心管(50

mE)，在每个管中添加一张折叠好的滤纸，分别将剩余的杂交液均匀倾倒至滤纸

上。将载玻片迅速放入离心管后，将杂交管水平置于已在460C下稳定运行的杂
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交炉中，在46 oc条件下杂交1．5 h。杂交的同时，配制洗涤液并在通过水浴预热

至48。c。杂交完毕后，取出载玻片并分别用少量洗涤液进行洗涤。随后，将载

玻片置于洗涤液中，并在48 oC条件下洗涤20分钟。洗涤完毕后取出载玻片，

分别用蒸馏水小心冲洗几次，随后置于46 oC杂交炉中干燥。将干燥后的玻片置

于黑暗中保存。

FISH图像拍摄采用双光子激光共聚焦显微镜(Zeiss，LSM710 NLO，

Germany)。

2．1．10分析方法

N-H4+．N、N02"-N和N03-N浓度与VSS均采用APHA标准方法进行测定

(APHA，1998)，甲烷采用Agilent 6890系列气相色谱(Agilent，USA)进行测定。

2．2结果

2．2．1 NCl0门细菌的富集

SBR反应器以72 h为一个运行周期，每个运行周期均控制初始甲烷气相浓

度为20％，以保证一个运行周期内甲烷供给充足。由于在整个富集培养过程中甲

烷的供给是过量的，因此富集培养过程中的DAMO活性以N02"的还原活性

(nitrite reducing activity)作为指标。富集培养过程中，三个反应器N02"的消耗情

况如图2．2所示。

富集初期(O．1 80天)，控制进水中的N02。浓度在较低水平(7 mgN·LJ)，并在

前100天的进水中添加28 mgN·L。1的N03。，以强化微生物的反硝化作用，加速

有机物的消耗。o．100天，R1的N03"平均还原活性为6．45 mgN·L"I'd～，出水N03。

浓度接近于零，而R2、R3的N03的还原活性在前40天时与R1相当，分别达

到了5．35 mgN·L-1．d1和5．12 mgN·L-I．d1，此后I也、R3的N03‘的还原活性逐渐

下降，至100天时进水与出水N03-浓度基本持平，表明两者的反硝化活动已经

基本停止，至此停止向三个反应器中添加N03。。O．100天，R1的N02"还原活性

比较稳定，平均还原活性为1．54 mgN·L-1．d～，而R2、R3的N02-还原活性出现上

下波动，平均还原活性分别为1．14 mgN·L"l"d。和1．34 mgN·L"l"d～。100．180天，

24
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RI的N02。还原活性与前100天相当，平均还原活性为1．45 mgN·LI．d1，而R2

与R3的N02’还原活性逐渐下降，平均还原活性分别降至0．76mgN·L-I．d。和1．02

mgN Lq．d一，表明在此期间反硝化活性逐渐减弱。富集阶段初期fo．180天)，虽然

添加了足量的甲烷，但从三种富集培养物对N03和N02-的消耗情况来看，三个

反应器中发生的生物反应以反硝化作用为主(图2 2)，并未显现明显的DAMO活

性。

囤2．2富集培养过程中R1，R2、R3对N02"的消耗情况

Figure 2．2TheNO：’N consurapl]on ofculhlresRI，R2 andR3 dunngthe emichmentperiod

富集阶段中期(181—400天1，进水N02"浓度提升至14 mgN L～。R1对进水

N02浓度的变化响应迅速， N02‘还原活性随即提高，平均还原活性达到了1 78

mgN-L-I．d～。而在进水N02-浓度提升后大约100天左右的时间段内(18l一280天)，

R2、R3的N02‘还原活性一直维持在低水平，分别为0．66 mgN L-Ld。1和0．63

mgN·L-Ld～。富集280天之后，R2和R3的N02还原活性有了比较显著的提升，

平均还原活性分别达到了l 44mgN L-Ldl和2．07mgN L-Ld。1(图2 2)。在此阶段，

Rl中仍存在部分反硝化作用，而R2、R3的反硝化作用逐步削弱，DAMO作用

逐步增强。

富集阶段后期(4叭-500天)，进水N02。浓度提升至21 mgN·L～，Rl、I匕、R3

的N02。平均还原活性进一步上升，分别达到了2 76mgN·L-L一，2．69mgN·L“d。

和2 8lmgN L-Ld～。此阶段三者中的反硝化作用已基本消失，DAMO活性明显。

2≮
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2．2．2謇集培养物DAMO活性渊试

在富集培养500天之后，采用分批实验测定三种富集培养物的DAMO活性。

结果显示，三种富集物R1，R2和R3均能够同时利用甲烷与N02，其基质摩尔

消耗比(CI'14：N02。-N)分别为3：6、3：7．5和3：8，均接近于理论比3：8。三者的最大

比活性分别为0．06mgN·g-1VSS·h-I,015mgN·g-1VSS·h’1和O．11 mgN·g‘。VSS-h。叶图

2 3)。该结果显示，在三种富集培养物中，R2具有最高的DAMO活性。

岔
兰

∞

县
褂
瑚
牲
舞
碱
普
蕾

田2．3P-．I、R2、R3舟批活性测试DAMO比活性

Figure 2．3DAMO activityofculturesRl，R2 andP,3

2．2．3168 rRNA基因与pmoA基因系统发育分析

在富集培养的各个阶段，采用NCl0门细菌特异性引物qPlV／qP2R对三种富

集培养物R1．R2．R3的16S rRNA基因进行扩增，分别构建克隆文库并分析其

中NCl0门细菌的茵群组成。16S rRNA基因系统发育分析表明，三种富集培养

物中获得的序列都集中于一簇，均只含有1个OTU，三者彼此之间的序列相似

度达到了991％一100．O％，并且均归属于NCl0门的groupA(Ettwig et a1．2009)(图

2 4a)。与三种富集培养物Rl、R2、R3NCl0门细菌序列相似度最近的富集培养

物中获得的克隆来自以活性污泥(污水处理厂Lieshout)作为接种物得到的DAMO

富集培养物，相似度分别达到了97 1％一97 6％，97．1％．97 8％，97 1％一97 6％，与

M oxyfera的相似度则分别达到了96 7％-97 2％，96 7％．97 4％，96 7％一97 20／0。
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1
0．02

图2．4a富集培养物中DAMO功能微生物与已知的NCIO门细菌16S rRNA系统发育树

Figure 2．4a Phylogenetic tree of the I6S rRNA gene sequences recovered from cultures R1，R2

and R3 with Acidobacteria as the outgroup．The tree was calculated using the neighbourojoining

method and the p-distance correction．Bootstrap values were 1 000 replicates，and the scale bar

represents 2％of sequence divergence．

采用pmoA基因的特异性引物对cm0182和cm0568对R1、I也、R3的pmoA

基因进行扩增，对获得的pmoA基因序列进行系统发育分析发现所获得的pmoA

基因序列均集中于一簇(图2．4b)。以7％的cutoff进行计算(Luke&Frenzel，201 1)，

三者的OTU数量均为3。R1、I也、R3中得到的pmoA基因序列与已报道的NCIO

门细菌与厌氧氨氧化茵共培物(Zhu et a1．，201 1)9得到的NCl0门细菌序列最接近，

相似度分别达到了85．5％．89．5％，85。6％．91．2％，85．1％．90．5％，与M oxyfera的

序列相似度则分别达到了85．6％．88．4％，85．8％．89．7％，85．1％．89．7％。
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1
0．05

198)

图2．4b富集培养物中DAMO功能微生物与已知的NCIO门细菌pmoA系统发育树

Figure 2．4b Phylogenetic tree ofthepmoA gene sequences recovered from cultures R1，R2 and R3

with Methylacidiphilum as the outgroup．The tree was calculated using the neighbour-joining

method and the P-distance correction．Bootstrap values were 1000 replicates，and the scale bar

2．2．4定量分析

删
糕
、-一

凹
。

一

represents 5％ofsequence divergence．

图2．5富集培养初期(o天)与富集培养末9(500天)富集培养物R1、l匕、R3中NCIO门细菌

数量变化情况

Figure 2．5 Abundance of 16S rRNAgenes ofNClO bacteria in culture R1．R2 and R3 from initial

period to final period．
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对接种物与富集培养物进行定量PCR检测。如图2．5所示，三种接种物中

均存在一定数量的NCl0门细菌，分别达到了6．76 x 106 copies·茸。(dry soil)，4．33

×106 copiesg“(dry soil)和3．44×106 copies g～(dry soil)，数量基本相同。经过500

天的富集培养，Rl、R2、R3中的NCl0门细菌的数量分别增长至4 32 x 108

copiesg-‘(dry soil)．1．26 x10”copies g。1(dry soil)和6．86 x108 copies g一(dry soil)．

分别增加了63倍、2909倍和198倍，其中R2的NCl0门细菌数量增长最明显。

2．2．5 FISH

采用FISH技术对获得的三种富集培养物中NCl0门细菌的存在情况进行检

测。采用DAMO特异性探针S-*-DBACT-1027一a—A一18探针(红色)与细菌探针

EUB338f 111探针(蓝色)同步杂交，NCIO门细菌显粉红色。结果显示，三种富

集培养物R1、R2、R3中NCl0门细菌的分布均较为集中，NCl0门细菌的数量

较其他细苗均占有优势，其占总细菌的比例均高于50％(图2 6)。

圉2．6富集培养500天后R1、R2、R3的FISH围。呆用细菌通用探针EUBI-Ill(深蓝色)和

NCl0门细菌特异性探针S-*-DBACT-1027一扣A-18(cy3)(红色)对微生物进行杂交。NCIO门

细菌被两种探针共同杂交而呈现粉红色。标尺：10um

Figure 2 6FISH ofbiomassfrom culturesRI，R2 andR3 after500 daysenfichraent The cells

we把bybridizedwith probe S-*-DBACT-1027一a_^_A 18(Cy3)(red)specificforNClobacteria：a

mixture ofprobesEUBl-Ill rdark blue)．which detected nearly all eubacteria NCl0 bacteria

appear pink ducto double hybfidi盈tmnwiththe specific(red)and generalfdaIl【blue)probes

2．3讨论

目前，DAMO富集培养的接种物仅限于淡水沉积物(Raghoebarsing et al
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2006；Ettwig et a1．，2009；Kampman et a1．，2012)，活性污泥(Luesken et a1．，2011)，

淡水湖泊沉积物、活性污泥和回流污泥的混合物(Hu et a1．，2009)和泥炭地深层土

壤(zhu et a1．，2012)。本实验分别采用厌氧产甲烷颗粒污泥、农田水稻土壤和淡水

河道沉积物成功富集了具有明显DAMO活性的三种富集培养物R1、l也和R3。

富集阶段初期(O．180天)，三种富集培养物R1、R2、R3的N03‘和N02‘还原

活性都较强。前期研究表明，采用淡水沉积物和厌氧污泥作为接种物，在富集阶

段初期，均会出现反硝化现象(Et储ig et a1．，2009；Hu et a1．，2009；Luesken et a1．，

2011b)。分析可能有以下两点原因：首先，在此期间观察到了厌氧产甲烷颗粒污

泥的大量解体，污泥颜色由黑转黄，形成絮体，表明厌氧颗粒污泥中的微生物因

对环境的不适应导致其死亡，它们的细胞物质为反硝化细菌提供了充足的电子供

体；农田水稻土壤与淡水河道底泥本身所含的有机物质以及在富集培养过程中部

分微生物因死亡而释放出的细胞物质均可作为电子受体被反硝化细菌利用。其次，

有研究表明，在氨浓度受限的情况下，厌氧氨氧化细菌对基质N02"的竞争能力

要强于NCl0门细菌(Lue妇et a1．，2011a；Zhu et a1．，2011)；而在有机物存在的条

件下，反硝化细菌在与厌氧氨氧化细菌竞争共同的基质N02‘时竞争能力更强

(Ahn et a1．，2004；Dong&Tollller，2003)，前者的细胞生长速率可达后者的100倍

以上(Kumar&Lin，2010)。因此，推测存在有机物时反硝化细菌在与NCl0门细

菌竞争共同基质N02"时更具竞争力。基于以上分析，推测三个反应器中发生的

主要反应是反硝化作用。整个富集阶段初期，进水N03"和N02-基本被Rl消耗

完毕，而R2、R3的N03"和N02‘还原活性则逐渐下降，分析可能是由于其中的

有机物在此期间逐渐被消耗殆尽所致。到富集培养初期结束之后，R2、R3的反

硝化作用逐渐降到一个很低的水平。

富集阶段中期(181．400天)，Rl的N02’还原活性随进水浓度的提升而上升，

从整个富集初期它对N03和N02-的还原活性一直很高的情况来看，此阶段R1

依然存在反硝化作用。在富集中期的前100天左右，R2、R3的N02还原活性并

未随进水浓度的提升而立即升高，始终维持在较低水平。Ettwig等与Hu等在富

集过程中也遇到了同样的现象，停滞期分别达到了80天(Ettwig et a1．，2009)和180

天(nu et a1．，2009)。这可能是由两方面原因造成的，一方面I匕、R3的反硝化活

性基本不存在，此时的N02’消耗应是DAMO作用所致，即两者已显现微弱的
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DAMO活性。但此时I也和R3的DAMO活性较弱，对基质浓度的抗冲击能力

较差，对于进水浓度的提升需要一段时间的适应期。在经历100余天的停滞期直

至富集阶段后期(401．500天)，l毪、R3的N02"-N消耗速率显著提高。Ettwig等

(Ettwig et a1．，2009)在活性提高阶段对NCIO门细菌的数量进行了监测，发现

NCl0门细菌数量与N02"还原活性呈很好的正相关性，意味着NCl0门细菌的数

量在此期间迅速增长，使DAMO活性显著提升。

对富集培养物Rl、l也、I毽的活性测试结果显示，三者的基质摩尔消耗比(CH4：

N02。-N)分别为3：6、3：7．5和3：8，均接近于理论比3：8(Raghoebarsing et a1．，2006)，

进一步证实了富集阶段后期三个反应器中主要发生的是DAMO反应。根据化学

计量比，Rl与l也的甲烷消耗量偏高，-5其他研究者发现的现象相似0-Iu et a1．，

2009；Kampman et a1．，2012)，Hu等推测可能是由于微生物对甲烷的同化作用所

致(Hu et a1．，2009)。

16S rRNA系统发育分析显示，三种富集培养物中所有获得的NCl0门细菌

序列均归属于groupA，-5之前的研究结果一致：groupA的NCl0门细菌是主导

DAMO反应的主力军(Ettwig et a1．，2009；Luesken et a1．，2011)。利用现有的16S

rRNA引物对环境样品检测后发现，检测到的NCl0门细菌不仅有归属于groupA，

还有部分归属于group B(Deutzmann&Schink,201 1；Ettwig et a1．，2009；Luesken

et a1．，201lb)，表明环境样品中NCl0门细菌的种群多样性要高于DAMO富集培

养物。富集培养物与环境样品中NCl0门细菌种群多样性的差异说明人工富集条

件为归属于groupA的NCl0门细菌的生长创造了非常理想的条件，而其他NCl0

门细菌则由于不能适应这种环境而遭到淘汰。在本实验条件下，三种富集培养物

R1、I毪、R3均能够检测到NCl0门细菌，三者序列各自都只归属于1个OTU

中，三者彼此之间序列相似度均高于99％，而-5 M oxyfera的序列相似度最高仅

在97％左右。同样，对pmoA基因的系统发育分析显示，三种富集培养物中得到

O≈pmoA基因序列都集中于一簇，与必oxyfera的序列相似度最高仅为90％左右。

一般情况下甲烷氧化菌物种鉴定以97％的16S rRNA基因和93％的pmoA基因相

似度为标准(Luke&Frenzel，2011)，那么本实验中很有可能富集到了一簇新的

NCl0门细菌。

本实验三种接种物中NCIO门细菌16S rRNA基因拷贝数分别为6．76×106
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copies·g‘1(dry soil)，4．33×106 copies·g-1(dry soil)1和3．44×106 copies。g。1(dry soil)，

这与Kojima等在Biwa湖表层沉积物中测得的NCl0门细菌数量相近(Kojima et

a1．，2012)。Ettwig等发现随着DAMO活性的增加，NCl0门细菌数量也增加(Ettwig

et a1．，2009)。本实验在500天富集培养后，R1、R2、R3中的NCl0门细菌的数

量分别达到了4．32×108 copies·g-1(dry soil)、1．26×1010 copies·g-1(dry soil)和6．86

×108 copies·g‘1(dry soil)，在数量上R2>R3>R1，与三者的最大比活性一致，证

实了在本实验条件下，三种接种物中农田水稻土壤是最优接种物。FISH结果显

示，R1、R2、R3中NCl0门细菌占总细菌数量的比例都超过了50％，意味着

NCl0门细菌在三种富集物中占据主导：NCl0门细菌聚集成簇，这种现象在其

他的DAMO富集物以及硝化与厌氧氨氧化的富集物中均有出现，推测可能有助

于避免细胞代谢中间产物因被动扩散出细胞膜而流失(Schmid etal．，2000)。

综合本实验的结果，水稻土壤是最优接种物，这可能是由于水稻土壤特殊的

物理特性及丰富的微生物类群决定ff0(Liesaek et a1．，2000)。在水稻土壤的厌氧土

层中，产甲烷菌会利用土壤中的有机物质产生大量甲烷，同时由于氮肥的大量施

用，往往造成水稻田中的氮素过剩，在硝化细菌的作用下，有部分氮素会以硝态

氮的形式存在并转移至缺氧土层，这两种物质的存在及缺氧条件为DAMO功能

微生物的生存提供了非常理想的生态位。而在工程废水处理领域，厌氧产甲烷颗

粒污泥是一种大宗来源物质，在本实验中，利用它成功富集获得了DAMO培养

物证明了厌氧污泥作为DAMO接种物是可行的，通过进一步优化富集条件，使

之能快速获得高活性的DAMO富集培养物，厌氧产甲烷颗粒污泥将会成为一种

非常具有潜力的DAMO接种物。

2．4结论

本研究采用厌氧产甲烷颗粒污泥、农田水稻土壤、淡水河道沉积物作为接种

物成功获得了具有DAMO活性的富集培养物，首次证实了利用农田水稻土壤作

为接种物进行DAMO功能微生物富集是可行的，为DAMO富集培养物的获得

提供了新的选择。综合活性实验及分子生物学分析结果表明农田水稻土壤是最优

接种物。
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第三章不同培养基对DAMO微生物富集培养的比较研究

引言

培养基是微生物富集培养的关键因素，它不仅为微生物的生长提供基质和必

要的生长因子，并且为微生物提供适宜的生存环境。

用于微生物富集的培养基可分为天然培养基和人工培养基。人工培养基性质

稳定，如Anammox细菌的富集就多采用人工培养基。然而另一些研究显示，采

用天然培养基对某些接种物进行富集培养具有人工培养基达不到的效果。如在

Anammox细菌的富集培养研究中，van de Vossenberg等利用红海海水配制的天

然培养基对红海海底沉积物进行培养，富集到了两种新的Anammox细菌，而采

用人工模拟海水作为培养基则导致富集的失败(van de Vossenberg et a1．，2008)。此

外，Nakajima等与Hu等分别利用海水(Nakajima et a1．，2008)-与地表水(Hu et a1．，

201la)配制的培养基成功富集到了新的Anammox细菌。这些研究表明了天然培

养基可能具有某些人工培养基缺乏的物质，可以培养获得不同于人工培养富集培

养的微生物。

如表1．2所示，目前DAMO微生物的富集培养多采用人工培养基。因此，

为考察采用天然培养基在DAMO微生物富集培养上是否存在优势，本章采用农

田水稻土壤(在第二章中已被证明是最优的接种物)作为接种物，分别用天然培养

基和人工培养基进行富集培养，同时结合分子生物学技术，对富集培养物的

DAMO比活性、NCl0门细菌菌群组成、数量等进行比较，以此选出优质的培养

基，为实现DAMO细菌的高效富集与筛选新的DAMO细菌提供指导。

3．1材料与方法

3．1．1接种物

接种物为第二章2．1．1中所述的农田水稻土壤。
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3．1．2培养基

本实验采用的天然培养基如第二章2．1．2中所述。采用的人工培养基参考

Ettwig等(Ettwig et a1．，2009)。其中每升培养基中含KHC03 l g；KH2P04 0．05 g；

CaCl2"2H20 O．3 g；MgS04"7H20 0．2 g；NaN02 0．0345至0．069 g(7mg N·L。1至14

mg N·L。)；酸性微量元素溶液0．5 mL；碱性微量元素溶液0．2 mL。每升酸性微

量元素溶液含FeS04‘7H20 2．085 g；ZnS04。7H20 0．068 g；COCl2‘6H20 O．12 g；

MnCl2‘4H20 o．5 g；CuS04 0．32 g；NiCl2。6H20 0．095 g；H3803 0．014 g。每升碱

性微量元素溶液含Se02 0．067 g；NaEW04。2H20 0．050 g；NaEM004 0．242 g。

3．1．3富集培养

在两个相同的2．5 L SBR中分别接种等量(o．5 L)接种物，分别舔加天然培养

基与人工培养基至2．0 L。每个SBR周期为72 h，包括o．5 h的进水期，70 h的

培养期，1 h的沉淀期，O．5 h的排水期。在进水期，加入培养基，同时持续向装

置中通入氩气，以保持装置内部的厌氧环境。进水结束后，停止通入氩气，将

100 mL的甲烷(纯度为99．9％)注入富集装置中替换相同体积的氩气。在排水期，

每个富集装置中排出1 L上清液，并在进水期中补充等量新鲜培养基。两个反应

器均在30"C条件下运行，通过磁力搅拌使反应体系混合均匀。在整个富集过程

中，进水N02。-N的浓度从7 mgN·L。提升至14 mgN·L～，pH值维持在7．0．7．2之

间，甲烷体积浓度维持在气相浓度的20％左右。在富集前100天的时间内，两

种培养基中均添加28 mgN·L‘1的N03。，100天后停止添加。

3．1．4活性测试

方法参见第二章2．1．4。

3．1．5 DNA抽提与PCR扩增

方法参见第二章2．1．5。
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3．1．6克矗与测序

方法参见第二章2．1．6。

3．1．7 16S rRNA基因与pmoA基因系统发育分浙

方法参见第二章2．1．7。

3．1．8 qPCR

方法参见第二章2．1．8。

3．1．9 FISH

方法参见第二章2．1．9。

3．1．10分折方法

方法参见第二章2．1．10。

3．2结果

3．2．1膏集培养

本实验采用天然培养基与人工培养基进行380天的富集培养，获得了两种富

集培养物sl与s2。如图3．1所示，在整个富集阶段S1与S2亚硝氮消耗水平的

差异呈现出两个不同的阶段。在第一阶段(O．180天)，两个反应器中反硝化作用

占据主导。进水亚硝氮的浓度基本控制在7 mgN·L～，同时进水中还添加了28

mgN·L’1的硝氮。S1与s2对硝氮的消耗水平均较高，至100天，S1与s2对硝

氮消耗水平明显下降，反硝化作用逐渐减弱，此时进水中停止添加硝氮。sl与

s2对亚硝氮均有一定的消耗，但两者的消耗速率不稳定，存在不同程度的波动，

两者之间的亚硝氮消耗水平并不存在明显的差异。在第二阶段(181．380天)，进

水中亚硝氮浓度提升至14mgN·L一。在此阶段sl与s2的亚硝氮消耗速率均不同

程度提升，波动趋缓。在181．320天的时间段内，可观察到s2的亚硝氮消耗速
1气
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率已高于SI，并且在这一时期两者的亚硝氮消耗速率差一直维持在0．85mgN·L．’

左右。320天之后，s2的亚硝氨消耗水平有了明显的提升，而sl的亚硝氨消耗

水平提升不明显，两者的差距进一步拉开，在320．380天的时问段内，两者的平

均亚硝氮消耗速率差在2．86mgN·L。左右。

～m目h—一一m R 2一
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图3．1富集过程中s2与SI N02‘-N消耗速率差

Figure 3 1 DifferentN02‘-N consurapfion ratebetweenSI andS2duringthe enrichmentperiod

3．2．2活性测试

图3．2 Sl和s2分批活性剥试DAMO比活性

Figure 3．2DAMO activity ofSl and S2 after380 days enrichment

在富集培养380天之后，对SI与s2的DAMO活性进行测试。活性实验表
36
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明，S1-5 s2的基质消耗摩尔tL(CI-14：N02。)分别为3．24：8和2．96：8，均接近理论

比3：8，表明了DAMO过程均存在于两种富集培养物中。S1与s2的最大比活性

分别为0．02 mgN·g-1VSS·h-1和0．11 mgN·莎1VSS·h1(图3．2)，后者的最大比活性是

前者的5．5倍。

3．2．3 16S rRNA基因和pmoA基因系统发育分析

为了检测两种富集培养物s1与s2中NCl0门细菌的种类，在活性测试的同

一时期，采用巢式PCR对S1与S2抽提出的DNA进行扩增，对获得的PCR产

物进行克隆。两个样品分别选取了22与23个克隆进行测序，通过在NCBI数据

库(The National Center for Biotechnology Information)d?进行序列比对分析发现，

所有的序列均归属于NCl0门。系统发育分析表明，两者中获得的序列分别形成

了两簇，两者各自序列间的相似度非常高，S1的序列相似度为98．7．100％，S2

的序列相似度为97．6．100％，而两者之间的序列相似度则只有89．3．91．3％。

Ettwig等将NCl0门分为group A与group B(Ettwig et a1．，2009)，截至目前富

集培养物获得的NCl0细菌均归属于group A，因此，一般认为归属于group A

的NCl0细菌具有DAMO功能，而归属于group B的NCl0细菌则不具备此功能。

本实验S1中获得的序列均归属于group A(图3．3a)，与已知序列M oxyfera的相

似度达到了96．3．97．o％，而与这簇序列相似度最高的序列(DQ837241)源自一处原

始的滨海含水层，序列相似度达到了96．9．97．6％。有趣的是，s2中获得的序列

均归属于group B(图3．3a)，与必oxyfera的相似度仅为91．5-92．4％，与其序列相

似度最高的序列(JN704439)来自于中国南方的农田水稻土，序列相似度达到了

97．4．98．O％。这个结果与之前研究的推测有相左之处，本实验中在DAMO富集

培养物S2中检测到的是归属于group B而非group A的NCl0细菌，并且s2的

DAMO活性较S1要高出数倍。

以7％的cutoff进行计算(Luke&Frenzel，2011)，S1与S2的pmoA基因序列

均只含1个OUT(图3．3b)。S1与S2中得到的pmoA基因序列与M oxyfera的

pmoA基因的相似度分别仅为85．9％．86．6％和86．1％．86．6％，而-5这簇序列相似

度最高的序歹IJ(JF706203)来自于采用活性污泥培养获得的DAMO富集物，序列

相似度分别为86．3％．88．4％和87．9％．88．4％。
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图3．3asl和s2中DAMO功能微生物与已知的DAMO微生物16S rRNA序列系统发育树

Figure 3．3a Phylogenetic tree ofthe 16S rRNA gene sequences recovered from cultures Sland S2

with Acidobacteria硒the outgroup．The tree WaS calculated using the neighbour-joining method

and the p-distance correction．Bootstrap values were 1000 replicates．and the scale bar represents 2％

of sequence divergence．

卜————————----4
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图3．3b S1和s2中DAMO功能微生物与已知的DAMO微生物pmoA序列系统发育树

Figure 3．3b Phylogenetic tree ofthepmoA gene sequences recovered from cultures S1 and S2

with Methylacidiphilum孙the outgroup．The tree WaS calculated using the neighbour-joining

method and the p-distance correction．Bootstrap values were 1 000 replicates，and the scale bar

represents 50％of sequence divergence．
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3．2．4 qPCR

富集培养初期与末期时SI与s2中的NCl0门细菌数量通过16S rRNA基因

的拷贝数进行定量，定量PCR的条件与所采用的引物均参考Ettwig等所描述

(Ettwig et al，2009)。接种物与富集380天后SI与s2中DAMO苗的数量变化-晴

况如图3．4所示。通过富集，两者中DAMO菌的数量均有所增加，SI中的DAMO

菌数量从1．59x106 copi器·昏。(dry soil)删1．01 x108copics·岔1(dry soil)， s2中

的DAMO菌数量从I 59x106 copi％·百。(dry soil)增加到2．01 x108 copies·g。。(dry

mil)。富集培养结束时，s2中DAMO菌的数量是s1的2倍，这与两者表现出

的DAMO比活性相匹配。

图3．4富集培养初期(0天)与富集培养末期(380天)富集培养物S1和s2中NCl0门细茁数

量变化情况

Figure 3．4 N岫beB of 16s rRNA genes ofNCl0 bactefia in culture S1 and S2劬m initml∞nod

吣final period

3．2．5 FISH

FISH结果显示，富集培养物SI中成功检测到了NCl0门细菌(粉红)，并且

数量在富集培养物中占据主导。而采用同样的探针，s2中并没有检测到NCl0

门细菌的特征荧光信号(图3 5)。结合系统发育分析结果，受制于NCl0细菌特异

性探针的局限性(只能杂交归属于groupA的NCl0门细菌)，致使归属于groupB
39
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的NCl0门细菌无法与之杂交

图3．5富集培养280夭后SI和s2的FISH图。s1．1和s2．1显示7 sl和s2中的细菌被EUB

I-111杂交，SI-2显示7细菌被NCl0门细菌特异性探针所杂交，s2．2显示7细菌不能被NCl0

门细菌特异性探针杂交。标尺：109m

Figure 3 5 FISH ofbiomassfrom cultures SI and S2 afler 380 da”emichment The cellswere

hybridizedwithprobe S-*-DBACT-1027一a—A-18(Cy3)(red)specificforNClobacteria(groupA、：

amixtureofprobesEUBbill(darkblue)，which detected nearlyall eubaeteria NCl0 bacteria

(group A)appearpink dueto double hybridizationwiththe specific(red)andgeneral(darkblue)

probes Scal bar：10Bm

3．3讨论

前期研究已表明归属于group A的NCl0门细菌具有DAMO活性(Ettwig et

al，2009)，但对于归属于groupB的NCl0门细菌是否具有DAMO活性则不得而

知。本实验利用农田水稻土作为接种物，采用人工培养基进行培养，首次成功获

得了归属于group B的NCl0门细菌占主导的DAMO富集培养物s2，首次证实

了归属于groupB的NCl0门细菌同样具有DAMO活性。

本实验之所以能够成功富集到归属于group B的NCl0门细菌占主导的
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DAMO富集培养物，主要归结于所采用的接种物与选择的培养基。本论文第二

章已经证实了农田水稻土壤是一种优质的DAMO接种物。系统发育分析发现，

该接种物中的NCl0门细菌原始数量较多(达到了106 copies·g。1(dD，soil))，并且

所获序列均归属于goupB，因此，接种物的这种特性为富集获得以归属于group

B的NCl0门细菌为主导的DAMO富集培养物创造了良好条件。另一方面，培

养基对DAMO微生物的富集可能具有一定的选择性。

从本实验结果可以看出，S2的DAMO活性要高于Sl。从接种物中NCl0

门细菌的组成来看，检测到的均为归属于goupB的NCl0门细菌，表明接种物

中归属于groupA的NCl0门细菌数量非常少，以致难以检测到。这表明了在接

种物中归属于group B的NCl0门细菌的数量要远远高于归属于group A的NCl0

门细菌，因此通过相同时间的富集，所获得的富集培养物S1和S2中NCl0门细

菌的数量也存在差异，这一差异可能是导致两者DAMO活性差异的主要原因。

其次，有报道显示，假设一个NCl0门细菌细胞中含一个16S rRNA基因拷

贝，那么归属于group A的NCl0门细菌细胞的活性为0．09缅ol C心d-1(Ettwig et

a1．，2009)，虽然目前并没有报道表明归属于伊oup B的NCl0门细菌细胞的活性，

但从本实验结果推算出，单个group B的细胞的DAMO活性是group A细胞的

2．76倍，两种微生物其单个细胞DAMO活性上存在差异。这种差异应该也是造

成两种富集培养物DAMO活性差异的原因。

第三，之前有研究显示，采用天然培养基富集Anammox细菌较采用人工培

养基所需要的时间要长(Hu etal．，2011 a)。人工培养基具有明确的配方，各种元素

成分稳定，而本实验所采用的天然培养基取自某淡水河道，由于受天气、温度等

自然因素的影响，一年四季该水体中元素的成分会存在一定的差异，体系的不稳

定可能对富集培养产生一定的影响；其次，与人工培养基相比，天然培养基的某

些成分如重碳酸盐、镁、钙、磷以及一些微量元素的浓度均较低，这些元素中的

一种或几种成分可能会成为富集培养的限制因素(VaIl de Vossenbe唱et a1．，2008)。

Zhu等采用泥炭地原位表层水作为培养基成功获得了一种新的NCl0门细菌

(Zhu et a1．，2012)，这表明了原位水体可能含有某些特殊的目标微生物必须的生长

因子，能够促成目标微生物的富集。因此后续的研究可进一步扩大接种物的选取

范围，同时采用原位水体配制培养基，可能会富集到更多新的NCl0门细菌。
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3．4结论

本实验证实了采用天然培养基与人工培养基均能够从农田水稻土壤中成功

富集到NCl0门菌，而从DAMO活性与NCl0门数量角度证明了人工培养基较

天然培养基更适合作为NCl0门菌富集培养的培养基。本实验成功富集到了group

B的NCl0细菌为主导的DAMO富集培养物，证明了归属于group B的NCl0

细菌同样具有DAMO活性，拓展了人们对具有DAMO功能的NCl0细菌的认知。
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第四章不同构型反应器富集培养DAMO微生物的比较研究

引言

DAMO微生物富集困难，富集培养物活性不高一直是困扰DAMO研究的一

个难题。除接种物和培养基之外，还有一些过程因素是富集培养过程中的关键。

首先，甲烷的传质对DAMO微生物的富集十分关键。甲烷是NCl0门细菌

生长所需要的基质，因此要使NCl0门细菌正常生长，必须提供足够的可供其利

用的甲烷。但甲烷是一种水溶性极差的气体，溶解态甲烷不足将会导致DAMO

微生物的正常生长得不到保障。鉴于此，甲烷的传质可能是NCl0门细菌富集培

养的受限因素(何崭飞等，2012)。
■

其次，富集培养过程中生物量的流失会对富集培养物的DAMO活性产生影

响。有研究表明，DAMO微生物富集培养过程中流失的生物量同样具有DAMO

活·陛(Luesken et a1．，2011)。Kampman等在DAMO微生物的富集培养过程中发现

流失的生物量占到了生物总量的41-48％(Kampman et a1．，2012)，这可能会导致反

应器内DAMO活性的严重削弱。以上两项对DAMO微生物的富集研究均采用

了SBR，这就表明了传统的依靠沉淀持留生物量的方式并非十分有效。因此，

强化富集过程中生物量的持留应能有助于富集培养物DAMO活性的提高。

本实验基于以上分析分别设计了两种构型的反应器：1)磁搅气升式反应器

(Magnetic stirred air liR reactor,MSALR)，意在通过甲烷曝气的方式强化其从气相

到液相的传质；2)生物膜反应器(Biofilm reactor,BR)，通过生物填料的挂膜作用

提高反应器的生物量持留能力。通过MSALR、BR与传统的SBR反应器在富集

效果(基质去除速率、DAMO活性，NCl0门细菌数量等)上的比较，筛选出较优

的反应器构型。

4．1材料与方法

4．1．1接种物

本实验接种物为第一章中三种富集培养物的混合物。
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4．1．2实验装置

本实验分别采用MSALR、BR和SBR进行NCl0门细菌的富集(图4．1)。三

个反应器总体积均为1 L(接种量为0．3 L，液相体积为0．9 L)。三个反应器均以

24 h为一个时间操作单元，其中反应期为22 h，静置期为1．5 h，进水、排水期

为o．5 h，每个周期置换的水量为0．45 L，水力停留时间为48 h。三者均在3012

条件下运行。

图4．1 MSALR、BR和SBR装置连接运行示意图

Figure 4．1 Schematic diagram ofMSALR，BR and SBR

MSALR和BR以SBR为基本构型构建，三者的特点如表4．1所示。其中

MSALR在采用底部连续通气的方式实现甲烷的连续供给和循环，曝气速率为

O．69 mL·minl，尾气通过气袋收集，同时通过气体和磁力搅拌实现反应器内部的

全混合状态，反应期结束时停止曝气；BR内部放置了生物填料，可通过微生物

挂膜和沉淀两种方式实现生物量的持留。三者的气相体积均为o．1 L，其中

MSALR通过连续曝气方式提供甲烷，而BR和SBR则通过气体置换向反应器内

提供甲烷，置换的甲烷气体体积为100 mL,使气相中甲烷的体积浓度达到100％。
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4．1．3培养基

表4．1 MSALR、BR和SBR装置构型(运行)特点

Table 4．1 The operating properties of MSALR，BR and SBR

本实验采用的培养基同第三章3．1．2中的人工培养基，该培养基广泛用于

DAMO微生物的富集，同时在本论文第三章研究中被认为是一种优质的培养基。

富集培养阶段持续近40天，其中前14天进 N02"浓度为70 mgN·L-1，14d之后，

进水N02‘浓度提升至98 mgN·L～。

4．1．4 D枷。活性测试

MSALR、BR和SBR中富集物的甲烷氧化活性通过13CH4的消耗速率确定。

分别取三个反应器中的富集物各10 mL置于72 mL血清瓶中，添加不合N02。的

培养基至50 mL，利用氩气除氧10 min后，用硅胶塞密封，并在30。C，150 rpm

条件下培养24 h，以使残留的基质充分消耗。向血清瓶中加入基质(13CH4和N02。)

使13CH4气相浓度控制在4．5％，N02。．N浓度为7 mgN·L～。在10 h的培养过程

中，每隔2 h(包括0 h)取气样10 pL分析”CH4浓度，同时取水样1 mL分析N02‘-N

浓度。每个反应器设置两个平行和两个对照组，一个对照组中不添加N02‘，另

一个不添加13CH4。

4．1．5 DNA抽提与PCR扩增

方法同第二章2．1．5。

4．1．6克隆与测序

方法同第二章2．1．6。
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4．1．7 NCl0门细菌数量分析

方法同第二章2．1．8。

4．1．8 16S rRNA基因和pmoA基因系统发育分析

方法同第二章2．1．7。

4．1．9 FISH

方法参见第二章2．1．9。

4．1．10分析方法

方法同第二章2．1．10。

4．2结果

4．2．1反应器容积氮去除情况

将第二章实验获得的富集培养物Rl、R2和R3三者的混合物作为接种物分

别接种于MSALR、BR和SBR中，考察三种不同构型反应器富集DAMO微生

物的效果。以三个反应器中进水N02"浓度的变化为标准，可将此富集培养过程

分为两个阶段(图4．2)。

第一阶段(Phage 1)持续14天，此阶段中进水N02。浓度为70 mgN·L～。在此

阶段，MSALR的容积氮去除率经历了快速增长到持续稳定的过程。1．5天，

MSALR的容积氮去除率从初始的5．24 mgN·m3．d。1增长到了31．70 mgN·m3．d～。

6．14天，容积氮去除率不再明显增加，基本稳定在30．00 mgN·m3．d‘1左右，平均

容积氮去除率为29．87 mgN·m3．d～。在第一阶段，BR的容积氮去除率经历了波动

上升的过程，容积氮去除率从初始的4．80 mgN·m3．d’1增长到了10．00mgN·m3．d～，

平均容积氮去除率为10．02 mgN·m3．d一。第一阶段中SBR的容积氮去除率稳定上

升，容积氮去除率从初始的4．16 mgN·m3．d‘1增长到了7．20 mgN·m3．d一，上升幅度

不如前两者大，平均容积氮去除率为5．92 mgN·m3．d～。

第二阶段(Phage 2)持续23天，此阶段中进水N02。浓度提升至98 mgN·L一。
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在此阶段，MSALR的容积氮去除率进一步得到了较为明显的提升。15_30天，

MSALR的平均容积氨去除率达到了42 23 mgNm3．d～，较第一阶段有了进一步

提高。但此时期内容积氮去除率不稳定，存在较大的波动。31—37天，MSALR

的容积氮去除率保持了稳定，平均容积氮去除率达到了48 16mgNm3．d～。

图4 2MSALR、BR和SBRN02。-N晷职去陈翠

Figure 4．2The volumetricnitrogen removal rate ofMSALR，BR and SBRduring enrichment

period

与第一阶段类似，BR的容积氨去除率在第二阶段同样经历了波动上升的过

程，容积氮去除率从10 00mgNm3．d‘1增长到了17 85mgN·m3．d～，平均容积氮去

除率为1744mgN·m3．d～。第二阶段，SBR的容积氨去除率继续稳定小幅上升，

容积氨去除率从7 20mgN·m3．d。1增长到了11 37mgN·m3．d～，平均容积氨去除率

为9．34mgN m3．d～。

综上，经过近40天的富集培养，三种富集培养物的容积氮去除速率均有不

同程度的提高，采用MSALR培养的富集物容积氨去除速率的提高程度较BR和

SBR明显。

4．2．2 I)AMO活性

反应器培养结束后，分别测定三个装置中富集培养物的DAMO活性。以

”CH。的消耗考察各富集物的甲烷氧化能力。如图4 3所示，经过10 h的振荡培

养，三种富集培养物均消耗了一定量的”CH4。MSALR、BR和SBR中富集物的

DAMO活性分别为0．22 mgCH4菩1VSS·h～，010 mgCH4 g～VSS h。1和0II
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mgCH4 g—VSS·h．1，前者的DAMO活性要明显高于后两者

BR

匣应镕

图4．3MSALR、BR和SBR富集培养物的”CIh消耗情况

Figure4 3 1七m consumption comparison amongMSALR,BR and SBR
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图4．4MSALR、BR和SBR富集培养物的N02"-N消耗情况(DN指反硝化作用1

Figure4 4N02’-N consumption ofMSALP-,BRand SBR(DN represents dcnitfificationl

如图4．4所示，分批活性测试还发现，三种富集培养物中均存在不同程度的

反硝化作用。黑色部分显示了各反应器中富集培养物中的DAMO作用对N02。-N

消耗的贡献水平，消耗速率分别为0．52 mgN·g～VSS·h～，0．23 mgN·g—VSS．h-1和

O．26mgN g—VSSh～。灰色部分显示出反应器内还出现了一定的反硝化作用。
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4．2．3 NCIO门细菌数量

采用qPCR技术对三个反应器接种物及富集培养物中NCl0门细菌的数量进

行了检测。如图4．5所示，接种物中NCl0 f-j细菌的拷贝数为6．64×108copies·岔1

(dry soil)，MSALR、BR和SBR富集培养物中NCl0门细菌的拷贝数分别达到

了2．10×109 copies·g一(dry soil)，1．71×108 copies·91(dry soil)和6．64×107

copies·g。(dry soil)。MSALR的NCl0门细菌拷贝数要明显高于BR和SBR，其

与三者之间的DAMO活性基本能够匹配。

10

8

，、6
豳1

蓬

雪4

2

O

～SAU乇BR

反应器

图4．5接种物与MSALR、BR、SBR富集培养物中NCl0门细菌的数量

Figure 4．5 Abundance of 16S rRNA genes ofNCIO bacteria in inocula and culture R1，R2，R3

4．2．4 16S rRNA基因与pmoA基因系统发育分析

分别对接种物和MSALR、BR和SBR中富集培养物的NCl0门细菌的16S

rRNA基因进行系统发育分析。结果表明，经过一个多月的富集培养，三个反应

器中的NCIO门细菌和接种物中的NCl0门细菌均集中于一簇，并且均归属于

groupA(图4．6a)。然而，三种富集培养物彼此之间的序列相似度为96．5％．99．8％，

表明了其中的NCIO门细菌种群还是发生了一定的变化。此外，与获得的NCl0

门细菌序列相似度最高的序列来自于杭州西湖沉积物(JX532016)，接种物与其序

列相似度为97．4％．99．3％，三种富集培养物与其序列相似度分别为97．2％．99．3％，
49
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96．5％．98．o％和97．o％．97．2％。接种物和三种富集物与M oxyfera的序列相似度则

分别为97．0％．97．8％，96．5％．97．6％，96．7％．97．8％和97．4％-97．8％。

}——————叫
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图4．6a富集培养物中DAMO功能微生物与已知的NCl0门细菌16S rRNA系统发育树

Figure 4．6a Phylogenetic tree of the 1 6S rRNA gene sequences recovered from cultures in

MSALR．BR and SBR wiⅡ1 Acidobacteria as the outgroup．The tree WaS calculated using the

neighbour-joining method and the p-distance correction．Bootstrap values were 1 000 replicates，

and the scale bar represents 2％of sequence divergence．

卜————————-——_
O．05

图4．6b富集培养物中DAMO功能微生物与已知的NCIO门细菌pmoA系统发育树

Figure 4．6b Phylogenetic tree ofthe pmoA gene sequences recovered from cultures in MSALR，

BR and SBR with Methylacidiphilum as the outgroup．The tree WaS calculated using the

neighbour-joining method and the P-distance correction．Bootstrap values were 1 000 replicates，

and the scale bar represents 5％of sequence divergence．
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对三种富集培养物中NCl0门细菌pmoA基因的系统发育分析发现，它们均

集中于一簇，并且与其他研究获得的pmoA基因的相似度很低(低于92％)，三者

与其相似度最高的pmoA基因来自于alllTIITIOX与NCl0门细菌共存的混培物，序

列相似度仅为86 6％-91 5％，86 6％-90 0％，86 6％-91 0％。与^正oxyfera的序列

相似度则分别为85．1．90．2％，85．6％一88．7％，85．1％一91．0％。

4．2．5 FISH

FISH结果显示，NCIO门细菌(蓝紫色)在MSALR、BR和SBR的富集培养

物中均占据主导，并且NCl0门细苗的分布均呈现出非常明显的团聚特征(图4 7)

图4 7MSALR、BR和SBR富集培养物的FISH图。采用细菌通用探针EUBI-III(深／i／邑)和

NCl0门细苗特异性探针S-*-DBACT01027_a_A一18(Cy3)(gI色)对微生物进行杂交。NCl0门

细菌被两种探针共同杂交而呈现紫色。标尺：lOpm

Figure 4 7 FISH ofbiomassfromMSAL&BR and SBR The cellswere hybridizedwithprobe

S-*-DBACT-1027-a—A—18(cy3)(red)specificforNCl0 bacteria；amixture ofprobes EUB bill

rdarkblue)．which deIccted nearly all eubacteria NCl0 bacteria appearptuple dueto double

hybridizationwiththe specific(red)and general(darkblue)probes

4．3讨论

除接种物和培养基外，DAMO微生物富集培养过程中还发现甲烷的传质(何

崭飞等，2012)和生物量的流失(Luesken etal，2011；Kampam et al，2012)是

DAMO微生物富集培养两个关键的影响因素。对此，本实验在传统SBR反应器

构型的基础上分别设计了MSALR和BR两种反应器，前者在运行过程中持续通

入甲烷，强化甲烷的传质，使DAMO微生物能够更充分地获得甲烷完成DAMO
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过程，后者通过在反应器内部添加填料，强化微生物的持留能力，避免过多的生

物量的流失。

采用MSALR、BR和SBR反应器富集培养近40天之后，三个反应器的容

积氮去除率均有不同程度的提升，MSALR容积氮去除率的提升幅度最大，较最

初提升了827．10％，BR次之，较最初提高了302．92％，而SBR仅提高了154．09％。

这表明通过增强甲烷传质及生物量持留均有利于反应器容积氮去除率的提升，通

过提升的幅度比较，甲烷传质对于容积氮去除速率的贡献要大于生物量的持留。

同位素分批活性实验表明，MSALR中的富集培养物具有最高的DAMO活

性，此结果与MSALR容积氮去除率最高相匹配，进一步表明了MSALR在DAMO

微生物的富集培养上具有更好的效果。而从BR和SBR中富集培养物的DAMO

活性比对发现，两者的DAMO活性差异不明显，而两个反应器的容积氮去除速

率存在较为明显的差异，那么BR容积氮去除速率比SBR高的部分很有可能是

其他微生物如反硝化菌的贡献所致。

通过对三种富集培养物的NCl0门细菌数量的检测发现，MSALR中的NCl0

门细菌数量最高，这与其最高的容积氮去除率和最高的DAMO活性相一致，这

些结果共同印证了甲烷传质是NCl0门细菌生长以及DAMO活性提高的关键因

素。BR与SBR中NCl0门细菌的数量要比MSALR低1．2个数量级，BR中的

NCl0门细菌数量比SBR要高一个数量级，这可能是由于BR的生物量持留能力

强于SBR所致。

16S rRNA和pmoA基因系统发育分析表明，三种反应器中获得的NCl0门

细菌的序列相似度与已知NCl0门细菌的序列相似度的差异均较大，因此富集得

到的NCl0门细菌可能是一种新的菌种。

通过分批实验发现三种富集培养物均存在反硝化现象。此现象表明反应器容

积氨去除率的提高并非完全来自于DAMO作用的贡献，其中一部分是反硝化作

用所致。反应器进水中并未添加有机物，因此反硝化作用所利用的有机物应该来

自于反应器内部。在三个反应器的运行过程中发现，三者的出水中均有一定的浊

度，检测发现其中含有一定量的多糖与蛋白(胞外多聚物的组成成分)，因此，这

些有机物质的存在可能是反硝化作用发生的诱因。这些有机物的产生可能有以下

几种来源。第一，这些有机物可能来自于非目标微生物因缺乏基质而导致的死亡
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裂解(Strous et a1．，1997)；第二，这些有机物可能是反应器内微生物的分泌物。对

此，可通过后续进一步的研究加以确证。

如第二章中所述，反硝化细菌与NCl0门细菌存在竞争关系(对N02的竞争)，

而反硝化细菌的竞争能力很可能优于NCl0门细菌。因此，有必要进一步研究同

一体系内反硝化细菌和NCl0门细菌的竞争关系，通过一些措施遏制反硝化细菌

的生长，如在基质中添加反硝化菌的抑制剂(Toh et a1．，2002)，从而使DAMO活

性获得进一步的提高。

4．4结论

1)三种不同构型的反应装置MSALR、BR和SBR均具有提高DAMO活性

的功能，均能够作为DAMO微生物的富集培养装置。经过近一个月的富集培养，

三者的容积氮去除速率分别提高了827．10％、302．92％和154．09％，DAMO活性

分别为0．52 mgN·g-1VSS·h-1，0．23 mgN·g～VSS·h‘1和0．26 mgN·g～VSS·h1；

2)MSALR具有最高的容积氮去除速率和最大的DAMO活性，因此是三者

中最优的富集培养DAMO微生物的反应装置。

3)从甲烷传质和微生物持留能力两种因素考虑，前者是DAMO微生物富集

培养过程中更为关键的限制因素。
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5．1主要结论

第五章结论与展望

本论文对DAMO微生物的富集培养进行了研究，主要结论如下：

1)比较了不同接种物富集培养DAMO微生物的差异，得出了DAMO富集培

养的最优接种物。

①测试了厌氧产甲烷颗粒污泥、农田水稻土壤和淡水河道沉积物作为接种物

的可行性，．比较了富集培养过程中NCl0门细菌数量的变化和DAMO活性的差

异，其中富集结束时NCl0门细菌的数量分别较接种物增加了63倍、2909倍和

198倍，获得的富集培养物的DAMO活性分别为0．06 mgN·g-1VSS·h一、O．15

mgN·g-1VSS·h-1和0．1 I mgN·g-1VSS·h-1，表明了三种接种物均适宜作为DAMO微

生物富集培养的接种物，扩大了DAMO接种物的来源，为DAMO富集培养物

的获得提供了新的选择。

②首次利用农田水稻土壤作为接种物成功获得了DAMO富集培养物，活性

实验及分子生物学分析结果均表明农田水稻土壤是三者中最优接种物。

2)比较了天然培养基与人工培养基培养在DAMO微生物富集培养效果上的

差异，得出了DAMO富集培养的最优培养基。

①比较了天然培养基与人工培养基富集培养DAMO微生物的差异，获得的

富集培养物的DAMO活性分别为0．02 mgN·g-1VSS·h．1和0．1 1 mgN·g-1VSS·h1，人

工培养基是天然培养基的5．5倍；NCl0门细菌的数量分别为1．01x108 copies·g-1

(dry soil)和2．01x108copies·g-1(dry soil)，后者是前者的两倍，从而表明了以农田

水稻土壤作为接种物，人工培养基较天然培养基的富集培养效果更好。

②采用农田水稻土壤作为接种物，以人工培养基培养成功富集到了以group

B的NCl0细菌为主导的DAMO富集培养物，首次证明了归属于group B的NCl0

细菌同样具有DAMO活性。

3)比较了不同构型反应器富集培养DAMO微生物的能力，得出了DAMO富

集培养的最优反应器构型。

①比较了三种不同构型的反应器MSALR、BR和SBR富集培养DAMO微

生物的差异。经过近一个月的富集培养，三者的容积氮去除速率分别提高了
S气
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827．10％、302．92％和154．09％，DAMO活性分别为0．52 mgN·g～VSS·h-1，0．23

mgN·g-1VSS·h1和0．26 mgN·g-1VSS·h．1，表明了三种构型装置均具有提高DAMO

活性的功能，均能够作为DAMO微生物的富集培养装置。

②MSALR具有最高的容积氮去除速率和最大的DAMO活性，因此是三者

中最优的富集培养DAMO微生物的反应装置。

③从甲烷传质和微生物持留能力两种因素考虑，前者是DAMO微生物富集

培养过程中更为关键的限制因素。

5．2创新点

1)首次证明了农田水稻土壤适宜作为DAMO微生物富集培养的接种物，扩

大了DAMO接种物的来源，拓展了人们对DAMO微生物生境的了解；

2)采用天然培养基成功获得了DAMO富集培养物，扩大了DAMO微生物培

养基来源，并且首次证明了归属于group B的NCl0门细菌具有DAMO功能，

扩大了DAMO微生物的种类与范围；

3)首次证明了甲烷的传质是DAMO微生物富集培养的关键因素。

5．3建议和展望

1)本研究获得的富集培养物的DAMO活性均偏低，推测氧气有可能是其中

的关键影响因素，后续实验有必要研究不同溶解氧的含量对DAMO微生物富集

培养的影响。

2)本研究表明获得的DAMO富集培养物中存在一定的反硝化作用，N02是

DAMO微生物与反硝化微生物都需要的基质，因此两者存在一定的竞争关系。

后续研究有必要研究DAMO微生物与反硝化微生物相互之间的关系，以期提出

更好的DAMO微生物富集策略。
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