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高效脱氮好氧反硝化菌的筛选及其污水处理工艺优化
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摘要:从活性污泥中驯化、筛选并分离出 1 株能有效去除氨氮的菌株 LX 1-3，经过形态学与分子生物学鉴
定该菌株为副球菌属( Paracouccus sp) ，NCBI GenBank登录号为 MH156598．对该菌株进行反硝化性能测
试，结果表明该菌培养的最适条件为 30 ℃，最适 pH 值为 7． 0 ～ 7． 3，48 h 后脱氮率为 30． 7% ． 将该菌与
1 株高耐盐季也蒙毕赤酵母( KX447139) 搭配，脱氮效率有显著提高．在好氧条件下，按照好氧反硝化菌与
高效耐盐菌 1∶ 1 的接菌量配比接入污水中，30 ℃反应 48 h后，氨氮去除率为 86． 36% ．该研究为提高污水
脱氮处理效率提供了有效的方法．
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0 引言

随着科技和工业的快速发展，含氮废水量的排

放量也随之增加．赤潮和水体富营养化现象的产生
与水体中氨氮含量的增加有着密切的关系，这一现

象严重破坏了水环境平衡，从而对人类健康造成了

威胁和伤害．目前水体中氮的污染主要以铵态氮和
亚硝酸盐形式氮的污染最为严重，生物除氮具有效

果好、成本低、无毒副作用、无耐药性等优点．传统生
物的脱氮作用主要分为硝化和反硝化作用，反硝化

作用简单来说就是反硝化细菌将 NO －
3 、NO

－
2 、NO 还

原为 N2 的过程
［1-3］．起初认为硝化作用的反应条件

是好氧，而反硝化作用的反应条件是厌氧或缺氧，直

至 20 世纪 70 年代，J． M． Krul等［4］才首次证明了好
氧反硝化反应． 20 世纪 80 年代，L． A． Ｒobertson
等［5］首次观察到好氧反硝化现象并分离出好氧反

硝化菌，这一发现让人们对反硝化菌有了新的认识，

对好氧反硝化菌的研究起到推动性作用． 好氧反硝
化菌是指能在好氧条件下将硝态氮或亚硝态氮转化

为气态氮化物的细菌． 目前已知的好氧反硝化菌有
泛假单胞菌属 ( Pseudomonas ) ［6-7］、异养硫球菌
( Thiosphaera pantotropha ) ［8］、粪产碱菌 ( Alcaligenes
faecalis) ［9］等． 科学研究表明许多微生物能同时进
行有氧呼吸和反硝化作用． 可作为首次筛选出的好

氧反硝化细菌副球菌属的细菌( Paracoccus pantotro-
phus) ，其硝酸盐或亚硝酸盐在大气氧存在情况下能
还原为 N2

［10］．利用好氧反硝化菌进行除氮，一方面
能充分利用自然资源，有效降低了成本; 另一方面，

避免了环境污染．本文将活性污泥中分离、筛选出的
高效好氧反硝化菌进行污水处理条件的优化，使其

达到最佳的脱氮效率． 该菌株能很快适应污水中的
硝态氮环境并能有效降解污水中的硝酸盐氮和亚硝

酸盐氮．该菌的发现为将来处理各种含有硝态氮的
废水提供了有效的解决方法，为生物脱氮的工程实

践提供参考．

1 实验材料

1． 1 菌株、污水来源

好氧反硝化菌株分离自江西沃邦兴环保科技有

限公司污水处理厂活性污泥样品． 用于研究菌株好
氧反硝化作用的污水来自江西华邦高浓度废水．

1． 2 实验器材

pH计;移液枪; UV752 分光光度计，上海申安医
疗器械厂; 隔水式恒温培养箱，GNP-9160BS-Ш，上
海新苗医疗器械制造有限公司; 电热恒温水浴锅，

HWS26，上海申安医疗器械厂; 高压蒸汽灭菌锅，
DSX-280B，上海申安器械厂;高速冷冻离心机，KPC-
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160HＲ，科大创新股份有限公司中佳分公司;磁力搅
拌器，99-1，江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司;
超净工作台，SW-CJ-1D，苏州净化设备有限公司; 电
子天平，BS210S，Satorius;石英比色皿，751( 722) ，宜
兴市伟鑫仪器有限公司;电热鼓风干燥箱，上海一横

科学仪器有限公司．

1． 3 培养基

溴百里酚蓝( BTB) 培养基( g·L －1 ) : 琼脂 20;
KNO3 1; KH2PO4 1; FeCl2 0． 5;无水 CaCl2 0． 2; MgSO4·
H2O 1;琥珀酸钠 8． 5; BTB( 1%溶于酒精) 1 mL． 用
1 mol·L －1 NaOH调节 pH值为 7． 0 ～ 7． 3．

LB培养基( g·L －1 ) : KNO3 1; KH2PO4 1; FeCl2
0． 5; CaCl2 0． 2; MgSO4·7H2O 1;琥珀酸钠 8． 5．

2 实验方法

2． 1 好氧反硝化菌株的分离筛选

2． 1． 1 菌种筛选 好氧反硝化菌的反硝化过程是
增加碱的过程，BTB 培养基中含有溴百里酚蓝指示
剂，当 pH ＞7． 6 时培养基呈蓝色; 当有反硝化菌在
此培养基中生长时，菌落会因 pH 值升高而出现蓝
色或蓝色晕圈［11］．取 0． 2 mL 污水样品稀释涂布于
培养基中，30 ℃静置培养 3 ～ 5 d，观察培养基是否
有变蓝的菌落或晕圈，可初步判断是否为好氧反硝

化菌．
2． 1． 2 菌种富集 将上述挑选出的蓝色菌落刮取
少量菌体于 LB液体培养基中，30 ℃、160 r·min －1

摇床培养．培养 12 h，以 10%的接种量接种到 250 mL
锥形瓶中，锥形瓶中装有 50 mL DM反硝化培养基，
8 层纱布代替橡皮塞封口，30 ℃、160 r·min －1摇瓶

培养．
2． 1． 3 菌种纯化 取 10 mL 上述培养的菌液于
90 mL无菌水中，梯度稀释后分别涂布于 BTB 平板，
30 ℃培养 2 ～ 3 d．挑选有蓝色晕圈的单菌落，划线
分离，得到纯的菌株．斜面培养 2 ～ 3 d备用．

2． 2 菌株形态学鉴定

首先观察菌落直观形态特征，再将菌株进行革

兰氏染色，用显微镜观察菌株的显微形态．

2． 3 菌株分子生物学鉴定

2． 3． 1 总 DNA提取 用接种环从斜面上挑取一环
菌体接种到 LB培养基中，在 30 ℃、160 r·min －1摇

瓶中培养 24 h，离心收集菌体．采用 OMEGA公司的
细菌 DNA提取试剂盒并按照其说明书来提取菌种

总 DNA．
2． 3． 2 PCＲ 扩增及鉴定 采用 TAKAＲA 公司的
Premix rTaq酶进行 PCＲ 扩增，反应总体系 40 μL，
包括 Premix rTaq 酶 20 μL，引物 1492Ｒ 2 μL，引物
27F 2 μL，模板 1 μL，超纯水 15 μL． ( 27F: 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'， 1492Ｒ: 5'-GGT-
TACCTTGTTACGACTT-3') PCＲ 扩增程序: 95 ℃预
变性 2 min，95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延
伸 90 s，循环 30 次，72 ℃延伸 5 min．反应结束后取
5 μL PCＲ产物在 0． 8%琼脂糖凝胶上进行电泳，电
泳条件为 100 V、100 mA、30 min，最后将产物送至
上海生工进行测序．
2． 3． 3 系统进化树的建立 将测序获得的基因序
列提交到 NCBI 进行 BLAST 相似序列检索，然后在
GenBank数据库按最大同源性原则进行序列比对，
采用 Mega6 软件构建系统进化树，对分枝的稳定性
进行 bootstrap分析，并重复 1 000 次．

2． 4 菌株反硝化特性研究

采用纳氏试剂法测污水中的氨氮含量． 纳氏试
剂有 2 种配制方法，本实验采用碘化汞-碘化钾-氢
氧化钠法配制［12］．
2． 4． 1 氨氮标准曲线的测定 吸取 0、0． 50、1． 00、
3． 00、5． 00、7． 00 和 10． 00 mL 铵标准使用液于
50 mL容量瓶中，加水至标线，倒入 100 mL 烧杯中，
加入 1． 0 mL酒石酸钾钠溶液，混匀．加入 1． 5 mL纳
氏试剂，混匀． 放置 10 min 后，测定其吸光值，比色
波长为 420 nm，以无氨水的样品作为空白对照，用
所测得的吸光值减去零浓度空白的吸光度后，得到

校正吸光值，并绘制标准曲线．
2． 4． 2 水样的测定 取适量江西华邦高浓度废水，
稀释 10 倍，分装于 250 mL具塞锥形瓶，每瓶90 mL．
分别向每个锥形瓶中加入 10 mL 好氧反硝化菌液，
在 30 ℃、160 r·min －1摇床中振荡培养，分别于 0、
24、36、48、60、72、84、96 h 取样，将水样离心后，取
5 mL加入到 50 mL 容量瓶中，稀释至标线，加入
1 mL酒石酸钾钠溶液，混匀．放置 10 min 后，用石英
比色皿在波长 420 nm 处，以无氨水做空白对照，测
量吸光值．
2． 4． 3 氮含量的计算 测得的水样吸光值减去空
白组的吸光值后，依据标准曲线查得氨氮含量．计算
公式为:氨氮 / ( mg·L －1 ) = 1 000m/V，其中 m 为由
校正曲线查得的氨氮量( mg) ，V为水样体积( mL) ．

2． 5 菌株应用于污水处理的性能测试

将此高效好氧反硝化菌与 1 株高耐盐的季也蒙
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毕赤酵母( 本实验室已获得) 搭配，从不同配比、不
同温度、不同反应时间 3 个方面优化得到最佳反应
条件．
2． 5． 1 时间及接种方式优化 取适量江西华邦高
浓度废水，稀释 10 倍，分装于 250 mL 具塞锥形瓶
中，每瓶 70 mL． 好氧反硝化菌与高效耐盐菌按照
1∶ 1的接菌量接入． 设 2 组对照，一组进行菌体离心
( 5 000 r·min －1离心 10 min) ，取弃上清，用蒸馏水
将菌体洗脱下来，接入到锥形瓶中; 另一组，直接将

富集好的菌体连同富集培养液一起加入到锥形瓶

中．在 30 ℃、160 r·min －1摇床中振荡培养，分别于

0、24、36、48、60、72 h取样测定污水中氨氮的含量变
化，每个时间段设置 3 个平行实验．
2． 5． 2 接菌量优化 取适量江西华邦高浓度废水，
稀释 10 倍，分装于 250 mL 具塞锥形瓶中，每瓶
70 mL．固定锥形瓶中反应总体积为 100 mL，将富集
好的好氧反硝化菌与高效耐盐菌按照 1∶ 1、1∶ 2、2∶ 1
的配比接入锥形瓶中． 2 种菌接入总量为 30 mL( 菌
接入锥形瓶前，需测定菌的浓度，按照接菌配比进行

稀释) ．在30 ℃、160 r·min －1摇床中振荡培养 48 h
后取出，测定污水中氨氮的含量变化，每个配比设置

3 个平行实验．
2． 5． 3 温度优化 取适量江西华邦高浓度废水，稀
释 10 倍，分装于 250 mL具塞锥形瓶中，根据配比和
时间优化的结果，选取最佳配比接种，分别置于 26、
28、30、32、34 ℃恒温摇床中于 160 r·min －1转速下

振荡培养 48 h后取样测定污水中氨氮的含量变化，
每个温度设 3 个平行实验．

3 结果与分析

3． 1 菌株的分离与筛选

从江西沃邦兴环保科技有限公司污水处理厂活

性污泥中通过富集、BTB 平板筛选后得到 4 株好氧
反硝化菌，将这 4 株初筛菌接入含氮量较高的污水
中，采用格里斯试剂法和紫外分光光度法定性检测

培养液内硝酸盐消耗和亚硝酸盐产生情况，筛选、驯
化得到 1 株高效的好氧反硝化菌．

3． 2 菌株的形态学鉴定

菌株显微形态特征如图 1 所示，经过革兰氏染
色后在显微镜下观察可知，该菌株为革兰氏阳性菌，

呈短杆状．
菌落特征如图 2 所示，接入菌株前培养基为无

色透明，接入菌株培养一段时间后有白色圆状光滑

菌落产生，且培养基变为蓝色，菌落周围产生蓝色晕

圈，菌丝不易挑起．

图 1 菌株显微形态图

图 2 菌落特征图

3． 3 菌株的分子生物学鉴定

3． 3． 1 PCＲ 扩增片段 提取菌种总 DNA 后进行
PCＲ扩增，得到的片段如图 3 所示． 由图 3 可知，此
菌株的 ITS序列扩增大小产物为 1 400 bp左右．

图 3 PCＲ产物电泳图

3． 3． 2 测序结果及系统进化树的构建 结合该菌
的形态特征和 16S rDNA 序列，构建系统进化树，结
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果显示菌株 LX 1-3 与 Paracoccus属具有较近的亲缘
关系，且与 Paracoccus kondratievae物种最相近，达到
100% ．目前，已向 GenBank 提交该序列数据，登录
号为 MH156598．在 GenBank数据库中通过 Blast 进
行比对，采用 MEGA6． 0 软件构建系统进化树，结果

表明，菌株与 Paracouccus sp． 的同源性达到 98%以
上．根据形态特征、生理生化特性和 16S rＲNA 的同
源性分析，初步鉴定菌株为副球菌属的细菌．
系统进化树如图 4 所示．

图 4 系统进化树

3． 4 菌株反硝化特性研究

3． 4． 1 氨氮标准曲线 由图 5 可知，氨氮标准曲线
为 y = 0． 212 6x + 0． 038 8，Ｒ2 = 0． 999 8，可用于之后
氨氮浓度测定．
3． 4． 2 反硝化菌的脱氮效果 将该菌株接入污水
中，测得在 30 ℃处理 48 h 后，可达到最高脱氮效
率，脱氮率为 30． 7%．由图 6 可知，在处理的 0 ～ 48 h
内，脱氮率逐渐增大; 48 h 后反应体系中的氨氮含
量开始增加，这一现象的产生是因为 48 h 后反应体
系中的营养物质含量减少，无法满足微生物生长数

量所需营养物质，死亡的菌体会发生自溶现象，进而释

放胞内有机氮，导致反应体系中氨氮含量增加［13］．

图 5 氨氮标准曲线图
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图 6 脱氮特性图

3． 5 污水处理测试结果

3． 5． 1 时间及接种方式结果 菌体在反应体系中
生长繁殖需要消耗反应体系中可利用的营养物质，

当反应体系中的营养物质含量不足以维持菌体生长

及代谢所需时，脱氮效率将会降低．故可以从不同反
应时间推断出最适反应时间，以达到最高氨氮去除

率．实验结果如图 7 所示，将好氧反硝化菌和高效耐
盐菌不离心直接接入到污水中反应 48 h 后可达到
最高氨氮去除率 81． 65% ．在 0 ～ 36 h内随着菌体的
生长，氨氮去除率逐渐升高，48 h 以后由于反应体
系中菌体数量较多，体系中的营养物质无法维持菌

体正常生长，菌体开始出现死亡，氨氮去除率降低，

到 72 h时降低至 44． 37% ．

图 7 时间及接种方式处理图

3． 5． 2 接菌量优化结果 韩永和等［14］研究发现氨
氮去除率与好氧反硝化菌接种量有较大关系，因此

不同接菌量对好氧反硝化特性的影响也将有所差

异．若接菌量过低，将会导致无法实现高效的反硝化
作用;当接菌量过高时，又将无法满足微生物生长数

量所需的营养物质，死亡的菌体会发生自溶现象，使

胞内有机氮得以释放［15］． 由图 8 可知，将好氧反硝
化菌与耐盐菌按照 1 ∶ 1 的接菌量( 不离心) 接入污
水中，48 h 后，反应体系中的氨氮去除率最高为

82． 22% ．而在按照好氧反硝化菌与耐盐菌 2∶ 1 比例
接菌的反应体系中的氨氮去除率仅为53． 74% ．

图 8 接菌量优化图

3． 5． 3 温度优化结果 温度是影响微生物生长和
代谢的重要因素之一．微生物在适宜的温度条件下，
生长速率和代谢活性可达到较高水平．由图 9 可知，
将 2 种菌按 1∶ 1 接菌量接入污水中，置于不同温度
条件下反应 48 h后测得反应体系内氨氮含量，发现
在 26 ℃时氨氮去除率为 67． 92%，在 28 ℃时氨氮
去除率为 69． 37%，当反应温度达到 30 ℃时，氨氮
去除率为 86． 36%，而后随着温度升高，氨氮去除率
逐渐下降．当培养温度升高至 34 ℃时，氨氮去除率
降低至 71． 99% ． 实验结果表明该反应体系最适反
应温度为 30 ℃ ．

图 9 温度优化图

4 结论

本文研究活性污泥中具有反硝化作用的菌株，

从江西沃邦兴环保科技有限公司污水处理厂活性污

泥中经过分离纯化、初筛和复筛后得到优势菌株，并
对该菌株进行一系列的形态学、分子生物学鉴定后
可知，该菌株为副球菌属( Paracouccus) ，命名为 LX
1-3，NCBI Gen Bank 登录号为 MH156598，是一株有
效的好氧反硝化菌．
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随着科技和现代生物学技术的发展，好氧反硝

化菌被越来越多地运用到了污水的脱氮处理中，在

生物脱氮技术中扮演着重要的角色． 由于好氧反硝
化细菌在环境脱氮处理中具有较为特殊的意义，受

到越来越多的关注［16］．关于好氧反硝化菌脱氮的作
用机理，王薇等［17-19］已经进行过详细的探究和介

绍．辛秀明［10］在对反硝化菌进行研究时发现，当硝
化作用和反硝化作用处于一个动态平衡的环境中

时，才能显现出良好的污水脱氮效果． 张宇燕等［20］

研究结果表明:反硝化菌 S3 对低氮浓度的富营养化
水质有较好的反硝化效果，在4 h时 S3 的反硝化速
率最大，达到0． 62 mg·L －1·h －1，对 TN 的反硝化
脱氮贡献率为 52． 5% ． 曹林等［21］研究表明: 在以柠
檬酸钠为碳源、硫酸铵为氮源、初始氨氮浓度为
50 mg·L －1、碳氮比为 20∶ 1、温度为 30 ℃、pH 值为
7、反应时间为 48 h 的条件下，B． subtilis CL1 和
B． subtilis CL9 对氨氮的去除率均为 99%，对总氮的
去除率分别为 98%和 96% ．本文好氧反硝化菌与耐
盐菌综合处理污水后的氨氮去除率为 86． 36%，与
文献［21］的结果相比还有待提高．将好氧反硝化菌
应用于污水脱氮处理，具有以下优点［22-23］: ( i) 在同
一个反应器中进行硝化作用与反硝化作用，硝化的

产物可直接作为反硝化的底物，避免了 NO －
3 、NO

－
2

的积累对硝化反应的影响，加快了硝化与反硝化作

用的进程，节约了反应器建设成本; ( ii) 反硝化过程
中产生的碱可以部分补偿硝化过程中损失的碱，故

能使反应系统中 pH 值维持相对稳定; ( iii) 在反应
过程中好氧反硝化菌比硝化菌更容易控制．
本文从活性污泥中驯化、筛选的高效好氧反硝

化菌在污水脱氮处理中有着显著的作用． 若能对该
菌的好氧反硝化机制有更进一步地了解并对其进行

基因改造，使其能够更广泛地应用于各种污水治理

中，从而提高污水中氨氮去除率，以便为污水脱氮提

供高效菌株，这对于环境保护具有重大意义． 因此，
下一步将进一步对该菌好氧反硝化的机制、基因功
能、基因改造等进行研究，为以后污水除氮提供更多
科学理论依据．
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The Screening of Highly Active Denitrification Aerobic Denitrifying Bacteria and
Its Optimization of Wastewater Treatment Process

LI Xiang，LIAO Yanyan，XIA Tingting，WANG Xiaolan*

( College of Life Science，Key Laboratory of the Conservation and Sustainable Utilization for Subtropical Plant Ｒesources of Jiangxi Prov-

ince，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: Aerobic denitrifying bacteria has unique advantages in denitrification，which can be used to denitrify
wastewater． In this paper，aerobic denitrifying bacteria has been isolated from activated sludge，it can effectively re-
move ammonia nitrogen called LX 1-3． Through identification of morphology and molecular biology，the strain is
identified as Paracoccus sp，an accession number of NCBI GenBank is MH156598． Further studies showed that the
optimum condition for the strain growth and aerobic denitrification is temperature 30 ℃，and pH value is between
7． 0 and 7． 3，its nitrogen removal rate can reach 30． 7% after 24 h． Combination of this strain with a known high-
lying，salt-tolerant strain significantly increases nitrogen removal efficiency． Under aerobic conditions，the 1∶ 1 ratio
of aerobic denitrifying bacteria to highly saline-tolerant Meyerozymaguilliermondii is added to the sewage． After 48 h
of reaction at 30 ℃，the ammonia nitrogen removal rate is as high as 86． 36% ． This study provides a more effective
method for improving the efficiency of denitrification treatment of wastewater．
Key words: aerobic denitrifying bacteria; denitrification; aerobic denitrification; ammonia nitrogen removal rate
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