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摘 要: 从北运河沉积物中分离得到 1株好氧反硝化细菌 AD1。通过对该菌株的形态观察、

生理生化实验以及 16SrDNA序列分析,确定菌株 AD1为假单胞菌 (P seudomonas sp. ), 分析了其在

系统发育中的分类地位。对菌株 AD1反硝化能力进行的研究结果表明, 菌株 AD1表现出较高的

降解效率。菌株 AD1在 24 h内对驯化培养基中 TN和 NO
-
3 - N的降解率分别为 63. 82% 和

84. 83% , 60 h内对 TN和 NO
-
3 - N的降解率分别为 68. 21%和 92. 28%。
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Abstract: A bacteria l stra in AD1 that had the capability o f aerob ic denitrificat ion w as screened

from Beiyunhe R iver sedim en.t According to the m orpho log ica l observat ion, physio log ica l and

b iochem ical test and sequence analysis o f the 16S rDNA, the stra in AD1 was ident ified asP seudomonas

sp. The phy logentic posit ion of the stra in w as perfo rm ed based on the phy logenetic tree. The den itrify ing

capab ility o f the stra in w as investigated in batch culture under aerobic cond ition. The results show ed tha t

the nitrate in the conta iner cou ld be e ff iciently rem oved by stra in AD1 and the rem oval rates of TN and

NO
-
3 - N w ere 63. 82% and 84. 83% for 24 h and 68. 21% and 92. 28% fo r 60 h, respectively.
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传统生物脱氮理论认为,反硝化是一个严格厌

氧的过程
[ 1]

, 反硝化菌作为兼性厌氧菌优先使用溶

解氧进行呼吸作用, 这样就阻止了使用硝酸盐和亚

硝酸盐作为最终电子受体, O2被认为可以抑制反硝

化还原酶
[ 2]
。直到 20世纪 80年代, Robertson和

Kuenen
[ 3 ]
首次发现在有氧条件下的反硝化现象, 分

离出好氧反硝化菌 Thiosphaera pantotropha、P seud

monas sp. 和 A lca ligenes faecalis等, 并发现了好氧反
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硝化酶系在有氧条件下依次催化还原 NO
-
3、NO

-
2、

NO、N 2O生成 N2
[ 4]
。

好氧反硝化菌的发现和好氧反硝化理论的逐步

形成, 使硝化与反硝化能在有氧条件下的同一容器

中完成,实现同步硝化与反硝化。硝化菌代谢氨氮

生成的亚硝氮和硝酸氮, 正好作为好氧反硝化菌的

代谢底物,从而可以避免硝化反应受到亚硝酸和硝

酸积累的抑制作用。同时反硝化产生的 OH
-
能补

偿硝化反应所消耗的碱, 维持系统的 pH值的稳定。

好氧反硝化菌的发现为生物脱氮技术开辟了新的道

路,高效好氧反硝化菌的分离纯化对控制水体富营

养化以及污水处理有着重要的应用价值。

为满足海河下游富营养化水体的土著微生物修

复,笔者针对海河流域氮素污染现状,从其沉积物中

分离、筛选好氧反硝化高效降解菌株, 并采用形态

学、生理生化实验和分子生物学等进行鉴定,结合其

脱氮效率的初步研究, 为进一步研究其在富营养化

水体中的修复作用提供微生物学基础。

1 材料与方法

1 1 好氧反硝化菌筛选

1 1 1 培养基

根据文献 [ 5]和 [ 6]配制好氧反硝化菌的富集

培养基: 酒石酸钾钠, 20 g; KNO3, 1. 0 g; K2H PO4,

0. 5 g; M gSO 4 7H2O, 0. 2 g; 微量元素溶液, 2 mL;

蒸馏水定容至 1 L; pH = 7. 2。

其中, 微量元素溶液的配方如下: EDTA,

50. 0 g /L; ZnSO4, 2. 2 g /L; CaC l2, 5. 5 g /L; M nC l2

4H2O, 5. 06 g /L; ( NH 4 ) 6M o7O 2 4H 2O, 1. 1 g /L;

FeSO4 7H 2O, 5. 0 g /L; CuSO4 5H 2O, 1. 57 g /L;

CoC l2 6H2O, 1. 61 g /L; pH = 7. 0。

1 1 2 富集驯化

采用多点取样并混匀的天津北运河沉积物样品

10 g于盛有玻璃珠和 150 mL灭菌水的锥形瓶中,混

匀后转移 10%至盛有 150 m L富集培养液的锥形瓶

中,在恒温震荡培养箱中好氧条件下富集培养 4个

周期。每个周期为 4 d, 温度设置为 28  , 转速为

150 r/m in。富集培养结束后, 将富集培养基内

KNO3含量提高至 2. 0 g /L, 其他条件同富集培养。

然后进行 4个周期的驯化培养。

1 1 3 好氧反硝化菌的分离纯化

采用涂布平板法和 4次连续划线
[ 7]
接种于固体

培养基 (液体富集培养基加 1. 5%琼脂粉 ) ,生化培

养箱 28  下培养。筛选出菌落长势较好的菌株,并

进行编号,斜面保存,用于进一步实验。

1 2 菌株形态特征观察和生理生化试验

菌株鉴定的形态学特征和部分生理生化试验参

照文献 [ 8]进行。

1 3 菌株分子生物学鉴定

1 3 1 细菌 16SrDNA和真菌 ITS区序列的扩增和

测序

采用 TIAN am p bacter ia DNA K it细菌基因组提

取试剂盒提取分离纯化以后的好氧反硝化菌基因组

DNA, 结合文献 [ 9]的报道,采用细菌 16SrDNA特异

引物 F8 ( 5! - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3! )

和 R1492 ( 5! - GGTTACCTTGTTACGACTT - 3! )扩

增细菌 16SrDNA。构建 50 L的反应体系 ( T IAN

GEN 2 ∀Taq PCR M asterM ix 25 L,模板 DNA 4 L,

上下游引物各 2 L, dd H 2O 17 L)。

PCR产物的纯化和双向测序由某生物公司完

成。 PCR反应条件如下: 95  预变性 5 m in, 进入热

循环, 94  变性 30 s, 49  退火 45 s, 72  延伸

45 s,共 30个循环。 PCR产物进行 1%琼脂糖电泳,

凝胶成像。

1 3 2 系统发育分析

DNA序列相似性分析在 N ational Centre for

B io techno logy Inform ation ( NCB I)中采用 B last软件

检索。将搜寻到的相似度高的序列用 DNAMAN软

件进行序列同源性分析并构建系统发育树。

1 4 好氧反硝化菌脱氮效率的测定

取驯化过程中菌落长势较好的菌株, 并将处于

对数生长期的菌液按 2% (体积分数 )接入 200 mL

新鲜的灭菌驯化培养基中,于温度设置为 28  , 转

速为 150 r /m in的摇床振荡且好氧条件下培养 60

h,无菌操作, 每 12 h取样 3 mL。总氮 ( TN )采取直

接测定的方法,硝态氮 (NO
-
3 - N )浓度采用高速离

心 ( 10 000 r /m in)培养液, 去菌体取上清液的测定

方法。以未接种驯化培养基作为对照
[ 6 ]
。TN采用

过硫酸钾氧化紫外分光光度法测定, NO
-
3 - N采用

酚二磺酸紫外分光光度法测定
[ 10]
。

2 结果与讨论

2 1 分离菌株形态学和部分生理生化特征

经涂布平板法和划线培养以后, 筛选出菌落长

势较好的 1个菌株,并命名为 AD1。

首先,通过形态学和部分生理生化特征分析,形
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成的菌落呈现规则的圆形, 浅黄色, 边缘呈锯齿状,

表面光滑、湿润, 确定菌株 AD1为革兰氏阴性菌,杆

菌,能以葡萄糖、甘露醇和酒石酸钠为碳源生长。同

时,菌株 AD1能以硝酸钾、硫酸铵、乙酰胺和尿素为

氮源生长,在无氮源的培养基中不能生长。

2. 2 菌株分子生物学鉴定

PCR反应扩增后, 琼脂糖电泳得到长度约为

1 500 bp的菌株 AD1的 16SrDNA片段。

16SrDNA序列分析技术已成为细菌种属鉴定和

分类的标准方法
[ 11]
。测序后经 NCB I B last检索,菌

株 AD1 的 16SrDNA 片段与 P seudomonas stu tzeri

( EU741092) , P seudomonas sp. V I- 71 ( FN377741)

和 P seudomonas sp. 42( 2008) ( EU883660)有 100%

的相似性。按照 16SrDNA基因序列相似性# 97%

为定属必要条件之一的规定
[ 12]

, 可以初步认定菌株

AD1为 P seudomonas属。

选取以上 16SrDNA 片段与片段 P seudomonas

sp. SN1 ( AY683884) , P seudomonas chloritid ismutans

(AY017341)和 P seudomonas putida ( DQ288952)利

用 DNAMAN软件进行同源性分析并构建系统发育

树,结果 (见图 1)显示菌株 AD1与 P seudomonas sp.

SN 1亲缘关系最近, 可以确定菌株 AD1为 P seudo

monas sp.。

目前分离得到的好氧反硝化细菌主要有假单胞

菌属、产碱杆菌属、副球菌属、芽孢杆菌属等
[ 13]
。研

究中所筛选出的好氧反硝化菌株 AD1属于假单胞

菌属。

图 1 基于 16S rDNA构建的系统发育树

F ig. 1 Phy log enetic tree based on 16SrDNA

2 3 菌株AD1的脱氮效率

菌株 AD1的脱氮效率见图 2。由图 2看出,未

接入菌株的对照驯化培养基中总氮含量在 60 h内

没有明显变化,表明在对照培养基中的 NO
-
3 未发生

反硝化。而接有菌株 AD1的培养液中 TN明显下

降, 在 24 h内驯化培养基中 TN 降低了 178. 77

m g /L,降解率为 63. 82%。 24 ~ 60 h之间 TN减少

量变少, 60 h后 TN降低至 89. 06 m g /L, 降解率为

68. 21%。由于在 TN测定中包含了微生物同化的

氮, 总氮的减少程度即代表了反硝化脱氮的效果。

24 h内驯化培养基中 NO
-
3 - N降低至 42. 45 mg /L,

降解率为 84. 83%。至 60 h时 NO
-
3 - N降至 21. 62

m g /L,该菌株对 NO
-
3 - N的降解率可达 92. 28%。

图 2 菌株 AD1的脱氮效果

F ig. 2 Denitrifica tion o f AD1

目前,关于好氧反硝化菌株筛选的报道多数来

源于活性污泥和土壤, 例如, 杨基先等
[ 14]
分离得到

的一株好氧反硝化菌 (P seudomonas stu tzeri )对 NO
-
3

- N的去除率为 91. 09%。菌株 AD1与王弘宇
[ 6]
、

蒋静艳
[ 15]
报道的筛选得到的好氧反硝化菌株均属

于 P seudomonas sp. 。以河流沉积物作为菌种来源筛

选好氧反硝化作用的微生物的报道并不多见。该项

研究从北运河沉积物中富集、驯化的好氧反硝化菌

可以为富营养化河流水体生态修复提供菌种, 同时

从图 2可以看出,菌株 AD1对 NO
-
3 - N表现出很高

的降解率,在 90%以上。结合文献 [ 6]和 [ 15]的报

道, P seudomonas sp.在反硝化过程中会出现 NO
-
2 -

N的累积,部分菌株随着降解的进行, NO
-
2 - N会被

还原产生 N2O。因此, 研究中筛选得到的菌株在

NO
-
2 - N还原过程中是否会有温室气体 N 2O的产

生需要进一步研究。

3 结论

∃ 从天津北运河沉积物中筛选得到一株高效

好氧反硝化菌 AD1, 革兰氏阴性菌, 杆菌,形成的菌

落呈现规则的圆形。菌株 AD1能以葡萄糖、甘露醇

和酒石酸钠为唯一碳源生长;能以硝酸钾、硫酸铵、

乙酰胺和尿素为唯一氮源生长。经过 16SrDNA分

析技术鉴定该菌株为 P seudomonas sp.。
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% 菌株 AD1在 24 h内对驯化培养基中 TN和

NO
-
3 - N的降解率分别为 63. 82%和 84. 83% ; 60 h

内对 TN和 NO
-
3 - N的降解率分别为 68. 21%和

92. 28%。菌株 AD1表现出较高的降解效率。研究

中从北运河沉积物中富集、驯化得到的好氧反硝化

菌,可以为富营养化河流水体生态修复提供菌种。
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