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""摘"要!"在冬季的松花江底泥中筛选出 ) 株高效耐低温菌!并对 #' *下脱氮效率最高的 ++

号菌进行了表型鉴定和遗传学鉴定% 考察了温度&,-值和常用碳源对该菌株在低温下脱氮效果的

影响!并对该菌株的低温异养硝化 !好氧反硝化性能进行了研究% 结果表明'该低温硝化菌株为

!"#$%&'&()"菌属!命名为!"#$%&'&()".,%/0++% 该菌株能在 $ 1+& *下生长并对氨氮进行去除!

适宜在中性偏碱的条件下生长!能够在低温下利用柠檬酸钠&醋酸钠&丙三醇和葡萄糖等碳源% 该

菌株在 #' *&$) 2内对氨氮的去除率达到 ('3以上且无亚硝酸盐氮积累% /0++ 菌株可在好氧状

态下对硝酸盐氮和亚硝酸盐氮进行反硝化去除!在硝酸盐氮反硝化过程中会产生一定的亚硝酸盐

氮积累并逐渐去除%
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""随着人们生活水平的不断提高以及工农业技术

的迅猛发展$氮污染的排放量也与日俱增'#(

) 氮污

染会导致水体富营养化现象$使得藻类大量繁殖$水

生生物因缺氧而死亡) 人类饮用了含有过量氮素污

染的水后会影响身体机能$甚至导致癌症'$(

) 因

此$我国对污水厂出水中总氮浓度有着严格的标准)

污水中氮素的去除方法主要有物理法*化学法和生

物法$由于生物脱氮工艺具有设备简单*成本低廉*

出水效果好等优点$使其成为了污水厂最广泛使用

的脱氮技术) 污水的生物脱氮方法繁多$如/9X工

艺*6cd工艺等'+ !)(

$其核心主要是利用硝化和反硝

化过程将氨氮*硝酸盐氮和亚硝酸盐氮同化为菌体

或转化为含氮气体$以达到除氮目的) 由于水质的

环境因子和水力条件会对水处理微生物产生极大的

影响$因此通过考察影响微生物生长发育的各种因

素$对强化实际水处理工艺效果和工艺调试具有重

要的指导意义)

在我国北方区域特别是东北地区$冬季的温度

常常在!+' 1!$' *$室外污水温度普遍在 #' *

左右) 低温条件下$微生物的生长和新陈代谢会受

到极大抑制'&(

) 对于传统的自养型硝化工艺$低温

会显著抑制自养型硝化细菌生长速率和自身酶的活

性$降低氨氮的去除效率) 异养硝化细菌由于其在

极端条件下的良好适应能力和脱氮效能$如低温*强

酸*强碱等$近年来备受研究者的关注'7 !;(

) 笔者从

冬季松花江底泥中筛选出耐低温异养硝化菌$对菌

株进行表型和遗传学鉴定$考察了菌株生长过程的

影响因素和脱氮效能$并对该低温菌的异养硝化和

好氧反硝化能力进行了分析)

!"

材料与方法

!#!"菌种与试剂

!#!#!"试验所用培养基

平板培养基## Oc8醋酸钠$# Oc8氯化铵$'%$

Oc8磷酸氢二钠$#e Oc8琼脂$# =8c8微量元素溶

液) 富集培养基#$ Oc8醋酸钠$# Oc8氯化铵$'%#;

Oc8磷酸氢二钠$'%#; Oc8磷酸二氢钠$$ =8c8微

量元素溶液) 筛选和硝化培养基#'%e Oc8醋酸钠$

'%# Oc8氯化铵$'%#; Oc8磷酸氢二钠$以及 $ =8c8

微量元素溶液)

!#!#$"菌株的分离和筛选

取 # O河道底泥于 &' =8灭菌磷酸盐缓冲溶液

中振荡后离心$将离心后的上清液梯度稀释 #' 1

#'

; 倍后$分别取 #''

!

8上清液涂布于平板培养基

上$并于 #' *下进行培养$待平板培养基上出现分

离且清晰的菌落时$将每个单菌落分别划线接种至

平板培养基上) 连续划线培养 + 次使菌株纯化并将

纯化筛选出的菌株分别接种至筛选培养基中$于 #'

**#&' Uc=?C下振荡培养$并连续测定溶液中的氨

氮浓度$氨氮去除率最大的菌株即为试验所需菌株)

!#$"试验方法

!#$#!"菌株的鉴定

将筛选出的菌株按照+伯杰氏细菌手册,进行

表观形貌观察$对其进行革兰氏染色鉴定并采用扫

描电镜对菌株的微观形态进行观察) 取适量富集培

养的菌液$利用试剂盒对其 QJ6进行提取$并进行

#7W UQJ6的 Z_X扩增$将产物纯化后对其进行

QJ6测序$并将测序结果通过 J_9M与其他菌种进

行比对以对该菌株进行菌属鉴定)

!#$#$"菌株生长和脱氮能力的影响因素

为考察 ,-值对菌株去除氨氮能力的影响$利

用 # =L@c8的盐酸和氢氧化钠溶液调节硝化培养基

的初始 ,-值为 & 1#'$初始接种量为 dQ

7''

f'%$

左右$在 #' *下培养 #$ 2$对初始和结束时上清液

的氨氮浓度和菌株浓度!菌株浓度以 dQ

7''

计$下

同"进行测定) 为考察温度对菌株硝化能力的影

响$将菌株接种到硝化培养基中$初始接种量为

dQ

7''

f'%$ 左右$分别在 $ 1+& *下培养 $) 2$对初

始和结束时硝化培养基的上清液中氨氮浓度和菌株

浓度进行测定) 为考察碳源对菌株去除氨氮能力的

影响$将菌株接种到模拟污水中$初始接种量为

dQ

7''

f'%$ 左右$将硝化培养基的碳源分别调整为

淀粉*蔗糖*葡萄糖*乙醇*乙二醇$碳氮比为 &$对照

组是以碳酸钠作为碳源的硝化培养基$#' *下培养

$) 2$对初始和结束时上清液的氨氮浓度和菌种浓

&#'#&

RRR%HCRR#(e&%HL= 杨"墨!等'低温异养硝化!好氧反硝化菌筛选及其脱氮特性 第 +& 卷"第 $+ 期



度进行测定)

!#$#%"耐低温菌株异养硝化 &好氧反硝化能力

将筛选出的菌株分别接种至富集培养基中并于

#' *下富集培养$当菌株的生长浓度达到对数期

时$取适量培养基离心并用灭菌后的磷酸盐缓冲液

清洗 + 次$再加入灭菌后的磷酸盐缓冲液制备成菌

株接种液) 将接种液分别加入以氯化铵*硝酸钠和

亚硝酸钠为氮源的培养基中$初始氮浓度为 $' =Oc

8$_cJ值为 &$于 #' **#&' Uc=?C 下培养$初始接

种量为dQ

7''

f'%$ 左右) 对培养基的细菌生长情

况$上清液的氨氮*硝酸盐氮和亚硝酸盐氮浓度以及

溶液的总氮浓度进行周期测定)

!#%"测定方法

氨氮采用纳氏试剂分光光度法进行测定$亚硝

酸盐氮采用J!!# !萘基" !乙二胺分光光度法进

行测定$硝酸盐氮采用盐酸紫外分光光度法进行测

定$总氮采用4d_c4J分析仪测定)

$"

结果与讨论

$#!"菌株的筛选和鉴定

从河道底泥中共筛选分离出 +) 株菌$其中在

#' *下对氨氮的去除率在 e&3以上的有 ) 株$对筛

选出的 ) 株菌进行 #7W UQJ6测序并将测序结果与

J_9M上其他菌株基因序列进行比较$其中 + 株菌为

!"#$%&'&()"菌属*# 株菌为 C)(,:9(&0)6,#19$'菌属)

排列序号为 ++ 号的一株 !"#$%&'&()"菌属显现出

最高的氨氮去除率! g('3") 通过肉眼观察$其菌

落呈肉色并且有光泽$菌落直径为 $ 1+ ==$该菌为

革兰氏阴性菌) 电镜扫描结果!见图 #"显示$该菌

为杆状$大小约为 #%&

!

=h'%&

!

=) 将该菌株的基

因测序结果上传至 J_9M$上传的基因编号为

/i++$+)'$该菌株被命名为!"#$%&'&()".,%/0++)

图 !"菌株'(%% 的扫描电镜照片

T?O%#"WH>CC?COF@FHEULC =?HUL.HL,F,2LELLV.EU>?C /0++

$#$",-值的影响

水体环境的 ,-值是影响细菌异养硝化效率*

生长和新陈代谢的重要因素之一) 适宜的 ,-值有

助于提高细菌的关键性酶表达$提高微生物的氮去

除率'e(

) 试验结果表明$#' *下培养 #$ 2 后$,-

值为 & 和 #' 的培养基中菌株/0++ 的生长速率和氨

氮去除率受到了极大抑制!见图 $"$这是因为强酸

和强碱环境会抑制微生物的新陈代谢和酶表达'((

)

菌株 /0++ 对氨氮的去除率在 ,-值为 e 时达到最

高值!;e3"$且菌株在 ,-值为 ; 1( 的培养基中均

显示出较高的氨氮去除率和生长速率$这是因为在

中性偏碱的条件下$溶液中的铵离子大量转化成游

离氨$更容易被微生物利用$这个现象与大部分已报

道的异养硝化菌的结果类似)
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图 $"低温下 )*值对菌株'(%% 生长和去除氨氮的影响

T?O%$"<VVFHELV,-LC OULRE2 LV.EU>?C /0++ >CG >==LC?>

C?EULOFC UF=LY>@>E@LREF=,FU>EBUF

$#%"温度的影响

一般情况下$在一定的温度范围内$微生物的生

长速率会随着温度的升高而增大) 在本试验中$当

温度从 $ *升高至 $' *时$菌株 /0++ 的生长速率

以及对氨氮的去除率均明显增长$其中$当温度从 $

*升高至 #' *时$氨氮去除率从 )+3迅速上升至

e$3%而当温度从 #' *升高至 $& *时$氨氮去除率

和菌株浓度变化均不明显$氨氮去除率仅上升了

#$3%当温度进一步从 +' *升高至 +& *时$最终菌

株浓度和氨氮去除率均开始下降$说明该菌株属于

耐冷菌$$& *以上的温度反而会抑制其新陈代谢和

生长速率) 综上$菌株 /0++ 是一株耐冷性能较为

优异的菌株$在较低的温度下显示出良好的氨氮去

除性能)

$#+"碳源的影响

碳源是影响硝化过程的重要因素$合适的碳源

能够促进细菌的生长$为细菌硝化或反硝化过程提

&$'#&
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供能量) 在本试验中$柠檬酸钠*醋酸钠等 e 种常见

碳源被分别添加到培养基中以考察碳源种类对菌株

/0++ 生长和氨氮去除性能的影响) 结果表明$当采

用柠檬酸钠*醋酸钠*丙三醇和葡萄糖作为碳源时$

/0++ 均显示出了相对较高的氨氮去除率和最终的

菌株浓度$特别是当葡萄糖作为碳源时$/0++ 对氨

氮的去除率达到了 (&3以上$超过了醋酸钠作为碳

源时的氨氮去除率) 当乙醇*甲醇*蔗糖和淀粉为碳

源时$/0++ 对氨氮的去除率低于 +'3$这说明菌株

/0++ 对小分子醇类和大分子多糖类的碳源利用率

有限$导致菌株生长速率变慢$进而导致其硝化效率

降低) 为了更好地与其他相关研究进行对比$在后

续试验中采用醋酸钠作为碳源)

$#,"低温异养硝化 &好氧反硝化性能

图 + 显示了菌株/0++ 异养硝化过程中-三氮.

和菌株浓度的变化) 可以看出$在试验前 & 2$氨氮

浓度略微下降$从 $#%) =Oc8降至 #(%( =Oc8$dQ

7''

从 '%$;7 上升至 '%++)$这是因为菌株 /0++ 刚被接

入新的培养基中$还处于适应期$菌株的生长和新陈

代谢都较为缓慢) & 2 后$菌株进入对数生长期$

dQ

7''

从 '%++ 上升至 '%;7$相应地$氨氮浓度从#(%(

=Oc8迅速下降至 +%+e =Oc8) 在达到 +& 2时$氨氮

浓度降至最低值!'%ee =Oc8"$同时菌株浓度略有

下降$说明培养基中菌株生长已经进入衰退期) 在

氨氮去除过程中的第 $& 小时$有微量的亚硝酸盐氮

生成$但是随着试验的进行很快被去除掉$说明在硝

化过程中同样存在反硝化过程$该菌株属于异养硝

化!好氧反硝化菌)
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图 %"低温下菌株'(%% 异养硝化过程中-三氮.和菌株

浓度的变化

T?O%+"_2>COF.LVC?EULOFC >CG .EU>?C HLCHFCEU>E?LC GBU?CO

2FEFULEUL,2?HC?EU?V?H>E?LC LV.EU>?C /0++ >E@LREF=,FU>EBUF

此外$经过异养硝化过程后$培养基的总氮浓度

整体从 $+%$ =Oc8降至 ##%e =Oc8$而溶液中溶解

态氨氮浓度仅剩余 '%ee =Oc8$这说明溶液中的氨

氮一部分被 /0++ 同化吸收转化为生物氮$另一部

分通过/0++ 的异养硝化与反硝化过程转化为含氮

气体逸出$因此使得培养基整体的总氮降低)

图 ) 显示了以亚硝酸盐氮和硝酸盐氮为氮源时

/0++ 菌的好氧反硝化特性!溶解氧浓度约为 e =Oc

8") 如图 )!>"所示$好氧状态下$亚硝酸盐氮在 )&

2内从初始的 #(%( =Oc8下降至 +%$ =Oc8$平均去

除速率为 '%+; =Oc!8&2"$/0++ 菌的浓度!dQ

7''

"

从 '%#;+ 上升至 '%; 左右) 图 )!\"显示了硝酸盐

氮的反硝化过程$在 )& 2内$硝酸盐氮从 $'%e =Oc8

下降至 '%( =Oc8$平均去除率为 '%)) =Oc!8&2"$

dQ

7''

从'%#+&上升至 '%e 左右) 在 $' 2 时$可明显

观察到有 )%& =Oc8的亚硝酸盐氮积累$并随试验的

进行而逐渐去除)
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图 +"低温下'(%% 菌株的好氧反硝化性能

T?O%)"6FUL\?HGFC?EU?V?H>E?LC ,FUVLU=>CHFLV.EU>?C /0++ >E

@LREF=,FU>EBUF

以硝酸盐氮为氮源时$氮去除率和菌株生长浓

度高于以亚硝酸盐氮为氮源的反硝化过程$这是因

为相对于硝酸盐氮还原酶$亚硝酸盐氮还原酶受氧

气的抑制程度更高'#'(

$这导致在相同好氧条件下亚

硝酸盐氮去除速率小于硝酸盐氮去除速率$这也是

在硝酸盐氮反硝化过程中存在亚硝酸盐氮积累的根

本原因) 同时$亚硝酸盐氮对微生物有一定毒性$这

也是导致亚硝酸盐氮反硝化过程的菌株最终浓度低

&+'#&
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于硝酸盐氮反硝化过程的原因之一)

%"

结论

对松花江底泥中筛选出的 ) 株耐低温菌进行鉴

定$并对其中 #' *下脱氮效率最高的 ++ 号菌进行

了表型和遗传学鉴定) /0++ 菌株经鉴定后属于土

壤和水体中大量存在的假单胞菌$对其低温下脱氮

性能的研究具有显著的代表性) 通过多因素考察发

现该菌株适宜在 $& *以下生长并对氨氮进行去除$

且适宜在中性偏碱性的条件下生长$能够在低温下

利用醋酸钠等多种碳源) 同时该菌株在好氧条件下

可进行反硝化$在相同好氧条件下亚硝酸盐氮反硝

化速率小于硝酸盐氮反硝化速率$这也导致硝酸盐

氮好氧反硝化过程中有亚硝酸盐氮的积累)
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