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摘要摘要 传统的反硝化工艺存在反硝化细菌的世代时间较长（特别是在低温的冬季）、水力停留时间长、运行和投资费用大等问

题。为寻找更好的反硝化细菌，从冬季北方城市污水厂驯化活性污泥中分离出1株耐低温、低碳氮比，且脱氮率较高的好氧反硝

化菌株，命名为HFX08。初步鉴定该菌株为假单胞菌属（Pseudomonas），G-菌。该菌株的最适生长温度为10~20℃，生长曲线

符合S型曲线，拟合方程相关性系数达到了差异极显著水平。随着碳氮比的增加，该菌株的反硝化速率随之提高，脱氮率最高可

达92%。
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Screening and Identification of an Aerobic Denitrifying
Bacterium with Low C/N Ratio at Low Temperature

AbstractAbstract The conventional denitrification process has limited applications due to its disadvantages, such as long generation time of
denitrifying bacteria, especially in cold winter, long hydraulic retention time and high costs. In this study, an aerobic denitrifying
bacterium designated as HFX08 was isolated from a domestic sewage plant in a northern city of China in winter. The strain HFX08
exhibited high denitrification performance under low C/N ratio at low temperature. The results indicated that the strain HFX08 was G-

and identified as Pseudomonas sp. The optimum temperature for its growth is in the range of 10-20℃. Its growth curve was fitted to S
growth curve, whose fitting coefficient reached the level of extremely significant difference. The nitrogen removal rate by strain
HFX08 increased with increasing C/N ratio, up to 92%.
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随着人民生活水平的提高，饮食结构的不断改变，城市

生活污水的水质成分有了很大的变化，含氮量增加，出现了

低碳氮比（C/N比，质量比）的情况[1,2]。传统的污水处理技术

已经不能满足排放要求，因此脱氮技术的研究和应用引起人
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们的广泛关注。传统的反硝化作用是微生物在厌氧环境中，

利用NO-3-N作为电子受体，同时将其还原为N2的过程[3,4]。

好氧反硝化指在有氧情况下将 NO-3-N转化为 N2的过

程。近年来，国内外不少研究和报道证明了好氧反硝化菌的

存在 [5,6]。Krul等 [7]最早给出好氧反硝化反应的科学论证；

Robertson等 [8]在实验室观察到有氧条件下发生了反硝化现

象。国内外已经发现的好氧反硝化菌有Thiosphaerapantotropha、

Pseudmonas sp. 和 Alcaligenesfaecalis、Pseudomonas nautical、

Thaureamechernichensis、Alcaligenessp、Microvirgulaaerodenitrifi

cans等[9~12]。但国内关于低温、低碳氮比好氧反硝化细菌分离

的报道甚少。

本研究从已驯化的低温、低碳氮比城市活性污泥中分离

出 1株好氧反硝化细菌，验证其反硝化性能，确定温度、C/N
比对菌株反硝化特性的影响，以期为北方地区冬季低C/N比

污水处理工艺设计和操作提供参考。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

1.1.1 培养基

反硝化液体培养基：KNO3 2 g，KH2PO4 0.5 g，MgSO4 0.25 g，
蒸馏水 1000 mL，调节 pH 值 7.0~7.2，再加入乙酸钠（控制

C/N=4），121℃灭菌20 min。
反硝化富集固体培养基：每升反硝化液体培养基中加入

15 g琼脂粉。

溴百里酚（BTB）培养基：BTB 1 g，KNO3 1 g，FeCI2·6H2O
0.05 g，KH2PO4 0.5 g，MgSO4·7H2O 1 g，CaCl2 0.2 g，蒸馏水

1000 mL，调节pH值7.0~7.2，加入15 g琼脂粉，培养基呈墨绿

色，121℃灭菌20 min。
LB培养基：蛋白胨 10 g，酵母膏 1 g，NaCl 8 g，蒸馏水

1000 mL，调节pH值7.0~7.5。
1.1.2 仪器及试剂

PCR扩增仪（PCR System 9600，Perkin-Elmer公司），电

泳仪（Dcy-33A，北京六一仪器厂），紫外凝胶成像系统（大连宝

生物公司），高速离心机（Sigma 4K15，Sigma公司，美国），电泳

槽（DYY-6C，北京六一仪器厂）。

KNO3、KH2PO4、MgSO4、BTB、FeCI2·6H2O、KH2PO4、MgSO4·
7H2O、CaCl2均为分析纯，由北京化学试剂有限公司生产；蛋

白胨、琼脂粉、酵母膏等由北京奥博星生物技术有限公司

生产。

1.2 实验方法

1.2.1 菌种的富集、分离与鉴定

取驯化污泥[13]10 mL加入 100 mL反硝化富集培养液中，

10℃、120 r/min振荡培养，每 7 d转接 1次，共转接 5次；取

100 μL菌液在反硝化培养基上平板涂布；涂布后 10℃培养，

根据生长情况，一般为3~10 d；挑选生长快、菌落大的单一菌

株在固体培养基中反复划线分离，并在BTB培养基上点接，

同时进行硝酸盐还原、亚硝酸盐还原性和反硝化性能检测。

将初筛得到的菌种接种于 100 mL反硝化培养基中，10℃、

120 r/min下摇瓶培养，测定在对数生长期和稳定生长期的菌

液的NO-3-N、NO-2-N和总氮的浓度，得到一株反硝化能力强的

菌株，命名HFX08，挑取单一菌落接种于培养基中同驯化条

件扩繁，达到对数生长期后，取 1 mL菌液放入 2 mL离心管

中，丙三醇封口，于-20℃冷冻保存，每隔3个月复壮1次。

将分离纯化的HFX08菌株在反硝化培养基上扩繁，10℃
培养，观察菌落特征和菌体形态结构并进行染色反应；对

HFX08菌株进行葡萄糖产酸、接触酶、氧化酶、乙醇氧化、水

解淀粉、水解明胶、吲哚等测定，以了解其生理生化特征 [14]。

HFX08菌株的硝酸还原性、反硝化性鉴定方法见《常见细菌

系统鉴定手册》[14]。

采用通用引物对HFX08菌株的16S rDNA进行PCR扩增

（上海生工生物工程技术有限公司合成），正向引物：5’-AGA
GTTTGATCCTGGCTCAG-3’，反向引物：5’-AAGGAGGTGAT
CCAGCCGCA-3’。

PCR 反应体系为：超纯水 33.5 μL、10×Ex Taq 缓冲液

5.0 μL、dNTP（10 mmol/L）2.0 μL、上游引物 2.0 μL、下游引

物 2.0 μL、模板DNA 5.0 μL、Ex Taq酶0.5 μL，共计50 μL。
PCR的反应程序为：98.0℃预变性 5 min；80℃暂停；94℃

变性 45 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 50 s，35个循环；72℃延伸

10 min。
采用通用引物对纯化的HFX08菌株进行 16S rDNA扩

增，扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电脉检测，溴化乙锭染色，紫

外凝胶成像观察。以DNA Marker为参照，对比Marker的亮

带，菌株在 1500 bp处出现亮带，回收特异条带，由大连宝生

物公司测序。

1.2.2 菌株生长曲线及反硝化能力测定

保存的菌株接种于反硝化液体培养基中同培养条件活

化后，10℃、120 r/min振荡培养 48 h，10000 r/min离心 5 min
收集菌体，并用无菌水洗涤，离心、收集反复3次。然后将菌

体按 2%的接种量转入 50 mg/L以硝酸钾为氮源的新鲜反硝

化培养基中继续活化，当达到对数生长期后，将活化的菌种

按 5%接种量接入反硝化液体培养基中，调节乙酸钠和硝酸

钾的浓度，控制C/N比为4，每隔2h测定1次OD值，并按时测

定NO-3-N的质量浓度。

1.2.3 不同C/N比对菌株反硝化能力的影响

为探求C/N比对分离菌株反硝化效果的影响，实验过程

中以乙酸钠为碳源，通过调整乙酸钠质量改变反硝化液体培

养基中的C/N比，控制C/N比为 2、3、4、6、8，培养 48 h后分别

测定培养液中NO-3-N的质量浓度。

1.2.4 不同温度对菌株反硝化能力的影响

以乙酸钠为碳源、硝酸钾为氮源的反硝化培养液中接入

对数生长期的供试菌株，接菌量为 5%，分别在 5、10、15、20、
25℃下，恒温振荡培养，分别测定NO-3 -N质量浓度及去除率。
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2 结果与讨论
2.1 菌株的生理特性及鉴定

将分离得到的HFX08菌株进行革兰氏染色，用光学显微

镜对其染色前后的形态进行观察。HFX08菌落呈圆形，直径

1.5 mm左右，表面呈脐突状隆起，光滑，黄色，不透明，菌落边

缘光滑菌体形态为球形，G-菌。

HFX08菌株生理生化实验表明，菌株的氧化酶、双水解

酶、精氨酸双水解酶、反硝化性为阳性，明胶液化、水解淀粉

为阴性。初步判定：HFX08为明胶水解，接触酶、柠檬酸盐、

木糖苷酶阳性，氧化酶、葡萄糖产酸、谷氨酸转移酶阴性，表

明其与假单孢菌属（Pseudomonas）有相类似特征。菌株的测

序结果如图1所示。

16S rDNA序列分析法是直接测序检测微生物群落的常

用方法之一，是近 10年来发展起来的一种分子指纹技术，广

泛应用于分子系统发育分类学的研究，通过未知菌与基因库

中已知种属的16S rDNA序列进行核苷酸同源性比较后进行

系统发育分析，可以鉴定到属的水平。将HFX08菌的 16S
rDNA序列用Dnaman进行多重比对，该菌与Pseudomonas属

16S rDNA序列同源性达99.9%以上。

2.2 菌株生长曲线及反硝化能力

菌株在10℃时的生长曲线及反硝化能力分别如图2和图

3所示。

由图 2可见，菌株接种到培养液后，经历了一个迟缓期，

在第 34小时左右到达稳定期。生长曲线的拟合方程为 Y=
1.571/(1+264.18e-0.179t)，相关系数R=0.9872。对其进行方差检

验（n=21，R0.05=0.413，R0.01=0.526），达到差异极显著水平，说明

微生物生长曲线基本符合S型曲线。

由图3可见，当菌株达到对数生长期时，NO-3-N去除率也

达到最大。对数生长期细菌的生长速率达到最高，酶活力最

强，反硝化过程主要发生在此阶段，因此在后续实验中，为保

证菌液具有最大的活性，均使用对数生长期的菌液，这与马

放等[12]的报道一致。

2.3 不同C/N比对菌株反硝化作用的影响

C/N比对细菌的物质和能量代谢影响很大，也是影响生

物脱氮的主要因素之一，Cervantes等[15]认为C/N比是在呼吸

过程中获得高效反硝化效率的主要控制参数。C/N比过高会

降低硝化反应速率，C/N比过低会抑制反硝化反应进行。实

验中以乙酸钠为碳源，KNO3为氮源，固定氮源质量浓度为

50.8 mg/L，通过调节培养液中的乙酸钠质量浓度来改变其

C/N比为2、3、4、6、8，不同C/N比条件下菌株的氮素转化率如

图4所示。

图1 HFX08菌株的16S rDNA序列

Fig. 1 16S rDNA sequences of strain HFX08

图2 HFX08菌株生长曲线

Fig. 2 Growth curve of HFX08

图3 不同时期培养液中NO-
3-N的变化

Fig. 3 Variation of NO-
3-N in different periods

in the culture solution
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从图 4可以看出，C/N比对反硝化速率影响很大，在C/N
比为 2、3、4、6、8时 NO-3-N的去除率分别为 35.1%、55.0%、

80.1%、91.2%、92%。这是因为初始碳源越充足，菌体的反硝

化能力越强，菌体的生长速度也就越快，也就是说，脱氮率随

着C/N比的增加而增加。当C/N比为2时，反硝化速率较低，

说明碳源不足，也就没有足够的能源供菌体生长，菌的反硝

化效率也变低，当提供给菌体的碳源高于菌体需求时，碳源

就不再是菌体生长的限制性因素，故继续增加碳源，反硝化

速率增加不多。

2.4 温度对菌株反硝化作用的影响

温度是微生物的重要生存因子，在适宜的温度范围内，

随着温度的增加，菌株的酶促反应加快。不同温度下菌株反

硝化作用见图5。

从图 5可见，随着温度的升高，NO-3-N的去除率增大，温

度为 5℃时，去除率仅为 49.8%，温度为 10℃时，去除率

85.8%。高于10℃后，温度对菌株的反硝化效率影响不大，但

从20℃升高到25℃时，NO-3-N的去除率有所下降，因此菌株的

最适生长温度为20℃。这是因为温度过高，菌体内酶的结构

就会发生变化，阻碍了细胞的正常代谢活动，因此NO-3-N的

去除率降低。HFX08菌株适宜生长的温度与韩晓云[16]所提出

的不同微生物生长的适宜温度范围基本一致，属于低温微生

物，这有利于菌株在环境中的竞争与存活，能够有效地发挥

其好氧反硝化作用。

3 结论
1）从驯化活性污泥中选育出 1株有较强反硝化能力的

好氧反硝化细菌HFX08，G-菌。经分子生物学鉴定，菌株隶

属于假单孢菌属（Pseudomonas）。

2）菌株在培养的第 34小时达到对数生长期，其生长曲

线基本符合S型曲线，相关系数R达到差异极显著水平。

3）随着C/N比的增加反硝化速率加大，脱氮率最高可达

到92%以上。

4）菌株的最适生长温度为10~20℃。
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第39期“科学家与媒体面对面”聚焦“雾霾”

·学术动态·

2013年以来，中国25省（区、市）的100多座大中型城市接连出现不同程度的持续雾霾天气，大面积严重雾霾让国家和人民对大

气污染的治理变得更为迫切。当前，中国的能源主要依靠石化能源，其中70%左右来自于煤炭，这也是造成中国生态环境不断恶化、

持续雾霾的主要原因，若不改变这种高度依赖煤炭的能源结构，发展核电（中国核电占一次能源比例不足2%）等清洁能源，提升清洁

能源比例，十面“霾”伏的现状将难以破解。纵观世界各国发展历程，20世纪60—70年代，处于工业化快速发展阶段的欧美发达国家

也曾深受环境恶化、雾霾严重的困扰。当时，欧美发达国家推动了核电的规模发展，事实证明，核电在能源结构调整和环境优化改善

方面发挥了突出作用。

持续雾霾下，大力推动中国核电规模化发展，用更多安全、清洁的核电替代煤电，成为调整能源结构和建设生态文明的现实选择。

2014年4月4日，中国科协举办第39期“科学家与媒体面对面”活动，邀请中国工程院院士、中国核工业集团公司科技委主任潘自强，

中国工程院院士、中国核工业集团公司科技委副主任叶奇蓁，国家发改委能源研究所原所长、中国能源研究会副理事长周大地围绕

“联‘核’驱散雾霾、共享蓝天白云”这一主题进行解读。

详见中国科协在线直播http://210.14.113.38:9080/asop/login.asop?titleId=380。
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