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牛粪中异养硝化细菌的分离鉴定及其硝化能力的研究

王佳丽， 王梓宇， 马咏琪， 姜云鹏， 安亮嘉， 韩向敏， 孙丽坤∗

（甘肃农业大学 动物科学技术学院，甘肃 兰州　 ７３００７０）

摘　 要　 为降低好氧堆肥氮素的损失，提高堆肥肥力，减少环境污染，以牛粪为主要材料，筛选出一株高效异

养硝化菌株 ＮＢ⁃２，并通过形态学特征及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析，确认其为粪产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｆａｅｃａｌｉｓ）。
进一步研究显示，在以柠檬酸三钠为碳源、Ｃ ／ Ｎ 比为 １５、温度为 ３５ ℃以及 ｐＨ 值为 ９．０ 的条件下，菌株 ＮＢ⁃２ 的

硝化能力显著提升，在好氧发酵 ３２ ｈ 时，菌株 ＮＢ⁃２ 的氨氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）去除率为 １００％，去除速率高达 ３３．３８

ｍｇ ／ （Ｌ·ｈ）。 本研究结果表明，菌株 ＮＢ⁃２ 应用于堆肥具有减少氮素损失的潜力，同时能提高肥料的质量和效

率，从而促进畜牧业的可持续发展。
关键词　 硝化细菌；氮素转化；异养硝化；粪产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｆａｅｃａｌｉｓ）；硝化特性
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　 　 农业是我国经济发展的重要支柱，畜牧业作

为其中的关键组成部分，为消费者提供了重要的

肉类、奶制品和其他动物源性产品，支撑着农业整

体的经济和生产结构。 为满足人民群众日益增长

的生活需求，大量养殖企业逐步由小型规模养殖

向集约化、大型化方向转型［１］。 然而，随着养殖业
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的快速发展，部分养殖区域出现了养殖密度过高、
畜禽废弃物未经有效处理即大量排放等问题。 相

关研究表明，目前我国的养殖废弃物年产量为 ３０．
５ 亿 ｔ，年需处理养殖废弃物产量达 ２１．３５ 亿 ｔ。 虽

然养殖废弃物的综合利用率已达 ７６％，但仍然有

３４％的养殖废弃物未被开发利用，致使畜禽粪污

进入自然环境，对环境造成严重破坏［２］。 畜禽粪

便排入水体会导致水体污染和富营养化；将未经

处理的畜禽粪便直接灌溉土地会造成土壤板结，
使大量有害污染物在土壤中积累，严重影响植物

的正常生长［３⁃５］。 因此，高效处理畜禽粪污，加快

粪污资源化利用已成为目前畜牧业重点关注的问

题。 好氧堆肥作为一种解决畜禽粪便污染的有效

途径，可以有效处理畜禽废弃物实现资源化利用。
在堆肥过程中，微生物起到了重要的作用，其可将

畜禽粪便降解转化为稳定的腐殖质，减少粪便中

的有害物质，使处理后的粪便成为较好的有机肥

料，不但降低了环境污染，还能有效提高土壤肥

力［６］。 好氧堆肥因其诸多显著的优点而受到广泛

关注［７⁃８］。 但是该技术目前仍存在一些问题，最典

型的是堆肥过程中会释放大量氨气（ＮＨ３）、硫化

氢（Ｈ２Ｓ）和一些温室气体［９］，这些气体不仅造成

环境污染，还会导致堆肥产品中的氮素大量流失，
影响堆肥产品的品质。 因此如何减少堆肥过程中

有害气体的排放及氮素的保留成为堆肥效果的关

键。 研究发现，相较于物理和化学保氮方法，生物

保氮更具有优势，其良好的环境适应能力、高稳定

性和显著的应用效果等优点是其他方法所不能比

拟的［１０］。 通过接种具有固氮功能的微生物至堆

体，从而实现氮素的固定和富集，减少氮素损失，
达到生物保氮的目的，是目前改良好氧堆肥技术

最为有效的方式之一［１１⁃１２］。 目前，研究人员通过

向堆体中添加外源微生物功能菌剂，以提高堆肥

的腐熟效率，增强堆肥的肥效［１３］，并减少病原微

生物的产生［１４］，从而实现畜禽粪便的无害化处

理［１５］。 在对外源微生物的研究中，异养硝化细菌

备受关注。 异养硝化细菌能够将堆肥中释放的氨

氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ） （如尿素分解产生的氨）转化为亚硝

酸盐（ＮＯ－
２ ⁃Ｎ）和硝酸盐（ＮＯ－

３ ⁃Ｎ），从而减少氨的

挥发，提高氮的有效利用率，有助于提高堆肥的养

分含量，改良土壤质量，减少有害气体排放［１６］。
近年来，许多异养硝化细菌，如粪产碱菌（Ａｌｃａｌｉ⁃

ｇｅｎｅｓ ｆａｅｃａｌｉｓ） ［１７］、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ） ［１８］、
固氮菌（Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ） ［１９］、蜡样芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ） ［１９］ 和脱氮副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ） ［２０］ 等，已
被广泛分离和报道。 目前粪产碱杆菌的研究大多

集中于从污泥或者污水环境中的分离筛选，从牛

粪中分离的研究鲜有报道。 陈青云等［２１］ 从生活

排污渠中分离筛选出粪产碱菌 Ｎｉ３⁃１。 Ｈｏｎｄａ
等［２２］从市政污泥中分离获得粪产碱菌 Ｎｏ．４。 综

上所述，筛选和应用硝化能力较强的异养硝化细

菌，能够显著提高好氧堆肥过程中氮的转化效率，
减少氨气挥发等氮素损失，改善堆肥品质，使堆肥

发酵过程更环保、更高效。 本研究旨在筛选异养

硝化能力较强的异养硝化细菌，通过优化环境影

响因素进一步提升其硝化性能，并应用于好氧堆

肥生产中，从而有效提高堆肥的氮素利用率，促进

堆肥成熟，提高堆肥质量，最终优化堆肥的肥效。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 样品采集　 牛粪样品采集自甘肃省临夏回

族自治州广河县大户赵家村盛欣养殖合作社，将
采集的样品装入 ５０ ｍＬ 无菌采样管带回实验室进

行后续试验。
１．１．２　 培养基（ｇ ／ Ｌ） 　 ＬＢ 培养基； 富集驯化培养

基：硫酸铵 ２．００，丁二酸钠 １４．３１，维氏盐溶液 ５０
ｍＬ，ｐＨ 值 ７．０；筛选培养基（异养硝化培养基）：硫
酸铵 １．００，丁二酸钠 ７．１６，其他同富集驯化培养

基；维氏盐溶液：磷酸氢二钾 ５．００，七水合硫酸镁

２．５０，氯化钠 ２．５０，七水合硫酸亚铁 ０．０５，硫酸锰

０．０５。 以上培养基参考王梓宇等培养基配方［２３］，
加入 １．５％的琼脂制成固体分离培养基。
１．１．３　 主要试剂与仪器设备 　 硫酸铵、丁二酸钠

等化学试剂购自国药集团化学试剂有限公司。 生

化培养箱（ＬＲＨ⁃２５０ＦＮ，南京东迈科技仪器有限公

司）；紫外分光光度计（Ｖ⁃５００００，苏州安原仪器有

限公司）；显微镜（ＣＸ２３，北京塞百奥科技有限公

司）；扫描电镜 （ ＳＵ８１００，日本日立高新技术公

司）。
１．２　 方法

１．２．１　 细菌的分离筛选　 将采集的牛粪样品接种

于富集驯化培养基，重复培养 ４ 次，将富集培养的

菌液进行连续梯度稀释（１０－５ ～ １０－７），并涂布于 １．
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１．２ 中的固体分离培养基。 通过反复划线分离培

养，最终获得纯培养物。 根据 ２４ ｈ 菌株 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去

除率，选择去除效果最佳的菌株 ＮＢ⁃２，并斜面保

存备用。
１．２．２　 菌株鉴定　 ①形态学观察：平板划线培养，
观察菌株的菌落特征；革兰染色鉴定；扫描电镜观

察其形态。 ②分子生物学鉴定：提取细菌 ＤＮＡ
后，ＰＣＲ 扩增菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，对 ＰＣＲ 扩

增产物进行测序。 利用 ＮＣＢＩ 数据库中的 ＢＬＡＳＴ
比对分析测序结果，绘制系统发育树，确认该菌株

的分类地位。 引物序列及扩增条件参考文献

［２３］。
１．２．３　 不同环境因素对菌株 ＮＢ⁃２ 硝化特性的影

响　 以硫酸铵为氮源，在不同变量（碳源、Ｃ ／ Ｎ、温
度和 ｐＨ）条件下进行菌株 ＮＢ⁃２ 的发酵实验。 分

别以葡萄糖、柠檬酸三钠、蔗糖、丁二酸钠、乙酸钠

为碳源，设置 Ｃ ／ Ｎ 为 ５、１０、１５、２０、２５，培养温度为

２５、３０、３５、４０、４５ ℃，调节 ｐＨ 值至 ５．０、６．０、７．０、８．
０、９．０。 在所有试验中，除变量外所有其他因素都

控制在最佳条件下，３７ ℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温培养 ９６
ｈ，每隔 １２ ｈ 取样，测定 ＯＤ６００、 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ、 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、

ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓度， ３ 个重复，绘制各浓度变化及生长曲

线。
１．２．４　 优化环境因素对菌株 ＮＢ⁃２ 硝化能力的影

响　 以硫酸铵为唯一氮源，选择柠檬酸三钠作为

碳源（对于碳源的选择，由于四组试验同时进行，
前面的试验过程参考文献［２３］，将丁二酸钠作为

碳源研究其特性。 结果显示，柠檬酸三钠和丁二

酸钠二者均可以被该菌株高效利用，但柠檬酸三

钠优势更大），Ｃ ／ Ｎ 为 １５，ｐＨ 值为 ９，以上条件作

为最适培养条件将菌株 ＮＢ⁃２ 菌液接种于培养基，
３５ ℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ４８ ｈ，每隔 ８ ｈ 取样，测定

ＯＤ６００和ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ、ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓度， ３ 个重复，绘

制各浓度变化及生长曲线。
１．２．５　 测定方法 　 利用分光光度法测定 ＯＤ６００，
分别采用紫外分光光度法、Ｎ⁃（１⁃萘基）⁃乙二胺

光度法、钠氏试剂光度法测定 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ、
ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ［２２］。 Ｎ 去除效率（％）＝ ［（Ｃ０ ｈ －Ｃ ｔ ｈ） ／ Ｃ０ ｈ］
×１００％；Ｎ 去除速率（ｍｇ ／ （Ｌ·ｈ））＝ （Ｃ０ ｈ－Ｃｔ ｈ） ／ ｔ；
式中，Ｃ０ ｈ和 Ｃ ｔ ｈ表示以上 ３ 种含氮化合物的起始

（０ ｈ）浓度和终止（ｔ ｈ）浓度。
１．２．６　 数据分析　 所有试验均设置 ３ 次重复，试

验数据采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２５ 分析，Ｐ＜０．０５ 表示

差异显著，Ｐ＞０．０５ 表示差异不显著。 使用 Ｏｒｉｇｉｎ
２０１９ 制图。

２　 结果与分析

２．１　 菌株分离鉴定

从牛粪样品中分离出一株 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除率高

的菌株 ＮＢ⁃２，该菌株菌落呈乳白色、圆形、扁平且

边缘整齐，为革兰阴性菌，扫描电镜观察其为短杆

状，大小为（０．４０～０．６５） μｍ×（０．５０～１．００） μｍ（图
１Ａ）。 初步观察表明菌株 ＮＢ⁃２ 属于杆菌属（Ａｌ⁃
ｃａｌｉｇｅｎｅｓ）。 将菌株 ＮＢ⁃２ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列

（１ ４００ ｂｐ） （图 １Ｂ） 上传至 ＮＣＢＩ 数据库进行

ＢＬＡＳＴ 比对，使用 ＭＥＧＡ ７ 构建系统发育树（图
２）。 ＢＬＡＳＴ 分析结果表明，菌株 ＮＢ⁃２ 为粪产碱

杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｆａｅｃａｌｉｓ）。

图 １　 菌株 ＮＢ⁃２的扫描电镜图片（Ａ）和电泳图（Ｂ）
Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（Ａ） ａｎｄ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｍａｐ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２（Ｂ）

２．２　 不同环境因素对菌株的生长和硝化能力的

影响

２．２．１　 碳源对菌株 ＮＢ⁃２ 的影响　 在不同碳源条

件下菌株 ＮＢ⁃２ 硝化能力不同。 如图 ４ 所示，菌
株 ＮＢ⁃２ 在葡萄糖和蔗糖中几乎不生长，而小分

子碳源丁二酸钠和柠檬酸三钠更利于菌株 ＮＢ⁃２
进行异养硝化（图 ３Ａ）。 当以丁二酸钠和柠檬酸

三钠为碳源时，菌株 ＮＢ⁃２ 的 ＯＤ６００值均超过 ２．７，
菌株 ＮＢ⁃２ 在培养 ６０ ｈ 时，ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 浓度分别由

５６１．４９、５４２．５６ ｍｇ ／ Ｌ 下降至 ０ ｍｇ ／ Ｌ（图 ３Ｂ）。 以

柠檬酸三钠为唯一碳源时，菌株 ＮＢ⁃２ 培养 ３６ ｈ
时，ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 的浓度从 ０ ｍｇ ／ Ｌ 增加至 ４８．５４ ｍｇ ／ Ｌ，
培养 ３６ ～ ４８ ｈ，其浓度快速下降至 ０．０３ ｍｇ ／ Ｌ，之
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后保持稳定（图 ３Ｃ），在 ０ ～ １２ ｈ 时， ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 浓度

由 ４７７．２３ ｍｇ ／ Ｌ 下降至 １３１．５１ ｍｇ ／ Ｌ，７２ ｈ 时上升

至 ４０３．８４ ｍｇ ／ Ｌ（图 ３Ｄ）。 菌株 ＮＢ⁃２ 在以柠檬酸

三钠为碳源，培养结束时菌株 ＮＢ⁃２ 的 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去

除速率和去除率分别为 ５． ６１ ｍｇ ／ （ Ｌ · ｈ） 和

１００％，显著高于其他碳源 （Ｐ＞０．０５），在五种不

同碳源条件下均具有显著性差异（Ｐ＜０．０５） （图

４）。

图 ２　 菌株 ＮＢ⁃２基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育树

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图 ３　 碳源对菌株 ＮＢ⁃２的 ＯＤ６００（Ａ）及 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ）、ＮＯ

－
２ ⁃Ｎ（Ｃ）、ＮＯ

－
３ ⁃Ｎ（Ｄ） 浓度的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ＯＤ６００（Ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ）， ＮＯ－

２ ⁃Ｎ（Ｃ），ＮＯ－
３ ⁃Ｎ（Ｄ） ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２

２．２．２　 Ｃ ／ Ｎ 对菌株 ＮＢ⁃２ 的影响 　 在发酵的前

１６ ｈ，不同 Ｃ ／ Ｎ 条件下的 ＯＤ６００值表现出相似的

趋势。 １６ ｈ 后，Ｃ ／ Ｎ 比为 ５ 和 １０ 的两组的 ＯＤ６００

值开始趋于平稳，表明培养基中的碳源接近耗

尽，菌体数量不再增加，菌株对 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 的利用也

逐渐停止。 而 Ｃ ／ Ｎ 为 １５、２０、２５ 三组的 ＯＤ６００值

则继续上升，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 浓度继续下降，均在 ４８ ｈ 时

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 浓度降至 ０ （图 ５Ａ、 Ｂ）。 在发酵的前
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３２ ｈ，各 Ｃ ／ Ｎ 条件下 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的浓度增加均相近，

３２ ｈ 后由于 Ｃ ／ Ｎ 为 ５ 和 １０ 的两组菌体数量不

再增加，开始进入衰亡期，ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的浓度增加平

缓，４０ ｈ 时，ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的浓度不再增加（图 ５Ｃ）。 在

０ ～８ ｈ，各 Ｃ ／ Ｎ 条件下的 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 浓度增加差异不

明显，８ ～ １６ ｈ 时，Ｃ ／ Ｎ 为 １５、２０、２５ 的三组以同

样的速率快速增加，而 Ｃ ／ Ｎ 为 ５ 和 １０ 的两组虽

然 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的浓度仍在增加，但却远远低于另外

三组（图 ５Ｄ）。 菌株 ＮＢ⁃２ 对 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 的去除速率

和去除率均为 １００％无显著性差异（Ｐ＞０．０５），Ｃ ／
Ｎ 为 １５ 时，在 ４８ ｈ 内，菌株 ＮＢ⁃２ 的 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 去除

率达 １００％，ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的浓度从 ０ ｍｇ ／ Ｌ增加至 １６２．

５５ ｍｇ ／ Ｌ，ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的浓度则从 ５５．０６ ｍｇ ／ Ｌ 增加至

３６５．００ ｍｇ ／ Ｌ。 结果表明，菌株 ＮＢ⁃２ 的 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ

去除速率和去除率的最佳Ｃ ／ Ｎ比为 １５（图 ６）。

图 ４　 不同碳源下菌株 ＮＢ⁃２的 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除速率和去除率

Ｆｉｇ．４　 Ｇｒａｐｈ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ
不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），图 ６、８、１０ 同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｅｓ，ｓａｍｅ ａｓ ｆｉｇｕｒｅ ６，８，１０

图 ５　 Ｃ ／ Ｎ 对菌株 ＮＢ⁃２的 ＯＤ６００（Ａ）及 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ）、ＮＯ

－
２ ⁃Ｎ（Ｃ）、ＮＯ

－
３ ⁃Ｎ（Ｄ）浓度的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｎ ＯＤ６００（Ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ），ＮＯ－

２ ⁃Ｎ（Ｃ）， ＮＯ－
３ ⁃Ｎ（Ｄ） ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２
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图 ６　 菌株 ＮＢ⁃２在不同 Ｃ ／ Ｎ 条件下 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除速率和去除率

Ｆｉｇ．６　 Ｇｒａｐｈ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏｓ

２．２．３　 ｐＨ 对菌株 ＮＢ⁃２ 的影响　 ｐＨ 对菌株 ＮＢ⁃２
的 ＯＤ６００在 ｐＨ 值小于 ９ 的条件下影响并不明显，
当 ｐＨ 值为 ５、６、７、８、９ 时，菌株 ＮＢ⁃２ 的生长速

率极为接近，但 ｐＨ 值为 １０ 时，菌株生长速率明

显降低（图 ７Ａ）。 ｐＨ 对于氮转化的影响较大，菌
株 ＮＢ⁃２ 在 ｐＨ 值为 ５ 和 ６ 时，ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 浓度下降

最慢，当 ｐＨ 值为 ９ 时，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 浓度下降最快（图

７Ｂ）。 菌株 ＮＢ⁃２ 在偏酸性条件下 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓度增

加，偏碱性条件下 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓度开始下降，而 ＮＯ－

３ ⁃
Ｎ 浓度在偏酸与偏碱条件下均下降 （图 ７Ｃ、
７Ｄ）。 当 ｐＨ 值为 ９ 时，培养结束时 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 去除

速率为 ６． ８５ ｍｇ ／ （ Ｌ·ｈ），去除率为 １００％。 而

ｐＨ 值为 ５、６、７、８、１０ 时，去除速率分别为４．７３、
６．２２、６．３８、４．３５、５．５８ ｍｇ ／ （ Ｌ·ｈ），去除率分别

为 ７６． ４１％、６８． ５３％、８１． ６９％、９２． ５３％、６３． ２９％
（图 ８）。

图 ７　 ｐＨ 对菌株 ＮＢ⁃２的 ＯＤ６００（Ａ）及 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ）、ＮＯ

－
２ ⁃Ｎ（Ｃ）、ＮＯ

－
３ ⁃Ｎ（Ｄ）浓度的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ＯＤ６００（Ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ），ＮＯ－

２ ⁃Ｎ（Ｃ）， ＮＯ－
３ ⁃Ｎ（Ｄ） ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２
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图 ８　 菌株 ＮＢ⁃２在不同 ｐＨ 条件下 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除速率和去除率

Ｆｉｇ．８　 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ

２．２．４　 温度对菌株 ＮＢ⁃２ 的影响　 在不同温度条

件下，菌株 ＮＢ⁃２ 在培养结束时 ３５ ℃ 条件下的

ＯＤ６００最高为 １．９７，表明菌株 ＮＢ⁃２ 的最适生长温

度为 ３５ ℃（图 ９Ａ）。 菌株 ＮＢ⁃２ 对 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 的利用

能力也有不同变化，３５ ℃ 时对 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 的利用率

最高，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 浓度从 ３７７．３９ ｍｇ ／ Ｌ 下降至 ０ ｍｇ ／ Ｌ，

在 ４５ ℃条件下，对 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 的利用能力最弱（图

９Ｂ）。 结果显示，在 ４８ ｈ 时，ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 在

该过程中积累，尤其高温条件对 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ
转化的影响较大（图 ９Ｃ、９Ｄ）。 菌株ＮＢ⁃２在培养

结束时各处理差异显著（Ｐ＜０．０５），在 ３５ ℃时菌

株 ＮＢ⁃２ 的 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除率和去除速率最高，４８ ｈ

时 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除率为 １００％，去除速率为 ７．８６ ｍｇ ／

（Ｌ·ｈ），其他温度条件下菌株ＮＢ⁃２的 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去

除率降低，４５ ℃时 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除率仅为 ９．３％ （图

１０）。

图 ９　 温度对菌株 ＮＢ⁃２的 ＯＤ６００（Ａ）及 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ）、ＮＯ

－
２ ⁃Ｎ（Ｃ）、ＮＯ

－
３ ⁃Ｎ（Ｄ）浓度的影响

Ｆｉｇ．９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ＯＤ６００（Ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ），ＮＯ－

２ ⁃Ｎ（Ｃ），ＮＯ－
３ ⁃Ｎ（Ｄ） ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２
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图 １０　 菌株 ＮＢ⁃２在不同温度条件下 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除速率和去除率

Ｆｉｇ．１０　 Ｇｒａｐｈ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．２．５　 优化环境因子对菌株 ＮＢ⁃２ 硝化能力的

影响 　 菌株 ＮＢ⁃２ 在最优培养条件下的 ＯＤ６００以

及 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的浓度随培养时间

的变化见图 １１。 在最佳条件下，菌株 ＮＢ⁃２ 在

４０ ｈ 的 ＯＤ６００值最高为 １．９５６（图 １１Ａ） ，在 ３２ ｈ
完全去除 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 的总量为 １ ０６８． ３５ ｍｇ ／ Ｌ，去

除速 率 为 ３３． ３８ ｍｇ ／ （ Ｌ · ｈ ） ， 去 除 率 达 到

１００％（图 １１Ｂ） ，菌株 ＮＢ⁃２ 的 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ
的最高产生量分别为 ３６４． ３９ ｍｇ ／ Ｌ 和 ４３． ０８
ｍｇ ／ Ｌ（图 １１Ｃ、１１Ｄ） 。 其 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 去除率和去除

速率显著高于目前研究的大多数异养硝化

细菌。

图 １１　 优化环境因子对菌株 ＮＢ⁃２的 ＯＤ６００（Ａ）及 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ）、ＮＯ

－
２ ⁃Ｎ（Ｃ）、ＮＯ

－
３ ⁃Ｎ（Ｄ）浓度的影响

Ｆｉｇ．１１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ＯＤ６００（Ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ（Ｂ），ＮＯ－

２ ⁃Ｎ（Ｃ）， ＮＯ－
３ ⁃Ｎ（Ｄ） ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＮＢ⁃２

３　 讨　 论

碳源是维持细菌正常生长发育的最基本物

质，不同细菌对碳源的利用也有差异。 大部分异

养硝化细菌更容易利用小分子碳源。 陈青云
等［２１］发现当以丁二酸钠和柠檬酸三钠作为碳源
时，粪产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｆａｅｃａｌｉｓ）Ｎｉ３⁃１ 的 ＮＨ＋

４ ⁃
Ｎ 去除率为 ９７％，显著高于其他碳源。 虽然大多
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数细菌能在葡萄糖和蔗糖中良好生长，但菌株

ＮＢ⁃２ 在葡萄糖和蔗糖中几乎不生长，这可能与菌

体缺乏分解葡萄糖和蔗糖的相关酶有关［２５⁃２６］，而
菌株能够有效利用柠檬酸三钠和丁二酸钠的原因

与生物体内的三羧酸循环有关［２７⁃２８］， Ｗａｎｇ 等［２９］

发现假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｒｅａｃｔａｎｓ） ＷＬ２０⁃３ 对

有机酸的利用率高于糖类，这与本研究结果一致。
在本研究中，ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 在初始（０ ｈ）具有较高浓度，
这一结果与先前的研究结果一致［３０］。 研究表明，
此类现象可能与柠檬酸三钠和培养基中痕量金属

离子生成的络合物有关，因其在 ２２０ ｎｍ 处具备吸

光特性，可能导致 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 检测结果偏高。 在好氧

条件下粪产碱杆菌不仅可以利 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ，还能利用

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ［３１］，说明菌株 ＮＢ⁃２ 同时具有反硝化能力。
综上所述，在以柠檬酸三钠作为唯一碳源的

条件下，菌株 ＮＢ⁃２ 在 ４８ ｈ 时实现了 １００％ 的

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除率，表现出较好的氨氧化能力。 Ｃ ／ Ｎ

作为一个重要因素，对其硝化能力有很大影响。
提高 Ｃ ／ Ｎ 对硝化能力有促进作用［３２］，但在本研

究中当 Ｃ ／ Ｎ 达到 １５ 时，即使将 Ｃ ／ Ｎ 提高至 ２０、
２５，其 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 去除能力基本保持不变，这一结果

与陈青云等［２１］的研究结果一致。 一般情况下，处
理废水时应设置较低的 Ｃ ／ Ｎ，例如恶臭假单胞菌

（ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ ） ＡＤ⁃２１、 根 癌 农 杆 菌

（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ） ＬＡＤ９ 的最适 Ｃ ／ Ｎ 分

别为 ８、１３［３３］，过高的 Ｃ ／ Ｎ 会导致化学需氧量

（ＣＯＤ）、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 浓度增加，从而使水质

恶化。 因此，在实际废水处理过程中，选择适当的

Ｃ ／ Ｎ 非常重要。 处理废水时应选择最适 Ｃ ／ Ｎ 为

５，因为当 Ｃ ／ Ｎ 为 ５ 时，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除率在 ４８ ｈ 内能

达到 ８５．２２％，此时 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 的累积量不高，
具有较好的脱氮效果。 而本研究筛选菌株 ＮＢ⁃２
的最初目的是将其用于微生物好氧堆肥，降低

ＮＨ３ 减排，减少堆肥中的氮损失，所以最终选择的

最适 Ｃ ／ Ｎ 为 １５。 微生物的活动对 ｐＨ 和温度非

常敏感。 研究表明产碱杆菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）的微

生物大多数偏好 ｐＨ 为 ７．０ 或 ７．５ 的中性偏碱性

环境，可能是因为较高浓度的游离氨有助于氨氮

加氧酶 （ ＡＭＯ） 的氧化反应［３４⁃３６］。 酸性条件下

（ｐＨ 值为 ５）ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除率降低可能是细胞生长

受限［３７］。 菌株 ＮＢ⁃２ 在偏酸性条件下 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓

度增加，ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的产生量很大，表明菌株 ＮＢ⁃２ 在

酸性环境下有利于 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的积累，刘玉香［３８］ 的

研究结果也表明当 ｐＨ 值为 ６ 时，粪产碱杆菌 Ｃ１６
更容易积累 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ。 也有研究表明，部分菌株能

够耐受酸性环境并进行高效异养硝化，如不动杆

菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．） ＪＲ１ （ｐＨ ４．５） ［３９］ 等。 本

研究中，当 ｐＨ 值为 １０ 时，菌株 ＮＢ⁃２ 的 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去

除效率低于 ｐＨ 值为 ９ 时，说明过强的碱性环境

可能抑制细菌生长，从而导致 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除效率下

降［４０］，菌株 ＮＢ⁃２ 在偏碱性条件下，ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓度开

始下降，而 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 浓度在偏酸与偏碱条件下均下

降，但就除氨能力来说，ｐＨ 值为 ９ 更符合本研究

的要求。 本研究中菌株 ＮＢ⁃２ 在 ３５ ℃下具有良好

的硝化能力，这与肺炎克雷伯氏菌 （ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏ⁃ｎｉａｅ） ＣＦ⁃Ｓ９［４１］、粪产碱杆菌 （ Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ
ｆａｅｃａｌｉｓ） ＮＲ［４２］和海滨芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｔｏｒａｌｉｓ）
Ｎ３１ 等菌株相似［４３］。 低温条件下，细胞生长及氮

代谢相关酶的催化活性受到限制，而高温会影响

酶和核酸的合成，阻碍细胞代谢，最终导致菌体死

亡。 因此，温度越高，酶的反应速度越快，但只有

在酶活性能承受的温度范围内才能达到［４１］。 许

多研究表明，多数异养硝化菌株为中温菌（２８～３７
℃） ［４４］，而菌株 ＮＢ⁃２ 的最适生长温度为３５ ℃。

从牛粪样品中筛选出一株高效异养硝化细菌

粪产碱杆菌 ＮＢ⁃２，其最佳生长条件：碳源为柠檬酸

三钠，Ｃ ／ Ｎ 比为 １５，ｐＨ 值为 ９，培养温度为 ３５ ℃。
在此条件下，菌株ＮＢ⁃２ 在 ３２ ｈ ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 去除总量为

１ ０６８．３５ ｍｇ ／ Ｌ，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除率达到 １００％，去除速

率为 ３３．３８ ｍｇ ／ （Ｌ·ｈ）。 本研究中 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

２ ⁃
Ｎ 浓度变化表明菌株 ＮＢ⁃２ 不仅具有异养硝化能

力，还具有较强的反硝化能力。 且这种能力远大

于目前研究的大部分异养硝化细菌，这种高效的

硝化能力对于解决堆肥过程中氮素损失以及空气

污染问题，具有重要作用。 菌株 ＮＢ⁃２ 可用于好氧

堆肥过程中保氮微生物菌剂的研制，后续可以进

一步从分子层面对该菌株特性进行研究和优化，
加强其硝化的速度和效率，同时对其反硝化能力

进行研究，探究其氮转化的具体路径。
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