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摘要：通过富集分离的方法,从香料废水中获得一株具有异养硝化-好氧反硝化功能的菌株 SVT,经菌落形态以及 16S rDNA 分析鉴定为陶厄氏菌

Thauera butanivorans SVT.提取菌株基因组 DNA并进行全基因组测序,分析和预测其氮代谢通路;以 100mg/L的 NH4

+-N、NO3

-

-N或 NO2

-

-N为唯一氮

源研究了菌株 SVT的氮代谢特征,并研究了不同单一碳源(无水乙酸钠、柠檬酸钠、琥珀酸钠、蔗糖和葡萄糖)、C/N比(1、5、10、15、30)温度(10、

20、30、40和 50℃)和 pH(4.0、6.5、7.5、8.5、10.0)对该菌株异养硝化-好氧反硝化性能的影响.结果表明,该菌株以 NH4

+-N、NO3

-

-N和 NO2

-

-N为唯

一氮源时,48h内的 TN去除率分别为(86.96±1.03)%、(60.52±4.70)%和(64.32±1.40)%;菌株 SVT在所设置的不同碳源、C/N比、温度和 pH值条件下均

能够生长和异养硝化-好氧反硝化脱氮,最适条件为以无水乙酸钠为碳源,温度 30℃,C/N=10,pH 值为 7.5.通过基因组测序,发现菌株 SVT 含有 6 种氮代

谢相关功能酶的基因(napAB、nxrAB、nirBD、nirS、norBC和 nosZ),结合 KEGG数据库比对和单一氮源氮代谢特征结果推测其氮代谢途径包括:NH4

+-N

同化途径(NH4

+-N→L-谷氨酸盐→L-谷氨酸)、硝化途径(NH4

+-N→NO2

-

-N→NO3

-

-N)、反硝化途径(NO3

-

-N→NO2

-

-N→NO→N2O→N2)和 DNRA途径

(NO3

-

-N→NO2

-

-N→NH4

+-N).研究表明菌株 SVT具有高效的异养硝化-好氧反硝化能力,在废水处理中具有广阔的应用前景. 
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Studies on the nitrogen metabolism characteristics of a heterotrophic nitrifying-aerobic denitrifying Thauera butanivorans. 

strain. SUI Shuang-ming1, SONG Yi-lin1, LI Ying-ying1, ZHANG Wei-jin1, LI Zhu1,2, LIAO Ming-jun1,2* (1.School of Civil 

Engineering, Architecture and Environment, Hubei University of Technology,Hubei Key Laboratory of Ecological Remediation for 

Rivers-Lakes and Algal Utilization, Wuhan 430068, China；2.Cooperative Innovation Center of Industrial Fermentation, Ministry of 

Education & Hubei Province, Wuhan 430068, China). China Environmental Science, 2025,45(9)：5176~5189 

Abstract：A heterotrophic nitrifying-aerobic denitrifying bacterium, identified as Thauera butanivorans SVT, was isolated from spice 

wastewater. Genomic DNA of the isolate was extracted for whole-genome sequencing to analyze and predict nitrogen metabolic 

pathways. The nitrogen metabolism characteristics were investigated using 100mg/L NH4
+-N, NO3

-

-N, or NO2
-

-N as sole nitrogen 

sources. The effects of different carbon sources (sodium acetate anhydrous, sodium citrate, sodium succinate, sucrose, and glucose), 

C/N ratios (1, 5, 10, 15, 30), temperatures (10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C), and pH levels (4.0, 6.5, 7.5, 8.5, 10.0) on its 

heterotrophic nitrification-aerobic denitrification performance were systematically investigated. Results showed total nitrogen 

removal rates of (86.96±1.03)%, (60.52±4.70)%, and (64.32±1.40)% within 48hours when using NH4
+-N, NO3

-

-N, and NO2
-

-N as 

sole nitrogen sources, respectively. Strain SVT demonstrated growth and nitrogen removal capabilities under all tested conditions, 

with optimal performance achieved using sodium acetate anhydrous as carbon source at 30°C, C/N=10, and pH 7.5. Genomic 

analysis identified six nitrogen metabolism-related functional enzyme genes (napAB, nxrAB, nirBD, nirS, norBC, and nosZ). 

Combined with KEGG database alignment and single nitrogen source metabolism results, the proposed nitrogen metabolic pathways 

include: ammonium assimilation (NH4
+-N→L-glutamate→L-glutamine), nitrification (NH4

+-N→NO2
-

-N→NO3
-

-N), denitrification 

(NO3
-

-N→NO2
-

-N→NO→N2O→N2), and DNRA pathway (NO3
-

-N→NO2
-

-N→NH4
+-N). This study demonstrates that strain SVT 

exhibits efficient heterotrophic nitrification-aerobic denitrification capabilities, showing promising potential for wastewater treatment 

applications. 

Key words：Thauera；heterotrophic nitrification-aerobic denitrification；genomic sequencing；nitrogen removal；nitrogen metabolic 

pathway 
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2022 年中国环境统计年鉴显示,我国的工业废

水处理能力已经达到日处理污水 1.8 亿 t,废水治理

设施共有 72848 套,其中生物脱氮在工业废水处理

中应用广泛
[1]

.废水处理系统中主要的脱氮微生物

类群有:硝化细菌、反硝化细菌和厌氧氨氧化菌

等 

[2-8]
,目前研究报道的微生物脱氮类群大量集中在

反硝化细菌,特别是利用其好氧反硝化能力进行脱

氮
[9]

.而随着研究的不断深入发现异养硝化好氧反

硝化菌打破了传统的生物脱氮理论,能够利用有机

物进行硝化反应,同时在好氧条件下发挥反硝化作

用,能在同一反应器内实现完整的硝化-反硝化脱氮

反应
[10-11]

,这样可以节约大量的投资成本和土地
[12]

.

近年来,基于异养硝化好氧反硝化的脱氮工艺引起

了越来越广泛的关注
[13]

. 

陶厄氏菌属(Thauera)是β-变形菌纲下的一类

革兰氏阴性菌.众多研究显示陶厄氏菌属在污水处

理系统中是一类优势菌群
[14-16]

,在以硝酸钠为氮源,

乙酸钠为碳源的污泥系统中较为常见.该菌属的存

在对反硝化脱氮能力的提升有较大贡献,在污水反

硝化脱氮中起着关键作用
[17]

从现有的对分离出陶

厄氏菌纯菌株的研究来看,对陶厄氏菌脱氮性能的

研究主要集中在反硝化能力
[18-20]

,其他的研究主要

涉及具有芳香族化合物降解的功能以及具有碳、

硫、磷等多种功能代谢途径
[14,21-22]

.目前国内外研究

中鲜有关于陶厄氏菌异养硝化能力的报道,对陶厄

氏菌的纯菌株硝化能力的报道仅有 1 例:Thauera sp 

SND5
[23]

,研究发现该菌株 SND5 有同步硝化反硝化

脱氮的现象,但缺少对适应环境范围的探究以及对

相关脱氮机制的研究.总的来说,缺乏关于陶厄氏菌

氮代谢以及脱氮的影响因素的详细研究,因此开展

相关的研究将有助于解释陶厄氏菌在污水处理系

统微生物群落中居优势地位的内在机制,从而更好

地优化废水处理系统生物脱氮工艺. 

本研究拟分离获得陶厄氏菌株,研究其异养硝

化-好氧反硝化性能,结合全基因组测序预测其氮代

谢途径,并探究影响其脱氮性能的环境因子,解析其

脱氮机制,为陶厄氏菌在污水脱氮工艺中的应用提

供理论依据. 

1  材料与方法 

1.1  培养基 

富集培养基 (EM)
[24]

(g/L):MgSO4 0.2、NH4Cl 

0.38、NaHCO3 1、NaCl 2、K2HPO4 0.1、CH3COONa 

3.4、FeSO4·7H2O 0.05、微量元素  1mL,蒸馏水

1000mL,pH 7~8. 

微量元素(g/L):CuSO4 0.075、ZnSO4 0.3、CoCl2 

0.375、MnCl2 0.3、EDTA 0.5、NaMoO4 0.22、H3BO4 

0.014. 

在培养基中按 2%的体积比加入琼脂粉以制备

琼脂平板 , 以上培养基均需要在高压灭菌锅

103.4kpa、121℃条件下灭菌 20min,待冷却至室温后

使用. 

1.2  富集培养及分离纯化 

污泥样品取自香料废水污水处理厂采集的好

氧活性污泥.取 10mL 污泥置于 250mL锥形瓶中,并

添加 100mL 富集培养基,在 30℃、100r/min 条件下

进行恒温振荡培养,每 24h监测 NH4
+
-N 和 TN浓度;

当氨氮浓度低于 10mg/L 时,将培养液按 1%的比例

(v/v)转接至新鲜液体培养基中继续富集. 

连续富集 5 轮后,采用平板划线的方法分离菌

株.经过连续 5 轮平板划线后,挑取单个菌落接种到

装有 10mL 液体富集培养基的试管中,于 30℃、

100r/min 下培养,用于后续实验. 

1.3  16S rDNA 序列测定及系统发育分析 

采用 16S rDNA 测序技术对目标菌株进行种属

鉴定.以提取的菌株基因组DNA为模板,选用通用引

物 27F(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) 和

1492R(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)作为扩

增引物,进行 16S rDNA 基因片段的 PCR扩增.PCR

扩增程序设置如下:初始阶段 94℃预变性 4min;随后

进行 25个循环的扩增反应,每个循环包括 94℃变性

25s、72℃退火 30s 和 72℃延伸 30s;最后 72℃终延

伸 5min.扩增结束后,取 2µL 扩增产物进行 1%琼脂

糖凝胶电泳分析,以验证扩增片段的质量和完整性.

经质量检测合格的 PCR 产物委托生工生物工程(上

海)股份有限公司完成测序分析. 

将获得的 16S rDNA 序列与 NCBI核酸数据库

中的核糖体 RNA 序列(包括细菌和古菌)进行 Blast

同源性比对 .采用 MEGA 11.0 分析软件 ,基于

Neighbor-Joining 算法构建系统发育进化树,以确定

菌株的系统分类地位. 

1.4  全基因组测序分析推测氮代谢途径 



5178 中  国  环  境  科  学 45卷 

 

采用磁珠法提取菌株基因组 DNA,送到上海美

吉生物医药科技有限公司进行基因组测序 .采用

Illumina二代平台和 PacBio三代平台相结合的方式

构建菌株基因组文库,进行 Illumina 测序.随后进行

基因注释与预测,并与各大数据库(GO、KEGG、

COG、NR、Pfam、TCDB 和 Swiss-Prot)进行对比,

对菌株预测到的编码序列进行基因功能注释,通过

KEGG pathway绘制代谢通路图. 

1.5  菌株的脱氮性能研究 

将对数生长期 (OD600 大于 0.5)的菌液按照

0.1%(v/v)接种量接种于含有 100mL EM 培养基的

250mL 锥形瓶中培养,检测菌株异养硝化能力.设置

3 个平行样,在温度为 30℃、初始 pH 值为 7.5、转

速为 100r/min 的条件下培养.每隔 12h取菌液 2mL, 

4500r/min 离心 15min,取上清液 , 测定其中的

NH4
+
-N、NO3

-

-N、NO2
-

-N,同时取 2mL 未离心的

菌液测定 TN 和 OD600. 

用 NaNO3(0.72g/L)替换 EM 培养基中的 NH4Cl

配制好氧反硝化培养基 -1(DM-1), 用 NaNO2 

(0.49g/L)替换 EM 培养基中的 NH4Cl配制好氧反硝

化培养基-2(DM-2).分别用 DM-1 和 DM-2 培养基

替换 EM 培养基检测菌株的好氧反硝化能力,接种、

培养条件 ,取样、检测指标等均与异养硝化实验

相 同. 

1.6  菌株脱氮特性的影响因素研究 

改变培养基中的碳源、C/N 比、温度和初始 pH

值,测试菌株在不同培养条件下的生长和异养硝化

特性 .将对数生长期(OD600 大于 0.5)的菌液按照

0.1%(v/v)接种量接种于含有 100mL EM 培养基的

250mL锥形瓶中培养,分别用柠檬酸钠(3.58g/L)、琥

珀酸钠(3.38g/L)、蔗糖(2.37g/L)和葡萄糖(2.5g/L)替

换 EM 培养基中的无水乙酸钠,研究碳源对菌株脱

氮性能的影响.设置 3个平行样,在 C/N 比为 10、温

度为 30℃、初始 pH值为 7.5、转速为 100r/min 的

条件下培养.每隔 12h 取菌液 2mL,4500r/min 离心

15min,取上清液,测定其中的 NH4
+
-N,同时取 2mL

未离心的菌液测定 TN 和 OD600. 

研究菌株在不同C/N比的脱氮性能,改变EM培

养基中的碳源浓度,设置成不同的 C/N 比,C/N 比值

分别为 1、5、10、15、30.接种、培养条件,取样、

检测指标等均与碳源实验相同. 

研究菌株在不同培养温度下的脱氮性能,使用

EM培养基在不同温度下培养,设置培养温度分别为

10、20、30、40 和 50℃.接种、培养条件,取样、检

测指标等均与碳源实验相同. 

研究菌株在不同初始 pH 值的脱氮性能,使用

EM 培养基在不同初始 pH 值下培养,设置初始 pH

值分别为 4.0、6.5、7.5、8.5、10.0.接种、培养条件,

取样、检测指标等均与碳源实验相同. 

1.7  分析方法 

1.7.1  水质指标的测定与计算  NH4
+
-N 的测定方

法为纳氏试剂分光光度法;NO2
-

-N 的测定方法为

N-(1-奈基)-乙二胺分光光度法;NO3
-

-N 的测定方

法为氨基磺酸-紫外分光光度法;TN 的测定方法为

碱性过硫酸钾紫外分光光度法
[25]

,OD600为各浓度菌

液在 600nm波长处的吸光度. 

1.比增长速率 µ(h
-1

): 

 2 1

1 2

ln N ln N

t t

µ
−

=

−

 (1) 

式中:N1表示为初始时刻(t1)的OD600值,N2表示在终

了时刻(t2)的 OD600值,t1-t2为所经历的时间间隔. 

2.去除率 R(%) 

 1 2

1

100%
c c

R
c

−

= ×  (2) 

式中:C1表示初始氮浓度(mg/L),C2表示反应中某点

氮浓度(mg/L). 

3.去除速率 V(mg/(L·h)) 

 2 1

1 2

t t
c c

V
t t

−

=

−

 (3) 

式中:Ct1代表第 t1h氮浓度(mg/L),Ct2代表第 t2h氮浓

度(mg/L),t1-t2为所经历的时间间隔. 

1.7.2  数据统计和作图  采用 Origin 2023 作图(误

差量均以SD表示),使用SPSS 26进行单因素方差分

析(多重比较采用 LSD法),通过 Origin 2023 进行拟

合求解作图
[26]

. 

2  结果与分析 

2.1  菌株鉴定 

通过平板划线分离获得了 1 株在富集培养基中

生长良好的菌株,该菌株在琼脂平板上的菌落为圆

形,呈淡黄色,表面湿润光滑,边缘形状规则(图 1(a));

扫描电镜图像显示,该菌株菌体呈杆状,细胞长度为
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0.8~1.7μm(图 1(b)). 

 

图 1  菌株 SVT的形态观察 

Fig.1  Morphological observation of strain SVT 

扩增获得的菌株 16S rDNA 基因序列片段长度

为 1443bp核苷酸序列,通过Blast比对结果显示该菌

株与 GenBank 中的菌株 Thauera butanivorans 

NBRC 103042 相似性达 100%,构建系统发育树如图

2,因此将该菌株命名为陶厄氏菌 SVT(Thauera 

butanivorans SVT). 

 

图 2  基于菌株 SVT 16S rDNA基因序列构建的系统发育树 

Fig.2  A Phylogenetic tree constructed based on the 16S rDNA 

gene sequence of strain SVT 

2.2  菌株 SVT 氮代谢途径预测 

全基因组数据结果显示,菌株 SVT 基因组总共

含有 4457 个编码基因,基因组总长为 4790293bp,基

因平均长度为966.74bp,基因的平均GC含量66.11%,

在 KEGG 数据库中注释到有 3319 个编码基因.通过

与 KEGG 数据库进行比对分析,注释到菌株 SVT

参与 HN-AD 脱氮途径的关键功能基因有 6 个(表

1),预测到菌株 SVT 氮代谢的途径主要有 4 个:将

NO2

-

-N 氧化为 NO3

−
-N 的硝化途径,将 NO3

−
-N 还

原成 N2 的反硝化途径,将 NO3

−
-N 还原成 NH4

+
-N

的异化硝酸盐还原成铵途径(DNRA),将 NH4

+
-N 转

化成谷氨酸的同化途径(图 3). 

菌株 SVT 在硝化途径方面预测到能将 NO2

-

-N

氧化为 NO3

−
-N 的亚硝酸盐氧化还原酶的编码基因

(nxrAB),使 NO2

-

-N→NO3

−
-N. 

菌株 SVT 在反硝化途径方面预测到相应的反

硝化基因:硝酸盐还原酶的编码基因(napAB),亚硝

酸盐还原酶的编码基因(nirS),一氧化氮还原酶的编

码基因 (norBC),一氧化二氮还原酶的编码基因

(nosZ),组成了完整的反硝化通路:NO3

-

-N→NO2

-

- 

N→NO→N2O→N2. 

菌株 SVT 的异化硝酸盐还原成铵途径(DNRA)

中,预测到硝酸盐还原酶的编码基因(napAB)和亚硝

酸盐还原酶的编码基因(nirBD),所组成的异化硝酸

盐还原成铵途径(DNRA)为 NO3
−-N→NO2

-

-N→

NH4

+
-N. 

菌株 SVT 将 NH4

+
-N 转化成自身生长所需的

NH4

+
-N 同化途径中,预测到同化硝酸还原酶的编码

基因(nasAB)、同化亚硝酸盐还原酶的编码基因

(nirBD)、谷氨酸脱氢酶的编码基因(gdhA)、谷氨酰

胺合成酶的编码基因(glnA)和谷氨酸合成酶的编码

基因(gltB)这些基因都位于氮同化途径中,形成相应

的酶,使 NH4

+
-N→L-谷氨酸盐→L-谷氨酸. 

表 1  菌株 SVT氮代谢基因信息 

Table 1  Information on nitrogen metabolism genes of strain 

SVT 

基因名字 KO 编号 催化反应 功能 

亚硝酸盐氧化酶基因

(nxrAB) 

K00370 

K00371 
NO2

-

-N→NO3

-

-N 硝化 

硝酸盐还原酶编码基因

(napAB) 

K02567 

K02568 
NO3

-

-N→NO2

-

-N 反硝化

亚硝酸盐还原酶编码基因

(nirS) 
K15864 NO2

-

-N→NO 反硝化

一氧化氮还原酶编码基因

(norBC) 

K04561 

K02305 
NO→N2O 反硝化

氧化亚氮还原酶编码基因

(nosZ) 
K00376 N2O→N2 反硝化

亚硝酸盐还原酶编码基因

(nirBD) 

K00362 

K00363 
NO2

-

-N→NH4+-N
异化硝酸

盐还原

 

2.3  菌株 SVT 的异养硝化性能 

在以 NH4

+
-N 为唯一氮源的培养条件中,菌株

SVT 的生长和脱氮情况如图 4 所示.在 0~12h 时,菌

株生长相对缓慢,12h 后生长进入对数生长期,最大

比增长速率为 0.05h
-1

,36h 到达稳定期,最大 OD600
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为 1.31.菌株 SVT 对 NH4
+
-N 的去除主要发生在对

数生长期,36h NH4
+
-N去除率达到 100%,NH4

+
-N最

大去除速率为(3.58±0.02) mg/(L·h),TN 去除率为

(86.96±1.03)%.0~24h,检测到有(5.58±0.54)mg/L 的

NO3
−
-N积累,在 24~36h时,NO3

−
-N积累量逐渐降至

0mg/L.在整个培养过程中,没有 NO2
−
-N 的积累. 

 

图 3  KEGG氮代谢途径 

Fig.3  Pathram of nitrogen metabolism in KEGG 

 

图 4  NH4

+-N为氮源时菌株 SVT的生长曲线和脱氮特性 

Fig.4  Growth curve and nitrogen removal characteristics of 

strain SVT with NH4

+-N as nitrogen Source 

2.4  菌株 SVT 的好氧反硝化性能 

在以 NO3
−
-N 为唯一氮源的培养条件中,菌株

SVT的生长和脱氮情况如图 5所示.菌株SVT从 12h

之后进入对数生长期,最大比增长速率为 0.13h
-1

.在

24h时,OD600达到最大值,为 1.14,之后菌株生长进入

稳定期.48h内NO3
−
-N去除率为 88.71±0.90%,TN去

除率达到(60.52±4.70)%,NO3
−
-N 最大去除速率为

(3.15±0.90) mg/(L·h).在 0~12h 时,检测到有(2.60± 

0.07)mg/L NH4
+
-N 积累,12~24h 时 NH4

+
-N 积累量

下降至 0mg/L.整个培养过程中,没有 NO2
−
-N 积累. 

在以 NO2
−
-N 为唯一氮源的培养条件中,菌株

SVT 的生长和脱氮情况如图 6 所示.在 0~12h,菌株
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SVT 的 OD600从 0.02迅速上升至 0.6,该时段内菌株

的延迟期表现不明显,生长迅速,其最大比增长速率

为 0.05h
-1

.在 24h时,菌株 SVT 进入稳定期,此时最大

OD600为 1.06.在 0h~12h 时,NO2
-

-N 的去除速率达到

最大,为(5.95±0.19) mg/(L·h).在 48h 内,本菌株对

NO2
-

-N 的去除率为(94.09±0.37)%,TN 去除率达到

(64.32±1.40)%. 在 0~12h 内 ,NO2
-

-N 的浓度从

89.65mg/L 降到 17.63mg/L,与此同时,NO3
-

-N 的浓

度从 0mg/L 升到 36.45mg/L,TN 仅下降了 3.12mg/L.

然后在 12~30h 时,NO3
-

-N几乎被完全去除,TN 的去

除量达到了 58.45mg/L,NO2
-

-N也下降至 5.4mg/L. 

 

图 5  NO3

−-N为氮源时菌株 SVT的生长曲线和脱氮特性 

Fig.5  Growth curve and nitrogen removal characteristics of 

strain SVT with NO3

−-N as nitrogen source 

 

图 6  NO2

−-N为氮源时菌株 SVT的生长曲线和脱氮特性 

Fig.6  Growth curve and nitrogen removal characteristics of 

strain SVT with NO2

−-N as nitrogen source 

2.5  碳源对菌株生长和脱氮特性的影响 

菌株 SVT 在以无水乙酸钠、柠檬酸钠、琥珀酸

钠、蔗糖和葡萄糖为唯一碳源时均能生长(图 7(a)).

以无水乙酸钠、柠檬酸钠和琥珀酸钠为唯一碳源时,

菌株的比增长速率要显著高于以蔗糖和葡萄糖为

唯一碳源时的比增长速率(P<0.05).以无水乙酸钠为

碳源时,最大比增长速率为 0.05h
-1

.菌株 SVT 在分别

以蔗糖和葡萄糖为碳源时,最大比增长速率分别为

0.004h
-1
和 0.008h

-1
. 

 

图 7  碳源对菌株 SVT生长和脱氮能力的影响 

Fig.7  Effect of carbon source on the growth and 

denitrification capacity of strain SVT 

由图 7(b)可知,菌株 SVT 利用无水乙酸钠作为

碳源时,对NH4
+
-N的去除速率显著优于其他四种碳

源(P<0.05),在 36h 内将 NH4
+
-N 完全去除,其间最大

去除速率为(3.68±0.22) mg/(L·h).菌株利用蔗糖作为

碳源时,对 NH4
+
-N 的去除效果最差,NH4

+
-N 的去除

率为(43.49±2.95)%. 

菌株 SVT 利用五种碳源对脱除 TN 的情况(图
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7(c)).利用无水乙酸钠作为碳源时,对 TN 的脱除效

果最佳 ,去除率为(80.46±1.02)%.其次是利用琥珀

酸钠作为碳源时,TN 去除率为(56.88±1.26)%.而以

柠檬酸钠、蔗糖和葡萄糖作为碳源时,TN去除率分

别 为 (46.09±5.11)% 、 (47.27±1.84)% 和 (36.67± 

2.04)%. 

2.6  C/N 比对菌株生长和脱氮特性的影响 

不同 C/N 比对菌株 SVT 生长情况的影响如图

8(a).菌株 SVT 在 0~12h 处于生长停滞期,12~24h 进

入对数增长期.C/N 比为 15 时生长最佳,最大比增长

速率为 0.24h
-1

,最大 OD600 为 1.82.菌株 SVT 对

NH4
+
-N 的去除情况如图 8(b)所示,C/N 比为 10、15

和30时,菌株SVT在36h内完全去除NH4
+
-N,且C/N

比为 10 时去除速率最大(3.51±2.95) mg/(L·h).菌株

SVT 对 TN 的去除情况如图 8(c)所示,C/N 比为 10、

15 和 30 时,TN 去除效果显著优于 C/N 比为 1 和

5(P<0.05),其中C/N比为 15时TN去除率最高(66.44

±1.11)%. 

根据菌株SVT的比增长速率和脱除NH4
+
-N和

TN 速率 ,做出的拟合曲线分析得出 (图 8(d), 

R
2
=0.99,P<0.05),菌株的最大比增长速率随C/N比增

加先升高后降低,在 C/N 比为 14.94 时达到峰值. 

NH4
+
-N最大去除速率在C/N比为 1~10时呈指数上

升,C/N 比为 10~30 时趋于稳定.TN最大去除速率在

C/N 比为 1~15 时呈指数上升,C/N 比为 15~30 时趋

于稳定.总体而言,菌株的最大比增长速率和 TN 最

大去除速率的最适 C/N 比为 15 左右,NH4
+
-N 最大

去除速率的最适 C/N 比为 10. 

 

图 8  不同 C/N比对菌株 SVT生长和脱氮能力的影响及最大比增长速率和最大脱氮速率拟合曲线 

Fig.8  Effect of different C/N ratios on the growth and denitrification capacity of strain SVT and fitting curves of maximum specific 

growth rate and maximum denitrification rate 

2.7  温度对菌株生长和脱氮特性的影响 

温度对菌株 SVT 生长情况的影响如图 9(a).菌

株 SVT 在 30 和 40℃时的比增长速率显著高于 10

和 50℃(P<0.05),其中 40℃时最大比增长速率达到

0.13h
-1

,在 30℃时有最大 OD600(1.60),而在 10 和 50

℃时生长受到抑制.菌株 SVT 对 NH4
+
-N 的去除情
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况如图 9(b)所示,30 和 40℃时菌株 SVT 对 NH4
+
-N

的去除率显著高于 10 和 20℃(P<0.05),且在 36h 内

完全去除.10℃时去除率最低,为(25.80±0.91)%.菌

株 SVT 对 TN 的去除情况如图 9(c)所示,30℃时 TN

去除效果显著优于 10℃(P<0.05),TN 最大去除率为

(73.26±2.67)%. 

根据菌株 SVT 的比增长速率和脱除 NH4
+
-N 和

TN 速率,做出的拟合曲线分析得出(图 9(d),R
2
=0.96, 

P<0.05),最大比增长速率随温度增加先升高后降低,

在温度为 36.77℃时达到峰值.NH4
+
-N 最大去除速率

和 TN 的最大去除速率也随温度增加先升高后降低,

在温度分别为 35.78和 35.50℃时达到峰值.总的来说,

菌株 SVT最大比增长速率、NH4
+
-N最大去除速率和

TN最大去除速率拟合曲线得出最适温度约为 35℃. 

 

图 9  温度对菌株 SVT生长和脱氮性能的影响及最大比增长速率和最大脱氮速率拟合曲线 

Fig.9  Effect of temperature on the growth and denitrification performance of strain SVT and fitting curves of the maximum specific 

growth rate and the maximum denitrification rate 

2.8  初始 pH值对菌株生长和脱氮特性的影响 

初始 pH 值对菌株 SVT 生长情况的影响如图

10(a).菌株 SVT 在 pH值为 6.5~10 时能保持较好的

生长状态,而在 pH 值为 4 时生长受到显著抑制

(P<0.05).当 pH值为 8.5 时,菌株 SVT 的最大比增长

速率达到 0.16h
-1

.当 pH 值为 7.5 时,菌株 SVT 有最

大 OD600,为 1.60.菌株 SVT 对 NH4
+
-N 的去除情况

如图 10(b)所示,pH 为 7.5 时,菌株 SVT 在 36h 内对

NH4
+
-N 完全去除 ,且最大去除速率为 (4.07± 

1.5)mg/(L⋅h).pH 值为 4 时,菌株 SVT 的脱氮性能在

酸性环境中受到抑制 ,NH4
+
-N 去除率仅为(6.05± 

0.44)%.菌株 SVT 对 TN 的去除情况如图 10(c)所

示,pH值为 4 时,菌株 SVT 对 TN 的去除率显著低于

其他 pH值条件(P<0.05);在 pH值为 7.5 时,TN去除

率达到最大值,为(68.39±1.67)%. 

根据菌株SVT的比增长速率和脱除NH4
+
-N和

TN 速率 ,做出的拟合曲线分析得出 (图 10(d), 

R
2
=0.92,P<0.05),菌株 SVT 的最大比增长速率在 pH

值为 4~10 范围内呈先升高后降低的趋势,最适 pH

值为 7.07.NH4
+
-N 最大去除速率拟合曲线显示,pH

值为 4~8.5 时,NH4
+
-N最大去除速率呈指数上升,并

在 pH值为 8.5时趋于稳定.TN最大去除速率拟合曲

线显示,TN最大去除速率在 pH值为 4~10 范围内先

升高后降低,最适 pH值为 7.9.总体而言,菌株SVT的
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最大比增长速率、氨氮最大去除速率和总氮最大去 除速率的最适 pH值范围为 7~8.5. 

 

图 10  初始 pH值对菌株 SVT生长和脱氮能力的影响及最大比增长速率和最大脱氮速率拟合曲线 

Fig.10  Effect of initial pH on the growth and denitrification capacity of strain SVT and fitting curves of the maximum specific 

growth rate and the maximum denitrification rate 

3  讨论 

3.1  菌株 SVT 具有异养硝化好氧反硝化能力 

菌株SVT在以NH4
+
-N为唯一氮源的培养条件

下表现出较强的脱总氮能力,TN去除率可达86.96%.

根据微生物脱氮的一般通路
[27]
推测其具有异养硝

化能力.虽然培养过程中没有检测到 NO2
-

-N 的积累,

但是有 5.58mg/L 的 NO3
-

-N 积累,也可以证实菌株

SVT具有从NH4
+
-N起始的硝化途径.传统的硝化过

程由 AMO(amoA、amoB 和 amoC 基因编码)和

HAO(由 hao 基因编码)介导.但在本研究中,菌株

SVT 基因组中没有注释到硝化过程中的 amo和 hao

基因,这可能表明菌株的硝化途径不同于传统的硝

化途径.Wang
[23]

研究的 Thauera sp. SND5 同步硝化

反硝化能力中,基因组检测中也没有注释到这两个

基因;在其他 HN-AD 菌中如 Pseudomonas stutzeri 

UFV5
[28]

、Klebsiella pneumoniae EGD-HPI9-C
[29]

、

Acinetobacter oleivorans AHP123
[30]

和 Klebsiella sp. 

KSND
[31]
都具有 HN-AD 能力,但未注释到 NH4

+
-N

的硝化途径有关的 amo 基因和 hao 基因.研究表明,

编码 HAO 酶和 AMO 酶的基因的缺失可能是因为

来自 HN-AD 菌的编码基因与自养硝化菌的编码基

因存在相当大的差异,而这些分析又是基于之前研

究的自养硝化菌的酶的已知序列进行的,或者是因

为该基因在这个分离株的基因组中并不存在
[28]

,所

以导致无法鉴定出编码 AMO酶和 HAO酶的基因.

后续研究中,需要进一步研究针对硝化过程中编码

AMO酶和 HAO酶的基因在转录、翻译和翻译后水

平的调控机制,进一步揭示参与调控过程的特定转

录因子或调控元件.此外,菌株 SVT 在利用 NH4
+
-N

过程中未出现 NO2
-

-N 积累现象 ,而是直接生成

NO3
-

-N. 这 一 特 性与 Acinetobacter sp.ND7
[32]

、
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Acinetobacter sp.HA2
[33]

、Ochrobactrum anthropic 

LJ81
[34]

和  Diaphorobacter polyhydroxybutyrativorans 

SL-205
[35]

的报道结果一致,可能与 NH4
+
-N 的硝化

途径中的 amo基因和 hao基因、亚硝酸盐氧化过程

中 nxrAB 基因以及反硝化过程中 nirK 基因有关.研

究分析,在NH4
+
-N的硝化过程中,若 amo基因和 hao

基因的表达量低或者酶活性不足,可能导致 NH4
+
-N

氧化不完全,减少或者 NO2
-

-N 中断生成
[36]

.在亚硝

酸盐氧化过程,nxrAB 基因的高表达可加速 NO2
-

-N

转化,避免其积累
[37]

.在反硝化过程中,菌株同时携带

nxrAB 和 nirK,且 nxrA 活性占优,则 NO2
-

-N 会优先

转化为 NO3
-

-N
[38]

.由此可推断菌株 SVT 在去除

NH4
+
-N 的过程,亚硝酸盐氧化或还原的速率分别快

于氨氧化或硝酸盐还原的速率
[34]

.菌株在 NH4
+
-N

代谢中积累 NO3
-

-N 而非 NO2
-

-N 的核心机制,源于

功能基因的表达失衡(nxrA过表达或 hao 缺失)或途

径竞争(反硝化基因干扰).未来研究可通过单细胞组

学技术,解析同一菌群中 amoA 与 nxrA 基因的时空

表达差异来验证这一机制. 

大量研究表明陶厄氏菌属具有反硝化能

力 

[39-41]
,而本研究结果同样证实菌株 SVT 在氮代谢

方面拥有完整的反硝化基因,组成了完整的反硝化

通路:NO3
-

-N→NO2
-

-N→NO→N2O→N2.本研究发

现菌株 SVT 分别以 NO3
-

-N 和 NO2
-

-N 作为唯一氮

源进行反硝化时,都能脱除 TN,此现象在之前研究

中
[42]

已被证实.在本研究中,以 NO3
-

-N 为氮源时,任

何时段均无 NO2
-

-N 的积累,在 12h 时检测到有

2.60mg/L NH4
+
-N 积累,但 24h 时 NH4

+
-N被完全去

除.原因可能是在培养初期(前 12h),环境条件适宜的

情况下,菌株SVT具备异化硝酸盐还原为铵(DNRA)

的能力,利用硝酸盐还原酶(NapAB)将 NO3
-

-N 逐步

还原为 NO2
-

-N 并进一步还原为 NH4
+
-N.但由于菌

株对新环境的适应过程,使得菌株对NH4
+
-N的同化

作用的启动相对缓慢.此时,菌株 SVT通过DNRA途

径产生 NH4
+
-N 的速度大于其同化利用 NH4

+
-N 的

速度,从而造成 NH4
+
-N 在体系中的积累.在 12~24h

时段菌株 SVT持续进行代谢活动,并逐渐适应环境,

对营养物质的需求促使其同化作用增强.菌株 SVT

通过同化作用利用 NH4
+
-N 合成谷氨酸,从而导致

NH4
+
-N 被完全去除.在本研究中未检测到 NO2

-

-N

积累,推断亚硝酸盐氧化或还原的速率快于硝酸盐

还原的速率.此现象与 Wang
[23]

研究的 Thauera sp 

SND5 和 Patel
[43]

研究的 Thauera sp.V14 研究结果类

似.但与 Lu
[42]

研究的 Thauera sp. FDN-01 研究结果

相反,菌株 FDN-01 以 NO3
-

-N 为氮源时,未检测到

NH4
+
-N 的积累,但有 NO2

-

-N 积累.上述现象表明,

不同种类的陶厄氏菌在反硝化作用中表现出显著

的多样性.这种多样性可能源于多种因素,包括反硝

化还原酶基因的转录调控、转录后修饰以及反硝化

过程中间产物水平的差异等
[19]

.然而,目前对于其内

在的反硝化作用机制仍不清楚,需要进一步研究以

揭示其具体的分子调控途径和代谢网络.
 

菌株 SVT 以 NO2
-

-N 为唯一氮源培养至 12h

时,NO2
-

-N 快速降解,NO3
-

-N 积累到最高(36.45mg/ 

L),TN 仅下降了 3.12mg/L.本研究还检测到菌株

SVT基因组中有 nxrAB基因编码的亚硝酸盐氧化酶

(NXR),这表明菌株 SVT 利用亚硝酸盐氧化酶(NXR)

发生了硝化作用,将 NO2
-

-N 氧化为 NO3
-

-N,造成了

NO2
-

-N 的降解和 NO3
-

-N 的大量积累.在 Lin Xia
[44]

研究的 Acinetobacter sp.ND7 中也有类似现象,但仅

观察到3.22mg/L的NO3
-

-N积累,这可能由于其研究

中未检测到 nxrAB 基因编码的亚硝酸盐氧化酶

(NXR)的原因.此外,菌株 SVT 进一步经过同化作用

将 NO3
-

-N转化为生物体内的氮,造成 TN 下降不明

显.菌株 SVT 培养至 12~30h期间,积累的 NO3
-

-N 从

36.45mg/L 降低到了 2.41mg/L,NO3
-

-N 去除速率超

过NO2
-

-N,TN骤降了58.45mg/L.此结果归因于菌株

SVT 反硝化功能在该时段发挥主导作用,菌株 SVT

利用基因编码的硝酸盐还原酶(NapAB)、亚硝酸盐

还原酶(NirS)、一氧化氮还原酶(NorBC)、一氧化二

氮还原酶(NosZ)将 NO3
-

-N 还原生成 N2,实现了脱

氮.从 NO3
-

-N 积累到几乎被完全去除的过程中,类

似的现象在先前的研究也有报道:zhang
[10]

研究的

Pseudomonas stutzeri YZN-001 和 Lei
[34]

研究的

Ochrobactrum anthropic LJ81.有研究表明可能是由

于硝酸盐还原酶基因(napAB)的表达可能受到抑制

或延迟,使硝酸盐还原酶(NapAB)的活性降低
[34-45]

,

导致部分 NO2
-

-N 被亚硝酸盐氧化酶(NXR)氧化为

NO3
-

-N.随着培养时间的延长,napAB基因逐渐表达, 

NO3
-

-N被进一步还原为N2O和N2.进一步研究其基

因组功能注释、转录组分析和酶活性测定,将有助于

揭示这一现象的具体分子机制. 
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根据本研究内容,列举了 4 种具有脱氮能力的

陶厄氏菌株和其他具有 HN-AD 能力的菌株进行脱

氮效率对比 (表 2).在同菌属中 ,只有 Thauera 

sp.SND5
[23]

具有硝化和反硝化能力,其他 3 种菌株只

有反硝化能力.本菌株硝化速率、反硝化速率均大于

Thauera sp SND5
[23]

. 本菌株反硝化速率高于

Thauera sp.FDN-01
[42]

和 Thauera.S1
[44]

, 但低于

Thauera sp.V14
[46]

(NO3
-

-N:10.63mg/(L⋅h))的反硝化

去除速率.在相似的环境条件下,与其他菌属的异养

菌株本菌株的硝化速率高于 Glutamicibacter sp. 

WS1
[47]

、Ochrobactrum anthropic LJ81
[34]

和 Klebsiella 

sp
[48]

;反硝化速率也高于 Glutamicibacter sp.WS1
[47]

、

Acinetobacter sp.ND7
[32]

和Klebsiella sp
[48]

.总的来说,菌

株 SVT 的硝化速率和反硝化速率在与多种不同菌属

菌株对比中表现突出,这些特性有助于在污水处理等

实际应用场景中,高效处理含氮废水. 

表 2  不同菌株的硝化和反硝化速率比较 

Table 2  Comparison of nitrification and denitrification ratefor different strains 

菌名 来源 碳源 硝化速率 反硝化速率 

Thauera butanivorans.SVT(本文) 
香料废水污水处理厂活性

污泥 
无水乙酸钠 NH4

+-N 去除速率 3.58mg/(L·h) 
NO3

-

-N、NO2
-

-N 去除速率分别为

3.15 和 5.95mg/(L·h) 

Thauera sp.SND5[23]  废水处理厂(WWTPs) 乳酸 NH4
+-N 去除速率 2.42mg/(L·h) 

NO3
-

-N、NO2
-

-N 去除速率分别为

1.98 和 2.85mg/(L·h) 

Thauera sp.V14[46] 活性污泥 乙酸钠 无 NO3
-

-N 去除速率 10.63mg/(L·h)

Thauera sp.FDN-01[42] 

 

上海某城市污水处理厂剩

余污泥接种的 SBBR 
丁二酸钠 无 NO3

-

-N 去除速率 1.29mg/(L·h) 

Thauera.S1[44] 厌氧污泥 碳酸氢钠 无 NO3
-

-N 去除速率 1.00mg/(L·h) 

Glutamicibacter sp. WS1[47] 
污水处理厂 A2O 工艺的好

氧池活性污泥 
柠檬酸钠 NH4

+-N 去除速率 1.26mg/(L·h) 
NO3

-

-N、NO2
-

-N 去除速率分别为

3.36 和 2.13mg/(L·h) 

Acinetobacter sp.ND7[32] 市政污水 无水乙酸钠 NH4
+-N 去除速率 3.81mg/(L·h) 

NO3
-

-N、NO2
-

-N 去除速率分别为

2.7 和 4.17mg/(L·h) 

Ochrobactrum anthropic LJ81[34] 污水处理厂 蔗糖 NH4
+-N 去除速率 1.89mg/(L·h) 

NO3
-

-N、NO2
-

-N 去除速率分别为

4.16 和 4.12mg/(L·h) 

Pseudomonas putida.NP5[49] 活性污泥 六水合丁二酸钠 NH4
+-N 去除速率 9.96mg/(L·h) 

NO3
-

-N、NO2
-

-N 去除速率分别为

7.96 和 8.59mg/(L·h) 

Klebsiella sp.[48] 生活污水 葡萄糖 NH4
+-N 去除速率 1.87mg/(L·h) NO3

-

-N 去除速率 1.64mg/(L·h) 

 

3.2  菌株 SVT 脱氮特性的影响因素 

菌株 SVT 在以琥珀酸钠、无水乙酸钠和柠檬酸

钠作为唯一碳源的条件下,其生长和脱氮能力显著

优于以葡萄糖和蔗糖为唯一碳源时的表现.之前研

究证明琥珀酸钠、乙酸钠、柠檬酸钠等有机酸或有

机酸盐相比葡萄糖、蔗糖分子结构小且简单,又都是

三羧酸循环的中间代谢物,所以HN-AD菌更倾向利

用有机酸或有机酸盐作为碳源
[50]

.经基因组检测,菌

株 SVT 中存在完整的三羧酸循环.该菌株通过利用

琥珀酸钠直接进入三羧酸循环为微生物供能和提

供碳骨架,也可以将乙酸钠轻易转化为乙酰辅酶 A,

亦可将柠檬酸钠转化为草酰乙酸等三羧酸循环中

间产物.该菌株利用葡萄糖和蔗糖脱氮性能差的原

因可能是葡萄糖需先经糖酵解转化为丙酮酸,再进

一步转化为可参与三羧酸循环和脱氮相关代谢途

径的物质,此过程相对复杂且涉及多种酶的参与.蔗

糖是一种二糖,需要蔗糖酶将其水解为葡萄糖和果

糖.该菌株利用蔗糖进行脱氮时需要经过多个代谢

步骤,而这些步骤会消耗大量的能量
[51]

 ,然而蔗糖代

谢中获得的能量不足以补偿脱氮过程所消耗的能

量
[49]

, 故 以 蔗 糖 作 为 碳 源 时 脱 氮 速 率 差 . 

Pseudomonas putida NP5
[49]
与本菌株结果类似,该菌

株 NP5 在异养硝化过程中以琥珀酸钠为碳源时,菌

株 NP5 的生长和脱氮效率强,而在以蔗糖和葡萄糖

为碳源的情况下,菌株 NP5 的生长和脱氮速率差. 

本研究中由最大比增长速率拟合曲线分析得

出菌株 SVT的最适C/N比为 14.94.而依据氨氮最大

去除速率拟合曲线可知,当 C/N 比达到 10 时该菌株

便可获得最大NH4
+
-N去除速率.这表明该菌株的生

长和脱氮功能对 C/N 比的要求存在差异.本研究菌

株在实际应用中,若以促进菌株生长作为主要目标,

可以将C/N比控制在 14.94左右;若侧重于提高去除
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NH4
+
-N效率,则将 C/N 比维持在 10则更为合适.这

样对于污水生物脱氮处理工艺而言,有助于更加精

准地把控碳源的投加量,避免出现碳源过度投加的

情况,进而有效降低处理成本
[52]

. 

菌株 SVT 能够适应的范围为 20~40℃,当温度

处于 10℃以下或 50℃以上时,其生长和脱氮效率会

受到抑制.此最适温度范围与降解苯酚的陶厄氏菌

ZV1CT
[53]

以及陶厄氏菌 FDN-01
[42]

适应温度范围

重合.在 30 和 40℃条件下,菌株 SVT 对 NH4
+
-N 的

去除率能够达到 100%,但在 10℃时,其对NH4
+
-N的

去除率仅为 25.74%.这一情况与恶臭假单胞菌

Pseudomonas putida NP5
[49]

培养温度表现相似,该菌

在 30 和 37℃条件下,NH4
+
-N 去除率达到 100%,但

当培养温度调整为 10℃时 ,NH4
+
-N 去除率仅有

14.55%.此外,也有研究发现部分陶厄氏菌生长最适

温度为高温或者低温,如陶厄氏菌 GD-2T
[54]
最佳生

长温度为 45~50℃;南极细菌调查中发现
[55]

陶厄氏

菌等微生物在低温环境中也可正常生长. 

由拟合曲线结果所得菌株最适 pH 值范围为

7.0~8.5.此 pH 值范围与降解苯酚的陶厄氏菌

ZV1CT
[53]

(pH 7.0~7.5)以及陶厄氏菌 FDN-01
[42]

(pH

值为 7.5)的最适 pH值范围重合.而且,通常在 pH值

为弱碱性时 HN-AD 菌的脱氮效果最佳
[9]

.如

Acinetobacter sp. ND7
[32]
、Pseudomonas chloritidismutans. 

K14
[50]

、Arthrobacter arilaitensis Y-10
[56]

、Vibrio sp. 

Y1-5
[57]

和在 Enterobacter cloacae HNR
[58]

在弱碱性

环境更有利于HN-AD作用,因为在弱碱性环境中部

分 NH4
+
会转化为游离态氨,更有利于细菌氨氮加氧

酶的催化利用. 

4  结论 

4.1  从香料废水活性污泥中分离得到一株具有异

养硝化好氧反硝化能力的细菌,经形态特征和分子

鉴定,确定为陶厄氏菌(Thauera butanivorans),命名

为 SVT. 

4.2  以 NH4
+
-N 为氮源时菌株 SVT 的最大脱氮速

率为 3.58mg/(L·h);NO3
-

-N 为氮源时,最大脱氮速率

为 3.15mg/(L·h);NO2
-

-N 为氮源时,最大脱氮速率为

5.95mg/(L·h).NH4
+
-N、NO3

-

-N 和 NO2
-

-N 的去除率

分别为 100%、88.71%和 94.09%. 

4.3  菌株 SVT最适脱氮性能条件:碳源为无水乙酸

钠,C/N 比为 10,pH值为 7.5,温度为 35℃,72h 内菌株

对 NH4
+
-N 和 TN 的最大去除率分别达 100%和

86.96%. 

4.4  全基因组测序和基因注释分析表明菌株 SVT

含有多种与脱氮相关的基因,结合对不同氮源的利

用实验证实菌株 SVT 具有完整的 HN-AD 氮代谢

途径. 
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