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　　摘要：从生物脱氮工艺的反硝化段活性污泥中分离到７株反硝化菌，考察了其脱氮能力后优选出代表菌株 ＦＨ２，
该菌在４００ｍｇ／ＬＮＯ３

－－Ｎ浓度下，对ＮＯ－３ －Ｎ的去除率为１００％，且脱氮过程中亚硝酸盐基本无积累，表现出了很强

的脱氮能力，可作为生物强化法处理高浓度氨氮废水的菌源。通过对该优势功能菌株进行形态观察、生理生化试验及

１６ＳｒＤＮＡ的序列测定和同源性分析，结果表明该菌株为蜡状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）。该菌反硝化能力强，且具有
芽孢微生物的特点，以该菌做为菌源进行生物强化反硝化脱氮研究有很好的应用前景。
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　　氮、磷是废水中常见的无机营养物，是引起湖泊富营养化
的主要因素。大量含氮废水排入水体不仅引起水体富营养

化、造成水体黑臭，而且增加水处理的难度、成本，甚至对人类

产生毒害。含氮废水对环境的影响已引起研究人员的重

视［１］。目前，国内外普遍采用物理法、化学法、生物法处理高

浓度氨氮废水，这些方法各有优点，同时也都存在不足［２－４］。

生物强化技术是向传统的生物处理系统中引入具有特定功能

的微生物，提高有效微生物的浓度，增强其对难降解污染物的

降解能力、提高降解速率、改善生物处理效果［５－６］。投加的微

生物可以是原处理体系中存在的，经过驯化、筛选、富集得到

的一定数量的微生物，也可以是外源微生物［７－８］。本试验采

用初选－复选－优选技术，从成功启动并稳定运行的厌氧 －
好氧脱氮生物反应器中分离到１株高效功能菌，在考察了其
反硝化能力的基础上对该菌株进行了鉴定，旨在为后续的生

物强化反硝化脱氮研究提供菌源。

１　材料与方法

１．１　菌种来源
本研究菌种来源于稳定运行的厌氧－好氧脱氮生物反应

器，其主体是厌氧／缺氧－ＳＢＲ反应器（实现ＣＯＤ去除及反硝
化脱氮功能）和好氧ＳＢＲ反应器（实现硝化功能）（图１）。这
２个反应器的活性污泥是完全分开的，反应周期均为８ｈ，将２
个反应器运行周期开始时间错开，使厌氧／缺氧 －ＳＢＲ反应
器厌氧期与好氧－ＳＢＲ反应器周期同时结束，沉淀上清液相
互交换。厌氧／缺氧 －ＳＢＲ反应器进入缺氧期，好氧 －ＳＢＲ
反应器进入下个周期。２个反应器的有效容积均为１５Ｌ，活
性污泥取自某城市污水处理厂二沉池，用人工合成的废水进

行污泥驯化培养。反硝化反应器成功启动后，进水硝酸盐浓

度（ＮＯ－３ －Ｎ）为８０～２４０ｍｇ／Ｌ，对ＮＯ
－
３ －Ｎ的最终去除率接

近１００％。本试验取厌氧／缺氧－ＳＢＲ反应器（ＮＯ－３ －Ｎ浓度
为１８０ｍｇ／Ｌ）活性污泥混合液进行反硝化功能菌的筛选。

１．２　方法
采用ＣＯＤ快速测定仪测定化学需氧量（ＣＯＤ），采用紫外

分光光度法测定硝酸盐含量，采用 Ｎ－（１－萘基）－乙二胺
分光光度法测定亚硝酸盐含量，采用玻璃电极法测定ｐＨ值。
１．３　功能菌的分离、纯化与筛选
１．３．１　分离培养基成分　２．０ｇＫＮＯ３，５．０ｇ葡萄糖，１ｇ
Ｋ２ＨＰＯ４，１ｇＫＨ２ＰＯ４，０．２ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１５～２０ｇ琼脂，
１０００ｍＬ蒸馏水ｐＨ值为７．２～７．５［９］，１２１℃下灭菌２０ｍｉｎ。
１．３．２　分离纯化
１．３．２．１　混合细菌平板培养 　从反应器内取１０ｍＬ泥样接
入事先已灭菌、内装玻璃珠及９０ｍＬ无菌水的三角瓶中，在振
荡器上振荡２ｈ，使细菌呈单细胞状态分散于水中，然后进行
倍比稀释。用灭菌吸管分别吸取１０－１０～１０－４稀释度的混合
菌稀释液０．１ｍＬ，分别接种到倒有固体培养基的平板上，用
无菌玻璃刮刀涂布均匀，再倒１层４５℃左右的培养基，进行
厌氧夹层平板培养。待上层培养基凝固后，倒置于３０℃恒温
培养箱中培养至长出单菌落。

１．３．２．２　单菌落分离、纯化培养　分别用无菌接种环对
“１３２１”节平板中长出的不同形态特征的单菌落在固体培
养基平板上划线分离，倒置于３０℃培养箱中恒温培养，反复

—１７３—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１２期



几次，直至获得纯菌落为止。以无菌接种环挑取上步平板上

长出的单菌落接种到灭菌试管斜面上，３０℃恒温培养至菌落
长出，置冰箱保存备用。以上操作均在无菌条件下进行。

１．３．３　菌株筛选　初筛：将分离纯化得到的纯菌株分别接种
到装有液体培养基（除不加琼脂外成分同分离培养基）的具

胶塞试管内，以保证较好的厌氧／缺氧环境。每株菌重复 ３
管，置于３０℃培养箱中恒温培养１５ｄ。１５ｄ后测定培养液的
ＮＯ３－Ｎ、ＮＯ２－Ｎ含量，得到具有反硝化脱氮能力的菌株。
复筛：将初筛筛选出的菌株扩大培养后无菌高速冷冻离心分

离，等量接种到装有２００ｍＬ试验用水的静态试验装置进行摇
床培养，每天定时取样，测 ＮＯ３

－ －Ｎ、ＮＯ２
－ －Ｎ含量，比较其

反硝化能力。由于所筛菌株为后续生物强化辅助技术提供菌

源，所以复筛水质应结合反应器实际运行情况，进一步提高硝

酸盐浓度，以筛选出反硝化能力强的功能菌。水质除 ＣＯＤ、
ＮＯ３

－－Ｎ浓度不同外，其余与反应器进水一致，水质如下：
１０００ｍｇ／Ｌ葡萄糖（ＣＯＤ）、４００ｍｇ／ＬＮａＮＯ３（ＮＯ

－
３ －Ｎ）、

１０ｍｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４（ＰＯ
３－
４ －Ｐ）、１０ｍｇ／ＬＣａＣｌ２、９０ｍｇ／ＬＭｇＳＯ４

·７Ｈ２Ｏ、３０ｍｇ／ＬＮＨ４Ｃｌ（ＮＨ
＋
４ －Ｎ）、２ｍＬ／Ｌ微量元素（Ｃｕ

ＳＯ４·５Ｈ２Ｏ３０ｍｇ／Ｌ、ＫＩ１８０ｍｇ／Ｌ、ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ６０ｍｇ／Ｌ、
ＮａＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ６０ｍｇ／Ｌ、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１２０ｍｇ／Ｌ、ＣｏＣｌ２·
６Ｈ２Ｏ１５０ｍｇ／Ｌ、ＥＤＴＡ１００００ｍｇ／Ｌ）。ｐＨ值为７．２±０．２。
１．３．４　菌株优选　通过复筛结果，优选出１株反硝化脱氮能
力最好的菌株进行下一步试验及菌株特性研究。

１．３．５　菌株形态观察及生理生化试验　对优选出的代表菌
株进行其单一菌种相关特性研究［１０］，具体内容见表１。
１．３．６　１６ＳｒＤＮＡ的序列测定和分析　对优选菌株在进行形
态观察及生理生化试验的基础上，进行１６ＳｒＤＮＡ的序列测
定，从分子生物学的角度进一步鉴定其属种。细菌基因组

ＤＮＡ提取利用通用引物（正向引物为 ２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴ

ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，反向引物为１３９１Ｒ：５′－ＧＡＣＧＧＧＣ－
ＲＧＴＣＷＧＴＲＣＡ－３′）扩增菌株的１６ＳｒＤＮＡ基因，ＰＣＲ反应体
系为２０μＬ，反应程序为９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ ３ｓ，５５℃ ４５ｓ，
７２℃ １０ｍｉｎ。委托生物工程公司对ＰＣＲ产物进行测序。

２　结果与分析

２．１　反硝化工艺运行情况
以硝酸盐为电子受体的反硝化脱氮工艺运行历时７０ｄ，

逐级提高进水负荷过程中出水硝氮、亚硝氮的的含量及反硝

化效果见图２。在４０ｍｇ／ＬＮＯ－３ －Ｎ条件下启动反应器，由
于活性污泥本身有一定脱氮能力，１ｄ时少量去除 ＮＯ－３ －Ｎ，
前６ｄ出水ＮＯ－３ －Ｎ有逐渐减少趋势，ＮＯ

－
２ －Ｎ没有大量积

累，７ｄ时开始出水ＮＯ－３ －Ｎ明显减少，脱氮率达７６．６５％，反
应器启动成功。为了稳定微生物的反硝化效果，没有急于提

高进水ＮＯ－３ －Ｎ浓度，在 ４０ｍｇ／ＬＮＯ
－
３ －Ｎ条件下，又运行

了３ｄ，反硝化效果进一步提升。在后续提高 ＮＯ－３ －Ｎ负荷
过程中，提高进水负荷当天，出水变化幅度较大，表明每次提

高负荷对活性污泥中的微生物有一定冲击，且微生物数量可

能暂时不能满足更高负荷要求。进水 ＮＯ－３ －Ｎ在 ６０～
２２０ｍｇ／Ｌ浓度范围内，系统对更高一级的进水浓度适应速度
较快，基本上３ｄ时开始出水效果开始好转，４ｄ、５ｄ时出水
脱氮率超９０％，出水ＮＯ－３ －Ｎ浓度较低。当进水ＮＯ

－
３ －Ｎ提

高到２４０ｍｇ／Ｌ时，对微生物的抑制作用较强，出水波动较
大，５ｄ出水开始好转，在该负荷下一共运行了１０ｄ，最终出
水去除率为９５５３％。为了探究该装置的进水ＮＯ－３ －Ｎ负荷
极限，将进水ＮＯ－３ －Ｎ提高到２６０ｍｇ／Ｌ后继续运行了９ｄ，出
水脱氮率一直保持在 ７０％左右，ＮＯ－３ －Ｎ出水浓度大于
６０ｍｇ／Ｌ，ＮＯ－２ －Ｎ大于１．５ｍｇ／Ｌ。为了保证出水效果，该反
应装置正常的进水ＮＯ－３ －Ｎ浓度不应超过２４０ｍｇ／Ｌ。

２．２　分离筛选结果
２．２．１　初筛结果　从反硝化活性污泥中共分离出３８株纯菌
株，通过菌株初选，筛选出１９株具有反硝化效果的功能菌株。
２．２．２　复筛结果　将１９株功能菌株等量接种到静态试验装
置培养，每日定时取样测定ＮＯ－３ －Ｎ、ＮＯ

－
２ －Ｎ含量，再次比

较其反硝化脱氮能力。有７株菌具有良好的目的物去除效
果，这７株菌暂时分别命名为 Ｆ５Ｙ、ＦＣ、ＦＺ、ＦＣ１、ＦＲＢ、ＦＨ、
ＦＨ２（图３、图４）。
　　在电子受体ＮＯ－３ －Ｎ浓度为４００ｍｇ／Ｌ条件下，培养１ｄ
后，各菌株对ＮＯ－３ －Ｎ的去除能力有很大差异，效果最突出
的是ＦＣ１、ＦＨ２，硝酸盐去除率分别为８７．５％，８０％，同时，这２
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株菌对亚硝酸盐的积累也很少，硝酸盐很快被代谢掉。３ｄ
时硝酸盐未被检出，含量为零，亚硝酸盐含量也很低。４ｄ时
亚硝酸盐全部被代谢。菌株 ＦＣ对硝酸盐的去除效果很好，
其间亚硝酸盐的积累现象不明显，但反应周期较前２株菌长。
由图３可知，随着时间的推移，其他菌株也具有硝酸盐还原能
力。随着硝酸盐含量的降低，其他几株菌均出现了亚硝酸盐

累积（图４），说明这几株些菌株仅具有将 ＮＯ－３ －Ｎ初步还原
为ＮＯ－２ －Ｎ的能力，无法彻底进行或尚未进行进一步的还原
反应，导致不能从反应体系中彻底脱氮。可以看出，菌株ＦＣ１、
ＦＨ２几乎可以将初始浓度为４００ｍｇ／Ｌ的 ＮＯ－３ －Ｎ全部还原，
它们对ＮＯ－３ －Ｎ的去除建立在将其转化为气态产物基础之
上，具有完整的反硝化酶系，表现出较强的脱氮能力。

２．２．３　菌株优选结果　综合考虑 ＮＯ－３ －Ｎ的去除率、去除
速率及ＮＯ－２ －Ｎ的积累情况，选取菌株 ＦＨ２进行后续研究。
该菌对４００ｍｇ／ＬＮＯ－３ －Ｎ去除率达１００％，且处理时间短，反
应过程中基本没有ＮＯ－２ －Ｎ积累，应用性较好。
２．３　菌株ＦＨ２形态观察及生理生化试验结果

对优选菌株ＦＨ２进行形态观察及生理生化试验，结果见
表１。

表１　菌株ＦＨ２形态特征及其生理生化试验结果

菌落相关特性 生理生化特性试验

指标 特性 试验名称 结果

菌体形态 杆状 革兰氏染色 ＋
菌落形状 不规则 芽孢染色 ＋
隆起形状 扁平 异染颗粒染色 ＋
边缘形状 毛玻璃状 鞭毛染色 ＋
颜色 淡黄 荚膜染色 －
透明程度 扁平 需养性试验 兼性厌氧

黏稠度 毛玻璃状 硝酸盐还原 ＋
葡萄糖发酵 ＋
触媒试验 ＋
Ｖ．Ｐ．试验 ＋

２．４　１６ＳｒＤＮＡ的序列测定和分析结果
为了进一步确定菌株 ＦＨ２的决定性属性，在形态观察、

生理生化试验基础上，利用分子生物学手段，对其进行 １６Ｓ
ｒＤＮＡ序列测定分析。将测得的序列采用 Ｓｅｑｕｃｅｃｈｅｒ软件进
行拼接，去掉载体序列及重复序列，得到１６ＳｒＲＮＡ序列。全
序列以ＢＬＡＳＴ软件在ＧｅｎＢａｎｋ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）中进

行相似性检索，得到与菌株序列最相近的菌株。有以下６种
菌的同源性达到 ９９％：Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（Ｎｏ．ＮＣ＿００４７２２．１）、
Ａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｓｅｒｏｖａｒｋｏｎｋｕｋｉａｎｓｔｒ．（Ｎｏ．ＮＣ＿００５９５７．１）、
Ａｃｉｌｌｕｓａｎｔｈｒａｃｉｓｓｔｒ．ｓｔｅｒｎｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ（Ｎｏ．ＮＣ＿００５９４５．１）、
Ｂａｃｉｌｌｕｓａｎｔｈｒａｃｉｓｓｔｒ．Ａｍｅｓ（Ｎｏ．ＮＣ＿００３９９７．３）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｗｅｉｈｅｎｓｔｅｐｈａｎｅｎｓｉｓＫＢＡＢ４（Ｎｏ．ＮＣ＿０１０１８４．１）、Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｓｅｕｄｏｍｙｃｏｉｄｅｓＤＳＭ１２４４２（Ｎｏ．ＮＣ＿０００７４５．１）。

通过形态观察、生理生化试验结果及１６ＳｒＤＮＡ的序列
测定分析结果综合分析，鉴定菌株 ＦＨ２为蜡状芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＣ＿００４７２２．１）。

３　结论

本研究从稳定运行的反硝化装置中（ＮＯ－３ －Ｎ浓度为
１８０ｍｇ／Ｌ）通过初筛、复筛，筛选出７株反硝化功能菌。根据
最终脱氮能力优选出代号为ＦＨ２的菌株作为代表菌株，在静
态试验中该菌在 ４００ｍｇ／ＬＮＯ－３ －Ｎ浓度下最终去除率为
１００％，并且对ＮＯ－３ －Ｎ代谢速率快，脱氮过程中基本没有亚
硝酸盐的积累，体现出了很强的脱氮能力。对菌株ＦＨ２进行
了形态观察及生理生化试验，并辅助分子生物学手段进行了

１６ＳｒＤＮＡ的序列测定，结果表明菌株 ＦＨ２为蜡状芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＮＣ＿００４７２２．１）。分
离到的蜡状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）本身的反硝化能力很
强，且具有芽孢的微生物具有很强的抗逆性，在进行生物强化

应用过程中可抵抗外界不良环境、适应性强，易存活，所以该

菌做为菌源进行生物强化反硝化脱氮处理研究具有很好的应

用前景。在后续工作中应进一步研究该优势菌的脱氮特性及

影响因子，为生物强化处理高浓度氨氮废水提供菌源。
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