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　　摘要：目前好氧反硝化菌生物脱氮的研究还处于试验阶段，且主要集中在对高浓度含氮废水的处理方面，对低浓
度含氮污水很难做到深度处理。为解决这一问题，从富营养化的太湖表层水体中筛选３株好氧反硝化菌，经生理生化
性能测定及分子生物学方法鉴定，分别为施氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉ）、不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）、布鲁氏菌
（Ｂｒｕｃｅｌｌａｓｐ．），株系分别命名为 Ｔ１、Ｎ２、ＡＤＢ－７。当碳氮比为９、ｐＨ值为７～９、温度为３０℃、摇床转速为１８０ｒ／ｍｉｎ
时，菌株ＡＤＢ－７的好氧反硝化效率最高。随后研究菌株Ｔ１、Ｎ２、ＡＤＢ－７对人工生活污水及富营养化湖泊水样的氮
素脱除情况。结果表明：２４ｈ内菌株ＡＤＢ－７对人工生活污水中硝态氮、氨态氮的去除率分别达５４．３２％、８３．３６％；菌
株Ｔ１、Ｎ２对富营养化湖泊水样硝态氮、氨态氮脱除效果较好，终浓度分别低于１．０、０．２ｍｇ／Ｌ。由结果可知，菌株
ＡＤＢ－７短期脱氮效果好，而菌株Ｔ１、Ｎ２脱氮效果持久，可将３种菌制作混合微生物菌剂，用于环境水体氮素的脱除。
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　　近年来，随着社会经济的快速发展，工业废水及生活污水
排放量日益增大，湖泊水质环境受到不同程度的污染，富营养

化状况严重［１－２］。水体中的氨态氮、硝态氮都是严重的环境

问题，其中氨态氮对鱼类和其他水生生物具有很强的毒

性［３］，硝态氮能够破坏水生生物的免疫系统［４］。２０多年来，
我国科研工作者在湖泊富营养化的治理控制及氮素去除技术

方面做了深入而广泛的研究，认为利用硝化 －反硝化脱氮是
最行之有效、无２次污染的技术［５］。

传统理念认为，反硝化作用是在无氧或厌氧条件下进行

的。２０世纪８０年代中后期，首个好氧反硝化菌株的发现开
启了人们研究好氧状态下脱氮作用的新领域［３］。好氧反硝

化菌由于具备异养硝化－好氧反硝化能力，使得硝化、反硝化
得以在同一个反应器中进行，且操作简便、运行成本低；同时，

反硝化过程释放的碱可以补偿硝化过程中释放的酸，维持了

体系酸碱度稳定，受到广大研究者的青睐［６－７］。国内外的专

家学者也陆续从自然环境如池塘、底泥、活性污泥等生境中分

离出具有好氧反硝化作用的菌株，如 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ［８］、Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ［９－１０］、Ｂａｃｉｌｌｕｓ［１１］、Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ、Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ［１２］等。

目前国内对于好氧反硝化菌进行生物脱氮的研究基本处

于试验的探索阶段［１３－１４］，分离得到的好氧反硝化菌菌株多用

于对高浓度含氮废水进行脱氮处理［１５］，处理后往往还有一定

浓度的氮素残留，很难做到深度处理。因此，针对低氮浓度污

水进行深度脱氮的研究成为水污染控制工程领域的热点。本

研究从富营养化的太湖水体中筛选出好氧条件下能有效脱氮

的菌株，并在实验室条件下应用该菌株对人工生活污水及富

营养化湖泊水体进行模拟脱氮，以期为富营养化湖泊脱氮的

实际应用提供生物材料和理论依据。

１　材料与方法

１．１　培养基及试剂
富集培养基：１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＮＯ３，２．８４ｇ／Ｌ琥珀酸钠，

０．２７ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４，１．３６ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，０．１９ｇ／ＬＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ，１ｍＬ／Ｌ微量元素母液

［１６］，用去离子水补至相应体积，

调节ｐＨ值至７．２，于 １２１℃ 灭菌２０ｍｉｎ。
反硝化培养基：６．７７ｇ／Ｌ柠檬酸三钠，２．０ｇ／ＬＫＮＯ３，

０．２ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１．０ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，２ｍＬ／Ｌ微量元素母
液，用去离子水补至相应体积，调节 ｐＨ值至 ７．０～７．５，于
１２１℃ 灭菌２０ｍｉｎ。

溴百里酚蓝（ＢｒｏｍｏｔｈｙｍｏｌＢｌｕｅ，ＢＴＢ）琼脂平板：２０ｇ／Ｌ
琼脂，１ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，１ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．５ｇ／ＬＦｅＣｌ２·
６Ｈ２Ｏ，８．５ｇ／Ｌ琥珀酸钠，１ｍＬ／ＬＢＴＢ（１％溶于乙醇），用去
离子水补至相应体积，０．１５ｇ／ＬＣａＣｌ２调节 ｐＨ值至 ７．０～
７３，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

半固体ＢＴＢ培养基：含１０ｇ／Ｌ琼脂，其余成分同 ＢＴＢ琼
脂平板。

人工生活废水：取校园生活污水，适当添加不同量的葡萄

糖、ＫＮＯ３、ＮＨ４Ｃｌ以及微量元素母液
［１６］后作为试验用水。

１．２　好氧反硝化菌的分离
分别于江苏省无锡市太湖梅梁湾、贡湖湾及湖心等水域

取表层水样１００ｍＬ，加入２５０ｍＬ三角烧瓶中，在磁力恒温搅
拌下，周期性加入少量（０．５ｍＬ／ｈ）富集培养基，于３０℃富集
培养 ２４ｈ后取 １ｍＬ，分别稀释至 １０－１、１０－２、１０－３、１０－４、
１０－５、１０－６、１０－７、１０－８、１０－９浓度梯度，再分别涂布ＢＴＢ平板。
由于反硝化是产碱过程，可使酸碱指示剂 ＢＴＢ变蓝，因此待
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长出单菌落后，挑取边界清晰、形态差异明显的蓝色单菌落，

穿刺接种至半固体 ＢＴＢ培养基，选取培养基顶部颜色变蓝且
培养基中有气泡产生（反硝化产物 Ｎ２、ＮＯ或 Ｎ２Ｏ）或培养基
发生破裂的菌株为好氧反硝化阳性菌株。挑选好氧反硝化速

率最高的３株菌，分别命名为Ｔ１、Ｎ２、ＡＤＢ－７。
１．３　菌株的形态学观察

对菌株Ｔ１、Ｎ２、ＡＤＢ－７进行革兰氏染色，用光学显微镜
及扫描电镜观察细胞形态，观察菌株是否形成菌膜、菌环，是

否有运动性等，并观察菌落形态。

１．４　菌株的分子生物学鉴定
以菌株Ｔ１、Ｎ２、ＡＤＢ－７的基因组ＤＮＡ为模板，采用细菌

通用引物２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ（Ａ／Ｃ）ＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）、
１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）扩增 １６ＳｒＤＮＡ
序列。反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ５０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃
９０ｓ，共３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经纯化后由生工
生物工程（上海）股份有限公司测序，测序结果通过 ＧｅｎＢａｎｋ
ＢＬＡＳＴ进行比对，并用ＭＥＧＡ４［１７］软件构建系统进化树。
１．５　菌株生长曲线的测定

取培养１６ｈ的菌悬液于８０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，用灭菌
水洗涤２次后进行接种。２５０ｍＬ三角瓶装１００ｍＬ反硝化培
养基，以１％接种量于３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养，每２ｈ
取样，测定菌体生物量（Ｄ６００ｎｍ），绘制生长曲线。
１．６　不同条件对菌株ＡＤＢ－７好氧反硝化能力的影响

以菌株ＡＤＢ－７为代表菌株，采用２５０ｍＬ三角瓶作为反
应容器，在恒温摇床条件下分别测定不同 ｐＨ值、温度、碳氮
比（Ｃ／Ｎ）和溶解氧条件下菌株对反硝化培养基氮素的脱除效
果。为控制溶解氧的不同，ｐＨ值分别取５、７、９，温度分别设
为２０、３０、３７℃，搅拌器转速分别设为 １００、１２０、１８０ｒ／ｍｉｎ。
分别在碳氮比为３、６、９时，测定菌株反硝化作用的强度。
１．７　菌株低浓度氮素去除试验

配制人工生活污水，使硝态氮、氨态氮浓度各为 ２５～
３０ｍｇ／Ｌ。试验装置如图１所示，反应器容积为５Ｌ，试验在室
温下进行。取培养１６ｈ的菌悬液１０００ｍＬ，按上述方法离心
后加入水样中，进水后启动搅拌装置进行有氧反应 ２３ｈ，静
止沉降１ｈ后排水，取样并测定硝态氮、氨态氮的含量。

１．８　富营养化湖水氮素去除试验
将取自江苏省无锡市太湖梅梁湾水样过滤、去除杂质后，

加入到上述反应器中。每隔１个反应周期（２３ｈ反应 ＋１ｈ
沉降）取样，测定各形态氮的含量。

１．９　检测方法
水样经０．４５μｍ滤膜过滤后进行硝态氮、氨态氮含量的

测定，硝态氮采用紫外分光光度法测定；氨态氮采用纳氏试剂

光度法测定。

２　结果与分析

２．１　好氧反硝化菌的分离
经过富集培养、ＢＴＢ平板涂布共获取４８株具有好氧反硝

化能力的菌株。经半固体 ＢＴＢ穿刺培养复筛后选取如图２
中间试管的，培养基顶部变蓝（产碱）且有气泡产生（产气）的

菌株为阳性菌株［１８］，其中菌株Ｔ１、Ｎ２、ＡＤＢ－７在较短时间内
具有较强的反硝化作用。

２．２　好氧反硝化菌的的形态学观察
由图３可知，３个菌株均为无芽孢、无鞭毛的杆状细菌，

为革兰氏阳性；菌落呈乳白色或鹅黄色、不透明圆形。其他细

胞形态和菌落形态具体指标见表１。

２．３　菌株的分子生物学鉴定
菌株Ｔ１、Ｎ２、ＡＤＢ－７的总 ＤＮＡ经 ＰＣＲ扩增后得到１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为 ＨＱ６３４２６０、ＫＣ７８２８５６、
ＫＣ７８２８５７）。序列经在线 ＢＬＡＳＴ，与 ＧｅｎＢａｎｋ中的施氏假单
胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉ）（登录号 ＡＢ０９６２６１）、不动杆菌
（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）２Ｃ４８（登录号 ＪＮ２２８３０６）、布鲁氏菌（Ｂｒｕ
ｃｅｌｌａｓｐ．）ＤＭＡ（登录号 ＤＱ５１３３２３）１６ＳｒＤＮＡ序列有９９％ ～
１００％相似性。由图４可知，３株菌分别为Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉ
ｓｔｒａｉｎＴ１、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．ｓｔｒａｉｎＮ２、Ｂｒｕｃｅｌｌａｓｐ．ｓｔｒａｉｎＡＤＢ－７。
２．４　菌株的生长曲线

如图５所示，菌株Ｎ２、ＡＤＢ－７生长曲线差异不大，０～６ｈ
一直处于生长平缓期，该菌株对于此培养基需要较长的适应

时间；在６～２４ｈ处于菌株的对数生长期，此时菌株数量明显
增加；２６～３０ｈ，菌株处于生长稳定期，能够达到稳定地生长；
此后培养基的营养成分耗尽，菌体进入衰亡期。菌株Ｔ１的生
物量较同时期的菌株Ｎ２、ＡＤＢ－７高，且培养４ｈ后菌株即进
入对数生长期，菌体量增长迅速，１８ｈ左右达到平稳期，２４ｈ
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表１　菌株Ｔ１、Ｎ２、ＡＤＢ－７的菌落形态及菌体生理生化与形态特征

菌株

菌落形态 菌体生理生化与形态特征

颜色 大小 形状 边缘 透明度 有无褶皱
是否

易挑起

革兰氏染

色结果
形状 大小

鞭毛染

色结果

荚膜染

色结果

Ｔ１ 乳白 较小 圆形 规则 不透明 － ＋ Ｇ＋ 杆状 （０．５～０．８）μｍ×（１．２～１．７）μｍ － －
Ｎ２ 鹅黄 较大 圆形 不规则 不透明 ＋ ＋ Ｇ＋ 杆状 （０．５～０．８）μｍ×（１．０～２．４）μｍ － －

ＡＤＢ－７ 鹅黄 较大 圆形 不规则 不透明 ＋ － Ｇ＋ 杆状 （０．５～０．６）μｍ×（１．０～２．０）μｍ － －

　　注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性。

后营养成分耗尽，菌体大量死亡。

２．５　不同条件对好氧反硝化效率的影响
由于菌株ＡＤＢ－７前期脱氮效率较高，因此测定不同条

件对该菌株反硝化作用的影响试验。由图６－ａ可见，碳氮比
对菌株的好氧反硝化效率具有较大影响，碳氮比越高，好氧反

硝化效率越高，这是由于该菌株为异养微生物，需要外界环境

为其提供有机物以维持菌体自身生长和代谢［７］；当碳氮比为

９时，菌体脱氮效果良好。酸碱度也是影响好氧反硝化菌进
行反硝化作用的１个重要影响因素［７］。由图６－ｂ可见，在中
性（ｐＨ值 ＝７）、碱性（ｐＨ值 ＝９）环境下，菌株 ＡＤＢ－７的反
硝化作用明显强于酸性条件。此外，温度对菌株的好氧反硝

化作用也有明显影响，温度高于３０℃时，菌株的好氧反硝化
作用明显增强，详见图６－ｃ。但是，由于３０、３７℃条件下二
者效果相差不大，且考虑到环境中的实际温度除夏季外很少

达到３７℃，因此本研究将３０℃定为最适温度，用于后续的研
究。由图６－ｄ可见，通过控制摇床转速来控制反应器的溶解
氧含量，结果发现在摇床转速为１８０ｒ／ｍｉｎ时，菌株反硝化速
率较高，说明该菌株为好氧反硝化菌株，其反硝化作用酶系不

受氧气抑制。

２．６　人工生活废水的氮素去除效果
由表２可见，有氧反应２４ｈ后，水体的氮素浓度均有明

显下降，菌株对于硝态氮的去除率为３５％ ～５４％，而对于氨
态氮的去除率则更高，达到６１％ ～８３％，这是因为微生物会
优先利用氨态氮而非其他形态氮素构建生物量［１９－２０］。乔楠

等通过研究好氧反硝化菌菌株 Ｈ１对硝态氮、氨态氮的利用
情况认为，在碳源充足的情况下，菌株优先利用氨态氮，而对

硝态氮的利用不显著或明显滞后［２１］。因此，菌株 ＡＤＢ－７对
硝态氮的去除效率仍有提高空间，菌株ＡＤＢ－７对硝态氮、氨
态氮的去除效率均较其他２种菌株高。
２．７　富营养化湖泊水样模拟脱氮试验

由图７可见，菌株对水体的硝氮确实存在还原作用。在
前６０ｈ，菌株ＡＤＢ－７去除硝态氮、氨态氮的效率均高于菌株
Ｔ１、Ｎ２，说明菌株ＡＤＢ－７具有快速脱氮的效果，这与人工生
活废水的氮素去除试验结果（２４ｈ内）一致；同时可见，菌株
ＡＤＢ－７对于硝态氮的利用率较高，而对于氨态氮的利用率
较低，说明菌株 ＡＤＢ－７用于构建生物量的氮素并不
多［１９－２０］，因此其生物量的增加并没有菌株Ｔ１、Ｎ２幅度大（图
５）。在６０ｈ后，菌株Ｔ１、Ｎ２的脱氮效果明显增强，且强于菌
株ＡＤＢ－７，硝态氮、氨态氮的终浓度维持在较低水平，分别
低于１．０、０．２ｍｇ／Ｌ。因此，菌株 ＡＤＢ－７快速脱氮效果较
好，而菌株Ｔ１、Ｎ２的脱氮持久性较好，可考虑将三者按照不
同比例做成高效脱氮菌剂，用于环境水体的脱氮处理。

３　结论

从自然水体中分离纯化得到３株好氧反硝化菌菌株，经
鉴定后分别命名为 ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉｓｔｒａｉｎＴ１、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ．ｓｔｒａｉｎＮ２、Ｂｒｕｃｅｌｌａｓｐ．ｓｔｒａｉｎＡＤＢ－７。通过单一因素控制
法，得出菌株ＡＤＢ－７在中性偏碱（ｐＨ值为７～９）、较高温度
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表２　好氧反硝化菌株处理低浓度含氮污水的氮去除效率

菌株

硝态氮 氨态氮

初始浓度

（ｍｇ／Ｌ）
终浓度

（ｍｇ／Ｌ）
去除率

（％）
初始浓度

（ｍｇ／Ｌ）
终浓度

（ｍｇ／Ｌ）
去除率

（％）

Ｔ１ ２８．６０ １５．９６ ４４．１９ ２５．４５ ６．３９ ７４．９０
Ｎ２ ２５．２８ １６．２８ ３５．４０ ２６．７３ １０．２９ ６１．５０

ＡＤＢ－７ ２５．９１ １１．８３ ５４．３２ ２９．０３ ４．８３ ８３．３６

（３０℃）、碳源充足（碳氮比为９）和一定的溶氧量（摇床转速
１８０ｒ／ｍｉｎ）条件下，菌株的氮还原能力达到最优。３株菌均可
在好氧条件下对人工生活污水和富营养化湖泊水样进行硝态

氮和氨态氮的脱除。菌株 ＡＤＢ－７具有快速脱氮的特点，而
菌株Ｔ１、Ｎ２则可持久脱氮。可将３个菌株混合制作微生物
制剂，用于富营养化湖泊的氮素控制。
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考核经济增长速度与经济总量，也要考核经济增长所付出的

资源环境代价。

具体到增减挂钩中考核，可继续依据挂钩周转指标对建

新地块面积、整理复垦耕地面积进行考核，还应增加对增减挂

钩规划的科学性、整理复垦耕地的质量、农民权益保障程度、

城乡用地结构和布局优化情况进行考核。

３．４　完善增减挂钩中地方政府行为约束机制
首先，完善增减挂钩程序，减少地方政府的自由裁量权。

为此，需要细化专项调查、增减挂钩规划编制、安置区建设、拆

迁补偿、整理复垦、挂钩指标出让等增减挂钩各个环节的具体

步骤，并明确各个步骤的要求。同时，增减挂钩整个过程信息

都应及时向社会公开，以接受社会的监督。其次，完善地方政

府行为的监督机制。不仅需要继续发挥上级国土部门的监督

作用，更重要的是建立农民监督渠道，保障农民的知情权、参

与权及监督权，充分发挥农民对地方政府行为的监督作用。

监督重点包括地方政府有无强迫农民参与挂钩、挂钩指标费

用有没有及时足额支付、安置居住点的配套设施有没有及时

高质量建设完成、有没有突破挂钩规模等。再次，健全责任追

究机制。归纳增减挂钩中违法违规行为的种类，明确各种违

法违规行为所受到的惩罚，这种惩罚不仅包括对集体的惩罚，

也应包括对相关责任人的惩罚，以增加违法违规行为的成本。
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［１７］汪　晖，王兰兰，陶　然．土地发展权转移与交易的中国地方试

验———背景、模式、挑战与突破［Ｊ］．城市规划，２０１１，３５（７）：９－
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能的影响因素［Ｊ］．化工进展，２０１２，３１（１２）：２７９７－２８００．
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