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反硝化菌株ＧＷ１的筛选及特性研究
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摘 　 要：研究利用反硝化培养基，从实验室厌氧反硝化颗粒污泥中分离、筛选出１株反硝化优势菌
株ＧＷ１，通过１６ＳｒＤＮＡ序列分析对其初步鉴定，并研究了温度、ｐＨ值、碳源、碳氮比和硝酸盐氮
质量浓度对菌株ＧＷ１反硝化特性的影响。研究结果表明，菌株 ＧＷ１的１６ＳｒＤＮＡ基因序列与

Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ　ｖｅｒｓｕｔｕｓ有最大相似性，达到９９．９％，Ｇｅｎｅｂａｎｋ登录序列号为ＧＵ１１１５７０；分离菌株呈
革兰氏阳性；最佳反硝化条件：丁二酸钠为碳源，温度为３５～４０℃，ｐＨ值为７．０～８．０，建议工程
应用碳氮比为３∶１（质量比）。该菌株特性的研究为解决反硝化速率过慢问题提供了技术支持。
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　　 近年来，含氮工业废水的大量排放及农业氮肥的过量施用，导致硝酸盐污染广泛存在于地下水及地表
水中。在饮用水中，硝酸盐氮及其衍生产物具有致病、致癌作用而影响人类健康；含氮废水进入水体可引起受
纳水体的富营养化［１－２］。硝酸盐氮污染已成为许多国家和地区所面临的一个重要环境问题［３－５］。目前国内外对
含硝酸盐氮废水的处理方法主要可分为物化法和生物法２大类。物化法如离子交换法和反渗透膜法等，这些
方法运行费用高且会产生二次污染，使其在处理废水的实际应用中具有一定局限性［６－８］。生物脱氮技术解决
了物化法中运行费用较高的问题，而且不会造成二次污染。传统生物脱氮技术主要包括硝化和反硝化２个过



程，其中反硝化作用在厌氧或兼氧条件下进行，是脱氮作用的限速步骤。因此提高反硝化过程速率成为目前
生物脱氮研究的热点之一。而培养和筛选高效反硝化菌（群）是解决此问题的有效途径［９－１１］。
本研究从定向驯化的厌氧反硝化颗粒污泥中分离出１株高效反硝化菌株，通过１６ＳｒＤＮＡ序列分析对菌

株进行鉴定，并考察温度、ｐＨ值、碳源、碳氮比和硝酸盐氮质量浓度对反硝化特性的影响，为其在含氮废水
处理中的实际应用提供理论支持。

１　 材料与方法

１．１　 污泥来源
所用厌氧反硝化颗粒污泥，是由某淀粉厂ＵＡＳＢ厌氧反应器颗粒污泥经过实验室定向反硝化驯化后得

到的。

１．２　 培养基

１）分离培养基为溴百里酚蓝富集培养基［１２］：ＫＮＯ３（１ｇ／Ｌ），ＫＨ２ＰＯ４（１ｇ／Ｌ），ＦｅＣｌ２·６Ｈ２Ｏ（０．５ｇ／Ｌ），

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（１ｇ／Ｌ），ＣａＣｌ２·７Ｈ２Ｏ（０．２ｍｇ／Ｌ），琥珀酸钠（８．５ｇ／Ｌ），琼脂（２０ｇ／Ｌ），１ｍＬ质量分数为

１０％ 的溴百里酚蓝（１５ｇ／Ｌ），用１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ或 ＨＣｌ调节ｐＨ值至７．０，于１２１℃ 灭菌２５ｍｉｎ。

２）富集培养基：丁二酸钠（１．４４７ｇ／Ｌ），ＮａＮＯ３（１．２１４ｇ／Ｌ），ＫＨ２ＰＯ４（０．０１３　２ｇ／Ｌ），ＭｇＳＯ４（０．１２
ｇ／Ｌ），酵母粉（０．５ｇ／Ｌ），胰蛋白胨（１．５ｇ／Ｌ）和微量元素（２ｍＬ／Ｌ），用１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ或ＨＣｌ调节ｐＨ值
至７．０，于１２１℃ 灭菌２５ｍｉｎ。

３）反硝化培养基：ＫＨ２ＰＯ４（０．０１３　２ｇ／Ｌ），ＭｇＳＯ４（０．１２ｇ／Ｌ），微量元素（２ｍＬ／Ｌ），ＮａＮＯ３、丁二酸钠
和ｐＨ值根据实验条件而定，用１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ或 ＨＣｌ调节ｐＨ值至７．０，于１２１℃ 灭菌２５ｍｉｎ。

４）微量元素组成：ＥＤＴＡ二钠盐（６３．６８ｍｇ／Ｌ），ＺｎＳＯ４（２．２ｍｇ／Ｌ），ＣａＣｌ２（５．５ｍｇ／Ｌ），ＭｎＳＯ４（４．３２
ｍｇ／Ｌ），ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（５．０ｍｇ／Ｌ），Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ（２．１１ｍｇ／Ｌ），ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ（１．５７ｍｇ／Ｌ）和 ＣｏＣｌ２·

６Ｈ２Ｏ（１．６１ｍｇ／Ｌ）。

１．３　 反硝化菌株ＧＷ１的分离及纯化
从厌氧反硝化颗粒污泥中取出５０ｍＬ泥水混合物，将颗粒污泥研磨后，取１０ｍＬ混合物接种于富集培养

基中。置于空气摇床上，于３５℃，１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，２４ｈ后得到富集菌液，以１０倍浓度梯度逐步进行稀释
一直到原有浓度的１０－８，分别吸取各稀释度菌液０．１ｍＬ至分离培养基平板上，涂布均匀，３０℃ 下在培养箱
中培养３ｄ后，出现显著菌落。挑取培养基上出现蓝色晕圈的単菌菌落作为初筛菌，并将其接种于富集培养
基中扩大培养。将初筛菌按５％ 的接种量（１００ｍＬ液体培养基接种６６０ｍｍ处ＯＤ值为１．０左右的菌液５
ｍＬ，后面液体接种量相同）接种在反硝化培养基中，１２０ｒ／ｍｉｎ，３５℃，培养１５ｈ得到反硝化细菌菌液。

１．４　 反硝化菌株ＧＷ１的形态观察及鉴定
将筛选出的反硝化细菌ＧＷ１接种到反硝化培养基，３５℃，１２０ｒ／ｍｉｎ培养１５ｈ，所得菌液用于革兰氏染

色。同时，从平板上挑取单菌，进行液体培养，提取菌株总ＤＮＡ，并以此为模板，利用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引
物进行ＰＣＲ扩增，将回收产物进行ＤＮＡ测序，将反硝化菌株 ＧＷ１在 Ｇｅｎｅｂａｎｋ进行登记，其序列号为

ＧＵ１１１５７０，序列在Ｇｅｎｅｂａｎｋ上进行同源性比对。

１．５　 反硝化菌株ＧＷ１的反硝化特性研究
在２５０ｍＬ锥形瓶中加入２７０ｍＬ灭菌后的反硝化培养基，按体积比５％接种预配养１５ｈ的接种液，加橡

胶塞密封后放入培养箱。使初始细菌浓度６６０ｎｍ处ＯＤ值控制在０．１左右，考察反硝化菌株ＧＷ１在不同温
度、ｐＨ值、硝酸盐氮质量浓度、碳源和碳氮比下对硝酸盐氮的降解情况，及不同初始硝酸盐氮质量浓度对菌
株的影响，确定反硝化菌株ＧＷ１的最佳降解硝酸盐氮的条件。

１．６　 分析项目及方法

１）菌体生长量测定　微生物浓度采用６６０ｎｍ处ＯＤ值表示，紫外分光光度法测定（上海天美ＵＶ－２６００
紫外分光光度计）。

２）硝酸盐氮质量浓度测定 　 采用紫外分光光度法（上海天美ＵＶ－２６００紫外分光光度计）［１３］。
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２　 结果与讨论

２．１　 反硝化细菌ＧＷ１形态观察和鉴定
从厌氧反硝化颗粒污泥中分离、筛选出的１株优势反硝化菌，在利用丁二酸钠为碳源，水浴恒温３５℃，

培养基ｐＨ值为７．０，初始硝酸盐质量浓度为２３０ｍｇ／Ｌ条件下，６ｈ后硝酸盐去除率为８７％，见图１ａ）。因而
选此菌为考察对象，考察其反硝化特性，并将其命名为ＧＷ１。菌株ＧＷ１的菌落呈白色突起状，表面光滑无褶
皱，其具体外部形态见图１ｂ），将细菌进行革兰氏染色，在显微镜１００倍油镜下观察，ＧＷ１单菌形态见图１ｃ）。

图１　 反硝化细菌菌落形态特征
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｌｏｎｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

ｓｅｐａｒａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ａｎａｅｒｏｂｉｃ　ｄｅｎｉｔｉｆｉ－
ｃａｔｉｏｎ　ｓｌｕｄｇｅ

图１ｃ）表明，菌株ＧＷ１在进行革兰氏染色后呈紫色，为
革兰氏阳性菌；细菌呈球形，为球菌。该细菌１６ＳｒＤＮＡ碱基
数为１　４１６ｂｐ，反硝化菌株ＧＷ１序列（Ｇｅｎｅｂａｎｋ登录序列号
为ＧＵ１１１５７０），与Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ　ｖｅｒｓｕｔｕｓ相似性达到９９．９％，
菌株ＧＷ１为脱氮副球菌，系典型的反硝化细菌。

２．２　 菌株ＧＷ１反硝化特性研究
考虑到影响菌株ＧＷ１反硝化作用的因素，实验分别从温

度、ｐＨ值、硝酸盐氮质量浓度、碳源、碳氮比等方面考察了菌
株ＧＷ１的反硝化特性。

２．２．１　 温度和ｐＨ值对菌株ＧＷ１反硝化作用的影响
温度和ｐＨ值是影响微生物活性的重要因素，对于某一

种特定的微生物，它只能在特定的温度和ｐＨ值条件下进行
生命代谢活动。本实验采用丁二酸钠为碳源、碳氮比为６∶
１（质量比，下同）、初始硝酸盐氮质量浓度为３１０ｍｇ／Ｌ和ｐＨ
值为７．０的反硝化培养基。分别考察了２０，２５，３０，３５，４０，４５，

５０℃ 下菌株ＧＷ１的反硝化特性，反应过程中体系的硝酸盐
氮质量浓度的变化见图２。图２表明，在不同温度下，菌株

ＧＷ１反硝化速率不同，温度为３５℃和４０℃时，菌株ＧＷ１的
硝酸盐氮的降解速率非常快，在反应进行４ｈ后，硝酸盐氮质
量浓度从３１０ｍｇ／Ｌ迅速降到１００ｍｇ／Ｌ以下，温度低于３０℃
后反硝化速率开始减慢，温度为２０℃ 时４ｈ的硝酸盐氮去除
率不到１５％，速率明显降低。反应温度超过４０℃ 后，硝酸盐
氮降解速率变小，这说明高温可能影响了菌株ＧＷ１反硝化酶
的活性，从而使反硝化反应速率降低。实验结果表明，菌株

ＧＷ１反硝化适宜温度范围为３５～４０℃。
采用丁二酸钠为碳源、碳氮比为６∶１的反硝化培养基，分

别考察了ｐＨ 值为５．０，６．０，７．０，７．５，８．０和９．０时对菌株

ＧＷ１反硝化过程中硝酸盐氮质量浓度变化的影响，见图３。图

３表明，在不同ｐＨ值条件下，菌株ＧＷ１的反硝化速率不同。当反应体系ｐＨ值为７．０～８．０时，硝酸盐氮的
降解速率最快。反应进行４ｈ后，硝酸盐氮质量浓度从３１０ｍｇ／Ｌ迅速降到８０ｍｇ／Ｌ左右。当反应体系ｐＨ值
低于７．０时，细菌反硝化速率明显降低，ｐＨ值在５．０时反应体系硝酸盐不降解，ｐＨ值在９．０时反硝化速率略
有降低。因此，菌株ＧＷ１反硝化过程中适宜ｐＨ值范围为７．０～８．０。

２．２．２　 硝酸盐氮质量浓度对菌株ＧＷ１反硝化速率的影响
采用丁二酸钠为碳源、碳氮比为６∶１，温度为３８℃，ｐＨ值为７．０的反硝化培养基，分别考察了初始硝酸

盐氮质量浓度为１００，２００，３００，４００，５００，６００，８００ｍｇ／Ｌ对菌株ＧＷ１反硝化速率的影响，见图４。
图４表明，硝酸盐氮质量浓度为８００ｍｇ／Ｌ时，在反应开始后的２ｈ，体系反硝化速率很低，说明高质量浓

度的硝酸盐氮对反硝化细菌造成一定抑制，随后细菌适应后，系统反硝化速率加快。硝酸盐氮质量浓度较高
时，反硝化反应速率较低，可能是因为硝酸盐氮质量浓度过高影响反硝化细菌细胞渗透压和其他生命活动，
反硝化酶活动不能正常发挥功能，经过驯化适应后，反硝化速率得以正常进行。
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　　 硝酸盐氮质量浓度与反硝化速率常数的关系曲线，见图５。图５表明，在实验所选的硝酸盐氮质量浓度
（１００～６００ｍｇ／Ｌ）下基质浓度为限制反硝化速率的主要影响因素，降解方程符合一级反应动力学。

２．２．３　 碳源对菌株ＧＷ１反硝化作用的影响
生物反硝化过程中，碳源的种类对微生物的反硝化速率起着关键的作用。本实验采用碳氮比为６∶１、初

始硝酸盐氮质量浓度为２００ｍｇ／Ｌ、温度为３８℃ 和ｐＨ值为７．０的反硝化培养基，分别考察了以蔗糖、乳糖、

柠檬酸钠、丁二酸钠、葡萄糖、甲醇和混合碳源（酵母粉、胰蛋白胨）为碳源时，对菌株ＧＷ１的反硝化作用的
影响。不同碳源下反硝化体系硝酸盐氮质量浓度变化见图６。

图６表明，不同碳源对ＧＷ１反硝化作用影响不同，丁二酸钠为碳源时细菌反硝化速率最高，５ｈ硝酸盐
氮降解率达９４．２％。柠檬酸钠为碳源时硝酸盐氮降解缓慢，因此，柠檬酸钠最不适合作为碳源。
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２．２．４　 碳氮比对菌株ＧＷ１反硝化作用的影响
采用丁二酸钠为碳源，温度为３８℃，ｐＨ值为７．０的反硝化培养基。分别考察了碳氮比为１∶１，２∶１，

３∶１，４∶１，６∶１，８∶１和１０∶１时，对细菌ＧＷ１反硝化的影响，见图７。

图７表明，低碳氮比时，细菌反硝化速率较低，而且由于碳源不足，不能将所有的硝酸盐还原。碳氮比越
大，细菌反硝化速率越高，当碳氮比达到３时，硝酸盐氮降解基本完全。当碳氮比达到６∶１时，细菌反硝化速
率达到最大，再增加碳氮比对菌株ＧＷ１的反硝化速率影响较小。因此菌株ＧＷ１反硝化过程中的最适宜碳氮
比为６∶１。但碳氮比高通常会增加反硝化费用，而在６ｈ后碳氮比为３∶１时硝酸盐氮降解也比较完全，而且
反硝化反应速率与碳氮比为６∶１时相差不大，因此建议工程上控制碳氮比为３∶１。

３　 结 　 论

从厌氧反硝化颗粒污泥中，筛选了１株反硝化菌株ＧＷ１，水中初始硝酸盐氮质量浓度为２３０ｍｇ／Ｌ时，

６ｈ硝酸盐氮去除率为８７％，能够有效去除水中硝酸盐氮，通过对菌株 ＧＷ１的形态观察、革兰氏染色、

１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定，并对菌株ＧＷ１反硝化温度、ｐＨ值、碳源、碳氮比和硝酸盐氮质量浓度等影响因素进行
考察，确定出菌株ＧＷ１的最佳反硝化条件。结论如下：

１）ＧＷ１的菌落呈白色、圆形、边缘整齐、纵剖面隆起，革兰氏阳性菌；通过鉴定，确定ＧＷ１与脱氮副球
菌Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ　ｖｅｒｓｕｔｕｓ有最大相似度，菌株ＧＷ１在Ｇｅｎｅｂａｎｋ的登录的序列号为ＧＵ１１１５７０。

２）菌株ＧＷ１的反硝化适宜ｐＨ值范围为７．０～８．０，反应温度为３５～４０℃，最佳碳源为丁二酸钠，以
丁二酸钠为碳源时最适碳氮比为６∶１，为节省费用，建议工程上应用碳氮比为３∶１；在所选的硝酸盐氮质量
浓度条件下，反硝化细菌ＧＷ１能够直接承受的硝酸盐氮质量浓度为６００ｍｇ／Ｌ。
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图５　 椭圆边缘亚像素提取后的结果
Ｆｉｇ．５　Ｓｕｂｐｉｘｅｌ　ｅｄｇｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｌｌｉｐｓｅ

ｅ＝
（Ｘｍ－Ｘｗ）２＋（Ｙｍ－Ｙｗ）２＋（Ｚｍ－Ｚｗ）２槡 ３

。（１９）

计算结果作图如图６所示。由图６可知靶标上圆孔中心
坐标的实际测量误差小于０．０１５ｍｍ，测量结果的标准差为

０．００８　５ｍｍ。说明本文提出的基于空间矩的最小二乘法曲
线拟合椭圆边缘亚像素提取算法具有较高的测量精度。

４　 结 　 语

提出了基于空间矩的最小二乘法曲线拟合亚像素基元

特征提取的新方法，并进行了相关的实验研究，实验结果说
明，提出的基元特征提取方法具有较高的精度。

图６　 椭圆中心坐标偏差
Ｆｉｇ．６　Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｌｌｉｐｓｅ　ｃｅｎｔｅｒ　ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ
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