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摘  要: 利用富集培养的方法从南昌市郊某养鱼塘采样分离出 22株反硝化细菌, 其中 8株反硝化率

较高, 从中选择一株效果最好的作为研究对象, 命名为 HS-N62, 对其生长特性进行了深入研究。结

果表明: 硝酸盐氮初始浓度为 140 mg/L, 菌株 HS-N62 在 12 h 内对硝酸盐氮的去除率可达 96%, 而

且没有亚硝酸盐氮的积累。该菌最适生长温度范围为 30°C−37°C, 最适生长 pH 范围 6.0−8.0, 最适

C/N 比为 10 : 1, 并能利用多种碳源生长。运用正交试验探讨了该菌株最适的反硝化条件。反硝化菌

株 HS-N62 还具有较好的除磷能力, 12 h 除磷率达到 67.7% (初始磷酸盐浓度 57 mg/L)。通过形态学

特性和生理生化分析以及 16S rRNA 基因序列分析, 菌株 HS-N62 与 Pseudomonas sp.亲缘关系最

为接近, 相似性达 99%, 初步鉴定该菌为假单胞菌属(Pseudomonas sp.)。 
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Abstract: Twenty two bacterial strains with a capacity of denitrification were isolated from fish pond, 
of which eight strains have the high rate of denitrification while one strain named HS-N62 has the 
strongest effect of denitrification. The results showed that the denitrifying rate of strain HS-N62 
reached 96% in 12 hours with initial nitrate nitrogen concentration of 140 mg/L and no nitrite nitrogen 
accumulation. The growth rate and characteristics of HS-N62 were further studied, and the results 
showed that the optimum growth temperature ranged from 30°C to 37°C, pH value from 6.0 to 8.0 and 
the optimal C/N ratio 10:1. Meanwhile strain HS-N62 could utilize a variety of carbon sources for 
growth. The most suitable denitrification condition for strain HS-N62 was confirmed by using a series 
of the orthogonal test. This denitrifying strain HS-N62 also has good ability of phosphorus removal, and 
the removal rate within 12 hours was up to 67.7% (at initial phosphate concentration 57 mg/L). Strain 
HS-N62 showed 99% 16S rRNA gene sequence similarity to many Pseudomonas strains. Based on the 
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morphological characteristics, physiological and biochemical characteristics, the strain HS-N62 was 
identified as Pseudomonas sp. 

Keywords: Aerobic denitrification, Isolation and identification, Characteristic research 

 

近十几年来, 我国水产养殖业迅猛发展, 但在

水产养殖过程中的氨、硝酸盐、亚硝酸盐、磷酸盐

等营养元素含量过高所造成的富营养化现象日益严

重, 造成大量鱼虾死亡, 最终导致重大经济损失。因

此, 控制水体中的硝态氮和亚硝态氮成为规模化养

殖成功的关键之一。反硝化是将硝酸盐或亚硝酸盐

还原成 N2O 或 N2 的过程[1]。微生物的反硝化作用是

去除水域和陆地上过量氮素的主要方式, 是全球氮

循环的重要组成部分[2]。传统观点认为: 反硝化细菌

大都是厌氧细菌 , 其反硝化作用在无氧条件下发

生。对好氧反硝化细菌的研究最早开始于 20 世纪

80 年 代 , 随 着 好 氧 反 硝 化 细 菌 副 球 菌 属

(Paracoccus)的首次发现[3], 近年来越来越多的好氧

反硝化细菌被发现。已报道的菌属有假单胞菌属

(Pseudomonas)、产碱菌属(Alcaligenes)、生丝微菌属

(Hyphomicrobium)、克雷伯氏菌属(Klebsiella)、苍白

杆菌属(Ochrobactrum)、戴尔福特属(Delftia)等 50 多

个属都存在好氧反硝化现象 [4−5]。好氧反硝化的发

现, 突破了传统理论的认识, 为生物脱氮技术提供

了一种崭新的思路。 

污水的脱氮处理有物理、化学和生物方法, 由

于生物脱氮更有效和相对价格低廉, 它已被广泛采

用[3]。传统理论认为脱氮必须经过好氧硝化和缺氧

反硝化两个过程, 因此脱氮过程工艺环节多, 处理

成本高。好氧反硝化菌的发现, 意味着硝酸盐氮也

可在有氧情况下转化为氮气, 即硝化反硝化可以在

同一环境下同时进行, 这不仅节约了投资和运行成

本, 也缩短脱氮周期[6]。生物脱氮工艺包括自养和异

养反硝化作用 , 大多数好氧反硝化细菌是异养菌 , 

少数反硝化细菌为自养菌。在生物反硝化处理高氨

氮废水过程中, 碳源的种类与浓度对反硝化的速率

起至关重要的作用, 因此寻找合适的外加碳源并控

制其投加量是实现脱氮目标的关键[7]。本文从常年

养鱼池塘中采样筛选出多株好氧反硝化细菌, 并研

究了其生长条件及其反硝化效率, 将为好氧反硝化

脱氮的实际应用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 
富集培养基(SM, g/L): NaNO3 0.85, 丁二酸钠

2.84, KH2PO4 1.36, MgSO4·7H2O 0.19, 2.00 mL 微量

元素溶液, pH 7.0−7.4。 
反硝化培养基(SC, g/L): NaNO3 0.85, 丁二酸钠 

4.72, 酸水解酪素 5.00, Na2HPO4 7.90, KH2PO4 1.50, 
M g S O 4 · 7 H 2 O  0 . 1 0 ,  2 . 0 0  mL 微 量 元 素 溶 液 ,  

pH 7.0−7.4 。 微 量 元 素 (g/L): CuSO4·5H2O 4.00, 
FeSO4·7H2O 0.70, FeCl3·6H2O 7.00, CoCl3·6H2O 
0.20, NaMO4·2H2O 3.40, CaCl2·2H2O 2.00, pH 7.0[4]。 

BTB 培养基(g/L): 丁二酸钠 4.72, NaNO3 0.85, 
KH2PO4 1.00, FeSO4·7H2O 0.20, MgSO4·7H2O 0.10, 
琼脂 15.00, pH 7.0[4]。 

聚 磷 培 养 基 (g/L): 葡 萄 糖 10.00, CaCl2·2H2O 
0.20, MgSO4·7H2O 0.50, (NH4)2SO4 2.00, KH2PO4 
0.25, pH 7.0。 

1.2  富集培养和菌种分离 
从常年养鱼池塘中采集水样, 将 1 mL 样品加入

装有 100 mL SM 的 500 mL 锥形瓶中, 30°C 静置培

养 3−4 d, 待培养基浑浊; 取 10 mL 菌悬液于 100 mL

新鲜 SM 培养基中培养, 富集培养 5−6 次。将最后

得到的菌悬液稀释涂布于 BTB 培养基, 置 30°C 培

养 1−2 d; 用接种环挑取不同形态单菌落于新鲜的

SM 中振荡过夜(30°C)。重复划线培养 2−3 次, 直至

平板菌落形态单一, 无其他形态的菌落为止[8]。 

1.3  菌体形态和生理生化鉴定 
取适当稀释的反硝化细菌纯培养液涂平板, 置

30°C 培养。待长出菌落后, 观察菌落的大小、颜色

等特征。采用革兰氏染色, 观察其个体形态。细菌

生理生化鉴定根据《常见细菌系统鉴定手册》进行

鉴定[9]。 

1.4  16S rRNA 基因 PCR 扩增与序列分析 
提 取 菌 株 HS-N62 基 因 组 DNA 为 模 板 ,  

16S rRNA 基因 PCR 反应引物为通用引物, 即正向

引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′), 反

向 引 物 1492R (5′-GATTACCTTGTTACGACTT-3′) 
(上海基康公司合成)。PCR 反应体系(25 μL): 2.5 μL 
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10 × PCR 缓冲液, 3.5 μL MgCl2 (3 mmol/L), 0.5 μL 
模板 DNA, 正反向引物各 0.5 μL, 1 μL dNTPs, 0.5 μL 

Taq polymerase, 16 μL 超纯水。PCR 扩增条件 : 
94°C 5 min; 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 1.5 min, 30 个

循环; 72°C 10 min[6,8]。PCR 产物采用纯化试剂盒纯

化, 测序由北京三博远志公司完成。测序结果提交

GenBank 进行 BLAST 比对。 

1.5  反硝化能力的测定 
挑取单菌落于 SC 培养基中过夜培养, 按 1%的

接种量接种到装有 100 mL SC 培养基的 500 mL 锥

形瓶中, 30°C、120 r/min 培养 12 h, 每隔一定时间取

样, 测定培养基中剩余的 c (NO3
−)、c (NO2

−)和 c 
(NH4

+), 计算其去除率。总氮的测定采用过硫酸钾紫

外分光光度法, 硝酸盐氮测定采用磺酸 Brucine 光

度法; 亚硝酸盐氮测定采用 N-(1-萘基)-乙二胺光度

法; 氨氮的测定采用纳氏试剂分光光度法[10]。菌体

量采用比浊法, 即用分光光度计测定微生物悬浮液

的光密度 OD600。 

1.6  正交法测定不同条件下的硝酸盐去除能力 
采用 L9(34)正交表, 按 4 因素 3 水平进行正交试

验设计, 考虑温度、pH、C/N 和不同碳源, 分别测

定 12 h 和 24 h 时 SC 培养基中剩余的 c (NO3
−), 计

算其去除率[11]。 

1.7  菌株 NO3
−和 NO2

−耐受度检测 
配制不同浓度的以 NaNO3 为唯一氮源的培养

基 , 使 NO3
−的最终浓度为 20、50、100、150 和

200 mmol/L。再以 NaNO2 代替 NaNO3 为唯一氮源, 
使 NO2

−的最终浓度为 5、10、20、50 和 100 mmol/L。

在最优的条件下培养, 分别测定 24 h 和 48 h 时 SC
培养基中剩余的 c (NO3

−), 计算其去除率[11]。 

1.8  菌株聚磷能力的测定 
菌株培养方法同 1.5, 磷酸盐的测定采用钼酸

铵分光光度法[12], 并计算其除磷率。 

2  结果与分析 

2.1  反硝化菌株的筛选与初步鉴定 
从常年养鱼的池塘采样分离筛选出 22 株反硝

化细菌, 其中 8 株反硝化率较高, 从中选择效果最

好的一株作为研究对象, 命名为 HS-N62。该菌菌落

较小, 圆形、整齐、隆起, 乳白色, 色泽一致, 且质

地均匀。革兰氏染色呈阴性(G−)。观察该菌呈杆状

或棍棒状, 2 µm−3 µm。 

菌株 HS-N62 的 16S rRNA 基因 PCR 扩增在

1500 bp 处有特异性条带, 对其序列测序并将该序列

结果提交 GenBank, 其登录号为: HM543464。该序

列在 GenBank 数据库中通过 BLAST 方法比对, 结

果表明该菌株与多株 Pseudomonas sp.相似性达 99% 

以上。结合菌株的形态学和生理生化鉴定可初步确

定 HS-N62 菌株为假单胞菌属(Pseudomonas sp.)。 

2.2  菌 株 HS-N62 反 硝 化 能 力 的 测 定 和

NO3
−/NO2

−耐受度检测 
测定菌体光密度 OD600, 菌株 HS-N62 在 SC 培

养基中 6 h 达到对数期, 12 h 达到稳定期, 反硝化作

用主要发生在菌株生长的对数生长期至稳定期(图

1A)。在好氧条件下, 菌株 HS-N62 使 SC 培养中的

初始 140 mg/L 总氮在 12 h 去除率达到 65.9%。

菌株 HS-N62 在 12 h 硝酸盐氮由 140 mg/L 降至

5.46 mg/L, 去除率达 96%, 该菌在反硝化过程中有

亚硝酸盐的产生, 亚硝酸盐氮的产生量在 9 h 达到

最高, 为 89.4 mg/L, 但随着菌体进入稳定期, 亚硝

 

 

图 1  菌株 HS-N62 的生长(A)和反硝化能力测定(B) 
Fig. 1  Growth (A) and denitrifying capability (B) of strain HS-N62 
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酸盐氮的积累量减少, 12 h 减少为 5.4 mg/L, 24 h 时

完全消失, 这是由于硝酸盐氮先被还原为亚硝酸盐

氮, 亚硝酸盐氮再逐步被还原为氮气。SC 培养基中

氨氮的初始浓度为 20 mg/L, 在培养过程中也有少

量的氨氮产生, 在 9 h 达到最高, 为 57.13 mg/L, 之

后就呈下降的趋势。SC 培养基的初始 pH 为 7.4, 培

养 12 h 后上升到 8.2, 可能是碳源丁二酸钠的代谢产

物呈碱性(图 1B)。 
菌 株 HS-N62 在 NO3

−浓 度 为 20 mmol/L 

(280 mg/L)时硝态氮 24 h 去除率仍然能达到 100%, 

在 100 mmol/L (NO3
−-N: 1400 mg/L, 碳源丁二酸

钠浓度仍为 4.72 g/L)时去除率大于 60% (图 2A)。

菌株 HS-N62 对亚硝酸盐的去除如图 2B 所示 , 该

菌能以亚硝酸钠为唯一氮源生长并能转化 NO2
−, 

在 5 mmol/L 和 10 mmol/L 时 24 h 能完全转化, 当亚

硝酸盐氮浓度大于 50 mmol/L 时抑制菌株 HS-N62

反硝化作用。 

2.3  菌株 HS-N62 反硝化最适条件的确定 
运用正交试验法, 设计不同组合(表 1) , 对菌株

HS-N62 在不同条件下反硝化能力进行了测定并做

极差分析。通过对实验结果极差分析, 按照极差决

定因素影响菌株 HS-N62 反硝化能力的主次顺序为: 

A (温度) > B (pH) > D (碳源) >C (C/N)。菌株 HS-N62

的最佳组合为 A3B2C2D2, 即利用丁二酸钠为碳源, 
C/N 为 10 : 1, pH 7.0, 35°C。多因素实验与各单因素

实验结果基本一致。 
 

       

图 2  NO3
− (A)和 NO2

− (B)的浓度对菌株 HS-N62 反硝化作用的影响 
Fig. 2  Effect of NO3

− (A) and NO2
− (B) on denitrification of strain HS-N62 

 
表 1  菌株 HS-N62 的正交试验结果 

Table 1  The results of orthogonal experiment of strain HS-N62 
试验号 

No. of tested 
因素 

Factor 
NO3

−去除率 
Removal efficiency of NO3

− (%) 
菌株生长量 

Strain growth (OD600) 
 A (Temperature) B (pH) C (C/N) D (Carbon source) 12 h 24 h 12 h 24 h 

1 25°C 6.0  8 : 1 葡萄糖 50.32 66.19 0.82 1.21 

2 25°C 7.0 10 : 1 丁二酸钠 75.08 100 1.35 1.75 

3 25°C 8.0 13 : 1 甲醇 49.68 70.95 0.80 1.29 

4 30°C 6.0 10 : 1 甲醇 72.54 86.82 1.34 1.68 

5 30°C 7.0 13 : 1 葡萄糖 89.27 100 1.81 1.73 

6 30°C 8.0  8 : 1 丁二酸钠 81.92 100 1.88 1.65 

7 35°C 6.0 13 : 1 丁二酸钠 78.72 100 1.77 1.62 

8 35°C 7.0  8 : 1 甲醇 100 100 1.91 1.75 

9 35°C 8.0 10 : 1 葡萄糖 93.6 97.36 1.88 1.73 

T1 58.36 (79.05) 67.20 (84.34) 77.41 (88.73) 77.73 (87.85)   

T2 81.24 (95.61) 88.17 (100) 80.41 (94.73) 78.57 (100)   

T3 90.77 (99.12) 75.07 (89.44) 72.56 (90.32) 74.04 (85.92)   

R 32.41 (20.07) 20.97 (15.55) 7.85 (6.00) 4.50 (14.08)   

注: 括号内为 24 h 的硝酸盐氮去除率(%). T1、T2、T3 分别为各试验水平下平均硝酸盐氮去除率. R 为 T1、T2、T3 三者极差. 
Note: This is the removal rate of nitrate nitrogen at 24 h in the brackets (%). T1, T2 and T3 are average removal rate at different test condition 
respectively. R is the sample range of T1, T2 and T3. 
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菌 株 HS-N62 在 20°C−37°C 均 能 生 长 , 在

30°C−37°C 时生长状态和硝态氮去除率较好, 并且

没有亚硝酸氮的积累。HS-N62 生长 pH 范围较宽, 

在 pH 5.0−10.0 时都能生长, 在 pH 6.0−9.0 生长状态

和反硝化率较好。菌株 HS-N62 在不同的碳氮比的

情况下都有较高的反硝化率, 碳氮比为 5−15 时, 硝

态氮的去除率在 24 h 都能完全降解, 甚至在碳氮比

为 30 : 1 的情况下也有较高的反硝化率。Kim 等[13]

分离的菌株 Pseudomonas putida AD-21 在 C/N 为 8

时有较高硝酸盐去除率, 但在 C/N 为 10 时硝酸盐去

除率明显下降。碳源对菌株 HS-N62 反硝化能力的

影响如图 3 所示。不同碳源利用实验表明: HS-N62

能利用不同的碳源, 但不同碳源种类对菌株反硝化

能力有明显影响, 在葡萄糖、乳糖、蔗糖、甲醇和

甘油为碳源的培养基中, 与以丁二酸钠为碳源相比

较, 菌体的生长量和硝酸盐氮去除率几乎相当, 培

养基中总氮的去除率也都在 60%−70%, 其余的氮主

要被微生物生长利用。 
 

 

图 3  不同碳源对菌株 HS-N62 反硝化作用的影响 
Fig. 3  Denitrification activity of stain HS-N62 under dif-
ferent carbon source 
注: 1: 葡萄糖; 2: 乳糖; 3: 蔗糖; 4: 甲醇; 5: 甘油; 6: 三水乙

酸钠; 7: 柠檬酸三钠; 8: 酒石酸钾钠; 9: 淀粉; 10: 丁二酸钠 . 
Note: 1: Glucose; 2: Lactose; 3: Sucrose; 4: Methanol; 5: Glycerol; 
6: Sodium acetate trihydrate; 7: Trisodium citrate dehydrate; 8: 
Seignette salt; 9: Starch; 10: Sodium succinate dibasic hexahydrate.  
 

2.4  菌株 HS-N62 聚磷能力的测定 
菌株 HS-N62 在富磷培养基中培养 12 h, 磷酸

盐由 57 mg/L 降至 18.38 mg/L, 除磷率为 67.7%, 其

除磷能力主要发生在对数期至稳定期之间(图 4)。在

24 h 后培养基中的磷酸盐浓度有所升高, 说明反硝

化菌株将摄取的磷酸盐有少量的释放出细胞。异染

颗粒染色实验表明菌体存在异染颗粒, 表明该反硝

化菌具有较好的聚磷能力。在污水的脱氮除磷上具

有良好的应用前景。 
 

 

图 4  菌株 HS-N62 生长和磷酸盐吸收曲线 
Fig. 4  Growth and phosphate- uptake curve of stain HS-N62 

3  讨论 

本研究从常年养鱼的池塘中采样, 以丁二酸钠

为碳源的反硝化培养基在好氧条件下进行富集分

离, 得到一株反硝化能力较高的菌株 HS-N62, 实验

证实菌株 HS-N62 在好氧条件下具有高效反硝化率。

在 12 h 内, 菌株 HS-N62 能够将 140 mg/L 硝酸盐氮

降至 5.46 mg/L, 降解率达 96%, 在硝酸盐氮去除

过程中没有亚硝酸盐和氨氮的积累。12 h 内总氮的

去除率达到 65.9%, 其余的氮被微生物生长利用。

与已报道的同类反硝化细菌相比, 菌株 HS-N62 反

硝化能力较强。詹吉东等[14]筛选的菌株 ADZ1 需要

48 h 才能将培养基中近 35 mg/L 硝酸盐的氮去除

93.1%。本文报道的反硝化菌 HS-N62 能够耐受高

浓 度 的 硝 酸 盐 , 在 硝 酸 盐 氮 浓 度 为 20 mmol/L 
(280 mg/L)时能 24 h 完全转化; 在硝酸盐氮浓度高

达 100 mmol/L (1400 mg/L)时 24 h 的硝态氮去除率

仍能达到 60%。朱晓宇等[15]报道的两株反硝化菌假

产碱假单胞菌(Pseudomonas pseudoalcaligenes)和假

单胞菌属门多萨菌(P. mendocina)能够耐受 280 mg/L
的硝酸盐氮浓度, 与之相比菌株 HS-N62 具有更高

的硝酸盐耐受度。 
菌株 HS-N62 能以亚硝酸盐氮为唯一氮源进行

生长且有较好的去除亚硝酸盐氮能力, 在亚硝酸盐

氮浓度为 10 mmol/L (140 mg/L)时 24 h 能完全降解。

水产养殖水体中的氮素污染主要是亚硝态氮、氨氮

和饵料残余蛋白质, 由于菌株 HS-N62 是从养鱼塘
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中分离 , 所以该菌在水产养殖水体中具有良好的

应用前景。该反硝化菌株在脱氮的同时, 兼具一定

的除磷能力, 在磷酸盐浓度为 57 mg/L 时 12 h 除磷

率达到 67.7%, 在废水脱氮除磷上具有良好的应用

前景。 

反 硝 化 菌 的 硝 酸 盐 还 原 酶 (NaR) 有 两 种 形

式, 分别为膜结合硝酸盐还原酶和周质硝酸盐还 原

酶[16]。亚硝酸盐还原酶(NiR)也有两种形式, 分别为

测定 cd1 细胞色素型 (cdl-NiR), 一种是铜结合型

(Cu-NiR)[17]。高效好氧反硝化菌 HS-N62 的硝酸还

原酶和亚硝酸还原酶作用的形式和机制有待于进一

步研究。2010 年 Li 等人的最新研究表明在反硝化

条件下有些微生物能够降解苯、萘及喹啉等不同化

合物[18−19], 但在反硝化条件下微生物能否降解含氮

农药是一个值得深入探讨的问题。 
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