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一株脱氮细菌鉴定及其效果研究
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摘 要 针对传统人工湿地治理污染河湖水工艺中存在的脱氮效率低、环境安全性差等问题，从污水处理厂

生化池污泥中分离纯化获得菌株 TY( CGMCC1． 18865，该菌种已于 2020 年在中国普通微生物菌种保藏中心入

库) ，通过配水试验，验证菌株脱氮特性，并进一步以火山岩为填料，采用湿地模拟系统装置对比附配 TY 菌的

湿地系统与传统湿地系统对污染水体的脱氮效果的差异; 通过 16S rＲNA 基因序列分析，鉴定获得的菌株 TY，

同时对其表现出的反硝化作用进行分析研究。结果表明: 分离获得的 TY 菌株为假单胞菌属( Pseudomonas
sp． ) ，配水试验中对氨氮和总氮的去除率分别为 84． 2%和 93． 6%。通过对模拟湿地系统出水氨氮、总氮和化

学需氧量( COD) 监测，发现 30 d 平均去除率分别可提升至 94． 3%、88． 0% 和 82． 3%，较传统湿地分别提高

27. 9%、28． 8%和 7． 3%。研究表明，TY 菌脱氮过程中有少量的硝态氮和亚硝态氮的积累，可降低对环境的不

利影响、有利于脱氮反应连续进行，从而提高人工湿地脱氮效率，具有进一步探究的前景。
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Abstract In order to solve the problems of low efficiency of nitrogen removal and poor environmental safety in the
traditional constructed wetlands for treating polluted water． The strain TY was isolated and purified from sludge in bio-
chemical treatment plant of sewage treatment plant ( CGMCC1． 18865． The strain was put into storage in China Gener-
al Microbiological Culture Collection Center in 2020) ，through the water distribution test，the denitrification charac-
teristics of the strain were verified，and the volcanic rock was used as the wetland filler，and the wetland simulation
system with volcanic rock as filler was used to compare the denitrification effect between the wetland system with TY
bacteria and the traditional wetland system; TY strain was identified by 16S rＲNA gene sequence analysis，and its
denitrification was analyzed and studied． The results showed that the isolated TY bacteria were Pseudomonas sp． ，and
the removal rates of ammonia nitrogen and total nitrogen in water distribution test were 84． 2% and 93． 6% ． Through
the monitoring of ammonia nitrogen，total nitrogen and chemical oxygen demand ( COD) in the effluent of the simula-
ted wetland system，it is found that the average removal rate in 30 days can increase to 94． 3%，88． 0% and 82． 3%，

which is 27． 9%，28． 8% and 7． 3% higher than those of the traditional wetland． The research showed that there was
a small amount of nitrate and nitrite accumulation in the denitrification process of TY bacteria，which can reduce the
adverse impact on the environment and facilitate the continuous denitrification reaction，so as to improve the denitrifi-
cation efficiency of constructed wetland，which has the prospect of further exploration．
Keywords constructed wetland; denitrifying strain; Pseudomonas; denitrification; denitrifying bacteria
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传统的脱氮理论认为脱氮反应严格地区分为

好氧阶段和厌 /缺氧阶段。其中，好氧阶段由自养

硝化细菌将氨氮氧化为亚硝态氮和硝态氮，厌 /缺
氧阶段由反硝化细菌将亚硝态氮和硝态氮反硝化

为气态氮脱除［1］。然而在 1972 年，Verstraete 等

分离出第一株异养硝化菌( Arthrobacter sp． ) ［2］，而

后多 位 研 究 学 者 筛 选 出 芽 胞 杆 菌 属 ( Bacillus
sp． ) 、副 球 菌 属 ( Paracoccus sp． ) 、假 单 胞 菌 属

( Pseudomonaceae sp． ) 的异养硝化菌，并在实际应

用过程中发现这些硝化菌同时存在硝化和反硝化

功能［3］，同时具有便于培养的特点，因而具备更加

广阔的研究和应用前景。人工湿地是人为建造具

有与天然湿地相似结构和功能的可控复合体，利

用湿地系统中基质、微生物、水生植物及生物膜，

通过理化、生物途径实现污水净化的生态水处理

系统［4-6］。湿地中微生物的固氮、氨化、硝化和反

硝化作用实现水体的脱氮［7］。传统的人工湿地系

统构建过程中，由于群落数量、溶氧及载体等因素

的影响，湿地中微生物自然繁殖速度缓慢、活性

低，结合已经报道的硝化菌株可以发现，利用人工

湿地处理污染水体存在耗时较长、脱氮效果不佳、
亚硝酸盐积累多、尾水氨氮残留等较多问题［8-9］。
本研究从好氧反硝化发生集中的活性污泥中分离

筛选出一株去氮功能的菌株 TY，采用湿地模拟试

验对该菌的脱氮特性进行分析，进一步验证湿地

组合工艺对污染水体的脱氮能力［10］。同时对菌

株进行基因鉴定，为流域污染治理工程实践提供

理论支持和实践指导。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 分离源 试验污泥样品取自无锡市某污

水处理厂生化池、附近河道及垃圾处理厂好氧池。
1． 1． 2 培 养 基 ① 液 体 选 择 性 培 养 基:

( NH4 ) 2SO4 0． 47 g /L，C4H4Na2O4 5． 62 g /L，微量

元素溶液 50 mL /L，pH 7． 0 ～ 7． 2。微量元素溶液

( g /L) : K2HPO4 5． 0，MgSO4 · 7H2O 2． 5，NaCl
2. 5，FeSO4·7H2O 0． 05，MnSO4·4H2O 0． 05，培

养基采用加压蒸汽灭菌( 100 kPa，30 min) ［8］。②
固体 培 养 基: 在 液 体 培 养 基 中 加 入 琼 脂 20． 0
g /L［11］。
1． 1． 3 试验用水 参考某河流排口水实测比例

值，向地表水中加入一定量的( NH4 ) 2SO4、KNO3 和

K2HPO4，制成试验用水( C/N =10) ，使其氨氮含量为

( 18． 0 ±1． 0) mg /L，总氮含量为( 20． 0 ±1． 0) mg /L，

COD 含量为( 200． 0 ±5． 0) mg /L［11］。
1． 1． 4 湿地填料 直径 0． 8 ～ 1． 0 cm 的火山岩

填料。
1． 1． 5 主要试剂与仪器设备 无菌水，2 mol /L
氯化钠溶液，95%乙醇，二苯胺溶液，Gelstain 核酸

染料，10 × buffer 缓冲液，QlAquick 凝胶提取试剂

盒( 德国 QIAGEN) ，1% 琼脂糖胶，TAE 缓冲液，

1 × TAE电泳液，PCＲ 引物等。分光光度计( 722N，

上海精科) ; 显微镜 ( CX33，OLYMPUS ) ; PCＲ 仪

( LEPGEN96，乐普) ; 琼脂糖水平电泳仪 ( DYCP-
31DN) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 菌株的筛选 向收集得到的分离源中加

入异养硝化培养基，每隔 24 h 测定培养液氨氮含

量，当其含量降至 0 mg /L 时，需要向其中补加培

养基［12］。在富集培养 7 ～ 10 d 后，取富集培养液

进行梯度稀释( 10 ～ 105 ) ，采用平板稀释涂抹法分

离目标菌株［13］。培养 48 h，挑选不同的菌落分别

进行纯化培养。以培养液中氨氮含量和平板中菌

落数量为参考依据，选取活性强、繁殖快的菌株进

行分类鉴定和功能试验［14］。
1． 2． 2 菌株脱氮特性测定 以 1% ( 体积分数)

的接种 量 至 液 体 培 养 基 ( 氨 氮 含 量 为 ( 10． 0 ±
0． 5) mg /L，C /N = 10) 中，35 ℃条件下，180 r /min
培养 48 h 制成发酵液，空白组不加发酵液，其他

操作完全相同。期间每 8 h 检测培养液中氨氮、
总氮及中间产物的亚硝态氮和硝态氮的含量，验

证菌珠脱氮效果及特性［15］。
1． 2． 3 配菌模拟湿地系统处理效果 ①淋洗液:

空白组为纯水，试验组 1 为灭活发酵液，试验组 2
为菌株发酵液。②模拟湿地系统( 以下简称“系

统”) 装置: 制作 3 个 长 × 宽 × 高 = 50 cm × 50
cm ×60 cm 的方槽，各装入 50 kg 火山岩，分别置

于 3 个相同的 700 L 容积水箱中，3 套系统装置均

安装推流设备加速系统内淋洗液流动，淋洗液由

方槽顶部淋入，底部渗出。装置在( 25. 0 ± 2. 0 )

℃室温条件下，循环淋洗 48 h 后中止推流再静止

浸润 12 d，期 间 每 天 更 换 50% 的 对 应 淋 洗

液［16-18］。第 15 天时，将系统中淋洗液全部排出，
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换入 500 L 试验用水，重新启动推流设备进入运

行期，期间每 48 h 取水样检测氨氮、总氮和 COD
的含量，并更换试验用水，维持运行 30 d［19-21］。
1． 2． 4 形态观察 纯化培养后，观察菌落形态的

特征，进行革兰染色并用光学显微镜观察。
1． 2． 5 菌株测序及演化分析 采用生工生物工

程( 上海) 股份有限公司( 上海生工) SK8255 Ezup
柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒提取待鉴菌株

的 基 因 组 DNA，并 以 细 菌 的 通 用 引 物 7f
1540Ｒ( 5'-CAGAGTTTGATCCTGGCTAGGAGGTGA-
TCCAGCCGCA-3') 和 27f1492Ｒ ( 5'-AGTTTGATC-
MTGGCTCAGGGTTACCTTGTTACGACTT-3') 进 行

16S rＲNA 的 PCＲ 扩增。PCＲ 扩增采用 50 μL 反

应体系，其中包括 0． 5 μL DNA 模板，2． 5 μL 10 ×
Buffer，1 μL dNTP，0． 2 μL 酶，0． 5 μL 上游引物，

0． 5 μL 下游引物，25 μL ddH2O。反应条件: 94 ℃
4 min; 94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，30 个循

环; 72 ℃ 10 min［8］。纯化 PCＲ 产物，使用 1% 琼

脂糖胶在 TAE 缓冲液中，150 V、100 mA 条件下电

泳 30 min，电泳后琼脂糖胶使用凝胶成像系统的

UV 激发光检测条带并拍照。测序委托上海生工

进行。测得的序列与 GenBank 中已有的模式菌株

序列进行在线比对，并下载同源性较高的序列，通

过 MEGA 7． 0 算法构建菌株系统发育树，用 Boot-
strap 分析评估树的稳定性［22］。

2 结果与分析

2． 1 生长曲线

从图 1 可以看出，菌株 TY 经过 8 h 的迟缓期

后进入指数期，并在 32 h 时 OD600 值达到了最大

1． 401。因此，选取在 8 ～ 32 h 处于指数生长期的

菌体作为试验用菌。

图 1 菌株 TY 生长曲线

Fig． 1 The growth curve of TY bacteria

2． 2 菌株 TY 脱氮特性

图 2 ～ 图 4 反映了加入菌株 TY 的发酵液中

氨氮、总氮含量的变化情况。可以看出，指数期

( 培养 8 ～ 32 h) 氨氮的降解速度快，这是由于菌

株的繁殖和生长，将更多的氮转化为细胞原生质

成分。随着培养的进行，进入稳定期氨氮含量降

低速度减缓，这是由于反应末期部分菌体死亡后

自溶释放氨氮造成的。菌株 TY 对总氮的去除率

为 84． 2%，氨氮去除率 93． 6%。

图 2 菌株 TY 对水中氨氮的降解作用

Fig． 2 Degradation of ammonia nitrogen in water by TY bacteria

图 3 菌株 TY 对水中总氮的降解作用

Fig． 3 Degradation of total nitrogen in water by TY bacteria

图 4 菌株 TY 脱氮中间产物含量

Fig． 4 Content of intermediate products in

denitrification process of TY bacteria
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在整个反应过程中，需要检测硝化产物硝态

氮和亚硝态氮的含量来探究菌株的硝化特性。图

4 可以看出，菌株 TY 可将硝酸盐快速转化成亚硝

酸盐，并进一步转化，作为中间产物硝态氮和亚硝

态氮仅有少量积累，低浓度的亚硝态氮能促进反

硝化酶的反应速度［23］，且硝态氮降解速度快，反

映出相关转化酶类活性高，降低了脱氮中间产物

对生物细胞产生的毒害作用。
2． 3 配菌系统处理效果

采用系统对比试验，进一步验证菌株 TY 对

污染水体的净化效果。经 12 d 的静止浸润，试验

组 2 形成的生物膜较多，空白组和试验组 1 基质

表面形成生物膜量极少。三组系统中氨氮、总氮

和 COD 的含量变化如图 5 ～ 图 7 所示。
如图 5 所示，在 25 ℃ 室温条件下，系统平稳

运行 30 d，试验组 2 对系统中氨氮的去除效果最

好，且趋势较为稳定。经过计算，试验组 2 运行期

平均氨氮去除率为 94． 3%，空白组和试验组 1 平

均氨氮去除率分别为 75． 9%和 66． 4%。

图 5 运行期系统中氨氮含量变化

Fig． 5 The content change of ammonia nitrogen in

the system during operation

由图 6 可以看出，试验组 2 对系统中总氮的

去除效果较试验组 1 和空白组有明显优势。经过

计算，试验组 2、试验组 1 和空白组运行期平均去

除率分别为 88． 0%、59． 2% 和 25． 1%，试验组 2
的平均去除率分别高于试验组 1 和空白组 28． 8%
和 62． 8%。

试验组 2 对系统中 COD 的去除率也最高，平

稳运行 30 d 后，如图 7 所示，空白组、试验组 1 和

试验组 2 出 口 水 样 COD 的 平 均 去 除 率 分 别 为

68． 3%、75． 0% 和 82． 3%。随着时间的延长，试

验组 2 的去除量在逐渐升高，去除率稳定在 86%
以上。

图 6 运行期系统中总氮含量变化

Fig． 6 The content change of total nitrogen in

the system during operation

图 7 运行期系统中 COD 含量变化

Fig． 7 The content change of COD in

the system during operation

2． 4 菌株形态特征

经筛选纯化后，获得菌株 TY 在 35 ℃条件下

恒温培养 48 h，培养基上出现圆形菌落，浅粉透

明，表面光滑、湿润，无凸起，直径约 1 ～ 1． 5 mm，

易挑起( 图 8) 。菌株 TY 革兰染色呈红色( 图 9) ，

判断菌株为革兰阴性菌。菌体细胞呈略弯曲杆

状，两端钝圆，大小为( 0． 7 ～ 1． 0 ) μm × ( 1． 2 ～
3. 0) μm，具端生鞭毛，无芽胞。

图 8 菌株 TY 菌落形态

Fig． 8 Colony morphology of TY bacteria
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图 9 菌株 TY 革兰染色结果

Fig． 9 The results of the Gram-staining

2． 5 菌株的鉴定

经过分离筛选，从生化池污泥中筛选出一株

可提高湿地除氮效率的菌株，并命名为 TY。利用

细 菌通用引物扩增菌株TY的16 S rＲNA基因片

段，可得长度为 1 508 bp 的核酸序列( 图 10) 。

图 10 菌株 TY 16S rＲNA 基因片段电泳
Fig． 10 Electrophoresis of strain TY 16S rＲNA gene fragment

图 11 菌株 TY 系统发育树

Fig． 11 The phylogenetic tree of TY strain

将菌株的 16S rＲNA 序列输入 GenBank 数

据库中进行 BLASTN 比对。在 GenBank 数据库

中对比得到的 10 株菌株基因序列有 9 株都属

于 Pseudomonas，1 株 为 未 知 菌 属，登 录 号 分 别

为 CP041933. 1、MK680062. 1、MK680061. 1、
MK503486. 1、 KC901557. 1、 AM411620. 1、
AY741157. 1、 KX436991. 1、 KM817286. 1、
KJ676537. 1，并通过 Neighbor-joining 算法绘制

系统发育树，结果如 图 11 所 示，菌 株 TY 与 假

单胞菌 属 ( Pseudomonas sp． ) 同 源 性 达 99% ，

亲缘关系较近，在 演 化 上 按 先 后 出 现 的 顺 序，

菌株 TY 在演化上出现的较早。

3 讨 论

通过生理生化实验和 16S rＲNA 序列比对，

确定了从长期运行的污水处理厂生化池底污泥中

分离获得的菌株 TY 属于假单胞菌属 ( Pseudo-
monas sp． ) 。曾有学者得出假单胞菌属具有去除

污水中氨氮功能的结论［24-25］，如刘万鑫在 2017 年

发表的文章中明确指出，养殖场排水道底泥中筛

选出的恶臭假单胞菌( Pseudomonasputida) ，在发

酵 72 h 时 可 将 培 养 液 中 的 氨 氮 含 量 降 低

96. 09%［26-27］。而菌株 TY 仅在 48 h 的去除率便

与之接近持平，为 93． 6%，与此同时，菌株 TY 还

可降低培养液中 84． 2% 的总氮含量，说明菌株

TY 在去除污染水中的氨氮、总氮含量方面有较为

明显的优势。此外，菌株 TY 在菌液发酵过程中

产生的硝态氮和亚硝态氮积累量很少，说明菌株

TY 可转化中间硝态氮和亚硝态氮。导致这种情

况可能的原因，一是由于菌株 TY 中存在某种可

以将氨氮直接转化的酶; 二是硝态氮和亚硝态氮

作为底物参与了菌株 TY 的反硝化反应，这在某
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些层面上解释了菌株 TY 具有一定的反硝化能

力。这一推测也与 Ｒichardson 等对细菌脱氮及相

关性酶的研究中总结出的脱氮途径假说过程极其

相似［6］。好氧反硝化的第一步是由周质硝酸盐

还原酶，将硝酸盐转化成 NO －
2 ，再由亚硝酸盐还

原酶 Nir，将其还原成 NO，由 NO 还原酶( 膜结合

酶 Nor) 进一步催化生成 N2O; 则经过其他酶的作

用，最终变成 L-谷氨酸，进入谷氨酸代谢途径。
本研究初步验证菌株 TY 具备上述特性，但还需

要对菌株相关功能酶的基因序列进行测定，进而

判断脱氮相关酶的基因是否存在。附配菌株 TY
的模拟湿地系统( 试验组 2) 可利用污染水中含氮

化合物进行反硝化反应，提高人工湿地系统对氨

氮和总氮的去除效果。据 Huang 等［28］、卢少勇

等［29］、何腾霞等［30］报道，假单胞菌属的反硝化细

菌还可以氧化硫化物。因此，进一步深入研究菌

株 TY 的功能，不仅有助于同步实现并提高人工

湿地脱氮除硫效果，更为治理水体污染、修复水环

境生态领域提供基础支持和新的思路。
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