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摘要  以筛选分离得到的好氧反硝化菌HG-7为研究对象, 经过16S rRNA同源性分析, 初步鉴定该菌株为假

单胞菌属(Pseudomonas sp.)。对菌株HG-7反硝化功能基因的扩增结果表明, 菌体HG-7内存在好氧反硝化功

能基因napA和nirK, 证实该细菌为好氧反硝化细菌。对菌株的脱氮特性和影响因素的研究表明, 以硝酸盐氮

为氮源时, 菌株的最适碳源为乙酸钠和丁二酸钠, 最佳C/N比为6~10, 最适宜的温度范围为26~30℃。在上述

条件下, 菌株HG-7的好氧反硝化活性较高, 48小时内对100 mg/L硝酸盐氮的去除率可达98%, 且在反应过程

中亚硝酸盐氮积累量较低。以亚硝酸氮为唯一氮源时, 低浓度条件下可实现100%的氮素去除率; 高浓度条

件下, 脱氮速率则受到明显的抑制, 对91.4 mg/L的亚硝酸盐氮氮去除率约为40%。因此, 将该菌株应用于废

水的脱氮处理, 可实现氮素的有效去除, 具有潜在的应用价值。 
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Abstract  Strain HG-7 was identified as Pseudomonas sp. through 16s rRNA gene sequence analysis. The aerobic 

denitrification ability of strain HG-7 was further proved by the existence of the napA and nirK genes. Further 

studies showed that the optimal carbon resources for strain HG-7 were sodium acetate and sodium succinate, the 

optimal C/N ratio was 6 10, and the suitable temperature was 26 30℃. At this condition, with an initial nitrate 

nitrogen of 100 mg/L, 98% of nitrate could be removed in 48 hours and the amount of nitrite accumulation was 

very small. Moreover, with nitrite as the sole nitrogen source, 100% of nitrite could be removed at lower nitrite 

concentration. But the nitrite nitrogen removal rate was about 40% when the nitrite concentration increased to 91.4 

mg/L, indicating that high nitrite concentration was harmful for aerobic denitrification by strain HG-7. The strain 

HG-7 has great potential to be used for biological nitrogen removal, which was particularly significant for actual 

wastewater treatment processes.   
Key words  aerobic denitrifier; identification; nitrogen characteristics

生物脱氮是去除水体中氮素污染的主要途径。

传统的生物脱氮包括好氧硝化和缺氧反硝化两个过

程。硝化作用是硝化细菌在好氧条件下, 以无机碳

为碳源, 将氨氮转化为亚硝酸盐氮或硝酸盐氮的过

程。反硝化作用是反硝化菌在缺氧条件下, 将亚硝

酸盐氮或硝酸盐氮还原为含氮气体的过程。参与硝

化和反硝化的微生物作用机制的差异, 导致硝化与

反硝化过程存在不可避免的矛盾: 硝化需要长泥龄
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的硝化细菌和好氧条件, 反硝化需要短泥龄的反硝

化菌和缺氧条件。这些固有的矛盾成为制约生物脱

氮工艺发展的瓶颈。 

随着脱氮理论研究的不断深入, 好氧反硝化作

用的发现突破了对传统理论的认识。目前, 已经发

现 的好 氧反硝 化细 菌有克 雷柏 氏杆菌 属 (Klebsie-
lla)[1–2]、不动杆菌属(Acinetobacter)[3–4]、假单胞菌属

(Pseudomonas)[5]、根瘤菌属(Rhizobium)[6]和芽孢杆

菌属(Bacillus)[7]等, 这些细菌都表现出较强的好氧

反硝化性能。好氧反硝化细菌的发现使得氨化、硝

化和反硝化反应在好氧条件下同时进行成为可能, 实

现了硝化和反硝化过程的统一, 解决了硝化细菌和

反硝化细菌的矛盾。因好氧反硝化细菌在氮循环和

生物脱氮领域的潜在价值, 许多生物学家和环境保

护领域的学者从不同的角度开展了大量的研究。 

好氧反硝化细菌属于单细胞微生物, 其生长和

代谢过程易受到C/N比、温度、溶解氧浓度以及有

机碳源类型等因素的影响[8]。其中, C/N比和有机碳

源类型的影响最显著。此外 , 在不同环境条件下 , 

不同种类的好氧反硝化菌表现出的反硝化特性差异

较大, 需要进一步研究其作用机制和影响因素。本

研究以实验室筛选得到的一株反硝化菌为研究对

象, 通过16S rRNA同源性分析, 进行菌种鉴定, 探

讨碳源、C/N和温度对该菌株生长及其脱氮性能的

影响, 以期为生物脱氮提供良好的菌源, 并为该菌

种将来的研究和应用提供实验基础和理论支持。 

1  实验方法 
1.1  菌株来源 

从生活污水处理反应器中分离纯化的好氧反硝

化菌株, 编号为HG-7。 

1.2  培养基 
硝 酸 盐 培 养 基 :  NaNO3  0.61  g,  CH3COONa 

2.16 g, K2HPO4·3H2O 1.76 g, MgSO4·7H2O 0.20 g,  
CaCl2 0.02 g, FeSO4·7H2O 0.005 g, 水  1 L。培养基

的 pH 值调节到7.2, 121ºC 灭菌30分钟。 

亚硝酸盐培养基: NaNO2 0.24 g, CH3COONa 

1.08 g, K2HPO4·3H2O 1.76 g, MgSO4·7H2O 0.20 g,  

CaCl2 0.02 g, FeSO4·7H2O 0.005 g, 水1 L。培养基

pH值调节到7.2, 121ºC灭菌30分钟。研究高浓度亚

硝酸盐氮条件下的处理效果时，将此培养基中的

NaNO2和CH3COONa分别调整为0.48 g和2.16 g。 

1.3  菌株的鉴定 
1.3.1  菌株的 16S rRNA 的鉴定 

将目的菌株平板划线活化后, 稀释涂布至反硝

化培养基平板, 观察菌落形态特征。利用DNA提取

试剂盒提取细菌DNA, 送交上海美吉生物技术服务

有限公司进行测序 , 测序结果在NCBI中进行Blast

分析, 搜索序列同源性, 并结合已得到验证的好氧

反硝化细菌序列, 进行系统发育分析, 通过MEGA7

软件, 用NJ法构建进化树(图1)。 

1.3.2  菌株反硝化功能基因的 PCR 扩增 
反 硝 化 功 能 基 因 napA 的 引 物 V17F (5′—TGG 

ACVATGGGYTTYAAYC—3′)与4R (5′—ACYTCR 

CGHGCVGTRCCRCA—3′), nirK的 引 物 583F (5′—

TCATGGTGCTGCCGCGKGACGG—3′)与909R (5′— 

GAACTTGCCGGTKGCCCAGAC—3′), 由上海美吉

生物技术服务有限公司合成。PCR反应体系的反应

条件: 95ºC预变性15分钟; 95ºC变性10秒, 55ºC退火

30秒 , 72ºC延伸30秒 , 进行35个循环 ; 最后72ºC延

伸5分钟。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳检测。 

 
图 1  基于 16S rRNA 同源序列构建的菌株 HG-7 的系统发育树 

Fig. 1  Phylogenetic tree of strain HG-7 based on 16S rRNA sequences homology 
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1.4  不同因素对菌株反硝化性能的影响 
本文重点探讨碳源、C/N和温度对菌株反硝化

效果的影响。在各单因素影响试验中, 碳源分别为

葡萄糖、丁二酸钠、乙酸钠和蔗糖; C/N比分别为2, 

4, 6, 8和10; 温度分别为15, 26, 30和37ºC。固定单

一影响因子 , 其余条件分别为温度 30ºC, pH=7.2, 

碳源为乙酸钠 , C/N为6, 转速为170 r/min, 培养2

天。每隔一定时间取样测定OD600、亚硝酸盐氮和

硝酸盐氮的浓度。 

1.5  分析方法 
菌体光密度 (OD600)的测定是采用紫外分光光

度计(SHIMADZU, 日本)测定600 nm 波长下菌液的

吸光度; 硝酸盐氮采用紫外分光光度法测定 [9]; 亚

硝酸盐氮采用 N-(1-萘基)-乙二胺光度法[10]测定。 

2  结果与讨论 
2.1  菌株 HG-7 的鉴定 

对菌株HG-7测序获得16S rRNA的长度为1280 

bp, 在 GenBank 中 的 登 录 号 为 MG722850 。 采 用 

BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)将菌株HG-7

的16S rRNA 基因序列与GenBank数据库中已知细

菌的16S rRNA基因序列进行比对分析 , 结果表明

HG-7与多株Pseudomonas sp.同源性最高, 相似度为 

99%, 因此初步确定其为假单胞菌属(Pseudomonas 

sp.)。 

2.2  菌株 HG-7 的反硝化功能基因的扩增 
硝酸盐还原为亚硝酸盐的过程有两种酶的参

与, 分别是膜结合硝酸盐还原酶和周质硝酸盐还原

酶(NAP)。在好氧环境下 , 周质硝酸盐还原酶进行

反硝化作用 , 常作为鉴定好氧反硝化菌的标志 [3]。

编码周质硝酸盐还原酶的基因包括napEDABC基因

簇 , 本 试 验 扩 增 得 到 约 750 bp的 napA 基 因 (图 2), 

说明菌株能够表达硝酸还原酶。 

亚硝酸盐还原酶是反硝化途径的关键酶, 能将

亚硝酸盐还原为一氧化氮。亚硝酸盐还原酶(NIR) 
分为两种: Cu型亚硝酸盐还原酶和细胞色素cd1型

亚硝酸还原酶, 分别由nirK和nirS基因编码[11]。本

试验扩增得到  nirK 基因(图2), 长度接近且小于500 

bp, 未扩增到nirS基因。实验结果表明, 菌株HG-7 

中存在Cu型亚硝酸还原酶, 催化了反硝化的进行。

NAP和 NIR的 成 功 扩 增 , 从 另 一 个 方 面 证 明 菌 株

HG-7为典型的好氧反硝化细菌。 

 

图  2  HG-7功能基因napA和nirK扩增电泳图 
Fig. 2  Electrophoretogram of napA and nirK gene  

of strain HG-7 by PCR amplification 

2.3  菌株 HG-7 对硝酸盐氮的脱除特性 
2.3.1  不同碳源对菌株 HG-7 硝酸盐氮去除的影响 

碳源主要为细菌的生长提供能量, 并作为反硝

化过程的电子供体[12], 因此, 碳源的种类直接影响

细菌的生长及其相关代谢活动。不同菌株对不同碳

源的利用能力也不尽相同, 进而影响菌株的反硝化

活性。从图3可知 , 在丁二酸钠和乙酸钠作碳源的

条件下, 菌株均可以很好地生长, 可在36小时达到

最大生长量, 且在反硝化过程中亚硝酸盐氮积累较 

少。与丁二酸钠相比, 以乙酸钠为碳源时亚硝酸盐

氮的积累量更少。菌株对硝酸盐氮的去除主要发生

在对数生长期, 能够在48小时达到98%以上的硝酸

盐氮去除率。当葡萄糖作为碳源时, 在起初12小时, 

菌株处于延滞期, 之后呈指数增长, 36小时后进入

稳定期。细菌生长的最大OD600值虽达到1.018, 对

硝酸盐氮的去除效果却不理想 , 去除率仅约33%。

以蔗糖为碳源时, 菌株数量没有明显增加, 并且未

发现硝酸盐氮的降解过程, 说明该菌株不能以蔗糖

为唯一碳源进行生长。 

反硝化是一个氧化还原反应过程, 碳源的分子

结构和还原能力对脱氮效果有很大的影响[13], 并且

碳源种类与菌体内周质硝酸盐还原酶的活性有很大

关系 [14]。菌株HG-7能利用丁二酸钠和乙酸钠很好

地生长, 且对硝酸盐氮有较高的去除率, 说明小分

子碳源更容易被菌体利用, 这与姜磊等[15]菌株Pseu-
domonas sp. N6对乙酸钠和丁二酸钠的利用率高于

对大分子有机物的利用率的研究结论一致。菌株HG 

-7利 用 丁 二 酸 钠 和 乙 酸 钠 的 脱 氮 率 高 于 葡 萄 糖 , 

而菌株Pseudomonas sp. C3利用葡萄糖和蔗糖的脱 



李雪等   一株好氧反硝化菌的鉴定及脱氮特性研究    

 

1279 

 

图  3  不同碳源对菌株HG-7好氧反硝化的影响 
Fig. 3  Effect of carbon source on the aerobic denitrification 

of strain HG-7 

 
氮率高于丁二酸钠和乙酸钠[16]; 菌株Pseudomonas 

sp. ADH-42以葡萄糖和乙酸钠为碳源时, 生长状况

区别不大, 脱氮速率均约为50%[17], 都与菌株HG-7

存在较大的不同。菌株HG-7不能利用蔗糖进行生

长, 可能是由于蔗糖分子碳原子数较多, 导致不能

被菌体利用 , 这与Zheng等 [18]Marinobacter sp. F6

完全不能利用蔗糖进行好氧反硝化的研究结论一

致。由此可见, 不同好氧反硝化菌株利用碳源的能

力不同, 除碳源结构外, 还与菌种种类及不同碳源

在代谢中相关酶的活力有关。 

2.3.2  不同C/N比对菌株HG-7脱除硝酸盐氮的影响 

有机碳源能够提供充足的能量, 供菌株生长和

反硝化所需。当碳源不足时, 就没有足够的电子流

提供足够的能源供菌体生长, 反硝化效率也会变低, 

所以合适的C/N比对菌株正常生长非常重要。 

以乙酸钠为碳源 ,  固定氮源浓度 ,  通过调整

C/N比 , 分析不同C/N比条件下菌株的生长状况和

对硝酸盐氮的降解效率 , 结果如图4所示。可以看

出, C/N比越大, 菌体生长增速越快, 亚硝酸盐氮的

积累量越少。在C/N比为2的条件下 , 菌株HG-7生

长较慢, 在24小时达到最大OD600, 且亚硝酸盐氮的 

 

图  4  不同C/N对菌株HG-7好氧反硝化的影响 
Fig. 4  Effect of C/N ratio on the aerobic denitrification  

of strain HG-7 
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积累量相对较高。当C/N比上升至4时 , 菌株HG-7

的生长增快 , 硝酸盐氮的去除率达到67%。C/N比

继续升高到6时 , 菌体生长速度和对硝酸盐氮的降

解能力明显增加, 48小时能达到98%的硝酸盐氮去

除率。当C/N比升高到8或10时, 菌株在24小时达到

最大OD600, 且比C/N比为6时有较大幅度的增长。

这可能是因为氮源和氧气都可作为菌株电子受体 , 

从而系统中过剩的碳源和溶解氧均可以提供电子受

体, 供菌继续生长。C/N比升高到8或10时, 在36小

时对硝氮的降解率达到98%以上, 说明充足的碳源

使菌株生长加快 , 硝酸盐氮降解速率提高。所以 , 

菌株在C/N比为6~10时, 对硝酸盐氮都有较好的去

除速率。 

菌株HG-7在任一C/N比条件下, 在12和24小时

积累的亚硝氮相对较高, 48小时几乎没有亚硝酸盐

积累。当C/N比为2和4时, 虽然硝酸盐氮未完全降

解, 但亚硝酸盐氮积累很少, 说明菌株的亚硝酸盐

还原酶不受硝酸盐氮的影响 , 仍具有很强的活性。

C/N比为6~10时, 菌株都具有很好的降解硝酸盐氮

的效果, 可见碳源的量对菌体生长和反硝化作用至

关重要。这与Pseudomonas sp. C3在C/N比为6时 , 

脱氮率增加到94.3%, 进一步增加碳氮比, 脱氮率基

本 上 没 有 变 化 的 研 究 结 论 [19] 一 致 , 优 于 Pseudo-
monas sp. ZD8好氧反硝化的最佳C/N比为22[20]以

及  Acinetobacter calcoaceticus N7最佳脱氮条件C/N

比为35[21]。 

2.3.3  温度对菌株 HG-7 脱除硝酸盐氮的影响 
温度影响微生物的生长和酶促反应的进行, 是

菌体反硝化作用的关键因素之一。温度比其他因素

(pH、低溶解氧浓度、有毒化合物和高有机负荷等)

对生物脱氮影响更显著[22], 通常过高的温度会导致

菌株体内核酸或蛋白的变性, 而过低的温度会抑制

酶活性, 从而降低反硝化菌的代谢活性, 导致亚硝

酸盐氮还原失败。从图  5 可知, 15℃时, 菌株不生

长, 亦没有降解硝酸盐氮的能力, 表明低温不利于

菌株生长和发挥反硝化作用。26~37℃时, 菌株可

以很好地生长, 并且可通过好氧反硝化作用降解硝

酸盐氮。26℃时, 起初, 菌株生长较慢, 48小时内, 

菌株处于对数生长期。30℃和37℃时, 能在24小时

达到稳定生长期。37℃时, 12~24小时出现亚硝酸盐

氮的积累, 说明菌体将NO3
－-N还原为NO2

－-N, 而

亚硝酸还原酶不能及时被降解, 或高温对亚硝酸还

原酶具有破坏作用, 导致NO2
－-N积累达到10 mg/L, 

 

图 5  温度对菌株 HG-7 好氧反硝化的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on the aerobic denitrification  

of strain HG-7 

 
随后亚硝酸盐氮很快被降解。在26℃和30℃, 亚硝

酸盐氮积累都较低, 且30℃时更低。低温条件下硝

酸盐氮的降解速率较慢, 高温条件下硝酸盐氮降解

速率更快。37℃时, 菌株能36小时将硝酸盐氮降解, 

在26℃和30℃, 菌株能48小时将硝酸盐氮降解, 对

硝酸盐氮的去除率达98%。因此, 在26~37℃时, 菌

株都具有很好的反硝化能力, 可见菌株对温度的适

宜范围较宽。为了节约能源 , 实际应用中可在26~ 

30℃进行硝酸盐氮的降解。 

大多数反硝化菌的适宜温度都在25~37℃ [23], 

在此温度范围内, 菌株HG-7都能很好地生长以及降



李雪等   一株好氧反硝化菌的鉴定及脱氮特性研究    

 

1281 

解硝酸盐氮 , 而且温度越高 , 菌株增殖速度越快 , 

脱氮速率越大, 但较高温度会加速细胞的衰亡。这

与Acinetobacter junii YB在37℃比30℃有更高的氨

消除速率一致 [24]。菌株HG-7在15℃不生长且没有

降解硝酸盐氮的作用, 说明该菌株不耐受低温, 但

有些反硝化菌能耐一定的低温, 如Acinetobacter sp. 

HA2在10℃仍能生长和脱氮[25]。 

2.4  菌株 HG-7 对亚硝酸盐氮的脱除特性 
将菌株接种在不同亚硝酸盐氮培养基上, 亚硝

酸盐氮的初始浓度不同导致菌株对亚硝酸盐氮的去

除能力不同。从图  6 看出, 当亚硝酸盐氮浓度约为

91.4 mg/L时, 经12小时, 亚硝酸盐氮浓度降为42.1 

mg/L, 此后亚硝酸盐氮浓度趋于平衡, 24小时达到

最大OD600, 但对亚硝酸盐氮的去除率却只有40%。

当亚硝酸盐氮浓度较低时, 经12小时亚硝酸盐氮浓

度由原来的  48.1 mg/L降到1.9 mg/L, 对亚硝酸盐氮

的去除率达到95%以上, 24小时达到最大OD600, 亚

硝酸盐氮100%被去除。一方面 , 可能由于较高的

亚硝酸氮浓度会对菌株产生毒性, 抑制菌株的生长

和代谢; 另一方面, 可能碳源不能满足较高菌体生

长的需要, 导致亚硝酸盐氮不能有效地降解。通过 

 
图 6  菌株 HG-7 的亚硝酸盐反硝化过程 

Fig. 6  Process of nitrite denitrification of strain HG-7 

比较发现, 同等条件下, 菌株HG-7对硝酸盐氮的脱

除能力高于亚硝酸盐氮。因此, 菌株HG-7对亚硝酸

盐氮具有一定的脱氮能力, 但过高的亚硝酸盐氮会

抑制其活性。Bacillus sp. YX-6菌株在亚硝酸盐氮

浓度超过20 mg/L时 , 反硝化活性受到抑制 [26], 与

Bacillus sp. YX-6相比, 本次筛选得到的菌株具有明

显的优势。 

3  结论 

本研究筛选分离得到的好氧反硝化菌株HG-7, 

经16S rRNA序列分析, 鉴定为Pseudomonas sp.。通

过性能测试和反硝化功能基因扩增, 确定该菌隶属

于好氧反硝化细菌。本文主要结论如下。 

1) 以乙酸钠和丁二酸钠为碳源的脱氮效果最

好, 葡萄糖次之。以蔗糖为碳源时, 菌株 HG-7不能

进行生长和脱氮。 

2) 该菌株适宜的温度范围较大, 为26~37℃。 

3) 在C/N比为6时 , 菌株HG-7有很好的脱氮效

果 , 对硝酸盐氮的去除率达到98%, 且脱氮过程中

亚硝氮积累量较少。 

4) 以亚硝酸盐氮为氮源时, 在低浓度条件(48.1 

mg/L)下 , 可实现亚硝酸盐100%的去除; 在高浓度

条件(91.4 mg/L)下, 亚硝酸盐还原收到明显的抑制, 

去除率仅为40%。 
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