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高温好氧反硝化菌的分离鉴定及其反硝化性能研究
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摘要:通过高温筛选，从燃煤电厂生物滴滤系统填料的生物膜上分离出 1 株高效好氧反硝化细菌 TAD1. 该菌株革兰氏染色呈

阴性，短杆状，大小为(0. 67 ～ 0. 89) μm × (1. 03 ～ 1. 41) μm;经生理生化特性和基于 16S rDNA 序列分析，初步鉴定该菌为螯

台球菌属(Chelatococcus sp. ) .对菌株 TAD1 的反硝化性能进行研究，结果表明，50℃高温、好氧培养条件下，该菌株 24 h 内将

培养液中的硝酸盐氮由 63. 79 mg /L降至 0. 46 mg /L，脱氮率高达 99. 12%，反应过程中没有检测到亚硝酸盐氮的积累，氮气是

反硝化过程的最终产物 .在反硝化过程中，pH 值呈逐渐上升趋势，而氧化还原电位(ORP)呈逐渐降低趋势 . 对菌株 TAD1 的生

态影响因子研究表明，其反硝化最适宜的 pH 值为 7. 0 ～ 9. 0，溶解氧浓度为 2. 1 ～ 7. 2 mg /L.
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Abstract:A bacterial strain TAD1 with high nitrogen removal efficiency was isolated from biofilm of the biotrickling filter of a coal-fired
power plant by thermophilic domestication. This bacterium was Gram negative，short rod，with the size of (0. 67-0. 89) μm × (1. 03-
1. 41) μm. It was identified as Chelatococcus sp. according to its physiological properties and the analysis of its 16S rDNA gene.
Studied on its function of aerobic denitrification at the temperature of 50℃，the results showed that nitrate in the culture media was
efficiently removed from 63. 79 mg /L to 0. 46 mg /L，and the nitrogen removal efficiency was up to 99. 12% in 24 hours，and no nitrite
was observed during the incubation，the major end product of the denitrification was nitrogen. During the denitrification of TAD1，the
pH in the culture medium gradually increases，while the oxidation-reduction potential gradually decreases. The factors affecting aerobic
denitrification by strain TAD1 were also discussed，indicating that the most suitable pH value for aerobic denitrification was 7. 0-9. 0，
and the DO was 2. 1-7. 2 mg /L.
Key words:thermophilic; aerobic denitrifier; 16S rDNA sequence analysis; denitrifying characteristics; biological nitrogen removal

传统理论认为反硝化是一个严格的厌氧过程，

因为一般的反硝化菌优先使用溶解氧呼吸，甚至在

溶解氧浓度低达 0. 1 mg /L时也如此，这样就阻止了
使用硝酸盐和亚硝酸盐作为最终电子受体 . 但近些
年来人们在实际工程中不断发现好氧条件下的反硝

化脱氮现象，Pochana 等［1］在 SBR 反应器中观察到

了 95%的总氮去除率，在许多实际运行的好氧硝化
池中也常常有 30%的总氮脱除［2］. 一些好氧反硝化

细菌也已被筛选出来
［3 ～ 7］，比如 Takaya 等［8］筛选分

离出 1 株好氧反硝化菌 Pseudomonas sp. strain k50，

在溶解氧(DO)为 38 μmol /L时其脱氮效果为 0. 03

μmol /min.廖绍安等［9］利用间歇曝气选择性富集方

法筛选出 1 株亚硝酸盐去除活性较高的好氧反硝化

菌 S. maltophilia strain X041，在溶解氧(DO)为 3. 80
～ 5. 21 mg /L的培养条件下，10 h 内将亚硝态氮由
26. 81 mg /L降至 0.
好氧反硝化的出现为生物脱氮提出了全新的途

径，也奠定了好氧反硝化生物脱氮新技术的理论基

础 .同传统的缺氧环境中的反硝化相比，好氧反硝化
有以下 3 个优点［10］:①硝化和反硝化能够在同一反
应器中进行，可以大大简化过程，减少建设投资;②
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硝化产物可直接作为反硝化作用的底物，加速硝化

反硝化进程，并提高脱氮效率;③反硝化释放出的
OH －
可部分补偿硝化反应所消耗的碱度，使反应系

统 pH 更稳定 . 但是现在发现的好氧反硝化细菌为
数不多

［11 ～ 13］，而高效的好氧反硝化细菌则更少
［14］，

并且筛选的反硝化细菌都只适应处理中温环境的废

水，若处理高温废水则需对废水进行降温处理，从而

给常规的生物处理技术带来较大困难;另外，烟气经

过除尘和湿法脱硫后温度一般在 50℃左右，若用常
温好氧反硝化菌进行生物脱氮处理要装置降温设

备，从而增加了脱氮成本 . 因此，筛选分离在高温条
件下具有高效的好氧反硝化细菌以及对好氧反硝化

的理论研究仍然是一项十分迫切的任务 .
本研究从燃煤电厂生物滴滤系统的填料的生物

膜上通过高温筛选，分离出 1 株能在 50℃高温条件
下进行高效好氧反硝化的菌株 TAD1. 并对其形态、
生理生化特征和反硝化特性进行了分析，以期为高

温好氧反硝化细菌应用于工程实践提供科学依据 .

1 材料与方法

1. 1 培养基
反硝化培养基 DM( g /L):NH4Cl 0. 3;Na2HPO4

·7H2O 7. 9;KH2PO4 1. 5;MgSO4·7H2O 0. 1;琥珀酸
钠 4. 0;KNO3 0. 6;微量元素溶液 2 mL; pH 7. 0 ～
7. 5.
微量元素溶液成分( g /L):EDTA 50. 0; ZnSO4

2. 2; CaCl2 5. 5; MnCl2·4H2O 5. 06; FeSO4·7H2O
5. 0; (NH4) 6Mo7O2·4H2O 1. 1; CuSO4·5H2O 1. 57;
CoCl2·6H2O 1. 61.
1. 2 高温好氧反硝化细菌的筛选
用生物滴滤系统处理瑞明(广州)电厂电除尘

和湿法脱硫后的烟气，系统在经过挂膜启动和微生

物的适应期后，有氧条件下，随着烟气流量的增大，

NO x 的去除能力平稳增加
［15］，因此，该系统生物膜

上有好氧反硝化菌的富集 .
1. 2. 1 高温好氧反硝化菌的初筛
本研究从上述生物滴滤系统的反应器内取出一

块长有生物膜的填料至装有 90 mL 灭菌的反硝化培
养液并装有玻璃珠的三角瓶中，振荡至生物膜脱落，

取出填料 .然后将三角瓶放入空气振荡器中把生物
膜充分摇匀打碎 . 打碎后的生物膜在初始温度为
30℃，160 r /min的摇床振荡培养 48 h 后，将 10%
(体积分数)的菌液接入 100 mL 新鲜的灭菌的反硝
化培养液中，升温至 35℃，摇床振荡培养 48 h 后，按

10% (体积分数)接种菌液至 100 mL 新鲜的灭菌的
反硝化培养液中，如此按照上述方法筛选在高温条

件下的优势菌种，直至升温至 50℃ . 升温培养期间，
每隔 24 h 取培养后的菌液检测硝态氮和亚硝态氮
浓度 .
取 50℃培养第 3 d 的菌液 1 mL 稀释涂平板 .平

板培养基中加入溴百里酚蓝，菌落周围产生蓝色晕

圈，说明培养基中 pH 值升高，发生了反硝化作用 .
24 h 后挑选有蓝色晕圈的单菌落，在 DM 培养基经
3 次划线分离，分离出产生蓝色晕圈的即具有反硝
化作用的菌株 .初步筛选分离后把纯化后的菌株加
入密封的培养瓶再筛选分离 .
1. 2. 2 高温好氧反硝化菌的复筛
将上述分离纯化后得到的纯菌种菌落，分别接

种于装有 100 mL DM 培养液的三角瓶中，并在每个
三角瓶内加入几粒灭菌的玻璃珠(尽量减小厌氧微

环境对实验结果的影响)，用 4 层纱布包好瓶口，放
入振荡培养箱，具体参数如下:温度 50℃，转速
160 r /min，培养时间 24 h. 取培养后的菌液检测硝
态氮浓度，包括硝酸盐氮和亚硝酸盐氮，考察菌株对

硝态氮的去除率 . 其中，只有 1 株菌 24 h 脱氮率
> 80%，说明此菌为好氧反硝化菌，编号为 TAD1 并
保藏 .
1. 3 高温好氧反硝化细菌的鉴定
1. 3. 1 目的菌株的形态
将菌株接种至 DM 固体斜面培养基上，50℃培

养 12 h 后进行扫描电镜观察 .
1. 3. 2 目的菌株的生理生化鉴定
参照文献［16］，对筛选菌株 TAD1 进行生理生

化特征测定 .
1. 3. 3 16S rDNA 的 PCR 扩增
将平板培养后的细菌直接挑取菌落作为 PCR

扩增模板 . 16S rDNA 扩增引物为:上游引物 F27:5′-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′;下游引物 R1522:
5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′，引物由上海生
工生物工程有限公司合成 . PCR 反应体系(50 μL)，
反应程序如下:94℃预变性 4 min 后进入循环，94℃
变性 30 s，54℃退火 30 s，72℃延伸 2 min，30 个循环
后，72℃延伸 10 min. 测序结果提交 GenBank 进行
Blast 比对 .

1. 4 菌株好氧反硝化能力测定

将 10% (体积分数)处于对数生长期的菌液接
种于 100 mL 新鲜的灭菌的以硝酸钾为氮源、丁二
酸钠为唯一碳源的反硝化培养液中，50℃，好氧振荡

062



1 期 张苗等:高温好氧反硝化菌的分离鉴定及其反硝化性能研究

培养(160 r /min)，每隔 4 h 测定NO －
3 -N、NO －

2 -N、
N2、菌体吸光度、pH、ORP 以及 COD.
1. 5 分析方法
硝氮(NO －

3 -N)测定采用 GB 7480-87 酚二磺酸

紫外分光光度法测定; 亚硝氮(NO －
2 -N) 测定采用

GB 7493-87 N-(1-萘基)-乙二胺分光光度法; 氮气
(N2)采用岛津 GC-2104 型气相色谱仪，条件为:载
气流量 He 25 mL /min，柱温 32℃，检测器温度
85℃，气化室温度 75℃ ; 菌体生长吸光度:采用吸光
度法，用 721 分光光度计在光密度为 480 nm 处测吸
光度值; pH 值和氧化还原电位(ORP)测定采用 S-
25 型 pH 计进行测定; COD:采用重铬酸钾法测定;
溶解氧(DO)测定采用 YSI 型 DO 测定仪 .

图 2 基于 16S rDNA 序列同源性用 NJ 法构建的菌株 TAD1 和其他相关细菌的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic trees of strain TAD1 and related bacteria based on the partial 16S rDNA sequences with Neighbor-Joining

2 结果与讨论

2. 1 菌株的鉴定
2. 1. 1 目的菌株的形态学特征
菌株 TAD1 为革兰氏阴性短杆菌，大小为(0. 67

～ 0. 89) μm × (1. 03 ～ 1. 41) μm，周生鞭毛 . 菌株
TAD1 的电镜照片见图 1.
2. 1. 2 菌株 TAD1 的生理生化鉴定
菌株 TAD1 的生理生化测定结果为:ONPG 和

吲哚测定阴性;葡萄糖和甲醇发酵不产酸;脲酶试

验、苯丙氨酸和精氨酸双水解阴性;厌氧条件下可
以生长，为兼性厌氧菌;接触酶、氧化酶和赖氨酸脱
羧酸酶阳性;卵磷脂酶阴性，可进行反硝化反应;柠

檬酸盐利用阳性;甲基红(MR)试验、V-P 试验、明
胶液化试验、淀粉水解试验、产硫化氢试验和脓青
素试验阴性;葡萄糖氧化为氧化型 .

图 1 菌株 TAD1 的形态特征

Fig. 1 Electron and microscopy photograph of strain TAD1

2. 1. 3 16S rDNA 测序测定及系统发育分析
经测序后获得片段长度为1 385 bp，在 GenBank

数据库中比对表明，菌株 TAD1 与 Chelatococcus
daeguensis 的 同 源 性 为 99%，其 中 与 模 式 菌 株
Chelatococcus daeguensis strain K106 最相似同源性达
99% .应用 MEGA 软件采用 Neighbor-Joining 法绘制
16S rDNA 系统发育树，确定其进化地位，结果如图
2 所示 .结合菌株形态学及生理生化特性，该菌株最
有可能是螯台球菌属(Chelatococcus sp. )，并命名为
Chelatococcus daeguensis strain TAD1.
2. 2 C. daeguensis TAD1 好氧反硝化性能测定

C. daeguensis TAD1 在有氧条件下能以丁二酸
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钠为唯一碳源，硝酸钾为氮源进行反硝化，其 24 h
内生长曲线及NO －

3 -N、NO －
2 -N、N2、pH 值、ORP 和

COD 随时间变化的过程分别如图 3 ～ 6 所示 .

图 3 菌株 TAD1 的好氧反硝化生长曲线

Fig. 3 Growth curve of aerobic denitrification of strain TAD1

图 4 菌株 TAD1 的好氧反硝化特性

Fig. 4 Aerobic denitrification performance of strain TAD1

从图 3 可以看出，菌株在 0 ～ 4 h 为适应期，4 h

后开始进入对数生长期，12 h 达到最大生长量，之
后进入稳定生长期 .从图 4 中可以看出，硝酸盐氮的
浓度从开始的 63. 79 mg /L降至 0. 46 mg /L，去除率
达到 99. 12% ;氮气是反硝化的最终产物;整个反应
过程中，没有出现亚硝酸盐的积累，很可能是菌株

TAD1 的亚硝酸盐还原酶在硝酸盐还原酶存在时具有
很高活性，经菌体硝酸盐还原酶产生的亚硝酸盐在很

高活性的亚硝酸盐还原酶作用下迅速被还原.将菌株
TAD1 的好氧反硝化性能曲线与其生长曲线图进行对
比可知:整个培养过程中，菌株在对数生长期硝酸盐

氮浓度急剧降低，说明这个时期是细菌生长和繁殖最

旺盛的时期，细胞合成所需要的能量和还原能力主要

图 5 菌株 TAD1 反硝化过程中 pH 值和 ORP 的变化曲线

Fig. 5 Curves of pH and ORP in the denitrification

process of strain TAD1

图 6 菌株 TAD1 反硝化过程中 COD 的变化曲线

Fig. 6 Curve of COD in the denitrification process of strain TAD1

在这一阶段被消耗;而在菌株进入稳定期后，硝酸盐

氮浓度降低的趋势趋于缓慢. 由此可知，菌株 TAD1
的反硝化作用主要发生在对数生长期.
如图 5 所示，在培养过程中，pH 值呈上升趋势，

ORP 呈降低趋势 . pH 值上升可能有两方面原因:一
是碳源丁二酸钠的代谢产物呈碱性;二是反硝化反

应产生碱度
［17］.而 ORP 下降是因为反硝化过程中，

氮的形态由高价态还原成低价态，相应的氧化还原

电位就会降低 .
从图 6 可以看出，在第 4 ～ 12 h 菌体进入对数生

长期后，COD 值迅速降低.说明此阶段有机碳源被反
硝化过程大量消耗，这与菌体在此阶段所需最多还原

力是相吻合的. 也就是说，菌株在好氧条件下是以有
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机碳源作为电子供体，而硝酸盐和氧气共同作为电子

受体进行呼吸.这与国外报道的多数好氧反硝化细菌
都需要有机碳源作为其电子供体是一致的

［18 ～ 20］.
2. 3 C. daeguensis TAD1 利用硝酸盐和亚硝酸盐好
氧反硝化效果的对比

从上述实验知道，菌株 TAD1 在反硝化过程中
不产生亚硝酸盐的积累 .按照优先原则的理解，微生
物应优先选择氧化还原电位高的硝酸盐作为电子受

体，硝酸盐还原的产物亚硝酸盐不被优先利用，应该

会产生积累
［21］. 在氧存在的条件下，硝酸盐和亚硝

酸盐究竟哪一个更容易被菌株 TAD1 利用是本研究
的关键 .在此，实验研究了初始菌量基本相同的硝酸
盐培养液和亚硝酸盐培养液进行比较 . 2 个培养过
程中碳氮比均为 9，初始硝态氮浓度约为 113. 69
mg /L，丁二酸钠作为碳源 . 反应条件为 50℃，初始
pH 值 7. 0，160 r /min振荡培养 .
实验结果如图 7 所示，当以硝酸盐为氮源时，

NO －
3 -N质量浓度由 113. 69 mg /L降低到 1. 21 mg /L，
脱氮率达到 98. 94% ; 当以亚硝酸盐为氮源时，
NO －

2 -N质量浓度由初始 113. 58 mg /L降低到 85. 31
mg /L，脱氮率仅为 24. 89%，远远低于硝酸盐的反应
过程 .由此可见，菌株 TAD1 更容易利用硝酸盐为氮
源进行好氧反硝化 . 这与微生物的优先原则是一致
的 .此外，亚硝酸盐的积累可以理解为菌株 TAD1 的
亚硝酸盐还原酶只有在硝酸盐还原酶存在时才具有

较高活性，当培养液以亚硝酸盐为氮源时，因无硝酸

盐的存在不能诱导产生硝酸盐还原酶，故亚硝酸盐

还原酶活性较低 . 具体原因还需要从酶学角度进一
步探讨 .

图 7 利用硝酸盐和亚硝酸亚进行反硝化过程

Fig. 7 Aerobic denitrification process of nitrate and nitrite

2. 4 初始 pH 值对 C. daeguensis TAD1 好氧反硝化
效果的影响

调整培养液的初始 pH 值后，等量接种对数期
生长的细菌，50℃好氧振荡培养(160 r /min)，实验
结果如图 8 所示 .

图 8 初始 pH 值对菌株 TAD1 好氧反硝化效果的影响

Fig. 8 Effects of beginning pH on aerobic

denitrification by strain TAD1

从图 8 可以看出，不同初始 pH 值的培养液均
有不同程度的好氧反硝化发生 . 在较低初始 pH 值
下，菌株 TAD1 的反硝化效果较低，初始 pH 值为 4
时，脱氮率仅为 2% .随着初始 pH 值的升高，脱氮率
逐渐升高 .当初始 pH 值为 7 时达到最大的脱氮率
为 99. 02% ; pH 值 为 8 时，脱 氮 率 也 很 高 为
98. 81% ;pH 值为 9 时的脱氮率为 98. 14% ;但当初
始 pH 值升高至 10 时，脱氮率下降到 10. 47% . 可见
在偏碱(pH 7 ～ 9)的条件菌株 TAD1 有较好的反硝
化效果但在酸性( pH < 6)和碱性( pH≥10)的条件
下，菌株对硝酸盐基本没有多少去除 . 说明 pH 值能
直接影响反硝化酶的活性，当 pH 值超过了微生物
酶的适应范围，微生物对营养物质的吸收和酶的活

力都相应受到影响
［22］. 由此可知，菌株 TAD1 反硝

化最适宜的 pH 值范围是 7. 0 ～ 9. 0.
2. 5 溶解氧对 C. daeguensis TAD1 好氧反硝化效
果的影响

对好氧反硝化菌来说，溶解氧(DO)是至关重要
的一 个 生 态 指 标 . 为 考 察 溶 解 氧 对 菌 株 C.
daeguensis TAD1 好氧反硝化效果的影响，实验通过
调控振荡器转速来实现培养液中不同的 DO 浓
度
［23］，DO 在培养 24 h 后用 DO 测定仪测得 .实验过
程中控制温度为 50℃ .实验结果如图 9 所示 .
从图 9 可以看出，溶解氧浓度为 2. 1 ～ 11. 3
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图 9 不同 DO 浓度对菌株 TAD1 好氧反硝化效果的影响

Fig. 9 Effects of DO on aerobic denitrification by strain TAD1

mg /L，培养液中初始氧化态氮浓度为 78. 14 mg /L，
50℃水浴培养 24 h 后，菌株 TAD1 的脱氮率受到溶
解氧的影响 . 在一定范围内，随着溶解氧浓度的升
高，菌株的脱氮率升高;当溶解氧浓度达到 7. 2
mg /L时，脱氮率最大达 99. 08% ;溶解氧浓度继续升
高，脱氮率下降 . 可见，溶解氧浓度对菌株 TAD1 的
反硝化脱氮效果有显著的影响 .
多数研究者发现，在一定范围内，反硝化率受溶

解氧浓度的影响 . 当 DO 降低到某个限值时，随 DO
降低反应效率迅速升高 . 说明 DO 存在一个阈值，但
是这个阈值根据微生物种类、底物及环境条件的变
化而不同 .也有少数研究者发现某些菌种反硝化率
不受 溶 解 氧 的 限 制

［24］. Huang 等［18］ 在 利 用
Citrohucter diversus 进行好氧反硝化的研究中指出，
DO 浓度是该细菌进行好氧反硝化的关键因素，DO
浓度为 2 ～ 6 mg /L时，细菌生长速度和反硝化率最
合 适 . Patureau 等［19］ 在 研 究 菌 株 Microvirgula
aerodenitrificans 时发现，当 DO 的质量浓度 > 4. 5
mg /L时，其对该菌株的反硝化效果没有影响;在 DO
的质量浓度低于 4. 5 mg /L时，其反硝化活性随着
DO 浓度的降低而增强 .而 Su 等［25］应用分离的反硝
化菌 Pseudomonas stutzeri SU2，气体中 O2 浓度为

92%时，其反硝化速率在 90 h 内达到 99. 24%，可以
说不受氧浓度的影响 . 本研究筛选的高温好氧反硝
化菌 C. daeguensis TAD1，当溶解氧浓度为 2. 1 ～
11. 3 mg /L时，其脱氮率受到溶解氧的影响 .

3 结论

(1)从燃煤电厂生物滴滤系统填料的生物膜上
经高温筛选得到 1 株高效好氧反硝化菌 TAD1，经形

态观察、生理生化实验以及 16S rDNA 序列分析，初
步鉴定该菌株为螯台球菌属(Chelatococcus sp. ) . 该
菌株是 1 株新型好氧反硝化菌 .
(2) C. daeguensis TAD1 在 50℃高温、好氧条

件下能以硝酸盐为电子受体进行反硝化，24 h 脱氮
率高达 99. 12%，在此过程中，没有出现亚硝酸盐的
积累 . 菌株 TAD1 的反硝化主要发生在对数生长
期，氮气是反硝化过程的最终产物 .
(3) C. daeguensis TAD1 进行反硝化时的最适

初始 pH 值为 7. 0 ～ 9. 0;溶解氧(DO)对菌株的好氧
反硝化有抑制作用，在 DO 浓度为 2. 1 ～ 11. 3 mg /L
的范围内，随着溶解氧浓度的升高，其脱氮率先升高

后降低 .
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