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摘要:使用极限稀释和显色培养的筛选方法，从 SBR好氧反硝化反应器的活性污泥中筛选到 1 株高效好氧反硝化细
菌，编号为 ZPQ2。经生理生化分析和 16S rDNA 基因鉴定，该菌株属于假单胞菌属，与 2014 年确立的新菌种
Pseudomonas chengduensis的模式菌 MBR的亲缘性 99. 1%，命名为 P． chengduensis ZPQ2 ( KT001069) 。通过优化实验
获得其最佳好氧反硝化条件为: 培养温度 35 ℃，初始 pH为 11，柠檬酸钠为唯一碳源，C /N为 11∶ 1，盐度为 2%，经 48
h培养，菌株 ZPQ2 对 NO －

3 －N和 COD去除率分别达到 93. 4%和 98. 1%。菌株 ZPQ2 也具有异养硝化能力，以 NaNO2

或( NH4 ) 2 SO4 为唯一氮源时，48h的 NO －
2 －N和 NH4

+－N去除率分别为 28. 64%和 73. 32%。
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Abstract: By using limiting dilution and the chromogenic medium screening methods，an efficient aerobic denitrification strain
was isolated from the activated sludge from an aerobic denitrification SBR，and named ZPQ2． Based on the biochemical
identification and analysis of the 16S rDNA gene sequence，strain ZPQ2 was primarily identified as Pseudomonas chengduensis
ZPQ2． Its function of aerobic denitrification was evaluated through single-factor experiment，and strain ZPQ2 showed the
highest removal rate of NO －

3 －N and COD at 93. 4% and 98. 1% in 48 hours，with the condition as follows: pH of 11，sodium
nitrate as sole carbon，C /N ratio of 11 and salinity of 2% ． In addition，strain ZPQ2 could remove ammonia nitrogen by
heterotrophic nitrification． Taking NaNO2 or ( NH4 ) 2 SO4 as the sole nitrogen source，the removal rate of NO －

2 －N and NH +
4 －N

in 48 h was 28. 64% and 73. 32%，respectively．
Keywords: aerobic denitrification; isolation and identification; Pseudomonas chengduensis; aerobic denitrification

* 国家水体污染控制与治理科技重大专项课题( 2013ZX07202-010 ) ;格

平绿色行动———辽宁环境科研教育“123 工程”( CEPF2013-123-2-6) 。

收稿日期: 2015 － 07 － 05

0 引 言
生物脱氮是污水脱除氮素污染的有效技术之一，

传统生物脱氮工艺包括硝化与反硝化两个过程，有机
氮转化为氨氮后，氨氮由自养的硝化细菌在好氧条件
下转化为硝态氮，然后再在缺氧条件下通过异养的反
硝化细菌将硝态氮还原为气态的氮。由于各类功能
菌属对营养条件和溶解氧的要求迥异，造成了传统脱

氮工艺存在反应池体积庞大、能耗高等不足。
随着生物脱氮技术的研究不断深入，近年来发现

同步硝化反硝化( SND) 是一种经济高效的脱氮手段，
与传统的生物脱氮工艺相比具有明显优势［1-2］，可在
同一反应系统的相同条件下实现硝化和反硝化过程，
简化操作难度，大幅降低投资和运行成本。同步硝化
反硝化( SND) 工艺可以通过创造厌氧微环境，或者向
反应系统中投加能够共存于同一条件的硝化与反硝
化菌来实现。异养硝化菌［3］、好氧反硝化菌［4］等新
菌种的发现使 SND 现象有了生物学解释，也使在同
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一反应器中同步完成硝化和反硝化成为可能。
本研究某 SBR反应器活性污泥中分离获得了高

效好氧反硝化菌株，并对其好氧反硝化条件进行优
化，为其后续应用提供数据和技术支撑。
1 材料与方法
1. 1 接种物来源

活性污泥取自实验室某运行良好的 SBR 好氧反
硝化反应器，该反应器进水以琥珀酸钠为碳源，硝酸
钾为氮源，初始 COD 600 mg /L，硝酸盐氮 80 mg /L，
溶解氧 3. 5 mg /L，对 COD、NO －

3 －N、TN的去除率分别
为 95%、80%、68%。
1. 2 培养基

溴百里酚蓝初筛培养基 ( BTB ) ［5］: 琥珀酸钠
8. 5 g /L，KNO3 1 g /L，KH2PO4 1 g /L，FeCl2·6H2O
0. 5 g /L，CaCl2·7H2O 0. 2 g /L，MgSO4·7H2O 1 g /L，
琼脂 20 g /L，BTB ( 0. 1 g BTB 溶于 10 mL 乙醇 )
1 mL /L，用 1 mol /L 的 NaOH 调节 pH 至 7. 0 ～ 7. 3，
121 ℃下灭菌 20 min。

富集培养基: 琥珀酸钠 8. 5 g /L，KNO3 1 g /L，
KH2PO4 1 g /L，FeCl2·6H2O 0. 05 g /L，CaCl2·7H2O
0. 02 g /L，MgSO4·7H2O 1 g /L，121 ℃灭菌 20 min。

反硝化培养基( DM) ［6］:琥珀酸钠 2. 8 g /L，KNO3

0. 72 g /L，KH2PO4 1 g /L，MgSO4·7H2O 1 g /L，调节初
始 pH值 7. 0，121 ℃灭菌 20 min。
1. 3 菌株的筛选与脱氮性能测定
1. 3. 1 菌株的筛选

取好氧反硝化活性污泥，加入玻璃珠振荡匀浆处
理，上清液稀释至适宜浓度 ( 初始浓度的 10 －4 ～
10 －5 ) ，取 100 μL均匀涂布于 BTB培养基表面，35 ℃
下恒温培养 2 d后，培养基上出现的蓝色晕圈的单菌
落即为初筛的好氧反硝化菌株。挑取长势旺盛的单
菌落在 DM固体培养基划线培养，进行菌株纯化，重
复 3 轮。
1. 3. 2 好氧反硝化性能的测定

将分离纯化的单菌落接种至有 150 mL DM 液体
培养基的锥形瓶中，在 35 ℃下以 160 r /min摇瓶培养，
分别在 24 h和48 h时取10 mL培养液，9 000 r /min下
离心，测定上清液中 NO －

3 －N、NO －
2 －N 和 COD 的浓

度，通过分析 NO －
3 －N 和 COD 的去除效率，考察菌株

的好氧反硝化性能。
1. 4 培养液分析方法

硝态氮采用酚二磺酸紫外分光光度法测定;亚硝

态氮采用 N-( 1-萘基) -乙二胺分光光度法测定; COD
采用快速消解分光光度法测定;氨氮采用纳氏试剂分
光光度法测定;总磷采用钼酸铵分光光度法测定［7］。
1. 5 菌种鉴定分析

菌体形态和运动能力使用光学( UB102I) 和原子
力电子显微镜观察 ( 美国维易科公司 BioScope
Catalyst) ;革兰氏染色使用 30 ℃培养 24 h 的菌体进
行检测，方法使用标准方法［8］; 其他生理生化鉴定参
照之前研究进行［9-11］。16SrDNA 序列测定及同源性
分析，使用细菌基因组 DNA提取试剂盒( 北京索莱宝
有限公司) 抽提基因组 DNA; PCR 扩增使用 16SrDNA
基因通用引物 BSF8 /27 ( 5'-AGAGTTTGATCCTGG-
CTCAG-3') 和 BSR1525 /1541 ( 5'-AAGGAGGTGATC-
CAGCC-3') ，扩增条件依照之前研究方法［12］。扩增
产物送华大基因公司进行测序，测序结果使用
BLAST_W与 GenBank数据库中序列进行比对，使用
MEGA4. 1 构建与相关菌种的系统发育关系。
1. 6 菌株脱氮性能测定
1. 6. 1 菌株好氧反硝化效果

活化种子液按照 5%接种于 100 mL DM 液体培
养基中，35 ℃下以 160 r /min 摇床培养，在培养第
24 h和 48 h 检测 NO －

3 －N、NO －
2 －N、NH +

4 －N 和 COD
浓度。
1. 6. 2 菌株利用亚硝酸盐氮和氨氮能力

活化种子液分别按照 5%比例接种于 100 mL 以
亚硝酸钠、硫酸铵为唯一氮源，琥珀酸钠为唯一碳源
的液体培养基中，35 ℃、160 r /min 摇床培养，培养
24 h和 48 h 分别检测 NO －

3 －N、NO －
2 －N、NH +

4 －N 和
COD浓度。
1. 6. 3 反硝化条件优化

初始反应条件如下:温度 35 ℃，初始悬浮液总氮
含量 100 mg /L，pH =7，C /N =10，摇床转速 160 r /min。
将菌株在不同条件下进行连续培养，测定菌液 NO －

3 －
N、NO －

2 －N以及 COD的终浓度，对各影响因子进行逐
个优化。

碳源:保持 ρ( COD) = 1 000 mg /L，将淀粉、醋酸
钠、琥珀酸钠、柠檬酸钠、葡萄糖分别作为反硝化液体
培养基的碳源。

C /N:改变 COD，将反硝化液体培养基的 C /N 分
别调节至 5、7、9、11、13、15。

pH:用 1 mol /L的 NaOH或 HCl溶液将反硝化液
体培养基的初始 pH分别调节至 3、5、7、9、11、13。
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盐度:通过添加 NaCl 将反硝化液体培养基的盐
度分别调节至 0、1%、2%、3%、4%、5%。
2 结果与讨论
2. 1 高效好氧反硝化菌的筛选

使用极限稀释的方法，从好氧反硝化活性污泥样
品中分离获得 9 株 24 h内硝酸盐去除率达到 70%以
上的好氧反硝化菌，其中编号为 ZPQ2 的细菌对
NO －

3 －N的去除率可达 80%以上。
2. 2 菌株 ZPQ2 的鉴定

菌株 ZPQ2 在普通培养基上生长呈现半透明的
米白色菌落，菌落边缘不规则，表面有皱褶，湿润。显
微镜观察发现，单个细胞呈短杆状，极生鞭毛，可运
动;革兰氏染色呈阴性，大小为 0. 9 μm × ( 1. 6 ～ 1. 8)
μm，原子力显微镜照片见图 1。

图 1 菌株 ZPQ2 的原子力显微镜照片

Fig． 1 Atomic force micrograph of strain ZPQ2

16SrDNA 基因分析结果显示: 菌株 ZPQ2 与
Pseudomonas chengduensis 亲缘性最近，与模式菌株
P． chengduensis MBRT的相似度达到 99. 1%，系统发
育进化树如图 2 所示。

图 2 菌株 ZPQ2 的系统发育进化关系

Fig． 2 Phylogenetic tree of strain ZPQ2

通过系统发育进化关系和生理生化鉴定分析发
现，菌株 ZPQ2 属于 P． chengduensis［16］，是该菌种的
一个新菌株，并将其命名为 Pseudomonas chengduensis
ZPQ2。

2. 3 菌株 ZPQ2 对于硝态氮、亚硝态氮和氨氮的利
用情况
分别以 KNO3、NaNO2 和 ( NH4 ) 2SO4 为氮源，研

究初始氮浓度为 100 mg /L 时，菌株 ZPQ2 对于 3 种
形态氮的去除情况，见表 1。
表 1 菌株 ZPQ2对于硝酸盐氮、亚硝酸盐氮和氨氮的去除情况
Table 1 Removal of different kinds of nitrogen by strain ZPQ2
培养
时间

NaNO3 氮源 NaNO2 氮源 ( NH4 ) 2 SO4 氮源
NO －

3 －N COD NO －
2 －N COD NH +

4 －N COD
24 h 81. 05% 88. 24% 26. 04% 37. 83% 42. 08% 48. 02%
48 h 91. 44% 98. 19% 28. 64% 40. 31% 73. 32% 76. 60%

以 NaNO3 为唯一氮源时，菌株 ZPQ2 在 48h 对
NO －

3 － N 和 COD 的去除率分别达到 91. 44% 和
78. 19%，说明菌株 ZPQ2 具有较好的好氧反硝化能
力;以 NaNO2 为唯一氮源时，菌株 ZPQ2 在 48 h 的
NO －

2 － N 和 COD 去除率分别达到 28. 64% 和
40. 31%，说明菌株 ZPQ2 利用亚硝酸盐氮进行好氧
反硝化的能力较差，原因可能是菌株 ZPQ2 对亚硝酸
盐氮积累的耐受性较差，高含量的亚硝酸盐对菌株
ZPQ2 产生了毒害; 另外，以 ( NH4 ) 2SO4 作为唯一氮
源时，菌株 48 h的 NH +

4 －N 和 COD 去除率分别达到
73. 32%和 76. 60%，表明菌株 ZPQ2 不仅具有很好的
好氧反硝化能力，还具有一定的异养硝化能力。
2. 4 菌株 ZPQ2 的好氧反硝化条件研究
2. 4. 1 碳源对菌株 ZPQ2 反硝化能力的影响

由图 3 可知: 5 种碳源中，菌株 ZPQ2 最适宜以柠
檬酸钠作为唯一碳源进行好氧反硝化脱氮，对葡萄糖
和乙酸钠的利用能力较差，尤其是在以乙酸钠作为唯
一碳源的培养基中，菌株 ZPQ2 生长情况极差，且对
氮的去除率大幅降低。以柠檬酸钠作为唯一碳源时，
菌株 ZPQ2 的脱氮效率最高，48 h去除率为 91. 75% ;
以琥珀酸钠为碳源时脱氮效率稍低;在以葡萄糖和乙
酸钠作为碳源时，菌株的脱氮性能大幅下降，对 NO－

3 －N
的去除率分别比以柠檬酸钠为碳源时降低了
33. 72%和 58. 07%。

碳源在很大程度上影响着硝酸盐还原酶的活
性［14］。结合菌株 ZPQ2 在不同碳源条件下对 NO －

3 －N
去除情况分析，碳源作为好氧反硝化过程中的电子供
体和能源物质，对微生物的反硝化过程有着非常重要
的影响;在反应体系中，根据微生物组成投加适宜的
碳源可有效提升脱氮系统好氧反硝化效率。
2. 4. 2 碳氮比对菌株 ZPQ2 反硝化能力的影响

实验选择柠檬酸钠为唯一碳源，硝酸钾为唯一氮
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NO －
3 －N去除率; COD去除率。

图 3 碳源对菌株 ZPQ2 反硝化的影响

Fig． 3 Influence of carbon source on aerobic denitrification of strain ZPQ2

源，调整碳氮比对菌株的反硝化能力进行研究，结果
见图 4。C /N较低( 5∶ 1) 时，菌株能够生长，但速率较
低，生物量也不高，导致其反硝化效率偏低，NO －

3 －N
的去除率仅为 35. 65%。此时碳源供应不足，微生物
生长受到抑制，无法发挥其反硝化能力。随着 C /N
的增加，菌株 ZPQ2的反硝化能力明显提高，对 NO－

3 －N
的去除效率也有明显提升;当 C /N为 11∶ 1时，48 h的
NO －

3 －N和 COD去除率分别达到最大值，为 91. 69%
和 97. 44%。

NO －
3 －N去除率; COD去除率。

图 4 C /N对菌株 ZPQ2 反硝化的影响

Fig． 4 Influence of C /N on aerobic denitrification of strain ZPQ2

当提供的碳源已经能够满足菌体生长和代谢的
需求后，C /N不再成为菌株好氧反硝化进程中的限
制性因素，菌株的好氧反硝化效率的增长进入了平台
期，多余中间产物的产生会对好氧反硝化进程产生抑
制作用，所以继续增加 C/N还会引起 COD和 NO－

3 －N

去除的抑制现象。
菌株 ZPQ2 好氧反硝化最适宜 C /N 为 11，与文

献中已经报道的一些好氧反硝化菌进行比较( 表 2 所

示) ，菌株 ZPQ2 对于碳源的需求量相对较少，如后续
成功应用，可以减少城市污水处理厂的外加碳源投加
量，这将有效降低处理成本。

表 2 已报道的好氧反硝化菌的最适 C/N
Table 2 The reported optimum C/N for aerobic

denitrifying bacteria
菌株 最适 C /N 参考文献

Pseudomonas aeruginosa YL 10 ［5］
Pseudomonas chengduensis ZPQ2 11
Pseudomonas sp． ADN-42 12 ［6］
Acinetobacter pittii A14 12 ［17］
Brevibacillus borstelensis XF3 12 ［18］
Pseudomonas mendocina AD6 15 ［19］
Pseudomonas sp． 2-8 15 ［20］
Bacillus licheniformis JH8 16 ［21］

2. 4. 3 初始 pH对菌株 ZPQ2 反硝化能力的影响
初始 pH为 3 时，菌株 ZPQ2 的生长受到抑制，因

而对 COD和 NO －
3 －N的去除率极低;随着初始 pH的

升高，抑制解除，菌株 ZPQ2 对 COD 和硝酸盐氮的去
除能力也逐步提升。当初始 pH ＞ 5 时，增幅明显，并
在初始 pH 为 11 时达到最高去除效率，对 NO －

3 －N和
COD的去除率分别为 90. 29%和 98. 34%。实验结果
表明:偏碱性条件( pH ＞ 7) 更适宜菌株 ZPQ2 的生长
和好氧反硝化的实现，但是过高的 pH 值 ( pH ＞ 11 )
也会对其生长产生抑制，同时抑制细菌的好氧反硝化
作用。

NO －
3 －N去除率; COD去除率。

图 5 初始 pH对菌株 ZPQ2 反硝化的影响

Fig． 5 The effect of initial pH on aerobic denitrification by strain ZPQ2

许多好氧反硝化菌能够在中性或者弱碱性环境
中进行好氧反硝化反应脱除硝态氮，如表 3 所示。菌
株 ZPQ2 最适宜的好氧反硝化初始 pH 为 11，具有更
明显的嗜碱性，其对酸碱的耐受范围( pH 3 ～ 13 ) 远
大于文献中已有报道的好氧反硝化菌，显示出其对于
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酸性碱性环境，尤其是碱性环境的适应能力。
表 3 已报道的好氧反硝化菌的最适 pH

Table 3 Reported optimal pH of aerobic denitrifying bacteria
菌株 最适 pH 参考文献

Alcaligenes denitrificans YS 6. 0 ［23］
Chelatococcus daeguensis TAD1 7 ［24］
Acinetobacter pittii A14 7 ［17］
Alcaligenes faecalis No． 4 7. 0 ［24］
Thiosphaeera pantotropha 8. 0 ［25］
Pseudomonas sp． 2-8 7. 5 ［20］
Pseudomonas sp． GL19 8. 0 ［26］
Acinetobacter sp． C-4 8. 5 ［27］
Pseudomonas stutzeri B13 9 ［28］
Pseudomonas stutzeri BMEN1 9. 0 ［29］
Pseudomonas chengduensis ZPQ2 11. 0

2. 4. 4 盐度对菌株 ZPQ2 反硝化能力的影响
菌株 ZPQ2的最佳盐度是 2%，48 h 时的 NO －

3 －N
和 COD去除率分别为 93. 4%和 98. 1%，菌株 ZPQ2 具
有轻度嗜盐性，相对于不投加氯化钠的情况，投加适量
的氯化钠能在一定程度上提升菌株的好氧反硝化能
力。但当盐度高于4%时，会极大地抑制菌株的好氧反
硝化能力。这与之前的研究结论是相似的，大多数好
氧反硝化菌对于盐度都具有一定的耐受能力，而且适
度高盐度可以增加细菌活性，在含盐污水脱氮处理方
面有一定的应用前景［30］;但是过高的盐度引起的高渗
透压会抑止微生物体内酶的活性及其代谢能力，进而
导致对硝氮去除效率的下降;更严重的情况会造成细
胞脱水和质壁分离的情况，引起菌体的死亡［31］。

NO －
3 －N去除率; COD去除率。

图 6 盐度对菌株 ZPQ2 反硝化的影响

Fig． 6 The effect of salinity on aerobic denitrification of strain ZPQ2

3 结 论
从实验室 SBR 好氧反硝化反应器中筛选获得

1 株高效好氧反硝化菌，通过生理生化鉴定和
16S rDNA序列分析，鉴定该菌株为成都假单胞菌
( Pseudomonas chengduensis ) 的新菌株，并命名为

Pseudomonas chengduensis ZPQ2。
在以硝酸盐为唯一氮源，柠檬酸钠为唯一碳源的

培养基中，菌株 ZPQ2 长势良好，表现出了较强的好
氧反硝化能力;在以亚硝酸钠为唯一氮源时，其好氧
反硝化能力极弱且生长缓慢;在以硫酸铵为唯一氮源
时，表现出一定的异养硝化能力。通过条件优化实验
获得 P． chengduensis ZPQ2 去除硝酸盐氮的最佳条件
为:碳源为柠檬酸钠、初始 pH 为 11、C /N 为 11∶ 1，盐
度为 2%。在此条件下，菌株 ZPQ2 对 NO －

3 － N 和
COD去除率可以达到 93. 4%和 98. 1%。

P． chengduensis是 2014 年被确立的一个新的菌
种，针对该菌种的研究十分有限，此前的研究者对成
都假单胞菌的硝酸盐还原作用［32］以及对于金属非金
属离子的去除作用［33-34］进行了一些研究，针对该菌
种细菌的好氧反硝化及异养硝化研究还未见报道。
因此，针对 Pseudomonas chengduensis开展相关的脱氮
研究工作具有重要意义。
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