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@ 株好氧反硝化菌的分离鉴定及反硝化特性研究
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摘要(经 D)D培养基初筛和反硝化活力定量测定&从草鱼养殖池水中分离得到 2 株具有较高脱氮效率的好氧反硝化菌 E2J通

过形态观察#生理生化特性及 29, PC#*同源性分析&确定该菌株为施氏假单胞菌!25)<J;=;+.55,<,U)-*"J反硝化特性研究结果

表明&该菌脱氮的最适碳源为乙酸钠#柠檬酸钠#葡萄糖和蔗糖&对硝酸盐的去除率均达到 211e’ 当 -<#比不低于 21 时&该

菌的脱氮率可达到 69e以上&且无亚硝酸盐的积累’ 最适生长和最佳脱氮的温度和 \8值分别为 .1m和 4M1’ 当 C’值为 .M5

T4M/ UL<+时&菌株 /5 H 的脱氮率均可达到 03e以上’ 以 #K#’. 或 #K#’/ 为氮源时&菌株的反硝化过程主要发生在对数生

长期&./ H 的脱氮率分别达到 6/M32e和 0/M4.eJ结果提示&菌株 E2 能直接以 #’g
. 或 #’

g
/ 为底物进行反硝化&并能耐受较

高的溶解氧&可以作为调节养殖水体水质的候选菌株J

关键词(好氧反硝化菌’ 脱氮率’ 29, PC#*’ 反硝化’ 假单胞菌属
中图分类号(>24/!文献标识码(*!文章编号(1/317..12!/122"107/51.719

收稿日期!/12171671/’修订日期!/121722719
基金项目!国家重点基础研究发展规划!64."项目!/116-D220413"
作者简介!李卫芬!2693 T" &女&研究员&主要研究方向为微生物与

基因工程&"7UKN=( cO=NWV_IJ:BIJR;
" 通讯联系人& "7UKN=( aIaNKVHGIW K̂HGGJRGU

!9*5&0(0%$&0’5$59.*50&70(0%$&0’5:4$7$%&*701&0%1’($56*7’=0%.*50&70(0*7
+%Z:N7O:;& ES+IG7bN;& C"#[DN;& -8"##K;7;K;& Y8’S>I7aNK
!-G==:L:GO*;NUK=,RN:;R:Q& YH:_NK;LS;NX:PQNF̂& 8K;LVHGI .211/6& -HN;K"

6=1&7$%&(*; K:PG@NRB:;NFPNON:P;KU:B E2 cKQNQG=KF:B OPGULPKQQONQH \G;B cKF:P@^D)DRI=FIP:U:BNIU\P:=NUN;KP̂QRP::;N;LK;B
B:;NFPNONRKFNG; KRFNXNF̂ K;K=̂QNQJ)H:NQG=KF:cKQNB:;FNON:B KQ25)<J;=;+.55,<,U)-*FHPGILH UGP\HG=GLNRK=O:KFIP:& @NGRH:UNRK=
RHKPKRF:PNQFNRQK;B 29, PC#*Q:bI:;R:K;K=̂QNQJEIPFH:PQFIBN:QQHGc:B FHKFFH:G\FNUK=RKP@G; P:QGIPR:QOGPE2 B:;NFPNONRKFNG; c:P:
QGBNIUKR:FKF:& QGBNIURNFPKF:& L=IRGQ:K;B QIRPGQ:& cNFH cHNRH FH:;NFPKF:P:UGXK=PKF:RGI=B P:KRH 211eJZH:; -<#PKFNGcKQ
K@GX:21& FH:;NFPGL:; P:UGXK=PKF:GOQFPKN; E2 cKQUGP:FHK; 69e K;B ;G;NFPNF:cKQKRRIUI=KF:BJ)H:G\FNUIURG;BNFNG; OGPE2
LPGcFH K;B K:PG@NRB:;NFPNONRKFNG; cKQF:U\:PKFIP:.1m K;B \84M1J)H:E2 RGI=B FG=:PKF:BNQQG=X:B GâL:; =:X:=GO.M574M/ UL<+&
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g
/ BNP:RF=̂& K;B RK; FG=:PK;FKHNLH BNQQG=X:B GâL:; =:X:=& K;B

FH:Q:RHKPKRF:PNQFNRQUKd:NFKLGGB RK;BNBKF:OGPKbIKRI=FIP:cKF:PbIK=NF̂FP:KFU:;FJ
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!!养殖水水质污染&尤其是高浓度氨氮和亚硝酸
氮不仅对许多水生动物有直接的毒害作用&还会降
低其免疫力&导致水产病害频发&给水产养殖业带来
巨大损失J反硝化作用是生物脱氮的一种有效途
径 )2*J传统观念认为&反硝化只在厌氧条件下才能

进行&因为在有氧的条件下&分子氧比硝酸盐氮或亚
硝酸盐氮更容易成为电子受体&从而抑制反硝化的
发生 )/*J但是自从 /1 世纪 01 年代&&G@:PFQG; 等 ).*

在除硫和反硝化处理系统中首次分离出好氧反硝化

菌后&国内外研究者又陆续分离出一些好氧反硝化
菌& 主 要 包 括 %(:.(*")+)5)5* # 2.-.:;::<5)3* #

25)<J;=;+.5)9* #Q.:*((<5)4* #0O;J;:;::<5)0*等J在水产

养殖中&为了保证鱼虾的正常生长&必须通过适时的
充氧使水体中的溶解氧达到一定水平&在这种情况
下&厌氧反硝化细菌的脱氮作用不能得到充分发挥&
为此&好氧反硝化菌越来越受到人们的关注J目前已

发现部分菌种能够在高密度养殖条件下&有效地去
除水体氮素的过度积累J张小玲等 )6*将分离到的好

氧反硝化芽孢杆菌 8/ 投入模拟养殖水中&发现有
较好的脱氮效果J但是由于来源于养殖水体的好氧
反硝化菌基础数据积累较少&制约了好氧反硝化应
用于养殖水体除氮技术的发展J因此&开展该类好氧
反硝化菌生物学特性的研究对其生产和应用具有重

要的理论价值和实践意义J
本研究对草鱼养殖池水中筛选到的 2 株具有较

强好氧反硝化能力的菌株E2 进行了鉴定&并在实验
室条件下分析了该菌的反硝化特性&在丰富好氧反
硝化细菌种质资源的同时&以期为该菌在养殖水体
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中的生物脱氮应用提供理论支持J

@A材料与方法

@F@!菌株来源
菌株分离水样采自杭州某草鱼养殖池水J

@FG!培养基
C(基础培养基 )21* (‘8/?’5 2M3 L<+’ (L,’5-

48/’1M12 L<+’ #K/8?’5 4M6 L<+’ 微量元素溶液 /
U+’ 去离子水2 111 U+’ \84M1 T4M3’ 柠檬酸钠
3M99 L<+’ #K#’. 1M0523 L<+J碳源和氮源根据实验
要求进行调整J

D)D!溴甲基酚蓝"培养基(在 C(培养基的基
础上添加 2 U+D)D!2e溶解于酒精"和 /M3e琼
脂&蒸馏水溶解并调节 \84M1 T4M.J

+D培养基(2e胰蛋白胨’ 1M3e酵母膏’ 1M3e
#K-=’ /M3e琼脂’ 蒸馏水溶解J
@FH!分析方法
菌体生长吸光度!%"的测定采用吸光度法&用

4/2 型可见分光光度计在光密度为 911 ;U处测吸
光度值J#’g

. 7###8
A
5 7#和 #’

g
/ 7#含量测定参照文

献)22*进行&采用 4/2 型可见分光光度计进行定量
分析J其中&#’g

. 7#浓度的测定采用紫外分光光度

法’ #’g
/ 7#浓度的测定采用 77!27萘基"7乙二胺光

度法’ #8A
5 7#浓度的测定采用纳氏试剂分光光度

计法’ \8值的测定采用 (:FF=:P)G=:BGC:=FK./1 型
\8计J
@FI!菌株分离与纯化
取 21 U+草鱼养殖池水样加入到装有 211 U+

灭菌的 C(培养液和 2 U+微量元素溶液的锥形瓶
中&.1m&231 P<UN;摇床培养 . B&富集 . 次J将得到
的菌悬液在 D)D固体培养基上划线培养&.1m培养
/5 HJ挑取使 D)D培养基呈现蓝色的单菌落在 C(
固体培养基上划线&分离纯化 . 次J挑取单菌落测定
反硝化能力&并选择反硝化能力较强的菌株进一步
进行研究J
@FJ!形态学鉴定与生理生化鉴定
菌株的形态学鉴定通过革兰氏染色及电子显微

镜观察 )2/*J细菌生理生化鉴定根据文献)2/*进行J
@FK!29, PC#*序列测定和同源性比较
以细菌基因组 C#*为模板扩增 29, PC#*&扩

增 采 用 一 对 通 用 引 物( 上 游 引 物 ! ?2 "( 3k7
*[*[)))[*)--)[[)-*[**-[**-[-)7.k’ 下游
引 物 ! ?9 "( 3k7)*-[[-)*--))[))*-[*-))-*
----7.k&?-&反应体系 !31 "+"( 21 qDIOO:P3M1

"+&B#)?Q5M1 "+&上游引物和下游引物各 2M1 "+&
重蒸水 .0 "+&离心混匀后加入 C#*模板 1M3 "+&
1.Z酶 1M3 "+J?-&程序如下(’65m&3 UN;’ (
65m变性 31 Q’ )3/m退火 91 Q’ / 4/m延伸 61 Q’

64/m&21 UN;’ ( T/步骤循环 .1 次J琼脂糖凝胶
电泳!2 q)*"电泳缓冲液&2e凝胶"分析 ?-&结
果J?-&产物的纯化和测序由上海生物工程有限公
司完成&测序结果通过 [:;DK;d D=KQF进行比对
分析J
@FN!最适生长条件和反硝化特性研究
@FNF@!碳源
以 C( 基础培养基为母液& 以 1M052 3 L<+

#K#’. 为唯一氮源&调整 -<#质量比为21w2&分别
以葡萄糖#麦芽糖#蔗糖#乙酸钠#柠檬酸钠#乳糖作
为唯一碳源J取 2 环已保存菌种接种于 +D液体培
养基中&.1m# 231 P<UN;恒温摇床活化培养 2/ H
后&以 2e接种量接入活化并洗涤干净的菌液于不
同碳源培养基中J为保证瓶中空气与外界气体的交
换&提高瓶中液相溶解氧浓度&以 0 层纱布代替橡胶
塞封口&.1m# 231 P<UN;摇床培养 /5 H 后检测培养
基中菌体生长量及 #’g

. 7#含量&实验设 . 个重复J
@FNFG!-<#比#温度#?8#溶氧
将 2e洗涤干净的菌液接种到装有高温灭菌过

的 C(液体培养基 !添加最佳碳源为唯一碳源"的
锥形瓶中&通过调节培养基的 -<#比&摇床温度&\8
值&控制摇床转速的方式以调节培养液 C’& 231
P<UN;恒温摇床培养 /5 H 后测定培养液中菌体生长
量![911 "##’

g
. 7#和 #’

g
/ 7#含量J考察条件变化对

反硝化效果的影响J除不同温度实验外&其余均在
.1m下培养&实验设 . 个重复J
@FO!好氧反硝化活性测定
将 2e洗涤干净的菌液接种到装有 211 U+C(

培养基 !分别以 #K#’. 和 #K#’/ 为唯一氮源"的
/31 U+锥形瓶中&每隔一定时间测定 C(培养液中
的菌体生长量##’g

. 7#和 #’
g
/ 7#含量J以未接种的

C(培养基作为空白对照&实验设 . 个重复J
@FL!硝酸盐氮去除率计算#脱氮率计算方法
脱氮率 i!2 g终总无机氮<初始总无机氮" q

211e
硝酸盐氮去除率 i!2 g终硝酸盐氮<初始硝酸

盐氮" q211e
亚硝酸盐氮生成率 i!终亚硝酸盐氮 g初始亚

硝酸盐氮"<初始总无机氮 q211e

515/
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GA结果与分析

GF@!菌株分离与鉴定
GF@F@!菌株筛选
在反硝化过程中&硝酸盐的还原会使培养基 \8

值升高&使 D)D培养基呈现蓝色反应&因此可以根
据培养基的颜色变化初步判断菌株的好氧反硝化能

力J在 D)D培养基上初筛得到 3 株细菌&通过初步
测定&选择 #’g

. 7#去除率较高的 2 株作为研究对
象&编号为 E2J
GF@FG!菌株形态与生理生化鉴定
菌株 E2 在 D)D固体培养基上培养 /5 H&菌落

呈圆形&半透明&表面不光滑&边缘不整齐&菌落呈棕
黄色J菌细胞短杆状&无芽孢&革兰氏染色呈阴性J对
E2 生理生化鉴定的结果表明&该菌的主要生化反应
特征表现为&氧化酶反应阳性#具有分解葡萄糖和淀
粉以及硝酸盐的还原能力J结果见表 2J

表 @A菌株 Q@ 的主要生理生化特征

)K@=:2!(KN; \H Q̂NG=GLNRK=K;B @NGRH:UNRK=RHKPKRF:PNQFNRQGOQFPKN; E2

生理生

化反应

反应

结果

生理生

化反应

反应

结果

生理生

化反应

反应

结果

葡萄糖 A 尿素 g 明胶液化 g

淀粉 A 乙酰甲基醇 g 柠檬酸盐 A

油脂 A 氧化酶 A 硫化氢 g

接触酶 A 氰化钾 A 硝酸盐还原 A

GF@FH!菌株 29, PC#*序列测定及鉴定
菌株 E2 的 29, PC#*序列经 D+*,)分析&与

[:;DK;d 中假单胞菌属!25)<J;=;+.5Q\J" !登录号
为 8j/6/26/"的 29, PC#*序列具有 66e同源性J
结合该菌株的形态和生理生化特征&根据文献)2/*
可基本确定菌株为施氏假单胞菌 !25)<J;=;+.5
5,<,U)-*"&将该菌株命名为 25)<J;=;+.55,<,U)-*E2J
GFG!最适生长和反硝化特性研究
GFGF@!碳源
由图 2 可见&以柠檬酸钠和蔗糖为碳源时&菌株

E2 生长最好&其次为葡萄糖和乙酸钠&再次为麦芽
糖&当以乳糖为碳源时该菌几乎不生长J碳源对 E2
菌反硝化活性的影响与其生长情况相似&以柠檬酸
钠#蔗糖#葡萄糖和乙酸钠为碳源时&硝酸盐氮的去
除率均达到 211e&且无亚硝酸盐的累积&以麦芽糖
为碳源时硝酸盐降解率仅为 .2M62eJ说明碳源通
过影响菌的生长而影响其硝酸盐去除率J以下实验
均采用柠檬酸钠作为碳源J
GFGFG!-<#

图 @A碳源对 Q@ 菌生长和反硝化率&硝酸盐去除率%的影响

ENLJ2!"OO:RFQGORKP@G; P:QGIPR:G; FH:LPGcFH

K;B B:;NFPNONRKFNG; ! ;NFPKF:P:UGXN;LPKF:" GOQFPKN; E2

从图 / 可以看出&-<#为 2 时&菌 [911值很小&
脱氮率仅为 96M0/e’ 当 -<#增加到 3 时&菌体生
长处于对数生长后期&脱氮率达到 63M./eJ进一步
加大 -<#&脱氮率基本不变&可达到 69e以上&且无
亚硝酸盐的积累&但菌体生长在 -<#为 21 时才达
到最大&之后趋于稳定J这是因为 -<#值较高时&菌
体生长和反硝化所需的能量充足&此时碳源已成非
限制性因素&菌体的生长和反硝化活性处于稳定
阶段J

图 GA不同 :‘D比下的脱氮率"亚硝酸盐生成率和菌 @值

ENLJ/!"OO:RFQGO-<#PKFNGG; B:;NFPNONRKFNG; PKF:& \PGBIRFNG;

PKF:GO;NFPNF:K;B [XK=I:GOQFPKN;

GFGFH!初始 \8
如图 . 所示&当 \8为 4 时&硝酸盐的脱氮率达

到最大值 64M25e&菌体生长较好&在稍偏碱 ! \8
4M3"的条件下也有较好的脱氮率&为 63M.1e&但亚
硝酸盐的积累量增加明显J该菌在酸性! \809M3"
和强碱!\8l0"条件下&生长情况不好脱氮率也低&
尤其是在酸性条件下菌株几乎不生长J
GFGFI!温度
如图 5 所示&培养温度为/1m时菌株的生长受

到限制&脱氮率只有 /0M51e&且出现亚硝酸盐的累
积J随着温度的升高&菌株生长良好&脱氮率增加&亚

315/
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图 HA不同 #)的脱氮率和菌 @值

ENLJ.!"OO:RFQGO\8G; B:;NFPNONRKFNG; PKF:K;B [XK=I:GOQFPKN;

图 IA不同温度的脱氮率和菌 @值

ENLJ5!"OO:RFQGOF:U\:PKFIP:G; B:;NFPNONRKFNG;

PKF:K;B [XK=I:GOQFPKN;

硝酸盐的累积量减少J.1m时脱氮率达到最高的
69M6.e&且基本无亚硝酸盐的累积’ 到达.3m时&
脱氮率降低&亚硝酸盐的累积量增加&菌体 [911值也
随之降低J当温度低于/3m或高于.3m时&脱氮率降
低&菌株的生长也受到限制&该菌的最适生长和反硝
化温度是.1m左右J
GFGFJ!溶氧!C’"
如图 3 所示&随着 C’值的增大&菌株 E2 的脱

氮率不断提高&当 C’值为 .M5 UL<+时&该菌的脱氮
率达到最大&为 69M53eJ随后菌株的脱氮率有所下
降&但差异不显著&当 C’值为 4M/ UL<+时菌株 E2
/5 H 的脱氮率仍可达到 03e以上&且没有发生显著
的亚硝酸盐累积J
GFH!利用硝酸盐和亚硝酸盐为氮源进行反硝化的
特性比较

分别以 #K#’.!初始氮浓度为 295M/. UL<+"和
#K#’/!初始氮浓度为 233M01 UL<+"为氮源&测定
菌株 E2 在好氧条件下 50 H 内的生长和脱氮率的动
态变化J如图 9 所示&以 #K#’. 为氮源时&/5 H 之前
为 E2 菌生长的静止期&/5 T51 H 为对数生长期&51
H 后为平台期J#’g

. 7#由初始的 295M/. UL<+降低

到 ./ H 的 1 UL<+& 此时 #’g
/ 7#累积为 2/M.1

图 JA不同 .E的脱氮率和菌 @值

ENLJ3!"OO:RFGOC’G; B:;NFPNONRKFNG; PKF:K;B [XK=I:GOQFPKN;

图 KA硝酸盐的反硝化过程

ENLJ9!?PGR:QQGO;NFPKF:B:;NFPNONRKFNG;

UL<+&脱氮率达 6/M32eJ在整个培养过程中出现了
#’g

/ 7#累积现象& 在第 /1 H 达最大累计值为
66M564 UL<+&随后逐渐降低&至 50 H 时累积仅为
5M0.4 UL<+J#’g

/ 7#的积累及其消耗与 #’
g
. 7#不

同步表明菌株在以硝酸盐为氮源时&先将 #’g
. 7#还

原为 #’g
/ 7#&而 #’

g
/ 7#的存在又能诱导产生亚硝

酸盐还原酶&从而将 #’g
/ 7#还原为气态氮J从图 9

中还可看出&反硝化作用主要发生在菌体的对数生
长期&这是因为该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力主要在这一
阶段被消耗J
菌株对亚硝酸盐的利用情况如图 4 所示(菌株

反硝化过程也主要发生在菌种培养的对数生长期&
菌株生长良好&经历 0 H 的迟缓期后&在培养的 0 T
./ H 进入对数生长期&#’g

/ 7#由初始的 233M01
UL<+降低到 ./ H 的 .1M1/2 UL<+&脱氮率达到
01M4.eJ在稳定期和衰亡期亚硝酸盐浓度则基本没
有变化&这极可能是因为培养液中供菌株生长和反
硝化作用的碳源耗尽所致&这说明碳源在好氧反硝
化菌的反硝化过程中起着至关重要的作用J
以上实验结果表明&菌株以 #’g

. 7#或 #’
g
/ 7#

为氮源时&生长均良好且都具有较高的脱氮率J从进
入对数生长期的时间来看&亚硝酸盐稍早于硝酸盐’
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从反硝化发生的时间来看&硝酸盐早于亚硝酸盐’
从脱氮率来看&硝酸盐脱氮率高于亚硝酸盐脱氮率J
由此说明该菌株更容易利用硝酸盐进行反硝化作

用&符合微生物的优先原则 !即微生物应优先选择
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"J

图 NA亚硝酸盐的反硝化过程

ENLJ4!?PGR:QQGO;NFPNF:B:;NFPNONRKFNG;

HA讨论

好氧反硝化细菌在自然界中广泛存在&现已有
多种分离方法能够有效地筛选好氧反硝化菌 )6& 2.*J
目前已分离出较多种类的好氧反硝化细菌&其中假
单胞菌属是常见种类&如苏俊峰等 )25*从污泥中分离

纯化的 3 株好氧反硝化细菌中有 . 株属于假单胞菌
属J但关于适用在水产养殖中的好氧反硝化菌的报
道较少J经最适生长和反硝化特性的研究发现&本实
验筛选的菌株 25)<J;=;+.55,<,U)-*E2 在各方面都能
较好地适应养殖水环境J
碳源不仅是细菌赖以生长的重要能源&而且对

细菌反硝化作用有重要影响J&NRHKPBQG; 等 )23*的研

究发现&周质硝酸盐还原酶的活性很大程度上取决
于碳源J安健等 )29*的研究结果表明 h>79 菌对小分
子碳源乙酸钠和丁二酸钠的利用率相对高于对大分

子碳源乳酸#蔗糖和水杨酸钠的利用J而本实验研究
表明&菌株E2 在以柠檬酸钠和蔗糖为碳源时菌体生
长最好&以柠檬酸钠#蔗糖#葡萄糖和乙酸钠为碳源
时硝酸盐氮去除率达 211e’ 在以乳糖为碳源时几
乎不生长J可见该菌对碳源的利用与碳源分子量大
小无显著关系&因此&不同种属菌株之间的碳源利用
特性不尽相同&需要今后开展进一步的研究J此外&
&G@:PQG; 等 ).*研究证实在一定浓度范围内&作为能
源的碳源浓度越高&好氧反硝化速率越快J这与本研
究结果基本一致&菌株 E2 在 -<#为 3 时&脱氮率大
大提高&达到 63M./e’ 进一步增加 -<#&脱氮率增
加不显著J

[I\FK)24*和 )NUU:PUK;Q等 )20* 的研究表明&细

菌生长及反消化酶活性的最适 \8值是中性或弱碱
性&\8过高或过低均会对菌株生长及反硝化性能的
发挥产生影响J王弘宇等 )26*和廖绍安等 )/1*分别对

好氧反硝化菌株 -.!25)J;=;+.5Q\J"和嗜麦芽寡养
单胞菌 >152/!I,)+;,-;$O;=;+.5=.(,;$O*((*."研究也
同样表明&\8为中性条件最有利于菌株生长及反硝
化性能的发挥J这与本研究结果一致&过酸! \8f4"
和过碱!\8l0"都会显著降低菌株 E2 的反硝化活
性J分析原因主要是由于偏酸或偏碱会抑制反硝化
还原酶的活性和微生物对营养物质的吸收J可见菌
株 E2 适宜生长和反硝化的 \8条件为中性至偏碱
性&而养殖水体的 \8一般也为中性偏碱性&在此范
围该菌能发挥最佳的反硝化能力J
温度是影响反硝化还原酶活性的一个重要因

素J研究表明反硝化作用最适温度范围为 /3 T
.3m )/2* &这与本实验研究结果一致J菌株E2 在 /3 T
.3m之间的脱氮率在 3.e以上&在.1m时达到最高
69M6.eJ因此菌株 E2 反硝化的适宜温度范围与水
产养殖水体的温度变动范围也相符J
研究 C’对细菌的反硝化性能的影响表明&菌

株 E2 在 C’值 .M5 T4M/ UL<+内对 C’浓度不敏
感&都可以选择硝酸盐作为电子受体&氧既不会与硝
酸盐竞争电子供体&也不会抑制硝酸盐还原酶及亚
硝酸盐还原酶的活性J这与于爱茸等 )//*的研究结果

不同&可见不同菌种的好氧反硝化机制存在较大差
异J在水产养殖中&尤其是鱼类&养殖水体中的溶解
氧一般维持在 5 T0 UL<+之间 )//* &而根据所报道的
好氧反硝化菌来看&部分菌种对水体中溶解氧的耐
受性较差&反硝化效率偏低 )/.*J因此本研究筛选的
好氧反硝化菌株 25)<J;=;+.55,<,U)-*E2 在 .M5 T
4M/ UL<+仍有较高的脱氮率! l03e"&为好氧条件
下降解硝态氮和亚硝态氮展示了良好的前景J
对菌株 E2 反硝化特性的研究表明其反硝化作

用主要发生在细菌的对数生长期&随着菌体的快速
增殖&水体中硝酸盐氮和亚硝酸盐氮的量会迅速下
降 )/5*J同时该菌株具有较高的反硝化能力&在 ./ H
内能将 295M/. UL<+的 #’g

. 7#降解为 1&#’
g
/ 7#累

积仅为 2/M.1 UL<+&脱氮率达 6/M32e’ 将 233M01
UL<+的 #’g

/ 7#降解为 .1M1/2 UL<+&脱氮率达到
01M4.eJ
菌株 E2 在以 #K#’. 为氮源进行反硝化作用的

过程中出现了 #’g
/ 7#累积现象&这与马放等

)/3*报道

过的菌株 >.2 有所不同&他们发现菌株 >.2 的反硝
化过程基本无亚硝酸盐的累积J但 E2 菌株培养末期
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#’g
/ 7#基本消耗完全&这说明微生物的好氧反硝化
由菌种的反硝化酶系实现&即好氧反硝化菌的硝酸盐
还原酶将硝酸盐还原为亚硝酸盐&而后亚硝酸还原酶
和氮氧化物还原酶发挥作用将亚硝酸盐和氮氧化物

还原为氮气J这与王弘宇等)26*的研究结果较一致J

IA结论

!2"从草鱼池中筛选得到 2 株具有较高脱氮效
率的好氧反硝化菌 25)<J;=;+.55,<,U)-*E2J

!/"菌株 E2 能分别以适当浓度的柠檬酸钠#蔗
糖#葡萄糖#乙酸钠为碳源进行较好的生长和脱氮&
具有较广的碳源谱J其最适宜生长和反硝化的 \8
和温度分别为 4M1 和.1mJ该菌具有较好的耐氧性
能&当 -<#比值不低于 21 时&该菌株的生长和反硝
化过程不再受碳源限制J

!."该菌以硝酸盐或亚硝酸盐为氮源时生长良
好&都具有较高的脱氮率&且反硝化过程都主要发生
在对数生长期J从进入对数生长期的时间来看&亚硝
酸盐稍早于硝酸盐’ 从反硝化发生的时间来看&硝
酸盐早于亚硝酸盐’ 从脱氮率来看&硝酸盐高于亚
硝酸盐&由此说明该菌更容易利用硝酸盐进行反硝
化作用J
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