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摘要(研究好氧反硝化菌的筛选#生物脱氮机制及代谢特征J采用极限稀释及平板划线法对好氧条件下能同步硝化<反硝化的

细菌进行广泛筛选&分离到 9 株具有好氧脱氮效果的异养菌&其中 hh73 菌具有高效的好氧脱氮能力J对该菌株好氧脱氮过程

气相和液相中可能生成的气态产物以及硝态氮等形式的 含 氮 产 物 变 化 进 行 定 量 检 测 分 析&探 讨 脱 氮 过 程 氮 素 的 去 向 及 其 脱

氮途径Jhh73 菌好氧条件下脱氮过程中总氮的去除与氮气生成量之间基本保持 平 衡&并 且 在 脱 氮 过 程 中 没 有 检 测 到 #/’气

体生成&液相中也没 有 出 现 硝 酸 盐 和 亚 硝 酸 盐 的 积 累’ hh73 菌 羟 胺 氧 化 酶 提 取 液 具 有 较 高 活 性&其 羟 胺 降 解 率 可 达 到

41M6eJ采用 29, P&#*同源性比对法对分离到的细菌进行分析&结果显示与不动杆菌属!%:*+),;9.:,)-Q\J"同源性较高J
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B:LPKBKFNG; PKF:GONFQH B̂PGâ=KUN;:GaNBGP:BIRFKQ:RK; P:KRH:B FG41M6eJ*@GX:K==& FH:P:NQKLGGB @K=K;R:@:Fc::; FH:P:UGXK=GO
FGFK=;NFPGL:; K;B \PGBIRFNG; GO#/ N; \PGR:QQJ#G#/’cKQ\PGBIR:B K;B ;G;NFPKF:GP;NFPNF:c:P:KRRIUI=KF:BJ)H:HNLH K@N=NF̂GO
K:PG@NRH:F:PGFPG\HNR@KRF:PNIUhh73 OGPB:;NFPNONRKFNG; cKQQRP::;:B& cHNRH QHGc:B HNLH:PHGUG=GL̂ cNFH %:*+),;9.:,)-L:;IQFHPGILH
29, P&#*@=KQFJ
>*, ?’791(B:;NFPNONRKFNG;’ H:F:PGFPG\HNR@KRF:PNK’ QRP::;N;L’ LKQ:GIQ\PGBIRFQ’ H B̂PGâ=KUN;:GaNBGP:BIRFKQ:

!!氨氮是造成水体污染的重要污染物之一J传统

生物脱氮理论认为硝化反应是由专性化能自养菌完

成的&反硝化反应是由异养菌在缺氧条件下完成的J
然 而& /1 世 纪 01 年 代& 国 内 外 研 究 发 现

2)5)<J;=;+.5 W(<-)5:)+5# %(:.(*")+)5 W.:).(*5#
25)<J;=;+.5.)-<"*+;5等可 以 对 有 机 或 无 机 氮 化 合

物进行异养硝化 )2 T5*J不仅如此&有研究发现 )3&9* 许

多异养硝化菌具有好氧反硝化能力&可以将 #8A
5 7#

转化为气态产物而去除&其分离到的好氧反硝化菌

有 1>$.+,;,-;$O.#2>5,<,U)-*,S等J异 养 硝 化 菌 以 及

好氧反硝化细菌的发现对于解决传统生物脱氮处理

系统启动时间长&硝化环节条件要求苛刻&硝化和反

硝 化 不 能 同 步 进 行 等 缺 点 具 有 重 要 的 科 学 意

义 )4 T6*J然而&目前对于好氧反硝化的反应机制还存

在着不同的认知观点&并且缺乏好氧反硝化菌的有

效筛选#驯化方法J本研究的目标是利用稀释分离法

对好氧条件下能同步硝化<反硝化的细菌进行广泛

筛选&并对获得的 2 株高效脱氮细菌的生物脱氮代

谢产物进行定量分析&同时对其羟胺氧化酶活性进

行初步探讨&对 该 菌 株 29, P&#*同 源 性 进 行 比 对

分析&进而明确好氧反硝化菌的脱氮机制&并完善其

菌种信息J

@A材料与方法

@F@!培养基

异养硝化培养基( !#85 " / ,’5 1M3 L&琥珀酸钠
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/M24 L&维 氏 盐 溶 液 31 U+&加 水 溶 解&补 充 蒸 馏 水

至2 111 U+!若需固体培养基&则加入 /e琼脂"J维

氏 盐 溶 液( ‘/8?’5 3M1 L& (L,’5-48/’ /M3 L&
#K-=/M3 L& E:,’5-48/’ 1M13 L& (;,’5-58/’
1M13 L& 溶解后加水定容至2 111 U+J
@FG!细菌的初筛与复筛

从样品富集液中吸取 2 U+培养液&加入新鲜液

体异养硝化培养基中.1m# 2/1 P<UN;摇床培养 . BJ
然后将氨氮降低较 明 显 的 样 品 稀 释 214 倍&将 稀 释

液移入 新 鲜 培 养 基 中&.1m# 2/1 P<UN;摇 床 培 养 .
BJ选取氨氮降低最多的样品划线接种在异养硝化固

体培养基表 面&.1m培 养 . B&挑 取 单 菌 落&作 为 初

筛菌J
将初筛菌接种于新鲜液体培养基中&.1m# 2/1

P<UN;摇床培养 . B&进行复筛J将氨氮降低最明显的

菌落划线接种在异养硝化固体培养基表面&挑单菌

落纯化 / 次&即得到所筛选菌株J
@FH!筛选菌株 29, P&#*同源性比对分析

采 用 通 用 正 向 引 物 ?2(--LLKFRR*[*[)))[*
)--)[[)-*[**-[**-[-)和 反 向 引 物 ?.(-[LL

KFRR)*-[[-)*--))[))*-[*-))-*----)21*J 纯

化后的 ?-&产物测序J将测序结果提交到 [:;DK;d
进行 D+*,)分 析& 将 其 与 不 动 杆 菌 属 以 及 29,
P&#*同源性 相 近 属 的 基 因 利 用 C#*(*#进 行 同

源性分析&建立菌株的发育树J
@FI!测试指标与方法

@FIF@!代谢产物定量及平衡实验

将 31 U+的异养硝化培养基加入到 231 U+血

清瓶中&接种细菌&胶塞密封J将注射器针头通过胶

塞刺入瓶中&针头另一端连接真空泵J抽真空后&向

瓶中注入氧气&如此重复 . 次&使瓶中的空气被氧气

置换出来J将针孔密封&.1m&2/1 P<UN;摇床培养 4/
HJ抽取顶气&检测 #/#’/ 及 #/’的含量&以及培 养

基中氨氮#亚硝酸氮#硝酸盐氮和总氮的变化J
硝酸盐采用酚二磺酸紫外分光光度法测定&亚

硝酸盐测 定 方 法 为 77!27萘 基"7乙 二 胺 光 度 法&氨

氮采用纳氏试剂光度法测定&总氮采用过硫酸钾氧

化7紫外分光光度法测定 )22* ’ -’/##/ 及 ’/ 定 量 测

定(气相色谱仪![-76*日本岛津公司"[-<)-C检

测 )5* ’ #/’定量测定(利用 [-<"-C检测 )2/&2.*J
@FIFG!羟胺氧化酶的粗提液活性检测

将菌体重悬于 21 U+21 UUG=<+的 )PNQ78-=缓

冲液! \8 0M3"’ 置 冰 水 浴 中 超 声 破 碎J将 破 碎 液

5m&9 111 P<UN;离心 /1 UN;J上清液经 1M// "U滤

膜过滤&分装& g01m保存待用J
在 23 UUq2/3 UU的试管内加入 1M3 U+上述

酶反应液&用水将体积补足为 /M0 U+J加入 1M/ U+
2/e 的三氯乙酸溶液终止酶促反应&然后加 2M1 U+
2e的 07羟基喹 啉 的 乙 醇 溶 液&轻 柔 振 荡J加 入 2M1
U+2M1 UG=<+的 #K/-’. 溶液&剧烈振荡J密封&沸水

浴 2 UN;&自 然 冷 却 23 UN;J使 用 分 光 光 度 计 测 定

413 ;U检测其吸光度值&计算羟胺浓度 )25*J

GA结果与讨论

GF@!好氧脱氮细菌的分离与效果比较

通过稀释分离法获得了 9 株具有异养硝化能力

的细菌&接种 于 液 体 异 养 硝 化 培 养 基&于.1m# 2/1
P<UN;摇床培养 /5 H&对氨氮的去除效果如表 2J

表 @A筛得不同菌株降解氨氮效果比较

)K@=:2!-GU\KPNQG; GOB:;NFPNÔN;LK@N=NF̂FGQRP::;:B @KRF:PNK

菌株号 氨氮浓度<UL-+g2

空白对照 30M56
hh72 22M69
hh7/ .M30
hh7. 9M2/
hh75 2.M22
hh73 未检出

hh79 25M24

图 @A菌株 VV-J 好氧降解氨氮曲线

ENLJ2!*UUG;NKP:UGXK=K;B ;NFPNF:K;B ;NFPKF:KRRIUI=KFNG; GOhh73

!!从表 2 可以看出&分离的菌株中& hh73 脱氮效

果最好&培养 /5 H 培 养 液 中 的 氨 氮 几 乎 全 部 脱 除&
因此本研究选定 hh73 为研究菌株J将菌株 hh73 接

种于液体培养基& .1m# 2/1 P<UN;摇 床 培 养 4/ H&
每隔一定时间对培养基的氨氮#硝态氮#亚硝态氮进

行测定!图 2"J可以看出&随着氨氮的大量去除!与

图 2 对照浓度比较"&系统中没有明显的硝态氮!硝

酸盐氮和亚硝酸盐氮总量之和"的累积J

125/
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GFG!hh73 脱氮代谢产物的定量及总氮平衡

生物脱氮过程中氨氮可以被转化为硝酸盐氮#
亚硝酸盐氮#含氮气体!#8.##/##/’等"以及有机

氮等形式J而图 2 中&培养基中的氨氮能够被快速去

除&并且没有硝酸盐氮和亚硝酸盐氮的积累&故有可

能被转化为 含 氮 气 体 以 及 有 机 氮J因 此&本 研 究 对

hh73 降解氨氮代谢可能生成的气态产物以及硝态

氮等形式的含氮产物变化进行检测&探讨脱氮过程

氮素的去向 及 其 脱 氮 途 径&主 要 结 果 如 表 /#表 .
所示J

表 GAVV-J 以氨氮为唯一氮源脱氮过程中主要气体质量变化<UL

)K@=:/![KQ\PGBIRFNG; GOhh73 BIPN;LB:;NFPNONRKFNG; N; KUUG;NKU:BNK<UL

样品名称 ’/ -’/ #/ #/’

对照 2 3M2/0 1M12/ 4 5M/.2 1M1/4 6
对照 / 3M261 1M116 1 .M4.5 1M12/ 5
hh7372 .M/61 1M.09 3M352 1M12/ 5
hh737/ .M193 1M./2 3M.34 1M124 4

平均增加量 g2M906 1M.5. 2M524 g1M113 2

表 HA氨氮培养基中主要含氮物质浓度变化<UL-+g2

)K@=:.!-HK;L:QN; ;NFPGL:; RGU\GI;B RG;R:;FPKFNG; N; KUUG;NKU:BNIU<UL-+g2

样品 氨氮 硝酸盐氮 亚硝酸盐氮 总氮

对照72 226M41 未检出 未检出 225M.1
对照7/ 2/2M51 未检出 未检出 223M55
hh7372 32M.9 未检出 未检出 06M93
hh737/ 33M56 未检出 未检出 00M12
浓度变化量 g94M2/3 无!! 无!! g/9M15

!!结果表明&菌株 hh73 在以氨氮为唯一 氮 源 的

培养基中培养 4/ H 后&氨氮减少.M.39 / UL&生成氮

气 2M524 UL&培养基内总氮减少 2M.1/ UL&无 硝 酸

盐氮#亚硝酸盐氮的生成&也未检测到 #/’J培养基

内总氮的减少量与氮气产生量基本持平&说明整个

过程中所产生的含氮气体为 #/J又因为在整个过程

中未检测出硝酸盐氮和亚硝酸盐氮&所以培养基总

氮剩余量减去氨氮剩余量应为同化的氮量&即氨氮

同化量 i总 氮 量4/ H g氨 氮 量4/ H i00M0. q1M13 g
3.M5. q1M13 i2M441!UL"’ 新生成总氮量 i氨 氮

同化量 A#/ i2M441 A2M524 i.M204 !UL"’ 由此可

见&氮气的产生 量 达 到 生 成 总 氮 量 的 55e左 右&并

且新生成总氮量与氨氮的去除量之间基本能够达到

平衡J
GFH!羟胺氧化酶粗提液酶活分析

在对异养硝化菌脱氮相关酶的研究中发现&异

养硝化菌可利 用 氨 单 加 氧 酶 !*(’" 将 氨 氮 氧 化 为

羟胺&而羟胺可在一类异养硝化菌特有的不含血红

素的羟胺氧 化 酶!8*’"的 作 用 下 转 化 为 亚 硝 酸 盐

或 #/’
)23 T24*J羟胺氧化酶可以将中间代谢产物氧化

成多种代谢终产物&这是异养硝化菌与其他硝化细

菌相区别最大的一个酶&也是决定好氧脱氮特性的

关键酶J笔者对 hh73 细菌羟胺氧化酶进行 分 离 纯

化及活性研究&为 hh73 细菌的氨氮代谢途 径 提 供

有力的证据!表 5"J
表 IAVV-J 中 )6E酶粗提液酶活分析!1?rI&+ i."

)K@=:5!";V̂U:KRFNXNF̂K;K=̂QNQG; 8*’GOhh73!1?rI&+ i."

组别
羟胺浓度

<;UG=-U+g2
亚硝酸盐

<UL-+g2

对照组 09M5 r5M4 未检出

牛血清白蛋白组 4/M2 r2M/ 未检出

煮沸过的粗提液组 45M9 r.M/ 未检出

粗提液组 /3M2 r5M6 未检出

!!实验表明&在反应体系中加入 D,*蛋白质能够

促进羟胺少量降解J在 23 UN; 内&牛血清白 蛋 白 组

羟胺浓度下降了 25M. ;UG=<+&降解率为 29M9e’ 煮

沸过 的 粗 提 液 组 下 降 了 22M0 ;UG=<+& 降 解 率 为

2.M4e’ 但未煮沸的粗提液羟胺浓度比对照组降低

了 92M. ;UG=<+&降解率为 41M6e&表明该粗提液具

有较强的 8*’活性J另外&在酶反应体系中未检测

出亚硝酸盐&表明羟胺氧化产物并非亚硝酸盐而是

气态产物J
GFI!29, P&#*的同源性比较

利用 引 物 ?2#?. 对 分 离 得 到 的 hh73 菌 株 的

C#*样品进行 扩 增&扩 增 产 物 作 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳&
在约2 311 @\ 处出 现 特 异 性 条 带 为 29, P&#*基 因

片段扩增条带&见图 /J
对其 进 行 测 序&序 列 长 度 为2 5.9 @\J将 该 29,

P&#*序 列 提 交 [:;DK;d&序 列 号 为 LN(*h9.6.49J

225/
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2M(KPd:P!C+/111"!/M29, P&#*基因

图 GA菌株 VV-J @KS7PD6基因电泳图

ENLJ/!*U\=NONRKFNG; GO29, P&#*L:;:GOhh73 @^?-&

经 D+*,)同源性检索&它与 %:*+),;9.:,)-Q\J同源性

较高&与 %>O.)=;(E,*:<5同源性为 66eJ将其与不动

杆菌属以及 29, P&#*同源性相近属的基因!表 ."
利用 C#*(*# 进 行 同 源 性 分 析& 绘 制 同 源 树

!图 ."J

图 HA菌株 VV-J @KS7PD6基因同源进化树

ENLJ.!?H =̂GL:;:FNRFP::GOhh73 @KQ:B G;

29, P&#*Q:bI:;R:QHGUG=GL̂

!!由图 . 可知& hh73 与不动杆菌属同源性较高&
而与其他几个不动杆菌近源的属同源性相差较大J

HA结论

!2"采用极限稀释及平板划线法分离到 9 株具

有好氧脱氮效果的异养菌J其中 hh73 具有 较 好 的

好氧脱氮能力&好氧阶段随着氨氮的去除未发现硝

酸盐和亚硝酸盐的积累J
!/"对 hh73 好氧条件下脱氮素过程中 的 各 种

代谢产物进行了定量检测J总氮去除与氮气生成量

之间 基 本 平 衡&另 外&在 整 个 脱 氮 过 程 中 没 有 #/’
的生成J

!."对 hh73 中的 8*’进行粗 提 及 酶 活 测 定&
粗提液氨氮浓度比对照组降低了 92M. ;UG=<+&氨氮

降解率为 41M6e&表 明 该 粗 提 液 具 有 较 强 的 8*’
活性J

!5"通过 29, P&#*的 同 源 性 比 较&菌 株 hh73
与不动杆菌属!%:*+),;9.:,)-Q\J"同源性较高J
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