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摘  要: 从土壤中分离得到一株好氧反硝化细菌 CY1, 该菌株在厌氧和好氧条件下均具有反硝化

能力。硝酸盐氮初始浓度为 137.25 mg/L, 30 h 内硝酸盐氮去除率分别为 99.98%(厌氧)和 60.16%(好
氧)。通过形态学特征、生理生化特性及 16S rDNA 同源性比较对菌株 CY1 进行鉴定, 初步判断

CY1 为泛养副球菌(Paracoccus pantotrophus)。 
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Abstract: An aerobic denitrifying bacterial strain CY1 was isolated from soil. The denitrifying experiment 
results showed that under anaerobic or aerobic conditions the reduction efficiency within 30 hours was up to 
99.98% (anaerobic) and 60.16% (aerobic) respectively with initial NO3-N concentration of 137.25 mg/L. On 
the basis of its physiological and molecular properties, strain CY1 was identified as Paracoccus pantotro-
phus 
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随着工业化和城市化进程的加快, 我国水体中
氮素污染日益严重。传统理论认为, 水中氮素的去
除是将氨氧化形成的硝酸盐氮在缺氧条件下被反硝

化菌类还原为氮气和N2O, 即必须通过好氧硝化、缺
氧反硝化这两个相对独立的过程。然而, 好氧反硝
化现象自 20世纪 50年代以来被不断报道[1−3], 在许
多实际运行的好氧硝化池中发现总氮损失的现象, 损
失量甚至高达 30%。1988年Robertson[4]在除硫和反

硝化处理系统出水中首次分离出好氧反硝化菌泛养

副球菌(Paracoccus pantotropha)、假单胞菌属的某一

种 (Pseudomonas spp.)和粪产碱菌 (Alcaligenes fae-
calis)等, 随后好氧反硝化细菌被不断分离得到[5−7]。

这意味着, 在好氧反硝化菌的作用下, 硝酸盐氮也
可在有氧情况下还原为氮气, 即硝化反硝化可以在
同一环境下同时进行。这不仅节约了投资和运行成

本 , 缩短脱氮周期 , 而且反硝化释放出的OH−可补

偿硝化反应所消耗的碱, 很好地解决了传统工艺中
硝化产酸、反硝化产碱均需投加试剂中和的弊病 , 
避免了二次污染。这对突破生物脱氮的困境、研究

生物脱氮工艺具有重要意义。 
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好氧反硝化功能菌在自然界氮循环中的重要意

义正为人们逐步重视。本文介绍一株好氧反硝化细

菌 CY1的分离鉴定, 并对其进行好氧反硝化活性的
测定。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 
1.1.1  反硝化菌分离培养基：酒石酸钾钠 20 g, KNO3 

1.2 g, K2HPO4 2 g, MgSO4·7H2O 0.2 g, 蒸馏水定容

至 1 L。 

1.1.2  LB 培养基：蛋白胨 10 g, NaCl 5 g, 酵母提取

物 5 g, 蒸馏水定容至 1 L, pH 7.0。 

1.2  好氧反硝化菌的筛选 
1.2.1  富集培养：称取含有枯枝落叶的堆肥泥土 1 g, 

放入装有 100 mL反硝化培养基的 250 mL三角瓶中, 

用八层纱布封住瓶口, 在 33°C、200 r/min摇床中培

养, 7 d后取样。 

1.2.2  分离纯化：接种环取上述富集培养物于反硝

化培养基上划线分离, 单菌落长出后挑单菌落作稀

释涂平板纯化, 获得一菌株, 编号为 CY1, 并接种

于斜面, 于 4°C冰箱中保藏。 

1.3  菌株的硝酸盐还原能力测试 
将菌株 CY1 接种于 LB 培养基中, 在 33°C、 

200 r/min摇床中培养 12 h, 此时OD600值为 1.5左右。

将菌液按 2% (V/V)的接种量接于装有 50 mL反硝化

培养基的 250 mL三角瓶中, 分别在好氧、厌氧条件

下培养, 定时测定培养前后基质变化量。好氧培养

时将三角瓶置于 33°C、200 r/min摇床中; 厌氧培养

时, 先将反硝化培养基用氮气吹脱 15 min, 接入菌

液后将三角瓶放入厌氧工作站 (Ruskinn, Bugbox)

中。每组实验设置 3个重复。 

分析项目及方法：硝酸盐氮采用酚二磺酸分光

光度法 [8], 亚硝酸盐氮采用N-(1-萘基)-乙二胺分光

光度法[9], 菌体量采用比浊法, pH用精密pH试纸测定, 

DO用溶解氧测定仪(JENCO, 9173)测定。 

1.4  菌株的鉴定 
1.4.1  形态学鉴定：将菌株 CY1于 LB平板上划线, 

获得单菌落, 观察其菌落形态; 用透射电镜负染法

(SEM)观察其形态、大小等 ;  并对其进行革兰氏 

染色。 

1.4.2  生理生化鉴定：依据《常见细菌系统鉴定手

册》[10]进行鉴定。 

1.4.3  16S rDNA 的 PCR 扩增和测序：用一对通用

引物即正向引物 f27(5′-AGAGTTGATCCTGGCT 

CAG-3′) 和 反 向 引 物 r1492(5′-GGTTACCTTGTT 

ACGACTT-3′)对菌株 CY1 的总 DNA 模板进行 16S 

rDNA 扩增, 引物由上海生工生物技术有限公司合

成。PCR反应程序：94°C 5 min; 94°C 1 min, 56°C 1 min, 

72°C 2 min, 30个循环; 72°C 10 min。扩增产物由上

海生工生物技术有限公司进行测序。 

2  结果 

2.1  菌株 CY1 的硝酸盐还原能力测试 
分别在厌氧和好氧条件下对菌株的硝酸盐降解

能力进行测定, 每隔 6 h取样测定 1次。 
由图 1、 2 可知 ,  厌氧条件下硝酸盐氮由 

137.25 mg/L降至 0.03 mg/L, 去除率达 99.98%; 好
氧条件下降至 54.68 mg/L, 去除率为 60.16%, 培养
过程中测得DO维持在 5.28 mg O2/L~4.60 mg O2/L。 
 

 
 
图 1  菌株 CY1 的厌氧反硝化活性曲线 
Fig. 1  Anaerobic denitrification of strain CY1 

 

 
 
图 2  菌株 CY1 的好氧反硝化活性曲线 
Fig. 2  Aerobic denitrification of strain CY1 
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图 3  菌株 CY1 的负染透射电镜照片 
Fig. 3  Micrograph of TEM of strain named CY1 

Note: A: (×3000); B: (×5000).  
 

由 于 反 硝 化 要 经 历 NO3
−-N→N→NO2

−-N→ 
NO→NO2→N2的过程, 所以在厌氧和好氧条件下的
反硝化过程中均产生了亚硝酸盐的积累, 且亚硝酸
盐氮的积累量在细菌生长的延滞期时达到最高。厌

氧条件下, 亚硝酸盐氮的积累量在 12 h时达到最高, 
为 11.74 mg/L, 但随着菌量的增长, 亚硝酸盐氮的
积累量减少, 在 30 h时下降为零。好氧反硝化的亚
硝酸盐积累量在 6 h为 1.06 mg/L, 在细菌生长旺盛
的对数期(12 h~24 h), 积累量极少, 在 30 h时细菌生
长进入衰亡期, 积累量也达到最大(3.17 mg/L)。 

2.2  菌株 CY1 的鉴定 
2.2.1  形态学鉴定：菌株 CY1的菌落形态表观为边
缘整齐、圆形隆起、光滑、呈淡黄白色。用透射电

镜负染色法观察, 发现该菌株为短杆至球形, 长度
约为 1 μm, 无鞭毛。革兰氏染色阴性。 
2.2.2  生理生化鉴定：生理生化鉴定结果如表 1 
所示。 
2.2.3  16S rDNA的同源性比较：将测得的菌株CY1
的 16S rDNA基因序列在GenBank数据库中通过
Blast方法比对 , 用NJ法构建进化树(Kimura法估算
遗传距离)(图 4)。结果表明, 菌株CY1与Paracoccus 
pantotrophus ATCC 35512T(Y16933)的同源性达
100%。根据形态特征、生理生化特性和 16S rDNA
的同源性分析 , 初步鉴定菌株CY1 为泛养副球菌
(Paracoccus pantotrophus)。 

3  结论 

1) 从富含氨氮的堆肥泥中用以酒石酸钾钠为

碳源的反硝化培养基在好氧条件下进行富集、分离, 
得到一株菌株 CY1。 
 

表 1  菌株 CY1 的生理生化特性 
Table 1  Physio-biochemical characteristics  

of the strain CY1 

鉴定指标 
Identification index 

鉴定结果 
Identification result 

接触酶试验 
Catalase test 

+ 

氧化酶试验 
Oxidase test 

+ 

甲基红试验 
Methyl red test 

_ 

伏-普试验 
Voge-Proskauer test 

_ 

明胶液化 
Gelaune liquefaction 

_ 

淀粉水解 
Starch hydrolysis 

_ 

纤维素分解 
Cellulose decomposition 

_ 

硝酸盐还原 
Nitrate reduction 

+ 

葡萄糖发酵 
Glucose fermentation 

+ 

蔗糖发酵 
Sucrose fermentation 

+ 

甘露糖发酵 
Mannose fermentation 

+ 

乳糖发酵 
Lactose fermentation 

+ 

半乳糖发酵 
Galactose fermentation 

_ 
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图 4  CY1 菌株的 16S rRNA 系统进化树 
Fig. 4  Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequence of strain CY1 

注：括号中的序号表示该菌株在 GenBank 中的登录序列号; 树枝上的数字表示在 bootstrap 验证中该树枝可信度的百分比; 条形标尺: 0.01 核
苷酸碱基替换率. 
Note: Numbers in parentheses represent the sequences accession number in GenBank; The number at each branch points is the percentage 
supported by bootstrap; Bar, 0.01 nucleotide substitutions per site. 
 

2) 通过实验, 发现菌株 CY1 无论是在厌氧条
件还是在好氧条件下都具有反硝化功能。好氧反硝

化反应的溶解氧维持在 5.28 mg/L~4.60 mg/L, 硝酸
盐氮由 137.25 mg/L 下降到 54.68 mg/L, 去除率为
60.16%。虽然在厌氧条件下 CY1 的硝酸盐还原率
(99.98%)比在好氧条件下更高, 但当溶解氧较高时
CY1 仍具有较强的硝酸盐还原能力。这与孔庆鑫 
等[11]筛选的菌株Pseudomonas sp. Y2-1-1 的反硝化
情况相同。 

3) 根据形态特征、生理生化特性和 16S rDNA
的同源性分析 , 初步鉴定菌株CY1 为泛养副球菌
(Paracoccus pantotrophus), 这 是 继 国 际 上

Robertson[4]和Patureau[12]后国内首次报道副球菌属

细菌具有好氧反硝化功能的Paracoccus pantotro-
phus, 是环境整治领域重要的多功能菌。 
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