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摘  要：【目的】水体富营养化是当今我国水环境面临的重大水域环境问题，氮素超标排放是主

要的引发因素之一。好氧反硝化菌构建同步硝化反硝化工艺比传统脱氮工艺优势更大。获得高效

的好氧反硝化菌株并通过生长因子优化使脱氮效率达到最高。【方法】经过序批式生物反应器

(Sequencing batch reactor，SBR)的定向驯化，筛选获得高效好氧反硝化菌株，采用响应面法优化

好氧反硝化过程影响总氮去除效率的关键因子(碳氮、溶解氧、pH、温度)。【结果】从运行稳定

的 SBR 反应器中定向筛选高效好氧反硝化菌株 Pseudomonas T13，采用响应面法对碳氮比、pH

和溶解氧关键因子综合优化获得在 18 h 内最高硝酸盐去除率 95%，总氮去除率 90%。该菌株的

高效反硝化效果的适宜温度范围为 25−30 °C；最适 pH 为中性偏碱；适宜的 COD/NO3
−-N 为 4:1

以上；最佳溶解氧浓度在 2.5 mg/L。【结论】从长期稳定运行的 SBR 反应器中筛选获得一株高效

好氧反硝化菌 Pseudomonas T13，硝酸盐还原酶比例占脱氮酶基因的 30%以上，通过运行条件优

化获得硝氮去除率达到 90%以上，对强化废水脱氮工艺具有良好应用价值。 
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Identification of a highly efficient aerobic denitrier and 
denitrification optimization using response surface method 
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Abstract: [Objective] The eutrophication of water body is one of pressing water environmental 
problems in China today. It is mainly caused by over-discharge of wastewater with high nitrogen. 
Aerobic denitrification bacteria are promising on simultaneous nitrification and denitrification process, 
presenting high advantages than conventional denitrification process. A high efficient aerobic 
denitrification strain was isolated and its nitrogen removal efficiency was optimized. [Methods] The 
aerobic denitrification strain was obtained in a SBR reactor, and response surface method was used to 
improve key factors influencing denitrification and total nitrogen removal efficiency. [Results] High 
efficiency aerobic denitrification strain of Pseudomonas T13 was selected from a SBR reactor. Based 
on response surface method, the highest nitrate removal rate was 95%, total nitrogen removal rate of 
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90% within 18 h, which were obtained by optimizing key factors of ratio of carbon and nitrogen, 
dissolved oxygen, pH, and temperature. The suitable temperature ranged from 25 °C to 30 °C. The 
optimal pH is neutral and the suitable COD/NO3

−-N was over 4:1. The DO was around 2.5 mg/L. 
Pseudomonas T13 can use nitrate and nitrite as electron acceptor for nitrate respiration with 90% 
removal rate. [Conclusion] An aerobic strain with high efficient denitrification was identified as 
Pseudomonas T13 from a long-term running SBR reactor. Over 30% nitrate reductase were detected 
out of all denitrification enzyme genes from the strain. It is presenting a great potential on nitrate 
removal (>90%) to strengthen nitrogen removal process in wastewater treatment. 

Keywords: Aerobic denitrification, Nitrogen removal, Response surface, Functional genes, Growth 
factor 

氮污染是造成水体富营养化的主要原因之一，

导致溶解氧下降致使水生生物大量死亡，破环生态

平衡。传统的生物脱氮处理过程中，首先在好氧条

件下氨氮(NH4
+-N)通过亚硝化细菌的作用氧化为亚

硝酸盐氮(NO2
−-N)，而后由硝化细菌进一步氧化为

硝酸盐氮(NO3
−-N)，然后在缺氧条件下亚硝酸盐氮

或硝酸盐氮通过反硝化菌(脱氮菌)还原为氮气(N2)

而从废水中逸出[1-3]。长期以来，反硝化一直被认为

是一个严格的厌氧过程[4]，因为有氧存在时反硝化

细菌作为兼性菌会优先利用溶解氧呼吸，甚至在溶

解氧 DO 浓度低于 0.1 mg/L 时也是如此，使得电子

流向氧，从而导致不能利用硝酸盐和亚硝酸盐作为

最终电子受体实现反硝化过程。同时在反硝化作用

过程中，O2 也被认为可抑制反硝化还原酶[5]。但是

对脱氮副球菌(Paracoccus denitrifications)的研究发

现，在有氧条件下其生长速率比完全厌氧下对硝酸

盐的转化率更高，随后证实了好氧反硝化细菌和好

氧反硝化酶系的存在[6]，硝酸盐还原酶、亚硝酸盐

还原酶、一氧化氮还原酶、一氧化二氮还原酶催化

完成好氧反硝化菌的反硝化作用过程[7]。与传统的

生物脱氮工艺相比，好氧反硝化菌可以使生物脱氮

在同一反应器中完成，实现真正意义上的同步   

硝化/反硝化。 

好氧反硝化菌是在实验室中从长期运行的反

硝 化 和 除 硫 工 艺 出 水 中 首 次 分 离 获 得 ， 包 括

Thiosphaera pantotropha 、 Pseudmonas sp. 和

Alcaligenes faecalis 等，之后更多的好氧反硝化菌从

土壤、底泥、活性污泥中获得，包括 Pseudomonas 

nautical、Thauera mechernichensis、Alcaligenes、

Microvirgula aerodenitrificans 等。有些好氧反硝化

菌同时也是异养硝化菌，能直接把氨转化为最终气

态产物逸出，这也使得在同一反应器内同时完成硝

化反硝化成为可能。Gupta 等[8]用含有 Thiosphaera 

pantotropha 的生物转盘处理不同浓度的生活污水

时，在有机负荷和氨氮负荷分别为 6.9−20.7 g 

COD/(m2·d)和 0.69−2.09 g N/(m2·d)的情况下，COD

和 氨 氮 去 除 速 率 高 达 5.8−14.1 g COD/(m2·d) 和

0.41−1.10 g N/(m2·d)，同时总氮去除率达 20%−68%。

Kshirsagar 等[9]利用两个操作条件完全相同的氧化沟

来处理模拟肥料工业废水，其中一个氧化沟内投加

Thiosphaera pantotropha，另一个没有投加的氧化沟

为对照系统。当进水 TKN 为 790 mg/L 时，含有

Thiosphaera pantotropha 的氧化沟系统对 TKN 去除

(硝化效果)和 TN 去除(反硝化效果)分别比对照系统

高出 10%和 20%，这说明了 Thiosphaera pantotropha

在异养硝化和好氧反硝化方面的重要作用。 

好氧反硝化中，其反应速率限制参数主要包括

DO、C/N 比、温度和 pH 值等。好氧反硝化细菌对

溶 解 氧 的 适 应 浓 度 范 围 很 大 ， 最 近 的 研 究 在     

3−18 mg/L 范围内对一株 Pseudomonas stutzeri 的硝

酸盐还原酶基因分析表明，DO 浓度增高菌株的

napA 和 nirS 两种基因明显表达[10]。Huang 等[11]在

利用 Citrobacter diversus 进行研究时指出 C/N 与

DO 浓度是好氧反硝化的关键因素，好氧反硝化所

需 C/N 比缺氧反硝化所需的 C/N 要高，最佳好氧反

硝化活性在 C/N 为 4−5 时获得；细菌生长速度和反



876 微生物学通报 Microbiol. China 2015, Vol.42, No.5 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

硝化速率最合适 DO 浓度为 2−6 mg/L。李丛娜等利

用序批式生物反应器(Sequencing batch reactor，SBR)

进行脱氮研究时发现，在溶解氧浓度高达 8 mg/L，

C/N 为 7.9，MLSS 较低的情况下，经过 5 h 曝气，

总氮去除率可达到 45.3%，总氮去除率随进水 C/N

的提高而增加[12]。另外，碳负荷和氮负荷越高，其

反硝化效果也越好。研究发现，在某一最佳的范围

内提高有机碳浓度能够明显增加好氧反硝化菌的

反硝化速率[13]。用含有 Thiosphaera pantotropha 的

生物转盘处理不同浓度的生活污水时，研究发现在

一定浓度范围内氨氮硝化速率会随有机负荷增加

呈线性增加规律，在 COD 负荷率为 15 g N/(m2·d)

和氨氮负荷率为 1.5 g N/(m2·d)时所获得的线性增

长速率为 1 g N/(m2·d)[8]。 

关于利用好氧反硝化菌实现的生物脱氮的报

道还不多见。一个重要原因是由于好氧反硝化菌在

环境中数量较少，不易形成优势种群，直接筛选难

度较大。马放等[14]采用 SBR 反应器，通过间歇曝

气和连续曝气方式对活性污泥体系中好氧反硝化

菌的选择和富集效果作了比较。两种方式均能起到

富集好氧反硝化菌群的作用，并且开发出相应的实

验装置[15]。好氧反硝化细菌的脱氮效能受关键因子

C/N 比、温度、pH 和溶解氧的相互影响，为了能够

达到综合优化的目的，试验采用响应面法对关键因

子进行优化获得目标菌株的最佳反硝化性能。响应

面法是一种能够对多元因子综合优化并确定最优

响应值的统计学方法，与传统方法(如正交试验)相

比，响应面法能够考虑到试验随机误差，将复杂的

未知函数关系在小区域内用简单的一次或二次多

项式模型来拟合，计算比较简便[16]。本研究通过菌

株脱氮效能优化结果，为后续该菌株的实际脱氮工

艺构建提供有力的高效运行指导。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 

DM 培养基(g/L)：Na2HPO4·7H2O 7.9，KH2PO4 

1.5，(NH4)2SO4 0.3，MgSO4·7H2O 0.1，丁二酸钠 4.7，

KNO3 1.5，微量元素溶液 1 mL。微量元素溶液(g/L)：

EDTA 50.00，ZnSO4 2.20，CaCl2 5.50，MnCl2·4H2O 

5.06，FeSO4·7H2O 5.00，(NH4)6Mo7O2·4H2O 1.10，

CuSO4·5H2O 1.57，CoCl2·6H2O 1.61，pH 7.0。 

FM 培养基(g/L)：牛肉膏 1.0，蛋白胨 5.0，KNO3 

1.0，调节 pH 至 7.2−7.4。 

1.2  好氧反硝化 SBR 反应器及运行方法 

1.2.1  反应器构型：实验采用的是有效容积为 3 L

的序批式生物反应器(图 1)。反应器内装有溶解氧

仪、pH 在线监测仪、ORP 测定仪、温度计、液位

计、搅拌器等，运行过程由时间自动控制系统进行

控制。通过间歇曝气和连续曝气相结合的方式对活

性污泥体系中好氧反硝化细菌进行选择和富集。 

1.2.2  好氧反硝化功能驯化条件：驯化初段以 FM

培养液培养以增加系统微生物含量，随后以 DM 培

养液培养，并逐渐增加曝气时间以富集好氧反硝化

菌。SBR 反应器中经过一个月的富集培养，待硝酸

盐去除率趋于稳定(去除率>90%)，此时污泥呈灰黄

色，易沉降，污泥浓度达到 3 000 mg/L 以上，表明

好氧反硝化污泥活性较好。 

1.2.3  SBR：反应器运行通过间歇曝气和连续曝气

相结合的方式对活性污泥体系中好氧反硝化细菌

进行选择和富集，调节反应温度在 22±2 °C，气体

流量计控制气量维持 DO 值。间歇曝气(1−23 d)反应 

 

 
 

图 1  SBR 反应器装置 
Figure 1  The sequencing batch reactor 
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器每一周期运行 24 h，其流程为进水(1.5 L)→曝气/

搅拌→搅拌→沉降(0.5 h)→排水(0.1 h，1.5 L)。随着

反应器的运行，曝气时间由第 1 天的 4 h 逐渐增加

到第 23 天的 23.4 h。第 24−30 天采取连续曝气富集，

运 行 方 式 同 间 歇 曝 气 ， 定 期 检 测 进 水 / 出 水 的

NO3
−-N、NO2

−-N、TN 和 COD。 

1.3  好氧反硝化菌的分离筛选 

1.3.1  菌种分离纯化：用梯度稀释混合平板法和平

板划线法分离纯化好氧反硝化菌。稀释混合平板法

取 1 mL 该梯度菌悬液加入已灭菌的平皿中，分别

倒入 50 °C 左右未凝培养基混匀，待培养基凝固后

倒置于 30 °C 恒温培养箱中培养。培养 2−3 d 后，

挑选出一个合适的梯度。挑取菌落形态清晰、形态

不同的单菌落，三区划线，重复几次直至菌落特征

一致，无异常菌落出现，挑取单一菌落接种到斜面

培养基上培养保存备用，所有操作都是在超净工作

台无菌操作。 

1.3.2  菌种筛选：将得到的菌体通过肉汤培养基扩

大培养以后，分装到离心管中，在 8 000 r/min 条件

下离心 15 min，弃去上清液，然后向离心管中加入

灭过菌的磷酸缓冲溶液，搅匀离心管底部沉淀的菌

体，再次离心，如此洗涤菌体 3 次，以去除菌体表

面吸附的培养基，将得到的菌体用无机盐培养基配

成菌悬液，以 10% (体积比)的接种量接种到无机盐

培养液中，在 30 °C、130 r/min 摇床中培养，每隔

一段时间取样，离心取上清，测量培养前后溶液中

TN、NO3
−-N 浓度的变化确定实验所需的高效菌种。 

1.4  好氧反硝化菌培养优化 

采用响应面法对影响好氧反硝化效率的关键

影响因子(C/N 比、溶解氧、温度、pH)进行优化。

对 于 物 理 因 子 温 度 和 pH 的 优 化 范 围 分 别 为

15−40 °C 和 6.0−8.0， 溶 解 氧 优 化 范 围 设 定 为 

1.8−3.3 mg/L，通过回归拟合、显著性和方差分析，

预测最佳条件，中心组合设计(Central composite 

design ， CCD) 采 用 Statease 公 司 生 产 的 软 件

Design-Expert 8.0 进行实验设计以及数据分析，中

心组合设计实验因子水平条件优化见表 1。 

表 1  环境因子中心组合设计实验因子水平 
Table 1  Central composite design experimental factor 

level of environmental factors 

Factors Level (−) Level (+) 

Temperature (°C) 20 35 

pH 6.0 8.0 

DO (mg/L) 1 4 

 
在物理因子优化基础上，对碳源和氮源进行反

硝化效率的进一步优化，碳源以 COD 计算，氮源

以硝酸盐氮计算，组合设计因子变化范围根据筛选

菌株的驯化条件设置，如表 2 所示。 

1.5  好氧反硝化菌功能鉴定 

1.5.1  16S rRNA 基因序列测定：将菌株接入 DM

液体培养基培养 24 h，采用上海华舜 DNA 提取试

剂盒提取基因组 DNA。采用细菌保守序列 16S 

rRNA 通用引物进行 PCR 扩增。引物序列为：

BSF8/20：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′；

BSR1541/20：5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′。 

PCR 反应体系(50 μL)[17]：10×PCR 缓冲液 5 μL，

MgCl2 (25 mmol/L) 4 μL，dNTPs 2 μL，引物 BSF8/20

和 BSR1541/20 各 1 μL，模板 DNA 1 μL，Taq 酶   

(10 U/μL) 0.5 μL，去离子水 35.5 μL。反应条件：

94 °C 5 min；94 °C 40 s，56 °C 40 s，72 °C 2 min，

循环 30 次；72 °C 10 min。 

PCR 产物测序由大连宝生物生物工程有限责

任公司完成，以 Seq Forward、Seq Reverse、Seq 

Internal 为引物对上述产物进行 DNA 双向测序。 

1.5.2  硝酸盐还原酶测定：硝酸盐还原酶(NAP)是

好氧反硝化细菌反硝化作用的关键酶，是由 2 个亚

单位(NAP A 和 NAP B)组成的二聚体；其中 NAP A

是由周质硝酸盐还原酶亚基基因(napA)编码。采用 

 

表 2  碳源、氮源中心组合设计实验因子水平 
Table 2  Central composite design experimental factor 

level of carbon and nitrogen 

Factors Level (−) Level (+) 

A 碳源 COD (mg/L) 400 800 

B 氮源 NO3
−-N (mg/L) 100 200 
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上海华舜 DNA 提取试剂盒(W6511)提取基因组

DNA 后，以 napA 基因保守区的一部分序列为引物，

进行 PCR 扩增，可以对细菌是否具有好氧反硝化潜

能进行鉴定[18]。 

2  结果与讨论 

2.1  SBR 反应器运行和好氧反硝化菌驯化 

驯化初始，以 FM 培养液作为 SBR 反应器进水，

在驯化过程中逐渐增加 DM 培养液的含量。富集结

束时(第 30 天)，出现 TN 明显降低(物理吹脱和同化

作用会引起微量减少)、硝酸盐大量去除(少量被菌

体利用合成自身氮源)及亚硝氮微量积累的现象，证

明确实有好氧反硝化发生，并且反应进行的比较彻

底。从反应器功能菌群富集培养并通过平板分离获

得 22 株具有好氧反硝化功能的目标菌株(表 3)。综

合总氮去除和硝酸盐去除率，22 株菌中获得一株较

好的好氧反硝化菌 T13。 

菌株 T13 对硝酸盐的去除效果最好，在 18 h

内硝氮去除率为 97.75%，对总氮的去除率达到

89.74%，同时微生物的生长情况较好。菌株最大生

长速率为 0.307 9 h–1，生长代时为 2.25 h。 

2.2  16S rRNA 基因序列鉴定 

进一步对 T13 的 16S rRNA 基因测序，其    

16S rRNA 基因的序列长度为 1 420 bp，结果用

BLAST 软件与 GenBank 中的序列进行同源性比较。

结果表明，菌株 T13 与已报道的 Pseudomonas sp.

序列相似性为 99%，推断该菌为 Pseudomonas。将

已报道好氧反硝化菌 Pseudomonas sp.、Paracoccus 

pantotrophus、P. denitrificans、Alcaligenes faecalis、

Alcaligenes sp. 、 Microvirgula aerodenitrificans 、

Thauera selenatis 、 Thauera mechernichensis 、

Pseudomonas denitrificans 序列下载，以 E. coli 为参

考序列，应用 MEGA 4.0 软件 N-J 法构建系统发育

树，确定其进化地位，结果如图 2 所示。 

假单胞菌属中已经报道的具有脱氮功能的菌

株通常都在厌氧条件下进行反硝化作用，但是在一

定溶解氧存在时也对反硝化产生积极作用，对溶解 

表 3  SBR 反应中获得的 22 株目标菌对 TN 和 NO3
−

的去除率 
Table 3  The removal rate of TN and NO3

− by 22 
strains from SBR 

菌株 

Strain 
No. 

总氮去除率

TN removal 
(%) 

硝氮去除率 

NO3
–-N removal 

(%) 

生长吸光度 

Optical density

T1 20 23 0.18 

T2 16 17 0.21 

T3 8 11 0.16 

T4 48 54 0.52 

T5 40 45 0.50 

T6 15 14 0.30 

T7 22 20 0.28 

T8 15 10 0.27 

T9 49 58 0.47 

T10 37 60 0.51 

T11 63 75 0.60 

T12 68 64 0.62 

T13 84 91 0.65 

T14 25 29 0.38 

T15 68 83 0.58 

T16 60 68 0.54 

T17 38 40 0.40 

T18 20 18 0.20 

T19 45 52 0.30 

T20 26 36 0.28 

T21 22 33 0.44 

T22 16 20 0.21 

 
氧 的 耐 受 程 度 也 不 尽 相 同 ， 如 Pseudomonas 

aeruginosa 的 DO<1.3 mg/L[19]，而 Pseudomonas 

putida AD-21 在 DO 高达 5−6 mg/L 时仍可以进行反

硝化[20]。利用氰化钾(KCN)选择培养基筛选得到的

Pseudomonas sp. Y2-1-1 菌株的溶解氧浓度高达  

9.0 mg/L 的培养基中 5 d 内硝酸盐氮的去除率达到

47%，其基因序列分析发现存在与好氧反硝化相关

的周质硝酸盐还原酶(NAR)的亚基 napA 基因[21]。

Pseudomonas stutzeri T13 对硝酸盐还原酶检测发现

大量脱氮相关的基因，其中检测到的硝酸盐还原酶

比例占脱氮酶基因的 30%以上[22]，这为 T13 的好氧

反硝化功能优化提供重要支持。 
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图 2  菌株 T13 和其他已报道好氧反硝化菌构建的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic trees of strain T13 and related bacteria with N-J 

注：结点处的数字代表树的自举值，小括弧内的数字为序列在 GenBank 中的注册号. 标尺，0.2%序列差异度. 

Note: The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap and in the parentheses are the GenBank accession numbers 
of gene sequences. Bar, 0.2% sequence divergence. 

 

2.3  基于响应面法的好氧反硝化条件优化 

好氧反硝化菌的代谢特性受温度、pH、溶解氧

等关键环境因子影响，这些环境因素在实际废水处

理过程中变化较多而且相互影响，通过实验确定这

些生态因素对菌株 T13 生长和脱氮效能的影响，为

菌株 T13 应用于实际废水处理提供参考数据的意义

重大。在微生物生长适宜的中温范围(15−40 °C)，

随着温度的升高有利于脱氮率逐渐增大。在 15 °C

的低温条件下，T13 仍具有一定的脱氮能力，硝氮

去除率为 45.8%。温度升高，细胞内的化学反应和

酶反应加快，生长比较迅速，代谢活力增强，整个

过程中菌株的生长趋势和反硝化效能趋势一致。 

在温度为 20−35 °C 范围内，菌株 T13 生长情

况较好；在温度为 30 °C 时，生长和反硝化效能最

好，硝氮去除率可达到 95%。根据响应面法结果预

测该菌株在低温(15 °C)时中性条件脱氮效能可以

达到 40%以上，但是实际实验值更低，仅达到 30%

左右(表 4)。在 20 °C 时，T13 的脱氮效能在中性及

偏碱条件下可以达到 60%以上，酸性条件(pH 6.0)

会使脱氮效能降低到 50%左右。 

表 4  关键环境因子响应面法优化结果 
Table 4  Optimization of key environmental factors 

based on response surface method 

Design
A 

Temperature 
(°C) 

B 
pH

 

C 
DO 

(mg/L) 

Removal (%) 

Experiment Predicted

1 35.0 6.00 4.0 63.20 62.33 

2 20.0 8.00 4.0 54.02 47.72 

3 27.5 7.00 0.0 70.03 76.50 

4 27.5 7.00 2.5 96.91 97.69 

5 27.5 7.00 2.5 97.97 97.69 

6 20.0 6.00 4.0 62.34 53.65 

7 27.5 5.00 2.5 27.87 30.67 

8 15.0 7.00 2.5 32.71 43.09 

9 20.0 6.00 1.0 52.37 51.47 

10 27.5 7.00 2.5 97.20 97.69 

11 35.0 8.00 1.0 79.61 76.50 

12 27.5 8.68 2.5 43.17 55.60 

13 35.0 8.00 4.0 82.45 71.55 

14 27.5 7.00 2.5 98.22 97.69 

15 20.0 8.00 1.0 60.01 49.08 

16 27.5 7.00 2.5 98.45 97.69 

17 27.5 7.00 2.5 99.98 97.69 

18 35.0 6.00 1.0 69.22 63.73 

19 40.0 7.00 2.5 66.85 73.17 

20 27.5 7.00 5.0 63.94 74.19 
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由于过高的 H+浓度会在好氧反硝化过程产生

HNO2，从而抑制硝酸还原酶活性。因此当 pH 小于

5.0 时，生长及反硝化效能都急剧下降；pH 为 4.0

时硝化效能和菌株生长效果均为最差；pH 7.0 时，

菌株 T13 生长最好，硝氮去除率最高可达 86.78%；

该菌最适 pH 为中性偏碱。在菌株单因子关键条件

优化的基础上，采用响应面法对三种关键环境因子

温度(15−40 °C)、pH (6.0−8.0)和溶解氧(1−4 mg/L)

综合优化 (图 3)，该菌株的最高硝酸盐去除率

97.75%，总氮去除率 89.74%。高效反硝化效果的最

佳温度为 25−30 °C；最适 pH 为 7.0；最佳溶解氧浓

度在 2.5 mg/L。响应面法优化结果的方差分析

P-value 为 0.000 4。 

外加不同碳源对 Pseudomonas T13 生长及硝氮

去除结果表明，以丁二酸钠、葡萄糖两种外加碳源

作为菌株 T13 唯一碳源可以大大提高菌株 T13 的生

长速度。实验中以人工配水模拟废水的碳源(丁二酸

钠)浓度变化范围为 400−900 mg/L，硝酸盐氮(KNO3)

的浓度范围为 100−250 mg/L。通过响应面法优化碳

氮比对菌株 Pseudomonas T13 的最佳好氧反硝化效

果发现，通过调控碳源浓度改变不同碳氮比，菌株

T13 的硝氮去除率随碳氮比的增加而增大，随着碳

氮比降低，反硝化作用也降低(图 4)。当 C/N 比达

到 4:1 时好氧反硝化过程的硝酸盐氮去除率达到

85%以上，研究碳氮变化范围内 C/N 比提高到 8:1

是硝酸盐去除率最高达到 95% (表 5)。响应面法优

化结果的方差分析 P-value<0.000 1。本实验室前期

研究中发现的好氧反硝化菌株 X31 以乙酸盐作为

碳源时菌株的反硝化速率要稍高于丁二酸盐作为

碳源，当 C/N 大于 5 时，脱氮率能达到 90%以上[23]。

而 近 期 在 养 殖 水 体 中 筛 选 获 得 的 Pseudomonas 

GC5，以乙醇为碳源时碳氮比需要在 15:1 时达到最

佳脱氮效能[24]。因此，本研究获得的脱氮菌株 T13

对较低碳氮比的需求在未来工艺实际应用中具有

一定优势。 

C/N 是在呼吸过程中获得高效反硝化效率的主

要控制参数[20,25]，由于好氧反硝化关键酶——周质 

 
 
 

 
 
 

 
 
图 3  基于响应面法优化关键环境因子(温度、pH、溶

解氧)对好氧反硝化效能 
Figure 3  Optimization of temperature, pH, DO on 
aerobic denitrification by response surface methodology 
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图 4  基于响应面法优化碳源、氮源对好氧反硝化效能 
Figure 4  Optimization of carbon and nitrogen on aerobic 
denitrification by response surface methodology 
 

表 5  碳源、氮源响应面法优化结果 
Table 5  Optimization of carbon and nitrogen based on 

response surface method 

Design 
碳源 

COD 
(mg/L) 

氮源 

NO3
–-N 

(mg/L) 

Removal (%) 

Experiment Predicted

1 800.00 200.00 79.27 70.52 

2 600.00 150.00 83.19 86.02 

3 600.00 79.29 92.89 91.24 

4 600.00 150.00 89.16 86.02 

5 600.00 150.00 91.96 86.02 

6 600.00 150.00 90.31 86.02 

7 800.00 100.00 95.18 93.84 

8 317.16 150.00 35.17 40.34 

9 400.00 100.00 80.18 75.52 

10 600.00 150.00 90.15 86.02 

11 400.00 200.00 27.23 16.20 

12 882.84 150.00 95.97 91.71 

13 600.00 220.71 30.26 32.81 

 

硝酸盐还原酶的表达更多地受消耗碳源的影响，碳

源消耗越大，酶活性越高。在高碳氮比和限制性呼

吸的环境下，可激活反硝化相关基因表达，进行好

氧反硝化反应。在其他不同好氧反硝化菌的研究中

发现，溶解氧含量对氮素去除效率影响会同时影响

对碳氮比的需求，较低的溶解氧能够降低好氧反硝

化过程对 C/N 比的需求[10]，通常 DO 的浓度可以降

低到 2.0−6.0 mg/L。尽管 Pseudomonas 属的好氧反

硝化菌能够对更高的溶解氧(>10.0 mg/L)进行适    

应[11]，然而过高的提高溶解氧(>5.0 mg/L)水平需要

更高的碳源浓度以达到>50%的总氮去除率[12]。本

研究中获得的 Pseudomonas T13 的适宜工作溶解氧

浓度为 2.5 mg/L 左右，比其他报道的溶解氧需求量

更低，而较低的溶解氧含量条件下的好氧反硝化过

程对有机碳源的需求更少，这对于硝酸盐含量较高

的污水快速转化十分有利。 

3  结论 

通过长期运行的 SBR 好氧反硝化工艺，获得一

株高效的好氧反硝化菌 Pseudomonas T13，采用响

应面法对该菌株的关键影响因子碳氮比、pH 和溶

解氧进行综合优化，该菌株的高效反硝化效果的适

宜温度范围为 25−30 °C；最适 pH 为中性偏碱；适

宜的 COD/NO3
−-N 为 4:1 以上；最佳溶解氧浓度在

2.5 mg/L。优化条件下在 18 h 后达到最高硝酸盐去

除率 95%，总氮去除率 90%。研究表明在高碳氮比

和限制性呼吸的环境下，反硝化相关基因表达能够

激活表达实现高效的好氧反硝化反应。 
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