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摘  要：【目的】分离和鉴定一株高效降氨除臭芽孢杆菌，并研究其氮素迁移过程。【方法】采用

自行设计的筛选平台，根据菌落形态、生理生化特征及 16S rRNA 基因序列的系统进化树分析进

行菌株鉴定；在好氧和厌氧条件下，以 NH4
+-N 为唯一氮源，通过检测 NH4

+-N、NO2
−-N、NO3

−-N

和产生的气体浓度，明确菌株在降氨过程中氮素的迁移过程及特点。【结果】筛选出一株高效降

氨除臭芽孢杆菌，经生化与分子鉴定为凝结芽孢杆菌；其在好氧条件下将 NH4
+-N 降解为 NO3

−-N，

降解率为 98%；同时少量 NO3
−-N 经好氧反硝化作用还原为 N2；在厌氧条件下进行了硝化作用，

但 NH4
+-N 降解率仅为 23.7%，且反硝化过程不明显。【结论】筛选得到的高效降氨除臭凝结芽孢

杆菌在好氧和厌氧条件下皆具有异养硝化作用，但厌氧条件下反硝化作用不显著，好氧反硝化作

用产生的含氮气体为氮气，其在农业和环保领域具有巨大的产业化潜力。 

关键词：凝结芽孢杆菌，氮素迁移，降氨，除臭，异养硝化-反硝化 

Identification and nitrogen migration of an ammonia-oxidizing and 
deodorizing Bacillus 
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Abstract: [Objective] To get a deodorizing bacillus of high efficient ammonia degradation, and to 
investigate the process of the nitrogen migration of the strain. [Methods] An ammonia-oxidizing strain 
was screened in a self-designed screening platform. Colonial morphology, physio-biochemical tests and 
16S rRNA gene sequence analysis were adopted to determine the phylogenetic position of the isolated 
strain. The nitrogen migration characteristics and process of the strain that cultured by NH4Cl as the 
sole nitrogen source were investigated by using the chemical detection of NH4

+-N, NO2
−-N, NO3

−-N 
and gases under aerobic and anaerobic conditions. [Results] A high efficient ammonia-oxidizing and 
deodorizing strain that has the characteristics of heterotrophic nitrification and aerobic denitrification 
was screened and identified as Bacillus coagulans. Under aerobic and anaerobic conditions, the 
NH4

+-N oxidizing rate of the strain RJCC-03 could reach 98% and 23.7%, respectively. A small amount 
of N2, not nitrogen oxides gases, was generated during the experiment process, under aerobic 
conditions. [Conclusion] These results proved Bacillus coagulans had great potential application in the 



申彦晶等: 降氨除臭芽孢杆菌的筛选鉴定及其氮素迁移过程 1235 

 

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

agricultural and environmental protection. 
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随着我国畜牧养殖业的高速发展，臭气污染问

题日益严重[1-2]。畜牧养殖过程中产生的臭气主要包

括氨气、硫化氢、三甲胺和不饱和短链脂肪酸等，

其中氨气的浓度最高。传统处理氨气的方法中，生

物法因具有适用范围广、运行费用低、维护管理方

便、无二次污染等特点，成为解决高浓度氨气的有

效途径之一[3]。一般认为，生物法经由硝化和反硝

化过程达到降氨的目的，而硝化作用主要由自养型

硝化细菌完成。近年来研究表明，部分异养型微生

物也能进行硝化作用，如假单胞菌属、芽孢杆菌属、

副球菌属和产碱杆菌属等[4-7]。该类微生物具有生长

迅速、营养要求低、适应能力强等优点，尤其是芽

孢杆菌具备的优良环境抗逆性，使其成为生物降氨

除臭领域研究的热点。因此，异养型降氨除臭微生

物，尤其芽孢杆菌的研究对降氨除臭微生物的生产

和应用具有重要的理论价值和实践意义。 

本研究从规模化奶牛养殖舍采集样品，采用自

行设计的降氨脱硫除臭菌筛选平台(脱硫部分另文

发表)，通过形态学、生理生化指标、16S rRNA 分

子鉴定等技术手段获得一株高效降 NH3 的芽孢杆

菌。同时研究了筛选菌株作用于 NH3 溶水后的氮素

迁移过程及特点，以期为我国规模化畜禽养殖过程

中 NH3 的控制，乃至臭气的去除提供理论依据和数

据借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品：实验所用样品采集于规模化奶牛养殖

舍中的新鲜粪便。 

1.1.2  培养基：(1) 活化培养基(MRS)[8]。 

(2) 分离培养基：活化培养基中加 2%的琼脂，

1×105 Pa 灭菌 30 min。 

(3) 氮素迁移培养基(g/L)：NH4Cl 1，葡萄糖 1，

KH2PO4 2。pH 7.0，1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.1.3  主要试剂：DNA 提取试剂盒，天根生物工程

有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  降氨除臭芽孢杆菌的分离：称取收集、拌匀

的新鲜粪便 10 g 放入装有玻璃珠的 250 mL 无菌水

中，于 80 °C、150 r/min 水浴 20−30 min。再经 10

倍梯度稀释后涂布于分离培养基平板上，于 37 °C

培养 24−48 h，挑选形态不同的优势菌落重复进行

分离纯化，直至得到若干单一纯菌。 

1.2.2  降氨除臭芽孢杆菌的筛选：将筛选得到的纯

菌接种至活化培养基中，37 °C、150 r/min 培养 24 h。

取 18 mL 活化好的菌液，于 6 000 r/min 离心 10 min

后去上清液，用无菌水洗入 2 L 烧杯中，并用无菌

的 1.5%葡萄糖溶液调整体积至 18 mL。再加入    

1 000 mg/L 的氨水 2 mL 混合均匀，快速放入装有

20 mL 吸收液的 50 mL 烧杯中，3 层不透气塑料薄

膜覆盖并透明胶封口于 37 °C 培养。12 h 后用纳氏

试剂比色法检测吸收液中氨浓度。空白组不加菌

液。最后计算氨气降解率，氨气降解率=(空白组吸

收液中氨浓度−实验组吸收液中氨浓度)/空白组吸

收液中氨浓度×100%。 

1.2.3  形态学观察及生理生化鉴定：采用平板涂布

法，37 °C 培养 24 h 后用光学显微镜观察菌落和菌

体形态。生理生化鉴定方法参照《伯杰氏细菌鉴定

手册》[9]和《常见细菌系统鉴定手册》[10]进行。 

1.2.4  分子生物学鉴定：16S rRNA 基因引物为细

菌通用引物，分别是 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGG 

CTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGAC 

TT-3′)。PCR 反应体系为：10×Buffer 5 μL，MgCl2   

(25 mol/L) 3 μL，dNTPs (5 mmol/L) 1 μL，Taq DNA

聚 合 酶 (5 U/μL) 0.5 μL ， 27F 和 1492R 引 物       

(10 μmol/L)各 1 μL，模板 DNA 1 μL (以加 1 μL 双

蒸水为空白对照)，补 ddH2O 至 50 μL。扩增条件为：
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95 °C 5 min；95 °C 1 min，52 °C 2 min，72 °C 3 min，

30 个循环；72 °C 10 min；4 °C 保存。扩增产物送

上海生工生物工程有限公司进行测序，将所测序列

与 GenBank 中的 16S rRNA 基因序列进行 BLAST

分析比对。于 MEGA 5.0 软件上采用邻位相接法

(Neighbor-Joining)，构建系统进化树以对芽孢杆菌

进行初步鉴定，用于检验支持率的重复抽样次数

(Bootstrap)为 1 000 次。 

1.2.5  氮素迁移试验：(1) 好氧条件下氮素迁移试

验：NH4Cl 为唯一氮源，葡萄糖为唯一碳源，将筛

选获得的 RJCC-03 菌种挑取 2 环接种于 100 mL 氮

素迁移培养基中，37 °C、150 r/min 振荡培养 24 h

进行活化。再取 5%的活化液，6 000 r/min 冷冻离

心 10 min，取沉淀用无菌水重悬，如此反复 2−3 次

后接种于 100 mL 灭菌的氮素迁移培养基中，37 °C、

150 r/min 摇床培养 24 h。每隔 4 h 取样，检测

NH4
+-N、NO2

−-N、NO3
−-N 和氮气，并记录。 

(2) 厌氧条件下氮素迁移试验：本实验使用的

菌悬液与 1.2.5 (1)中的获取方法相同，最后将其接

种于 100 mL 灭菌的氮素迁移培养基中，抽真空通

入氩气密封，保持严格厌氧状态，37 °C 静置培养

24 h。每隔 4 h 取样，检测 NH4
+-N、NO2

−-N、NO3
−-N

和氮气，并记录。 

1.2.6  分析方法：NH4
+-N、NO2

−-N、NO3
−-N 和总

氮(TN)分别采用纳氏试剂比色法、格利斯试剂分光

光度法、紫外分光光度法和碱性过硫酸钾法进行检

测。氮气及氮氧化合物气体采用气相色谱仪检测[5]，

具体条件是：氦气作载气，进样口温度 200 °C，柱

流量 5 mL/min，分流比为 4:1，柱箱温 40 °C，TCD

检测器温度 200 °C，电流 40 mA。产生气体采用

HP PLOT 5 A 分子筛毛细管色谱柱将 N2 和其他氮

氧化合物分离，收集的气体再经岛津气相色谱

(GC-2010)检测定性。 

2  结果与分析 

2.1  高效降氨除臭菌株的分离筛选 

分离获得的不同芽孢杆菌氨气降解率如表 1

所示。 

本实验在原有筛选平台的基础上进行了改进

和完善[11]。包括发酵液进行了冷冻离心、洗涤、重

悬步骤，这样排除了发酵菌液中复杂培养基组分或

代谢物对氨气降解的影响；体系中葡萄糖的添加避

免了测试菌在测试过程中因营养不足死亡而对氨

气降解产生影响。以上改进措施使得本试验结果的

可靠性和准确性进一步提高。 

由表 1 可知，RJCC-03 在 12 h 内对氨气的降解

率最高，达到了 89%。故选择 RJCC-03 作为后续试

验的研究对象。 

2.2  菌株 RJCC-03 的镜检照片及菌落形态 

菌株 RJCC-03 在油镜中呈杆状，单个或成对排

列，芽孢端生。在分离培养基上生长良好，菌落圆

形而呈白色，表面呈现火山口型而不透明。具体菌

落形态如图 1 所示。 

2.3  菌株 RJCC-03 的生理生化鉴定 

菌株 RJCC-03 的生理生化测试结果如表 2 所

示。综合形态学结果，与《伯杰氏细菌鉴定手册》

中关于芽孢杆菌属的描述对照，初步鉴定菌株

RJCC-03 属于芽孢杆菌属(Bacillus sp.)。 

2.4  菌株 RJCC-03 的分子鉴定及系统发育研究 

菌株 RJCC-03 的 16S rRNA 基因扩增片段长

度为 1 421 bp，GenBank 登录号为 KJ466151.1。 

 

表 1  不同芽孢杆菌的氨气降解率 
Table 1  The ammonia degradation rate of Bacillus 

分离菌 

Isolated strains 

氨气降解率 

The ammonia degradation rate (%) 

RJCC-01 56 

RJCC-02 32 

RJCC-03 89 

RJCC-04 85 

RJCC-05 42 

RJCC-06 78 

RJCC-07 79 
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图 1  菌株 RJCC-03 的菌落形态 
Figure 1  The colony morphology of strain RJCC-03 

 

NCBI BLAST 分析发现其与数据库中 Bacillus 

coagulans 的相似性最高，达到 99%。系统进化发

育分析也表明，其与 Bacillus coagulans 聚为一簇，

而与 Bacillus 属中的其他菌分开 (图 2)。结合

RJCC-03 形态学结果、生理生化指标分析，可以

初步确定菌株 RJCC-03 为凝结芽孢杆菌(Bacillus 

coagulans)。 

2.5  菌株 RJCC-03 的氮素迁移试验 

2.5.1  好氧条件下氮素迁移过程和特点：在好氧条

件下，以 NH4Cl 作为唯一碳源，考察菌株 RJCC-03

的氮素迁移过程和特点，其结果如图 3 所示。 

表 2  菌株 RJCC-03 生理生化特征 
Table 2  Physiological and biochemical characteristics 

of isolated strain 
特性 

Characteristics 

结果 

Results 

革兰氏染色 Gram stain + 

运动性 Moveability + 

37 °C 生长 37 °C growth + 

厌氧生长 Anaerobic growth + 

氧化酶 Oxidase + 

过氧化氢酶 Catalase + 

甲基红 Methyl red + 

V-P 测定 V-P test + 

淀粉水解 Amylolysis − 

吲哚产生 Produce of Indole − 

明胶液化 Gelatinase − 

注：+：阳性；−：阴性. 

Note: +: Positive; −: Negative. 

 
由图 3 可知，菌株 RJCC-03 对 NH4

+-N 的快速

降解伴随着硝酸盐的大量积累，24 h 后 NH4
+-N 的

降解率达到 98.7%。而整个好氧硝化过程中，中间

产物 NO2
−-N 只在 12 h (即菌体对数生长期中期)出

现极少量积累(0.06 mg/L)，24 h 后未能检出。相同

的现象出现在枯草芽孢杆菌好氧硝化过程[12]，及其

与地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌的混合好氧硝化-  

 

 
 

图 2  菌株 RJCC-03 与比对菌株基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of strain RJCC-03 and the references 

注：括号中的序号代表序列在 GenBank 中的序列号；节点上的数字表示 Bootstrap 值；刻度 0.01 表示序列偏差值. 

Note: Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in GenBank. Numbers at the nodes indicate the bootstrap values on 
Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled data sets. Bar 0.01 represent sequence divergence. 
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图 3  菌株 RJCC-03 好氧条件下 NH4
+-N 的氧化作用

(NH4Cl 为唯一碳源) 
Figure 3  NH4

+-N oxidation of strain RJCC-03 using 
NH4Cl as the sole nitrogen source under the aerobic 
conditions 

 
反硝化过程中[13]。由此可见，菌株 RJCC-03 能够在

以葡萄糖为唯一碳源条件下高效降解 NH4
+-N。根

据 Wehrfritz 等 [14] 的 异 养 消 化 代 谢 理 论 ， 菌 株

RJCC-03 具有异养硝化作用。 

菌株 RJCC-03 在好氧硝化过程中，TN 浓度由

253 mg N/L 降至 241 mg N/L (图中未标明)，TN 的

减量为 12 mg N/L。由于 TN 的减少主要是由微生

物在好氧反硝化过程中产生的气体逃逸所致[15]，将

气体经气相色谱收集检测，无氮氧化合物气体，故

判断 TN 的减少是生成了 N2。尽管有文献报道，反

硝化作用终产物 N2 是经由中间产物 NO 或 N2O 生

成 [16]，但在本过程中只检出了 N2，其生成量约   

0.2 mmol/L。此现象与同为芽孢杆菌属的枯草芽孢

杆菌反硝化现象相似[5]，而该枯草芽孢杆菌在好氧

反硝化过程中通过菌体中存在的周质硝酸盐还原

酶作用，以 NO3
−-N 和氧气作为电子受体进行协同

呼吸，且该酶的表达和激活不受氧分子的抑制[17]。

依此判断，菌株 RJCC-03 体内可能存在周质硝酸盐

还原酶，在好氧条件下，NH3 溶水生成 NH4
+-N 经

硝化作用产生 NO3
−-N，随后少量 NO3

−-N 还原为

NO2
−-N，并在周质硝酸盐还原酶的作用下以 N 作为

电子受体，经好氧反硝化过程还原为 N2。 

此外，反应过程中 NH4
+-N 的浓度由 248 mg/L

降至 NO3
−-N 浓度的 212 mg/L，N 损失 36 mg/L，

扣除生成 N2 所需的 12 mg/L 的 N，则剩余 24 mg/L

的 N 主要通过微生物同化作用形成细胞结构。按照

一般细菌的 N 含量为 12.5%计算，形成的凝结芽孢

杆菌的干菌体重约为 0.192 g/L，若菌体 90%是水，

则形成的凝结芽孢杆菌湿重为 1.92 g/L (约 2‰的湿

菌体量)。由图 3 可知，体系中菌体的 OD600 由 0.25

增至 0.75 左右(增量约为 0.5)，增加量不大，可见，

该凝结芽孢杆菌具有较强的降解氨氮的能力。 

综上所述，凝结芽孢杆菌 RJCC-03 具有同步异

养硝化-好氧反硝化现象，且硝化能力较高，这就很

好地解释了凝结芽孢杆菌 RJCC-03 高效降氨除臭

原因。该菌尚未见相关文献报道，因此具有较高的

研究和应用价值。 

2.5.2  厌氧条件下氮素迁移试验：在厌氧条件下，

以 NH4Cl 作为唯一碳源，考察菌株 RJCC-03 的氮素

迁移过程和特点，其结果如图 4 所示。 

由图 4 可见，菌株 RJCC-03 在厌氧条件下对

NH4
+-N 的降解速度远小于好氧条件，16 h 后降解

速度趋于平稳，此时 NH4
+-N 降解率仅为 23.7% (好

氧条件下降解速率为 98.7%)。期间 NO2
−-N 未出现

明显积累，因此该菌可广泛应用于水产养殖领域，

避免在调节水体的同时积累有害物质亚硝酸盐。 

 

 
 

图 4  菌株 RJCC-03 厌氧条件下 NH4
+-N 的氧化情况

(NH4Cl 为唯一碳源) 
Figure 4  NH4

+-N oxidation of strain RJCC-03 using 
NH4Cl as the sole nitrogen source under anaerobic 
conditions 
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24 h 后，反应体系中未检测到含氮气体成分。

虽有文献报道，枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和蜡

样芽孢杆菌[13]，以及自养型的亚硝酸单胞菌[18]，在

低溶氧或厌氧条件下会发生反硝化作用，从而产生

氮气或氮氧化合物气体。但菌株 RJCC-03 在厌氧条

件下未出现该现象，分析原因可能是，细菌体内存

在周质硝酸盐还原酶，其表达与碳源的消耗有很大

的关系，消耗的越多，其酶活性越大，反硝化作用

越强[19]。由图 4 中 OD600 的变化情况可以看出，凝

结芽孢杆菌在厌氧环境中的生长极差，OD600 增量

只有约 0.1 (好氧条件 OD600 的增量约 0.5)，因此碳

源的消耗少，周质硝酸盐还原酶酶活低，这就很好

地解释了凝结芽孢杆菌在厌氧环境下反硝化作用

不明显甚至不发生，从而体系中未检出氮气或氮氧

化合物气体。 

此外，凝结芽孢杆菌是兼性好氧菌，在厌氧环

境下缓慢生长的同时产生乳酸，反硝化过程中产生

的碱性物质被乳酸中和后，可使体系 pH 由初始 8.0

降至 5.5 左右(图中未标明)。根据细菌生长和反硝化

酶活性的最适 pH 是中性或微碱性的特点[20-21]，体

系的酸性环境抑制了 NH4
+-N 的硝化和反硝化过程

中的相关酶活性，这也是凝结芽孢杆菌在厌氧环境

下硝化作用弱、反硝化作用不明显甚至不发生的主

要原因之一。 

可见筛选得到的凝结芽孢杆菌在厌氧条件下

硝化作用较弱，未见到明显的反硝化作用。 

3  结论 

(1) 从规模化奶牛养殖舍中筛选获得一株高效降

氨除臭凝结芽孢杆菌 RJCC-03 (Bacillus coagulans)，

其降解氨主要通过硝化-反硝化过程进行。 

(2) 凝结芽孢杆菌 RJCC-03 在好氧条件下，经

过异养硝化-好氧反硝化过程将 NH4
+-N 高效氧化为

硝酸盐或氮气，24 h 降解率为 98.7%。 

(3) 凝结芽孢杆菌 RJCC-03 在厌氧条件下，经

异养硝化过程将 NH4
+-N 氧化为硝酸盐，24 h 降解

率为 23.7%，但未见明显的反硝化作用。 
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