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摘   要：【背景】目前缺少具有高效脱氮能力、较高生物安全性、能处理高碱含氮污水的好氧反硝

化菌株，难以使用生物方法处理高碱性的工业、养殖废水。【目的】对前期于佛山市一水产养殖池塘

底泥中分离得到的耐碱高效好氧反硝化细菌 ZY-3 进行研究，期望获得一株能用于不同酸碱环境脱

氮的高效、安全的好氧反硝化细菌。【方法】通过形态学、生理生化试验及 16S rRNA 基因序列分析

方法对菌株种属进行鉴定，采用抗生素试验及斑马鱼攻毒试验进行菌株的环境生物安全性评估，利

用 3 种含不同氮素的含氮模拟废水进行脱氮能力的测定。【结果】确定 ZY-3 为假单胞菌属变形假单

胞菌(Pseudomonas plecoglossicida)，其对多种临床常用抗生素敏感，对水生生物的毒性低，该菌株

在高浓度含氮模拟废水中以 28 °C、180 r/min振荡培养时，其对数期出现在 4−12 h，在 12 h时 NH4
+-N、

NO3
-N 和 NO2

-N 的去除率分别达到 94.87%、81.44%和 98.02%，其 pH 耐受范围为 6.0−10.0。【结

论】得到一株安全、高效、具有广泛 pH 适应范围的耐碱好氧反硝化细菌 P. plecoglossicida ZY-3，

其在有氧条件下对 3 种氮素(NH4
+-N、NO3

–-N、NO2
–-N)具有快速去除能力。 

关键词：好氧反硝化；变形假单胞菌；耐碱；脱氮特性 
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Identification of an alkali-tolerant Pseudomonas 
plecoglossicida ZY-3 and its nitrogen removal characteristics 
LIN Haopeng, SUN Huiming, LUO Pingting, WU Shenru, CAI Lang, ZHONG Shuxian, 
YUE Sha, CHEN Qionghua*, SHU Hu* 
School of Life Sciences, Guangzhou University, Guangzhou 510006, Guangdong, China 

Abstract: [Background] At present, there is a lack of aerobic denitrification bacteria with significant 

nitrogen removal performance, high biological safety and alkali tolerance. Thus, it is difficult to treat 

high-alkaline industrial and aquaculture wastewater using biological methods. [Objective] The 

alkali-resistant and highly aerobic denitrification bacterium ZY-3 isolated from an aquaculture pond in 

Foshan city, Guangdong province was tested, in the hope of obtaining an efficient and safe aerobic 

denitrification bacterium which could be used in different pH environments for nitrogen removal. 

[Methods] The strain was identified by morphological observation, physiological and biochemical tests, 

and 16S rRNA gene sequence analysis. Antibiotic test and zebrafish challenge test were conducted to 

evaluate the environmental and biological safety of the strain. Three kinds of simulated wastewater 

containing different nitrogen levels were used to determine the nitrogen removal performance. [Results] 
ZY-3 was identified as Pseudomonas plecoglossicida, which was sensitive to a variety of clinically 

common antibiotics and had low aquatic toxicity. When this strain was cultivated in the three simulated 

wastewater with ammoniacal nitrogen, nitrite nitrogen or nitrate nitrogen as the sole nitrogen source at 

28 °C and 180 r/min, the logarithmic phase appeared at 4−12 h. At 12 h, the removal rates of NH4
+-N, 

NO3
–-N and NO2

–-N reached 94.87%, 81.44% and 98.02%, respectively. The pH tolerance range of the 

strain was 6.0−10.0. [Conclusion] A safe and efficient aerobic denitrification bacterium P. 

plecoglossicida ZY-3 was obtained, with a wide range of pH adaptation and rapid removal ability against 

three nitrogen sources (NH4
+-N, NO3

–-N and NO2
–-N) under aerobic conditions. 

Keywords: aerobic denitrification; Pseudomonas plecoglossicida; alkali tolerance; nitrogen removal 
characteristics 

我国是水产养殖大国，当前我国的水产养

殖为高密度、集约化模式，该模式虽可增加单

位面积的养殖效益[1]，但同时也会给水质带来

一定的影响，如造成水体中的残饵、排泄物富

集，水体富营养化导致氨氮、亚硝酸盐等含氮

有害物质积累引起水产动物病害等 [2-4]，不利

于我国水产养殖业的长远发展。葛小君等 [5]对

近 20 年来广东农业污染负荷进行研究后发现，

水产养殖对总氮(total nitrogen，TN)、总磷(total 

phosphorus，TP)污染的贡献率呈现逐年上升趋

势，逐渐成为 TN、TP 污染负荷的主要来源。如

何安全、高效地处理含氮养殖尾水并提高水产

养殖的经济和环境效益已成为当前迫切需要解

决的问题。 

目前，治理含氮养殖尾水的有效脱氮方法

主要包括物理处理法、化学处理法、生物处理

法和循环水养殖技术等[6]，其中生物脱氮作为

一种新型水体脱氮技术，具有安全性高[6-7]、效

果好[8-9]、成本低[10-11]的优点，被视为 有发展

前景的技术之一。近年来，生物脱氮方法中所
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运用的好氧反硝化细菌 (aerobic denitrification 

bacteria)由于兼备异养硝化与好氧反硝化能

力，成为国内外的研究热点。好氧反硝化细菌

是一类能够利用好氧反硝化酶的作用在有氧条

件下进行反硝化作用的一类细菌，国内外研究

者在养殖鱼塘底泥、污水处理厂、土壤等多种

环境中均发现和筛选出该类细菌[9,12-17]。其中，

Padhi 等[12]报道的一株于住宅区下水道分离得

到的阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)对浓度

100 mg/L 的铵态氮、硝态氮和亚硝酸盐的 24 h

去除率分别为 81.0%、99.9%和 92.8%，Li 等[17]

报道的于太湖底泥中分离得到的施氏假单胞菌

(Pseudomonas stutzeri)对铵态氮、硝态氮和亚

硝酸盐的去除率分别为 88.30%、 86.15%和

70.83%，这充分证明了该类菌株具备强大的脱

氮能力和广阔的应用前景。然而，在高氨氮浓

度、高 pH值等极端条件下，该类技术暴露出生

物活性低、反应速度慢、处理效果差的技术瓶

颈 [18]，难以在处理高碱性的工业、养殖废水

中发挥作用。 

为了能够获得一株能在高氮浓度、高 pH

值条件下脱氮的好氧反硝化细菌，本研究基于

一株前期在广东省佛山市一罗非鱼养殖池塘底

泥中分离得到的具有异养硝化-好氧反硝化能

力的耐碱菌株 ZY-3，对其进行菌株种属鉴定、

生物安全性试验及脱氮特性研究，以期获得在

水产养殖、工业废水与生活污水的处理有应用

前景的菌种。 

1  材料与方法 

1.1  材料  
1.1.1  菌株 

广东省佛山市 (N22°50′34″，E113°57′25″)

罗非鱼养殖池塘的水样及泥样经过筛选、分离

纯化得到菌株 ZY-3。使用甘油保藏法将菌株冻

存于−80 °C 冷藏室中，使用前富集培养。 
1.1.2  主要试剂和仪器及培养基 

化学试剂均为国产分析纯；Master Mix 

Taq 酶，天津诺禾致源生物信息科技有限公

司；通用型 DNA 小量提取试剂盒，广州迈宝

生物科技有限公司；药敏试纸，杭州微生物试

剂有限公司。 

梯度 PCR 仪，Bio Tek Instruments 公司；全

自动多功能酶标仪，Tecan 公司；紫外可见分

光光度计，上海佑科仪表仪器有限公司；电

子天平，上海梅特勒-托利多仪器有限公司；

金属壳数显游标卡尺，永康市晶思达贸易有

限公司；酸度计，上海赛多利斯科学仪器有

限公司。 

牛肉膏蛋白胨培养基、营养肉汤培养基和

MHA 培养基，广东环凯微生物科技有限公

司。微量元素溶液、高浓度含氮模拟废水参考

文献 [15]配制。低浓度含氮模拟废水 (1 L)：

KH2PO4 0.113 g ， MgSO4·7H2O 0.200 g ，

NaHPO4 0.592 g，无水柠檬酸钠 1.608 g，微

量元素溶液 2 mL，NH4Cl 0.100 g (或 NaNO3 

0.159 g 或 NaNO2 0.129 g)，根据试验要求调整

起始 pH 值为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 与

11.0 。上述培养基使用高压蒸汽灭菌锅以

98 kPa 灭菌 20 min。 

1.2  菌株鉴定 
1.2.1  菌株形态观察与生理生化试验 

将菌株 ZY-3 使用平板划线法接种于牛肉

膏蛋白胨培养基中，于 28 °C 培养 24 h，观察

菌落形态，并挑取菌落制作涂片进行革兰氏染

色，使用光学显微镜观察菌体。通过扫描电镜

观察菌株的个体形态。按照《Bergeyʼs Manual 

of Systematic Bacteriology》[19]及东秀珠等编写

的《常见细菌系统鉴定手册》[20]中规定的项目

及要求进行菌株 ZY-3 的生理生化鉴定。 
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1.2.2  16S rRNA 基因序列分析 

使用细菌 DNA 提取试剂盒提取菌株 ZY-3

的基因组 DNA，采用细菌 16S rRNA 基因通用

引物 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)

和 1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′)

进行保守序列的 PCR 扩增，使用 2.0%琼脂糖凝

胶进行电泳，分析扩增结果。所得 PCR 扩增产

物送至生工生物工程(上海)股份有限公司广州

合成测序服务网点进行测序。将返回的拼接序

列提交至 GenBank 数据库，获得登录号。使用

NCBI BLAST 进行相似菌株的同源性比对，使

用 MEGA-X 软件中的 neighbor-joining 法进行系

统发育树的构建，以分析菌株的种属关系。 

1.3  菌株的生物安全性试验 
1.3.1  安全性试验 

选取体长在(2±1) cm 范围内、健康的斑马

鱼(Danio rerio)进行试验，方法参照农业行业标

准(NY/T 315.4—2017)[21]和赵洋等[16]。试验开始

前，将斑马鱼置于持续曝气的稳定缸内暂养

14 d，期间每天定时喂食及定期换水。待斑马

鱼稳定后，随机分配至 15 L 玻璃试验缸中，每

缸 30 尾鱼。菌液经 28 °C、180 r/min 培养过夜，

3 000 r/min 离心 5 min后使用无菌 PBS溶液洗涤

菌体，重复 2 次后使用无菌水重悬菌体，测定

OD600，计算菌液浓度与添加菌量。按照每试验

缸菌浓度 1×106 CFU/mL 添加菌液，空白组仅添

加无菌淡水。试验期间每天正常喂食斑马鱼，每

3 天将缸水体进行更换，后按上述方法重新添加

菌液。每天统计斑马鱼的存活数量和记录异常现

象，试验持续 14 d。每组设置 3 个重复。使用 SPSS 

Statistics 26 软件进行 小显著性差异 (least- 

significant difference，LSD)分析结果。 

1.3.2  耐药试验 

参照美国临床和实验室标准协会(Clinical 

and Laboratory Standards Institute，CLSI)编写

的《M100 抗微生物药敏感性试验执行标准(第

三十版)》[22]中铜绿假单胞菌属细菌的药敏试验

项目进行试验抗生素种类的选择并进行结果判

读；参照《M02-A10 抗菌药物敏感试验纸片法

执行标准(Vol. 32 No. 1)》[23]与《动物及其制品

中细菌耐药性的测定—纸片扩散法》 (SN/T 

1944—2016)[24]进行菌株的抗生素纸片药敏试

验。取营养肉汤中培养 18 h 的菌液，稀释至

1×108 CFU/mL 后使用无菌棉签均匀涂布于

MHA 培养基表面。平板放置 15 min 后，使用无

菌镊子夹取药敏纸片，贴于平板表面。将平板

置于 37 °C 恒温培养箱中培养 18 h，使用游标卡

尺测量抑菌圈的大小。设置贴不含抗生素的无

菌空白纸片的空白对照组，每组设置 2 个平行。 

1.4  菌株脱氮性能测定 
1.4.1  菌株在 3 种高浓度含氮模拟废水中的生

长情况与脱氮性能测定 

将菌株接种于营养肉汤培养基中，于

28 °C、180 r/min 恒温培养箱中培养 16 h 进行

菌株活化，以 1%接种量分别接种于含有

NH4Cl、NaNO3、NaNO2 的高浓度含氮模拟废水

中，进行定时取样。试验时间为48 h，前12 h以

4 h 为间隔进行取样，后 36 h 以 12 h 间隔进行

取样，测定发酵液中的生物量 (以 OD600 表

征)，4 000 r/min 离心 5 min 后取上清液测定

NH4Cl、NaNO3、NaNO2 的含量。设置不添加

菌液的空白对照组，每组试验设置 2 个平行。 
1.4.2  菌株于不同 pH 条件下的生长情况与脱

氮性能测定 

使用低浓度含氮模拟废水进行菌株 ZY-3

在不同 pH 条件下的生长情况及脱氮性能的测

定。配制低浓度含氮模拟废水时，使用浓度为

1 mol/L 的 HCl 和 NaOH 调整其 pH 值至 5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0。试验时间为

48 h，以 8 h 间隔进行取样，测定各时间段发

酵液中的生物量，4 000 r/min 离心 5 min 后取

上清液分别测定 NH4Cl、NaNO3、NaNO2 的含
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量，并使用 pH 计测定各时间段中上清液的 pH

值。试验前菌株的活化方法、接种方法与氮含

量测定方法同 1.4.1。设置不添加菌液的空白对

照组，每组试验设置 2 个平行。 

1.4.3  氮素检测方法及脱氮率的计算 

采用纳氏试剂比色法(HJ 535—2009)[25]测

定水体中的氨氮(NH4
+-N)含量；采用紫外分光

光度法(GBHJ/T 346—2007)[26]测定水体中硝态

氮(NO3
−-N)含量；采用 N-(1-萘基)-乙二胺分光

光度法(GB 7493—87)[27]测定水体中的亚硝态

氮(NO2
−-N)含量。 

氮去除率按照以下公式进行计算： 

0 1

0

(%) 100%
C C

C
 

   

其中，C0表示 0 h 时水体中的相应氮浓度(mg/L)，

C1 表示某时刻水体中的相应氮浓度(mg/L)。使

用 Origin 2021 软件对试验结果进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  菌株鉴定结果 
2.1.1  菌株形态学鉴定结果 

如图 1A 所示，菌株 ZY-3 在营养琼脂培养

基上培养 24 h 后菌落呈现淡黄色、半透明，边

缘完整隆起呈现圆形，菌落表面湿润光滑，呈

分散排列。如图 1B 所示，菌株 ZY-3 革兰氏染

色淡红色，呈阴性，光学显微镜视野中菌体呈

长杆状，两端钝圆，分散排列。如图 1C 所

示，在扫描电镜下，菌体呈现直杆状，菌体两端

圆滑，呈现分散排列；菌体长为(1.44±0.28) μm，

菌体宽为(0.50±0.02) μm，无鞭毛结构。 

2.1.2  菌株 16S rRNA 基因分子鉴定结果 

利用细菌基因组 DNA 作为模板，使用 16S 

rRNA 基因通用引物对 27F/1492R 扩增目的条

带。PCR 扩增产物经过 2%琼脂糖凝胶电泳检

测后回收并送测序，得到一段长度为 1 424 bp

的序列，提交至 GenBank (登录号为 OL989156)

进行同源性分析，发现菌株ZY-3与假单胞菌属变

形假单胞菌(P. plecoglossicida) NBRC 103162T (登

录号为 NR114226)和 P. plecoglossicida FPC951 

(登录号为 NR024662)的相似性为 99.01%。利

用 MEGA-X 软件，使用 neighbor-joining 法，

选择高相似性的模式菌株作为外群，构建系统

发育树(图 2)，结果发现菌株 ZY-3 与上述两菌

株共处同一分支，可初步推测菌株 ZY-3 为假

单胞菌属细菌(Pseudomonas sp.)。 

2.1.3  菌株生理生化试验结果 

根据《Bergeyʼs Manual of Systematic 

Bacteriology Second Edition》[19]及《常见细菌

系统鉴定手册》[20]进行菌株 ZY-3 的生理生化鉴

定，结果如表 1 所示。与变形假单胞菌模式菌

株 P. plecoglossicida NBRC 103162T进行比对，

综合形态学、生理生化特征、16S rRNA 基因 
 

 
 

图 1  菌株 ZY-3 的菌落形态(A)、革兰氏染色结果(B)及扫描电镜形态(C) 
Figure 1  Colony morphology(A), Gram stain (B) and scanning electron microscopic morphology (C) of 
strain ZY-3. 
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图 2  ZY-3 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中的序号为序列 GenBank 登录号；分

支点数值代表进化树 bootstrap 值；分支长度代表进化距离，标尺为 0.02 

Figure 2  Phylogenetic tree of strain ZY-3 based on 16S rRNA gene sequence. The GenBank accession 
number of aligned sequences are shown in the parenthesis; Values at branch nodes represent bootstrap value; 
The length of branch represents the evolutionary distance and the coefficient is 0.02. 

 

表 1  菌株 ZY-3 的生理生化特征 
Table 1  Biochemical and physiological characteristics of strain ZY-3 
生理生化反应 
Physiological and 
biochemical reaction 

反应特征 
Reaction  

characteristics 

生理生化反应 
Physiological and 
biochemical reaction 

反应特征 
Reaction  

characteristics 
革兰氏反应 Gram reaction – 酒石酸盐 Potassium tartrate – 

氧化酶反应 Oxidase reaction + D-(+)-葡萄糖 D-(+)-glucose + 

明胶液化 Gelatin liquefaction – 肌酸 Creatine + 

接触酶试验 Catalase test + 甘油 Glycerol + 

淀粉水解 Starch hydrolysis – D-(+)-麦芽糖 D-(+)-maltose monohydrate + 

吲哚生成 Indole production – 乳糖 Lactose – 

甲基红 Methyl red test – D-半乳糖 D-galactose – 

V-P 试验 Vogs-Proskauer test – 甘露醇 Mannitol – 

脂酶 Lipase (Tween-80 hydrolysis) – 甘氨酸 Glycine + 

4 °C 生长 Growth at 4 °C – L-精氨酸 L-arginine – 

41 °C 生长 Growth at 41 °C + D-果糖 D-fructose + 

反硝化 Denitrification – 柠檬酸盐 Citrate + 

硝酸盐还原 Nitrate reduction + L-(+)-阿拉伯糖 L-arabinose – 

注：+：阳性；–：阴性 

Note: +: Positive; –: Negative. 
 

序列和系统发育树分析，可以初步确定菌株

ZY-3 为变形假单胞菌 P. plecoglossicida。 

2.2  菌株的生物安全性试验结果 
2.2.1  安全性试验结果 

菌株 ZY-3 的安全性试验结果如图 3 所示。

在 14 d 的试验中，与对照组相比，水体菌液浓

度为 1×106 的 3 个试验组的斑马鱼均未出现死

亡，未出现行为异常情况，结果无显著性差异

(P<0.05)，这初步表明 ZY-3 对水生生物的安全

性较高。 

2.2.2  耐药试验结果 

菌株 ZY-3 的耐药性试验结果如表 2 所示。

从表 2 可以看出，菌株 ZY-3 对于 CLSI-M100

中对铜绿假单胞菌要求的 A 组抗微生物药物如 
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图 3  菌株 ZY-3 的生物安全性试验结果 
Figure 3  Biosafety assay of strain ZY-3. 

 

表 2  菌株 ZY-3 的药敏试验结果 
Table 2  Antibiotics sensitivity test of strain ZY-3 

抗菌药物名称 

Antimicrobial agents 

抑菌圈直径 

Inhibition  

diameter (mm) 

敏感程度 

Sensitivity

阿莫西林 Amoxicillin 0 R 
氯霉素 Chloramphenicol 7.31±0.52 R 
红霉素 Erythromycin 0 R 
氨苄青霉素 Ampicillin 0 R 
盐酸四环素 
Tetracycline hydrochloride 

23.10±0.10 S 

头孢哌酮 Cefperazone 18.33±2.15 I 
硫酸庆大霉素 
Gentamycin sulfate 

23.30±0.26 S 

妥布霉素 Tobramycin 22.50±0.82 S 
头孢他啶 Ceftazidime 23.12±0.71 S 
哌拉西林-他唑巴坦 
Piperacillin and tazobactam 

27.00±2.34 S 

注：S：敏感；I：中介；R：耐药 

Note: S: Susceptible; I: Intermediate; R: Resistant. 

 
庆大霉素、头孢他啶等药物均呈敏感。ZY-3 在

对其他临床常用抗生素如氨苄青霉素、氯霉素

等则呈现耐药性，这与铜绿假单胞菌的天然抗

菌谱一致[22]，而且符合之前关于变形假单胞菌

抗药性的报道[28]，因此可推断 ZY-3 未出现明

显耐药性状，属于未获得耐药机制的野生型

(wild type)菌株。 

综上所述，ZY-3 对水生生物无明显毒害作

用，而且对多种临床常用抗生素敏感，具有多

种生物防治手段，因此该菌株具有较高的安全

性，具有较大的应用潜力。 

2.3  菌株脱氮性能测定结果 
2.3.1  菌株在 3 种高浓度含氮模拟废水中的生

长情况与脱氮性能 

菌株 ZY-3 在 3 种高浓度单一氮源下

(NH4
+-N、NO3

−-N、NO2
−-N)的生长状况和脱氮

特性如图 4 所示。在以 NH4
+-N 作为唯一氮源

时，菌株在经过 4 h 的迟缓期后进入对数生长阶

段，在 24 h 时生物量达到 大值，此时水体中

NH4
+-N 浓度为 30.10 mg/L，去除率为 94.87%。

在随后时间段中菌株生物量开始缓慢下降，氨

氮去除率小幅波动，在 48 h 的终去除率为

97.20%。试验期间，有少量硝态氮(NO3
−-N)与亚

硝态氮(NO2
−-N)的生成，其含量在 1−2 mg/L 之

间小幅变化。 
在以 NO3

−-N 作为唯一氮源时，菌株在经

过 4 h 的迟缓期后进入对数生长阶段，在 12 h

时生物量达到 大值，此时水体中 NO3
−-N 浓

度为 177.05 mg/L，去除率达到 大值，为

81.44%。在 12−32 h 菌株生物量缓慢下降，在

48 h时出现小幅上升。12 h后的 NO3
−-N去除率

小幅波动，在 48 h 的终去除率为 74.86%。试验

期间，发现有反硝化产物 NO2
−-N 的产生，其在

0−8 h 期 间 的 含 量 迅 速 上 升 ， 高 达 到

28.04 mg/L；在 12 h 时其含量出现下降，并在

之后保持稳定。 
在以 NO2

−-N 作为唯一氮源时，菌株在经

过 4 h 的迟缓期后进入对数生长阶段，在 24 h

时生物量达到 大值，此时水体中 NO2
−-N 浓

度为 8.92 mg/L，去除率为 98.79%。在 32−48 h

时间段生物量出现大幅下降，但 NO2
−-N 浓度

保持稳定，在 48 h 的终去除率为 99.87%。 
综上所述，菌株 ZY-3 在 3 种高浓度单一氮

源下(NH4
+-N、NO3

−-N 和 NO2
−-N)的生长状况和 
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图 4  菌株 ZY-3 在高浓度 NH4
+-N (A)、NO3

−-N (B)、NO2
−-N (C)模拟废水中的生长与脱氮特性    

初始无机氮浓度(C0, mg/L)：氨氮：586.88；硝态氮：958.38；亚硝态氮：737.70 

Figure 4   Growth and nitrogen removal characteristics of strain ZY-3 in three kinds of high concentration 
simulated wastewater. A: NH4

+-N; B: NO3
−-N; C: NO2

−-N. Initial concentration (C0, mg/L): Ammonia: 586.88; 
Nitrate: 958.38; Nitrite: 737.70. 

 

脱氮特性基本相同，迟缓期为 4 h，8 h 后进入

快速生长的对数期。在高浓度氮源浓度下菌株

生物量与氮去除率趋势大致相同，菌株在 3 种

高浓度含氮模拟废水中，12 h 的氮去除率都能

达到 80%以上，这表明菌株生长速度快，具有

快速脱氮能力。进入稳定期后，各试验组氮去

除率稳定，未出现大幅波动。 
2.3.2  菌株于不同初始 pH 条件下的生长情况

与脱氮特性 

菌株 ZY-3 在不同初始 pH 梯度下的生长状

况和脱氮特性如图 5 所示。整体来看，菌株

ZY-3在试验开始后的 16 h内快速生长，生物量

快速上升，并在 16−24 h 时达到生物量的 大

值。 高氮去除率与生物量 大值并不同步出

现，在 pH 6.0−9.0的试验中，8 h时大多数试验

组中的氮去除率已趋近 100%，但生物量却未达

到 大值，存在滞后现象，该现象在 pH 10 的试

验组中更加明显。在菌株进入稳定期后，各试

验组的氮去除率未出现明显波动。相较于高浓

度氮试验，本试验各试验组中菌株生物量明显

减小，各组 高生物量在 OD600为 0.8−1.0，远低

于高浓度试验中各组 高生物量，这可能是由

于培养基中低浓度氮源制约了菌株的生长。 

菌株 ZY-3 在不同初始 pH、不同单一氮源

模拟废水中的脱氮特性存在差异：在弱酸性条

件下(pH 6.0)，以 NO2
−-N 为唯一氮源的试验组

经历了 24 h 的迟缓期，在 24−32 h 时间段才出

现生物量的上升，相较于同 pH 的其他试验组

其迟缓期延长，这可能表明亚硝酸盐还原相关

酶对于酸性 pH 较敏感。在中性与弱碱条件下 
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图 5  菌株 ZY-3 在不同初始 pH 条件下的生长特性及培养基 pH 值随时间变化情况 
Figure 5  Growth characteristics of strain ZY-3 under different initial pH value conditions and pH change of 
medium with time. 

 
(pH 7.0−9.0)，各试验组的氮去除率、生物量

变化趋势大致相同，各组氮去除率在 8 h 均达

到 90%以上，之后保持稳定。在碱性条件下

(pH 10.0)，菌株生长受到明显抑制，迟缓期延

长至 8 h，在 16 h 进入对数生长期，氮去除率

在 16−24 h 达到 高，之后保持稳定。 
菌株 ZY-3 在不同初始 pH、不同单一氮源

模拟废水中生长，发酵液 pH 变化具有以下规

律：在酸性与中性条件下，发酵液中 pH 值会

随着氮的去除整体呈现先快速上升后平稳上

升。这可能是由于细菌在执行反硝化进程、吸

收同化无机氮源的过程中会释放大量 OH−，进

而使培养基的 pH 值上升 [29-30]。在碱性条件

下，可观察到在迟缓期时各培养基中的 pH 值

下降，后进入对数生长期后随着氮去除率的上

升而缓慢上升。这可能是由于处于迟缓期时菌
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株缓慢生长产生 CO2 等代谢产物，使培养液中

的 pH 值降低，从而使环境 pH 值降低至菌株能

够正常生长、发挥生理功能的 pH 范围内。 

以上结果表明，菌株 ZY-3 在初始 pH 

6.0−10.0 的各培养基中能够正常生长并发挥脱

氮作用，其 pH 的耐受范围约为 pH 6.0−10.0。 

3  讨论与结论 
本文基于一株前期在广东省佛山市一罗非

鱼养殖池塘底泥中分离得到的具有异养硝化-

好氧反硝化能力的菌株 ZY-3，对该菌株进一步

研究。通过对其进行形态学观察、生理生化鉴

定和 16S rRNA 基因序列分析，综合考虑各种

鉴定方法结果后，初步鉴定菌株 ZY-3 为假单

胞菌属变形假单胞菌(P. plecoglossicida)。 

假单胞菌是水产养殖中常见的菌属之一，

广泛存在于世界各地，近年来有众多关于其异

养硝化-好氧反硝化能力的报道[13,15,31-34]。假单

胞菌属细菌尽管对环境具有强大的适应性和好

氧反硝化性能，但近年来有大量关于其对水产

养殖动物具有致病性的报道，能够引起水产动

物内脏白点病 [35]、皮肤溃烂 [36]、眼球异常增

生[37]，在高密度、集约化的养殖模式中会导致

水产动物大批量死亡，这对水产动物及人类健

康构成巨大威胁。因此，对投放用于养殖水体

净化的菌株，进行生物安全性评估是十分重要

的。生物安全性评估包括微生物对水生生物毒

性试验、质粒编码的耐药基因检测及菌株对抗

生素敏感性试验等[38]。本试验结合药敏试验与

生物安全性试验对菌株 ZY-3 进行生物安全性评

估。菌株 ZY-3 对多种临床常用抗生素包括妥布

霉素、头孢他啶等呈现敏感，经 CLSI-M100 对

比确定其属于无耐药性的野生型菌株；在斑马

鱼的生物安全性试验中，斑马鱼 14 d 存活率为

100%且无明显病变或异常，初步判定菌株

ZY-3 具有较高的生物安全性。若需要进一步确

定菌株的安全性，应对菌株进行耐药基因的检

测及耐药基因转移试验[28,38]，以排除菌株本身

天然抗药性转移至环境其他菌体，引起抗药基

因的水平传播。 

好氧反硝化细菌的脱氮性能受到溶氧量

(dissolved oxygen，DO)、碳源、氮源、pH 等多种

环境因素影响[16,39-41]。其中 pH 值对于菌株反硝

化进程的影响显著，其影响菌株进行反硝化的

机理是溶液中的离子浓度会显著影响反硝化相

关还原酶的活力[30,42]与表达水平[43]，碱性条件

还会导致培养基中碳酸钙等离子的沉淀，改变

培养基的营养成分，影响菌株生长[44]，因此，

大多数嗜中性反硝化细菌反硝化菌脱氮范围为

pH 7.5−9.5[13,30,45-46]。Chen 等[47]报道了一株具

有广泛 pH 适应范围的气单胞菌属(Aeromonas) 

sp. HN-02，其在 pH 2.3 的强酸性环境和 pH 11.0

的强碱性环境中依然能够发挥一定的降氨氮作

用，48 h NH4
+-N去除率分别约为40%和25%，但

该菌株在氮素初始浓度为 150 mg/L、pH 7.0、

30 °C 条件下 24 h 对 NH4
+-N、NO3

−-N 和 NO2
−-N

的去除率分别为 80.77%、56.80%和 33.32%，存

在生长周期较长的问题。Chen 等[48]报道了一株

能适应强碱的紫色杆菌属 (Janthinobacterium 

svalbardensis) F19，该菌株能在 pH 11.0 的含

40 mg/L NH4
+-N 的模拟废水中生长，36 h 时的

NH4
+-N 去除率为 90%，但其在酸性条件(pH 

6.0)下 36 h 时的 NH4
+-N 去除率仅有 60%，并且

在所有 pH 试验组(pH 5.0−11.0)中 24 h 时的

NH4
+-N 去除率均低于 60%，同样存在生长周期

长的问题。然而本试验筛选出的菌株 ZY-3 在环境

pH 6.0−10.0之间，对于3种氮素(NH4Cl 100 mg/L、

NaNO3 159 mg/L、NaNO2 129 mg/L)的 24 h 氮去

除率总体达到 90%以上，表明该菌株具有广泛

的 pH 适应性，具备快速脱氮能力。 



 
4076 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

同时，本试验在进行菌株 ZY-3 于不同初

始 pH 条件下的脱氮性能试验时，还于不同时

间段进行培养液 pH 值的测定，结合生长曲线

和氮浓度变化情况探究菌株耐碱原理。结果表

明菌株 ZY-3 在进行反硝化过程中会使培养液

的 pH 值升高，这与先前的研究报道结果[29]一

致。异养硝化-好氧反硝化菌株在利用有机碳

源进行异养增殖时会产生酸性代谢产物如 CO2，

CO2 具有酸化作用，可以补偿 OH–的碱化[30]。

本试验观察到初始 pH 为碱性的模拟废水，其

pH 值随时间呈现先下降后上升的现象。这可

能说明异养硝化-好氧反硝化细菌的脱氮进程

中，菌株生长对数期为异养增殖占主导的时

期，该时期菌株开始大量增殖，会导致培养基

的 pH 值下降。由于高 pH 的抑制条件被消除，

反硝化进程增强，不断释放 OH−，培养基出现

pH 值上升的现象。这种培养基先酸化至适合

菌株生长、正常发挥生理功能的 pH 范围内，

可能是异养硝化-好氧反硝化细菌的耐碱机理

之一。 

本试验在进行菌株脱氮能力测试时，还发

现菌株生物量增加，相较于氮去除率的上升存

在滞后的现象。异养硝化-好氧反硝化细菌可

以利用氨氮、亚硝态氮或硝态氮为氮源，通过

同化作用转化为细胞有机氮[49]，其中关键的代

谢途径为异化还原为氨的途径 (dissimilatory 

nitrate reduction to ammonia，DNRA)。在该途

径中，菌株通过硝酸还原酶 Nap 与同化亚硝酸

盐还原酶 NirBD，将硝态氮逐步还原为氨，氨

通过同化作用转化为生物氮，即：(NO3
−-N)→ 

NO2
−-N→NH4

+-N→生 物 氮 [50] 。 由 该 过 程 可

知，由无机氮素的吸收、还原，到生物氮的形

成，中间存在多步反应。中间若存在限速酶，

便可能会导致氮含量首先下降生物量后上升现

象的发生。试验中观察到的相应现象，可能印

证了本菌株转化无机氮素为有机氮的过程是由

DNRA 的多步反应完成的。 

本文综合运用形态学、生理生化鉴定方法和

16S rRNA 基因序列分析方法，对一株于罗非鱼

养殖池塘底泥中分离得到的异养硝化-好氧反硝

化菌株 ZY-3 进行菌株的种属鉴定，初步确定菌株

ZY-3 为变形假单胞菌并命名为 P. plecoglossicida 

ZY-3。生物安全性试验与药敏试验表明，菌株

ZY-3 无明显耐药性且其对水生生物具有较高的

生物安全性。在 28 °C、180 r/min、pH 7.4、C/N

比为 10 的各高浓度含氮模拟废水中，其对

NH4
+-N、NO3

—N 和 NO2
−-N 的 12 h 去除率分别

可以达到 94.87%、81.45%和 98.02%。菌株 ZY-3

具有脱氮迅速、去除率高、pH 耐受范围广的特

点，其 pH 耐受范围为 pH 6.0−10.0。后续将针

对该菌在实际废水处理中的应用展开研究，探

究其在实际养殖、工业含氮废水中的脱氮性能

及应用前景。 
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