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摘  要：【背景】随着畜牧业的高速发展，资源化利用畜禽粪便并减少其所造成的污染是一项艰巨

的任务。好氧堆肥作为一种有效利用畜禽粪便污染的途径而成为重点研究方向。【目的】通过筛选

具有高效氮转化能力的微生物，用于减少好氧堆肥中氮素损失，从而提高肥力、减少污染。【方法】

通过对牛粪中异养硝化细菌的分离鉴定及对氨氧化能力的研究得到氨氧化能力较强的菌株 NS-1。
在不同工艺参数下培养菌株 NS-1，进一步研究其氨氧化能力。【结果】通过形态学鉴定及 16S rRNA
基因序列鉴定，最终确定菌株 NS-1 为水生产碱杆菌(Alcaligenes aquatilis)。试验结果表明当碳源为

丁二酸钠、C/N 为 15、温度为 35 ℃、pH 7.0 时菌株 NS-1 的氨氧化能力有大幅度提升。菌株 NS-1
在 32 h 内将 1 230.694 7 mg/L 的氨氮完全去除，去除率达到了 100%，去除速率高达 38.46 mg/(L·h)。
【结论】菌株 NS-1 优良的氨氧化能力对于减少堆肥过程中的氮素流失有重要意义，可为生产优质

生物有机肥提供微生物材料和技术支持。 
关键词：硝化细菌；氮素转化；异养硝化；水生产碱杆菌 
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Abstract: [Background] With the rapid development of animal husbandry, it becomes a 
challenging task to utilize animal manure and reduce the pollution caused by it. Aerobic 
composting, as an effective way to utilize manure, has become the focus of research. 
[Objective] By screening microorganisms with efficient nitrogen conversion capabilities for use 
in reducing nitrogen losses in aerobic composting, thus improving fertility and reducing 
pollution. [Methods] We isolated and identified the strain NS-1 with strong ammonia-oxidizing 
capacity from the heterotrophic nitrifying bacteria in cow dung. Furthermore, we cultured the 
strain NS-1 under different conditions to investigate its ammonia-oxidizing capacity. [Results] 
The strain NS-1 was identified as Alcaligenes aquatilis based on morphological characteristics 
and 16S rRNA sequence. When being cultured in the medium with sodium succinate as the 
carbon source, the C/N ratio of 15, and pH 7.0 at 35 ℃, strain NS-1 demonstrated significantly 
improved ammonia-oxidizing capacity. The validation experiment showed that strain NS-1 
completely removed 1 230.694 7 mg/L ammonia nitrogen within 32 h, with the removal 
efficiency of 100% and the removal rate of 38.46 mg/(L·h). [Conclusion] The strain NS-1 with 
excellent ammonia-oxidizing capacity is of great significance for reducing nitrogen loss in the 
composting process. This study provides microbial materials and technical support for the 
production of high-quality bio-organic fertilizer. 
Keywords: nitrifying bacteria; nitrogen transformation; heterotrophic nitrification; Alcaligenes 
aquatilis 
 
 
 

畜牧业是我国农民最大的经济来源，给农

民带来了丰厚的经济效益，同时畜牧业也为人

们的生活提供了动物源性食品，保证人民饮食

结构合理化。畜牧业在农业结构中起着非常重

要的作用，是农业产业的基础和支柱。近十几

年来，我国的畜牧业发展已取得良好的成绩，

但是相对应的诸多问题也逐渐显现了出来。尤

其是污染问题，破坏了空气、土壤和地下水等

环境，影响了群众的生活和健康。2015 年《中

国环境年鉴》数据显示，我国畜禽养殖业污染

物 排 放 量 中 化 学 需 氧 量 (chemical oxygen 
demand, COD)、氨氮、总氮、总磷排放量占农

业 污 染 排 放 总 量 的 比 例 分 别 达 95.17% 、

76.82%、63.36%、76.97%[1]，粪便中的氨、亚

硝酸盐、硝酸盐等含氮污染物的过量排放造成

严重的水污染和富营养化，进一步破坏生态平

衡，甚至严重威胁人们的健康[2]，畜禽养殖污

染已成为农业污染的最主要来源之一。如果不

采取措施，畜禽污染问题将会加剧恶化。畜禽

粪污也是资源，不合理利用是污染，合理利用
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就是资源。因此要充分认识畜禽养殖废弃物资

源化处理的意义[3]。 
根据农业农村部的规定，目前我国要加强

农业废弃物的资源化利用，畜禽粪便必须经过

无害化处理后还田。好氧堆肥是将畜禽粪便无

害化、资源化利用为有机肥的重要处理方法[4]。

好氧堆肥技术的应用，需要在好氧环境下对畜

禽粪便中的有机物进行微生物降解和转化，从

而杀灭畜禽粪便中的病原体，并在此基础上分

解畜禽粪便中的有毒物质和有害气体。好氧微

生物是好氧堆肥技术的重要基础。在氧化还原

过程中，畜禽粪便中的有机氧化物被分解，有

机氧化物转化为无机物。这一过程为好氧微生

物提供了发展条件。在畜禽粪便处理中科学应

用好氧堆肥技术，可以有效发挥畜禽粪便的积

极作用，借助好氧堆肥技术促进畜禽粪便向资

源化利用方向发展，从而缓解畜禽粪便处理不

合理造成的环境污染，进而提高畜禽粪便的应

用价值和效果。 
经过长期的研究发现，在堆肥过程中加入

相应的外源微生物可以缩短发酵周期，保持

养分，加快肥料腐熟 [5-6]。在对外源微生物的

研究中，对异养硝化细菌的研究相对热门。近

年来，越来越多分离的异养硝化细菌被报道，

如假单胞菌属 (Pseudomonas)[7]、芽孢杆菌属

(Bacillus)[8]、脱氮副球菌属(Paracoccus)[9]等。

然而大部分对异养硝化细菌的研究主要是针对

污泥和废水的处理，对其氨氧化特性的研究目

前还有一定的空缺。污水处理中的生物脱氮过

程通常包括硝化和反硝化两种不同的微生物活

动[2]。一般情况下在污泥和废水中分离的异养

硝化菌株在具有氨氧化作用的同时兼具很强的

异养反硝化作用；异养反硝化作用是利用异养

反硝化细菌中厌氧反硝化将 NO3
−-N 或 NO2

−-N
生成 N2 的过程。在这个过程中，污泥和废水完

成了脱氮的过程，而在堆肥过程中，为了保留

堆体的养分、提高堆肥质量，需要降低 NH3 排

放，以此达到保氮的目的；在堆肥中添加氨氧

化的异养硝化菌株会导致发生NH4
+或NH3被氧

化为 NO2
−至 NO3

−的一系列生化反应[10]。通过

氨氧化作用将铵态氮向硝态氮的转化过程中，

NH3 被氨单加氧酶氧化成 NH2OH，NH2OH 再

被羟胺氧化还原酶氧化成 NO2
−，最后被亚硝

酸氧化酶氧化成 NO3
−，降低堆肥中 NH4

+的浓

度，减少 NH3 的挥发，在达到保氮目的的同时

也降低了对环境的污染[11]。本试验从牛粪中筛

选异养硝化细菌，并测定其脱氨能力，研究影

响其氨氧化能力的几种条件，最终确定有利于

菌株氨氧化速率的最优工艺参数，期望用于好

氧堆肥保氮微生物调控。 
鉴于筛选并利用氨氧化能力强的异养硝化

细菌对改良好氧堆肥技术非常必要，因此，本

研究的主要目的是筛选出氨氧化能力较强的异

养硝化细菌并对其氨氧化能力进行优化，期望

在之后的好氧堆肥实验中得到运用，以解决畜

禽粪便好氧堆肥过程中氮素损失的问题。 

1  材料与方法 
1.1  样品的采集 

新鲜牛粪样品来自甘肃省临夏回族自治州

广河县三甲集镇新庄坪牛羊养殖农民专业合作

社，采用五点法收集，将所采集的新鲜牛粪样

品装入无菌采样袋，放入装有冰袋的泡沫盒中

带回实验室，置于 4 ℃冰箱保存，24 h 之内进

行富集驯化。 

1.2  培养基  
LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5.00，胰蛋

白胨 10.00，氯化钠 10.00，固体培养基添加

15.00 g/L 琼脂粉；富集驯化培养基(g/L)：硫酸

铵 2.00，丁二酸钠 14.31，维氏盐溶液 50.00 mL，
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pH 7.0；分离培养基(g/L)：琼脂粉 18.00，其他

同富集驯化培养基；筛选培养基(g/L)：硫酸铵

1.00，丁二酸钠 7.16，其他同驯化培养基；维

氏盐溶液(g/L)：磷酸氢二钾 5.00，七水合硫酸

镁 2.5，氯化钠 2.50，七水合硫酸亚铁 0.05，硫

酸锰 0.05[12]。 

1.3  主要试剂和仪器 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化科

技(北京)有限公司。台式恒温振荡器、恒温培养

箱，上海跃进医疗器械有限公司；紫外可见分

光光度计，苏州安原仪器有限公司。 

1.4  菌株的分离筛选及鉴定 
1.4.1  细菌的分离筛选 

1) 富集驯化 

称取适量新鲜牛粪样品接入富集驯化培养

基中，37 ℃、180 r/min 恒温培养 2−4 d 后，取

10%的富集液加入新的富集驯化培养基中

37 ℃、180 r/min 恒温培养，如此重复 4 次后，

取最后一次富集液。 

2) 分离纯化 

将最后一次富集得到的富集液进行稀释，

设置 10−3、10−4、10−5 g/mL 这 3 个梯度。各吸

取 0.2 mL 稀释液分别涂布于分离培养基平板，

将涂好的平板放入培养箱中 37 ℃培养 12 h。

观察菌落的长势，选择合适的梯度挑取平板上

的单菌落，用平板划线法对其进行分离纯化，

将纯化后的单菌株接种于 LB 培养基中 4 ℃保

存，用于后续筛选。 

1.4.2  菌株氨氧化能力的初筛 
将纯化后的菌株接种于筛选培养基，测定

培养基初始的氨氮浓度后于 37 ℃、180 r/min

恒温培养 24 h，4 ℃、5 500 r/min 离心 5 min 后

取上清液测定氨氮浓度，通过对比选取氨氮浓

度低的菌株斜面保存备用。 

1.4.3  菌株的鉴定 
1) 形态学观察 

将菌株进行平板划线，观察其菌落特征，

对菌株进行革兰氏染色。在纯化后的平板上挑

选长势优良的单个菌落，将其连同周围培养基

一起挑下来放入装有电镜固定液(戊二醛、磷

酸盐、去离子水，pH 7.4)的离心管中，在室

温下固定 2 h，将装有菌株的离心管放入冰盒

中固定好送往武汉赛维尔生物科技有限公司

做扫描电镜。在得到扫描电镜照片后观察其

形态。 

2) 分子生物学鉴定 

用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株

NS-1 的全基因组 DNA，利用 16S rRNA 基因通

用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAT-3′)

和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)扩

增 16S rRNA 基因。PCR 反应体系(25 μL)：2×PCR 

Taq Master Mix 12.5 μL，细菌 DNA (35 ng/μL)  

1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 0.8 μL，

ddH2O 9.9 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 10 min；

94 ℃ 30 s，57 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，35 个循环；

72 ℃ 10 min。PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳

检测后送至兰州天启基因生物科技有限公司测

序，测序结果通过 NCBI 数据库中的 BLAST 进

行比对，使用 MEGA 7.0.14 软件构建系统发育

树，初步鉴定其种属。 

1.5  不同工艺参数对菌株脱氨特性的影响 
1.5.1  不同碳源的影响 

将低温保存的细菌 NS-1 接种至 LB 液体

培养基中，37 ℃、180 r/min 恒温摇床活化培养

24 h，再将活化后的菌液以 1%的接种量分别接

种于以葡萄糖、乙酸钠、柠檬酸钠、蔗糖、丁

二酸钠为碳源的 5 种不同筛选培养基中，调整

C/N 为 20，pH 7.0，其余组分保持不变。在



 
2006 微生物学通报 Microbiol. China 

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

180 r/min，37 ℃的恒温条件下培养 96 h，每隔

12 h 取 1 mL 菌液至 1.5 mL 离心管中，4 ℃、   

5 500 r/min 离心 5 min，取上清液测定 OD600 及

NH4
+-N、NO2

−-N、NO3
−-N 浓度，每次测定做

3 个重复，除特殊声明外，后续实验培养条件

均与此相同。 
1.5.2  不同 C/N 的影响 

以丁二酸钠为唯一碳源，调整 C/N 比分别

为 5、10、15、20、25，调节 pH 7.0，将活化

后的 NS-1 菌液分别接种于 LB 培养基，37 ℃、

180 r/min 培养 48 h，每隔 8 h 取样，按照 1.5.1
中的方法测定 OD600 及 NH4

+-N、NO2
−-N、

NO3
−-N 浓度。 

1.5.3  不同 pH 的影响 
以丁二酸钠为唯一碳源，调整 C/N 比为

15，其他组分不变，利用 NaOH 和 HCl 将培养

基的初始 pH 分别调整为 5.0、6.0、7.0、8.0、
9.0，将活化后的 NS-1 菌液分别接种于这 5 种

培养基培养 48 h，每隔 8 h 取样，按照 1.5.1 中

相同的方法测定 OD600 及 NH4
+-N、NO2

−-N、

NO3
−-N 浓度。 

1.5.4  不同温度的影响 
以丁二酸钠为唯一碳源，调整 C/N 比为

15，pH 7.0，其他组分不变。将培养温度分别

设置为 25、30、35、40、45 ℃。将活化后的

NS-1 菌液接种至培养基，分别放入不同温度的

摇床中培养 48 h，每隔 8 h 取样，按照 1.5.1 中

的 方 法 测 定 OD600 及 NH4
+-N 、 NO2

−-N 、

NO3
−-N 浓度。 

1.5.5  最优工艺参数验证实验 
使用 1.5.1中的最适碳源，将 C/N比调整至

1.5.2 中的最适值，其他组分保持不变，调整

pH 到 1.5.3 中的最适值，将活化后的 NS-1 菌液

接种至调节好的培养基内，在 1.5.4 中的最适温

度下培养 48 h，每隔 8 h 取样，按照 1.5.1 中的

方法测定 OD600及 NH4
+-N、NO2

−-N、NO3
−-N 浓

度。各时间段氨氮去除速率的计算公式为：氨

氮去除速率[mg/(L⋅h)]=[初始氨氮浓度(mg/L)−该
时间段氨氮浓度(mg/L)]÷时间(h)。 
1.5.6  测定方法 

参考《水和废水监测分析方法(第 4 版)》[13]

中的测定方法对各浓度进行测定：纳氏试剂分

光光度法测定 NH4
+-N 的浓度；N-(1-萘基)乙二

胺光度法测定 NO2
−-N 的浓度；紫外分光光度

法测定 NO3
−-N 的浓度。 

1.6  数据分析 
将得到的数据用 IBM SPSS Statistics 25 进

行分析，采用单因素 ANOVA 程序 Duncan 氏法

进行单因素反差分析，P<0.05 表示差异显著，

P>0.05 表示差异不显著。运用 Origin 8 软件作

图，利用平均值和标准偏差得到菌株的生长曲

线和氨氮、亚硝氮、硝氮的浓度变化曲线。 

2  结果与分析 
2.1  菌株分离筛选及鉴定结果 
2.1.1  菌株的形态学特征 

牛粪样品经过分离、纯化、培养等步骤

后，筛选出一株高效去除氨氮的菌株 NS-1，
通过观察平板，菌落的形态呈现出圆形、乳白

色、有光泽、不透明、黏稠感、扁平、边缘完

整等特征，菌株革兰氏染色反应呈阴性，通

过扫描电镜可以看出菌体为短杆状，大小为

(0.40−0.58) μm×(1.8−2.4) μm (图 1)。初步鉴定

菌株 NS-1 为杆菌属。 
2.1.2  菌株的分子生物学鉴定 

菌株 16S rRNA 基因序列大小为 1 440 bp
左右(图 2)。将所得数据在 NCBI 数据库中进

行 BLAST 比对后使用 MEGA 7.0.14 软件的

neighbor-joining 方法构建系统发育树(图 3)，分

析结果显示该菌株与水生产碱杆菌(Alcaligenes 
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图 1  菌株 NS-1 扫描电镜图 
Figure 1  Scanning electron microscope of strain 
NS-1.  
 
aquatilis)亲缘关系最近，相似度达 99%以上，

菌株 NS-1 鉴定为水生产碱杆菌。 

2.2  不同工艺参数对菌株生长和氨氧化效

果的影响 
2.2.1  不同碳源的影响 

碳是微生物生命活动所需的营养物质和能

量来源，通常我们认为有机碳是异养好氧细菌 

 
 
图 2  菌株 NS-1 的电泳图 
Figure 2  Electrophoretic diagram of strain NS-1. 

 
的电子受体[14]。人们在对微生物的研究中发现

常见的碳源有糖类、油脂、有机酸和小分子醇

等，由于微生物活动所产生酶系的差异，不同

的微生物可利用的碳源也不同。 
如图 4所示，水生产碱杆菌 NS-1 对不同碳

源的利用存在着明显差异，当碳源为葡萄糖和 

 

 
 
图 3  菌株 NS-1 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   发育树节点数值表示 bootstrap 值；发

育树标尺为 0.02，表示平均每个核苷酸位置有 0.02 个差异；括号中序号为 GenBank 登录号 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain NS-1 based on 16S rRNA gene sequences. Numbers at nodes in the 
phylogenetic tree represent bootstrap percentages; Bar is 0.02, representing 0.02 substitutions per nucleotide 
position; The numbers in brackets are representative of GenBank accession numbers. 
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图 4  不同碳源影响下 NS-1 在 0−96 h 的生长状况   A：菌体细胞密度. B：氨氮浓度的变化. C：亚硝

氮浓度变化. D：硝氮浓度变化 
Figure 4  Growth of NS-1 at 0−96 h under the influence of different carbon sources. A: OD600. B: NH4

+-N. 
C: NO2

−-N. D: NO3
−-N. 

 
蔗糖时菌体生长迟缓且不能对氨氮进行有效

的去除。其中当碳源为丁二酸钠、柠檬酸钠

和乙酸钠时菌株 NS-1 的 OD600 均可以达到 1.9
以上，且氨氮的平均去除速率分别为 5.4、
5.7、 5.2 mg/(L·h)；去除率分别为 96.6%、

98.6%、91.7%，而且从表 1可以看出菌株 NS-1
不论在哪个时间段内不同处理间均有明显差异

(P<0.05)。这说明小分子碳源更有利于 NS-1 进

行异养硝化(图 4A、4B)。当柠檬酸钠为碳源

时，亚硝氮的浓度由 0 h 的 0 mg/L 上升到 96 h

的 311.09 mg/L (图 4C)，硝氮的浓度由 0 h 的

496.498 5 mg/L 上升至 36 h 的 937.477 0 mg/L，

之后开始下降，于 96 h 下降至 622.339 4 mg/L 
(图 4D)。综合各项数据考虑，菌株 NS-1 在以

柠檬酸钠为碳源时，氨氮去除率在 96 h 时达到

了 98.6%，具有良好的氨氧化能力。 
2.2.2  不同 C/N 的影响 

不同 C/N 对 Alcaligenes aquatilis strain NS-1
的影响如图 5 所示，在前 16 h，不同 C/N 的生

长速率和氨氮去除率均比较相近，16 h 后 
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表 1  不同碳源影响下菌株 NS-1 在各时间段的氨

氮浓度 
Table 1  Ammonia nitrogen concentration of strain 
NS-1 in different time periods under the influence 
of different carbon sources (mg/L) 
时间 
Time 
(h) 

葡萄糖 
Glucose 

柠檬酸钠 
Sodium 
citrate 

蔗糖 
Sucrose 

丁二酸钠 
Succinic 
acid sodium 

乙酸钠 
Sodium 
acetate 

0 559.85a 553.89b 534.81e 538.09d 547.78c 
12 545.54a 525.12d 511.11e 536.60c 540.03b 
24 519.75e 709.68a 527.95d 617.99b 531.53c 
36 523.48c 694.17a 499.78e 655.11b 511.55d 
48 540.77a 480.84d 506.63b 501.27c 452.67e 
60 352.49d 189.40e 525.27a 372.02c 442.68b 
72 545.99a 74.02e 530.64b 79.23d 352.94c 
84 489.64b 45.39e 507.98a 49.72d 175.39c 
96 483.23b 7.53e 495.45a 18.56d 45.39c 
不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 下同 
Different lowercase letters mean significant difference, 
similarly for the following tables (P˂0.05). The same below. 

菌株 NS-1 在 C/N 为 5 和 10 中生长开始减缓，

在 24 h 后生长停止，说明培养基中的碳源不足

时细菌的生长会受到限制，从而导致异养硝化

效果不完全；而当 C/N 为 15、20、25 时 OD600

在 16 h 之后继续上升，最终均达到了 1.9 以

上，对氨氮的去除效果 3 个处理之间相差无

几，均在 48 h 内将氨氮浓度降至 0，氨氮去除

速率分别为 7.95、7.89、7.81 mg/(L·h)，去除

率均为 100% (图 5A、5B)，且之间无差异性

(P>0.05) (表 2)。从图 5C、5D 可以看出，高 C/N
比有助于菌株亚硝氮和硝氮的累积。 
2.2.3  不同 pH 的影响 

图 6A 可以看出，环境 pH 在 5.0−9.0 这个

范围内菌株 NS-1 的生长并未受到很大的影

响，菌株 NS-1 在各 pH 条件下的增长速率相差 
 

 
 

图 5  不同 C/N 影响下 NS-1 在 0−48 h 的生长状况   A：菌体细胞密度. B：氨氮浓度的变化. C：亚硝

氮浓度变化. D：硝氮浓度变化 
Figure 5  Growth of NS-1 at 0−48 h under the influence of different C/N. A: OD600. B: NH4

+-N. C: NO2
−-N. 

D: NO3
−-N. 
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表 2  不同 C/N影响下菌株 NS-1在各时间段的氨

氮浓度 
Table 2  Ammonia nitrogen concentration of strain 
NS-1 in different periods under different C/N ratios 
(mg/L) 
Time 
(h) 

5 10 15 20 25 

0 377.53b 375.89c 381.41a 378.88b 374.70c 

8 332.66e 372.61b 375.89a 367.55c 357.11d 

16 294.80e 318.50a 305.08d 313.73b 308.51c 

24 271.69b 262.45c 241.88d 274.22a 233.97e 

32 105.17a 76.99b 68.35c 59.11e 63.13d 

40 90.41a 70.14b 30.04c 10.81e 23.33d 

48 78.34a 43.60b 0.00c 0.00c 0.00c 
 

并不大，大部分微生物通常都可以在一个较宽

的 pH 范围内进行生长[15]。从表 3 可以看出，

NS-1 各处理下氨氮含量差异显著(P<0.05)，从

图 6B 可以看出，pH 对于氨氮的转化具有一定

影响。当 pH 7.0 时，氨氮在 48 h 时下降至

0.521 8 mg/L，其去除速率为 7.89 mg/(L·h)，去

除率为 99.9%。其他组在 24 h 的去除速率分别

为 5.60、4.12、3.46、3.82 mg/(L·h)，去除率分

别为 65.5%、53.2%、46.3%、52.3%。由此可

以看出，菌株 NS-1 在中性环境下对氨氮的转

化能力最大。从图 6C、6D 可以看出菌株 NS-1
在偏酸性环境时亚硝氮浓度升高，硝态氮降 

 

 
 

图 6  不同 pH 影响下 NS-1 在 0−48 h 的生长状况   A：菌体细胞密度. B：氨氮浓度的变化. C：亚硝

氮浓度变化. D：硝氮浓度变化 
Figure 6  Growth of NS-1 at 0−48 h under the influence of different pH. A: OD600. B: NH4

+-N. C: NO2
−-N. 

D: NO3
−-N. 
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表 3  不同 pH 影响下菌株 NS-1 在各时间段的氨

氮浓度 
Table 3  Ammonia nitrogen concentration of strain 
NS-1 in different time periods under different pH 
(mg/L) 
Time 
(h) 

5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 

0 410.63a 371.27c 379.17b 358.90d 350.70e 

8 389.76a 388.42b 381.26c 366.06d 355.62e 

16 435.38a 393.04b 384.09c 357.26d 358.60e 

24 368.59b 311.94c 257.68e 310.15d 374.70a 

32 273.33c 316.71b 285.26c 384.54a 259.32e 

40 227.27c 262.45b 116.50e 276.31a 213.10d 

48 141.70d 173.60b 0.52e 192.83a 167.19c 

低；在偏碱性环境时，亚硝氮浓度降低，硝态

氮浓度反而升高。 
2.2.4  不同温度的影响 

如图 7A 所示，温度对菌株 NS-1 的生长有

很大的影响，35 ℃时菌株 NS-1 生长状况最好，

45 ℃时OD600最低。从图 7B可以看出，菌株NS-1
在 35 ℃时，氨氮在 48 h从 379.174 1 mg/L下降至

0 mg/L，去除率为 100%，其余温度下氨氮的转

化都受到了影响，去除率分别为62.4%、95.2%、

99.7%、6.3%；从图 7C 和图 7D 可以看出，相较

于低温，高温对亚硝氮和硝氮的转化影响最大。

从表 4 可以看出，温度为 35 ℃和 40 ℃时菌株

NS-1 在 48 h 的生长状况差异不显著(P>0.05)。 
 

 
 
图 7  不同温度影响下 NS-1 在 0−48 h 的生长状况   A：菌体细胞密度. B：氨氮浓度的变化. C：亚硝

氮浓度变化. D：硝氮浓度变化 
Figure 7  Growth of NS-1 at 0−48 h under the influence of different temperatures. A: OD600. B: NH4

+-N. C: 
NO2

−-N. D: NO3
−-N. 
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表 4  不同温度影响下菌株 NS-1 在各时间段的氨

氮浓度 
Table 4  Ammonia nitrogen concentration of strain 
NS-1 in different time periods was affected by 
different temperatures (mg/L) 
Time 
(h) 

25 30 35 40 45 

0 371.72d 371.27d 379.17a 377.39b 375.75c 

8 345.33e 388.42a 381.26b 375.15c 352.79d 

16 443.57a 365.31b 235.76e 344.89d 362.03c 

24 418.53a 311.93c 257.68e 274.22d 365.91b 

32 369.04a 233.38c 144.68e 224.14d 365.01b 

40 238.30b 180.61d 91.16e 189.25c 366.35a 

48 140.50b 17.96c 0.00d 0.97d 352.19a 

 

2.2.5  最优工艺参数验证实验 
如图 8所示，菌株 NS-1在各项参数最优的

条件下 32 h 内就能将 1 230.694 7 mg/L 的氨氮

完全去除，去除速率达到了 38.46 mg/(L·h)，
去除率达到了 100%。氨氧化速率远远大于目

前研究的大部分异养硝化细菌。 

3  讨论 
微生物的生命活动离不开碳源的支持，不

同微生物对碳源的利用程度也各不相同。在本

试验中，当碳源为柠檬酸钠和丁二酸钠时，菌

株 NS-1 无论是去除速率还是去除率都远远高于 
 

 
 
图 8  NS-1 在各项参数最优条件下的生长状况   A：菌体细胞密度. B：氨氮浓度的变化. C：亚硝氮

浓度变化. D：硝氮浓度变化 
Figure 8  Growth of NS-1 under optimal conditions for all parameters. A: OD600. B: NH4

+-N. C: NO2
−-N. D: 

NO3
−-N. 
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其他碳源，主要因为它是微生物将复杂有机物

(如糖类、蛋白质和脂类)转化为简单小分子有

机物时三羧酸循环过程中的中间产物，能够直

接用于生物合成[16]。然而菌株对乙酸钠的利用

率高是因为乙酸钠的分子结构简单，与微生物

优先选用分子量更小的有机物作为碳源的结论[17]

相符。由于目前对于水生产碱杆菌的研究报道

极少，我们参考其他具有氨氧化效果的菌株。例

如，Cao 等通过研究发现 A. aquatilis AS1 在琥

珀酸、乙酸或柠檬酸盐上都能很好地生长，而

葡萄糖或蔗糖则不能支持细胞生长[18]；梁贤对

菌株 Pseudomonas aeruginosa YL 的研究也得到

了相同的结果[19]。菌株 NS-1 在一定条件下还具

有还原硝酸盐的功能，这与大部分异养硝化细

菌具有反硝化能力的研究结果一致。除了碳源，

合适的碳氮比也会影响菌株的生长繁殖。异养

硝化菌进行氮降解的最适碳氮比通常在 10−15
之间[20]，如Kundu等分离的Chryseobacterium sp. 
R31[21]在 C/N 为 10 时脱氮率最高，Yang 等分

离的 Acinetobacter junii YB[22]在 C/N 为 15 时降

解效果最佳。在异养硝化的过程中，高 C/N 被

普遍认为更有利于反应进行，但是过高的 C/N
往往又会抑制细菌对氨氮的去除[23-24]。这与本

实验中菌株 NS-1 的表现又有所不同：当 C/N
为 15 时 NS-1 对氨氮的去除率达到了 100%，而

在 C/N 继续增大时保持稳定不变，说明过高的

C/N比并未对 NS-1的脱氮作用产生影响。在本

试验中，从图 5C、5D 可以看出，高 C/N 比有

助于菌株积累亚硝氮和硝氮，而这一结论与

李丛娜等的研究结果 [25]一致。但是 C/N 比过

高会导致资源的浪费，综合考虑运行效果和

经济效益，确定菌株 NS-1 脱氮的最适宜 C/N
比为 15。 

一些环境因素也会或多或少地使得菌株生

长受到限制，其中影响较大的为 pH 和温度。

有研究表明，产碱杆菌属微生物大多都是中性

和耐碱性的微生物[26]。也有部分异养硝化细菌

可以在酸性条件下进行高效异养硝化，如菌株

A. faecalis C16[27]、Acinetobacter sp. JR1 (pH 
4.5)[28]通过对数据的分析，我们可以看出菌株

NS-1 在弱酸和弱碱性环境下仍然具有一定的

脱氮能力，表明菌株 NS-1 的应用范围更为广

泛。综上所述，当环境 pH 7.0 时菌株的除氨能

力最强。温度对异养硝化细菌存在一定的影

响，因为异养硝化过程是由多种酶共同作用

的，温度会对这些酶的活性产生影响[29]，温度

升高造成生物活性物质变性，细胞功能下降甚

至死亡，最终影响反应效果 [30]。综合比较而

言，菌株 NS-1 的最佳反应温度为 35 ℃，此结

果与所报道的大多数异养硝化菌的最佳温度

(30−37 ℃)一致[31-33]。综上所述，菌株 NS-1 的

最适生长温度为 35 ℃。 
在最终进行的验证实验中菌株 NS-1 显现

出了优良的脱氨特性，该菌株的脱氨效果也优

于大部分异养硝化细菌，如 Cao 等在研究中发

现，当氨氮初始浓度增加到 1 300 mg/L 时，   
A. aquatilis AS1 处理 60 h 后对氨氮的去除率达

到 95.1%[18]。陈青云等在生活排污渠中分离筛

选出的高效异养硝化菌株 Alcaligenes faecalis 
Ni3-1 在 48 h 可脱除 93.2%的氨氮[34]。余润兰

等从湘江生活污水排污口分离纯化的一株菌

Alcaligenes sp. S3，在氨氮浓度为 400 mg/L
时，经过 192 h 的降解，氨氮的去除率达到

88%[35]。黄廷林等从水源水库沉积物中筛选出

一株具有较高脱氮效率的异养硝化-好氧反硝

化菌 Delftia sp. SF9，在 SND1 和 SND2 培养基

中氨氮去除率分别达 81%和 74%[36]。综上可以

看出，本研究筛选的菌株 NS-1 的氨氮去除率高

于 A. aquatilis AS1、Alcaligenes faecalis Ni3-1、
Alcaligenes sp. S3 和 Delftia sp. SF9。 
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上述结果表明，菌株 NS-1 对碳源、C/N、

pH 具有较宽的适应范围，表明其氨氧化能力在

堆肥方面有良好的发展前景，为更好地应用菌

株 NS-1 的高效氨氮转化能力，我们还应该在

实际堆肥中进行氨氧化性能的验证，对其进行

应用适应性的研究。 

4  结论 
经过富集驯化、分离、纯化、初筛，从牛

粪样品中筛选出一株硝化细菌 NS-1，通过形态

学和分子生物学鉴定初步确定其为水生产碱杆

菌(Alcaligenes aquatilis)，且最适碳源为丁二酸

钠，异养硝化作用最适工艺参数为 C/N 15、pH 
7.0、温度 35 ℃。在验证实验中，菌株 NS-1 在

32 h 内将 1 230.694 7 mg/L 的氨氮完全去除，去

除率达到了 100%，去除速率为 38.46 mg/(L·h)。 
本文研究筛选的菌株 NS-1 在培养基中对

氨氮去除率最高达 100%，表现出较好的异养

硝化性能，高于国内外报道的异养硝化能力优

异的菌株。菌株 NS-1 呈现出的高效氨氮转化

能力，丰富与拓展了将异养硝化细菌应用到好

氧堆肥过程的研究，为解决畜牧业污染、畜禽

粪污资源化利用提供理论依据。今后的工作应

该对脱氮条件进行进一步优化、完善以异养硝

化菌为主体的各种脱氨方式，指导异养硝化细

菌在工程上更深层次的应用。 
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