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摘 要：从某污水处理站高温高盐外排水中分离出一株严格自养的特殊亚硝化单胞菌。它为

革兰氏染色阴性，不产芽孢，细胞椭球形或短杆状，呈单个排列或排列成圆形、直线形，细胞大

小为（%@= A %@<）!4B（#@$ A #@C）!4。在扫描电镜下发现单个或多个菌体被绒毛状不明物质

包裹。该菌株能将氨氮氧化成亚硝酸盐，导致体系中的总氮减少，但是氨氮的减少与亚硝酸

盐的增加并不能形成对应，而体系中几乎检测不到硝酸盐氮。在分离菌株 D%E培养 #$ F 时，

约有 #%G的 1HI
! 31 转变为 1J>

$ 31，#DG的 1HI
! 31 未发生转变，剩下的 =DG的 1HI

! 31 被去

除，包括挥发掉的 #=G的 1HI
! 31。气相色谱分析表明，菌株培养过程产生气体中氮气含量较

对照气体（室内空气）增加了 "@DG。
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氨氮是引起水体富营养化的物质之一，生物脱氮原理是通过硝化细菌将氨氮氧化为

亚硝酸盐至硝酸盐，反硝化细菌将硝酸盐还原为氮气。生物脱氮工艺因具有处理效果好，

处理过程稳定可靠，处理成本低，操作管理方便等优点而得到广泛应用，为水体中氮的去

除提供了有效手段。目前的生物脱氮工艺均是在常温 $CE A "?E左右的条件下进行的，

这是文献［#，$］报道的硝化细菌最适生长及硝化反应温度。在石油、化工、化肥等行业中，外

排含氮废水大多具有高温、高盐的特点，由于现有常温生物脱氮技术的限制，对这类废水

需要进行冷却处理，增加了处理费用。尽管目前的硝化细菌的研究中有少量涉及高盐生

境的报道［"］，但只涉及菌种鉴定的技术方面，未涉及其硝化特性，而对高温硝化细菌的研

究尚未见报道。高温高盐这一特殊生境中硝化细菌的特性研究将有助于了解高温高盐生

物脱氮工艺的可行性。从高温高盐生境中分离出一株好氧、严格自养的亚硝化细菌，发现

其在高温条件下的硝化特性与一般的亚硝化细菌不同，因此对其进行了初步研究。

! 材料和方法

!"! 样品来源

实验样品采集于山东东营胜利油田王家岗污水处理站外排水。水样温度为 !=E A
?"E，7J M %@=4N·6> # A #@!4N·6> #，含盐 $@DG A "@%G，氨氮 "D4N·6> # A ?%4N·6> #，OJ7:-
含量 $?%4N·6> # A ?%%4N·6> #。



!"# 亚硝化细菌培养基组成

!"#"! 亚硝化细菌培养基 !"：每升培养基中含 # $ !%&’(，)*+$ ,%-./&，-0$ !"’(，#$
!"%’/1，0))2$ 3$4/&·+%-/，0))2$ ’"’(-·-%-/，#25 微量元素溶液。每 #))25 微量元素

溶液含 1-)2$ ’64/&·0%-/，1-)2$ ’7’(-·8%-/，-&)2$（!%&）37+/-&·&%-/，&&)2$ 9:4/&·

+%-/，#$ ;<=>，#$ ?@4/&·+%-/，A+)2$ 3:4/&·%-/。调节 B% 为 A*)。#-#C灭菌 -)2D:。

!"#"# 亚硝化细菌培养基 !E：每 #)))25 中含 )*0$ !%&’(，)*+$ ,%-./&，-0F$ !"’(，#$
!"%’/1，0))2$ 3$4/&·+%-/，0))2$ ’"’(-·-%-/，#25 微量元素溶液。调节 B% 为 A*)。

#-#C灭菌 -)2D:。本实验采用的亚硝化细菌培养基根据水样的特殊性质作了部分改变。

!"$ 亚硝化细菌的富集、分离与纯化

将所采水样以 -0G比例加入上述亚硝化细菌培养基 !" 振荡培养 #- H，温度 0)C，转

速 -))I J 2D:，其间同样以 -0G比例转接两次新鲜培养基 !"。然后取 #- H 培养物于硅胶平

板上进行划线分离，挑取单菌落保存于斜面。采用肉膏蛋白胨酵母膏培养基和马铃薯葡

萄糖培养基检查亚硝化细菌纯度［&］。硅胶平板的制备参照文献［0］。

!"% 亚硝化细菌的鉴定

参照文献［8］对该菌进行鉴定。将分离的菌种接入装有亚硝化细菌培养基 !" 的试管

中，于 0)C，-)) I J 2D: 振荡培养 + H，用 KID@LL 试剂检测。然后对呈 KID@LL 阳性反应的菌株

作菌落形态观察，革兰氏染色［&］、芽孢染色［&］、鞭毛染色［&，+］、荚膜染色［&］实验，用光学显微

镜及扫描电镜观察细胞形态。生理生化实验如下：亚硝酸盐的生成及氨氧化检测［&］；硝酸

盐的生成检测［&］；需氧性测定［&］；细菌细胞上铁的沉积实验［A］。采用 KID@LL 试剂检测

!/M
- ，奈氏试剂检测 !%N

& ，二苯胺O硫酸试剂检测 !/M
1 ，需氧性测定采用穿刺接种法［&］。

!"& 菌株生长的测定

采用最大可能计数法（3.! 法）。操作步骤参照孙玉华等人［F］的研究工作，所涉及的

数量指标的计算参照文献［#)］。

!"’ 化学分析

氨氮测定采用纳氏试剂光度法［##］；亚硝酸盐氮采用 !O（#O萘基）O乙二胺光度法［##］；硝

酸盐氮采用紫外分光光度法［##］；氮气采用气相色谱法，气相色谱条件：!122 P #*02 不锈

钢填充色谱柱，填充 1) Q 8) 目 #1 P 分子筛，柱温 &)C，载气（%-）流速为 0)25 J 2D:，热导池

检坝器（=’<）桥电流 #-)2>，进样量 )*025。

# 结果

#"! 形态和培养特征

一株亚硝化细菌从山东东营胜利油田王家岗污水处理站高温高盐外排水分离得到，

在亚硝化培养基上 0)C培养 - Q &H 以后，菌落呈乳白色或乳黄色，圆形，边缘整齐，低凸

面，湿润，半透明，"#*)22 Q #*022。常常附着于培养液中碳酸钙或碳酸氢钙颗粒上，沉淀

于瓶底或粘附在瓶壁上，培养物中含桔红色色素。细胞革兰氏染色阴性，不产芽孢，无鞭

毛，荚膜，穿刺培养实验观察到菌株生长在距培养基表面约 )*1R2 Q )*AR2 处，为好氧性细

菌。不氧化亚铁，也不于细胞内外沉积铁的氧化物。不能在复合有机培养基上生长，严格
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自养菌，可在无碳源培养基中生长，说明该菌能够同化空气中的 !"#，喜中性或微偏碱性

环境，能将无机氨氮转化为亚硝酸盐，但不产生硝酸盐。在光学显微镜下该菌呈椭球或短

杆状，单个排列或排列成圆形、直线形，细胞大小为（$%& ’ $%(）!) *（+%# ’ +%,）!)（图 +）。

在扫描电镜下发现单个或两个菌体被绒毛状物质所包裹（图 #），但无荚膜染色特征。根

据文献［-］，初步鉴定为亚硝化单胞菌属（!"#$%&%’%()&）。

图 ! 分离菌株的光学显微照片

（+ $$$ * ）

./01+ "23/456 )/4789482: 8; 3<= /98653=9（+ $$$ * ）

图 " 分离物的扫描电子显微照片

（#& $$$ * ）

./01# >?@ 8; 3<= /98653=9（#& $$$ * ）

"#" 生长与硝化特性

该菌生长 2A 范围 B%C ’ ,%(，最适生长 2A 为 &%C ’ ,%-。2A 对该菌株的硝化特性影

响较明显，在 2A&%C ’ ,%- 时，氨氮去除率为 +,%(D ’ +(%&,)0·EF +·GF +，在 2AB 和 (%- 时则

分别为 (%-C 和 ++%$C)0·EF +·GF +。从接种该菌后 +#G 内培养液中 HAI
- JH、H"#

F JH 及

H"F
D JH 浓度的变化：与对照相比，+ ’ &G 内 HAI

- JH、H"F
# JH 浓度变化缓慢，第 ,G 后变化加

快，-G 以 内 HAI
- JH 浓 度 从 (#%C,)0·EF + 下 降 至 +&%(()0·EF +（对 照 HAI

- JH 浓 度 从

+$C%#B)0·EF +下降至 (&%DC)0·EF +），H"F
# JH 浓度从 B%D)0·EF+ 上升为 +B%+C)0·EF+，到第

+#G 时，有 +$K的 HAI
- JH 转变为 H"F

# JH，+CK的 HAI
- JH 未发生转变，剩下的 &CK的 HAI

- JH

图 $ !" % 内样品氨氮、亚硝酸盐氮、

硝酸盐氮和总氮的变化

./01D !<5L0=9 8; 3<= 48L4=L3753/8L 8; HAI
- JH，

H"F
# JH 5LG H"F

D JH GM7/L0 +# G5:9

图 & 分离菌株纯培养物所产气体氮气、

氧化含量的气相色谱图

./01- N59 4<78)5380752<: 8; 3<= 059 278GM4=G O: 2M7= 4M63M7=
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被去除。除有一次检测到 !"#
$ !（%&$’()·*# %）外，未发现有 !"#

$ +! 的生成（图 $）。空白

培养基对照实验表明，有 %,-的 !./
0 +! 挥发。将收集培养过程中产生的气体进行气相

色谱分析，结果表明，对照气体（室内空气，室温 123、相对湿度 2’-）氮气、氧气浓度分别

为 ,2&$- 和 14&0-，水蒸气浓度为 1&12-；样品气体氮气、氧气浓度分别为 ,5&’- 和

%2&6-，与对照气体相比，氮气浓度增加了 $&6-，氧浓度相应降低了 $&5-（图 0）。

! 讨论

从山东胜利油田王家岗污水处理站外排水中分离所得的此菌株在扫描电镜下细胞形

态不规则，并被绒毛状物质所包裹，但不具荚膜染色特征，说明该物质可能不是多糖类物

质，有待对该绒毛状物质进一步分析。该菌的硝化特性与一般的亚硝化细菌不同，其氨氮

的消耗大于亚硝酸盐氮的生成，但又检测不出硝酸盐氮，可见，氨氮以非传统亚硝化途径

进行了转变。培养过程中所产气体的分析表明，所研究气体中的氮气浓度比对照气体的

氮气浓度增加了 $&6-，由于空气中的氮气浓度很高，因此 $&6-的增幅是相当显著的，说

明在本实验体系中，该菌在高温条件下，确实将氨氮转化为氮气，导致了前述结果。目前

有研究表明，!"#$%&%’%()& 等一些自养菌能在某些条件下，如缺氧、限氧、积累亚硝酸盐或

存在 !"1，能同时进行硝化和反硝化作用，氨氮以亚硝酸盐氮为电子受体，转变为氮气或

其它含氮气体［%1 7 %6］。89:; 等［%2］发现以亚硝酸盐氮为氧化剂氧化氨氮为氮气的过程中需

要某种酶的参与，而这种酶需在氨氮以氧为电子受体转变为亚硝酸盐氮的过程中产生，在

严格缺氧的情况下则不可能。早在 %5,1 年，<;=>?;@ 和 !;>?AB:C［%,］就用欧洲亚硝化单胞菌

（!"#$%&%’%()& *+$%,)*)）及其无细胞抽提物进行%6! 标记 !.0
/ 、!"1

# 、!.1". 的跟踪研究，

发现该菌能够以 !.1". 为电子供体还原 !"1
# 为 !1"，而且该现象在有氧及无氧条件下

都可发生。经纯度检查，该氨氧化过程是在氨氧化细菌的纯培养物的作用下发生，其体系

特征为较高氨氮含量、较高 D. 和高温。根据目前研究，产生该现象的原因可能有：（%）高

氨氮含量可促进亚硝化细菌的生长和氨氧化代谢，引起亚硝酸盐的积累，另外高 D. 也会

引起亚硝酸盐的积累，而亚硝酸盐对细菌而言是一种有害物质，亚硝化细菌必须除去亚硝

酸盐，从而发生反硝化现象；（1）反硝化过程既可去除有害的亚硝酸盐，又能保留氧气以供

前面氨的氧化步骤所用。（$）高温条件下溶氧明显低于中温条件下的溶氧，但足以保证氨

氧化细菌进行氨氧化反应，另外氨氧化细菌的氧饱和系数较低，所以发生前述设想的过程

是可能的。（0）实验证明氨氧化细菌在高温条件下仍然能够维持较高的生长速率。高温

水环境中饱和溶解氧浓度显著低于常温条件，对王家岗水样溶解氧监测结果表明，水温在

6,3 7 6’3条件下，溶解氧浓度约 4&’() E * 7 %&4() E *，由于水环境中溶解氧浓度较为有

限，亚硝化细菌可能先利用 "1 进行呼吸获取能量，当电子受体 "1 供应不足时，亚硝化细

菌可能会利用原先产生的亚硝酸盐氮作为新的电子受体，或者也同时利用 "1 氧化氨氮，

转变成氮气或其它含氮气体。如能对该菌从分子水平对相关蛋白或酶及功能基因的研

究，将有助于揭开高温生物脱氮的过程机制。
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