


!"# 碳源和氮源试验
碳源试验时，培养基氮源改为硫酸铵（!"#$），碳源分别为浓度 !"#$的乙酸钠、甲酸

钠、苹果酸，葡萄糖、衣康酸、乙酰胺、酵母膏和蛋白胨。氮源试验时，碳源改为乙酸钠，所

用氮源分别为浓度 !"#$的乙酰胺、硫酸铵、硝酸钠、亚硝酸钠、尿素和氨基乙酸。接种
（接种量 %$，下同）培养 &!’后，测定菌体数量和亚硝酸量。重复 (次。
!"$ 氨化和硝化作用试验
菌株活化后接种于液体培养基中，以乙酰胺为碳源和氮源检测了该分离物的生长量

和硝化作用强度。重复 (次。
!"% 分离菌株反硝化活性
硝酸钠（浓度为 !"#$）为唯一的氮源，培养基煮沸 )*+,后取 #!*-放入 %#!*-的血清

瓶中，菌株活化后接种于该培养基中，隔数小时测定菌体生长量和亚硝酸量。重复 (次。
!"& 异养型亚硝化细菌的形态及系统发育分析
!"&"! 显微摄影：用带拍摄装置的 ./0*123 456#型光学显微镜相差拍摄。菌落中的菌体
用接种针挑取后涂抹在载玻片上，滴加 %78滴蒸馏水，加盖盖玻片，进行显微摄影。
!"&"# %&9 :;<=的 >?@扩增和测序：从平板中直接挑取一环菌体，加入至 %!!!-重蒸水
中，旋涡混匀后，沸水浴 A*+,，%# !!!:7*+,离心 )*+,，上清液直接用于 >?@扩增模板。用
于 %&9 :;<= >?@反应的引物为一对通用引物（’BB1：773+/C D 2+E D FE D GH71:+*H:7IFBFGF3H D ’B*/）。
正向引物 49JK7#!：)L6=M=MNNNM=N??NMM?N?=M6(L；反向引物 49@%)8%7#!：)L6==MM=MMN6
M=N??=M??M?=6(L。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。>?@反应体系
（)!!-）为：%! O >?@缓冲液 )!-，PQ?/#（#)**R/7-）8!-，I<N> #!-，引物 49JK7#! 和引物

49@%)8%7#! 各 %!-，模板 ;<= %!-，NFS酶（%! !!!T7*-）!")!-，重蒸水 ()")!-。>?@程
序如下：%" U8V #*+,；#" U8V %*+,，)&V %*+,，A#V #*+,；(" 第 # 步循环 #U 次；8" A#V
%!*+,；)" &!V %!*+,。>?@产物用 WX=MH,H公司的 ;<=纯化试剂盒纯化。测序由上海申
友生物技术有限责任公司完成，测序用引物为引物 49JK7#!。
!"&"$ 系统发育分析：获得菌株部分长度 %&9 :;<=（约 &!# G1）序列，将该序列通过 4/F3B
程序［(］与 MH,4F,C中核酸数据进行对比分析（ ’BB1：77,EG+ D ,/*D ,+’ D QRY7G/F3B），利用 @;>"
数据库 >’0/+1 X,BH:ZFEH 构建系统发育树（’BB1：77:I1D E*HD *32D HI27’B*/7F,F/03H3 D ’B*/）。用于
系统发育树构建的分离菌株和相关参比菌株的细菌名称、菌株编号和序列登录号见表 %。

# 结果和讨论

#"! 菌株 ’(的形态特征
经富集和分离，获得一株异养型硝化细菌———菌株 5<，菌落颜色为橙红色，菌体形态

呈球状或杆状（图 %），革兰氏染色阳性。
#"# 不同碳源对分离菌株生长和产亚硝酸的影响
菌株 5<在以硫酸铵（!"#$）为氮源，碳源分别为浓度 !"#$的甲酸钠、乙酸钠、苹果

酸、葡萄糖、衣康酸、乙酰胺、琥珀酸、酵母膏和蛋白胨的培养基中生长，其生长和产亚硝酸

能力各异（表 #）。在酵母膏中生长量最大，在乙酰胺中产亚硝酸的量最高，而对甲酸钠和
衣康酸则不能利用。
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表 ! 用于系统发育树构建的分离菌株和相关参比菌株的细菌名称、菌株编号和序列登录号
!"#$% & ’"(%) *+ ,)*$"-%) "./ 0%$"-%/ )-0",.) "./ "11%)),*. .2(#%0)

’"(%) *+ #"-%0," ’2(#%0) *+ )-0",.) 311%)),*. .2(#%0)
!"#$"%&’(’) *’+,$&,$() 456,. 789 &:&5&! 3;<<455=
!"#$"%&’(’) +$’#$"%) >?@A B=&<<C

!,-.,/0$#-’, &"/0%+/,1%) &DC 789 :<&:5! EC<=?D
!,-.,/0$#-’, ,$1/)2) A F( :4 789 :<45D! EC<=5:
3$#%""2) #/$&2"$() A39 &:5D?! 7&D:D=

4%-,/0$#-’, .$102,&’()%) ’#&5 *0 E&5! G?44<:
4%-,/0$#-’, 5%(/&,$*)67% 3!HH &5&:? G?44<=
4%-,/)/1/($) ’2,/8$’$ 9&<? 3I<?=&<D
4%-,/)/1/($) 2,’$’ ’(&< J5DKK?

9)’2*/1/($) $’,2&%(/)$ ’AL &C 3!HH :4??< 9?5&??
9)’2*/1/($) 82-%*$ 3!HH &&&=: 7C4KK:
:./*/#/##2) +$)#%$() 3!HH ?4<&5 EC&K?:
:./*/#/##2) )MN L’ 3;54K&<D
:./*/#/##2) ,20’, 789 5???C! EC<D:4

图 ! 菌株 "#的相差照片（!$%% &）
I,ON& 6P")%Q1*.-0")- MP*-*(,10*O0"MP) *+ )-0",. L’（&:<< R）

表 $ 菌株 "#在不同碳源和氮源上的生长和产亚硝酸能力
!"#$% : ’,-0,-% M0*/21-,S,-T "./ O0*U-P *+ )-0",. L’ *. /,++%0%.- 1"0#*. "./ .,-0*O%. )*201%)

H"0#*. )*201%) ;<D<< ’V:
W @（((*$@G） ’,-0*O%. )*201%) ;<D<< ’V:
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<
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<
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$’( 不同氮源对菌株 "#生长和产亚硝酸的影响
菌株 L’在乙酸钠（浓度为 <Z:[）为碳源，氮源分别为浓度 <Z:[的乙酰胺、硫酸铵、
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硝酸钠、亚硝酸钠、尿素和氨基乙酸的培养基中的生长和产亚硝酸各异（表 !）。在乙酰胺
中的菌体生长最好，而在氨基乙酸中产亚硝酸的量最大，对亚硝酸则不能利用。

!"# 菌株 $%的氨化作用和硝化作用
在以乙酰胺为唯一碳源和氮源的培养基上生长时，培养液中 "#$

%和 "&!
’浓度变化

如图 !示。菌体在培养 !$(后进入对数生长期，在 $)(内达到最大生长量，随后进入衰亡
期，在此过程中，"#$

%浓度变化与菌体生长曲线基本一致，在对数生长期其氨化作用最

强，而图中亚硝酸浓度变化情况则与菌体生长情况不一致，亚硝酸浓度的对数增加出现在

菌体衰亡期，这表明硝化作用可能是在老龄细胞中发生的。这与 *+,-.,/+.+［$］等报道基本
一致。

图 ! 菌株 $%的氨化和硝化作用
0123! 455671819/.167 /7: 71.,1819/.167 68 -.,/17 #"

图 & 菌株 $%的反硝化作用
0123; <+71.,1819/.167 68 -.,/17 #"

!"’ 菌株 $%的反硝化作用
菌株在以硝酸根为氮源的培养基上生长时，菌体生长曲线及溶液中亚硝酸浓度的变

化曲线如图 ;示，由图可知，菌体的反硝化主要是在菌体的对数生长期发生的，而在菌体
进入衰亡期后，溶液中的亚硝酸的浓度一直处于很低的水平。=+->+?等［@］认为通过测定
异养硝化细菌积累亚硝酸的量来确定该菌体的硝化强度，得出的资料往往很小，主要由于

一些异养硝化细菌能同时进行反硝化作用，硝化作用与反硝化作用处于一种平衡状态，使

得亚硝酸不能在溶液中积累。本文的结果与之相符，故而需要重新评估异养型硝化细菌

的生态学作用。

!"( !"#$#%#%%&’ )*+ 菌株 $%的系统发育分析
测序后，得到长度为 AB! CD菌株的 EAF ,<"4的序列。将获得的菌株与某些异养型硝

化细菌以及一些自养型硝化细菌进行系统发育分析，得到系统进化发育树的结构如图 $。
已被正式描述的硝化细菌（包括自养和异养型）分为 ;类：一类属于 !"#$"%&’(’) 属，包

括 !"#$"%&’(’) *’+,$&,$()［A］、!"#$"%&’(#’) &$’#$"%)［G］；一类属于 -%.,/)/0/($) 属，包括 -%.,/1
)/0/($) ’2,/3$’$［)］、-%.,/)/0/($) 2,’$’［H］；第三类是属于 45/*/#/##2) 属、!,.5,/6$#.’, 属、7$1
#%""2) 属、-%.,/6$#.’, 属和 8)’2*/0/($) 属，包括 45/*/#/##2) ,26’,［EB］、45/*/#/##2) +$)#%$()［EE］、
!,.5,/6$#.’, &"/6%+/,0%)［E!］、!,.5,/6$#.’, ,$0/)2)［E!］、7$#%""2) #/$&2"$()［E;］、-%.,/6$#.’, 9%(/&,$*1
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图 ! 基于 "#$ %&’(序列同源性的菌株 )’和其它 "*个
相关细菌的系统发育树

!"#$% &’())*+, -./0)#+’+*"1 *(++ 234+, )’ *.+ 567 (89: 4+;<+’1+

)= 4*(3"’ >9 3’, 4+;<+’1+4 )= ?30",0/ ,+41("2+, 231*+("3 344)1"3*+,$

7130+ 23( "’,"13*+4 +?)0<*")’3(/ ,"4*3’1+

4@/"［5%］、!"#$%&’(#)$ *’+&,$-)./"/［5%］、
0/),1%+%.’/ 2,#"1’［5A］、0/),1%+%.’/
’)$,-".%/’［56］。
序列对比的结果表明，分离菌

株与 3*%1%(%((,/ $,&)$ 567 (B9: 的
相似性水平达 CCD，结合菌株的形
态学和生理学特性，可基本确定分

离的菌株为 3*%1%(%((,/ 4-$。命名
为 3*%1%(%((,/ 4-$ 4*(3"’ >9。
近年来，有关土壤中异养型硝

化微生物的报道较多，目前已报道

的异养型硝化微生物有：4*"%/2*’5
)$’ 2’.#%#$%2*’［A］，67(’7"-).()/ -’)(5
’7"/［5E］，0/),1%+%.’/ 2,#"1’［5F］，6$#*5
#%&’(#)$ 4-$［5C］以及嗜热的 8’("77,/ 4-$［GH］。本文报道的 3*%1%(%((,/ 4-$菌株 >9 为首次报
道的异养型亚硝化微生物。目前的研究结果表明，分离到的这些微生物产生氧化亚氮的

能力远远小于自养型硝化细菌。但是在一些特定环境中，如石楠林（.+3*. =)(+4*）、松林
（1)’"=+( =)(+4*）［G5］和内蒙古典型草原［GG］，异养型硝化微生物可能占主导地位。本文报道的
菌株分离自蔬菜所大棚土壤中，在所研究的大棚土壤中尚缺乏直接证据表明异养型硝化

细菌在氧化亚氮释放中的贡献，需要更深入的研究。
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