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一株氨氧化链霉菌的分类鉴定及其氨氧化特性的研究

胡宝兰 郑 平" 武小鹰 尹 亮
（浙江大学环境工程系 杭州 #1%%$5）

摘 要：从硝化反应器中分离获得一株链霉菌。根据其形态特征、培养特征、生理生化特性，（D E F）7()G含量以及
1&H IJ/K序列和 J/K杂交结果，将其归入链霉菌属中的比基尼链霉菌（ !"#$%"&’()$* +,-,.,$.*,*）。该菌株既能在 LJ
培养基上异养生长，也能在无机培养基上自养生长，异养生长速率（’78M为 %N#57=OP·@）明显高于自养生长速率（’78M

为 %N$$7=OP* @）。异养生长时，氨氮主要用于合成细胞物质；自养生长时，部分氨氮用于合成细胞物质，部分氨氮转
化成亚硝酸盐。在无机培养基上自养生长时，最适氨浓度为 1137=/OP。最适生长 :Q值为 5N#&，最适氨氧化 :Q值
为 5N$5。最适生长温度为 #1R，最适氨氧化温度为 !%N&R。提高溶解氧浓度有利于该菌株生长和氨氧化，菌体生
长对溶解氧浓度的敏感性高于氨氧化。
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为了研发新型生物脱氮技术，作者启动运行了

硝化反应器。为了探明其中优势菌群与硝化效能的

关系。作者测定分析了氨氧化菌的数量与活性。从

硝化反应器中分离氨氧化菌时，意外地获得了一株

具有好氧氨氧化活性的链霉菌（编号 K$菌株）。迄
今为止，文献报道的氨氧化菌大多是化能自养型细

菌（亚硝化细菌）［1 T #］，少数是异养型细菌［!，"］，放线

菌报道甚少。鉴于此，对该菌株进行了鉴定，并对其

生长特性和氨氧化特性进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和培养基：放线菌 K$菌株，从硝化反应
器中分离获得。异养生长研究采用 LJ培养基［&］，
自养生长研究采用基本无机盐培养基［&］。

!"!"# 主要试剂和仪器：J/K抽提试剂盒、UFV试
剂盒、J/K W8IX.I、琼脂糖等均购自 H8-=(- 公司。
（D E F）7()G的测定采用岛津 Y’4$!%1UF紫外分光
光度计；菌株形态观察采用德国 P.9A8 研究显微镜
（JWPZ E SF[P9\.）和 ]L]L41%%Z扫描电镜；
!"# 菌株的鉴定
!"#"! 形态特征：在 $3R下，采用玻璃纸透析培养
法，以高氏 1 号琼脂培养基培养 0@［0］，用研究显微
镜及扫描电镜观察供试菌株的菌体形态。

!"#"# 培养特征：在 $3R，以 3种常用的链霉菌培

养基（表 1）培养 0 T 1"@，观察菌丝体的表观特征。
!"#"$ 生理生化特征：参照文献［&］，测定 K$ 菌株
的生理生化特征。

!"#"% 细胞壁类型分析：参考 Q8^.=8_8［3］和王平改进
的快速薄层层析法（2<9-)8‘.IA<I(78\( =I8:<‘，2FP）［5］进
行全细胞氨基酸及全细胞水解液糖型的分析。

!"#"& （D E F）7()G的测定：采用热变性法［1%］。
!"#"’ 1&H IJ/K 序列测定［1%］：以微波法快速提取
供试菌株基因组 J/K［11］，采用通用 $0aO1!5"I 引物
（正向引物 Ub："c 4KDKD222DK2FF2DDF2FKD4#c；反
向引物 Ub："c 4KFDDF2KFF22D22KFDKF24#c）进行
1&H IJ/K 的 UFV 扩增。UFV 反应体系（1%%!P）：
J/K 模板（1N%!7()OP）"!P，@/2U 混合物（终浓度
1%%!7()）$!P，/01 J/K聚合酶 $N"Y，正、反向引物 Ub
（"%:7()）各 $!P，缓冲液 1%!P，水 03!P。UFV反应条
件：5!R 179-；"$R 179-，0$R #79- ，#% 个循环。
UFV产物经纯化后测序。
!"#"( J/K4J/K杂交：参照 6;8X9等［1$］的方法进行
J/K杂交，由中国科学院微生物研究所完成。
!"$ 供试菌株的生长特性和氨氧化特性
!"$"! 供试菌株的异养生长和自养生长：异养生长
研究采用 LJ培养基，自养生长研究采用基本无机
盐培养基。在 $"%7P三角瓶中装入 1%%7P培养液，
/QE

! 4/浓度依次设定为 %、!、3、1$、1&、$%77()OP，添
加磷酸盐缓冲液，使初始 :Q值调控至 3 * %，在 #%R



下以 !"#$%&’(振荡培养，通过测定培养液中 )*+
, -)

浓度和蛋白浓度的变化来判断菌体的生长情况。

!"#"$ 供试菌株的最适生长 .*值和最适代谢 .*：
最适生长 .*试验采用 /0培养液，最适代谢 .*试
验采用基本无机盐培养基。在 "1#&2 三角瓶中装
入 !##&2培养液，)*+

, -)浓度设定为 3&&45%2，添加
磷酸盐缓冲液，初始 .*值依次调控至为 1、6、7、3、
8、!#，在 9#:下以 !"#$%&’(摇床振荡培养，通过测定
培养液中 )*+

, -)浓度和蛋白浓度的变化来判断菌
体的生长和代谢情况。

!"#"# 供试菌株的最适生长温度和最适代谢温度：
试验设计同 !;9;"，温度依次设定为 "#:、9#:、
97:、1#:。
!"#"% 供试菌株的最适生长需氧量和最适代谢需
氧量：试验设计同 !;9;"，在 1##&2三角瓶中分别装
液 1#&2、!##&2、!1#&2、"##&2、"1#&2、91#&2。
!"% 测定方法
!"%"! )*+

, -)的测定：采用水杨酸-次氯酸盐光度
法［!,］测定。

!"%"$ )<=
" -)的测定：采用 )-（!-萘基）-乙二胺光

度法［!,］测定。

!"%"# 菌体蛋白浓度的测定：采用双缩脲法［!1］。

$ 结果和讨论

$"! &$菌株的分类鉴定
$"!"! 形态特征：采用玻璃纸琼脂平板透析法观
察，接种后的第 9天可观察到基内菌丝生长，接种后
的第 1天可观察到基内菌丝和气生菌丝生长，接种
后的第 7天可观察到孢子链（图 !->）。采用环境扫
描观察，基内菌丝无横隔、不断裂，孢子丝直链状，孢

子椭圆形，表面光滑（图 !-?）。

图 ! （&）&$菌株菌丝体和孢子丝（!’’’ (）；（)）&$ 菌
株的孢子链和孢子表面特征（!’’’’ (）
@’AB! （>）CDE &4$.D454AF 4G &FHE5’I& J(K LM$J’ADM L.4$E-NEJ$’(A G’5J-

&E(ML 4G LM$J’( >"（!### O）；（?）CDE L.4$E-NEJ$’(A G’5J&E(ML J(K L&44MD

L.4$EL 4G LM$J’( >"（!### O）

$"!"$ 培养特征和生理生化特征：在不同培养基

中，>"菌株的培养特征见表 !。>"菌株的生理生化
实验结果表明，菌株 >" 能够以多种物质为唯一碳
源生长如葡萄糖、木糖、果糖、蔗糖，但不能利用阿拉

伯糖、甘露醇和棉子糖。不能液化明胶，不产硫化

氢、不形成黑色素，但具有牛奶凝固、牛奶胨化和淀

粉消解的特性。

表 ! &$菌株的培养特征
CJN5E ! CDE HI5MI$J5 HDJ$JHME$’LM’HL 4G LM$J’( >" 4( E’ADM &EK’J

PEK’J >E$’J5 &FHE5’I& QINLM$JME &FHE5’I&

RJISE )4B! JAJ$L <GGTD’ME UEK

V(4$AJ(’H LJ5ML JAJ$L ?$’ADM TD’ME 2JHMEIL

<JM JAJ$L <GGTD’ME /E554T，$EK

R5IH4LE FEJLM EWM$JHM JAJ$L <GGTD’ME )JHJ$JM

XSJ.EY LIH$4LE JAJ$L <GGTD’ME ?5JHY

R5IH4LE JL.J$JA’(E JAJ$L A$JF UEK

)IM$’M’4( JAJ$L <GGTD’ME /E554T，$EK，N5JHY

XJLE’( JAJ$L C$J(L.J$E(HF J$4I(K
MDE 5JT( Z’(E

[&E$L4( JAJ$L <GGTD’ME Z’(E

\$4KIHE &E5J(’( <GGTD’ME 2JHMEIL

Q.4$EL G4$&’(A <GGTD’ME ?5JHY

$"!"# 细胞壁类型：菌株 >"的细胞壁化学组分为：
氨基酸!型，含 22-0>\，糖型 X，无特性糖。符合链
霉菌属（!"#$%"&’()$*）的化学分类特性。
$"!"% （R + X）&45]含量测定：测得的（R + X）&45]
为 7"]，其含量位于链霉属的68] ^ 76]的范围内。
$"!"* !6Q $0)> 序列：>" 菌株 !6Q $0)> 序列有
!93"个碱基，RE(?J(Y 注册号为 >/8,6#,9。菌株和
比基尼链霉菌（ !"#$%"&’()$* +,-,.,$.*,*）的相似性为
88;"]，据此可以把它定为 ! B +,-,.,$.*,* 菌。
$"!"+ 0)>-0)>杂交：为了验证 >"菌株到底是不
是 !"#$%"&’()$* +,-,.,$.*,* 菌，将 >"菌株和 ! B +,-,.,/
$.*,*（>Q ,;168）进行了杂交，其杂交结果显示 0)>-
0)>同源性为 37;,3]，根据 0)>同源性的判断结
果表明 >"菌株和 ! B +,-,.,$.*,* 菌是同种。
从 >"菌株的形态特征（孢子表面光滑，孢子丝

直，孢子丝短，只有 !#-"# 个孢子，不产黑色素）、培
养特征（气丝呈灰色至褐灰色）及（R + X）&45]，可
将它归入链霉菌属烬灰类群中的比基尼链霉菌。经

!6Q $0)>序列对比以及 0)>-0)>同源性杂交结果
验证它是 ! B +,-,.,$.*,*。
$"$ &$菌株的生长和代谢特性
$"$"! >"菌株的异养生长和自养生长：为了考察
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!"菌株的异养生长和自养生长特性，分别采用 #$
培养基和基本无机盐培养基，进行了添加不同浓度

氨氮的培养试验。%&的培养结果（图 "）表明，!"菌
株既能在 #$培养基上异养生长，也能在无机培养
基上自养生长。对图 "进行非线性拟合，异养生长
时，’()* + ,-./(01（23 &），45 + .6-%(071（23 &）；自养
生长时，’()* + ,-""(01（23 &），45 + "8-9(071（23 &）。
异养生长速率明显高于自养生长，但异养生长时对

氨氮的亲和力明显低于自养生长。

图 ! "!菌株在 #$培养基和无机培养基上的生长
:;03" <=>)?;@A5B;C D=?E==A 0F@E?B F)?= @G 5?F);A !" @A #$ (=&;H( )A&

;A@F0)A;I (=&;H(

虽然 !"菌株在 #$培养基上的生长量大于在
无机培养基上的生长量，但它在 #$培养基上的氨
氮消耗量却明显小于在无机培养基上氨氮消耗量；

在 #$培养基中，不能测到亚硝酸盐，而在无机培养
基中，则可测到大量的亚硝酸盐。由此推断，在 #$
培养基中 !" 菌株主要将氨氮用于合成细胞物质；
而在无机培养基中 !"菌株不仅将部分氨氮用于合
成细胞物质，也将部分氨氮转化成亚硝酸盐。

若以亚硝酸盐生成速率来表征 !"菌株的氨氧
化活性，在无机培养基上测得的 !" 菌株的氨氧化
活性（图略）可知，氨浓度对 !" 菌株的氨氧化速率
有显著影响。当氨氮浓度由 ,升高至 889(0712时，
氧化速率增大并达到峰值；氨氮浓度超过 889(0712
后，氧化速率降低，显现基质抑制效应。

!%!%! !"菌株的最适生长 CJ及最适代谢 CJ：起
始 CJ对 !" 菌株生长速率和氨氧化速率的影响试
验（图 .）发现，CJ对 !" 菌株生长和氨氧化的影响
基本一致，当 CJ从 %-,升至 /-,时，!"菌株的生长
速率和氨氧化速率逐渐提高；但当 CJ继续升至8,-,
时，!"菌株的生长速率和氨氧化速率都不断下降。
对图 .结果进行非线性拟合，可得 !"菌株的最适生
长 CJ为 /-.6，最适氨氧化 CJ为 /-"/，二者基本一致。
!%!%& !"菌株的最适生长温度和最适代谢温度：
从图 K可以看出，温度对 !"菌株的生长和氨氧化代

图 & ’(对 "!菌株生长速率和氨氧化速率的影响
:;03. LGG=I? @G CJ M)>H= @A 0F@E?B F)?= )A& )((@A;) @*;&)?;@A F)?= @G

5?F);A !"

谢均有明显影响；温度对生长的影响不同于对氨氧

化的影响。当温度从 ",N升到 .,N时，菌体的生长
速率逐渐增大；温度继续升高后，菌体生长速率降

低。菌体的最适氨氧化温度高于最适生长温度。对

图 K结果进行非线性拟合，可得菌株的最适生长温
度为 .8N，最适氨氧化温度为 K,-6N。

图 ) 温度对 "!菌株生长速率和氨氧化速率的影响
:;03K LGG=I? @G ?=(C=F)?HF= @A 0F@E?B F)?= )A& )((@A;) @*;&)?;@A F)?= @G

5?F);A !"

!%!%) !"菌株的最适生长溶解氧浓度和最适代谢
溶解氧浓度：链霉菌为好氧菌，溶解氧（装液量）对

!"菌株的生长和氨氧化有很大的影响。装液量为
%,(2时，!" 菌株的生长速率和氨氧化速率最大。
装液量从 %,(2增加到 .%,(2，!" 菌株的生长速率
同比下降 /"-.O，氨氧化速率同比下降 6"-8O；其
中装液量从 %,(2增加到 8,,(2装液量时，菌株生
长速率下降 %"O，但氨氧化速率只下降 86-9O，这
个结果表明，菌株生长对溶解氧浓度的敏感性高于

氨氧化。

& 结论
（8）根据形态特征、培养特征、生理生化特征、

（P Q R）(@>O含量以及 86S F$7!比对和 $7!T$7!
同源性杂交结果，将 !" 菌株归于链霉菌属的比基
尼链霉菌。
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（!）"! 菌株既能在 #$ 培养基上异养生长，也
能在无机培养基上自养生长。异养生长速率（%&’(

为 )*+,&-.（/0 1））明 显 高 于 自 养 生 长 速 率
（)*!!&-.（/0 1））。异养生长时，氨氮主要用于合成
细胞物质；自养生长时，部分氨氮用于合成细胞物

质，部分氨氮转化成亚硝酸盐。

（+）测定了 "!菌株生长和氨氧化的最适条件。
在无机培养基上自养生长时，最适氨浓度为

223&-4./。最适生长 56为 ,*+7，最适氨氧化 56为
,*!,。最适生长温度为 +28，最适氨氧化温度为
9)*78。提高溶解氧浓度有利于 "! 菌株生长和氨
氧化，菌体生长对溶解氧浓度的敏感性高于氨氧化。
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