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耐碱反硝化菌株的分离鉴定与功能检测
王茹，郑平 * ，厉巍，陈慧，陈婷婷，Abbas Ghulam
浙江大学环境与资源学院环境工程系，杭州 310058

摘要:【目的】分离获得耐碱反硝化菌株，确定其反硝化活性和耐碱能力。【方法】分离、纯化，获得耐碱反硝
化菌株;通过形态观察、生理生化试验和 16S rRNA 基因测序分析，确定菌株分类地位;试验起始硝酸盐浓度
和起始 pH 对分离菌株反硝化活性的影响。【结果】从实验室稳定运行的高效反硝化反应器中分离获得耐碱
反硝化菌株 R9，经鉴定归于 Diaphorobater nitroreducens;菌株 R9 能够以甲醇为电子供体、硝酸盐为电子受体
进行异养生长，当起始硝氮浓度为 50 mg /L、起始 pH 为 9. 0 时，288 h 内硝氮去除率达 93. 25% ;高浓度硝氮
可抑制其反硝化活性，半抑制常数 Ki为 202. 73 mg N /L;菌株 R9 的耐碱性良好，起始 pH 为 11. 0 时的硝氮去
除率是 pH 为 9. 0 时的 86%。【结论】菌株 R9 归于 Diaphorobater nitroreducens，最适生长 pH 为 9. 0 左右，是
一株耐碱反硝化菌。
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含氮化合物的过量排放是水体污染及富营养化
的重要致因，废水脱氮有利于控制水体污染。反硝
化作用是废水生物脱氮的关键环节，开发高效反硝
化反应器有利于节能减排［1 － 2］。反硝化菌是反硝化
反应器的功能之源，高活性的反硝化菌是开发高效
反硝化反应器的重要基础［3］。若以甲醇作为电子
供体，反硝化菌的反硝化作用见式 1 和 2。
6NO3

－ + 5CH3OH→5CO2↑ +3N2↑ +7H2O +6OH － (1)

2NO2
－ + CH3OH→CO2↑ + N2↑ + H2O +2OH － (2)
反硝化作用是致碱反应，1 g 硝氮产生 3. 57 g

碱度(以 CaCO3计)
［4］。据高景峰等［5］报道，采用

SBR 法进行反硝化作用，反应液 pH 可在 20 min 内
由 7. 26 升高至 9. 16。因此，筛选耐碱反硝化菌对
于高负荷反硝化反应器的稳定运行具有重要的现实

意义。
目前文献报道反硝化反应器的最高容积去除速

率为 25 kg /(m3·d)，本课题组已将容积去除速率提
升到 26. 8 kg /(m3·d)［6］。但迄今为止，有关耐碱反
硝化菌的分离研究则未见文献报道。笔者从本课题
组高效反硝化反应器中分离了一个反硝化菌株，鉴
定了其分类地位，并试验了其耐碱能力。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌源:实验室稳定运行的反硝化反应器，工
况见表 1。
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表 1．实验室反硝化反应器运行情况
Table 1． Performance of the lab-scale denitrification reactor

Influent NO －
3 -N

(mg /L)

Effluent NO －
3 -N

(mg /L)

NO －
3 -N removal

rate(% )

Volumetric loading rate

( kg /(m3·d) )
Influent pH Effluent pH

1300 0. 300 99. 97 27. 99 7. 17 8. 99

1. 1. 2 培养基:①反硝化培养基:NaNO3 304 mg /L，
KH2PO4 5. 5 mg /L，MgSO4·7H2O 50 mg /L，NH4Cl 24
mg /L，CH3OH 0. 26 mL /L，微量元素液 50 mg /L。②
微量 元 素 液: CaCl2 5500 mg /L，MnCl2·4H2 O
5000 mg /L，FeSO4·7H2O 3000 mg /L，CoCl2·6H2O 50
mg /L，EDTA 50 mg /L，NiCl2 · 6H2O 36 mg /L，
(NH4) 6 Mo7 O2·4H2 O 21 mg /L，H3 BO3 20 mg /L，
CuSO4·5H2O 10. 2 mg /L，ZnSO4 2. 2 mg /L。
1. 1. 3 试剂与仪器:DNA 抽提试剂盒、柱式 DNA
胶回收试剂盒、厌氧菌鉴定试剂盒。岛津 UV-2450
紫外分光光度计、TECNAI 10 透射电子显微镜、
THERMO 生物安全柜、依莱泰科厌氧培养箱、BIO-
RAD PCR 仪、pHS-9V 型酸度计、细菌浊度仪。
1. 2 样品预处理

取 10 mL 活性污泥样品，置于 90 mL 反硝化培
养基中，加入玻璃珠，在 30℃、150 r /min 摇床上振
荡培养 5 h，分散颗粒污泥。
1. 3 分离纯化

对活性污泥样品进行 10 倍梯度稀释至 10 － 8浓
度，取 100 μL 稀释液涂布于反硝化固体培养基平板
上，37℃厌氧培养箱中培养 6 d，挑取单菌落进行纯
化。
1. 4 菌株形态学观察

肉眼观察平板上的菌落形态;显微镜下观察革
兰氏染色反应;TECNAI 10 透射电子显微镜下观察
单个菌体的形态。
1. 5 生理生化试验

采用 API 鉴定系统，测定菌株的生理生化特性。
1. 6 菌株 16S rRNA 基因序列测定

采 用 通 用 引 物 11F ( 5'-
GTTTGATCCTGGCTCAG-3') 和 1387R ( 5'-
GGGCGGWGTGTACAAGGC-3')进行 16S rRNA 基因
的 PCR 扩增［7］。扩增体系(25 μL):10 × PCR 缓冲
液 2. 5 μL，dNTPs 2 μL，模板 DNA 2 μL，正反向引
物各 1 μL，Taq polymerase 0. 2 μL，超纯水 16. 3 μL。
扩增条件:94℃ 5 min;94℃ 45 s，52℃ 1 min，72℃ 2
min，30 个循环;72℃ 5 min。测序委托华大基因研

发中心进行。将测得的 16S rRNA 基因序列输入
NCBI GenBank 数 据 库 ( National Center for
Biotechnology Information，NCBI )，进行 BLAST 比
对。利用 MEGA4. 1 软件中基于 Kimura 2-parameter

模型的 NJ 邻接法来建立系统发育树，并用 bootstrap

法( replication 值为 1000)进行检验［8］。

1. 7 生长特性
采用 65 mL 血清瓶培养，考察菌株生长特性。

分别接种 2 mL 菌悬液于 48 mL 起始硝氮浓度为
50 mg /L的液体反硝化培养基中，一组置于 37℃厌

氧培养箱中培养，每 24 h 取样测定 OD600值;另一组
置于 37℃ 恒温培养箱中培养，每 12 h 取样测定
OD600值。以时间为横坐标，OD600值为纵坐标绘制菌
株生长曲线，并计算菌株倍增时间。
1. 8 氧浓度对菌株反硝化活性影响

采用 65 mL 血清瓶培养，测定反硝化活性。分
别接种 2 mL 菌悬液于 48 mL 起始硝氮浓度为
50 mg /L的液体反硝化培养基中，一组置于 37℃厌
氧培养箱中培养，另一组置于 37℃恒温培养箱中培
养，每 24 h 取样测定硝氮浓度。
1. 9 硝酸盐耐受性

设置起始硝氮浓度分别为 20、50、100、150、
200 mg /L，起始 pH = 9. 0，以 2%的接种量接种菌悬
液于培养基中，在 37℃厌氧培养箱中培养，每 48 h

取样测定硝氮浓度，计算硝氮去除速率，利用基质自
抑制模型拟合菌株的半抑制浓度。
1. 10 pH 耐受性

设置起始 pH 值分别为 8. 0、9. 0、10. 0、11. 0、
12. 0，起始硝氮浓度 50 mg /L 的反硝化培养基，以
2%的接种量接种菌悬液于培养基中。在 37℃厌氧
培养箱中培养 6 d，测定硝氮浓度及终止 pH 值，并
计算硝氮去除率。
1. 11 常规分析项目及方法

NO －
3 -N:紫外分光光度法［9］;NO －

2 -N:N-( 1-萘

基)-乙二胺分光光度法［9］; NH +
4 -N:纳氏试剂分光

光度法［9］。
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2 结果和分析

2. 1 形态特征
经分离纯化，获得一株能够以硝酸盐为电子受

体、甲醇为电子供体的菌株，命名为 R9。37℃，反硝
化固体培养基上厌氧培养 6 d(图 1-A)，观察平板上

的培养物发现，该菌菌落较小，直径约为 0. 5 － 1
mm;早期菌落透明，后期变为乳白色，最终呈现米黄
色;菌落凸起成圆形，表面光滑，边缘不整齐;革兰氏
染色反应阴性(图 1-B)。经磷钨酸负染，菌株 R9 的
电镜照片 (图 1-C)所示，菌体细胞呈杆状，两端钝
圆，大小为(0. 3 － 0. 5) μm × (0. 7 － 1. 0) μm，端生
鞭毛，可运动。

图 1． R9 菌株照片
Figure 1． photograph of strain R9． A: colonies; B: gram staining; C: electron scanning micrograph．

2. 2 生理生化特性
利用 API 试剂条测验菌株 R9 的生理生化特

性，结果见表 2。

表 2． R9 菌株基质利用特性
Table 2． Substrate utilization of strain R9

Substrate Utilization Substrate Utilization
Indole － Gelatin －
Urease － Esculin －
Glucose － Rhamnose －
Mannose + Trehalose +
Lactose － Arabinose －
Sucrose + Melezitose +
Maltose － Raffinose +

Cellobiose － Xylose －
Sorbitol － Glycerol －
Mannitol － Willow alcohol －

Note: + : positive; － : negative．

菌株 R9 兼性厌氧，可分解过氧化氢，可还原硝
酸盐。从表 2 结果看，菌株 R9 的吲哚、明胶、脲酶、
七叶灵反应呈阴性;菌株 R9 能利用甘露糖、海藻
糖、蔗糖、松叁糖、棉子糖，但不能利用葡萄糖、鼠李
糖、乳糖、阿拉伯糖、麦芽糖、纤维二糖、木糖、山梨
醇、甘油、甘露醇及柳醇。
2. 3 16S rRNA 基因序列分析

采用 DNA 抽提试剂盒提取菌株 DNA，PCR 扩

增，获得 1381 bp 的 DNA 片段;采用 pMD  19-T 载
体，导入大肠杆菌，进行克隆，并对克隆 DNA 测序;
将测序结果输入 GenBank 数据库 (NCBI 序列号为
JX966536)作 BLAST 比对;比对结果显示，菌株 R9

可 归 于 Diaphorobacter 属［10］，与 Diaphorobacter
nitroreducens NA10B 的序列相似性高达 99%，系统
进化树(图 2)中也与 NA10B 菌株聚类在一起。
2. 4 菌株生长特性

分别在厌氧及好氧条件下培养，考察菌株 R9
的生长特性。结果表明，菌株可在好氧及厌氧条件
下生长(图 3)。由图可见，有氧条件下，菌株经 48 h
左右培养进入对数期，经 100 h 左右培养进入稳定
期;无氧条件下，菌株经 78 h 左右培养进入对数期，
经 208 h 左右培养进入稳定期。从图中对数生长期
的数据可以计算出菌株 R9 在好氧条件下的比生长
速率 μ 为 0. 049 h － 1，倍增时间为 14. 17 h。
2. 5 培养条件对菌株反硝化活性的影响

分别在无氧及有氧条件下测定菌株 R9 的反硝
化活性，图 4 的结果表明，在有氧条件下培养时，菌
株 R9 没有反硝化活性;无氧培养时，菌株利用甲醇
作为电子供体、硝酸盐作为电子受体进行生长代谢。
在整个无氧培养过程中，硝酸盐浓度逐渐下降，但未
检测到亚硝氮。起始硝氮浓度为 50 mg /L 时，288 h
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图 2．菌株 R9 系统进化发育树
Figure 2． Phylogenetic tree of strain R9． Numbers in parentheses represent the sequences' accession number in GenBank． The number

at each branch points is the percentage supported by bootstrap(1000 re-samplings) ． Bar: 0. 5% sequence divergence．

图 3．菌株 R9 在不同条件下的生长曲线
Figure 3． Growth curve of strain R9．

内菌株 R9 对硝氮的去除率为 93. 25%。
2. 6 硝酸盐耐受性

通过改变起始硝酸盐浓度，考察了硝酸盐对菌
株 R9 反硝化活性的影响。设置起始硝氮分别为
20、50、100、150、200 mg /L，96 h 后取样测定硝氮浓
度，计算硝氮去除速率，结果表明，起始硝氮浓度为
150 mg /L 时，菌株 R9 的硝氮去除速率最大，为
12. 62 mg /(L·h);起始硝氮浓度提升为 200 mg /L
时，菌株 R9 的硝氮去除速率降为 12. 45 mg /(L·h)。
以起始硝氮浓度为横坐标、硝氮去除率为纵坐标可
作图 5，菌株 R9 反硝化活性与基质浓度的关系符合
基质自抑制方程［11］:

ri =
rmax

1 +
Km

［S］
+［S］

Ki
根据拟合结果，菌株 R9 的硝酸盐半饱和常数

图 4．培养条件对菌株 R9 反硝化活性的影响
Figure 4． Effects of oxygen concentration on denitrification

activity of strain R9．

Km为 107. 76 mg N /L，半抑制常数 Ki为 202. 73 mg
N /L。
2. 7 pH 耐受性

通过设置不同起始 pH 值，考察了 pH 对菌株
R9 反硝化活性的影响。当初始硝氮浓度为 50 mg /
L，初始 pH 为 9. 0 时，菌株在 288 h 内的硝氮去除率
为 93. 25%，去除速率为 3. 88 mg /( L·d)。以初始
pH 9. 0 时的硝氮去除率为基准，试验了 144 h 内初
始 pH 分别为 8. 0、10. 0、11. 0、12. 0 条件下的相对硝
氮去除率。如图 6 所示，菌株 R9 能够适应较宽的
高 pH 范围，在 pH 分别为 8. 0、10. 0、11. 0 时的相对
硝氮去除率均达到 80%以上;只有在 pH 高于 11. 0
之后，菌株 R9 的硝氮去除率才明显下降;即使 pH
高达 12. 0，硝氮去除率也有 pH 9. 0 时的 20%。
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图 5．硝氮对菌株 R9 反硝化活性的抑制作用
Figure 5． Inhibition of nitrate on denitrification activity of strain

R9．

图 6． pH 对菌株 R9 反硝化活性的影响
Figure 6． Effects of pH on denitrification activity of strain R9．

3 讨论

3. 1 菌种活性
笔者从实验室高效反硝化反应器中分离获得了

一个 耐 碱 反 硝 化 菌 株 R9。经 鉴 定，其 归 于
Diaphorobacter 属。据文献报道，Diaphorobacter 属包
含 Diaphorobacter oryzae［12］ 和 Diaphorobacter
nitroreducens［13］两个种。D． nitroreducens 具有反硝
化活性，能分解 PHB(聚-β-羟丁酸)和 PHBV(3-羟
基丁酸酯和 3-羟基戊酸酯的共聚物)。菌株 R9 与
D． nitroreducens NA10B 的 16S rRNA 基因序列相似
性高达 99%。从生理生化试验看，菌株 R9 具有丰
富基质多样性，适用于废水生物脱氮。在厌氧培养
中，菌株 R9 的硝氮去除率为 93. 25%，显著高于文
献报道值 85. 84%［14］、66. 43%［15］、65. 53%［16］;菌

株 R9 的倍增时间为 14. 17 h，短于文献报道值 18 －
25 h［17］、0. 74 － 1. 34 d［18］、19. 2 h［19］。菌株 R9 具有
较高的工程利用价值。
3. 2 菌种适应性

由于反硝化作用是致碱反应，1 g 硝氮产生
3. 57 g 碱度(以 CaCO3计)

［4］，对于高负荷反应器，
反应液 pH 极易超过 9. 0 而对反硝化菌产生抑制。
因此，要求功能菌不仅有高活性，而且有耐碱性。目
前文献报道的反硝化反应器的最高容积去除速率为
25 kg /(m3 ． d)。经过努力，本课题组已将其提升到
26. 8 kg /(m3 ． d)。菌株 R9 的最适生长 pH 为 9. 0，
且有较宽的高 pH 适应范围。在 pH 为 11. 0 条件
下，菌株 R9 的硝氮去除率仍可达 pH 9. 0 时的
86%。菌株 R9 对硝酸盐有较强耐受性，硝酸盐半
抑制常数 Ki为 202. 73 mg N /L。菌株 R9 属于兼性
厌氧菌，在有氧条件下进行好氧呼吸，在无氧条件下
进行厌氧呼吸(以硝酸盐作为电子受体)，对氧浓度
也有较强的适应性。

4 结论

从实验室高效反硝化反应器中分离获得耐碱反
硝化菌株 R9。通过形态观察、生理生化试验和 16S
rDNA 测序分析，其归于 Diaphorobacter 属。

菌株 R9 具有丰富基质多样性，能利用甘露糖、
海藻糖、蔗糖、松叁糖、棉子糖等多种碳源。菌株 R9
具有较高的生长速率，倍增时间为 14. 17 h，短于文
献报道的其他菌株。菌株 R9 具有较高的反硝化活
性，硝氮去除率为 93. 25%。

菌株 R9 的最适生长 pH 为 9. 0，且有较宽的高
pH 适应范围。菌株 R9 对硝酸盐有较强的耐受性，
硝酸盐半抑制常数 Ki为 202. 73 mg N /L。菌株 R9
属于兼性厌氧菌，对氧也有较强的适应性。
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Identification and function test of an alkali-tolerant
denitrifying bacterium
Ru Wang，Ping Zheng* ，Wei Li，Hui Chen，Tingting Chen，Abbas Ghulam
Department of Environmental Engineering，Zhejiang University，Hangzhou 310058，China

Abstract:［Objective］We obtained an alkali-tolerant denitrifying bacterium，and determined its denitrifying activity and
alkali-tolerance． ［Methods］An alkali-tolerant denitrifying bacterial strain was obtained by isolation and purification． We
identified the bacterial strain by morphological observation，physiological test and 16S rRNA analysis． We determined the
denitrifying activity and alkali-tolerance by effects of initial nitrate concentration and initial pH on denitrification．
［Results］An alkali-tolerant denitrifier strain R9 was isolated from the lab-scale high-rate denitrifying reactor，and it was
identified as Diaphorobater nitroreducens． The strain R9 grew heterotrophically with methanol as the electron donor and
nitrate as the electron acceptor． The nitrate conversion was 93. 25% when strain R9 was cultivated for 288 h with initial
nitrate concentration 50 mg /L and initial pH 9. 0． The denitrification activity could be inhibited at high nitrate
concentration with a half inhibition constant of 202. 73 mg N /L． Strain R9 showed a good alkali tolerance with the nitrate
removal rate at pH 11. 0 remained 86% of that at pH 9. 0． ［Conclusion］ Strain R9 was identified as Diaphorobater
nitroreducens，and it was an alkali-tolerant denitrifying bacterium with optimum pH value of 9. 0．
Keywords: Denitrifying bacterium，Isolation and Identification，Alkali-tolerance
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系统发育树的构建方法

构建系统树是为了鉴定菌株的分类学地位，应该使用正确的方法构建。具体要求如下:

1．将鉴定菌的 16S rRNA 序列递交 GenBank，用 Blast 软件搜索相似的 16S rRNA，然后一起构树。

2．采用能反应分支长度的软件(如 NJ 法)，并用 Boostrap 值分析分支聚类的稳定性。

3．用国际较为通用的一些建树方法，如 Neighbour － Joining 等，这样结果就更为可靠，更直观。

4．请严格按照下列具体要求写作［参见:微生物学报，2004，44(2):143．］

① 系统树中:菌名应列出全称，且属和种名应斜体，名称后再加括号，其内含序列号。

② 图注(本刊的图注要求用英文写作):应标明“树”上所有的内容，包括:括号中的序号、分支点上的数字涵义、0. 01 代表

的意义。

③ 作图要求:要求达到印刷清晰，字体为“Time New Roman”，字号为“8p”。可以选用两种方式———(A)文件格式为“* ．

Tif”，分辨率为 600 线;(B)文件格式为“word”，画出树，输入文字。
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