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摘   要：【目的】研究不同 Zn(II)浓度对好氧反硝化菌 Acinetobacter sp. JR-142 生理活性，尤其

是反硝化代谢特性的影响。【方法】筛选一株好氧反硝化菌，优化了最佳活性条件；分析了不同

Zn(II)浓度对生长曲线和反硝化效率的影响以及对细胞形态的影响；明晰了不同 Zn(II)浓度条件

下，细胞特征活性酶-硝酸盐还原酶和亚硝酸盐还原酶的活性变化情况，分析了不同活性同关键酶

的编码基因 napA 和 nirS 的相对表达量之间的规律。【结果】获得一株具有好氧反硝化功能的菌株，

命名为 JR-142，经鉴定为不动杆菌 Acinetobacter sp.。在以琥珀酸钠为碳源，C/N 为 6，pH 为 7.0，

温度 30 °C，转速为 180 r/min 的条件下，好氧反硝化活性最高。结果表明当 Zn(II)浓度为 3.25 mg/L

时，对菌株的生长及好氧反硝化速率有促进作用；当 Zn(II)浓度为 52 mg/L 以上浓度时，菌株的

生长及反硝化速率均受到抑制。酶活及关键基因 napA、nirS 的定量分析结果显示，对照组及

JR+0.05 处理组的硝酸盐还原酶 NR、亚硝酸盐还原酶 NiR 活性均高于 JR+0.8 处理组，在 24 h 时，

JR+0.05 Zn(II)处理组中，细胞的关键好氧反硝化基因 napA 及 nirS 的相对表达量显著高于对照组，
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这进一步说明 3.25 mg/L Zn(II)可以促进好氧反硝化过程，而在 24 h 及 32 h 时对照组及 JR+0.05

处理组的基因相对表达量远高于 JR+0.8 处理组，也说明 52 mg/L Zn(II)则会对反应产生抑制。

【结论】探究并系统分析了不同 Zn(II)浓度对不动杆菌 Acinetobacter sp. JR-142 生长繁殖以及和

在重金属锌离子存在的情况下影响好氧反硝化生理活性的影响，为后续硝酸盐-重金属复合污染废

水的生物处理技术提供了数据指导。 

关键词：好氧反硝化；不动杆菌；Zn(II)耐受；代谢活性；氮-重金属复合污染  
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Abstract: [Objective] To study the effects of different concentrations of Zn(II) on the metabolic activities, 

especially the denitrification of the aerobic denitrifier Acinetobacter sp. JR-142. [Methods] An aerobic 

denitrifier was screened out and its growth conditions were optimized. The growth curve, denitrifying 

efficiency, and cell morphology of the strain were measured in the presence of Zn(II) at different 

concentrations. We measured the activities of cell characteristic enzymes (nitrate reductase and nitrite 

reductase) exposed to different concentrations of Zn(II), and then analyzed the relationship between napA & 

nirS expression levels and enzyme activities. [Results] An aerobic denitrifying strain was obtained and 

identified as Acinetobacter sp. JR-142. Under the conditions of sodium succinate as carbon source, C/N 

ratio of 6, pH 7.0, temperature at 30 °C, shaking speed of 180 r/min, the aerobic denitrifier showed the 

highest activity. Zn(II) at the concentration of 3.25 mg/L promoted the cell growth and aerobic 

denitrification, while that at the concentration higher than 52 mg/L showed inhibitory effects. The nitrate 

reductase and nitrite reductase activities in the control group and JR+0.05 treatment group were higher than 

those in the JR+0.8 treatment group. At the time point of 24 h, the relative expression levels of aerobic 

denitrifying genes napA and nirS in JR+0.05 treatment group were significantly higher than those in control 

group, which further indicated that 3.25 mg/L Zn(II) can promote aerobic denitrification. At the time points 

of 24 h and 32 h, the relative expression levels of the two genes in the control group and JR+0.05 treatment 

group were much higher than those in the JR+0.8 treatment group, which indicated that 52 mg/L Zn(II) can 

inhibit the reaction. [Conclusion] This study systematically analyzed the effects of Zn(II) at different 

concentrations on the growth and aerobic denitrification of Acinetobacter sp. JR-142 for the first time. It 

provides a data basis for the biological treatment of wastewater with nitrate-heavy metal combined pollution. 

Keywords: aerobic denitrification; Acinetobacter sp.; Zn(II) tolerance; metabolic activity; nitrate-heavy 
metal combined pollution 
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随着我国工农业的快速发展，环境污染问

题愈发严重，水污染程度和广度情况逐年加剧，

污水处理成为人们关注的焦点。硝酸盐(NO3
–-N)

是一种在工业废水和生活污水中均广泛存在的

氮污染物[1]，水体中 NO3
–-N 含量超标，对环境

有很大的危害，如水体富营养化等，进而导致

高铁血红蛋白症、癌症，严重威胁人体健康[2]。

生物法脱氮是近几年使用最广泛的脱氮方法，

具有效率高、成本低和污染少等优点[3]。这其

中，好氧反硝化又因其操作简便、脱氮效率高

而备受关注[4]。 

但另一方面，多数情况下含氮废水中硝酸

盐不是唯一污染物，还存在重金属[5]。重金属

不能被生物降解，一些低浓度重金属(如当 Cu

浓度为 0.05 mg/L 时)可以提高微生物反硝化效

率[6]，但高浓度重金属会破坏细胞膜、改变酶

的特异性、抑制微生物代谢活动 [1]，对生物反

硝化过程造成了很大障碍。也有研究表明，微

生物具有特定的、耐受重金属的机制，如通过

抗氧化酶去除过氧化物来抵御重金属离子[7]、

通过依赖性代谢机制产生有助于沉淀的化合物

来减弱重金属的损害 [8]。不同微生物、不同重

金属离子以及污染程度，会导致不同的微生物

生理活性和耐受性能。Zn 是一种广泛应用的重

金属，也大范围存在于含氮废水中[9]，养殖、

冶炼、化肥等多种工业都有涉及[10]，猪场废水

Zn(II)浓度可高达 1.5–30.0 mg/L[10]，除此之外，

在人类生活产生的垃圾渗透液、生活污水中也

存在着 Zn(II)和 NO3
–-N[1,11]。因此，研究 Zn(II)

对好氧反硝化的生理活性的影响具有重要的技

术指导意义。 

研究者们对反硝化酶的活性及其基因表达

对重金属影响反硝化的机理研究多数基于厌氧

反硝化过程[12]，在厌氧反硝化过程中，添加低

浓度的 Zn(II)，可以上调基因 nirK 的表达量，但

当 Zn(II)达到 10 mg/L 后，表达量就会降低[13]。

由于好氧反硝化微生物发现时间短，应用少，

好氧反硝化复合重金属污染的代谢机制还不明

确。目前已知的是，好氧反硝化过程中的关键

酶是硝酸盐还原酶 (nitrate reductase， NR，

NO3
–-N→NO2

–-N) 和 亚 硝 酸 盐 还 原 酶 (nitrite 

reductases，NiR，NO2
–-N→NO)，是由硝酸盐

还原酶基因 napA 和亚硝酸盐还原酶基因 nirS

编码的[14]。在好氧反硝化过程中，Zn(II)如何影

响微生物细胞的代谢特征以及相关功能基因表

达情况还有待研究  

本研究旨在探讨 Zn(II)浓度对 Acinetobacter 

sp. JR-142 好氧反硝化过程的影响。为此，探

究了不同 Zn(II)浓度对  (1) 细菌生长情况和

NO3
–-N 去除效率的影响；(2) 细胞形态的影响；

(3) 硝酸盐还原酶和亚硝酸盐还原酶活性的影

响；(4) 关键基因 napA、nirS 的相对表达量的

影响。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 
所有培养基使用前都经过灭菌处理。主要

使用的培养基为好氧反硝化培养基 1 (aerobic 

denitrification，AD1)[3]，成分如下：每 1 000 mL

蒸馏水中加 CH3COONa 2.6 g、KNO3 0.722 g、

1.113 g 基础培养基和微量元素溶液 2 mL。好氧

反硝化培养基 2[3]用于优化培养条件，每 1 000 mL

蒸馏水中加：CH3COONa 2.6 g、NaNO2 0.25 g、

1.113 g 基础培养基和微量元素溶液 2 mL；异养

硝化培养基[3]用于优化培养条件，每 1 000 mL 蒸

馏水中加：(NH4)2SO4 0.472 g、CH3COONa 2.6 g、

1.113 g 基础培养基和微量元素溶液 2 mL。采用

溴百里酚蓝培养基(bromothymol blue，BTB)对

好氧反硝化菌进行初筛，培养基组成如下：每

1 000 mL 蒸馏水中加入 CH3COONa 1.3 g、
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KNO3 1 g、KH2PO4 1 g、FeCl2·6H2O 0.05 g、

CaCl2·2H2O 0.02 g、MgSO4·7H2O 1 g、1% BTB   

5 mL，维持 pH 在 7.0–7.2 范围内[3]。 

微量元素溶液(g/L)[15]：EDTA 50.0、ZnSO4 

2.2、CaCl2 5.5、MnCl2·4H2O 5.06、FeSO4·7H2O 

5.0、(NH4)6Mo7O24·4H2O 1.1、CuSO4·5H2O 1.57、

CoCl2·6H2O 1.61。所有的固体培养基都是在液

体培养基原有成分基础上，加入琼脂(15 g/L)制

成的。 

1.2  菌株的获得 

从焦化工厂的活性污泥中筛选出一株活性

菌株，能通过好氧反硝化有效去除水中 NO3
–-N。

筛选过程如下：将活性污泥充分分散后，涂于

配置好的溴百里酚蓝培养基，置于 30 °C 培养。

挑取反应阳性菌株，即周围培养基变蓝色，表

示具有反硝化性能。接种于装有好氧反硝化培

养基 1 的试管中，30 °C、120 r/min 条件下振荡

培养 48 h，选取反硝化性能较佳的菌株，接种于

含 32.5 mg/L Zn(II)的 AD1 培养基中，置于

30 °C、120 r/min 条件下振荡培养 48 h，最终

选取 Zn(II)耐受能力最好且反硝化性能最佳的

菌株进行鉴定并保存。 

1.3  菌株的鉴定 

使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒(天根生

化科技有限公司)提取菌株基因组 DNA，并以

之为模板，采用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGA 

TCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-AAGGAGGT 

GATCCAGCCCGCA-3′)进行 PCR 扩增，将产物

送至擎科生物科技有限公司测序。依据得到的 

16S rRNA 序列，从 NCBI 上进行同源性比较，

鉴定好氧反硝化菌的种属，并利用 MEGA X 软

件构建进化树。PCR 体系(50 μL)为：Mix 25 μL，

27F 2 μL，1492R 2 μL，模板 DNA 2 μL，ddH2O 

19 μL。 

1.4  优化菌株培养条件 
采用单因素(摇瓶实验)实验的方法，保持氮

源浓度不变，探究了不同碳源、C/N、pH、温

度、及溶氧对菌株反硝化速率的影响。分别以

乙酸钠、海藻糖、丁二酸钠、葡萄糖、糖蜜为

碳源，保持其他条件不改变，进行碳源优化实

验。以乙酸钠为碳源，分别探究了不同 pH (6.5、

7.0、7.5、8.0、8.5)、C/N (5、6、7、8、9)、温

度(25、30、35、40 °C)、转速(0、80、120、180、

240 r/min)对菌株反硝化性能的影响，在培养过

程中同时保持其他优化条件固定不变，pH 为 7，

C/N 为 6，转速为 120 r/min。每个实验 3 个平

行，分别测其培养 48 h 时的 OD600、NH4
+-N、

NO3
–-N 和 NO2

–-N 的浓度。 

1.5  Zn(II)浓度对菌株活性的影响 
分 别 设 置 Zn(II) 浓 度 为 3.25 mg/L        

(0.05 mmol/L)，6.5 mg/L (0.1 mmol/L)，13 mg/L 

(0.2 mmol/L)，26 mg/L (0.4 mmol/L)，39 mg/L 

(0.6 mmol/L)，52 mg/L (0.8 mmol/L)，65 mg/L 

(1.0 mmol/L)，初始 NO3
–-N 浓度相同，接种量

均为 1 % (V/V)，每个实验 3 个平行，在最佳条

件下培养 48 h 时，测定其 OD600，NO3
–-N 和

NO2
–-N 的浓度。观察 Zn(II)浓度不同时，菌株

JR-142 的生长情况及反硝化效率。 

选取低浓度 (3.25 mg/L) Zn(II)和高浓度 

(52 mg/L) Zn(II)进行进一步实验，分别将菌株

转接至 AD1 培养基、AD1 培养基+0.05、AD1

培养基+0.8 三种培养基中，接种量均为 1% 

(V/V)，每个实验有 3 个平行，在最佳条件下培

养 60 h。每 4 h 于 600 nm 处测定吸光度，然后

以 8 000 r/min 离心 3 min，取上清，测定 NO3
–-N

和 NO2
–-N 的浓度。测量 OD600 使用分光光度计

法，测量 NO3
–-N 采用哈希 8039 镉还原法，测

量 NO2
–-N 采用哈希 8507 重氮化法。计算其去

除效率和去除率，公式如下所示[3]。 
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去除效率(%)=[(C 初–Ct)/C 初]100 

去除率(mg/L·h)=(C 初–Ct)/t 

C 初：初始浓度；Ct：在 t 时刻的浓度；t：

菌株培养时间。 

1.6  细胞形态检测 
使用扫描电镜的方法观察细胞形态，分别

通过取样、戊二醛固定、乙醇梯度脱水、临界

点干燥、铂金镀膜等步骤[2]，制成样品，使用

扫描电镜(Hitachi HT7700，日本)进行观察。 

1.7  酶活测定 
采用硝酸还原酶(NR)测试盒和亚硝酸还原

酶(NiR)测试盒(苏州科铭生物有限公司)测量硝

酸盐还原酶及亚硝酸盐还原酶的活性[2]。具体

操作如下：收集菌体，加入 1 mL 缓冲液，混匀；

冰浴超声破碎细胞后置于离心机中，8 000 r/min，

4 °C 离心 10 min，取上清；测量硝酸盐还原酶

活性时在处理好的样液中加入 NR 检测液反应

30 min；再加入显色剂反应 20 min，于 540 nm

处测定吸光度。在测量亚硝酸盐还原酶时加入

NiR 检测液反应 60 min，显色剂混匀，于 540 nm

处测定吸光度。 

1.8  好氧反硝化基因的扩增及分析 
根据得到 16S rDNA 基因的序列，在 NCBI

数据库中进行比对，获得同属菌株 Acinetobacter 

johnsonii XBB1 的相关基因序列，用 Primer3 设

计荧光定量 PCR 所需的引物，序列如表 1 所示。 

分别采用培养细胞/细菌总 RNA 提取试剂

盒和 FastKing cDNA 第一链合成试剂盒(天根生

化科技有限公司)提取细菌总 RNA 并将其合成

为 cDNA。利用 Applied Biosystems™的 SYBR™ 

Select Master Mix 试剂盒进行荧光定量 PCR 反

应。反应条件如表 2。 

2  结果与分析 

2.1  菌株鉴定 
提取细菌基因组 DNA 并扩增其 16S rRNA

基因，对扩增的基因进行测序后，将得到的序

列与 NCBI 数据库中的 16S rRNA 基因序列进行

比对，并构建了菌株的系统发育树，如图 1 所

示。结果显示，筛选到的 JR-142 与 Acinetobacter 

johnsonii YH16108 (GenBank登录号为KY767497)

相似度为 99.79%，属于不动杆菌(Acinetobacter)。 
 

表 1  qPCR 引物序列 
Table 1  Primer sequences of qPCR 

Primers F (5′→3′) R (5′→3′) 

nirS1-2 CTTGGCTTATGACCGCGTAC CACCATGATTCGTCGTCACC 

napA1-2 ACGGTACAGTCTTAGAGGCG CCACGGCGTAAATACTTGGG 

16S rRNA ACAATGGGCGAAAGCCTGAT GATTAACGCTCGCACCCTCT 

 
表 2  qPCR 反应条件(按照 SYBR™ Select Master 

Mix 试剂盒说明书操作流程) 
Table 2  Reaction conditions of qPCR 

Steps T/°C Duration Cycles 

UDG activation 50 2 min  

Ampli Taq® Fast DNA 

Polymerase 

95 2 min  

Denature 95 15 s 40 

Anneal/Extend 60 1 min 

2.2  最适生长条件单因素优化 
2.2.1  碳源 

由图 2A 可看出，不同的碳源对细胞的反

硝化活性影响显著。以琥珀酸钠和乙酸钠为碳

源时，菌株对 NO3
–-N、NH4

+-N 和 NO2
–-N 的去

除效率分别为 98.3%、87.7%、99.0%和 89.8%、

82.5%、99.2%，可以看出琥珀酸钠和乙酸钠更

易于被微生物细胞吸收转化，推测的原因是其 
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图 1  约氏不动杆菌 Acinetobacter johnsonii JR-142 的系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of Acinetobacter johnsonii JR-142. GenBank accession numbers are given in 
parentheses; numbers at branch points are percentage bootstrap values (based on 1 000 replicates); the scale 
bar represents 0.01 changes per nucleotide. 

 
分子量小[16]，并且琥珀酸是三羧酸循环的中间

代谢产物，能够更快地进入到细胞能量转化系

统中去，更快转化成细胞的组成部分，表现为

更高的 NO3
–-N 还原活性。当以葡萄糖为碳源

时，菌株吸光度仅为 0.202，反硝化速率仅为

25.7%，显示了较低水平，说明多碳类碳源需

要先转化为较简单的化合物，而后才可被细胞

转化利用[17–18]。同时也验证了其他碳源，糖蜜

和海藻糖的效果均较差。所以，选择琥珀酸钠

作为最佳碳源进行后续研究。 

2.2.2  不同 C/N 优化情况 

在保证氮源供应的情况下，碳源越多，C/N

越高，细胞可利用的营养物质越多，理论上应

该继续生长，细胞浓度增加，但由图 2B 可看出，

随着 C/N 的增加，菌株对 NO3
–-N、NH4

+-N 和

NO2
–-N 的去除效率没有明显变化，反而细胞浓

度伴随 C/N 的升高有所下降，说明在这个范围

内，碳氮比对于细胞的繁殖速率并没有影响。

Yang 等[19]研究菌株 Bacillus subtilis A1 时发现，

C/N 为 6 和 12 时，对 NH4
+-N 和 TN 的去除率

影响不明显，说明在这一碳氮源比例范围之内，

碳源的供应足以满足细胞生长和对氮源的去除，

保持细胞处于较高的活性，而环境中，大部分含

氮废水的 C/N 均不高，在 4 与 8 之间[20–21]。从

细胞繁殖速率和 NO3
–-N 还原活性相结合角度，

选择 C/N 6 作为菌株的最佳 C/N。 

2.2.3  不同 pH 优化情况 

由图 2C 可知，pH 从 7.0 至 8.5 时，NO3
–-N

去除率分别达到 97.8%、97.5%、97.0%、96.5%，

在这一 pH 范围内，氨氮去除活性区别不明显。 
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图 2  不同因素对不动杆菌 JR-142 好氧反硝化速率的影响 
Figure 2  Effects of different factors on aerobic denitrification efficiency by Acinetobacter sp. JR-142. A: 
carbon sources; B: C/N; C: pH; D: temperature; E: shaking speed.  
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当 pH 为 6.5 时，NO3
–-N 的去除效率明显降低，

为 71.8%，而当 pH 为 5.0 时，菌株受到严重抑

制，吸光度与反硝化速率均为 0；当 pH 大于 9.0

时，菌株仍具有活性，反硝化速率明显开始下

降，NO3
–-N 去除效率为 56.8%，仅为最高反硝化

速率的 58%，当 pH 为 12.0 时，菌株停止生长，

生长速率及 NO3
–-N 去除效率均为 0。这说明菌

株 JR-142 更加耐受碱性条件，推测碱性培养基

中有更多的游离氨，促进了异养硝化过程[3]，

现有文献中大部分活性菌剂的最适 pH 为

7.0–8.0[22]，也说明了这一点。综合考虑环境因

素和实验结果，最终确定 pH 7.0 为菌株 JR-142

的最佳活性条件，用于后续实验。 

2.2.4  不同温度优化情况 

图 2D 可看出不同温度对于菌株生长和对

氮源去除率的影响。在 25–35 °C，菌株对

NH4
+-N 和 NO2

–-N 的去除效率相当，均能维持

在 90%以上；在 25–30 °C 时对 NO3
–-N 去除效

果较 35–40 °C 高。当温度为 30 °C 时，菌株的

各项去除效率最高，NO3
–-N、NH4

+-N 和 NO2
–-N

的去除率分别为 78.2%、99.8%和 99.9%，当温

度为 40 °C 时，细胞浓度及 NO3
–-N、NH4

+-N 和

NO2
–-N 的去除效率都显著降低，NO3

–-N 的去

除率仅仅为 12.2%，活性不足最高活性的 16%，

说明菌株在长期进化过程中，已经适应了氮源

污染的大多数温度条件：25–35 °C。 

2.2.5  不同溶氧优化情况 

图 2E 展现了不同溶氧对菌株的影响，采用

控制转速的方法来控制溶氧的不同。当转速为

0、80、120、180 r/min 时，测得的溶氧分别为

0.28、0.47、3.47、8.21 mg/L，随着溶氧的增加，

菌株的反硝化速率也逐渐增加，转速为 180 r/min

时，菌株 JR-142 的 NH4
+-N、NO3

–-N 和 NO2
–-N

去除率最高，分别为 100.0%、72.0%、99.9%。

较高的溶解氧促进了 NO3
–-N、NH4

+-N 和 NO2
–-N

的去除，说明菌株为好氧菌，持续的溶解氧供

应对于菌株还原 NO3
–-N 具有明显的促进作用。

但当转速提升至 240 r/min 时，溶氧为 8.56%，

各项去除率没有升高，NO3
–-N、NH4

+-N 和

NO2
–-N 的去除率有所下降，分别为 57.8%、

87.6%、99.4%，因为过高的溶解氧会导致细菌

活力降低，并且随着转速的升高，剪切力变大，

细胞可能受到了机械损伤。结果显示 NO3
–-N 去

除效率的降低比 NH4
+-N 更明显，因为还原

NO3
–-N 比去除 NH4

+-N 需要更低的氧浓度[23]。 

由以上实验结果可知，当琥珀酸钠为碳源，

C/N为6，pH为7.0，温度为30 °C，转速为180 r/min

时，菌株 JR-142 的生长速率和 NO3
–-N 还原速

率最佳，后续实验中均采用这些培养条件。 

2.3  不同浓度的 Zn(II)对 JR-142 好氧反硝

化活性的影响 
2.3.1  JR-142 在不同 Zn(II)浓度条件下的生长

情况 

探究了不同 Zn(II)浓度对好氧反硝化的影

响。在反硝化培养基中分别加入 0.65、3.25、

6.50、13.00、26.00、39.00、52.00、65.00 mg/L

的 Zn(II)。从图 3 中可以看出，Zn(II)浓度小于

26.00 mg/L 时，对好氧反硝化效率的影响不大，

NO3
–-N 去除率保持在 76%以上。并且 Zn(II)浓度

为 0.65 mg/L 和 3.25 mg/L 时，对好氧反硝化过程

还有促进作用。从 39.00 mg/L 开始，Zn(II)对菌

株的抑制作用逐渐增强。而 65.00 mg/L Zn(II)

对菌株的生长和反硝化有较强的抑制作用，此

时生长吸光度仅为 0.2，去除率仅为 12%，不足最

高活性的 15%。当 Zn(II)浓度为 3.25 mg/L 时，对

NO3
–-N 去除的促进作用最为明显，而过高的

Zn(II)浓度对菌株的生长及活性抑制严重，基于

此，选择 Zn(II)浓度为 3.25 mg/L 和 52.00 mg/L

的条件分析重金属离子影响细胞去除 NO3
–-N 的

代谢特征，记为 JR+0.05处理组和 JR+0.8处理组。 
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图 3  不同浓度 Zn(II)对 JR-142 好氧反硝化效率的影响 
Figure 3  Effect of different concentrations of Zn(II) on aerobic denitrification efficiency of JR-142. 
 

2.3.2  Zn(II)对菌株代谢周期活性变化的影响 

由图 4A 可以看出，从培养 20 h 开始，对

照组和 JR+0.05 处理组开始进入对数生长期，

在 32 h 细胞生长过程达到稳定期，而且 JR+0.05

处理组的细胞浓度在 32 h 后均高于对照组，说

明 3.25 mg/L Zn(II)并未对细菌的生长产生抑

制。但 JR+0.8 处理组从 32 h 才开始生长，这是

由于环境胁迫过大，导致细胞生长出现了明显

的滞后期，说明微生物细胞处于不利于繁殖和

活性释放的环境时，需要一定的时间来调节自

身代谢过程，适应环境条件[2]。 

图 4B 和 4C 揭示了 Zn(II)对好氧反硝化过

程的影响。从图 4B 可以看出对照组在 24 h 时，

NO3
–-N 开始降低，最高去除率为 79%；JR+0.05

处理组中，低浓度的 Zn(II)对 NO3
–-N 的去除并

没有抑制作用，NO3
–-N 在 24 h 开始降低，最高

去除率为 84%，高于对照组；对照组和 JR+0.05

处理组的 NO3
–-N 浓度均在 44 h 之后开始趋于

稳定。JR+0.8 处理组中，高浓度的 Zn(II)明显

抑制了 NO3
–-N 的去除，NO3

–-N 在 40 h 开始降

低，最高去除率为 53%，并在 56 h 达到稳定，

仅为最高活性的 63%。 

图 4C 可以看出，对照组和 JR+0.05 处理组

在 NO3
–-N 浓度降低的过程中，NO2

–-N 的浓度

并没有出现明显升高，而是处于波动状态，说

明该菌在好氧反硝化过程中亚硝酸盐被较快去

除，没有明显的 NO2
–-N 积累。JR+0.8 处理组

中 NO2
–-N 的浓度没有明显升高，是因为菌株在

前期并没有活性，NO3
–-N并未被还原成NO2

–-N，

而在后期，亚硝酸盐被去除较快，没有积累。 

2.4  细胞形态变化 
基于活性的变化，推测不同浓度的 Zn(II)

对细胞的形态及生长速度有影响。为了检验此

推测，设计了扫描电镜实验。在 Zn(II)浓度分

别为 0、3.25、52.00 mg/L 的处理体系中培养  

60 h 后，对菌体细胞的形态进行扫描电镜观察，

如图 5 所示。可以看出，对照组与 JR+0.05 处

理组的细胞形态没有区别，菌体完整，细胞表

面光滑，无破损；JR+0.8 处理组的菌体明显变

小，但细胞表面没有损伤，依然光滑完整，这

说明虽然 52.00 mg/L Zn(II)对细菌有一定的抑

制作用，但只是抑制了细胞的生长，并未对细 
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图 4  Zn(II)对好氧反硝化过程中 OD600 (A)、

NO3
–-N (B)和 NO2

–-N (C)的影响 
Figure 4  Effect of Zn(II) on OD600 (A), NO3

–-N (B) 
and NO2

–-N (C) in aerobic denitrification. 

胞膜等结构造成严重的损伤，同时也说明，

52.00 mg/L 的 Zn(II)浓度对于细胞的生长繁殖

速率产生了明显的抑制，导致细胞去除 NO3
–-N

活性受到了抑制，最终表现为 NO3
–-N 去除量减

少、繁殖速率降低，细胞最终浓度降低。且这

一影响在细胞生长的中后期更加显著。 

2.5  酶活实验 
从图 6A 可以看出，对照组中，NR (硝酸还

原酶)在 20 h 时开始表达，28 h 达到最高表达

量，为 0.658 μmol/(h·mg)，NR 活性的升高导致

了 NO3
–-N 浓度在 28–32 h 内的急剧降低，与此

同时，菌株的吸光度也在此时间段内急速上升，

在 32 h 时，吸光度达到最高；JR+0.05 处理组

中，NR (硝酸还原酶)的活性并没有受到 Zn(II)

的抑制，也在 20 h 时开始表达，并且在 28 h 表

达量最高，为 0.695 μmol/(h·mg)，略高于对照组，

与之对应的，在 NO3
–-N 去除过程中，JR+0.05

处理组的 OD600 和去除效率也略高于对照组；

在 JR+0.8 处理组中，52.00 mg/L Zn(II)明显抑制

了 NR (硝酸还原酶)的活性，NR 在 28 h 时才开

始表达，时间上有延迟，并且最高表达量也仅有

0.408 μmol/(h·mg)，这与菌株对 NO3
–-N 的去除规

律相符合，在 JR+0.8 处理组中，NO3
–-N 浓度在

32 h 才开始降低，并且去除率最高仅有 53%。 

如图 6B 所示，NiR (亚硝酸还原酶)在前  

28 h 基本没有活性，从 32 h 开始表达活性，但

其活性很高，对照组中 NiR 的活性最高可达

18.800 μmol/(h·mg)，而 JR+0.05 处理组中亚硝酸

盐还原酶的活性最高可达 21.500 μmol/(h·mg)，酶

活远高于 NR，这也解释了为何在好氧反硝化过

程中，并没有明显的硝酸盐积累，因为产生的亚

硝酸盐很快被 NiR 还原。JR+0.8 处理组中，NiR

在 36 h 时活性达到最高，为 22.500 μmol/(h·mg)，

但在后续反应中，其活性一直低于对照组及

JR+0.05 处理组，说明 52.00 mg/L Zn(II)对菌株 
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图 5  扫描电镜结果图 
Figure 5  SEM images. A, B: control treatment; C, D: JR+0.05 treatment; E, F: JR+0.8 treatment. 

 

 
 

图 6  Zn(II)对好氧反硝化过程中 NR (A)和 NiR (B)的影响  
Figure 6  Effect of Zn(II) on NR (A) and NiR (B) during aerobic denitrification. 
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还是有一定的抑制作用，但抑制作用并没有 NR

明显。 

2.6  好氧反硝化基因 napA 和 nirS 表达量

分析 

由图 7A 可以看出，在 24 h 和 32 h 时，对

照组和 JR+0.05 处理组的 napA 相对表达量均较

高，这与 NR 在 24 h 开始具有活性，并在 28 h

活性最高的实验结果相符合。24 h 时 JR+0.05

处理组的 napA 表达量高于对照组，是对照组的

1.5 倍，说明微量的 Zn(II)上调了 napA 基因的

表达量，从而使 JR+0.05 处理组的好氧反硝化

效率高于对照组。并且这 2 组实验的 napA 相对

表达量远高于 JR+0.8 处理组，对照组和 JR+0.05

处理组的 napA 表达量是 JR+0.8 处理组的 300

倍和 516 倍。在 32 h 时，对照组 JR 和 JR+0.05

处理组的 napA 表达量均下降，仍显著高于

JR+0.8 处理组。这说明较高浓度的 Zn(II)抑制

了 napA 基因的表达，也解释了为何在前 32 h

内 JR+0.8 处理组的 NR 没有活性并且 NO3
–-N

去除率基本为 0。从 40 h开始，对照组和 JR+0.05

处理组的 napA 表达量基本为 0，而 JR+0.8 处

理组的 napA 基因开始表达，但表达量非常低，

在 48 h 和 56 h 时，JR+0.8 处理组的 napA 基因

在持续表达，表达量均低于 24 h 的对照组和

JR+0.05 处理组。这说明较高浓度的 Zn(II)能够

抑制 napA 基因的表达，使基因表达产生滞后，

并且降低了基因的相对表达量。这也解释了为何

在 60 h 时 JR+0.8 处理组的 NO3
–-N 去除率仅为

对照组的 63%。该结果与之前，JR+0.8 处理组

的硝酸盐还原酶 NR 的活性在 36 h 达到最高值，

NO3
–-N 在 40 h 开始降解的结果都相匹配。 

图 7B 是亚硝酸盐还原酶基因 nirS 的相对

表达情况，从图中可以看出，nirS 的相对表达

情况与 napA 相似，在 24 h 和 32 h 时，对照组 

 
 
图 7  Zn(II)对好氧反硝化过程中关键基因 napA 

(A)和 nirS (B)的影响 
Figure 7  Effects of Zn(II) on genes  napA (A) 
and nirS (B) during aerobic denitrification. The 
lowercase letter means the difference is significant 
at the levels of 0.05. 

 
与 JR+0.05 处理组的基因均在表达，而 JR+0.8

处理组基本没有表达。并且，JR+0.05 处理组基

因表达水平在整个过程中均高于对照组，进一

步说明低浓度的 Zn(II)可以略微上调基因的表

达量。JR+0.8 处理组的 nirS 基因在 32–40 h 之

间开始表达，48 h 时表达量为最高。高浓度的

Zn(II)虽然能使 nirS 基因表达产生滞后，但并未
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抑制其相对表达量，nirS 基因在 3 个处理组中

均能正常进行表达，说明 Zn(II)对 napA 基因的

抑制作用要强于 nirS 基因。这也可以很好地解

释为何在对照组和实验组中，均没有大量的

NO2
–-N 积累。 

3  讨论 

本研究从焦化厂污泥中成功筛到一株具有

好氧反硝化功能的菌株 JR-142，经鉴定为不动

杆菌，首次从生理代谢层面探究了 Zn(II)对其

好氧反硝化过程的影响。 

通过单因素试验确定了菌株的最佳生长条

件。葡萄糖是使用最广泛的速效碳源，而糖蜜

是一种廉价的碳源，可以大量应用于工业中，乙

酸钠和琥珀酸钠则是小分子碳源，易被利用[24]。

实验结果显示，菌株可以有效利用琥珀酸钠作

为碳源，这与 Zhang 等[25]、Yu 等[26]的研究结果

都相似。不同碳源的脱氮效率与其氧化还原电

位、分子结构和菌株自身的偏好也有关[22,26]，

琥珀酸钠是氧化性最高的碳源，又是结构简单

的小分子碳源，所以更易被利用。C/N 对菌体

生长和反硝化作用都有很重要的作用，如果无

法提供足够的碳源，菌株就无法获得足够的能

源生长，导致其反硝化速率降低，但当所提供

的碳源远高于菌体的需求时，过量的碳源并不

会为菌株的生长带来额外的益处，反而会增高水

中的 COD[24]。菌株 JR-142 最佳的 C/N 为 6，低

于大多数好氧反硝化菌所需的最佳 C/N，这为其

在以后的应用提供了优势。许多好氧反硝化菌所

需的最佳 C/N 均高于 10[20,24]，Klebsiella sp. 

TN-10[27]在 C/N 小于 6 时，去除率及 OD600 均很

低，C/N 为 14 时，才达到菌株的最佳 C/N。pH

对好氧反硝化过程的影响也很大，该菌株对碱

的耐受性较高，这与其他实验结果一致，Zhang

等[25]、Rout 等[3]均发现，好氧反硝化菌在中性

和弱碱性条件下的生长比酸性条件下更好。值

得注意的是当培养基为弱酸性时，菌株对硝酸

盐的去除效率明显下降，但对亚硝酸盐的去除

效率并未有太大改变，说明氮源不同可能会导

致菌株对环境 pH 的耐受度不一样。不同的温度

和转速，均会导致菌株的生长情况及反硝化效率

不同。实验发现，JR-142 的最适温度与大部分

好氧反硝化菌 Pseudomonas putida ZN1[28]、

Pseudomonas putida NP5[29]的最适温度相同，为

30 °C。其耐受温度范围为 25–35 °C，囊括了大

部分高氮废水的温度范围，但在 40 °C 时，菌

株的各项活性都受到了严重的抑制，这是因

为过高的温度抑制了关键酶的活性以及细胞

代谢。由这些实验结果也可以看出，菌株 JR-142

可以适应大部分的环境，包括不同的 pH、溶氧、

温度、C/N 等。 

探究了 Zn(II)浓度对菌株好氧反硝化的影

响，发现 3.25 mg/L 的 Zn(II)可以促进 NO3
–-N

的去除，当 Zn(II)浓度为 52 mg/L 时，菌株虽然

受到了抑制，但仍具有好氧反硝化活性，可以

去除体系中 53%的 NO3
–-N，表现出了较好的耐

受性。Pseudomonas stutzeri PCN-1[12]当 Zn(II)

浓度高于 25.0 mg/L 时，菌株的好氧反硝化过程

就受到了抑制；Aeromonas sp. HN-02[30]可以耐

受 8 mg/L 的 Zn(II)。养殖废水等含有 Zn(II)的

高氮废水中，Zn(II)浓度一般为 1.5–30 mg/L[10]，

远低于 52 mg/L，说明 JR-142 可以耐受大部分

含氮废水中的 Zn(II)。 

通过探究 Zn(II)对 NR 和 NiR 活性的影响，

发现其结果与 Zn(II)对菌株生长及反硝化效率

的影响结果相匹配。Lu 等在研究 Paracoccus sp. 

YF1[2]时，同时研究了 Cu(II)对好氧反硝化速率

的影响和对其好氧反硝化关键酶活性的影响，
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发现 NO3
–-N 和 NO2

–-N 的减少与 NR 和 NiR 的

表达量呈正相关，随着 Cu(II)浓度的逐渐增加，

NR 和 NiR 的活性逐渐降低，反硝化速率也逐

渐降低。这些都说明重金属离子能通过影响关

键酶的活性来影响好氧反硝化的效率。 

之前有研究表明，重金属对好氧反硝化过

程的影响与基因表达的程度密切相关，好氧反

硝化基因 napA 和 nirS 随着 Zn(II)浓度的增加，

有不同程度的抑制[12]。Zn(II)是氮循环过程中许

多酶类(氨单加氧酶、一氧化二氮还原酶和亚硝

酸盐还原酶)的重要辅因子[31]，金属离子可以从

代谢位点取代必需金属，从而影响相关酶的活

性或功能[13]，进一步影响好氧反硝化的过程。

所以，本实验采用 qPCR 技术，测量了硝酸盐

和亚硝酸盐还原酶的表达基因 napA 及 nirS 的

相对表达量，发现相关基因的表达结果与酶活

测定的结果相吻合，Zn(II)可以通过影响关键基

因的表达来影响其编码酶的活性，进而影响菌

株的生长及反硝化速率。高浓度(52 mg/L)的

Zn(II)会抑制基因的表达，导致表达的延迟和表

达量的下降，进而影响相关酶的活性。而

JR+0.05 处理组中，napA 及 nirS 的相对表达量

又略高于对照组，因为 Zn(II)是相关酶的关键

活性位点，所以微量的 Zn(II)可能会上调基因

的表达量[13]。 

4  结论 

本 文 研 究 筛 选 到 一 株 好 氧 反 硝 化 菌

Acinetobacter sp. JR-142，探究了 Zn(II)浓度对

其生长情况和反硝化过程代谢活性的影响。采

用单因素试验法优化了其最佳生长条件，发现

当以丁二酸钠为碳源、C/N 为 6、pH 为 7.0、温

度为 30 °C、转速为 180 r/min 时，好氧反硝化

活性最高。通过研究 Zn(II)浓度对菌株好氧反

硝化的影响，发现 3.25 mg/L 的 Zn(II)可以促进

NO3
–-N 的去除，而 52 mg/L 的 Zn(II)则对菌株

的活性有抑制作用。分析了反应过程中关键酶

(NR 和 NiR)的活性，以及关键酶的编码基因

napA 和 nirS 的相对表达量，探究了 Zn(II)对菌

株好氧反硝化的生理代谢层面的影响，为更深

入了解重金属影响好氧反硝化过程的作用机制

和 NO3
–-N 废水-重金属复合污染的生物处理技

术进步提供了科学依据。 
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