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摘   要：【目的】本研究筛选出弱酸性环境下利用无机碳源进行高效脱氮的氢自养微生物，探究

不同无机碳源对体系反硝化能力的影响，以及长期驯化过程中反应器内水质参数、微生物群落结

构和脱氮周期变化规律。【方法】氢自养微生物的驯化采用一种成本低廉、气密性优良、可计算氢

气利用率的序批式反应器，通过及时向装置内补充氢气、无机碳源、营养液和硝酸盐对微生物进行

连续驯化。【结果】驯化的微生物利用 NaHCO3 和 CO2 作为混合无机碳源对硝酸盐的脱氮效果要

优于单一使用 NaHCO3；在环境温度为 20 ℃，pH 为 6.3–7.0，硝态氮初始投加量为 15 mg-N/L 时，

NO3
–-N 最高反应速率为 1.374 mg-N/(L·h)，氢气最高利用率为 43.4%，脱氮周期为 16 h，且脱氮过

程中无亚硝酸盐积累；驯化得到的微生物主要为嗜酸菌属(Acidovorax)，占比达 84.4%。【结论】利

用本研究的装置和驯化方法对土著微生物进行脱氮驯化是可行且高效的，可筛选出在弱酸性环境

下利用无机碳源进行反硝化的氢自养微生物，为地下水中硝酸盐污染的生物修复提供理论依据，

也为后续进一步研究弱酸性环境下氢自养微生物同时脱氮固铀奠定基础。 

关键词：氢自养反硝化；碳酸氢钠；二氧化碳；硝酸盐；亚硝酸盐；微生物群落  
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denitrification characteristics 

PENG Ke1,2, OUYANG Zeping1,2, WU Xiaoyan1,2, WANG Hongshuai1,2, YANG Ke1,2,  
YE Jian1,2,3*, OHNUKI Toshihiko1,4 

1 School of Resource, Environment and Safety Engineering, University of South China, Hengyang 421001, 
Hunan, China 

2 Hengyang Key Laboratory of Soil Contamination Control and Remediation, Hengyang 421001, Hunan, China 
3 Hunan Province Engineering Research Center of Radioactive Control Technology in Uranium Mining and 

Metallurgy, Hengyang 421001, Hunan, China 
4 Laboratory for Advanced Nuclear Energy, Institute of Innovative Research, Tokyo Institute of Technology, 

Tokyo 152-8550, Japan  
 
Abstract: [Objective] We screened out hydrogenotrophic microorganisms using inorganic 
carbon sources for high efficiency in denitrification under weak acidic conditions, to investigate 
the effects of different inorganic carbon sources on the denitrification capacity of the system, and 
to explore the variation in water quality parameters, microbial community structure, and 
denitrification cycle in the reactor during long-term cultivation. [Methods] We developed a 
sequential batch reactor for continuous cultivation of microorganisms by supplying hydrogen, 
inorganic carbon source, nutrient solution and nitrate in time, and the apparatus have the 
advantages of low cost, excellent air tightness, and hydrogen utilization rate calculation. 
[Results] The cultivated microorganisms showed higher efficiency in denitrifying nitrates with 
the mixture of NaHCO3 and CO2 as inorganic carbon sources than that of NaHCO3 as solo carbon 
source. Under the conditions of ambient temperature of 20 ℃, pH of 6.3–7.0, and initial nitrate 
nitrogen dosage of 15 mg-N/L, the highest reaction rate of NO3

‒-N was 1.374 mg-N/(L·h) and 
the highest utilization rate of hydrogen was 43.4%. In addition, the denitrification cycle was 16 h, 
with no nitrite accumulation detected. The cultivated microorganisms were mainly Acidovorax, 
accounting for 84.4%. [Conclusion] It is feasible and efficient to use this apparatus and method 
to cultivate microorganisms. Hydrogenotrophic microorganisms could be screened for 
denitrification by inorganic carbon source under weak acidic condition. The findings lay a 
theoretical basis for the bioremediation of groundwater polluted by nitrate and a foundation for 
the simultaneous denitrification and uranium fixation of hydrogenotrophic microorganisms in 
acidic environment in the near future. 
Keywords: hydrogenotrophic denitrification; sodium bicarbonate; carbon dioxide; nitrate; nitrite; 
microbial community 
 

地下水硝酸盐污染是全球关注的焦点。随

着工业发展、生活水平提高和农业上污灌及化

肥施用，大量点源和面源污染源产生的氮素在

灌溉水、雨水及微生物的淋溶作用转化为硝酸

盐，下渗到地下水中，导致河水和地下水硝酸

盐污染的风险增加[1]。Zhang 等[2]研究表明，我

国约 7.83%的样品超过了国家硝酸盐饮用水标

准。被硝酸盐所污染的地下水，通过自我修复
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至少需要 60 年才能恢复到自然本底值。地下水

中硝酸盐污染具有持久性、稳定性和长期环境

风险性等特点。饮用受硝酸盐污染的水会影响

人们的健康，可能导致“蓝婴综合征”、甲状腺

疾病、糖尿病和胃癌等[3-4]，甚至会破坏生态系

统。因此，世界卫生组织和我国均规定饮用水

中 NO3
–-N 含量上限为 10 mg/L[5]。国内外对于

废水中硝酸盐污染的修复技术已有较多研究。

根据硝酸盐去除的机理，可将方法分为物理化

学法和生物法。传统的物理化学法有吸附法[6]、

离子交换法、反渗透法[7]、电渗析法[8]、催化反

硝化法和活泼金属还原法[9-10]等。这些物理化学

方法有几个共同特点，一是需要去除的硝酸盐

仅仅是发生了转移或者浓缩，而非转换成无毒

无害的氮气而去除；二是后续处理成本相对较

高，且较难实际运用于地下水的原位修复。生

物法是在厌氧条件下，具有反硝化能力的微生

物在硝酸还原酶、亚硝酸还原酶、一氧化氮还

原酶和一氧化二氮还原酶的接力作用下将硝酸

盐最终转化为无毒无害氮气的过程，具有工艺

简单和高效低耗的特点[11]。根据所利用的碳源

不同，又可以分为异养反硝化法和自养反硝化

法。异养反硝化法是向水体中投加有机碳源(乙
酸、甲醇和乙醇等)作为异养反硝化菌的营养物

质，倘若有机碳源添加不足，反硝化过程中亚硝

酸盐积累量会增加；碳源投加过多，又极易造成

二次污染，而且外部投加有机基质，会增大处理

成本，也很难使其在地下水中均匀地分布以利微

生物利用[12]。与异养反硝化相比，本试验采用

的氢自养反硝化不仅可以避免外加有机物而引

起的二次污染，其极低的生物量累积还可以减少

反应器的堵塞情况，简化了后续处理过程[13]。 
Kurt 等[14]在 1987 年首先以氢气作为电子供

体在锥形反应器中进行了氢自养反硝化研究。此

后，为了提高脱氮效率和氢气利用率，越来越多

的研究者对氢自养反硝化系统进行了改造和创

新，经典的反应器有填充床[15]、流化床、中空

纤维反应器[16]和升流式厌氧污泥床[17]等。研究

者们在驯化方法上的选择也大同小异，王豫琪

等 [18]在反应器内添加适量基质、污泥和硝酸盐

驯化第 1 代，取 100 mL 第 1 代菌液接种到 2 倍

硝酸盐浓度培养基内驯化第 2 代，取 100 mL 第

2 代菌液接种到 3 倍硝酸盐浓度培养基内驯化

第 3 代，驯化到第 4 代后得到高效脱氮氢自养

微生物。虽然研究者们对这些经典反应器不断进

行改进，但是反应器本身的弊端依旧难以避免，

填充床反应器传输系数相对较低，易堵塞；流化

床反应器虽然克服了固定床反应器的部分缺点，

但是操作难，费用高且不适于水力停留时间较长

的反应；中空纤维反应器体型庞大，难以更换营

养液和分离代谢产物；上流式厌氧污泥床运行工

艺较为繁琐，需要安装三相分离器和布水器等。

因此，探寻一种简单的驯化装置和驯化方法尤为

重要。本研究采用的驯化反应器制作和运行成本

低廉，占地面积小，运行工艺简单且不会堵塞管

道，易于添加营养液和更换微生物代谢产物和废

物，克服某些经典反应器在使用和维护上的困

难。整个驯化过程在一个生化培养瓶中进行，仅

需定时补充氢气和添加硝酸盐污染物，无需接种

或转移至其他培养基，驯化方法相对简单，且避

免了接种过程中的微生物污染问题。 
本研究利用自制的序批式反应器(SBR)连

续投加 15 mg-N/L 硝酸盐进行了 400 d 的驯化

工作，筛选出在酸性条件下能高效脱氮的氢自

养微生物，探究长期驯化过程中反应器内的水

质参数、微生物群落结构和脱氮周期变化规律。 

1  材料与方法 
1.1  采样及驯化方法 

从湖南衡阳市周边无人为干扰区域采集  
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10 份土样(地表以下 10 cm 的土壤)，根据采样地

点/时间不同编号分组为 A、B、C、1、2、3、4、
5、6 和 7，密封保存在 4 ℃的冰箱中。分别取

20–60 g 土样与 1 000 mL 煮沸冷却水在 1 000 mL
烧杯中充分混合，充分静置后取固液临界面上

0–5 cm 处约 400 mL 的泥水混合物为接种菌液。

菌液接种于装有 1 600 mL 营养液的生化培养瓶

中，即为供试待驯化液。 
从注样口向生化培养瓶中注入 6 g NaHCO3 

(0.43 g-C/L)和 0.182 1 g NaNO3，使生化培养瓶

内硝态氮的初始浓度为 15 mg-N/L。20 ℃恒温

搅拌培养条件下 NO3
–降低至 2 mg-N/L 以下，

NO2
–降低至 0.1 mg-N/L (检测限)以下，完成一个

脱氮周期，周期结束后再次添加 0.182 1 g NaNO3

驯化。7 d 测量一次菌液 pH 和 DO，pH 超过 9.0
后再次投加 6 g 的 NaHCO3 调节 pH。每天测量

各组的硝态氮和亚硝态氮，计算反硝化速率，

探究各微生物组的脱氮周期，结合脱氮过程中

是否产生亚硝态氮，筛选出反硝化性能较好的

微生物组后，通过向这些微生物组曝 CO2 气体

改变氢自养反硝化体系内无机碳源结构来调节

pH，使驯化环境朝着弱酸性方向进行。 
不同无机碳源氢自养反硝化体系的设计如

表 1 所示，NaHCO3 体系 R1 反硝化达到稳定后，

开盖向生化培养瓶内通入 CO2 气体曝气 3 min，
系统 CO2 饱和后 pH 降低至 7.3，进入序批反应

R2。再次从注样口向生化培养瓶中投加 0.182 1 g 
NaNO3，20 ℃恒温搅拌培养，使反应器内 NO3

–

降低至 2 mg-N/L 以下，NO2
–降低至 0.1 mg-N/L

以下，完成一个脱氮周期，周期结束后再次添

加 0.182 1 g NaNO3 驯化。7 d 测量一次菌液 pH
和 DO，pH 超过 8.0 后再次通入 CO2 气体调节

pH 至 7.3。 
R2 稳定后，通过离心使微生物和液相分

离，再次注入营养液 2 000 mL，加入 1.4 g 

NaHCO3 (0.1 mg-C/L)，CO2 曝气 3 min 达到饱

和后可调节 pH 至 6.3，进入 R3。再次从注样口

向生化培养瓶中投加 0.182 1 g NaNO3，20 ℃
恒温搅拌培养。当 NO3

–降低至 2 mg-N/L 以下，

NO2
–降低至 0.1 mg-N/L 以下，完成一个脱氮周

期，周期结束后再次添加 0.182 1 g NaNO3驯化。

7 d 测量一次菌液 pH 和 DO，pH 超过 7.0 后再

次通入 CO2 气体调节 pH 至 6.3。 

1.2  人工地下水的配制 
人工地下水即为本试验使用的营养液，具

体化学成分如表 2 所示。 

1.3  实验装置 
图 1 是本实验采用的序批式反应器(SBR)

示意图。2 000 mL 玻璃量筒 5 内装入饱和亚硫

酸钠溶液(零氧溶液)，其目的是防止溶解氧进入

1 000 mL 倒置塑料量筒 4 内，可有效储存氢气。

倒置塑料量筒 4 与 2 000 mL 生化培养瓶 9 通过

塑料管连接，可持续向生化培养瓶 9 内的供试

待驯化液提供电子供体氢气。打开止水夹 2 后，

氢气罐 1 可通过管件向倒置量筒 4 内通入氢气 
 

表 1  不同无机碳源的氢自养反硝化体系比较 
Table 1  Comparison of hydrogenotrophic 
denitrification systems with different inorganic 
carbon sources 
Run Inorganic carbon Electron donor pH 
R1 NaHCO3 H2 8.3–9.0 
R2 NaHCO3+CO2 H2 7.3–8.0 
R3 NaHCO3+CO2 H2 6.3–7.0 

 
表 2  人工地下水的成分表[19] 
Table 2  Composition of artificial groundwater[19] 
Reagents Concentration (mg/L) 
K2HPO4 1.76 
KH2PO4 2.08 
MgSO4·7H2O 4.00 
NaCl 0.96 
CaCl2 1.12 
FeSO4·6H2O 1.29 
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图 1  氢自养反硝化微生物序批式驯化装置 
Figure 1  Schematic diagram of hydrogenotrophic denitrification microbial sequencing batch cultivation 
device.  
 
且不超过倒置量筒 4 最大刻度(1 000 mL)，倒置

量筒 4内氢气量低于 600 mL时重复上述通气操

作，定期记录倒置量筒 4 的刻度可以测得氢气

消耗量进而计算氢气利用率。打开生化培养瓶

9，伸入气泡石以曝气的方式添加 CO2。生化培

养瓶 9 置于磁力搅拌器上匀速搅拌，整个实验

装置在 20 ℃下运行。与现有的驯化装置与技

术相比，本研究采用的驯化装置制作成本廉价，

气密性较好，定时读取倒置量筒刻度可计算氢

气利用率，及时补充氢气也可保证微生物有充

足的氢气供应，整个驯化过程仅需定时补充氢

气和添加硝酸盐，驯化方法简单。 

1.4  取样和分析方法 
测定 NO3

–和 NO2
–含量前，用 0.45 μm 过滤

器对待测菌液进行过滤。反应器内菌液的 pH
通过便携式 pH 计(ST300，常州奥豪斯)测定；

DO 通过便携式光学溶氧仪(ST400D，常州奥豪

斯)测定；NO3
–-N 和 NO2

–-N 通过紫外可见分光

光度计(UV-1800PC，上海翱艺)分别以紫外分光

光度法和 N-1 萘基-乙二胺光度法测定。 

1.5  高通量测序及数据分析 
1.5.1  DNA 扩增 

取 200 mL 驯化后的菌液进行离心，寄样至

上海委托生工生物工程(上海)股份有限公司，使

用 E.Z.N.A™ Mag-Bind Soil DNA Kit (OMEGA)
对沉淀物样品内微生物进行 DNA 抽提，测定

浓度后对目标基因组的 16S rDNA V3‒V4 区进

行 PCR 扩增，引物采用 341F (CCTACGGGNG 
GCWGCAG)和 805R (GACTACHVGGGTATCT 
AATCC)，扩增体系参照 Chen 等[20]，对沉淀内

的细菌进行 Illumina MiSeq 高通量测序。 
1.5.2  数据分析 

测序得到的 PE reads 根据 overlap 关系进行

拼接，区分样本后对序列质量进行质控和过滤，

去除不符合要求的引物序列、短片段及低质量

序列，得到优质序列。将所得序列根据相似性

(>0.97)划分操作分类单元，然后分别通过

Uclust 软件、Mothur 软件和 RDPclassifier 软件

进行 OTU 聚类分析、α 多样性分析和物种分类

学分析。 

2  结果与讨论 
2.1  氢自养微生物的筛选 

不同微生物组脱氮效果如表 3 所示，其中

2 号微生物组 24 h 硝态氮去除率最高，达到

97.6%，周期最短，且脱氮过程中无亚硝态氮积 
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表 3  不同微生物组脱氮效果比较 
Table 3  Comparison of denitrification effects of different microbial groups 
Group Initial nitrate 

concentration (mg-N/L) 
Nitrate concentration after 
24 h (mg-N/L) 

Nitrate removal rate 
after 24 h (%) 

Presence of nitrite 
accumulation 

Period 
length (d) 

A 14.82 9.53 35.7 – 9 
B 15.99 9.78 38.8 + 7 
C 15.48 0.69 95.5 – 1 
1 15.82 6.59 58.3 + 3 
2 15.41 0.37 97.6 – 1 
3 15.70 0.60 96.2 – 1 
4 15.26 10.65 30.2 – 6 
5 15.96 6.34 60.3 + 4 
6 16.37 14.12 13.7 – 15 
7 14.69 8.92 39.3 + 5 
+: Nitrite accumulation; –: No nitrite accumulation. 
 
累。此外，3 号和 C 号 24 h 硝态氮去除率也在

95%以上，周期仅 1 d，脱氮过程也无亚硝态氮

积累，在进一步的试验中对这 3 个样本进行扩

培。通过表 3 可知，微生物脱氮具有普遍性和

高效性，具有脱氮能力的微生物广泛存在于不

同地区的土壤中 [21]，经过驯化后能迅速将受污

染地下水中硝态氮降低至地下水Ⅰ类标准       
(2 mg-N/L)。 
2.2  不同碳源体系下氢自养微生物脱氮能

力比较 
图 2A 显示在序批反应 1 中，单独利用

NaHCO3 作为碳源、H2 作为电子供体时，氢自

养微生物的驯化耗时 33 d，共 7 个周期。在第

1 个周期中，随着硝酸盐浓度的降低，在第 10 天，

体系中的亚硝酸盐积累达到 14.3 mg-N/L，但在

随后的周期中逐渐减少，最终没有亚硝酸盐积

累。在第 20 天，硝酸盐被降低至目标浓度     
(2 mg-N/L 以下)，而亚硝酸盐仍保持 8.65 mg-N/L，
硝酸盐浓度的降低和亚硝酸盐浓度的升高有 
一个明显的拖尾过程，和苏俊峰等[22]的试验现

象一致，也和 Sorokin 等[23]通过自养反硝化细

菌的全基因测序测得到的结果一致，据此推测

氢自养反硝化细菌的生物脱氨途径可能与异养

反硝化细菌相同，NO3
–先转化为 NO2

–再转换为

无毒无害的 N2。在最后一个周期中，15 mg-N/L
的硝酸盐在 3 d 内减少，且没有亚硝酸盐积累。

由于 pH≥9.0 后再次向生化培养瓶中添加 3 g/L
的 NaHCO3，所以体系 pH 维持在 8.3–9.0 之间。 

批次 1 结束后，将 NaHCO3 和 CO2 气体作

为混合无机外加碳源的批次 2，结果如图 2B
所示。氢自养微生物在 22 d 内的 6 个周期被驯

化。在第 3 天、第 16 天和第 18 天分别累积了

3.45 mg-N/L、3.75 mg-N/L 和 3.68 mg-N/L，但

在硝酸盐被完全降解后，亚硝酸盐也被完全降

解。批次 1 结束后的批次 2 中又出现了亚硝酸

盐积累以及周期变长的现象可能是因为开盖通

CO2 操作对微生物生存环境造成改变所产生的

一段适应期。但是，相比于批次 1，批次 2 的

体系内亚硝酸盐量积累量少，周期更短，说明

CO2 可以使氢自养微生物繁殖得更快。 
图 2C 描述了批次 3 在 12 d 内 9 个周期快

速完成驯化，在第 3 天，硝酸盐降低到 2 mg-N/L
以下，此过程中没有测得亚硝酸盐。降低 pH
至弱酸性后的批次 3 相比于批次 1 和批次 2，
周期更短，1 d 即可将 15 mg-N/L 硝酸盐降解，

且反应过程中无亚硝酸盐积累。 
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图 2  不同碳源体系下氢自养微生物脱氮能力比较 
Figure 2  Comparison of nitrogen removal ability of hydrogenotrophic microorganisms under different 
carbon source systems. A: NaHCO3 as carbon source. B: CO2 and NaHCO3 as carbon sources. C: CO2 and 
NaHCO3 as carbon sources. 
 

结果表明以 CO2 和 NaHCO3 为混合无机碳

源调节体系 pH 呈弱酸性是最优条件。以

NaHCO3 和 CO2 为混合外加碳源的另外一个优

势是可以作为缓冲对调节体系的 pH，维持体系

pH 相对稳定。 

2.3  反应器经典周期内参数变化 
本试验 24 h 添加一次硝酸盐，由图 3A 可

得，在整个反应器的驯化周期内，添加硝酸盐

后的前 8 h 反应速率很快，此后的 16 h 反应速

率不断降低，推测是因为底物浓度不足，驯化

过后的氢自养微生物 16 h 可将硝酸盐污染物浓

度降低至地下水Ⅰ类水标准(2 mg-N/L)，此外，

驯化过程中并无亚硝酸盐积累；从图 3B 知，供

试待驯化液始终维持在 DO≤1 mg/L 的厌氧环境

内，有利于反硝化，pH 在驯化过程中不断升高；

由图 3C 可得，5 个周期内氢气的最大利用率达

43.4%；图 3D 显示硝态氮最高反应速率可达

1.374 mg-N/(L·h)。总的来说，在一定浓度范围

内，底物浓度越高，氢气消耗量越多，氢气利

用率越高，硝态氮的反应速率越快。 

2.4  微生物多样性及群落结构分析 
2.4.1  微生物多样性分析 

本试验共送检 5 个微生物组样品，其中 4 号

和 B 号微生物组样品是驯化过程中送检，2 号、 
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图 3  反应器经典周期内参数变化 
Figure 3  Parameter variation in the classical cycle of the reactor. A: Changes of NO3

‒-N and NO2
‒-N. B: 

Changes of pH and DO. C: Changes of H2 consumption rate (initial quantity of H2 is 400 mL) and H2 
utilization efficiency. D: Changes of NO3

‒-N reaction rate. 
 
3 号和 C 号微生物组样品是驯化结束后送检，

间隔约半年，微生物多样性参数如表 4 所示。

通过对比可得，驯化结束后的微生物组 OTU
数、Shannon 指数、Chao 指数和 Ace 指数明显

低于驯化过程中的微生物组，而 Simpson 指数

大于后者，说明在驯化过程中反应器内物种越

来越少，群落的多样性越来越低，也说明本试

验的驯化装置和方法是可行且有效的。其中，

脱氮效果最好的 2 号微生物组在去除嵌合体及

非特异性扩增序列处理之前的原始序列数为  
45 148，处理后的有效序列数为 45 053。将所

得有效序列根据相似性(>0.97)划分操作分类单

元进行生物信息统计分析，对应的 OTU 数目为

32，Chao 指数和 Ace 指数分别为 32 和 32，
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Shannon 指数和 Simpson 指数分别为 0.263 076
和 0.684 238。通过对比各微生物组的多样性指

数可得，2 号微生物组中物种最少，群落多样

性最差。 
各微生物组的 OTU Rank-abundance 曲线如

图 4A 所示，驯化过后的微生物组相比于驯化过

程中的微生物组，横轴 OTU Rank 跨度小，曲

线陡峭，说明驯化过后物种的丰度低，物种分

布非常不均匀，也进一步说明驯化很成功，筛

选出了量大的少数几类细菌。各微生物组的

Venn 图和菌属种类统计图分别如图 4B 和图 4C
所示，各微生物组驯化过程中共有的菌属有   
10 种，且驯化过后的微生物组菌属种类明显低

于驯化过程中的微生物组，其中，2 号和 C 号

的微生物驯化过后仅有 32 种菌属。2 号微生物

组的 SEM 图如图 5 所示，微生物数量繁多且紧

密堆积，其中大部分微生物呈长杆状，有鞭毛，

表面较为粗糙。 
 
表 4  不同微生物组多样性参数比较 
Table 4  Comparison of different microbiome diversity parameters 
Simple Number OTUs Shannon Chao Ace Simpson Coverage 
2 32 672 32 0.911 751 32 32 0.684 238 1 
3 68 021 37 1.115 919 38 38.501 877 0.458 051 0.999 956 
4 54 885 148 1.694 574 149.866 667 150.785 416 0.456 598 0.999 854 
B 56 502 150 1.833 718 154.230 769 154.521 036 0.400 083 0.999 763 
C 57 968 34 1.197 79 37 36.723 705 0.425 9 0.999 948 
 

 
 
图 4  各微生物组物种组成和多样性分析 
Figure 4  Species composition and diversity analysis of each microbiome. A: OTU rank-Abundance curve of 
each microbiome. B: Venn diagram of each microbiome. C: Statistical chart of genus species in each microbiome. 
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图 5  微生物扫描电镜图(2 号) 
Figure 5  Scanning electron microscopy (SEM) of microorganism (No. 2). A: ×10 000 times. B: ×20 000 times. 
 
2.4.2  微生物群落结构分析 

利用 RDP classifier 软件对各微生物组中

OTU 依次进行门、纲、目、科、属分类统计，

解析样品中种群组成，统计不同分类水平序列

数目比例大于 1%的结果。 

从图 6A 所展示的各微生物组“属”水平群

落结构图可以看出，不同地区的土壤微生物经

过本试验的驯化方法都得到了以嗜酸菌属

(Acidovorax)为主的具有一定脱氮效果的氢自

养微生物。因此，嗜酸菌属即为本研究驯化出

的优势菌属。 

这 5 个微生物组中脱氮效果最好的 2 号微生

物组在各级水平上的微生物结构图如图6B所示，

大部分的细菌集中在变形菌门(Proteobacteria)，
它是污水处理厂活性污泥微生物中最重要组成

部分，比例高达 98.5%。变形菌门细菌均为革

兰氏阴性菌，有研究表明变形菌门对废水中的

有机物有很好的去除效果[24]。从“纲”水平群落

结果可以看出，大部分的细菌集中在 β-变形菌

纲(Betaproteobacteria)，比例达 86.9%。此外，

α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)和 γ‐变形菌纲

(Gammaproteobacteria)分别占比 4.24%和 1.63%。

Zhang 等[25]发现 β-变形菌纲在污水处理系统中

起着非常重要的作用，Xia 等[26]的研究表明， 

α-变形菌纲是活性污泥中最主要的变形菌纲。从

“目”水平群落结果可以看出，大部分的细菌集中

在伯克氏菌目(Burkholderiales)，比例达 86.9%。

此 外 根 瘤 菌 目 (Rhizobiales) 和 假 单 胞 菌 目

(Pseudomonadales)分别占比 4.24%和 1.48%。从

“科”水平群落结果可以看出，大部分的细菌集

中在丛毛单胞菌科(Comamonadaceae)，比例达

84.4%。此外根瘤菌科(Rhizobiaceae)和草酸杆菌

科(Oxalobacteraceae)分别占比 2.94%和 2.43%。

从“属”水平群落结果可以看出，大部分的细菌

集中在嗜酸菌属(Acidovorax)，比例达 84.4%。

此外丛毛单胞菌属(Comamonas)占比 1.45%。

Peng[27]的研究表明，嗜酸菌属中 BoFeN1 菌株可

以在进行反硝化脱氮的同时通过亚硝酸盐还原

酶或非生物反应促进 Fe(II)和有机物的氧化。 

3  结论与展望 
(1) NaHCO3 和 CO2 作为混合无机碳源对氢

自 养 微 生 物 脱 氮 的 效 果 要 优 于 单 一 使 用

NaHCO3。体系 pH 调整为 6.3–7.0 时效果最佳，

此时氢自养微生物的脱氮周期为 1 d，且脱氮过

程无 NO2
–-N 积累。在探究最佳无机碳源体系的

进一步研究中拟再增加单一使用 CO2 作为无机

碳源的对照体系； 
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图 6  驯化后微生物群落结构图 
Figure 6  Microbial community structure after cultivation. A: Community structure map of each microbiome 
genus level. B: Community structure map of No. 2 microbiome at the levels of phylum, class, order, family 
and genus. 
 

(2) 在环境温度为 20 ℃，初始投加量为  
15 mg-N/L 时，氢自养微生物脱氮速率可达

1.374 mg-N/L，氢气利用率可达 43.4%，16 h 可

完成一个脱氮周期，且脱氮过程无亚硝酸盐积

累。本试验表明即使在弱酸性条件下，微生物

也具备高效脱氮能力，可为进一步研究酸性环

境下微生物同时脱氮固铀奠定实验基础； 
(3) 本研究采用的驯化装置和驯化方法是
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可行且简单高效的，也说明微生物脱氮具有普

遍性和高效性。在“属”水平上，本试验驯化后

的优势菌株为嗜酸菌属(Acidovorax)，可为微生

物驯化提供基础数据和理论依据，也可为土壤

和地下水微生物脱氮提供微生物学基础。 
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