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摘要：【目的】筛选高效脱氮且N2O释放量少的好氧反硝化细菌，并对菌株的反硝化特性进行研究，可

为河口湿地富营养化水体的生物修复提供技术支撑。【方法】经BTB培养基初筛和反硝化能力测定，从

辽河河口区芦苇湿地土壤中分离得到1株具有较高反硝化能力的好氧反硝化菌C3。经形态观察、生理生

化鉴定和16S rRNA序列分析，对菌株进行鉴定。研究温度、碳源、pH及C/N对其生长量、反硝化能力及

N2O释放的影响。【结果】筛选得到的高效好氧反硝化细菌C3，经鉴定属于假单胞菌属(Pseudomonas
sp.)。反硝化特性研究结果表明，该菌最适碳源为柠檬酸三钠，在温度为30 °C、pH为7.0、C/N为10时生

长速率和脱氮效率最高且N2O释放量较少。在此条件下，该菌在36 h内使NO3
–由179.55 mg/L降至

5.08 mg/L，脱氮率高达97.17%。该菌株在整个反硝化过程中中间产物N2O的最大累积量较低，为0.22 mg/L。
【结论】从湿地土壤中分离所得好氧反硝化菌C3为假单胞菌属的1个种(Pseudomonas sp.)，该菌株在高效

除氮和低N2O累积方面均具有明显优势，对后续河口湿地富营养化水体治理具有重要意义。
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生物脱氮由于其效率高、成本低而被广泛采

用，也是目前最有效的脱氮途径。传统的生物脱

氮包括硝化作用与反硝化作用两个独立过程。在

有氧的条件下，分子氧比硝酸盐氮或亚硝酸盐氮

更容易成为电子受体，从而抑制反硝化的发生[1]，

因此，在好氧条件下进行硝化作用时，只有在厌

氧条件下才能发生的反硝化作用受到抑制，对好

氧条件下的生物脱氮效果产生严重影响。

好氧反硝化菌(aerobic denitrifier)是一类在有

氧条件下利用周质硝酸盐还原酶 (Per iplasmic

nitrate reductase)等好氧反硝化酶进行脱氮反应的

异养微生物，其分布广泛，可适应多种生境，多为好
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氧或兼性好氧 [ 2 ]。与传统的厌氧反硝化作用相

比，新型的好氧反硝化作用具有以下优点：(1) 可

以同时进行硝化与反硝化作用；(2) 产碱的好氧反

硝化作用可以中和产酸的硝化作用，这将减少受

pH控制的化学物质的累积，并降低处理这类物质

的成本；(3) 好氧反硝化细菌更易控制。好氧反硝

化细菌的发现打破了传统观念的限制，好氧反硝

化作为一种新型生物脱氮技术，可成功克服由于

不同的氧气浓度要求而导致无法同时进行硝化与

反硝化作用，为生物脱氮提供了新的途径，近年

来受到广泛关注。对于好氧反硝化细菌的研究始

于20世纪80年代，Robertson和Kuene第一次从除

硫和反硝化处理系统中分离出好氧反硝化菌

Paracoccus pantotropha，Pseudomonas sp.和 Alcali
genes faecalis[3]。此后人们在各种不同的环境下诸

如土壤、沟渠、池塘、沉积物和活性污泥等分离

出了好氧反硝化菌[4–6]，但在北方河口区芦苇湿地

土壤中的研究还鲜有报道。

本研究从辽河河口区芦苇湿地土壤中筛选出

6株具有好氧反硝化能力的菌株，对其中生物活性

和反硝化能力最强的C3菌株进行16S rRNA鉴定，

对其生长能力和脱氮效率的影响因素进行了研

究，并分析了其反硝化过程N2O的释放量。本研

究可为河口湿地富营养化水体的生物修复提供技

术支撑。

1    材料和方法

1.1    样品来源

土壤样品取自辽宁省盘锦市境内的辽河河口

区芦苇湿地，样品采集后装入无菌封口袋内，带

回实验室立即进行筛选分离。

1.2    菌株的分离与纯化

分别采用DM (反硝化)基础培养基、BTB (溴

甲基酚蓝)培养基、LB (液体)培养基进行菌株的筛

选、分离和纯化[7]。

1.3    细菌形态与生理生化鉴定

采用扫描电子显微镜(JEOL 7500F型)结合革

兰氏染色观察细菌形态和染色特性，细菌的生理

生化鉴定根据文献[8]进行。

1.4    16S rRNA 序列测定和同源性比较

利用离心柱型DNA提取试剂盒提取细菌基因

组DNA，并以此为模板采用16S rRNA的通用引物

进行PCR扩增。其中，上游引物(27F)：5′-AGAGTT

TGATCCTGGCTCAG-3′；下游引物(1492R)：5′-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3′。PCR反应体系

(50 μL)：10×Buffer 5.0 μL，dNTPs 4.0 μL，上游

引物和下游引物各1.0 μL，重蒸水38 μL，离心混

匀后加入DNA模板0.5 μL，Taq酶0.5 μL。PCR程

序如下：94 °C 5 min；94 °C 1 min，50 °C 1 min，

72 °C 2 min，25个循环；72 °C 10 min。琼脂糖凝胶

电泳(1×TAE电泳缓冲液，1%凝胶)分析PCR结

果。PCR产物的纯化和测序由哈尔滨博仕生物测

序公司完成。

将测序得到的16S rRNA序列经BLAST分析，

与GenBank中的核酸序列进行同源性对比，利用

BIOEDIT 7.0和MEGA 4.0等软件，采用邻位加入法

(Neighbor-Joining)绘制16S rRNA系统发育树，进

化树分枝稳定性用Bootstrap分析，重复1000次。

1.5    环境因素对细菌生长和反硝化能力的影响

实验

将分离得到的单菌落接种于LB培养基中，

30 °C、150 r/min振荡培养12 h后，按10%接种量

接入DM液体培养基中。在不同碳源、温度、初

始pH和C/N条件下，将培养基于150 r/min摇床培

养24 h后，研究其菌体生长量、反硝化能力及

N2O释放量。

1.6    好氧反硝化活性测定

取处于对数生长期的活化培养液接种到以

NaNO3为唯一氮源的DM液体培养基中，菌株
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C3在30 °C、150 r/min条件下培养，每隔3 h取

样，测定DM培养液中的OD600、NO3
–-N、NO2

–-

N的变化。

1.7    N2O释放量测定

反硝化中间产物N2O释放量的测定参照张培

玉等[9]的方法。定期采集培养体系的气体，用GC-14C

气相色谱仪测定N2O含量。色谱条件：进样口温度

85 °C，柱温50 °C，ECD检测器温度为300 °C[9]。

1.8    其它环境因子的测定

NO3
–-N：紫外分光光度法；NO2

–-N：N-(1-萘

基)-乙二胺分光光度法；细菌生长量：吸光度

法；pH值的测定采用Multi 3430型pH计。

每个实验均设计3次重复，所有样品均测定

3个平行样，结果取平均值。

1.9    数据分析

利用单因素方差分析(One-way ANOVA)处理

所得数据差异的显著性，采用SPSS 19.0软件进

行，以P＜0.05视为差异显著。

2    结果和分析

2.1    菌株的分离与筛选

依据Takaya等[10]建立的有氧反硝化菌平板分

离方法对细菌进行初筛，得到13个使BTB培养基

变蓝的单菌落。对筛选、纯化得到的菌株进行硝

酸盐还原实验，依据NO3
–-N的去除率，复筛得到

6株具有反硝化能力的菌株。挑选其中反硝化能力

最强的菌株作为研究对象，编号为C3。

2.2    菌株C3的鉴定

2.2.1    形态学特征：菌株C3为革兰氏阴性杆菌，

大小为(0.48–0.57) μm ×(1.15–1.70) μm，菌体无鞭毛，

无芽孢；形成的菌落表面光滑，呈圆形，边缘规

则，不透明，在BTB培养基培养2 d后呈深蓝色，

在DM培养基上呈淡黄色。

2.2.2    生理生化鉴定：菌株C3的主要生理生化特

性为：好氧，能够利用葡萄糖、麦芽糖和乳糖等

产酸，并具有还原硝酸盐的能力，具体生理生化

试验结果见表1。

表1.   菌株C3的生理生化特性

Table 1.   The physiological and biochemical characteristics of strain C3

Physiological and biochemical reactions The reaction results Physiological and biochemical reactions The reaction results

Glucose + Lysine decarboxylase activity +

Maltose + Ornithine decarboxylase activity +

Lactose + Arginine decarboxylase activity +

Xylose + DNA enzyme activity +

Starch hydrolysis + Catalase test +

Oxidase activity + Tartrate utilization test –

Acetamide utilization test + Methyl red utilization test –

Citrate utilization test + Cellulose –

Nitrate reduction test + Fructose –

Nitrite reduction test + Indole production –

Urease activity – Phenylalanine deaminase activity –

Arginine dihydrolase activity – Gelatin liquefaction test –

Phosphatase activity – H2S production –

Lipase activity – Ethanol oxidation test –
Tryptophan deaminase activity – Syntrophic acetate oxidation test –

The symbol “+” means positive or can be used, “–”means negative or can not be used.

1316 Ling Chen et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(8)

actamicro@im.ac.cn



该菌在0‰–25‰的NaCl培养基中能够生长，

当培养基的盐度＞25‰时，菌株无法正常生长。

2.2.3    16S rRNA序列和系统发育分析：菌株C3的

1 6 S  r R N A序列在G e n B a n k的序列登录号为

KT983814。将该序列利用BLAST与数据库中的基

因序列比较，构建系统发育树(图1)。从发育树上

可以看出，菌株C3与多株Pseudomonas sp.的16S

rRNA序列具有99%同源性。结合菌株的形态学、

生理生化特性及16S rRNA序列比对结果，鉴定菌

株C3属于假单胞菌属(Pseudomonas sp.)。

2.3    不同环境因素对菌株C3的生长、反硝化能力

及N2O释放的影响

2.3.1    温度：本实验分别设置菌株培养温度为

20、23、25、30、32、35、40 °C，将处于对数生

长期的菌株接种到以柠檬酸三钠为唯一碳源的培养

基中，起始pH为6.5，C/N值为10，探讨不同温度下

菌株的生长情况与反硝化能力，结果如图2所示。

由图2-A可见，菌株C3在温度20–35 °C的范围

内均能明显生长，在30 °C时迅速进入对数生长

期，且生长最为良好。结合图2-B可见，随着温度

的上升，细菌的生长量和脱氮率均呈现上升趋

势，当培养温度为30 °C时，该菌转化NO3
–-N的能

力最强，脱氮率可达到95.69%，之后温度继续上

升，生长率和脱氮率均呈现下降趋势。当培养温

度分别为20 °C和40 °C时，菌株C3生长极为缓

慢，脱氮率仅为29.32%和32.36%。

不同温度下菌株C3的N2O释放量见表2。温度

主要是通过影响微生物代谢及相关反应中酶的活

性等影响N2O释放。在一定的温度范围内，环境

温度的升高会促进N2O的产生与释放[11]。由表2可

见，当培养温度为25 °C和30 °C时，N2O释放虽略

高于其它温度组，但二者相差不大，综合考虑该

菌的生长及反硝化能力，确定菌株C3生长和反硝

化的最适温度应在30 °C左右。

2.3.2    碳源：有机碳作为提供能源和电子供体的

物质[12]，是影响细菌生长和反硝化过程的重要因

素之一。NO3
–-N被反硝化细菌还原的过程，除了

被菌体生长所利用及完成呼吸作用外，还在反硝

图 1.   基于16S rRNA的系统发育树

Figure 1.   Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequence homology. The numbers at each node that indicate the
percentage of bootstrap supporting and bootstrap values calculated from 1000 resamplings. The numbers in
parentheses after each bacterial name represent the sequences accession number in GenBank. Bar, 0.5% sequence
divergence.
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化过程中充当硝酸盐和亚硝酸盐中氧原子的电子

供体，从而完成反硝化作用[12]。本实验分别以柠

檬酸钠、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、丁二酸

钠、乙酸钠及酒石酸钾钠为碳源，将菌株接入起

始pH为6.5、C/N为10的培养基中，30 °C条件下培

养，研究不同碳源条件下菌株C3的生长情况及反

硝化能力，结果见图3。

由图3可以看出，菌株C3在以柠檬酸钠为唯

一碳源的培养基中生长量最大，且对NO3
–-N的去

除率最高，在8 h时可达到98.24%。葡萄糖、蔗糖

和麦芽糖次之，脱氮率分别为90.14%、85.89%、

83.75%。再次为乳糖、丁二酸钠和乙酸钠，最高

脱氮率只有30%–40%，且细菌生长明显较为缓

慢。当以酒石酸钾钠为碳源时，细菌几乎不生

长，对NO3
–-N的去除率最低，仅有12.11%。碳源

对菌株C3的反硝化能力和生长量的影响情况极为

相似，说明碳源作为必须能源和电子供体，是通

过影响细菌的生长从而影响其反硝化能力。

不同碳源下菌株C3的N2O释放量见表3。可以

看出，当碳源分别为柠檬酸钠、葡萄糖及蔗糖

时，N2O释放量均较低，最大释放量均未超过0.3

mg/L。而分别以乙酸钠和酒石酸钾钠为碳源时，

N2O释放量相对较高。考虑到菌株C3在以柠檬酸

三钠为唯一碳源的培养基中生长最好、脱氮率最

高、N2O释放量较少，且柠檬酸三钠成本较低，

故以下实验均选用柠檬酸三钠作为碳源。

2.3.3    初始pH：环境中的pH值对微生物的生命活

图 2.   不同温度对菌株C3生长(A)及反硝化能力(B)的影

响(±SD)
Figure 2.   Influence of different temperature on the
growth (A) and denitrifying ability (B) of strain C3.
Data are expressed as mean values ±SD.

表2.   不同温度下菌株C3的N2O释放量 (mg/L)
Table 2.   Nitrous oxide production of strain C3 in different temperature (mg/L)

t/h
T/ °C

20 23 25 30 32 35 40

2 0.04 0.06 0.09 0.08 0.06 0.05 0.03

4 0.07 0.09 0.13 0.12 0.13 0.08 0.06

6 0.13 0.18 0.16 0.17 0.18 0.14 0.11

8 0.18 0.20 0.20 0.21 0.16 0.19 0.15

10 0.17 0.22 0.25 0.22 0.15 0.15 0.17

12 0.14 0.17 0.19 0.20 0.11 0.10 0.07
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动影响很大，主要在于其引起细胞膜的电荷变

化，从而影响微生物对营养物质的吸收[13]。本研

究通过调整培养基的初始pH值(5.0、6.0、6.5、

7.0、7.5、8.0、8.5和9.0)，等量接种对数生长期

的细菌，以柠檬酸三钠为碳源，C/N为10，在

30 °C条件下培养，探讨pH值对菌株C3的生长情

况及反硝化能力的影响，结果如图4所示。

由图4-A可知，在培养基pH为5.0–8.5的范围

内，菌株C3均能生长。由于反硝化过程是一个不

断产碱的过程，pH会逐渐上升，这对细菌的生长

造成了极大的影响[10,14–15]。当起始pH为6.0– 7.0

时，菌株C3的生长量能够在短时间内达到较高水

平，当起始pH超过8.0时，培养基中开始产生不同

程度的沉淀，导致细菌的生长明显受到抑制；而

当起始pH为9.0时，菌株C3几乎不生长，故起始

pH过高不利于该菌株进行正常的生长代谢。由图

4-B可知，当pH为6.5和7.0时，菌株C3的脱氮效率

最高，在 1 2  h内的脱氮率分别为 9 9 . 0 3 %和

99.31%。起始pH为6.5或7.5时，脱氮率也基本上

达到了90%左右。该菌在强碱性(pH＞8.0)条件

下，脱氮效果明显下降，尤其是在pH为9.0时几乎

不再脱氮。

由表4可见，当培养基起始pH为6.0–7.0时，

N2O释放量较少，而当pH低于5.0和高于7.5后

图 3.   不同碳源对菌株C3生长(A)及反硝化能力(B)的影

响(±SD)
Figure 3.   Influence of different carbon source on the
growth (A) and denitrifying ability (B) of strain C3.
Data are expressed as mean values ±SD.

表3.   不同碳源下菌株C3的N2O释放量 (mg/L)
Table 3.   Nitrous oxide production of strain C3 in different carbon source (mg/L)

t/h  
Carbon source

Sodium citrate Glucose Cane sugar Maltose Lactose Sodium
succinate

Sodium
acetate

Potassium
sodium tartrate

2 0.03 0.05 0.09 0.11 0.08 0.12 0.17 0.22

4 0.12 0.15 0.13 0.20 0.14 0.25 0.29 0.45

6 0.18 0.17 0.24 0.37 0.28 0.45 0.51 0.62

8 0.22 0.20 0.29 0.46 0.33 0.65 0.58 0.81

10 0.29 0.23 0.28 0.55 0.35 0.51 0.68 0.69

12 0.24 0.18 0.26 0.51 0.36 0.44 0.59 0.62
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N2O释放量显著增加，这可能是由于nosZ基因表

达与N2O还原酶受到抑制[16]，因此中性和微酸性

环境有利于该菌的生长及反硝化作用。

2.3.4    C/N：本研究以柠檬酸三钠为碳源，浓度

(TOC)为660 mg/L，通过调节培养液中的硝态氮浓

度改变C/N，使C/N值分别为1、5、10、15及20，在

30 °C、起始pH为6.5的条件下培养，研究C/N值对

菌株C3生长和反硝化能力的影响，结果见图5。

从图5可以看出，当培养基的碳源不足(C/N＜5)

时，该菌的O D 6 0 0 值很小，脱氮率相对较低

(9%–13%)。当C/N值达到10时，菌株C3迅速进入

对数生长期，细菌生长量达到最大值，之后趋于

稳定，NO3
–-N的去除率明显增加，12 h内最大脱

氮率可达到99.22%。当C/N＞10时，该菌的脱氮

率下降。因此，从该菌反硝化能力考虑，该菌培

养的最佳C/N值应为10。

不同C/N下菌株C3的N2O释放量见表5。在

5种C/N值不同的培养基中，C/N值为1时，菌株

C3的N2O释放量最高，最大释放量超过0.5 mg/L。

继续增大C/N值至15–20，N2O释放量与C/N值为

5–10时无明显差异，结合菌株C3的生长与反硝化

能力等因素，故该菌生长及反硝化作用的最适

C/N值应为10。

2.4    最适条件下菌株C3的脱氮效率及N2O释放量

由于反硝化细菌对NO3
–-N的去除过程包括生

长利用及还原作用[13]，培养液在初始阶段消耗的

NO3
–-N主要供菌体代谢所需，之后细菌的生长代

谢过程与硝酸盐还原作用同时进行。从图6-A可

图 4.   不同起始pH对菌株C3生长(A)及反硝化能力

(B)的影响(±SD)
Figure 4.   Influence of different initial pH on the
growth (A) and denitrifying ability (B) of strain C3.
Data are expressed as mean values ±SD.

表4.   不同起始pH下菌株C3的N2O释放量 (mg/L)
Table 4.   Nitrous oxide production of strain C3 in different initial pH (mg/L)

t/h
Initial pH

5.0 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

2 0.09 0.04 0.06 0.07 0.13 0.16 0.19 0.22

4 0.17 0.08 0.11 0.10 0.19 0.23 0.29 0.32

6 0.26 0.14 0.17 0.15 0.28 0.38 0.41 0.40

8 0.30 0.20 0.23 0.21 0.33 0.55 0.47 0.55

10 0.33 0.17 0.20 0.24 0.46 0.50 0.55 0.67

12 0.38 0.11 0.15 0.20 0.44 0.48 0.62 0.69
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见，菌株C3在最适培养条件下可在短时间内进入

对数生长期，并进行反硝化作用。在以NaNO3为

唯一氮源的培养基中，随着细菌的快速增殖，

NO3
–-N的浓度迅速下降。在36 h内，NO3

–浓度从

179.55 mg/L下降到5.08 mg/L，脱氮率可达到

97.17%，说明菌株C3具有较强的反硝化能力。

该菌株C3在反硝化过程中出现了亚硝酸盐的

累积现象，在12 h内达到最大累积量6.83 mg/L，

但该菌株在培养末期亚硝酸盐已被大量消耗，含

量为2.24 mg/L。亚硝酸盐的积累过程可能是由于

菌体内硝酸盐还原酶的作用，致使硝酸盐转化为

亚硝酸盐。而亚硝酸盐的存在又会诱导菌株在亚

硝酸盐还原酶和氮氧化物还原酶的作用下，将亚

硝酸盐还原为N2O，最终将硝酸盐完全转化为

N2，这与王弘宇等[17]的研究结论基本一致。

由图6-B所示，培养体系中N2O浓度在12 h达
到最大值0.22 mg/L。前12 h内N2O浓度上升可能

与培养环境中亚硝酸盐的升高有关。随着硝酸盐

和亚硝酸盐的不断消耗，N2O浓度迅速降低，36 h
时含量仅为0.02 mg/L。整个反硝化过程中N2O的

释放量较低，说明菌株C3在进行反硝化作用时对

温室效应的贡献较低。

3    讨论

好氧反硝化细菌在自然界中广泛存在，不同

菌株的生长及反硝化的最适条件存在差异，反硝

化作用的最适宜温度范围为25–35 °C[18]，本研究

中菌株C3在30 °C时脱氮率最高的结果与此一致。

图 5.   不同C/N对菌株C3生长(A)及反硝化能力(B)的影

响(±SD)
Figure 5.   Influence of different C/N ratio on the
growth (A) and denitrifying ability (B) of strain C3.
Data are expressed as mean values ±SD.

表5.   不同C/N下菌株C3的N2O释放量(mg/L)
Table 5.   Nitrous oxide production of strain C3 in different C/N ratio (mg/L)

t/h
C/N

1∶1 5∶1 10∶1 15∶1 20∶1

2 0.14 0.08 0.05 0.10 0.09

4 0.22 0.11 0.09 0.18 0.16

6 0.29 0.18 0.14 0.26 0.25

8 0.42 0.26 0.21 0.33 0.28

10 0.58 0.31 0.26 0.30 0.30

12 0.51 0.25 0.28 0.28 0.27
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据文献报道，碳源的化学结构和分子量对脱

氮效率的影响很大[12,19]，细菌能够更好利用化学

结构简单、分子量小的碳源。但在本研究中，菌

株C3以柠檬酸钠、葡萄糖为碳源时生长最好、脱

氮效率最高，而以化学结构简单、分子量较小的

丁二酸钠和乙酸钠为碳源时脱氮率较低，说明该

菌对碳源的利用与碳源化学结构及分子量的关系

不密切，可见不同种类的细菌对碳源的利用特性

存在差异。

Timmermans等[20]研究表明，细菌生长及反硝

化酶活性的最适pH是中性或微碱性，pH值过高或

过低均会对细菌生长及反硝化能力产生影响，反

硝化酶的活性降低和微生物对营养物质的吸收受

到抑制而使细菌转化NO3
–-N的能力下降，本研究

中培养基碱性过高时菌株C3的反硝化能力显著下

降可能与此有关。

Roberson等[21]研究证实，当C/N值在一定的范

围内，培养基的有机碳浓度越高，其脱氮效率越

高 [ 2 1 ]。本研究结果表明，培养基的C/N值为10

时，菌株C3长势较好且反硝化能力较强。当培养

基中C/N值较小时，因电子流数量不足，从而无

法为细菌生长提供足够的能源，相应地脱氮效率

亦会下降；但在一定范围内，向培养基提供碳源

的量高于细菌的需求时，供给菌体生长和反硝化

作用的能量充足，细菌的生长量和反硝化活性均

能达到稳定水平。可见，碳源的量对细菌的生长

代谢和反硝化能力起着重要的作用。

N2O是一种重要的温室气体，其具有增温潜

势大、滞留大气时间长和破坏臭氧层等环境特

征。筛选脱氮效率高且N2O释放量少的好氧反硝

化细菌可为河口湿地氮的去除提供新的途径。近

几年来已分离出大量的好氧反硝化细菌，但对好

氧反硝化过程中产生N2O的研究并不多，部分报

道[22–23]中好氧反硝化细菌产生的N2O均高于本研究

的菌株C3，故该菌株在高效脱氮率和低N2O产量

方面明显优于其它已报道的好氧反硝化细菌。

已有研究发现，N2O还原酶与亚硝酸盐还原

酶对电子的竞争和游离亚硝酸盐(FNA)对N2O还原

酶的抑制会引起N2O比还原速率下降，致使反硝

化过程中N2O累积[24–27]。本研究中随着NO2
–-N浓度

的增加，N2O的累积量有所增加可能与此有关。

本研究从辽河口芦苇湿地土壤中筛选所得的

菌株C3具有生长代谢快、反硝化能力强、N2O释

放量少等特点，明显优于其他好氧反硝化细菌，因

此该菌株可以作为净化湿地水质的优质候选菌株。
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Identification and denitrification characteristics of an aerobic
denitrifier in estuary phragmites wetland
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Abstract: [Objective] We isolated an aerobic denitrifier with affinity for nitrogen removing and low accumulation of

nitrous oxide, and analyzed its denitrification activity to provide technical support for controlling eutrophic wetland

lakes. [Methods] An aerobic denitrifier named C3 was isolated from phragmites wetland soil in Liaohe estuary by

BTB medium preliminary screening and denitrification activity analysis. We used morphological and physiological

characteristics as well as sequence analysis of the 16S rRNA to identify the strain. Effects of culture conditions, such

as temperature, carbon source, initial pH, C/N ratio were evaluated regarding removal of nitrite nitrogen and

accumulation of nitrous oxide under aerobic condition. [Results] The highly effective strain C3 was identified as

Pseudomonas sp., for which the best carbon source was sodium citrate, optimal growth and denitrification occurred at

30 °C, pH 7.0, and a C/N ratio of 10. Under these conditions, the concentration of nitrate was reduced from 179.55 mg/L

to 5.08 mg/L by strain C3 in 36 hours, a reduction in NO3
– of more than 97.17%. In the process of denitrification,

nitrous oxide as an intermediate accumulated at a level of 0.22 mg/L. [Conclusion] Strain C3, an aerobic denitrifying

agent, was isolated from wetland soil and has obvious advantages in efficient removal of nutrients with low

accumulation of nitrous oxide, representing a great potential to treat eutrophic wetland lakes.

Keywords: estuary wetland, aerobic denitrifier, denitrifying capacity, nitrous oxide, Pseudomonas
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