
!! 卷 " 期

#$$! 年 %# 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!!
*+,+-.+/

0’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

"通讯作者。1+(：2"3!4%32"#2#%$5；678：2"3!4%32"#2$%$5；93-7:(：-7;7<=>?:@ ) +AB) ,<
作者简介：周丹丹（%C2$ D ），女，吉林长春人，硕士研究生，主要从事生物脱氮技术的研究。93-7:(：E7@’B!%4> F:<7) ,’-
收稿日期：#$$!3$!3$4，修回日期：#$$!3$53$C

关于好氧反硝化菌筛选方法的研究
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（哈尔滨工业大学环境科学与工程系 哈尔滨 %4$$C$）

摘 要：采用污泥驯化手段富集好氧反硝化细菌，将得到的驯化污泥分离纯化，共得到 %$4 株菌。用测 10 的方法

对所筛菌株进行初筛，得到 #4 株对 10 去除率达到 4$G以上的菌株。用氮元素轨迹跟踪测定法复筛，证实这 #4 株

菌都可以在好氧条件下进行硝酸盐呼吸，其中 #! 株菌的反硝化过程为：0HI
D 0#0H#

D 0#0#，研究中还发现在反硝

化过程中硝酸盐和亚硝酸盐不存在明显竞争被利用的作用。同时还提出了可能实现短程同步硝化反硝化以及在

反馈作用的调节下，加快硝化反应速度的观点。

关键词：好氧反硝化细菌，好氧反硝化，污泥驯化，短程同步硝化反硝化

中图分类号：JCICKC 文献标识码：L 文章编号：$$$%3"#$C（#$$!）$"3$2I53$I

传统认为，进行的反硝化细菌都是兼性厌氧微生物，因

为只有在无氧条件下，才能诱导出反硝化作用所需要的硝酸

盐还原酶 L 和亚硝酸盐还原酶［%］。然而，近几年人们不断地

发现好氧条件下发生总氮损失。因此，对好氧反硝化的研究

逐渐引起研究者的重视。

最早对好氧反硝化菌的研究始于 #$ 世纪 2$ 年代。M’.3
+/@F’< 和 NB+<+<［#］在除硫和反硝化处理系统出水中首次分离

出好氧反硝化菌泛养副球菌（!"#"$%$$&’ (")*%*#%(+"）、假单胞

菌属的某一种（!’,&-%.%)"’ FOO)）和粪产碱菌（/0$"012,),’ 3",4
$"01’）等。此后，也有不少学者按照 M’.+/@F’< 的方法分离一些

好氧反硝化菌，例如：6/+@@+ 等（%CC5）［I］从间歇厌氧P好氧污水

处理处理池中分离出 %" 株反硝化细菌，它们无论是在好氧

条件还是在厌氧条件下都具有反硝化作用。Q7: 等（%CCC）［!］

从稻谷沉淀物中分离而得到 I 株好氧反硝化菌，其中 1" 菌

株利用 无 机 氮 生 长 繁 殖，在 有 机 氮 存 在 情 况 下 也 仅 利 用

0R!
S D 0、0H#

D D 0。另外，目前还发现一些其它细菌也有

好氧反硝化作用，如生丝微菌属（56(+%.1$#%71&. T）［4］。

! 材料和方法

!"! 培养基

6U 培养基［"］，用于好氧反硝化细菌富集培养。*U 培养

基［!］，用于好氧反硝化细菌性能测定。

!"# 好氧反硝化细菌筛选的装置

好氧反 硝 化 细 菌 富 集 采 用 的 反 应 器 是 ! 个 内 径 为

%2$--，有效容积为 IV 的烧杯做的反应器（图 %），分别命名

为 % 号、# 号、I 号和 ! 号。% 号反应器内的活性污泥来自硫

酸盐还原工艺中的硫酸盐还原段（厌氧）；# 号反应器内的活

性污泥来自硫酸盐还原工艺中的反硝化段（厌氧）；I 号、! 号

反应器内的活性污泥来 WXM 法处理高浓度氨氮废水工艺。

%、#、I 号反应器间歇曝气培养，! 号反应器连续曝气培养。

图 ! 驯化装置
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% 号、# 号和 I 号反应器间歇曝气培养，具体操作模式

为：进水#曝气#搅拌#沉降（$K4?）#排水（$K4?），初始曝气

时间为 2?，每 IA 将曝气时间增加 % Z #?，搅拌时间相应减少；

!号反应器连续曝气培养，具体 操 作 模 式 为：进 水#曝 气

（#I?）#沉降（$K4?）#排水（$K4?）。驯化初始，以 6U 培养液

作为进水，在驯化过程中逐渐增加 *U 培养液的含量。培养

液的 [H* 在 4$$$-=PV 左右，总氮（10）在 4$$-=PV 左右，运行

过程中，使溶解氧（*H）维持在 4-=PV 左右，温度为室温（#4 Z
I$\）。运 行 !$A 后，! 个 反 应 器 对 [H* 的 去 除 率 都 达 到

2$G以上，对 10 的去除率都达到 5$G以上，在驯化过程中，

甚至出现过 10 的去除率达到 %$$G的情况。% 号、# 号和 I
号反应器内的污泥原来为深黑色，散状，!$A 后污泥呈浅灰

色，絮状，污泥状态良好，至此认为污泥驯化结束。

!"$ 好氧反硝化细菌初筛

从 ! 个反应器内分别取 %$-V 新鲜污泥至装有 C$-V 无

菌水、并装有玻璃珠的三角瓶中，然后将三角瓶放入空气振

荡器中，把污泥充分摇匀打碎。打碎后的污泥经倍比稀释，



采用混均平板法和涂布平板法分离，在 !" 培养基经 # 次划

线分离后得到 $%& 株菌。

将上述分离纯化后得到的纯分离物斜面用灭菌后的 !"
培养液洗到装有 $%%’(!" 培养液的三角瓶中，并在每个三

角瓶内加入几粒灭过菌的玻璃株（尽量减小厌氧微环境对实

验结果的影响），用 ) 层纱布包好瓶口，放入空气振荡培养

器，具体参数如下：温度 #%*，转速 $+%,-’./，培养时间 +%0。

取培养后的菌液检测 12，考察其对 12 的去除率。经初筛最

后得到 &% 株反硝化能力较强的菌株，已备后续试验用。

!"# 好氧反硝化细菌复筛

考虑同化作用的影响，不能从 12 这单一指标就断定初

筛后所得到的菌株就具有好氧反硝化能力，所以对所得的 &%
株菌进行了复筛。如果实验菌株能以硝酸盐或亚硝酸盐作

为电子受体，一定会有 23 或 234 生成，本实验主要检测 23。

采用分批式反应器，通过检测反应过程中 23 的生成量来确

定所筛选的菌株是否具有好氧反硝化作用及其反硝化效率。

试验装置如图 3 所示。

图 $ 好氧反硝化细菌复筛试验装置图
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整个反应装置都是密闭的，反应器是由 3%%%’( 具塞密

闭的试剂瓶及管件组成，进出口两端配有孔径为 %E3&!’ 的

滤菌器。反应器装入 $%%%’ (!" 培养基后密封，与氧气罐组

装，打开进气口和排气口，以 #(-’./ 的流量通入氧气 #’./，赶

走反应器和管路内的空气来去除空气中所含的 23 对测量结

果的干扰，关闭排气口，通入氩气，通过气体压力表的读数确

定反应器内压力为正压，停止通入氩气，关闭进气口。同时，

打开磁力搅拌器，目的是使培养液均质并与上部氧气充分接

触（培养过程中测得 !4 维持在 O U $%’6-(）。取样口 $ 用于

取气体样，监测培养过程中 23 生成量，取样口 3 用于取培养

液样品，监测培养液中 24#
V Q2、243

V Q2 和 !4 的变化。

!"% 分析项目和检测

24#
V Q2：酚二磺酸光度法；243

V Q2：2Q（$Q萘基）Q乙二胺

光度法；12：碱性过硫酸钾法消解紫外分光光度法［K］；W4!：

W1(Q$3 型化学需氧量速测仪；14W、1W、XW：FYX"T!Z[ 14WQ
\W]2测定仪；溶解氧（!4）：̂FX&%%% 型 !4 测定仪；菌体生长吸

光度（T）：吸光度法，用 K3$ 分光光度计在 !"+O% 处测吸光度

值；氮气（23）：T6.G</= Y]+O)%! 型气相色谱仪，气相色谱的色

谱柱编号为 HFQ%#Q$%J 型，条件为：载气流量 Y< 3%’(-’./；柱

前压 %E%O";C；柱温 J%*；检测器 温 度 $3%*；气 化 室 温 度

$3%*。

$ 结果和分析

$"! 好氧反硝化细菌富集和初筛

在污泥驯化过程中，污泥对 W4! 和 12 的去除率都明显

升高，W4! 的 去 除 率 由 初 始 的 3%_ U +%_ 升 高 到 末 期 的

O%_，12 的去除率由初始的 3%_ U #%_升高到末期的 K%_
U O%_。

从驯化污泥中共筛选出 $%& 株分离物中，其中对 12 去

除率在 &%_以上的菌株 3& 株（表 $），+%_ U &%_的菌株 $&
株，#%_ U +%_的菌株 $% 株，其余菌株效果不明显。

表 ! 从驯化污泥中筛出的对 &’去除率超过 %()的菌株

1CDG< $ F=,C./@ =0C= 12 ,<’>‘CG ,C=< IC@ >‘<, &%_
2C’< >?
@=,C./@

12 ,<’>‘CG
,C=<-_

2C’< >?
@=,C./@

12 ,<’>‘CG
,C=<-_

2C’< >?
@=,C./@

12 ,<’>‘CG
,C=<-_

a#$ O3 () J3 WJ &J
Z#$ O% W& J% Z& &J
W# K) ]# J% aJ &+
ZK K+ W$ &) (# &#
a3 K+ a$ &) ]K &$
WK K$ Z3 &) a1#W &$
a1J K$ ZJ &O ]J &$
a1& J& a& &J a1#T &%
a#3 J3

$"$ 好氧反硝化细菌复筛的结果

采用图 3 的装置将初筛所得的对 12 去除率在 &%_以上

的 3& 株菌株复筛，证实这 3& 株菌都可以在完全好氧的条件

下实现反硝化。图 # 为效果较好的 J 株菌的氮元素轨迹跟

踪图。从结果来看，这些菌株在液体培养过程都具有以下共

同点：反硝化过程或氮气生成过程都发生在对数生长期，在

延缓期、稳定期和衰亡期都没有明显的反硝化过程；除 a#$
菌株外，其他菌株的反硝化过程都存在明显的 243

V Q2 浓度

升高的现象，即 24#
V Q2 先被还原为 243

V Q2，243
V Q2 又被

还原为 23，a#$ 菌株反硝化过程中 243
V Q2 浓度基本没有发

生变化，推断该菌株可直接将 24#
V Q2 反硝化为 23。

* 结论和建议

（$）采用污泥驯化!细菌分离纯化!初筛（测 12）!复

筛（氮元素轨迹跟踪测定法）的方法筛选好氧反硝化细菌是

有效的，该方法可以证实好氧反硝化细菌的存在。由该方法

还可以证实好氧反硝化现象存在的非偶然性。
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图 ! " 株菌株氮元素变化
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（=）好氧反硝化作用主要发生在指数生长期，这是因为

细菌在这个时期生长速度达到最大，细胞合成所需要的能量

和还原力主要在这一阶段被消耗，所以指数生长期是反硝化

效率最高的时期。

（%）所得到的 => 株好氧反硝化细菌中，有 =? 株在液体培

养过程中都存在着明显的 -@=
A B- 浓度升高又降低的过程，

其反硝化过程为 -@%
A B-!-@=

A B-!-=，仅有 <%: 菌株反硝

化过程中 -@=
A B- 浓度基本没有发生变化，推断该菌株对

-@=
A 反硝化效率很高，反硝化过程中没有造成 -@=

A 的累积。

（?）好氧反硝化细菌并非将全部 -@%
A 转化为 -@=

A 后才

开始利用 -@=
A ，可见，-@%

A 和 -@=
A 之间不存在激烈的竞争

关系。

（>）好氧条件下反硝化作用的实现，将是废水生物脱氮

技术的革命，不仅有利于实现同步硝化反硝化（5-9），更有可

能实现短程同步硝化反硝化，在反馈作用的调控下硝化反应

的速度将大大加快。
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