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耐冷亚硝酸盐型反硝化菌 Pseudomonas tolaasii Y-11 的鉴定及
其脱氮特性
何腾霞，徐义，李振轮 *

西南大学资源环境学院，土壤多尺度界面过程与调控重庆市重点实验室，重庆 400716

摘要:【目的】反硝化细菌在生物脱氮中具有重要作用，而耐冷亚硝酸盐型反硝化细菌研究较少，本文从长期
淹水的冬水田泥土分离获得一株耐冷高效去除亚硝酸盐氮和总氮的好氧反硝化细菌 Y-11，明确其分类地位
以及除氮特性，以期为后续利用该菌在初冬到春末处理亚硝酸盐水体污染奠定基础。【方法】通过形态学特
征、特异性磷脂脂肪酸以及 16S rＲNA 基因测序分析对该菌株进行鉴定;在好氧条件下以亚硝酸钠为唯一氮
源，分别研究不同初始温度、转速、pH、碳源、接种量以及亚硝酸盐氮浓度对该菌去除亚硝酸盐氮和总氮的影
响，确定最适降解条件。【结果】分离得到的菌株 Y-11，经鉴定归于托拉斯假单胞菌(Pseudomonas tolaasii);
在国内外尚无该种菌具有反硝化作用的报道，是对亚硝酸盐型反硝化细菌的进一步补充。Y-11 菌株的最适
脱氮条件为 15 ℃，200 r /min，pH7. 0，100 mL 反硝化培养基中最适接种量为 1. 5 × 108 CFU，最佳碳源为乙酸
钠，亚硝酸盐氮为 10 mg /L;以乙酸钠为电子供体，15 ℃、初始 pH 为 7. 2、150 r /min 振荡培养，48 h 对亚硝酸
盐氮和总氮的去除率分别为 100%和 61. 28%。【结论】Y-11 是一株具有较高反硝化能力的托拉斯假单胞
菌，能高效地去除亚硝酸盐氮和总氮，其最适温度是 15 ℃左右，是一株耐冷反硝化细菌。
关键词:亚硝酸盐型反硝化细菌，耐冷，分离与鉴定，托拉斯假单胞菌
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亚硝酸盐氮不仅是水体富营养化因素之一，而
且对水产动物养殖以及人类健康产生极大威胁，过
量亚硝酸盐氮会引起机体窒息、致癌、致畸甚至致

死［1 － 4］。据报道亚硝酸盐氮已是国内水体最严重的

氮污染物之一［5］，因此，采用有效方法去除水体中

亚硝酸盐氮显得尤其重要。

好氧反硝化除氮因其成本低廉、无二次污染受
到广大研究者青睐。目前国内外报道的好氧反硝化
细菌主要为产碱杆菌属 ( Alcaligenes)、假单胞菌属

(Pseudomonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)［6］、不动杆菌

属(Acinetobacter)［7］、和副球菌属(Paracoccus)［8］等，

已报道的假单胞菌属中主要有施氏假单胞菌
( Pseudomonas stutzeri )［9 － 10］、铜 绿 假 单 胞 菌
( Pseudomonas aeruginosa )［11］、海 洋 假 单 胞 菌
( Pseudomonas nautical )［12］ 和 恶 臭 假 单 胞 菌
(Pseudomonas putida)［13 － 14］等。这些反硝化细菌多
以硝酸盐为电子受体在 30 ℃左右的条件下进行反
硝化作用，而对于亚硝酸盐氮作为唯一电子受体的
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反硝化细菌报道甚少，2011 年 Wan 等［15］首次报道
Pseudomonas sp． yy7 菌株能以亚硝酸盐氮为唯一氮
源，在 25 ℃条件下 36 h 内去除 80%亚硝酸盐氮，但
耐冷性亚硝酸盐型好氧反硝化细菌还未见报道。本
实验室分离获得一株耐冷亚硝酸盐型反硝化细菌不
仅能有效去除水体中亚硝酸盐氮，而且还能显著降
低水体中的总氮含量，命名为 Y-11，采用形态学观
察、特异性磷脂脂肪酸检测和 16S rＲNA 基因序列
分析对该菌进行鉴定，同时考察了影响该菌去除亚
硝酸盐氮和总氮的因素，实验结果表明，该菌株属于
托拉斯假单胞菌(Pseudomonas tolaasii)，能以亚硝酸
盐氮作为电子受体在 15 ℃条件下高效地进行反硝
化作用，在国内外尚无该种菌株具有反硝化作用的
报道，是对亚硝酸盐型反硝化细菌的进一步补充。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株来源:新分离菌株 Y-11(本实验室分离
筛选获得)
1. 1. 2 培养基: ( 1 ) BTB 酸 碱 指 示 剂 培 养 基
( bromothymol blue，BTB )［16］: 1 g /L NaNO2 代替
1 g /L KNO3，1. 5% BTB 代替 1. 0% BTB，调 pH 至
7. 2。(2)反硝化培养基［17］:4. 72 g /L 乙酸钠代替
4. 72 g /L 丁二酸钠。(3) LB 培养基( g /L):胰蛋白
胨10，酵母提取物 5，氯化钠 10，调 pH 至 7. 2，固体
培养基加 2. 0% 的琼脂粉。以上所有培养基均在
1. 1 × 105 Pa 下灭菌 30 min，冷却后备用。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:主要化学试剂购买于国药
集团化学试剂有限公司;DNA 提取试剂盒购买自
Thermo Scientific 公司;PCＲ 试剂购买自重庆沐生生
物科技有限公司;凝胶回收试剂盒购买自 BioFlux
公司;克隆试剂购买自宝生物(大连)有限公司;细
菌通用引物由 Invitrogen 公司合成。Milli Q Plus 超
纯水系统(Millipore);ZHWY-211B 恒温培养振荡器
(上海智诚分析仪器有限公司);EDC-810 双槽 PCＲ
仪(东胜创新生物科技有限公司);DYY-6C 水平电
泳装置(北京市六一仪器厂);Gel Doc XＲ 凝胶成像
系统(Bio-Ｒad);722 可见分光光度计(上海菁华科
技仪器有限公司);UV755B 可见紫外分光光度计
(上海分析仪器总厂);DU800 紫外 /可见光分光光
度计 ( BECKMAN COULTEＲ ); 扫描电子显微镜

(HITACHI S-3000N)。
1. 2 细菌的鉴定
1. 2. 1 形态学观察:15 ℃条件下于 BTB 培养基上
划线培养 48 h 后观察菌落形态，采用革兰氏染色和
电镜扫描观察细菌的形态。
1. 2. 2 特异性磷脂脂肪酸鉴定:取约 40 mg 纯菌，
进行皂化、甲基化、萃取以及碱洗涤后获得上机样
品，用 Agilent 6850 气相色谱仪(FID 检测器)分析特
异性磷脂脂肪酸(Phospholipid fatty acid，PLFA)的成
分。色谱条件为:(25. 0 m × 200 μm × 0. 33 μm)，进
样量 1 μL，分流比 10∶ 1，载气(H2 )，尾吹气高纯 N2，
助燃气空气，流速 0. 8 mL /min。二阶程序升高柱温:
170 ℃起始，5 ℃ /min 升至 260 ℃，而后40 ℃ /min升
温至 310 ℃，维持 1. 5 min。各成分脂肪酸通过
MIDI Sherlock 微生物鉴定系统(Version 6. 1，MIDI，
Inc．，Newark，DE ) 进行检测，标准品购买于美国
MIDI 公司，PLFA 用 C19:0 做内标换算 PLFA 的绝
对含量。
1. 2. 3 菌株 16S rＲNA 基因序列检测:以纯化细菌
的基因组 DNA 为模板，采用通用引物 27F ( 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 和 1492Ｒ ( 5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3')进行聚合酶链式反应
(PCＲ)扩增。扩增体系 (50 μL):模板 2 μL，引物
27F 和 1492Ｒ 各 2 μL，2 × Taq PCＲ Master Mix
25 μL，无菌水 19 μL。扩增程序:94 ℃ 5 min;94 ℃
1 min，50. 5 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，循环 30 次;72 ℃
10 min。扩增获得的目的条带经切胶回收克隆后，
送 Invitrogen 公司测序，将测序获得的 16S rＲNA 基
因序列提交到国际基因库 GenBank 获取基因登录
号。
1. 2. 4 细菌的系统发育分析:测序结果在 NCBI 网
站进行 BLAST 同源性分析，采用软件 MEGA 6. 0 中
Clustal X 程 序 进 行 多 重 序 列 比 对 分 析，通 过
Neighbor-Joining 方法与 1000 次 Bootstrap 的统计检
验进行系统树的构建，以确定新分离菌的系统发育
地位。
1. 3 各因素对亚硝酸氮和总氮去除效果的影响

将含 1. 0 × 108 CFU 的菌悬液分别接入装有
100 mL反硝化培养基的 250 mL 锥形瓶中，研究 Y-
11 菌株在不同初始温度(5、10、15、20、25、30、35 和
40 ℃ )、pH 值(5. 0、6. 0、7. 0、8. 0 和 9. 0)、转速(0、
50、100、150 和 200 r /min)、碳源(柠檬酸钠、丁二酸
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钠、乙酸钠、蔗糖和葡萄糖)以及不同亚硝酸盐氮浓
度(10、50、100、150 和 200 mg /L)条件下对亚硝酸
盐氮和总氮的去除能力，同时考察了不同接种量
(0. 5 × 108、1. 0 × 108、1. 5 × 108、2. 0 × 108 和 2. 5 ×
108 CFU)对亚硝酸盐氮和总氮去除率的影响，以上
实验均在 48 h 后分别测定其亚硝酸盐氮浓度和总
氮浓度，并计算亚硝酸盐氮和总氮的去除率，确定不
同因素对该菌株脱氮的影响。

用以下公式计算亚硝酸盐氮和总氮的去除率:
Ｒv = ( T1 － T2 ) / T1 × 100% ;其中 Ｒv 为亚硝酸盐氮
或总氮的去除率，T1 为反硝化培养基中亚硝酸盐氮
或总氮的初始浓度，T2 为培养 48 h 后亚硝酸盐氮或
总氮的终浓度。

为明确细菌生长情况，保证脱氮试验在细菌处
于对数期时进行，本研究采用灭菌的 10 μL 枪头从
10 ℃培养的平板培养基上挑取一个单菌落于反硝
化培养基中，于 20 ℃、150 r /min 条件下振荡培养，
每 12 h 测定该细菌的 OD600值，绘制细菌的生长曲
线。
1. 3. 1 检测方法:总氮浓度采用碱性过硫酸钾消解
紫外分光光度法测定［18］;亚硝酸盐氮浓度采用 N-
(1-萘基)-乙二胺光度法测定［19］;菌体生长量采用
OD600光电比浊法。
1. 3. 2 数据处理与分析:每组实验设 3 组平行，采
用 Excel、SPSS Statistics 17. 0 和 Origin 8. 6 软件对实
验结果进行统计分析与作图。

2 结果

2. 1 形态学特征
将菌株 Y-11 划线于 BTB 培养基上，15 ℃培养

48 h 后，菌落呈淡绿色、表面光滑、边缘整齐、中央
略隆起，革兰氏染色为阴性。经电镜扫描观察，如图
1 所示，菌株 Y-11 呈短杆状或连珠状，无鞭毛，无
芽孢。

图 1． 电镜扫描下的 Y-11 菌株(20000 × )
Figure 1． Y-11 strain under the scanning electron

microscope (20000 × ) ．

2. 2 特异性磷脂脂肪酸鉴定
磷脂脂肪酸是生物体重要组成部分之一，在不

同微生物类群中具有差异性，同种微生物类群中比
较恒定，且具有微生物特异性和结构多样性，这是磷
脂脂肪酸图谱分析方法的重要依据。气象色谱能够
简单、快速、灵敏且精确地检测出细胞所含有的特异
性磷脂脂肪酸［20 － 22］。本研究对 Y-11 的特异性磷
脂脂 肪 酸 鉴 定 结 果 如 表 1 所 示，该 菌 与
Pseudomonas-fluorescens-biotype B 的 相 似 指 数 为
0. 523，为典型的荧光假单胞菌 II 类型，在传统分类
学 上 Pseudomonas tolaasii 属 于 Pseudomonas-
fluorescens-biotype II［23］，这与该菌的 16S rＲNA 基因
鉴定结果相符合。

表 1． 特异性磷脂脂肪酸的鉴定结果
Table 1． The result of the specific phospholipid fatty acids identification

Library Sim index Entry name
ＲTSBA66. 21 0. 159 Ewingella-americana

0. 144 Pantoea-agglomerans-GC subgroup C (Enterobacter)
ＲCLIN66. 20 0. 523 Pseudomonas-fluorescens-biotype B

0. 410 Pseudomonas-putida-biotype A
MI7H103. 80

(No Match)

2. 3 16S rＲNA 序列与系统发育分析
结果表明该菌的 16S rＲNA 基因全长为 1440

bp，将其进行 BLAST 同源性分析，发现菌株 Y-11 与

托拉斯假单胞菌(Pseudomonas tolaasii)的相似性达
98%，在 NCBI 中查找与 Y-11 同源性高的菌株序
列，利用 MEGA 6. 0，以 Neighbor-Joining 方法绘制该
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菌的 16S rＲNA 基因系统发育树。由图 2 可知，该菌
与 Pseudomonas tolaasii 的系统发生地位最近，结合
菌株 Y-11 的形态学和特异性磷脂脂肪酸，可确定该

菌为托拉斯假单胞菌(Pseudomonas tolaasii)，在国际
基因库中的 Accession number 为 KP410741，该种菌
在低温高效脱氮方面还未见报道。

图 2． 菌株 Y-11 的系统发育进化树
Figure 2． Phylogenetic tree of the Y-11 strain． Numbers in parentheses represent the sequences in GenBank． The number at each branch points

is percentage supported by bootstrap (1000 re-samplings) ． Bar: 0. 1% sequence divergence．

2. 4 环境条件对 Y-11 菌株去除亚硝酸盐氮和总氮
的影响分析

根据 Y-11 菌株在反硝化培养基中的生长特点
绘制生长曲线，如图 3 所示。该菌株在反硝化培养
基中 48 h 内可达对数生长期，且平台期时间较长，
180 h 内未见其衰亡期。

图 3． 反硝化细菌 Y-11 菌株在反硝化培养基中的生

长曲线
Figure 3． The growth curve of Y-11 aerobic denitrifier in the

denitrification medium．

2. 5 不同温度对去除亚硝酸盐氮和总氮的影响
温度是影响微生物生长代谢的重要因素之一，

也是影响生物脱氮的关键因素，据报道，温度比其它
因素(pH、低溶解氧浓度、有毒化合物、高有机负荷
等)对生物脱氮影响更显著，温度过高或过低均能
导致亚硝酸盐氮还原失败［24 － 25］。本研究考察了 Y-
11 菌株在不同温度条件下去除亚硝酸盐氮和总氮
的能力，结果如图 4 所示，表明该菌在 5 － 40 ℃条件
下均能去除亚硝酸盐氮和总氮，在 10 － 35 ℃范围内
能高效地去除亚硝酸盐氮和总氮，但在 15 ℃对亚硝
酸盐 氮 和 总 氮 去 除 率 最 大，分 别 为 100% 和
60. 33%。
2. 6 不同转速对去除亚硝酸盐氮和总氮的影响

好氧反硝化细菌能以硝酸盐氮、亚硝酸盐氮以
及溶解氧作为电子受体进行反硝化作用，不同的氧
浓度可能对反硝化作用产生不同影响，从图 5 可以
看出该菌在不同溶解氧的条件下均能有效去除亚硝
酸盐氮和总氮，随着转速的增加，该菌对亚硝酸盐氮
和总氮的去除率增加，在 50 － 200 r /min 的溶解氧水
平下，对亚硝酸盐氮的去除率均达 100%，200 r /min

的溶 解 氧 水 平 下，对 总 氮 的 去 除 率 最 大，为
66. 53%，表明 Y-11 是一株嗜氧菌。
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图 4． 温度对菌株 Y-11 除氮的影响
Figure 4． Effects of temperature on nitrogen removal of strain

Y-11．

图 5． 转速对菌株 Y-11 去除亚硝酸盐氮的影响
Figure 5． Effects of shaking speed on nitrite nitrogen removal of

strain Y-11．

2. 7 不同初始 pH 对去除亚硝酸盐氮和总氮的影
响

环境中氢离子浓度超过微生物的适宜范围将
会引起微生物的原生质膜电位变化，从而影响微
生物生存和酶活性［26］，此外，反硝化作用是一个产
碱过程［27］，促使环境中氢氧根离子增加，进而影响
酶促反应，因此研究 pH 值对反硝化作用的影响十
分重要。菌株 Y-11 在不同 pH 条件下除氮能力如
图 6 所示，在 pH 为 5. 0 和 6. 0 时，对亚硝酸盐氮
和总氮的去除量少，培养基中亚硝酸盐氮含量基
本不变; pH 值为 7. 0 － 9. 0 时，该菌能 100% 地去
除亚硝酸盐氮，但 pH 为 7. 0 时对总氮去除率最
大，为 62. 13%，表明该菌对高 pH 具有一定的耐
受性。

图 6． pH 对菌株 Y-11 除氮的影响
Figure 6． Effects of pH on nitrogen removal of strain Y-11．

2. 8 不同接菌量对去除亚硝酸盐氮和总氮的影响
菌株生物量的大小是影响生物除氮的重要因

素，接种量不足达不到反硝化除氮的作用，接种量过
多会引起生物竞争营养物而致使部分细菌死亡，导
致环境总氮含量去除不明显，适量的接种对提高反
硝化除氮的能力具有重要意义。由图 7 可看到，随
着接种量的增大，该菌对亚硝酸盐氮和总氮的去除
率升高，当接种量为 1. 0 × 108 CFU 以上时，48 h 内
均能将亚硝酸盐氮 100% 去除，对总氮的去除率高
达 61. 75%以上，其接种量为 1. 5 × 108 CFU 时，对总
氮去除率最大，为 65. 20%，再增大接种量，对总氮
的去除率没有显著差异。

图 7． 接种量对菌株 Y-11 除氮的影响
Figure 7． Effects of inoculated quantity on nitrogen removal of

strain Y-11．

2. 9 不同碳源对去除亚硝酸盐氮和总氮的影响
碳源不仅是微生物除氮的能源，还作为脱氮过
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程中的电子供体，直接或间接地影响微生物的生长
速度和脱氮效率。图 8 表明该菌能够利用的碳源种
类较为广泛，除蔗糖外，该菌可利用余下四种碳源
100%地去除亚硝酸盐氮，但对总氮的去除率不尽相
同，以柠檬酸钠、丁二酸钠和乙酸钠为碳源时对总氮
去除率较高，可达 58. 68%以上，其中以乙酸钠为碳
源对总氮去除率最高，为 61. 28% ;该菌虽然能以葡
萄糖为碳源有效地去除亚硝酸盐氮，但对总氮的去
除不显著。

图 8． 碳源对菌株 Y-11 除氮的影响
Figure 8． Effects of carbon source on nitrogen removal of strain

Y-11．

2. 10 不同初始亚硝酸盐氮浓度对去除亚硝酸盐氮
和总氮影响

不同种类的细菌对亚硝酸盐氮浓度耐受程度具
有差异，亚硝酸盐氮浓度过低不能满足微生物生长
代谢所需要的氮源，过高可能会导致生物毒害作用，
二者对微生物生长代谢均会产生不利影响。初始亚
硝酸盐氮浓度影响如图 9 所示，表明起始亚硝酸盐
氮浓度为 10 mg /L 时，该菌对亚硝酸盐氮和总氮的
去除率最高，分别为 100%和 63. 10%，随着起始亚
硝酸盐氮浓度增加，该菌对亚硝酸盐氮和总氮的去
除率降低，但并未出现细菌大量死亡的现象，且对亚
硝酸盐氮和总氮均具有一定的去除率，表明该菌对
高浓度的亚硝酸盐氮具有一定的耐受性，如果延长
时间，也许同样能够较好地表现出生物脱氮能力。

3 讨论

环境条件不但会影响细菌的生长代谢，而且会

图 9． 亚硝酸盐氮对菌株 Y-11 除氮的影响
Figure 9． Effects of nitrite contents on nitrogen removal of strain

Y-11．

影响脱氮效率，适宜的环境条件和营养物质是促进
微生物生长代谢和提高生物脱氮的必要条件。通常
认为温度、pH 值、溶解氧、碳源等都会影响反硝化除
氮速率，但对不同种类的细菌生长以及脱氮速率的
影响程度不尽相同，本研究探讨了温度、溶解氧、pH
值等六大因素对 Y-11 菌株去除亚硝酸盐氮的影响，
能为该菌在实际应用中提供理论基础。

细菌在反硝化培养基中生长繁殖要经过四个时
期，即延滞期、对数生长期、稳定期和衰亡期，当细菌
处于对数期时其个体形态与生理特性都比较稳定，
且对环境适应能力强，因此为了保证本实验均在细
菌处于对数期进行，根据该菌在反硝化培养基中的
生长情况绘制生长曲线对研究生物脱氮具有必要
性。

随着对好氧反硝化细菌研究的不断深入，大量
假单胞菌属中具有好氧反硝化作用的细菌及其脱氮
效率相继报道，如 Guo 等［28］从富营养化的太湖中分
离出的好氧反硝化细菌 ( Pseudomonas stutzeristrain
T1)，在最优条件下，对太湖中铵态氮和硝酸盐氮的
去除率分别为 60%和 75% ;Wong 等［29］从温泉中分
离 到 一 株 好 氧 反 硝 化 细 菌 ( Pseudomonas
yangmingensis sp． nov． )，但其好氧反硝化能力还未
见报道;Guo 等［30］分离得到了一株异养硝化好氧反
硝化细菌，能同时去除多种无机氮，对硝酸盐氮、亚
硝酸盐氮和铵氮每小时去除速率分别为 87. 5、68. 3
和 8. 33 mg /L;Ji 等［31］从活性污泥中分离出的一株
好氧反硝化细菌(Pseudomonas stutzeri X31)，在 24 h
内对硝酸盐氮的去除率可达 93. 7%。假单胞菌属
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作为最常见的好氧反硝化细菌在不断被发现，本研
究分离获得的好氧反硝化细菌 Y-11，属于托拉斯假
单胞菌(Pseudomonas tolaasii)，迄今为止，还未见该
种菌能进行好氧反硝化作用除氮的相关报道。

温度是影响硝化作用和反硝化作用的重要因素

之一，Huang 等［32］对所分离获得的一株耐冷菌
(Acinetobacter sp． )Y16 研究显示，该菌株在其最优

温度 ( 20 ℃ ) 条件对铵氮的去除率为 ( 61. 40 ±

1. 01 )%。 Zheng 等［33］ 对 所 分 离 的 耐 冷 菌
(Psychrobacter sp． ) 研究表明，该菌在其最适温度
(20 ℃ ) 条 件 下，对 亚 硝 酸 盐 氮 的 去 除 率 为
63. 50%，对总氮的去除率只有 31. 89%。本研究所

分离的耐冷好氧反硝化细菌 Y-11 在 15 ℃条件下能

够以 100%和 60. 33% 的去除率高效地去除亚硝酸

盐氮和总氮，表现出了较高的耐冷反硝化能力。但

在野外应用方面还有待进一步研究。

溶解氧不仅作为反硝化过程的电子受体，还能

抑制反硝化相关还原酶基因的活性［34］，不同种类的

反硝化细菌对溶解氧的耐受程度具有差异，如于爱

茸等［35］对反硝化细菌的耐氧特性研究表明，菌株
W2 和 YJ06 在溶解氧小于 1 mg /L 时表现出显著的

反硝化能力，但当溶解氧大于 2 mg /L 时，YJ06 基本

丧失反硝化能力，而 W2 在溶解氧达到 4. 9 mg /L 的

条件下除氮率还可达 92%。本实验研究的 Y-11 菌

株在 200 r /min 转速对应的溶解氧水平下并未表现

出受抑制作用，其原因有待进一步探索。

碳源主要为反硝化过程提供能源和电子，能直

接或间接影响反硝化脱氮过程和脱氮产物，如傅利

剑等［36］的研究结果表明，相对柠檬酸钠而言，甘油

促进异养反硝化细菌 HP1(Pseudomonas alcaligenes)

产生 N2O，N2O 是一种导致臭氧层空洞的强烈温室

气体，对 环 境 温 室 效 应 潜 势 是 CO2 的 300 多

倍［35 － 38］，本实验研究了多种碳源对菌株 Y-11 脱氮

能力的影响，但未对其脱氮产物进行分析，为了在实

际应用过程中减轻反硝化脱氮产物对环境带来危

害，还应对是否会产生 N2O 做进一步探索。

4 结论

通过形态学观察、特异性磷脂脂肪酸检测和

16S rＲNA 基因测序分析，本实验室分离的反硝化菌
株 Y-11 为托拉斯假单胞菌(Pseudomonas tolaasii)。

菌株 Y-11 进行生物脱氮的最适温度为 15 ℃，

对亚硝酸盐氮和总氮的去除率分别为 100% 和
60. 33%，在 5 － 40 ℃温度范围内均能进行反硝化作

用，是一株耐冷亚硝酸盐型反硝化细菌;该菌对高溶
解氧、高 pH 值和高亚硝酸盐氮浓度具有一定的耐

受性，且具有丰富的碳源多样性，能利用柠檬酸钠、

丁二酸钠、乙酸钠等进行高效的生物脱氮作用。
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Identification and characterization of a hypothermia
nitrite bacterium Pseudomonas tolaasii Y-11

Tengxia He，Yi Xu，Zhenlun Li*

Chongqing Key Laboratory of Soil Multiscale Interfacial Process，College of Ｒesources and Environments，Southwest
University，Chongqing 400716，China

Abstract:［Objective］Denitrifying bacteria play an important role in the biological nitrogen removal process． However，
there are few studies about hypothermia nitrite denitrifying bacteria． We isolated a hypothermia and aerobic nitrite-
denitrifying bacterium ( named as Y-11) from the long-term flooded paddy soil． Aims of this paper were to clarify the
phylogeny and denitrifying characteristics of strain Y-11． ［Methods］ Morphological observation，specific phospholipid
fatty acid and 16S rＲNA analysis were employed to identify strain Y-11． Denitrification characteristics of strain Y-11，
such as temperature， shaking speed， initial pH and carbon source were investigated by using shaking culture in
Erlenmeyer flask． ［Ｒesults］ Strain Y-11 with high removal efficiency of nitrite and total nitrogen was identified as
Pseudomonas tolaasii． The optimum conditions of Y-11effectively removing nitrite nitrogen and total nitrogen were: initial
pH7. 0; 15 ℃ ; shaking speed 200 r /min; inoculum size 1. 5 × 108 CFU per 100 mL medium; sodium acetate as carbon
source; and nitrite nitrogen 10 mg /L． Strain Y-11 can remove nitrite nitrogen and total nitrogen up to 100% and 61. 28%
within 48 h． ［Conclusion］ Strain Y-11 was identified as Pseudomonas tolaasii with its potential nitrite polluted water
treatment during early winter and late spring．
Keywords: nitrite denitrifying bacterium，hypothermia，isolation and identification，Pseudomonas tolaasii
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