
微生物学通报 FEB 20, 2012, 39(2): 162−171 
Microbiology China © 2012 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：国家虾现代产业技术体系(No. nycytx-46); 江苏省水产三项工程基金(No. PJ2010-23); 江苏省科技支撑

计划(No. BE2009339); 连云港市科技计划项目(No. CN0829, CG1137) 
*通讯作者： : chengong66@126.com 
△共同第一作者 
收稿日期：2011-08-11; 接受日期：2011-11-30 

研究报告 

反硝化除磷菌筛选及其特性研究 
安健 1△  伏光辉 1△  阮记明 2  陈百尧 1*  龚琪本 1  唐兴本 1  杨先乐 3 

(1. 江苏省连云港市海洋与水产科学研究所  江苏 连云港  222044) 

(2. 江西农业大学 动物科学技术学院  江西 南昌  330045) 

(3. 上海海洋大学 水产与生命学院 国家水生动物病原库  上海  201306) 

 
 

摘  要: 【目的】研究反硝化除磷菌特性。【方法】通过微生物筛选和生物学特性研究

方法, 从对虾养殖池塘中筛选出多株可在有氧条件下同时具有反硝化除磷功能的菌种。

【结果】菌株 LY-1 可在 18 h 内将初始量为 10 mg/L 的亚硝酸盐氮降低至 0.04 mg/L, 
PO4

3−-P 降低至 0.05 mg/L。在 DO 浓度为 5.0−5.9 mg/L 时, 该菌反硝化除磷率近 100%。

试验选取具有反硝化除磷功能的枯草芽孢杆菌为阳性对照菌 , 大肠杆菌为阴性对照菌 , 
比较研究了菌株 LY-1 在不同 pH、温度、盐度、PO4

3−-P 浓度、亚硝酸盐浓度时反硝化除

磷的强弱, 在 pH 为 5−9 范围时, 该菌亚硝酸盐氮去除率近 99%, PO4
3−-P 去除率 86%; 温

度为 30 °C 时, 该菌反硝化除磷率近 100%; 盐度为 5‰−15‰、PO4
3−-P 浓度为 10 mg/L、

亚硝酸盐氮浓度为 20 mg/L 时, 该菌亚硝酸盐氮和 PO4
3−-P 去除率均可达 99%。【结论】

菌株 LY-1 反硝化除磷性能显著高于对照菌(P<0.05)。通过菌株 LY-1 形态学观察、生理生

化及 16S rRNA 基因序列分析, 初步鉴定为蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)。 
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Abstract: [Objective] In order to study on the characteristics of denitrifying and phosphorus 
removal bacteria. [Methods] Many strains with denitrification and phosphorus removal char-
acteristics under aerobic condition were isolated by screening of microorganism and methods 
of biological characteristics from the water and sediment samples of shrimp culture ponds. 
[Results] Among them strain LY-1 could remove nitrite nitrogen from 10 mg/L to 0.04 mg/L, 
and the PO4

3−-P from 10 mg/L to 0.05 mg/L in 18 h, respectively; and approximately to 100% 
of denitrifying and phosphorus removal rate were reached at the DO concentration of 5.0−5.9 
mg/L. Furthermore, in comparison with a denitrifying and phosphorus removal bacterium, Ba-
cillus subtilis selected as the positive control and Escherichia coli as the negative control, 
strain LY-1 was tested under different pH, temperature, salty, PO4

3−-P and nitrite concentra-
tion, its denitrifying removal rate was reached approximately 99%, and phosphorus removal 
rate reached 86% at the pH of 5−9; the denitrifying and phosphorus removal rate of strain 
YX-6 reached proximately 100% at 30 °C; The rate almost reached 99% when salty ranged 
between 5 and 15, phosphorus concentration was 10 mg/L and nitrite nitrogen concentration 
was 20 mg/L. [Conclusion] The results showed that the denitrifying and phosphorus removal 
of LY-1 was significantly higher than that of the two controls (P<0.05). According to the mor-
phological, physiological and biochemical properties, and the analysis of its 16S rRNA gene 
sequence, strain LY-1 was identified as Bacillus cereus primarily. 

Keywords: Denitrification and phosphorus removal, Bacillus cereus, Nitrite, Phosphorus 

反硝化除磷菌是一类以硝酸盐氮为电子受体, 

同时具有缺氧条件下反硝化脱氮和有氧条件下过

量除磷功能的菌种, 该类菌自发现以来备受各国

学者关注, 成为污水处理领域的研究热点之一[1−4]。

随着好氧反硝化细菌的发现与应用, 证实该类菌

可在有氧条件下完成反硝化, 从而拓宽了传统厌

氧反硝化现象的认识。此类现象也使好氧条件下

同时完成反硝化和除磷两种功能成为可能, 有效

解决原有反硝化除磷技术不同步的矛盾[5−8]。 

水产养殖中, 氧气的充足供给和水质条件的

好坏是养殖成败的重要因素。过量的亚硝酸盐氮

对水生动物具有相当的毒害作用, 并有可能进一

步诱发细菌病、病毒病等病害, 给水产养殖业造

成巨大的经济损失[9]。磷积累常促使铜绿微囊藻

等有害藻类过度繁殖, 破坏养殖水质, 引起池塘

水体富营养化[10]。因此, 养殖水体中亚硝酸盐氮

和可溶性磷的有效去除是水产业亟需解决的关

键问题之一, 传统反硝化除磷技术显然已无法满

足当前水产高密度、集约化养殖的需要, 而好氧

条件下反硝化除磷菌的筛选与应用恰恰为解决

该问题提供了思路和出路。 

本实验针对水产养殖亚硝酸盐氮和可溶性磷

的有效去除, 拟对好氧条件下同时具有反硝化除

磷性能的菌种进行筛选, 并对其反硝化除磷特性

展开研究, 为该类菌种在水产养殖领域的应用提

供理论基础和技术支持。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品: 试验所用样品采集于高密度对虾养

殖池水与池塘底泥。 
1.1.2  对照菌种: 阳性对照菌选用有降氮除磷功

能的枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) BYK00318- 
01-01、阴性对照菌选用大肠杆菌 (Escherichia 
coli) BYE00145-01-01 (国家水生动物病原库

提供)。  
1.1.3  培养基: LB 培养基[7], BTB 培养基[11], 限 P
和 P 过量的葡萄糖-MOPS 固体培养基[12]。反硝化

除磷培养基: 琥珀酸钠 0.472%, NaNO2 0.005%, 
KH2PO4 0.009%, MgSO4·7H2O 0.100%, pH 7.2; 
所有培养基 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.2  方法 
1.2.1  反硝化聚磷菌初筛及复筛: 将采集水样与

泥样先在 LB 液体培养基中培养 18−24 h, 取少许

培养液于 LB 固体平板中稀释涂布, 选取生长良

好、单个菌落反复划线分离, 进行纯培养。将分

离出的纯菌种分别点接在 BTB 显色平板、限 P
和 P 过量固体平板中, 30 °C 培养 1−2 d, 挑选出能

够在以上 3 种平板中均呈蓝斑的菌种为目地初筛

菌种。将初筛菌种活化后按 1% (V/V)接入 100 mL
反硝化除磷培养基中, 30 °C、200 r/min, 摇瓶培

养 24 h, 测定溶液中亚硝酸盐氮及 PO4
3−-P 含量, 

每次测定设 3 个重复, 以下测定均做相同处理。 
1.2.2  细菌反硝化除磷特性测定: 依据文献[8]
进行试验前处理, 对该菌生长、溶解氧浓度与菌

体反硝化除磷性能进行测定。同时试验以枯草芽

孢杆菌、大肠杆菌作为阳性、阴性对照菌, 比较

研究该试验菌株在不同 pH、温度、盐度、磷及

亚硝酸盐浓度下细菌的反硝化除磷特性。 

1.3  菌种鉴定 
依据文献[7]采用 API 50CH 鉴定系统进行菌

种生理生化鉴定, 16S rRNA 序列分析及系统发育

分析。 

1.4  分析方法 
亚硝酸盐氮测定: 采用 N-1-萘-乙二胺比色

法。OD600: 紫外分光光度法。溶解氧测定: 碘量

法(GB 7489-87)。总 P 测定: 钼酸铵分光光度法

(GB/T 11893-1989)。多聚磷酸盐颗粒染色: 吕氏

美兰染色法。 

1.5  试验结果的统计分析 
试验结果用平均数±标准方差(x±s, n=3)表示, 

运用软件“SPSS.11.0”, 经 One-Way ANOVA 分析, 

采用 Duncan’s 多重检验分析试验结果平均数的差

异显著性, 设差异水平α =0.05 (P<0.05 为差异显著)。 

2  结果与分析 

2.1  反硝化除磷菌筛选 
对采集水样与泥样进行菌种分离 , 初步筛

选出 58 株细菌, 将这些细菌通过 BTB 显色平

板、限 P 和 P 过量固体平板进行菌种初筛, 从中

筛选出 12 株细菌均能够在上述 3 种平板中显蓝

斑, 并采用吕氏美兰染色法对这 12 株细菌进行

染色, 发现该 12 株菌均含有多聚磷酸盐颗粒

(poly-P)。同时对该 12 株细菌反硝化除磷性能进

行比较研究, 最终筛选出一株能够在有氧条件

下高效去除亚硝酸盐氮及 PO4
3−-P 的菌株, 该菌

对亚硝酸盐氮的去除率可达 99%, 对 PO4
3−-P 的 

 

 

图 1  细菌 LY-1 革兰氏染色 
Fig. 1  Gram staining of strain LY-1 
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去除率可达 99%。对该菌形态及染色观察后发现

该菌为革兰氏阳性菌, 产芽孢(图 1)。经生理生化

及 16S rRNA 基因序列分析, 该菌与蜡样芽孢杆

菌的亲缘关系最近, 同源性达 99%, 初步鉴定该

菌 为 蜡 样 芽 孢 杆 菌 (Bacillus cereus, 登 录 号 

JN848828, 数据另有文章报道), 试验中以菌株

LY-1 命名, 该菌种保藏于连云港市海洋与水产科

学研究所。 

2.2  细菌生长与反硝化除磷性能 
如图 2 所示, 随着细菌的生长, 4 h 以后细菌

LY-1 得以迅速增值, 进入对数生长期。同时, 菌

株 LY-1 能够在 18 h 内将初始量为 10 mg/L 的亚

硝 酸 盐 氮 降 低 至 0.04 mg/L, 去 除 率 为 99%, 

PO4
3−-P 降低至 0.05 mg/L, 去除率为 99%。 

2.3  溶解氧浓度与菌体反硝化除磷性能 
如图 3 所示, 随着摇床转速的增大, 反硝化

除磷培养基中的溶解氧浓度不断增高。菌株 LY-1

对亚硝酸盐氮及 PO4
3−-P 的去除率也随着溶解氧

的增高而增大, 当溶解氧超过 5.9 mg/L 时, 该菌

亚硝酸盐氮及 PO4
3−-P 去除率逐渐降低。 

2.4  不同 pH 条件下细菌反硝化除磷性能 
如图 4 所示, 菌株 LY-1和枯草芽孢杆菌在 pH

为 7 时, 反硝化除磷率最高, 两株细菌亚硝酸盐

氮去除率近 100%, 总 P 去除率近 99%。其中, 菌

株 LY-1 在 pH 为 5−9 的范围内, 亚硝酸盐氮去除

率始终保持近 99%, PO4
3−-P 去除率 86%以上。在

pH 为 3 时, 菌株 LY-1 反硝化除磷活性也相对较

高, 其亚硝酸盐氮去除率可达 78%, PO4
3−-P 去除

率可达 45%。阴性对照大肠杆菌在整个 pH 范围

内, 其反硝化除磷率始终较低。 

2.5  不同温度条件下细菌反硝化除磷性能 
如图 5 所示, 随着温度的升高, 菌株 LY-1 和

枯草芽孢杆菌的反硝化除磷效率也逐渐增大。温

度为 30 °C 时, 菌株 LY-1 的反硝化除磷效率达到

最大, 其亚硝酸盐氮去除率可近 100%, 总 P 去除

率近 100%。在 40 °C 高温环境下, 菌株 LY-1 的

反硝化除磷效率也较枯草芽孢杆菌的反硝化除

磷 效 率 高 , 其 亚 硝 酸 盐 氮 去 除 率 可 达 90%, 

PO4
3−-P 去除率可达 85%。大肠杆菌反硝化除磷

率在整个温度范围内始终较低。 
 

 

图 2  细菌 LY-1 生长与亚硝酸酸盐氮、P 的去除 
Fig. 2  Dynamics of strain LY-1 growth and removal of nitrite and phosphorus 
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图 3  溶解氧浓度与亚硝酸酸盐氮、P 的去除 

Fig. 3  Concentration of dissolved oxygen and removal of nitrite and phosphorus 
 

 
图 4  不同 pH 条件下细菌反硝化除磷的去除 

Fig. 4  Removal of denitrifying phosphorus under different pH 
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图 5  不同温度条件下细菌反硝化除磷的去除 

Fig. 5  Removal of denitrifying phosphorus under different temperature 

 
2.6 不同盐度条件下细菌反硝化除磷性能 

如图 6 所示, 菌株 LY-1 和枯草芽孢杆菌在盐

度为 5‰−15‰范围内, 其亚硝酸盐氮和 PO4
3−-P

始终保持近 99%的去除率。随着盐度的增高, 其

反硝化除磷率也逐渐降低, 其中菌株 LY-1 在高盐

条件下的亚硝酸盐氮和 PO4
3−-P 去除率相对较高, 

在盐度 30‰的环境下, 其亚硝酸盐氮去除率仍可

达 30%, PO4
3−-P 去除率可达 35%。 

2.7  不同 PO4
3−-P 浓度对细菌反硝化除磷性能 

如图 7 所示, 在初始浓度 10、20、30、40、

50、60 mg/L 浓度的 PO4
3−-P 反硝化除磷培养基中

PO4
3−-P 浓度在 10 mg/L 时, 菌株 LY-1 亚硝酸盐

氮和 PO4
3−-P 去除率均可达 99%, 枯草芽孢杆菌

亚硝酸盐氮和 PO4
3−-P 去除率也相对较高。随着

PO4
3−-P 浓度的不断增大, 菌株 LY-1 反硝化除磷

率逐渐降低, 在 PO4
3−-P 浓度为 60 mg/L 的高 P

环境下, 菌株 LY-1 仍有近 20%的亚硝酸盐氮去除

率和 PO4
3−-P 去除率, 而大肠杆菌在高 PO4

3−-P 环

境下其亚硝酸盐氮和 PO4
3−-P 去除率几乎为 0。 

2.8  不同亚硝酸盐浓度对细菌反硝化除磷性能 
如图 8 所示, 亚硝酸盐氮浓度为 20 mg/L 时, 

菌 株 LY-1 和 枯 草 芽 孢 杆 菌 的 亚 硝 酸 盐 氮 和

PO4
3−-P 去除率均相对较高, 其中菌株 LY-1 亚硝

酸盐氮和 PO4
3−-P 去除率均可达 99%。随着亚硝

酸盐氮浓度的不断增大, 菌株 LY-1 和枯草芽孢杆

菌反硝化除磷率也逐渐降低, 而大肠杆菌在高

浓度亚硝酸盐氮环境下, 其反硝化除磷效率几乎

为零。 

3  讨论 

反硝化除磷菌在自然界广泛存在, 现已分离

出多个种属的反硝化除磷菌。当前该类菌种的研

究与应用主要集中在污水处理领域, 而在水产养

殖水质调控方面的研究鲜见报道。试验采用在好

氧条件下对同时具有反硝化除磷性能的菌种进

行筛选, 改进了原有该类菌种先厌氧、后好氧分 
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图 6  不同盐度条件下细菌反硝化除磷的去除 
Fig. 6  Removal of denitrifying phosphorus under different salinity 

 
 

 

图 7  不同 PO4
3−-P 浓度条件下细菌反硝化除磷的去除 

Fig. 7  Removal of denitrifying phosphorus under different PO4
3−-P 
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图 8  不同亚硝酸盐氮浓度条件下细菌反硝化除磷的去除 

Fig. 8  Removal of denitrifying phosphorus under different nitrite 
 
离的方法, 极大地缩短了菌种分离周期。在该

试验条件下, 通过反硝化除磷菌种的初筛及复

筛, 最终筛选出一株可在好氧条件下具有较高

反硝化除磷性能的菌种, 暂命名为 LY-1, 该菌能

在 18 h 内将初始量为 10 mg/L 的亚硝酸盐氮降低

至 0.04 mg/L, 去除率 99%; PO4
3−-P 含量降低至

0.05 mg/L, 去除率 99%。实践证明该方法是一种

简便、高效、实用的反硝化除磷菌筛选方法, 同

时也为其它领域相关细菌的筛选提供了一种很

好的筛选思路。 
不同反硝化除磷菌对 DO 的耐受机制也不尽

相同。方茜等[13]考察了 SBR 系统内 DO 浓度对反

硝化除磷的影响, 发现在有氧条件下, 更有利于

反硝化除磷效率的发挥。张超等[14]对 A/O/A/O 废

水处理系统中, DO 浓度对反硝化除磷性能影响

进行测定, 认为当 ρ(DO)为 2.5 mg/L 时, 该体系

内反硝化除磷率最高。该试验研究表明, 随着 DO

浓度的增高, 菌株 LY-1 的反硝化除磷活性也会不

断增大, 当ρ(DO)为 5.0−5.9 mg/L 时, 该菌反硝化

除磷效率近 100%, 可见溶解氧浓度对反硝化除

磷菌活性至关重要 , 同时 , 该反硝化除磷菌耐

DO 机制也与传统反硝化除磷菌厌氧反硝化、好

氧除磷耐 DO 机制不同, 需进一步研究。 

pH 对细菌反硝化除磷性能的发挥有较大影

响, pH 过高过低均会抑制反硝化除磷菌相关酶系

的活性。张超等[15]在 pH 为 6.4−7.6 范围内对聚磷

盐酸激酶活性与除磷性能关系进行测定, 发现随

着 pH 的不断升高, 聚磷盐酸激酶活性与除磷效

率正相关。Timmermans 等[16]研究表明细菌反硝

化还原酶活性与氮素去除率极其相关, 当环境

pH 偏离最适范围时, 细菌反硝化活性就会相应

降低。该研究表明, 菌株 LY-1 酸碱度适应范围

较广, 在 pH 为 5−9 时, 菌株 LY-1 反硝化除磷率

均显著高于对照菌, 此研究结果也远比文献中

曾报道过的反硝化除磷菌 pH 适应范围要广[3−4], 

这可能是由于该菌反硝化除磷酶系对 pH 耐受性
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较强等原因引起。 

温度是影响细菌反硝化除磷的重要因素之一, 

张小玲[17]、马放等[18]认为温度在 25 °C−35 °C 范围

内, 最适于细菌反硝化除磷性能的发挥。该实验结

果也与其研究结果相似, 实验表明, 该菌在温度

为 25 °C−40 °C 范围内, 均适于反硝化除磷性能的

发挥, 此外, 该菌可耐受 40 °C 高温, 其亚硝酸盐

氮去除率可达 90%, PO4
3−-P 去除率可达 85%, 可

见该菌反硝化除磷酶系对温度有较高耐受性, 这

可能也与该菌菌种特性有关, 需进一步研究。 

盐度对菌体反硝化除磷活性也有较大影响, 

而有关该方面的研究鲜见报道。李玲玲等[19]认为, 

盐度对细菌反硝化除磷性能有重要影响。安健等[7]

研究盐度对凝结芽孢杆菌反硝化活性时发现, 高

盐度对菌体反硝化性能有抑制作用。该试验研究

表明, 在盐度为 5‰−15‰的高盐环境下, 菌株

LY-1 均可保持近 99%反硝化除磷活性, 随着盐度

的继续增大, 盐度逐渐成为抑制菌体反硝化除磷

活性的重要因素。该实验研究结果也与上述研究

结果相近, 由此可见, 水体环境中盐度也是影响

细菌反硝化除磷性能的重要因素之一。 
3
4PO - P− 浓度对细菌反硝化除磷效率影响研

究国内鲜有报道。该实验表明, 3
4PO - P− 浓度在

10−20 mg/L 范围内, 该菌可保持近 90%以上的反

硝化除磷率, 高浓度 3
4PO - P− 会抑制细菌反硝化

除磷活性, 可能是由于高浓度的 3
4PO - P− 会影响

反 硝 化 除 磷 相 关 酶 系 的 活 性 , 可 见 细 菌 对
3
4PO - P− 浓度具有一定的耐受性。 

多数研究者认为亚硝酸盐氮对菌体有毒性作

用, 不适于作为电子受体进行反硝化除磷[20−21]。

也有学者认为, 低浓度的亚硝酸盐氮有利于缩

短脱氮除磷周期, 加快反硝化除磷效率[22−23]。

该实验研究表明, 菌株 LY-1 能够在亚硝酸盐氮

20 mg/L 范围内, 反硝化除磷率保持较高水平, 

当亚硝酸盐氮超过这一数值时, 细菌反硝化除磷

率也随之降低。可见, 亚硝酸盐氮是可以作为电

子受体参与生物反硝化除磷反应的, 但因菌种不

同其对亚硝酸盐氮的耐受性也不尽相同, 需进一

步探讨研究。 
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稿件书写规范 

论文中阿拉伯数字的使用 

凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻

必须使用阿拉伯数字, 年份必须用全称。对科技期刊来说, 凡处在计量单位和计数单位前面的数字, 包

括 9 以下的各位数字, 除个别特例外, 均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的

一位数可以用汉字, 例如: 一本教材、两种商品等。 
 


