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摘  要：【背景】石化工业废水具有高盐含氮的特点，高盐度会对微生物代谢造成抑制，导致普通

反硝化微生物难以在高盐环境下有效脱氮。【目的】筛选在高盐条件下仍能保持反硝化能力的菌株

并研究其特性。【方法】富集筛选出一株耐盐反硝化细菌，对其进行生理生化特性和 16S rRNA 基

因序列鉴定，对其生长条件进行优化并测定该菌株反硝化能力，对菌株在高盐环境下的产物进行

定性定量分析。【结果】经鉴定菌株 YA16-1 为表皮短杆菌(Brevibacterium epidermidis)，可对硝态

氮进行反硝化作用，在盐度为 3%、初始氮浓度为 55 mg/L 的条件下，18 h 的硝态氮转化率达到 97%；

初始硝态氮浓度为 250 mg/L 时，24 h 内硝态氮转化率达到 100%。该菌株的最适生长条件为：2% 
NaCl，碳源为玉米芯粉，氮源为酵母粉，pH 值为 6.0，培养温度为 30 ℃。菌株在盐度为 2%−15%
的培养基内生长良好。在 15%盐度下，菌株通过产四氢嘧啶维持渗透压，产量为 0.89 mg/mL。【结

论】菌株 YA16-1 具有良好的耐盐能力和反硝化能力，在高盐废水处理、保护生态环境和四氢嘧啶

的制备具有潜在的应用价值。 

关键词：反硝化细菌；耐盐菌；高盐含氮废水；四氢嘧啶  
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Abstract: [Background] Petrochemical wastewater contains nitrogen and has high salt content, 
which inhibits microbial metabolism and makes it difficult for common denitrifying 
microorganisms to effectively remove nitrogen. [Objective] To screen out and characterize the 
strains capable of efficiently removing nitrogen under high salt conditions. [Methods] A strain 
of salt-tolerant denitrifying bacterium was screened out and identified based on the 
physiological and biochemical properties and 16S rRNA gene sequence. The growth conditions 
of the strain were optimized and the denitrification capacity was measured. The products of the 
strain under high salt conditions were analyzed qualitatively and quantitatively. [Results] The 
strain YA16-1 was identified as Brevibacterium epidermidis and had the ability of denitrifying 
nitrate-nitrogen. It showed the nitrate-nitrogen removal rates of 97% in 18 h at 3% salinity and 
55 mg/L initial nitrogen and 100% in 24 h at 250 mg/L initial nitrate-nitrogen. The optimum 
growth conditions for this strain were 2% NaCl, corn cob meal as the carbon source, yeast 
powder as the nitrogen source, pH 6.0, and 30 ℃. The strain grew well in media with salinity 
ranging from 2% to 15%. At 15% salinity, the strain maintained osmotic equilibrium by 
producing ectoine with the maximum titer of 0.89 mg/mL. [Conclusion] YA16-1 has good salt 
tolerance and denitrifying ability, demonstrating the potential of being applied in the treatment 
of high-salt wastewater and the production of ectoine. 
Keywords: denitrifying bacterium; salt-tolerant bacterium; high-salt nitrogen-containing 
wastewater; ectoine 
 

高含氮废水是指含有大量硝态氮(NO3
−-N)、

氨态氮(NH4
+-N)和亚硝态氮(NO2

−-N)等各类含

氮化合物的废水，其中硝态氮是高氮废水的主

要污染物 [1]。硝态氮是总氮的重要组分，可由

有机氮和氨态氮转化而来，以硝酸盐为原料的

工业排放废水中含有硝态氮[2]。据 2020 年我国

生态环境部调查数据显示，每年我国仅硝态氮

废水的排放量已达百万 t[3]，特别是制造氮肥和

电子元件方面排放 NO2
−的污水硝态氮浓度高

达 1 500 mg/L，人们长期饮用硝态氮含量超过

10 mg/L 的水会引起高铁血红蛋白症，当血液中

高铁血红蛋白含量达到 70 mg/L 即可引发窒息。

高氮污水的排放将会造成严重的生态灾害，甚

至威胁到居民的身体健康[4]。 
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目前处理含氮废水的方法主要有物理化学

法和生物法。物理化学法常见的方法有电渗

析、离子交换、反渗透、化学还原和光催化氧

化等[5-6]。生物法去除硝态氮就是利用异养微生

物反硝化细菌的协调作用将废水中的 NO3
−转

化为 NxO 和 N2气体[7-8]。生物法因其低成本、无

副作用及脱氮彻底等特点被普遍用作处理含氮

废水[9-10]。姚晓丽等 [11]将一种反硝化细菌菌液

投入到湖北一景观湖中，4 个月后湖水总氮含

量降低了 36%左右，水质得到明显改善。处理

水产养殖废水的传统方法是利用藻类的吸收作

用，但对氮的去除效果很差。Kern 等 [12]将反

硝化细菌投入鱼虾养殖废水中，结果发现废水

中硝态氮、亚硝态氮几乎全部去除。王凤等[13]

将异养反硝化细菌投入到模拟地下水的微生物

滤池中，结果发现在 20 ℃时，该系统对硝态

氮的降解率达到 90%左右，显示出大规模处理

污水的能力。 
通常工业废水伴随着高盐的问题，高渗环

境会抑制微生物代谢，导致普通反硝化微生物

难以在高盐环境下有效脱氮[14]，影响其反硝化

效果。目前，对具有耐盐性反硝化细菌的报道较

少。耐盐反硝化细菌为了平衡细胞内外渗透压，

会在胞内产生一定浓度相容性溶质。四氢嘧啶

(ectoine)又称 1,4,5,6-四氢-2-甲基-嘧啶羧酸，

是一种环状氨基酸衍生物[15]，可帮助微生物抵御

环境胁迫如紫外辐射、高渗透压等[16]。四氢嘧啶

在医学、化妆品和生物保护等领域具有广泛用

途，如可用于制作个人防护装备来增强抗菌抗

病毒性能[17]，添加在化妆品中可以延缓肌肤老

化美白等[18]，在癌症方面可以添加在化疗保护

剂中[19]，还可以用作药剂预防帕金森氏病等[20]。 
本研究从连云港海边土壤中筛选一株耐高

盐反硝化细菌，并且探究其耐盐能力、脱氮效

果、产四氢嘧啶能力及最适培养条件，以期为

生物法处理高盐、高硝态氮废水提供菌株，为

含盐污水的处理提供试验依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

样品采自连云港在海一方公园海岸土壤

(34°45′31.98″N, 119°22′12.86″E)。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

酵母粉、蛋白胨、NaCl、KNO3、CH3COOH、

CH3COONa、乙醇、K2HPO4·3H2O、MgSO4、

FeSO4、甲胺、戊二醛、可溶性淀粉、(NH4)2SO4、

NaNO3、浓氨水，阿拉丁试剂 (上海 )有限公

司。乙腈和甲醇为色谱纯，阿拉丁试剂(上海)
有限公司。 

DNA 提取试剂盒和细菌微量生化反应管，

生工生物工程(上海)股份有限公司；硝态氮检测

试剂盒和亚硝态氮检测试剂盒，北京连华科技

有限公司。 
Agilent 1200 型高效液相色谱仪，Agilent

公司；酶标仪，Thermo 公司；多参数水质分

析仪，北京连华科技有限公司；Quanta 450 
FEG 带能谱仪场发射扫描电镜，Thermo 公司。 
1.1.3  培养基 

筛选培养基(g/L)：甘油 0.25，葡萄糖 0.25，
甲醇 0.50，甲胺 0.20，苯酚 0.10，苯胺 0.050，
CH3COONa 0.25，Na3C6H5O7·2H2O 0.25，酵母粉

0.10，蛋白胨 0.20，牛肉膏 0.20，K2HPO4·3H2O 
0.35，KH2PO4 0.10， (NH4)2SO4 0.25，NH4Cl 
0.25，尿素 0.25，NaNO3 0.25，MgSO4 0.10，
CaCl2 0.10，NaCl 45.25，琼脂(固体培养基添

加) 20.00。 
反硝化脱氮培养基(g/L)：KNO3 0.40，乙酸钠

1.28，NaCl 30.00，K2HPO4 1.00，MgSO4·7H2O 
0.30，FeSO4·7H2O 0.03，pH 7.0。 
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四氢嘧啶诱导培养基(g/L)：葡萄糖 10.00，
酵母粉 3.00，NaCl 150.00 (菌株可以生长的最

高盐浓度)，MgSO4 2.00，K2HPO4·3H2O 0.55，
FeSO4·7H2O 0.005 0，Na3C6H5O7·2H2O 3.00，
CaCl2 0.20。 

LB 培养基(g/L)：酵母粉 5.0，蛋白胨 10.0，
氯化钠 30.0。 

明胶培养基(g/L)：蛋白胨 5.0，葡萄糖 20.0，
明胶 200.0，pH 7.4。 

1.2  菌株的分离与筛选 
配制 NaCl 浓度为 5%的 LB 液体培养基，

并加入甘油 250 mg/L、葡萄糖 250 mg/L、甲醇

50 mg/L，在 30 ℃、160 r/min 条件下对土壤样

品富集培养 24 h，培养液明显浑浊，镜检菌群

种类丰富多样，将培养液以 10 倍倍比进行梯

度稀释，取 10 μL 稀释液均匀涂布在固体筛选

培养基上，35 ℃培养直至长出菌落。将单菌

落进一步分离纯化，选取反硝化能力最好的菌

株编号为 YA16-1。 

1.3  菌株鉴定 
1.3.1  菌株的形态特征观察 

菌株 YA16-1 种子液以 1%的接种量接至 LB
液体培养基中，30 ℃、160 r/min 培养 20 h 后，

取适量菌液进行革兰氏染色，用光学显微镜观

察菌体形态。取 30 ℃、160 r/min 培养 20 h 的

菌液 2 mL，5 000 r/min 离心 10 min，弃上清。

菌体用蒸馏水清洗 3 次，用磷酸缓冲液清洗  
1 次，15 000 r/min 离心 5 min 弃上清。将沉淀

物加适量纯水制成悬浮液，干燥后，滴加 0.1%
戊二醛溶液固定 1 h，滴加 0.5%戊二醛溶液置

换固定 2 h，最后滴加 2.5%戊二醛溶液 4 ℃固

定 12 h[21]，对样品进行扫描电子显微镜观察。 
1.3.2  菌株生理生化特性 

取 35 μL 菌液接种到 13 种细菌微量生化反

应管 [乳糖、甘露糖、葡萄糖、麦芽糖、蔗

糖、阿拉伯糖、硝酸盐(还原)、尿素、H2S、

蕈糖、七叶苷、木糖、果糖]以及明胶培养基

中，然后将反应管及培养基排列整齐，于

35 ℃培养箱中培养 18−24 h，观察并记录结果，

明胶培养基培养 48−72 h 观察结果。 
1.3.3  菌株的 16S rRNA 基因序列分析 

用 DNA 提取试剂盒提取菌株 YA16-1 的

DNA，扩增引物为 16S rRNA 基因通用引物 27F 
(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和1492R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGCTT-3′)。PCR 反应

体系(50 μL)：PCR Mix (2×) 25 μL，上、下游引

物(10 μmol/L)各 1 μL，模板(204 ng/μL) 4 μL，

无菌水 19 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 
1 min，55 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，30 个循环；

72 ℃ 10 min。PCR 产物送生工生物工程(上海)
股份有限公司测序。将测序得到的序列提交

GenBank 进行 BLAST 比对，选取相似性最高的

19 株菌，使用 MEGA 7.0 软件以 neighbor-joining
法采用 bootstrap analysis 构建系统发育树。 

1.4  菌株耐盐范围测定及反硝化能力测定 
1.4.1  菌株耐盐范围的初步探究 

种子液以 10%的接种量接种于不同盐度梯

度(3%、5%、10%和 15%)的 LB 液体培养基中，

30 ℃、160 r/min 培养，每 4 h 取适量菌液测定

其 OD600 值。 
1.4.2  菌株反硝化能力测定 

种子液以 20%的接种量接种于反硝化脱氮

培养基中(初始硝态氮浓度为 55 mg/L，C/N 为

20/1)，30 ℃、120 r/min 培养 48 h。定时取样测

定硝态氮和亚硝态氮浓度。 
1.4.3  氮源浓度对菌株反硝化能力的影响 

种子液以 20%的接种量接种于不同浓度硝

态氮的反硝化脱氮培养基中(初始硝态氮浓度

设置为 100、150、200 和 250 mg/L)，同时增加培

养基中乙酸钠的量，保证培养基中 C/N 为 20/1，
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30 ℃、120 r/min 培养 48 h。定时测定硝态氮和

亚硝态氮浓度。 

1.5  菌株培养条件研究 
1.5.1  温度、pH 及盐度对菌株生长的影响 

1) 温度对菌株生长的影响 
种子液以 10%的接种量接种于 LB 液体培

养基中。在不同温度(20、25、30、35、40 和 45 ℃)
下，160 r/min 培养 24 h 检测菌液 OD600 值。 

2) pH 对菌株生长的影响 
种子液以 10%的接种量接种于不同 pH 值

的 LB 液体培养基中。在最适温度下，160 r/min
培养 24 h 检测菌液 OD600 值(pH 梯度：乙酸-乙
酸钠缓冲液：4.0、4.5、5.0、5.5 和 6.0；MES
缓冲液：5.0、5.5 和 6.0；PIPES 缓冲液：6.5、
7.0；HEPES 缓冲液：7.5、8.0；NaOH：9.0、
10.0 和 11.0)。 

3) 盐度对菌株生长的影响 
种子液以 10%的接种量接种于不同盐度

(0%、2%、4%、6%、8%、10%、12%、14%、

16%、18%和 20%)的 LB 液体培养基中，pH 为

最适 pH，在最适温度下，160 r/min 培养 24 h
检测菌液 OD600 值。 
1.5.2  碳、氮源对菌株生长的影响 

选择 15 种碳源(乙酸钠、葡萄糖、蔗糖、

淀粉、麸皮、甘油、玉米淀粉、麦芽糊精、红

糖、甲醇、玉米芯粉、米糠、乳糖、蕈糖、麦

芽糖)和 14 种氮源(牛肉膏、大豆蛋白胨、氯化

铵、硫酸铵、硝酸钠、酵母粉、玉米浆、柠檬

酸氢二铵、麦芽浸粉、鱼粉蛋白胨、干酪素、

豆粕、尿素、亚硝酸钠)，其中，氮源培养基原

配方中酵母粉 5 g/L改为葡萄糖 10 g/L，采用优

化后 pH、盐度和温度，160 r/min 培养 24 h 检

测其 OD600 值。 

1.6  菌株产四氢嘧啶能力检测 
菌株 YA16-1 于 30 ℃、160 r/min 培养 20 h，

以 5%接种量接种于诱导培养基，30 ℃、160 r/min
培养 84 h，采用改良乙醇抽提法抽提细菌胞内

四氢嘧啶。用等渗的 NaCl 溶液充分洗涤菌体

沉淀 2 次，10 000 r/min 离心 5 min，加入 5 mL 
70 ℃的 80%乙醇溶液，剧烈涡旋抽提四氢嘧啶

30 min，10 000 r/min 离心 15 min；抽提 2 次，

上清液约 10 mL 于 50 ℃旋蒸干燥，用 3 mL 超纯

水重溶。采用色谱柱 SB C18 (4.6 mm×250 mm,  
5 μm, Agilent)，流速 1.0 mL/min，流动相 A 
(水)，流动相 B (乙腈)、流动相比例 A:B 为

10:90，柱温 30 °C，检测波长 204 nm，进样量

2 μL，保留时间 4 min，通过高效液相色谱检测

菌体的四氢嘧啶含量。 

1.7  分析方法 
硝态氮采用酚二磺酸光度法[22]测定；亚硝

态氮采用 N-(1-萘基)-乙二胺光度法[22]测定；四

氢嘧啶含量测定采用高效液相色谱法。 

2  结果与讨论 
2.1  菌株 YA16-1 的分离与鉴定结果 
2.1.1  菌株形态特征结果 

将菌株 YA16-1 进行革兰氏染色观察，结

果见图 1A，菌株为革兰氏阳性菌。菌株在扫

描电镜下形态见图 1B，可见细菌个体为短杆

状。菌株在筛选培养基中的菌落形态见图 1C，

观察菌落形态特征发现，该菌株的单菌落为圆

形，橙色，边缘光滑，直径约为 2.0−3.0 mm。 
2.1.2  菌株生理生化特性结果 

由表 1 可知，菌株 YA16-1 明胶液化呈阴

性，不水解或发酵木糖，不能产生硫化氢，不能

利用尿素，可还原硝酸盐，可以发酵或水解乳

糖、甘露糖、蕈糖、果糖、麦芽糖、蔗糖、阿拉

伯糖、葡萄糖和七叶苷。以上生理生化结果表

明菌株 YA16-1 符合表皮短杆菌(Brevibacterium 
epidermidis)特征。 
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图 1  菌株 YA16-1 形态特征观察   A：光学显微镜下菌株个体形态(10×100). B：扫描电镜下菌株个体

形态(×5 000). C：菌株菌落形态特征 
Figure 1  Observation of morphological characteristics of strain YA16-1. A: Individual morphology of strain 
under optical microscope (10×100). B: Individual morphology of the strain under scanning electron 
microscope (×5 000). C: Morphological characteristics of bacterial colonies. 
 
2.1.3  菌株 16S rRNA 基因序列分析结果 

16S rRNA 基因序列为 1 397 bp，提交

GenBank数据库进行同源性比对，菌株 YA16-1
为短杆菌属(Brevibacterium sp.)。用软件 MEGA  
 
表 1  生理生化反应结果 
Table1  Physiological and biochemical reaction 
results of the strain 
生理生化指标 
Physiological and biochemical indicators 

Strain YA16-1  

乳糖 Lactose + 
硝酸盐还原 Nitrate reduction + 
阿拉伯糖 Arabinose + 
葡萄糖 Glucose + 
硫化氢 Hydrogen sulfide ‒ 
尿素 Urea ‒ 
甘露糖 Mannose + 
蕈糖 Muscarine + 
果糖 Fructose + 
木糖 Xylose ‒ 
七叶苷 Heptaoside + 
麦芽糖 Maltose + 
蔗糖 Sucrose + 
明胶液化 Gelatin liquefaction ‒ 
+：阳性；‒：阴性 
+: Positive; ‒: Negative. 

7.0 构建系统发育树，如图 2 所示：菌株 YA16-1
与 Brevibacterium epidenmidis 关系最接近，相

似度达到 99.57%，确定菌株 YA16-1 为表皮短

杆菌(B. epidenmidis)。菌株 YA16-1 为短杆菌

属，是不生孢子、革兰氏阳性的杆状细菌。 

2.2  菌株耐盐范围的测定及反硝化能力 
2.2.1  菌株耐盐范围的初步探究结果 

如图 3 所示，菌株 YA16-1 在 3%盐度下生

长速度最快，生长量最高，最高 OD600 值可达

1.54。同时，菌株生长速度随盐度的增长而降

低，但在 15%的高盐下菌株仍可生长，在 48 h
左右 OD600 值达到 1.34，初步判定该菌株有较

高的耐盐能力，可适应高盐环境。Wang 等[23]

分离的耐盐反硝化细菌 F1 最高可耐受 7%盐

度，最高可在 1%盐度下保持较高的反硝化能

力。Cheng 等[24]从海堤泥水分离的耐盐反硝化

菌 F2 最高可耐受 7%盐度，最高可在 3%盐度下

保持较高的反硝化能力。菌株 YA16-1 对盐的

耐受能力优于菌株 F1 和菌株 F2，最高可在 15%
盐度下良好生长，并且可在 3%盐度下 18 h 内

将 97%的硝态氮转化成亚硝态氮，在高盐条 
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图 2  菌株 YA16-1 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   扩号中的序号表示该菌在 GenBank
数据库中的登录号；分支上的数字表示置信度；标尺代表遗传系数 
Figure 2  Phylogenetic tree constructed by strain YA16-1 based on 16S rRNA gene sequences. The serial 
number in parentheses indicates GenBank accession number; The number at the branch represents the 
confidence interval; The scale represents the coefficient of genetic variation. 
 

 
 
图 3  菌株 YA16-1 在不同盐度下的生长情况 
Figure 3  Growth of strain YA16-1 at different salinity. 

件下具备更好的反硝化能力。菌株 YA16-1 具有

应用于处理高盐含氮废水的可能。 

2.2.2  菌株反硝化能力 
由图 4 可知，在 3%盐度下，菌株 YA16-1

在培养至 6 h 时硝态氮转化率达到 69%，18 h

时硝态氮转化率已经达到 97%，此后硝态氮含

量趋于平稳，证明该菌株可利用硝酸盐进行反

硝化，将硝态氮转化为亚硝态氮，同时亚硝态

氮浓度呈现先高后低的趋势，在 24 h 之后亚硝

态氮含量降低。赵丹等[25]研究表明，菌株 ZD-8

亚硝态氮在 6 h 积累量达到最高，之后逐渐 
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图 4  菌株 YA16-1 反硝化能力 
Figure 4  Denitrification capability of strain YA16-1. 
 
降低，与本研究结果相似。同时发现菌株处

于对数期时反硝化速率最快，在平稳期时去

除率达到最大，证明该菌株在对数期时大量

利用硝态氮来促进其生长 [26]。张成龙等 [27]将

反硝化细菌应用到人工湿地中，结果发现菌株

Acinetobacter johnsonii ZX2在湿地运行初脱氮率

为 86%，在湿地运行末期脱氮率达到 93%；菌

株 Pseudomonas putida ZF7 在湿地运行初脱氮

率为 83%，在湿地运行末期脱氮率达到 91%，

与本试验具有相似的结果，但本试验菌株

YA16-1反硝化速率更快。本试验最初将C/N设

置为 10/1，结果发现在 48 h 时硝态氮去除率只

有 78.3%，证明 C/N 也对菌株反硝化能力有影

响。周钱刚等[28]研究表明 C/N 对菌株硝态氮的

降解有很大影响，C/N 在 5.0 左右时去除效果平

均为 50%，当 C/N 大于 7 后系统对硝态氮的去除

率可达 70%。 
2.2.3  氮源浓度对菌株反硝化能力的影响结果 

不同浓度梯度硝态氮对菌株反硝化能力有

一定的影响。接种菌液后每 24 h 取样测定硝态

氮和亚硝态氮浓度。结果如图 5 所示，在 3%盐

度下，该菌株对硝态氮转化率随初始硝态氮浓

度的增加而增加，初始硝态氮浓度为 200 mg/L

时，菌株 48 h 内硝态氮转化率达到 93%，而初

始硝态氮浓度为 250 mg/L时，菌株 24 h内硝态

氮几乎全部转化，证明氮源含量越高，菌株活

性越高，从而反硝化能力增强。司圆圆等[29]对

反硝化培养基进行了优化，以 NaNO2为氮源、

Na3C6H5O7·2H2O 为碳源、pH 值为 7.0、温度为

30 ℃、转速为 160 r/min，测得菌株脱氮率为

96.5%，与本试验有类似的结果。然而本试验

只增加了初始氮浓度，其他条件均未改变，证

明本菌株反硝化能力更强。多种因素均可影响

菌株的反硝化能力，蔡茜[30]的研究表明：Fe3+

对菌株的反硝化能力有重大影响，当 Fe3+浓度

达到 15 mg/L 时，硝态氮几乎全部去除，与未

加 Fe3+去除速率提升了近 30%；而朱云等[31]研

究了摇床转速对菌株反硝化速率的影响，当转

速为 50 r/min 时，硝态氮去除率为 9.19%；当转

速上升至 100 r/min 时，硝态氮去除率为 93.33%；

当转速继续上升至 150 r/min 时，硝态氮去除率

为 99.35%。完整的反硝化过程为细菌将硝态氮

还原成亚硝态氮再进一步将亚硝态氮还原成氮

气或含氮气体[32]。菌株 YA16-1 不能完成整个

反硝化作用，该菌主要将硝态氮还原为亚硝态

氮来实现反硝化作用。研究发现厌氧氨氧化

(anammox)菌能以 NO2
−作为电子受体将 NH4

+氧

化成氮气。薛晶晶等[33]通过短程硝化-厌氧氨氧

化耦合短程反硝化工艺处理废水，可实现对废

水中总氮去除率达到 78.9%。短程反硝化菌可

配合厌氧氨氧化菌形成耦合工艺用于去除水体

中的氨氮、硝氮及亚硝氮[34]。 

2.3  菌株培养条件 
图 6A 结果表明，菌株在 20−30 ℃内生长

良好，并且在 30 ℃生长状况最佳。30 ℃以上

菌株生长速度逐渐降低，45 ℃时菌株几乎不

能生长，说明菌株体内蛋白质类物质会温度升

高而活性下降，代谢过程停止，最终导致菌株 
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图 5  菌株 YA16-1 不同氮源浓度下的反硝化能力   A：初始氮源浓度为 100 mg/L. B：初始氮源浓度

为 150 mg/L. C：初始氮源浓度为 200 mg/L. D：初始氮源浓度为 250 mg/L 
Figure 5  Denitrification capability of strain YA16-1 at different concentrations of nitrogen sources. A: 
Initial nitrogen source concentration of 100 mg/L. B: Initial nitrogen source concentration of 150 mg/L. C: 
Initial nitrogen source concentration of 200 mg/L. D: Initial nitrogen source concentration of 250 mg/L. 
 
死亡。图 6B 结果表明菌株在 pH 值小于 5.0 和

pH 值大于 10.0 的范围下生长速度缓慢，在 pH 
5.0−8.0 之间生长状况良好，并在 pH 6.0 (乙酸-乙
酸钠缓冲液)时生长量最大，证明该菌适合在

弱酸性、偏中性的环境中生长。过高或过低的

pH 值会破坏细胞稳态，抑制菌株生理活性[35]。

图 6C 结果表明，该菌株在 0%−2%盐度下生长

速度逐渐提高，盐度大于 2%时，菌株的生长

速度随盐度的增加而降低，最适盐度在 2%左

右。但在 14%以下盐度依然保持较高的生长

量，证明该菌株在较高盐度的环境下也可生

长，也体现出盐度过高会使细菌脱水、中

毒、物质吸收过程受干扰阻断，从而对细菌

生长产生影响。图 6D、6E 结果表明，该菌株

最适碳源为玉米芯粉，最适氮源为酵母粉。

固体有机碳源具有缓慢释放有机物的优点而

成为液体碳源的替代碳源，微生物则可利用

纤维素类碳源中的可溶性碳源和易分解物质

促进其生长。同时，玉米芯粉具有价格低、易

获取和使用成本较低等特点，有利于菌株制

剂的生产。本研究为大规模制备菌剂提供理论

基础。 
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图 6  温度(A)、pH (B)、盐度(C)、碳源(D)和氮源(E)对菌株 YA16-1 生长的影响 
Figure 6  Effects of temperature (A), pH (B), salinity (C), carbon source (D) and nitrogen source (E) on the 
growth of strain YA16-1. 
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2.4  菌株产渗透压补偿溶质(四氢嘧啶)能力 
选择 15%盐度的四氢嘧啶诱导培养基诱导

菌株 YA16-1 合成四氢嘧啶，采用改良乙醇抽提

法抽提细菌胞内四氢嘧啶，然后使用高效液相

色谱检测四氢嘧啶产量，结果如图 7 所示，四

氢嘧啶出峰时间在 4 min 左右，最高测量值可

达 0.89 mg/mL。Onraedt 等[36]研究发现在可耐

受盐度范围内表皮短杆菌四氢嘧啶产量与盐度

呈正相关关系。耐盐菌可通过积累 KCl、Na 输

出或合成相容性物质来维持细胞内外渗透压平

衡[37]。在 15%盐度下菌株 YA16-1 可通过在细胞

内累积四氢嘧啶来抵御高盐环境胁迫。韦娜[38]

筛选到一株盐单胞菌 Halmonaselogata elogata 
N4，同样采取乙醇抽提法，在盐度为 5%时测

得四氢嘧啶产生量为 0.447 g/L；洪煜等 [39]在

10%盐度下诱导菌株 Extereme halophilic JG5 合

成四氢嘧啶，测得产量为 80.35 mg/L，相比之

下本试验菌株四氢嘧啶产量较高。Xu 等[40]从

酱油残留物中分离所得芽孢杆菌(Bacillus)，研

究发现这些菌株通过合成四氢嘧啶来抵御外界

高渗透压环境；王慧敏等 [41]研究盐单胞菌 Y 
(Halomonas sp.)发现该菌株在耐受反复的渗透

压冲击时可合成与释放四氢嘧啶以抵御环境胁

迫。菌株 YA16-1 通过合成四氢嘧啶协助抵御盐

胁迫，可使本菌株较好地应用于耐盐环境。 

3  结论 
从连云港海岸土壤样品中筛选获得了一株

对硝态氮进行反硝化作用强的菌株 YA16-1，
经形态学、生理生化和 16S rRNA 基因序列鉴

定为表皮短杆菌(B. epidermidis)。该菌株能在盐

度为 2%−15%的培养基内生长良好，菌株最适

盐度为 2% NaCl，最适生长碳氮、源为玉米芯

粉和酵母粉，最适生长温度和 pH 值为 30 ℃ 
和 6.0。在盐度为 3%的反硝化培养基中，18 h内

对硝氮转化率达到 97%；初始硝态氮浓度为 
 

 
 
图 7  菌株 YA16-1 产四氢嘧啶液相色谱结果 
Figure 7  Liquid chromatography results of ectoine-producing strain YA16-1. 
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250 mg/L 时，菌株 24 h 内硝态氮转化率达到

100%。与其他耐盐反硝化细菌相比，菌株 YA16-1
具有更好的耐盐性、更高的硝态氮转化速率及

更高的四氢嘧啶产量。该菌株在 15%盐度环境

下，四氢嘧啶的产量可达到 0.89 mg/mL。反硝

化菌株在污水处理中具有广阔的应用前景。研

究结果为反硝化细菌应用于含盐污水处理提供

了依据，也为进一步优化四氢嘧啶的产量以及

相关基因的挖掘打下了基础。 
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