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摘  要：【背景】近年来，随着畜禽养殖规模的扩大，产生大量富含重金属离子的养殖污水，导致

传统脱氮技术受到限制，降低污水脱氮效率。【目的】从污水处理厂污水和污泥中分离筛选耐重金

属异养硝化-好氧反硝化细菌，研究其脱氮效率。【方法】通过菌落和细胞形态特征观察、16S rRNA
基因序列鉴定菌种。分别以 NH4

+-N、NO3
−-N、NO2

−-N 为唯一氮源考察菌株的硝化及反硝化性能，

并考察在重金属(Cu、Zn、Cd、Cr、Pb)存在下菌株的氨氮去除能力。【结果】从污水和污泥中筛选

出 2 株异养硝化-好氧反硝化菌 WS-A 和 WH-K，经鉴定为普罗维登斯菌属(Providencia)。菌株

WS-A、WH-K 均能在以(NH4)2SO4、NaNO3、NaNO2 为唯一氮源的培养基中生长，并且 48 h 内 NH4
+-N

去除率为 84.93%和 84.48%，好氧反硝化作用 NO3
−-N 的去除率分别为 82.5%和 86.7%，NO2

−-N 去

除率分别为 93.60%和 93.84%。100 mg/L Zn2+胁迫下菌株 WS-A、WH-K 氨氮去除率达 80%以上，

1 000 mg/L 的 Cu2+和 80 mg/L Cr3+、Cd2+、Pb2+胁迫下菌株 WS-A、WH-K 氨氮去除率为 56%−77%。

【结论】筛选出 2 株在 5 种重金属离子胁迫下仍表现良好脱氮性能的异养硝化好氧反硝化

(heterotrophic nitrifying-aerobic denitrifying, HNAD)菌，初步探测了菌株的重金属耐受性，以便更

好地为实际应用提供技术指导。 
关键词：异养硝化-好氧反硝化细菌；重金属抗性；脱氮性能；普罗维登斯菌 
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Abstract: [Background] In recent years, with the expansion of the animal farming scale, a 
large amount of breeding sewage rich in heavy metal ions is produced. The conventional 
nitrogen removal technologies have limitations in treating such sewage, demonstrating reduced 
nitrogen removal efficiency. [Objective] To isolate and screen heavy metal-tolerant 
heterotrophic nitrifying-aerobic denitrifying bacteria from sewage and sludge of a sewage 
treatment plant and study the nitrogen removal efficiency of the isolates. [Methods] We 
identified the strains by observing the morphological characteristics of colonies and cells and 
analyzing the 16S rRNA gene sequences. With NH4

+-N, NO3
−-N, and NO2

−-N as the only 
nitrogen sources, the nitrification and denitrification performance of the strains, as well as the 
removal capacity of ammonia nitrogen in the presence of heavy metals (Cu, Zn, Cd, Cr, and Pb), 
was investigated. [Results] Two strains of heterotrophic nitrifying-aerobic denitrifying bacteria 
were isolated from sewage and sludge, identified as Providencia sp., and named WS-A and 
WH-K. Both WS-A and WH-K could grow in the media with (NH4)2SO4, NaNO3, or NaNO2 as 
the only nitrogen source, with the NH4

+-N removal rates of 84.93% and 84.48% within 48 h, the 
NO3

−-N removal rates of 82.5% and 86.7%, and the NO2
−-N removal rates of 93.60% and 

93.84%, respectively. WS-A and WH-K showcased the ammonia nitrogen removal rate more 
than 80% in the presence of 100 mg/L Zn2+ and the ammonia nitrogen removal rate within the 
range of 56% to 77% in the presence of 1 000 mg/L Cu2+ or 80 mg/L Cr3+, Cd2+, and Pb2+. 
[Conclusion] We screened out two strains of heterotrophic nitrifying-aerobic denitrifying 
bacteria showing good nitrogen removal performance under the stress of five heavy metal ions 
and examined their heavy metal tolerance. The findings provide technical guidance for practical 
application. 
Keywords: heterotrophic nitrifying-aerobic denitrifying bacteria; heavy metal tolerance; nitrogen 
removal performance; Providencia sp. 
 
 

随着当前家畜饲养规模不断扩大，畜禽养

殖污染物急剧上升。在养殖废水里，有大量的

有机物质，同时也包括众多的细菌、重金属和

抗生素，这些有毒物质会持续对附近的水源和

土壤造成污染[1]。在生产养殖中通常添加剂、

抗生素、重金属等成分提高动物生产能力[2]，

但由于其中的营养成分无法被动物充分消化吸

收，因此多数会随家畜的粪便排出体外。例如

在饲料中适量添加铜 (200−250 mg/kg) 和锌

(200−400 mg/kg)能够改善动物的繁殖能力，然
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而，家畜对这些金属的吸收率较低，约 95%以

上的重金属会随动物的粪便和尿液排出体外[3]。

畜禽养殖污水中的常见重金属主要有 Cu、Zn、
Cd、Pb、Cr 等[4]。由于饲料以及饲养方式的不

同，畜禽粪便中产生重金属离子类型不同，浓

度不同，对异养硝化好氧反硝化菌株氨氮去除

率产生影响也不相同。Zhang 等[5]研究发现当

Cu2+达到 800 mg/L 仍有 62.1%的氨氮能被异养硝

化好氧反硝化菌株有效去除；Wei 等[6]研究发现

在 0−50 mg/L 的 Zn2+、Pb2+、Cd2+金属离子胁迫

下对异养硝化好氧反硝化菌的 NH4
+-N 去除作用

几乎无影响(去除率均接近 100%)，当 Cr3+浓度

高于 120 mg/L 时，硝化菌的活性会受到明显的

降低，功能基因表达受到抑制[7]。 
当这些含重金属离子的养殖污水不进行处

理直接排入河道，会影响水环境的 pH 值，导

致河道水体自净能力降低，而且污水中的重金

属离子会消耗河道水体中的溶解氧，导致河道

中的生物窒息而亡，若人、畜禽等长时间饮用

会引起机体中毒[8]。为防止养殖污水干扰生态

环境，对环境质量产生严重威胁，养殖废水的

规模化处理刻不容缓。目前，养殖污水常通过

吸附法、离子交换法等减轻重金属离子对污水

处理系统的损害，但处理成本高，处理效果不

理想，经济效益低下[9]。 
异养硝化好氧反硝化(heterotrophic nitrifying- 

aerobic denitrifying, HNAD)菌是一种能在有氧

条件下进行同步异养硝化和好氧反硝化的功能

微生物[10]。近年来，研究人员从养殖污水中分

离出不同 HNAD 菌，常见的 HNAD 菌包括假单

胞菌属(Pseudomonas)、产碱杆菌属(Alcaligenes)、
副球菌属(Paracoccus)、克雷伯菌属(Klebsiella)、
不动杆菌属 (Acinetobacter) 、嗜盐单胞菌属

(Halomonas)、芽孢杆菌属 (Bacillus)等属的细

菌，主要为革兰氏阴性菌[11]。HNAD 菌利用氨

氮、亚硝氮或硝氮作为氮源进行同化，将其转

化为细胞所需的有机氮；同时，它们还通过异

化作用将氮素转化为含氮气体[12]。新型的生物

脱氮技术，特别是以 HNAD 菌株为代表，已经

受到了广泛关注。这种技术解决了传统生物脱

氮过程中硝化和反硝化需分别在不同反应器中

进行的问题，使得生物脱氮可以在单一反应器

内完成，大幅度减少了废水处理中的脱氮成本，

并显著提高了脱氮效率，实现污水处理的高效

环保[13]。并且由于异养硝化好氧反硝化细菌分

离源广泛，生长速率快，可利用有机物满足生

长需求[14]，对外界环境的适应能力强。有研究

证实了HNAD菌在极端环境如高氨氮[15]、高盐[16]、

高或低温[17-18]和重金属离子存在环境[19]依旧能

保持高效的脱氮能力，证明了其应用前景。但实

际污水成分复杂多样，所含重金属离子种类丰

富，大多数研究集中在一类重金属环境下 HNAD
菌株的筛选和脱氮能力，多种重金属胁迫对异养

硝化好氧反硝化菌影响的研究仍然缺乏。 
本实验以城市污水处理厂的污水污泥为分

离源筛选具有高效脱氮能力的 HNAD 细菌，分

别添加不同种类重金属离子研究菌株的脱氮性

能，旨在分离出多种重金属环境胁迫下仍具有良

好脱氮性能的 HNAD 菌，并探究其作用机理，

以期为废水脱氮提供良好的菌种来源，为后续该

类菌在实际养殖污水中的应用提供参考价值。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

污水和好氧污泥采集于甘肃省兰州市丰泉

环保电力有限公司。 
1.1.2  培养基 

富集(LB)培养基(g/L) [20]：胰蛋白胨 10.0，
酵母提取物 5.0，NaCl 5.0。 
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分离培养基(硝化) (basal medium, BM)[5] 
(g/L)：(NH4)2SO4 0.94，C6H5Na3O7·2H2O 12.76，
NaH2PO4 0.25，K2HPO4·3H2O 0.98，MgSO4·7H2O 
0.05，MnSO4·H2O 0.01，FeSO4·7H2O 0.01，pH 
7.0。反硝化培养基(denitrification medium, DM) 
(g/L)：NaNO3 0.61 (NaNO2 0.49)，其他成分同

BM 培养基。 
重金属培养基：在 BM 培养基中添加不同

浓度重金属离子 Cu2+、Zn2+、Pb2+、Cr3+、Cd2+。

Cu2+：0、200、400、600、800、1 000 mg/L，

Zn2+：0、20、40、60、80、100 mg/L，Cr3+、

Pb2+、Cd2+：0、20、40、60、80 mg/L。 
液体培养基加 18 g/L 琼脂制备成固体培养

基。培养基统一进行 121 °C、20 min 蒸汽灭菌

后使用。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

(NH4)2SO4、K2HPO4·3H2O 和 FeSO4·7H2O
等，国药集团化学试剂有限公司。紫外分光光度

计，苏州安原仪器有限公司；显微镜，北京塞百

奥科技有限公司；扫描电子显微镜 (scanning 
electron microscope, SEM)，HITACHI 公司。 

1.2  菌株的富集与初筛 
取 10 g 样品与 90 mL LB 培养基混合，

30 ℃、140 r/min 持续培养 3 d，取 5 mL 培养液

转接，重复富集 3 次。然后按 1%接种量将富集

培养基中的培养液转移到分离培养基中，

30 ℃、140 r/min 持续培养 3 d，当菌液 OD600

达 1.0 左右时，再次取 1%转接到新的分离培养

基中，重复以上操作 3 次。取最后一次分离培

养基中菌液进行梯度稀释，以 10–3、10–4 的梯度

稀释后涂布在固体分离培养基上，30 ℃培养 3 d，
在菌落生长后选择不同颜色和大小的菌落在平

板上重复划线，直到获得纯化的 HNAD 细菌。

选择具有优异脱氮能力的菌株将其命名为

WS-A、WH-K 进行深入研究。 

1.3  HNAD 菌株的鉴定 
1.3.1  菌株的形态学鉴定 

将菌株接种到 LB 培养基，30 ℃培养 72 h，
待培养基出现单菌落后观察菌株形态，并对其

进行革兰氏染色确定革兰氏染色特性及镜检。 
1.3.2  菌株的分子生物学鉴定 

采用扫描电子显微镜观察1.2筛选出的WS-A、

WH-K 菌体形态。 
采用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)和 1492R 
(5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′)扩增菌

株 WS-A、WH-K 的 16S rRNA 基因。PCR 反应

体系(50 μL)：DNA 模板 2 μL，2×Taq PCR Master 
Mix 25 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各 2.5 μL，

ddH2O 18 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 
45 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 90 s，30 个循环；72 ℃ 
10 min。PCR 产物经 0.5%琼脂糖凝胶电泳检测

后送擎科生物有限公司测序，测序结果在 NCBI
数据库中进行 BLAST 相似性比对分析并将序

列提交至 NCBI 的 GenBank 数据库，确定其种

属名。再采用 MEGA 7.0 构建系统发育树。 

1.4  菌株的脱氮性能 
按 1%接种量将菌液接种至以(NH4)2SO4 为

唯一氮源、C6H5Na3O7·2H2O 为碳源的 BM 培养

基中，30 ℃、140 r/min 连续培养 48 h，每 12 h
取样测定 OD600、NO3

−-N、NO2
−-N、NH4

+-N 浓

度并分析其硝化性能。 
按 1%接种量将菌液接种至以 NaNO3、

NaNO2 分别为唯一氮源，C6H5Na3O7·2H2O 为碳

源的 DM 培养基，30 ℃、140 r/min 连续培养

48 h，每 12 h 取样测定 OD600、NO3
−-N、NO2

−-N、

NH4
+-N 浓度并分析其反硝化性能。 

1.5  不同浓度重金属离子对菌株 WS-A、

WH-K 脱氮性能的影响 
在 BM培养基中分别添加 1 000 mg/L Cu2+、
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100 mg/L Zn2+、80 mg/L Cr3+、Cd2+、Pb2+，以不

添加上述金属离子的 BM 培养基为对照于 30 ℃、

140 r/min 恒温振荡连续培养 48 h，每 12 h 测定

OD600、NO3
−-N、NO2

−-N、NH4
+-N 浓度。 

1.6  数据分析方法 
脱氮率采用公式(1)计算，脱氮速率采用公

式(2)计算。 
R=(C0–C1)/C0×100%                  (1) 
V=(C0–C1)/t                        (2) 

式(1)中：R：氮素去除率(%)；C0：初始氮素浓

度(mg/L)；C1：结束时氮素浓度(mg/L)。式(2)
中：V：氮素去除速率[mg/(L·h)]；C0：初始氮

素浓度(mg/L)；C1：结束时氮素浓度(mg/L)；t：
时间(h)。 

试验数据均采用 SPSS 27.0 进行单因素方

差分析，P<0.05 表示结果具有显著性差异，并

且使用 Origin 2022 软件设计图表。OD600 利用

分光光度法测定。NO3
–-N、NO2

–-N、NH4
+-N、

分别采用紫外分光光度法、N-(1-萘基)-乙二胺

光度法、钠氏试剂光度法。 

2  结果与分析 

2.1  菌株分离鉴定结果 
菌株 WS-A 在 BM 培养基上显示为乳白色，

菌落稍微隆起且菌落边缘规则。菌株 WH-K 在

BM 琼脂培养基中产生白斑，边缘规则。革兰

氏染色均为革兰氏阴性菌。图 1 为菌株 WS-A、 
 

 
 
图 1  菌株 WS-A (A)和菌株 WH-K (B)平板培养图、扫描电镜图   A：菌株 WS-A 平板培养图(左)、
扫描电镜图(右). B：菌株 WH-K 平板培养图(左)、扫描电镜图(右) 
Figure 1  Plate culture and scanning electron microscopy of strain WH-A and strain WH-K. A: Strain WS-A 
plate culture (left), scanning electron microscope (right). B: Strain WH-K plate culture (left), scanning 
electron microscope (right). 
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WH-K 细菌分离图和扫描电镜图。扫描电镜照片

观察到菌株 WS-A、WH-K 均呈棒杆状，大小为   
1 μm×(1.5–2.0) μm。将测序得到的序列提交到

NCBI，使用 BLAST 进行同源性比对。菌株 WS-A、

WH-K 的 16S rRNA 基因序列与普罗维登斯菌属

(Providencia) (GenBank 登录号为 OR816100、
OR984764)相似性达 99%，采用 MEGA 7.0 以

neighbor-joining 法绘制 16S rRNA 基因系统发育

树(图 2)，进一步确定菌株归属为 Providencia。 

2.2  菌株 WS-A、WH-K 的异养硝化好氧

反硝化性能 
2.2.1  菌株的异养硝化作用 

在以(NH4)2SO4 为氮源的 BM 培养基中，菌

株 WS-A、WH-K 的生长曲线和氮素浓度变化情

况如图 3 所示，菌株 WS-A、WH-K 在 12−36 h
进入对数生长期，NH4

+-N 浓度急剧下降，在 48 h
时 NH4

+-N 去除率分别达到 84.93%和 84.48%，

NH4
+-N 平均去除速率为 4.17 mg/(L·h)和 

 

 
 

图 2  菌株 WS-A (A)和菌株 WH-K (B)基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   节点处的数字代

表树的自举值；括号内的数字为 GenBank 登录号；标尺：0.05 序列差异度 
Figure 2  Constructed phylogenetic trees of WS-A (A) and WH-K (B) based on 16S rRNA gene sequence. 
The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap; The number in the parentheses 
are the GenBank accession number; Bar: 0.05 sequence divergence. 
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图 3  以(NH4)2SO4 为唯一氮源时菌株 WS-A (A)、WH-K (B)的生长特性及异养硝化性能 
Figure 3  Growth characteristics and heterotrophic nitrification performance of strains WS-A (A) and WH-K 
(B) with (NH4)2SO4 as the only nitrogen source. 
 
3.61 mg/(L·h)，氨氮的去除与菌株的生长基本同

步，优于阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae) HNR 
(氨氮去除率 77%)[21]。在整个反应过程中，几乎

没有 NO2
−-N 累积，36 h 时观察到 NO3

−-N 浓度达

到峰值为 75.99 mg/L 和 56.96 mg/L，随后 NO3
−-N

浓度降低，NO2
−-N 和 NO3

−-N 去除通常被认为是

反硝化过程开始的标志[22]，初步表明菌株 WS-A、

WH-K 在进行硝化作用的同时进行反硝化。 
2.2.2  菌株的好氧反硝化作用 

如图 4 所示，以 NaNO3为唯一氮源的 DM 培

养基中 0−48 h 内菌株快速生长，在 48 h 时 OD600

达到最高；在 12−48 h NO3
−-N 最大去除率分别为

82.5%和 86.7%，最大去除速率为 1.89 mg/(L·h)
和 1.79 mg/(L·h)，优于假单胞菌(Pesudomonas 
sp.) ADN-42 [1.38 mg/(L·h)][23]。在整个培养过

程中，NO2
−-N 少量累积，菌株 WS-A 在 48 h

亚硝氮浓度最高为 3.07 mg/L，菌株 WH-K 在

36 h 亚硝氮浓度最高为 12.24 mg/L，说明菌株

WS-A、WH-K 进行反硝化作用。此外，在 48 h
时观察到 NH4

+-N 浓度略有升高，这可能是由

NO3
−-N 经同化或异化作用被还原为 NH4

+-N 所

致[24]。结果表明菌株 WS-A、WH-K 具有良好

的 NO3
−-N 去除能力。 

如图 5 所示，以 NaNO2 为唯一氮源的 DM
培养基中，12−24 h 菌株快速生长，NO2

−-N 快

速去除，菌株 WS-A、WH-K 的 NO2
−-N 去除率

为 93.60%、93.84%，去除速率为 2.29 mg/(L·h)
和 2.34 mg/(L·h)，高于菌株根瘤菌(Rhizobium 
sp.) WS7 的 2.16 mg/(L·h)[20]。相较于以 NH4

+-N、

NO3
−-N 为唯一氮源，菌株 WS-A、WH-K 在以

NO2
−-N 为唯一氮源的培养基中生长速度较慢，

可能是因为高浓度的 NO2
−-N 可能对菌株的生

长产生毒害作用[25]。综上，菌株 WS-A、WH-K
兼具异养硝化和好氧反硝化特性，后续可适用

于含氮废水的处理。 

2.3  重金属离子存在下菌株 WS-A、WH-K
的脱氮性能 
2.3.1  不同浓度 Zn2+对菌株 WS-A、WH-K 脱

氮性能的影响 
锌是动物体内近 300 种酶的组成成分或辅

助因子，可以调控细胞酶的结构和功能，进而

影响机体生命代谢过程[26]。锌含量过少或过多 
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图 4  以 NaNO3为唯一氮源时菌株 WS-A (A)、WH-K (B)的生长特性及好氧反硝化性能 
Figure 4  Growth characteristics and aerobic denitrification performance of strains WS-A (A) and WH-K(B) 
with NaNO3 as the only nitrogen source. 
 

 
 
图 5  以 NaNO2 为唯一氮源时菌株 WS-A (A)、WH-K (B)的生长特性及好氧反硝化性能 
Figure 5  Growth characteristics and aerobic denitrification performance of strains WS-A (A) and WH-K (B) 
with NaNO2 as the only nitrogen source. 
 
都会对细菌生长代谢产生严重威胁。如图 6 所

示，浓度在 0 到 100 mg/L 范围内的 Zn2+对菌株

WS-A 和 WH-K 的异养硝化无显著影响。然而，

随着 Zn2+浓度的增加，菌株 WS-A 和 WH-K 的

OD600 值呈现下降趋势。培养 48 h 后，对照组菌

株 WS-A、WH-K 氨氮去除率为 89.00%、89.97%，

100 mg/L Zn2+胁迫下菌株 WS-A、WH-K 氨氮相

应的最大去除率分别为 88.75%、84.60%，氨氮最

大去除速率分别为5.474 mg/(L·h)和4.683 mg/(L·h)；
研究表明，在浓度 8 mg/L 的 Zn2+胁迫条件下菌

株气单胞菌属(Aeromonas sp.) HN-02 的氨氮去

除率为 94.60%[27]；20 mg/L 的 Zn2+对菌株 S1 的 
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图 6  0、100 mg/L Zn2+环境下菌株 WS-A (A)、WH-K (B)的生长曲线及氮素变化趋势 
Figure 6  Growth curve and nitrogen change trend of strains WS-A (A) and WH-K (B) under 0 and 100 mg/L 
Zn2+ environment. 
 
异养硝化性能几乎无影响，此时的氨氮去除率

仍高达 97.40%[28]。总之，不同的异养硝化细菌

对 Zn2+的敏感性不同，菌株 WS-A、WH-K 展

现出较高的 Zn2+耐受性。 
2.3.2  不同浓度 Cu2+对菌株 WS-A、WH-K 脱

氮性能的影响 
铜锌超氧化物歧化酶作为超氧阴离子自由

基的清除剂，对细胞起到保护作用[29]。畜牧生产

中高剂量铜的应用对动物生长、畜禽产品及生态

环境都存在一定程度的危害[30]。如图 7 所示，对

照组 OD600 分别为 1.197、1.285，随着铜离子浓

度增大对菌株 WS-A、WH-K 的 OD600 抑制作用

增强，48 h 后菌株 WS-A、WH-K 的 OD600 值下

降分别是 0.741、0.436，表明 Cu2+过量对微生物

产生毒害作用，抑制菌株的生长。不同浓度的铜

离子对氨氮培养基内菌降解氨氮造成不同程度

的影响，对照组氨氮去除率为 85.40%、85.39%，

1 000 mg/L 的 Cu2+氨氮去除率为 65.86%、

56.79%，氨氮去除速率维持在 4.28 mg/(L·h)和
2.79 mg/(L·h)。 

另 一 方 面 ， 菌 株 生 长 情 况 直 接 影 响

NO3
−-N、NO2

−-N 的积累情况，当 Cu2+浓度达到

1 000 mg/L，12−36 h 时硝氮积累量达到最大，

分别为 38.059 mg/L 和 47.400 mg/L，随后下降，

高浓度的 Cu2+抑制反硝化过程，并且此时观

察到亚硝氮有少量积累之后出现下降。适当量

的铜离子可以提升一氧化氮还原酶的效能，进

而促进菌株 WS-A 和 WH-K 将亚硝氮转化为

气态氮 [31]。Chen 等[27]的研究表明，相比于 Zn2+，

Aeromonas sp. HN-02 对 Cu2+更加敏感。Zhang
等[5]发现当 Cu2+浓度达到 800 mg/L 时，对菌株

恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida) ZN1 氨氮

去除率产生明显抑制作用。先前的研究一直显

示 Cu2+对异养硝化细菌有强烈的抑制作用。然

而，即使在 Cu2+浓度达到 1 000 mg/L 时，菌株

WS-A 和 WH-K 仍然能够生长并去除氮源。因

此推测，这些菌株可能具备高度耐受 Cu2+的能

力，可能是由于它们体内含有特定的铜抗性基

因，这些基因可以在特定环境下表达相关的抗

铜蛋白[5]。 
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图 7  0、1 000 mg/L Cu2+环境下菌株 WS-A (A)、WH-K (B)的生长曲线及氮素变化趋势 
Figure 7  Growth curve and nitrogen change trend of strains WS-A (A) and WH-K (B) under 0 and 1 000 mg/L 
Cu2+ environment. 
 
2.3.3  不同浓度 Cr3+对菌株 WS-A、WH-K 脱

氮性能的影响 
铬是一种极具毒性的重金属，通常以铬酸

盐或重铬酸盐的形式存在，同时有致突变性、

致癌性和致畸性[32]。0−80 mg/L 的 Cr3+对菌株

WS-A、WH-K 脱氮性能的影响如图 8 所示，随

着 Cr3+浓度增加，细菌生长性能逐渐变弱，OD600

值略下降为 1.204、1.284。48 h 后对照组氨氮最

大去除率为 80.71%、82.04%，添加了 80 mg/L Cr3+

后菌株 WS-A、WH-K 的最大氨氮去除率为

77.60%、68.02%。与对照组相比，36 h 时高浓

度 Cr3+出现短暂的硝氮积累，随后被逐渐去除。

由于铬的毒性或 NO3
−-N 和铬之间电子供体的竞

争，NO3
−-N 还原在铬存在时会显著下降[33]。氨

氮的抑制可能是由于氨与铬之间的电子竞争以

及铬所产生的生物毒性所致[34]。 
Sun 等[28]研究发现 10 mg/L 的 Cr6+就会完

全抑制菌株 S1 的异养硝化能力。涂李欣[35]发现

当 Cr3+浓度为 50、100 mg/L 时，菌株 Pseudomonas 

putida strain LX1 对 NH4
+-N 去除率极低。总之，

菌株 WS-A、WH-K 显示出对 Cr3+的高耐受性，

当 Cr3+浓度低于 80 mg/L 时，它们的异养硝化

活性受其影响较小，但 Cr3+浓度达到 100 mg/L
时完全抑制它们的生长性能及对氨氮的去除

能力。 
2.3.4  不同浓度 Cd2+对菌株 WS-A、WH-K 脱

氮性能的影响 
镉属于一种环境污染物，当出现镉污染，

镉会在生物体内累积，通过食物链传递引起机体

慢性中毒[36]。0−80 mg/L 的 Cd2+对菌株 WS-A、

WH-K 脱氮性能的影响，如图 9 所示，对照组

OD600 分别为 1.428、1.109，添加 80 mg/L 的 Cd2+

对细胞产生明显的毒害作用，抑制细胞生长，

菌株 WS-A、WH-K 的 OD600 下降为 0.49、0.37。
高浓度的 Cd2+对细胞生长和氨的去除具有明显

作用。对照组氨氮去除率为 82.90%、80.78%，

80 mg/L 的 Cd2+最大氨氮去除率为 57.63%、61.59%，

显著高于 Liu 等[37]的研究。Cd2+浓度超过 10 mg/L 
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图 8  0、80 mg/L Cr3+胁迫下菌株 WS-A (A)、菌株 WH-K (B)的生长曲线及氮素变化趋势 
Figure 8  Growth curve and nitrogen change trend of strains WS-A (A) and WH-K (B) under 0 and 80 mg/L 
Cr3+ environment. 
 

 
 
图 9  0、80 mg/L Cd2+环境下菌株 WS-A (A)、WH-K (B)的生长曲线及氮素变化趋势 
Figure 9  Growth curve and nitrogen change trend of strains WS-A (A) and WH-K (B) under 0 and 80 mg/L 
Cd2+ environment. 
 
时，显著抑制 NH4

+-N 的去除，去除率仅为

48.72%[38]。He 等[39]发现 Cd2+浓度超过 5.0 mg/L
时对菌株 Y-10 的脱氮效率产生明显抑制。 

重金属离子对微生物硝化、反硝化等氮转

化过程存在显著影响，而这些影响会由于重金属

离子的种类或者浓度不同存在着显著的差异[40]。

Wei 等[41]发现菌株 P-1 可能通过调节信号转导

来适应环境变化，并通过改变细胞膜的膜转运

体来控制金属离子的进入，从而对 Cd2+胁迫做

出反应。Cd2+通过影响氧化还原酶的活性、胞
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内多羟基烷酸盐以及糖原的转化，从而抑制生

物的氨氮去除过程[42]。 
2.3.5  不同浓度 Pb2+对菌株 WS-A、WH-K 脱

氮性能的影响 
重金属离子铅对细胞具有毒害作用且无任

何有益的功能 [43]。0−80 mg/L 的 Pb2+对菌株

WS-A、WH-K 脱氮性能的影响，如图 10 所示，对

照组 OD600 分别为 1.26、1.41，添加 80 mg/L 的

Pd2+对菌株生长抑制作用并不明显，菌株 WS-A、

WH-K 的 OD600 下降为 1.01、1.20。对照组氨氮

去除率为 78.20%和 81.37%，氨氮去除率受到一

定影响，80 mg/L 的 Pb2+最大氨氮去除率为

66.52%、68.12%。在此过程中并未出现明显的

硝氮和亚硝氮的积累。Pb2+对细胞生长和氨的去

除均有显著影响，尤其是高浓度的重金属离子。

添加量越高，效果越显著。在本实验中 100 mg/L
的 Pb2+显著抑制细胞生长和脱氮性能。此结论

与 Wei 等[18]的 Pb2+浓度低于 100 mg/L 时对氨氮

去除未产生明显抑制作用的研究结果相一致。 
较低浓度的重金属能刺激抗氧化酶的生

成，从而消除活性氧，帮助细胞对抗其毒性，

然而，高浓度的重金属可能严重损害细胞生长

及功能，抑制机体关键酶的合成[44]。与 Li 等[45]

研究一致，尽管 Pb2+通过抑制酶活性影响了菌

株 WS-A 和 WH-K 的生长和硝化作用，但抗氧

化酶系统的存在一定程度上保持了这些菌株的

正常生长和新陈代谢。这表明抗氧化系统可能

有助于这些菌株在高浓度重金属条件下保持生

存能力[46]。 
2.3.6  在不同重金属离子胁迫下菌株 WS-A、

WH-K 氨氮去除率比较 
如图 11 所示，比较不同重金属离子胁迫下

菌株 WS-A、WH-K 的氨氮去除率，结果表明

100 mg/L Zn2+刺激下菌株 WS-A、WH-K 氨氮去

除效率在 80%以上，1 000 mg/L 的 Cu2+和 80 mg/L 
Cr3+、Cd2+、Pb2+胁迫下对菌株 WS-A、WH-K
氨氮去除率产生抑制作用，导致氨氮去除率

的范围在 56%−77%之间。菌株 WS-A、WH-K 可

以利用氨氮、硝氮和亚硝氮进行生长代谢，加

入 100 mg/L Zn2+、1 000 mg/L 的 Cu2+、80 mg/L  
 

 
 
图 10  0、80 mg/L Pb2+环境下菌株 WS-A (A)、WH-K (B)的生长曲线及氮素变化趋势 
Figure 10  Growth curve and nitrogen change trend of strains WS-A (A) and WH-K (B) under 0 and 80 mg/L 
Pb2+ environment. 
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图 11  不同重金属离子胁迫菌株 WS-A、WH-K 氨

氮去除率比较   不同小写字母表示差异显著 
Figure 11  Comparison of ammonia nitrogen removal 
rates of WS-A and WH-K strains stressed by 
different heavy metal ions. Different lowercase 
letters indicate significant differences. 
 
Cr3+、Cd2+、Pb2+氨氮去除率产生不同程度抑制，

综合对比了 5 种金属离子独立作用时对菌株

WS-A、WH-E 异养硝化性能的影响，以便更全

面地评估菌株的重金属耐受性，通过比较不同

试验组与对照组氨氮去除率差值，结果表明本

试验中所添加重金属离子对菌株 WS-A、WH-K
氨氮去除率的抑制作用为 Cu2+>Cd2+>Pb2+> 
Cr3+>Zn2+。Sun 等[28]研究 10.0 mg/L 的 Cu2+或

Cr6+对菌株生长和氨氮去除表现出显著的抑制

作用，其抑制效果高于 Zn2+，在这些重金属中，

Cr6+的毒性最强，而 Zn2+的毒性则较轻。Chen
等[27]指出 0.5 mg/L Cu2+或 8.0 mg/L Zn2+对气单

胞菌(Aeromonas sp.) HN-02 氨氮去除能力有很

强的抑制作用，当 Cu2+添加量增加到 1.5 mg/L
时，氨氮的去除能力几乎被完全抑制。在重金

属冲击对 HNAD 菌影响的相关研究中，发现

Zn2+对菌株的生长影响较小，低浓度的 Zn2+会

促进菌株生长，同时对硝酸盐降解过程的影响

也较小，而 Cu2+、Cr3+、Cd2+、Pb2+对硝酸盐的

降解有很强的抑制作用[47]。 

3  讨论 
本研究筛选出 2 株在多种高浓度重金属离

子胁迫下仍然表现出良好的脱氮性能的 HNAD
菌——Providencia sp. WS-A 和 WH-K。研究结

果显示，这 2 株菌在生长对数期表现出快速生

长的同时，也能够高效去除水中的氨氮、硝氮

和亚硝氮。这表明它们的硝化-反硝化活性与其

生长速率密切相关，特别是在富含氮物质的条

件下，这些菌株表现出了优越的生长和去氮能

力。氮转化和细菌同化是去除亚硝氮的主要机

制，研究表明亚硝酸盐浓度大于 30 mg/L 就会

对细胞产生毒性[48]。菌株 WS-A、WH-K 异养

代谢去除 NH4
+-N 过程中均无 NO2

–-N、NO3
–-N

的积累，类似的 HNAD 菌，如恶臭假单胞菌

(Pseudomonas putida) strain NP5[33]、贪铜菌属

(Cupriavidus sp.) S1[28]等在降解 NH4
+-N 时也没

有 NO2
–-N 和 NO3

–-N 的积累，一方面这可能是

因为菌株的硝化和反硝化作用的不平衡导致

的，并且 NO3
–-N 的短时积累及最终消除也进一

步表明该菌株通过 HNAD 途径脱氮[34]。另一方

面推测与菌株的氮代谢途径有关，即异化硝酸

还原或同化硝酸还原将硝酸盐转化为亚硝酸

盐，再将亚硝酸盐进一步转化为氨[23]，后续会

通过检测在氮代谢过程中的无机氮分布情况深

入分析菌株的氮代谢途径。 
在处理含氮废水时，常见的微生物通常无

法承受高浓度重金属离子的影响，导致这类废

水中的生物脱氮效率不高实际养殖污水重金属

离子成分复杂多样，可同时耐受多重高浓度重

金属离子的 HNAD 菌鲜有报道。若水体中出现

过量的重金属会对微生物产生严重的毒性效

应，抑制它们的生长和代谢活动，从而降低脱
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氮效率甚至破坏脱氮系统[49]。不同种类的重金

属对同一株菌的抑制作用有所差异。在 5 种重

金属胁迫条件下，观察到氨氮降解过程和中间

产物的变化情况表明，菌株 WS-A 和 WH-K 可

以利用氨氮为唯一氮源进行生命活动。未加任

何重金属的空白对照组实验结果显示硝氮和亚

硝氮均无明显积累，加入高浓度重金属离子的

实验组硝氮会出现短暂积累而后逐渐去除，亚

硝氮无明显积累。硝氮积累推测可能是高浓度

的重金属离子短暂抑制了硝氮的还原过程，而

后菌株逐渐适应高浓度重金属环境，亚硝氮的

不明显积累可能是菌株 WS-A、WH-K 能够直

接利用产生的硝酸盐和亚硝酸盐作为反硝化底

物，同时亚硝酸盐还原酶能迅速去除产生的亚

硝酸盐 [23]。尽管高浓度重金属离子会抑制酶

活性从而影响菌株生长与硝化作用，但细菌通

过抗氧化作用在一定程度上能够维持正常的生

长代谢，具备一系列潜在的重金属解毒细胞机

制[50]。可能是因为重金属胁迫下许多应激蛋白

基因能被诱导和表达，进而去除变性蛋白质，

使细胞继续有序代谢，提高其对有毒重金属的

抵抗力[51]。 

4  结论 
从污水处理厂污水和好氧污泥中分离到两

株异养硝化好氧反硝化菌株，命名为 WS-A、

WH-K，归属为普罗维登斯菌属(Providencia)。菌

株 WS-A、WH-K 可以利用氨氮、硝氮和亚硝

氮进行生长代谢，同步进行异养硝化好氧反硝

化作用。加入 100 mg/L Zn2+、1 000 mg/L 的 Cu2+

和 80 mg/L Cr3+、Cd2+、Pb2+氨氮去除率产生不

同程度抑制，Cu2+>Cd2+>Pb2+>Cr3+>Zn2+。菌株

WS-A、WH-K 在多种高浓度重金属胁迫下仍能

生长并进行脱氮作用。后续通过响应面试验获

得菌株 WS-A、WH-K 的最优生长条件，并对

菌株代谢无机氮的途径展开深入研究，通过基

因敲除等手段进一步明确部分关键酶编码基因

在菌株氮代谢过程中的作用，利用多组学手段

分析在重金属环境胁迫下菌株 WS-A、WH-K
仍具有良好脱氮性能的机理。 
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