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一株轻度嗜盐反硝化细菌的分离 
鉴定和反硝化特性初探 
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摘  要: 从处理高盐度废水的成熟活性污泥中分离筛选得到 1 株轻度嗜盐反硝化细菌 GYL, 通过

对该菌株的形态观察、生理生化实验以及 16S rDNA 序列分析, 确定该菌株为盐单胞菌(Halomonas 

sp.)。该菌株能在盐度为 10%的培养液中生长, 最适盐度为 2%~7%, 最适 pH 为 7.5~8.5, 最佳碳源

为蔗糖, 在 25°C~30°C 的温度范围内脱氮效率达到 80%以上。对该菌株的异养硝化能力进行了测

定, 其对氨氮的去除率可达 98.3%, 说明该菌株可实现同步硝化反硝化, 即该菌可以独立完成生

物脱氮的全部过程。 
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Isolation, Identification and Degradation Characteristics  
of a Slight Halophilic Denitrifying Bacteria 

ZHANG Pei-Yu*  GUO Yan-Li  YU De-Shuang  CHENG Guang-Yong 
(Department of Environmental Science and Engineering, Qingdao University, Qingdao, Shandong 266071, China) 

Abstract: A slight halophilic denitrifying bacteria (designated GYL) was screened from the activated sludge 
which was used to treat high-salinity wastewater. According to the results of morphological observation, 
physiological and biochemical test, sequence analysis of the 16S rDNA, strain GYL was identified as Halo-
monas sp.. This strain could survive at 10% salinity and the optimal salinity range for growth was 2%~7%. 
The suitable pH value for growth was 7.5~8.5 and sucrose was the most effective carbon source. The nitro-
gen removal efficiency exceeded 80% when the temperature ranged from 25°C to 30°C. Meanwhile hetero-
trophic nitrification characteristics of this strain were measured. Results showed that this strain was able to 
realize SND and ammonia removal rate was 98.3%. It showed that this strain could perform the whole proc-
ess of bacteria denitrification independently.  

Keywords: Halotolerant, Aerobic denitrifying bacteria, Phylogenetic analysis, Denitrification, Heterotrophic 
nitrification
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随着水体富营养化的日益严重, 水体中氮素的 
去除已经成为当今水体污染防治的重要内容。生物 
脱氮工艺因具有处理效果好、处理成本低、操作管 
理方便等优点而得到广泛应用, 为水体中氮的去除 
提供了有效手段。在石油、化工、海产品加工和养 
殖等行业中, 外排含氮废水大多具有高盐的特点。 
对于非嗜盐微生物来说, 高盐环境下由于盐析作用 
会使微生物的脱氢酶活性降低; 盐度升高时, 水的 
渗透压也随之升高, 使微生物细胞脱水引起细胞原 
生质分离, 从而导致微生物细胞破裂而死亡 [1] , 因 
此高盐浓度给生物脱氮效果带来不利影响。国外已 
有一些耐盐、嗜盐反硝化菌的研究报道[2−4], 但是国 
内鲜有这方面的报道。高盐这一特殊生境中反硝化 
细菌的分离培养和特性研究将有助于了解高盐生物 
脱氮工艺的可行性, 是对高盐环境下生物脱氮新理 
论和新技术的有力补充, 能为国内的高盐废水生物 
脱氮提供指导和借鉴作用。 

本实验分离细菌所用的活性污泥为实验室高盐 
度废水处理系统的成熟活性污泥。以硝酸钾为氮源,  
进行耐盐反硝化菌的分离和筛选, 并对菌株进行形 
态观察、生理生化特性分析, 同时鉴定菌株的种类。 
以脱氮率为指标评价菌株的反硝化性能, 研究不同 
初始培养条件(盐度、温度、pH、碳源、碳氮比等) 
对菌株脱氮性能的影响。有研究表明[5,6]：好氧反硝 
化菌具有异养硝化性能, 本文初步研究了分离的耐 
盐反硝化菌的异养硝化性能。 

1  材料和方法 

1.1  培养基 
耐盐反硝化培养基(g/L)：KNO3 1; K2HPO4·3H2O  

7.9; KH2PO4 1.5; CH3COONa 5; MgSO4·7H2O 0.1;  
NaCl 20; 微量元素  2 mL; pH 7.2~7.4。其中 
CH3COONa、KNO3的量可根据实验要求进行调整,  
固体培养基加 2%琼脂。 

微量元素溶液(g/L): Na2EDTA 63.7; ZnSO4 2.2;  
CaCl2 5.5; MnCl2·4H2O 5.06; FeSO4·7H2O 5.0;  
Na2MoO4·4H2O 1.1; CuSO4·5H2O 1.57; CoCl2·6H2O  
1.61; pH 7.0。 

异养硝化培养基(g/L)：NH4Cl 0.5; K2HPO4· 
3H2O 7.9; KH2PO4 1.5; CH3COONa 5; MgSO4·7H2O  
0.1; NaCl 20; pH 7.0~7.2。 

1.2  耐盐反硝化菌的分离筛选 
常规活性污泥在 30%、50%、70%的海水比例

梯度废水中由MBR工艺经过长期驯化, 处理效果稳
定后, 取反应器中的新鲜污泥, 用高速组织捣碎机
处理获得含有大量游离细菌的泥水混合物。细菌泥

水混合液自然沉降 1 h后, 取上清液以 10−1梯度进行

稀释, 分别取 0.1 mL 10−4~10−9稀释度的混合菌稀释

液涂布到耐盐反硝化菌固体培养基上, 倒置于 30°C
的恒温培养箱中培养至长出单菌落, 划线纯化后优
选反硝化性能最好的一株进行实验研究。 

1.3  形态和生理生化试验 
菌株的形态和生理生化试验根据《常见细菌系

统鉴定手册》[7]和《伯杰细菌鉴定手册》[8]进行。 

1.4  16S rDNA 测序和同源性比较 
1) 用离心柱型 DNA提取试剂盒提取 DNA。用

于 16S rDNA 的 PCR反应引物为一对通用引物。正
向引物 27F：5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'; 
反向引物 1492R：5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'。
引物由上海生工生物工程有限公司合成。 

PCR反应体系 [9] (50 μL): 10×buffer(含Mg 2+)  
5 μL, dNTPs 4 μL, 正向和反向引物各 1 μL, 模板  
1 μL, Taq聚合酶缓冲液 1 μL, 重蒸水 37 μL。 

PCR程序如下：94°C 5 min; 94°C 30 s, 55°C 30 s, 
72°C 2 min, 循环 30次; 72°C 15 min。测序由上海生
工生物工程有限公司完成。 

2) 系统发育分析：将测序结果用 Blast 软件与
GenBank 中已登录的 16S rDNA 序列进行同源性比
较, 通过 Clustal X 和 BioEdit 等软件进行多重序列
比对分析 , 并以 Neighbor-joining 法构建系统发 
育树。 

1.5  菌株好氧反硝化性能测试 
以硝酸钾为氮源, 取处于对数生长期的菌液按

2%的接种量接种于装有 150 mL培养液的 500 mL三
角瓶中(瓶塞为硅胶塞 , 菌体好氧培养), 置于恒温
气浴振荡器中 30°C恒温培养(转速 180 r/min), 定时
取培养液测定菌体生长量, 离心菌体后取上清液测
定NO3

−-N和NO2
−-N的变化。 

1.6  菌株异养硝化性能测试 
以氯化铵为氮源, 取处于对数生长期的菌液按

2%的接种量接种, 置于恒温气浴振荡器中 30°C 恒
温振荡培养(转速 180 r/min), 定时取样测定培养液
中各指标的含量变化。 

1.7  分析方法 
NO2

−-N: N-(1-萘基)乙二胺光度法; NO3
−-N:麝
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香草酚分光光度法; NH4
+-N: 钠氏试剂分光光度法; 

菌体生长量：吸光度法, 用 7200 型尤尼柯(UNIC)
可见分光光度计于 600 nm处测量吸光度值; pH值：
采用 6010型pH计测定。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株的形态特征和生理生化特性 
菌株 GYL为革兰氏阴性杆菌, 大小为(0.5 μm~ 

0.7 μm)×(1.4 μm~1.6 μm), 无鞭毛, 无芽胞。菌落初
长成时略透明, 表面湿润, 长大后成白色实心菌落, 
后期菌落发黄变乌, 菌落大小约为 1.5 mm, 边缘整
齐, 表面光滑, 有隆起, 粘稠, 有淡淡的树根味道。
菌株 GYL的电镜照片如图 1所示。 
 

 
 
图 1  菌株 GYL 的扫描电镜照片(×80000) 
Fig. 1  Electronic microscope photograph of strain GYL 
(×80000) 
   

菌株GYL的生理生化特性鉴定结果为：严格好
氧, 乙酸氧化、硝酸盐还原、甲基红、吲哚、油脂
水解、明胶液化实验为阳性; V-P、纤维素、接触酶、

H2O2酶、柠檬酸盐、淀粉水解、产氨实验、果胶水

解为阴性; 石蕊牛乳实验为还原石蕊退色, 利用蔗
糖、葡萄糖、甘露醇产酸; 不能利用麦芽糖、乳糖、
半乳糖产酸。该菌株的最适盐度为 2%~7%, 在盐度
>10%的培养液中不生长 , 生长最适的温度范围为
25°C~30°C, 最适pH为 7.5~8.5。 

2.2  16S rDNA 序列和系统发育分析 
获得分离菌株 GYL部分长度的 16S rDNA序列

(1433 bp), 菌株的 GenBank 序列登录号为 FJ387168, 
GYL 与多株 Halomonas sp.16S rDNA 的相似性达
99%, 结合菌株的形态学和生理学特性 , 可基本确
定分离菌株 GYL 为 Halomonas sp.。通过 GenBank
检索得到和 GYL 亲缘性相近的其他菌株 , 利用
BioEdit 和 Phylip 等软件, 以 Neighbor-joining 法绘
制 16S rDNA系统发育树, 如图 2所示。 

2.3  菌株 GYL 的好氧反硝化特性 
向已经灭菌的培养液以 2%的接种量接种种子

培养液, 30°C恒温气浴培养, 每隔 3 h检测反应过程
中的菌体生长吸光度和NO3

−-N、NO2
−-N的变化, 考

察菌株GYL在好氧条件下的反硝化效果(图 3所示)。
从图 3 可以看出, NO3

−-N在培养的前 15 h从 123.2 
mg/L降至 12.9 mg/L, NO2

−-N含量在 12 h时达到最大
累积量 5 2 . 6  m g / L ,  而后N O 2

− - N含量逐渐 
降低, 最后降到 1.0 mg/L。与其他菌株[10]的降解过

程比较可得, 该菌降解过程中NO2
−-N的累积量较多, 

分析原因可能是硝酸盐在菌体内硝酸盐还原酶的作

用下还原为亚硝酸盐, 造成了NO2
−-N的大量积累, 

而亚硝酸盐的大量积累又能诱导亚硝酸盐 
 

 
 

图 2  基于 16S rDNA 序列同源性构建的菌株 GYL 和亲缘性相近的其他细菌的系统发育树 
Fig. 2  Unrooted phylogenetic trees based on the 16S rDNA sequences of strain GYL and related strains 



584 微生物学通报 2009, Vol.36, No.4 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

还原酶的产生 , 从而将亚硝酸盐还原 , 在 18 h时
NO2

−-N积累量降为 4.14 mg/L。从图 3中还可以看出, 
反硝化作用主要发生在菌体生长的对数生长 
期, 这个时期是细菌生长和繁殖最旺盛的时期, 细
胞合成所需要的能量和还原力也主要在这一阶段被

消耗。 
2.3.1  盐度对菌株GYL好氧反硝化效果的影响：由

图 4 可得, 随着盐度的增加菌株GYL的脱氮率先增
加后逐渐降低, 盐度为 2%、5%、7%时的脱氮率较
高分别为 88.5%、93.2%、93.5%; 盐度为 10%时的
脱氮率相对降低分别为 51.1%; GYL在盐度 15%、
20%菌体基本不生长 , 几乎没有反硝化作用 , 可见
菌株GYL能在盐度为 10%的溶液中生长但最适盐度
为 2%~7%, 这与Sachiko Yoshie[11]的研究结果相近。

Sachiko Yoshie也从处理高盐度废水的活性污泥中
分离出Halomonas spp., 并且该菌是盐度为 7%的反
应器中的优势反硝化菌。 

菌株GYL在不含盐的培养液中生长量很少, 可
见该菌的生长依赖于一定的盐度。菌体需要一定浓 
 

 
 
图 3  GYL 的反硝化特性 
Fig. 3  Denitrification characteristics of strain GYL 
 

 
 
图 4  盐度对 GYL 好氧反硝化的影响 
Fig. 4  Effects of salinity on denitrification for strain GYL  

度的钠、镁、铝离子来维持细胞结构和硬度, 在盐
度太小或无盐的环境中, 容易发生细胞壁溶解细胞
膜碎裂, 因此菌株 GYL在不含盐的环境中生长量很
小导致该菌株的反硝化作用很弱。盐度为 10%时菌
株 GYL的菌体生长和脱氮效果明显下降, 盐度增加
到 15%后, 菌株的生长和反硝化作用均受到明显的
抑制, 盐度过高造成溶液的渗透压增高, 容易致使
微生物细胞脱水引起细胞原生质分离, 从而严重影
响菌体的生长和去除效果。 
2.3.2  pH对菌株GYL好氧反硝化效果的影响：由图

5可得, pH值对菌株GYL的反硝化能力影响显著, 菌
株GYL能在pH值 7.5时获得最大的脱氮率 87.0%, pH
为 8.5时脱氮率也很高为 85.5%, pH为 9.5时的脱氮
率为 62.8%, 可见菌株GYL最适宜的pH值为 7.5~8.5, 
在偏碱的条件下(7.5~9.5)有较好的反硝化效果, 但
在pH值为 5.5和 10.5时菌体生长量很小、基本没有
反硝化现象。当pH低于 6.5时, OD600很小、反硝化

作用很弱, 可见该菌的生长在酸性条件下受到抑制, 
致使该菌的反硝化功能下降。pH在 7.5~9.5 时反硝
化效果较好 , 但亚硝酸盐的积累量随pH逐渐增加 , 
高 pH值抑制了亚硝酸盐还原酶的活性 , 这与
Charles[12]和LH Liu[13]的结论是一致的。与王弘宇[14]

的研究结果比较可得, 菌株GYL的pH适应范围较广, 
并且去除效果较好。 
2.3.3  不同碳源对菌株 GYL 好氧反硝化的影响：

反硝化碳源通常分为 3 种类型: 第 1 类是易于生物
降解的有机物, 如实验中采用的蔗糖、葡萄糖等; 第
2 类为可慢速生物降解的有机物; 第 3 类为细胞物
质, 细菌会利用细胞成分进行内源反硝化。在培养
液中添加 7种不同碳源(碳源的含量相同均为 5 g/L),  
 

 
 
图 5  pH 值对 GYL 脱氮效果的影响 
Fig. 5  Effects of pH on denitrification for strain GYL 
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图 6  不同碳源的影响 
Fig. 6  Effects of different carbon sources on denitrification                                                                
 

在 24 h时测定菌体生长量、NO3
−-N和NO2

−-N的变
化。由图 6 可得, 不同碳源对菌株的生长和反硝化
性能的影响是一致的。以蔗糖为碳源时OD600最大、

脱氮率最高达到 99.6%, 乙酸钠、柠檬酸钠、葡萄糖
的OD600稍低、脱氮效果次之, 但都达到 80%以上, 
以丁二酸钠为碳源时脱氮率为 60.5%, 菌株的硝态
氮去除率较高, 但是有大量的亚硝酸盐积累, 以乳
糖和碳酸钠为碳源时菌体几乎没有生长, 硝态氮的
去除率很低。可见蔗糖是菌株GYL的最佳碳源, 碳
源种类对菌株GYL的生长和反硝化活性有很大影
响。蔗糖、乙酸钠、柠檬酸钠、葡萄糖均属于第 1
类碳源, 在反硝化过程中它们易于生物降解, 是较
好的电子供体, 不仅反硝化速率快, 还能够提高生
物处理装置的能力和效率 ,  使反硝化过程稳定 
可靠。   
2.3.4  温度对菌株GYL好氧反硝化的影响：本试验

设置了 20°C、25°C、30°C、35°C和 40 °C共 5个不
同的温度条件, 以 2%的接种量接种种子培养液, 培
养 24 h之后, 离心菌体取上清液测定各个条件培养
液中的NO3

−-N、NO2
−-N含量和菌体生长量, 结果如

图 7 所示。从图 7 中可以看出, 温度对菌株GYL生
长和反硝化效率的影响不是很显著。在温度为 20°C
时, OD600为 1.09、脱氮率为 54%, 温度在 25°C~30°C
时, OD600达到 1.7左右、脱氮率均达到 80%以上,其
中在 25°C时脱氮率达到最大脱氮率 85.5%, 温度上
升到 40°C时, 脱氮率下降到 42.7%。在 25°C~35°C
的温度范围内, 菌株GYL生长较好, 并且具有较高
的脱氮效率。但温度偏低或偏高时菌株的生长受到

抑 制 ,  反 硝 化 性 能 受 到 明 显 的 影 响 ,  

 
 
图 7  不同温度的影响 
Fig. 7  Effects of temperature on denitrification perform-
ance 
 
这与P Elefsiniotis[15]的研究结果有较大差异。 

2.4  菌株 GYL 的异养硝化性能  
由图 8 可得, 24 h后培养液中的氨氮剩余仅为

2.2 mg/L, GYL能将氨氮的 98.3%去除, 菌株的异养
硝化作用主要发生在前 14 h内, 该菌株的异养硝化
过程在菌体的对数生长期内。该菌的异养硝化过程

中NO2
−-N的累积量很小, 在 6 h时内达到的最大累

积量仅为 1.69 mg/L, NO3
−-N没有积累, 原因可能有

2 点: 1) 该菌株具有较强的好氧反硝化能力, 异养
硝化过程中产生的硝酸盐氮及亚硝酸盐氮迅速地被

反硝化为气体产物逸出; 2) 该株菌存在的氨氧化途
径与自养硝化不同 ,  可能是氨氮直接转化为气体 
逸出。  
 

 
 
图 8   异养硝化性能 
Fig. 8  Heterotrophic nitrification performance 
 

3  结论 

1) 从驯化成熟的耐盐活性污泥中筛选得到 1株
轻度嗜盐反硝化细菌 GYL, 经形态观察、生理生化
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实验以及 16S rDNA 序列分析及同源性比对, 菌株
GYL与 Halomonas sp.的相似性为 99%, 可以初步判
定为 Halomonas sp.。 

2) GYL 能在盐度为 0~10%的培养液中生长并
有一定的去除率, 培养液盐度为 2%、5%时的脱氮率
均达到 80%以上, 可见菌株 GYL能耐受一定的盐度
并有很好的反硝化效果, 适用于高盐度废水的脱氮
处理。 

3) GYL 在偏碱的条件下有较好的反硝化效果, 
最适宜的 pH 值为 7.5~8.5。菌株可利用蔗糖、乙酸
钠、柠檬酸钠、葡萄糖和丁二酸钠为碳源进行反硝

化, 其中最适碳源为蔗糖。菌株 GYL能适应较宽的
温度范围, 在 25°C~35°C 的温度范围内都具有很高
的脱氮效率。 

4) 对该菌株的异养硝化能力进行了测定, 其对
氨氮的去除率可达 98.3%, 可见该菌株可实现同步
硝化反硝化, 即该菌株可以独立完成生物脱氮的全
部过程。 
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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。 
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