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摘  要：【目的】从河南省白龟山水库下游水体中分离筛选氨化细菌，并研究其降解有机氮的

条件。【方法】利用选择性培养基从微污染水源水中筛选氨化细菌，进一步比较了不同氨化细

菌降解有机氮的效果；采用单因子法研究菌株 N24 降解有机氮的条件；通过形态、生理生化特

征及 16S rRNA 基因序列分析对菌株 N24 进行鉴定。【结果】从微污染水源水中分离筛选到 4

株氨化细菌，其中菌株 N24 培养 48 h 后氨氮浓度较高，达到 138.926 mg/L。菌株 N24 降解有

机氮最适温度为 30−35 °C，最适初始 pH 值为 6.0，500 mL 摇瓶最适装液量 75 mL。菌株 N24

被鉴定为弯曲芽孢杆菌(Bacillus flexus，GenBank 登录号：JX291240.1)，其 16S rRNA 基因序列

与基因库中芽孢杆菌属菌株的 16S rRNA 基因序列有 99%−100%的相似性，与弯曲芽孢杆菌

(Bacillus flexus IFO15717T，GenBank 登录号：NR024691.1)的遗传距离最近。【结论】菌株 N24

是一株高效降解有机氮的弯曲芽孢杆菌；本研究丰富了降解有机氮菌种资源，可为该菌在环境

工程领域的实际应用提供理论基础。 
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Isolation and identification of ammonifying bacteria in the 
downstream waters of Baiguishan Reservior in Henan Province and 

conditions of degrading organic nitrogen 
GUO Duan-Qiang  FANG Gai-Xia  DUAN Jing-Xia  ZENG Jian  WANG Man  

 WAN Ya-Tao  SHAN Lin-Na* 
(College of Life Science and Engineering, Henan University of Urban Construction, Pingdingshan, Henan 467036, China) 

Abstract: [Objective] The aims of the present study were to isolate and screen ammonifying 

bacteria, and to examin the conditions for their degradation of organic nitrogen. [Methods] 

Ammonifying bacteria were isolated from the micro-polluted raw water collected from the 
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downstream water bodies of the Baiguishan Reservoir in Henan Province. The obtained nitrifying 

bacteria were studied for their capabilities to degrade organic nitrogen; The conditions for strain N24 

to remove organic nitrogen were assessed by using single factor method. Strain N24 was identified 

by morphology, physiological and biochemical characteristics, and 16S rRNA gene-base 

phylogenetic alalyses. [Results] Four ammonifying bacterial strains were isolated from the collected 

water samples, The NH4
+-N concentration reached 138.926 mg/L after 40 hours’ fermentation of 

strain N24. The optimal conditions for strain N24 to remove organic nitrogen were about 30−35 °C, 

initial pH 6.0, and medium volume 75 mL. Strain N24 was identified as Bacillus flexus (GenBank 

accession number: JX291240.1). Its 16S rRNA gene sequence had 99%−100% similarity with those 

of Bacillus sp. deposited in GenBank, and showed closest relatedness to Bacillus flexus IFO15717T 

(GenBank accession number: NR024691.1). [Conclusion] N24 is an efficient organic 

nitrogen-degrading Bacillus flexus; The present study enriched the microbial resources for organic 

nitrogen removal and provided a theoretical framework for the practical use of strain N24 in 

environmental engineering. 

Keywords: Ammonifying bacteria, Bacillus flexus, Organic nitrogen, Degrading conditions, 

Phylogenetic analysis 

随着工业化和城市化进程的加快，我国含氮

废水进入水体引发的水质恶化及富营养化问题日

益严重[1]，氮素污染亟待解决。采用物理法、化学

法、生物法等[2-6]方法降解氨氮、亚硝酸氮等无机

氮，已进行了大量的相关研究。到目前为止，有关

有机氮的氨化过程研究相对较少。这是由于水体中

的有机氮成分复杂，缺乏测定含氮有机物氨化的直

接方法，只能间接测定[7-8]，采用产生氨的总量作

为有机氮去除的指标。因此，开展该类氨化细菌生

物学特性的研究具有重要的理论价值和实践意义。 

本实验从河南省平顶山市白龟山水库大坝下

游水体分离得到4株氨化菌株，并对菌株N24进行

了形态、生理生化鉴定和16S rRNA基因系统进化

分析。对N24的氨化能力及影响因素温度、pH和摇

瓶装液量进行了初步探讨，旨在丰富有机氮去除菌

种资源的同时，为氨化细菌用于生物脱氮的工程实

践提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 

氨化细菌富集培养基(g/L)：蛋白胨 5，NaCl    

0.25，KCl 0.3，K2HPO4 0.25，MgSO4 ·7H2O 0.5，

FeSO4·7H2O 0.01，超纯水 1 000 mL，pH 7.2，  

1×105 Pa灭菌 20 min。 

氨化细菌分离培养基(g/L)：蛋白胨 5，NaCl 

0.25，FeSO4·7H2O 0.01，K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 

0.5，琼脂 20，超纯水 1 000 mL，pH 7.2，1×105 Pa

灭菌 20 min。以 2% (质量分数)的琼脂糖作平板分

离支持物。 

1.2  菌种的富集及分离培养 

1.2.1  菌种来源：菌种分离样品采自河南省平顶山

市白龟山水库大坝下游水体。 

1.2.2  氨化细菌的富集培养：取 50 mL 泥水混合

物置于装有玻璃珠的锥形瓶中，30 °C、120 r/min

的空气浴摇床中振荡 30 min，使泥水充分混匀，

破碎后的泥水按 10%的比例接种至装有氨化细菌

富集培养基的锥形瓶中。富集培养过程中，用纳氏

试剂检验培养液中 NH4
+的产生情况，根据是否变

黄和黄色的深浅可以指示是否有 NH4
+生成和生成

的量，如呈现黄色，说明生成 NH4
+，此种细菌可

将有机氮降解为 NH4
+，可判断为氨化细菌。吸取

富集液至装有新鲜氨化培养液的锥形瓶中继续富集

培养，不断淘汰杂菌，富集培养过程中设空白对照。 

1.2.3  氨化细菌的分离培养：选取显黄色深的富集

培养液，利用氨化细菌分离培养基，采用平板划线
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法分离菌种。将划线后平板放于 30 °C恒温箱中倒

置培养，观察记录菌落的形态、颜色等生长情况，

待长出针尖大小的菌落后，挑取单菌落至新的分离

平板，经过多次平板划线纯化，直至得到相对优势

的氨化细菌菌株。分离培养过程中设空白对照。 

1.3  分离菌株的氨化效果检测 

将筛选菌株于 30 °C、120 r/min摇床振荡培养

18 h，此时 OD560值为 0.8左右。按 10%的接种量

接种到装有 100 mL 氨化细菌分离培养基的    

500 mL三角瓶中，30 °C、120 r/min摇床振荡培养，

每隔 4 h取样一次，每次取样 3瓶，先测定细菌光

密度 OD560，以吸光度为纵坐标，时间为横坐标绘

制生长曲线。然后经 6 000 r/min离心，取上清液

采用纳氏试剂光度法[9]测定 NH4
+-N浓度。以未接

种的氨化细菌分离培养基作为空白对照，实验设 3

个重复。 

1.4  温度、pH、摇瓶装液量对菌株氨化效果的

影响 

实验菌株经纯培养 18 h后，按 10%的添加量

接种到 100 mL氨化细菌分离培养基中，通过调节

温度、pH值、摇瓶装液量，120 r/min恒温摇床培

养 40 h后，测定培养液中的 NH4
+-N浓度。考察条

件变化对氨化效果的影响。除不同温度实验外，其

余均 30 °C培养，实验设 3个重复。 

1.5  形态学鉴定与生理生化鉴定 

菌株的形态学鉴定通过革兰氏染色后用光学

显微镜油镜观察；生理生化鉴定根据《常见细菌系

统鉴定手册》[10-11]进行。 

1.6  16S rRNA 序列测定和系统发育分析 

用于 16S rRNA 基因 PCR反应的引物为通用

引物，PF：5′-GAGCGGATAACAATTTCACACAG 

G-3′； PR： 5′-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACG 

A-3′；大连宝生物公司合成。PCR反应体系(50 μL)：

10×PCR缓冲液 5 μL，MgCl2 (25 mmol/L) 3.5 μL，

模板 DNA 0.5 μL，PF和 PR (20 μmol/L) 各 0.5 μL，

dNTPs (20 mmol/L) 2 μL，Taq DNA聚合酶(5 U/μL) 

1 μL，超纯水 37 μL。PCR扩增条件为：94 °C 5 min；

94 °C 60 s，50 °C 60 s，72 °C 90 s，共 30个循环；

72 °C 5 min。PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分析，

通过和 Marker (DL2000)比较片段大小确定是否为

目的片段。含有目的片段的 PCR 产物用

TIANGEN DNA 胶回收试剂盒进行片段回收。回

收产物送往宝生物工程有限公司测序。 

将 所 测 序 列 与 GenBank 核 酸 数 据 库

(http://www.ncbi.nlm.nih.Gov/blast) 进行 比 对 分

析，从中挑选部分相似性高且是有效发表的典型菌

株，利用CustalX 2.1进行多序列比对[12]，系统进化

距离矩阵根据Kimura模型估算 [13]，用MEGA 5.1 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis)软件包

采用邻接法(Neighbor-Joining)构建系统进化树[14]。

重复取样1 000次进行靴值(Bootstrap value)分析以

评估系统进化树的拓扑结构稳定性[15]。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的分离筛选 

经过富集培养，划线分离得到 11株氨化菌株，

通过进一步测定比较其氨化能力，筛选到 4株氨化

能力较强的菌株。 

2.2  氨化细菌的生长曲线 

由图 1 看出，N13 在 8−16 h 为对数期，16−   

28 h为稳定期，28 h后进入衰亡期；NP13在 8−12 h

为对数期，12−24 h为稳定期，24 h后进入衰亡期； 

 

 

 
 

图 1  氨化细菌生长曲线 
Figure 1  The growth curves of ammonibacterium 
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N21在 8−16 h为对数期，16−36 h为稳定期，36 h

后进入衰亡期；N24在 12−24 h为对数期，24−28 h

为稳定期，28 h后进入衰亡期。 

2.3  氨化菌株的氨化效果检测 

由图 2看出，接种氨化细菌后，随着培养液中

菌体的生长氨氮浓度逐渐增加。菌株 N13 发酵液

在 32 h氨氮浓度达到 68.44 mg/L；菌株 NP13发酵

液在 36 h氨氮浓度达到 76.91 mg/L；菌株 N21发

酵液在 28 h氨氮浓度达到 80.21 mg/L；菌株 N24

发酵液在 36 h氨氮浓度达到 138.41 mg/L。表明 4

株氨化细菌对有机氮有明显的去除效果。 

2.4  温度、pH、摇瓶装液量对氨化效果的影响 

2.4.1  温度对菌株 N24 氨化性能的影响：图 3 实

验结果表明，温度对菌株 N24 的氨化作用影响明

显。在 30−35 °C温度范围内都能够较好的去除有 

机氮。 

2.4.2  pH 对菌株 N24 氨化性能的影响：图 4实验

结果表明，pH值对菌株 N24的氨化能力影响显著。 

 

 
 

图 2  氨化细菌的氨化作用 
Figure 2  Ammonification of ammonibacterium 

 

 
 

图 3  温度对菌株 N24 氨化作用的影响 
Figure 3  Effect of temperature on ammonification of 
strain N24 

pH为 6时培养液中氨氮浓度达到 228.09 mg/L，去

除有机氮效果最好。由此可知，菌株 N24 的氨化

作用最适宜的 pH为 6。 

2.4.3  摇瓶装液量对菌株 N24 氨化性能的影响：

图 5 实验结果表明，摇瓶装液量对菌株 N24 的氨

化能力有一定影响。摇瓶装液量为 75 mL 时，培

养液中氨氮浓度可达到 221.49 mg/L，去除有机氮

效果最好。由上可知，菌株 N24 的氨化作用最适

宜的摇瓶装液量为 75 mL。 

2.5  菌株的形态与生理生化鉴定 

菌株 N24在氨化细菌固体培养基上培养 24 h，

菌落边缘整齐、圆形扁平状、表面光滑、呈乳白色、

不透明，菌落直径约 1.1 mm。培养 48 h后显微镜

油镜照片(图 6)显示，菌株 N24为杆状，革兰氏染

色阳性，有芽孢。生理生化鉴定结果如表 1所示。 

2.6  16S rRNA基因序列测定和系统发育分析 

获得菌株 N24 的 16S rRNA 基因序列       

(1 492 bp)，在GenBank序列登录号为 JX291240.1。在 
 

 
 

图 4  pH 对菌株 N24 氨化作用的影响 
Figure 4  Effect of pH on ammonification of strain N24 
 
 

 
 

图 5  摇瓶装液量对菌株 N24 氨化作用的影响 
Figure 5  Effect of medium volume on ammonification of 
strain N24 
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图6  菌株 N24的显微镜照片 
Figure 6  Micrograph of strain N24 
 

GenBank数据库中通过 BLAST方法比对，结果表

明，菌株 N24 与多株 Bacillus sp.的相似性达

99%−100%。采用 MEGA 5.1软件用 N-J法构建进

化树，确定其进化地位，结果如图 7所示。从图 7

可知，N24与弯曲芽孢杆菌(Bacillus flexus)的遗传

距离最近，与巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)

的遗传距离较近，而与尼氏芽孢杆菌 (Bacillus 

nealsonii)的遗传距离最远，推测 N24 为弯曲芽孢

杆菌 Bacillus flexus。 

 
表 1  菌株 N24 部分生理生化特征 

Table 1  Partly biochemical and physiological 
characteristics of strain N24 

实验项目 

Item 

结果 

Results 

革兰氏染色 Gram staining G+ 

芽孢染色 Endospore staining + 

葡萄糖 Glucose + 

蔗糖 Sucrose + 

乳糖 Lactose － 

淀粉水解试验 Starch hydrolysis test + 

甲基红试验 M. R. test － 

吲哚试验 Indole test + 

穿刺接种试验 Puncture test of semi-solid 

media 
+ 

注：+：阳性；−：阴性. 

Note: +: Positive; −: Negative. 
 

 

 
 

图 7  根据 16S rRNA 基因序列构建的系统进化树 
Figure 7  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences 

Note: Bar: 5‰ sequence divergence. The numbers at the nodes indicate the bootstrap values (>50%) based on Neighbour-Joining 
analyses of 1 000 resampled data sets. Numbers in parentheses represent the sequences accession numbers in GenBank. 
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3  讨论 

本研究从河南省平顶山市白龟山水库大坝下

游水体样品中筛选得到 4 株氨化细菌，比较了 4

株菌的生长曲线和氨化效果，细菌处于生长曲线的

对数期时，发酵液中氨氮浓度增加最快，细菌生长

进入稳定期后，发酵液中氨氮浓度缓慢增加，在衰

亡期，发酵液中氨氮浓度达到最高值。选取降解有

机氮效果最好的菌株 N24进行进一步研究。 

对菌株 N24 氨化特性研究表明，菌株生长和

降解有机氮是同步进行的，氨化作用主要发生在对

数生长期，随着菌体的快速增殖，水体中氨氮浓度

会迅速上升，而且可以在较长时间内发挥降解作

用，说明该菌株可作为造纸、食品和发酵等工业有

机废水降解有机氮的有益候选菌株。实验结果与李

辉等[16]研究结果相符。 

影响微生物生长繁殖的外界因素很多，除营养

条件外，主要有温度、pH、溶解氧等[17]。本实验

重点对这 3种因素进行了研究。结果表明，水温在

30−35 °C 时，该菌可以正常生长，并保持较高的

降解有机氮活性。这可能与该菌生长及脱氨基酶的

耐热机制有关，需要进一步研究。pH 5 时，N24

降解有机氮效果不好，在 pH 6−8的条件下有较高

的有机氮去除率，可在较宽的 pH范围内保持正常

生长及降解有机氮性能的稳定发挥。摇瓶装液量实

验表明，溶解氧对菌株 N24 降解有机氮有一定影

响。在装液量 75−100 mL 的范围内随着装液量的

减少菌株 N24 去除有机氮效果逐渐提高，在摇瓶

装液量 75 mL 的条件下去除有机氮效果最好，装

液量继续减少，去除有机氮效果逐渐下降。说明在

降解有机氮过程中溶解氧可能存在一个阈值，这个

阈值根据微生物种类、底物及环境条件的变化而不

同，这一现象与李卫芬等[18]、张苗等[19]的报道中

溶解氧对好氧反硝化细菌的影响相似。 

多相分类法是当前细菌系统分类研究中最有

效的方法。本文通过形态、生理生化特征及 16S 

rRNA基因序列分析对 N24进行了初步鉴定。菌株

N24具有与 Bacillus sp.相同的一系列表型特征，例

如革兰氏染色阳性、杆状、有芽孢、能利用葡萄糖

等碳水化合物产酸，系统发育分析显示，N24与弯

曲芽孢杆菌(Bacillus flexus)的亲缘关系最近，初步

鉴定菌株 N24为弯曲芽孢杆菌 Bacillus flexus。当

然，要进一步确定其分类地位的正确性，还需结合

(G+C)mol%值的测定、DNA-DNA 分子杂交等其

他现代分类学方法。 

绝大多数异养型微生物，包括细菌、真菌、放

线菌，都有不同的蛋白质分解能力。试验证明本文

筛选到的弯曲芽孢杆菌 Bacillus flexus N24能有效

降低水体中有机氮含量，但要将其应用到环境工程

实践中，还需对其降解机理、生物安全性及使用方

法等多方面内容进行进一步的研究。 
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