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摘　要：从处理高浓度蛋白质废水的ＢＡＦ反应器中经富集分离出一株能以ＫＮＯ３ 为唯一氮源生长

的好氧反硝化菌Ｎ１。为进一步研究其分子生物学特性，采用传统的生理生化特征鉴定法及１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列分析法对该菌株进行研究，并与已知种和相关种的菌株进行比较，得到系统发育树状

图。结果表明，菌株Ｎ１的１６ＳｒＤＮＡ的核苷酸序列与蒙氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｏｎｔｅｉｌｉｉｓｔｒａｉｎ

ＣＩＰ１０４８８３）的同源性为９９．２％，在细菌系统发育分类学上属于假单胞菌属，蒙氏假单胞菌。好氧

反硝化菌株Ｎ１的序列已向ＧｅｎＢａｎｋ提交并得到登录号为 ＨＱ８４０７７１。关于蒙氏假单胞菌的反硝

化研究在国内尚未见报道，此研究对于利用微生物技术治理环境中的氮污染具有较高的研究和应

用价值。
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　　２０世纪８０年代中期以来，人们在各种不同的

环境诸如土壤、沟渠、池塘、活性污泥、沉积物等陆续

分离出了一些好氧反硝化菌［１４］。Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ
［５］在反

硝化和脱硫系统中首次分离出好氧反硝化菌

ＴｈｉｏｓｐｈａｅｒａＰａｎｔｏｔｒｏｐｈａ，在国内，杨希
［６］等从活性

污泥和土壤中分离得到３株反硝化能力较强的菌

株，经形态观察、生理生化及１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定，

均为蜡状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）；罗固源
［７］等从
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ＯＧＯ反应器中分离出３株好氧反硝化菌 Ｔ３、Ｔ６、

Ｔ７，经１６ＳｒＤＮＡ同源性比较，确定Ｔ３、Ｔ７为赤红

红球菌属，Ｔ６为戈登氏菌属；范利荣
［８］等从实验室

生物滤塔填料的生物膜中分离出一株无亚硝酸盐积

累的好氧反硝化菌 Ａ１，初步判定其为假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ）；廖绍安
［９］等从养虾池中分

离出一株好氧反硝化菌，经形态学特征、生理生化反

应及１６ＳｒＤＮＡ序列分析初步判定其为嗜麦芽寡养

单胞菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）。

本研究从处理高浓度蛋白质废水的ＢＡＦ反应

器中分离出１株好氧反硝化菌Ｎ１，对其进行形态观

察及生理生化分析，初步鉴定其为假单胞菌属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）
［１０］。在此基础上，采用细菌的１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列分析对好氧反硝化菌株Ｎ１进行细菌分

类学的鉴定和系统发育树的构建，试图了解该好氧

反硝化菌株Ｎ１的细菌分类学地位及部分生物学性

质，并对该菌株的好氧反硝化特性进行研究，以期为

好氧反硝化菌的分子生物学鉴定分析及资源利用提

供技术基础。

１　材料与方法

１１　培养基组成

好氧反硝化菌（暂命名为Ｎ１）分离自本实验室

处理高浓度制药废水的ＢＡＦ反应器的生物膜中，培

养基采用好氧反硝化培养基［１０］。

１）灭菌条件：１．０３×１０５Ｐａ，１２１℃，２０ｍｉｎ。

２）ＢＴＢ初筛培养基（／Ｌ）
［１１］：琼脂２０ｇ；ＫＮＯ３１ｇ；

ＫＨ２ＰＯ４１ｇ；ＦｅＣｌ２·４Ｈ２Ｏ０．５ｇ；ＣａＣｌ２０．２ｇ；

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１ｇ；琥珀酸钠８．５ｇ；溴百里酚蓝

（ＢＴＢ）（取０．１ｇＢＴＢ溶于１０ｍＬ酒精）１ｍＬ，ｐＨ

至７．０～７．３。

３）富集培养基（／Ｌ）：ＫＮＯ３４．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４４．０ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，琥珀酸钠１９．４ｇ，ｐＨ７．２～

７．５。

４）固体培养基（／Ｌ）：ＫＮＯ３１ｇ；ＫＨ２ＰＯ４１ｇ；

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１ｇ；ＫＣｌ０．５ｇ；琥珀酸钠２．８ｇ，琼

脂２％，ｐＨ７．０～７．３。

１２　主要试剂和仪器

１）试剂：引物合成（Ｆ８、Ｒ１４９２）（上海捷瑞生物

工程 有 限 公 司）；ｄＮＴＰＳ；１０×ｂｕｆｆｅｒ；ｒＴａｑ 酶

（ＴａＫａＲａ）；其余试剂均为中国产分析纯试剂。

２）仪器：细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱

型）（上海捷瑞生物工程有限公司）；ＤＮＡ快速回收

试剂盒（上海捷瑞生物工程有限公司）；倒置显微镜

（ＸＤＳ／ＸＤＳＰＨＤ）（江西凤凰光学仪器有限公司）；

高速离心机（ＴＧＬ１６Ｃ）（上海安亭科学仪器厂制

造）；ＤＹＹ６０４电泳仪（南京新校园生物技术研究

所）；２７２０ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪 （Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ（ＡＢ））；ＸＷ８０Ａ涡旋混合器（上海琪特

分析仪器有限公司）。

１３　菌体富集培养及菌种分离纯化

从运行稳定的处理高浓度制药废水的ＢＡＦ反

应器中取少量含生物膜的污水１６０ｒ／ｍｉｎ充分摇匀

打碎，然后将其接种于富集培养基中，调 ｐＨ 为

７．２～７．５，３０℃，１２０ｒ／ｍｉｎ培养１ｄ后，重复操作

２～３次，作为备用菌液。

用倍比稀释法将富集培养后的上层液分别稀释

１０－７倍、１０－８倍和１０－９倍，涂布于ＢＴＢ初筛培养基

平板上，３０℃倒置培养，直到长出肉眼可见的单菌

落。选出长势良好，形态不同，且周围有蓝色晕圈的

菌落，进行划线分离，直到平板上的菌落形态基本相

同。将分离后得到的纯菌进行斜面保存。

１４　形态观察和生理生化实验

１）菌株形态学鉴定：对筛选的菌株进行革兰氏

染色及电子显微镜观察。

２）菌株生理生化鉴定：根据《常见细菌系统鉴定

手册》［１２］（２００１）及《伯杰氏细菌手册（第八版）》
［１３］进

行。

１５　细菌反硝化能力鉴定

向灭菌后的反硝化培养基中按１％的量接入菌

株Ｎ１，３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养，每隔２ｈ测

定培养基中菌株Ｎ１在６００ｎｍ处的吸光度值，同时

测定培养基中硝酸盐氮的变化情况及亚硝酸盐氮的

累积量，以考察菌株 Ｎ１在好氧条件下的反硝化特

性。

１６　１６犛狉犇犖犃的犘犆犚扩增和序列测定

１）模板ＤＮＡ的提取：采用上海捷瑞生物工程

有限公司的细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱

型）对好氧反硝化菌株Ｎ１进行ＤＮＡ提取。

２）１６ＳｒＤＮＡ基因的ＰＣＲ扩增：以基因组ＤＮＡ为

模板，扩增采用一对通用引物［１４１６］：正向引物Ｆ８：５’

ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３’（位置８～２７），反

向引物 Ｒ１４９２：５’ＣＴＡＣ ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣ

３’（位置１４９２～１５１２）。

３）ＰＣＲ扩增的反应体系：全基因组扩增产物

１μＬ，ＴａｐＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ）０．２５μＬ，加水补

足２５μＬ。

４）ＰＣＲ扩增的反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；

９５℃变性３０ｓ，５４℃复性４５ｓ，７２℃延伸５ｍｉｎ，２５个

循环；７２℃，１０ｍｉｎ。全基因组扩增的阴性对照用于

９１１第１期 张文艺，等：ＢＡＦ反应器中好氧反硝化菌的分子鉴定及分析
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同步实验。

５）经ＰＣＲ反应扩增出１６ＳｒＤＮＡ，用上海捷瑞

生物工程有限公司的ＤＮＡ快速回收试剂盒将ＰＣＲ

产物进行纯化，以备测序。

１７　１６犛狉犇犖犃序列分析及系统发育分析

１６ＳｒＤＮＡ的全序列测定和分析：测序工作委

托百奥迈科生物技术有限公司完成。测定序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 上 已 发 表 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 进 行 比 对

（ＢＬＡＳＴ），并将其在Ｃｌｕｓｔａｗ程序包中进行分析，

最后形成一个多重序列匹配排列阵。用 ＷＥＧＡ５

程序包中的Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ程序，采用邻近法（ＮＪ法）计

算进化距离，根据“Ｋｉｍｕｒａ２参数”方式，各分枝的

重复性采用 ＭＥＧＡ程序包中的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｍｅｔｈｏｄ

程序分析，重复数为１５００，以确保系统进化树的可

信度。

２　结果与分析

２１　好氧反硝化菌株的分离及形态观察

用倍比稀释法将富集培养后的菌液分别稀释

１０－７倍、１０－８倍和１０－９倍，涂布于ＢＴＢ初筛培养基平

板上，３０℃恒温培养２～３ｄ后，挑取长势良好，形态不

同，且周围有蓝色晕圈的菌落，进行多次划线分离纯

化。并通过革兰氏染色与电子显微镜观察判断其是

否为纯菌株及其菌体形态，最终分离出１株可在ＢＴＢ

初筛培养基上生长良好的纯菌（命名为Ｎ１）。经形态

观察，菌株Ｎ１在平板上培养２ｄ后，形成直径为２～

５ｍｍ的圆形菌落，菌落表面光滑，隆起，呈浅黄色，边

缘光滑；该菌株革兰氏染色呈阴性；电子显微镜观察

显示，菌体呈杆状，无芽孢，如图１、图２所示。

图１　菌株犖１在固体培养基上的菌落

图２　菌株犖１镜检结果（４０×１０）

２２　生理生化特性分析与１６犛狉犇犖犃测序

由于各种细菌的新陈代谢类型不同，利用不同

物质后产生的代谢产物有差异，因此细菌的生理生

化反应成了细菌分类鉴定的主要依据。

对菌株Ｎ１进行了常规的生理生化鉴定，其结

果如表１：接触酶反应、糖类发酵试验及硝酸盐还原

试验均呈阳性，好氧，葡萄糖发酵产酸，淀粉水解、乙

酰甲基醇试验及甲基红试验反应呈阴性。

表１　分离菌株犖１的生理生化试验结果

菌株

编号
革兰氏 接触酶

Ｖ．Ｐ

试验
甲基红

葡萄糖

氧化
糖发酵

硝酸盐

还原

淀粉

水解

Ｎ１ — ＋ — — — ＋ ＋ —

　　注：“＋”表示阳性，“—”表示阴性。

提取菌株Ｎ１的基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增目的片

段得到１％的琼脂糖凝胶电泳图（图３）。扩增出来

的ＤＮＡ条带大约是１．５ｋｂ，与引物设计区域大小

相同，电泳条带单一清晰，且无明显非特异性的扩增

产物出现，表明ＤＮＡ提取及ＰＣＲ扩增均较成功。

菌株 Ｎ１的１６ＳｒＤＮＡ 序列长１４３２ｂｐ，由１６Ｓ

ｒＤＮＡ基因序列比较可知，分离得到的菌株Ｎ１与假

单胞杆菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）最为接近，同源性达

９９％。结合菌株Ｎ１的形态学特征（图１）、生理生化

鉴定（表１）及１６ＳｒＤＮＡ序列分析结果，可初步确定

菌株为假单胞杆菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）。

Ｍ：ＤＮＡ分子标记；１、２：１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增产物

图３　好氧反硝化菌株犖１的１６犛狉犇犖犃的

犘犆犚产物电泳图

测定纯化的ＰＣＲ产物的１６ＳｒＤＮＡ的全序列

见图４，用软件录入后，转化为 ＧｅｎＢａｎｋ信息库形

式。

２３　细菌反硝化能力鉴定

由图５可以看出，在好氧条件下，菌株Ｎ１在接

种６ｈ后进入对数生长期，１８ｈ时菌体浓度达到最

０２１ 土 木 建 筑 与 环 境 工 程　　 　　　　　　　　　　　　　　第３４卷
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高，随后进入生长稳定期，２０ｈ左右进入衰亡期。菌

株Ｎ１的对数生长期持续了１２ｈ，时间较长，但稳定

生长期较短。好氧条件下培养４８ｈ后，菌株Ｎ１培

养液中的硝酸盐氮和亚硝酸盐氮的浓度不再有明显

变化。且菌株Ｎ１的硝酸盐氮由９７．４ｍｇ·Ｌ
１降为

３８．０ｍｇ·Ｌ
１，降解率为６１．０％，与孔庆鑫

［１７］等利

用间歇曝气分离的假单胞菌株 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．

Ｙ２１１经培养５ｄ后硝态氮的降解率达４７．１％相

比，具有较好的好氧反硝化性能。

其中：３５９Ａ　３２４Ｃ　４５３Ｇ　２９６Ｔ

图４　菌株犖１１６犛狉犇犖犃序列

图５　菌株犖１反硝化有力

２４　１６犛狉犇犖犃序列分析及其系统发育分析

菌株Ｎ１的１６ＳｒＤＮＡ部分序列已在ＧｅｎＢａｎｋ

中注册，登录号 ＨＱ８４０７７１，利用ＢＬＡＳＴＧｅｎＢａｎｋ

数据库进行同源性检索，显示菌株 Ｎ１与假单胞菌

属的多种细菌同源性（＞９９％），多数为假单胞菌，其

余为未鉴定细菌。进行初步的ＢＬＡＳＴ后，将其与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已发表的２９株标准菌株（表２）

进行多序列比对。

将菌株 Ｎ１ 与假单胞菌属标准菌株的 １６Ｓ

ｒＤＮＡ序列比对用 ＷＥＧＡ５程序包中的Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ

程序，采用ＮＪ法计算进化距离，根据“Ｋｉｍｕｒａ２参

数”方式，各分枝的重复性采用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｍｅｔｈｏｄ程

序分析，重复数为１５００，确保系统进化树的可信度，

构建系统发育树，结果见图６。从所绘制的假单胞

菌的系统发育树可知，Ｎ１与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｏｎｔｅｉｌｉｉ

ｓｔｒａｉｎＣＩＰ１０４８８３的亲缘关系最近并位于同一分

支，自展值为９５％，因此用此法构建的系统发育树

出现的分支点是可靠的，即该系统进化树是可信的。

且该 菌 株 与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｍｏｎｔｅｉｌｉｉｓｔｒａｉｎ ＣＩＰ

１０４８８３Ｔ 菌株的同源性高达９９．２％。２菌株部分序

列对比排列见图７所示，其中菌株Ｎ１的５’２０位置

核缺失。

表２　用于系统发育树构建的分离菌株和相关参比菌株

的细菌名称、菌株编号和序列登录号

菌株 菌株编号 序列登录号 相似性／％

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｓｔｒａｉｎ ＤＳＭ５００７１ ＮＲ０２６０７８ ９３．８

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｒｅｓｉｎｏｖｏｒａｎｓｓｔｒａｉｎ ＬＭＧ２２７４ ＮＲ０２６５３４ ９３．８

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｎｇｕｉｌｌｉｓｅｐｔｉｃａｓｔｒａｉｎ Ｓ１ ＮＲ０２９３１９ ９６．２

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｃｉｔｒｏｎｅｌｌｏｌｉｓｓｔｒａｉｎ ＤＳＭ５０３３２ ＮＲ０２６５３３ ９５．０

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｊｉｎｊｕｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎ Ｐｓｓ２６ ＮＲ０２５２２６ ９５．０

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｂａｌｅａｒｉｃａｓｔｒａｉｎ ＳＰ１４０２ ＮＲ０２５９７２ ９４．６

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓｓｔｒａｉｎ ＣＭ３ ＮＲ０２８００８ ９３．７

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｉｎｄｉｃａｓｔｒａｉｎ ＩＭＴ３７ ＮＲ０２８８０１ ９４．１

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｌｕｔｅｏｌａｓｔｒａｉｎ ４２３９ ＮＲ０３７１３４ ９５．９

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌａｖｅｓｃｅｎｓｓｔｒａｉｎ Ｂ６２ ＮＲ０２５９４７ ９７．３

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｒａｍｉｎｅａｓｔｒａｉｎ ＣＢ７ ＮＲ０３６９０８ ９６．６

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｌｃａｌｉｐｈｉｌａｓｔｒａｉｎ ＡＬ１５２１ ＮＲ０２４７３４ ９７．０

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｓｔｒａｉｎ Ｓｔａｎｉｅｒ６３ ＮＲ０３７０００ ９７．３

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｏｒｙｚｉｈａｂｉｔａｎｓｓｔｒａｉｎ Ｌ１ ＮＲ０２５８８１ ９８．２

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｏｓｓｅｌｉｉｓｔｒａｉｎ ＣＩＰ１０５２５９ ＮＲ０２４９２４ ９８．７

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａｓｔｒａｉｎ ＦＰＣ９５１ ＮＲ０２４６６２ ９９．１

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｏｎｔｅｉｌｉｉｓｔｒａｉｎ ＣＩＰ１０４８８３Ｔ ＡＢ０２１４０９ ９９．２

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｇｒａｍｉｎｉｓｓｔｒａｉｎ ＤＳＭ１１３６３ ＮＲ０２６３９５ ９７．１

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｌｕｔｅａｓｔｒａｉｎ ＯＫ２ ＮＲ０２９１０３ ９７．１

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｒｈｉｚｏｓｐｈａｅｒａｅｓｔｒａｉｎ ＩＨ５ ＮＲ０２９０６３ ９７．１

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｋｏｒｅｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎ Ｐｓ９１４ ＮＲ０２５２２８ ９７．３

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｊｅｓｓｅｎｉｉｓｔｒａｉｎ ＣＩＰ１０５２７４ ＮＲ０２４９１８ ９７．６

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｕｍｓｏｎｇｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎ Ｐｓ３１０ ＮＲ０２５２２７ ９７．３

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｇａｒｉｃｉｓｔｒａｉｎ ＩＣＭＰ２６５６Ｔ ＡＪ３０８２９８ ９７．５

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉｓｔｒａｉｎ ＩＦＯ３４５８Ｔ ＡＢ０２１４１３ ９５．６

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌａｓｔｒａｉｎ Ｅ３ ＮＲ０２８６１９ ９５．５

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｌｕｎｄｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ４９９６８Ｔ ＡＢ０２１３９５ ９５．９

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｔａｅｔｒｏｌｅｎｓｓｔｒａｉｎ Ｉ１１ ＮＲ０３６９０９ ９５．２

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｍｙｇｄａｌｉｓｔｒａｉｎ ＡＬ１ ＮＲ０３６９９９ ９５．３

　　注：上标“Ｔ”表示该菌株为模式菌株

按照国际分类委员会的建议，ＤＮＡ 同源性

７０％作为定种的界限，即大于或等于７０％为同一个

种群，小于７０％为不同的种群。综上所述，可以推

测从ＢＡＦ反应器中筛选出的好氧反硝化菌株 Ｎ１

属于蒙氏假单胞菌，在系统发育地位上属于细菌

（Ｂａｃｔｅｒｉａ）中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、γ变形杆菌纲

（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、假单胞菌目（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）、

假单 胞 菌 科 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）、假 单 胞 菌 属

１２１第１期 张文艺，等：ＢＡＦ反应器中好氧反硝化菌的分子鉴定及分析
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（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、蒙氏假单胞菌种（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ｍｏｎｔｅｉｌｉｉ）。这与菌株Ｎ１根据形态学特征及生理生

化特性所得到的初步鉴定结果相符。

图６　基于１６犛狉犇犖犃序列建立的菌犖１和

相关细菌的系统发育树

ＣＩＰ１０４８８３：ＧｅｎＢａｎｋ登记号ＮＲ０２４９１０；菌株Ｎ１：５’２０位缺失

图７　犖１菌１６犛狉犇犖犃部分序列的排列比较

研究发现，能够进行反硝化作用的微生物很多，

它们不属于一个特定的种群，其中已有多种菌属的

细菌 被 鉴 定 为 好 氧 反 硝 化 菌，包 括 产 碱 菌 属

（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）
［１８１９］、副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）

［２０］、恶臭

假单胞杆菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ）
［２１］、枯草芽孢杆

菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
［２２］和 Ｄｉａｐｈｏｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．

［２３］

等，分布广泛。本研究分离得到的好氧反硝化菌株

Ｎ１经鉴定其为蒙氏假单胞菌，该菌株可在好氧条件

下以硝酸盐氮作为受氢体高效降解硝酸盐氮，具有

较强的反硝化能力。目前国内关于蒙氏假单胞菌对

硝酸盐氮的降解鲜有报道。

３　结论

１）经形态学观察、生理生化特性试验及利用

１６ＳｒＤＮＡ进行序列分析，并构建系统发育树，结果

表明，好 氧 反 硝 化 菌 Ｎ１ 其 与 蒙 氏 假 单 胞 菌

（ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｏｎｔｅｉｌｉｉｓｔｒａｉｎＣＩＰ１０４８８３）亲缘关

系最近，且属于同一分支，两者的相似性为９９．２％，

因此将该菌株归为蒙氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ｍｏｎｔｅｉｌｉｉ）。

２）分离鉴定好氧反硝化菌对进一步研究ＢＡＦ

反应器生物膜微生物的遗传背景，分析其代谢途径，

分析菌株间的亲缘关系及开发利用好氧反硝化菌资

源提供了技术基础，但关于蒙氏假单胞菌的代谢机

理、生长条件、降解效率等有待进一步研究。

３）好氧反硝化菌 Ｎ１（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｏｎｔｅｉｌｉｉ）

在好氧条件下对硝酸盐氮具有较好的降解效率，在

国内尚属首次报道，这些基础的研究工作对于利用

微生物技术治理环境中的氮污染具有较高的研究和

应用价值。
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