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要!依据同步硝化反硝化脱氮原理!以生活污水处理厂污泥为种泥!利用
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低温摇床富集并

分离出同步硝化反硝化细菌"

U(OGE#

$!采用传统与现代分子生物学相结合的手段对其鉴定!以确

定其分类地位#利用水浴摇床研究
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对硝化细菌液体培养基
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的活性受到了抑制'
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近年来&中国广泛开展了脱氮方面的研究&并且

取得了阶段性的进展'在已经开发的废水脱氮方法

中&生物脱氮法是目前公认的最为经济有效的方法

之一'在硝化 反硝化生物脱氮过程中&参与硝化的

主要微生物硝化菌为自养菌&生长缓慢&世代时间

长&需要较长的污泥龄&使得硝化成为城市污水处理
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厂的制约因素)
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不少研究和报道)
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*已充分证明&反硝化可发生

在有氧条件下&使得有关好氧硝化 反硝化生物脱氮

的研究日趋活跃'目前已知的好氧硝化 反硝化菌
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$等&它们能同时利用氧和硝酸

作为电子受体以获得高生长率'已有报道)
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是典型的反硝化细菌&具有较强

的反硝化活性&当硝酸盐浓度为
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时&反

硝化速率最大&为
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$&显现出较强的

厌氧氨氧化能力'利用好氧同时硝化
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反硝化菌发

展好氧脱氮技术具有以下优点!

+

$使硝化"反硝化反

应在同
+

个反应器中进行&可以大大减少占地面积

和建设资金%

)

$使用好氧反硝化细菌可以减少处理

过程中加入调节系统
P

T

的化学物质&降低成本%
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$在处理过程中好氧反硝化菌更容易控制)
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'因

此新型好氧反硝化微生物的筛选和好氧同时硝化

反硝化生物脱氮技术已经成了生物脱氮领域新的研

究和发展趋势'同时&污水处理中微生物的代谢情

况与温度有关&随着温度降低微生物活性下降&当温

度低于
"q

时&微生物的生理活动几乎停止'北方

冬季的低温条件会对微生物的生存造成很大影响&

水温过低&会影响细菌的增殖速率和生理活性&同样

会使硝化 反硝化作用停止'少数微生物会因为基因

突变而产生抗寒性&因此可以通过人工选择的方式来

培养耐低温优势菌种&使其在低温下仍有较强的脱氮

能力)
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笔者依据好氧硝化 反硝化脱氮的原理&采用

低温摇床富集(筛选具有硝化作用的反硝化脱氮菌&

利用传统与现代分子生物学相结合手段进行同步硝

化 反硝化短程脱氮菌分离并鉴定确定其分类地位'

为富集高效硝化 反硝化短程脱氮菌&提高硝化 反

硝化脱氮过程的效率&开发高效节能低耗的硝化

反硝化短程脱氮工艺提供理论依据'
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材料和方法
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实验材料

实验所用菌种来源于辽宁省昌图污水处理厂
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装置中的好氧活性污泥'其他化学试剂均为

市售分析纯'基因组
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抽提试剂盒&宝生物工
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;?<

!

分析仪器

分光光度计#

N(̂2>N$MNE+@*+

$%电子天平

#

HR#*)5

$%

P

T

计#上海雷磁&

P

TCE!6

$&离心机

#
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分析方法

菌体浓度测定采用分光光度法测定)
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培养基

用于富集培养降解同步硝化反硝化细菌的培养

基配方为!
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菌株的富集与分离

将好氧污泥接种于
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瓶
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富集培养基

中&每瓶污泥接种
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&摇床培养&摇床温度为
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&转速
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后&将富集好的菌

液稀释后涂布于
)*

个装有分离培养基的平板上'

将平板置于温度为
+#q

的培养箱中培养&定期观

察菌体的生长情况'用接种环将平板上生长良好的

菌落挑出&划线培养于分离培养基中&翻接
F

'
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次&将菌株分离'将分离出的菌株&划线于普通肉

汁斜面&
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冰箱保藏'
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菌株的生理生化鉴定

参照+菌种保藏手册,

)

+#

*和+伯杰细菌鉴定手

册,
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&对
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进行生理生化实验'

;?I

!

3[_O_D

鉴定

Ĝ>H>K

鉴定系统由浊读仪(读数仪(数据库(

软件(微孔鉴定板组成&其实验方法参照文献)
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细菌的基因组
FQ7

提取

采用宝生物工程#大连$有限公司的基因组

O(5

抽提试剂盒提取'

;?K

!

;A!)FQ7

扩增与测序
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环&最后
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保温
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'测序由宝生物工程#大

连$有限公司完成&将测序结果用
G&0C8

软件与

K9/W0/X

中
+AU.O(5

序列进行同源性比较'
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菌株
!QF3E@

脱氮效能实验"以下实验均在

好氧条件下进行#

将
U(OGE#

以
+*\

的接菌量分别接种到经高压

灭菌的同步硝化反硝化培养基和
(0(>
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模拟废水

中&在
+#q

下&

+)*.
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进行摇瓶培养&实验装置

如图
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'每
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监测同步硝化反硝化培养基中
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菌株实验装置
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结果与讨论
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菌株的分离与鉴定
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菌株分离纯化
!

经过富集分离&筛选出一

株同步硝化反硝化脱氮效果好的菌株
U(OGE#

&其

在肉汁琼脂平板上生长旺盛&菌落较大&呈乳白色'

光滑&湿润&中间隆起&不透明&无核&边缘整齐'通

过革兰氏染色&鉴定为革兰氏阴性菌&在显微镜下观

察菌株&发现该菌均为杆状菌&大小为#
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菌株
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的显微照片"
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鉴定结果
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使用
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自动菌种

鉴定系统对该株菌进行鉴定&该菌株鉴定种属为

B[JU5X-X=)[-J=5XM3=)

#如图
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所示$'
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菌的代谢指纹特征和鉴定结果

)'+'!

!

U(OGE#

菌株的
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基因序列(基因

克隆分析
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为引物进行
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测序时&发现测序结果均

出现连续套峰&怀疑是菌种不纯所致&因此采取了克

隆测序'

质粒
2MO""#EVM+E)

测序结果符合实验要求'

登陆
(2Ĝ

网站&将质粒进行序列比对&分别筛选出
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余种与其相似的菌种&利用
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软件&采取

邻近法对质粒构建系统进化树'
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序列与
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中相似的
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种已知菌的序列进行多序列比

对&运用
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软件做出进化树&如图
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和分子生物学鉴定&结合菌株的

形态学和生理学特性&可基本确定分离的菌株为
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'菌株
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与现已报
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道的好氧同步硝化反硝化菌均不相同'目前已报道

的
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具有反硝化作用&而关

于硝化作用尚无报道'
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的硝化作用
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后&取
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的培养瓶中&菌株活化后接种于该液体培养基中&菌

株在以
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为氮源的培养基上生长时&菌体生长

曲线及溶液中
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L浓度的变化曲线如图
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示'由

图
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可知&菌体的硝化主要是在菌体的对数生长期

发生的&而在菌体进入衰亡期后&溶液中的
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浓度一直处于很低的浓度水平'碳酸钠在好氧硝化

过程中起着非常重要的作用&它不但作为细菌
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生长所需的碳源&也是菌

株进行硝化过程中能量的来源&在
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时&硝化速率达到最大)

+F

*

'本实验中
2

"

(

约为

+ZA

&可能尚未达到该菌株最佳
2

"

(

比&需要进一步

研究&以确定此时它的最大硝化速率'

图
@

!

菌株
!QF3E@

的硝化作用

<?=

!

不同亚硝酸盐负荷对菌株
!QF3E@

的硝化作

用的影响

以不同浓度
(0(>

)

#

)#

(

#*

(

+**

(

+#*<

=

"

H

$为

惟一的氮源&培养基在
+)+q

灭菌
)*<3/

后&取
)*

<H

放入
+)*<H

的培养瓶中&菌株活化后接种于该

液体培养基中&菌株在以不同浓度
(0(>

)

为氮源的

培养基上生长时&溶液中
(>

)

L浓度的变化曲线如

图
A

示'由图
A

可知&菌株
U(OGE#

在亚硝酸盐负

荷为
#*<

=

"

H

时&亚硝酸盐去除效率最高为
AA\

'

在亚硝酸盐负荷为
)#<

=

"

H

时&亚硝酸盐去除率只

有
+@\

'当亚硝酸盐负荷大于
#*<

=

"

H

时&亚硝酸

盐去除率随之下降&在亚硝酸盐负荷为
+**<

=

"

H

时&亚硝酸盐去除率为
A"\

&亚硝酸盐负荷为
+#*

<

=

"

H

时&亚硝酸盐去除率为
"F\

'

!!

随着亚硝酸盐负荷的提高&亚硝酸盐去除率降

低&可以推断出随着水中的亚硝酸盐的浓度加大&菌

图
A

!

亚硝酸盐负荷对
!QF3E@

生长的影响

株
U(OGE#

的活性受到了抑制'

=

!

结
!

语

+

$分离的菌株
U(OGE#

经鉴定为
B[JU5X-X=)[

-J=5XM3=)

&它与目前所报道的好氧硝化反硝化菌均

不相同&表明了自然界中好氧硝化反硝化菌的生物

多样性&对揭示好氧硝化反硝化菌群的生态学有重

要的意义'

)

$菌株
U(OGE#

能分别适应不同的亚硝酸盐浓

度&当亚硝酸盐负荷大于
#*<

=

"

H

时&亚硝酸盐去

除率随之下降&在亚硝酸盐负荷为
+**<

=

"

H

时&亚

硝酸盐去除率为
A"\

&亚硝酸盐负荷为
+#*<

=

"

H

时&亚硝酸盐去除率为
"F\

'使得该菌株适应力较

强&可能存在于含有高氮素浓度的活性污泥中&有应用

于污水好氧硝化反硝化脱氮处理的潜力'随着亚硝酸

盐负荷的提高&菌株
U(OGE#

的活性受到了抑制'

!

$低温条件下硝化反硝化脱氮菌的分离成功为

后续高效工程菌的构建及工程应用研究提供了理论

支撑和前提条件&使低温地区污水处理厂在冬季运

行时提高脱氮率成为可能'
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