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一株青霉菌异养硝化和好氧反硝化特性的研究

赵中艳

（中国辐射防护研究院，山西 太原 #%###;）

摘要：从活性污泥中分离出一株青霉菌，培养特性为中温好氧性。初步研究表明：该菌株可利用多种含碳化

合物及含氮化合物作为唯一碳源和氮源，并将含氮化合物转化为亚硝态氮，在好氧条件下，能还原硝酸盐，具

有同步硝化和反硝化作用。在实验条件下，以铵盐作为反应底物，培养 !" I 后，溶液中!（1,
J
! ）为

#K%L!A M =N，对硝酸盐有较强的还原能力，!" O P! I培养后，溶液中的!（1,
J
! ）为 % O L!A M =N；在 FQ R L O 99，

"$ I后对人工合成污水的氨氮去除率可达 :#S O :PKPS。
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近年来，国内外大量报道了在污水生物脱氮领

域中的异养硝化和好氧反硝化现象，并陆续分离出

一些相关菌株［9"%］。结果表明，多数异养硝化菌同时

也是好氧反硝化菌，具有同步硝化反硝化的独特功

能。这一发现可能有助于解决传统生物脱氮工艺启

动时间长、要求条件苛刻以及硝化与反硝化不能在

同一个反应器中进行等缺点。本文研究了已分离出

一株青霉菌的某些生物学特征及其异养硝化和好氧

反硝化活性，以考察其潜在的推广应用前景。

< 实验材料和方法

< 5< 材料及仪器
实验所用的各种试剂均为分析纯级试剂。

主要仪器：生化培养箱，N*Q"!L#"99型，广东省
医疗器械厂生产；.(N型化学需氧量速测仪，承德华
通环保仪器厂生产。

< 5= 实验方法
<>=>< 富集和分离
取太原市杨家堡污水处理厂活性污泥 9# A于锥
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形瓶中，加入 !"" #$ 无菌水，置于摇瓶机上振荡
%"#&’（(!" ) * #&’），静置 (+后吸取上清液 ("#$接种
于富集培养基，%",、(!" ) * #&’振荡培养 ! - . /，每
!. +用格里斯试剂检测培养液中的 012

! ，出现强阳

性呈色反应者便可进行菌株的分离培养。

取自 012
! 检出阳性的培养液，分别用稀释涂布

法和原液直接画线法接种平板，于 %",培养 !. -
.3 +，每平板挑选 ("个菌落再接种于含铵盐的液体
培养基中震荡培养，从 012

! 阳性培养液中再作纯种

分离。从初筛中选出一株青霉菌，作为实验用菌株，

命名为 45!%菌株。
!"#"# 45!%菌株形态和培养特征观察
用玻璃纸透析培养法，于无菌的洁净载物玻片

上倾注一薄层分离培养基，贴上一张无菌玻璃纸，于

其上接种 45!%菌株，置 %",湿盒中培养 !. - .3+后
取下玻璃纸贴于载玻片上，染色观察形态；观察45!%
菌株在无机盐琼脂培养基和有机营养琼脂培养基及

马铃薯培养基上生长特征及液体培养的生长特点；

观察不同温度和不同 67值条件下菌株培养的生长
以及耐盐试验。

!"#"$ 45!%菌株对各种碳源和氮源的利用
以无机盐液体培养基为基础，分别加入各种碳

源和指示剂，同时试管中放一倒置小管收集气体。

测定 45!%菌株对糖类、醇类和有机酸的利用情况，
以发酵过程产酸或产酸产气作为观察指标；对无机

氮源与有机氮源的利用与否则以格里斯试剂测定培

养液中出现 012
! 为特定的判断依据。

!"#"% 45!%菌株的某些生化反应试验
分别配制试验 7!8、吲哚、9: ;及接触酶的培养

基，在 %",培养 % - < /后测定 7!8和吲哚的生成、
9: ;反应及接触酶反应。
!"#"& 45!%菌株的氨氧化活性试验
培养基以无机盐液体培养基为基础，加入氯化

铵 (=" >，醋酸钠 (=?. >，67 @ <=A。在每个三角锥瓶
分装 A""#$、高压蒸汽灭菌备用。按 !（!B）接入培
养 3 +活化的菌液，%",通气培养 A /，每隔 !. + 取
样，用钠氏试剂光度法测定!（01

2
! ）。

!"#"’ 45!%菌株的好氧反硝化活性试验
反硝化的试验底物为硝酸钾，按 "（"=(B）加入

无机盐液体培养基中，67 @ <=A，培养条件和测试方
法与 (=!=A相同。
!"#"( 45!%菌株对人工合成污水的氨氮去除试验
人工合成污水水质指标为：!（ 51C5)）@

(%""#> * $，!（07%D0）@ ?%=" #> * $，67 @ % - (!，按
!（!B）接入 3 +培养活化的菌液，通入过滤空气，培
养 .3 +后，分别取样测定 07%D0的去除率。

# 结果与讨论

# :! )*!$菌株的形态学和培养特征
在光学显微镜下进行形态观察，可见菌丝纵横

交错，十分发达，横隔明显，孢子梗和分生孢子呈帚

状排列，分生孢子为卵圆形和短链串生，具有青霉的

典型形态特征（图 (）。因此，可将 45!%菌株初步鉴
定为青霉菌属（#$%&’&((&)* +# ,）［.］。45!%菌株可在
无机或有机培养基上生长，但在有机培养基上的生

长较快。在马铃薯蔗糖培养基上生长尤为茂盛，呈

毛茸茸的黄褐色菌苔；在缺氧条件下液体培养时，液

面上形成一层柔韧而丰厚的菌膜。生长温度为 (A
- .A,，最适温度为 %" - .",，?",以上为致死温
度；可在 67 @ % - (!的条件下生长，但最适 67值为
? - E；可耐受 !（<B）高盐（0F5G）的培养条件。以上
实验结果表明，45!% 菌株为中温需氧性，对不同温
度和 67值有较强的适应能力。

图 ! )*!$菌株的形态特征

# :# 45!%菌株对各种碳源的利用
用于试验的 (3种碳源中有 (.种可以被 45!%菌

株利用，说明其营养物来源十分广泛，可预示其在污

水处理中有广阔的应用前景。具体实验结果见表 (。
表 ! )*!$

!
!
!
!
!
!

菌株对含碳化合物的利用情况

碳化合物

发酵过程

产酸

（ H）
产酸并

产气（"）
碳化合物

发酵过程

产酸

（ H）
产酸并

产气（"!! ）

萄糖 H 甘油!! "
乳糖 " 乙醇!! H
麦芽糖 " 甲醇!! 2 2
甘露糖 " 异丁醇!! 2 2
蔗糖 H 草酸铵!! H
木糖 " 丙酮酸钠!! "
淀粉 " 酒石酸!! 2 2
甘露醇 " 柠檬酸!! 2
山莉醇 " 氨基乙酸 H

注：2代表不产酸、不产气。

# :$ )*!$菌株对各种氮源的利用
本项选用 (.种含氮化合物试验 45!%菌株的分

解利用情况，以生成产物 012
! 为特定的检测指标。

试验结果表明，(.种含氮化合物均能作为唯一氮源
被 45!%菌株利用，并转化为亚硝态氮。具体试验结
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果见表 !。
表 ! "#!$

!
!!! !
!!!

菌株对含氮化合物的利用情况

含氮化合物

名称

检出

"#$
!

含氮化合物

名称

检出

"#$
!

含氮化合物

名称

检出

"#$

!! !! !

硫酸铵 % 柠檬酸氢二铵 % 蛋白胨!! !! %
氯化铵 % 氨基甲酸乙酯 % 尿 素!! !! %
硫氰酸铵 % 硫酸亚铁铵 % 苯丙氨酸!! !! %
溴化铵 % 磷酸氢钠铵 % 二苯胺!! !! %
乙酰胺 % 乙酸铵 %

! &% "#!$菌株的某些生化反应试验结果
某些细菌可分解含硫氨基酸而生成 ’!(，产生

恶臭气味，水体中的 ’!(积累到一定浓度时，对金属
有腐蚀作用。本菌株能利用胱氨酸或半胱氨酸，但

没有生成 ’!(这种有毒产物；吲哚试验反应为阳性、
接触酶试验反应为阳性、)& *试验为阴性反应。
! && "#!$菌株氨氧化活性试验结果
该菌株在培养 +, -后，用格里斯试剂便可测到

培养液中有微量的 "#$
! 出现；培养 !.-后，!（"#

$
! ）

为 ,/,++!0 1 23，随培养时间的延长呈上升趋势。培
养至 +!, -后，!（"#

$
! ）为 ,/,45!0 1 23，见图 !。67"8

菌株还能将有机氮直接转化成亚硝态氮，这是许多

异养硝化菌共同具有的独特生理生化功能。某些菌

株在氨氧化过程中，仅形成少量的 "#$
! 积累，主要

转化成气态氮逸出。培养基的碳源含量对本菌株的

氨氧化作用有直接的影响。当质量分数超过 ,/49
以上时，不利于氨氧化进行，在培养基中测不到 "#$

!

存在，但菌株却生长迅速，生物量猛增，胡宝兰等［4］也

报道了类似的现象，说明培养基的营养主要被用于合

成代谢，也是菌株生长所需主要能源的来源。

! &’ "#!$菌株的好氧反硝化活性试验结果
67"8菌株好氧反硝化活性试验结果见图8所

图 ! "#!$菌株的氨氧化活性试验结果

图 $ "#!$菌株好氧反硝化活性试验结果

示。在培养 4 - 便可用格里斯氏试剂测出微量的
"#$

! 存在；!. : .; - 后，溶液中!（"#
$
! ）< 8 :

4!0 1 23；=> : +!, -趋于平稳，!（"#
$
! ）为 >!0 1 23左

右。传统生物脱氮理论认为，反硝化作用只能在缺

氧情况下产生，有氧存在时，细菌以分子氧而不是以

硝酸根的结合态氧为受体，所以反硝化酶系统不能

启动。但近年来对好氧反硝化细菌的研究发现，#!

和 "#$
8 均可作为电子受体而不影响反硝化细菌的

呼吸酶和反硝化酶系统的活力及酶的合成。缺少

#!和 "#$
8 都可能导致细菌生长和反硝化速率的降

低［>］，异养硝化和好氧反硝化细菌的发现为生物脱

氮技术提供了崭新的思路。

! &( "#!$菌株对人工合成污水氨氮的去除
67"8菌株对人工合成污水氨氮的去除情况见

图 .。?’ < 8 : 4时，对氨氮去除率有明显影响，在培
养 .; -后，其去除率分别为 8>/;9和 >;/!9，这是
与在此 ?’条件下 67"8菌株的生长速率较低有直接
关系。?’ < 4 : ++，培养 .; -后，氨氮的去除率稳定
在 =,9以上，最高可达到 =5/59。在这一酸碱度范
围内，菌株的生长繁殖没有明显受阻。在 ?’ < +!
条件下，对菌株生长速率影响较大，氨氮的去除率也

随之下降到 >,/+9。

图 % "#!$菌株对人工合成废水氨氮去除率的试验结果
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