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摘要：从巢湖芦苇湿地分离筛选出一株异养反硝化细菌，对其进行鉴定，并进行了反硝化活性研究，
目的是为了研究地下水硝酸盐污染的生物修复机理．用酒石酸钾钠培养基从湿地土壤中富集并分
离出反硝化细菌，对该菌株进行了１６ＳｒＤＮＡ鉴定及系统发育分析，并研究了单一碳源、碳氮比对
其反硝化活性的影响，以及其对水中硝酸盐氮含量的适应性．分离出了一株异养反硝化细菌，具有
较高的反硝化活性，命名为Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．ＤＢ－１，革兰氏阴性球形，兼性厌氧，１６ＳｒＤＮＡ 序列分析
表明，该菌株与Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｓｐ．的相似性为９９．６％以上；该菌株利用乙酸钠为碳源，采用碳氮比
（Ｃ／Ｎ）为３，水中初始硝酸盐氮含量在１００ｍｇ／Ｌ以内，１２０ｈ几乎完全去除水中硝酸盐氮．菌株

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．ＤＢ－１为异养反硝化细菌，具有较广的碳源谱，能够有效地去除水中硝酸盐氮．
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０　引言

自从２０世纪７０年代以来，地下水硝酸盐污染
已经成为世界上许多国家或地区所面临的一个重要
的环境问题：一方面，过量硝酸盐的摄入危及人类健
康，导致蓝色婴儿综合症和胃癌；另一方面，过量的
硝酸盐随地下水补给地表水体，引起富营养化发
生［１－３］．地下水的脱氮，已经成为研究热点［４－６］．目前
已经报道的方法很多［７－９］，其中利用微生物进行原位
或异位修复因其简单、经济而最受关注．已经从自然
界中分离出许多生物反硝化细菌，绝大部分是异养
的，包括一些兼性厌氧的变形杆菌属、微球菌属、假
单胞菌属、芽孢杆菌属、产碱杆菌属、葡萄球菌、黄杆
菌属的一些种类［１０］．传统理论认为反硝化细菌是异
养厌氧的，在无氧或厌氧条件下，某些兼性厌氧微生
物利用硝酸盐作为呼吸链的最终受体，把它还原成
亚硝酸、ＮＯ、Ｎ２Ｏ直至 Ｎ２的过程，称为反硝化作
用．在这个过程中ＮＯ－３ 或ＮＯ－２ 代替氧作为末端电
子受体，并且产生 ＡＴＰ．当电子从供体转移到受体
时，获得能量，用于合成新的细胞物质和维持现有
细胞的生命活动．

异养型反硝化细菌需要有机碳源进行反硝化作
用，地下水中溶解的有机碳源较少，要想使反硝化反
应能够进行，必需投加有机碳作为碳源和电子供体．
菌种是生物反应的根本，分离获得高活性的反硝化
菌株，不仅有助于揭示生物脱氮机理，优化生物脱氮
工艺性能，还可为生物脱氮工艺提供生产菌种，促进
该工艺的推广应用．

本文从巢湖芦苇湿地分离出一株新菌株，拟鉴
定其分类地位并研究其生物脱氮活性．

１　材料与方法

１．１　材料
菌株来源：从合肥市巢湖芦苇湿地地下０．５～

１．５ｍ取土样，用于分离筛选反硝化细菌．
培养基：①富集培养基［１０］：蛋白胨１０ｇ，ＫＮＯ３

１ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ７．２～７．６；②分离培养基：
在富集培养基中添加琼脂１８ｇ／Ｌ；③反硝化细菌培
养基［１１］：ＫＮＯ３２ｇ，酒石酸钾钠２０ｇ，ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ　０．２ ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４ ０．５ ｇ，蒸 馏 水 １　０００
ｍＬ，ｐＨ７．２．
１．２　菌株的筛选

取湿地土样，将１ｇ土样溶入１００ｍＬ的富集培

养基中培养得到富集菌液，采用系列平板稀释涂布
及划线法分离菌株．培养过程置于厌氧培养箱中，

３０℃恒温培养．用格利斯试剂［１１］、奈氏试剂［１１］定性
检测菌株的反硝化能力，筛选出一株能力强的反硝
化细菌．反复划线培养后，根据菌落形态的一致性，
判断菌株的纯化情况，选取纯化菌株进行 １６Ｓ
ｒＤＮＡ鉴定及反硝化活性研究．
１．３　菌株鉴定

１．３．１　形态观察与生理生化试验
进行革兰氏染色［１０］，在显微镜下观察该菌株的

形态特征．
将菌株在半固体穿刺培养基中进行穿刺培养，

根据培养生长特征确定其与分子氧的关系，并将菌
株在液体反硝化培养基中３０℃培养，分别进行糖发
酵试验、接触酶试验、明胶水解试验、淀粉水解试验、
反硝化反应等生理生化试验．
１．３．２　１６ＳｒＤＮＡ序列测定

从平板中挑取一个菌落，接种到１５ｍＬ液体
富集培养基中培养４８ｈ，离心后收集细胞．按照试
剂盒 说 明 书，利 用 基 因 组 ＤＮＡ 抽 提 试 剂 盒
（ＴａＫａＲａ公司，大连）抽提基因组ＤＮＡ，作为模板
来扩 增 １６ＳｒＤＮＡ．扩 增 的 引 物 为 １６ｓＦ（５－
ＧＣＧＧＣＧＴＧＣＣＴＡＡＴＡＣＡＴＧＣ－３）和 １６ｓＲ（５－
ＧＣＧＴＣＡＧＴＴＡＲＧＣＡＧＡＣＣＡＧＡ－３）（上海生物
工程公司合成）．ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５
ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，５５℃复性９０ｓ，７２℃延伸２
ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ．ＰＣＲ反应后，在
紫外条件下用刀片切出目的条带，利用琼脂糖凝胶

ＤＮＡ试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ公司）回收目的１６ＳｒＤＮＡ片
段．回 收 的 ＰＣＲ 产 物 连 接 到 ｐＭＤ１８－Ｔ 载 体
（ＴａＫａＲａ公司，大连），转化到 ＥｃｏＲ　Ｉ　ＸＬ－１细胞
株，利用ＰＣＲ方法鉴定出阳性克隆后，进行序列测
定，序列测定由上海生物工程公司完成．测序后，得
到长度为１　４２３ｂｐ 菌株的１６ＳｒＤＮＡ 的序列，与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已有的１６ＳｒＤＮＡ 序列进行相
似性比较分析，并构建系统进化树．
１．３．３　构建系统发育树

从ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）数据
库下载不同类型菌株的１６ＳｒＤＮＡ 序列，利用

ＤＮＡｓｔａｒ软件对序列进行加工，保留同样的区域的
序列．分子系统树的构建采用 ＭＥＧＡ　３．１软件完
成．依据核苷酸序列及采用邻接法（ＮＪ）构建进化
树，进行１　０００次自举检验，得到的置信度数值标在
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各个分支点处，为了简化算法，所有的序列变化均被
视为无序特征，ＤＮＡ序列变异中的转换和颠换赋予
相同的加权值．用于系统发育树构建的相关菌株见
表１．

表１　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

Ｔａｂ．１　Ｎａｍｅｓ，ｓｔｒａｉｎ　ｎｕｍｂｅｒ　ａｎｄ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｕｓｅｄ

ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ

ｎａｍｅｓ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａ　 ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎｓ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　 ＴＳ３４ ＥＵ０７３１００

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　 ＨＤＤＭＭ０７ ＥＵ７２３８２８

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　 Ｋ３０ ＥＵ６６１３７７

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｇｒａｎｕｌｏｍａｔｉｓ　 Ｋ２２－１４ ＥＵ３３３８８１

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　 ＸＪ１ ＥＵ８７２４１２

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　 ＤＢ－１ ＦＪ７１１７７２

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　 Ｐ６Ｄ２３－６８７ ＥＦ５１０９０７

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　 Ｐ４Ｄ７－４２０ ＥＦ５０９８６１

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓ

Ｍ７５０３９

Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ　 Ｍ７５０８３

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　 Ｐ４Ｄ７－３９５ ＥＦ５０９８９１

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ　 ＡＦ０２４５２５

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｏｍｉｎｉｓ　 Ｌ０６０７６

１．４　反硝化活性

１．４．１　利用单一碳源的反硝化活性
采用ＫＮＯ３ 作为唯一的氮源，以酒石酸钾钠反

硝化细菌培养基为基础，按照硝酸盐氮１００ｍｇ／Ｌ
加ＫＮＯ３，采用Ｃ／Ｎ　３∶１，分别以柠檬酸钠、乙醇、
乙酸钠、甲酸钠、乙酰胺、甲醇等碳源替换反硝化细
菌培养基中的酒石酸钾钠，配制不同碳源的培养基
各１００ｍＬ，分装在２５０ｍＬ的三角瓶中，按２％（体
积分数）接种量接种加入富集４８ｈ菌液（ＯＤ值均调
整到０．５，下同），接种混匀后将三角瓶放入厌氧箱
恒温３０℃培养５ｄ，根据培养液中硝酸盐氮含量的
变化，研究菌株利用碳源进行反硝化作用情况．
１．４．２　Ｃ／Ｎ对菌株反硝化作用的影响

采用１．４．１确定的较优碳源，研究Ｃ／Ｎ对菌株
反硝化活性的影响，按照不同Ｃ／Ｎ比（１，３，５，７，９，

１１）分别添加碳源，以不加碳源的培养基作对照，每
种培养基（初始硝酸盐氮１００ｍｇ／Ｌ）配制１００ｍＬ，
按２％（体积分数）接种量接种富集４８ｈ菌液，将培
养液放入厌氧培养箱恒温３０℃培养５ｄ，根据硝酸
盐氮的含量变化研究 Ｃ／Ｎ 对菌株反硝化作用的
影响．

１．４．３　菌株对水中硝酸盐氮浓度的适应性
采用最佳碳源及Ｃ／Ｎ，改变反硝化培养基中初

始硝酸盐氮含量（分别为３０，５０，７０，１００ｍｇ／Ｌ），各
配制１００ｍＬ，按２％（体积分数）接种量接种富集４８
ｈ菌液，放入厌氧培养箱恒温３０℃培养，在接种后
的０ｈ，１２ｈ，２４ｈ，４８ｈ，７２ｈ，９６ｈ和１２０ｈ时取样
检测硝酸盐氮含量变化．
１．５　分析方法［１２］

ＮＯ－３ －Ｎ：采用酚二磺酸光度法测定；ＮＯ－２ －Ｎ：

采用Ｎ－（１－萘基）－乙二胺光度法测定．
１．６　试验结果的统计分析

试验结果用平均值±标准方差（ｎ＝３）表示，采
用Ｄｕｎｃａｎｓ多重检验分析试验结果平均值的差异
显著性，设差异水平α＝０．０５（Ｐ＜０．０５为差异显
著）．

２　结果与分析

２．１　反硝化细菌的筛选结果
巢湖野生芦苇湿地的土壤细菌经分离纯化后，

在反硝化培养基上长出三种明显不同的菌落形态．
将这三种菌分别进行划线纯化后，得到单菌落．

分别挑取三种菌落在试管内进行液体培养．厌
氧培养２４ｈ后，用格利斯试剂和奈氏试剂进行菌株
反硝化能力的定性检测，结果列于表２．

表２　三种细菌的菌落形态与显色反应

Ｔａｂ．２　Ｃｏｌｏｎｉａｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

ａｎｄ　ｃｏｌｏｒ　ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｓｔｒａｉｎ　 ｃｏｌｏｎｉａｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
ｇｒｉｅｓｓ
ｒｅａｇｅｎｔ

ｎｅｓｓｌｅｒ
ｒｅａｇｅｎｔ

１ 圆形，乳白色，表面光滑，边缘整齐 绛红色 黄色

２ 圆形，微黄色，边缘粗糙 红色 黄色

３ 圆形，暗黄色，边缘较整齐 粉红色 黄色

由表２可知，三种细菌的反硝化能力有所差别．
格利斯试剂检测结果表明，１号菌株在培养２４ｈ后
的发酵液中产生了较多的亚硝酸盐，而另外两种菌
的颜色反应不太明显，说明菌液中的亚硝酸盐含量
较少．另外，经奈氏试剂检测后，所有被检测试样的
颜色反应都较弱，说明有少量的ＮＨ＋

４ 产生．综合分
析知１号菌株能够进行异养反硝化能力最强，命名
为ＤＢ－１，对该菌株进行形态、种属鉴定及反硝化活
性实验．
２．２　菌株的形态观察与生理生化试验结果

用显微镜观察筛选出来的反硝化细菌，革兰氏
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染色法对细菌染色后观察结果如图１．结果显示，此
反硝化细菌呈球形，革兰氏阴性．

图１　菌株ＤＢ－１的革兰氏染色结果

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｇｒａｍ　ｓｔａｉｎ　ｏｆ　ＤＢ－１ｓｔｒａｉｎ

生理生化试验结果表明，该菌株能在３０℃生
长，在厌氧条件下以硝酸盐为唯一氮源的培养基能
产气，能水解明胶，不能水解淀粉，明胶试验漏斗状，
糖发酵产酸产气，接触酶产气．在穿刺培养基中穿刺
培养，细菌全线生长，试管的底部出现气泡，表明该
菌株为兼性厌氧菌．
２．３　分离菌株１６ＳｒＤＮＡ序列测定及鉴定

利用好的菌种的１６ＳｒＤＮＡ的序列，在 ＮＣＢＩ
数据库（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）进行

图２　基于１６ＳｒＤＮＡ序列同源性构建的无根系统发育树

Ｆｉｇ．２　Ｕｎｒｏｏｔｅｄ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　１６ＳｒＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＤＢ－１ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｂｌａｓｔ分析，根据所测菌株与数据库已知序列菌株的
同源性高低，确定我们分离菌株的种类．

序列联配的结果表明，分离菌株与 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
１６ＳｒＤＮＡ的相似率达９９．６％以上，结合菌株的形
态学 和 生 理 学 特 性，可 确 定 分 离 的 菌 株 为

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｓｐ．．命 名 为 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｓｐ． ＤＢ－１
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＦＪ７１１７７２）．与以往文献报道的
反硝化菌株相比，是一株新的反硝化菌株类型．其系
统发育树如图２所示．
２．４　菌株ＤＢ－１反硝化活性

２．４．１　菌株利用单一碳源的反硝化结果
不同碳源条件下，菌株在１２０ｈ内去除硝酸盐

氮的情况如图３所示．由图３可以看出，该菌株利用
这几种碳源进行反硝化作用去除水中硝酸盐氮的效
果都不错，根据水中硝酸盐氮的去除率看，乙酸钠的
效果最好，在０～１２０ｈ硝酸盐氮的含量由初始的

１０１．８０ｍｇ／Ｌ降到０．８２ｍｇ／Ｌ，去除率为９９．２％．
其他几种碳源效果也很明显，硝酸盐氮的去除率均
达到９８％以上．

图４是菌株利用碳源进行生物反硝化，在０ｈ
和１２０ｈ检测到水中亚硝酸盐氮的含量．菌株反硝
化作用将硝酸盐还原为亚硝酸盐，由于亚硝酸盐不
稳定，变成Ｎ２Ｏ或Ｎ２ 气体溢出，水中残留亚硝酸盐
接近饮用水标准（０．０３ｍｇ／Ｌ）．由此看来，菌株能够
利用这几种碳源作电子供体进行生物反硝化，乙酸
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图３　不同碳源下硝酸盐氮的去除率

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｒｅｍｏｖａｌ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｎｉｔｒａｔｅ－ｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃａｒｂｏｎ　ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

图４　亚硝酸盐氮的变化情况

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　ｎｉｔｒｉｔｅ

钠作碳源１２０ｈ时水中的亚硝酸盐氮的含量最低，

随着时间的延长，水中亚硝酸盐氮含量还会继续
降低．

由以上结果可以得出，该分离菌株 ＤＢ－１能够
利用的碳源广泛，利用柠檬酸钠、乙醇、乙酸钠、甲酸
钠、乙酰胺、甲醇作电子供体进行生物反硝化作用，

效果都较好，其中利用乙酸钠作碳源时，菌株ＤＢ－１
的硝酸盐还原酶活性最强，也最容易被微生物利用，

去除水中硝酸盐的效果非常显著，这与王弘宇等［１３］

的研究结果一致．

２．４．２　Ｃ／Ｎ对菌株反硝化活性的影响
以乙酸钠为唯一碳源，硝酸钾为唯一氮源，固定

硝酸盐氮含量为１００ｍｇ／Ｌ时，通过改变乙酸钠含
量调整Ｃ／Ｎ，以不添加碳源（Ｃ／Ｎ为０）作为对照，菌
株反硝化过程对碳源的需求结果如图５所示．

由图５可以看出，该反硝化菌株为异养型，碳源
对菌株的反硝化作用影响很大．培养液中不含碳源
时，硝酸盐氮几乎没有什么变化，当Ｃ／Ｎ为１时，在

１２０ｈ内硝酸盐氮的去除率达到６４．２％，当Ｃ／Ｎ为

３时，反硝化进行基本完全，硝酸盐氮的去除率达到

图５　Ｃ／Ｎ对硝酸盐氮去除率的影响

Ｆｉｇ．５　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｃ／Ｎ　ｒａｔｉｏ　ｏｎ　ｎｉｔｒａｔｅ　ｒｅｍｏｖａｌ　ｒａｔｅ

９８．９％．而当Ｃ／Ｎ大于３以后，对菌株的反硝化作
用无明显影响，硝酸盐氮的去除率基本不变．

有机碳源浓度对菌株的生长及生物反硝化活性
有较大的影响，碳源不足，则无足够的能量供微生物
生长，菌株的反硝化活性得不到发挥；而碳源浓度过
高时，碳源已不成为反硝化的限制性因素，对菌株的
反硝化效率也不会有大的影响．另外过量的碳源进
入水中，会造成浪费与二次污染．因此对于该菌株

ＤＢ－１来说，培养液中Ｃ／Ｎ为３左右较好．此值比理
论上异养型菌株生物反硝化所需的Ｃ／Ｎ稍高（理论
值为１．０８），可能是由于菌株的特异性生长需求
所致．
２．４．３　初始硝酸盐氮浓度对菌株反硝化活性的

影响

　　在菌株ＤＢ－１接种量相同、Ｃ／Ｎ为３时，改变培
养液中初始硝酸盐氮含量，培养液中硝酸盐氮的去
除情况如图６所示．

图６　在不同初始硝酸盐氮浓度下

菌株ＤＢ－１去除硝酸盐氮

Ｆｉｇ．６　Ｎｉｔｒａｔｅ　ｒｅｍｏｖａｌ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＤＢ－１

ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｎｉｔｉａｌ　ｎｉｔｒａｔｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

由图６可以看出，菌株反硝化作用主要发生在

４８ｈ以内，４８ｈ时培养液中硝酸盐氮已经明显降低，
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硝酸盐氮的去除率分别为达到９４．０％，９６．１％，

９４．８％和９４．３％．随着时间的延长，水中的硝酸盐
氮含量继续降低，到１４４ｈ时基本完全去除．这表明
在实验接种量及Ｃ／Ｎ为３时，菌株ＤＢ－１能够适应
水中初始硝酸盐氮含量为从３０ｍｇ／Ｌ到１００ｍｇ／

Ｌ，并能迅速去除完全，反硝化作用显著．
不同初始硝酸盐氮含量下，菌株 ＤＢ－１反硝化

过程培养液中亚硝酸盐氮含量变化如图７所示．

图７　菌株ＤＢ－１在反硝化过程亚硝酸盐氮的积累

Ｆｉｇ．７　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ　ｎｉｔｒｉｔｅ－ｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｉｎ　ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＤＢ－１

由图７可见，菌株ＤＢ－１是通过反硝化途径去
除水中硝酸盐氮，在去除硝酸盐氮的过程中产生了
一定数量的亚硝酸盐氮．亚硝酸盐氮的产生主要发
生在菌株的对数生长期，从４８ｈ开始水中亚硝酸盐
开始逐渐积累，至７２ｈ时左右达到最高值，硝酸盐
氮含量在此时期内急剧下降．由于 ＮＯ－２ 还原酶与

ＮＯ－３ 还原酶的合成并不是协同调节的，ＮＯ－２ 还原
酶的大量合成落后于 ＮＯ－３ 还原酶，所以出现了亚
硝酸盐的积累．而ＮＯ－２ 还原酶的合成滞后可能是由
于其合成需要一定量的亚硝酸根离子的诱导作用．

在７２ｈ后水中硝酸盐氮基本被去除，亚硝酸氮
含量开始急剧下降，至１４４ｈ培养结束时降至０．０３９
～０．０６８ｍｇ／Ｌ．说明了亚硝酸盐氮的去除主要发生
在菌株生长的稳定期和衰亡期．此时亚硝酸盐还原
酶已经得到大量的合成，并将亚硝酸盐还原成 ＮＯ
或Ｎ２Ｏ，再经过 ＮＯ还原酶、Ｎ２Ｏ还原酶的作用还
原成Ｎ２．

由此看出，分离菌株 ＤＢ－１具有高效的反硝化
活性，能够在较短时间内将水中过量的硝酸盐去除．

３　结论
（Ⅰ）从巢湖湿地土壤中所分离的菌株ＤＢ－１为

革兰氏阴性球形菌，兼性厌氧，经１６ＳｒＤＮＡ鉴定为

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．，命名为Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．ＤＢ－１，它与目
前报道的反硝化细菌均不同，表明了自然界中生物
反硝化细菌的生物多样性．

（Ⅱ）菌株 ＤＢ－１能分别以适当浓度的柠檬酸
钠、乙醇、乙酸钠、甲酸钠、乙酰胺、甲醇为碳源进行
生物反硝化作用将水中的硝酸盐还原为氮气，表明
该菌株具有较广的碳源谱，使得该菌株适应性强，可
用于饮用水及污水的生物反硝化脱氮．

（Ⅲ）菌株ＤＢ－１利用乙酸钠为碳源，采用Ｃ／Ｎ
为３，在１２０ｈ内几乎完全去除水中硝酸盐氮；在

Ｃ／Ｎ为３，水中初始硝酸盐氮含量在１００ｍｇ／Ｌ以
内，均能够在４８ｈ内被基本去除，达到饮用水标准．

上述成果在地下水硝酸盐污染生物修复、湖泊
富营养化防治等方面具有广阔的应用前景．
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