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Isolation and identification of a heterotrophic nitrifying and aerobic denitrifying strain and its removal char⁃
acteristics of nitrogen in breeding wastewater
CHEN Meng1,2, LI An-zhang1,3, ZHANG Ming-xia1, ZHU Hong-hui1*

（1.Guangdong Institute of Microbiology, State Key Laboratory of Applied Microbiology Southern China, Guangdong Provincial Key Labora⁃
tory of Microbial Culture Collection and Application, Guangdong Microbial Culture Collection Center, Guangzhou 510070, China; 2.Guang⁃
dong Bowote Biological Technology Co., Ltd., Zhaoqing 526040, China; 3. Guangzhou Wangdao Biological Technology Co., Ltd., Guang⁃
zhou 510663, China）
Abstract：In order to obtain a highly efficient nitrogen-removing strain from sewage, an enrichment culture separation method was em⁃
ployed. A heterotrophic nitrifying and aerobic denitrifying bacterial strain ZF2-3 with high nitrogen removal efficiency was isolated from a
sewage sample collected from a naturally aerated pond of liquid swine manure. Strain ZF2-3 was identified as Bacillus subtilis based on
morphology, physiological and biochemical characteristics, 16S rRNA gene sequence identity, phylogenetic analysis, and specific amplifica⁃
tion fragment identification. In artificial wastewater media containing ammonium sulfate or sodium nitrate as sole nitrogen source, the re⁃
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摘 要：为了获得养殖废水中高效脱氮的菌株，采用富集培养分离的方法，从猪粪水自然曝气池污水中筛得一株具有较好脱氮功

能的异养硝化-好氧反硝化菌株ZF2-3，经形态学和生理生化鉴定、16S rRNA基因序列分析、系统发育树构建和特征性扩增片段

分析，鉴定其为Bacillus subtilis。在分别以硫酸铵和硝酸钠为唯一氮源的人工废水培养基中，菌株ZF2-3对氨氮和硝态氮的去除

率分别为 85.7%和 87.2%，且不积累中间产物。优化条件后发现，菌株 ZF2-3脱除氨氮最适碳源是蔗糖，最适碳氮比为 15。将菌

株ZF2-3应用于养殖废水脱氮，发现无论在氨氮浓度相对较低的水产养殖废水还是氨氮浓度较高的猪粪废水中，菌株ZF2-3均有

较好的处理效果，使水体氨氮、总氮浓度分别降低37.7%、67.4%和34.6%、30.4%，且无中间产物累积。研究表明，菌株ZF2-3对养殖

废水脱氮具有良好的应用潜力。
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陈 猛，等：一株异养硝化-好氧反硝化菌的分离鉴定及其对养殖废水中氮的去除特性

目前，我国养殖业正向规模化、集约化方向迅速

发展，在促进农业经济发展、提高人民生活水平的同

时，也带来很多环境问题和生态危机[1]。养殖废水中

含有大量氮化物，其通过地表径流以及土壤渗滤进入

地表水体和地下水层，引起水体富营养化、水生生物

死亡和生态系统失衡[2]，不仅制约了我国养殖业的健

康可持续发展，还造成严重的食品安全和环境安全问

题[3]。因此，养殖废水脱氮已成为养殖业亟待解决的

关键问题之一。

微生物脱氮因其经济、高效和无二次污染等优点

被广泛应用于养殖废水处理[4-5]。异养硝化-好氧反

硝化菌既能对有机或无机氮化物进行异养硝化，又具

有好氧反硝化能力，可将氨氮直接转化为氮的气态产

物[6]。因此，与传统两个相对独立的好氧硝化、厌/缺
氧反硝化过程生物脱氮相比，近年来异养硝化-好氧

反硝化菌受到越来越多的关注。

目前，国内外学者已分离到的异养硝化-好氧反

硝化菌包括不动杆菌（Acinetobacter sp.）[7]、粪产碱菌

（Alcaligenes faecalis）[8]、假单胞菌（Pseudomonas sp.）[9]、

无色杆菌（Achromobacter sp.）[10]、卓贝尔氏菌（Zobellel⁃

la sp.）[11]、黏质沙雷氏菌（Serratia marcescens）[12]、芽孢

杆菌（Bacillus sp.）[13]等。从整体来看，当前国内外对

异养硝化-好氧反硝化菌的研究尚处于实验室阶段，

包括资源挖掘、脱氮特性研究、脱氮机理研究及无菌

条件下模拟污水的脱氮效果评估等，而养殖水体的实

际应用研究较少[14-15]。钱春园等[16]研究了一株异养硝

化菌菌株在甲鱼养殖废水处理中的应用，虽有较好的

脱氮效果，但有少量亚硝态氮和硝态氮的积累。刘树

彬等[17]研究了枯草芽孢杆菌 HAINUP40对模拟污水

和养殖污水的净化效果，结果显示接种菌剂对两种水

样化学需氧量和氮的脱除都有较好的效果，但在养殖

污水处理中氨氮脱除效果不佳。此外，对于含高氨

氮、高悬浮物的畜禽养殖废水，目前主要采用培育活

性污泥的方式进行脱氮脱磷净化水质，直接应用异养

硝化-好氧反硝化菌开展相关水体脱氮研究的报道

还很少[18-19]。上述结果表明，异养硝化-好氧反硝化

菌对实际养殖污水的处理应用研究还很欠缺。因此，

继续加强高效异养硝化-好氧反硝化脱氮菌的分离、

筛选和鉴定，并重点研究其在实际养殖废水处理中的

脱氮特性，对于促进养殖业可持续发展、保障我国食

品安全和环境安全具有重要意义。

本研究从自然曝气猪粪水中分离得到一株具有

高效脱氮能力的异养硝化-好氧反硝化菌株 ZF2-3，
对其进行分子鉴定及生理生化分析，研究了菌株脱氮

特性，并将该菌株应用于水产养殖废水和畜禽养殖废

水脱氮试验，以期为养殖废水脱氮处理提供脱氮性能

优越、环境适应性强的功能菌株。

1 材料与方法

1.1 样品和培养基

1.1.1 样品来源

样品为水泡粪固液分离并初步曝气后的粪水；采

集自广东省汕尾市金瑞丰生态农业有限公司养猪场

水泡粪粪水一级自然曝气池塘。经检测，样品氨氮、

硝态氮、亚硝态氮和总氮浓度分别为 481.83、15.37、0
mg·L-1和578.55 mg·L-1。

1.1.2 培养基

（1）富 集 培 养 基 ：NH4Cl 0.4 g，NaNO2 0.25 g，
KH2PO4 2 g，MgSO4·7H2O 0.2 g，Na2CO3 0.4 g，蒸馏水定

容至1000 mL，121 ℃高压湿热灭菌20 min。
（2）氨氮人工废水培养基：丁二酸钠 2.5 g，二水

合柠檬酸钠 2.5 g，（NH4）2SO4 0.66 g，K2HPO4 1 g，
KH2PO4 1 g，MgSO4·7H2O 0.2 g，pH 7.4，蒸馏水定容至

1000 mL，121 ℃高压湿热灭菌20 min。添加无菌过滤

后的复合碳源 1%（V/V）、复合维生素 0.2%（V/V）、复合

微量元素 0.2%（V/V）。复合碳源液：D-葡萄糖 6.9 g，

moval rates of ammonia nitrogen and nitrate nitrogen by strain ZF2-3 were 85.7% and 87.2%, respectively, and no intermediates were ac⁃
cumulated. According to the results of conditional optimization, the optimum carbon source for the removal of ammonia nitrogen was su⁃
crose. In aquaculture wastewater with relatively low concentration of ammonia nitrogen, the optimum carbon-nitrogen ratio was 15. Subse⁃
quently, strain ZF2-3 was used to denitrify breeding swine manure sewage with high ammonia nitrogen content, and exhibited a satisfactory
treatment effect, significantly reducing the concentration of ammonia nitrogen and total nitrogen in the sewage. The ammonia nitrogen and
total nitrogen concentrations were reduced by 37.7%, 67.4%, 34.6%, and 30.4%, respectively. Moreover, no intermediate accumulation was
detected during the treatment process. The results indicate that strain ZF2-3 has excellent application potential in denitrification of breed⁃
ing wastewater.
Keywords：Bacillus subtilis; heterotrophic nitrification; aerobic denitrification; cultivation sewage; nitrogen removal
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D-果糖 6.9 g，D-乳糖 6.9 g，醋酸钠 9.5 g，90% 乳酸

6.4 mL，甘露醇 7 g，无水乙醇 7 mL，甘油 6.3 mL，苯甲

酸钠 4.8 g，水杨酸 4.6 g，溶于 500 mL 水中，调至 pH
7.4，0.22 μm滤膜过滤除菌。复合维生素液：生物素/
Vh 10 mg，叶酸/Vb9 100 mg，吡哆醇/Vb6 100 mg，硫
胺素/Vb1 200 mg，烟酸 200 mg，泛酸钙 100 mg，Vb12
2 mg，核黄素/Vb2 20 mg，硫辛酸 20 mg，EDTA-Na
400 mg，调 pH至 7.5，0.22 μm滤膜过滤除菌。复合微

量元素混合液：ZnSO4·7H2O 0.1 g，MnCl2·4H2O 0.4 g，
H3BO3 1.24 g，CoCl2 · 2H2O 0.5 g，CuCl2 · 2H2O 0.5 g，
NiSO4·6H2O 0.02 g，NaMoO4·2H2O 0.4 g，KI 0.2 g，CaCl2
5 g，FeSO4·7H2O 1.1 g，EDTA-Na 10 g，溶于 1000 mL
水，调 pH至 7.4，0.22 μm滤膜过滤；配制对应的固体

培养基时，添加琼脂至15 g·L-1。

（3）硝态氮人工废水培养基：用NaNO3代替氨氮

培养基中的（NH4）2SO4，其他成分相同，硝态氮浓度

150 mg·L-1。

（4）营养肉汤琼脂（NA培养基）：蛋白胨 10 g，牛
肉膏 3 g，氯化钠 5 g，溶于 1000 mL水，调 pH至 7.3，添
加15 g·L-1的琼脂，121 ℃灭菌20 min。
1.2 仪器与测定方法

1.2.1 实验仪器

高压蒸汽灭菌锅HVE-50（Hirayama，日本），洁净

工作台 SW-CJ-2FD（苏净安泰，苏州），超纯水机RM-
220（先河，湖州），梯度 PCR 仪 GSX1（Eppendorf，德
国），电泳仪（六一，北京），PHS-3C型 pH计（雷磁，上

海），小型高速冷冻离心机 5424（Eppendorf，德国），超

低温冰箱 MDF-682（Panasonic，日本），生化培养箱

LRH-250（浦东荣丰，上海），紫外/可见光分光光度计

Ultrospec 6300 pro（GE Healthcare，英国），凝胶成像系

统（BIO-RAD，美国），光学显微镜DM6（Leica，德国）。

1.2.2 测定方法

氨氮浓度测定采用纳氏试剂分光光度法（HJ 535—
2009）；亚硝态氮浓度测定采用 4-氨基苯磺酰胺分光

光度法（GB 7493—1987）；硝态氮浓度测定采用紫外

分光光度法（HJ/T 346—2007）；总氮浓度测定采用碱

性过硫酸钾消解-紫外分光光度法（HJ 636—2012）。

1.3 富集培养及菌株分离

取 10 mL粪水样品，置于 250 mL锥形瓶中，加入

90 mL无菌富集培养基，于 30 ℃、180 r·min-1摇床中

富集培养 24 h；重复富集一次。将富集液进行梯度稀

释（10-4~10-7）涂布于氨氮固体培养基上，30 ℃培养箱

中培养至出现明显的单菌落。挑取单菌落，经多次划

线纯化后，接入NA液体培养基中，30 ℃、180 r·min-1

培养至对数生长期，转移至冻存管中，加甘油至终浓

度20%（V/V），-80 ℃保存备用。

1.4 菌种鉴定

（1）形态学鉴定：将分离获得的菌株涂布于NA平

板上，30 ℃培养24 h后，观察其菌落特征；挑取单菌落，

对菌株进行革兰氏染色，显微镜下观察其细胞形态。

（2）生理生化指标鉴定：菌株的生理生化特征检

测方法参照《伯杰细菌鉴定手册》[20]和《常见细菌系统

鉴定手册》[21]进行。用于生理生化特征检测的指标主

要包括β-半乳糖苷酶、葡萄糖氧化发酵、吲哚产生、

Voges-Proskauer（V-P）试验、淀粉水解、蛋白酶、明胶

液化、色氨酸脱氨酶、脲酶等。

（3）16S rRNA 基因分子鉴定：采用 CTAB 法[22]提

取待鉴定菌株的基因组DNA，采用细菌 16S rRNA基

因通用引物 27F（5′ - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -
3′）和 1492R（5′ -TACGACTTAACCCCAATCGC-3′）
进行 PCR扩增，扩增体系及程序参见文献[23]。扩增

产物送上海美吉生物医药科技有限公司测序。将测

序结果提交GenBank和EzBioCloud进行比对分析，并

选取同属内近缘种的 16S rRNA基因序列，以同科菌

株 Aeribacillus sp. N.8（LT594972）的 16S rRNA基因为

外参，采用MEGA 6.0软件构建系统发育树。

（4）初步比对结果为枯草芽孢杆菌（Bacillus sub⁃

tilis），但由于 B. subtilis与解淀粉芽孢杆菌（B. amylo⁃

liquefaciens）在菌落形态、生理生化指标、16S rRNA基

因序列等方面几乎一致，无法有效区分，因此以 B.

subtilis特异性引物和B. amyloliquefaciens特异性引物

分别进行 PCR扩增并鉴定。提取所得菌株和阳性对

照菌株（B. amyloliquefaciens GDMCC 1.19，B. subtilis
ATCC 6633）的基因组DNA，选择表1中的物种特异性

引物，进行PCR扩增，并将产物进行电泳、观察条带。

1.5 菌株ZF2-3的脱氮特性

1.5.1 菌株ZF2-3对氨氮和硝态氮的脱除效果验证

接种菌株 ZF2-3至氨氮和硝态氮液体培养基中

（氨氮浓度为 140 mg·L-1、硝态氮浓度为 150 mg·L-1），

30 ℃、180 r·min-1恒温摇床培养，根据菌株 ZF2-3在

这两种培养基中生长速率差异，在氨氮培养基中分别

于培养0、8、12、24、48 h后取样，在硝态氮培养基中分

别于培养 0、12、24、36、48、60 h后取样。一部分样品

用于检测OD600值，另一部分培养液离心取上清，定量

检测上清液中氨氮、硝态氮和亚硝态氮浓度。

菌株 ZF2-3的OD600值与细菌浓度之间的关系确
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定：稀释调节 OD 值为 1 的菌液为 7 个稀释度，检测

OD 值，范围为 0.4~1.0，用标准稀释涂布平板法对每

个稀释梯度的菌液计数。建立OD600值与细菌浓度之

间的关系曲线，得到OD值与细菌浓度之间关系式为

y=65.95x-7.65（y为活菌数，107 mL·cfu-1；x为 OD 值；

R2=0.9914）。

1.5.2 不同碳源对菌株ZF2-3脱氮性能的影响

分别以葡萄糖、蔗糖、乙酸钠、甘露醇、柠檬酸钠、

丁二酸钠为唯一碳源配制氨氮液体培养基，氨氮浓度

140 mg·L-1，计算不同碳源的添加量使得碳氮比固定

为 10。115 ℃灭菌 15 min后，将菌株 ZF2-3的菌悬液

分别按 1%的接种量接入培养基中，每种培养基 3个

重复，30 ℃、180 r·min-1恒温摇床培养 48 h后，测定氨

氮的残留浓度，并换算成氨氮脱除率。

1.5.3 不同碳氮比对菌株ZF2-3脱氮性能的影响

以葡萄糖为唯一碳源配制氨氮液体培养基，氨氮

浓度 140 mg·L-1，加入适量的葡萄糖调节碳氮比为

2.5、5、10、15、20、25、30。115 ℃灭菌 15 min后，将菌

株 ZF2-3的菌悬液按 1%的接种量接入培养基中，每

种培养基 3个重复，30 ℃、180 r·min-1恒温摇床培养

48 h后，测定氨氮的残留浓度，并换算成氨氮脱除率。

1.6 菌株ZF2-3在养殖废水处理中的应用

1.6.1 菌株ZF2-3对水产养殖废水的净化作用

供试水样采集自广东省广州市南沙区万顷沙镇

水产养殖废水塘。经检测，废水中氨氮质量浓度为

35.4 mg·L-1，硝态氮质量浓度 0.75 mg·L-1，亚硝态氮

未检出。

将水样用葡萄糖调节碳氮比为 10，不灭菌。按

1%接种量接入菌株ZF2-3悬液，对照接入等体积无菌

水。每个处理 3个重复。30 ℃、180 r·min-1，培养 48 h
后，检测水体氨氮、亚硝态氮、硝态氮和总氮浓度。

1.6.2 菌株ZF2-3对高氨氮粪水的净化作用

供试样品为自然曝气的水泡粪粪水；采集自汕尾

市金瑞丰生态农业有限公司养猪场水泡粪粪水一级

自然曝气池塘。经检测，粪水样品中氨氮质量浓度为

475 mg·L-1，硝态氮质量浓度 4.93 mg·L-1，总氮质量浓

度565 mg·L-1，亚硝态氮未检出。

将粪水样品用葡萄糖调节碳氮比为 10，在 115 ℃
灭菌15 min。按1%接种量接入菌株ZF2-3悬液，对照

接入等体积无菌水。每个处理 3个重复，30 ℃、180 r·
min-1培养48 h后检测氨氮和总氮的浓度。

2 结果与讨论

2.1 菌株分离鉴定

2.1.1 形态学观察

本研究以氨氮为唯一氮源对粪水中的微生物进

行富集和分离筛选，得到一株疑似脱氮菌ZF2-3。在

NA平板上，菌株 ZF2-3菌落表现为白色、不透明、表

面粗糙、边缘不规则，革兰氏染色结果为阳性，有鞭毛

（图1和图2）。

2.1.2 生理生化检测

菌株 ZF2-3的生理生化指标见表 2。结果表明，

该菌株的β-半乳糖苷酶、精氨酸水解、赖氨酸脱羧、

柠檬酸钠利用、脲酶、V-P反应、蛋白酶、纤维素酶、淀

粉水解、明胶液化、甘露醇发酵为阳性；鸟氨酸脱羧、

产硫化氢、色氨酸脱氨酶、产吲哚、葡萄糖发酵为阴

性。综上，菌株 ZF2-3生理生化特征与《伯杰细菌鉴

表1 枯草芽孢杆菌与解淀粉芽孢杆菌特异性扩增引物及目的片段长度

Table 1 Specific amplification primers and target fragment length of B. subtilis and B. amyloliquefaciens
目标菌种The target strains

枯草芽孢杆菌
B. subtilis

解淀粉芽孢杆菌
B. amyloliquefaciens

引物Primers
Bsu-man-1F[24]

Bsu-man-1R[24]

L100[25]

R836[25]

序列Sequences
正向5′-CAGGCTCACACTTTGTCTTG-3′
反向5′-TGAACACAGTCCTGGGTTAG-3′
正向5′-AAATCTGCCCGTATCGTCG-3′
反向5′-GCGTCACGGCGRATCTCAA-3′

扩增片段长度Amplified fragment length/bp
1287

736

图1 菌株ZF2-3的菌落形态

Figure 1 The colonial morphology of strain ZF2-3
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定手册》和《常见细菌系统鉴定手册》中描述的枯草芽

孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌基本一致。

2.1.3 16S rRNA基因鉴定

使用通用引物 27F/1492R 扩增菌株 ZF2-3 的

16S rRNA基因，测序得片段长度为 1419 bp。对该序

列在NCBI和EzBioCloud数据库中进行分析、比对，选

取同属内近缘种的 16S rRNA 基因序列，采用 MEGA
6.0软件构建系统发育树。如图3所示，菌株ZF2-3与

B. subtilis、B. amyloliquefaciens、B. siamensis聚在一个

分支上，但与枯草芽孢杆菌亲缘关系更近，初步鉴定

为枯草芽孢杆菌。

2.1.4 特异性引物扩增结果

B. siamensis菌落表面皱褶，边缘翘起，中间内

陷[26]，与本研究菌株 ZF2-3菌落形态明显不同，故先

图2 菌株ZF2-3的透射电镜图

Figure 2 Transmission electron microscopy of strain ZF2-3

表2 菌株ZF2-3生理生化指标

Table 2 Physiological and biochemical characteristics of
strain ZF2-3

注：+代表阳性；-代表阴性。
Note：+ means positive；- means negative.

鉴定指标 Identification indexs
β-半乳糖苷酶

精氨酸水解

赖氨酸脱羧

鸟氨酸脱羧

柠檬酸钠利用

硫化氢试验

脲酶

色氨酸脱氨酶

吲哚产生

V-P试验

蛋白酶

纤维素酶

淀粉水解

明胶液化

葡萄糖发酵

甘露醇发酵

结果Result
+
+
+
-
+
-
+
-
-
+
+
+
+
+
-
+

图3 基于16S rRNA基因序列的系统进化树

Figure 3 Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences

以Kimura-2模型计算遗传距离，以邻接法（Neighbor-Joining，NJ）建树，bootstrap自展1000次检验进化树拓扑结构置信区间
The genetic distance is calculated by the Kimura-2 model，and the neighboring method（Neighbor-Joining，NJ）is used to establish the tree.

The bootstrap self-expanded 1000 times is to test the evolutionary tree topology confidence interval

Bacillus subtilis subsp. inaquosorum KCTC 13429T（AMXN01000021）75

83

9789

83

96

100

93

78

91

0.005

ZF2-3
Bacillus subtilis subsp. spizizenii NRRL B-23049T（CP002905）
Bacillus subtilis subsp. stercoris D7XPN1T（JHCA01000027）

Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610T（ABQL01000001）
Bacillus siamensis KCTC 13613T（AJVF01000043）
Bacillus amyloliquefaciens DSM 7T（FN597644）

Bacillus altitudinis 41KF2bT（ASJC01000029）
Bacillus xiamenensis HYC-10T（AMSH01000114）
Bacillus pumilus strain GM3FRT（MKZN01000032）
Bacillus zhangzhouensis DW5-4T（JOTP01000061）
Bacillus safensis FO-36bT（ASJD01000027）
Bacillus australimaris NH711T（JX680098）

Bacillus paralicheniformis KJ-16T（KY694465）
Bacillus haynesii NRRL B-41327T（MRBL01000076）
Bacillus glycinifermentans GO-13T（LECW01000063）
Bacillus sp.NSP9.1（AUQZ01000032）
Bacillus sonorensis NBRC 101234T（AYTN01000016）
Bacillus sonorensis strain NRRL B-23154T（NR025130）

Aeribacillus sp.N.8T（LT594972）
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图4 B. amyloliquefaciens和B. subtilis特异性引物扩增结果

Figure 4 Specific-primer amplification of B. amyloliquefaciens
and B. subtilis

图5 菌株ZF2-3生长趋势与氨氮脱除曲线

Figure 5 Growth trend and ammonia nitrogen removal curve of
strain ZF2-3

GDMCC 1.19 CK MarkerZF2-3 ATCC 6633 CK MarkerZF2-3
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排除。

鉴于枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌在16S rRNA
基因、系统发育关系和生理生化特征方面非常接近，

难以区分，因此本研究使用特异性引物扩增特征性片

段来进一步鉴定菌株 ZF2-3。图 4 中 CK 为无模板

PCR 结果，Marker 自上而下分别为 2000、1000、750、
500、200 bp和 100 bp。图 4a为B. amyloliquefaciens的

特异性引物扩增结果，可以看出，标准菌株B. amylo⁃

liquefaciens GDMCC 1.19 用 B. amyloliquefaciens 特异

性引物扩增得到一条带，片段大小与 750 bp Marker
相近，应为 B. amyloliquefaciens特征性扩增片段（736
bp）。该阳性对照扩增可以得到目的片段，结合阴性

对照组未得到任何条带的结果，说明扩增体系和条件

没有问题。以菌株 ZF2-3基因组 DNA为模板，以 B.

amyloliquefaciens特异性引物 PCR 扩增后无条带，说

明菌株ZF2-3非B. amyloliquefaciens。

图 4b为 B. subtilis的特异性引物扩增结果，可以

看出，标准菌株 B. subtilis ATCC 6633 用 B. subtilis特

异性引物扩增可以得到片段，片段位于1000 bp Mark⁃
er 条带偏上位置，应为 B. subtilis特征性扩增片段

（1287 bp）。该阳性对照可以扩增得到目的片段，结

合阴性对照组未得到任何条带的结果，说明扩增体

系和条件没有问题。以菌株 ZF2-3基因组DNA为模

板，以 B. subtilis特异性引物 PCR扩增得到特征性片

段，说明菌株 ZF2-3 应为 B. subtilis。本结果与刘勇

等[24]的研究结果一致，其运用类似特异性引物 PCR
方法有效区分了枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和解

淀粉芽孢杆菌。

2.2 菌株ZF2-3的脱氮特性研究

2.2.1 菌株ZF2-3对氨氮的脱除效果

虽然菌株 ZF2-3是从氨氮为唯一氮源的培养基

中分离得到的，但其对氨氮脱除能力和特性还不清

楚，需要进一步验证。如图 5所示，接种菌株 ZF2-3
后，随着时间的推移，培养物OD值不断提高，至 24 h
左右进入稳定期，OD值最高为 1.5左右；培养过程中，

氨氮浓度不断下降，从开始的 140 mg·L-1，到 24 h后

下降至 20 mg·L-1，氨氮脱除率达到 85.7%。在此脱氨

过程中，未检测到亚硝态氮产生，有很少量的硝态氮

产生，后又消失。盛建海等[27]对异养硝化-好氧反硝

化菌 xt1的异养硝化特性研究中也有此现象产生，他

们在一个更长的取样时间（84 h）内检测，硝态氮有微

弱的产消起伏。这可能是由于异养硝化-好氧反硝

化菌在同步硝化反硝化过程中有些中间副产物短时

间内未代谢完全。24 h 后氨氮浓度趋于稳定，硝态

氮、亚硝态氮均未检出。这表明以氨氮为唯一氮源

时，菌株ZF2-3可快速生长和脱氮，几乎没有延迟期，

与王越等[28]研究结果类似。此外，本研究的初始氨氮

浓度设置较高，达到 140 mg·L-1，而许多研究对初始

氨氮浓度设置较低，约为 50 mg·L-1 [28]，这可能对高脱

氮效率产生了负面影响。

2.2.2 菌株ZF2-3对硝态氮的脱除效果

菌株 ZF2-3是从以氨氮为唯一氮源的培养基中

分离得到的，对其好氧反硝化能力还不清楚，需要

进一步验证。如图 6所示，接种菌株 ZF2-3后，随着

时间的推移，培养物 OD值不断提高，至 48 h左右进

入稳定期，OD值最高为 1.3左右；培养过程中，从 12 h
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开始硝态氮浓度不断下降，从开始的 150 mg·L-1，到

36 h后下降至 20.8 mg·L-1，硝态氮脱除率达到 87.2%。

在此反硝化过程中，未检测到亚硝态氮产生，在 36 h
后有少量的氨氮产生，后又消失，这可能是由于菌株

培养到 36 h后，培养基中有机氮浓度有一定累积，此

时硝态氮已经处于一个较低水平，菌株开始利用有机

氮，产生了部分氨氮，而当培养基中氨氮增加到一定

浓度时，菌株又开始优先利用氨氮，所以在 48 h后氨

氮浓度又开始下降。一般来说，不同菌种的生物脱氮

可以发生在菌体生长的不同时期。本研究的菌种反

硝化过程发生在菌体生长的对数增长前期，且与氨氮

唯一氮源培养相比，菌体生长延迟期较长（0~24 h），

24~48 h才为对数增长期。本研究菌株ZF2-3的反硝

化效率较高，周影茹等[9]分离到的好氧反硝化菌株

RWX31在初始硝态氮浓度为 100 mg·L-1的模拟废水

中，硝态氮脱除效率为 75%，且随着初始硝态氮浓度

的提高，菌株的反硝化效率不断下降；颜薇芝等[7]分

离得到的一株异养硝化-好氧反硝化不动杆菌在初

始硝态氮浓度为 88.3 mg·L-1的培养基中，培养 36 h后

硝态氮质量浓度下降到 14 mg·L-1，发现产物同时伴

有微量亚硝酸盐和氨氮的积累，整个反硝化过程硝酸

盐去除率为83.5%。

2.2.3 不同碳源对菌株ZF2-3脱氮性能的影响

研究表明，碳源种类影响着细菌的硝化、反硝化

反应速度和脱除率，同时，不同菌株脱氮的最佳碳源

也可能不同[29-30]。图7表明，不同的碳源对菌株ZF2-3
的脱氨性能具有重要的影响。以甘露醇、蔗糖、葡萄

糖、柠檬酸钠为碳源时，氨氮脱除率分别达到了

71.84%、72.42%、62.44%、62.32%；当碳源是丁二酸钠

或乙酸钠时，氨氮降低不明显。该结果与张小玲等[31]

研究相类似，其研究结果表明 Bacillus sp. H2以葡萄

糖为碳源时，脱氮效率最高。据报道，碳源的化学结

构和分子量对脱氮效率的影响很大，菌株偏好利用乙

酸钠、丁二酸钠等化学结构简单、分子量小的碳

源[32-33]。但本研究结果显示，菌株 ZF2-3以甘露醇、

蔗糖和葡萄糖为碳源时生长最好、脱氮效率最高，而

以分子量较小、化学结构简单的乙酸钠和丁二酸钠为

碳源时脱氮率很低，说明不同菌株脱氮时对碳源的偏

好性存在差异。

2.2.4 不同碳氮比对菌株ZF2-3脱氮性能的影响

碳源的控制不仅包括碳源种类的选择，还包括碳

源的供给量。碳氮比是好氧反硝化反应的主要限制

因素[34]。如图 8所示，本研究中不同的碳氮比对菌株

ZF2-3的脱氮性能影响非常显著。随着碳氮比增大，

菌株 ZF2-3对氨氮的脱除效率呈现出先增加后减小

图6 菌株ZF2-3生长趋势与硝态氮脱除曲线

Figure 6 Growth trend and nitrate nitrogen removal curve of
strain ZF2-3

不同字母表示差异达5%显著水平。下同
Different letters mean significant difference at 5% level. The same below

图7 不同碳源对菌株ZF2-3脱氮性能的影响

Figure 7 Effect of different carbon sources on denitriding
performance of strain ZF2-3

图8 碳氮比对菌株ZF2-3脱氮性能的影响

Figure 8 Effect of carbon-nitrogen ratio on the denitriding
performance of strain ZF2-3
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的趋势。在碳氮比为 15时，氨氮脱除率达到最大，为

71.87%。当碳氮比增大到 20后，氨氮脱除效率显著

下降。这种先升后降的趋势与许多研究结果[35-36]相

似。一般认为，当碳源浓度高于菌体生长所需时，碳

源成为非限制因素，过多的碳源会嵌入酶结构导致

酶活性降低，硝化能力也随之下降[7]。本研究发现菌

株 ZF2-3 脱除氨氮的最佳碳氮比为 15，低于王越

等[28]报道的花津滩芽孢杆菌（Bacillus hwajinpoensis）

SLWX2最佳碳氮比 25。实际应用过程中，较低的碳

氮比能减少碳源添加量，节约成本，有很高的实用

价值。

2.3 菌株ZF2-3在养殖废水中的脱氮效果

2.3.1 菌株ZF2-3对水产养殖废水的净化作用

实际水产养殖废水与试验模拟废水的水质条件

差距较大，前者水质成分复杂，富含杂菌，以致许多试

验筛选的高效脱氮菌株在处理实际养殖废水时效果

大为降低。如钱春园等[16]在培养基中接种菌株经过

96 h培养后，氨氮去除率为 61.8%，而在实际甲鱼养

殖废水中，达到与之持平的氨氮去除率（64.3%）却需

216 h的培养，菌株脱氮效率受到严重影响。刘树彬

等[17]研究表明，其筛选脱氮枯草芽孢杆菌菌株HAIN⁃
UP40在氨氮培养基中对氨氮的降解效果显著，在试

验的第 4 d时氨氮去除率可达 57.58%，但在实际养殖

水的应用中氨氮质量浓度却呈上升趋势。

将所得枯草芽孢杆菌 ZF2-3应用于实际水产养

殖废水，脱氮效果如图 9所示，与对照组 CK（添加等

量生理盐水）相比，试验组经ZF2-3处理后，水产养殖

废水中氨氮、硝态氮和总氮浓度均大幅降低。其中，

总氮和氨氮浓度显著降低（P<0.05，t-test），分别下降

了37.7%和67.4%，且不累积亚硝态氮和硝态氮，水质

得到了较大改善。

2.3.2 菌株ZF2-3对高氨氮浓度粪水的净化作用

猪粪水的生物脱氮是一大难题，因为猪粪水中含

有的高浓度氨氮往往对脱氮菌的反硝化过程有很大

程度的抑制作用；目前，将菌株发酵菌剂直接用于猪

粪污水的研究鲜有报道。本研究将筛选得到的菌株

ZF2-3添加到含高浓度氨氮的猪粪水（氨氮质量浓度

475 mg·L-1）中，结果（图 10）表明，接菌处理 48 h后，

试验组氨氮和总氮浓度均极显著降低（P<0.01，t-
test），其中总氮浓度降低 34.6%，氨氮浓度降幅

30.4%，说明菌株 ZF2-3在高浓度氨氮废水处理领域

具有良好的实际应用潜力。

3 结论

（1）从自然曝气猪粪水池塘中筛得一株有较好脱

氮功能的异养硝化-好氧反硝化菌株 ZF2-3，经形态

学和生理生化鉴定、16S rRNA基因序列分析、系统发

育树构建和特征性扩增片段分析，确定其为枯草芽孢

杆菌（B. subtilis）。

（2）在氨氮和硝态氮液体培养基中，分别接种培

养 24 h和 36 h后，菌株ZF2-3对氨氮和硝态氮脱除率

分别为85.7%和87.2%，且不积累其他无机氮副产物。

（3）碳源种类和碳氮比是影响菌株脱氮性能的重

要因素。在温度 30 ℃、pH 7.4条件下，菌株 ZF2-3硝

化作用最适碳源是蔗糖，最适碳氮比为15。
（4）菌株 ZF2-3在养殖废水中的应用结果表明，

无论在氨氮浓度相对较低的水产养殖废水还是氨氮

*表示ZF2-3菌株处理与CK在0.05水平上差异显著
* mean significant difference between strain ZF2-3 and CK

at the 0.05 level
图9 菌株ZF2-3在水产养殖废水中的脱氮效果

Figure 9 Denitriding effect of strain ZF2-3 in aquaculture sewage

图10 菌株ZF2-3在含高浓度氨氮的猪粪水中的脱氮效果

Figure 10 Denitriding effect of strain ZF2-3 in swine fecal
sewage with high concentration of ammonia nitrogen
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浓度较高的猪粪水中，菌株ZF2-3均有较好的脱氮效

果，且不积累亚硝态氮和硝态氮，在实际养殖废水脱

氮处理中具有良好的应用潜力。

本研究分离得到了一株很有实际应用潜力的异

养硝化-好氧反硝化功能菌株，并且在对水中氮的去

除特性研究上，直接采用实际水产养殖和畜禽养殖污

水作为试验水样，比该类群菌种已有研究所用的模拟

污水脱氮试验结果更加具有实际参考价值。此外，对

于猪粪水的生物脱氮，考虑到猪粪水环境的复杂性，

单独使用异养硝化-好氧反硝化菌处理，在实际应用

中可能仍然达不到预期效果。因此，在将来的研究

中，将异养硝化-好氧反硝化菌与其他工程技术手段

相结合也需要重点考虑。
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