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摘要:从自然环境中分离得到一个兼具异养硝化－好氧反硝化(ＨＮ－ＡＤ)性能和聚集性能的菌群 ＹＱＳꎬ鉴定其优势属为

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、Ａｚｏａｒｃｕ 和 Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａꎮ 综合分析了菌群 ＹＱＳ 的脱氮性能、影响异养硝化性能的因素、聚集性能和胞外聚合物
(ＥＰＳ)的分泌情况ꎮ 结果表明ꎬ菌群 ＹＱＳ 对氨氮、硝态氮和亚硝态氮的去除率分别为 ９７􀆰 ３３％、８９􀆰 ５５％和 ８５􀆰 ９４％ꎻ碳源为柠檬
酸钠、Ｃ / Ｎ 为 １２、温度为 ３０℃、转速为 １３０ ｒ / ｍｉｎ 是菌群 ＹＱＳ 进行异养硝化的最佳条件ꎻ菌群 ＹＱＳ 的良好聚集性能与其分泌的
ＥＰＳ 有关ꎬ聚集指数可达 ５３􀆰 ７２％ꎮ 菌群 ＹＱＳ 的分离为实现污水生物高效脱氮和功能微生物富集提供了新的生物资源ꎮ

关键词:异养硝化－好氧反硝化ꎻ根瘤菌ꎻ脱氮ꎻ聚集ꎻ胞外聚合物
中图分类号:Ｘ１７２　 文献标志码:Ａ　 文章编号:０２５３－４３２０(２０２４)Ｓ２－０２３４－０７
ＤＯＩ:１０.１６６０６ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｉｓｓｎ０２５３－４３２０.２０２４.Ｓ２.０４２　

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ａｎｄ ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ＹＱＳ

ＹＡＮＧ Ｘｉｎ￣ｙｕꎬ ＬＩＵ Ｙｕ￣ｘｉａｎｇ∗

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｔａｉｙｕａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ａ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｕｐ ＹＱＳ ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ￣ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ( ＨＮ￣ＡＤ) ａｎｄ
ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬａｎｄ ｉｔｓ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｒａ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍꎬ
Ａｚｏａｒｃｕ ａｎｄ Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａ.Ｔｈｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅꎬｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅꎬ
ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｌｙｍｅｒ (ＥＰＳ) ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＹＱＳ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ.Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｂｙ ＹＱＳ ｗｅｒｅ ９７􀆰 ３３％、 ８９􀆰 ５５％
ａｎｄ ８５􀆰 ９４％ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｏｄｉｕｍ ｃｉｔｒａｔｅ ａｓ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅꎬＣ / Ｎ
ｏｆ １２ꎬｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ３０℃ ａｎｄ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｓｐｅｅｄ ｏｆ １３０ ｒ / ｍｉｎ.Ｔｈｅ ｇｏｏｄ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ＹＱＳ ｗａｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＥＰＳꎬａｎｄ ｔｈｅ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｒｅａｃｈｅｄ ５３􀆰 ７２％.Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＹＱＳ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｉｎ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＨＮ￣ＡＤꎻ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍꎻ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｍｏｖａｌꎻ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎꎻ ＥＰＳ

　 收稿日期:２０２４－０３－２６ꎻ修回日期:２０２４－０７－１５
　 基金项目:山西省基础研究计划(２０２１０３０２１２２４１０６)
　 作者简介:杨欣雨(１９９８－)ꎬ女ꎬ硕士生ꎬ研究方向为水污染控制及资源化利用ꎬ１３４４６７２１３０＠ ｑｑ.ｃｏｍꎻ刘玉香(１９６９－)ꎬ女ꎬ博士ꎬ教授ꎬ硕士生导

师ꎬ研究方向为污染物资源化利用与新型生物处理技术的研发ꎬ通讯联系人ꎬｙｕｘｉａｎｇｌｉｕ２００２＠ １２６.ｃｏｍꎮ

　 　 随着工农业生产的发展和人们生活水平的提

高ꎬ导致大量的含氮废水排出ꎬ对水生生态系统平衡

和人类健康产生了严重影响[１－２]ꎬ因此ꎬ污水脱氮迫

在眉睫ꎮ 与物理、化学脱氮工艺相比ꎬ生物脱氮工艺

因其高效、节能、低成本、无二次污染等特点ꎬ具有广

阔的应用前景[１]ꎮ 其中ꎬ异养硝化－好氧反硝化微

生物的出现ꎬ打破了传统生物脱氮的壁垒ꎬ使硝化和

反硝化可以同时在同一个空间中进行ꎬ具有生长速

度快、脱氮效率高、成本低廉等优点[３－４]ꎮ
目前ꎬ从土壤和废水处理系统中已经分离得到

了一些具有异养硝化－好氧反硝化功能的微生物ꎬ
其主要集中在不动杆菌属(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ)、芽孢杆菌

属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)、假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)ꎬ一些罕见

属的异养硝化－好氧反硝化(ＨＮ－ＡＤ)菌很少被报

道和涉及[５－６]ꎮ 而且大部分 ＨＮ－ＡＤ 菌的研究局限

在单菌种ꎬ而混合菌种对实际环境的适应能力更

强[６－８]ꎮ 因此ꎬ尝试从不同环境中筛选高效的罕见

属混合 ＨＮ－ＡＤ 菌群具有重要意义ꎮ
此外ꎬＨＮ－ＡＤ 细菌很容易随水流失ꎬ这限制了

实验室筛选得到的功能微生物的实际应用[９]ꎮ 功

能微生物的聚集是培养微生物应用于废水处理的前

提ꎬ可以为实际应用中污泥絮体和生物膜的形成提

供理论依据[１０]ꎮ 目前ꎬ仅有少数关于有聚集性能的

ＨＮ－ＡＤ 细菌的研究ꎬ而且主要集中在对脱氮性能

的研究ꎬ有关聚集性能的研究很少ꎬ如菌株 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ＣＦ－Ｓ９[１１]ꎮ 微生物聚集现象主要与生长

过程中胞外聚合物(ＥＰＳ)的产生有关[１２]ꎮ 但是ꎬ对
于 ＨＮ－ＡＤ 菌的聚集现象与 ＥＰＳ 的相关性、脱氮过
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程中所产 ＥＰＳ 的组成和含量等尚未明确ꎮ 因此ꎬ兼
具高效 ＨＮ－ＡＤ 脱氮特性和聚集特性的混合菌群的

筛选和相关研究很有必要ꎮ
笔者以从河岸边污泥中筛选得到的兼具高效异

养硝化性能和聚集性能的菌群 ＹＱＳ 为研究对象ꎬ对
其脱氮特性和聚集特性进行考察ꎮ 通过对 ＥＰＳ 的

组成和含量测定分析其聚集现象的成因ꎮ 同时ꎬ采
用单因素实验确定其进行异养硝化脱氮的最佳

条件ꎮ

１　 实验材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品来源

本研究所用样品来源于夏季某河岸边污泥ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基

富集培养基(１ Ｌ):Ｎａ３Ｃ６Ｈ５Ｏ７􀅰２Ｈ２Ｏ ４􀆰 ０５ ｇ、
(ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ ０􀆰 １６ ｇ、 ＮａＣｌ ０􀆰 １２ ｇ、 Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ２ ｇ、
ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１ ｇ、ＭｎＳＯ４􀅰Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１ ｇ、ＭｇＳＯ４􀅰
７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０５ ｇꎬ调节 ｐＨ 为 ７􀆰 ０ꎮ

异养硝化培养基(１ Ｌ):Ｎａ３Ｃ６Ｈ５Ｏ７􀅰２Ｈ２Ｏ ４􀆰 ０５ ｇ、
(ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ ０􀆰 ４７ ｇ、 ＮａＣｌ ０􀆰 １２ ｇ、 Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ２ ｇ、
ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１ ｇ、ＭｎＳＯ４􀅰Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１ ｇ、ＭｇＳＯ４􀅰
７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０５ ｇꎬ调节 ｐＨ 为 ７􀆰 ０ꎮ

好氧反硝化培养基是基于异养硝化培养基ꎬ将
其中的(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 替换为含氮量相等的 ＫＮＯ３ 和

ＮａＮＯ２ 得到的ꎮ
所有培养基使用前在 ０􀆰 １１ ＭＰａ、１２１℃下高压

蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌群的筛选和鉴定

将采集得到的泥样按 ５％接入到装有 １５０ ｍＬ
无菌富集培养基的 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中ꎮ 在 ３０℃、
１２０ ｒ / ｍｉｎ 条件下恒温培养 ２４ ｈꎬ之后以 ２％的比例

转接至新鲜的富集培养基中ꎬ重复转接至少 ３ 次ꎬ保
证每次在新鲜培养基中均可以生长至培养基中液体

变浑浊ꎬ以达到功能菌群成为优势菌群的目的ꎮ 培

养一段时间后ꎬ检测培养基中氨氮和总氮的含量ꎬ若
氮含量发生明显下降ꎬ则视为筛选成功ꎮ 将筛选得

到的菌群委托上海生工生物工程股份有限公司进行

１６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序鉴定分析ꎬ并将其用于后续的

实验中ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 菌群的脱氮特性研究

将筛选得到的菌群在异养硝化培养基中培养至

对数期ꎬ然后按 ２％分别接种至新鲜的异养硝化和

以硝氮或亚硝氮为唯一氮源的好氧反硝化培养基

中ꎮ 将接种后的培养基置于 ３０℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ 条件

下振荡培养ꎬ实验设 ３ 组平行ꎬ定时取样ꎬ以 ８ ０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ６ ｍｉｎ 后取其上清液ꎬ测定其中 ＯＤ６００、氨
氮(ＮＨ＋

４ －Ｎ)、硝氮(ＮＯ－
３ －Ｎ)、亚硝氮(ＮＯ－

２ －Ｎ)、总
氮(ＴＮ)、化学需氧量(ＣＯＤ)的质量浓度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 菌群的聚集特性研究

将处于对数期的菌群按 ２％接种至装有 １５０ ｍＬ
无菌异养硝化培养基的 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ振荡培养

４８ ｈꎮ 期间定时取样测定其聚集指数和相对疏水性

指数用来表征其聚集性能ꎮ 同时ꎬ采用低温加热法

对采集到的样品中的 ＥＰＳ 进行提取ꎮ 具体方法参

考文献[１３]ꎮ 提取得到的 ＥＰＳ 分为松散结合型

ＥＰＳ(ＬＢ－ＥＰＳ)和紧密结合型 ＥＰＳ(ＴＢ－ＥＰＳ)ꎮ 对提

取得到的 ＥＰＳ 的组成和含量进行测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 菌群异养硝化脱氮条件优化

为了研究碳源(乙酸钠、柠檬酸钠、琥珀酸钠、
淀粉、葡萄糖)、Ｃ / Ｎ(４、８、１２、１６、２０、２４)、温度(１０、
２０、３０、４０℃)、转速(０、８０、１３０、１８０、２３０ ｒ / ｍｉｎ)和氨

氮初始质量浓度(１５、５０、１００、３００、５００、１ ０００ ｍｇ / Ｌ)
对菌群 ＹＱＳ 脱氮效果的影响ꎬ以异养硝化培养基为

基础ꎬ各培养条件下仅改变单一影响因子ꎬ其余条件

固定不变ꎬ分别为 ＮＨ＋
４－Ｎ 质量浓度 １００ ｍｇ / Ｌ、温度

为 ３０℃、ｐＨ＝ ７􀆰 ０、Ｃ / Ｎ＝ １０ 以及转速 １３０ ｒ / ｍｉｎꎮ 将

处于对数生长期的菌液以 ２％的接种量接种至装有

１５０ ｍＬ 无菌培养基的 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ振荡培养

４８ ｈꎮ 定时取样测定其 ＯＤ６００ꎮ 培养结束时ꎬ取样测

定培养基中 ＮＨ＋
４－Ｎ、ＴＮ 质量浓度ꎬ实验设置 ３ 组平

行样ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 测定方法

利用分光光度计测量 ６００ ｎｍ 处的吸光度来表

征细菌生长(ＯＤ６００)ꎮ ＮＨ＋
４ －Ｎ、ＮＯ－

３ －Ｎ、ＮＯ－
２ －Ｎ、ＴＮ

和 ＣＯＤ 分别采用纳氏试剂分光光度法、水杨酸－浓
硫酸分光光度法、Ｎ－(１－奈基) －乙二胺光度法、碱
性过硫酸钾消解紫外分光光度法和快速消解分光光

度法进行测定ꎮ 聚集指数和疏水性指数测定参考文

献[１４]ꎮ 利用荧光分光光度计和 ＦＴ－ＩＲ 测定样品

中 ＥＰＳ 的三维荧光光谱和红外光谱ꎮ 采用福林酚

法和硫酸－蒽酮法测定蛋白质和多糖ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 菌群的筛选和鉴定

对富集得到的菌群进行初步脱氮性能测试发

现ꎬ其中一个菌群在异养硝化培养基中具有良好的
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生长和脱氮情况ꎮ 同时ꎬ在培养过程中发现ꎬ菌群会

发生如图 １(ａ)中所示的团聚现象ꎮ 具体表现为ꎬ随
着培养时间的延长ꎬ培养基中的菌液先是变黏稠ꎬ而
后菌体团聚成结构松散的基团ꎬ最后团聚体结构变

紧密ꎮ 此时ꎬ培养基中液体变澄清ꎬ团聚体沉降在锥

形瓶底部ꎮ 鉴于该菌群优异的脱氮性能和特殊的生

长状况ꎬ确定将其作为接下来的研究对象ꎬ并命名为

菌群 ＹＱＳꎮ
为了进一步了解菌群 ＹＱＳ 的物种组成ꎬ采用高

通量测序获得样品中门水平和属水平的微生物组成

和相对丰度ꎬ如图 １(ｂ)、图 １(ｃ)所示ꎮ 在菌群 ＹＱＳ
中ꎬ变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)占绝对优势ꎬ相对丰度

为 ９４􀆰 ２２％ꎮ 研究表明[１５]ꎬ变形菌门是污水处理系

统中常见的一类微生物ꎬ主要用于硝化反硝化脱氮

过程ꎮ 其次ꎬ菌群 ＹＱＳ 中还有少量的拟杆菌门

(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)和厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)ꎮ 在属水平

上ꎬ根瘤菌属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、固氮弧菌属(Ａｚｏａｒｃｕｓ)、
氢噬胞菌属(Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａ)三者占绝对优势ꎬ共
占菌群的 ９１􀆰 ４％ꎮ 其中ꎬ根瘤菌属所占比最高ꎬ为
４０􀆰 ７１％ꎮ 根瘤菌是参与氮循环的典型土壤固氮微

生物ꎬ因其容易产生 ＥＰＳ 而闻名ꎬ而 ＥＰＳ 是聚集现

象出现的主要原因[１２]ꎮ 因此ꎬ菌群 ＹＱＳ 产生的聚

集现象主要与其中根瘤菌所产的胞外聚合物相关ꎮ
目前ꎬ已经鉴定出几种具有异养硝化－好氧反硝化

功能的根瘤菌[７ꎬ１６]ꎮ 其次ꎬ在菌群 ＹＱＳ 中占优势的

是固氮弧菌属 ( Ａｚｏａｒｃｕｓ) 和氢噬胞菌属 (Ｈｙｄｒｏｇ￣
ｅｎｏｐｈａｇａ)ꎬ相对丰度分别为 ２７􀆰 ３５％和 ２３􀆰 ３５％ꎮ 其

中ꎬ固氮弧菌属(Ａｚｏａｒｃｕｓ)被报道可以参与好氧反

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)生长情况 (ｂ)在门水平的相对丰度

(ｃ)在属水平上的相对丰度

图 １　 菌群 ＹＱＳ 的生长情况及在门水平和

属水平上的相对丰度

硝化过程ꎬ氢噬胞菌属(Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａ)是典型的

好氧反硝化菌[１７－１８]ꎮ 本研究中所得到的菌群是自

然筛选得到的ꎬ对环境变化的适应能力优于人为复

配的混合菌群ꎬ具有一定的实际污水脱氮处理的

潜力ꎮ
２􀆰 ２　 菌群的脱氮特性研究

以 ＮＨ＋
４－Ｎ 作为唯一氮源ꎬ考察菌群的异养硝

化脱氮特性ꎬ菌群 ＹＱＳ 的生长及 ＮＨ＋
４ －Ｎ 转化过程

如图 ２(ａ)所示ꎮ 从图 ２( ａ)中可以看出ꎬ菌群在异

养硝化培养基中生长的对数期是 ６ ｈꎮ 在培养 ２４ ｈ
之后ꎬ菌群 ＹＱＳ 的生长进入了稳定期ꎬ在这之后ꎬ
ＯＤ６００的值不稳定ꎬ是由于菌体开始出现絮凝和团聚

现象ꎮ 在前 ２４ ｈꎬ随着菌群的生长ꎬ氨氮的质量浓度

急剧下降ꎬ 相应地ꎬ 平均氨氮去除速率为 ３􀆰 ５１
ｍｇ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎬ说明氨氮的去除与菌体生长密切相关ꎮ
在整个培养期ꎬ氨氮最终仅剩余 ２􀆰 ４７ ｍｇ / Ｌꎬ实现了

９７􀆰 ３３％的去除ꎮ 该值高于蒋慧慧等[１９] 筛选出来的

ＪＮ０１ 对氨氮的去除率 ( ８７􀆰 ２９％)ꎬ远高于张泽锟

等[２０]筛选得到的 ＺＨ－２ꎮ 而且整个过程中没有亚硝

氮的积累ꎬ有少量硝氮积累ꎮ 此外ꎬ在培养结束时ꎬ
培养基中 ＴＮ 的去除率达到 ９６􀆰 ８８％ꎮ 结果均证明

了菌群 ＹＱＳ 具有良好的异养硝化能力ꎮ
分别以 ＮＯ－

３－Ｎ 和 ＮＯ－
２－Ｎ 作为培养基中的唯一

氮源ꎬ考察菌群在好氧条件下的反硝化能力ꎬ结果如

图 ２(ｂ)和图 ２(ｃ)所示ꎮ 在以 ＮＯ－
３ －Ｎ 为唯一氮源

的培养基中ꎬ前 ６ ｈ ＮＯ－
３ －Ｎ 质量浓度急剧下降ꎬ这

一过程伴随着 ＮＯ－
２ －Ｎ 质量浓度的快速上升ꎻ在 ６ ｈ

之后ꎬＮＯ－
２－Ｎ 的质量浓度一直高于 ＮＯ－

３－ＮꎬＴＮ 的变

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)在以 ＮＨ＋
４ －Ｎ 为唯一氮源的培养基中

(ｂ)在以 ＮＯ－
３ －Ｎ 为唯一氮源的培养基中
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(ｃ)在以 ＮＯ－
２ －Ｎ 为唯一氮源的培养基中

１—ＮＨ＋
４ －Ｎꎻ２—ＮＯ－

３ －Ｎꎻ３—ＮＯ－
２ －Ｎꎻ４—ＴＮꎻ５—ＯＤ６００

图 ２　 菌群 ＹＱＳ 的脱氮特性研究

化趋势与 ＮＯ－
２－Ｎ 的变化趋势接近ꎮ 在以 ＮＯ－

２－Ｎ 为

唯一氮源的培养基中ꎬ类似于 ＮＯ－
３ －Ｎ 和 ＮＨ＋

４ －Ｎ 的

情况ꎬ８３􀆰 ２７％的亚硝氮在 ２４ ｈ 内被去除ꎮ 在整个

培养过程中几乎没有检测到除亚硝态氮外的含氮化

合物ꎮ 菌群 ＹＱＳ 对 ＮＯ－
３ －Ｎ 和 ＮＯ－

２ －Ｎ 的去除率远

超刘雨晴等[２１]筛选出来的 Ｌ３ꎮ 此外ꎬＣＯＤ 和 ＴＮ 也

可以被有效去除ꎬ这些结果均表明菌群 ＹＱＳ 可以进

行好氧反硝化ꎮ
不同氮源的培养基中氮的去除率如表 １ 所示ꎮ

从表 １ 中可以看出ꎬ在以氨氮为唯一氮源的培养基

中ꎬ可以实现最大的氮去除率(９７􀆰 ３３％)ꎮ 然而ꎬ硝
酸盐(８９􀆰 ５５％)和亚硝酸盐(８５􀆰 ９４％)都有少量剩

余ꎮ 同时ꎬ以氨氮为氮源的培养基中ꎬＣＯＤ 和 ＴＮ 的

去除效果比在硝酸盐 /亚硝酸盐为唯一氮源的培养

基好ꎮ 这是由于 ＮＨ＋
４ －Ｎ 更容易被细胞吸收ꎬ参与

生物大分子的合成ꎬ部分的氨氮通过微生物的同化

作用去除[２２]ꎮ 结果表明ꎬ菌群 ＹＱＳ 可以利用不同

的氮源实现生长和污染物的去除ꎬ具有异养硝化和

好氧反硝化的能力ꎮ
表 １　 不同氮源培养基中氮和有机物的去除率

培养基氮源类型 ＴＮ 去除率 / ％ ＣＯＤ 去除率 / ％

ＮＨ＋
４ －Ｎ ９６􀆰 ８８ ９２􀆰 ９３

ＮＯ－
３ －Ｎ ７６􀆰 ２０ ８６􀆰 ２２

ＮＯ－
２ －Ｎ ７５􀆰 ２５ ８３􀆰 ２５

２􀆰 ３　 菌群异养硝化性能影响因素研究

碳源、Ｃ / Ｎ、初始氨氮浓度、温度、转速对菌群

ＹＱＳ 异养硝化性能和最大生长量的影响如表 ２ ~表

６ 所示ꎮ 在反硝化过程中ꎬ碳源是良好电子供体用

来还原氮[２３]ꎮ 从表 ２ 中可以看出ꎬ与淀粉、葡萄糖

相比ꎬ当其他 ３ 种碳源分别作为唯一碳源时ꎬ菌群

ＹＱＳ 具有良好的生长情况和异养硝化性能ꎮ 这是

因为微生物更倾向于利用结构简单、分子质量小的

有机物[２４]ꎮ 最终ꎬ在各培养基中ꎬＮＨ＋
４ －Ｎ 的去除率

分别为 ９２􀆰 ６８％(柠檬酸钠) >９１􀆰 ７９％(丁二酸钠) >
７５􀆰 ２６％(乙酸钠)ꎮ 这一结果与 Ｌｉ 等[２５] 研究得到

的柠檬酸钠和丁二酸钠分别是菌株 ＹＧ－２４ 脱氮的

一级、二级高效碳源相一致ꎮ 值得关注的是ꎬ在含乙

酸钠的培养基中ꎬ菌群 ＹＱＳ 的聚集现象不明显ꎮ 以

柠檬酸钠为碳源的培养基中ꎬＮＨ＋
４ －Ｎ 和 ＴＮ 的去除

率均最高ꎮ 出现这种差异的原因与其氧化还原电位

有关ꎬ柠檬酸钠被氧化的程度更大[２５]ꎮ 因此ꎬ综合

考虑菌群的生长情况和脱氮效率ꎬ选择柠檬酸钠作

为菌群 ＹＱＳ 异养硝化的最佳碳源ꎮ
表 ２　 碳源类型对菌群 ＹＱＳ 的影响

碳源类型 ＮＨ＋
４ －Ｎ 去除率 / ％ ＴＮ 去除率 / ％ ＯＤ６００峰值

柠檬酸钠 ９２􀆰 ６８ ８７􀆰 ２３ １􀆰 ０２

乙酸钠　 ７５􀆰 ２６ ６６􀆰 ４２ ０􀆰 ９８

丁二酸钠 ９１􀆰 ７９ ８３􀆰 ８８ ０􀆰 ８３

淀粉　 　 ２１􀆰 ８８ １５􀆰 ０８ ０􀆰 ２４

葡萄糖　 ３５􀆰 ９５ ２７􀆰 ９１ ０􀆰 ４３

适量的碳源供给在保证了脱氮效率的同时还可

以节约成本ꎮ 从表 ３ 中可以看出ꎬ在 Ｃ / Ｎ 为 ４ ~ ２４
的范围内ꎬ研究了菌群 ＹＱＳ 生长和异养硝化所需的

最佳 Ｃ / Ｎꎮ 在培养过程中发现ꎬ高 Ｃ / Ｎ(２０、２４)会

延长 ＯＤ６００达到峰值的时间ꎬ但生长量并没有明显提

升ꎮ Ｃ / Ｎ 为 ２４ 时ꎬ菌群 ＹＱＳ 的絮凝情况较差ꎮ 在

Ｃ / Ｎ 处于 ４~１２ 时ꎬＮＨ＋
４－Ｎ 的去除率随着 Ｃ / Ｎ 的增

大而提高ꎮ 特别是 Ｃ / Ｎ 为 ８ 时ꎬ菌群 ＹＱＳ 仍然可以

去除 ８７􀆰 ４０％的 ＮＨ＋
４－Ｎ 和 ７４􀆰 １３％的 ＴＮꎮ 这一数值

已经超过了菌株 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ. Ｇ１６ 和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ.ＪＮ０１ 在 Ｃ / Ｎ 为 １０ 时对 ＮＨ＋

４ －Ｎ 的去除

率[１９]ꎮ 结果表明ꎬ菌群 ＹＱＳ 可以在较少碳源供给

的情况下生长和脱氮ꎬ可以实现对碳源的高效利用ꎮ
综上所述ꎬ选用 Ｃ / Ｎ 为 １２ 作为菌群 ＹＱＳ 异养硝化

的最佳 Ｃ / Ｎꎬ既保证了良好的异养硝化性能ꎬ又节约

了碳源投加的成本ꎮ
表 ３　 Ｃ / Ｎ 对菌群 ＹＱＳ 的影响

Ｃ / Ｎ ＮＨ＋
４ －Ｎ 去除率 / ％ ＴＮ 去除率 / ％ ＯＤ６００峰值

４ ４９􀆰 ２３ ４２􀆰 ８６ ０􀆰 ６９０

８ ８７􀆰 ４０ ７４􀆰 １３ １􀆰 ０１０

１２ ９６􀆰 ３７ ８７􀆰 ０７ １􀆰 ５００

１６ ９５􀆰 ５２ ９２􀆰 ６７ １􀆰 ３０５

２０ ９５􀆰 ２１ ８６􀆰 ３３ １􀆰 ２９０

２４ ９４􀆰 ８５ ８２􀆰 ４７ １􀆰 ４１０
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　 　 从表 ４ 中可以看出ꎬＮＨ＋
４－Ｎ 质量浓度从 １５ ｍｇ / Ｌ

提升到 ３００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ随着培养基中物质供给逐渐丰

富ꎬ菌群 ＹＱＳ 的最大生长量也随之提高ꎮ 在 １００ ｍｇ / Ｌ
以下质量浓度的氨氮负荷下ꎬ菌群 ＹＱＳ 对 ＮＨ＋

４ －Ｎ
和 ＴＮ 的去除率均在 ９０％以上ꎬ且随着质量浓度的

升高ꎬ脱氮效率逐渐下降ꎮ 菌群 ＹＱＳ 在不同氨氮质

量浓度下的异养硝化性能与菌株 ＺＮ１ 接近ꎬ对于

３００ ｍｇ / Ｌ 左右的 ＮＨ＋
４ －Ｎ 的去除率(７５􀆰 １９％)优于

Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ ｐａｒａｒｏｓｅｕｓ Ｙ１ 和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｔｕｔｚｅｒｉ
ＹＧ－２４[２ꎬ２５－２６]ꎮ 当氨氮质量浓度达到 ５００ ｍｇ / Ｌ 以

上时ꎬ菌群 ＹＱＳ 的生长和脱氮情况较差ꎮ 菌群 ＹＱＳ
在低质量浓度氨氮条件下良好的脱氮特性是由于菌

群来源于自然界中ꎬ而不是由活性污泥中筛选得到

的ꎮ 因此ꎬ菌群 ＹＱＳ 适用于污水厂生物脱氮处理的

后续步骤ꎮ
表 ４　 初始氨氮质量浓度对菌群 ＹＱＳ 的影响

初始氨氮质量浓度 /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

ＮＨ＋
４ －Ｎ

去除率 / ％

ＴＮ 去除率 /

％
ＯＤ６００峰值

　 １５ ９４􀆰 ６４ ９３􀆰 ３５ ０􀆰 １６

５０ ９３􀆰 ７０ ９１􀆰 ０３ ０􀆰 ５２

１００ ９２􀆰 ８９ ９１􀆰 ０３ ０􀆰 ９６

３００ ７５􀆰 １９ ６２􀆰 ６５ １􀆰 １９

５００ ３５􀆰 ５２ ２３􀆰 ７１ ０􀆰 ３３

１０００ ２３􀆰 ８５ ２３􀆰 ４０ ０􀆰 ２７

除了培养基组分(碳源类型、Ｃ / Ｎ、初始氨氮质

量浓度等)ꎬ外部环境因素也会对微生物异养硝化

性能产生影响[２７]ꎮ 从表 ５ 中可以看出ꎬ在 ３０℃时菌

群的异养硝化性能最好ꎬ氨氮的去除率为 ３０℃ >
４０℃>２０℃>１０℃ꎮ 这是因为温度影响酶活性和传

质过程ꎮ 在 １０℃的条件下ꎬ菌群 ＹＱＳ 几乎不生长ꎬ
也不脱氮ꎮ 不同于振荡培养下形成的絮体ꎬ静置条

件下菌体会在培养基液面上方形成一层白膜ꎮ 随着

菌群的生长ꎬ膜变厚且结构更紧实ꎮ 这是由于振荡

培养下絮体受到了较大的水流剪切力作用[２８]ꎮ 从

表 ６ 中可以看出ꎬ在 １３０ ｒ / ｍｉｎ 条件下ꎬ菌群的脱氮

效率达到最大ꎮ 菌群 ＹＱＳ 与菌株 Ｎ２６ 异养硝化性

能的最适转速接近ꎬ比菌株 ＷＵＳＴ－７ 对 ＤＯ 的需求

少[２８－２９]ꎮ 高转速有利于菌群的生长ꎬ但脱氮效率不

会得到提升ꎮ 综合考虑ꎬ温度为 ３０℃ 和转速为

１３０ ｒ / ｍｉｎ 是菌群 ＹＱＳ 脱氮的最佳条件ꎮ

表 ５　 温度对菌群 ＹＱＳ 的影响

温度 / ℃ ＮＨ＋
４ －Ｎ 去除率 / ％ ＴＮ 去除率 / ％ ＯＤ６００峰值

１０ １６􀆰 ５１ １６􀆰 ０７ ０􀆰 １３

２０ ９０􀆰 １９ ８５􀆰 ２６ ０􀆰 ６８

３０ ９６􀆰 １７ ９５􀆰 ５２ ０􀆰 ８６

４０ ９１􀆰 ６２ ９１􀆰 ７９ ０􀆰 ８３

表 ６　 转速对菌群 ＹＱＳ 的影响

转速 / ( ｒ􀅰ｍｉｎ－１) ＮＨ＋
４ －Ｎ 去除率 / ％ ＴＮ 去除率 / ％ ＯＤ６００峰值

　 ０ ５９􀆰 ６９ ５５􀆰 ８５ ０􀆰 ４６１

８０ ９４􀆰 ３９ ８５􀆰 ７８ ０􀆰 ９６０

１３０ ９７􀆰 ５１ ９６􀆰 ８８ ０􀆰 ８８０

１８０ ９１􀆰 ９２ ８６􀆰 ２３ ０􀆰 ９８０

２３０ ８９􀆰 ６０ ８６􀆰 ４２ １􀆰 ０３０

２􀆰 ４　 菌群聚集性能研究

随着脱氮反应的进行ꎬ可以观察到菌体的聚集

现象ꎮ 细菌的聚集能力对于生物膜和絮体的形成非

常重要ꎮ 因此ꎬ采用聚集指数和相对疏水性指数考

察菌群的聚集能力ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 从图 ３ 中可

以看出ꎬ随着脱氮反应的进行ꎬ菌群 ＹＱＳ 细胞之间

的聚集能力逐渐增强ꎬ并在 ３６ ｈ 后基本趋于稳定ꎬ
其最大自聚集能力约为 ５３􀆰 ７２％ꎮ 菌群 ＹＱＳ 的聚集

能力与同类型的菌株 Ａ２ 和 ＬＪ－１ 相似[１４ꎬ３０]ꎮ 菌株

的疏水性随时间变化关系与菌株自聚集能力的变化

趋势基本相同ꎬ在 ４８ ｈ 时ꎬ菌群 ＹＱＳ 的相对疏水性

达到最大 １３􀆰 ７８％ꎮ

１—聚集指数ꎻ２—疏水性指数

图 ３　 菌群 ＹＱＳ 的聚集性能

２􀆰 ５　 菌群分泌 ＥＰＳ 的表征

ＥＰＳ 由双层结构组成:外层为 ＬＢ－ＥＰＳꎬ内层为

ＴＢ－ＥＰＳ[３１]ꎮ 利用 ３Ｄ－ＥＥＭ 和 ＦＴ－ＩＲ 对不同培养

时期提取的 ＬＢ－ＥＰＳ 和 ＴＢ－ＥＰＳ 的组成和官能团进

行分析ꎬ如图 ４ 所示ꎮ 采用区域积分法对荧光图谱

进行识别ꎬ从图 ４(ａ)、图 ４(ｂ)中可以看出ꎬ区域Ⅰ
和Ⅱ为芳香蛋白Ⅰ和Ⅱꎬ区域Ⅲ为黄腐酸类似物ꎬ区
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域Ⅳ为可溶性微生物副产物ꎬ区域Ⅴ为腐植酸类似

物[３２]ꎮ 在每个时期中ꎬＴＢ－ＥＰＳ 和 ＬＢ－ＥＰＳ 组成成

分相似ꎬ均为类酪氨酸芳香蛋白、可溶性微生物副产

物和腐殖酸ꎮ 这一组成与 Ｙａｎｇ 等[３３]的研究结果相

似ꎬ但是 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.ＦＹＦ８ 所产 ＥＰＳ 的荧光图谱

中没有出现腐殖酸的荧光峰[３４]ꎮ 不同区域 ＴＢ －
ＥＰＳ 的荧光峰强度均大于 ＬＢ－ＥＰＳꎬ表明 ＴＢ－ＥＰＳ
是细胞外基质中的主要成分ꎮ 从图 ４(ｃ)中可以看

出ꎬＬＢ－ＥＰＳ 和 ＴＢ－ＥＰＳ 的峰位置基本相同ꎮ 菌群

ＹＱＳ 所产 ＥＰＳ 在 ３ ４４５ ｃｍ－１处的主峰是糖类 Ｏ—Ｈ
伸缩振动ꎬ与絮凝菌株 ＰａｅｎｉｂａｃｉＨｕｓ ｅｔｇｉｉ Ｂ６９ 和菌

株 Ａ３ 的多糖峰相似[３０ꎬ３５－３６] ꎮ 所测得的其他峰分
别位于 １ ０３６、２ ９３６、１ ４６１ ｃｍ－１和 １ ６３１ ｃｍ－１处ꎮ
位于 １ ０３６ ｃｍ－１ 的峰为糖类 Ｃ—ＯＨ 伸缩振动ꎮ
１ ６３１ ｃｍ－１对应的蛋白质酰胺Ⅰ区的 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 伸缩振
动代表疏水性官能团[３７]ꎮ 结果表明ꎬ菌群分泌 ＥＰＳ
的主要成分是蛋白质和多糖ꎮ

为了进一步了解菌群 ＹＱＳ 分泌 ＥＰＳ 的组成ꎬ单
独测定了脱氮过程中 ＴＢ－ＥＰＳ 中蛋白质和多糖的质

量浓度ꎬ并将二者之和作为 ＴＢ－ＥＰＳ 的总质量浓度ꎬ
结果如图 ４(ｄ)所示ꎮ 随着培养过程的进行ꎬＰＳ 和

ＰＮ 的质量浓度均呈现先升高后降低的趋势ꎬ但 ＰＮ
质量浓度始终高于 ＰＳꎮ 这与以往的纯培养微生物

中 ＰＳ 质量浓度高的观点不同[３８]ꎮ 在 ２４ ｈ 时ꎬＴＢ－
ＥＰＳ 的总质量浓度高达 １０９􀆰 ３７ ｍｇ / Ｌꎮ 这是因为对

数期微生物生长代谢旺盛ꎮ 在 ２４ ｈ 之后ꎬ虽然 ＥＰＳ
的质量浓度有所下降ꎬ但仍能保持良好的聚集性能ꎬ
这与 ＰＮ / ＰＳ 值上升有关ꎮ 有研究表明ꎬ聚集性能主

要与 ＥＰＳ 中蛋白质的质量浓度相关[３９]ꎮ

(ａ)ＬＢ－ＥＰＳ 的三维荧光光谱

(ｂ)ＴＢ－ＥＰＳ 的三维荧光光谱

１—ＬＢ－ＥＰＳꎻ２—ＴＢ－ＥＰＳ
(ｃ)ＥＰＳ 的红外光谱

(ｄ)培养周期内 ＥＰＳ 的产量变化

图 ４　 菌群分泌 ＥＰＳ 的表征

３　 结论

从自然环境中筛选得到了一个兼具异养硝化－
好氧反硝化性能和聚集性能的菌群 ＹＱＳꎮ 经鉴定ꎬ
菌群 ＹＱＳ 的优势属为根瘤菌属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、固氮弧

菌属(Ａｚｏａｒｃｕｓ)、氢噬胞菌属(Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａ)ꎮ 菌

群 ＹＱＳ 对 ＮＨ＋
４－Ｎ、ＮＯ－

３－Ｎ 和 ＮＯ－
２－Ｎ 的去除率分别

为 ９７􀆰 ３３％、８９􀆰 ５５％和 ８５􀆰 ９４％ꎮ 该菌群异养硝化的

最佳条件为:碳源为柠檬酸钠、Ｃ / Ｎ 为 １２、温度为

３０℃、转速为 １３０ ｒ / ｍｉｎꎬ能够耐受 ３００ ｍｇ / Ｌ 的

ＮＨ＋
４－Ｎ 负荷ꎮ 菌群 ＹＱＳ 具有良好的聚集能力ꎬ其

ＥＰＳ 的主要成分是蛋白质和多糖ꎮ 其中ꎬ蛋白质的

占比最多ꎬ还含有少量的腐殖酸ꎮ 该菌群的发现为

污水处理中高效脱氮和功能微生物的富集提供了一

种新的解决思路ꎮ
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２０２４ 年 １０ 月 李宇等:气凝胶在稠油热采井水泥浆中的应用

空间牢固结合较密实屏蔽体ꎬ大大减少了热辐射ꎬ降
低导热系数ꎬ达到隔热和保温效果ꎬ除此之外表面还

有球状纳米颗粒ꎬ能够均匀分散于水泥颗粒中ꎬ填充

于更细微的孔隙中ꎬ形成致密非渗透结构ꎬ可以显著

提升整个水泥石的力学性能ꎮ

３　 现场试验

渤海辽东湾海域某油田前期热采井作业情况显

示ꎬ水泥机体在高温作用下水泥石孔隙增大ꎬ水泥石

强度衰退ꎬ密封失效ꎮ 旅大油田为首个海上特超稠

油规模热采工程ꎬ对于热采井及深井勘探有着重大

意义ꎮ 旅大某区块地质特征为粉砂质板岩夹绢云母

板岩ꎬ孔隙率大ꎬ且热采过程热损失大ꎬ使稠油流动

性降低ꎬ降低采油效率ꎮ 为了降低热采固井水泥浆

的热传导ꎬ要求对水泥浆配方进行改进ꎮ 在热采井

固井水泥浆配方中加入了 ２％ 纳米亲水气凝胶

ＨＹＡ－１ꎬ显著提高了水泥石的抗压强度ꎬ降低水泥

石的渗透率ꎬ显著降低了水泥浆的导热系数ꎬ据测井

解释成果ꎬ全井段水泥胶结以优为主(９４􀆰 １５％)ꎬ相
对幅值小于 １５％ꎬ固井质量优秀ꎬ满足后续热采测

试要求ꎮ

４　 结论

采用正辛烷溶剂对二氧化硅气凝胶进行改性研

制的气凝胶具有高强和低导热性能的纳米亲水气凝

胶 ＨＹＡ－１ 材料ꎬ粒径为 ２０ ~ ５０ ｎｍꎬ分散性好ꎮ 该

气凝胶加入到水泥浆具有良好的流变性和稠化性

能ꎮ 在水泥浆中加入 ２％亲水气凝胶 ＨＹＡ－１ꎬ水泥

石养护 ７ ｄ 抗压强度达到 ５５ ＭＰａꎬ抗折强度提高了

１􀆰 ０９ 倍ꎬ渗透率降低 ９７％ꎬ导热系数降低了 ９１％ꎬ具
有良好的力学性能ꎮ 在海上旅大热采井固井现场作

业时ꎬ在热采井固井水泥浆配方中加入 ２％纳米亲

水气凝胶 ＨＹＡ－１ꎬ显著提高了水泥石的抗压强度ꎬ

降低水泥石的渗透率ꎬ增加水泥石的致密性ꎬ显著降

低了水泥浆的导热系数ꎬ固井质量优秀ꎮ ＨＹＡ－１ 的

成功应用对渤海辽东湾海域的热采有着重大的研究
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