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摘要:从活性污泥中筛选出一株具备高效异养硝化－好氧反硝化能力的菌株ꎬ并深入研究其脱氮性能及实际应用潜力ꎮ 最

终筛选出一株高效异养硝化－好氧反硝化菌株 ＮＭ３ꎬ鉴定为贝氏不动杆菌(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｙｌｙｉ)ꎮ 该菌株优先利用氨氮ꎬ降解过

程无硝态氮累积ꎮ 在丁二酸钠为碳源、Ｃ / Ｎ 质量比＝ １４、３２℃、ｐＨ＝ ７􀆰 ８２ 最优条件下ꎬ氨氮去除率达 ９７􀆰 ３７％ꎬ对猪场、水产养殖

废水氨氮去除率分别为 ７７􀆰 １４％、８６􀆰 ６７％ꎬ具备良好废水处理应用潜力ꎮ
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　 　 氮是导致水体富营养化的主要元素之一ꎬ过量

氮引发的氮污染会破坏水体生态系统ꎬ如藻类大量

繁殖、水体缺氧、鱼类死亡等ꎬ进而影响整个生态系

统的平衡和人类的生存环境ꎮ 因此ꎬ如何高效、经济

地去除水体中的过量氮成为环境科学研究的热点和

难点问题ꎮ
脱氮方法主要包括物理化学法和生物法ꎮ 物理

化学法虽然具有处理速度快、效果显著等优点ꎬ但往

往伴随着高成本、易产生二次污染等问题ꎮ 生物脱

氮法因其成本低、环境友好、可持续性强等优势而

备受关注ꎮ 生物脱氮主要依赖于微生物的代谢作

用ꎬ通过硝化和反硝化等过程将水体中的氨氮和

硝态氮转化为氮气ꎬ从而实现氮的去除[１] ꎮ 在众

多参与脱氮过程的微生物中ꎬ异养硝化－好氧反硝

化(Ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ Ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ－Ａｅｒｏｂｉｃ ＤｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇꎬＨＮ－
ＡＤ)菌株是一类能够在好氧条件下同时进行硝化和

反硝化反应的微生物ꎬＨＮ－ＡＤ 菌能同时完成硝化

和反硝化过程ꎬ减少了工艺复杂性ꎬ降低了能耗和基

建费用[２]ꎮ
常见的 ＨＮ－ＡＤ 菌有芽孢杆菌属、假单胞菌属、

产碱杆菌属、副球菌属、不动杆菌属等ꎮ 其中ꎬ不动

杆菌具有较强的异养硝化和好氧反硝化能力ꎬ在处

理含氮污染物时表现出高效的脱氮能力[３－４]ꎬ不动

杆菌对环境的耐受性强ꎬ能够在不同水质条件下发
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挥作用ꎬ包括贫营养水体ꎮ 不动杆菌在脱氮过程中

只产生氮气ꎬ不产生温室气体 Ｎ２Ｏꎬ对环境友好ꎬ使
用不动杆菌进行脱氮处理通常只需要一个好氧过

程ꎬ操作和维护简便ꎬ因此不动杆菌被广泛应用于循

环水养殖系统和养殖尾水的脱氮处理[５－６]ꎮ
不动杆菌稳定性和持续性可能受到环境因素的

影响ꎬ因此寻找具有独特脱氮性能的不动杆菌仍是

处理一些特殊废水的有效途径ꎬ不动杆菌在这些实

际水体的复杂环境中的适应性和脱氮效率仍需进一

步研究ꎮ
本研究从活性污泥中分离了一株具有较强异养

硝化－好氧反硝化功能的贝氏不动杆菌ꎬ通过研究

其脱氮能力和环境及营养因素对该不动杆菌生长及

脱氮的影响ꎬ确定最适脱氮条件ꎬ为其应用于污水处

理提供参考ꎮ

１　 材料与试剂

１􀆰 １　 样品来源

菌株分离样品采自内蒙古地区某酒厂废水处理

的活性污泥ꎮ
１􀆰 ２　 培养基

(１) ＬＢ 培养基( ｇ / Ｌ):蛋白胨 １０ ｇꎬ酵母浸粉

５ ｇꎬ氯化钠 １０ ｇꎮ
(２)ＢＴＢ－反硝化培养基( ｇ / Ｌ):硝酸钾 １􀆰 ０ ｇꎬ

丁二酸钠 ２􀆰 ６ ｇꎬ溴百里酚蓝(ＢＴＢꎬ１％乙醇溶液)
１ ｍＬꎬ磷酸二氢钾 １􀆰 ２ ｇꎬ硫酸镁 １􀆰 ２ ｇꎬ硫酸亚铁

０􀆰 ９ ｇꎬ氯化钙 ０􀆰 １ ｇꎮ
(３)氨氮硝化培养基( ｇ / Ｌ):硫酸铵 ０􀆰 ４７ ｇꎬ丁

二酸钠 ３􀆰 ３６ ｇꎬ维氏盐溶液 １００ ｍＬꎮ
(４)硝酸盐反硝化培养基(ｇ / Ｌ):硝酸钠 ２ ｇꎬ丁

二酸钠 ３􀆰 ３６ ｇꎬ维氏盐溶液 １００ ｍＬꎮ
(５)亚硝酸盐反硝化培养基:亚硝酸钠 ０􀆰 ５ ｇꎬ

丁二酸钠 ３􀆰 ３６ ｇꎬ维氏盐溶液 １００ ｍＬꎮ
(６)维氏盐溶液(ｇ / Ｌ):磷酸氢二钾 ２􀆰 ５ ｇꎬ硫酸

镁 １􀆰 ２５ ｇꎬ氯化钠 １􀆰 ２５ ｇꎬ硫酸锰 ０􀆰 ０３ ｇꎬ硫酸铁

０􀆰 ０３ ｇꎮ
相应的固体培养基在液体培养基中加入质量分

数 ３％的琼脂条即可ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 菌株的分离与纯化

取 １ ｇ 活性污泥样品置于 １００ ｍＬ 氨氮硝化培

养基中ꎬ在 ３０℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养 ４８ ｈꎮ 取

５ ｍＬ 培养液ꎬ接入新的氨氮硝化培养基中进行富

集ꎬ然后取 １ ｍＬ 富集液梯度稀释(１０－１ ~１０－８倍)ꎬ将
其涂布于 ＢＴＢ－反硝化培养基平板ꎬ于 ３０℃下培养

４８ ｈꎬ挑取能使平板变蓝的单菌落进行划线分离纯

化ꎬ筛选出脱氮能力较强的目的菌株ꎮ
２􀆰 ２　 菌株的筛选与鉴定

将筛选得到的目的菌株涂布于氨氮硝化的固体

培养基中ꎬ观察平板中的菌落形态ꎮ 提取目的菌株

的 ＤＮＡꎬ以细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物 ２７ Ｆ 和 １４９２ Ｒꎬ
按以下条件进行聚合酶链式反应(ＰＣＲ)反应:９４℃
预变性 ５ ｍｉｎ、９４℃变性 ３０ ｓ、５４℃退火 ３０ ｓ、７２℃延

伸 ２ ｍｉｎ、变性到延伸共 ３０ 个循环、７２℃ 终延伸

１０ ｍｉｎꎮ 将 ＰＣＲ 产物送至上海生工生物工程公司

进行测序ꎬ测序结果在美国国家生物技术信息中心

(ＮＣＢＩ)中的基本局部比对搜索工具(Ｂｌａｓｔ)进行序

列比对分析ꎬ然后通过 ＭＥＧＡ１２ 软件用 ＮＪ 法构建

进化树ꎮ
２􀆰 ３　 菌株的生长曲线

将在氨氮硝化培养基中活化的菌液ꎬ接入分别

以硝酸盐、亚硝酸盐和氨氮为唯一氮源的培养基ꎬ在
３０℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ 的条件下培养ꎬ每隔 １ ｈ 测定一次

菌液 ＯＤ６００值ꎬ以制作菌株生长曲线ꎮ
２􀆰 ４　 菌株对氮源的利用顺序

将 １ ｍＬ 活化后的菌液接种到混合氮源培养基

中ꎬ培养基包含浓度均为 １００ ｍｇ / Ｌ 的硝酸盐、亚硝

酸盐和氨氮ꎬ于 ３０℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 的条件下培养ꎬ每
隔 ３ ｈ 测定培养基中硝酸盐、亚硝酸盐和氨氮浓度ꎬ
确定菌株的氮源利用顺序ꎮ 再将菌株接种到以氨氮

为唯一氮源的培养基中ꎬ于 ３０℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 的条件

下培养ꎬ每隔 ３ ｈ 测定培养基中硝酸盐、亚硝酸盐和

氨氮浓度ꎮ
２􀆰 ５　 菌株的脱氮条件优化

将菌株活化后接种于 １００ ｍＬ 氨氮硝化培养基

中ꎬ培养 ２４ ｈꎮ 设置以下单因素实验:不同碳源(丁
二酸钠、乙酸钠、碳酸钙、柠檬酸钠、乳糖、葡萄糖、琥
珀酸钠)、不同碳氮质量比 ( Ｃ / Ｎ) ( １、２、４、８、１２、
１６)、不同初始 ｐＨ(３、４、５、６、７、８、９、１０)、不同温度

(１５、２０、２５、３０、３５、４０℃)、不同转速 (６０、８０、１００、
１２０、１４０ ｒ / ｍｉｎ)、不同接种量(２％、６％、１０％、１４％、
１８％)、不同装液量(８％、２０％、４０％、６０％、８０％)ꎮ 测

定培养液的氨氮含量以确定菌株脱氮的最佳条件ꎮ
以上实验均设置 ３ 组平行ꎮ
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２􀆰 ６　 响应面试验

以 Ｃ / Ｎ ( １２)、 ｐＨ ( ７)、温度 ( ３０℃)、装液量

(４０％)作为中心点ꎬ响应值(Ｙ)值为氨氮去除率ꎬ设
计响应面试验ꎮ 具体试验设计方案如表 １ 所示ꎮ

表 １　 响应面试验设计

水平
因素

Ａ(Ｃ / Ｎ) Ｂ(ｐＨ) Ｃ(温度) / ℃ Ｄ(装液量) / ％

１ ８ ６ ２５ ２０

２ １２ ７ ３０ ４０

３ １６ ８ ３５ ６０

２􀆰 ７　 菌株对不同废水的处理效果

将菌株活化后按 ６％接种比例分别接种于装有

５０ ｍＬ 的含盐芽菜废水、水产养殖废水、猪场废水和

造纸废水的 ２５０ ｍＬ 三角瓶中ꎬ在 ３０℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ 条

件下处理 ４８ ｈꎬ检测废水的氨氮浓度ꎮ 以不接种菌

株的废水在同样条件进行培养作为对照ꎮ
２􀆰 ８　 分析方法

氨氮采用纳氏试剂分光光度法(ＨＪ ５３５—２００９)、
硝酸盐采用紫外分光光度法(ＨＪ / Ｔ ３４６—２００７)、亚
硝酸盐采用分光光度法(ＧＢ ７４９３—１９８７)、ＯＤ６００采

用分光光度法、以上实验检测方法结果均使用微孔

板光度计检测仪进行测定ꎮ 使用 Ｅｘｃｅｌ 软件做数据

统计、使用 ＤＰＳ 数据处理系统对数据进行分析、使
用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ２０２４ 软件进行作图ꎮ

３　 结果与分析

３􀆰 １　 异养硝化－好氧反硝化菌的筛选及鉴定

通过富集培养和分离纯化ꎬ筛选出 １ 株具有较

强 ＨＮ－ＡＤ 特性的菌株并将其命名为 ＮＭ３ꎮ ＮＭ３ 对

硝酸盐、亚硝酸盐和氨氮的去除率分别为 ６３􀆰 ６０％、
６７􀆰 ３１％和 ７９􀆰 ４８％ꎮ ＮＭ３ 能使黄色的 ＢＴＢ－反硝化

培养基变为深蓝色ꎬ显示出其反硝化能力ꎮ 菌株呈

淡黄色、非透明性状ꎬ表面隆起且光滑ꎬ边缘整齐ꎬ菌
落粘稠[图 １( ａ)]ꎮ 基于菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的比

对和进化树结果显示[图 １(ｂ)]ꎬ该菌株为贝氏不

动杆菌(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｙｌｙｉ)ꎮ

(ａ)ＮＭ３ 菌落形态图

(ｂ)ＮＭ３ 系统发育树

图 １　 ＮＭ３ 的菌落形态和系统发育树

３􀆰 ２　 ＮＭ３ 的生长曲线

在氨氮培养基中ꎬＮＭ３ 在 ２ ｈ 后即进入对数生

长期直到 １５ ｈꎬ然后进入生长稳定期ꎻ在亚硝酸盐培

养基中ꎬＮＭ３ 在 ５ ｈ 内处于生长迟缓期ꎬ然后进入生

长对数期直到 ２０ ｈꎬ稳定期维持 １０ ｈ 后进入衰亡

期ꎻ在硝酸盐培养基中ꎬＮＭ３ 在 １０ ｈ 内都处于生长

迟缓期ꎬ１０~２０ ｈ 处于生长对数期ꎬ并在 ２５ ｈ 后开

始衰亡(图 ２)ꎮ

１—氨氮培养基ꎻ２—亚硝酸盐培养基ꎻ３—硝酸盐培养基

图 ２　 ＮＭ３ 在不同氮源培养基中的生长情况

ＮＭ３ 在氨氮培养基中生长速度最快ꎬ能迅速进

入对数期ꎬ表明该菌可能更偏好利用氨氮作为氮源ꎮ
菌株在亚盐培养基中的生长速度适中ꎬ表明该菌种

也能较好地利用亚硝酸氮作为氮源ꎮ 菌株在硝酸盐

培养基中的生长速度最慢ꎬ对数期最短ꎬ表明该菌种

对硝酸盐的利用能力相对较弱ꎮ
３􀆰 ３　 ＮＭ３ 的脱氮能力

ＮＭ３ 在接种培养的 ３ ｈ 内ꎬ氨氮的去除率逐渐

增加ꎬ在 １２ ｈ 时氨氮的去除率达到 １００％ꎮ ＮＭ３ 对

亚硝酸盐的利用从第 ９ ｈ 开始ꎬ并随培养时间增加

利用率逐渐增加ꎬ在第 ２４ ｈ 时ꎬＮＭ３ 对亚硝酸盐的

去除率达到 ４９􀆰 ３３％ꎬＮＭ３ 未对硝酸盐进行利用ꎬ
２４ ｈ 内硝酸盐的含量一直未变化(图 ３)ꎮ 进一步对

ＮＭ３ 在以氨氮为单一氮源的培养基中培养时ꎬＮＭ３
迅速利用氨氮ꎬ氨氮含量随培养时间逐渐减少ꎬ在
１２ ｈ 时氨氮的含量降为 ０ꎬ并且在整个过程中ꎬ没有
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检测到亚硝酸盐和硝酸盐的存在(表 ２)ꎮ ＮＭ３ 在

混合氮源中的培养表明该菌对氮源的利用顺序为氨

氮、亚硝酸盐和硝酸盐ꎬ这符合 ＮＭ３ 在不同氮源中

的生长曲线ꎮ

１—氨氮去除率ꎻ２—亚硝酸盐去除率ꎻ３—硝酸盐去除率

图 ３　 ＮＭ３ 在混合氮源培养基中氮源去除率情况

表 ２　 ＮＭ３ 在氨氮培养基中对氮源的去除情况

时间 / ｈ

氮源含量

ＮＨ＋
４ －Ｎ /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

ＮＯ－
３ －Ｎ /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

ＮＯ－
２ －Ｎ /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

０ １００􀆰 ００ ０ ０

３ ５２􀆰 ００ ０ ０

６ ２４􀆰 ３３ ０ ０

９ １７􀆰 ６７ ０ ０

１２ ０ ０ ０

在以往文献中的不动杆菌也有类似的脱氮顺

序ꎬ如 Ａ.ｊｕｎｉｉ ＮＰ１ 在同时存在氨氮和硝态氮时ꎬ会
优先利用氨氮进行异养硝化[７]ꎻＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.菌
株先利用氨氮进行异养硝化ꎬ随后将生成的 ＮＯ－

３ /
ＮＯ－

２ 反硝化为 Ｎ２
[８]ꎮ 本研究是首次在贝氏不动杆

菌中确认其脱氮顺序ꎮ 部分不动杆菌在脱氮过程

中会有硝酸盐及亚硝酸盐的累积[９] ꎬ而 ＮＭ３ 在利

用氨氮时没有亚硝酸盐和硝酸盐中间产物产生ꎬ
表明其脱氮时可能不经过反硝化过程ꎬ这种途径

在 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ. Ｃ － １３[１０] 和 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.
Ｙ１６[１１]对氨氮的去除中也有发现ꎮ 在这种脱氮过程

中ꎬ氨氮一部分通过同化作用合成细胞物质ꎬ另一部

分通过异养硝化－好氧反硝化途径直接转化为氮

气ꎬ无中间产物累积ꎮ 通过进一步的基因表达分析

可以确定 ＮＭ３ 的脱氮途径ꎮ
３􀆰 ４　 ＮＭ３ 的脱氮条件优化

３􀆰 ４􀆰 １　 碳源对 ＮＭ３ 脱氮的影响

ＮＭ３ 对乙酸钠、乳糖、葡萄糖、丁二酸钠、柠檬

酸钠、碳酸钙、琥珀酸钠等 ７ 种碳源均可利用ꎬ以葡

萄糖和乳糖为唯一碳源时的氨氮的去除率较低ꎬ小
于 ４０％ꎻ以碳酸钙、柠檬酸钠和琥珀酸钠为唯一碳

源时ꎬ菌株对氨氮的去除率有所增加ꎬ在 ５５％ ~８０％
之间ꎻ以丁二酸钠和乙酸钠为唯一氮源的氨氮的去

除率较高ꎬ均大于 ８５％ꎬ其中丁二酸钠碳源下的氨

氮的去除率最高达到了 ９１􀆰 ６２％(图 ４)ꎮ 不同的不

动杆菌其最适的碳源种类不同ꎬ这些物质大都为三

羧酸(ＴＣＡ)循环的中间体ꎬ被菌体利用后可以直接

参与 ＴＣＡ 循环ꎬ从而促进菌株的生长ꎮ ＮＭ３ 的最适

碳源为丁二酸钠ꎬ容易进入三羧酸循环ꎬ快速提供能

量[１２]ꎮ 丁二酸钠也是其他 ＨＮ－ＡＤ 菌的碳源ꎬ如
Ｔｈａｕｅｒａ ｓｐ.ＳＮＤ５ 菌株[１３]ꎮ

图 ４　 碳源对氨氮去除率的影响

３􀆰 ４􀆰 ２　 Ｃ / Ｎ 对 ＮＭ３ 脱氮的影响

ＮＭ３ 在 Ｃ / Ｎ 处于 １~１２ 区间时ꎬ氨氮的去除率

随着 Ｃ / Ｎ 的增大而提升ꎬ并在 Ｃ / Ｎ 为 １２ 时氨氮去

除率达到最大值 ９５％ꎻ当 Ｃ / Ｎ 大于 １２ 之后ꎬ氨氮的

去除率降低到 ８１􀆰 ３０％[图 ５( ａ)]ꎮ 较高的 Ｃ / Ｎ 表

明其对碳源的利用的高效率ꎬ也使 ＮＭ３ 有潜力应用

于一些高碳含量的有机废水的处理ꎮ
Ｃ / Ｎ 上升意味着碳源增加ꎬ可以满足菌株生长

和代谢的需求ꎬ但碳源过量ꎬ会使培养基中的渗透压

升高ꎬ进而抑制菌株的生长和代谢[１４]ꎮ 以往研究中

的 ＨＮ－ＡＤ 菌的最适 Ｃ / Ｎ 通常为 ６ ~ １５[１５]ꎬ如 Ａ.
ｊｕｎｉｉ ５－２ 的最佳的 Ｃ / Ｎ 是 １２[１６]ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ３　 ｐＨ 对 ＮＭ３ 脱氮的影响

ＮＭ３ 对氨氮的去除率随 ｐＨ 的升高呈持续上升

的状态ꎬ在 ｐＨ 为 ７ 时ꎬ菌株对氨氮的去除率达到了

最大值 ９４􀆰 ２６％ꎻｐＨ 继续增大ꎬ氨氮的去除率开始有

所下降ꎻ在 ｐＨ 为 １０ 时下降到 ８１􀆰 ４４％ꎬ对比酸性环

境ꎬＮＭ３ 在碱性环境中对氨氮的去除率更高ꎬ在 ｐＨ
范围在 ３~６ 时氨氮的去除效率在 １９％~７２％ꎬｐＨ 范

围在 ７ ~ １０ 之间时氨氮的去除效率在 ８０％ ~ ９５％
[图 ５(ｂ)]ꎮ 综上所述ꎬＮＭ３ 去除氨氮的最适 ｐＨ 为

７ꎬ且更适应在中性和弱碱性环境生长和脱氮ꎮ
ｐＨ 对脱氮过程的影响主要通过影响微生物的

生长和酶活性ꎬ例如异养硝化过程中的关键酶羟胺

氧化还原酶(ＨＡＯ)ꎮ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.Ｙ１ 的 ＨＡＯ 在
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ｐＨ＝ ３􀆰 ０~１０􀆰 ０ 范围内均具有活性ꎬ但在 ｐＨ ＝ ６􀆰 ０ ~
９􀆰 ０ 时活性较强ꎬ且在 ｐＨ ＝ ８􀆰 ０ 时活性最强[１７]ꎮ Ａ.
ｊｕｎｉｉ ＷＺ１７ 在 ｐＨ 为 ４~６ 时基本不生长ꎬ而当 ｐＨ 为

７~８ 时ꎬ对氨氮的去除能力逐渐增强[１８]ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ４　 温度对 ＮＭ３ 脱氮的影响

当温度 １５℃ 时ꎬＮＭ３ 的氨氮去除率极低约为

３３％ꎻ当温度升高至 ２０℃ 时ꎬ氨氮去除率显著上升

至 ９１％ꎻ随着温度升高ꎬ氨氮去除率持续升高ꎬ在
３０℃时达到了最高为 ９５􀆰 １０％ꎻ温度继续上升ꎬ氨氮

的去除率有所下降ꎬ在 ２０ ~ ３５℃的温度范围内氨氮

的去除率始终处于 ９０％以上ꎻ温度上升至 ４０℃时ꎬ
氨氮的去除率才下降为 ７６􀆰 ３％[图 ５(ｃ)]ꎮ 温度通

过影响酶活性对菌株生长及脱氮的能力有很大的影

响ꎮ ＮＭ３ 在低温下的脱氮能力较差ꎬ其脱氮的最适

温度为 ３０℃ꎬ与 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.ＺＨ７[１９]和 Ａ.ｊｕｎｉｉ ＹＱ
－１[２０]类似ꎬ同时氨氮去除率高于这些菌株ꎮ ＮＭ３
在 ２０~３５℃范围内的高氨氮去除率高于一些已报道

的 ＨＮ－ＡＤ 菌ꎬ如 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.Ｌ－１[２１]ꎬＲｈｏｄｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ｓｐ. ＬＳ － ２[２２]ꎬＡ. ｈａｒｂｉｎｅｎｓｉｓ ＨＩＴＬｉ７Ｔ[２３]ꎮ ＮＭ３ 较

宽的最适温度范围ꎬ表明其具有良好的环境适应性

和应用潜力ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ５　 接种量对 ＮＭ３ 脱氮的影响

ＮＭ３ 的氨氮去除率随接种量增加而增加ꎬ当接

种量为 ６％时ꎬ其氨氮去除率达到最大为 ９６􀆰 ４０％ꎮ
随着接种量的继续增加ꎬ氨氮的去除率稍有下降ꎬ在
１８％接种量下的去除率为 ９２􀆰 ３２％[图 ５(ｄ)]ꎮ ＮＭ３
在不同接种量条件下对氨氮的去除率的影响差异不

明显ꎬ氨氮去除率均在 ９２％以上ꎬ其生长和对氨氮

利用的效率较高ꎮ 接种量反映菌株的生长速度和脱

氮效率ꎬ不同的菌株接种量有所不同ꎬ这与菌株特性

有关ꎬ如 Ａ. ｊｕｎｉｉ ＹＱ－１ 最佳接种量为 ２􀆰 ０％ꎬ此时氨

氮去除效率最高ꎬ达到 ８２􀆰 ６４％[２２]ꎮ Ａ. ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ Ｎ２６
接种量为 １５％时ꎬ２４ ｈ 后氨氮去除率可达 ９８􀆰 ９％[４]ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ６　 装液量对 ＮＭ３ 脱氮的影响

ＮＭ３ 的氨氮去除率随装液量增加而增加ꎬ当装

液量为 ２０％时ꎬＮＭ３ 去除氨氮的能力最强ꎬ对氨氮

的去除率达到 ９７􀆰 ０５％ꎬ随着装液量的不断增加ꎬ
ＮＭ３ 的氨氮去除率逐渐下降ꎬ装液量 ８０％时氨氮去

除率降到 ４３􀆰 ３１％[图 ５( ｅ)]ꎮ 装液量对氨氮去除

的影响主要体现在溶解氧浓度、传质效率以及代谢

产物积累等方面ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ７　 转速对 ＮＭ３ 脱氮的影响

转速从 ６０ ｒ / ｍｉｎ 开始增加ꎬ菌株对氨氮的去除

率逐渐上升ꎬ当转速为 １２０ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ菌株对氨氮的

去除率最高达到 ９７􀆰 ３０％ꎬ当转速为 １４０ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ
氨氮去除率下降至 ９５􀆰 ８７％ꎬ在不同转速下氨氮去

除效果均处于较高的水平ꎬ氨氮去除率均在 ９０％以

上[图 ５( ｆ)]ꎮ 转速主要通过影响溶解氧浓度从而

影响菌株的生长以及脱氮效果ꎮ

(ａ)不同 Ｃ / Ｎ 下的氨氮去除率

(ｂ)不同 ｐＨ 下的氨氮去除率

(ｃ)不同温度下的氨氮去除率

(ｄ)不同接种量下的氨氮去除率

(ｅ)不同装液量下的氨氮去除率
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(ｆ)不同转速下的氨氮去除率

图 ５　 Ｃ / Ｎ、ｐＨ、温度、接种量、装液量和

转速对氨氮去除率的影响

３􀆰 ５　 响应面试验

以 Ｃ / Ｎ ( １２)、 ｐＨ ( ７)、温度 ( ３０℃)、装液量

(２０％)作为中心点ꎬ响应值(Ｙ)值为氨氮去除率ꎬ对
表 ３ 的试验数据进行多元回归拟合ꎬ得到回归方程

如式(１)所示ꎮ
Ｘ ＝ ９６􀆰 ５２ ＋ ２􀆰 ３１Ａ ＋ ２􀆰 ５５Ｂ ＋ ０􀆰 １７３３Ｃ － ０􀆰 ６８９２Ｄ ＋

０􀆰 ３８７５ＡＢ ＋ ０􀆰 ５２７２ＡＣ － ０􀆰 ３７７５ＡＤ ＋ １􀆰 ４９ＢＣ －
０􀆰 ９３２５ＢＤ ＋ ２􀆰 ２３ＣＤ － ０􀆰 ５１４５Ａ２ － ３􀆰 ３５Ｂ２ －

４􀆰 ８２Ｃ２ － ２􀆰 ０５Ｄ２ (１)

　 　 由表 ４ 可知ꎬ该回归模型极显著(Ｐ<０􀆰 ０００ １)ꎬ
失拟项不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ说明拟合程度良好ꎮ 模型

回归系数的决定系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９７８ ６ꎬ调整决定系数

Ｒａｄｊ ＝ ０􀆰 ９５７ １ꎬ变异系数 Ｃ􀆰 Ｖ.％ ＝ ０􀆰 ８４１ ４ꎬ进一步验

证了该方程的可靠性ꎮ 通过比较各因素的主效应大

小ꎬ得到主效应关系为 Ｂ( ｐＨ) >Ａ(Ｃ / Ｎ) >Ｄ(装液

量)>Ｃ(温度)ꎮ 基于构建的回归模型ꎬ通过响应面

分析及其对应的曲面图(图 ６)ꎬ探究了 Ｃ / Ｎ、ｐＨ、温
度、装液量这 ４ 个因素之间的交互作用如何共同影

响氨氮去除率的动态变化过程ꎮ 基于试验结果可知

响应面实验最优条件为 Ｃ / Ｎ ＝ １３􀆰 ９８７、ｐＨ ＝ ７􀆰 ８１８、
温度 ３２􀆰 １１８℃、装液量 ３８􀆰 ３５７％ꎬ在此条件下预测

氨氮去除率为 ９７􀆰 ４３％ꎮ 为方便实际操作ꎬ将条件

修正为 Ｃ / Ｎ ＝ １４、 ｐＨ ＝ ７􀆰 ８２、温度 ３２℃、装液量

３８􀆰 ３６％ꎬ在 此 条 件 下 实 际 测 得 氨 氮 去 除 率 为

９７􀆰 ３７％ꎮ 与装液量为 ２０％时的氨氮去除率相比ꎬ响
应面验证试验时 ３８􀆰 ３６％的装液量时的氨氮去除率

提高了 ０􀆰 ３２％ꎬ同一批能够处理的废水量提高了

１８􀆰 ３６％ꎬ所以最终选择的装液量为 ３８􀆰 ３６％ꎮ
表 ３　 响应面试验设计与结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｘ(氨氮去除率) / ％

１ ２ ３ ２ １ ９５􀆰 ６６

２ ３ ２ １ ２ ９４􀆰 ８７

３ ２ ３ １ ２ ８９􀆰 ６４

４ ２ ２ １ ３ ８６􀆰 ６６

５ ２ ２ ２ ２ ９７􀆰 １２

６ ２ ２ ２ ２ ９６􀆰 ３９

７ ２ ２ ２ ２ ９７􀆰 １２

８ ３ ３ ２ ２ ９７􀆰 １８

９ ３ ２ ２ １ ９７􀆰 １１

１０ ２ １ ３ ２ ８３􀆰 ６８

１１ ２ ２ １ １ ９１􀆰 ８６

１２ １ ２ ２ ３ ９１􀆰 １６

１３ ３ ２ ２ ３ ９４􀆰 ８７

１４ １ ２ ２ １ ９１􀆰 ８９

１５ １ ２ ３ ２ ８８􀆰 １８

１６ ２ ２ ２ ２ ９７􀆰 １２

１７ ２ ２ ３ １ ８８􀆰 １８

１８ １ ３ ２ ２ ９２􀆰 ６２

１９ ２ ２ ２ ２ ９４􀆰 ８７

２０ １ １ ２ ２ ８８􀆰 ９１

２１ ２ ３ ３ ２ ９２􀆰 ６２

２２ ２ ２ ３ ３ ９１􀆰 ８９

２３ ２ １ ２ １ ８８􀆰 ９１

２４ ２ ３ ２ ３ ９１􀆰 ８９

２５ ３ ２ ３ ２ ９４􀆰 ８７

２６ ３ １ ２ ２ ９１􀆰 ９２

２７ ２ １ １ ２ ８６􀆰 ６６

２８ ２ １ ２ ３ ８８􀆰 ８７

２９ １ ２ １ ２ ８８􀆰 ９７

表 ４　 氨氮去除率回归方程方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

Ｍｏｄｅｌ ３８３􀆰 ３９ １４ ２７􀆰 ３９ ４５􀆰 ６３ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ａ－Ｃ / Ｎ ６４􀆰 ２６ １ ６４􀆰 ２６ １０７􀆰 ０７ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｂ－ｐＨ ７８􀆰 ３４ １ ７８􀆰 ３４ １３０􀆰 ５１ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｃ－温度 ０􀆰 ３６０５ １ ０􀆰 ３６０５ ０􀆰 ６００７ ０􀆰 ４５１２ 　

Ｄ－装液量 ５􀆰 ７０ １ ５􀆰 ７０ ９􀆰 ５０ ０􀆰 ００８１ ∗∗

ＡＢ ０􀆰 ６００６ １ ０􀆰 ６００６ １􀆰 ００ ０􀆰 ３３４１ 　

ＡＣ １􀆰 １１ １ １􀆰 １１ １􀆰 ８５ ０􀆰 １９４８ 　

ＡＤ ０􀆰 ５７００ １ ０􀆰 ５７００ ０􀆰 ９４９７ ０􀆰 ３４６３ 　

ＢＣ ８􀆰 ８８ １ ８􀆰 ８８ １４􀆰 ８０ ０􀆰 ００１８ ∗∗

ＢＤ ３􀆰 ４８ １ ３􀆰 ４８ ５􀆰 ７９ ０􀆰 ０３０４ ∗

ＣＤ １９􀆰 ８５ １ １９􀆰 ８５ ３３􀆰 ０７ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ａ２ １􀆰 ７２ １ １􀆰 ７２ ２􀆰 ８６ ０􀆰 １１２９ 　
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续表

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

Ｂ２ ７２􀆰 ７２ １ ７２􀆰 ７２ １２１􀆰 １５ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｃ２ １５０􀆰 ９０ １ １５０􀆰 ９０ ２５１􀆰 ４１ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｄ２ ２７􀆰 ２５ １ ２７􀆰 ２５ ４５􀆰 ３９ <０􀆰 ０００１ ∗∗

残差 ８􀆰 ４０ １４ ０􀆰 ６００２ 　 　 　

失拟项 ４􀆰 ５８ １０ ０􀆰 ４５８４ ０􀆰 ４８０１ ０􀆰 ８４２０ 　

纯误差 ３􀆰 ８２ ４ ０􀆰 ９５４８ 　 　 　

总和 ３９１􀆰 ７９ ２８ 　 　 　 　

Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９７８６　 Ｒ２
Ａｄｊ ＝ ０􀆰 ９５７１　 Ｃ􀆰 Ｖ.％ ＝ ０􀆰 ８４１４

　 　 注:∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

(ａ)Ｃ / Ｎ 和 ｐＨ 的互作

(ｂ)Ｃ / Ｎ 和温度的互作

(ｃ)Ｃ / Ｎ 和装液量的互作

(ｄ)ｐＨ 和温度的互作

(ｅ)ｐＨ 和装液量的互作

(ｆ)温度和装液量的互作

图 ６　 Ｃ / Ｎ、ｐＨ、温度和装液量之间的

互作对氨氮去除率的影响

３􀆰 ６　 ＮＭ３ 对实际废水的应用

ＮＭ３ 对含盐芽菜废水和造纸废水处理效果较

低ꎬ对猪场废水和水产养殖废水有良好的脱氮效果

(表 ５)ꎬ在 ４８ ｈ 内 ＮＭ３ 对猪场废水的去除率达到了

７０％以上ꎬ显示出对高氨氮的猪场废水的耐受和氨

氮去除能力ꎮ ＮＭ３ 对水产养殖废水的氨氮去除率

较为明显ꎬ４８ ｈ 内可使废水中的氨氮降至 １􀆰 ６ ｍｇ / Ｌꎬ
接近我国渔业水质标准ꎬ可实现对水产养殖废水的

再利用ꎮ ＮＭ３ 对两种典型养殖废水的脱氮能力ꎬ相比

一些不动杆菌处理废水的案例体现出了一定的优势ꎬ
如对处理养猪废水的处理ꎬＮＭ３ 相比 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ.Ｌ－１[２３]和 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ Ｘ－４[２４]ꎬ具有

处理时间短和氨氮去除率高的特点ꎮ 对于一些高氨

氮的废水和垃圾渗滤液ꎬＮＭ３ 比 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.
　 　 　 　 　 　 　表 ５　 ＮＭ３ 对不同废水的氨氮去除率

菌株类型 废水类型

氨氮

去除

率 / ％

初始

氨氮 /
(ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

剩余

氨氮 /
(ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

处理

时间 /
ｈ

参考

文献

Ａ.ｂａｙｌｙｉ ＮＭ３ 水产养殖废水 ８６􀆰 ６７ １２􀆰 ００ １􀆰 ６０ ４８ 本研究

Ａ.ｂａｙｌｙｉ ＮＭ３ 猪场废水 ７７􀆰 １４ ７８０􀆰 ００ ２００􀆰 ００ ４８ 本研究

Ａ.ｓｐ.Ｌ－１ 养猪废水 ７０􀆰 １５ １０００􀆰 ００ ２９８􀆰 ４６ ９６ [２１]

Ａ.ｓｐ.ＴＡＣ－１ 高氨氮废水 ９４􀆰 ６０ ４００􀆰 ００ ２１􀆰 ６０ — [２５]

Ａ.ｓｐ.ＸＪ－１ 垃圾渗滤液 ６２􀆰 ８２ ５４５􀆰 ９１ ３１７􀆰 ５８ ９６ [２６]

Ａ.Ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓ Ａ１ 水产养殖用水 ４３􀆰 ３１ — — ６ [５]

Ａ.ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ Ｘ－４ 医药废水 ５２􀆰 ６２ ７５􀆰 ７７ ４７􀆰 ３８ ２４ [２４]
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ＴＡＣ－１[２５]和 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.ＸＪ－１[２６] 显著缩短了处

理时间ꎮ ＮＭ３ 对水产养殖废水的高效脱氮ꎬ相比 Ａ.
ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓ Ａ１[５]ꎬＮＭ３ 处理的废水接近渔业水质

标准ꎮ ＮＭ３ 能同时处理高氨氮的猪场废水和低氨

氮的水产养殖废水ꎬ这在以往的不动杆菌中还鲜见

报道ꎬ这表明其在处理养殖废水方面的潜力ꎮ

４　 结论

(１)从活性污泥样品中筛选分离了一株高效异

养硝化 －好氧反硝化菌 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｙｌｙｉ ＮＭ３ꎬ
ＮＭ３ 优先去除氨氮ꎬ其次是亚硝酸盐和硝酸盐ꎬ在
去除氨氮过程中没有亚硝酸盐和硝酸盐累积ꎮ ＮＭ３
脱氮的最优条件为碳源丁二酸钠ꎬＣ / Ｎ ＝ １４、温度

３２℃、ｐＨ＝ ７􀆰 ８２、转速 １２０ ｒ / ｍｉｎ、接种量 ６％、装液量

３８􀆰 ３６％ꎮ ＮＭ３ 在 ２０~ ３５℃温度范围内具有较高的

氨氮去除率ꎬ该温度区间涵盖了大多数城市污水和

工业废水的实际运行温度ꎬ这有利于 ＮＭ３ 在废水处

理的应用ꎮ
(２)ＮＭ３ 对水产养殖废水中的氨氮去除效果较

好ꎬ达到了 ８６􀆰 ６７％ꎮ ＮＭ３ 对于高氨氮的猪场废水

显示了一定的处理能力ꎬ氨氮去除率达到 ７０％以

上ꎮ 研究结果表明 ＮＭ３ 能处理高氨氮和低氨氮的

养殖废水ꎬ将 ＮＭ３ 与其他 ＨＮ－ＡＤ 菌或藻类联合使

用ꎬ有望进一步降解废水中的氨氮ꎮ
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