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摘要!简述了异养硝化菌的作用机制#总结了常用的筛选方法和近年来从微污染水源中筛选出来的异养硝化菌种#并归纳

异养硝化菌的最佳培养条件#为异养硝化菌的筛选研究提供理论基础"
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@@河流*湖泊水体中氨氮含量超标是我国水体污

染的主要原因之一+*,

#氨氮超标引起水体富营养

化#直接威胁到当地的水环境和水生态安全#因此作

为水体污染的重要污染物之一#受到人类的高度关

注" 目前#国内外常用的污水脱氮的方法分为物理

化学方法和生物脱氮方法" 而生物脱氮具有设备简

单#运行成本较低#且能高效而彻底地完成脱氮任务

等优点#被认为是最经济有效的脱氮方法"

传统生物脱氮理论认为#生物脱氮是由自养型

的硝化*亚硝化细菌和异养型的反硝化细菌共同作

用完成" 其中硝化*亚硝化细菌在有氧条件下将氨

氮转化为硝态氮#称为硝化作用#兼性厌氧的硝酸盐

还原菌将硝酸盐还原为氮气的过程称作反硝化作

用" *#B# 年#>859:%6等+(,首次培养出产 GW

?

(

的硝

化菌#但直到 () 世纪 <) 年代#U,L%.:9,/ 等+!,在实

验研究中#利用选择培养基筛选出具有异养硝化?

好氧反硝化作用的 I?+/J@?E&KE @E'F/FK/@?E 菌#异养

硝化概念才逐渐被人们所认可" 不同于自养硝化#

异养硝化是微生物在利用有机底物的同时将氨氮转

化为羟胺*亚硝酸盐和硝酸盐的过程#并且异养硝化

菌具有生长速度快*溶解氧浓度要求低*0WV与氨

氮去除率较高等诸多优点#异养硝化菌的研究越来

越受到人们的重视"

?@异养硝化菌代谢途径

异养硝化菌在进行代谢过程中#可进行无机途

径也可进行有机途径" 因此其作用底物可以是有机

氮#如丙酮酸肟*氧肟酸*$?烷基羟胺等#也可以是

无机氮#如胺*酰胺等" _15,等+B,用丙酮酸肟作为

底物研究异养硝化菌的代谢途径#丙酮酸肟经无机

途径转化为羟胺和丙酮酸#羟胺进一步分解生成亚

硝态氮$经有机途径#丙酮酸肟直接分解成亚硝态

氮" U,L%.:9,/等+!,利用*"

G标记化合物和质谱确定

氮转化的中间产物#发现异养硝化菌进行硝化作用

时#利用无机氮和利用有机氮的硝化途径不同#利用

无机氮作为底物时#中间产物是 GS

(

WS#而利用有

机氮作为底物时#中间产物是 GSWS

?

#硝化途径如

图 * 所示"

传统工艺中#硝化作用是在好氧条件下产生#反

硝化作用是在厌氧条件下产生#这使得整个脱氮环

节必须经过好氧和厌氧 ( 个环节" 异养硝化?好氧

反硝化菌能够在好氧条件下进行反硝化作用#使得

)C()
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图 *@异养硝化菌硝化途径

硝化作用与反硝化作用同时进行#除去GW

?

!

的同时

还消耗了W

(

#作用产物主要是 G

(

#也有少量菌种产

生的是G

(

W

+B,

"

U3415.-9,/等+",在对异养硝化菌进行深入研究

后#提出了较为详细的脱氮假想途径#认为硝化作用

和反硝化作用的结合点在亚硝酸盐水平#在异养硝

化菌代谢途径中#起作用的酶有氨单加氧酶

%A+W&*羟胺氧化酶%SAW&*硝酸还原酶%GAU&*

亚硝酸还原酶%G7U&#其中起关键作用的酶为 A+W

和SAW" 氨氮在A+W作用下被氧化成 GS

(

WS#而

SAW不仅能氧化羟胺成 GW

?

(

#也能催化 GW

?

(

与羟

胺合成G

(

W#经过一系列反应最终以氮气形式排出#

相关酶如图 ( 所示"

图 (@异养硝化菌作用酶

%*&氨单加氧酶

A+W既存在于自养型硝化细菌也存在于异养

型硝化细菌#可直接利用的底物是 GS

!

而非 GS

i

B

$

对光敏感#紫外线的照射可以抑制其活性$可利用的

底物范围很广#已知的底物有 B) 余种" +,3.等+C,

从脱G副球菌\-*((( 中获得了部分纯化的氨单加

氧酶#以GAVS*硫辛酰胺脱氢酶以及四甲基对苯醌

为电子受体#监测细胞悬液或细胞提取液依赖于胺

的氧消耗速率的方法来确定氨单加氧酶酶活"

%(&羟胺氧化酶

SAW是一个单体蛋白#含有铁离子#不含血红

素#T%

! i或者 T%

( i可激活羟胺氧化活性#但 XV=A

对其有明显抑制作用" 异养硝化菌的 SAW与自养

型硝化细菌不同#可将羟胺转化为 GW

?

(

及少量

G

(

W$在厌氧或微好氧情况下可将羟胺直接转化为

G

(

W

+O,

" 已筛选出来的异养硝化菌 SAW产物多为

硝酰化合物+B,

#且该过程为好氧过程#需要充足的

W

(

参与"

安强等+<,利用超声波法提取粗酶并用硫酸铵

分级沉淀法富集纯化粗酶提取液#取得良好的粗酶

提取效果#通过检测系统中的 GS

i

B

?G和 GS

(

WS?

G的浓度#分别确定 A+W和 SAW的活性" 得到在

好氧条件下#所研究菌株 A64563I%/%9N5%456399:.53/

GU的 A+W和 SAW的酶比活力分别是 )Q)***

)Q)*C D̀2I&.,:%3/ 的结论#从而验证菌株的硝化

性能"

%!&硝酸还原酶和亚硝酸还原酶

GAU和G7U属于氧化还原酶#由硝酸盐*亚硝

酸盐诱导#而受抑制于有机氮和 GS

!

" 异化型酶存

在于许多兼性好氧性细菌#不易溶于膜结构" GAU

和G7U存在于硝酸盐*亚硝酸盐阶段#是异养硝化

菌GW

?

(

和GW

?

!

积累量偏低的主要原因"

B@异养硝化菌筛选方法

BA?@间歇曝气法

异养硝化?好氧反硝化菌在好氧反硝化阶段可

以利用W

(

和GW

?

!

作为其电子受体#因此可以创造

一个有氧和无氧环境交替的条件#使完全好氧菌和

厌氧菌不能正常生长#从而筛选出异养硝化菌" 该

方法在实际研究中已得到应用!苏俊峰等+#,采用间

歇曝气方式对异养硝化菌富集驯化#并结合传统筛

选方法#分离出一株异养硝化菌#最终氨氮去除率

"(Q*!R#且具有产GW

?

(

硝化性能" 文屹+*),在其研

究中采用微孔曝气的方法完成异养硝化菌的富集"

在 C 个烧杯中投加培养液并分别接种选自曝气池*

厌氧池*缺氧池中的污泥#对培养液微孔爆气#曝气

量 (Q(" jD23/#每天停止 * 1 曝气#并更换新鲜 T+

培养液#!) -完成分离纯化" 稀释后经过 ( 次划线

分离#得到纯菌"

间歇曝气法利用反硝化阶段W

(

和GW

?

!

都可作

为其电子受体的原理#保证了异养硝化菌能正常存

活#不断挑除其他杂菌#是一个菌种自我选择的

过程"

BAB@选择培养基法

对于培养条件有特殊要求的异养硝化菌的筛

选#多采用选择培养基法+** ?*(,

#根据异养硝化菌代

谢特点#选择合适的碳源*氮源*生长因子等配制成

适合异养硝化菌生存的培养基#富集环境中的异养

硝化菌#再利用平板划线*涂布分离的方法选取单菌

落#经过多次纯化#将异养硝化菌筛选出来" 王臖

等+#,从城市纳污河流中筛选出一株具有异养硝化

功能的假单胞杆菌 ALJF6FM&K+#异养硝化过程主要发

生在菌体的对数生长期#该菌株 O - 内对 GW

?

!

?G

和GW

?

0

?G的去除率分别达 "CQ(CR和 "!Q##R"

)O()
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苏俊峰等+*!,从水库底泥中富集分离出一株贫营养

型异养硝化菌#优化培养条件后#对氨氮去除效果明

显#氨氮质量浓度从 #Q)(*OQB# 2IDj下降到 *Q<!*

*Q)O 2IDj#最高去除率达 #*QB(R"

选择培养基法采用的是传统纯培养技术#针对

自然界中的目标微生物#使该目标微生物在特定的

生存环境下加富" 该方法为微生物筛选最普遍的方

法#由于与异养硝化细菌生长的营养元素及生长因

子比例相似的异养型细菌较多#选择合适的培养基

营养比例是选择培养基法的关键"

BAC@分子生物学筛选

分子生物手段涉及到的领域广#这一技术能够

提供群落中优势种类信息#适合于调查种群的时空

变化#并且可通过对条带的序列分析或与特异性探

针杂交分析鉴定群落组成" 王光玉等+*B,以选择培

养基分离筛选异养硝化菌#在富集驯化前*自养富集

驯化结束和异养驯化结束 ! 个时间点对氨单加氧酶

基因52,A和周质硝酸盐还原酶亚基基因 /5&A扩

增#对扩增产物作脂糖凝胶电泳检测#并观察拍照#

筛选出具有异养脱氮能力的菌株" 该方法可同时分

析多个样品#具有可重复性和操作简单等特点"

C@已筛选出来的菌种

近年来#研究人员多以铵盐为所筛选微生物的

唯一氮源从不同菌源中分离*筛选出异养硝化菌#表

* 列出已筛选出来的异养硝化菌#除此之外#仍有不

少异养硝化菌的种类被筛选出来或正在研究中"

表 ?@近年筛选出来的异养硝化菌

序号 名称 菌源 碳源 氮源

*

嗜吡啶红球菌%5?/N/O/O66J

@@PK+N+'+Q/KE'J&

+*",

养殖废水

及底泥

琥珀酸钠 GS

i

B

( 耐盐菌微球菌%4+OK/O/OO6JJ@L&

+*C, 底泥 乙酸钠 GS

i

B

! 假单胞细菌%ALJF6FM&K+&

+O, 河水 琥珀酸钠 GS

i

B

B 脱氮副球菌属%AEKEO/OO6JJ@L&

+*O, 污水 琥珀酸钠 GS

i

B

" 申氏杆菌属%:?+'&**E J@L&

+*O, 污水 琥珀酸钠 GS

i

B

C 不动杆菌属%-O+'&F/REOF&KJ@L&

+*<, 底泥 琥珀酸钠 GS

i

B

O 盐单胞菌属%"E*/</'EJ&

+*#, 养殖淤泥 葡萄糖 GS

i

B

< 产碱杆菌%-*OE*+(&'&JJ@L:!&

+(), 生活污水 琥珀酸钠 GS

i

B

# 芽孢杆菌%9EO+**6JJ@L&

+(*, 底泥 丁二酸钠 蛋白胨

*)

泛养硫球菌%AJKEO/OO6J

@@E'F/FK/@?6J&

+((,

脱氮污水 丙酮肟 乙酰胺

**

黏质沙雷氏菌%$%..5:35

@25.4%94%/9&

+(!,

池塘底泥 葡萄糖 GS

i

B

*

GW

?

(

@@从表 * 中可以看出!

%*&已有的研究多以污水和污泥作为研究对

象#从中筛选异养硝化菌" 由于底泥中富含水分*矿

质离子*有机物*无机物等物质#更适于微生物生长#

底泥中菌种的数量和种类多于水体#从底泥中筛选

的脱氮菌脱氮效率要优于污水+O#*C ?*O,

"

%(&异养硝化菌的筛选需要利用有机碳源#如

乙酰胺*乙酸钠*琥珀酸钠*柠檬酸三钠*葡萄糖*甘

露醇*酒石酸钠等#从已有的研究中可以看出#研究

中所用碳源多集中于琥珀酸钠和柠檬酸三钠#这与

曾庆梅等+(B,对最佳碳源的研究结果一致"

%!&异养硝化菌筛选研究所用氮源可以是无机

氮源#如硝酸钾*氯化铵等#也可以是有机氮源#如乙

酸钠*尿素*乙酰胺*蛋白胨等" 而氮源的化学结构

及分子质量也对菌种的异养硝化菌生长周期有影

响" 韩晓阳等+(",在其研究中以不同碳源与氮源作

为培养基元素培养异养硝化菌#结果证明#以无机氮

源硫酸铵为氮源时生长量最大$其次是尿素为氮源"

D@最佳培养条件

异养硝化菌生长受营养元素及生长环境等因素

的影响#在不同的营养元素及生长环境下表现出来

的生长情况及脱氮效率有所差别#因此需要探寻异

养硝化菌的最佳培养条件"

%*&0DG比

0DG比是影响异养硝化菌硝化能力的因素之

一#也是易调节的一个因素#较高的 0DG比有利于

氨氮的降解#研究表明#当0DG比c*) 时#氨氮能被

彻底降解" 潘丹等+*O,也在其研究中指出#异养硝化

菌对氨氮的去除效率在 0DG比为 < 时明显大于 0D

G比为 B 时" 实际配比中#应合理选择 0DG比#既

能满足氨氮高去除率的要求#又不能过大#使出水

0WV含量加大"

%(&&S

培养条件中的 &S不仅影响了异养硝化菌生命

活动及硝化作用#也对环境中的GS

i

B

浓度有重大影

响" 研究表明#适宜异养硝化菌生长与代谢的 &S

为中性或偏碱性#介于 CQ" Z*)" 在酸性环境下#异

养硝化菌生长受抑制#基本无硝化效果+(C,

" 李焱

生+(O,在其研究中指出#硝化反应关键酶之一的亚硝

酸氧化还原酶最适 &S位于碱性范围#因而#在偏碱

性环境中异养硝化菌硝化作用代谢强度加大"

%!&温度

温度影响微生物的代谢及体内酶的活性#一定

)<()
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范围内#微生物生命活动及酶活性随温度的上升而

增强#异养硝化菌可以生长的温度介于 < Z!Od#温

度低于 "d或高于 ")d都直接影响菌株体内酶活

性" 研究指出#异养硝化菌的最适生长温度在 !)d

左右+*!#*#,

#而使硝化菌体内酶活性发挥最高时的温

度为 B)d

+(<,

" 但温度较高时 G

(

W*G

(

等以气体形

式挥发出去#因此#多选用最适宜异养硝化菌生长的

温度%!)d&为培养温度"

%B&氧浓度

溶解氧作为异养硝化菌呼吸链的最终电子受

体#关系到生长及还原活性" 实验室常用培养摇床

的转速控制氧的浓度#对于异养硝化?好氧反硝化

菌#提高转速增加培养液中氧浓度#会提升菌种的脱

氮效果" 但达到一定转速后#溶液中的溶解氧浓度

接近饱和#增加转速#溶解氧浓度不再上升#反而会

破坏掉溶液中已经形成的微生物群落结构" 于大禹

等+(#,在其研究中设计了不同氧浓度条件下异养硝

化菌的培养实验# 设定浓度分别为 CQB* BQO*

*Q* 2IDj#结果证明#当氧浓度为 BQO 2IDj时#异养

硝化作用最好"

H@总结及展望

异养硝化菌自被发现以来#人们已从不同角度*

不同深度来研究异养硝化菌的特点" 有关异养硝化

菌筛选的方法#大部分研究仍然选择利用传统的纯

培养技术#结合涂布*划线#分离出纯菌种#也有少数

研究人员采用曝气法*极限稀释法等#但这些方法仍

然基于传统纯培养技术" 因此传统的纯培养技术仍

然是目前筛选异养硝化菌的主要方法"

环境中微生物种群的复杂性为目标菌种的筛选

增加了难度" 今后的研究重点应放在!

!

将分子生

物学筛选手段运用到已有的筛选方法之中#在已有

的筛选途径基础上优化筛选方法#减少筛选工作量#

简化过程$

"

关于异养硝化菌的作用机理的研究集

中于国外#国内缺乏这方面的研究#从异养硝化机理

出发#寻求生长周期更短*菌株脱氮效率更高的异养

硝化菌"
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()*" 年 # 月 李红霞等!烟气脱硝技术研究进展

时#GW

0

会转变成 G

(

W#可作为温室气体破坏臭

氧层+O,

"

?AB@选择性非催化还原法

选择性非催化还原法%$G0U&是在没有催化剂

作用下#将尿素等还原剂喷入到炉膛中的合适温度

区#使其迅速热解为 GS

!

#从而与烟气中 GW

0

反应

生成G

(

和S

(

W的一种技术" 总反应方程式如下!

BGS

!

)**

iCGW "G

(

iCS

(

W

@@非选择性催化还原法受温度*氨氮摩尔比的影

响较大" 清华大学李穹等+<,通过 0TV模拟实验得

出氨水最佳喷射温度范围在 <") Z* )")d#当温度

为 #<)d#氨氮摩尔比在 * Z*Q" 时#可以既保证脱

硝效率又同时降低氨泄漏和G

(

W生成量"

$G0U技术不需催化剂#投资费用低#建设周期

短+#,

" 但也存在着一些问题#主要是在其工艺中氨

的利用率不高#可能产生氨泄漏的问题#会污染环境

甚至堵塞下游设备" 此外#在 <))d以上的锅炉炉

膛内喷入低温尿素溶液#可能会引发飞灰*碳不完全

燃烧等情况+*),

" 目前#该技术发展的一个重要方向

是与 $0U

+**,

*再燃烧技术+*(,

*低 GW

0

燃烧器+*!,等

技术联用" 国内江苏阚山电厂 ( hC)) +b和江苏

利港电厂 ( hC)) +bi( hC)) +b都是采用 $0U?

$G0U联合脱硝技术#设备运行稳定#效果良好"

B@湿法烟气脱硝技术

BA?@碱液吸收法

碱液吸收法是利用烟气中的 GW

0

能与碱性溶

液发生中和反应从而脱除烟气中的GW

0

" 常用的碱

吸收液包括 G5WS*]WS*G5

(

0W

!

*GS

!

)S

(

W等#根

据价格*来源等因素#其中氨的使用最广泛" 碱液吸

收法能够把氮氧化物转化为硝酸盐和亚硝酸盐#它

们能生产出有一定经济效益的化工产品+*B,

#但是#

这种方法脱除效率不高#一般情况下的脱硝效率只

有 *)R Z<)R

+*",

#基本上无法满足目前的排放标

准#只能用于处理GW

(

含量较高的GW

0

废气"

BAB@氧化吸收法

氧化吸收法是考虑将不溶于水或碱液的GW氧

化成GW

(

再进行碱液吸收脱硝的方法" 这种方法

的脱硝效率很大程度上取决于氧化剂和催化氧化反

应的催化剂" 目前广泛使用的氧化剂有 SGW

!

*

]+/W

B

+*C,

*G506W

(

+*O,

*G506W*S

(

W

(

+*<,

*]

(

0.W

O

等#

催化这种反应的催化剂主要是l

(

W

"

%酸性溶液中&*

活性炭* 分子筛等" 近期研究表明# G506W

(

D

%GS

(

&

(

0W是一种比较理想的硝酸吸收溶液#且尿

素基本上不会有副反应发生#随着G506W

(

浓度的升

高#GW的去除率也逐步提升#在浓度为 )Q))" 2,6Dj

时达到最佳+*#,

" 氧化吸收法有着较高的 GW

0

脱除

率#酸性废液经处理后可再利用#但是存在运输和贮

藏成本高的问题"

BAC@还原吸收法

还原吸收法是将烟气中的氮氧化物吸收至液

相#利用还原剂将其还原为G

(

的一种方法" 目前常

用的还原剂有亚硫酸盐*硫代硫酸盐*硫化物*尿素

水溶液等#其中尿素的应用最为普遍" 杨晖等+(),通

过研究尿素溶液吸收含 GW

0

废气的工艺条件#得出

最佳操作参数为液体流量 )Q( 2

!

D1*进气流量

)Q( 2

!

D1*定?转子反应器转速 * B)) .D23/*尿素溶

液质量分数 ()R*吸收温度 C)d#在这些条件下#

GW

0

的脱除率可达到 C!R" 还原吸收法的工艺流

程比较简单#但是脱硝效率一般不高#距离工业应用

还有一段距离"

BAD@络合吸收法

络合吸收法是利用络合剂 T%%

#

& XV=A或

T%$W

B

等直接同GW

0

反应#生成的配合物加热时释

放出 GW#并使其富集回收的脱硝方法" 叶小莉

等+(*,以T%%

#

&XV=A络合剂溶液为吸收液#在鼓泡

反应器中反应#得出吸收液初始 &S为 CQ"#温度为

")d#络合剂浓度为 )Q)* 2,6Dj时#脱硝率可达到

C(Q"R" Y8,等+((,采用亚硫酸钠辅助电化学还原

法和直接电化学还原法去除烟气中的GW

0

和 $W

(

'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''
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