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摘要:从冬季污水处理厂活性污泥中筛选出一株在低温及好氧条件下具有脱氮除磷功能的

菌株,经16SrDNA序列分析鉴定为不动杆菌,命名为Acinetobactersp.Z1.在10℃条件下

探究菌株Z1的脱氮除磷性能及氮磷转化途径.结果表明,菌株Z1能够利用NH+
4-N或NO-3-

N为唯一氮源,以及NH+
4-N和NO-3-N为混合氮源进行脱氮除磷.菌株Z1在碳源为乙酸钠,

m(COD)/m(N)≥20,m(P)/m(N)=0.2,中性或弱碱性溶液中,摇床转速n≥100r/min的条

件下具有良好的氮磷去除效果,NH+
4-N和PO3-4 -P最大去除率可分别达96.0%和97.9%.

菌株Z1的氮转化途径主要是同化,同时也能通过异养硝化-好氧反硝化作用脱氮.菌株Z1可

以在好氧条件下除磷,在厌氧条件下不释放磷.实验结果表明菌株Z1在低温条件下具有良好

的脱氮除磷能力,在冬季污水生物处理中有良好的应用前景.
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0 引 言

在污水处理中,生物法因其经济、高效、环境

友好等优点被广泛应用,其中温度是影响污水生

物处理效果的关键因素之一.低温条件会导致微

生物活性降低,生长代谢速率减慢,微生物群落结

构发生改变,污染物去除能力受到严重影响[1].我

国北方地区冬季气候寒冷,污水温度一般不超过

15℃,污水生物处理系统常因低温冲击导致运行

不稳定,脱氮除磷效率大大降低,出水难以达

标[2].因此,如何提高低温条件下生物脱氮除磷效

果,是近年来污水生物处理亟须解决的问题.其

中,通过将高活性的低温微生物投加到污水生物

处理系统,提高低温条件下功能菌的活性和生物

量的低温微生物强化,是改善低温脱氮除磷效果

的有效途径[3].
传统生物脱氮包括好氧自养硝化过程和厌

氧/缺氧异养反硝化过程.近年来,能够同时在好

氧条件下进行硝化和反硝化的异养硝化-好氧反

硝化菌受到广泛关注.这类菌具有环境适应性强,

生长代谢迅速,能够同步去除COD和氨氮,且能

在同一空间内实现硝化和反硝化作用[4-5]等优势.
目前已报道的异养硝化-好氧反硝化菌主要有假

单胞菌属、不动杆菌属、产碱杆菌属、芽孢杆菌属

等[6].除硝化、反硝化以外,同化也是生物脱氮的一

个重要途径,微生物通过同化性硝酸盐还原作用和

氨同化作用,将氮素作为营养物质用于合成自身细

胞物质[7],不仅可以实现污水中氮素的有效去除,

还为从废水中回收利用资源奠定了基础[8].此外

有研究报道,部分异养硝化-好氧反硝化菌还具有

除磷功能,如PseudomonasputidastrainNP5[9]、

PseudomonasstutzeriADP-19[10]等.
近年来,研究人员从低温环境中分离筛选出

一些具有高效脱氮能力的低温脱氮微生物,如

Acinetobactersp.TAC-1(5℃)[11]、Pseudomonas
sp.M-33(10 ℃)[12]、Pseudomonasputida Y-9
(15℃)[13]等.但目前能够在低温条件下同步脱氮

除磷的菌株较少.



本研究从冬季污水处理厂活性污泥中筛选出

一株在低温及好氧条件下具有脱氮除磷功能的菌

株,考察不同条件对菌株生长及氮磷去除效果的

影响,及菌株在单一和混合氮源中的脱氮除磷性

能,并对菌株的氮磷转化途径进行探究,为强化冬

季低温污水生物处理提供菌种资源和研究基础.

1 材料与方法

1.1 菌种来源

新疆某污水处理厂冬季活性污泥.

1.2 培养基

LB培养基(g/L):蛋白胨10、酵母浸粉5、

NaCl10,pH7.0.
富集培养基(g/L):NH4Cl0.535、C6H5Na3O7

8.5、KH2PO41.0、MgSO4·7H2O1.0、FeCl3·

6H2O0.05、CaCl2·2H2O0.2,pH7.0.
初筛培养基(g/L):KNO31.01、C6H5Na3O7

8.5、KH2PO41.0、MgSO4·7H2O1.0、FeCl3·

6H2O0.05、CaCl2·2H2O0.2,1mL1%BTB酒

精溶液,pH7.0.
复 筛 培 养 基 (g/L):(NH4)2SO40.66、

CH3COONa 2.763、KH2PO41.5、Na2HPO4·

7H2O7.9、MgSO4·7H2O0.1,微量元素溶液

1mL,pH7.0.微量元素溶液(g/L):EDTA50、

ZnSO422、CaCl25.54、MnCl25.06、FeSO44.99、

(NH4)2MoO41.1、CuSO41.57、CoCl21.61.
实验 培 养 基Ⅰ(g/L):(NH4)2SO40.33、

CH3COONa1.842、MgSO4·7H2O0.05、NaCl

0.12、K2HPO40.079、MnSO40.01、FeSO40.01,

pH7.2.
实验 培 养 基Ⅱ(g/L):(NH4)2SO40.33、

CH3COONa2.303、MgSO4·7H2O0.05、NaCl

0.12、K2HPO40.079、MnSO40.01、FeSO40.01,

pH8.0.
1.3 菌株的分离与鉴定

取10mL活性污泥接种于100mL富集培养

基中,于10℃、150r/min摇床富集培养,待体系

中NH+
4-N去除率稳定后,取10mL富集液接种

于新鲜培养基中,如此连续富集培养6次.将最终

得到的富集液稀释不同梯度后涂布于富集固体培

养基,于10℃培养3d后,挑取形态各异的单菌

落重复多次划线,进行分离纯化.
挑取经分离纯化得到的菌株于初筛固体培养

基划线,在10℃培养3d,选取能使培养基变蓝的

菌株作为初筛菌株.将初筛菌株接种于复筛培养

基中,在10℃、150r/min摇床培养3d,每隔24h
取样测定 NH+

4-N浓度,选取 NH+
4-N去除效果

最好的菌株进一步研究.
采用平板划线法观察目的菌株的菌落形态;

对菌株进行革兰氏染色并用显微镜观察;采用扫

描电镜观察菌株微观形貌;采用16SrDNA序列

测序方法对菌株进行种属鉴定,提取细菌基因组

DNA,利用通用引物27F/1492R进行16SrDNA
的PCR扩增,将产物纯化后对其进行 DNA 测

序.通过BLAST检索,将得到的菌株基因序列与

GenBank中 已 知 序 列 进 行 同 源 性 比 对,利 用

MEGA7.0软件构建该菌株的系统发育树.
1.4 单因素实验

1.4.1 m(COD)/m(N)对菌株生长和脱氮除磷

性能的影响 除碳源外,其余按实验培养基Ⅰ配

制,保持碳源为乙酸钠,m(P)/m(N)=0.2,pH=
7.2,分 别 向 其 中 加 入 0.921、1.382、1.842、

2.303、2.763g/L乙酸钠,使得 m(COD)/m(N)
分别为10、15、20、25、30.将菌株接种于LB培养

基中培养至对数末期,在10000r/min下离心

10min,倒掉上清液,用生理盐水清洗菌饼两次,

最后用生理盐水重悬,制得菌悬液(下同).接种一

定量菌悬液于各培养基中(保持初始 OD660约

0.24,下同),于10℃、150r/min摇床培养,间隔

一定时间取样测定OD660、NH+
4-N浓度、PO3-4-P

浓度.
1.4.2 碳源对菌株生长和脱氮除磷性能的影响

 除 碳 源 外,其 余 按 实 验 培 养 基 Ⅰ 配 制,保 持

m(COD)/m(N)=20,m(P)/m(N)=0.2,pH=
7.2,分 别 向 其 中 加 入 1.842g/L 乙 酸 钠、

2.772g/L柠檬酸钠、1.514g/L葡萄糖、1.273g/L
蔗糖、2.789g/L乳酸钠.接种一定量菌悬液于各

培养基中,于10℃、150r/min摇床培养,间隔一

定时间取样测定OD660、NH+
4-N浓度、PO3-4-P浓

度.
1.4.3 pH 对菌株生长和脱氮除磷性能的影响

 除 pH 外,其 余 按 实 验 培 养 基 Ⅰ 配 制,保 持
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m(COD)/m(N)=20,碳 源 为 乙 酸 钠,m(P)/

m(N)=0.2,调节各培养基初始pH分别为5.0、

6.0、7.2、8.0、9.0.接种一定量菌悬液于各培养基

中,于10℃、150r/min摇床培养,间隔一定时间

取样测定OD660、NH+
4-N浓度、PO3-4-P浓度.

1.4.4 m(P)/m(N)对菌株生长和脱氮除磷性能

的影响 除磷源外,其余按实验培养基Ⅰ配制,保
持m(COD)/m(N)=20,碳源为乙酸钠,pH=
7.2,分 别 向 其 中 加 入0、0.040、0.079、0.198、

0.395g/L磷酸氢二钾,使得m(P)/m(N)分别为

0、0.1、0.2、0.5、1.0.接种一定量菌悬液于各培养

基中,于10℃、150r/min摇床培养,间隔一定时

间取样测定OD660、NH+
4-N浓度、PO3-4-P浓度.

1.4.5 摇床转速对菌株生长和脱氮除磷性能的

影响  按 实 验 培 养 基 Ⅰ 配 制 培 养 基,保 持

m(COD)/m(N)=20,碳 源 为 乙 酸 钠,m(P)/

m(N)=0.2,pH=7.2.接种一定量菌悬液于各培

养基中,在10 ℃条件下,分别于50、100、150、

200r/min摇 床 培 养,间 隔 一 定 时 间 取 样 测 定

OD660、NH+
4-N浓度、PO3-4-P浓度.

1.5 不同氮源条件下菌株的脱氮除磷性能

1.5.1 以 NH+
4-N 为 唯 一 氮 源 按实验培养

基Ⅱ配制以NH+
4-N为唯一氮源的培养基,其中

m(COD)/m(N)=25,碳 源 为 乙 酸 钠,m(P)/

m(N)=0.2,pH=8.0.接种一定量菌悬液于培养

基中,于10℃、150r/min摇床培养,间隔一定时

间取样测定OD660、NH+
4-N浓度、NO-3-N浓度、

NO-2-N浓度、NH2OH 浓度、TN 浓度、PO3-4-P
浓度、COD浓度.
1.5.2 以NO-3-N为唯一氮源 除氮源外,其余

按实验培养基Ⅱ配制,向其中加入0.505g/L硝

酸钾,得到以NO-3-N为唯一氮源的培养基,其中

m(COD)/m(N)=25,碳 源 为 乙 酸 钠,m(P)/

m(N)=0.2,pH=8.0.接种一定量菌悬液于培养

基中,于10℃、150r/min摇床培养,间隔一定时

间取样测定OD660、NH+
4-N浓度、NO-3-N浓度、

NO-2-N浓度、NH2OH 浓度、TN 浓度、PO3-4-P
浓度、COD浓度.
1.5.3 以 NH+

4-N和 NO-3-N为混合氮源 除

氮源外,其余按实验培养基Ⅱ配制,向其中加入

0.165g/L硫酸铵和0.253g/L硝酸钾,得到以

NH+
4-N和 NO-3-N 为混合氮源的培养基,其中

m(COD)/m(N)=25,碳 源 为 乙 酸 钠,m(P)/

m(N)=0.2,pH=8.0.接种一定量菌悬液于培养

基中,于10℃、150r/min摇床培养,间隔一定时

间取样测定OD660、NH+
4-N浓度、NO-3-N浓度、

NO-2-N浓度、NH2OH 浓度、TN 浓度、PO3-4-P
浓度、COD浓度.
1.6 菌株的氮转化途径

在100mL西林瓶中加入40mL以70mg/L
NH+

4-N为唯一氮源的实验培养基Ⅱ,用99%纯

氧曝气至顶空充满 O2,灭菌后接入一定量菌悬

液,于10℃、150r/min摇床密闭培养96h,采集

反应前后体系的顶空气体,利用气相色谱仪检测

O2、N2、N2O,同时取样测定体系 NH+
4-N、NO-3-

N、NO-2-N、NH2OH及菌体内源氮浓度.
1.7 菌株的磷转化途径

取一定量菌悬液接种于以70mg/LNH+
4-N

为唯一氮源的实验培养基Ⅱ中,设置4种氧气条

件:持续好氧(78h)、好氧/厌氧(24h/54h)、厌
氧/好氧(24h/54h)、持续厌氧(78h),于10℃、

150r/min摇床培养,间隔一定时间取样 测 定

OD660和PO3-4-P浓度.
1.8 菌株处理污水厂实际废水的应用效果

实验废水取自新疆某污水处理厂,废水水质指

标 如 下:NH+
4-N 46 mg/L,COD 220 mg/L,

PO3-4-P85mg/L,pH7.6.设置两组实验,A组保

持NH+
4-N浓度不变,用乙酸钠将废水m(COD)/

m(N)调整为20,B组用硫酸铵将NH+
4-N浓度调

整为70mg/L,用乙酸钠将废水m(COD)/m(N)
调整为20.实验前用0.22μm滤膜对废水进行过

滤,用于排除废水中原有微生物的干扰.接种一定

量菌悬液于废水中,于10℃、150r/min摇床培

养,测定反应前后NH+
4-N浓度、PO3-4-P浓度.

1.9 分析方法

OD660采用分光光度法测定;NH+
4-N浓度采

用水杨酸分光光度法测定;NO-2-N浓度采用 N-
(1-萘基)-乙二胺光度法测定;NO-3-N浓度采用

浓硫酸-水杨酸法测定;NH2OH浓度采用8-羟基

喹啉光度法测定;TN浓度采用碱性过硫酸钾消

解紫外分光光度法测定;菌体内源氮由未离心样

品与离心样品的 TN 浓度差值计算[14];PO3-4-P
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浓度采用钼酸铵分光光度法测定;COD浓度采用

重铬酸钾法测定.

2 结果与讨论

2.1 菌株的分离与鉴定

经富集和分离纯化,共得到8株具有氨氮去

除能力的纯菌株.经初筛发现这8株菌均能使培

养基变蓝,即8株菌均具有硝酸盐还原能力.经复

筛得到一株低温条件下NH+
4-N去除效果最好的

菌株.如图1所示,菌株菌落呈圆形,乳白色,边缘

整齐,表面光滑、湿润.菌株为革兰氏阴性菌,短杆

状,大小约为0.71μm×1.27μm.
获得的菌株16SrDNA 基因序列长度约为

1483bp,将该基因序列与GenBank中已知序列

进行基因同源性比对,结果显示菌株与多株不动

杆菌同源性高达99%,结合形态学特征,判断其

为不动杆菌,命名为 Acinetobactersp.Z1.利用

MEGA7.0软件构建菌株Z1的系统发育树(见
图2).

 

图1 菌株的形态特征

Fig.1 Morphologicalcharacteristicsofstrain

图2 菌株Z1系统发育树

Fig.2 PhylogenetictreeofstrainZ1

2.2 单因素实验

2.2.1 m(COD)/m(N)对菌株生长和脱氮除磷

性能的影响 对于异养型细菌,不同的m(COD)/

m(N)会影响菌株的生长和氮磷去除能力,因此为

获得高效的生长及脱氮除磷效果,同时减少碳源

的浪 费,有 必 要 探 究 菌 株 适 宜 的 m(COD)/

m(N).如图3所示,m(COD)/m(N)=10时,菌
株Z1培养60h后OD660、NH+

4-N去除率、PO3-4-
P去除率仅为0.643、52.3%、59.0%,这是由于碳

源不足,菌株缺乏生长代谢所需的能源,导致菌株

生长受限,氮磷去除能力降低[15].随着m(COD)/

m(N)增大,菌株的生物量增大,脱氮除磷效果提

升,说明适当提高m(COD)/m(N)能够促进菌株

的生长和脱氮除磷效果,这与王田野等[16]的研究

结果一致.m(COD)/m(N)=20时,菌株培养60h
     

后 OD660、NH+
4-N 去 除 率、PO3-4-P 去 除 率 为

0.981、89.5%、96.5%.当 m(COD)/m(N)增加

到25和30时,培养60h后菌株的OD660及氮磷

去除率相近,这是由于在m(COD)/m(N)较高的

情况下,提供的碳源量高于菌株脱氮除磷的需求,

因此不再显著影响氮磷去除效果.结果表明,菌株

Z1在m(COD)/m(N)≥20时具有良好的生长及

脱氮除磷效果,这也表明菌株Z1能够适应有机物

浓度较高的环境.
2.2.2 碳源对菌株生长和脱氮除磷性能的影响

 碳源通常是异养细菌的能量来源和电子来源[17],

在微生物生长代谢过程中起着重要作用.如图4
所示,以葡萄糖和蔗糖为碳源时,菌株Z1基本不

生长.以柠檬酸钠为碳源时,菌株仅在培养后期略

有生长.以乙酸钠为碳源时,菌株培养60h后
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  (a)菌株Z1生长   (b)氮磷去除率

图3 m(COD)/m(N)对菌株Z1生长及氮磷去除率(60h)的影响

Fig.3 Effectsofm(COD)/m(N)onthegrowthofstrainZ1,nitrogenandphosphorusremovalrate(60h)

  (a)菌株Z1生长   (b)氮磷去除率

图4 碳源对菌株Z1生长及氮磷去除率(60h)的影响

Fig.4 EffectsofcarbonsourceonthegrowthofstrainZ1,nitrogenandphosphorusremovalrate(60h)

OD660、NH+
4-N去除率、PO3-4-P去除率为0.981、

89.5%、96.5%.以乳酸钠为碳源时,菌株的生长

代谢虽快于以乙酸钠为碳源的,但 NH+
4-N去除

率较低.可见菌株Z1利用有机酸比糖类更有优

势,这是由于相比于糖类,有机酸的分子结构简

单、相对分子质量小,更有利于被菌体直接利

用[18],这与AcinetobacterjuniiNP1[19]对有机酸

的利用率高于糖类的结论一致.结果表明乙酸钠

是菌株Z1的适宜碳源.
2.2.3 pH 对菌株生长和脱氮除磷性能的影响

 pH会影响微生物的生长代谢活动,适宜的pH是

保证菌株脱氮除磷效果的重要条件之一.如图5
所示,菌株Z1在偏酸性条件(pH5.0、6.0)下活

性受到严重抑制,生长代谢能力差.pH 为7.2
时,菌株培养24h后进入对数生长期,pH增大到

8.0~9.0时,菌株的生长速度明显加快,培养

24h后进入稳定期.pH为7.2~9.0时,培养60h
     

后菌株的生长情况和氮磷去除率相差不大,pH
为8.0时,OD660、NH+

4-N去除率、PO3-4-P去除

率为1.026、93.5%、98.3%.说明菌株Z1在中性

及弱碱性条件下具有良好的生长和脱氮除磷效果.
已报道的许多异养硝化-好氧反硝化菌均适宜在

弱碱性条件下生长代谢,如Bacillussp.X1-L在

pH为8.0时 NH+
4-N去除率最高[20],这可能是

由于弱碱性环境中具有更多可利用的游离氨[21].
2.2.4 m(P)/m(N)对菌株生长和脱氮除磷性能

的影响 磷是微生物生长过程中不可或缺的元

素,因此合适的 m(P)/m(N)是保证菌株正常生

长代谢的重要条件之一.如图6所示,m(P)/

m(N)=0时,体系中磷元素的缺乏导致菌株Z1
无法生长.m(P)/m(N)=0.1时,菌株生长速度

较慢,培养60h后 NH+
4-N去除率仅为46.2%,

但PO3-4-P基本消耗完全,说明此条件下由于磷源

不足影响了菌株生长和脱氮效果.m(P)/m(N)=
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  (a)菌株Z1生长   (b)氮磷去除率

图5 pH对菌株Z1生长及氮磷去除率(60h)的影响

Fig.5 EffectsofpHonthegrowthofstrainZ1,nitrogenandphosphorusremovalrate(60h)

  (a)菌株Z1生长   (b)氮磷去除率

图6 m(P)/m(N)对菌株Z1生长及氮磷去除率(60h)的影响

Fig.6 Effectsofm(P)/m(N)onthegrowthofstrainZ1,nitrogenandphosphorusremovalrate(60h)

0.2时,菌株培养60h后OD660、NH+
4-N去除率、

PO3-4-P去除率达到0.981、89.5%、96.5%.随着

m(P)/m(N)增加到0.5和1.0,菌株的生长代谢

速度加快,但培养60h后菌株的OD660和NH+
4-N

去除率变化不大,PO3-4-P去除率反而大幅下降,

可能是由于体系中碳源或氮源短缺导致生物量不

足,因而菌株无法转化体系中含量过高的磷[22].
因此,菌株 Z1的适宜 m(P)/m(N)为0.2,与

PseudomonasputidastrainNP5[9]的结果一致.

2.2.5 摇床转速对菌株生长和脱氮除磷性能的

影响 通过调节摇床转速n,研究溶解氧对菌株

Z1的生长及氮磷去除能力的影响.如图7所示,

摇床转速n=50r/min时菌株生长代谢缓慢,培

养60h后OD660、NH+
4-N去除率、PO3-4-P去除

率仅为0.468、21.3%、30.2%,这是由于菌株Z1
是好氧菌,溶解氧较低不利于菌株的生长代谢.摇

床转速n=100~200r/min时,培 养60h后

OD660约 为1,NH+
4-N 和 PO3-4-P 去 除 率 均 在

86%和96%以上,显著高于50r/min的,说明适

当提高摇床转速能够促进菌株的生长和脱氮除

磷,与PseudomonasstutzeriYG-24[23]结果一致,

即溶解氧浓度的增大可以促进菌株的脱氮效果,

这与高转速条件可以提高氧气和底物间的转移速

率有关[24].结果表明,菌株Z1在摇床转速n≥
100r/min时具有良好的生长及脱氮除磷效果.

2.3 不同氮源条件下菌株的脱氮除磷性能

如图8所示,在以 NH+
4-N为唯一氮源的培

养体系中,菌株Z1的停滞期不明显,培养24h后

进入稳定期,菌体最大OD660约为1.149.在菌株

增殖过程中,NH+
4-N和TN浓度迅速降低,说明

NH+
4-N去除与菌株生长密切相关.培养24h后,

NH+
4-N浓度从70.31mg/L降至2.84mg/L,

NH+
4-N和TN去除率分别达到96%和90%,平

均NH+
4-N去除速率为2.81mg·(L·h)-1,菌株
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  (a)菌株Z1生长   (b)氮磷去除率

图7 摇床转速对菌株Z1生长及氮磷去除率(60h)的影响

Fig.7 EffectsofshakingspeedonthegrowthofstrainZ1,nitrogenandphosphorusremovalrate(60h)

图8 以NH+
4-N为唯一氮源时菌株Z1的生长

及污染物降解情况

Fig.8 GrowthofstrainZ1andpollutantsdegradation

withNH+
4-Nasthesolenitrogensource

Z1在10℃条件下的NH+4-N去除速率甚至略高于

一些常温脱氮菌,如BacilluscereusGS-5(2.65mg·
(L·h)-1)[24]、Exiguobacterium mexicanum

strainSND-01(2.24mg·(L·h)-1)[25].同 时

PO3-4-P浓度也随菌株生长从13.43mg/L降至

0.28mg/L,去除率达到97.9%,说明菌株Z1在

好氧条件下可以实现氮磷的同步去除,与报道的

PseudomonasstutzeriADP-19[10]相似.菌株 Z1
作为异养型细菌,生长代谢过程中会消耗碳源,

COD最大去除率为94.8%.在整个反应过程中,

基本未检测到 NO-3-N、NO-2-N、NH2OH 的积

累,与之前的一些研究结果相似[26].
如图9所示,在以 NO-3-N为唯一氮源的培

养体 系 中,菌 株 Z1 存 在 4h 的 停 滞 期,与

PseudomonaschloritidismutansK14[27]在培养初

期对NO-3-N的适应现象相似.随后菌株Z1进入

对数生长期,培养至28h后进入稳定期,菌体最大

OD660约为1.024,可见菌株以NO-3-N为唯一氮源

时生长状况良好.NO-3-N和TN浓度随菌株生长逐

渐降低,培养28h后NO-3-N浓度从75.82mg/L
下降 至 15 mg/L,平 均 NO-3-N 去 除 速 率 为

2.17mg·(L·h)-1,NO-3-N 和 TN 去除率分别

为80.2%和70.9%.PO3-4-P和COD浓度变化与

NO-3-N的类似,最大去除率分别达到97.7%和

96.3%.反应过程中,基本未检测到中间产物的积

累,不同于PseudomonasstutzeriAD-1[28]在好氧

反硝化过程中有大量NO-2-N的积累.

图9 以NO-3-N为唯一氮源时菌株Z1的生长

及污染物降解情况

Fig.9 GrowthofstrainZ1andpollutantsdegradation

withNO-3-Nasthesolenitrogensource

如图10所示,以NH+
4-N和NO-3-N为混合

氮源时,菌株Z1生长状况良好,基本不存在停滞

期,培养24h后进入稳定期,菌体最大OD660约为

1.118.在此体系中,菌株Z1优先利用 NH+
4-N,

培养4h后开始迅速去除NH+
4-N,最大NH+

4-N
去除速率出现在4~12h,为3.8mg·(L·h)-1.
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NO-3-N浓度在4~12h略有降低,当NH+
4-N几

乎耗尽时,NO-3-N 开始迅速去除,最大 NO-3-N
去除速率出现在12~24h,为2.39mg·(L·h)-1,

这 与 Acinetobactersp.JR1[29] 在 NH+
4-N 和

NO-3-N共存时优先利用NH+
4-N的现象一致,可

能是由于NH+
4-N更容易被细胞吸收参与细胞生

物大分子的合成[27],或者是由于菌株Z1的氨氧

化酶活性高于硝酸盐还原酶活性[29].培养24h
后菌株Z1对NH+

4-N的去除率为91.1%,NO-3-
N去除率为97.5%,TN去除率为88.4%.与单

独以 NO-3-N为氮源相比,此共存体系提高了菌

株Z1对 NO-3-N和TN降解效果.此外,随着菌

株的生长,PO3-4-P和COD浓度也逐渐降低,最
大去除率分别为97.9%和95.5%.

图10 混合氮源体系中菌株Z1的生长及污染物

降解情况

Fig.10 GrowthofstrainZ1andpollutantsdegradation

inthemixednitrogensourcesystem

2.4 菌株的氮转化途径

为探究菌株Z1的氮转化途径,以NH+
4-N为

唯一氮源进行了氮平衡分析.实验结果见表1,反
应结束后体系中93.2%的NH+

4-N被去除,菌体

内源氮增加了56.36mg/L,在去除的NH+
4-N中

有85.8%被菌株Z1同化利用,14%的氮消失,而
通过反应前后对密闭体系的顶空气体成分检测,

发现了O2 的减少与 N2 的增加,且并未检测到

N2O,说明消失的氮是以N2 的形式逸出,即菌株

进行了异养硝化-好氧反硝化过程.结果表明菌株

Z1的氮转化途径主要是同化,同时也能通过异养

硝化-好氧反硝化作用脱氮.以同化为主的氮转化

途径,表明菌株Z1在高效去除污水中氮素的同

时,还具有污水资源回收利用的潜力.与本研究类

似,Chen等[26]发现Acinetobactersp.strainC-13
的NH+

4-N同化作用占86.1%,Huang等[30]发现

15℃条件下PseudomonasputidaY-9通过同化

作用将78.03%的 NH+
4-N转化为生物质氮.已

有研究表明,在高浓度COD条件下氨同化在脱氮

过程中的作用更加显著[31].

表1 菌株Z1的氮平衡实验

Tab.1 NitrogenbalanceexperimentofstrainZ1

时刻
ρ/(mg·L-1)

NH+4-N NH2OH NO-2-N NO-3-N 生物质N

初始 70.46 — — — 12.51

最终 4.80 0.01 — 0.11 68.87

2.5 菌株的磷转化途径

如图11所示,菌株Z1首先接种于好氧环境

(持续好氧、好氧/厌氧)时,菌株能够正常生长并

除磷,24h进入稳定期.若持续好氧培养,菌体最

大OD660及PO3-4-P最大去除率分别达到1.114
和100%.若24h后将其培养环境转为厌氧,体系

中生物量和PO3-4-P浓度基本不变,菌株在厌氧

条件下不释放磷.菌株Z1首先接种于厌氧环境

(厌氧/好氧、持续厌氧)时,在厌氧条件下体系中

生物量和PO3-4-P浓度基本不变.若24h后将其

培养环境转为好氧,生物量逐渐增加,体系中磷含

量逐渐减少,最终OD660和PO3-4-P最大去除率与

持续好氧条件基本一致,但由于厌氧环境对菌株

活性有影响,转变为好氧条件后需要一段时间恢

复适应.传统的聚磷菌一般需要经过厌氧释磷和

好氧吸磷两步来完成除磷过程[9],本实验结果表

明,菌株Z1能够在好氧条件下实现磷的去除,在
厌氧环境下不释放磷,与传统的聚磷菌需要厌氧/
好氧 循 环 有 所 不 同,这 与 报 道 的 Vibriosp.
Y1-5[32]、Arthrobactersp.HHEP5[33]、Bacillus
subtilisGHSP10[34]能够在好氧条件下除磷一致.
2.6 菌株处理污水厂实际废水的应用效果

为考察菌株Z1的应用潜能,研究了其在实际

废水中的脱氮除磷能力.如图12所示,在实际废

水中培养24h后,菌株Z1不调整和调整NH+
4-N

浓度实验的 NH+
4-N 去除 率 分 别 为72.7%和

81.0%,PO3-4-P去除率均为43.7%.菌株Z1的

脱氮除磷效果与在培养基中培养相比较差,这是
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  (a)菌株Z1生长

  (b)除磷情况

图11 不同氧气条件下菌株Z1生长及除磷情况

Fig.11 GrowthandphosphorusremovalofstrainZ1

underdifferentoxygenconditions

图12 菌株Z1在实际废水中的生长及氮磷

去除率(实验 A:不调 整 NH+
4-N 浓

度;实验B:调整NH+
4-N浓度)

Fig.12 Growth,nitrogenandphosphorusremoval

rate of strain Z1 in actual wastewater
(ExperimentA:NoadjustmentofNH+4-N

concentration;ExperimentB:Adjustment

ofNH+4-Nconcentration)

由于实际废水水质成分复杂,对菌株的脱氮除磷

性能有所影响.但菌株Z1仍然生长情况良好,并

能降 解 70% 以 上 的 NH+
4-N 和 40% 以 上 的

PO3-4-P,且 PO3-4-P 去 除 率 不 高 是 由 于 初 始

PO3-4-P浓度过高,表明菌株Z1具有在实际废水

中脱氮除磷的能力,其在冬季污水生物处理中有

良好的应用前景.

3 结 论

(1)从冬季污水处理厂活性污泥中筛选出一

株在低温及好氧条件下具有脱氮除磷功能的菌

株,经鉴定命名为Acinetobactersp.Z1.
(2)菌 株 Z1在 碳 源 为 乙 酸 钠,m(COD)/

m(N)≥20,m(P)/m(N)=0.2,中性或弱碱性溶

液中,摇床转速n≥100r/min的条件下具有良好

的生长及氮磷去除效果.
(3)菌株Z1能够利用NH+

4-N或NO-3-N为

唯一氮源,以及NH+
4-N和NO-3-N为混合氮源,

进行生长和脱氮除磷.
(4)菌株Z1的氮转化途径主要是同化,同时

也能够通过异养硝化-好氧反硝化作用脱氮.菌株

Z1可在好氧条件下除磷,在厌氧条件下不 释

放磷.
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Nitrogenandphosphorusremovalperformanceandtransformationpathway
ofstrainAcinetobactersp.Z1atlowtemperature

ZHAO Zijing, ZHANG Yu*, ZHOU Jiti

(KeyLaboratoryofIndustrialEcologyandEnvironmentalEngineering,MinistryofEducation,SchoolofEnvironmental
ScienceandTechnology,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Astrainwithnitrogenandphosphorusremovalfunctionatlowtemperatureandaerobic
conditionsisisolatedfromactivatedsludgeofsewagetreatmentplantinwinter.Itisidentifiedas
Acinetobacterby16SrDNAsequenceanalysis,andnamedasAcinetobactersp.Z1.Thenitrogenand
phosphorusremovalperformanceandtransformationpathwayofstrainZ1arestudiedat10℃.The
resultsshowthatstrainZ1canuseNH+

4-NorNO-3-Nasthesolenitrogensource,andNH+
4-Nand

NO-3-Nasthemixednitrogensourcefornitrogenandphosphorusremoval.StrainZ1hasgood
nitrogenandphosphorusremovaleffectundertheconditionsthatthecarbonsourceissodiumacetate,

m(COD)/m(N)≥20,m(P)/m(N)=0.2,neutralandweakalkalinesolution,andtheshakingspeed
n≥100r/min.AndthemaximumremovalratesofNH+

4-NandPO3-4-Pcanreach96.0%and97.9%
respectively.ThenitrogentransformationpathwayofstrainZ1ismainlyassimilation,andstrainZ1
canalsoremovenitrogenthroughheterotrophicnitrification-aerobicdenitrification.StrainZ1can
removephosphorusunderaerobicconditions,butcannotreleasephosphorusunderanaerobic
conditions.TheexperimentalresultshowsthatstrainZ1hasgoodnitrogenandphosphorusremoval
abilityatlowtemperature,andhasagoodapplicationprospectinwintersewagebiologicaltreatment.

Key words:low temperature;nitrogen and phosphorusremoval;assimilation;heterotrophic
nitrification-aerobicdenitrification;Acinetobacter
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