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一株嗜盐反硝化菌Halomonas alkaliphile L8的脱氮
及其产四氢嘧啶研究
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摘 要：石油、医药、海水养殖等产业所产生的废水具有高盐高氮的特点。从连云港市赣榆区盐场沉积土壤中分离

得到一株耐盐反硝化细菌L8，经鉴定该菌株为革兰氏阴性菌，盐单胞菌属（Halomonas alkaliphila）。L8菌株最适生

长温度为 37 ℃，pH=8.0，NaCl 质量浓度 0.06 g/mL，具有嗜盐性。L8 菌在初始 250 mg/L 硝态氮质量浓度下反应

72 h，对硝酸盐氮的去除率达 78% 以上。L8 菌株具有产四氢嘧啶能力，产量达 0.54 mg/mL（培养 84 h）。L8 是一株

耐盐反硝化菌株，在高盐污水处理与工业化生产四氢嘧啶领域具有广阔的应用前景。
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Abstract: The wastewater produced by petroleum, pharmaceutical, mariculture and other industries has the characteristics of high 

salt and high nitrogen. A salt tolerant denitrifying bacterium L8 was isolated from the soil of Ganyu Salt Company in Lianyungang. 

The strain was identified as Halomonas alkaliphila and a gram-negative bacterium. The optimum growth temperature of L8 was 

37 ℃, pH = 8.0 and salinity at 0.06 g/mL. The results showed that the removal rate of nitrate nitrogen by L8 was above 78% when 

the initial mass concentration of nitrate nitrogen was 250 mg/L for 72 h. The L8 strain had the ability to produce tetrahydropyrimi‐

dine, and the yield was 0.54 mg/mL (84 hours of culture). The L8 is a salt tolerant denitrifying strain, which has broad application 

prospects in the field of high salt wastewater treatment and industrial production of tetrahydropyrimidine.
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0 引言 

近年来，随着经济的高速发展，人民生活水

平质量的日益提高，保护自然环境已成为共

识，环境污染、资源浪费、生态破坏等受到高度

关注。石化、纺织、化肥、造纸等行业会产生大

量的含氮废水，高浓度的氮源污染物被释放到

水体中会导致水体富营养化，影响水质和生

态，继而给人类的生活和生产带来严重的影

响［1］。氮素作为污水中重要的污染因子，是相

关行业发展制约因素之一，其中高浓度氨氮废

水造成的污染是环境污染中难以解决的问题之

一。如何经济、高效处理含氮废水是环境工程

领域的重点研究内容。

传统处理污水的方法有吹脱法、生物膜法、

离子交换法、电化学法等，这些方法处理废水

成本高额且效率低，不适用于高浓度、成分复

杂的污水［2］。生物脱氮法是指多种微生物经过

氨化、硝化、反硝化等的联合作用，将污水中的

有机氮及氨氮转化为氮气的过程，具有成本

低、操作简单，稳定高效，无二次污染等优势，

已经成为污水脱氮技术的主导［3-4］。反硝化细

菌能将硝态氮（NO3-N）还原为气态氮，是生物

脱氮系统中的主要功能菌株［5］。研究表明，由

于环境条件的波动等原因，出水中的氨氮较易

达标，但存在硝态氮进一步转化为气态氮效果

较 差 的 问 题 ，导 致 出 水 中 总 氮 的 浓 度 不 稳

定［5-8］。此外，一些特殊的工艺要求（如食品工

业），产生的废水通常盐度较高，影响污水处理

效果［9］。因此，耐盐反硝化微生物的筛选对于

高盐废水脱氮处理具有重要意义。

盐度对污水脱氮系统具有显著影响，在某

些高盐环境下，这些菌株的生长与繁殖受到渗

透压的影响，自身脱氮能力受到抑制，不能有

效解决高盐水体污染的问题［10］。张兰河等发

现，高盐会严重影响厌氧/缺氧/好氧工艺污染

物去除效率，当盐度达到 40 g/L 时，微生物多

样性减少，脱氮效果变差［11］。刘琳在低温条件

下从污水处理站的活性污泥中筛选得到三株耐

低温、异氧硝化的菌株，将其混合培养制成菌

剂，最高可对氨氮的去除率达 96%，但 NaCl 质
量浓度为 0.03 g/mL 时，脱氮率降至 50%［12］。

微生物在高盐环境中会合成渗透压补偿溶质

（如四氢嘧啶），提高其在高温、高盐、干燥、辐

射等环境中的抗逆性［13］。四氢嘧啶是一种环

状氨基酸衍生物，在工业化生产领域有着广泛

的应用，如在制剂方面，可做微生物保存的保

护剂、酶的稳定剂等；在医药学领域，四氢嘧啶

可用于制造抗氧化药物，具有美容、抗氧化、延

缓皮肤衰老的功能，同时有治疗阿尔兹海默症

的功效，在疾病治疗上具有开发潜力［14］。通过

细菌生产四氢嘧啶是一种高效可行的生产方

法，姚倩倩等利用了中度嗜盐菌 W2 高渗合成、

低渗释放的特性，在 NaCl 质量浓度为 0.1 g/mL
时，其四氢嘧啶产率达 161 mg/g［15］。

目前国内缺乏具有耐盐性的反硝化细菌菌

株，所以本研究从旨在连云港市赣榆区盐场中

筛选分离鉴定出能够耐盐、具有脱氮能力的菌

株，对解决高盐污水处理有着现实意义，且其

产生的副产物四氢嘧啶也可用于工业化应用。

1 材料与方法 

1.1　材料　

1.1.1　样品来源　

连云港市赣榆盐场采集沉积的土壤用于筛

选分离嗜盐脱氮菌株。

1.1.2　试验设备　

电子天平（赛多利科学仪器有限公司）；

全 自 动 高 压 灭 菌 锅（上 海 华 线 医 用 核 子 仪

器）；恒温摇床和离心机（Eppendorf 公司）；Ag⁃
ile1200 型高效液相色谱仪（Agilent 公司）；全

波 长 酶 标 仪（Thermo 公 司）；SWCJ2F 超 净 双

人 工 作 台（苏 州 净 化 设 备 厂）；PCR 扩 增 仪

（Bio-Rad 公司）；多参数水质分析仪（北京连

华科技有限公司）。

1.2　培养基　

1.2.1　富集培养基　

酵母粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，甘油 250 mg/L、

氯化钠质量浓度 0.1 g/mL、葡萄糖 250 mg/L、

甲醇 50 mg/L。

1.2.2　筛选培养基　

苯酚 10 g/L、磷酸氢二钾 35 g/L、磷酸二氢

钾 10 g/L、硫酸铵 25 g/L、氯化铵 25 g/L、尿素

25 g/L、NaNO3 25 g/L、MgSO4 10 g/L、CaCl2 
10 g/L、NaCl 50 g/L。
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1.2.3　Luria-Bertani（LB）培养基　

酵母粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，NaCl 质量浓

度 0.03 g/mL。

1.2.4　脱氮培养基　

硝化培养基：硫酸铵0.24 g/L，乙酸钠0.2 g/L，

磷酸氢二钾 1.0 g/L，硫酸镁 0.3 g/L， 硫酸铁

0.03 g/L，氯化钠质量浓度 0.03 g/mL，pH=8.0。
反 硝 化 培 养 基 ：硝 酸 钾 0.4 g/L，乙 酸 钠

1.28 g/L，磷酸氢二钾 1.0 g/L，硫酸镁 0.3 g/L， 
硫酸铁 0.03 g/L，氯化钠质量浓度 0.03 g/mL，

pH=7.0。此培养基 C/N 为 1∶20，按此比例可

配置不同初始氮浓度的反硝化培养基。

1.2.5　盐浓度筛选培养基　

配制氯化钠质量浓度为 0、0.02、0.04、0.06、
0.08、0.1、0.12、0.14、0.16、0.18、0.20 g/mL 的 LB
培养基作为盐浓度筛选培养基。

1.2.6　pH筛选培养基　

选择不同的缓冲液配置不同 pH 的 LB 培养

基作为 pH 筛选培养基（pH 5.0~11.0，MES 系

统：5.0、5.5、6.0；PTPES 系统：6.5、7.0；HEPES
系统：7.5、8.0；NaOH-甘氨酸系统：9.0、10.0、
11.0），以 上 培 养 基 缓 冲 溶 液 终 浓 度 均 为

10 mmol/L，NaCl 质量浓度为 0.03 g/mL，蛋白

胨 10 g/L，酵母粉 5 g/L。用 NaOH 调节 pH 为

9.0、10.0 和 11.0。
1.2.7　产四氢嘧啶培养基　

葡萄糖 10.0 g/L，酵母粉 3.0 g/L，氯化钠质

量浓度选择合适的量，硫酸镁 2.0 g/L ，磷酸氢

二钾 0.55 g/L，硫酸亚铁 0.005 g/L，柠檬酸钠

3.0 g/L，氯化钙 0.2 g/L。

1.3　菌株的分离与鉴定　

1.3.1　菌株的分离筛选　

在富集培养基中加入 3 g 采集的土壤样品，

120 r/min、30 ℃培养 48 h，培养液明显浑浊，镜

检菌群种类丰富，将培养液进行稀释涂布于筛

选培养基上，经过分离纯化得到 L8 菌株。

1.3.2　菌株的鉴定　

（1） 菌种活化　

将分离的菌种划到筛选培养基平板上进行三

区划线，将平板放入 30 ℃恒温培养箱培养 1 d~
2 d，每 12 h 观察平板上菌落的生长情况，将生长

好的平板再转接至斜面，放入冰箱 4 ℃保存。

（2） 菌株形态特征观察　

光学显微镜观察：利用革兰氏染色观察细

菌基本形态及阴阳性。

电子显微镜观察：结合文献［16］中不同处

理方法对细菌的影响，设计了具体的扫描电镜

（Scanning Electron Microscope，SEM）操作方法，

操作方法如下：

① 取 1 mL 对数期菌液，5 000 r/min 离心

10 min，收集菌体。

② 用蒸馏水清洗菌体 3 次，再用磷酸缓冲

液清洗 1 次，15 000 r/min 离心 5 min，最后一次

清洗弃上清后晾干 30 min。
③ 将沉淀物加 1 mL 纯水制成悬浮液，立即

吸取 10 μL，滴加至盖玻片上（如稀释，用纯水

稀释至不同倍数，总体系 10 μL），抹匀，静置蒸

发，干燥后在酒精灯火焰上快速过 3 次。

④ 加 入 体 积 分 数 0.1% 戊 二 醛 溶 液 固 定

1 h。
⑤ 加入体积分数 0.5% 戊二醛溶液置换固

定 2 h。
⑥ 加入体积分数 2.5% 戊二醛溶液 4 ℃固

定 12 h。（上述所有戊二醛溶液用磷酸缓冲液

稀释）

（3） 生理生化鉴定　

采用细菌微量生化反应管进行检测，将菌

液接种到 22 种生理生化试剂反应管、四种培养

基和氧化酶试纸中，37 ℃培养 24 h 后观察并记

录结果。

（4） 菌株的16S rDNA序列分析　

用 DNA 提取试剂盒提取菌株 DNA，使用

16S rRNA 通用引物（27F 和 1492R）进行 PCR 扩

增，PCR 产物交由生工生物工程（上海）股份有

限公司进行测序，测序结果用于系统进化树的

构建。引物序列信息为：27F：5'-AGAGTTTGAT 
CCTGGCTCAG-3'；1492R：5'-GGTTACCTTG 
TTACGACTT-3'。
1.4　菌株生长特性研究　

1.4.1　种子液的制备　

将斜面保存的 L8 菌株划线分离，接种单菌

落于 LB 培养基，120 r/min、30 ℃培养 24 h，获

得种子液。
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1.4.2　菌株生长曲线　

以 1% 的转接量将种子液接入不同盐度的

LB 液体培养基，120 r/min、30 ℃培养，每 4 h 检

测菌液 OD600 的数值。

1.4.3　pH对菌株生长影响　

为探究 pH 对 L8 菌株生长的影响，选取不

同缓冲体系（pH 5.0~11.0，MES 系统：5.0、5.5、
6.0；PTPES 系统：6.5、7.0；HEPES 系统： 7.5、
8.0；NaOH-甘氨酸系统：9.0、10.0、11.0），以 1%
的转接量将种子液接种于 LB 液体培养基中，

120 r/min、30 ℃ 培 养 20 h，检 测 菌 液 OD600 的

数值。

1.4.4　温度对菌株生长影响　

为探究温度对 L8 菌株生长的影响，选取

20、25、30、35、37、40、45 ℃这七个温度梯度。以

1% 的转接量将种子液接种于 LB 液体培养基

中，120 r/min 培养 20 h，检测菌液 OD600 的数值。

1.4.5　盐度对菌株生长影响　

为探究 NaCl 质量浓度对 L8 菌株生长影响，

选 取 0、0.02、0.04、0.06、0.08、0.10、0.12、0.14、
0.16、0.18、0.20 g/mL 共 11 个质量浓度梯度。以

1% 的转接量将种子液接种于不同盐浓度的 LB
培养液中，120 r/min、30 ℃培养 20 h，检测菌液

OD600的数值。

1.5　菌株脱氮能力的测定　

1.5.1　菌株硝化能力的测定　

先将 L8 菌株于适宜条件下培养 20 h 制成

一级种子液，再以 10% 的接种量接种到 LB 培

养基中培养 20 h 制成二级种子液，将二级种子

液以 20% 的接种量接种硝化培养基，37 ℃ 、

120 r/min 培养，氨氮含量用水杨酸 -次氯盐光

度法检测［17］。

1.5.2　菌株反硝化能力的测定　

按照 1.5.1 的方法制备 L8 菌株的二级种子

液，将二级种子液以 20% 的接种量接种反硝化

培养基中，37 ℃、120 r/min 培养，硝基氮含量用

酚二磺酸光度法检测，亚硝基氮含量用（1-萘
基）-乙二胺光度法检测［18］。

1.5.3　碳氮比对菌株反硝化能力影响　

按照 1.5.1 的方法制备 L8 菌株的二级种子

液，将二级种子液以 20% 的接种量接种至碳氮

比为 10∶1 与 20∶1 的反硝化培养基中，在 37 ℃，

120 r/min 摇床中培养，探究碳氮比对 L8 菌株脱

氮能力的影响。

1.5.4　初始氮浓度对菌株反硝化能力的影响　

按照 1.5.1 的方法制备 L8 菌株的二级种子

液，将二级种子液以 20% 的接种量接种至不同

初 始 氮 浓 度 的 反 硝 化 培 养 基 中（50 mg/L~
250 mg/L，梯度 50 mg/L），在 37 ℃ ，120 r/min
摇床中培养，探究初始氮浓度对 L8 菌株脱氮能

力的影响。

1.6　菌株产渗透压补偿溶质（四氢嘧啶）的测定　

1.6.1　诱导培养基诱导四氢嘧啶产生　

将细菌接入其诱导培养基，在 35 ℃，120 r/min
摇床中培养 84 h。
1.6.2　产物提纯　

用改良乙醇抽提法抽提胞内四氢嘧啶［14］，

高盐诱导胞内产生四氢嘧啶后，离心收集菌体，

将菌体洗涤 2 次（等渗 NaCl 溶液），10 000 r/min 
离 心 5 min；加 入 体 积 分 数 80% 乙 醇 溶 液

（70 ℃）5 mL，剧烈涡旋 30 min，10 000 r/min 离

心 15 min；重 复 抽 提 2 次 得 到 上 清 液 ；用

0.45 μm 水相滤膜过滤以除去菌体碎片，收集的

滤液在 40 ℃下进行干燥；加入 5 mL 超纯水溶

解结晶物，12 000 r/min 离心 10 min，收集上清。

1.6.3　产物检测　

四 氢 嘧 啶 含 量 测 定 采 用 高 效 液 相 色 谱

法［19］，使用 Agilent 1200 型高效液相色谱仪和

Agilent SB C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）、

流动相比例为水∶乙腈=10∶90，流速为1.0 mL/min，
柱温为 30 ℃、检测波长为 204 nm、进样量为 2 μL，

保留时间为 25 min。
1.7　数据分析　

实验设 3 个重复（n=3）。去除率计算公式：

η = 100 ×( A1 - A2 )/A1

式中 η 为 NO2
--N、NO3

--N 和 NH4
+-N 的去除

率 ；A1、A2 分 别 为 对 照 组 和 实 验 组 NH4
+-N、

NO2
--N 和 NO3

--N 的质量浓度（单位 mg/L）。

用 GraphPad Prism 8.0 软件处理获得的数

据，数据用平均值±标准误（Mean±SE）表示。

2 结果与分析 

2.1　菌株L8的形态特征及生理生化鉴定　

将来自连云港市赣榆盐场采集沉积的土壤
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进行富集培养、稀释涂布之后，在筛选培养基

上共分离得到 15 株形态不同的菌株，经鉴定均

为盐单胞菌，采用亚硝酸盐氮快速检测试纸进

行了脱氮能力的初测，通过比对比色卡发现 15
株都有反硝化能力，且菌株 L8 反硝化能力最

强，因而后续选择菌株 L8 进行后续研究。如图

1（a）所示，菌株 L8 的革兰氏染色结果为红色，

说明其为革兰氏阴性菌；其在扫描电镜下形态

的如图 1（b）所示，菌株 L8 呈棒状和杆状。菌

株 L8 的生理生化分析结果如表 1 所示，其中蔗

糖、葡萄糖、麦芽糖、甘露糖、甘露醇、氧化酶、

七叶苷、硝酸盐（还原）、亚硝酸盐（产气）以及

明胶反应呈均阳性；而乳糖、淀粉水解、苯丙氨

酸脱氨酶、尿素、DNA 反应则呈现阴性。

2.2　菌株L8的16S rDNA基因序列分析　

如图 2（a）所示，菌株 L8 的 16S rDNA PCR
扩增产物大小约为 1 400 bp，将测序的结果通

过 http：//www.ezbiocloud.net/eztaxon/与已知模

式菌进行同源比对并绘制系统系统发育树［图

2（b）］，结果表明菌株 L8 与已知种 Halomonas 
alkaliphila 相似性为 99.70%。菌株 L8 属于盐单

胞菌属，该菌可在盐湖、海底等高盐环境中存

活［20］，可用于高盐污水的处理和降解环境中的

苯酚［21］。此外，Halomonas alkaliphila 能够在天

然环境中合成多种化合物，如金属钯纳米颗

粒［22］、低聚半乳糖［23］，也常用作于产四氢嘧

啶［24］、胞外多糖［25］、果聚糖［26］的发酵菌株。

2.3　菌株L8的生长特性研究　

2.3.1　菌株在不同盐度下的生长曲线的测定　

菌株 L8 接种于不同盐度的 LB 液体培养基

中，检测其生长情况，结果图 3 所示。在 NaCl 
质量浓度为 0.03 g/mL~0.10 g/mL 时生长几乎

不受影响，当 OD600 值达到 1.35 时生长曲线趋

于平稳；在 0.15 g/mL 的 NaCl 质量浓度条件下

菌株仍可生长，但生长速度和生物量略有降

低，OD600 值最高达到 1.25 左右。表明该菌耐

盐性能较好，在高盐条件下依旧能够正常生长

繁 殖 ，与 孙 文 妮 等［27］研 究 的 嗜 盐 反 硝 化 菌

YL5-2 特 性 很 相 近 ，YL5-2 在 NaCl 质 量 浓 度

0.10 g/mL~0.20 g/mL 条件下生长较好且脱氮

率达 95% 以上，说明可利用该菌株的耐盐特性

处理高盐污水，在未来污水高效处理有着广泛

的前景。

2.3.2　pH对L8菌株生长的影响　

由图 4 可知，在这四个缓冲体系中，L8 菌在

表1　菌株L8的生理生化鉴定结果

Table 1　Physiological and biochemical identification of 

strain L8

项目

葡萄糖

蔗糖

甘露糖

麦芽糖

乳糖

结果

+
+
+
+
-

项目

氧化酶

淀粉水解

苯丙氨酸脱氨酶

甘露醇

七叶苷

结果

+
-
-
+
+

项目

硝酸盐（还原）

亚硝酸盐（产气）

明胶

DNA
尿素

结果

+
+
+
-
-

“+”表示阳性反应，“-”表示阴性反应。

图1　菌株L8形态特征观察

（a） 光学显微镜下菌株个体形态（油镜，放大倍数为 1 000×）； （b） 扫描电镜下菌株个体形态。

Fig. 1　Observation of morphological characteristics of strain L8

(a) Individual morphology of L8 under optical microscope; (b) Individual morphology of L8 under scanning electron microscope.
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pH 6~10 的区间范围内生长良好，其中 OD600 在

pH=8 处达到最大，说明该菌生长的最适 pH 为

8；该生长曲线在 pH 5~18 呈上升趋势，在 pH 
8~11 呈下降趋势，表明 L8 菌适宜在弱酸、中

性、弱碱的条件下培养，这与黄廷林等和 Zhang
等［28-29］的好氧反硝化细菌在中性及在弱碱环境

中生长较好的观点相一致；在 pH 10~11 处下

降幅度明显，表明 L8 菌强碱条件下生长受到抑

制，没有耐碱的特性。综上，菌株 L8 在 pH 5~10
条件下都生长良好，其最适 pH 为 8。
2.3.3　温度对L8菌株生长的影响　

由图 5 可知，曲线在温度 20 ℃~37 ℃的范

围内呈上升趋势，37 ℃~45 ℃的范围内呈下降

趋势，在 37 ℃处 OD600 的值达到最大，表明菌株

L8 的最适生长温度为 37 ℃ ；在温度 20 ℃ 和

45 ℃的条件下菌株的 OD600 较低，较低的温度或

较高的温度都会抑制酶的活性，从而影响菌株

正常的生长代谢。

2.3.4　盐度对L8菌株生长的影响　

由图 6 可知，在 NaCl 质量浓度 0~0.06 g/mL 
范围内，菌株 L8 的 OD600 随着盐度的升高而升

高，且在 0.06 g/mL 处达到最大值，因此最适

NaCl 质量浓度为 0.06 g/mL 左右。在 NaCl 质
量浓度 0.06~0.20 g/mL，L8 菌的生长速度随着

NaCl 质量浓度的升高呈现逐渐下降的趋势，推

测原因是较高的渗透压会影响细胞膜的通透

性，进而影响其正常的生长代谢，在高渗的环

境 下 使 得 细 胞 容 易 脱 水 死 亡 ，但 其 OD600 在

0.12 g/mL 的 NaCl 质量浓度下仍能够保持较高

的数值，表明其有耐盐特性，可在较高的 NaCl
质量浓度下生长。

图2　菌株L8分子生物学鉴定

（a） 16S rDNA PCR产物的琼脂糖凝胶电泳图，M为DNA标记， 1为菌株L8的16S rDNA PCR的扩增产物； （b） 基于16S rD⁃
NA基因序列的系统发育树。

Fig. 2　Molecular biological identification of strain L8

(a) Agarose gel electrophoresis of 16S rDNA PCR product, M is the DNA marker, 1 is the 16S rDNA PCR amplification product of 

strain L8; (b) Phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequence.

图4　pH对菌株L8生长的影响

Fig. 4　Effect of pH on the growth of strain L8
图3　菌株L8在不同盐度下的生长曲线

Fig. 3　Growth curve of Halomonas alkaliphila L8 under dif‐

ferent salinities
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2.4　菌株L8的脱氮能力测定　

2.4.1　菌株脱氮能力测定　

在初始氨氮质量浓度为 50 mg/L 的情况

下，48 h 和 72 h 之后反应液中的氨氮的含量基

本没有变化（分别为 60.62 和 59.28 mg/L），说明

L8 菌株没有硝化能力。而 L8 菌株具有较强的

反硝化能力，在初始硝氮质量浓度为 50 mg/L
的情况下，如表 2 所示，其对硝酸盐态氮的去除

率随着时间增加在 60 h 处脱氮率达 75.64%，说

明 L8 菌株能够利用反硝化培养基中的硝态氮

作为氮源，将硝态氮转化为亚硝态氮；48 h~
60 h 亚硝态氮基本维持不变，推测 L8 菌株无法

将亚硝酸盐彻底还原成为氮气。

2.4.2　初始碳氮比对菌株反硝化能力的影响　

当碳氮比 10∶1 时，24 h 时硝酸盐氮质量浓

度由初始 20.13 mg/L 降至 17.17 mg/L，降解率

14.7%，亚硝酸盐氮为 1.45 mg/L；48 h 时硝酸盐

氮含量降至 14.06 mg/L，降解率 30.15%，亚硝

酸盐氮为 1.74 mg/L。当碳氮比 20∶1 时，48 h
时硝酸盐氮由初始 50.39 mg/L 降至 12.43 mg/L，

硝酸盐降解率 75%，随着时间的增长，在 48 h~
72 h 中硝酸盐降解率基本保持不变，分析原因

是菌液达到饱和状态，生存空间减小，其自身

活性受到抑制。当碳氮比较高时（20∶1），体系

中会存在较高浓度的亚硝酸盐，且随着时间变

化亚硝酸盐含量稳定维持在 33.0 mg/L 左右；

降低碳氮比之后，L8 菌株的最终反应液中的硝

酸盐氮大部分去除。

通过与碳氮比 10∶1 反硝化的试验进行对

比，碳氮 20∶1 的效果明显要好（表 3），这与朱

云等［30］的好氧反硝化细菌最适碳氮比的研究

相似，其碳氮比为 5∶1 时，硝酸盐氮的去除率

图6　Nacl质量浓度对菌株L8生长的影响

Fig. 6　Effect of salinity on the growth of strain L8

表2　菌株L8反硝化能力的测定

Table 2　Denitrification capacity of strain L8

项目

c(NO3-N)/(mg·L-1)
c(NO2-N)/(mg·L-1)
NO3-N去除率/%
NO2-N富集/%

0 h
50.00±0.25

0
0
0

12 h
40.36±0.32
17.60±0.85
19.68±0.32
35.02±0.85

24 h
27.25±0.42

26.1±1.24
45.77±0.42
51.94±1.24

36 h
20.46±0.18
32.3±1.58

58.79±0.18
64.29±1.58

48 h
12.43±0.22

37.8±0.48
75.26±0.22
75.22±0.48

60 h
12.24±0.08

35.1±0.70
75.64±0.08
69.80±0.70

注：“NO3-N”表示硝态氮，“NO2-N”表示亚硝态氮。实验设3个重复（n=3），实验数据用平均值±标准误（Mean±SE）表示。

图5　温度对菌株L8的影响

Fig. 5　Effect of temperature on strain L8

表3　碳氮比10∶1和20∶1时菌株L8的反硝化测定结果

Table 3　Denitrification test results of strain at carbon nitrogen ratios of 10∶1 and 20∶1

碳氮比

10∶1
20∶1

硝酸盐氮质量浓度/（mg·L-1)
0 h

20.13±0.19
50.39±0.38

24 h
17.17±0.43

/

48 h
14.06±0.41
12.43±0.21

72 h
/

12.86±0.17

亚硝酸盐质量浓度/（mg·L-1)
0 h
0
0

24 h
/
/

48 h
1.74±0.33
32.8±0.52

72 h
/

32.9±0.27

注：“/”表示未检测。实验设3个重复（n=3），实验数据用平均值±标准误（Mean±SE）表示。
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最低，碳氮比为 15∶1 时去除率达到最大，在

15∶1~20∶1 区间基本保持不变，这两者表明培

养基的碳氮比对细菌的脱氮能力有着较大的

影响。

2. 4. 3　初始硝态氮浓度对菌株反硝化能力的影响

选取 50、100、150、200、250 mg/L 的初始硝

态氮质量浓度，使其在 37 ℃、120 r/min 的摇床

下反应 72 h，每 12 h 取一次样，探究初始硝态

氮质量浓度对菌株反硝化能力的影响，结果

如表 4 所示。由表 3 可知，在 50 mg/L 的初始

硝态氮质量浓度下反应 72 h，L8 菌株对硝态氮

的去除率达 76.72%，随着初始硝态氮浓度的逐

渐 升 高 ，L8 菌 株 的 脱 氮 率 也 随 之 升 高 ，在

250 mg/L 处其脱氮率达到 78.86%，说明较高的

硝态氮浓度能够提高菌株的活性。

2.5　菌株L8产四氢嘧啶能力的研究　

微生物在高盐环境下会产生四氢嘧啶来平

衡渗透压，因为本菌株耐盐范围测定表明菌株

可 在 0.15 g/mL NaCl 下 生 长 ，所 以 选 取

0.15 g/mL NaCl 溶液条件来诱导胞内产生四氢

嘧啶。采用高效液相色谱法检测四氢嘧啶标准

样品以及 L8 菌株的胞内四氢嘧啶产量，结果如

图 7 所示。四氢嘧啶标准样品在 3.878 min 时出

现吸收峰（图 7（a）），标准曲线 y = 864.9x + 
27 867 （R² = 0.993 6）；L8 菌 株 发 酵 液 在 的

3.856 min 时出现吸收峰（图 7（b）），根据标准曲

线求得四氢嘧啶产量为 0.545 2 mg/mL，具有良

好的产四氢嘧啶能力。洪煜等［14］从吉兰泰盐

湖土壤中筛选得到 2 株性能较好的嗜盐产四氢

嘧啶菌株，NaCl 质量浓度的高低影响着菌株产

四氢嘧啶的能力，JG5 菌株在 0.10 g/mL NaCl 下
产四氢嘧啶可达 0.08 mg/mL，另外一株 JG9 在

NaCl 质量浓度为 0.05 g/mL 时产四氢嘧啶达

0.10 mg/mL，对比看出 L8 是一株具有高产四氢

表4　初始硝态氮质量浓度对菌株L8反硝化能力的影响

Table 4　Effect of initial nitrate mass concentration on denitrification capacity of L8

时间

12 h

24 h

36 h

48 h

60 h

72 h

72 h NO3
-N去除率/%

物质浓度(mg·L-1)
c(NO3-N)
c(NO2-N)
c(NO3-N)
c(NO2-N)
c(NO3-N)
c(NO2-N)
c(NO3-N)
c(NO2-N)
c(NO3-N)
c(NO2-N)
c(NO3-N)
c(NO2-N)

50 mg/L
40.36±0.22
17.60±0.56
27.25±0.79
26.10±0.53
20.46±1.78
32.30±2.24
12.43±1.36
37.80±1.56
12.24±1.74
35.10±1.45
11.89±2.16
39.30±2.33
76.72±1.02

100 mg/L
86.42±0.58
29.40±0.36
70.62±0.45
32.10±0.78
56.83±1.26
41.70±0.89
47.42±1.85
40.50±2.58
32.65±3.24
44.10±1.62
22.46±2.38
46.50±2.77
77.49±1.39

150 mg/L
138.24±1.03

30.60±0.88
138.24±0.93

35.10±1.64
92.28±1.88
45.90±2.64
70.22±2.98
42.60±3.80
56.70±2.41
47.40±1.70
33.87±2.15
49.20±3.20
78.29±1.75

200 mg/L
176.36±0.57
34.20±0.80

176.36±0.46
38.40±0.96

118.44±1.28
49.50±1.87
93.78±1.96
45.30±1.05
78.54±2.44
51.60±2.16
43.52±1.50
59.40±1.63
78.42±1.20

250 mg/L
234.26±1.89

27.60±1.56
206.32±1.08

28.00±0.72
178.44±3.24

41.10±0.65
132.56±2.28

37.80±0.69
78.40±1.46
37.20±0.60
53.752.53
41.40±1.20
78.86±1.72

注：“NO3-N”表示硝态氮，“NO2-N”表示亚硝态氮。实验设3个重复（n=3），实验数据用平均值±标准误（Mean±SE）表示。

图7　菌株L8 产四氢嘧啶液相图谱

Fig. 7　HPLC results of ectoine production by strain L8
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嘧啶的优势菌株。四氢嘧啶是一类渗透压补偿

溶质，对受外界刺激的蛋白质、核酸、酶、生物

膜具有保护作用，可作一种良好的生物保护

剂［10］。因此，将这种既能处理高盐废水，又能

产四氢嘧啶的优良菌株用于工业化生产，具有

潜在的经济价值。

3 结论 

（1） L8 菌株是从连云港市赣榆区盐场沉积

土壤中分离提取得出一株耐盐反硝化细菌。经

生理生化鉴定、16S rDNA 鉴定其为盐单胞菌

属 Halomonas alkaliphila，该菌株为革兰氏阴性

菌，具有降解淀粉的能力。

（2） L8 菌 株 的 最 适 生 长 条 件 为 ：温 度

37 ℃、pH 为 8.0、NaCl 质量浓度为 0.06 g/mL，具

有嗜盐性，在 0.15 g/mLNaCl 的高盐环境中生长

良好。

（3） L8 菌株的反硝化能力较强。在碳氮比

20∶1 条件下对硝酸盐降解率达到 75.33%；在初

始硝态氮质量浓度为 250 mg/L 的条件下，对硝

酸盐的降解率达 78.86%，是一株具有脱氮能力

的优势菌株，可用于处理高盐含氮废水。

（4） L8 菌株产四氢嘧啶能力较强，在 NaCl
质 量 浓 度 0.15 g/mL 条 件 下 产 四 氢 嘧 啶

0.545 2 g/mL，将其应用于化妆品方面有着保

湿、抗辐射的作用，可以有效减轻皮肤老化，美

白效果明显。
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