
园艺学报，2018，45 (7)：1338–1346. 
Acta Horticulturae Sinica 

1338                                                doi：10.16420/j.issn.0513-353x.2017-0773；http：//www. ahs. ac. cn 

收稿日期：2018–02–01；修回日期：2018–05–02 

基金项目：辽宁省农业厅草原站基础项目（2015LC001-5） 

* 通信作者 Author for correspondence（E-mail：bailong0124@163.com） 

草坪土壤异养硝化菌的分离筛选及硝化产物特

征分析 
白三女，许天月，刘  英，王晓红，白  龙* 
（沈阳农业大学园艺学院，沈阳 110866） 

摘  要：从早熟禾草坪土壤中分离出两株异养硝化菌，将菌株 16S rDNA 测序结果在 GenBank 中进

行同源性对比确定菌种，用无机氮源（NH4
+-N 和 NO3

--N）在适宜条件下测定两个菌株的硝化能力，分析

中间产物、反硝化作用和 N2O 排放特征。结果表明，分离到的异养硝化菌属于假单胞杆菌属（Pseudomonas 

sp.），两个菌株的 16S rDNA 片段长度分别为 1 448 和 1 460 bp，命名为 Pseudomonas sp. BJ 和 Pseudomonas 

sp. DJ，GenBank 登录号分别为 MF001078 和 MF001079；两个菌株对无机氮的氧化能力很强，培养 24 h

内 BJ 和 DJ 菌株对铵态氮的总硝化率分别为 96.61%和 97.06%，最大硝化速率分别为 21.97 和 18.90 

mg · L-1 · h-1。但两个菌株的反硝化能力不强，最大反硝化速率分别为 0.99 和 1.00 mg · L-1 · h-1；两个菌株

的代谢途径是 NH4
+

 → NH2OH → NO2
-
 →NO3

-，DJ 菌株的最终产物以 NO3
--N 为主，积累量高于 BJ 菌株

（P < 0.05）。BJ 菌株的 N2O 排放量显著高于 DJ 菌株（P < 0.05）。 
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Abstract：In this experiment，two heterotrophic nitrifying bacteria isolated from lawn soil were 

identified by comparing 16S rDNA sequence to homologous species published on the GenBank. The 

nitrification function of these two bacteria were detected by measuring intermediate products，

denitrification process and N2O emission characteristics under inorganic nitrogen sources （NH4
+-N and 

NO3
--N）. The results showed that the two heterotrophic nitrifying bacteria were identified as Pseudomonas 

sp.，16S rDNA fragment length were 1 448 and 1 460 bp and named as Pseudomonas sp. BJ and 

Pseudomonas sp. DJ，respectively. GenBank accession number were MF001078 and MF001079 for 

Pseudomonas sp. BJ and Pseudomonas sp. DJ. The two strains have a strong oxidation ability with 

inorganic nitrogen，ammonium removal efficiencies were 96.61% and 97.06%，respectively. The maximum 

nitrification rate were 21.97 and 18.90 mg · L-1 · h-1. Denitrification ability of two bacteria were not  
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efficient，the maximum denitrification rate were 0.99 and 1.00 mg · L-1 · h-1，respectively. Metabolic 

pathways of the two strains can be simplified to a large extent as NH4
+ → NH2OH → NO2

- → NO3
-. 

NO3
--N was the main intermediate products of strain DJ，and its content was much higher than that of 

strain BJ（P < 0.05）. The content of N2O produced by strain BJ was significantly higher than that of strain 

DJ（P < 0.05）. 

Keywords：lawn soil；heterotrophic nitrifying bacteria；nitrification characteristic；N2O emission 

 

异养硝化是土壤氮素转化的重要过程，异养硝化是指异养微生物在好氧条件下将还原态氮氧化

为 NO2
-和 NO3

-的过程，由于研究起步较晚，异养硝化的功能微生物及硝化特征、硝化产物、微生物

作用机制等仍不清楚。与自养硝化相比，异养硝化作用的底物既可以是无机态氮也可以是有机态氮，

特定环境条件下异养硝化是硝化作用的主要过程。已有研究证实，异养硝化作用是草地、森林等原

始土壤 N2O 排放的主要贡献者，尤其在酸性森林土壤中更为明显（Nakajima et al.，2005；Baggs，

2011；Zhang et al.，2011；Chen et al.，2014）。本课题组研究发现，在北方的草坪土壤中，异养硝

化作用占 N2O 排放的 62%（白龙 等，2016）。虽然目前仍有很多机制未得到解释，对一些现象的

解释也不尽圆满，但异养硝化在氮素转化中的作用已是不争的事实。 

迄今为止，主要围绕污泥、水体、火山灰、土壤等不同生境中筛选出的 20 余属异养硝化菌株进

行探索性研究（Pedersen et al.，1999；de Boer & Kowalchuk，2001；Joo，2005；Schmidt et al.，2011；

Zhang et al.，2014）。污泥中分离的 Acinetobacter sp. YF 菌，对铵态氮的总硝化率达 92%，且无 NO2
--N

和 NO3
--N 的积累，异养硝化、反硝化能力都极强，几乎能将 NO3

--N 完全去除（辛玉峰 等，2011）。

从湿地泥中分离的 Micrococcus sp．HB-1 菌，铵态氮的总硝化率仅为 49.2%，但缺氧条件下反硝化

能力相当高（陈威 等，2010）。在假单胞菌属、丛毛单胞菌属、副球菌属、红球菌属、节杆菌属、

不动杆菌的研究中发现，不同属、种的菌种对铵盐及硝酸盐的利用率、硝化中间产物、最终产物的

研究结果并不一致，尚存很多不确定性（Brierley & Wood，2001；陈威 等，2010；潘学军 等，2010；

辛玉峰 等，2011；王田野 等，2017）。 

异养硝化过程中被氧化的氮的去向主要有 3 个：微生物固持、硝化中间产物和硝酸盐。中间产

物含 N2O、N2 等气态产物，但不同菌株产生气态产物的途径和量并不相同。来自海洋的嗜冷菌株

Psychrobacter sp．S1-1 硝化过程的主要气体产物是 N2O（Zheng et al.，2011）。Acinetobacter sp．HA2

在硝化过程中未发现 N2O 排放，且 N2 质量浓度稳定在 13 mg · L-1（Yao et al.，2013）。具异养硝化

功能的蜡状芽孢杆菌株（Bacillus cereus WXZ-8）的 N2O 产生量约占降解总氮的 0.6%，被认为是排

放量较低的菌株（尹明锐 等，2010）。由于已发现的菌株数量不多，研究积累少，尚不清楚造成上

述现象的具体原因，需要更深入的研究。 

草坪是园林绿地、高尔夫球场的主体植被，在减肥减药的大背景下深入研究异养硝化微生物的

硝化特性，对于掌握植物对氮素的利用途径，提高草坪土壤氮素利用率，控制草坪土壤温室气体排

放具有重要意义。本试验中采用选择性培养基从草坪土壤中筛选分离出异养硝化细菌，通过菌种

16S rDNA 测序结果与 GenBank 中进行同源性对比后确定菌种，并以无机氮为氮源测定其硝化特性，

分析硝化产物及 N2O 排放特征，为进一步揭示异养硝化菌对不同氮源的有效利用率，阐明硝化机理

提供参考。 
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1  材料与方法 

1.1  供试土壤 

土样采自沈阳农业大学百草园草坪试验基地（41°46′N，123°25′E），草坪面积为 2 000 m2，2012

年建植早熟禾草坪。年平均气温 7.8 ~ 8.0 ℃，年降水量 700 mm。草坪生长期约 6 个月（4 月下旬

至 10 月下旬）。草坪土壤为棕壤，含有机质 10.16 g · kg-1，全氮 0.45 g · kg-1，全磷 0.85 g · kg-1。共

设置 3 个小区，每小区面积为 2 m × 2 m。2016 年 9 月，从每小区中以 5 点法取 0 ~ 10 cm 土层鲜土

并混合成 500 g 土样，3 小区共 3 个土样。过筛去除杂物后用于菌种的筛选培养。 

1.2  异养硝化菌的分离筛选 

硝化培养基（g · L-1）：(NH4)2SO4 0.5，C6H5Na3O7 · 2H2O 4.9，NaCl 0.12，K2HPO4 1.0，MgSO4 · 7H2O 

0.5，FeSO4 · 7H2O 0.03，CaCl2 0.3；pH 7.0 ~ 7.2。在液体培养基中加入 1.5%琼脂粉，高压灭菌后倒

入平板内冷却即可得到相应的固体培养基，用于菌种的纯化分离。 

反硝化培养基（g · L-1）：KNO3 0.5，C6H5Na3O7 · 2H2O 4.9，NaCl 0.12，K2HPO4 1.0，MgSO4 · 7H2O 

0.5，FeSO4 · 7H2O 0.03，CaCl2 0.3；pH 7.0 ~ 7.2。 

细菌的纯化分离：取 5 g 土样放入无菌水中振荡 2 h 后，取 2 mL 上清液放入液体硝化培养基中，

30 ℃、150 r · min-1，培养箱中进行活化。取活化后的菌液 1 mL，用无菌水进行梯度稀释（101 ~ 108）

后进行平板划线分离，得到纯菌株。 

1.3  菌种 16S rDNA 的 PCR 扩增和测序 

用于 16S rDNA PCR 扩增的引物为通用引物。27F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′；1492R：

5′-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3′。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。 

PCR 反应体系（50 μL）：10× Buffer（含 Mg2+）5.0 μL，DNTP 1.0 μL，正向和反向引物各 1.5 μL，

模板 1.0 μL，Taq 聚合酶缓冲液 1.0 μL，ddH2O 39.0 μL。 

PCR 反应程序如下：95 ℃ 5 min，95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，72 ℃ 7 min，35 个

循环。反应完成后通过凝胶电泳检测，确认 PCR 扩增片段进行测序分析。测序委托上海佩森诺公司

完成。 

1.4  菌种的鉴定 

对筛选的菌种进行革兰氏染色，在显微镜下观察菌种的形态和革兰氏染色情况，并将菌种 16S rDNA

测序结果与 GenBank 中进行同源性对比后确定菌种。 

1.5  菌株的异养硝化及反硝化特征测定 

以 2%的接种量接种于 100 mL 的液态硝化培养基和反硝化培养基中，在 30 ℃条件下恒温摇床

培养，设定转速 150 r · min-1。每隔 2 h 检测培养液中的 pH、NH4
+-N、NO3

--N、NO2
--N 和菌株浓度

OD600 值至 NH4
+、NO3

-浓度稳定。以不接种的液体培养基作为空白对照，根据培养基中 NH4
+-N、

NO3
--N、NO2

--N 浓度变化绘制硝化曲线，分析菌株的异养硝化和反硝化特征。根据 OD600 值的变化

绘制菌株生长曲线，分析菌株生长特性。NH4
+-N 采用靛酚蓝分光光度法，NO3

--N 采用紫外分光光

度法，NO2
--N 采用氮 1–萘基乙二胺分光光度法，以不接种的液体培养基为空白对照，测定菌株在

600 nm 的分光光度值，N2O 采用气相色谱仪测定，总氮采用碱性过硫酸钾紫外分光光度法测定。 
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2  结果与分析 

2.1  菌种鉴定 

经过固体培养基筛选后得到两株异养硝化能力较强的细菌。两个菌株都呈革兰氏阴性，既没有

孢子也没有鞭毛，不透明。其中一个菌株呈白色，表面干燥，边缘整齐，粘；另一个菌株呈乳白色，

表面隆起，边缘整齐、光滑。SEM 图像表明，两个菌株细胞呈杆状，大小分别为（0.7 ~ 0.9）µm × 0.5 µm

和（1.0 ~ 1.2）µm × 0.5 µm。 

16S rDNA 片段长度分别为 1 448 和 1 460 bp，经 GenBank 的同源性比较得知，两个菌株都是假

单胞杆菌株属细菌，分别命名为 Pseudomonas sp. BJ 和 Pseudomonas sp. DJ，登录号为 MF001078 和

MF001079。以目的菌株 16S rDNA 基因序列为基础，选择已知其他异养硝化菌株的 16S rDNA 基因

序列，采用 MEGA7.1 软件构建系统发育树（图 1）。从图中看出，相同属的不同菌株之间系统发育

差异较大，两个菌株与 Pseudomonas sp. CCOS 191 的相似度较高。两个菌株虽然属于同一个属，但

系统发育上有一定的距离，可视为两个单独发育的异养硝化菌。 

 

图 1  基于 16S rDNA 序列的 Pseudomonas sp. BJ 和 Pseudomonas sp. DJ 的系统发育树 

Fig. 1  Neighbour-joining phylogenetic tree based on the comparison of partial 16S rRNA gene sequences  

showing the phylogenetic position of Pseudomonas sp. BJ and Pseudomonas sp. DJ， 

and other reference sequences 

 

2.2  菌株的异养硝化特性 

以(NH4)2SO4 为唯一氮源、C6H5Na3O7 · 2H2O 为唯一碳源的异养硝化过程中，24 h 内液体培养基

的 NH4
+-N、总氮浓度及 OD600 值变化见图 2。 

可以看出，BJ 菌株的生长停滞期约 2 h，在 14 h 内将 NH4
+-N 从 103.32 mg · L-1 降至 3.50 mg · L-1，

对 NH4
+-N 的总硝化率达 96.61%，最大硝化速率为 21.97 mg · L-1 · h-1，平均为 4.16 mg · L-1 · h-1。DJ

菌种在 14 h 内将 NH4
+-N 浓度降低至 3.03 mg · L-1，总硝化率达 97.06%，最大硝化速率为 18.90 

mg · L-1 · h-1，平均速率为 4.18 mg · L-1 · h-1。随着 NH4
+-N 浓度下降菌株 BJ 和 DJ 的总氮去除率分别

为 27.70%和 25.07%。 
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图 3  菌株 BJ、DJ 的 OD600 与 NH4
+-N 浓度变化相关关系 

Fig. 3  Relationships between ammonia concentration and OD600 

of strain DJ and strain BJ 

图 2  以铵盐为基底的硝化过程中 NH4
+-N、总氮浓度和 OD600 值的变化 

Fig. 2  Changes in NH4
+-N，total nitrogen concentration and OD600 in the nitrifying process with ammonium nitrogen 

 

两个菌株的生长量（OD600 值）随培养时

间呈上升趋势。BJ 菌株的急速生长期为 2 ~ 14 

h，之后进入稳定期。DJ 菌株的急速生长期为

前 6 h，6 ~ 16 h 期间缓慢增加，16 h 后有所减

少。 

在 24 h 培养期间，为了解菌种的生长特性

和 NH4
+-N 硝化的相关关系，绘制 NH4

+-N 浓度

和菌株 OD600 的拟合曲线（图 3）。分析发现，

两个菌株对NH4
+-N的硝化曲线并不完全一致，

BJ 菌株 NH4
+-N 下降与 OD600 增长较同步，而

DJ 菌株初期菌株生长较快，后期菌株增长较

慢，NH4
+-N 的浓度变化较大。两个菌株 NH4

+-N

浓度与 OD600 值变化呈显著负相关。 

两个菌株不仅对 NH4
+-N 的硝化速率有差异，中间产物也并不相同。BJ 菌株产生的 NH2OH-N

浓度最大值为 1.00 mg · L-1，而 DJ 菌株为 4.29 mg · L-1，显著高于 BJ 菌株（P < 0.05，图 4）。 

 

图 4  硝化培养基中 NH2OH-N、NO2
--N、NO3

--N 浓度变化 
Fig. 4  The changes of NH2OH-N，NO2

--N and NO3
--N concentration with heterotrophic nitrification medium 
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图 5  BJ 和 DJ 菌株在异养硝化过程中的 N2O 浓度 
Fig. 5  N2O concentration of strain BJ and strain DJ in the 

heterotrophic nitrification process 

*P < 0.05. 

硝化过程中两个菌株均产生 NO2
--N，其浓度随着培养时间呈上升趋势，BJ、DJ 菌株分别在 22

和 20 h 达到最大值 3.82 和 4.12 mg · L-1（图 4），二者相近。 

NO3
--N 往往是硝化过程的最终产物，BJ 和 DJ 菌株在 NO3

--N 产生量上有很大区别，两个菌株

都在 6 h 内迅速积累，然后进入缓慢积累期（图 4）。BJ 菌株在培养 12 h 后 NO3
--N 浓度开始下降，

而 DJ 菌株产生的 NO3
--N 浓度随着培养时间的延长逐渐积累。培养末期，BJ 菌株硝化产生的 NO3

--N

浓度为 3.37 mg · L-1，而 DJ 菌株高达 12.15 mg · L-1，远高于 BJ 菌株（P < 0.05）。 

2.3  硝化过程中 N2O 的排放量 

两个菌株在硝化过程中均产生 N2O，6 h

内 DJ 菌株产生的 N2O 浓度达到 0.14 µg · L-1，

而 BJ 菌株在 10 h 内达到 0.22 µg · L-1，之后保

持相对稳定（图 5），BJ 菌株的总排放量显著

高于 DJ 菌株（P < 0.05）。 

2.4  菌株的反硝化特征 

以 KNO3 为氮源的反硝化培养基中，两个

菌株的生长特征、NO3
--N、NO2

--N 及总氮（TN）

浓度变化如图 6 所示。两个菌株对 NO3
--N 的

降解能力基本相同，48 h 降到最低值，分别为

28.11 和 30.84 mg · L-1，但对 NO3
--N 的利用率

并不高，最大反硝化速率分别为 0.99 和 1.00 

mg · L-1 · h-1。两个菌株生长量（OD600）都在

24 h 达到高峰，OD600 值分别为 1.03 和 1.17，

之后 BJ 菌株保持稳定，而 DJ 菌株在 24 ~ 48 h 内呈下降趋势。两个菌株的生长曲线与 NO3
--N 的减

少并不同步，反硝化能力有差异。整个培养过程中，NO2
--N 浓度都较低，并且变化幅度小，这说明

两个菌株虽有反硝化能力但作用并不强。 

 

 

 

图 6  BJ 和 DJ 菌株以 NO3
--N 为基底的反硝化特征 

Fig. 6  Denitrification characteristics of strain BJ and strain DJ with nitrate nitrogen  
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3  讨论 

3.1  异养硝化菌的硝化特征及硝化产物 

为了掌握异养硝化菌的硝化特征，本试验中采用选择性培养基从草坪土壤中筛选出两个异养硝

化菌株 BJ 和 DJ，并以无机氮为氮源测定了其硝化能力及中间产物。两个菌株对铵态氮的最高利用

率分别达到 21.97 和 18.90 mg · L-1 · h-1，比已发现的 Providencia rettgeri YL（18.70 mg · L-1 · h-1）、

Cupriavidus sp. S1（10.43 mg · L-1 · h-1）以及 Acinetobacter sp. Y1（10.28 mg · L-1 · h-1）对铵态氮利用

率（Taylor，2009；Liu et al.，2015；Sun et al.，2016）都高。BJ 和 DJ 菌株对铵态氮的平均硝化速

率分别达 4.16 和 4.18 mg · L-1 · h-1，比 Pseudomonas sp. AS-1（1.15 mg · L-1 · h-1）和 Vibrio dabolicus 

SF16（2.29 mg · L-1 · h-1）的硝化速率（Su et al.，2006；Duan et al.，2014）都高。充分证实两个菌

株对铵态氮有较高的氧化能力，且在 2 h 快速增长，比 ZW5 菌株在 6 h 以及 Acinebacter junii YB 在

3 h 开始快速增长（王弘宇 等，2009；Lei et al.，2015）都要早，这可能与菌种的特性有关。本试

验中硝化作用发生在菌株生命活动最为旺盛的培养前期，与张光亚等（2003）报道的硝化作用可能

是发生在老龄细胞中的结果不相同，说明不同菌种的硝化特征不同。培养后期菌种 OD600 值保持稳

定，可能是培养基中营养物质不足造成的。 

本试验中，两个菌株的硝化中间产物并不一致。两个菌株都产生 NH2OH，NH2OH 是异养菌在

硝化过程中将 NH4
+转变成为 NO2

-的中间产物。这说明这两个菌株进行硝化时首先是将 NH4
+硝化成

为 NH2OH。在 24 h 的培养过程中，两个菌株培养基中的 NO2
--N 浓度总体趋势都上升，这与

Rhodococcus sp. CPZ24 菌（Chen et al.，2012）的试验结果一致，而与菌株 Acinetobacter sp. Y1（Liu 

et al.，2015）在培养过程中一直没有检测到 NO2
--N 和 NO3

--N 的结果并不一致。本试验中，BJ 和

DJ 菌株的代谢途径可能是：NH4
+ → NH2OH → NO2

- → NO3
-。 

硝酸盐是异养硝化作用的最终产物，BJ 菌株的 NO3
--N 在培养 14 h 后下降，DJ 菌株在 16 h 后

下降。但培养末期，DJ 菌株的 NH2OH 和 NO2
-等中间产物浓度相等，而最终产物 NO3

--N 浓度远高

于中间产物，BJ 菌株的 NO2
--N 和 NO3

--N 浓度相等。BJ 菌株的 NO3
--N 浓度为 4 mg · L-1，而 DJ 菌

株高达 12 mg · L-1，可能是 BJ 菌株通过反硝化作用消耗了部分硝酸盐，但两个菌株的反硝化能力并

不强且无显著差异，此结果需要进一步研究。 

两个菌株在氨态氮的硝化过程中，培养基中总氮浓度变化表现出相同的趋势，这说明二者很容

易将 NH4
+-N 转变成为细胞内氮和中间产物。这与 Pseudomonas tolaasii Y-11 的氮固持结论（He et al.，

2016）一致。总氮去除过程中释放 N2O、N2 等含氮气体，这可能是总氮不平衡的主要原因。本次试

验只测定了 N2O 的浓度，今后的试验中应考虑 N2 的浓度。这样才能全面了解总氮的去向。 

3.2  异养硝化过程的气态产物 

硝化过程中的 N2O 产生途径有两种解释：一种是羟胺被硝化为亚硝酸过程中产生的副产物，另

一种是在亚硝酸进行好氧反硝化时产生（Zhang et al.，2011）。有研究表明，羟胺在有氧条件下会

转变成为 N2（Joo et al.，2005；Zhao et al.，2010，2012）。本试验中 DJ 菌株的羟胺浓度比 BJ 菌株

高，但是 N2O 浓度比 BJ 菌株低，可能是因为 DJ 菌株生成的羟胺直接转化成为 N2 而并没有转变成

N2O，导致 DJ 菌株的 N2O 浓度低于 BJ 菌株。 

在硝酸钾为唯一氮源的反硝化系统中，BJ 和 DJ 两株菌株的最大反硝化速率为 0.99 和 1.00 

mg · L-1 · h-1，比 Cupriavidus sp. S1 和 Klebsiella pneumoniae CF-S9 的 8.64 和 2.2 mg · L-1 · h-1（Padhi et 
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al.，2013；Sun et al.，2016）低很多。充分说明 BJ 和 DJ 菌株的反硝化能力并不强。在草坪土壤中

细菌的反硝化能力相对较低，可降低反硝化造成的氮损失，有利于草坪土壤中氮的保存和利用。另

一方面，虽然 N2O 产生主要来自硝化和反硝化作用，但因本次试验中检测到这两个菌株反硝化能力

较弱，因而并未测定反硝化产生的 N2O。 

本试验是在培养液中进行的，具有试验周期短，容易监测的特点，对于快速探究异养硝化菌的

硝化特性、选育优异菌种意义有重要意义。但筛选到的菌种在草坪土壤异养微生物中占多大比重，

是否为主要功能种群，还需进一步验证。另外，筛选的菌种在草坪土壤环境中是否仍具有高效的硝

化特性，还需要深入研究。 
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