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一株根瘤菌菌株及其应用

(57)摘要

本发明公开了一株根瘤菌菌株及其应用，根

瘤菌菌株命名为根瘤菌(Rhizobium sp.)，菌株

号为zb612，保藏号为CGMCC No.10721，于2015年

4月15日保藏于位于北京市朝阳区北辰西路1号

院3号中国科学院微生物研究所的中国微生物菌

种保藏管理委员会普通微生物中心。本发明的菌

株可用于现场实际污水脱氮，以提高原油污泥的

去氨氮效果。本发明所提供的根瘤菌具有脱氨氮

特性，能够利用有机碳为唯一碳源，氨氮作为唯

一氮源进行新陈代谢，通过异养硝化-好氧反硝

化作用直接把氨氮转化为N2，完成脱氮，解决了

传统生物脱氮中好氧硝化，缺氧反硝化分段处理

的问题。
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1.一株根瘤菌菌株，其特征在于，命名为根瘤菌(  Rhizobium  sp.)，菌株号为zb612，保

藏号为CGMCC  No.10721。

2.一种如权利要求1所述根瘤菌菌株在降解废水氨氮中的应用，其特征在于，包括：将

所述根瘤菌的悬浮液投加到废水处理工艺的好氧池中，所述液体悬浮液的投加量为好氧池

内泥水混合物重量的0.5～1.5％；所述废水为生活污水或制药废水，所述好氧池内溶解氧

控制为0.2～1mg/L；所述废水中C/N为2～10，所述废水的pH值为6～9。

3.根据权利要求2所述应用，其特征在于，所述废水的温度为25～40℃。
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一株根瘤菌菌株及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于环境保护技术领域，具体涉及一种具有异养硝化好氧反硝化功能的根

瘤菌菌株及其应用。

背景技术

[0002] 氨氮是水体污染的主要污染物之一，氨氮超标能引起水质恶化，水体富营养化，进

而导致水生动物大量死亡的主要原因。氨氮降解可以分为生物脱氮，物化脱氮，但作为最经

济有效的方法，生物脱氮法也最具有发展前景，但是传统的生化脱氮途径要经过好氧硝化

和缺氧反硝化两个过程，工艺复杂，成本较高，因此对于同时具有硝化反硝化功能的异养硝

化细菌的分离与应用，以然成为生物脱氮法中一个重要的研究内容，具有很好的发展前景。

[0003] 近年来，已有学者从环境中分离出高效氨氮降解菌，并成功的应用于实际污水中，

提高原有污泥活性及氨氮降解特性。因此，基于同步硝化反硝化的机理，异养硝化菌的分离

及在实际污水中的应用在当前具有重要的研究价值与意义。

[0004] 例如，公开号为CN  103243050A的中国发明专利申请文献公开了一株低温氨氮降

解菌，应用于低温饮用水氨氮降解，在菌株量达到107～109个/ml，初始氨氮浓度为5.0mg/L

时，用乙酸钠作为碳源，C/N比为2，在温度2℃，pH值7.2，150rpm(溶解氧大于5mg/L)条件下，

对氨氮降解30min后，降解速率可达6.36mg  NH4+/L·h。

[0005] 公开号为CN  104478091A的中国发明专利申请文献公开了一种高效氨氮降解复合

菌种的培养方法，(1)取进入生化池待降解的氨氮废水，经过滤、脱色、出油预处理后，用蒸

馏水稀释制备成10倍、8倍、5倍、2倍及0倍废水稀释液，备用；(2)制备氨氮降解复合菌种的

废水稀释液培养基；(3)氨氮降解复合菌种液制备；(4)保存与活化氨氮降解复合菌种液。复

合菌种液主要用于高氨氮废水的处理。

[0006] Paracoccuspantotrophus是最早被发现有异养硝化一好氧反硝化功能的一株细

菌，世界各地的学者对其特殊的代谢途径展开了广泛深入的研究，有关异养硝化细菌的分

类，降解动力学，以及酶学的研究都在深入。但到目前为止，异养硝化细菌的工程应用还不

成熟。

[0007] 生物脱氮技术是最广泛应用的污水脱氮技术，具有经济，有效，低污染的作用。具

有处理量大，成本低，以及不产生二次污染等优点成为大家的选择，在不改变现有处理设施

的基础上，通过添加特定的高效微生物菌来进行生物强化，能够提高原有生物系统对目标

物的去除，污水治理效果得到提高，因而备受大家重视与喜爱。

发明内容

[0008] 本发明提供一株根瘤菌菌株及其应用，能够在碳源存在的情况下快速有效的降解

氨氮，为同步去除氨氮提供了新的途径。

[0009] 一株根瘤菌菌株，命名为根瘤菌(Rhizobium  sp .)，菌株号为zb612，保藏号为

CGMCC  No.10721。
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[0010] 本发明的根瘤菌菌株于2015年4月15日保藏于位于北京市朝阳区北辰西路1号院3

号中国科学院微生物研究所的中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心。

[0011] 本发明的根瘤菌(Rhizobium  sp.)zb612，属于革兰氏阴性细菌，是从垃圾渗滤液

处理厂的生化池污泥中取样，在异养硝化培养基中进行富集驯化培养，氨氮作为唯一的氮

源，最后通过稀释平板划线分离得到。

[0012] 其中，富集驯化菌株的异养硝化细菌培养基：(NH4)2SO40.5g，葡萄糖5.0g，维氏盐

溶液50ml，加水溶解，补充蒸馏水至1L，调节pH至7.0。

[0013] 其中维氏盐溶液：K2HPO45 .0g，M  gSO4·7H2O  2 .5g，NaCl  2 .5g，FeSO4·7H2O 

0.05g，MnSO4·4H  2O  0.05g，溶解后加水定容至1L。

[0014] 本发明所提供的菌株，具有以下表型特征：在20-40℃下，在LB培养基上培养12-

24h后，菌落为丝状，成分散型，菌落颜色为白色，通过革兰氏染色成阴性。

[0015] 本发明所提供的菌株的16S  rRNA序列长度为1405bp，其碱基序列如SEQ  ID  NO:1

所示。

[0016] 本发明所提供的根瘤菌zb612具有脱氨氮特性，能够利用有机碳为唯一碳源，氨氮

作为唯一氮源进行新陈代谢，通过异养硝化-好氧反硝化作用直接把氨氮转化为N2，完成脱

氮，解决了传统生物脱氮中好氧硝化，缺氧反硝化分段处理的问题。

[0017] 本发明的菌株可用于现场实际污水脱氮，以提高原油污泥的去氨氮效果，因此，本

发明还提供一种根瘤菌菌株在降解废水氨氮中的应用。

[0018] 所述废水为生活污水或制药废水等。

[0019] 具体应用时，将所述根瘤菌的悬浮液投加到废水处理工艺的好氧池中。所述液体

悬浮液的投加量为好氧池内泥水混合物重量的0.5～1.5％。

[0020] 所述好氧池内溶解氧控制为0.2～1mg/L。进一步地，溶解氧控制为0.5～0.8mg/L。

[0021] 所述废水的pH值为6～9；进一步地，所述废水的pH值为7～8。

[0022] 所述废水中C/N为2～10。

[0023] 所述废水的温度为25～40℃；进一步地，所述废水的温度为25～35℃。

[0024] 本发明的根瘤菌(Rhizobium  sp.)zb612，能够在碳源存在下，去除氨氮和COD，进

一步研究发现，其能够在低溶氧状态下去除氨氮，并且无硝酸盐，亚硝酸盐的积累，能够很

好的克服传统工艺的问题。

[0025] 本发明的菌株应用于高氨氮废水的处理，能够在低溶氧，高COD，高氨氮情况下生

长繁殖，进行异养硝化好氧反硝化作用，把氨氮直接转化为氮气，无硝酸盐，亚硝酸盐的残

留，同时COD也去除。氨氮小于80mg/L的情况下，能几乎全部降解完全，氨氮在大于100小于

200情况下降解效率可达50％-76％。

附图说明

[0026] 图1是实施例1中根瘤菌zb612的生长曲线。

[0027] 图2是实施例4中出水氨氮含量结果图。

具体实施方式

[0028] 实施例中各种污染物的监测分析方法参考《水和污水监测分析方法》(第四版，中
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国环境科学出版社，2002)，实施例中使用的各种单位，统一采用国家标准。

[0029] 氨氮降解培养基成分：葡萄糖5g，(NH4)2SO4  0.5g，NaCl  0.3g，K2HPO41.0g，MgSO4·

7H2O  0.3g，FeSO4·7H2O  0.03g，CaCO37.5g，加水定容至1L。

[0030] 葡萄糖硝酸盐培养基成分：5g、葡萄糖，2g  KNO3，1g  KH2PO4，1g  K2HPO4，0.20g 

MgSO4·7H2O，1  000mL蒸馏水，pH  7.2～7.5。

[0031] 异养硝化细菌培养基：(NH4)2SO40.5g，葡萄糖5.0g，维氏盐溶液50ml，加水溶解，补

充蒸馏水至1L，调节pH至7 .0。其中维氏盐溶液：K2HPO45 .0g，M  gSO4·7H2O  2 .5g，NaCl 

2.5g，FeSO4·7H2O  0.05g，MnSO4·4H2O  0.05g，溶解后加水定容至1L。

[0032] 实施例1

[0033] 一、根瘤菌zb612的分离筛选

[0034] (1)污泥的驯化：取某垃圾渗滤液处理厂活性污泥5g，将其置于250ml氨氮降解培

养基中，温度30℃，转速100连续摇床培养两天，两天后往锥形瓶中加入5ml灭菌处理的硫酸

铵溶液(1.5g/L)，继续对其驯化，重复此步骤3次，取出泥水5ml于灭菌好的离心管中静置。

[0035] (2)极限稀释分离：取上述上清液1ml置于有10ml无菌生理盐水的离心管中，逐级

稀释到10-6，，做三个平行，从10-5与10-6段中取0.2ml平板涂布，培养48小时，观察菌落生长。

[0036] (3)菌株挑选纯化：从平板上挑选长势好的菌株做平板划线处理，待长成单菌落，

将其置于上述氨氮降解培养基中，观察氨氮降解情况，从中挑选氨氮降解率最高的做进一

步鉴定。

[0037] 二、根瘤菌zb612的鉴定

[0038] (1)培养形态：在LB液体培养基上培养12-24h后，菌落为丝状，成分散型，菌落颜色

为白色，固体培养基培养基中平板培养24-36小时后，菌落呈圆形，凸起，表面有黏液层。

[0039] (2)革兰氏染色：通过革兰氏染色为革兰氏阴性菌。

[0040] (3)16s  rRNA鉴定：将固体斜面送至生工生物工程(上海)股份有限公司做16s 

rRNA鉴定，序列如SEQ  ID  NO:1所示，鉴定结果为根瘤菌。

[0041] 通过以上鉴定结果，确认上述菌株为根瘤菌属的革兰氏阴性菌，将其命名为根瘤

菌(Rhizobium  sp.)，菌株号为zb612，保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物

中心(CGMCC)，保藏号为：CGMCC  No.10721，保藏时间：2015年4月15日。

[0042] 实施例2

[0043] 根瘤菌Rhizobium  sp.zb612的生长及氨氮降解测定

[0044] 将根瘤菌Rhizobium  sp.zb612接种于100ml的LB液体培养基(酵母膏5g/L，蛋白胨

10g/L，NaCl  10g/L)中，于30℃，100rpm，摇床振荡进行培养。培养48h后，将菌体分装保存于

灭菌好的保存管中，每个保存管加0.5ml菌液，0.5ml30％甘油。负80℃保存，以备后用。

[0045] 将菌株挑一环接种于100ml异养硝化细菌培养基中，30℃、100rpm，振荡培养24h，

用作正式降解实验的活性接种液，取活性接种液5％分别进行2组实验，每组分别接入三个

含有100ml灭菌好的氨氮降解培养基中(氨氮的浓度为150ml/L)，于30℃、100rpm，振荡培

养，其中一组，每隔几个小时取样测定菌体光密度，绘制出菌体生长曲线，另一组48H天之后

测定氨氮剩余浓度。

[0046] 菌体生长曲线如图1所示：根瘤菌zb612生长适应期段，很快能进入到对数期的生

长，对数期到稳定期时间为50h小时，之后进入到衰退期，原因可能是培养基碳源消耗殆尽
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导致菌体无法继续分裂生长。在菌体生长48小时之后，氨氮降解达到86.6％。

[0047] 实施例3

[0048] 根瘤菌Rhizobium  sp.zb612的好氧反硝化试验

[0049] 在500ml的锥形瓶中加入200ml葡萄糖硝酸盐培养基，菌体悬浮液按2％体积加入，

摇床培养48小时，观察硝酸盐残留量.

[0050] 试验结果表明：48h之后，硝酸盐浓度的残留量为48.4mg/L，亚硝酸盐很少的积累，

原水硝酸盐浓度352.7mg/L，降解率为：86.2％。

[0051] 试验结果表明，在好氧的条件下，根瘤菌zb612具有好氧反硝化的功能，同时几乎

没有要亚硝酸盐的积累。

[0052] 实验例4

[0053] 根瘤菌zb612的实际污水脱氮小试研究

[0054] 在模拟现场污水处理装置的小型装置中，菌体的液体悬浮液按1％体积的量投加，

同时加入2％体积的活性污泥，进水NH3-N1为160mg/l，COD为2000，溶解氧控制在0.5-

0.8mg/L之间，回流时间为2天，每两天测定出水氨氮含量，实验连续运行3个月

[0055] 实验结果如图2所示：如图可知出水氨氮稳定，维持在10-30mg/l。由此可知：本发

明提供的根瘤菌在低溶氧状态下，能够很好的进行硝化反硝化，并且效果稳定。
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