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一株反硝化真菌的分离鉴定及其对生物塔脱氮
效率的影响∗

邹平†,李传宽,徐志强,陈心仪,孙珮石,毕晓伊,吴志浩
(云南大学　生态学与环境学院,云南　昆明　６５００９１)

　　摘　要:国内外对细菌的作用及作用机制研究较多,而对真菌的作用及机制研究较少．
为了提高 NO,NOx 的脱除效率,本文对脱氮塔生物膜中的反硝化真菌进行了分离、纯化及

鉴定,通过摇瓶实验研究了反硝化真菌对 NO３
－ 的作用特征,最后在脱氮塔中投加了分离的

反硝化真菌纯菌株扩大培养液,研究了其对 NOx 脱除效率的影响,还对脱氮塔内真菌的群

落结构进行了高通量测序分析．实验结果表明:经过真菌形态特征和脱氮(NO３
－ )特性研究

及ITS序列测定分析,将３LNB菌株鉴定为镰刀菌的腐皮镰刀菌Fusariumsolani．高通量

测序 分 析 结 果 证 明 了 脱 氮 塔 内 确 实 存 在 镰 刀 菌 属 的 腐 皮 镰 刀 菌 Fusariumsolani．在

NO３
－ —N 浓度高达１０．０１g/L的条件下,实验共１０d,细菌反硝化组反硝化率为５．６％,其

脱除效率为０．５６g/L;真菌３LNB菌株的反硝化率能达到１５．１％,其脱除效率为１．５１g/L．
实验室实验证明３LNB菌株对 NO３

－ 具有较强的反硝化能力．将３LNB纯菌株扩大培养液

４００mL(４％)投加到脱氮塔中,NO,NOx的平均脱除率分别提高了５．１２％,５．３６％．脱氮塔净

化实验证明３LNB培养液能强化微生物对 NO,NOx的脱除效能,这可能主要与腐皮镰刀菌

等真菌细胞存在细胞色素P４５０nor有关．
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IsolationandIdentificationofaFungiwithDenitrificationand
ItsInfluenceonNitrogenRemovalEfficiencyofBiologicalTower

ZOUPing†,LIChuankuan,XUZhiqiang,CHENXinyi,SUNPeishi,BIXiaoyi,WUZhihao
(CollegeofEcologyandEnvironment,YunnanUniversity,Kunming６５００９１,China)

　　Abstract:Athomeandabroad,manystudiesofbacterialtechnologytoremoveNOandNOxhavebeen
performed．However,theeffectandmechanismoffungalwerepoorlystudied．ToimprovetheremovaleffiＧ
ciencyofNOandNOx,thefungiisolatedandidentifiedfromthebiofilmofdenitrifyingtowerthroughshaＧ
kingflasksexperimentwasstudiedonitsnitrogenremovalcharacteristicstonitrate(NO３

Ｇ)．Expanding
culturewasputintothedenitrifytowertostudyitseffectontheNOandNOxremovalefficiency．ThefunＧ
galcommunitystructurethroughhighＧthroughputsequencinganalysiswasmonitored．Theresultsshowed
thatthestrain３LNBthroughmorphological,nitrogen(NO３

Ｇ)removalcharacteristicsresearch,andITSseＧ
quenceanalysiswasidentifiedasFusariumsolani．Forupto１０．０１g/LofNO３

Ｇ_N,thedenitrifyingrateof
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bacteriacontrolgroupwas５．６％ withnitrogenremovalefficiencyof０．５６g/L,butthedenitrifyingrateof
strain３LNBwas１５．１％ withnitrogenremovalefficiencyof１．５１g/Lfor１０days,whichprovedthatthe
strain３LNBhadstrongdenitrificationfunction．ThenitrogenremovalrateofNOandNOxwasincreased
by５．１２％ and５．３６％ onaverage,respectively,aftertheexpandingculture４００mL (４％)ofpurestrain
３LNBwasputintodenitrifyingtower,whichprovedthatthestrain３LNBculturecanimproveremovalrate
ofNOandNOxindenitrifyingtower．ThismaybemainlyrelatedtothepresenceofcytochromeP４５０norin
fungisuchasFusariumsolani．

Keywords:denitrificationtower;coalＧfiredfluegas;fungi;fusariumsolani;denitrification

　　工业烟气排放的SO２和 NOx 是环境中污染十

分严重的气体,是形成酸雨、雾霾的主要原因[１－３]．
微生物净化燃煤烟气较物理化学法显示出独有的

优势,效率高、工艺设备简单、能耗和运行费用低、
二次污染少[４]．从已有的研究成果可知,生物法对燃

煤烟气中 NOx的净化处理主要是基于硝化菌的硝

化作用和反硝化菌的反硝化作用来实现的[５]．
反硝化作用定义为在有机物(电子供体和营养

物)存在条件下,通过微生物反应将 NO３
－ (接受电

子)或 NO２
－ (接受电子)还原为 N２O 或 N２的过程．

即 NO３
－ →NO２

－ →NO→N２O→N２,是大气氮循环

中的一部分．
反硝化细菌的种类很多,研究也较早[６]．反硝化

作用一度被认为只存在于细菌中,但１９９２年Shoun
等发现真菌中也存在反硝化作用[７]．据研究发现真

菌与细菌的反硝化作用各有其特点．细菌反硝化的

特点是对溶解氧控制要求严格．而真菌反硝化的特

点则是(１)可在微厌氧或有氧条件下进行[８]．(２)真
菌反硝化系统缺乏氧化亚氮还原酶(Nos),不能将

N２O还原为 N２,最终产物为 N２O,而细菌具有 N２O
还原酶(Nos)．真菌可通过与细菌的协同反硝化作

用产生 N２,即 N２或 N２O是由胺和亚胺氮源中的氮

元素与亚硝态氮中的氮素结合产生的[９]．(３)虽有部

分真菌(如尖孢镰刀菌和赤霉菌等)可将 NO３
－ 或

NO２
－ 还原为 N２O,但大部分反硝化真菌只能将

NO２
－ 还原,这表明 NO２

－ 可作为更有效的底物而

被反硝化真菌利用[７]．(４)真菌含有一类特殊的细胞

色素P４５０,细胞色素P４５０具有一氧化氮还原酶的

功能,能还原 NO生成 N２O 是真菌最独特的一步,
也是较经济的一步,真菌细胞色素 P４５０nor催化

NO还原的速度约为细菌 NO 还原酶的５倍,在真

菌的反硝化作用中起着非常重要的作用[１０]．
目前生物法对烟气的 NOx尤其是 NO 的脱除

效率还较低[１１－１２],国内外也没有生物法烟气同时脱

硫脱氮工艺的真菌群落结构及其功能作用的研究

报道．为了提高生物法对 NOx 尤其是 NO的脱除效

率,本文对脱氮塔生物膜中的真菌群落结构进行了

高通量分析,对具有反硝化作用的真菌进行了分离

纯化及鉴定,随后研究了真菌对 NO３
－ 的反硝化作

用特征,最后在脱氮塔中添加所分离真菌纯菌株的

扩大培养液研究了其对 NO,NOx脱除效率的影响．

１　材料与方法

１．１　实验材料

真菌菌种来源:从脱氮塔中无菌操作取出长有

丰富生物膜的陶粒若干,在灭菌烧杯中加适量无菌

营养液振荡使生物膜脱落并摇匀,制成悬液待分离

真菌使用．
反硝化真菌分离纯化培养基为查氏固体培养

基,其组分:蔗糖３０g,NaNO３３．０g,MgSO４􀅰７H２

O０．５g,KCl０．５g,K２HPO４１．０g,FeSO４􀅰７H２O
０．０１g,H２O 溶解、定容到１０００mL,琼脂２０g．利用

传统平板法进行真菌的分离纯化;利用摇床进行真

菌的液体好氧扩大培养．蔗糖既为真菌营养物,也是

反硝化电子供体．
１．２　烟气处理装置

实验室动态法配制混合气体的温度控制在２８
~３０℃,与部分实际工业产生的烟气基本一样．生
物净化装置由玻璃管加工制作而成．生物膜填料层

用内径Φ９５mm 的玻璃管制成,填料层总高１．０m,
分为两层,层间距约为０．１m．生物膜填料塔采用气

液逆流操作,SO２和 NOx 烟气采用动态法配制,即
通过 Na２SO３溶液与 H２SO４溶液及 NaNO２溶液与

H２SO４ 和 FeSO４ 的混合溶液发生化学反应制取

SO２和 NOx,之后与空气混合．填料侧壁设置有三个

气体取样口,采用型号 KM９５０烟气分析仪对烟气

进行测定．进气口初始浓度 NO 控制在１５００×１０－６
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左右,NO２初始浓度控制在５００×１０－６左右,SO２初

始浓度为１０００×１０－６左右．填料采用类球形直径为

１．０~２．５cm 的轻质陶粒,气体流量计每小时进气０．
４m３/h,循环液总体积１０L,流速大小为６~８L/h,
每隔１０d更换循环液２L,脱氮塔pH 控制在７．５~
８．５(饱和NaHCO３溶液调节),实验装置流程见图１．

图１　生物法烟气同时脱硫脱氮实验装置图

Fig．１　Doubletowerssystemofsimultaneousbiological
removalofSO２andNOx

１．３　分析方法

麝香草酚分光光度法[１３]测定培养基中的硝酸

盐含量．格里斯(Griess)试剂比色法[１４]测定培养基

中的亚硝酸盐含量．
为避免细菌和真菌对培养液 N 分析结果的影

响,在紫外分光光度法比色前,对分析培养液样品

高速离心(１３０００r/min)１０min后,取上清液进行

分析测定．因抗生素分子含 N,故每组实验设计了加

入相应抗生素但没加入对应微生物的空白对照组,
其它成分均与对应实验组相同,在比色时作为空白

对照．
１．４　真菌的研究方法

１．４．１　真菌的形态学研究方法

平板法分离纯化真菌,观察平板中菌落形态,
使用生物显微镜、电镜观察真菌个体及局部形态．
１．４．２　反硝化脱氮特征实验

研究反硝化作用的培养基组分:蔗糖３．０g,

MgSO４􀅰７H２O０．０５g,KCl０．０５g,K２HPO４０．１g,

FeSO４􀅰７H２O０．００１g,H２O溶解、定容到１００mL．
前期通过预实验,培养基硝酸钠加入量为６．０７g,相
当于 NO３

－ —N１０．０１g/L．实验时使用细菌抗生素

６g/L可溶性的头孢菌素[１５],以抑制细菌的生长．真
菌抗生素使用２g/L的氟康唑氯化钠溶液[１６],以抑

制真菌的生长．抗生素根据实验时间的长短实时补

充．反硝化脱氮特征实验已经多次重复,实验结果有

重现性．
选取４支２５０mL锥形瓶,每瓶培养基总体积

为１００mL,按下列顺序编号实验．

１＃真菌反硝化组:研究分离培养的真菌是否

具有反硝化作用．灭菌培养基中加入１mL真菌培

养悬液,６g/L的头孢菌素１mL;

２＃真菌与细菌反硝化组:研究分离培养真菌

与生物膜悬液对 NO３
－ 是否具有反硝化协同作用．

灭菌培养基中加入１mL的真菌培养悬液,并加１
mL脱氮塔的生物膜悬液;

３＃细菌反硝化组:灭菌培养基中加入１mL脱

氮塔中的生物膜悬液,并加２g/L真菌抗生素氟康

唑氯化钠溶液１mL,作为细菌反硝化组;

４＃空白对照组:灭菌培养基中加入６g/L的头

孢菌素１mL,加入真菌抗生素氟康唑氯化钠溶液１
mL．实验分组编号情况如表１所示．

表１　实验分组编号

Tab．１　Groupnumberingintheexperiments

编号
氮柱

悬液

真菌

３LNB

细菌

抗生素
硝酸盐

真菌

抗生素
备　注

１ √ √ √
真菌反

硝化组

２ √ √ √
真菌与细菌

反硝化组

３ √ √ √
细菌反

硝化组

４ √ √ √ 空白对照组

　　注:√表示添加,无√则不添加．

实验共１０d,各实验组每天取一次共１０次样品

测 定 NO３
－ —N 量,最 后 一 天 测 定 培 养 基 中

NO２
－ —N量．分析各实验组氮素的分布情况．

１．５　真菌菌株的分子生物学鉴定

将密封好的纯菌株平板寄往上海生工生物工

程股份公司进行鉴定．真菌组的 DNA 提取采用

Ezup柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂盒 SK８２５９
(上海生工生物工程股份公司)．以纯化后的真菌总

DNA 为 模 板,用 真 菌 通 用 引 物 TCCGTAGGTＧ
GAACCTGCGG 进 行 PCR 扩 增,扩 增 片 段 为

ITS１,其长度在６００bp左右．PCR 扩增程序为:９４
℃预变性４min;９４℃变性４５s,５５℃退火４５s,７２
℃延伸１min,３０个循环,最后于７２℃延伸修复１０
min,４℃保存．反应完成后,经１％琼脂糖电泳,检测

扩增片段的大小和特异性．将菌株测得的ITS１序列

在 NCBI上blast进行对比,采用邻接法进行进化关

系分析和系统树的构建．
１．６　高通量分析脱氮塔中真菌群落结构

将脱氮塔内的陶粒取出,通过一系列的无菌操

作,得到大量的微生物,然后将冷藏有微生物的离
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心管寄往上海生工生物工程股份有限公司进行高

通量测序分析真菌的群落结构．
序列数据处理:将多条序列按其序列间的距离

对它们进行聚类,后根据序列之间的相似性作为域

值分成操作分类单元(OTU),通常域值的序列相似

性定为０．９７,操作分类单元被认为可能属于属;域
值的序列相似性定为０．９９被认为可能属于种．

OTU聚类采用的软件为uclust．
对处理后序列进行物种分类,采用的软件为

RDPclassifier,RDPclassifier是基于Bergey＇staxＧ
onomy．Bergey＇staxonomy分为６层,它们依次为域

(domain)、门(phylum)、纲(class)、目(order)、科

(family)、属(genus)．同时,基于 OTU 聚类的结果,
获取每一个 OTU 聚类的代表性序列,分别是长度

最长序列(length)、丰度最大的序列(abundance)和
所有的序列(ALL)形成三份结果,并进行各类 RDP
分析．
１．７　真菌对脱氮塔脱氮效率的影响研究

实验室温度２８~３０℃,每天测定脱氮塔 NO,

NO２的脱除率３次(早中晚各一次),取平均值,共７
d．作为真菌添加前的实验对照．同时将分离纯化的

３LNB菌株用查氏液体培养基进行扩大培养,培养

液体积共４００mL,培养３d左右真菌生长旺盛时,
向脱氮塔内添加此真菌培养液,控制与对照组相同

的环境条件(温度、pH,空气流量、循环液流速等),
然后再次每天测定脱氮塔 NO,NO２的脱除率,测定

方法与对照组一致,共７d．同时观察真菌３LNB在

脱氮塔内的生长情况,记录实验数据,并与添加前

数据进行对比分析．

２　结果与讨论

２．１　形态学鉴定

真菌３LNB在查氏培养基平板上生长迅速．在

３０℃恒温培养箱中,４８h后长出菌落,菌落平展,白
色,无气味,呈细长绒毛状．用显微镜观察可以看到

菌丝透明,有隔,分支;小分生孢子有１~２个分隔,
呈纺锤形至卵圆形;大分生孢子,有３~５个分隔,呈
梭形至月牙形,末端较钝;厚垣孢子长于菌丝尖端,
呈圆形．菌株的显微镜图片和电镜图片如图２~３
所示．
２．２　反硝化脱氮特性研究结果

从图４可知:在 NO３
－ —N浓度高达１０．０１g/L

的条件下,实验共１０d,细菌反硝化组反硝化率为５．

图２　真菌３LNB显微镜图片(放大４００倍)

Fig．２　Microscopeimageof３LNB
(Magnified４００times)

图３　真菌３LNB电镜图片

Fig．３　SEMimageof３LNBstrain

６％,其脱除效率为０．５６g/L;真菌３LNB菌株的反

硝化率为１５．１％,其脱除效率１．５１g/L;真菌与细菌

反硝化组９．４％,其脱除效率０．９４g/L．

图４　各实验组反硝化率变化曲线

Fig．４　Thenitrificationrateinexperimentalgroups

本实验对各实验组反应液第１０d的亚硝酸根

NO２
－ 进行了定量测定,其结果如图５所示．
从图５可知:NO２

－ 离子既是反硝化的目标物
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图５　第１０天各实验组反应液中亚硝酸盐氮的质量

Fig．５　Qualityofthedenitratenitrogenin
experimentalgroupsreactionliquidon１０thday

同时也是中间产物,各实验组反应液中均有很少量

的亚硝酸根 NO２
－ 离子存在,但其中真菌反硝化组

与真菌与细菌反硝化组有更低含量的 NO２
－ 离子,

这可能与大部分反硝化真菌只能将 NO２
－ 还原,这

表明 NO２
－ 可作为更有效的底物而被反硝化真菌利

用[７]．空白对照组有极少量的 NO２
－ 离子,这与其被

微生物污染有关．
表２为各实验组反应液第１０d氮素分布情况．

从表２和图５可知,反应液中初始投加 NO３
－ —N

的浓度为１０．０１g/L,浓度较高,目的是结合燃煤工

厂实际需要．燃煤烟气中含有大量的 NOx,SO２,重
金属、碳氢化合物等．NOx,SO２等在细菌作用下会

转变成 NO２
－ ,NO３

－ ,SO４
２－ ．这些离子与重金属离

子会逐渐在循环液中积累从而达到较高的浓度,脱
氮塔在运转中虽然有开路工序(即定期从脱氮塔中

放出定量循环液,以减少循环液中含盐量及微生物

代谢产物),但由于燃煤烟气量太大,循环液中始终

存在较高离子浓度．经检测,循环液中离子浓度常常

在４．０％~９．０％左右．所以本实验培养基设计的离

子浓度为６．０％左右．
经另外纯菌株分离实验可知,在实验室脱氮塔

中还分离纯化出了高嗜盐细菌:如盐单胞菌等．这提

示脱氮塔在长期运行中循环液的较高盐浓度对细

菌等微生物形成了选择性压力．
空白对照组没有接种真菌与细菌,空白实验组

的氮素质量守恒．
细菌反硝化组反硝化反应程度较真菌３LNB小

得多．细菌反硝化组的菌种虽然取自生物膜悬液,但
反应初在其反应液中添加了适量的真菌抑制剂,真
菌不能生长,其内主要是细菌在发挥作用．细菌反硝

化组存在大量能发挥反硝化作用的细菌,但其反硝

化作用强度不如真菌３LNB．
表２　各实验组反应液第１０d氮素分布情况

Tab．２　Nitrogenexistsingintheexperimentalgroups
reactionliquidon１０thday

类　别

真菌反

硝化组

/(１００ml)

真菌与

细菌反

硝化组

/(１００ml)

细菌反

硝化组

/(１００ml)

空白

对照组

/(１００ml)

初始投加

NO３
－ —N/g

１．００１ １．００１ １．００１ １．００１

NO３
－ —N/g ０．８５０ ０．９０７ ０．９４５ ０．９６６

NO３
－ —N/g减少量 ０．１５１ ０．０９４ ０．０５６ ０．０２９

NO２
－ —N/g ０．０４５ ０．０４５ ０．０４９ ０．０２９

总挥发 N/g(N２－N/

g＋N２O－N/g)
０．１０６ ０．０４９ ０．００７ ０

反硝化率％

＝ (NO３
－ —N 减 少

量/g÷初始

投 加 NO３
－ —N/g)

×１００％

１５．１ ９．４ ５．６ ２．９

１０天 脱 氮 效 率 g/L
(以 NO３

－ 减少量计

算)
１．５１ ０．９４ ０．５６ ０．２９

真菌反硝化组的真菌３LNB反硝化反应程度最

高,１０d较细菌反硝化组的反硝化率高９．５％,脱除

效率高０．９５g/L,其反硝化能力较细菌强２．７倍．
真菌与细菌反硝化组中的微生物既有真菌

３LNB,也有生物膜悬液,实验测得其反硝化率１０d
为９．４％,反硝化脱除效率为０．９４g/L,其反硝化脱

氮效率较细菌反硝化组高１．６８倍,但却是单独真菌

３LNB菌株反硝化脱氮效率的０．６２倍,较低．
在李平[１７]的反硝化真菌Ｇ细菌优化组合及其脱

氮能力研究论文中,总 NO３
－ —N 为１０mmol(０．１４

g/L)环境下,镰刀菌属在 ３０h 内能脱除少量的

NO３
－ ,培养一周后能脱除约７０％(０．０９８g/L),并

且几乎没有 NO２
－ 的积累．在几乎没有 NO２

－ 的积

累这一点上,与本论文的实验结果一致．真菌反硝化

组与李平实验 NO３
－ —N脱除效率对比分析如表３

所示．
表３　NO３

－ —N７d脱除效率对比分析

Tab．３　Removalrateofnitratenitrogen
comparisonon７thday

李平实验７d 真菌反硝化组７d

初始 NO３
－ —N/g ０．１４０ １．００１

脱除 NO３
－ —N/g效率 ０．０９８ ０．１３９

从表３可知,在７d实验时间内,真菌反硝化组
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对 NO３
－ —N脱除效率为０．１３９g/L,较李平实验０．

０９８g/L 高１．４２倍．通过比较说明３LNB 菌株对

NO３
－ 具有较强的反硝化作用．
真菌与细菌反硝化组仅从 NO３

－ —N含量减少

的分析 数 据 看,其 反 硝 化 作 用 程 度 似 乎 较 真 菌

３LNB株弱,但该组微生物还含有硝化细菌,其复杂

的微生物系统对 NO２
－ —N的含量分析可能具有一

定的增加作用,此增加作用会导致对真菌与细菌反

硝化组脱氮作用的低估．由于上述实验是以 NO３
－

作为反硝化对象,其与脱氮塔中的硝化对象 NOx有

差异,所以本论文下一步实验即将真菌３LNB菌株

扩大培养后投加到脱氮塔中,研究真菌３LNB对脱

氮塔的脱氮效率影响情况．
２．３　分子生物学鉴定

３LNB 菌 株 PCR 扩 增 的 ITS１ 序 列 长 度

为５１８bp．
Blast结果如图６所示:菌株３LNB的ITS１序

列在系统发育树上与FusariumsolaniKR７０８６４７．１
腐皮镰刀菌聚为一簇,通过 NCBI序列比对,ITS１
序列相似度为１００％．结合生理生化研究,菌落特

征,个体形态的生物显微镜和电镜观察,将菌株

３LNB鉴定为腐皮镰刀菌Fusariumsolani,隶属镰

刀菌属,瘤座孢科,从梗孢目,丝孢菌纲,半知菌亚

门,真菌界．

图６　基于ITS１序列的真菌３LNB菌株的系统发育树

Fig．６　Phylogeneticanalysisandrelatedspecies
basedon３LNBITS１sequence

２．４　脱氮塔中真菌群落结构高通量测序分析

通过高通量测序分析,在门(phylum)水平上样

本主要rankreads数目以及真菌种群相对丰度,由
高到低排序:担子菌门(Basidiomycota)reads２５９１６,

５９．３５％＞子囊菌门(Ascomycota)reads１０７９５,２４．
７２％＞未分类真菌(Unclassifiedfungi)reads４３１６,

９．８８％＞接合菌门(Zygomycota)reads１６６６,３．８２％

＞壶菌门(Chytridiomycota)reads３０３,０．６９％．门水

平热图如图７所示．

图７　门水平热图

Fig．７　Heatmapofphylum

从图７高通量分析结果可知脱氮塔中担子菌

门、子囊菌门真菌相对 丰 度 较 高．１９９２ 年 Shoun
等[７]就发现,子囊菌门和担子菌门的真菌存在反硝

化活性．但两门的真菌在本研究的培养条件下未能

分离到纯菌株．尽管如此,它们的反硝化作用在脱氮

塔应是客观存在的．
半知菌亚门在高通量测序分析门水平上未检

测出,其相对丰度未知．但属(genus)水平上却检测

出真菌３LNB菌株所隶镰刀菌属(Fusarium)的相

对丰度:reads３１７,占０．７３％．其它曲霉属(AspergilＧ
lus)reads１４９,占 ０．３４％,青 霉 属 (Penicillium)

reads１２５,占０．２９％;赤霉菌属(Gibberella)reads５８,
占０．１３％．属水平热图如图８所示．

在种(species)水平上,腐皮镰刀菌(Fusarium
solani)reads１７,占０．０４％．种水平热图如图９所示．

１９７２年 Bollag和 Tung[１８]在含氧低的培养基

中 发 现 土 壤 真 菌 尖 孢 镰 刀 菌 (Fusarium
oxysporum)和腐皮镰刀菌(Fusariumsolani)还原

NO２
－ 并释放 N２O．Shoun等[７]也发现严格好氧的

尖孢镰刀菌等多种真菌能进行反硝化作用．许多真

核微生物也能在低氧或厌氧条件下利用复杂的

ATP产能系统进行反硝化作用,如镰刀菌属(FuＧ
sarium)、木霉属 (Trichoderma)、柱孢属 (CylinＧ
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图８　属水平热图

Fig．８　Heatmapofgenus

图９　种水平热图

Fig．９　Heatmapofspecies

drocarpon)、毛壳属(Chaetonium)、水稻恶苗病属

(Giberella)、青霉属(Penicillium)、曲霉属(AsperＧ
gillus)及其他半知菌类、丝状真菌、酵母菌等．真菌

反硝化需要少量的 O２供应,有氧呼吸产生 ATP和

反硝化过程同时在线粒体中进行[１９]．
本论文通过免培养的高通量测序,发现属水

平、种水平分析结果均证明了脱氮塔中镰刀菌属腐

皮镰刀菌Fusariumsolani的存在．脱氮塔真菌群落

结构中还有曲霉属(Aspergillus)、青霉属(PenicilＧ
lium)等种群．利用传统微生物平板分离技术又从脱

氮塔生物膜中分离出镰刀菌属的腐皮镰刀菌,通过

实验又证明了该腐皮镰刀菌能发挥较强的反硝化

作用．因此本论文的实验结果与 Bollag和 Tung,

Shoun的发现实现了相互印证．但利用镰刀菌属真

菌影响烟气净化中氮氧化物脱除效率的研究却未

见报道．
２．５　对脱氮塔脱氮效率的影响研究

通过前述实验室研究发现真菌３LNB菌株对

NO３
－ 具有较强的反硝化能力．为了研究其对脱氮塔

NOx尤其是 NO脱除效率的影响,本论文扩大培养

了真菌３LNB,将扩大培养液添加至脱氮塔中,并对

添加前后的脱氮效率进行了监测比较．扩大培养液

导入４８h后即可看见脱氮塔内的大量白色的腐皮

镰刀菌,如图１０所示．

图１０　脱氮塔中的腐皮镰刀菌(白色部分)

Fig．１０　Fusariumsolaniindenitrifyingtower
(whitepart)

３LNB菌株扩大培养液加入脱氮塔前后 NO,

NOx 的脱除效率曲线如图１１~图１２所示．从图１１
~图１２可知,腐皮镰刀菌３LNB菌株培养液加入

后,NO,NOx 的脱除效率分别平均提高了５．１２％,

５．３６％．
利用t检验法[２０],检验添加前后两组 NO,NOx

脱除率平均数的差异是否显著:　　
tNO＝１１．９０７＞t０．０１＝３．０５５,PNO ＜０．０１,差异

显著;

tNOx＝１０．９３９＞t０．０１＝３．０５５,PNOx＜０．０１,差异

显著．
t检验结果表明,腐皮镰刀菌真菌扩大培养液

加入脱氮塔后,NO,NOx的平均脱除效率得到了显

著提高．说明腐皮镰刀菌在与生物膜共同存在的条
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图１１　３LNB培养液添加前后 NO 脱除率曲线

Fig．１１　RemovalrateofNObeforeandafter
３LNBcultureadding

图１２　３LNB培养液添加前后 NOx脱除率曲线

Fig．１２　RemovalrateofNOx beforeandafter

３LNBcultureadding

件下能显著提高 NO,NOx的脱氮效率．
这可能主要与腐皮镰刀菌等真菌细胞存在细

胞色素P４５０nor有关．１９９３年,Nakahara等[１０]发现

在真菌的反硝化作用中,一种细胞色素 PＧ４５０起着

一氧化氮还原酶(NOR)的作用,被称为细胞色素

P４５０nor(nitricoxidereductase)．它能以 NADH 为

直接的电子供体,将NO还原成N２O．可能的催化机

制:细胞色素P４５０nor首先与NO形成复合物,随后

细胞 色 素 P４５０nor中 的 Fe３＋ 被 NADH 还 原 成

Fe２＋ ,并将电子转移给 NO 生成 NO－ ,最后两分子

NO－ 生成 N２O 和 H２O[１０]．真菌细胞色素 P４５０nor
催化 NO还原的速度约为３００umol/(min􀅰kg),是
细菌 NO还原酶的５倍[２１－２４]．其次与真菌发挥反硝

化作用时对氧气的适应能力比细菌强等有关[７]．
而在实验室中腐皮镰刀菌与生物膜悬液协同

作用时,其对 NO３
－ 的反硝化效率却低于腐皮镰刀

菌纯菌株,这可能提示微生物对 NO,NOx的脱除机

制与其对 NO３
－ 的脱除机制存在差异．

目前,关于腐皮镰刀菌本身就有反硝化作用,
其扩大培养后与生物膜共同作用能显著提高烟气

脱氮(NO,NOx)效率的研究很少．作为微生物的重

要成员,真菌对于微生物净化烟气中 NO,NOx的异

养反硝化作用应得到充分重视,应研究发掘更多具

有反硝化脱除 NO,NOx的真菌菌种．真菌细胞色素

P４５０nor可直接将部分 NO 还原为 N２O,对这个更

加经济的反硝化脱除NO途径应进行全面系统的深

入研究,这对于提高 NO,NOx 的脱除效率,推动微

生物净化烟气 NO,NOx技术的工业化进程具有非

常重要的意义．

３　结　论

１)从脱氮塔中分离纯化的真菌３LNB菌株,经
形态观察、脱氮特性研究、ITS序列分析,通过NCBI
序列比对,鉴定真菌３LNB菌株为镰刀菌属的腐皮

镰刀菌Fusariumsolani．
２)高通量测序分析脱氮塔真菌群落结构发现,

在属水平上镰刀菌属(Fusarium)的相对丰度为０．
７３％;在种水平上腐皮镰刀菌(Fusariumsolani)的
相对丰度为０．０４％,充分证明了脱氮塔中镰刀菌属

的腐皮镰刀菌(Fusariumsolani)的存在．
３)腐皮镰刀菌３LNB具有较强的反硝化脱氮

(NO３
－ )作用,是一株异养反硝化真菌．

４)扩大培养后的腐皮镰刀菌３LNB扩大培养液

与生物膜微生物共同作用,能显著提高脱氮塔对烟

气中NO,NOx的脱除效率,NO,NOx脱除效率分别

提高５．１２％,５．３６％．这可能主要与真菌细胞存在细

胞色素P４５０nor有关,它具有较强的一氧化氮还原

酶的性质．
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