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摘要：从研究我国典型集约化蔬菜种植区地下水中硝酸盐的来源和浓度入手，进行富集、培养、分离、纯化，筛选出一株具有反硝化作用的菌株，通过形态学、革兰氏染色结合16S rDNA序列同源性分析鉴定，其鉴定结果为农杆菌（Agrobacterium sp.）。该研究为开展地下水硝酸盐污染的生物修复储备宝贵的菌种资源，为地下水中硝酸盐污染的原位微生物修复和相关污水的生物处理提供微生物基础，对于经济、有效的解决地下水硝酸盐污染和水资源短缺的问题有着十分重要的意义。
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大量的研究表明，农业活动中化肥的投入与地下水中硝酸盐浓度具有相关性，是造成地下水硝酸盐污染的最显著和最主要的原因，而且蔬菜生产中的投入量远远高于大田作物[1-3]。被誉为“中国蔬菜之乡”的山东省寿光市，近10年来单位播种面积化肥和氮肥的施用水平原高于全国和山东省的平均施用水平，其中化肥为全国平均水平的2.3~2.4倍，为山东省平均水平的1.7~2.4倍；氮肥则为全国平均水平的1.9~2.5倍，为山东省平均水平的1.5~1.9倍，表明早在90年代初期寿光市的化肥和氮肥的施用就已经达到较高水平，且始终居高不下[4]。 

近年来，国内外已做过不少通过反硝化细菌去除水体中硝酸盐的研究[5-7]。反硝化细菌是原位生物修复地下水硝酸盐中起主要脱氮作用的微生物，其种类在很大程度上决定着NO3-的去除效果。因此，获得有效的反硝化细菌是确保地下水中硝酸盐原位微生物修复的关键。
本研究拟对硝酸盐污染严重的地下水中反硝化细菌进行富集、培养、筛选及鉴定，为将来开展地下水硝酸盐污染的生物修复储备宝贵的菌种资源，为进一步研究反硝化细菌种群结构及生态功能和相关污水的生物处理提供微生物基础，对于解决我国日益严重的水污染和缺水的问题有着十分重要的意义。

1  材料与方法

1.1  取样点状况 
取样点为山东省寿光市古城街道办后王村，定点为36º57´N, 118º45´E，井深60 m。周围种植作物为大棚西红柿，长期连作同种作物。
1.2  分离与纯化
1.2.1  富集培养

取井水水样100 mL，接种于无菌反硝化细菌富集培养液中，置于30 ℃培养箱中培养3~14 d，培养液变浑浊并产生气泡，说明有反硝化细菌生长。反硝化细菌富集培养基：KNO3 2 g，柠檬酸钠5 g，K2HPO4 1 g，MgSO4·7H2O 0.2 g，pH 7.2，蒸馏水1000 mL，121 ℃，灭菌20 min[8]。

1.2.2  分离纯化

利用硅酸胶平板分离。在每个硅胶平板上加反硝化细菌富集培养基2 mL，轻轻转动培养皿，使培养液分布均匀，打开皿盖，置于50 ℃烘箱内，到平板上无水流动为止。然后，打开皿盖，将平板置于无菌操作台中，灭菌20 min后待用。

将反硝化细菌富集培养液0.1 mL涂布于烘烤后的硅胶平板培养基上，置于30 ℃培养箱中，培养至菌落生长良好，用灭菌后的牙签挑取单菌落，在2 mL液体富集培养基中进行扩增培养。重复上述操作，直至获得纯菌种。
1.3  菌种的鉴定

对所筛选到的菌株进行鉴定，通过观察菌落形态、显微镜下菌体形态观察、革兰氏染色、16S rDNA扩增以及DGGE等分子生物学手段相结合的方法进行了菌株的鉴定等，依照微生物学细菌分类鉴定实验方法，对获得的菌株进行初步鉴定。

1.3.1  样品准备和细菌DNA提取

取分离纯菌株的液体培养液于8 mL离心管中，8000 r/min，4 ℃，离心20 min，弃上清液，取沉淀，加入0.5 mL DNA提取缓冲液（1M Tris-HCl，pH 8.0）备用。  

单菌株DNA的提取采用Benzyl Chloride方法[9]。

1.3.2  PCR扩增

PCR扩增采用AmpliTaqGoldTM反应系统（Perkin Elmer, Applied Biosystems，NJ，USA）。引物为357F和517R，它们的序列分别为5’- CCTACGGGAGGCAGCAG-3’，5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’。

PCR的反应程序：95 ℃ 10 min；接下来是下面的程序进行25个循环，93 ℃ 1 min，50 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min 30sec，之后，93 ℃ 1 min，50 ℃ 1 min，72 ℃ 5 min。反应体系（50 µL）：1 µL dNTP（10 mmol/L）、5 µL 10×PCR Gold Buffer、4 µL MgCl2（25 mmol/L）、0.5 µL 357F（45 pmol/µL）、0.5 µL 517R（45 pmol/µL）、1µL模板DNA（10 ng/µL）和0.5 µLTaq酶（2 U/mL），其余体积用无菌水补充。PCR产物以2%琼脂糖凝胶电泳检测，经纯化后送测序公司测序，所获得的DNA序列与BLAST程序的数据库序列比较，确定菌株的分类地位。

1.3.3  DGGE电泳及分析 
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图3 VOTO1-F DGGE图谱

Fig. 3  DGGE profile of V3 region of 16S rDNA from VOTO1-F

采用DCode系统（Bio-Rad，Laboratories，Hercules，Calif）对PCR扩增产物用双变性法进行DGGE分析[10]。聚丙烯酰胺凝胶浓度为6%~12%，尿素变性梯度为20%~55%（尿素为7 mol/L，甲酰胺为40%时的变性浓度为100%），在61 ℃恒温下，电压为200 V时电泳5 h，采用SYBRGREENⅠ（Molecular Probes，Eugene，Ore）染色30 min，紫外凝胶成像系统分析结果[11]。

2  结果与讨论
2.1  反硝化细菌的富集培养

将井水水样接种到反硝化细菌液体富集培养基中，培养3~14 d，培养液变浑浊并产生气泡，说明有反硝化细菌生长。

2.2  所筛菌株VOTO1-F的菌落特征和细胞形态特征

采用硅胶平板稀释分离方法，分离到一株具有反硝化作用的纯菌株。VOTO1-F菌株在分离培养基平板上形成圆形、无色透明、边缘整齐、表面光滑湿润的菌落（见图1），革兰氏染色为阴性，细胞呈球杆状，单个存在（见图2）。 
2.3  DGGE分析 

将反硝化细菌液体培养液收集后用氯苯法提取DNA，将提取的DNA进行2%琼脂糖电泳，然后进行16S rDNA V3区序列PCR扩增，将PCR扩增产物进行DGGE电泳，电泳图谱如图3，从DGGE图中可以检测到只有一条带。
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图1  VOTO1-F的菌落特征

Fig. 1  Colonies of bacteria strain VOTO1-F on plate medium
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图2  VOTO1-F的个体形态特征

Fig. 2  Individual morphology character of strain VOTO1-F
2.4  菌种鉴定 

同一菌株的DNA条带在胶上的位置相同，而不同菌株的DNA的条带位置不同，因此可以利用DGGE方法对获得的菌株进行筛选。经过平板分离纯化和DGGE筛选，确定获得的菌株VOTO1-F是纯菌种。通过16S rDNA基因测序并与NCBI基因数据库中已有菌种的16S rDNA序列进行同源性分析和相似性分析，在分子水平对VOTO1-F进行系统发育、种属鉴定。

在显微镜下观察菌体的形态如图1，单个菌的形状主要为球杆状。通过16S rDNA基因序列并与数据库进行比较分析，比对结果如表1所示，根据同源性检索和相似性分析鉴定菌株VOTO1-F为农杆菌（Agrobacterium sp.），登录号为EF554922。

表1  VOTO1-F菌株16S rDNA序列与数据库对比结果

Table 1  Strain VOTO1-F of percent homology of sequences

	分离菌株
	近缘种
	相似率/%

	VOTO1-F
	Agrobacterium sp. (EF554922)
	99.6%


近年来，农杆菌介导的植物、酵母菌、真菌、人体细胞等的基因转化均取得了很大进展，农杆菌质粒基因转化系统是目前研究最多、技术方法最成熟的基因转化途径[12-14]。对农杆菌在降解污染物方面的研究较少，主要集中在对4-氨基苯磺酸钠的降解以及作为Cr3＋的吸附剂[15-17]等。目前，关于农杆菌具有反硝化作用的研究还未见报道。
3  结论

成功地从集约化蔬菜种植区地下水中分离出了反硝化细菌，不仅探索出了其分离、纯化方法，而且通过形态学、革兰氏染色结合16S rDNA序列同源性分析鉴定，鉴定结果为农杆菌（Agrobacterium sp.）。关于农杆菌的反硝化作用效果以及其它深入的研究还在进行之中。
本研究为了解硝酸盐污染的地下水中脱氮微生物的生态、为进一步开展地下水中硝酸盐污染的原位微生物修复和相关污水的生物处理提供了宝贵的菌种资源，对于经济、有效的解决地下水硝酸盐污染和水资源短缺的问题有着十分重要的意义。
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Isolation and identification of denitrifying bacteria from groundwater contaminated with nitrate of a typical intensive vegetable cultivation area
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Abstract: Experimental research station was contaminated with nitrate due to large nitrogen fertilizer applications. To remediate the polluted groundwater, we carried out to get effective denitrifying bacteria. A denitrifying bacteria strain was obtained from the groundwater contaminated with nitrate by using of enrichment culture medium for denitrification. By checking the individual morphology, colony culture characteristics, DNA sequencing and 16S rDNA gene bank, the denitrifying bacteria strain was identified as Agrobacterium sp., is expected to be of a source organism for in situ bioremediation of groundwater contaminated nitrate. 
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