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摘要 本研究由浅海网箱区富营养沉积物经多步富集和筛选获得高效复合生态净化茵群，对浅海 

养殖区的有机物、氨氮和亚硝酸氮有明显去除效果。研究了不同条件对复合茵液去除养殖水体中氨 

氮、亚硝酸氮和有机物能力的影响，并确定了最佳净化条件。结果表明，复合茵添加量、葡萄糖添加 

量，处理 时间、温度 、pH 和盐度对复合菌的去除效果均有影响，实验条件确定为复合 菌的添加量为 

3 、处理时间为 4 d、温度为 3O±2℃、pH 值为 8．14-0．2、葡萄糖添加量为 2 g／L和盐度为(30±10) 

g／L时，去除效果达到最佳，此时氨 氮、亚硝酸 氮和溶解有机物 的去除率可分别达到 79．1 、85．2 

和 88．7 。 
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Screening of eco—compound bacteria from coastal aquaculture environment 

and study on their purification ability 
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ABSTRACT In this study，a group of compound heterotrophic and nitrifying bacteria was 

enriched and screened from inshore aquaculture environment．And several influencial factors for 

their purification ability were investigated．The experiment results showed that，the amount of 

added bacteria，glucose，temperature，p H and salinity all influenced their pollutant-removing 

rate．W hen the amount of added combination of bacteria was 3 ，time of treatment was 4 days， 

at temperatures 30±2℃，pH 8．1±0．2，salinity of 30±10 g／L and 2 g／L glucose was added， 

the purification effect was the best，resulting in a removal rate of 79．1 for ammonia，85．2 

for nitrite and 88．7 9／6 for COD，respectively．This study provided a theoretical basis for biore一 
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mediation of inshore aquaculture environment by compound bacteria． 
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H eterotrophic nitrifying bacteria 

近年来 ，我国海水养殖业逐渐走上高密度、规模化的发展道路 。但 同时也带来 了很多 的污染问题 ，大量粪 

便 、分泌物、残饵及动植物残骸的积累 ，使养殖水体 中的有机物 、氨氮和亚硝酸氮等污染物 的浓度 日益增加，导 

致水质恶化，对养殖生物产生毒害作用(王志敏等 2006)。有些长期进行网箱养殖的区域，海水污浊不堪，底 

部污染物堆积不断增加，底栖生态系统功能严重退化(屈计宁等 1999)，限制了海水养殖业的可持续发展。利 

用微生物来去除水体污染是一种常用手段，但许多重要的生化过程靠单种微生物不能完成或只能微弱地进行 

(陈 曦等 2006)，必须依靠两种或多种微生物共存，优化生化过程，才能将有害物质彻底转化为无害物质(2E 

梦亮 2007)。周 亮等(2005)利用从垃圾填埋场、土壤和活性污泥中筛选分离得到的复合菌对生活污水进行 

处理 ，表明复合菌对氨氮和 COD 的去除率最高可达到 72．38％ 和 75．31 。因此 ，利用复合微生物菌群对去 

除水体过量氨氮 、亚硝酸氮和有机物的研究具有重要意义。闫 海等(2003)从对虾养殖底泥中筛选分离得到 

自养和异养除氮菌，研究表明，无论是对氨氮还是对亚硝酸氮的去除，筛选的异养微生物菌群都明显强于自养 

微生物菌群。邹桂香等(2007)从湖泊、池塘、河流等地泥中筛选分离得到化能异养杆菌，研究表明，其在高效降 

解有机物的同时又能高效去除氨氮。 ， 

本课题组从浅海网箱养殖区富营养沉积底泥中富集筛选得到 1个由十几种菌组成的复合生态净化菌群， 

其中含有异养硝化菌，对养殖水体中氨氮、亚硝酸氮和溶解有机物同时具有较强的去除能力。本文还研究了不 

同条件下复合菌对氨氮 、亚硝酸氮和溶解有机物的去除规律 ，确定 了复合菌处理养殖水体污染物的最适宜条件 

和操作工艺，为复合生态净化菌的培养和应用提供了较好的理论和实践依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

实验用复合菌取自象山港网箱鱼类养殖区富营养沉积环境。 

有机物降解菌富集培养基采用 2216E培养基 ，但以沉积物的海水浸出液代替陈海水 。 

硝化菌富集培养基参照闫 海等(2003)、邹桂香等(2007)和侯 颖等 (2005)的配方并有所改进 ：以沉积物 

的海水浸出液代替蒸馏水 ，具体如下 ：(NH )。SO 2 g，MgSO 0．1 g，Nail PO 0．2 g，K HPO 0．5 g，CaCO。 

1 g，FeSO 0．1 g，葡萄糖 0．3 g，NaC1 30 g，KNO 2 1 g，NH4C1 0．5 g，酵母浸出膏 0．03 g，Fe3PO 0．1 g，沉积 

物海水浸出液 1 000 ml，pH 7．8。固体培养基则加入 2 琼脂粉 。 

氨氮降解基础测试液和亚硝酸氮降解基础测试液配方参照闫 海等(2003)和侯 颖等(2005)的配方并有 

所改进 ，以沉积物的海水浸出液代替蒸馏水 ，具体如下 ：氨氮降解基础溶液为 200 mg／L NH C1海水溶液 ；亚硝 

酸氮降解基础溶液为 200 mg／L NaNO 海水溶液 ；有机物降解基础测试液采用黄海水产研究所小麦 岛试验基 

地养殖废水。 

1．2 测定方法 

化学指标的测定均参照海洋监测规范(国家技术监督局 1998)，氨氮的测定采用次溴酸盐氧化法；亚硝酸 

氮的测定采用盐酸萘乙二胺分光光度法；溶解有机物的测定采用碱性高锰酸钾法。 

1．3 菌群富集与筛选 

1．3．1 富集培养 

于2007年 3月初取 15 g底泥分别加入 150 g新配制的硝化菌和有机物降解菌富集培养基中，25℃下震 

荡培养 14 d，得初始 富集液。分别移取 3O ml初始富集液到 300 ml新配制的富集培养基中，25℃下继续震荡 
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培养 14 d，再次移取，重复操作 60 d余。以便分别逐渐增加硝化菌和有机物降解菌的比例，淘汰其他杂菌。30 d 

后，硝化菌富集培养基中的葡萄糖含量提高为5 g／L，以提高异养硝化菌浓度。 

1．3．2 茵浓度 测定 

1个周期结束时，取 1 ml富集液用无菌生理盐水进行梯度稀释至 10～，把 1O～、10 和 10 稀释液用于 

涂平板 ，27℃培养箱中培养 7 d，菌落计数器下进行菌落计数 。测定复合菌 3月 1日的富集初始菌浓度和 3个 

月后的菌浓度。同时记录富集末期各平板上的不同菌落特征及数量 比例 ，分别挑取典型菌落 ，纯化后接入斜面 

保存 。 

1．3．3 降解能力测定 

每个周期结束时，从富集液中分别移取 3O ml，8 000 r／min离心 10 min，弃上清液，将沉淀分别加入氨氮、 

亚硝酸氮和溶解有机物降解基础溶液中，每天测定氨氮、亚硝酸氮浓度和 COD值 ，并计算去除率。 

1．4 单因子影响实验 

分别取两种富集液各 500 ml，混合后，4 000 r／min离心 10 min后 ，去上清液 ，将沉淀用 1 000 ml无菌生理 

盐水悬浮，得 1 000 ml菌液 ，用于以下实验的菌液量取 。每个数据点做两个平行实验。 

1．4．1 复合茵液添加量对去除效果影响实验 

分别取菌液 0、7．5、15．0、22．5和 30 ml，离心去上 清，将沉淀分别加入盛有 500 ml氨氮降解基础测试 

液的锥形瓶中，每个浓度做两个平行样，2 d后分别取降解液 1O ml，测定氨氮去除效果；另分别取菌液 0、 

7．5、15．0、22．5和 30 ml，离心去上清，将沉淀分别加入盛有 500 ml亚硝酸氮降解测试液的锥形瓶中，每个 

浓度做两个平行样 ，2 d后分别取样 10 ml，测定亚硝酸氮去 除效果 ；再分别取菌液 0、7．5、15．0、22．5和 30 

ml，离心去上清，将沉淀分别加入盛有 500 ml有机物降解测试液的锥形瓶中，2d后分别取样 1O ml，测定有 

机物降解效果。 

1．4．2 处理时间对去除效果影响实验 

取菌液 5ml，离心去上清 ，将沉淀加入 500 ml氨氮降解基础测试液 中，每天取样 10ml测定去除效果 。亚 

硝酸氮和有机物去除实验的步骤 同氨氮。 

1．4．3 温度对去除效果影响 实验 

分别取菌液 5 ml，离心去上清，将沉淀分别加入盛有 500 ml氨氮降解基础测试液的锥形瓶中，分别调节温 

度为 15、20、25、3O和 35℃，4 d后分别取样 10 ml测定氨氮去除效果 。亚硝酸氮和有机物去除实验的步骤同 

氨氮。 

1．4．4 pH 对 去除 效果影响 实验 

分别取菌液 5 ml，离心去上清，将沉淀分别加入盛有 500ml氨氮降解基础测试液的锥形瓶 中，分别调节 

pH值为 7．1、7．6、8．1、8．6和9．1，2 d和 4 d后，分别取样 1O ml测定去除效果。亚硝酸氮和有机物去除实验 

的步骤同氨氮 。 

1．4．5 葡萄糖添加量对氨氮和亚硝酸氮去除效果影响实验 

分别取菌液 5 ml，离心去上清，将沉淀分别加入盛有葡萄糖浓度分别为 0、1．0、2．0、3．0、4．0和 5．0 g／L 

的 500 ml氨氮降解基础测试液的锥形瓶中，降解 4 d后分别取样 10 m1测定去除效果。亚硝酸氮去除实验的 

步骤同氨氮。 

1．4．6 盐度对去除效果影响 实验 

分别取菌液 5 ml，离心去上清，将沉淀分别加入盛有 NaC1浓度分别为 0、10、20、30、40、50、60和 70 g／L 

的 500 ml(蒸馏水配置的)氨氮降解基础测试液的锥形瓶中，降解 4 d后分别取样 10 m1测定去除效果。亚硝 

酸氮和有机物去除实验的步骤同氨氮。 

1．5 最优化条件下的综合效果实验 

在上述单因子试验基础上，取菌液 15 ml，离心去上清，将沉淀加入 500 ml氨氮降解基础测试液中，添加 
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2 g／L葡萄糖，做两个平行样，调整温度为 3O±2℃、pH值为 8．1±O．2时，每天分别取样 10ml测定降解效果。 

亚硝酸氮和有机物去除实验的步骤同氨氮。 

2 结果 

2．1 富集与筛选 

初期硝化菌培养基葡萄糖添加量为 0．3 g／L，经过 30 d余的富集，复合菌对氨氮和亚硝酸氮的去除率分别 

由第 1次转接时的12 和 17 提高为第 3次转接时的18 (图 la)和23％(图 2a)；后期将葡萄糖的添加量提 

高为 5 g／L以后，经过将近 30d余的富集，复合菌对氨氮和亚硝酸氮的去除率由第 5次转接时的 32 (图 lb) 

和 45％(图2b)提高为第 7次转接时的60 (图lc)和 77．1％(图2c)。同时，复合菌经过将近90 d的富集对有 

机物的降解率由第 1次转接时的 65．2 9／6(图3a)提高为第 7次转接时的 82．7 (图3c)。 

—I一氨氮浓度Concentration ofammonia．N ．-I--氨氮浓度Concentration 
ofalTl／nonia．N 

+ 氨氮浓度concentrmion 
ofammonia．N 

处理时间Removingtime(d) 处理时IhqRemovingtime(d) 处理时间Removingtime(d) 

图 1 富集过程中复合菌对氨氮去除能力的变化 

Fig．1 The changes of NH4 一N removing ability of compound bacteria during enrichment 
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图 2 富集过程中复合菌对亚硝酸氮去除能力的变化 

Fig．2 The changes of NO2一一N removing ability of compound bacteria during enrichment 

图3 富集过程中复合菌对有机物降解能力的变化 

Fig．3 The changes of organic substance removing ability of compound bacteria during enrichment 
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．  另外 ，通过平板计数 实 

验测得：复合菌在 3月 1日 

富集初 始的浓度 为 1．01× 

10 CUF／ml；90 d后 ，复合 

菌 的 浓 度 上 升 为 9．8× 

10 CUF／ml。同时观察 到， 

2216E平板上主要 由 3种典 

型菌落组成 ：LE一1、LE一2和 

LE一3，硝化菌平板上有 7种 

菌 落，其 中 LX_1、LX-3、 

LX-5和 LX一7占优 势。这 

些菌的菌落特征及其数量 比 

例见表 1。 

2．2 单因子对去除效果的影响 

表 1 复合菌群组成菌的菌落特征及其数量比例 

Table1 Characteristics and ratio of bacteria in the combination 

2．2．1 复合茵液添加量对去除效果的影响 

如图 4所示，菌液添加量<3 时，对 3种污染物的去除率均随添加量的增加而提高 ；添加量为 3 时，去 

除率均接近最高，氨氮、亚硝酸氮和 COD分别达到 50．2 、51．1 和 52．1 ；添加量>4．5 时，去除率反而 

随添加量 的增加呈缓慢下降趋势。 

2．2．2 处理 时 间对去 除效果 的影 响 

如图 5所示，处理时间<4 d时，对 3种污染物的去除率均随处理时间的增加而迅速提高；处理时间为4 d 

时，去除率接近最高 ，氨氮、亚硝酸氮和 C0D分别达到 52．3 、77．0 和 74．1 ；4 d<处理时间<7 d时，去除 

率随处理时间的增加却呈缓慢上升趋势。 

2．2．3 温度 对去 除效 果的影 响 

如 图6所示 ，15℃<处理温度<30℃时 ，去除率随处理温度的增加而迅速提高；处理温度为 30℃时，去除 

率最高，氨氮、亚硝酸氮和COD分别达到50．4 、72．3 和8O．6％；30℃<处理温度<35℃时，去除率随处理 

温度的增加呈下降趋势 。 
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图 4 复合菌添加量对去除效果的影响 

Fig．4 The effects of the bacteria quantity on 

the pollutants removing ability of the bacteria 
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图 5 处理时间对去除效果的影响 

Fig．5 The effects of tr~ting time on the 

pollutants removing ability of the bacteria 
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图 6 温度对去除效果的影响 

Fig．6 The effects of temperature tO the 

pollutants removing ability of the bacteria 

2．2．4 pH值对去除效果的影响 

如图 7a所示，处理 2d，pH<8．1时，去除率随 pH值的增加而提高；pH为 8．1时，去除率最高，氨氮、亚硝 

酸氮和COD分别达到 52．6 、62．3 和 65．3 ；8．1％pH％9．1时，去除率随 pH的增加呈下降趋势。如图 

7b所示，处理 4 d时，pH较低的实验组的去除率仍很低，pH一8．1时，去除率与作用 2d时相差不大；8．1< 

pHi9．1时，氨氮、亚硝酸氮的去除率较处理 2d时有较大提高，而有机物去除率与处理 2 d时相比变化不大。 
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图 7 pH 对去除效果的影响 

Fig．7 The effects of pH on the pollutants removing ability of the bacteria(in 2 days and 4 days) 

2．2．5 葡萄糖添加量对氨氮、亚硝酸氮去除效果的影响 

如图 8所示，葡萄糖添加量<2 g／L时，去除率随添加量的增加而提高；添加量为 2 g／L时，去除率接近最 

高，氨氮、亚硝酸氮分别为 64．1 和 82．2 ；葡萄糖添加量在 2～4 g／L的范围内，去除率变化不明显。 

2．2．6 盐度 对去 除效果 的影 响 

如图9所示，NaC1添加量<20 g／L时，去除率随添加量的增加而提高；添加量为 20~40 g／L时，去除率最 

高，氨氮、亚硝酸氮和COD分别达到60％、70 和 7O 左右；40 g／L<NaC1添加量<70 g／L时，去除率随添 

加量的增加呈下降趋势。 

2．3 最优化条件下的综合效果 

在复合菌的添加量为 3％，处理时间为 4 d，温度为 30-t-2 oC，pH值为 8．1±0．2，葡萄糖添加量为 2g／L，盐 

度为 3％的条件下，去除效果最佳。如图 10所示，处理时间<4 d时，去除率随处理时间的增加而提高；处理时 

间为 4 d时，去除率达到最高，氨氮、亚硝酸氮和 COD分别达到 79．1 、85．2 和 88．7％；处理时间多于 4d 

时，去除率不再增加。 

0 1 2 3 4 

葡萄糖添加量Amountof 
added glucose(g／L) 

图 8 葡萄糖添加量对去除效果的影响 

Fig．8 The effects of glucose quantity on the 

pollutants removing ability of the bacteria 

3 讨论 

NaC1添加量Salinity(g／L) 处理时间Removing time(d) 

图 9 盐度对去除效果的影响 

Fig．9 The effects of salinity on the 

pollutants removing ability of the bacteria 

图 1O 最优化条件下的综合效果 

Fig．10 The pollutants removing rate of 

the bacteria at the optimum condition 

3．1 关于异养硝化细菌 

取自香山港网箱养殖区的自然环境样品通过富集驯化，可以促进适宜微生物之间的协作，提高对环境的适 

应能力和对污染物的去除能力(冯 树 2001)。它们之间的关系是长时间进化过程 中形成的，不是人为几种 
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菌简单混合所能模拟的，因此，本文在菌群筛选时 ，采取了从养殖环境选取原生态菌群 ，经富集和驯化得到天然 

复合菌，而没有经人工分离、纯化后，再次组合。 

Mike等(1997)和 Keller等(2002)指出含氮有机物在异养微生物的作用下经多肽和氨基酸降解成氨 ，在 

亚硝化和硝化细菌等 自养微生物的作用下，氨氮经亚硝酸被氧化成硝酸。在异养微生物作用下，氨也可以用来 

合成蛋白质(茆健强等 2006)。对于硝酸盐的去除，一方面可以由部分微生物吸收利用 ，另一方面，在厌氧条 

件下反硝化细菌可以将硝酸盐还原成氮气脱离水体(谭佑铭等 2003)。Ludwig等(1993)报道 了某些细菌不 

仅能够异养硝化氨氮，而且可以对硝酸盐进行反硝化脱氮(冯 树等 2001)。van Niel等(1993)研究了异养 

和自养微生物对氨氮的硝化比例发现，在高碳氮比下，异养球硫细菌的硝化能力远比欧洲亚硝化单胞菌的硝化 

能力强，周 亮等(2005)也发现在高碳氮比下异养硝化作用所具有的优势更加明显。从微生物的繁殖能力和 

对氨氮及亚硝酸氮的去除能力两方面比较，异养微生物菌群的效果都明显高于自养微生物菌群(郭文艳等 

1999)。本文的硝化菌富集过程中，也发现当葡萄糖的含量由0．3g／L提高到 5g／L时，增大 C／N时，硝化效果 

有很大提高，这说 明富集的混合硝化菌 中有一定数量 的异养硝化菌，它们对葡萄糖的含量有非常灵敏的反应 

(徐 敏等 2007)，当添加更多的葡萄糖时 ，异养硝化菌得 以迅速繁殖，并逐步 占据了主导地位。 

国内在培养硝化细菌方面进行了不懈的努力与探索 ，但传统的污水净化工艺 中起硝化作用 的细菌大多是 

适用于淡水的自养菌且生长缓慢(林 钦等 1998)，不适用于高浓度有机物的海水养殖水体。天然的养殖环 

境中具有硝化作用的异养菌含量通常不大(孟萍平等 1997)。而本文富集、筛选的含有异养硝化菌的复合菌 

群克服了上述缺点，其构成菌属化能异养菌(邹桂香等 2007)，在提高异养硝化细菌培养浓度及其对高有机物 

含量养殖水体的硝化效果方面有所突破 。若加入到海水养殖水体中，能够以有机物为碳源进行生长繁殖 ，迅速 

提高菌体浓度，在降解有机物的同时大量去除氨氮和亚硝酸氮。这一特征在污染水体处理工程中也有广阔的 

应用前景 ，可使现有工艺流程 中有机物的分解和氨氮、亚硝酸氮的去除同步完成 ，有利于减少工程面积，缩短污 

染物净化时间，节省大量费用。并为原生态复合菌在废水处理中的应用提供了科学依据。 

3．2 单因子对去除效果的影响 

混合菌液添加量在 3 的范围内时，符合微生物的快速增长(计新丽 2000)要求，有利于菌群的迅速发展 

与更新，同时避免细胞死亡导致污染物重回水体。硝化和亚硝化细菌是中温生长菌，温度高于35℃，会对菌群 

的酶系产生破坏作用；若温度低于1O℃，细菌的生长及硝化作用则显著减慢(冯 树等 2001)，亚硝化细菌能 

承受的最高温度为 40℃(贾晓平 1997)。同时，亚硝化和硝化是耗碱过程(闫 海等 2003)，其耐碱性 pH 

极限值为 9(林荣根 1996)。实验中发现降解 4d且 8．1％pH值<9．1时，氨氮、亚硝酸氮的去除率与作用 2 d 

时相比有较大提高。这是因为 pH值为 9不太适合亚硝化和硝化作用(邢 华 2003)，但随着菌体使 pH值 

不断下降(邹桂香等 2007)，进入 了 8．1--4-0．2的范围之 内。葡萄糖降解过程中产酸(王丽丽等 2004)，所 以 

添加量不宜超过 2 g／L。另外 ，发现盐度在 20~40之间时 ，复合菌对污染物的去除率较大，这说明复合菌具有 

较宽的盐度适应范围并对高盐量有一定的耐受力，能适用于海水养殖水体的净化。 

通过优化各种生长条件，复合菌对有机物和氨氮、亚硝酸氮的去除能力得到了进一步提高。在实际应用过 

程，还需要对复合菌的组成和生长条件进一步优化调整，不断增大复合菌的适应范围，提高其污染物去除能力。 

这将是微生物制剂在未来养殖业中应用的一大发展方向。 
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