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摘要    菌株 XH2 是从虾池养殖中后期(50 d)水体环境中筛选的 1 株具有氨氮去除功能的菌株，经

16S rDNA 测序和 Biolog 生化鉴定，该菌株为玫瑰红红球菌(Rhodococcus rhodochrous)。分析发现，

该菌株在盐度为 5~45、pH 为 6.0~9.0、温度为 15℃~45℃、通气量为 1~2 L/min 的条件下生长良好，

菌量最高可达 1.03×109 cells/ml。在盐度为 25~45、pH 为 6.0~9.0、温度为 15℃~30℃、通气量为 1~ 

2 L/min 的条件下，菌株对氨氮的去除效果显著(P<0.05)，在第 1~3 天对培养液中氨氮的最高去除率

可达 90.0%~100.0%，而各实验组中，亚硝酸盐氮浓度无明显变化。结果显示，菌株 XH2 对盐度、pH、

温度等主要环境因子具有良好的适应性，与大部分水产养殖池塘水体的盐度、温度、pH 变动区间

大体一致；其对水体氨氮的去除效果良好，可作为养殖池塘水体氨氮防控菌剂产品研发的备选菌株。 
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半集约化、集约化养殖日益受到关注(曹煜成等, 

2006)，该模式下水体环境主要依赖人工调控，水体

生物多样性复杂程度低(殷汝新等, 2015; 王善龙等, 

2016; 郗建云等, 2016; 李莎莎等, 2017)，有害物质容

易大量积累(李卓佳等, 2010)，控制不当容易引起水

质恶化。其中，氨氮的过量积累对鱼、虾等水产动物

具有严重的毒害作用(董玉波等, 2011; 周平, 2013)，

其脂溶性强，可透过细胞膜扰乱水产动物正常代谢活

动，抑制其生长发育，损伤机体的抗病或抗逆机能，

甚至导致死亡(何玉英等, 2016)。目前，对养殖水体
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氨氮的去除方法主要有物理、化学和生物 3 种，相比

而言，生物方法利用微生物的生理代谢机制去除水体

中的氨氮，具有环境友好，不易产生二次污染等优点

(张峰峰等, 2014; 王磊等, 2016)。研究表明，对氨氮

具有去除功效的微生物有芽孢杆菌(Bacillus)(匡群等, 

2013)、粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis)(刘芳芳等 , 

2010)、变形杆菌(Proteus)(张庆华等, 2007)和假单胞

菌(Pseudomonas)(张峰峰等, 2014)等。 

红球菌(Rhodococcus)作为水体环境中的常见微

生物，具有代谢多样性的特点，能有效去除多种化合

物(孙艳等, 2004)。当前，对红球菌功能的研究主要

集中在生物脱硫(Kirkwood et al, 2007)，石油污染修

复(杨智等, 2015)，污水处理(Jorge et al, 2001)，降解

有机农药、有机腈、霉菌毒素(许育新等, 2004; Coady 
et al, 2015; Cserháti et al, 2013)等方面。同时，红球菌

可以作为某些水产养殖动物的益生菌(Sharifuzzaman 
et al, 2018; Boutin et al, 2013; 邝金媚等, 2010)，提供

水产养殖动物必须的类胡萝卜素(郑晓冬等, 2000)。

近年来研究表明，红球菌对氨氮也有一定的去除效

果，这些红球菌主要由油田外排污水(李沛霖, 2006)、

土壤 (张光亚等 , 2003)、养猪厂的废水 (张智超等 , 

2017)、污水处理厂的活性污泥(白志辉等, 2013)等非

养殖水体中筛出。目前，具有氨氮去除功能的红球菌

在水产养殖池塘中的筛选、氨氮去除机理、环境适应

性及应用方面还少有报道。 

本研究采用了前期从虾池养殖中后期(50 d)水体

环境中筛选获得的 1 株土著菌株 XH2，已初步证实具

有氨氮去除功效，经鉴定为玫瑰红红球菌(Rhodococcus 
rhodochrous)，并对其在不同盐度、pH、温度、通气

量条件下的生长和氨氮去除效果进行实验，以期了解

上述 4 种因子对菌株 XH2 生长及氨氮去除效果的影

响，确定其适宜生长并有较好氨氮去除效果的条件，

为养殖水体氨氮去除的实际应用提供有效菌源和技

术方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株    红球菌 XH2 由中国水产科学研究院

南海水产研究所提供，该菌株从对虾集约化养殖中后

期 (50 d)水体中分离获得，该水体环境的盐度为

23~25，pH 为 7.3~8.5，温度为 28℃~30℃。该菌株已

于中国典型培养物保藏中心进行了菌种保藏，保藏编

号为 CCTCCM2017437。 

1.1.2  培养基    光合菌改良液体培养基(杨启霞等, 

2009; 杨莺莺等, 2003、2009)：NH4Cl 1 g，三水合乙

酸钠 3 g，酵母膏 1 g，MgSO4 0.2 g，KH2PO4 0.5 g，

生长因子 1 ml，蒸馏水 1000 ml。其中，生长因子：

CaCl2 5 g，MnSO4 0.25 g，FeSO4 0.5 g，谷氨酸 0.02 g，

蒸馏水 100 ml。光合菌改良固体培养基平板：在上述

培养基的基础上添加琼脂粉 20 g/L。菌株活化种子

液：在光合菌改良液体培养基的基础上，将 NH4Cl

的添加量改为 0.068 g/L。分析培养液：在光合菌改良

液体培养基的基础上额外添加 NaNO2 0.134 g/L，同时，

将 NH4Cl 的添加量改为 0.068 g/L，使该培养液初始

氨氮和亚硝酸盐氮浓度分别达到约 24 和 20 mg/L。 

1.2  菌株鉴定 

1.2.1  16S rDNA 序列分析    细菌总 DNA 提取采

用 TIANGEN 公司的 TIANamp Bacteria DNA Kit 产

品。依照产品说明书提取菌株 XH2 的 DNA 后，对其

16S rDNA 片段进行 PCR 扩增。16S rDNA 扩增采用

的细菌通用引物为：8F(5-AGAGTTTGATCCTGGCT-

CAG-3)，1492R(5-GGTTACCTT GTTACGACTT-3)。
PCR 反应体系采用 50 μl 体系，其中加入 2 μl 模板

DNA。PCR 反应条件：95℃ 4 min；95℃ 1 min，    

48℃ 1 min，72℃ 2 min，30 个循环；72℃ 10 min。

扩增产物通过 1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测后，送生

工生物工程(上海)股份有限公司测序。测序结果用

DNAStar 软件包中的 Editseq 软件拼接，在 NCBI 数

据库 BLAST 检索中进行核酸序列同源性比较，确定

菌株的种属。 

1.2.2  Biolog 系统细菌鉴定    采用 Biolog 微生物

全自动分析仪 Microlog 3 (Microstation)及 Biolog 

MicroLog 4.2 软件进行菌株的生化反应特性鉴定，选

用 Biolog GP2 微孔鉴定板，按照 Biolog 自动微生物

分析系统的说明书操作，将所获结果与数据库进行比

对，确定菌株的种属。 

1.3  不同因子对菌株 XH2 生长及其氨氮去除效果的

影响 

将保存的菌株 XH2 于光合菌固体培养基平板上

活化，于实验开始前挑取单菌落，接入 100 ml 菌株

活化种子液中(装于 250 ml 锥形瓶内)。设不同梯度的

盐度、pH、温度和通气量实验组，各实验组均使用

1000 ml 锥形瓶，并向其内添加 600 ml 分析培养液。

实验开始时，将等体积的菌株活化种子液接入各实验

组的分析培养液中，各实验组初始接菌量均为

106 cells/ml，每组设 3 个平行。各实验组初始氨氮浓

度约为 24 mg/L，亚硝酸盐氮浓度约为 20 mg/L，依
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照《海洋监测规范》第 4 部分：海水分析(GB 17378.4- 

2007)的方法，以靛酚蓝分光光度法和萘乙二胺分光

光度法分别测定实验过程中氨氮和亚硝酸盐氮的浓

度变化。用血球计数板在光学显微镜下计数，测定菌

量变化。 

1.3.1  盐度    实验系统的盐度梯度为 5、15、25、

35、45，对照组(盐度为 25)不加菌株 XH2，通过添加

不同剂量的 NaCl 对盐度进行调节。接菌后放入摇床，

pH 为 6.0，30℃，200 r/min 振荡至实验结束，每天用

NaOH、HCl 调节分析培养液的 pH 值，保持在 6.0 左

右。于第 0、1、2、3、4、5、9 天取样检测其氨氮、

亚硝酸盐氮含量，同时测定菌量。 

1.3.2  pH    实验系统的 pH 梯度为 4.5、6.0、7.5、

9.0、10.5，对照组(pH 为 6.0)不加菌株 XH2。盐度为

25，接菌后放入摇床，30℃，200 r/min 振荡至实验结

束，每天测定分析培养液 pH 并进行调节，使各实验

组 pH 维持在初始水平。取样时间以及测定指标同

1.3.1。 

1.3.3  温度    实验系统的温度梯度为 5℃、15℃、

25℃、35℃、45℃，对照组(温度为 30℃)不加菌株

XH2。盐度和 pH 分别设为 25 和 7.5。接菌后放入摇

床，30℃，200 r/min 振荡至实验结束。取样时间以及

测定指标同 1.3.1。 

1.3.4  通气量    以 2 L 发酵罐(Biostat B 型自控通

气发酵罐)实验系统为测试平台，将通气量设为高、

低 2 组(2 和 1 L/min)，实验前，需矫正发酵罐溶氧电

极和 pH 电极，该实验系统可自动记录发酵罐中溶氧

量的变化以及自动调节罐内分析培养液的温度和 pH

值。实验过程中的 pH 为 7.5、盐度为 25、温度为 30℃，  

转子转速为 200 r/min，在第 0、1、2、3、4、5 天进

行取样，测定指标同 1.3.1。 

1.4  数据分析 

采用 SPSS 20.0 软件对实验数据进行单因素方差

分析(One-way ANOVA)，使用 Duncan 检验方法，显

著水平设为 P<0.05。氨氮去除率的计算：氨氮去除  

率=(氨氮初始浓度‒培养后氨氮剩余浓度)/氨氮初始

浓度×100%。 

2  结果 

2.1  菌株 XH2 的鉴定 

以 16S rDNA 序列在 NCBI 数据库中进行核酸数

据比对，结果显示，XH2 与红球菌属相似度为 100%，

初步判定菌株 XH2 为红球菌属。在 Biolog 细菌鉴定

系统中，与 XH2 相似度最高的菌株为玫瑰红红球菌，

其 PROB 为 98%、SIM 为 0.617、DIST 为 5.93。综合

以上鉴定结果，菌株 XH2 定为玫瑰红红球菌。 

2.2  盐度对菌株 XH2 生长及其氨氮去除效果的影响 

除盐度为 45 实验组外，其他各组菌株均在第   

1 天后进入对数生长期，第 3 天后，菌量均达到    

108 cells/ml 水平，最高为 3.02×108 cells/ml(图 1A)。

实验过程中，对照组氨氮浓度无明显变化(P>0.05)，

第 2 天时，盐度为 5、15 和 25 实验组的氨氮浓度大

幅降低，氨氮去除率分别达到 79.2%、79.5%和 90.3%，

显著优于其他各组(P<0.01)，而后，此 3 组的氨氮浓

度始终稳定保持在较低水平；第 3 天时，盐度为 35

和 45 实验组的氨氮浓度亦明显降低(P<0.05)，到第   

 

 
 

图 1  不同盐度条件下 XH2 的菌量(A)、分析培养液中氨氮(B)、亚硝酸盐氮(C)的含量变化 
Fig.1  Variations of strain XH2 amount (A), ammonia nitrogen (B) and nitrite nitrogen  

(C) concentrations in the medium of different salinities 

S：盐度；对照：盐度 25，不加菌株 XH2； 

氨氮初始浓度：24 mg/L；亚硝酸盐氮初始浓度：20 mg/L，下同 
S: Salinity; Control: Salinity 25 without strain XH2; 

Initial ammonia nitrogen concentration: 24 mg/L; Initial nitrite nitrogen concentration: 20 mg/L, the same as below 
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4 天，其氨氮去除率达到 100.0%(图 1B)。然而，菌株

XH2 不能有效去除环境中的亚硝酸盐氮(图 1C)，在  

9 d 的监测过程中，各实验组和对照组分析培养液中

的亚硝酸盐氮浓度均无显著变化(P>0.05)。 

2.3  pH 对菌株 XH2 生长及其氨氮去除效果的影响 

菌株 XH2 在 pH 为 6.0~9.0 条件下均能良好生长，

于 2 d 内菌量即可从 106 cells/ml 增长至 108 cells/ml，

其中，pH 为 7.5 时，菌株生长最快；当初始 pH 为 4.5

或 10.5 时，菌株生长受到明显抑制(图 2A)。实验过

程中，对照组和 pH 为 4.5 实验组的氨氮浓度始终无

明显变化(P>0.05)；pH 为 6.0、7.5 和 9.0 实验组的氨

氮浓度总体呈明显下降趋势，pH 为 10.5 实验组的氨

氮浓度略有降低，其中，pH 为 6.0 和 7.5 实验组的氨

氮浓度在第 2 天分别大幅降低至 0.26 和 0 mg/L，此

后，pH 为 6.0、7.5、9.0 实验组的氨氮浓度稳定在较

低水平(图 2B)。就亚硝酸盐氮的浓度而言，对照组和

各实验组均未呈现下降趋势，在 14.97~24.31 mg/L 的

范围内小幅波动(图 2C)。 

2.4  温度对菌株 XH2 生长及其氨氮去除效果的影响 

菌株 XH2 在温度为 5℃时，生长受到明显抑制，

在温度为 15℃~45℃时，均能良好生长，2~3 d 时，

其菌量可从初始的 106 cells/ml 增长至 108 cells/ml，

并一直维持在该水平(图 3A)。对照组和温度为 5℃实

验组的氨氮浓度无明显变化(P>0.05)，其他各实验组

的氨氮浓度总体呈下降趋势。其中，温度为 30℃、

35℃和 45℃实验组的氨氮浓度在第 2 天时降至最低，

其氨氮去除率分别为 100.0%、93.8%和 70.1%；温度

为 15℃、25℃实验组则在第 3 天降至最低，其氨氮去

除率为 99.6%、97.7%；其后，实验组的氨氮浓度均

略有升高，但仍远低于对照组(图 3B)。就亚硝酸盐氮  

 

 
 

图 2  不同 pH 条件下 XH2 的菌量(A)、分析培养液中氨氮(B)、亚硝酸盐氮(C)的含量变化 
Fig.2  Variations of strain XH2 amount (A), ammonia nitrogen (B) and nitrite nitrogen  

(C) concentrations in the medium of different pH 

对照：pH 6.0，不加菌株 XH2 
Control: pH 6.0 without strain XH2 

 

 
 

图 3  不同温度条件下 XH2 的菌量(A)、分析培养液中氨氮(B)和亚硝酸盐氮(C)的含量变化 
Fig.3  Variations of strain XH2 amount (A), ammonia nitrogen (B) and nitrite nitrogen  

(C) concentrations in the medium at different temperatures 

T：温度；对照：温度 30℃，不加菌株 XH2 

T: Temperature; Control: Temperature 30℃ without strain XH2 
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的浓度而言，对照组和各实验组在 15.97~22.57 mg/L

的范围内小幅波动(图 3C)。 

2.5  通气量对菌株XH2生长及其氨氮去除效果的影响 

通气量为 1 L/min 时，菌株在 24 h 内进入对数生

长期，并于 36 h 后进入稳定期，菌量最高可达 1.03× 

109 cells/ml，而培养液中的溶氧含量也相应在 2 h 时 

达到最低值，随后不断升高并稳定在 90.0%左右；通

气量为 2 L/min 时，菌株 12~36 h 进入对数生长期，

60 h 后进入稳定期，稍迟于上述实验组，菌量最高可

达 6.78×108 cells/ml (图 4A、图 4B)。菌株在 2 实验组

中均表现出对氨氮良好的去除效果，低通气量组在第

1 天氨氮去除率可达 98.6%，高通气量组第 2 天的氨

氮去除率为 98.2%，此后，培养液中的氨氮浓度始终

维持在较低水平(图 4C)。但 2 个实验组的亚硝酸盐氮

浓度一直维持在 13.63 mg/L 以上的较高水平(图 4D)。 
 

 
 

图 4  不同通气量条件下 XH2 的菌量(A)和分析培养液中溶氧(B)、氨氮(C)、亚硝酸盐氮(D)的含量变化 
Fig.4  Variations of strain XH2 amount (A), dissolved oxygen (B), ammonia nitrogen  
(C) and nitrite nitrogen (D) concentrations in the medium with different ventilations 

 

3  讨论 

现有报道的红球菌多筛选自土壤、工业废水、畜

禽养殖废弃物等非水产养殖水体环境。黄钧等(2010)

和张智超等(2017)从活性污泥及畜禽养殖排出物中分

离出红球菌菌株，它们 6 d 内的氨氮去除率分别达到

68.9%和 94.4%；司文攻等(2011)从土壤获得的 1 株红

球菌，其 3 d 内氨氮去除率为 65.0%。相较上述红球

菌，菌株 XH2 为养殖池塘土著菌，其在原有环境中

的适应性和竞争力更强，且对原有生态环境相对更为

安全(何沅滨等, 2015)。在养殖水体环境中筛选具备 

生态适应性强、生长性能好、水质净化效率高的菌株，

并结合水产养殖与渔业微生物制剂的生产实际开展

针对性研究，以此研发的微生物制剂方能更切合水产

养殖产业的实际需求，才能更有效地促进其在养殖水

体原位净化技术的规模化应用，助力零换水生态型养

殖业的发展。本研究选择以虾池养殖中后期(50 d)水

体环境为基础，从中筛选具有高效氨氮去除功能的土

著菌株，进而获得玫瑰红红球菌 XH2。故从目的性、

产业应用预期目标等方面而言，该研究所获菌株较以

往研究定位更明确，更易满足水产养殖水体净化所需。 

盐度、温度、pH 和通气量是水产养殖中的几个

重要指标。本研究通过检测分析培养液中菌量、氨氮

及亚硝酸盐氮浓度的变化，进而了解了上述 4 个因子
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对菌株生长和氨氮去除效果的影响。菌株 XH2 在盐

度为 5~45，pH 为 6.0~9.0，温度为 15℃~45℃及通气

量为 1~2 L/min 的条件下均能生长良好，在较低盐度

(5~25)和较高温度(25℃~45℃)下生长更优。另一方

面，菌株 XH2 在盐度为 5~15 时，最高氨氮去除率约

为 79.0%，而盐度为 25~45 时，最高氨氮去除率在

90.0%以上，说明菌株 XH2 对较高盐度水体环境的氨

氮去除效果更佳。在 pH 为 6.0~9.0、温度为 15℃~ 35

℃时，菌株 XH2 对氨氮的最高去除率在 93.0%以上；

当 pH 为 4.5 和 10.5、温度为 5℃时，氨氮去除效果

不明显，温度为 45℃时，最高氨氮去除率仅为 77.1%，

表明其在中性偏碱的条件下有较好的氨氮去除效果，

而温度过高或过低均会弱化其氨氮去除效果。在通气

量为 1 和 2 L/min 的条件下，菌株 XH2 的最高氨氮去

除率均在 98.0%以上，但其在低通气量组时进入对数

生长期以及氨氮浓度大幅下降的时间均早于高通气

量组。因此，在实际生产中可采用低通气量来扩培菌

株 XH2，在节约资源的同时不会影响其生长和氨氮去

除效果。 

在水产养殖生产中，适宜的水体盐度、pH、温

度的覆盖区间分别为 0~38.1、6.9~8.7 和 15℃~35℃，

在不同的养殖品种和养殖模式之间会存在一定的差

异(李卓佳等, 2007)。可见，菌株 XH2 对盐度、pH、

温度的适应范围与大部分水产养殖池塘水体的变化

区间相吻合。通常具有氨氮去除功能的菌株环境适应

范围为盐度 0~35、pH 6.0~9.0 和温度 15℃~40℃，该

条件下菌株对氨氮的去除率为 40.0%~98.0%(李存玉

等, 2017; 胡修贵等, 2013)。综合来看，菌株 XH2 与

上述报道相比大体一致，而其对氨氮的去除效果更优。 

微生物转化氨氮为多种形态的氮的形式大体分

为 3 类。其一，氨氮被氧化为亚硝酸盐氮、硝酸盐氮

等；其二，氨氮被微生物同化吸收以合成其生长所需

含氮物质；其三，氨氮被转化为含氮气体，如 NOX、

N2 等(王弘宇等, 2009)。黄雪娇等(2016)发现了一株具

有氨氮去除功效的光合菌，培养过程中并未发现亚硝

酸盐氮及硝酸盐氮积累，其认为该菌通过同化吸收来

去除氨氮。刘志云等(2016)筛选出一株能去除氨氮的

粉状毕赤酵母菌(Pichia pastoris)，其氨氮去除途径为

同化吸收及转化为硝酸盐氮。当前，鲜有关于红球菌

氨氮去除机制的报道(张智超等, 2017)。本研究对各

实验组中菌株 XH2 的分析培养液进行了菌量、氨氮

和亚硝酸盐氮的检测。各实验组中菌株 XH2 菌量的

增加与氨氮去除同步，且氨氮浓度大幅下降与菌株对

数生长期吻合，同时，亚硝酸盐氮的浓度没有明显变

化，推测氨氮去除过程主要发生在菌株对数生长时

期，大部分氨氮被菌株同化，用于其自身生长繁殖 

(陈昢圳等, 2009; 张培玉等, 2010)。后期氨氮的小幅

回升，可能是由于分析培养液中营养不足，菌株进入

衰亡期，菌体自溶释放出的氨氮比菌株去除的氨氮多

(李泳洪等, 2016)。由于只检测了氨氮和亚硝酸盐氮，

未检测其他氮元素指标，并不能明确菌株 XH2 是否

能转化成其他形式的氮，有待进一步的实验来证实。 

总体而言，本研究从虾池养殖水体环境中获得的

土著玫瑰红红球菌 XH2 对盐度、pH、温度的适应性

良好，且能有效去除水体环境中的氨氮，可作为养殖

池塘水体氨氮防控菌剂产品研发的备选菌株。当前，

已明确了实验室条件下 4 种因子对菌株 XH2 氨氮去

除效果的影响，之后将会对该菌株的氨氮去除机制及

其对养殖池塘水体其他生物群落的影响、菌剂规模化

生产工艺、在养殖生产中的应用技术优化等做进一步

的研究。 
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Abstract    The accumulation of ammonia nitrogen in water is highly toxic to cultured aquatic animals. 

The microbiological method has received widespread attention as an efficient way to remove ammonia 

nitrogen in aquaculture because of its high efficiency and environment-friendliness. The genus 

Rhodococcus is a very diverse group of bacteria that can remove a variety of compounds, including 

ammonia nitrogen. Here, the strain XH2, which potently removes ammonia nitrogen, was isolated from 

aquaculture water during the middle to late (50 d) phase of shrimp cultivation. Its ecological adaptability 

and feasibility of use as a probiotic to improve aquaculture water quality was evaluated. According to the 

results of 16S rDNA sequencing and Biolog identification, XH2 was identified as Rhodococcus 
rhodochrous. Its growth performance and ammonia nitrogen removal efficacy were studied under 

different salinities (5, 15, 25, 35, and 45), pH (4.5, 6.0, 7.5, 9.0, and 10.5), temperatures (5, 15, 25, 35, and 

45℃), and aeration levels (1~2 L/min). The results showed that XH2 had high adaptability to varied 

ranges of salinity (5~45), pH (6.0~9.0), temperature (15℃~45℃), and ventilation (1~2 L/min), with a 

maximum observed cell amount of 1.03×109 cells/ml. Specifically, the concentration of ammonia nitrogen 

in medium was reduced by 90.0%~100.0% during 1~3 d under the following conditions: salinity 25~45, 

pH 6.0~9.0, temperature 15℃~30℃  and ventilation volume 1~2 L/min (P<0.05). There was no 

significant difference in nitrite concentrations. Taken together, these data show that the XH2 strain 

possesses the physico-chemical properties of a suitable alternative in terms of salinity, pH, temperature, 

and ventilation, which can be applied to most aquaculture ponds for the prevention and control of 

ammonia nitrogen. 
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