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摘  要: 采用间歇曝气、极限稀释和酸碱指示剂培养基相结合的办法, 从池塘底泥中成功分离到

好氧反硝化菌株 H2, 经生理生化和 16S rDNA 序列分析, 初步判断为芽孢杆菌属(Bacillus sp.)。在

室内模拟养殖水体中, 菌株H2在 15 d中对亚硝酸盐和硝酸盐的最高降解速率分别达到 0.885 mg/L⋅d
和 0.46 mg/L⋅d, 试验结束时, 总氮去除率达到 45.2%。结果表明, 菌株 H2 具有应用于养殖水体生

物脱氮领域的巨大潜力。 
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Abstract: An aerobic denitrifying bacterium H2 was selected from the pond sludge by using a new screen-
ing method: Samples were enriched by intermittent aeration firstly, secondly limiting diluted, then screened 
with BTB screening culture medium. Strain H2 was identified as Bacillus sp. according to its physiological 
and biochemical characters, as well as 16S rDNA sequence homology comparison. The highest degradation 
velocity of NO3

− and NO2
− were 0.46 mg/L⋅d and 0.885 mg/L⋅d, and the degradation rate of total nitrogen 

was 45.2% in aquarium water during the 15-day experiment. The study showed that strain H2 had great po-
tential in the biodenitrification of aquaculture. 
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 俗话说“养鱼先养水”, 水质是养殖成败的首
要因素。但目前我国主要采用的集约化高密度养殖

模式在水体积累了大量的鱼类粪便和饵料残渣, 导

致水体氮素含量严重超标, 尤其在养殖的中后期及
夏季高温季节, 亚硝酸盐含量居高不下, 鱼虾等水
生生物时时处于应激状态, 浮头、厌食等现象时有
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发生, 严重时还会出现大批死亡[1,2]。因此对水体中

氮素 ,  尤其是亚硝酸盐的控制是调节水质的关键 
问题。 

微生物反硝化作用可将水体中的硝态氮及亚硝

态氮转化为 N2O 及 N2, 使氮素彻底脱离水体, 达到
脱氮的目的, 具有脱氮彻底、无二次污染、运行管
理成本低等优点, 因此反硝化菌的选育和研究一直
是生物脱氮研究领域的热点。传统的反硝化理论认

为反硝化作用只能在厌氧条件下进行, 氧气的存在
会抑制菌株的反硝化酶活性[3,4], 而在实际生产中养
殖水体的溶氧一般应保持在 4 mg/L~8 mg/L 之间, 
这对矛盾使厌氧反硝化菌在水产中的应用一直受到

很大限制。20世纪 80年代, Robertson等[5]首次发现

好氧反硝化菌的存在后, 不断有新的好氧反硝化菌
株被发现[6−8,16], 使反硝化菌应用于水产养殖业有了
可能。目前, 具有良好生产应用潜力的好氧反硝化
菌株的选育是解决反硝化菌在水产养殖业中应用瓶

颈问题的关键, 具有重要的经济及社会意义。 
本研究采用间歇曝气、极限稀释和酸碱指示剂

培养基相结合的办法, 从郑州市近郊塘泥中分离到
一株好氧反硝化菌, 并采用室内模拟养殖水体, 对
其脱氮效果进行了跟踪检测, 为其在实际生产中的
应用提供了有益指导。 

1  材料和方法 

1.1  培养基 
1.1.1  富集培养基(g/L)[6]：琥珀酸钠 2.84, NaNO2 
0.345, KH2PO4 1.36, (NH4)2SO4 0.27, 酵母膏 1.0, 
MgSO4⋅7H2O 0.19, 痕量微量元素液  1.0 mL, pH 
7.2。 
1.1.2  BTB 分离培养基(g/L)[6]：琥珀酸钠 8.5, L-天
冬酰胺酸 1.0, NaNO2 0.7, KH2PO4 1.0, FeCl2⋅6H2O 
0.05, CaCl2 ⋅2H2O 0.2, MgSO4 ⋅7H2O 1.0, BTB  
1.0 mL(1%, 溶于乙醇), 琼脂粉 2.0, pH 7.0~7.3。 
1.1.3  LB 培养基(g/L)[9]：蛋白胨 10.0, 酵母膏 5.0, 
NaCl 10.0, pH 7.0~7.2。 
1.1.4  反硝化活性检测培养基Ⅰ(g/L)[6]：琥珀酸钠 
4.72, NaNO2 0.70, KH2PO4 1.50, Na2HPO4 0.42, 
NH4Cl 0.61, 酪蛋白 0.50,  MgSO4⋅7H2O 1.0, 痕量
微量元素液 2.0 mL, pH 7.2。 
1.1.5  反硝化活性检测培养基Ⅱ：将反硝化活性检

测培养基Ⅰ中的 NaNO2 0.7 换作 KNO3 1.0 即得。 

以上均为液体培养基配方, 添加 2.0%的琼脂粉
即为固体培养基。所有培养基均 1×105 Pa, 30 min
灭菌, 备用。 

1.2  好氧反硝化菌的选育 
取郑州市郊养鱼池表面塘泥 4 份 , 分别称取 

1.0 g 到 200 mL 富集培养基中, 120 r/min(DO≈ 
6.0 mg/L±0.5 mg/L), 29°C~30°C进行曝气培养富集, 
曝气间隔为 12 h。每隔 2天采用格利斯试剂和二苯
胺试剂定性检测亚硝酸盐及硝酸盐含量。若亚硝酸

盐消耗完毕, 取 5 mL富集培养液到新鲜的培养基中, 
继续培养, 重复 3 次。得到的培养液稀释至 107倍, 
将各梯度稀释液分别接入新鲜培养基中, 同等条件
下培养 3 d, 选取亚硝酸盐及总氮降解率最高的稀释
液在 BTB分离培养基上进行划线分离, 挑选蓝色和
具有蓝色晕圈的菌落作为初筛菌株。初筛菌株经 LB
培养基活化, 用无菌水洗涤 3 次, 按 1.0%的接种量
接入反硝化活性检测培养基Ⅰ , 120 r/min, 29°C~ 
30°C 培养 3 d 后, 检测亚硝酸盐及总氮的降解率, 
进行复筛, 得到的菌株接斜面保存备用。 

1.3  选育菌株硝酸盐降解活性检测 
菌株经 LB 培养基活化后, 用无菌水洗涤 3 次, 

按 1.0%的接种量接入反硝化活性检测培养基Ⅱ , 
120 r/min, 29°C~30°C培养 3 d后, 检测硝酸盐、亚
硝酸盐的含量。 

1.4  菌株的鉴定 
1.4.1  生理生化鉴定：依据文献[10]进行。 
1.4.2  16S rDNA 同源性比较：参照文献[11]的方法
提取菌株总 DNA, 采用通用引物 P0： 5′-AGAGTTT 
GATCCTGGCTCAG-3′, Pc：5′-GGTTACCTTGTTAC 
GACTT-3′, 扩增其部分 16S rDNA 序列, 产物回收
后送交北京博尚生物技术有限公司测序, 测序结果
提交 GenBank进行 Blast分析。 

1.5  选育菌株在室内养殖水体中脱氮活性的研究 
1.5.1  室内养殖水体的模拟：本项工作在河南省水

产科学研究院工厂化育苗车间进行。试验用池为直

径 1.1 m, 高 0.8 m的柱形钢化玻璃缸, 试验用水采
用经沙滤罐过滤的池塘养殖水, 底泥采自长期高密
度养殖池塘。试验期间每缸加入底泥 15 kg, 约 3 cm
厚, 池水深度约为 50 cm, 每缸放入 10 尾规格为 
25 g/尾±0.50 g/尾的鲤鱼以保证池水水质均匀, 试
验期间不喂食。晚上开启保温层, 白天关闭, 保证水
体温度稳定在 25°C~30°C, 光照充足, 充氧稳定 4 d
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后, 各项水质指标基本趋于稳定, 备用。试验开始前
一天, 加入亚硝酸盐浓缩液, 使各池亚硝酸盐浓度
均约为 3.2 mg/L。 
1.5.2  选育菌株在模拟养殖水体中的脱氮活性研

究：试验共设 2组, 每组设 3个平行, 分别为不加菌

的对照组、投加选育菌株的试验组。选育菌株采用

LB 培养基活化, 经无菌水洗涤后制成菌悬液, 于晴

好天气上午 9：30 投入试验缸中, 菌体投加浓度约

为 105 CFU/mL。试验期间通过调节充氧阀使各池溶

氧稳定在 5.0 mg/L~9.0 mg/L。投菌前进行第 1次采

样作为各检测指标的初始值, 之后采样时间定为每

天上午 9：00~9：30。 

1.6  检测方法 
硝酸盐：紫外分光光度法(HJ/T 346-2007); 亚硝

酸盐：N-(1-萘基) -乙二胺光度法(GB/T 7493-1987); 

总氮：碱性过硫酸钾法(GB/T 11894-1989); 菌体量：

稀释平板计数法[9]。 

2  结果与分析 

2.1  好氧反硝化菌株的选育 
经过间歇曝气富集、极限稀释、BTB平板初筛, 

共得到 62 株单菌落, 经过摇床复筛, 得到 5 株具有
良好反硝化活性的菌株, 其对亚硝酸盐及总氮的降
解效果如表 1所示。 

 
表 1  筛选菌株对亚硝酸盐及总氮的降解率 

Table 1  Nitrite and total nitrogen removal  
rates by the strains 

菌株 
Strain 

NO2
−降解率 

NO2
− removal rate 

总氮降解率 
TN removal rate 

H2 98.8% 62.4% 

F1 95.4% 55.7% 

B10 99.8% 57.9% 

I13 97.2% 42.5% 

B12 98.6% 68.8% 

 
从表 1中可以看出, 5株细菌对亚硝酸盐的降解

率均在 95%以上 , 表现出良好的降亚硝酸盐的能

力。其中菌株 B10 的效果最优, 降解率达到 99.8%; 

在总氮的去除率上, 菌株 B12 和 H2 均在 60%以上, 

菌株 B10和 F1效果次之。 

2.2  选育菌株硝酸盐降解活性检测 
将筛选得到的 5 株细菌接入反硝化检测培养 

基Ⅱ, 考察其对硝酸盐的降解效果及亚硝酸盐的积
累情况, 结果如表 2所示。 
 

表 2  筛选菌株对硝酸盐的降解效果及 
亚硝酸盐的积累情况 

Table 2  Nitrate removal and nitrite accumulation by 
the screened strains on the third day 

菌株 
Strain 

硝酸盐浓度 
Nitrate concentration 

(mg/L) 

亚硝酸盐浓度 
Nitrite concentration 

(mg/L) 

对照(Control) 142.80±1.22 0.02±0.005 

H2 8.46±0.31 0.16±0.02 

F1 5.82±0.25 5.77±0.36 

B10 23.93±0.45 2.89±0.25 

I13 48.52±0.46 2.46±0.06 

B12 16.55±0.35 1.61±0.12 

 
从表 2 中发现, 虽然 5 株细菌对硝酸盐的降解

效果都相当显著, 但菌株 F1、B10、I13和 B12均积
累了较高浓度的亚硝酸盐, 这种情况在生物脱氮研
究中曾被多次观察到[12−14,22]。目前对这种现象有两

种解释：一种解释认为与亚硝酸盐相比, 硝酸盐作
为电子受体时基质释放的能量较高, 因此微生物优
先利用硝酸盐作为反硝化作用的电子供体, 导致亚
硝酸盐浓度升高; 另一解释认为硝酸盐还原酶的合
成要早于亚硝酸盐还原酶[15], 因此亚硝酸盐的降解
要晚于硝酸盐。这种现象的出现在实际应用中是相

当危险的。而菌株 H2 在降解硝酸盐时亚硝酸盐基
本未出现积累, 说明其反硝化效率比较高。因此将
菌株 H2作为目标菌株进行进一步的研究。 

2.3  菌株 H2 的鉴定 
2.3.1  菌株 H2 的菌落培养特征：在牛肉膏蛋白胨

琼脂平板上, 菌落湿润、透明, 边缘不规则, 凸起。 
见图 1。 
2.3.2  菌株 H2 的个体形态特征及生理生化特性：

培养 18 h 的菌体呈杆状, 大小为 1.2 μm×4.0 μm, 
多成链状排列 ,  产芽孢 ,  芽孢为杆状 ,  大小为 
1.2 μm×3.8 μm。具体形态见图 2。革兰氏染色阳性, 
具运动性, 可进行葡萄糖发酵, 接触酶阳性, 可在
7% NaCl中生长, 可水解淀粉和酪素。 
2.3.3  菌株 H2 的 16S rDNA 片段测序结果分析：

扩增菌株 H2的 16S rDNA序列送交测序, 共测出 5′
端约 700 bp, 序列提交 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
进行 Blast分析, 查询登录号为 R180S7FP013, 经相
似性比对, 与 GenBank 中 Bacillus subtilis subsp. 
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图 1  菌株 H2 的菌落形态 
Fig. 1  The colony modality of strain H2 
 

 
 
图 2  菌株 H2 的显微摄影图(10×100, 简单染色) 
Fig. 2  Micrography of strain H2 
注：A：菌株 H2芽孢; B：菌株 H2营养体 
Note: A: The spore of strain H2; B: The vegetative of strain H2 
 
subtilis str. 168和 Bacillus amyloliquefaciens FZB42
的 16S rDNA序列具有 100％同源性。初步鉴定该菌
株为芽孢杆菌属(Bacillus sp.)。 

2.4  菌株 H2 在模拟养殖水体中的脱氮活性研究 
从图 3中可以看出, 菌株 H2加快了试验池中亚

硝酸盐的降解速率。试验池中的亚硝酸盐在试验的

第 7 天就基本降解完毕, 之后未再出现升高现象, 
最高降解速率为 0.885 mg/L⋅d, 出现在试验的第 
2 天~第 4 天, 说明菌株 H2 在该试验条件下可迅速
发挥作用; 对照池中的亚硝酸盐在试验的第 10天被
完全降解, 较试验组晚了 3 d, 最大的降解速率为 
0.625 mg/(L⋅d), 较试验组降低了 0.26 mg/(L⋅d)。且

对照池中的亚硝酸盐含量在试验的第 1 天有小幅上
升, 从第 2 天开始下降, 而试验组的亚硝酸盐含量
则一直处于下降状态。说明在此实验条件下, 菌株
H2 可将水体进行硝化作用时所产生的亚硝酸盐迅
速降解或转化, 避免了亚硝酸盐的积累。这在生产
应用时是极为有利的。 
 

 
 

图 3  亚硝酸盐降解曲线 
Fig. 3  Curve of nitrite concentration 
 

从图 4中可以看出, 菌株H2对池中硝酸盐的浓
度变化有很大影响。试验缸中硝酸盐的浓度变化比

较剧烈：试验初期(第 1 天~第 4 天), 硝酸盐含量缓
慢上升, 从第 5天开始急剧下降, 从 3.13 mg/L下降
到 第 10 天 的 0.5 mg/L, 最 高 降 解 速 率 为       
0.46 mg/L⋅d。推测试验前期池水中发生了硝化作用, 
产生了硝酸盐, 而试验后期, 反硝化作用明显增强, 
硝酸盐被大量降解。对照池中硝酸盐的变化较之试

验组明显缓和：初期缓慢上升, 从第 3 天开始小幅
下降。说明养殖水体中的微生物群落自身也具有一 
 

 
 

图 4  硝酸盐浓度变化图 
Fig. 4  Curve of nitrate concentration 
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定的脱氮活性, 但作用并不强烈。试验结束时, 对照
池中硝酸盐的去除率(包括同化作用和脱氮作用的
影响)约为 51.7%。而试验池中硝酸盐的去除率(包括
同化作用和脱氮作用的影响)约为 89.5%, 较对照组
提高了 37.8%。 

结合图 3 所示亚硝酸盐的降解曲线可知, 菌株
H2 在该试验条件下降解硝酸盐时并未产生亚硝酸
盐的积累, 这一点和实验室的研究结果一致, 说明
菌株 H2在实际应用时是安全的。 
 

表 3  总氮浓度变化 
Table 3  Concentration of the total nitrogen  

in aquaculture water 

 Originalρ
(TN) mg/L 

Finalρ(TN) 
（mg/L） 

TN removal 
rate (%) 

对照组
(Control) 

10.22±0.23 7.86±0.12 23.1 

菌株 H2组
(Strain H2) 

10.16±0.15 5.57±0.09 45.2 

 
从表 3可以看出, 菌株H2可显著提高水体的总

氮去除率。试验期末, 试验池的总氮去除率为 45.2%, 
较对照组提高了 22.1%。 

3  讨论 

3.1  好氧反硝化菌的筛选方法研究 
好氧反硝化菌为好氧细菌或兼性好氧细菌, 其

在自然界中的含量很少, 采用一般微生物筛选方法
很难将其从环境微生物中分离出来。因此自上世纪

80 年代好氧反硝化菌被首次发现以来, 其筛选方法
一直是研究的热点[16]。经历了近 30年的探索, 目前
该类细菌的筛选方法主要有 4种：(1) 间歇曝气法：
该方法利用好氧反硝化菌可同时使用 O2和 NO3

−作

为电子受体的特性, 营造出好氧、厌氧的环境使其
获得生长优势。最先发现的好氧反硝化菌 Paraco- 
ccus denitrificans 就是 Robertson 等[5]通过间歇曝气

法筛选到的; (2) 选择性培养基法：该方法适用于定
向进行某种具有特殊营养需求的好氧反硝化菌的筛

选。如 Gupta等[17]将培养基中的 MgSO4浓度升高到

0.3 mg/mL 以定向进行典型好氧反硝化菌—脱氮副
球菌的富集; (3) 呼吸抑制剂法：该方法由孔庆鑫 
等[18]首次于 2005 年报道。该方法利用呼吸抑制剂
KCN 阻断呼吸链中电子向 O2 的传递, 抑制好氧菌
的生长, 并结合间歇曝气法, 最终使具有好氧反硝

化作用的细菌成为富集液中的优势菌群。(4) 酸碱
指示剂法[6]：该方法利用反硝化作用可使 pH升高的
特性, 在培养基中加入酸碱指示剂溴百里酚蓝(BTB)
以指示菌落周围的 pH, 挑选平板上的蓝色菌落作为
初筛菌株。 

本研究中, 我们在好氧反硝化菌的筛选方法上
进行了新的尝试, 即将多种被证明有效的筛选方式
进行合理组合以提高筛选效率。其具体做法如下：

采用间歇曝气方式对样品进行富集后, 将富集液稀
释至 107倍, 然后将各梯度稀释液再次富集, 选取脱
氮效率最高的稀释液在 BTB 选择性培养基上进行
划线分离。这种模式在间歇曝气富集后增加了一个

“极限稀释”环节, 降低富集液单位体积中的细菌
浓度, 使好氧反硝化菌更易获得生长优势, 脱氮性
能得到增强, 进而更易被分离出来。研究结果表明, 
“间歇曝气→极限稀释→BTB培养基”筛选模型对
于好氧反硝化菌的选育是相当有效的。我们从 62株
初筛菌株中共获得 5 株具有良好好氧反硝化功能的
菌株, 筛选效率达到 8.06%, 得到了明显提高。 

3.2  好氧反硝化菌在养殖水体中的应用 
目前, 好氧反硝化菌的研究大多集中于菌株的

脱氮特性和生理生化研究 [12,13,20−22], 其作用效果也
多是以反硝化培养基作为试验用水, 在实验室条件
下得到的。渔业养殖水环境与反硝化培养基相比 , 
不但营养条件有很大差异, 而且前者含有的丰富微
生物还会与反硝化菌株产生复杂的相互作用。与实

验室相比, 菌株在养殖水体中的实际效果存在很多
不确定因素, 这也是目前在反硝化菌的应用中经常
遇到的问题。本研究以渔业养殖水作为试验用水 , 
并添加池塘底泥来模拟养殖水环境, 使试验池和对
照池的各项水质指标基本一致, 在此基础上进行菌
株的效果试验。这种方法既可为菌株提供与生产应

用无差别的养殖水营养环境, 又考察了菌株与养殖
水体自身微生物间的相互作用对其作用效果的影响, 
得到的结果更接近菌株的实际应用效果。 

研究结果表明, 菌株 H2 在室内模拟水体中可
有效加快亚硝酸盐及硝酸盐的降解速率, 其最高降
解速率可分别达到 0.885 mg/(L⋅d)和 0.46 mg/(L⋅d), 
且可有效避免水体中亚硝酸盐的积累, 增强了水体
的脱氮能力, 总氮的最终去除率可达 45.2%, 较对
照提高了 22.1%。初步说明菌株 H2在天然养殖水体
中可顺利发挥其好氧反硝化活性 , 且使用较为安
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全。加之菌株 H2可形成芽孢, 具有较强的生命力和
繁殖能力, 耐运输和贮存, 对各种水体适应能力较
强, 具有开发成微生态制剂的巨大潜力。 
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