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研究报告 

光氧环境对紫色硫细菌 YL28 去除无机三态氮的影响 

张晓波  周广静  朱笔通  赵春贵*  杨素萍* 
华侨大学生物工程与技术系  福建 厦门  361021 

摘  要：【背景】光和氧是制约光合细菌生长代谢进而影响其除氮效果的重要因素。不产氧光合细菌

紫色硫细菌——海洋着色菌(Marichromatium gracile) YL28 能以亚硝氮为唯一氮源进行光合生长，对高

浓度无机三态氮具有良好去除能力。【目的】阐明 YL28 菌株除氮效率与光氧环境的交互联系，获得其

生物除氮的最适光氧条件。【方法】以高浓度无机三态氮共存海水水体为研究体系，在有光/无光条件

下考查装样量(表征体系溶氧状态)对 YL28 菌株生物除氮活性的影响，并通过响应面分析法对装样量、

光照强度和光周期 3 个主要因素进行优化。【结果】光照且氧浓度较低时(80%装样量)，YL28 具有最

佳生长和无机三态氮去除能力；装样量在 10%−100%时，菌体生物量(OD660)在 0.938−2.719 之间，当

氨氮、亚硝氮和硝氮分别为 7.16、5.67 和 4.83 mmol/L 时，其去除率分别在 71.44%−89.09%、

99.22%−99.83%和 91.60%−97.33%。黑暗条件下，装样量在 20%−100%时，氨氮、亚硝氮和硝氮去除

率分别在 48.07%−64.27%、73.51%−86.42%和 42.57%−46.34%，但菌体生物量(OD660 为 0.615−0.903)

明显降低。通过响应面优化，当装样量、光照强度和光周期分别为 80.0% (溶氧量约为 0.32 mg/L)、

2 800 lx和 24L:0D时，细胞生长和氨氮去除活性达到最佳状态，分别比优化前提高了 21.28%和 14.11%。

在实际应用中，选取 72%−89%装样量(溶氧量约为 0.26−0.63 mg/L)、2 240−3 460 lx 光照强度和

21L:3D−24L:0D 光周期，细胞活性可达 95%以上。【结论】80%装样量有助于促进菌体光照生长和除

氮；在黑暗有氧和无氧环境下，YL28 菌株也具有较好除氮活性，这为不产氧光合细菌在生物反应器

中高效去除无机三态氮的应用提供了有价值的参考数据。 
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Effect of light and oxygen on the removal of inorganic nitrogen by 
Marichromatium gracile YL28 
ZHANG Xiao-Bo  ZHOU Guang-Jing  ZHU Bi-Tong  ZHAO Chun-Gui*   
YANG Su-Ping* 

Department of Bioengineering and Biotechnology, Huaqiao University, Xiamen, Fujian 361021, China 

Abstract: [Background] Light and oxygen are important limited factors for cell growth and the inorganic 
nitrogen removal of anoxygenic phototrophic bacteria (APB). Marichromatium gracile YL28, a member of 
purple sulfur bacteria in APB, can grow with nitrite as the sole nitrogen source and efficiently remove 
inorganic nitrogen. [Objective] This work aims to explore the relationship between light and/or oxygen and 
the removal efficiency of inorganic nitrogen by YL28, and acquire the optimal condition of light and oxygen 
for biological nitrogen removal processes. [Methods] A simulated seawater system with high concentration 
of co-exist inorganic nitrogen was used to investigate the effect of sample loading quantity (SLQ, it 
represents dissolved oxygen level) on the inorganic nitrogen removal efficiency by YL28 under the light or 
dark conditions. The three major factors of SLQ, light intensity and photoperiod were optimized by the 
response surface analysis. [Results] Under the light condition, the highest removal efficiency of inorganic 
nitrogen and cell growth were achieved at 80% of SLQ. When SLQ was in the range of 10% to 100%, the 
range of biomass value (OD660) was from 0.938 to 2.719 and the removal rate of ammonia, nitrite and nitrate 
reached 71.44%−89.09%, 99.22%−99.83% and 91.60%−97.33% when exposed to 7.16, 5.67, 4.83 mmol/L 
of ammonia, nitrite, nitrate, respectively. Under the dark condition, when SLQ was in the range of 20% to 
100%, the removal rate of ammonia, nitrite and nitrate reached 48.07%−64.27%, 73.51%−86.42% and 
42.57%−46.34%, respectively, however, the biomass (OD660, 0.615−0.903) decreased significantly. The 
response surface analysis showed that the cell growth and ammonia removal efficiency were increased by 
21.28% and 14.11% under the 80.0% of SLQ (dissolved oxygen (DO) is approximately 0.32 mg/L), 
2 800 lx of light intensity and 24L:0D of photoperiod condition. In practical application, more than 95% of 
cell activity was achieved under 72% to 89% of SLQ (DO is in the range of 0.26 to 0.63 mg/L), 2 240−3 460 lx 
of light intensity and 21L:3D−24L:0D of photoperiod conditions. [Conclusion] The 80% of SLQ is of 
benefit to YL28’s phototrophic growth and the inorganic nitrogen removal efficiency; YL28 remains the 
good nitrogen removal activity under anaerobically and/or aerobically in the dark. This study provides useful 
information for the removal of inorganic nitride by APB in bioreactor. 

Keywords: Purple bacteria, Light, Oxygen, Nitrogen removal, Response surface analysis 

随着人类日益增长的食品需要、现代农业及

人类城市化活动的加剧[1]，自然界的氮平衡已经受到

严重破坏[2]。大量的氮化物随着河流进入海洋[3]，导

致水体富营养化以及温室效应气体 N2O 等增加，

尤其是包括重点增养殖区在内的近海水域养殖水

体，无机氮化物、活性磷酸盐、化学需氧量等含

量严重超标，其中无机氮化物污染物区域多年来

一直排在首位[4-5]。如何及时有效地控制水体中氨

氮和亚硝氮等有害物质，恢复养殖水体的生态平

衡，已成为目前养殖业亟待解决的问题。 

微生物不仅是驱动自然界氮 循 环 的 重 要 角

色，而且在生物高效除氮领域的应用也展示出良

好前景[6]。迄今报道了至少 8 种微生物氮代谢途

径[2,7]，如固氮、氨化、氨氧化或硝化、厌氧氨氧

化、呼吸性硝酸盐还原(反硝化)、发酵型硝酸盐还

原(Dissimilatory nitrate reduction to ammonium，

DNRA)、同化硝酸盐还原、厌氧甲烷反硝化等，

这些氮代谢途径或机制的阐明，不但对深入理解

微生物驱动自然界物质循环和能量循环的机制具

有重要意义，而且依据微生物的这些氮代谢机制
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建立了多种不同的生物脱氮工艺，如硝化反硝化

脱氮工艺[8]、短程硝化反硝化脱氮工艺[9]以及厌氧

氨氧化脱氮工艺[10]等。目前已研究和应用了各种

各样的微生态制剂，它们在养殖水体氮污染修复

和微生态恢复等方面发挥了重要作用[11]。这些微

生物主要以芽孢杆菌、硝化细菌、反硝化细菌、

乳酸菌、酵母菌、海单胞菌和不产氧光合细菌(习

惯称光合细菌)等为主要菌群，不同微生物对环境

的适应性及除氮活性具有明显差异，它们的生长

代谢和除氮过程除了受到污染水体组成复杂性影

响外，也受到水体环境因素如光、氧、pH、温

度和氧化还原电位(eH)等严重制约。另外，也有

研究表明，养殖水体中残留的饵料等有机物的降

解主要发生在沉积物-水界面微环境，在这种微

环境中，物质代谢循环活跃，硝化/反硝化过程剧

烈 [12-13]，导致氧化还原电位(eH)和溶氧(Dissolved 

oxygen，DO)等降低，微生态类群变化，有机物降

解不彻底，使水体中大量积累氨氮、亚硝氮和一

些小分子有机物等[14-16]。因此开发适应于沉积物-

水界面的微生物制剂，将有效降低水体中氨氮和

亚硝氮等有害物质的积累程度。 

不 产 氧 光 合 细 菌 (Anoxygenic phototrophic 

bacteria，APB)在水产养殖业上已有广泛的研究和

应用[11,17]，其特点是在光照厌氧条件下利用小分子

有机物(酸、醇)和氨生长，不但为养殖动物提供优

质的菌体饵料，而且大多数 APB 菌株还具有反硝

化作用，因此能有效地去除水体有机物以及氨

氮和亚硝态氮等有害物质，同时也不与水产养殖

动物竞争氧气。已报道的 APB 微生态制剂菌种

包括 Rhodobacter sphaeroides (Rba. sphaeroides)、

Rba. capsulata、Rhodopseudomonas palustris (Rps. 

palustris) 、 Rubrivivax gelatinosa 、 Phaeospirillum 

fulvum等[11]，其中一些菌株也能够在黑暗环境中进

行生长代谢，推测其可满足沉积物-水界面的低光、

低氧环境。然而目前使用的 APB 菌株多为淡水种

或陆源种，这些菌株能否应用于海水养殖水体环

境还有待进一步考证。本课题组在前期研究中，

从海水潮间带红树林沉积物中分离获得一株能够

以亚硝氮为唯一氮源生长的 APB——海洋着色菌

(Marichromatium gracile) YL28[18-19]。该菌株具有

高耐盐和耐受 H2S 能力[18]，亚硝氮最大去除浓度

达 200.0 mg/L，能同时去除体系中的高浓度无机三

态氮，是迄今报道的亚硝氮去除能力最高的 APB

菌株之一[20]。进一步研究表明，氨氮能明显提高

该菌株对亚硝氮的适应能力，小分子有机碳化物

(乙酸、琥珀酸和丙酮酸等)和海藻寡糖可明显提

高其去除无机三态氮的能力，而不利用大分子多

糖(如淀粉、环糊精等)，这些大分子与小分子有

机碳化物共存时不影响该菌株的生长和除氮能

力 [11,20-21]，同时已完成了该菌株的基因组测定[22]

和代谢途径分析[23]。 

研究表明，光和氧是制约 APB 生长的重要环

境因子，势必将影响其除氮能力，但不同的光氧

环境对该菌株生长和除氮影响尚不清楚，尤其是

最适生长和除氮的光氧条件以及黑暗低氧环境中

的除氮能力。鉴于此，本文以高浓度无机三态氮

共存的模拟海水为研究体系，在考察了光照 /黑

暗、装样量以及光周期对该菌株生长和除氮影响

的基础上，通过响应面法优化了生长和氨氮去除

的最适光照强度、光周期和装样量，表明该菌株

在光照且厌氧度较高时具有良好的生长和除氮能

力，且在黑暗有氧/无氧条件下，仍然保持较好氨

氮、硝氮和亚硝氮去除能力。本研究为 APB 微生态

制剂海水养殖水体修复剂的合理应用提供指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

Marichromatium gracile YL28 分离自福建泉州

洛阳桥红树林潮间带泥水样[18]，16S rRNA 基因

GenBank 登录号为 JF719917。 

1.1.2  培养基和菌种制备 

按文献[11]方法配制培养基。菌种悬液制备：

25 °C、6 000 r/min 离心 10 min 收集光照厌氧培养

4 d 菌悬液的菌体细胞，用无菌 2% NaCl 溶液洗涤
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菌体 3 次，制备成细胞密度约为 4.8×109 CFU/mL

的菌种悬液。 

1.2  除氮体系及处理条件 

除氮体系：在无碳源、无氮源培养基中，添

加终浓度为 24.3 mmol/L 乙酸钠为唯一有机碳源，

同时添加无机三态氮，含量以实测值为准。 

装样量设置：选取规格为 100 mL 透明玻璃

蓝盖瓶为培养容器，设置不同的装样量，以装满

(140 mL)容器为 100%装样量，静置培养且在培养

时旋紧瓶盖。 

培养温度为 28±2 °C，菌种接种量为装样体积

的 1.0%，未特别强调时光照强度为 2 500 lx，静

置处理时间为 5 d，黑暗处理用黑布包裹培养容

器。每组处理 3 个重复，研究过程中定时取样，以

测定菌体生物量和活细胞光谱，25 °C、6 000 r/min

离心 10 min 收集上清液用于测定氨氮、亚硝氮

和硝氮含量，离心收集的菌体用于测定光合色

素含量。 

1.3  生物量、无机三态氮和色素含量的测定 

采用比浊法测定菌体生物量，在光程为 1 cm

的比色杯中，于分光光度计上测定 660 nm 下的光

密度值(OD660)，或扫描活细胞的吸收光谱。采用

次溴酸钠氧化法(GB12763.4-91)、N-(1-萘基)乙二

胺偶氮分光光度法(GB/T 11889-1989)和紫外分光

光度法(HJ/T 346-2007)分别测定水体中氨氮、亚硝

氮和硝氮含量。无机氮含量均以氮素的含量进行计

算，重复测定 3 次。计量单位：mmol/L 或 R (%)，R

表示去除率，R (%)=1−Ct/C0×100，Ct 和 C0 分别表

示无机氮化物测定时刻和初始时刻浓度。光合色

素含量测定参照文献[24]进行。 

1.4  响应面优化设计 

研究采用 Design-Expert 8.0 软件进行试验设

计，在最适条件范围内选取装样量、光照强度和

光周期进行 3 因素 3 水平优化，以综合评价光、氧

交互作用对菌体生长和氨氮去除效果的影响。测

定体系中氨氮、亚硝氮和硝氮的初始浓度分别为

6.74、4.03、4.16 mmol/L。 

2  结果与分析 

2.1  装样量对 YL28 生长、除氮活性和光合色素

合成的影响 

一般而言，溶氧水平依据溶氧量 (Dissolved 

oxygen，DO)可分为好氧、缺氧和厌氧 3 种[25]。为

考察 YL28 菌株对溶氧的耐受能力，研究了不同装

样量(Sample loading quantity，SLQ)对该菌株生

长和除氮能力的影响。DO 测定表明(图 1A)，光

照静置密封体系经 5 d 处理，SLQ 与 DO 呈负相

关关系，随着 SLQ (10%−100%)升高，其 DO 由

6.85 mg/L 降低至 0.17 mg/L，因此采取 SLQ 来表

示 DO 水平。菌体生长和除氮活性表明，随着 SLQ

增加，菌体生物量 (OD660)和氨氮去除率逐渐上

升，菌体生物量 (OD660)和氨氮去除率分别处于

0.938−2.719 和 71.44%−89.09%之间，以 80% SLQ

菌体生长和除氮活性最佳，该菌株对 DO 也具有较

好的耐受性，即使在 10% SLQ (DO 6.85 mg/L)时，

菌体生物量(OD660)可达 0.938，氨氮去除能力达

71.44%。此外，对硝氮和亚硝氮的去除率没有明

显影响，去除率分别达 99.22%和 91.60%以上，在

好氧(DO 6.85 mg/L)环境中，该菌株硝氮和亚硝氮去

除活性很高，未受到明显抑制。表明 YL28 菌株在光

照厌氧(80% SLQ)环境中更有利于菌体生长和无机三

态氮的去除。在黑暗条件下，随着装样量的升高

(20%−100%)，菌体生物量(OD660)在 0.615−0.903 范

围内呈降低的趋势，氨氮和亚硝氮去除率分别在

48.07%−64.27%和 73.51%−86.42%范围内逐渐升高，

硝氮去除率没有明显(P>0.05)变化。由此可见，虽

然黑暗环境不是 YL28 菌株生长和除氮的良好环

境，但在黑暗有氧(20%)和厌氧(100%)的环境中，

YL28 菌株都具有较好的脱除无机三态氮的能力，

但生物量更低。 

在黑暗条件下，不同装样量处理的菌体活细

胞光谱均未观察到光合色素特征峰，光合色素合

成受到严重抑制，因此本研究仅测定了在光照条

件下不同装样量体系中菌体光合色素合成量的情

况，结果如图 1C 所示。随着 SLQ 的升高(即体系厌 
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图 1  光照与黑暗条件下，装样量对 YL28 生长、无机三态氮的去除(A，B)和细菌光合色素合成(C)的影响(5 d) 
Figure 1  Effects of sample loading quantity on the cell growth, inorganic nitrogen removal (A, B) and photopigment 
contents (C) under the light and dark conditions (5 d) 
注：初始氮浓度(C，mmol/L)：氨氮，7.16；亚硝氮，5.67；硝氮，4.83. 
Note: Initial concentration (C, mmol/L): Ammonia, 7.16; Nitrite, 5.67; Nitrate, 4.83. 
 
氧水平升高)，菌体 Car 和 BChl 含量逐渐升高，当

黑暗或装样量较低(≤40%，即体系溶氧水平较高)

时，菌体光合色素合成受到抑制，光合作用生长

受到抑制，菌体主要营化能生长，但生物量较

低；光照厌氧环境中是光合生长和化能生长的总

和，菌体主要营光合作用生长(图 1A 和 1B)。 

2.2  光周期对 YL28 生长和除氮特性的影响 

自 然 光 是 不 连 续 的 ， 光 照 (Light ， L)/ 黑 暗

(Dark，D)交替必将影响菌体的生长及生物活性。

鉴于 80%装样量时菌体生长和除氮活性最高，进

一步考察了在光照条件下 80% SLQ 时，光周期对

菌体生长和无机三态氮总去除率的影响，结果如

图 2 所示。处理 4 d，随着光周期光照时间的延

长，菌体生物量(OD660)和无机三态氮总去除率逐

渐升高，光周期 12L:12D 时菌体生物量(OD660)达

到最大值 (2.367)，无机三态氮化物总去除率为

80.28%，进一步提高光周期光照时间，菌体生物

量(OD660)不再明显升高，无机三态氮总去除率继

续升高，24 h 持续光照，总去除率达到 92.03%；

处理 8 d，光周期为 0L:24D 和 8L:16D 时，体系

菌体生物量(OD660)和无机三态氮总去除率略有

升高，继续延长光周期的光照时间，菌体生物

量 和 无 机 三 态 氮 总 去 除 率 并 没 有 明 显 升 高

(P>0.05)。 

 

 
 

图 2  光周期对 YL28 生长和无机三态氮的去除特性 
Figure 2  Effect of photoperiod on the cell growth and inorganic nitrogen removal in co-exist inorganic nitrogen system 
注：A：4 d；B：8 d. 初始氮浓度(C，mmol/L)：14.65；其中氨氮，6.32；亚硝氮，4.47；硝氮，3.86. 
Note: A: 4 d; B: 8 d. Initial concentration (C, mmol/L): 14.65, the contents of ammonia, nitrite and nitrate are respectively 6.32, 4.47 and 3.86. 
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2.3  基于响应面法的光、氧对细胞除氮活性的影响 

依据上述研究结果，在光照条件下，不同装

样 量 之 间 亚 硝 氮 和 硝 氮 去 除 率 无 显 著 差 异

(P>0.05)，因此只选择生物量(OD660)和氨氮去除率

(R，%)作为检测指标。响应面分析试验因子和水平

的设计见表 1，测定结果见表 2。 

2.3.1  方差和置信度分析 

通过 Design-Expert 8.0 软件进行二次响应面分

析，得到多元二次响应面回归模型(表 3)。 

 
表 1  响应面分析试验设计  
Table 1  Experiment design of response surface analysis 

代码 

Symbol 
因素 Factor 

水平 Level 

−1 0 1 

A 装样量 

Sample loading quantity 
(SLQ, %) 

60 80 100

B 光照强度 

Illuminance (lx) 

1 000 2 500 4 000

C 光周期 

Photoperiod (L:D) 

8:16 16:8 24:0

 
表 2  响应面分析试验数据结果(5 d) 
Table 2  The results of response surface analysis (5 d) 

分组 

Run 

A 
(%) 

B 
(lx) 

C 
(L:D) 

生物量 

Biomass (OD660)  

氨氮去除率 

Ammonia removal 
rate (R, %) 

测定值 

Actual 

预测值 

Predicted 

测定值

Actual 

预测值

Predicted

1 1 0 1 2.255 2.234  89.592 89.621

2 0 −1 1 1.945 1.915  83.228 80.648

3 0 0 0 2.499 2.497  86.942 85.870

4 −1 −1 0 1.494 1.402  72.807 71.194

5 0 −1 −1 1.239 1.310  62.311 63.952

6 1 1 0 1.711 1.803  77.524 79.136

7 0 0 0 2.531 2.497  86.519 85.870

8 −1 1 0 1.874 1.823  81.511 78.959

9 0 1 1 2.365 2.294  88.052 86.411

10 0 0 0 2.453 2.497  84.519 85.870

11 1 0 −1 1.761 1.639  78.319 74.126

12 0 0 0 2.545 2.497  85.519 85.870

13 0 1 −1 1.677 1.706  74.220 76.800

14 1 −1 0 1.397 1.448  65.740 68.291

15 0 0 0 2.455 2.497  85.852 85.870

16 −1 0 1 2.101 2.223  84.450 88.643

17 −1 0 −1 1.604 1.625  77.859 77.831

表 3  二次响应面回归方程 
Table 3  The quadratic response surface regression equation 

项目 Items 多项式 Polynomial 

生物量 

Biomass (OD660) 

2.50+0.08A+0.19B+0.35C−0.38A2−
0.5B2−0.19C2−0.1A2C−0.14AB2 

氨氮去除率 

Ammonia removal rate (R, %)

85.71+4.65B+8.69C−2.96A2− 
8.56B2−4.22A2C−2.76AB2 

 
对回归模型进行方差和置信度分析(表 4)。结

果表明，生物量和氨氮去除率模型 P 值均小于

0.000 1，失拟值均大于 0.05，表明二次响应面回归

模型显著，研究结果与数据模型良好拟合，生物

量和氨氮去除率两种数学模型均可用来预测研究

结果。生物量回归模型相关系数 R2=0.996，氨氮去

除率回归模型相关系数 R2=0.965，表示模型对生物

量和氨氮去除率的数据解释量分别为 99.6%和

96.5%，试验方法可行性水平高。CV 值表示模型

变异系数，CV 值越大，表示研究可靠性越低。结

果显示，生物量回归模型 CV=1.92%，氨氮去除率

回归模型 CV=2.30%，表明研究操作可靠性高。模

型方程中，生物量各因素单项、平方项和 A2C、

AB2，氨氮去除率 B、C、A2、B2、A2C、AB2 六因

素的 P 值均小于 0.01，表明这些因素对其响应具有

显著性影响。根据 F 值可判断各因素对生物量、氨

氮去除率的影响力，生物量模型依次为 C (光周

期)>B (光照强度)>A (装样量)，氨氮去除率模型依

次为 C (光周期)>B (光照强度)，装样量对氨氮去除

能力影响不显著(P>0.05)。 

2.3.2  菌体生长和氨氮去除响应面分析及其验证 

为更直观地体现各因子交互对生物量和氨氮

去除的影响，进一步对其等高线图、3D 响应面图

进行分析，结果如图 3 所示。对二次方数学模型

进行解析表明，当 SLQ 为 80.80%、光照强度为

2 838.15 lx、光周期为 24L:0D 时，菌体生长和氨

氮去除率达到理论最佳水平，预测值分别为 2.680

和 95.0%。 

为验证模型可行性，将所获取的最佳条件进

行验证，结果如表 5 所示。以 80% SLQ、光照强度

2 800 lx、光周期 24L:0D 为最佳工艺，进行平行试 
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表 4  二次方模型方差和置信度分析 
Table 4  The variance and confidence analysis of quadratic model 

项目 

Items 

生物量 Biomass (OD660) 

项目 

Items 

氨氮去除率 Ammonia removal rate (R, %) 

平方和 

Sum of 
squares 

自由度 

df 

均方 

Mean 
square 

F 值

F value

P 值 

P value

平方和

Sum of 
squares

自由度 

df 

均方 

Mean 
square 

F 值

F value

P 值 

P value

Model 3.06 8 0.38 259.67 <0.000 1 Model 944.50 6 157.42 46.12 <0.000 1

A 0.02 1 0.02 16.41 0.004 0 B 173.18 1 173.18 50.74 <0.000 1

B 0.30 1 0.30 204.31 <0.000 1 C 301.86 1 301.86 88.44 <0.000 1

C 0.49 1 0.49 330.50 <0.000 1 A2 36.89 1 36.89 10.81 0.008 0

A2 0.60 1 0.60 406.73 <0.000 1 B2 309.26 1 309.26 90.61 <0.000 1

B2 1.06 1 1.06 717.76 <0.000 1 A2C 35.63 1 35.63 10.44 0.009 0

C2 0.15 1 0.15 102.74 <0.000 1 AB2 30.55 1 30.55 8.95 0.014 0

A2C 0.02 1 0.02 13.88 0.006 0     

AB2 0.04 1 0.04 27.63 0.001 0     

Residual 0.01 8 0.00 Residual 34.13 10 3.41 

Lack of fit 0.00 4 0.00 0.63 0.668 0 Lack of fit 30.61 6 5.10 5.80 0.255 0

Pure error 0.01 4 0.00   Pure error 3.52 4 0.88   

Cor total 3.07 16    Cor total 978.63 16    

Standard deviation 0.04     Standard deviation 1.85     

CV (%) 1.92     CV (%) 2.30     

R2 0.996     R2 0.965     

Adeq precision 44.17     Adeq precision 22.51     

 

 
 

图 3  生物量及氨氮去除率等高线图(A−D)和响应面图(E−H) 
Figure 3  The contour plot (A−D) and response surface map (E−H) of biomass and the removal rate of ammonia 
注：A 和 E：装样量与光照强度对菌体生物量(OD660)的影响；B 和 F：装样量与光周期对菌体生物量(OD660)的影响；C 和 G：装样

量与光照强度对氨氮去除率的影响；D 和 H：装样量与光周期对氨氮去除率的影响. 
Note: A and E: Effects of SLQ and illuminance on biomass (OD660); B and F: Effects of SLQ and photoperiod (Light time, h) on biomass 
(OD660); C and G: Effects of SLQ and illuminance on removal rate of ammonia; D and H: Effects of SLQ and photoperiod (Light time, h) on 
removal rate of ammonia. 
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表 5  菌体细胞培养条件优化前后细胞活性参数比较 
Table 5  Comparison of cell activity between before 
optimization and after optimization  

项目 

Items 

A 
(%) 

B 
(lx) 

C 
(L:D) 

生物量 

Biomass 
(OD660) 

氨氮去除率

Ammonia 
removal rate

(R, %) 

优化前 

Before optimization 

100 2500 24:0 2.124 79.68 

预测值 

Predicted value 

80.80 2 838.15 24:0 2.680 95.00 

优化后 

After optimization 

80.00 2 800.00 24:0 2.576 93.79 

 

验 ，获 得生物 量平 均值为 2.576 (RSD=0.132，

n=3)，与理论相差 3.88%，比对照提高了 21.28%；

氨氮去除率平均值为 93.79% (RSD=2.42，n=3)，

与理论相差 1.21%，比对照提高了 14.11%。因此，

基于响应面法所获得的海洋着色菌 YL28 生物除氮

过程的光氧参数具有一定的实际应用价值。 

2.3.3  期望分析 

对上述结果进行期望分析，并选择最大期望

水平的 95%所对应培养条件区间作为实际应用操

作条件(图 4)。结果表明，理论预测的最佳条件

期 望值为 0.841，选择优 化后最 大期 望水平 的

95% (0.799) 所 对 应 培 养 条 件 区 间 ， 即 装 样 量

72%−89%、光照强度 2 240−3 460 lx，光周期为

21L:3D−24L:0D 时，即可达到期望水平的 95%以

上，菌体生物量和氨氮去除率分别达到 2.55 和

90%以上。在上述研究中，黑暗条件下，80% SLQ

非开放体系菌体生物量(OD660)和氨氮去除率分别

为 0.635 和 57.65%，分别达到最大期望水平的

23.69%和 60.68%，表明在黑暗条件下，菌体虽然

生长较低，但依旧可保持较好的氨氮去除特性，

为海洋着色菌 YL28 在生物除氮过程的环境适应性

奠定了良好基础。 

3  讨论与结论 

环境因素(光、氧、pH、盐度和温度等)、营养

物质(C、N、P 和生长因子等)和有害物质胁迫等均

对微生物生长与代谢有影响。对 APB 而言，光氧

是影响其代谢活性的两个重要因子。已有研究表

明：在光照厌氧环境中，APB 具有良好的生长和

去除无机三态氮能力，例如陈燕红等研究表明， 

Rps. palustris 2-8 在光照厌氧条件下，当亚硝氮添

加量为 2.4 mg/L 时，其去除率达 95.58%[26]；席寅

峰等研究表明，在光强 3 000−5 000 lx 和硝氮添加

量 200 mg/L 时，Rhodopseudomonas sp. PSB-3 对模

拟污染水体处理 96 h，其硝氮去除率为 20.65%[27]。

在光照好氧环境中，一些 APB 菌株也具有良好生

长能力，但对溶氧需求不同，例如岳慧英等研究

表明，Rhodobacter azotoformans 134K20 在光照好

氧条件下的生物量高于黑暗好氧和光照厌氧[28]。

林而舒等研究表明，当溶氧量为 0.9 mg/L、氨氮初 

 

 
 

图 4  环境因素对菌体活性等高线期望的影响 
Figure 4  Interaction effects of environmental factors on the contour expectation of bacterial activity 
注：A：装样量与光照强度的期望；B：装样量与光周期的期望；C：光照强度与光周期的期望. 
Note: A: Desirability of SLQ and illuminance; B: Desirability of SLQ and photoperiod (Light time, h); C: Desirability of illuminance and 
photoperiod (Light time, h). 
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始浓度为 50 mg/L 时，Enterobacter asburiae YT 氨

氮去除率达 85%以上[29]。刘道玉等研究表明，在

DO 为 3.0−3.5 mg/L 的养殖水体中，当氨氮、亚硝

氮和硝氮含量分别为 2.62、0.35 和 0.59 mg/L 时，

Paracoccus denitrificans 对其最大去除率分别为

49.23%、42.86%和 67.74%[30]。本课题组前期研究

表明，紫色硫细菌 YL28 是一株高耐盐和去除高浓

度无机三态氮的 APB 菌株[11,18]，不仅能以亚硝酸

盐为唯一氮源进行生长代谢[19]，最大去除或耐受

浓度分别为 200 mg/L 和 500 mg/L 以上[20]，可同时

对亚硝氮和氨氮具有良好去除作用，是迄今报道

的具有高耐盐特性的对亚硝氮去除能力最高的

APB 菌株之一[18,20]。反硝化作用脱除硝氮和亚硝

氮通常是在厌氧环境中进行的，继 Robertson 等[31]

首次发现好氧反硝化菌后，其它的好氧反硝化菌不

断被报道[32-35]，但鲜有好氧反硝化 APB 的报道[36]。

本研究表明，紫色硫细菌 YL28 去除三态无机氮的

最适条件是光照厌氧环境，但在黑暗好氧环境中仍

具有良好除氮能力，当氨氮和亚硝氮初始浓度分别

为 7.16 mmol/L 和 5.67 mmol/L 时，随着 SLQ 的变

化，氨氮和亚硝氮去除率分别在 48.07%−64.27%和

73.51%−86.42%之间。此外，在光照(2 500 lx)条件

下，当 DO 在 0.17−6.85 mg/L 范围内时，YL28 对

硝氮和亚硝氮的高效去除能力不受 DO 的影响，该

菌株具有非常宽泛的 DO 适应范围。硝氮和亚硝氮

不是 APB 生长的良好氮源[19]，在无机三态氮共存

体系中，硝氮和亚硝氮的去除主要通过反硝化过

程[17,25]，因而该 YL28 也可称之为好氧反硝化菌。 

综上所述，本研究以高浓度无机三态氮(氨氮、

亚硝氮和硝氮)共存的海水体系为模型，通过研究

光氧对 YL28 生物除氮的影响，阐明了海洋着色

菌 YL28 生物除氮与环境因子光氧的内在联系，

获得生物除氮的最适光氧条件，相比于优化前，

菌体生物量(OD660)提高了 21.28%，氨氮去除量达

到 6.32 mmol/L，其去除率提高了 14.11%，且光照

厌氧和/或好氧环境中，亚硝氮和硝氮的去除无明显

差异，由此发现 YL28 菌株具有好氧反硝化作用。

通过期望分析，反应容器装样量为 72%−89% (DO，

0.26−0.63 mg/L)、光照强度为 2 240−3 460 lx、光周

期为 21L:3D−24L:0D 的条件下，该菌株生长和除氮

活性仍可达到最佳活性的 95%以上。 
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