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研究报告 

固氮红细菌(Rhodobacter azotoformans) YLK20 去除无机氮的

影响因素 

衷炜华  朱笔通  赵春贵*  张晓波  徐慧芳  杨素萍* 
华侨大学生物工程与技术系  福建 厦门  361021 

摘  要：【背景】不产氧光合细菌(Anoxygenic phototrophic bacteria，APB)作为一类重要的微生物资

源，在水产养殖水体氮污染的修复方面已有广泛研究与应用。养殖水体环境复杂，含多种有机物，

尤其是有机氮显著影响菌体除氮功效。【目的】在高浓度无机三态氮(氨氮、硝氮和亚硝氮)共存体系

中，阐明小分子有机碳、有机氮和盐度对固氮红细菌(Rhodobacter azotoformans) YLK20 去除无机三

态氮的影响规律及机制，挖掘针对性强和适应性广的高效除氮菌株。【方法】采用 RAST 和 KEGG

方法分析 YLK20 基因组碳氮代谢途径及耐盐机制；采用次溴酸钠氧化法、紫外和 N-(1-萘基)-乙二

胺分光光度法分别测定氨氮、硝氮和亚硝氮含量。【结果】基因组显示，YLK20 拥有 EMP、HMP、

TCA、固氮、氨化、氨同化和反硝化碳氮代谢途径，含有 sohB、nhaC、betB 和 gbsA 等多种耐盐基

因。丙酮酸钠、乙酸钠、柠檬酸钠、乙醇和甘露醇是 YLK20 生长和去除无机三态氮的良好有机碳，

葡萄糖和果糖的存在降低了无机三态氮去除能力，蔗糖体系中硝氮和亚硝氮能被良好去除，但氨氮

去除能力较低。在高浓度蛋白胨(3.21 g/L)和尿素(1.43 g/L)体系中，YLK20 仍能高效去除无机三态氮。

YLK20 能在 3%盐度内生长良好，低盐度时该菌株能良好去除无机三态氮，高盐度时亚硝氮去除能

力受到严重抑制。YLK20 对海水和淡水实际养殖水体中的无机三态氮有良好去除效果。【结论】 

YLK20 主要通过氨同化和反硝化途径去除无机三态氮，尤其在高浓度有机氮环境中也能高效去除；

该菌株适应盐度范围广，兼可适用于淡水和海水养殖水体；该菌株生长和无机三态氮去除影响因素、

规律及除氮机制的阐明，可为 APB 微生物制剂的合理应用提供指导。 

关键词：不产氧光合细菌，固氮红细菌，无机氮去除 
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Factors affecting nitrogen removal from aquaculture wastewater 
by Rhodobacter azotoformans YLK20  
ZHONG Wei-Hua  ZHU Bi-Tong  ZHAO Chun-Gui*  ZHANG Xiao-Bo   

XU Hui-Fang  YANG Su-Ping* 

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

Abstract: [Background] Anoxygenic phototrophic bacteria (APB) have been widely investigated and 
applied in the bioremediation of nitrogen-polluted aquaculture. Various organic compounds are 
predominated in the contaminated aquaculture water, among them, organic nitrides significantly hamper 
the nitrogen removal efficiency. [Objective] In order to investigate the effects of organic compounds and 
salinity on inorganic nitrogen removal (ammonia, nitrate and nitrite) and elucidate the mechanism of 
inorganic nitrogen removal by Rhodobacter azotoformans YLK20, moreover, further to develop 
well-adapted microbial agents with high nitrogen removal efficiency. [Methods] RAST and KEGG 
analyses were used to elucidate carbon and nitrogen metabolic pathways and salt-tolerant mechanism(s) of 
YLK20. The removals of ammonia, nitrate and nitrite were measured by sodium hypobromite oxidation, 
UV spectrophotometry and N-(1-naphtyl)-ethylenediamine dihydrochloride spectrophoto-metric method, 
respectively. [Results] Genomic analysis revealed that YLK20 possesses EMP, HMP, TCA, nitrogen 
fixation, ammonium assimilation and ammonification and denitrification pathways. It contains several 
salt-tolerant genes such as sohB, nhaC, betB and gbsA. Pyruvate, acetate, citrate, ethanol and mannitol 
stimulated the cell growth and the nitrogen removal of YLK20, while glucose and fructose decreased the 
nitrogen removal level. Nitrate and nitrite were removed efficiently in the presence of sucrose while it is 
difficult to remove ammonia. In the presence of high concentration of peptone (3.21 g/L) and urea    
(1.43 g/L), inorganic nitrogen concentrations were significantly decreased. YLK20 was able to tolerate to 
at least 3% of NaCl, efficiently remove the inorganic nitrogen under low salinity conditions while nitrite 
removal was significantly inhibited in the presence of the high salinity. The inorganic nitrogen both from 
freshwater and marine rearing water could be efficiently removed by YLK20. [Conclusion] YLK20 could 
efficiently remove the inorganic nitrogen by ammonium assimilation and denitrification pathways, 
especially in the presence of high concentration of organics nitrogen. YLK20 was tolerant of high salinity, 
which is suitable for both freshwater aquaculture and marine aquaculture. YLK20 as a specific 
microecological modulator, was capable of removing efficiently nitrogen, showing the great potentials in 
the application in aquaculture remediation. 

Keywords: Anoxygenic phototrophic bacteria, Rhodobacter azotoformans, Nitrogen removal 

中国渔业生态环境状况公报(2017)数据显示，

养殖水体中无机氮含量超标居众多污染物之首，不

但制约了水产养殖业的发展，也带来了环境和健康

等诸多问题。养殖水体中的大量有机物沉积在沉积

物-水界面层，经微生物作用后该区域往往形成缺氧

区或厌氧区，进而厌氧微生物的代谢产物向水体释

放，这是导致水体富营养化及氨氮、亚硝氮等大量

累积的主要原因[1-3]，硝氮虽无毒，但会被微生物转

化为对养殖对象毒副作用较大的氨氮和亚硝氮。因

此，如何有效去除养殖水体中的无机三态氮，维持

水体生态平衡，是保障水产养殖业健康发展的主要

问题[3-4]。微生物修复技术已广泛应用于水产养殖

业，在改善水质、控制污染物、调节水体微生物群

落结构和疾病防治等方面发挥了重要作用[3,5-6]。不

同微生物类群其代谢特性和环境适应性有较大差

异，复杂多变的养殖水体(光、氧、pH、碳和氮等)

环境势必会影响微生物制剂的功效。针对性地选育

适合水体沉积物-水界面生境(低溶氧和高有机氮化
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物)的高效除氮菌种，系统地了解其除氮特性与复杂

环境适应性关系，对于微生物制剂的合理应用具有

重要意义。 

不 产 氧 光 合 细 菌 (Anoxygenic phototrophic 

bacteria，APB)作为一类重要的微生物资源，在水

产养殖业已被广泛研究和应用。目前研究和应用的

APB 菌 种 主 要 包 括 Rhodopseudomonas (Rp.) 

palustris 、 Rhodobacter (Rb.) sphaeroides 、

Rhodospirillum rubrum 、 Rubrivivax gelatinosa 、

Marichromatium (M.) gracile 等[6]。关于 APB 对氨氮

和亚硝氮去除特性及影响因素的研究表明，在适宜

菌体生长的光、氧、盐度和有机碳等条件下，菌株

对氨氮和亚硝氮均具有良好的去除能力，但不同菌

株对环境的适应性以及对无机三态氮的去除能力

有很大差异[6-7]。养殖水体中无机三态氮往往共存且

相互转化，有机碳和有机氮种类繁多，势必会影响

APB 菌株的除氮能力，但在无机三态氮共存体系中

研究有机碳和有机氮对 APB 菌株脱氮影响的报道

较少，主要集中在 M. gracile YL28 和 Rp. palustris 

CQV97 这 2 个菌株[6-7]。这 2 个菌株都具有氨同化

和反硝化脱氮机制，能以亚硝氮为唯一氮源生长，

但其生长机制尚不明确。碳源不同，这 2 个菌株脱

氮能力有很大差异，例如葡萄糖、乙酸钠和乙醇等

有机碳可促进 M. gracile YL28 对无机氮的去除，但

葡萄糖严重抑制 Rp. palustris CQV97 的氨氮去除，

有机氮严重影响它们对水体氨氮的去除，甚至使水

体氨氮升高[6-7]，目前尚未见到在有机氮环境中高效

去 除 无 机 三 态 氮 菌 株 的 报 道 。 淡 水 种 ( 如 Rp. 

palustris)制剂已应用于海水养殖水体，但未见到盐

度与菌株除氮能力关系的报道，这些淡水菌株能否

在海水养殖水体环境中生长并除氮，还有待进一步

考证。 

针对目前 APB 除氮研究和应用中存在的问题，

本文以 Rb. azotoformans YLK20 菌株为研究对象，

在高浓度无机三态氮共存的体系和适宜条件(光照、

温度和 pH)下，系统地研究了 8 种有机碳(有机酸盐、

糖类和醇类)、2 种有机氮(尿素和胰蛋白胨)和盐度

对该菌株生长及去除无机三态氮的影响，在淡水和

海水实际养殖水体中考察了该菌株的除氮效果，并

从基因组水平上初步分析了该菌株主要的碳代谢、

氮代谢和耐盐特性，为针对性选育 APB 微生态制

剂菌种以及制剂的合理应用提供指导。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

固氮红细菌(Rhodobacter azotoformans) YLK20

由 本 实 验 室 分 离 和 鉴 定 ， 菌 株 保 藏 号 为

CGMCC7.312 ， 基 因 组 GenBank 登 录 号 为

GCA_002844445.1，由上海美吉生物医药科技有限

公司采用 Illumina HiSeq 高通量测序方法测定。 

1.2  基因组获取与注释 

通过软件 Velvet 1.2.1 对测序原始数据进行基

因组序列组装，将重新组装得到的基因组序列提交

至 NCBI 的 原 核 基 因 组 注 释 数 据 库 PGAP 

(Prokaryotic genome annotation pipeline, https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/release_not

es/)进行注释。以 Rhodobacter 属名为关键词，通过

NCBI 获得 Rhodobacter 基因组数据，并提交至

RAST (Rapid annotation using subsystem 

technology，http://rast.nmpdr.org/)数据库进行基因组

重注释[8]，通过 Glimmer 算法进行高质量的基因组

重分析，以消除因原注释方法不同而产生的偏差。

将 RAST 重 注 释 分 析 结 果 结 合 KEGG (Kyoto 

encyclopedia of genes and genomes)数据库中的代谢

途径注释和 NCBI 中的蛋白列表对各数据库未注释

的序列进行核对补充，为了确认数据库注释基因或

确认可疑基因的功能，将基因编码的蛋白序列提交

至 CDD (Conserved domain database)，与验证功能

的同源序列比对，进一步确定该基因的功能[9]。 

1.3  主要试剂和仪器 

酵母浸出粉和胰蛋白胨，Oxford 公司；亚硝酸

钠、氯化铵、硝酸钾，国药集团化学试剂有限公司。

紫外可见分光光度计，翱艺仪器有限公司；多参数

水质测量仪，Oakton 公司。  
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1.4  培养基和菌种悬液制备 

Ormerod 培养基[10]中添加酵母浸出粉 3.0 g/L、

胰蛋白胨 5.0 g/L 和葡萄糖 2.5 g/L，调节 pH 约 7.0。

菌悬液制备：在 30 ± 2 °C、2 500 lx 条件下光照厌氧

培养 4 d，8 000 r/min 条件下离心 5 min 收集菌体，

无菌水洗涤菌体 2 次，制备得到 OD660 约为 3.0 的

菌悬液。 

1.5  无机三态氮测定体系 

无机三态氮共存体系：在无碳氮的 Ormerod 培

养基中添加氯化铵、亚硝酸钠和硝酸钾，其终浓度

(N 元素)分别设计为 52、156 和 354 mg/L，以实测

值为准。 

有机碳对无机三态氮去除的影响：在无机三态

氮共存体系中，按乙酸钠(2.46 g/L)中碳原子含量

计，添加 8 种不同有机碳，葡萄糖(1.98 g/L)、果糖

(1.80 g/L)、蔗糖(1.71 g/L)、丙酮酸钠(1.92 g/L)、柠

檬酸钠(2.94 g/L)、乳糖(1.80 g/L)、甘露醇(1.82 g/L)

和乙醇(1.38 g/L)。 

有机氮对无机三态氮去除的影响：在含有乙酸

钠(2.46 g/L)的无机三态氮共存体系中，添加不同浓

度的胰蛋白胨或尿素，对照(CK)未添加有机氮。 

盐度对无机三态氮去除的影响：在含有乙酸钠

(2.46 g/L)的无机三态氮共存体系中，添加不同浓度

NaCl，对照(CK)未添加 NaCl。 

测定体系的容器为 100 mL 规格玻璃蓝盖瓶，

总容积约为 140 mL，装样量为 80%，每瓶装液量

约为 110 mL，初始溶氧量(Dissolved oxygen，DO)

约为 0.32 mg/L，调整体系 pH 为 7.0，菌种悬液接

种量为 3.0%，容器置于 30 ± 2 °C、2 500 lx 光照静

置培养，每个处理设置 3 个重复。处理过程中取样，

测定生物量、氨氮、硝氮和亚硝氮含量。 

1.6  实际养殖水体除氮体系 

从 福 建 厦 门 集 美 区 水 产 养 殖 试 验 场

(N24°35′3.08″， E118°05′52.66″) 和 集 美 区 养 殖 区

(N24°34′3.83″，E118°06′8.81″)排水口分别采集对虾

(海水养殖)和鳗鱼(淡水养殖)水样，低温静置 12 h，

分装到规格 100 mL 的玻璃蓝盖瓶中，每瓶装液量

约为 110 mL，菌种悬液接种量为 3.0%，于 32 ± 2 °C、

2 500 lx 光照静置培养，培养过程中取样测定无机

三态氮含量，以未接种菌为对照(CK)，每处理设置

3 个重复。 

1.7  生物量、pH 和无机三态氮的测定 

菌体生物量采用比浊法测定：在光程为 1 cm

的比色杯中，于分光光度计上测定 660 nm 处光密

度值(OD660)
[11]。用 pH 计测定样品 pH 值。氨氮、

亚 硝 氮 和 硝 氮 分 别 采 用 次 溴 酸 钠 氧 化 法

(GB12763.4-91) 、 N-(1- 萘 基 ) 乙 二 胺 分 光 光 度 法

(GB/T11889-1989)和紫外分光光度法(HJ/T346-2007)

进行测定[11]。计量单位：mg/L 或 r (%)，r 表示残

留率，无机氮的残留率(r)按照公式 r (%)=Ct/C0×100

计算，其中 C0 和 Ct 分别表示无机三态氮的初始浓

度和测定时刻的浓度(mg/L)。无机三态氮的含量均

以测定的氮素含量计算，重复测定 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  生物信息学分析 

Rb. azotoformans YLK20 基 因 组 序 列 全 长    

4 325 082 bp，(G+C)mol%含量为 68.5%，编码     

5 182 个基因，含 10 个 16S-23S-5S 核糖体 rRNA 和

54 个 tRNA 基因，包含 4 483 个 CDS (Coding 

sequence)，其中有 995 个大于 1 kb。通过 RAST 的

Subsystems 子系统分析和 FIGfams 蛋白数据库比对

完成直系同源蛋白分类，得到包括物质代谢、细胞

生物学过程及信号传导、信息储存与处理以及未有

明确功能的编码蛋白。如图 1 所示，YLK20 基因组

有 2 978 个功能基因，参与氨基酸和衍生物(Amino 

acids and derivatives)，碳水化合物(Carbohydrates)，

辅 助 因 子 (Cofactors) 、 维 生 素 (Vitamins) 、 辅 基

(Prosthetic groups)和色素(Pigments)，脂肪酸(Fatty 

acids)、脂(Lipids)和异戊二烯类(Isoprenoids)，呼吸

作用(Respiration)，蛋白质代谢(Protein metabolism)，

应激反应(Stress response)等功能蛋白所占总功能蛋

白的比例较大，分别占 14.84%、14.67%、9.2%、

7.8%、6.7%、4.6%和 4.2%。 
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图 1  Rb. azotoformans YLK20 功能蛋白分类 
Figure 1  The profile of functional proteins in Rb. azotoformans YLK20 

 
氮代谢功能基因分析显示，YLK20 拥有氨化、

氨同化、固氮和反硝化 4 条途径。固氮基因簇包括

nifBDEHKQTWXZ ， 关 键 基 因 为 nifD (nt 

17129–18610)、nifK (nt 15510–17030)和 nifH (nt 

18672–19547)。反硝化关键酶基因包括硝酸还原酶

基因 napADEF [(napA (nt 958–3444)、napD (nt 

24347–25288)、napE (nt 25843–26025)和 napF (nt 

26033–26515)] 、 亚 硝 酸 还 原 酶 基 因 nirK (nt 

26498–27565)、一氧化氮还原酶基因 norBC (nt 

64379–65698)和一氧化二氮还原酶基因 nosZ (nt 

65701–67598)。碳代谢相关基因丰富，主要涉及

EMP (Embden meyerhof parnas)途径、HMP (Hexose 

monophosphate pathway)途径和 TCA (Tricarboxylic 

acid cycle)循环。目前已报道的 Rb. azotoformans 归

到淡水种分支，但 YLK20 基因组上含有多种耐盐

相关基因，如 nhaC (nt 8042–9532，与胞内 Na+排出

相关)、betB (nt 5540–6451，与甜菜碱转运相关)、

gbsA (nt 36157–37608，与甜菜碱合成相关)和调节

渗透压相关的水通道蛋白 Z 基因。耐盐基因比对

分析显示[12-13]，该菌株 Na+外排基因(nhaC)与近缘

海水种 Rhodovulum sulfidophilum 的 Na+外排基因

(nhaA)在进化关系上呈明显的两个分支，也未发现

海水种中的 MATE 族 MDR 外排泵和钠/甘氨酸同向

转运体 glyP 等基因。虽然 YLK20 与近缘海水种的

耐盐相关基因不同，但具有丰富的耐盐相关基因，

由此推测该菌株对盐具有良好的耐受性，进一步测

定其耐盐程度。 

2.2  有机碳对 YLK20 生长和无机三态氮去除的

影响 

实际水体中可能存在多种类型的有机碳，为了

理解该菌株对不同有机碳的适应性，考察了 8 种常

见有机碳对 YLK20 除氮效果的影响。 

有机碳对菌体生长和 pH 影响结果如图 2A 和

2B 所示。结果表明：在无机三态氮共存体系中，有

机碳类型不同，菌体生长速率和最大生物量存在差

异。总体上来看，培养体系中添加小分子有机酸(丙

酮酸、乙酸和柠檬酸)盐、醇(甘露醇和乙醇)和蔗糖

更有利于菌体生长，其中丙酮酸钠和乙酸钠是

YLK20 生长良好有机碳，其生物量(OD660)可达到

1.776 和 1.551。在单糖(葡萄糖和果糖)体系中菌体

生 物 量 相 对 较 低 ， 其 最 大 生 物 量 ( O D 6 6 0 ) 在

0.751−0.832 内。丙酮酸钠、乙酸钠、柠檬酸钠和甘 
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图 2  有机碳对菌体生物量(A)、pH (B)、氨氮(C)、硝氮(D)和亚硝氮(E)去除过程的影响 
Figure 2  Effects of organic carbons on biomass (A), pH (B), ammonia (C), nitrate (D) and nitrite (E) 

注：▲：丙酮酸钠；△：乙酸钠；☆：甘露醇；★：乙醇；▽：柠檬酸钠；○：蔗糖；□：葡萄糖；■：果糖；●：乳糖. 初始氮浓度

(C，mg/L)：氨氮：51.87；硝氮：353.66；亚硝氮：155.34. 
Note: ▲: S △odium pyruvate; : Acetate; ☆: Mannitol; ★: Ethanol; ▽: Sodium citrate; ○: Sucrose; □: Glucose; ■: Fructose; ●: Lactose. 
Initial concentration (C, mg/L): Ammonia: 51.87; Nitrate: 353.66; Nitrite: 155.34. 
 

露醇使培养体系 pH 升高，乙醇和蔗糖基本不影响

体系 pH，而单糖(葡萄糖和果糖)使体系 pH 降低。

由于低 pH 对大多数 APB 生长具有抑制作用，这可

能是该菌体在单糖体系中生长较差的原因。 

有机碳对菌体去除无机三态氮的影响结果如

图 2C−2E 所示。结果表明：有机碳种类不同，菌体

去除无机三态氮的能力表现出差异。一般来说，对

菌体生长有促进作用的碳源，也有利于无机三态氮

的去除。丙酮酸钠和乙酸钠体系中，无机氮去除能

力最高。在乙酸钠体系中，氨氮、硝氮和亚硝氮最

大去除率分别达 84.95%、89.90%和 99.76% (6 d)。

在单糖(葡萄糖和果糖)体系中，菌体生物量和除氮

能力都较低，其中果糖去除能力最低，其对氨氮和

硝氮去除率分别为 21.36%和 31.71%，对亚硝氮没

有明显的去除作用。 

2.3  有机氮对 YLK20 生长和无机三态氮去除的

影响 

实际养殖体系中，饲料残留、动物排泄物及其

微生物降解产物在水体中溶解沉降，会产生多种含

氮有机物。由于尿素是养殖动物排泄终产物，蛋白

胨是蛋白质的降解产物，本研究以尿素或胰蛋白胨

作为含氮有机物代表，在无机三态氮共存体系中研

究了菌体在复杂有机氮环境中的除氮能力。 

在胰蛋白胨体系中处理 7 d (图 3A)，随着处理

时间的延长，生物量和硝氮去除率升高并趋于稳

定，随胰蛋白胨浓度(0−14.00 g/L)升高，生长速率

和硝氮去除速率升高，低浓度(1.43 g/L)时氨氮和

亚硝氮去除速率逐渐升高，其去除率分别达 96%和 
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图 3  胰蛋白胨(A)和尿素(B)对菌体生物量(1)、氨氮(2)、硝氮(3)和亚硝氮(4)去除过程的影响 
Figure 3  Effects of tryptone (A) or urea (B) on biomass (1), ammonia (2), nitrate (3) and nitrite (4) 

注：初始无机氮浓度(C，mg/L)：氨氮：52.32；硝氮：354.28；亚硝氮：156.26. 胰蛋白胨或尿素(C，g/L)：■：0；○：0.71；△：1.43；

：3.21；◇：7.00；☆：14.00. 
Note: Initial concentration (C, mg/L): Ammonia: 52.32; Nitrate: 354.28; Nitrite: 156.26. Tryptone or urea (C, △g/L): ■: 0; ○: 0.71; : 1.43; : 

◇ ☆3.21; : 7.00; : 14.00.  

 
98%以上。高浓度(1.43−14.00 g/L)下氨氮和亚硝氮暂

时积累，但随着时间的延长氨氮和亚硝氮又逐渐去

除，3 d 时亚硝氮被有效去除，去除率达 98%以上，

浓度达 7.00 g/L 时，氨氮的去除率约为 35%，浓度达

14.00 g/L 时，体系中氨氮不但不去除，甚至高于初始

值，这可能是由于菌体的氨化作用大于菌体的消耗所

致。由此可见，蛋白胨可促进硝氮的去除，虽然亚硝

氮出现暂时性积累，也能被有效去除，低浓度   

(≤1.43 g/L)时促进菌体对氨氮的去除，浓度高达 7.00 g/L

时虽然对氨氮去除有抑制，但仍有明显的去除。 

在尿素体系中处理 7 d (图 3B)，随处理时间延

长，生物量和无机三态氮去除率逐渐升高并趋于稳

定。随着尿素浓度升高，即使高达 14.0 g/L 时虽然

对菌体生长、氨氮和硝氮去除具有抑制作用，但菌

体也能良好地生长，生物量(OD660)接近 1.0 (6 d)时

也具有良好的去除氨氮和硝氮能力，去除率分别为

28.1%和 66.3%，但对亚硝氮去除能力未见抑制。在

低浓度时，尿素对菌体生长、氨氮和硝氮去除表现

出促进作用，尿素浓度为 0.71 g/L 时，体系中生物

量(OD660)最大值可达 1.597 (4 d)，比对照组高

12.7%，氨氮和硝氮的最大去除率分别为 99.6% (5 d)

和 84.6% (5 d)，分别比对照高 17.8%和 3.3%。由此

可见，环境含有尿素时菌体能良好地生长，具有良

好的氨氮、硝氮和亚硝氮去除能力，低浓度尿素更

有利于菌体生长和无机三态氮去除。 

2.4  盐度对YLK20生长和无机三态氮去除的影响 

海水入侵引发海水向陆地移动，导致淡水盐

化，使淡水养殖的氮负荷增大[14]，不但影响了淡水

养殖业，也会影响微生物对水体的修复能力。 

目前一些陆源淡水种微生物制剂已用于海水

养殖体系水体修复，为进一步了解这些菌种在海水

环境中的除氮规律，考察不同盐度对该菌株去除无

机三态氮的影响。结果如图 4 所示，随着盐度升高，

菌体生物量(OD660)在 1.392−2.513 范围内，1%盐度 
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图 4  盐度对菌体生长和无机三态氮去除影响(5 d) 
Figure 4  Effect of salinity on cell growth and inorganic 
nitrogen removal on the 5th days 

注：初始无机氮浓度(C，mg/L)：氨氮：51.15；硝氮：352.78；

亚硝氮：154.93. 
Note: Initial concentration (C, mg/L): Ammonia: 51.15; Nitrate: 
352.78; Nitrite: 154.93. 

 
时生物量(OD660)最大值可达到 2.513，3.0%盐度时

生物量不低于无盐对照，表明该菌株能够良好地耐

盐，基本适应海水的盐度(3.0%)。随着盐度(≤3.0%)

增加，氨氮去除能力有所增加，硝氮去除能力逐渐

降低，3.0%盐度时硝氮去除率为 68.86%，而亚硝氮

去除率大幅度降低，从 99.72%下降到 6.71%，在盐

度为 1.5%时去除率下降至 20.65%。由此可见，在

高浓度无机三态氮共存体系中，该菌株能够在

0−3.0%盐度环境中良好生长，具有良好的耐盐特

性，在 3.0%盐度环境中表现出良好的脱氨氮和硝氮

能力，亚硝氮去除能力受到严重抑制。 

2.5  对实际养殖水体中无机三态氮的去除 

通过异位方法来处理养殖污染水体，YLK20 对

养殖水体无机三态氮去除结果如图 5 所示。对照水

体中，由于土著微生物的作用，水体无机三态氮呈

现不同变化，随时间延长，氨氮总体上呈降低趋势，

硝氮没有明显的降低，亚硝氮出现暂时性上升的波

动现象。相比于对照组，实验组海水对虾和淡水鳗

鱼养殖水体中的氨氮、硝氮和亚硝氮均具有良好的

去除效果，氨氮和硝氮在处理 5 d 后基本被完全去

除，亚硝氮含量也明显降低。由此表明，该菌株与

水体中土著微生物共同作用，能够良好地去除无机

三态氮污染，改善水体水质。 

3  讨论与结论 

环境中有毒氮化物(尤以游离态氨和亚硝氮危

害严重)及富营养化，都可能对养殖环境产生很大影

响[5]。养殖水体中无机三态氮尤其是氨氮和亚硝氮

的去除受到人们普遍关注。高效除氮菌株的理化特

性与环境适应性息息相关，因此，研究和认识菌株

的理化特性不但是微生物制剂合理运用的前提，也

能进一步发现和选育具有良好环境适应性的菌株。 

目前影响微生物除氮效果的研究已有较多报

道，结果显示，不同菌种其除氮能力存在较大差异， 

 

 
 

图 5  YLK20 对养殖水体中氨氮(A)、硝氮(B)和亚硝氮(C)去除过程的影响 
Figure 5  Effect of YLK20 on ammonia (A), nitrate (B) and nitrite (C) removal process in rearing water 

注：□，○：无菌对照组；■，●：实验组；□，■：对虾海水养殖水体；○，●：鳗鱼淡水养殖水体. 
Note: □, ○: CK; ■, ●: Experimental; □, ■: Shrimp mariculture; ○, ●: Eel freshwater aquaculture. 
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也与除氮评价体系(无机氮的种类和浓度)和影响因

素 相 关 。 在 单 一 无 机 氮 体 系 中 ， Pseudomonas 

fluorescens L2 对 329 mg/L 硝氮的去除率为 100.0%，

去除过程中亚硝氮暂时性积累[15]；Rp. palustris R3

对 40 mg/L 氨氮的去除率为 80.0%[16]；Halomonas 

titanicae X3 对 42.0 mg/L 硝氮和亚硝氮的去除率分

别为 96.5%和 99.1%[17]；Rp. palustris wps 菌株对亚

硝氮(50 mg/L)的去除率不低于 99%[18]；M. gracile 

YL28 对氨氮(9.64 mmol/L)、硝氮(22.90 mmol/L)和

亚硝氮(13.50 mmol/L)的去除率均不低于 99.0%[19]；

Rp. palustris CQV97 对 33.23、76.65 和 108.25 mg/L

氨氮的去除率分别为 99.0%、88.2%和 84.1%，硝氮

(45.37−215.40 mg/L)和亚硝氮(43.64−175.21 mg/L)

的去除率均不低于 99.0%[20]。由于亚硝氮不是 APB

的良好氮源且对细胞具有毒性，一些菌株往往在氨

氮和亚硝氮共存体系中才有脱除亚硝氮能力，如在

无机三态氮共存体系中，M. gracile YL28 菌株对氨

氮 (260.05 mg/L) 、 亚 硝 氮 (80.50 mg/L) 和 硝 氮

(100.06 mg/L)去 除 率 分 别 为 93.4% 、 100.0% 和

100.0%[19]，Rp. palustris CQV97 对氨氮(41.36 mg/L)、

硝氮(42.38 mg/L)和亚硝氮(41.18 mg/L)去除率分别

为 75.5%、100.0%和 100.0%[5]。与单一氮源体系相

比，无机三态氮共存体系中氨氮去除率有所降低，

硝氮和亚硝氮去除率未见降低，亚硝氮会出现暂时

性积累。与文献相比，本研究测定体系中氨氮浓度

在文献报道范围内，硝氮和亚硝氮浓度达到文献报

道的最高水平，同时 YLK20 对氨氮、硝氮和亚硝

氮具有高去除率。由此表明，该菌株具有去除高浓

度无机三态氮能力，除氮过程中亚硝氮出现暂时性

积累的现象与文献[6-7,15]报道的规律一致。 

有机碳对微生物除氮有较大影响。例如，与乙

酸 钠 相 比 ， 葡 萄 糖 可 降 低 Rp. palustris P4 和

Rhodobacter sp. S 菌株的亚硝氮去除能力，分别降

低了 60.4%和 65.0%[21-22]；在乙酸钠和乙醇体系中，

Rp. palustris CQV97 对氨氮和亚硝氮去除率不低于

70.0%和 98.0%，而在葡萄糖体系中基本上失去了氨

氮和亚硝氮去除能力[5]。在无机三态氮共存体系中，

葡萄糖、乙醇和乙酸钠对 M. gracile YL28 去除硝氮

和亚硝氮影响较小，但乙醇明显抑制了氨氮的去

除，去除率仍在 60.0%以上[4]。与文献相比，单

糖(葡萄糖和果糖)和蔗糖不利于 YLK20 对无机三

态氮的去除，小分子有机酸和醇有利于无机三态

氮的去除，其中丙酮酸和乙酸钠体系中脱氮能力

最高。 

养殖水体，尤其是沉积物-水界面层积累大量有

机氮化合物，微生物代谢活跃，是水体氨氮和亚硝

氮等有害物质的主要来源[3,23]。研究表明，有机氮

化物严重制约微生物的氨氮去除作用，水体氨氮不

但不降低，反而呈现升高现象[6-7,24]。如 Bacillus 

megaterium X2 在含有蛋白胨的体系中氨氮呈现积

累，积累量达 111.57%[24]；在含有 0.12 g/L 蛋白胨

或尿素水体中，Rp. palustris CQV97 在对氨氮的去

除过程中，水体氨氮含量反而升高[5]；添加 0.24 g/L

尿素时 M. gracile YL28 对水体氨氮去除呈现不降

反升的现象，而添加 0.14 g/L 蛋白胨导致氨氮在去

除过程中暂时性出现积累，虽很快又被去除，但氨

氮去除率被抑制了约 50%[4]。本研究的特点是发现

YLK20 菌株在高浓度有机氮环境中能高效去除无

机三态氮，当蛋白胨和尿素分别高达 3.21 g/L 和

1.43 g/L 时，YLK20 对水体无机三态氮的去除仍未

受到明显抑制。低浓度有机氮促进 YLK20 脱除无

机三态氮的原因可能是：由于无机三态氮共存测定

体系中氨氮限量，添加有机氮能促进菌体的生长和

代谢，进而促进菌体脱氮；当有机氮浓度较高时，

菌体通过氨化作用释放的氨大于其氨同化作用吸

收的氨，体系中氨氮去除率降低，但不影响菌体对

硝氮和亚硝氮的去除。微生物的氨化作用是导致水

体氨氮升高的主要原因，由于目前测试的菌株很

少，有机氮化物是否影响目前报道的其它 APB 菌

株，影响程度如何尚不清楚，需要进一步评估。 

文献研究表明，APB 中的紫色非硫细菌类群主

要通过固氮、氨化、氨同化和反硝化等 4 条氮代   

谢途径参与自然界氮循环过程。反硝化过程主要由

4 个关键酶催化完成，但大多数菌株并未同时拥有
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这 4 个关键酶的编码基因，因此不能完成无机氮的

矿化(N2)，所以导致 N2O 或 NO 等温室气体积累。

有些菌株(如 Rp. palustris HaA2)缺失反硝化的关键

酶基因[25]，从而失去了对硝氮和亚硝氮的去除作

用。YLK20 基因组同时具有这 4 条氮代谢途径的基

因，并拥有反硝化过程的 4 个关键酶基因，具有将

亚硝氮和硝氮转化为 N2 的潜能，避免温室气体的

积累。除了固氮作用外，无机三态氮转化的实验数

据与基因组其它 3 条氮代谢途径相吻合，其转化机

制是：氨氮是通过氨同化途径去除的，硝氮和亚硝

氮是通过反硝化途径去除的。该菌株拥有 EMP 途

径、HMP 途径和 TCA 循环的相关基因，与其利用

小分子有机酸、醇和糖生长的数据吻合，但对不同

有机碳的利用能力不同。Gendel 等研究表明，非耐

盐菌在高盐环境中反硝化能力会被抑制[26]，本研究

发现了 YLK20 能在 0−3%盐度环境中良好生长，在

淡水和海水体系中均具有高效除氮作用，与其基因

组拥有丰富的耐盐和渗透压调节相关基因有关。但

高盐度对亚硝氮去除具有严重抑制作用，这与文 

献[26]报道结果基本吻合。 

综上所述，YLK20 是一株高效去除无机三态氮

的菌株，其显著的特点是能在高浓度有机氮化合物

环境中高效去除无机三态氮，不但适用于淡水养殖

水体，也适用于海水养殖水体。本研究为 APB 微

生物制剂的合理应用提供了指导。 
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