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研究报告 

4 种理化因子对菌株 XH1 硝化效果的影响 
胡晓娟  文国樑  田雅洁  黄小帅  徐煜  许云娜  李卓佳  曹煜成* 
中国水产科学研究院南海水产研究所 广东省渔业生态环境重点实验室 农业部南海渔业资源开发利用重

点实验室  广东 广州  510300 

摘  要：【背景】基于硝化菌群的富集培养技术可高效稳定地去除养殖水体中的有害氮素，而当前在

水产养殖领域有关硝化菌群定向培育及硝化功能菌株的研究较少。【目的】研究不同盐度、pH、温度、

通气量条件下硝化菌群分离菌株 XH1 的生长及其对氨氮和亚硝氮的去除效果。【方法】设置不同梯度

的盐度、pH、温度、通气量条件，通过计数菌量、测定氨氮及亚硝氮的浓度变化，比较不同条件下菌

株 XH1 的生长及其对氨氮和亚硝氮的影响。【结果】菌株 XH1 可在盐度 5‰−35‰、pH 6.0−9.0、温度

15−45 °C 和通气量 0.5−1 V/(V·min)的条件下生长良好，菌量最高可达 2.34×109 cells/mL；在盐度

5‰−35‰、pH 6.0−9.0、温度 15−30 °C、通气量 0.5 V/(V·min)的条件下，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 86%−97%，但培养液中的氨氮浓度先降后升；对亚硝

氮的最高去除率达 68%。【结论】菌株 XH1 对盐度、pH、温度等主要环境因子具有良好的适应性，其

对水体氨氮的去除效果良好，可作为中低盐度养殖池塘水体氨氮防控菌剂产品研发的备选菌株。 

关键词：硫氧化柠檬胞菌，硝化，氨氮，理化因子 
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Abstract: [Background] The enrichment and culture technology based on the nitrifying bacterial 
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community show the efficiency and stability in removing ammonia nitrogen, nitrite nitrogen and other 
harmful nitrogen from the aquaculture water. However, only a few studies are available on nitrifying 
functional strains for the targeted cultivation of nitrifying bacterial community in aquaculture. [Objective] 
To study the effects of salinity, pH, temperature and ventilation on the growth and nitrification activity of 
strain XH1 isolated from nitrifying bacterial community. [Methods] Different gradients of salinity, pH, 
temperature and ventilation were assayed. The growth of strain XH1 and the corresponding removal effect 
on ammonia and nitrite nitrogen were analyzed by counting the number of bacteria and measuring the 
concentrations of ammonia and nitrite nitrogen, respectively. [Results] Strain XH1 could grow well under 
the conditions of salinity 5‰−35‰, pH 6.0−9.0, temperature 15−45 °C and ventilation 0.5−1 V/(V·min). 
The maximum content of bacteria reached the level of 2.34×109 cells/mL. Under the condition of salinity 
5‰−35‰, pH 6.0−9.0, temperature 15−30 °C, and ventilation capacity 0.5 V/(V·min), the removal 
efficiency of ammonia nitrogen was significant (P<0.05). The highest removal rate of ammonia nitrogen in 
the culture solution could reach 86%−97% on 1−3 d, but then the concentration of ammonia nitrogen 
increased slightly in the following days. In addition, the highest removal rate of nitrite nitrogen was up to 
68%. [Conclusion] The strain XH1 had a good adaptability to major environmental factors such as 
salinity, pH, and temperature. With the excellent removal ability on ammonia nitrogen, strain XH1 could 
be used as an alternative strain for the agents’ research on harmful nitrogen prevention and control in 
medium-low-salinity aquaculture ponds. 

Keywords: Citreicella thiooxidans, Nitrification, Ammonia nitrogen, Physical and chemical factors 

氨氮和亚硝氮易在集约化养殖模式的水体环

境中大量积累[1]，致使水质恶化，严重危害水产养

殖动物的健康生长[2-3]，对水产养殖生产具有极大

的负面影响[4]。有效调控水体中氨氮和亚硝氮等有

害氮素的含量是养殖水处理的关键环节[5]，也是当

前水产养殖技术的主要研究热点之一。其中，利用

硝化微生物去除水产养殖水体中的有害氮素是当

前该领域最具前景的处理技术之一[6-7]。 
硝化微生物可根据营养方式的不同分为自养

硝化微生物和异养硝化微生物[8]。自养硝化微生物

在实验室条件下展现出优良的硝化效果，但由于其

存在生长繁殖缓慢、对生存环境要求高、不易在水

中定殖、难以获得纯培养物和保种等问题[9]，导致

它们被应用于水产养殖生产后并未起到较好的硝

化效果。而异养硝化微生物因其种类繁多，它们的

硝化效果和硝化机理难以探究与归纳，尚处于研究

阶段[10-11]。王光玉等[12]提出，可基于硝化菌群的

富集培养技术构建适用于水产养殖的生物脱氮系

统，从而高效稳定地去除养殖水体中的有害氮素。

当前，在水产养殖领域有关硝化菌群定向培育及硝

化功能菌株的研究较少。 

本研究团队前期从对虾集约化养殖中后期

(50 d)的水体环境中，通过富集驯化获得了具有高

效去除氨氮和亚硝氮能力的硝化菌群。然而，由于

硝化菌群的富集驯化过程耗时较长；且随着硝化菌

群富集液转接次数的增加，某些批次的硝化菌群硝

化功能逐渐减弱甚至丧失；而当硝化菌群富集液转

接量较少时，发现其对氨氮的去除功能减弱，甚至

丧失，但对亚硝氮的去除功能影响较小。因此，为

了缩短硝化菌群的起效时间、强化和稳定其硝化效

果，本研究选取了从硝化菌群中分离筛选的菌株

XH1，开展其在不同盐度、pH、温度、通气量条

件下的生长及对氨氮和亚硝氮的去除效果研究，以

期了解 4 种因子对菌株 XH1 的生长及硝化效果的

影响，确定其适宜生长并有较好硝化效果的条件，

为养殖水体去除有害氮素的实际应用提供有效菌

源和技术方法。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
菌株 XH1 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)
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水体中富集驯化获得，其原著水体环境的盐度为

23‰−25‰，pH 7.3−8.5，温度 28−30 °C。经鉴定

该菌株为硫氧化柠檬胞菌(Citreicella thiooxidans)，
已于中国典型培养物保藏中心进行菌种保藏，保藏

编号为 CCTCCM 2017436。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
光合细菌改良液体培养基[13-14]，光合细菌改良

固体培养基：在液体培养基的基础上添加琼脂粉

20.00 g/L；菌株活化种子液：在光合细菌改良液体

培养基的基础上将氯化铵的添加量改为 0.068 g/L；

分析培养液：在光合细菌改良液体培养基的基础上

额外添加亚硝酸钠 0.13 g/L，同时将氯化铵的添加

量改为 0.068 g/L，使该培养液初始氨氮和亚硝氮

浓度分别约为 24.00 mg/L 和 20.00 mg/L。 

酵母膏、琼脂粉购于广东环凯微生物科技有限

公司；谷氨酸购于广州健阳生物科技有限公司；盐

酸萘乙二胺购于阿拉丁试剂(上海)有限公司；其余

试剂购于广州化学试剂厂。 
光学显微镜购自奥林巴斯(中国)有限公司；

微生物液体发酵系统购自赛多利斯科学仪器有限

公司；紫外-可见分光光度计购自上海欣茂仪器有

限公司；超净工作台购自艺思高科技有限公司；

超滤装置(隔膜真空泵)购自天津市津腾实验设备

有限公司。 

1.3  不同因子对菌株 XH1 生长及其硝化效果的

影响 
将保存的菌株 XH1 于光合细菌固体培养基平

板上活化，于实验开始前挑取单菌落，接入种子液

中。设不同梯度的盐度、pH、温度、通气量实验组，

各实验组初始接菌量均为 107 cells/mL，每组设 3 个

平行。依照 GB 17378.4-2007 方法，分别测定实验

过程中氨氮和亚硝氮的浓度变化。用血球计数板在

光学显微镜下计数，检测菌株 XH1 的菌量变化。 
1.3.1  盐度 

添加菌株 XH1 的实验组盐度设置为 5‰、

15‰、25‰、35‰、45‰，对照组(盐度 25‰)不添

加菌株 XH1。接菌后放入摇床，pH 为 6.0，30 °C、

200 r/min 振荡至实验结束，每天调节培养液 pH 值，

使其保持在 6.0 左右。于第 0、1、2、3、4、5、        
9 天进行取样检测其氨氮、亚硝氮含量，同时测定

菌量。 
1.3.2  pH 

添加菌株 XH1 的实验组 pH 设置为 4.5、6.0、

7.5、9.0、10.5，对照组(pH 6.0)不添加菌株 XH1。

接菌后放入摇床，盐度为 15‰，30 °C、200 r/min
振荡至实验结束，每天测定培养液 pH 值并进行调

节，使各实验组 pH 值维持于初始水平。取样时间

和测定指标同 1.3.1。 
1.3.3  温度 

添加菌株 XH1 的实验组温度设置为 5、15、

25、30、35、45 °C，对照组(温度 30 °C)不添加菌

株 XH1。接菌后放入摇床，盐度和 pH 分别设为

15‰和 7.5，200 r/min 振荡至实验结束。取样时间

和测定指标同 1.3.1。 
1.3.4  通气量 

以 2 L 发酵罐实验系统为测试平台，将通气量设

为高、低两组[1 V/(V·min)和 0.5 V/(V·min)]，实验前

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，并自动调节罐内培养

液的温度和 pH 值。实验过程中的 pH 值设置为 7.5、

盐度 15‰、温度 30 °C，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 
采用软件 SPSS 20.0 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=(氨氮初始浓度−培养后氨氮浓度)/氨
氮初始浓度×100%； 
亚硝氮去除率=(亚硝氮初始浓度−培养后亚硝氮浓

度)/亚硝氮初始浓度×100%。 

2  结果与分析 
2.1  盐度对菌株 XH1 生长及其硝化效果的影响 

如图 1A 所示，盐度对菌株 XH1 的生长有一
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定的影响，盐度越高，进入对数生长期和达到稳

定生长期的时间越晚。盐度 5‰组和 15‰组在第

1 天的菌量即达到 109 cells/mL，盐度 25‰组、

35‰组和 45‰组分别在第 2 天、第 4 天和第 9 天

达到 109 cells/mL，最高为 1.42×109 cells/mL。 
实 验 过 程 中 对 照 组 氨 氮 浓 度 无 明 显 变 化

(P>0.05)，盐度 5‰、15‰、25‰、35‰组的氨

氮浓度分别在第 1、2、3、4 天降至最低，最高

氨氮去除率分别达到 96.2%、92.2%、86.8%、

86.8%，均显著优于盐度 45‰组(P<0.01)。于第  
9 天，盐度 5‰−35‰组的氨氮浓度又回升至约

10.46−18.51 mg/L，其中盐度 5‰组和 15‰组的氨

氮浓度最低且二者间无显著差异(P>0.05) (图 1B)。
在 9 d 的监测过程中各实验组和对照组培养液中的

亚硝氮浓度均无显著变化(P>0.05) (图 1C)。 

2.2  pH 对菌株 XH1 生长及其硝化效果的影响 
当 pH 6.0−9.0 时，于第 1 天内菌株 XH1 的菌

量可从 107 cells/mL 增长至 109 cells/mL；当初始 pH
为 4.5 或 10.5 时其菌量始终无显著变化(图 2A)。 

实验过程中对照组、pH 4.5 和 pH 10.5 组的氨

氮浓度始终无明显变化(P>0.05)；pH 6.0−9.0 组的

氨氮浓度均于第 1 天大幅降低至约 0.79 mg/L，组

间无显著差异(P>0.05)，最高氨氮去除率分别为

96.7%、97.0%、96.7%。但随后 pH 6.0−9.0 组的氨

氮 浓 度 呈 现 回 升 的 趋 势 ， 于 第 9 天 ， 回 升 至

15.16−22.93 mg/L，其中 pH 7.5 组的氨氮浓度最低

(图 2B)。就亚硝氮的浓度变化而言，对照组和各

实验组均未呈现明显下降趋势，实验过程中在

12.91−20.03 mg/L 的范围内小幅波动(图 2C)。 

2.3  温度对菌株 XH1 生长及其硝化效果的影响 
温度为 5 °C 时菌株 XH1 的菌量始终无显著

变化，温度为 15−45 °C 时其菌量于 1−2 d 内从

107 cells/mL 增长至 109 cells/mL，并一直维持在该

数量水平(图 3A)。 
温度 5、45 °C 组和对照组的氨氮浓度无明显

变化(P>0.05)，温度 30 °C 组氨氮浓度在第 1 天时

降至最低，其氨氮去除率为 97.0%，温度 15、25、 

 
 

 
 

 
 

图 1  不同盐度条件下菌株 XH1 的菌量(A)、培养液中氨

氮(B)、亚硝氮(C)的含量变化 
Figure 1  Changes of strain XH1 amount (A), ammonia 
nitrogen (B) and nitrite nitrogen (C) concentrations in 
medium under different salinities 
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图 2  不同 pH 条件下菌株 XH1 的菌量(A)、培养液中氨

氮(B)、亚硝酸盐氮(C)的含量变化 
Figure 2  Changes of strain XH1 amount (A), ammonia 
nitrogen (B) and nitrite nitrogen (C) concentrations in 
medium under different pH conditions 

 
 

 
 

 
 

图 3  不同温度条件下菌株 XH1 的菌量(A)、培养液中氨

氮(B)和亚硝氮(C)的含量变化 
Figure 3  Changes of strain XH1 amount (A), ammonia 
nitrogen (B) and nitrite nitrogen (C) concentrations in 
medium under different temperatures 
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35 °C 组的氨氮浓度在第 2 天时降至最低，其氨氮

去除率分别为 88.0%、86.8%、59.3%，其后各实验

组的氨氮浓度升高至约 8.62−21.80 mg/L，其中温

度为 15−30 °C 时氨氮浓度较低(图 3B)。就亚硝氮

的浓度变化而言，温度 15 °C 组亚硝氮浓度于第 2
天大幅降至 6.75 mg/L，此后浓度稳定，其对亚硝氮

的最高去除率为 68.3%。而对照组和其余实验组亚

硝氮浓度无显著变化(P>0.05) (图 3C)。 

2.4  通气量对菌株 XH1 生长及其硝化效果的

影响 
通气量为 1 V/(V·min)和 0.5 V/(V·min)时，菌

株 XH1 在第 1 天内进入对数生长期，培养液中的

溶氧值分别在 15 h、7 h 时达到最低，随后不断升

高并稳定在 90.0%左右，其菌量最高分别可达

1.72×109 cells/mL、2.34×109 cells/mL (图 4A、B)。
菌株 XH1 在通气量为 1 V/(V·min)和 0.5 V/(V·min)
时，于第 1 天内对氨氮的去除率分别可达 91.4%和

78.4%，此后该两组培养液中的氨氮浓度分别逐渐 
回升至 17.28 mg/L 和 19.94 mg/L (图 4C)。两实验

组的亚硝氮浓度于第 1 天降低，其后分别稳定在

约 7.60−7.96 mg/L、10.03−10.75 mg/L 的范围，其

对亚硝氮的最高去除率为 62.6%和 43.7% (图 4D)。 

 

 
 

图 4  不同通气量条件下菌株 XH1 的菌量(A)和培养液中溶氧(B)、氨氮(C)、亚硝氮(D)的含量变化 
Figure 4  Changes of strain XH1 amount (A), dissolved oxygen (B), ammonia nitrogen (C) and nitrite nitrogen (D) 
concentrations in medium under different ventilations 
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3  讨论与结论 

菌株 XH1 为柠檬胞菌属的硫氧化柠檬胞菌，

该属由 Sorokin 等 [15]在 2005 年提出，目前仅包

含 4 种菌[15-18]。硫氧化柠檬胞菌是该属的第一位

成员，其外形为柠檬形短杆状并成对出现，能将

硫代硫酸盐、硫化物和元素硫氧化成硫酸盐，并

利用氧化过程产生的能量进行异养生长，可利用

硝酸盐进行反硝化作用[15]。当前对柠檬胞菌属菌

株的生态功能和其产业化应用的报道相对较少，

主要集中在对其去除污染物以及酶功能的探讨

方面。Iwaki 等[19]从海水中筛得 11 种菌株，其中

柠檬胞菌属菌株是第一次被报道能够降解邻苯

二甲酸酯。Suarez-Suarez 等[20]在海岸的石油污染

沙样中获得菌株 Citreicella aestuarii 357，发现其

具有将硝酸盐还原成氨氮、将硫酸盐和硫代硫酸

盐还原成 H2S 的基因，并在其基因组中发现了可

能涉及芳香族化合物(苯甲酸盐、甲苯等)代谢的

120 多种蛋白质编码基因。然而具有氨氮去除功

能的柠檬胞菌属菌株的筛选、氨氮去除效果、环

境适应性及应用方面还尚未见报道。 

盐度、温度、pH 和溶氧是水产养殖中的几个重

要水质理化指标。结果显示，菌株 XH1 在盐度 5‰− 
35‰ 、 pH 6.0−9.0 、 15−45 °C 及 通 气 量 0.5−       
1 V/(V·min)的条件下均生长良好，在较低盐度

(5‰−15‰)和温度(15−30 °C)下生长更优。这与

Sorokin 等 [15]报 道 的 硫氧 化 柠檬 胞菌 可 在温 度

8−35 °C (最佳 25 °C)和 pH 6.5−8.5 (最佳 pH 7.8)
的条件下生存有所不同，菌株 XH1 能适应的温度

和 pH 范围更广。另外，菌株 XH1 在盐度 5‰−15‰
时 最 高 氨 氮 去 除 率 约 为 92%−96%， 而 盐 度 为

25‰−45‰时最高氨氮去除率约为 66%−86%，说

明菌株 XH1 对较低盐度水体环境的氨氮去除效

果更佳。而在 pH 为 6.0−9.0 以及温度为 30 °C 时，

菌株 XH1 对氨氮的最高去除率在 96%以上，温度

为 15−25 °C 时约为 87%，而当 pH 为 4.5 和 10.5、

温度为 5 °C 和 45 °C 时，氨氮去除效果不明显，

温度为 35 °C 时最高氨氮去除率为 59.3%，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 1 V/(V·min)和 0.5 V/(V·min)的条件下，菌

株 XH1 均能良好生长，对氨氮的最高去除率分别

为 91.4%和 78.4%，因此在实际生产中可采用低

通气量扩培菌株 XH1，在节约资源的同时不会影

响其生长和氨氮去除效果。在华南地区的水产养

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‰，6.9−8.7，15−35 °C，在不同的

养殖品种和养殖模式之间会存在一定的差异[21]。

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，温度 15−40 °C，该条件

下菌株对氨氮的去除率约为 40%−98%[22-23]。可

见，菌株 XH1 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。 
微生物将氨氮转化为多种形态氮的方式大体

分为 3 种：(1) 氨氮被氧化为亚硝氮、硝氮等；   
(2) 氨氮被微生物同化吸收合成其生长所需含氮

物质；(3) 氨氮被转化为含氮气体，如 NOX、N2
[24]。

刘志云等[25]研究的粉状毕赤酵母菌(Pichia farinosa) 
NGH 主要通过同化吸收和转化为硝酸盐来去除氨

氮。黄雪娇等[26]分离筛选的一株具有氨氮去除功

能的光合细菌，在其培养过程中并未发现亚硝氮和

硝氮的积累，推测该菌株可能是通过同化作用去除

氨氮。当前尚未有关于硫氧化柠檬单胞菌氨氮去除

机制的报道。本研究过程中，各实验组中菌株 XH1
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[27-28]。后期氨氮的大幅回升，一方面可能是由

于培养液中营养不足，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[29]；另外可能

由于培养基中的大部分氨氮被菌株同化吸收，菌株



1298 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

能够利用培养液中的其他氮源，并以氨氮为其代谢

产物。由于只检测了氨氮和亚硝氮，未检测其他氮

元素指标，并不能明确菌株 XH1 的氨氮去除机制，

还有待进一步的研究予以证实。 
综上所述，本研究从硝化菌群中筛选获得的土

著硫氧化柠檬胞菌 XH1 对盐度、pH、温度的适应

性良好。然而，虽然其能将培养液中的氨氮几乎完

全去除，但之后却又逐渐大幅回升。当前已明确了

实验室条件下 4 种理化因子对菌株 XH1 氨氮去除

效果的影响，之后将会对该菌株的氨氮去除机制做

进一步研究，明确氨氮回升的原因，以期完善人们

对硫氧化柠檬胞菌的认知、为进一步研发高效稳定

的硝化菌剂产品做准备。 
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