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摘  要：【背景】随着水产养殖集约化程度的不断提高，养殖水体环境中氮素污染及富营养化问题日

益加剧，严重抑制自养型氨氧化菌的功能活性，因此深入解析产碱杆菌这类潜在的异养型氨氧化功

能微生物在水产养殖系统中的分布特点及其氨氧化功能特性对于解决氮素污染问题具有重要意义。

【目的】调查研究水产养殖区域中产碱杆菌的分布情况，分离选育具有高效氮转化能力的产碱杆菌

(Alcaligenes sp.)，明确其氨氧化功能特性，为养殖尾水高效脱氮提供菌种资源和理论指导。【方法】通

过 16S rRNA 基因高通量测序技术分析产碱杆菌在广东沿海四大水产养殖主产区中的分布情况，并

从养殖鱼塘底泥样品中分离获得一株具有较强异养氨氧化能力的产碱杆菌 CHO6，采用单因素分析

法，探究菌株 CHO6 的异养氨氧化特性及其关键影响因素。【结果】广东沿海四大水产养殖主产区

中广泛分布着产碱杆菌；从广州市养殖鱼塘底泥样品中分离得到的产碱杆菌 CHO6 能够在 48 h 内将

10 mmol/L 氨氮完全去除，其氨氧化能力优异且受到碳源、温度、pH、C/N、溶解氧、初始氨氮浓度

等因素的影响。【结论】产碱杆菌的普遍存在表明其对水产养殖环境具有较强的适应性，产碱杆菌

CHO6 具有较强的氨氧化能力，能够耐受较高浓度的氨氮，可为水产养殖水体中的氮素去除提供功



 
蒋天慧 等 | 产碱杆菌在水产养殖体系中的分布及其异养氨氧化特性 2871 

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

能菌种资源支持，对水产养殖尾水治理具有重要意义。 

关键词：水产养殖；异养氨氧化；产碱杆菌；16S rRNA 基因高通量测序 
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Abstract: [Background] As the intensification in aquaculture keeps increasing, nitrogen 
pollution and eutrophication in aquaculture water have become increasingly serious, which 
inhibit the activity of autotrophic ammonia-oxidizing bacteria. Therefore, it is of great 
significance to understand the distribution and functional characteristics of heterotrophic 
ammonia-oxidizing microorganisms such as Alcaligenes sp. in aquaculture systems to address 
nitrogen pollution. [Objective] We studied the distribution of Alcaligenes sp. in aquaculture 
areas, isolated the strain with efficient nitrogen conversion ability, and characterized the 
ammonia oxidation of the strain screened out, aiming to provide strain resources and theoretical 
guidance for the efficient nitrogen removal from aquaculture tail water. [Methods] The 
high-throughput sequencing of the 16S rRNA gene was employed to reveal the distribution of 
Alcaligenes sp. in the aquaculture areas in Guangdong. Alcaligenes sp. strain CHO6 with strong 
heterotrophic ammonia-oxidizing capacity was isolated from an aquaculture sediment sample by 
continuous enrichment culture. The single factor tests were carried out to explore the factors 
influencing the heterotrophic ammonia-oxidizing capacity of the strain CHO6. [Results] 
Alcaligenes sp. widely existed in the aquaculture areas in Guangdong. Alcaligenes sp. CHO6 
isolated from an aquaculture sediment sample completely removed 10 mmol/L ammonia nitrogen 
within 48 h. The ammonia-oxidizing capacity of the strain CHO6 was influenced by a variety of 
factors including carbon source, temperature, pH, C/N ratio, dissolved oxygen, and initial 
ammonia nitrogen. [Conclusion] The prevalence of Alcaligenes sp. indicates strong adaptability 
to the aquaculture environment. Alcaligenes sp. CHO6 as a heterotrophic strain had strong 
ammonia-oxidizing capacity and resistance to high concentrations of ammonia nitrogen. This 
study provides strain resources for the removal of nitrogen in aquaculture environments, which 
is of great significance for the management of aquaculture tail water. 
Keywords: aquaculture; heterotrophic ammonia oxidation; Alcaligenes sp.; high-throughput 
sequencing of the 16S rRNA gene 
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现代工农业的迅速扩张导致了水质的严重

恶化，水体富营养化现象日益加剧[1]，而未经

处理或未达标的含氮废水是导致水体富营养化

的主要原因，主要来源包括市政污水、工业废

水、垃圾渗透液、养殖尾水及农业污水等[2]。

其中，水产养殖尾水往往含有较高浓度的氨氮

和有机物 [3]，尤其是在目前的高密度养殖模式

下，养殖体系中产生大量的残饵、粪便及药物

残留，导致严重的氨氮污染问题[4]，严重影响水

产品的质量和产量，威胁生态环境安全。因此，

亟须开展水产养殖尾水高效脱氮技术的研发与

应用，这对保护生态环境平衡、发展工农业经济

和保障人类健康都具有十分重要的意义。 
凭借成本低、操作简单、二次污染风险小

等优势，基于氨氧化菌、反硝化菌等菌的生物

脱氮技术 [5]在污水氮素去除中被广泛应用。传

统的氨氧化途径一般是由化能自养微生物驱

动，然而这类微生物生长缓慢，易受到环境中

有机物含量及环境温度等外界条件的影响[6-7]。

有研究表明当 C/N 过高时，异养微生物成为优

势种群，从而间接抑制了自养氨氧化细菌的活

动[8]；当氨氮浓度较高时，游离氨会对自养氨

氧化细菌产生毒害作用[9]。因此，传统自养氨

氧化细菌由于自身的局限性不适合用于含高氨

氮和高有机物的养殖废水。但近年研究发现有

一类化能异养微生物也可以发挥氨氧化作用，

即异养氨氧化细菌，相较于自养氨氧化细菌，

异养氨氧化细菌能在好氧条件下将氨氮氧化为

其他形式的氮，如硝氮、亚硝态氮[10]，并且受

外界条件影响较小、生长速率快、活性高。因

此针对养殖废水中高氨氮和高碳氮比的环境，

异养氨氧化菌更具优势，可以利用养殖废水中

的有机物生长并对氨氮进行有效去除。 
产碱杆菌 (Alcaligenes sp.)是环境中一种

重要的功能微生物，可以降解环境中的多种有

机污染物[11-13]，具有代谢多样、抗逆性强的特

点，广泛分布于土壤、水体、沉积物和活性污

泥等[14]。此外，有多株具有异养氨氧化功能的

产碱杆菌被报道可以利用环境中有机物生长

的同时有效去除环境中的氨氮。例如，粪产碱

菌 (Alcaligenes faecalis) No. 4[15]和粪产碱菌  
(A. faecalis) WY01[16]均能耐受废水中较高的氨

氮浓度且表现出良好的脱氮效果。Cao 等[17]发现

在氨氮初始浓度为 1 300 mg/L 条件下培养 60 h
时水生产碱菌(A. aquatilis) AS1 对氨氮的去除率

达到 95.1%。此外，Wu 等[18]鉴定了产碱杆菌的

一个氨氧化菌新种 Alcaligenes ammonioxydans 
sp. nov.，并发现了一个新的氨氧化途径，即直

接氨氧化，在有氧条件下将氨氮氧化为羟胺，

羟胺直接被转化为氮气，在氨氧化阶段实现氮

的去除；Xu 等[19]在粪产碱菌(A. faecalis) JQ135
中同样发现了相似的途径。因此，产碱杆菌作为

一种潜在的异养氨氧化菌，在含氨氮的水产养

殖尾水的修复处理方面具有极大的应用潜能。

然而，产碱杆菌属在水产养殖体系中的相关研

究仍较为缺乏，其在水产养殖体系中分布情况

尚不清楚。因此，明晰产碱杆菌在水产养殖环

境中的分布情况，挖掘水产养殖环境的产碱杆

菌菌种资源，对水产养殖业的可持续发展具有

重要的意义。 
本研究对产碱杆菌在广东沿海的 4 个典型

海洋渔业养殖基地的分布特征进行调查分析，

并对广州市养殖鱼塘底泥进行富集培养，期望

得到具有高效脱氮功能的菌株，并对其培养条

件进行优化，探究在不同温度、pH、C/N、转

速、碳源、初始氨氮浓度等不同培养条件下的

脱氮特性，为其在水产养殖尾水中氨氮去除的

应用奠定理论基础。 
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1  材料与方法 
1.1  样品 

从广东沿海的 4 个典型海洋渔业养殖基

地——潮州市饶平县(23°39′50″N, 117°0′14″E)、
珠海市斗门区(22°12′32″N, 113°17′48.22″E)、
阳江市阳东区 (21°57′8.56″N, 112°7′9.48″E)以
及湛江市坡头区(21°14′41″N, 110°27′19″E)采集

了 22 份水样和 22 份底泥样品，具体样品信息见

表 1。 
在离水面 0.2 m 的深度收集了约 2.0 L 的水

样，并放入 2.0 L 的消毒瓶中。收集到的水样通

过混合纤维膜(孔径 0.22 μm)过滤去除颗粒物。

过滤后的混合纤维膜保存于−80 ℃冰箱中用于

提取 DNA，水样用于测量理化参数。 
根据 Huang 等[20]所描述的方法，用抓斗桶

从水-沉积物界面下的 0−10 cm 层收集沉积物样

本。采集的沉积物样品在实验室中进行均质化，

分为两组，一组样品集中保存于 4 ℃冰箱中，

用于后续理化参数的测量；另一组保存于

−80 ℃冰箱，用于 DNA 的提取。 

富集培养的样品来源：广州市某养殖鱼塘

底泥。 

1.2  主要试剂和仪器 
Power Water DNA 提取试剂盒和 Power 

Soil DNA 提取试剂盒，MoBio 公司；非发酵细

菌生化编码鉴定管，广东环凯微生物科技有限

公司； 2×PCR Taq Master Mix 和 FastPure 

Microbiome DNA Isolation Kit，诺唯赞生物科技

有限公司。超微量分光光度计，赛默飞世尔科

技公司。 
 

表 1  采样点环境理化信息 
Table 1  Environmental physical and chemical information of sampling sites 
Site Sediment samples Water samples Salinity (%) Dissolved oxygen (mg/L) pH Temperature (℃) 
Zhuhai M1 M25 3.0 8.6 8.3 32.6 
Zhuhai M2 M26 1.5 6.6 7.9 31.6 
Zhuhai M3 M27 2.0 6.3 8.9 32.1 
Zhuhai M4 M28 3.5 9.7 8.9 33.1 
Zhuhai M5 M29 5.0 11.2 9.0 31.8 
Zhuhai M6 M30 5.0 15.6 9.2 32.2 
Zhuhai M7 M31 2.0 9.7 8.7 33.3 
Zhuhai M8 M32 4.5 8.9 8.6 33.8 
Zhuhai M9 M33 3.0 8.1 8.2 33.0 
Zhuhai M10 M34 2.0 5.5 7.5 32.4 
Zhuhai M11 M35 1.0 5.7 7.5 32.3 
Zhuhai M12 M36 2.0 4.2 7.6 31.4 
Yangjiang M13 M37 9.0 12.0 8.5 34.2 
Yangjiang M14 M38 5.0 12.2 9.2 35.9 
Yangjiang M15 M39 4.0 7.1 8.5 34.7 
Yangjiang M16 M40 5.0 10.1 9.1 35.2 
Zhanjiang M18 M42 26.0 6.7 8.4 32.7 
Zhanjiang M19 M43 25.0 6.1 8.0 32.3 
Zhanjiang M20 M44 26.5 5.5 8.1 32.5 
Chaozhou M21 M49 27.5 6.2 8.6 23.2 
Chaozhou M22 M50 28.0 7.2 8.2 23.3 
Chaozhou M23 M51 28.0 6.8 8.8 23.2 
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1.3  培养基 
LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母粉

5.0，氯化钠 5.0。富集驯化培养基(g/L)：硫酸

铵 0.66，氯化钠 2.25，硫酸镁 0.20，丁二酸钠

8.00，添加微量元素 2.00 mL/L，pH 7.50。分离

培养基为富集驯化培养基中添加 15.00 g/L 琼

脂粉。氨氮培养基(g/L)：硫酸铵 0.66，丁二酸

钠 4.72，七水硫酸镁 0.20，氯化钠 10.00，磷酸

二氢钾 0.50，磷酸氢二钠 1.50，添加微量元素

2.00 mL/L，pH 7.50。微量元素(g/L)：四水氯化

锰 1.00，二水钼酸钠 0.50，六水氯化钙 0.01，
七水硫酸锌 0.50，五水硫酸铜 0.10，七水硫酸

亚铁 0.50。 

1.4  样品微生物群落分析 
利用 Power Water DNA 提取试剂盒提取过

滤水样后的混合纤维膜的 DNA，同时利用

Power Soil DNA 提取试剂盒提取底泥样品的

DNA。提取的 DNA 样品经超微量分光光度计

测定 DNA 的浓度和纯度，采用细菌可变区

(V3−V4)通用引物 338F (5′-ACTCCTACGGGAG 
GCAGCAG-3′)和 806R (5′-GGACTACHVGGGT 
WTCTAAT-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反应体系

(25 μL)：2×PCR Taq Master Mix 12.5 μL，DNA 
(100 ng/μL) 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各  
1 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR反应条件：94 ℃ 10 min；
94 ℃ 45 s，57 ℃ 45 s，72 ℃ 70 s，32 个循环；

72 ℃ 10 min。PCR 产物送百迈客生物科技有限

公司进行 16S rRNA 基因高通量测序。 
使用 q2-demux (https://github.com/qiime2/q2- 

demux)及 QIIME2 (2020.8)[21]对原始测序数据进

行修正、拼接、组装及过滤，得到高质量的 tags
数据(clean tags)。同时使用 q2-dada2 plugin 鉴

定并去除嵌合体序列[22-23]，得到最终有效数据

(effective tags)。随后基于Silva数据库(https://www. 
arb-silva.de/)[24]利用 QIIME2 q2-feature-classifier 

(https://github.com/qiime2/q2-feature-classifier)对
扩增子序列变体(amplicon sequence variant, ASV)
进行聚类和物种注释。基于 ASV 的物种注释结

果对样品中产碱杆菌属的相对丰度进行统计分

析，从而对产碱杆菌属在广东沿海地区养殖环境

中的分布进行初步研究。原始测序数据已上传至

NCBI SRA 数据库，登录号为 PRJNA747833。 

1.5  产碱杆菌的分离筛选 
将 10 g 养殖鱼塘底泥样品接入 100 mL 富

集驯化培养基中，30 ℃、180 r/min 培养 3 d 后

按 10%接种量将富集液接种至新的富集驯化培养

基中，30 ℃、180 r/min 继续培养 3 d，重复转

接 3 次后得到最后一次富集液。将富集液用生

理盐水梯度稀释至 10−8 制成悬液，吸取 100 μL
各个浓度的样品涂布于分离培养基，将涂好的

平板倒置放入培养箱中，30 ℃培养 2−3 d，挑

取单菌落划线，多次重复直至纯化为纯菌，将

纯化后的单菌株 CHO6 接种于 LB 培养基中培

养，培养得到的菌悬液按 1:1 加入 30%无菌甘

油，保存至−80 ℃超低温冰箱。 

1.6  菌株的鉴定 
1.6.1  菌株的分子生物学鉴定 

利用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AG 
AGTTTGATCCTGGCTCAT-3′)和 1492R (5′-GG 
TTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增。

使用 FastPure Microbiome DNA Isolation Kit 提取

细菌 DNA，PCR 反应体系(25 μL)：2×PCR Taq 
Master Mix 12.5 μL，细菌 DNA (100 ng/μL)    
1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，ddH2O 
9.5 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，
55 ℃ 15 s，72 ℃ 90 s，35 个循环；72 ℃ 5 min。
获得的扩增产物经 0.75%琼脂糖凝胶电泳验证

后送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序，将

测序结果在 EzBioCloud 数据库中进行 16S rRNA
基因同源性比对分析[25]，并以 MEGA 7.0.14 中
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的 neighbor-joining 法构建系统发育树[26]。 
1.6.2  菌株的形态学和生理生化特性鉴定 

用平板划线法和透射电镜观察菌株的形

态。平板划线法观察菌落形态步骤如下：将保

存的菌株CHO6菌液在LB平板上进行三区划线，

并将平板放置于 30 ℃培养箱中倒置培养 3 d 后

观察平板上单菌落的形态。透射电镜观察步骤

如下：在纯化后的平板上挑选长势优良的单个

菌落，将其接种至 LB 液体培养基中，30 ℃培

养 3 d，培养好的菌液送至广东省科学院微生物

研究所进行透射电镜观察，得到电镜照片后观

察其形态结构。 
测定菌株对不同种类碳源的利用。配制含

不同碳源的氨氮培养基，其 C/N 比固定为 10，
选取的碳源分别有丁二酸钠、丙酮酸钠、乙酸

钠、柠檬酸钠、乳酸钠、葡萄糖、蔗糖、鼠李

糖、甘氨酸、丝氨酸、丙氨酸、阿东糖醇、甘

露醇、山梨醇及肌醇。将菌株 CHO6 预先在 LB
培养基中培养 12 h，在 6 000 r/min 离心 5 min
的条件下反复离心 3 次后重悬，加入 5 mL 含不

同碳源的氨氮培养基中，于 30 ℃、180 r/min
培养 3 d，观察培养基是否浑浊，每个碳源实验

设置 3 个重复。 
使用非发酵细菌生化编码鉴定管进行细菌

生化特性的鉴定，在 LB 培养基中预先培养

CHO6 菌液，之后按照鉴定试剂盒说明书进行

操作，48 h 后观察结果。 

1.7  菌株 CHO6 全基因组测序 
在纯化后的平板上挑选单菌落，将其接种

至装有 LB 培养基的试管中 30 ℃培养 3 d，将

培养好的菌液使用细菌基因组 DNA 提取试剂

盒提取基因组 DNA。提取的 DNA 样品采用超

微量分光光度计测定 DNA 的浓度和纯度，测定

合格的 DNA 样品送至美格生物科技有限公司

利用 Illumina NovaSeq 600 平台对菌株进行全

基因组测序。 
获取菌株 CHO6 基因组原始数据后通过质

控、过滤去除低质量的 reads，获得 clean data。
随后使用 Spades 进行基因组的拼装，并使用

CheckM 评价基因组的完整性与污染度，使用

Prokka 对拼装完成后的基因组进行基因的预测

及初步注释，随后利用 eggNOG (http://eggnog- 
mapper.embl.de/)及 RAST (http://rast.nmpdr.org/)
在线进一步注释，从而进一步确定菌株 CHO6
基因组中的氮代谢相关基因。菌株 CHO6 拼装

后的基因组草图已上传至 NCBI，登录号为

JBANCI010000000。 

1.8  菌株 CHO6 的生长及氨氧化特性 
以丁二酸钠为唯一碳源，将菌株 CHO6 接

种到 100 mL 氨氮培养基(C/N=10)中，设定氨氮

浓度为 10 mmol/L，培养基 pH 7.5，初始 OD600

为 0.06，30 ℃、180 r/min 培养 48 h。每隔 4 h
取样测定 OD600、羟胺 (NH2OH)浓度、氨氮

(NH4
+-N)浓度及亚硝态氮(NO2

−-N)浓度。每个实

验组设置 3 个重复。 

1.9  菌株 CHO6 脱氮性能的影响因素 
在氨氮培养基的基础上，按照单因素试验

原理，分别改变氨氮培养基(100 mL)中的碳源

种类(水杨酸钠、丁二酸钠、乙酸钠、柠檬酸钠、

葡萄糖、山梨醇)，C/N (2、5、10、15、20)，
温度(20、25、30、37、50 ℃)，pH (5.0、6.0、
7.0、8.0、9.0、10.0)，转速(0、50、100、180、
220 r/min)，以及初始氨氮浓度(10、20、40、100、
150、200 mmol/L)。对菌株 CHO6 进行脱氮性能

的影响因素探究实验，30 ℃、180 r/min 摇床培

养 24 h 后取样检测 OD600、羟胺浓度、氨氮浓

度和亚硝态氮浓度，并计算氨氮的去除率。每

个实验组设置 3 个重复。 

1.10  分析方法 
所有样品检测前均须使用 0.22 μm 水系滤
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膜过滤，NH4
+-N、NO2

−-N 等指标按照国家标准

方法测定。NH4
+-N 的测定采用纳氏试剂分光光度

法[27]；NO2
−-N 的测定采用紫外分光光度法[28]；

OD600 采用紫外分光光度计测定，NH2OH 采用

分光光度法进行测定[29]。 

2  结果与分析 
2.1  产碱杆菌在水产养殖环境中的分布特点 

本研究通过高通量测序技术测定了广东沿

海 4 个海洋渔业养殖基地(潮州市饶平县、珠海

市斗门区、阳江市阳东区及湛江市坡头区)养殖

环境中 22 个水样及 22 个底泥样品中产碱杆菌

属的丰度。通过 16S rRNA 基因序列比对，发

现在 9 个水样及 9 个底泥样品中均能检测到产

碱杆菌属的存在(图 1)。结果显示，产碱杆菌属

在不同地区养殖体系的水样和底泥样品中分布

不均。对于珠海地区来说，产碱杆菌更多地存

在于底泥中，水样中的最高丰度达到 0.046 0%，

底泥中的最高丰度为 0.030 7%；而对于阳江地

区、潮州地区和湛江地区来说，产碱杆菌则更

多地在水样中检测到，在这 3 个地区的取样点

中，产碱杆菌在水样中最高丰度为 0.030 6%，

在底泥中最高丰度为 0.019 2%。这可能是受不

同养殖环境中各种影响因子如溶解氧、温度、pH
和氨氮浓度不同的影响，不同地区的不同地理环

境也可能会对产碱杆菌的分布造成一定影响。 
总的来说，在 4 个不同地区的养殖体系中，

均能检测到产碱杆菌的存在，表明产碱杆菌是养

殖废水中一种较为常见的微生物，能较好地适应

养殖废水的环境，能够在养殖废水这样复杂的体

系中稳定存在并遗传，这意味着产碱杆菌在养殖

废水的氨氮去除方面具有一定的应用潜能。 

2.2  菌株 CHO6 的鉴定结果 
2.2.1  菌株 CHO6 的分子生物学鉴定结果 

从广州市养殖鱼塘采集回来的底泥样品经

过富集、分离、纯化、培养等步骤后，筛选出

一株可以高效去除氨氮的菌株 CHO6，经 16S 
rRNA 基因序列鉴定后，确定菌株 CHO6 为产 

 

 
 
图 1  产碱杆菌在养殖水体环境中的分布 
Figure 1  Distribution of Alcaligenes sp. in the aquaculture water environment. 
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碱杆菌属，其 16S rRNA 基因序列大小约为    
1 400 bp。将 16S rRNA 基因序列在 EzBioCloud
数据库中进行比对后，使用 MEGA 7.0.14 软件构

建系统发育树 ( 图 2) 。结果显示该菌株 与

Alcaligenes ammonioxydans 亲缘关系最相近，相

似度超过 99.5%。菌株 CHO6 的 16S rRNA 基因

序列已上传至 NCBI，登录号为 PP346174。 
2.2.2  菌株 CHO6 的形态学鉴定结果 

菌株 CHO6 于 30 ℃培养 3 d 后的菌落形态

呈圆形、乳白色、不透明、黏稠感、凸起、

边缘完整等特征(图 3A)。菌株革兰氏染色反应

呈阴性，透射电镜观察到菌体为短杆状，长约

1.8 μm，直径约为 0.8 μm，有多条鞭毛(图 3B)。 
2.2.3  菌株 CHO6 的生理生化鉴定结果 

单一碳源的利用结果：菌株 CHO6 可以利

用丁二酸钠、丙酮酸钠、乙酸钠、柠檬酸钠、乳

酸钠、甘氨酸、丝氨酸、丙氨酸等有机酸和氨基

酸类碳源进行生长，但不能利用葡萄糖、蔗糖、 
 

 
 
图 2  菌株 CHO6 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   发育树节点数值表示 bootstrap 值；发

育树标尺为 0.05，表示平均每个核苷酸位置有 0.05 个差异；括号内序号表示菌株 GenBank 登录号 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain CHO6 based on 16S rRNA gene sequence. The values of 
developmental tree nodes represent the bootstrap values and the developmental tree scale was 0.05, 
indicating an average difference of 0.05 per nucleotide position. Serial numbers in parentheses indicate 
GenBank accession number. 
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图 3  菌株 CHO6 的形态学特征   A：平板菌落形态. B：透射电镜图 
Figure 3  Morphological features of strain CHO6. A: Morphology of plate colony. B: Micrograph of 
transmission electron microscope. 
 
 

鼠李糖、阿东糖醇、甘露醇、山梨醇、肌醇等糖

类和醇类碳源。具体信息可登录国家微生物数

据中心查阅，编号为 NMDCX0000276。 
细菌生化指标鉴定结果：菌株 CHO6 具有

赖氨酸脱羧酶、精氨酸脱羧酶及氧化酶活性，

硝酸盐还原试验、硫化氢试验结果为阴性，可

以利用西蒙氏柠檬酸盐、七叶苷及 β-半乳糖苷。

具体信息可登录国家微生物数据中心查阅，编

号为 NMDCX0000276。 

2.3  菌株 CHO6 全基因组测序结果分析 
基于 Illumina 平台获得的有效数据，对样

品 clean data 进行组装，经多次调整后获得最优

组装结果(具体信息可登录国家微生物数据中心

查阅，编号为 NMDCX0000276)。菌株 CHO6 基

因组大小为 3.77 Mb，基因组 G+C 含量为 57.1%。

菌株 CHO6 的 16S rRNA 基因序列系统发育分析

结果显示其与 A. ammonioxydans HO-1T 亲缘关

系最相近，通过在基因组层面进一步分析发现

菌株 CHO6 与菌株 HO-1 之间的平均核苷酸一致

性(average nucleotide identity, ANI)为 99.48%，

平均氨基酸一致性(average amino acid identity, 

AAI)为 99.32%，数字 DNA-DNA 杂交值(digital 
DNA-DNA hybridization value, dDDH) 为

95.3%，均高于物种分类阈值(ANI>95%–96%, 
AAI>95%–96%, dDDH>70%)，因此确定菌株

CHO6 为 A. ammonioxydans CHO6。进一步对菌

株 CHO6 的氮代谢相关基因进行注释后发现，

在菌株 CHO6 的基因组中存在 nirK (编码硝酸

盐还原酶)、nosZ (编码一氧化二氮还原酶)、
dnfT1RT2ABCD (参与直接氨氧化途径)和 amtB 
(编码氨转移酶)等一系列氮代谢基因，具有较强

的氮代谢潜能。 

2.4  菌株 CHO6 的生长及氨氧化性能分析 
菌株 CHO6 属于异养好氧菌，能在有机碳

源丁二酸钠上生长。关于菌株 CHO6 在氨氮培

养基中的生长情况和氨氮去除效果如图 4 所示。

菌株 CHO6 接种到新的培养环境中需要时间适

应新环境，在 0−8 h 菌株的生长较为缓慢，氨氧

化反应也较弱，氨氮浓度几乎未下降(图 4A)，羟

胺 4 h 后开始积累，亚硝态氮几乎未产生(图 4B)；
8−48 h，细菌呈指数生长，该阶段菌株对氨氮

的去除速率最快，48 h 后氨氮去除率达到 100% 
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(图 4A)，在这过程中羟胺的浓度先快速积累，

并于 12 h 达到最高值，之后快速下降，在这过

程中伴随着亚硝态氮的积累(图 4B)，推测在此

反应中不仅发生了直接氨氧化作用，而且发生

了硝化作用。 

2.5  菌株 CHO6 氨氧化作用的影响因素 
2.5.1  不同碳源的影响 

碳源种类对菌株的生长和氨氮去除效率影

响较大；常见的碳源有糖类、有机酸类、醇类

和氨基酸类等，由于微生物活动所产生酶系的

差异，不同的微生物可利用的碳源也不同[30]。

菌株 CHO6 对不同碳源的利用存在着明显差异

(图 5A)，不同碳源下氨氮的去除效果、羟胺及

亚硝态氮的积累也有较大差异(图 5A、5B)。当

菌株 CHO6 以水杨酸钠、葡萄糖和山梨醇为碳

源时，菌体几乎不生长且不能对氨氮进行有效

去除(图 5A)。当碳源为丁二酸钠、乙酸钠和柠

檬酸钠时，菌株 CHO6 生长迅速，且 24 h 氨氮

的平均去除速率分别为 5.2、4.5、5.1 mg/(L·h)，
去除率分别为 96.1%、83.8%、96.3% (图 5A)。
当以丁二酸钠为碳源时，无羟胺的积累，亚硝

态氮的积累量也较低(图 5B)。综上，选取丁二

酸钠作为菌株的最佳生长碳源。 
2.5.2  不同 C/N 的影响 

碳源和氮源作为微生物生长繁殖的重要因

素，其含量比例将直接影响菌株的生长及其对

氨氮去除效率[31]。不同的 C/N 对菌株 CHO6 的

生长及脱氮特性的影响如图 6 所示。随着 C/N
的升高，菌株的 OD600 呈现出先升高后下降的

趋势，当 C/N=15 时，菌体浓度达到最大值为

0.85。菌株对氨氮去除率的变化趋势与菌株的

生长变化趋势一致，均为先上升后降低。当 C/N
为 10 与 15 时，菌株 CHO6 对氨氮去除效果最

好，两者无显著差异，并且 24 h 氨氮的平均去

除速率分别为 4.92 mg/(L·h)和 4.95 mg/(L·h)，去

除率分别为 96.1%和 95.5%，并且无羟胺的积累，

同时亚硝态氮的积累也较低。综上，在 C/N=10
的条件下，菌株 CHO6 的氨氮去除率最高。 
2.5.3  不同 pH 的影响 

环境 pH 是影响微生物生长的重要因素之

一，pH 过高或过低均会对菌株的生长状态产生

不利影响，产碱杆菌属大多数属于中性和耐碱 
 

 
 
图 4  菌株 CHO6 的生长特性及氨氧化特性   A：菌株 CHO6 OD600 及氨氮浓度随时间变化. B：羟胺及

亚硝态氮浓度随时间变化 
Figure 4  Growth characteristics and ammonia-oxidizing characteristics of strain CHO6. A: The changes of 
concentration of NH4

+-N and strain CHO6 OD600 with time. B: Concentration of NO2
−-N and NH2OH as a 

function of time. 
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图 5  不同碳源条件下菌株 CHO6 的生长情况、氨氮去除率(A)及羟胺、亚硝态氮浓度(B)    
Figure 5  Growth, ammonia nitrogen removal rate (A), hydroxylamine concentration and nitrite nitrogen 
concentration (B) of strain CHO6 under different carbon source conditions.  
 

 
 
图 6  不同 C/N 条件下菌株 CHO6 的生长情况、氨氮去除率(A)及羟胺、亚硝态氮浓度(B)    
Figure 6  Growth, ammonia nitrogen removal rate (A), hydroxylamine concentration and nitrite nitrogen 
concentration (B) of strain CHO6 under different C/N.  
 
性的微生物[32]。本研究探讨了初始 pH 5.0‒9.0 时

菌株 CHO6 的生长及其对氨氮的去除效果。结果

表明，当 pH 6.0‒9.0 时，菌株 CHO6 的生长并未

受到明显的影响(图 7A)，这与 Zhang 等[33]的结论

一致，即大部分微生物通常都可以在一个较宽的

pH 范围内生长。在 pH 6.0、7.0、8.0、9.0 时菌

株 CHO6 生长情况良好，并且 24 h 氨氮的平均去

除速率分别为 5.9、5.3、5.0、4.9、4.3 mg/(L·h)，
去除率均在 95%以上(图 7A)。然而当 pH 5.0 时，

菌株生长受明显抑制，氨氮浓度几乎不减少，也

未观察到羟胺和亚硝态氮的积累(图 7B)，可见菌

株 CHO6 不适合在较低酸性条件下生长。因此，

菌株 CHO6 在弱酸性、中性和碱性条件下可以生

长，并且表现出较好的氨氮去除能力。 
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图 7  不同 pH 条件下菌株 CHO6 的生长情况、氨氮去除率(A)及羟胺、亚硝态氮浓度(B)    
Figure 7  Growth, ammonia nitrogen removal rate (A), hydroxylamine concentration and nitrite nitrogen 
concentration (B) of strain CHO6 under different pH.  
 

 

2.5.4  不同温度的影响 
温度对微生物的繁殖和生长代谢具有较大

影响，大多数硝化细菌的最佳温度为 28‒37 ℃[34]。

温度较低时细胞的生长和相关酶的催化活性会

受到限制[35]，温度过高时则会引发核酸和蛋白质

的失活变性，并导致细菌代谢受阻甚至死亡[36-37]。

本研究探讨了培养温度对菌株 CHO6 的生长和

脱氮速率影响，结果如图 8 所示。在 25、30、
37 ℃条件下，培养 24 h 后，氨氮的平均去除速

率分别为 5.0、5.1、5.1 mg/(L·h)，菌株 CHO6
对氨氮的去除率分别为 98.3%、97.6%、97.6% 
(图 8)；而当温度为 20 ℃时，24 h 氨氮的平均

去除速率为 3.3 mg/(L·h)，氨氮的去除率为 66.5% 
(图 8)；在温度为 50 ℃时，菌株 CHO6 不生长，

甚至氨氮出现了增加的现象(图 8)，猜测高温导

致了菌株 CHO6 的死亡并出现了裂解，从而释

放出菌体内的氨氮。综上，选择 30 ℃作为菌株

的最佳培养温度。 
2.5.5  不同摇床转速的影响 

溶解氧是细菌生长的重要因素，菌株生长

过程中不同的溶解氧浓度对菌株的代谢也会产生

不同的影响，从而导致其氨氧化性能的变化[38-39]。

研究表明，培养基内的溶解氧浓度在达到饱和

前与摇床转速呈线性关系[40]，本研究通过改变

摇床转速调控培养基中溶解氧的浓度。结果表

明，不同摇床转速条件下菌株 CHO6 的生长和

氨氮去除效果不同(图 9)。低转速条件下，菌株

CHO6 的生长较慢，其氨氮去除率也较低，随

着转速的增加，菌株 CHO6 的 OD600 不断增加，

其氨氮去除率也不断增加。当转速增加至 100、
180、220 r/min 时，培养 24 h 后，菌株 CHO6
的生长和氨氮去除率无明显差异，氨氮的平均

去除速率均为 4.9 mg/(L·h)以上，氨氮的去除率

分别为 98.2%、98.0%、97.5%。 
2.5.6  不同初始氨氮浓度的影响 

在培养体系中，氨氮作为供菌株 CHO6 生

长的唯一氮源，培养基中氨氮初始浓度的不同

对菌株 CHO6 的生长和氨氮的去除有着较大的

影响。过高浓度的氨氮会对微生物细胞产生毒

害作用，而过低的氨氮浓度达不到菌株的生长

要求[41]。不同初始氨氮浓度下菌株 CHO6 的生

长情况和氨氮去除率如图 10 所示。当菌株

CHO6 在氨氮起始浓度为 10 mmol/L 的条件下

培养时，24 h 后氨氮去除率为 98.01%。随着起

始氨氮浓度的增加，菌株 CHO6 能够进一步生

长，氨氮去除率虽然逐渐降低，但其氨氮的平 
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图 8  不同温度条件下菌株 CHO6 的生长情况、氨氮去除率(A)及羟胺、亚硝态氮浓度(B)  
Figure 8  Growth, ammonia nitrogen removal rate (A), hydroxylamine concentration and nitrite nitrogen 
concentration (B) of strain CHO6 under different temperature.  

 

 
 
图 9  不同摇床转速条件下菌株 CHO6 的生长情况、氨氮去除率(A)及羟胺、亚硝态氮浓度(B)    
Figure 9  Growth, ammonia nitrogen removal rate (A), hydroxylamine concentration and nitrite nitrogen 
concentration (B) of strain CHO6 under different rotate speed.  

 

 
 
图 10  不同初始氨氮浓度下菌株 CHO6 的生长情况、氨氮去除率(A)及羟胺、亚硝态氮浓度(B)     
Figure 10  Growth, ammonia nitrogen removal rate (A), hydroxylamine concentration and nitrite nitrogen 
concentration (B) of strain CHO6 under different initial ammonia nitrogen concentration. 
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均去除速率逐渐增加。当初始氨氮浓度分别为

20 mmol/L 和 40 mmol/L 时，24 h 氨氮的平均去

除速率分别为 10.0 mg/(L·h)和 26.0 mg/(L·h)，其
去除率分别为 87.5%和 84.5%，虽然氨氮去除率

略有降低，但是从菌株的生长情况和氨氮去除率

可以推测，如果培养处理时间较为充足，菌株

CHO6 可能会进一步对氨氮进行去除，表明菌株

CHO6 在高氨氮的条件下仍具有良好的氨氮去除

能力。当起始氨氮浓度为 150 mmol/L 培养 24 h
时 OD600 达到 1.3 氨氮的平均去除速率达到

106.0 mg/(L·h)，表明在高氨氮浓度下菌株的去

除氨氮活性依然较高，此时培养时间的限制是

导致氨氮去除率偏低的主要原因。而当起始氨

氮浓度达到 200 mmol/L 时，菌株 CHO6 几乎

不生长，但是仍具备氨氮去除能力。上述结果

表明，在较宽范围的氨氮负荷条件下，菌株

CHO6 均能生长良好，具有较强的高氨氮适应

能力，其在一些高浓度氨氮废水(如养殖尾水)
的处理修复方面有潜在的应用价值。 

3  讨论 
随着水产养殖业不断发展，水产养殖尾水

中氮、磷污染程度愈发严重，从而导致水体富

营养化，严重制约水产养殖业的发展[42]。微生

物是水产养殖尾水中氨氮去除的主力军[43]，但

是针对富营养化水体，更需要异养化微生物的

参与。产碱杆菌属作为一种潜在的异养氨氧化

细菌，广泛存在于各种环境中[14]，参与自然界

的氮素循环、生物降解[13]等。但是关于其在水

产养殖环境中的研究较少，特别是针对产碱杆

菌在海水养殖环境中的分布特征尚不明确。在

本研究中，在广东沿海的 4 个典型海洋渔业养

殖基地的水体和底泥样品中，均检测到了产碱杆

菌的存在，预示其在水产养殖环境中可能具有比

较重要的生态功能，尤其是其氨氮去除潜能。 

在本研究中，通过连续富集培养，在水产

养殖鱼塘底泥样品中分离得到一株能够高效去

除氨氮的产碱杆菌 CHO6。通过对菌株 CHO6
的全基因组测序结果进行分析，发现菌株

CHO6 基因组编码 nirk (亚硝酸盐还原酶)、
norBC (一氧化氮还原酶)和 nosZ (一氧化二氮

还原酶)等，代表了亚硝酸盐的完整反硝化途

径。另外，在 CHO6 基因组中还存在新近发现

的 dnfT1RT2ABCD 基因簇，该基因簇编码的酶

可以参与直接氨氧化途径，能够将氨氮氧化为羟

胺，随后直接转化为氮气[18]，直接氨氧化途径

作为一种高效的氨氮去除新途径具有广阔的应

用前景[44]，但目前报道较少且均存在于产碱杆菌

中，如 Alcaligenes ammonioxydans HO-1[18]、

Alcaligenes faecalis JQ135[19]。菌株 CHO6 的全

基因组分析结果表明菌株 CHO6 同时具有亚硝

酸盐还原能力和直接氨氧化能力，然而在实验

中发现菌株 CHO6 在 48 h 内不断积累亚硝酸

盐，表明其可能具有较高的氨转化能力但亚硝

酸盐还原能力可能较弱，因此后续在水产养殖

尾水实际处理中，可以考虑将菌株 CHO6 与亚

硝酸盐还原能力较强的微生物组成复合菌剂。 
通过对菌株 CHO6 氨氧化性能影响因素的

研究，发现菌株 CHO6 可以代谢多种有机物，

最适碳源为丁二酸钠，但是不能利用糖类和醇

类物质进行生长。Cao 等[17]研究发现水生产碱

杆菌(A. aquatilis) AS1 可以在以琥珀酸盐、乙酸

盐或柠檬酸盐为碳源的培养基中生长，而葡萄

糖、蔗糖则不能支持菌株生长，同时也没有氨

氮的去除。Xia 等[45]和 Chen 等[46]也分别在不动

杆菌(Acinetobacter sp.) ND7 和施氏假单胞菌

(Pseudomonas stutzeri) SDU10 中发现了相同的

现象。菌株对碳源利用的偏好可能是因为作为

唯一碳源的丁二酸钠、乙酸钠和柠檬酸钠是三

羧酸循环过程中的中间产物，更易被菌株利用，
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直接用于生物合成。而且菌株 CHO6 在弱酸性、

中性或碱性条件下均具有较好的氨氮去除能

力，同时在高氨氮和高 C/N 比的条件下仍能保

持良好的生长情况和较高的氨氮去除率。陈均

利等[47]通过响应面分析预测，认为分离得到的

粪产碱菌(A. faecalis) WT14 在 C/N 10.8 时脱氮

效率最佳；陈青云等[48]分离得到的 A. faecalis 
Ni3-1 在氨氮浓度为 1 000 mg/L 时，24 h 平均

氨氮去除率为 34.5%。相较于菌株 WT14 和菌株

Ni3-1，菌株 CHO6 在 C/N 为 10、15 时，氨氧化

效果最好；在初始氨氮浓度达到 150 mmol/L 时，

培养 24 h，其 OD600 达到 1.3，氨氮的平均去除

率达到 38.7%。一系列结果表明菌株 CHO6 具

有较为广泛的应用范围，对高氨氮及高 C/N 均

具有良好的适应能力，能适应养殖废水特殊复

杂的生理环境，在水产养殖尾水的处理修复中

具有良好的应用前景。 
综上所述，产碱杆菌作为潜在的异养氨氧

化微生物，广泛分布于广东省水产养殖环境中，

在水产养殖环境中具有重要的生态功能及氨氮

去除的潜能。同时从养殖鱼塘底泥中分离得到

的产碱杆菌 CHO6，具有较强的异养氨氧化功

能，环境适应性强，可以适应较为宽泛的碳源、

C/N、pH、温度、溶解氧和初始氨氮浓度范围，

是水产养殖尾水中氨氮去除的重要菌株资源。 

4  结论 
本研究发现产碱杆菌在广东省水产养殖环

境中广泛存在，在水产养殖尾水中氨氮去除方

面可能具有一定的应用潜能。从广州市养殖鱼

塘底泥中分离得到一株具有优异氨氧化功能的

产碱杆菌 CHO6，可在 48 h 内将 10 mmol/L 的

氨氮完全去除，其最适碳源为丁二酸钠，在 C/N
为 10、pH 7.0、培养温度为 30 ℃的条件下，其

氨氧化能力最佳，在培养基中对氨氮去除率最

高达 100%，可以耐受高氨氮和高碳氮比，对环

境的适应力强。菌株 CHO6 优异的异养氨氧化

能力及对复杂环境较强的适应性，使其在处理

水产养殖尾水这一高氨氮和高有机物废水方面

具有较大的应用潜力，本研究为产碱杆菌在水

产养殖环境中氨氮处理的应用提供了菌种资源

支持和技术支撑，对水产养殖业的健康持续发

展具有重要意义。 
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