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养殖水体高效氨氮脱除菌的分离
及脱除特性研究
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　　[摘　要 ]　利用以 (N H 4) 2SO 4 为惟一氮源的选择性培养基,从养鱼池塘水中分离筛选到 1株高效氨氮脱除菌

X2,当氨氮初始质量浓度为50 m göL 时,该菌株在24 h 内的氨氮脱除率可达95%以上。初步鉴定该菌株为巨大芽孢

杆菌 (B acillus m eg a terium ) ,同时该菌株还具有硝酸和亚硝酸还原能力。对X2菌株的氨氮脱除特性进行初步研究

结果表明,该菌株的生长与氨氮脱除同步进行;其脱除氨氮的最适温度和pH 值分别为30℃和7. 0;当氨氮初始质量

浓度在 50 m göL 以下时, X2菌株基本可将培养基中的氨氮完全脱除。
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　　随着水产养殖业的集约式发展,养殖水体的污

染问题越来越严重,特别是氨氮污染。近几年来,不

断发生的养殖生物氨氮中毒事件给水产养殖业带来

了严重的经济损失[1 ]。如何解决养殖水体中的氨氮

污染问题,已成为净化养殖水质的研究热点。目前,

用来处理养殖水体氨氮污染及防治养殖生物氨氮中

毒的方法主要有物理法、化学法和生物法3种[2 ]。传

统的物理法及化学法虽然见效快,但投入较大,且容

易引起二次污染[3 ] ,而生物法被认为是未来最有潜

力、最有发展前景的方法,这是因为生物法在调节养

殖水体水质的同时不会造成二次污染,且对养殖水

体中的生态平衡还能起到一定的调节作用。本试验

通过对养鱼池塘水中氨氮脱除菌的分离筛选及其脱

除特性的初步研究,获得能脱除养殖水体氨氮的高

效菌株,为养殖水体的氨氮污染问题提供了一种更

为安全有效的防治措施。

1　材料与方法

1. 1　菌种来源

　　本试验的高效氨氮脱除菌由沈阳市东陵区后陵

养鱼池塘水中分离得到。

1. 2　培养基

富集培养基: 葡萄糖 5. 0 g, (N H 4) 2SO 4 2. 0 g,

N aC l 2. 0 g, FeSO 4·7H 2O 0. 4 g, K 2H PO 4 1. 0 g,

M gSO 4·7H 2O 0. 5 g,蒸馏水 1 000 mL , pH 7. 2～

7. 4; 分离培养基: 富集培养基加质量分数 2%琼脂;

菌种活化培养基: 葡萄糖 5. 0 g, (N H 4) 2SO 4 0. 25 g,

N aC l 1. 0 g, K 2H PO 4 0. 5 g,M gSO 4·7H 2O 0. 25 g,

蒸馏水 1 000 mL , pH 7. 2～ 7. 4; 筛选培养基: 除其

中添加质量浓度为 50 m göL 的氨氮外,其余物质及

其含量同活化培养基。各培养基均在121 ℃条件下

灭菌15 m in。

1. 3　氨氮脱除菌的分离与筛选

量取10 mL 水样,接入装有100 mL 富集培养基

的250 mL 三角瓶中,于28 ℃下摇床培养7 d,且每隔

1 d 向其中加入50 gökg (N H 4) 2SO 4 溶液1 mL ,以淘

汰不能以N H +
4 为惟一氮源的微生物。吸取富集培养

液1 mL ,用无菌水制成 10- 1, 10- 2, 10- 3,⋯, 10- 9的

稀释液,再分别吸取0. 1 mL 10- 7, 10- 8, 10- 9稀释液

在分离培养基上涂平板,置 28 ℃培养,观察氨氮脱

除菌的生长情况。选取菌落大、数量多的氨氮脱除菌

接种到活化培养基中进行活化培养。

吸取 10 mL 活化培养菌液, 转入离心管中, 在

3 000 röm in 条件下离心 10 m in,去除上清液; 再用

10 mL生理盐水洗涤沉淀, 混匀, 再次离心; 如此重

复3次,以除去活化培养基中的氨氮。最后用10 mL
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生理盐水洗涤沉淀,接入装有100 mL 筛选培养基的

三角瓶中, 28 ℃摇床培养24 h。吸取10 mL 筛选培

养液于3 000 röm in 下离心10 m in,去除菌体。用靛

酚蓝分光光度法[4 ]测定上清液中氨氮浓度,同时测

定未接菌筛选培养基中氨氮的初始质量浓度,计算

氨氮脱除菌的氨氮脱除率。选取脱除能力最强的氨

氮脱除菌作进一步研究。

1. 4　高效氨氮脱除菌的初步鉴定

根据文献 [ 5 ]对 1. 3 中分离筛选到的高效氨氮

脱除菌的形态特征、生理生化特征等进行初步鉴定。

1. 5　高效氨氮脱除菌生长量及氨氮质量浓度测定

　　取1. 3中得到的高效氨氮脱除菌培养18～ 24 h

活化培养液,并以未接种的活化培养液作为空白,在

380～ 600 nm 波长下, 对其最大吸收波长进行扫

描[6 ]。然后将高效氨氮脱除菌接入筛选培养基中,

28 ℃摇床培养 24 h, 从接种后开始每隔 2 h 取样

1次, 每次取 10 mL ,首先在其最大吸收波长下测定

其OD 值,然后离心取上清液测定氨氮质量浓度,以

时间为横坐标, OD 值与氨氮质量浓度为纵坐标作

图。

1. 6　温度对氨氮脱除菌脱除氨氮能力的影响

在氨氮初始质量浓度为 50 m göL , pH = 7. 0 和

接种量为 100 mL öL 的条件下,将接种后的筛选培

养基分别在 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 ℃环境中摇床

培养24 h 后,测定氨氮质量浓度,计算氨氮脱除率。

1. 7　pH 对氨氮脱除菌脱除氨氮能力的影响

在氨氮初始质量浓度为 50m göL 和接种量为
100 mL öL 的条件下,配制pH 分别为4. 0, 5. 0, 6. 0,

7. 0, 8. 0, 9. 0, 10. 0 的筛选培养基, 接种后在28 ℃

下摇床培养 24 h 后,测定氨氮质量浓度,计算氨氮

脱除率。

1. 8　氨氮初始质量浓度对氨氮脱除菌脱除氨氮能

力的影响

　　在温度为 28 ℃、pH = 7. 0 和接种量为 100

mL öL的条件下, 将菌液接种到氨氮初始质量浓度

分别为10, 20, 30, 40, 50, 100, 150 m göL 的筛选培养
中,摇床培养 24 h 后,测定氨氮质量浓度,计算氨氮

脱除率。

2　结果与分析

2. 1　氨氮脱除菌的分离与筛选

　　通过富集分离,从所采水样中共分离到 5 株生

长良好,且菌落直径在5 mm 以上的氨氮脱除菌,分

别编号为X1, X2, X3, X4和X5,这5株菌在氨氮初始

质量浓度为50 m göL 时的氨氮脱除率见表1。
表 1　5株氨氮脱除菌的氨氮脱除率

Table 1　Removing rate of ammonian itrogen of five strains

%

测试菌株
T ested
strain

氨氮脱除率
Removem ent

rate of
ammonia2
n itrogen

测试菌株
T ested
strain

氨氮脱除率
Removem ent

rate of
ammonia2
n itrogen

X1 78. 40 X4 79. 70

X2 95. 30 X5 87. 90

X3 82. 60

　　由表1可知, 5株氨氮脱除菌均具有较强的氨氮

脱除能力, 其中X2 菌株的氨氮脱除率可达 95%以

上,因而将X2菌株作为进一步研究的对象。

2. 2　X2菌株的初步鉴定

X2菌株的菌落为圆形,乳白色,边缘整齐,不透

明;其个体为长杆状 (图1) ,革兰氏染色阳性,有芽孢

(图2,其中色浅者为芽孢,色深者为菌体) ,大小为2.

3 Λm×5. 3 Λm。

图 1　X2菌株电镜照片 (27 000×)

F ig. 1　Pho to of electron m icro scope of X2 Strain (27 000×)

图 2　X2菌株芽孢染色显微观察结果 (1 600×)

F ig. 2　Spo re sta in of X2 stra in (1 600×)

　　根据X2菌株的生理生化特征 (表 2) ,依据文献

[ 5 ]和 [ 7 ], 初步鉴定 X2 菌株为巨大芽孢杆菌

(B acillus m eg a terium )。由表2还可知,该菌株具有

硝酸和亚硝酸还原能力,说明X2菌株可去除养殖水
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体中多种形式的氮。
表 2　X2菌株的生理生化特征

T able 2　Physio logical and b iochem ical characterist ics of X2 stra ins

测试项目
T ested item

测试结果
T ested
resu lt

测试项目
T ested item

测试结果
T ested
resu lt

测试项目
T ested item

测试结果
T ested
resu lt

过氧化氢酶 Catalase
甲基红试验M ethyl red test
V 2P 试验V oges2p ro skauer test
淀粉水解 Starch hydro lyzation
纤维素水解 Cellu lo se hydro lyzation
明胶液化 Glutin liquefaction
苯丙氨酸脱氨酶 Phenylalan ine deam inase
甘露醇发酵M annito l ferm entation
葡萄糖发酵 Gluco se ferm entation
蔗糖发酵 Sucro se ferm entation
乙醇发酵 E thano l ferm entation

+
+
-
+
-
+
+
+
+
+
-

硝酸还原N itrate deox idization
亚硝酸还原N itrite deox idization
氨的产生Ammonia p roduce
反硝化作用D enitrification
硫化氢产生 Sulfu reted hydrogen p roduce
脲酶试验U rease test
葡萄糖 Gluco se
蔗糖 Sucro se
麦芽糖M alto se
淀粉 Starch
甘油 Glycerine

+
+
+
-
-
-
+
+
+
+
+

甘露醇M annito l
苯甲酸Benzo ic acid
苹果酸M alic acid
柠檬酸 C itric acid
碳酸钙 Calcium carbonate
乙酸A cetic acid
草酸O xalic acid
牛肉膏Beef ex tract
蛋白胨 Pep tone
酵母膏 Yeast ex tract
硝酸钾 Po tassium nitrate

+
+
+
-
-
+
+
+
+
+
+

　　注:“+ ”代表阳性,“- ”代表阴性。

N o te:“+ ”deno te po sitive;“- ”deno te negative.

2. 3　X2菌株生长量及氨氮质量浓度的变化

经扫描X2菌株在 420 nm 处具有最大吸收峰,

因此在 420 nm 处测定X2 菌株在不同培养时间的

OD 值,结果见图3。图3表明, X2菌株在反应液中的

适应时间很短,很快就进入对数生长期,在培养 8 h

时即可达到最大生长量,此后生长量随时间的变化

不大,即使在培养24 h 时生长量仍未出现明显的下

降, 表明X2 菌株可在较长时间内发挥氨氮脱除作

用。由图3还可见,在0～ 8 h 内,反应液中的氨氮质

量浓度均呈线性下降,在 8 h 后反应液中氨氮质量

浓度继续呈下降趋势,但下降趋势平缓。对两种曲线

进行比较发现,氨氮脱除菌生长量增长最快的时期

亦是反应液中氨氮质量浓度下降最快的时期,表明

X2菌株的生长与氨氮的脱除同步进行。

2. 4　温度对X2菌株脱除氨氮能力的影响

温度是影响微生物生长代谢的重要环境因子之

一,不仅影响微生物的生长,还严重影响微生物对物

质的吸收利用。由图4可见,当温度低于30 ℃时, X2

菌株的氨氮脱除率随温度的升高而增加; 而温度高

于 30 ℃后,氨氮脱除率反而随温度的升高而下降。

这表明X2菌株为中温性菌,其脱除氨氮的最适温度

为30 ℃左右。这是由于微生物产生的酶具有最适温

度,酶的活性在一定温度范围内随温度的升高而增

加,但当温度超过其最适温度之后,酶活性会逐渐丧

失,其所催化的酶促反应速率也相应下降[2 ]。

图 3　X2菌株的生长量和氨氮质量浓度随时间的变化

F ig. 3　Changes of num ber of X2 stra in and the

concen tra t ion of ammonia2nitrogen w ith tim e

图 4　温度对X2菌株氨氮脱除率的影响

F ig. 4　Effect of temperatu re on removing

rate of ammonia2nitrogen of X2 stra in

2. 5　pH 对X2菌株脱除氨氮能力的影响

图5表明,在酸性条件下,即pH 为4. 0和5. 0时

X2菌株氨氮脱除率很低,均在20%以下;而当pH 在

6. 0～ 9. 0时,其氨氮脱除率均较高,特别在pH 7. 0
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时,其氨氮脱除率在95%以上。说明pH 对X2菌株脱

除氨氮能力的影响较大,其生长和代谢均以中性或

微碱性条件为好。这是因为当环境中氢离子浓度超

过微生物酶的适应范围时,会引起微生物原生质膜

的电荷变化,影响微生物对营养物质的吸收和酶的

活性,进而影响酶促反应的速度[8 ]。因此,在生物脱

除氨氮过程中,介质pH 值的控制显得很重要。

2. 6　氨氮初始质量浓度对X2菌株脱除氨氮能力的

影响

　　氨氮初始质量浓度对X2菌株脱除氨氮能力的

影响见图6。

图 5　pH 对X2菌株氨氮脱除率的影响

F ig. 5　Effect of pH on removing rate

of ammonia2nitrogen of X2 stra in

图 6　氨氮初始质量浓度对X2菌株氨氮脱除率的影响

F ig. 6　Effect of in it ia l m ass concen tra t ion on

removing rate of ammonia2nitrogen of X2 stra in

　　由图 6 可以看出, 在氨氮初始质量浓度≤50

m göL时, 24 h 内X2菌株的氨氮脱除率均达到95%

以上,即基本可以将培养基中的氨氮全部脱除,但当

氨氮初始质量浓度> 50 m göL 时,其氨氮脱除率明

显下降,当氨氮初始质量浓度为 150 m göL 时,氨氮

脱除率已降至30%以下。

氨氮初始质量浓度与X2菌株脱除氨氮总量的

关系见表3。
表 3　氨氮初始质量浓度与X2菌株脱除氨氮总量的关系

T able 3　R elationsh ip betw een in it ia l concen tra t ions

of ammonia2nitrogen and to ta l ammonia2nitrogen

of removem ent in X2 stra in

氨氮初始质量浓度ö(m g·L - 1)
Beginn ing m ass concen tration

of ammonia2n itrogen

脱除氨氮总量öm g
To tal ammonia2n itrogen

of removem ent

10

20

30

40

50

100

150

9. 80

19. 81

29. 52

39. 45

48. 50

46. 11

45. 87

　　由表3可见,氨氮初始质量浓度≤50 m göL 时,

X2菌株脱除的氨氮总量随氨氮初始质量浓度的增

大而增加,当氨氮初始质量浓度> 50 m göL 时,脱除

的氨氮总量随氨氮初始质量浓度的增大而降低,表

明一定数量微生物对氨氮的脱除量是有限的,当氨

氮质量浓度超出其所能脱除的最大范围时,微生物

就不能再脱除过多的氨氮,此外氨氮质量浓度过高

时,会对微生物产生毒害作用,抑制其生长繁殖,进

而影响其脱除氨氮的能力。

3　结论与讨论

本研究利用以 (N H 4) 2SO 4 为惟一氮源的选择

性培养基,从养殖水体中分离到5株氨氮脱除菌,其

中X2菌株在氨氮初始质量浓度为50 m göL 时, 24 h

内的脱除率可达95%以上;经初步鉴定X2菌株为巨

大芽孢杆菌 (B acillus m eg a terium ) , 同时该菌株还

具有硝酸和亚硝酸还原能力,因此该菌株可去除养

殖水体中多种形式的氮。对X2菌株氨氮脱除特性的

研究结果表明,该菌株的生长与氨氮脱除是同步进

行的,且X2菌株可在较长时间内发挥脱除作用; 其

脱除氨氮的最适温度和pH 分别为30 ℃和7. 0;当氨

氮初始质量浓度在50 m göL 以下时, X2菌株基本可

以将培养基中的氨氮完全脱除。

众所周知,养殖水体中的氨氮浓度过高时,对养

殖生物有一定的毒害作用。研究表明[9210 ] ,养殖水体

中N H 32N 及NO -
2 2N 浓度过高是引起鱼虾致病的直

接或间接因素。因此,对养殖水体中氨氮质量浓度的

控制一直是水产科研工作者研究和探索的问题之
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一。有研究表明,芽孢杆菌具有降低养殖水体中氨

氮、亚硝酸盐含量[11212 ]及反硝化作用的能力[13 ] , 可

有效去除养殖水体中的氮; 另外芽孢杆菌还可对养

殖生物产生益生保护作用, 增强其对病害的抵抗

力[14215 ]。富丽静等[16 ]研究表明,以芽孢杆菌为主的

复合微生物制剂可显著降低池塘水中的氨氮总量及

分子氨浓度。这表明应用本研究筛选到的巨大芽孢

杆菌去除养殖水体的氨氮,改善养殖水体环境具有

广泛的应用前景。该菌株虽然在实验室条件下达到

了理想的脱氨氮效果,但要将其应用于生产中还需

对其是否产生毒素及其脱除机理、使用方法等作进

一步研究。
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Stud ies of iso la t ion and rem ovem en t characterist ics of h igh effect ive

m icroo rgan ism s w ith amm on ia2n it rogen rem aved in aqua t ic w ater

HOU Y ing1a , 2, XU J ian -q iang1b, SUN Jun -de2

(1 a. F ood and B iolog ica l E ng ineering Colleg e, b. F orestry Colleg e, H eπnan U niversity of S cience & T echnology , L uoy ang , H eπnan 471003, Ch ina;

2 L and and E nv ironm en t Colleg e of S heny ang A g ricu ltu ra l U niversity , S heny ang ,L iaon ing 110161, Ch ina)

Abstract: A h igh ly effect ive m icroo rgan ism w ith the removal of ammon ia2n it rogen X2 has been iso la ted

and screened from a fishpond by the selected cu ltu re w ith (N H 4 ) 2SO 4 as exclu sive n it rogen sou rce. T he

removing ra te of ammon ia2n it rogen of X2 is over 95% w ith in 24 h w hen the beginn ing m ass concen tra t ion

of ammon ia2n it rogen is 50 m göL. X2 stra in is iden t if ied B acillus m eg a terium p rim arily and it can reduce

n it ra te and n it rite sim u ltaneou sly. T he removem en t characterist ics of X2 have been studied, and the resu lts

show that: the grow th of X2 stra in and the removem en t of ammon ia2n it rogen are synch ronou s; the op t im um

temperatu re and pH of X2 stra in w ith ammon ia2n it rogen removed are 30 ℃ and 7. 0 respect ively; ammon ia2
n it rogen of cu ltu re m edium can be removed comp letely w hen the in it ia l m ass concen tra t ion of ammon ia2
n it rogen is under 50 m göL.

Key words: aquat ic w ater; m icroo rgan ism s w ith ammon ia2n it rogen removed; B acillus m eg a terium ;

removing ra te of ammon ia2n it rogen

041 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34卷


