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摘要  比较了异养硝化作用与传统自养硝化作用 ,结果表明 :异养硝化作用不仅客观存在 ,而且某些特殊的异养细菌能同步进行异养硝
化和好氧反硝化 ,在养殖水体水质改善方面具有广泛的应用前景。
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Abstract  Compared with the traditional autotrophic nitrification, heterotrophic nitrification is the process objectively , and some special kinds of het-
erotrophic bacteria can carry out heterotrophic nitrification and aerobic denitrificationsi multaneously , providing i mportant application value to the i mprove-
ment of aquaculture water quality .
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  我国水产养殖业近年来取得了举世瞩目的成就。2005

年,中国水产养殖产量已达3 400 万t , 超过全球水产养殖产

量的2/ 3 ,较10 年前增长超过2 .5 倍。但水产养殖业仍以静

水、不排污的池塘养殖为主,且大部分为高密度、单一品种养

殖模式。这切断了自然生态体系的食物链循环, 养殖对象的

残余饵料、排泄物、死亡残体等大量有机物失去了被其他生

物利用的机会。这些有机物在微生物的作用下, 其中的蛋白

质及核酸会慢慢分解, 产生大量氨等含氮有害物质, 造成养

殖对象的急性中毒[ 1 - 2] 。尤其是氨在亚硝化细菌和光合细

菌作用下转化成亚硝酸盐, 亚硝酸盐进一步与胺类物质结

合,形成具有强致癌作用的亚硝胺。亚硝酸盐的长期蓄积会

直接导致鱼、虾等养殖对象抗病力的降低, 引起各种病原菌

的侵袭, 通常被视作是鱼、虾的致病根源[ 3] 。亚硝酸盐经硝

化细菌作用转变成硝酸盐, 被植物吸收利用而进入氮素循

环。所以, 硝化细菌是参与养殖水环境同周边环境氮素物质

交换的重要承担者。

以光合 细菌( Photosynthetic bacteria) 、硝化 细菌( Nitri-

fiers) 、乳酸菌[ 4] ( Lactobacillus sp .) 、芽孢杆菌( Bacillus sp .) 、荧

光假单胞菌( Pseudomonas fl uoroscens) 为主的益生菌制剂便应

运而生, 并以其高效、安全、无污染、低成本等独特的优势逐

渐受到人们的重视, 成为水产养殖水体改良、疾病控制的生

态养殖模式研究的热点[ 5 - 9] 。水产养殖正在形成生物防治

为主, 以物理疗法和化学为辅的系统养殖工程[ 10] 。

传统意义上的硝化作用指自养硝化( Autotrophic nitrifica-

tion) 。虽然自养硝化菌在水体氮循环中起到非常重要的作

用( 图1) , 但自养硝化细菌分离困难、代时长等特点在一定程

度上阻碍了硝化细菌作为纯微生物制剂在水产养殖领域的

推广应用。随着在一些特殊生境中真菌、放线菌、异养细菌

等异养菌完成从铵氧化到硝酸盐这一现象的发现[ 11] , 异养

硝化( Heterotrophic nitrification) 理论被部分学者提出, 并逐渐

得到验证[ 12 - 14] 。该理论的提出为异养硝化细菌在水产养殖

领域水质环境改善中的推广应用奠定了良好的理论基础。 �
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1  自养硝化作用

硝化作用是由2 类特殊微生物分2 个不同阶段完成的。

这2 种类型的微生物具有独特的化能自养氮素代谢方式, 即

氨→亚硝酸 , 由氨氧化细菌( Ammonia-oxidizing bacteria) 完成 ;

亚硝酸→硝酸,由亚硝酸盐氧化细菌( Nitrite-oxidizing bacteria)

完成。19 世纪末, Winogradsky 创立了自然界中化能自养型硝

化作用理论,确立了以 Nitrosomonas( 亚硝化单胞菌属) 和 Ni-

trobacter( 硝化杆菌属) 为代表的自养硝化细菌是整个自然界

硝化作用的主要参与者的重要论断。该论断得到了Lees 等

大批学者的支持[ 15] 。

 注 : 单线表示为微生物特有的过程 ; 双线表示为微生物和植物

共有的过程。

图1 自然界中的氮素循环

长期以来有关硝化作用的研究几乎均是针对 Nitro-

somonas 和 Nitrobacter 等代表菌株的研究[ 16] ( 表1) 。自养型硝

化细菌为专性好氧菌 ,将CO3
2 - 、HCO3

- 和CO2 等无机物作为

碳源, 从NH4
+ 或 NO2

- 的氧化反应中获得能量 ,其基本特征

是生长速率低,这是由氨氮和亚硝酸盐氧化过程的产能率低

所致。

2  异养硝化作用

早在19 世纪末和20 世纪初, 异养硝化作用就在土壤硝

化过程中被发现[ 17] 。近几十年来, 研究者相继从不同类型

的土壤[ 11 ,18 - 20] 、污泥[ 21 - 22] 、湖水[ 23] 、深海火山口[ 24] 等处发

现并分离出多种具有硝化活性的异养微生物( 包括细菌、放

线菌和真菌) ,间接证明了一些反硝化微生物能够进行硝化

作用, 生成NO2
- 或NO3

- [ 25] 。虽然硝化作用的研究已历经百

年, 但有关异养硝化的研究报道相对较少, 其直接原因就是
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方法学上的欠缺。目前原位土壤异养硝化作用的存在及重

要性的证明更多依赖于间接途径: 最大可能数法[ 26] 、射线照

射刺激活性[ 27] 和硝化抑制剂鉴别[ 28] 等。抑制剂鉴别法是区

分土壤硝化作用自养型和异养型的最主要手段[ 18 ,29] 。研究

手段相对滞后致使很多试验结果相互矛盾。如, 一些报道认

为自养硝化作用在酸性森林土壤中占主导作用[ 30 - 31] , 与多

数酸性森林土壤中的硝化作用报道[ 12 - 14] 相左。

异养硝化作用常被用来解释自养硝化微生物不能生长

或未能检测到土壤中实际发生的硝化作用。故许多研究者

将酸性土壤的硝化作用首先归功于异养硝化微生物, 自养硝

化细菌仅控制农业土壤中的硝化作用[ 32 - 33] 。至此, 异养硝

化作用的客观存在性得到了大多数学者的认同。传统的“硝

化作用”定义具有很大的局限性, 从广义上讲,“硝化作用”是

微生物将任何还原态的氮氧转化为氧化态氮的过程[ 34] 。

  表1 已报道的化能自养型硝化细菌

氧化阶段 属 名 种 名

氨氧化细菌 亚硝化单胞菌属 欧洲亚硝化单胞菌

寡食亚硝化单胞菌

耐冷亚硝化单胞菌

海洋亚硝化单胞菌

亚硝化螺菌属 白里亚硝化螺菌

亚硝化叶菌属 多形亚硝化叶菌

亚硝化弧菌属 纤细亚硝化弧菌

亚硝化球菌属 海洋亚硝化球菌

嗜盐亚硝化球菌

运动亚硝化球菌

亚硝酸盐氧化细菌 硝化杆菌属 维氏硝化杆菌

汉堡硝化杆菌

硝化螺菌属 海洋硝化螺菌

硝化刺菌属 纤细硝化刺菌

硝化球菌属 活动硝化球菌

 注 :亚硝化叶菌属已被重新划分 , 定名为多形亚硝化螺菌( Nitrosospi ra

multifor mis) ;亚硝化孤菌属已被重新划分 , 定名为纤细亚硝化螺菌

( Nitrosospi ra tenuis) 。

  异养硝化菌中, 真菌被认为是数量最大、效率最高的异

养硝化菌, 如黄曲霉菌( Aspergill us fl avus) [ 35] 、青霉菌( Penicil-

li u msp .) [ 17] 、轮枝菌( Verti cilli um sp .) [ 36] 、柱孢犁头霉( Absi di a

cyli ndrospor a) [ 11] ;此外, 某些放线菌[ 17] 、细菌在自然界或实验

室的纯培养中也被确定为具有硝化能力的异养微生物。异

养硝化细菌中报道的有反硝化假单胞菌( Pseudomonas denitri-

fi cans) [ 25] 、铜绿假单胞菌( P . aerugi nosa ) [ 25] 、荧光假单胞菌

( P . fluoroscens ) [ 25] 、产碱 杆菌( Alcaligenes sp .) [ 37] 、节杆 菌

( Art hrobacter sp .) [ 23] 、粪产碱菌( Alcali genes faecalis) [ 38 - 39] 以及

一些新发现的菌种( 或属) [ 26] 。一些研究以 N 同位素示踪异

养硝化的过程,发现异养菌并不氧化 NH4
+ - N, 但是能将有

机氮直接氧化为硝酸盐 ,而跨过有机氮分解为氨氮、再氧化

为亚硝酸盐2 步; 而另有实验室培养结果[ 11] 表明 , 异养硝化

产生的NO3
- 来源于氨氮, 可能跨过氨氮氧化为亚硝酸盐这

一步, 如图2 所示。

3  硝化菌株的分离和筛选

3 .1 自养硝化细菌的分离和筛选  实验室条件下, 硝化细

菌的分离手段繁琐, 分离较为困难, 致使有关硝化细菌的细

菌学和生物化学研究工作进展缓慢。其首要原因是, 硝化细

菌代时长,平均在10 h 以上,伴生的异养细菌生长迅速 ,超过

硝化细菌。而一般细菌代时约几十分钟, 繁殖速度快。另

外, 硝化细菌具有生长在固体表面的习性, 即使在液体培养

基上, 它们也往往附着在不溶性固体颗粒或器壁表面上, 粘

连在一起,给分离工作带来不便[ 40] 。

图2 自养硝化与异养硝化的比较

自养硝化细菌纯菌株分离的预处理,研究者多采用加富

培养[ 41] 或MPN 法进行预培养[ 16] 。该前处理耗时较长, 一般

至少3 周, 且易受到异养细菌的污染, 后期分离纯化困难。

经多次移植富集培养后的稀释液或最高稀释度的 MPN 阳性

试管中培养液直接涂布于固体培养基平板( 以精制琼脂或硅

胶为凝固剂) 进行分离。固体平板上的菌落一般很小( 2 mm

左右) ,需经显微操作才能得到纯培养菌株,并需检查纯度。

3 .2 异养硝化细菌的分离和筛选  1949 年, Quastel 和Sc-

holefield 以丙酮酸肟作为选择性培养基, 采用连续灌注土柱

的方法分离获得具有产生 NO2
- ( 不经过氨化) 的异养菌株。

有关异养硝化细菌的分离方法主要是富集稀释分离法和普

通的平板分离法。

富集稀释分离法根据具体富集方式可以分为土柱渗滤

加富培养和土壤悬液加富培养。以无机铵盐为氮源、不同有

机物为碳源或以有机氮化合物为惟一碳氮源,进行选择性培

养, 经数次移植富集后, 以同一培养基进行平板直接分离、确

认活性。常用的培养基质有丙酮酸肟[ 20 ,42 - 43] 、乙酰胺[ 21 ,44] 、

β- 丙氨酸[ 11 ,18] 及其他有机物如肟、吡�[ 45] 等。

平板分离法以通用的营养琼脂培养基平板或葡萄糖—

牛肉浸汁—蛋白胨琼脂平板直接对新鲜土壤悬液进行分离。

1959 年Eylar 和Schmidt 采用葡萄糖—牛肉浸汁—蛋白胨琼

脂平板对12 种具有强氧化能力的土壤和10 种具有不同物理

化学性质的土壤进行异养硝化微生物的调查[ 19] 。Papen 等

采用牛肉膏蛋白胨琼脂平板直接分离获得一些具有硝化活

性的异养菌株[ 26] 。

国内有关异养硝化细菌的分离和纯化方法已申请专

利[ 46] 。该方法通过营养琼脂平板分离和格利斯试剂显色等

步骤可从环境中分离、鉴定和纯化大量异养硝化微生物, 且

重复性好, 分离的菌株代表性强, 能再现土壤或分离样本的

微生物原位状况[ 47] 。该专利方法摒弃了原有分离自养硝化

细菌的思维定势, 极大地简化了分离手段,缩短了分离周期。

异养硝化细菌分离手段的革新是硝化作用研究领域的一大

突破, 同时为硝化作用的深入研究铺平了道路。

4  异养硝化细菌在养殖水体水质改善中的应用

4 .1 作用机理  自养硝化细菌的推广使用之所以受到限
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制, 原因是多方面的, 既有其自身的因素[ 48] , 即生长缓慢, 耐

有机负荷低等; 又有其外在因素, 即纯菌株分离和保存手段

落后[ 40] 。而异养硝化细菌则克服了自养硝化细菌的不利因

素, 其在水产养殖领域的应用思路也源于其在污水脱氮领域

应用的启发。现代污水脱氮技术中, 同时硝化反硝化( Si mul-

taneous nitrification denitrification , 简称 SND) [ 49] 技术是运用得

比较广泛和成熟的技术之一。该工艺是指硝化与反硝化反

应同时在同一反应器中完成。

传统理论认为硝化与反硝化过程完全是对立的2 个生

化过程。但研究发现一些特殊的细菌可以同时进行异养硝

化和反硝化[ 25] 。异养硝化细菌行使反硝化功能, 使得在同

一生境中连续或同时进行异养硝化和反硝化作用成为了可

能。Robertson 等从污水处理厂反硝化单元分离出的泛养硫

球菌( Thi osphaera pantotropha) [ 50] , 该菌可以进行好氧反硝化 ,

同时又为异养硝化细菌。Robertson 等人研究表明, 泛养硫球

菌是一种可以将由氨氮转化的亚硝酸盐还原为氮气的异养

硝化细菌。在恒化器中培养时, 只有当反硝化酶被抑制时 ,

体系中才有亚硝酸盐的积累。因此, 他们认为, 在完全好氧

条件下 ,泛养硫球菌进行以下的同步硝化和反硝化过程。

NH4
+ →NH2OH→NO2

-

NO2
- → N2O→N2

O2→H2O

4 .2 应 用前景  除了前 面提及的泛养硫 球菌( T . pan-

totropha) 、粪产碱菌( Alcaligenes faecalis ) [ 37] 也被确认为同时具

有异养硝化与好氧反硝化特征的细菌。大量具有反硝化功

能的异养硝化细菌被发现、分离。这为异养硝化细菌在同

化、分解水体中过剩的有机质的同时, 降低氨态氮和亚硝酸

盐提供了一定的理论可行性。许多污水生物脱氮研究工作

都涉及到异养硝化过程。与自养硝化菌相比,异养硝化菌代

谢途径复杂[ 50] , 需要的溶解氧低、能耐受酸性环境、活性高

( 表2) [ 51 - 52] 。这些特点无疑都拓展了异养硝化作用在养殖

水体脱氮及COD 去除中的应用前景。

  表2 污水处理过程中自养硝化过程和异养硝化过程的比较

微生物 温度 DO∥mg/ L pH C/ N

自养硝化过程 自养硝化细菌 低温不宜,最佳温度为35～42 ℃ >3 7 .0～8 .0 BOD 很低

异养硝化过程 极特殊的异养硝化细菌/ 好氧反硝化细菌 可在较低温度条件下发生 0 .5～2 .8 6 .8～7 .5 COD/ TN:2.0～8 .2

5  结论

迄今为止 ,国外虽然已经有了硝化细菌生产方面的专利

申请, 但国内有关硝化细菌在水产养殖领域的应用报道几乎

都集中于自养硝化细菌。而且由于自养硝化细菌代时长、耐

有机负荷低等特点 ,所以它在水产养殖领域的推广应用受到

了极大地限制。当前自养硝化细菌用于观赏鱼养殖相对较

多[ 53] ,因其售价比较昂贵, 至今还没有出现其他剂型的纯硝

化细菌产品。相对于自养硝化细菌的不利因素, 异养硝化细

菌的广泛存在、易分离和耐高有机复合等特点都为其在净化

养殖水体, 有效降低铵态氮和 COD 含量, 改善养殖环境中的

碳、氮循环奠定了坚实的基础。
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  表1 不同品种根电导值的变化

品种 重复1 重复2 重复3 平均值

皖粉3 号   89   84   87   87 a

夏丰 265 254 252 257 b

图1 病菌毒素对番茄品种的根数、根长和芽长的抑制

  表2 毒素作用下各品种的PAL 活性变化

品种 对照值 处理值 较对照± 增加率∥%

皖粉3 号 0 .046 0 .126 0 .080   173 .9 a

夏丰 0 .065 0 .093 0 .028 43 .1 b

2 .3  毒素对番茄抗、感品种PAL 酶的影响 苯丙氨酸解氨

酶( PAL) 是植物体内的一种防御酶 , 与抗病性有关。表2 表

明,病菌毒素处理后, 品种的PAL 酶活性均有所提高, 但抗、

感品种间存在显著差异。抗病品种皖粉3 号酶活性提高了

173 .9 % ,而感病品种夏丰酶活性提高幅度较小, 为43 .1 %。

3  讨论

( 1) 试验表明, 经毒素处理后, 抗病品种的电导值增加较

小, 感病品种的电导值增加较大 ,并且抗、感品种间差异达到

显著水平, 说明抗病品种对毒素反应迟钝, 与毒素接触后细

胞膜“中毒”慢 ,受损伤的程度小,胞内电解质外漏少, 而感病

品种对毒素反应敏感。因此可以用电导值的变化进行不同

品种的抗性鉴定。

(2) 苯丙氨酸解氨酶是植物体内普遍存在的一种酶 , 被

认为是苯酸类代谢的定速酶, 在植物抗病中起着重要作用。

很多研究发现,植物感染病害后会使 PAL 酶活性升高, 并使

某些抗菌物质积累。有的研究者提出PAL 酶活性大小可作

为植物的抗病性指标 ,但也有一些研究者持不同意见。该试

验结果表明 ,在毒素作用下, 不同品种的 PAL 活性不同。抗

病品种皖粉3 号经毒素处理后,PAL 活性增高幅度较大 ; 而

感病品种夏丰经毒素处理后 ,PAL 活性虽然也升高, 但升高

幅度不如抗性品种高。
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