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摘　 要： 高密度、集约化水产养殖中氨氮、亚硝酸盐等有害氮源大量积累，严重破坏水环境并损

坏水产动物的健康，对水产养殖行业造成极大危害。 好氧反硝化细菌可将有害无机氮还原为氮

气溢出，有效改善水质，而菌种筛选是好氧反硝化细菌研究和应用中一个关键环节。 本文对好

氧反硝化细菌菌种的筛选、评价方法进行归纳、总结，从样品采集、培养基配制、培养方式及评价

方法等方面探讨适合水产养殖的方法和标准，以期对水产中好氧反硝化菌种筛选和评价提供参

考，并对未来的研究方向进行了展望。
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　 　 我国是全球最大的水产养殖国家，养殖水产

品总量逐年增长。 据统计，２０１９ 年我国养殖水产

品总产量达 ６ ４５０ 万 ｔ，超过世界养殖水产品总量

的 ７０％，为优质蛋白质的供给以及国家的粮食安

全做出了巨大贡献。 目前，高密度、集约化已成为

我国水产养殖的主要模式［１］ ，然而，养殖密度的不

断提高极易打破池塘原有的生态平衡，过多的残

饵、粪便无法被池塘中的微生物分解利用，导致氨

氮、亚硝酸盐等有害物质积累，影响养殖动物健

康［２］ 。 此外，不经处理的养殖废水排放到外环境

中产生面源污染，危害养殖业的可持续发展。 生

物脱氮不仅安全环保，而且具有可续持性，近年来

新发现的好氧反硝化细菌因其能够在有氧的条件

下进行反硝化作用，脱氮彻底，而且具有适应性

强、生长速度快及容易控制等潜在优点［３－５］ ，逐渐

成为脱氮益生菌中研究和应用的热点。
　 　 在益生菌研究和应用中，菌种筛选是一个十

分重要的环节。 然而，由于在菌种筛选过程中候

选菌株众多而且筛选条件各异，水产养殖常用的

益生菌菌种筛选的方法、标准非常繁杂，导致菌种

筛选效率低下；其次，实验室筛选得到的菌种在养

殖试验验证过程中，其功能往往不能较好的重现，
这主要是由于实验室筛选益生菌的条件或许同其

应用的环境有所区别，从而使益生菌应用后在靶

位点难以生长、定植及发挥功能［６］ ；此外，某些对

哺乳动物有益的微生物应用于水生动物可能会产

生不利影响。 因此，在益生菌菌种筛选过程中制

定适合水产养殖的方法、标准就显得非常重要。
目前，已有很多关于水产养殖中好氧反硝化菌种

筛选和应用的研究［３，７－１０］ ，但尚未见到对该菌种筛

选及评价方法进行系统综述的报道。 因此，本文

对水产养殖中好氧反硝化细菌的筛选、评价方法

进行归纳、总结，以期对好氧反硝化细菌筛选和评

价标准提供参考，并对未来的研究方向进行了

展望。

１　 菌种筛选流程
　 　 随着研究的深入，已有大量好氧反硝化细菌

的研究报道，主要菌种包括：假单胞菌 （ Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ ｓｐ．） ［８］ 、芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．） ［１１］ 、副球菌
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（ Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ ｓｐ．） ［３］ 、 海 杆 菌 （ Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ．） ［１２］ 、盐单胞菌 （Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ｓｐ．） ［１３］ 和红球菌

（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ．） ［１４］等，然而，尚缺乏对该菌种筛

选和评价的系统报道。 通过归纳、总结国内外相

关文献，好氧反硝化菌种筛选流程和标准如图 １

所示。 具体而言，好氧反硝化细菌的筛选包括了

样品采集、富集培养、安全性评估、菌种鉴定、耐受

性评估、功能性评估及应用试验评估等主要组成

步骤。 通过层层筛选，获得的菌种需要符合安全

性、适应性、功能性和便利性等特点［１５］ 。

　 　 ＢＴＢ：溴百里酚蓝 ｂｒｏｍｏｔｈｙｍｏｌ ｂｌｕｅ；Ｙ：通过 ｐａｓｓ；Ｎ：未通过 ｆａｉｌ。

图 １　 好氧反硝化菌种筛选流程和标准

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ａｎｄ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ

２　 样品处理
　 　 理想的益生菌，应该能够在宿主的肠道或环

境中定殖、建立和繁殖，然而，某些应用于水产动

物的益生菌常出现相对无效的情况，这或许是由

于非鱼类来源的益生菌无法在其肠道中生存或保

持最佳的活菌数［１６－１７］ 。 基于此，好氧反硝化菌种

分离常采集的样本最好选取池塘的水样、沉积物、
微生物絮团及水产动物肠道等样本，从这些样本

中筛得的菌种具有更好的适应性，即原位 ／宿主益

生菌策略（ ａｕｔｏｃｈｔｈｏｎｏｕｓ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ／ ｈｏｓｔ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ）。 以往研究也发现，在水、泥、沉积物及

１２
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生物絮团样品中更易筛得好氧反硝化细菌，如滨

海芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｔｏｒａｌｉｓ） ［１８］ 、枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ） ［１９］ 、施氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｔｕｔｚｅｒｉ） ［２０］ 及 Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ ｓａｌｉｐｈｉｌｕｓ［２１］ 等菌种，且

具有较好的适应性。 此外，采集的样本还可以用

高浓度的硝酸盐、亚硝酸盐及铵盐作为唯一氮源

进行富集培养［２２］ ，培养过程中需要进行间歇曝气

以达到好氧反硝化微生物数量增加，同时确保目

的菌种的好氧反硝化性能不退化或可得到进一步

加强［２３－２４］ ，通过富集培养可大幅度提高后续菌种

的筛选效率。

３　 菌种初筛
　 　 好氧反硝化菌株初步筛选可应用溴百里酚蓝

（ｂｒｏｍｏｔｈｙｍｏｌ ｂｌｕｅ，ＢＴＢ）固体培养基［２５］ ，接种的

细菌由于反硝化作用使 ｐＨ 升高，从而产生蓝色晕

圈，选取蓝色菌落即可实现菌种的初筛。 应用该

方法，Ｃｈｅｎ 等［５］从循环水养殖系统的生物滤池中

分离到好氧条件下能脱氮的菌株 Ｚ１ 和 Ｚ８，Ｓｏｎｇ
等［１１］分离筛选得到高效脱氮的好氧反硝化菌株凝

结芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓ）ＸＹ⁃６，Ｓｈａｏ 等［２６］

也筛选得到脱氮性能较好的好氧反硝化菌种

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． Ｂ５。 根据筛选流程，初筛获得的

菌种还需要进行安全性评估、菌种鉴定及耐受性

评价。
３．１　 安全性评估

　 　 众所周知，水产养殖中应用的微生物菌种必

须是安全的，对鱼虾不能有致病性。 然而， Ｆｕ
等［２７］从 ９２ 种动物用益生菌产品中分离出 １２３ 个

益生菌菌株，其中 ４５ 个菌株对抗生素耐药，３３．７％
的益生菌产品被肺炎克雷伯菌等危及生命的病原

体污染，而且还发现了炭疽毒素阳性的蜡样芽孢

杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ）菌株，这对水产动物及人类

的健康构成巨大威胁。 可见，筛选用于水产养殖

的益生菌菌种，进行安全性评估为最重要一环。
好氧反硝化候选菌种不能含有任何质粒编码的耐

药基因或基因簇［２８］ ，不产生溶血圈，不含有致病基

因，不生成毒性代谢产物，且需要结合体内的急

性、慢性毒性试验进行验证［２９］ 。
３．２　 菌种鉴定

　 　 好氧反硝化菌种鉴定方法同常规微生物菌种

鉴定方法类似，包括常规形态学观察、生理生化分

析、１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序和全基因测序等。 经过菌种鉴

定，可获知菌株的种、属等信息，这对进一步研究

菌种的性能及实际应用提供了重要参考。 具体而

言，以饲料添加剂形式饲喂的菌种需符合各个国

家规定的菌种目录，如美国食品与药物管理局

（ＦＤＡ）和美国饲料控制官员协会（ＡＡＦＣＯ）公布

的可直接饲喂微生物菌种名单（４６ 种）、欧盟准许

饲喂的菌种目录（７２ 种）、我国《饲料添加剂品种

目录》允许添加的微生物菌种目录（３５ 种）；而改

良水体环境的菌种目前尚未有明确规定，但需要

符合之前所提到的安全性要求。
３．３　 耐受性评估

　 　 益生菌能够发挥效果的关键因素之一为耐受

所应用的环境，并且能够在效应位点定植生长，维
持较高的活菌水平，而后才能发挥功效（图 ２）。
不同于陆生动物，益生菌作用水产动物的效应位

点除了动物肠道外，还有水环境。 因此，筛选的候

选好氧反硝化菌株需要耐受所应用的外环境，包
括温度、盐度和 ｐＨ 等，饲喂的益生菌还需经过胃

酸、胆盐等的耐受性评价［３０］ 。 一般而言，能够较好

满足这一要求的就是选用池塘或水产动物肠道的

土著菌群，Ｂｏｕｔｉｎ 等［３１］在研究美洲红点鲑（ Ｓａｌｖｅｌｉ⁃
ｎｕｓ ｆｏｎｔｉｎａｌｉｓ）时发现，同外源益生菌相比，本土的

益生菌不会干扰鱼皮肤黏液菌群，是调节鱼类微

生物群落更好的选择；Ａｈｍｍｅｄ 等［３２］ 也发现，源于

对虾肠道的乳酸杆菌能够更好地适应动物肠道，
而且可抑制病原弧菌的生长繁殖；Ｍｕｔｈｕｋｒｉｓｈｎａｎ
等［３３］研究发现，本土菌株越南芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｖｉｅｔｎａｍｅｎｓｉｓ） ＶＣＭ５、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｉｅｔｎａｍｅｎｓｉｓ ＶＣＭ８
和支气管戈登菌（Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｂｒｏｎｃｈｉａｌｉｓ）ＶＣＭ１２ 可

显著降低对虾养殖废水中亚硝酸盐含量，显示出

较好的适应性。 此外，某些需要在饲料制作过程

中添加的反硝化菌制剂，还需考虑工厂化水产饲

料生产的高温、高压耐受性，在这种情况下，应用

芽孢孢子可能更为适宜。

４　 菌种的复筛
　 　 好氧反硝化细菌的复筛包括：应用选择性培

养基（ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ） 计算菌种脱氮效

率、判断脱氮类型以及借助分子生物学和组学手

段研究脱氮机制等步骤［３４－３７］ 。
４．１　 脱氮效率研究

　 　 在好氧反硝化细菌脱氮效率的研究中选择性

培养基的配方同养殖水体的化学组成存在差异，

２２
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如表 １ 所示，选择性培养基常用氮源为 ＮＨ４Ｃｌ、
ＮａＮＯ３ 及 ＮａＮＯ２ 等，常用的碳源为琥珀酸钠、柠
檬酸钠、葡萄糖、蔗糖和甘油等。 然而，在水产养

殖水体中常为有机碳源缺乏，而且氮源变为营养

丰富的有机氮源［１８］ 。 筛选培养基的富碳特性在实

际的养殖环境中很少存在，池塘养殖环境多为低

碳高氮，不同于工业污水可以额外提供大量廉价

有机碳源，养殖中大量有机碳源的应用可能会造

成水产动物缺氧风险及病原微生物滋生等问题出

现。 基 于 此， Ｍａ 等［３８］ 直 接 配 制 ０． ０５ ｇ ／ Ｌ 的

ＮａＮＯ２ 溶液，并在其中仅补充 １ ｇ ／ Ｌ 粉碎的鱼饲

料及粪便以模拟池塘中积累的有机物质，以此反

硝化细菌池塘模拟培养基（ ｐｏｎｄ⁃ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｄｅｎｉｔｒｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍ，ＰＳＤＳＭ）进行菌种筛选，

获得了脱氮效率理想的好氧反硝化菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｍ ７⁃１，同时，大田应用试验证实，该菌株对

养殖池塘中的无机氮也具有较高的降解率［３９］ 。
Ｃｕｉ 等［４０］在有机氮（蛋白胨、尿素）存在的情况下，
研究 反 硝 化 细 菌 海 洋 着 色 菌 （Ｍａｒｉｃｈｒｏｍａｔｉｕｍ
ｇｒａｃｉｌｅ）ＹＬ２８ 脱氮性能，发现存在有机氮源且添

加海藻寡糖后，ＹＬ２８ 对无机氮的去除能力显著增

强。 可见，在反硝化细菌的筛选过程中，培养基中

氮源、碳源的选择及适宜的碳氮比关系着筛得菌

株的脱氮性能，研究发现，大多数好氧反硝化细菌

的最佳碳氮比在 ８ ～ １０［４１－４２］ ，然而，养殖池塘中一

般碳氮比在６ ～ ８，因此在筛选培养基配制需考虑这

一差异，或在应用中补充缓释碳源以确保菌种的

脱氮功能［４３］ 。

图 ２　 益生菌在鱼类肠道和水体中定植后的作用

Ｆｉｇ．２　 Ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｆｉｓｈ ｇｕｔ ａｎｄ ｗａｔｅｒ

　 　 温度是反硝化过程的重要参数之一，已有研

究显示，好氧反硝化细菌脱氮的适宜温度范围为

２５ ～ ３７ ℃ ［３７，４４－４５］ 。 因此，在菌种筛选的过程中培

养温度可设定为 ２８ ～ ３０ ℃ （表 １），但考虑冷水鱼

养殖及春秋季节水体脱氮的需要，嗜冷 （ １０ ～
１５ ℃ ）好氧反硝化细菌的筛选也尤为重要。 Ｈｅ
等［４６］ 研究发现，好 氧 反 硝 化 菌 台 湾 假 单 胞 菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｔａｉｗａｎｅｎｓｉｓ）在 １５ ℃下对硝酸盐的

去除率为 １００％，具备低温脱氮能力。 然而，随着

温度的降低，菌种的反硝化效率也会随之降低；

Ｓａｌｅｈ⁃Ｌａｋｈａ 等［４７］研究表明，在 １０ ℃条件下，好氧

反硝化菌孟氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｍａｎｄｅｌｉｉ）同
硝化和反硝化作用相关的基因表达发生滞后和延

迟。 由此可见，培养温度的设定需要综合考虑菌

种最适条件及所应用的环境这 ２ 方面因素。
　 　 盐度也影响着好氧反硝化细菌的脱氮效率。
研究表明，海水养殖的盐浓度（２０‰ ～ ３５‰）已可

抑制常见细菌的酶系统并可发生溶菌作用［４８］ 。 在

反硝化方面，Ｄｅｎｇ 等［４９］研究表明，在高盐浓度下，
反硝化过程的功能基因 ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ 的表达丰度

３２
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大大降低，抑制了细菌的反硝化活性。 而同时，耐
盐好氧反硝化细菌也已有研究报道，Ａｌ⁃Ｒｕｂａｙｅ
等［５０］已从盐芽孢杆菌属（Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、海源菌属

（ Ｉｄｉｏｍａｒｉｎａ）、大洋芽胞杆菌属（Ｏｃｅａｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和
枝芽孢菌属（Ｖｉｒｇｉｂａｃｉｌｌｕｓ）等种属中分筛到反硝化

嗜盐菌；Ｌｉ 等［５１］从青岛胶州湾海水沉积物中分离

出 １ 株反硝化海洋嗜盐菌弧菌；而 Ｍéｖｅｌ 等［５２］ 分

离筛选的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．能够在 １６ ｇ ／ Ｌ 的 ＮａＣｌ 中进

行好氧反硝化作用，这些研究对筛选海水养殖中

应用的耐盐好氧反硝化细菌提供依据。
　 　 通过调整摇床转速以提供好氧反硝化细菌生

长所需的溶氧，一般而言摇床转速设置为 １５０ ～
２００ ｒ ／ ｍｉｎ（表 １）。 然而，不同菌种适宜的溶氧浓

度不同，即便相同种类的好氧反硝化细菌在不同

溶氧情况下脱氮能力也存在差异［４］ ，比如某些好

氧反硝化细菌对高溶氧具有较高的耐受。 Ｒｏｂｅｒｔ⁃
ｓｏｎ 等［５３］研究发现，在溶解氧浓度为 ８０％ ～ ９０％的

培养基中，泛硫代酵母也具有反硝化酶活性；无色

杆菌属（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔ⁃
ｅｒ）和假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）能够在溶氧浓度

为 ３ ～ １０ ｍｇ ／ Ｌ 条件下进行好氧反硝化脱氮［５４］ ，而
芽孢杆菌则可在溶氧浓度为 ３．９３ ～ ７．６５ ｍｇ ／ Ｌ 条

件下发生反硝化作用［５５］ 。 但考虑到微生物同养殖

动物可能存在的争氧问题，筛选兼具有好氧和厌

氧反硝化能力的微生物或更具有实用性［５６］ 。

４．２　 脱氮类型研究

　 　 在脱氮类型方面，能够同时进行异养硝化－好
氧反硝化的菌株具备更高的脱氮效率，如 Ｐａｒａｃｏｃ⁃
ｃｕｓ ｓａｌｉｐｈｉｌｕｓ ＳＰＵＭ、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｔｏｒａｌｉｓ Ｎ３１、 Ｍａｒｉ⁃
ｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ＰＢ４５ 及盐田盐单胞菌

（Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ｃａｍｐｉｓａｌｉｓ）等（表 １）。 然而，不同菌

种脱氮效率、脱氮类型有较大差异，这或许同反硝

化细菌所含酶系的种类和数量不同有关。 廖绍安

等［５７］应用间歇曝气法分筛获得嗜麦芽寡养单胞菌

（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ），测序发现该菌株

未发现亚硝酸还原酶基因 ｎｉｒＫ 序列，只鉴定了

ｎｉｒＳ 基因序列；从废水处理的活性污泥中分离筛选

的盐单胞菌属细菌（Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ｓｐ．）则鉴定出多种

脱氮相关的酶类，可同步发生硝化和反硝化反应，
脱氮效率较为理想［５８］ ；Ｗａｎ 等［５９］对脱氮类型为好

氧反硝化的假单胞菌 ｙｙ７ 进行分析，确定该菌株

含有 ｎｉｒＫ、ｎｏｒＢ 和 ｎｏｓＺ 等多个同反硝化相关的基

因，这些功能基因同菌种的反硝化性能密切相关。
４．３　 脱氮机制研究

　 　 筛选的好氧反硝化菌株可通过 ＰＣＲ 及全基因

组测序获取脱氮相关的酶系基因，从而进一步分

析其脱氮机制。 如表 ２ 所示，反硝化反应在硝酸

还原酶 （ ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）、亚硝酸还原酶 （ ｎｉｔｒｉｔｅ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）、一氧化氮还原酶 （ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃ⁃
ｔａｓｅ）及一氧化二氮还原酶 （ ｎｉｔｒｏｕｓ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃ⁃
ｔａｓｅ）的催化作用下进行。

表 １　 好氧反硝化细菌筛选培养基及筛选条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ

样品（来源）
Ｓａｍｐｌｅｓ
（ ｓｏｕｒｃｅ）

选择性培养基（每升含）
Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍｅｄｉｕｍ

（ｐｅｒ ｌｉｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ）

筛选条件
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ

脱氮类型
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

水样（虾池）
Ｗａｔｅｒ
（ ｓｈｒｉｍｐ ｐｏｎｄ）

（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ３．０３５ ｇ，ＮａＣｌ ０．５８５ ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４ ０．１ ｇ，ＫＣｌ ０．０７５ ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
０．１４７ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０４９ ｇ，ＨＥＰＥＳ

缓冲液 ４７．６６ ｍＬ，ＴＥ 溶液 ５ ｍＬ

２８ ℃ 、
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ

Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ
ｓａｌｉｐｈｉｌｕｓ ＳＰＵＭ

异养硝化－
好氧反硝化

［２１］

水样（虾池）
Ｗａｔｅｒ
（ ｓｈｒｉｍｐ ｐｏｎｄ）

琥珀酸钠 ６．５ ｇ，（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ０．２５ ｇ，
Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ １．５ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ０．４５ ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０５ ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．０１ ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ ０．０１ ｇ，ＮａＣｌ ３０ ｇ

２８ ℃ 、
１６０ ｒ ／ ｍｉｎ

滨海芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｌｉｔｏｒａｌｉｓ）Ｎ３１

异养硝化－
好氧反硝化

［１８］

水样（鲈鱼池）
Ｗａｔｅｒ （ ｌａｒｇｅｍｏｕｔｈ
ｂａｓｓ ｐｏｎｄ）

柠檬酸钠 １．３１ ｇ，ＫＮＯ３ ０．１８１ ｇ，ＮＨ４Ｃｌ
０．０９６ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ １ ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４

５ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．２ ｇ，
ＴＥ 溶液 １ ｍＬ

３０ ℃ 、
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ

假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．）

好氧
反硝化

［９］

４２
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续表 １

样品（来源）
Ｓａｍｐｌｅｓ
（ ｓｏｕｒｃｅ）

选择性培养基（每升含）
Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍｅｄｉｕｍ

（ｐｅｒ ｌｉｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ）

筛选条件
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ

脱氮类型
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

水样（草鱼池）
Ｗａｔｅｒ （ｇｒａｓｓ
ｃａｒｐ ｐｏｎｄ）

柠檬酸钠 ５．６６ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４ ７．９ ｇ，ＮａＮＯ３

０．８４１ ５ ｇ （ＤＭ） ／ ＮａＮＯ２ ０．６８３ ｇ （ＮＤＭ） ／
ＮＨ４Ｃｌ ０．５２９ ６ ｇ（ＮＭ），ＫＨ２ＰＯ４ １．５ ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０１ ｇ，ＴＥ 溶液 ２ ｍＬ

３０ ℃ 、
２００ ｒ ／ ｍｉｎ

施氏假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｔｕｔｚｅｒｉ） Ｆ１１

反硝化 ［２０］

３０ ℃ 、
２００ ｒ ／ ｍｉｎ

枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｓｕｂｔｉｌｉｓ） ＳＣ０２
反硝化 ［１９］

３０ ℃ 、
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ

地衣芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）
ＢＳＫ⁃４

好氧
反硝化

［６０］

水样（海洋养殖系统
中的生物曝气过
滤系统）
Ｗａｔｅｒ （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｅｒａｔｅｄ ｆｉｌｔｅｒ ｉｎ ａ
ｍａｒｉｎｅ ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｙｓｔｅｍ）

ＤＭ： ＫＮＯ３ １ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．２ ｇ，
ＣａＣｌ２ ０．０１ ｇ，ＥＤＴＡ （０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５ ｍＬ，

ＫＨ２ＰＯ４ ０．５ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４ ０．５ ｇ，ＦｅＳＯ４

０．０１ ｇ，ＮａＣｌ ２０ ｇ，ＴＥ 溶液 ５ ｍＬ

ＮＭ： （ＮＨ４） ２ＳＯ４ ０．６６ ｇ，琥珀酸钠

１．３５ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．２ ｇ，ＥＤＴＡ

（０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５ ｍＬ，ＫＨ２ＰＯ４ ０．５ ｇ，

Ｎａ２ＨＰＯ４ ０．５ ｇ，ＴＥ 溶液 ５ ｍＬ

ＮＤＭ： ＮａＮＯ２ ０．２７６ ｇ，琥珀酸钠 ３．１６ ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．２ ｇ，ＥＤＴＡ

（０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５ ｍＬ，ＫＨ２ＰＯ４ ０．５ ｇ，

Ｎａ２ＨＰＯ４ ０．５ ｇ，ＦｅＳＯ４ ０．０１ ｇ，

ＮａＣｌ ２０ ｇ，ＴＥ 溶液 ５ ｍＬ

３０ ℃ 、
１５０ ｒ ／ ｍｉｎ

海杆菌

（Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ．）

异养硝化－
好氧反硝化

［３４］

海水（西太平洋）
Ｓｅａ ｗａｔｅｒ （Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｐａｃｉｆｉｃ ｏｃｅａｎ）

琥珀酸钠 ４．７２ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ １ ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １ ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ

０．２ ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０５ ｇ，

ＮａＮＯ２ ０．００２ ５ ｇ

３０ ℃ 、
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ

蒙氏假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｍｏｎｔｅｉｌｉｉ） ＣＹ０６

好氧反硝化 ［８］

水及泥样（虾池）
Ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｏｉｌ
（ ｓｈｒｉｍｐ ｐｏｎｄ）

琥珀酸钠 ４．７２ ｇ，ＮａＮＯ２ ０．０５ ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４ １．５ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４ ０．４２ ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １ ｇ

３０ ℃ 、
１５０ ｒ ／ ｍｉｎ

蜡样芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ） ＰＢ８８

好氧反硝化 ［６０］

（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ０．５ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ０．７ ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．５ ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ

０．５ ｇ，ＴＥ 溶液 １ ｍＬ

３０ ℃ 、
２００ ｒ ／ ｍｉｎ

蜡样芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ） ＰＢ４５

异养硝化－
好氧反硝化

［６１］

琥珀酸钠 ４．７２ ｇ，ＮａＮＯ２ ０．０５ ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４ １．５ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４ ０．４２ ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １ ｇ

３０ ℃ 、
２００ ｒ ／ ｍｉｎ

芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．）
ＹＸ－６

好氧反硝化 ［１１］

柠檬酸钠 ８．５ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ １ ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １ ｇ，ＣａＣｌ２·６Ｈ２Ｏ

０．２ ｇ， ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ ０．０５ ｇ

３２ ℃ 、
１２０ ｒ ／ ｍｉｎ

海杆菌

（Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ．）

好氧反硝化 ［６２］

５２
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续表 １

样品（来源）
Ｓａｍｐｌｅｓ
（ ｓｏｕｒｃｅ）

选择性培养基（每升含）
Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍｅｄｉｕｍ

（ｐｅｒ ｌｉｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ）

筛选条件
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ

脱氮类型
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

沉积物（太湖）
Ｓｅｄｉｍｅｎｔ
（Ｔａｉｈｕ ｌａｋｅ）

ＫＨ２ＰＯ４ ８７．８０ ｍｇ，Ｃ６Ｈ５Ｎａ３Ｏ７·２Ｈ２Ｏ
３．２６ ｇ，ＮＨ４Ｃｌ （ＮＭ） ０．３８２ ｇ ／ ＮａＮＯ２（ＮＤＭ）
０．４９３ ｇ ／ ＫＮＯ３（ＤＭ） ０．７２２ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

１．０ ｇ，ＴＥ 溶液 ２ ｍＬ

３０ ℃ 、
１５０ ｒ ／ ｍｉｎ

施氏假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｔｕｔｚｅｒｉ）ＹＧ⁃２４

异养硝化－
好氧反硝化

［６３］

土样（粪便处理系统）
Ｓｏｉｌ （ｎｉｇｈｔｓｏｉｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍ）

葡萄糖 １．０５ ｇ，ＮＨ４Ｃｌ ０．３８２ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４

０．１３１ ｇ，蛋白胨 ０．０５ ｇ，酵母浸出物
０．０５ ｇ，ＴＥ 溶液 １ ｍＬ

３０ ℃ 、
１５０ ｒ ／ ｍｉｎ

芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．）

异养硝化－
好氧反硝化

［６４］

污泥（废水处理系统）
Ｓｌｕｄｇｅ （ｗａｓｔｅ ｗａｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍ）

（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ０．５ ｇ，琥珀酸钠 ５．９５ ｇ，
ＴＥ 溶液 ５０ ｍＬ

３０ ℃ 、
１５０ ｒ ／ ｍｉｎ

施氏假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ｓｔｕｔｚｅｒｉ）
ＹＺＮ⁃００１

异养硝化－
好氧反硝化

［６５］

污泥（盐碱湖）
Ｓｌｕｄｇｅ （ ｓａｌｉｎｅ⁃
ａｌｋａｌｉ ｌａｋｅ）

ＮａＣｌ ４０ ｇ，琥珀酸钠 ４．７３ ｇ，ＮａＮＯ３ ０．８６ ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４ １．３６ ｇ，（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ０．２７ ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．１９ ｇ，ＴＥ 溶液 １ ｍＬ

３０ ℃ 、
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ

盐田盐单胞菌
（Ｈａｌｏｍｏｎａｓ
ｃａｍｐｉｓａｌｉｓ）

异养硝化－
好氧反硝化

［６６］

　 　 ＨＥＰＥＳ：羟乙基哌嗪乙硫磺酸 ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ ｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ ｅｔｈｙｌｔｈｉｏｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ；ＴＥ：微量元素 ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔ；ＤＭ：反硝化作
用培养基 ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ；ＮＭ：硝化作用培养基 ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ；ＮＤＭ：亚硝酸盐降解培养基 ｎｉｔｒｉｔｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｍｅｄｉｕｍ；ＥＤＴＡ：乙二胺四乙酸 ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ。

表 ２　 反硝化反应中的催化酶及基因

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

反硝化反应 Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ 催化酶 Ｅｎｚｙｍｅｓ 基因 Ｇｅｎｅｓ

ＮＯ－
３ ＋２Ｈ

＋＋２ｅ－→ＮＯ－
２ ＋Ｈ２Ｏ 硝酸还原酶 ｎａｐＡ、ｎａｐＢ、ｎａｒＧＨＩ

ＮＯ－
２ ＋２Ｈ

＋＋ｅ－→ＮＯ＋Ｈ２Ｏ 亚硝酸还原酶 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ
２ＮＯ＋２Ｈ＋＋２ｅ－→Ｎ２Ｏ＋Ｈ２Ｏ 一氧化氮还原酶 ｎｏｒＢ、ｎｏｒＣ
Ｎ２Ｏ＋２Ｈ＋＋２ｅ－→Ｎ２＋Ｈ２Ｏ 一氧化二氮还原酶 ｎｏｓＺ

　 　 由于亚硝酸盐对水产动物的毒害作用较为严

重，催化亚硝酸盐转化的酶系非常值得深入研究。
研究表明，亚硝酸盐可在由 ｎｉｒ 基因簇编码的亚硝

酸盐还原酶、ｎｏｒ 基因簇编码的一氧化氮还原酶及

ｎｏｓ 基因簇编码的一氧化二氮还原酶等几种酶的

催化下去除［６７－６８］ 。 在好氧反硝化细菌中，主要存

在 ２ 种类型的亚硝酸还原酶，一种以 ＣＤ１ 血红素

为辅因子，编码该酶的基因为 ｎｉｒＳ；另一种以铜原

子为辅因子，编码该酶的基因为 ｎｉｒＫ，自然界中，
ｎｉｒＫ 基因分布的更广泛，但 ｎｉｒＳ 基因更丰富。 研

究发现，这 ２ 种周质酶可以发挥相同的功能［６９］ ，但
不能在同一种微生物中共存；然而，Ｓáｎｃｈｅｚ 等［７０］

在慢生根瘤菌（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈｉｃｕｍ）中

发现了编码这 ２ 种酶的基因。 Ｍａ 等［８］ 对分离自

虾池的好氧反硝化细菌蒙氏假单胞菌 （ Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ ｍｏｎｔｅｉｌｉｉ）ＣＹ０６ 全基因组测序确定了亚硝

酸盐降解相关的 ３ 类还原酶，包括硝酸盐还原酶、
亚硝酸还原酶、一氧化氮还原酶，通过这些酶菌株

ＣＹ０６ 能够实现反硝化过程（ＮＯ－
３ →ＮＯ－

２ →ＮＯ→
Ｎ２Ｏ）的转化，并发现了 ５ 个亚硝酸还原酶相关的

基因（ ｎｉｒ１、ｎｉｒ２、ｎｉｒ３、ｎｉｒ４ 及 ｎｉｒ５）。 Ｈｕａｎｇ 等［１８］

从海水养殖池塘中分离到一株高效脱氮 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｔｏｒａｌｉｓ Ｎ３１，该菌株存在 ｈａｏ、ｎａｐＡ 和 ｎｉｒＳ 基因，
具备异养硝化－好氧反硝化能力。 Ｚｈａｎｇ 等［７１］ 对

６２
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分离自深海沉积物的菌株博尔扎诺假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｂａｕｚａｎｅｎｓｉｓ）ＤＮ１３⁃１ 进行基因组分

析，找到了同菌株脱氮性能相关的 ｎｉｒＳ、 ｎｏｒＢ、
ｎｏｓＺ、ｎａｓＡ 和 ａｍｏ 基因，证实了菌株存在好氧反硝

化途径，其中 ｎｏｓＺ 基因已作为检测假单胞菌反硝

化作用的生物标志物［７２］ 。 Ｗａｎｇ 等［７３］ 从假黄色单

胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）基因组中扩增出 ｎｉｒＳ、
ｎｉｒＫ、ｎａｒＧ 和 ｎａｒＡ 基因，该菌株同样具有好氧反

硝化脱氮功能。 然而，由于反硝化细菌的生物多

样性，不同菌株的在降解过程起作用的关键酶和

基因不同，且脱氮活性还与环境密切相关［７４－７５］ ，这
使得降解机制探索受到很大的限制，尚需深入

研究。

５　 应用研究
　 　 一般而言，体外筛选获得的好氧反硝化菌株

还需要通过养殖动物应用试验评估，在实验室模

拟水槽或养殖池塘进一步评价菌种的脱氮性能以

及对水产动物生长性能、机体免疫和抗病性等方

面的影响。 应用实验室模拟水槽研究发现，好氧

反硝化细菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． Ｈ２ 对亚硝酸盐的平均降

解率为 ６４．０４％，总氮和化学需氧量的降解率分别

为 １６．０％和 ３２．３９％，且提升了水槽中鲤鱼的生长

性能和免疫功能［７６］ 。 养殖池塘中的研究发现，均
匀泼洒反硝化细菌 Ｍａｒｉｃｈｒｏｍａｔｉｕｍ ｇｒａｃｉｌｅ ＹＬ２８
显著降低了零换水对虾养殖池塘中氨氮、亚硝酸

盐的积累［７７］ ，Ｇａｏ 等［７８］ 研究也发现，热带念珠菌

（Ｃａｎｄｉｄａ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ） ＨＨ８ 和 好 氧 反 硝 化 菌 株

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｔｕｔｚｅｒｉ ＬＺＸ３０１ 联合应用显示出更

高效的脱氮效率，并能在池塘中快速形成生物菌

落；Ｋｏｎｇ 等［７９］ 发 现 除 烃 海 杆 菌 （ Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ
ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｏｃｌａｓｔｉｃｕｓ）是循环水产养殖系统好氧

反硝化脱氮的潜在微生物。 同时，还可借助于生

物反应器以评估菌种的反硝化脱氮功能，Ｃｈｅｎ
等［５］选择好氧反硝化菌株 Ｚ１ 和 Ｚ８ 进行生物反应

器脱氮试验，接种 ２ 周后达到相对稳定状态，该反

应器硝酸盐去除率高于 ９８．８％，总氮去除率高于

７１．８％，脱氮效果理想；Ｌｉｕ 等［８０］ 研究发现，在好氧

条件下，Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｏｌｌｕｔｉｓｏｌｉ 可在移动床生

物反应器中可进行反硝化去除无机氮素。 反硝化

细菌饲喂后也能起到较好的脱氮效果，Ｔｈｕｒｌｏｗ
等［８１］应用具有反硝化功能的贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）ＡＰ１９３ 饲喂斑点叉尾 ，显著提高

动物生长性能，降低养殖池塘中总磷、总氮及硝酸

盐浓度，改善水质环境。 由此可见，在应用试验

中，好氧反硝化菌种也表现出较高的脱氮效率，可
改善养殖水体环境。 然而，除菌种外，应用试验还

受到养殖动物品种、应用剂量、应用方式及试验周

期等方面因素的影响［８２］ 。 因此，应用养殖动物试

验评价好氧反硝化菌种也需考虑上述几方面因

素，同时还需结合菌种特点设计评价指标，从而对

益生菌菌种功效进行综合评价。

６　 小　 结
　 　 综上所述，好氧反硝化细菌在养殖池塘的生

物脱氮方面具有突出的优势与应用潜力，但不同

菌种或相同菌种在不同条件下脱氮效率差别较

大，可从样品采集、培养基配制、培养方式及评价

方法等方面优选适合好氧反硝化细菌的方法、标
准，进而实现好氧反硝化细菌菌种的快速、高效筛

选。 未来还需重点研究的内容包括以下几个方

面：１）结合养殖水环境特点配制筛选培养基（碳

源、氮源和碳氮比等）、设置筛选条件（溶氧、ｐＨ、
温度和盐度等），筛选适合养殖水环境的好氧反硝

化细菌；２）借助宏基因组测序技术，对养殖水体中

反硝化脱氮菌群进行全面分析，从而挖掘更高效、
耐受性更强的生物脱氮菌株；３）应用多组学技术

（如基因组学、转录组学、蛋白质组学和代谢组学）
从不同层次阐明好氧反硝化机理，比如蛋白质组

学可用于研究反硝化酶活性中心的铁、铜等元素

功能，通过代谢组学还可分析不同碳源在反硝化

过程中关键代谢产物的变化；４） 利用群体感应

（ｑｕｏｒｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）的理论及技术，开展反硝化

细菌之间或同其他益生菌的共培养、共发酵（ ｃｏ⁃
ｃｕｌｔｕｒｅ）研究。 不同微生物共存的菌系能够达到某

种协同效应，可进一步提高脱氮效率，而且复合菌

系还具有更强的适应性，建议对其深入研究并应

用于水产养殖，从而实现更持久、更高效的养殖水

体生物脱氮。
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