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静息细胞对无机三态氮的相互转化作用
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摘要：　分析不产氧光合细菌海洋着色菌犕犪狉犻犮犺狉狅犿犪狋犻狌犿犵狉犪犮犻犾犲ＹＬ２８静息细胞对无机三态氮（氨氮、亚硝

氮和硝氮）的去除和相互转化作用．结果表明：在适宜温度和ｐＨ值的厌氧环境中，ＹＬ２８菌株静息细胞对亚硝

氮和硝氮具有良好的去除能力，并且能将氨氮转化为少量的硝氮、将亚硝氮动态地转化为硝氮，硝氮也能动态

地转化为亚硝氮，但未检测到将硝氮和亚硝氮转化为氨氮的过程．由此可知，ＹＬ２８菌株的静息细胞具有良好

的反硝化作用，能够去除水体中的亚硝氮和硝氮．
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集约化水产养殖的迅速发展，水体残饵、药物、代谢和排泄物以及其他有机物的滞留和沉积，造成了

ＮＨ３?Ｎ，ＮＯ
－
２?Ｎ，Ｈ２Ｓ和药物残留等有害污染物的形成，严重制约了水产养殖业的健康发展

［１?２］．如何尽

快去除水体中ＮＨ３?Ｎ和ＮＯ
－
２?Ｎ等有毒有害物质一直备受关注

［３］．不产氧光合细菌（ａｎｏｘｙｇｅｎｉｃｐｈｏ

ｔｏｔｒｏｐｈｉｃｂａｃｔｅｒｉａ，ＡＰＢ）在水产养殖和水体氮素污染控制等方面已有广泛的研究和应用
［４］．菌种（株）不

同，对无机三态氮的代谢能力以及对环境的适应能力也不同，如犚犺狅犱狅犫犪犮狋犲狉狊狆犺犪犲狉狅犻犱犲狊Ｐ４
［５］和犚犺狅

犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ｗｐｓ
［６］能在氨氮存在时去除水体中的硝氮和亚硝氮，犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狆犪犾狌狊狋狉犻狊

ＰＳ１
［７］则不能去除亚硝氮．某些菌株如犚犺狅犱狅犫犪犮狋犲狉犮犪狆狊狌犾犪狋狌狊Ｅ１Ｆ１

［８］能以硝酸盐为唯一氮源生长，但

能以亚硝酸盐为唯一氮源生长并高效去除亚硝氮的ＡＰＢ菌株鲜有报道，仅本课题组报道了一株海洋着

色菌犕犪狉犻犮犺狉狅犿犪狋犻狌犿犵狉犪犮犻犾犲ＹＬ２８
［９?１０］．关于光、氧、ｐＨ值和温度等环境因素以及不同碳源对ＡＰＢ菌

株，如犚犺狅犱狅犫犪犮狋犲狉狊狆犺犪犲狉狅犻犱犲２?８
［１１］和犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ｗｐｓ

［１２］去除无机三态氮的影响已有较

多报道，表明环境因素和营养基质对微生态制剂的功效有明显影响，但还未见ＡＰＢ静息细胞对无机三

态氮的去除和转化能力的系统报道．静息细胞代谢主要是指限制性非生长条件下细胞内酶的代谢，静息

细胞法已在生物和医学方面有广泛应用 ［１３］．在水体环境中，ＡＰＢ制剂的菌体可能处于水体底部黑暗厌

氧环境中，即使温度和ｐＨ值适宜，菌体也生长缓慢，似静息细胞，在此环境中ＡＰＢ是否具有无机三态

氮转化能力，目前还不清楚．ＹＬ２８菌株能以亚硝氮为唯一氮源生长，具有良好去除无机三态氮和环境

适应能力［９?１０］．因此，本文研究了ＹＬ２８菌株静息细胞厌氧去除和转化无机三态氮的能力．

１　实验部分

１．１　材料与仪器
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由本实验室分离鉴定并保存．氯化铵、亚硝酸钠和硝酸钾为国产优级纯试剂；氯化汞、氢氧化钾、酒石酸

钾钠、盐酸萘乙二胺、磷酸氢二钾等为国产分析纯试剂．

ＵＶ?３２００ＰＣＳ型紫外可见分光光度计（上海美普达 ＭＡＰＡＤＡ公司）；ＴＧＬ?２０Ｍ 型台式高速冷冻

离心机（上海卢湘仪公司）．

１．２　实验方法

１．２．１　菌体的培养与静息细胞的制备　采用改良的Ｐｆｅｎｎｉｇ紫色硫细菌无机选择性培养基
［１４］，添加

２４．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１无水乙酸钠，０．７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ 取代１．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１Ｎａ２Ｓ·９Ｈ２Ｏ，调节ｐＨ

值为７．０．接种量为５％（体积浓度），接种后用无菌培养基充满培养瓶，于２８℃，３０００ｌｘ光照厌氧培养

５ｄ．无菌操作，高速离心，收集菌体，用ｐＨ值为７．０，质量浓度为３％的ＮａＣｌ溶液洗涤菌体３次，并制

备成光密度犇（６６０）约为１．３的菌种悬液，在２８℃静置孵育４８ｈ即为静息细胞悬液，使用时准确测量．

１．２．２　实验体系的设置　精确称量，配制无机氮（氯化铵、亚硝酸钠和硝酸钾）储备液，调整ｐＨ 值为

７．０，用二次水定容，过滤除菌，其氮素质量浓度均为３０．００ｇ·Ｌ
－１．

在静息细胞悬液中添加无机氮储备液，配制成含有不同无机氮（氯化铵、亚硝酸钠、硝酸钾和无机三

态氮共存）的菌悬液体系，用质量浓度为３％的ＮａＣｌ溶液补满培养瓶，旋紧瓶盖，将培养瓶置于２８℃培

养箱中厌氧培养．菌悬液体积为３１０ｍＬ，溶液起始ｐＨ值为７．０，每个处理设置３个重复，定时取样１

ｍＬ，用于无机三态氮质量浓度和生物量的测定．

１．２．３　生物量和无机三态氮的测定　采用比浊法测定生物量，以犇（６６０）表示菌体的生物量，用光程为

１ｃｍ的石英比色杯，于紫外可见分光光度计上测定波长为６６０ｎｍ处光密度犇（６６０）．

采用钠氏试剂光度法测定ＮＨ３?Ｎ的质量；采用Ｎ?（１?萘基）?乙二胺光度法测定ＮＯ
－
２?Ｎ的质量；采

用紫外分光光度法［１５］ＮＯ－３?Ｎ测定．无机氮去除率（犚）计算式为

犚＝ （１－犮狋／犮０）×１００％．

上式中：犮０ 和犮狋分别表示无机三态氮的初始浓度和测定时刻的浓度．

无机三态氮的质量均以氮素的质量浓度计算，重复测定３次．

２　结果与分析

２．１　对氨氮的去除和转化

ＹＬ２８菌株静息细胞对氨氮去除及其转化过程，如图１所示．图１中，ＮＨ３?Ｎ的起始浓度为３．１２

ｍｍｏｌ·Ｌ－１（空心图示□和○），６．１８ｍｍｏｌ·Ｌ
－１（实心图示■和▲）．由图１可知：随处理时间的延长，

体系中菌体生物量降低，氨氮去除率升高；１～２ｄ内检测到了少量亚硝氮和硝氮的生成，随后又被完全

去除．低氨氮浓度（３．１２ｍｍｏｌ·Ｌ－１）体系处理５．１ｄ，菌体生物量降低了约１７．９０％，氨氮去除量和去除

率分别为０．２８ｍｍｏｌ·Ｌ－１和９．８６％；高浓度氨氮 （６．１８ｍｍｏｌ·Ｌ－１）时，体系中菌体生物量未明显降

低，氨氮去除量未见明显变化，但氨氮去除率明显降低．

　（ａ）氨氮的去除 （ｂ）硝氮、亚硝氮的生成

图１　ＹＬ２８菌株静息细胞对氨氮的去除和硝氮、亚硝氮的生成过程

Ｆｉｇ．１　ＲｅｍｏｖａｌｏｆａｍｍｏｎｉｕｍａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒａｔｅａｎｄｎｉｔｒｉｔｅｂｙＹＬ２８ｒｅｓｔｉｎｇｃｅｌｌｓ
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结果表明：ＹＬ２８菌株静息细胞对氨氮去除能力很弱，能将氨氮转化为少量的亚硝氮和硝氮，在体

系中的菌体有一定程度的自溶，使生物量降低．已有研究表明，ＹＬ２８菌株在生长过程中均具有良好的

去除氨氮的能力［１０］，而本实验中静息细胞去除氨氮的能力很低．由此可知，ＹＬ２８菌株主要通过铵同化

作用去除氨氮，由于静息细胞体系中缺乏营养物质，菌体不能通过铵同化作用生长，表现出对氨氮的去

除能力较微弱．

２．２　对亚硝氮的去除和转化

ＹＬ２８菌株静息细胞对亚硝氮的去除及转化过程，如图２所示．图２中，ＮＯ－２?Ｎ的起始浓度为５．１２

ｍｍｏｌ·Ｌ－１（□和○），１０．０８ｍｍｏｌ·Ｌ
－１（■和▲）．由图２可知：随着处理时间的延长，亚硝氮去除率逐

渐升高，然后被完全去除（图２（ａ））；在１～３ｄ内能检测到硝氮的生成，随后又消失，在整个过程中未检

测到氨氮的生成（图２（ｂ））．与低浓度亚硝氮体系相比，高浓度亚硝氮体系中亚硝氮的去除速率降低，生

成的硝氮摩尔浓度较高．结果表明：菌株的静息细胞对亚硝氮有良好的去除作用，能将亚硝氮转化为硝

氮；与氨氮体系相比，由于亚硝氮具有毒性，能加快菌体自溶，致使体系中生物量明显降低．

Ｓｈａｐｌｅｉｇｈ
［１６］报道了许多 ＡＰＢ菌株具有反硝化作用，并阐明了反硝化作用的相关酶系；Ｓｃｈｏｔｔ

等［１７］报道了犜犺犻狅犮犪狆狊犪ｓｐ．ＫＳ１和犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ．ＬＱ１７能够在厌氧条件下通过亚硝酸盐氧

化还原酶将亚硝氮转化为硝氮．由此可知，ＹＬ２８菌株具有亚硝酸盐氧化还原酶和反硝化作用的相关酶

系．因而，其静息细胞能利用这些酶系将亚硝氮转化为硝氮，也能够通过反硝化作用去除体系中亚硝氮

和硝氮．

　　（ａ）亚硝氮的去除 （ｂ）氨氮、硝氮的生成

图２　ＹＬ２８菌株静息细胞对亚硝氮的去除和氨氮、硝氮的生成过程

Ｆｉｇ．２　ＲｅｍｏｖａｌｏｆｎｉｔｒｉｔｅａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉｕｍａｎｄｎｉｔｒａｔｅｂｙＹＬ２８ｒｅｓｔｉｎｇｃｅｌｌｓ

２．３　对硝氮的去除和转化

ＹＬ２８菌株静息细胞对硝氮的去除及其转化过程，如图３所示．图３中，ＮＯ－３?Ｎ的起始浓度为４．２５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１（□和○），８．１８ｍｍｏｌ·Ｌ
－１（■和●）．由图３可知：随着处理时间的延长，硝氮去除率升高，

　　（ａ）亚硝氮的去除 （ｂ）氨氮、硝氮的生成程

图３　ＹＬ２８菌株静息细胞对硝氮的去除和氨氮、亚硝氮的生成过程

Ｆｉｇ．３　ＲｅｍｏｖａｌｏｆｎｉｔｒａｔｅａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉｕｍａｎｄｎｉｔｒｉｔｅｂｙＹＬ２８ｒｅｓｔｉｎｇｃｅｌｌｓ

７８１第２期　　　蒋鹏，等：海洋着色菌犕犪狉犻犮犺狉狅犿犪狋犻狌犿犵狉犪犮犻犾犲ＹＬ２８静息细胞对无机三态氮的相互转化作用



生物量逐渐降低（图３（ａ））；在１～２ｄ内水体中产生的亚硝氮达到最大（图３（ｂ）），随后又被完全去除，

整个过程中未检测到氨氮的存在．与低浓度相比，高浓度硝氮体系中硝氮的最大去除率降低，暂时性生

成的亚硝氮升高，菌体生物量有所降低．结果表明：ＹＬ２８菌株静息细胞具有良好去除硝氮的能力，能通

过反硝化作用将硝氮转化为亚硝氮．

２．４　对无机三态氮共存的去除和转化特性

无机三态氮共存体系中，ＹＬ２８菌株的静息细胞对无机氮的去除和转化特性，如图４所示．图４中，

图４　ＹＬ２８菌株静息细胞对无机氮的去除过程

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｍｏｖａｌｏｆｉｎｏｒｇａｎｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｂｙＹＬ２８ｒｅｓｔｉｎｇｃｅｌｌｓ

ＮＨ３?Ｎ，ＮＯ
－
２?Ｎ，ＮＯ

－
３?Ｎ的初始浓度分别为３．１２，５．１２，

４．２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１．从图４可知：菌株的静息细胞在处理过

程中，随着处理时间的延长，在处理１ｄ时，水体中亚硝氮

的摩尔浓度先升高；随后迅速降低，水体中氨氮和硝氮的去

除率缓慢升高至趋于稳定，最终水体中亚硝氮完全去除，硝

氮的去除率为９４．２５％，氨氮的去除率为１０．８９％．

结果表明：ＹＬ２８菌株的静息细胞对亚硝氮和硝氮具

有良好的去除作用，而对氨氮的去除能力较为微弱．水体中

亚硝氮摩尔浓度暂时性升高，主要是由于反硝化的作用将

硝氮转化为亚硝氮．

３　结论

研究ＹＬ２８菌株静息细胞对无机三态氮的去除和转化

特性，与菌株在生长过程中对无机三态氮的去除结果［１０］相比，菌株对亚硝氮和硝氮的去除速率明显下

降，菌株对氨氮的去除量也远远偏低．通过分析认为，在ＹＬ２８菌株的静息细胞中，硝化作用并非是转化

无机三态氮的主导途径，该菌株仅在厌氧光照条件下，以氨氮作为唯一氮源的生长过程中，才能表现出

较强的硝化作用．ＹＬ２８菌株静息细胞对亚硝氮和硝氮的良好去除和转化作用，体现了该菌株本身具有

良好的反硝化和亚硝酸盐厌氧氧化作用．但是，由于微生物静息细胞对无机三态氮的去除转化研究较为

少见，尚不能比较菌株的静息细胞对无机三态氮的转化途径是否相一致．虽然菌株的静息细胞对氨氮去

除和转化作用较微弱，但是研究过程中，还是发现氨氮能被转化为少量的硝氮和亚硝氮，这为ＹＬ２８菌

株中存在的氮转化途径也提供了一定实验依据．

ＹＬ２８菌株的静息细胞对亚硝氮和硝氮具有良好的去除能力，对氨氮的去除能力很微弱，能通过反

硝化作用将硝氮转化为亚硝氮而去除，也能将亚硝酸盐厌氧氧化为硝氮，几乎不能通过铵同化作用去除

氨氮．实验结果表明：在适宜的温度和ｐＨ值条件下，该菌株在黑暗厌氧等生存环境中，虽然生长缓慢，

但仍具有良好去除环境中亚硝氮和硝氮的能力．本研究为针对性地开发适应特定环境的ＡＰＢ制剂及其

应用提供参考．
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