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　　　沼泽红假单胞菌犆犙犞９７对养殖水体

无机三态氮的去除机制

金春英，朱笔通，赵春贵

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　针对不产氧光合细菌（ＡＰＢ）在养殖水体脱氮过程中是否积累氨氮和亚硝氮等有害产物的问题，以沼

泽红假单胞菌ＣＱＶ９７为ＡＰＢ的代表菌株，系统地研究该菌株对无机三态氮的去除机制．结果表明：该菌株能

以无机三态氮为唯一氮源生长，通过氨同化、氨氧化、反硝化、亚硝酸盐氧化和同化硝酸盐还原机制脱除无机

三态氮；该菌株在氨氮去除过程中积累亚硝氮，在硝氮去除过程中积累氨氮和亚硝氮，在亚硝氮去除过程中积

累硝氮．
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水产养殖业的集约化导致养殖水体无机氮化物普遍超标，不仅制约了水产养殖业的发展，也影响着

生态环境与人类的健康［１?２］．微生物修复技术在去除养殖水体有害污染物、改善水质和控制疾病等方面

发挥了重要的作用［３?４］．深入阐明微生物菌种（株）去除无机三态氮的特性、环境适应性规律、无机氮的去

除和转化机制，是实现微生物高效修复养殖水体的关键环节．不产氧光合细菌（ＡＰＢ）是自然界水体自净

过程中的主要功能类群，在水产养殖领域具有广泛的应用［４?９］．ＡＰＢ菌株在适宜菌体生长的光、氧、盐度
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和有机碳等条件下，具有良好的脱氮能力，其脱氮的主要机制是氨同化和反硝化作用，但不同菌株的环

境适应性、脱除氨氮或亚硝氮的能力有很大的差异．沼泽红假单胞菌是ＡＰＢ的代表种，也是我国早期允

许使用的饲料级微生物之一［９?１１］．沼泽红假单胞菌具有固氮、氨化、氨同化和反硝化等氮代谢机制，但是

否具有其他的氮代谢机制目前尚不清楚［７］．课题组的前期研究表明，沼泽红假单胞菌ＣＱＶ９７（简称

ＣＱＶ９７）具有菲降解、无机三态氮和硫化氢等去除能力，并能在唯一亚硝氮体系中生长，高效地去除亚

硝氮，但其去除无机三态氮和高耐受亚硝氮生长的机制，以及脱氮过程中是否积累有害氮化物等问题尚

不清楚［９，１１］．基于此，本文选择ＣＱＶ９７为ＡＰＢ的代表菌株，研究其对养殖水体无机三态氮的去除机制．

１　材料与方法

１．１　菌种

沼泽红假单胞菌ＣＱＶ９７，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＥＵ８８２１５４．实验室分离鉴定，并保存于海洋微生物菌

种保藏管理中心（ＭＣＣＣ１Ｉ００１１７）．

１．２　培养基和菌剂的制备

１）无机三态氮溶液．精确称量，用无氨水定容，分别配制氯化铵、硝酸钠和亚硝酸钠溶液，其浓度均

为２．２５ｍｏｌ·Ｌ－１，分别用０．２２μｍ滤膜过滤除菌备用．

２）改良Ｏｒｍｅｒｏｄ培养基
［１２］．用２．４６ｇ乙酸钠取代Ｏｒｍｅｒｏｄ培养基中的苹果酸钠．接种量为５％

（体积浓度），于３０℃，３０００ｌｘ光照下厌氧培养４ｄ，离心收集菌体细胞，用无氨水洗涤２次，配成光密

度犇６６０（波长６６０ｎｍ处）为１．５的菌悬液，即得ＣＱＶ９７制剂．

３）无氮培养基．去除培养基中原有的氮源．

１．３　测定体系

在灭菌的无氮培养基中，添加氯化铵、硝酸钠和亚硝酸钠溶液，分别配制不同质量浓度的氨氮、硝氮

和亚硝氮测定体系．无机三态氮的质量浓度以测定值为准，ｐＨ值调整至７．０左右．以１４０ｍＬ蓝盖瓶为

容器，接种量为５％（体积浓度），分别以无机三态氮的培养基充满容器，旋紧瓶盖，以不加菌剂的空白为

对照（ＣＫ），设置２个重复．于３０℃，３０００ｌｘ光照厌氧培养，在培养过程中取样测定氨氮、硝氮和亚硝氮

的质量浓度和菌体生物量．

１．４　无机三态氮和生物量的测定

分别采用Ｎ?（１?萘基）?乙二胺分光光度法
［１３］、次溴酸钠氧化法［１４］和紫外分光光度法［１５］测定水体中

亚硝氮、氨氮和硝氮的质量浓度．无机三态氮的质量浓度均以氮素的质量浓度计算．采用比浊法，在光程

为１ｃｍ的比色杯中，通过ＵＶ?３２００ＰＣＳ型紫外可见分光光度计（上海美谱达仪器有限公司）测定光密

度，以犇６６０表示菌体生物量．

无机氮的去除率犚＝（１－ρｔ／ρ０）×１００％．其中，ρ０，ρｔ分别为无机氮的初始质量浓度和测定时的质

量浓度．使用ＳＰＳＳ１６．０软件中的单因素方差分析对测定指标进行显著性分析，显著性水平设为０．０５．

２　结果与分析

２．１　犆犙犞９７对氨氮的去除和转化作用

ＣＱＶ９７对氨氮的去除和转化作用，如图１所示．由图１可知：随着时间的增加，体系中氨氮的去除

率和菌体生物量逐渐升高，并趋于最大去除率和最大菌体生物量；亚硝氮逐渐积累至最大，又逐渐被去

除；硝氮始终未见明显积累．

在选择的氨氮质量浓度范围内，随着氨氮质量浓度的升高，氨氮的去除速率和最大去除率逐渐降

低，不同质量浓度的氨氮最大去除率范围为３５％～９６％（图１（ａ））；菌体生长速率未见明显影响，但最终

生物量升高，当氨氮质量浓度约为１４０ｍｇ·Ｌ
－１时，生物量达到最高（图１（ｄ））；随着氨氮质量浓度的升

高，亚硝氮的积累量也随之增加，积累的时间延长，当氨氮质量浓度为１４０～１７１ｍｇ·Ｌ
－１时，亚硝氮积

累量达到最高，约１．２ｍｇ·Ｌ
－１；当氨氮质量浓度较低时，亚硝氮积累的质量浓度较低，且被快速除去．

例如，氨氮质量浓度约为４０ｍｇ·Ｌ
－１时，亚硝氮仅在３～４ｄ时积累量较高，但不高于０．２０ｍｇ·Ｌ

－１；
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在５ｄ时，基本被去除（图１（ｃ））．此外，即使氨氮质量浓度约为１７１ｍｇ·Ｌ
－１时，也未见硝氮有明显积累

（图１（ｂ））；未经ＣＱＶ９７处理的对照组（ＣＫ），体系中的氨氮未被去除，也未见亚硝氮的积累．

（ａ）氨氮去除　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （ｂ）硝氮生成

（ｃ）亚硝氮生成　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）菌体生物量

图１　ＣＱＶ９７对氨氮的去除和转化作用

Ｆｉｇ．１　ＲｅｍｏｖａｌａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｂｙＣＱＶ９７

由此可知，体系中氨氮的去除及其转化产物的积累是由ＣＱＶ９７驱动的，该菌株能够有效地去除氨

氮，且生长良好，表明其具有氨同化机制；去除过程中亚硝氮明显积累，虽未见硝氮积累，但也表明该菌

株具有氨氧化机制；亚硝氮积累到最大值后，其质量浓度又逐渐降低，开瓶检测时，可观察到有少量气泡

（ＮＯ狓 或Ｎ２）排出，表明该菌株具有反硝化作用．因此，ＣＱＶ９７主要通过氨同化机制同化氨氮生长，并去

除氨氮；通过氨氧化机制和反硝化机制将氨转化为亚硝氮，而后又被反硝化作用去除．

不产氧光合细菌普遍拥有固氮、氨异化、氨同化、反硝化等氮代谢机制，不同菌株的氮代谢途径有所

差异，极少数菌株还具有同化硝酸盐还原和厌氧亚硝酸盐氧化等机制，但其氨氧化机制尚未见报道［７］．

文中从代谢产物积累的角度进行研究，可知ＣＱＶ９７具有氨氧化作用．在已报道的沼泽红假单胞菌基因

组中并未检索到氨氧化酶关键基因的同源序列［７］，且与现有酶的同源序列相比，其同源性太低，表明该

菌株具有一种未注释的新型氨氧化酶，有待进一步挖掘．

在养殖水体中，氨氮质量浓度要求控制在０．２０ｍｇ·Ｌ
－１以下．当氨氮质量浓度高于１．５０ｍｇ·Ｌ

－１

时，会对水生动物产生明显毒性；当氨氮的质量浓度高于２．７９ｍｇ·Ｌ
－１时，将导致水生动物的急性毒

性．在实际养殖水体中，氨氮的质量浓度常常超标，尤其是在泥水界面和沉积物间隙水中的氨氮质量浓

度可高达２０ｍｇ·Ｌ
－１．在养殖水体中，亚硝酸盐的质量浓度要求小于０．１０ｍｇ·Ｌ

－１，但有些水体中的

亚硝酸盐却超标６倍以上．硝氮对水生动物无危害作用，但当其质量浓度较高（≥５０ｍｇ·Ｌ
－１）时，微生

物可能会将其还原为氨氮和亚硝氮，从而危害水生动物［９］．因此，及时去除水体中的无机三态氮是维持

水产养殖业健康发展的重要策略．

目前，关于ＡＰＢ无机三态氮去除特性的研究基本仅阐明菌株的脱氮性能与环境因子的关系和规

律，却忽略了在去除氨氮的过程中，是否将其转化为对水生生物有害的亚硝氮．文献［９，１１］在单一无机

三态氮体系和无机三态氮共存体系中的研究表明，ＣＱＶ９７具有良好的无机三态氮去除能力．由图１可

知：当氨氮质量浓度较高时，ＣＱＶ９７能将其转化为亚硝氮，积累量甚至高达１．０ｍｇ·Ｌ
－１，远高于危害

水生生物的剂量；当氨氮质量浓度较低（≤４０ｍｇ·Ｌ
－１）时，亚硝氮仅在体系中短时间积累，很快又被去
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除，最高积累量约为０．２ｍｇ·Ｌ
－１．养殖水体中氨氮的质量浓度远低于实验中的用量，故该菌株不会超

量积累亚硝氮．

２．２　犆犙犞９７对硝氮的去除和转化作用

ＣＱＶ９７对硝氮的去除和转化作用，如图２所示．由图２可知：随着时间的增加，硝氮的去除率升高，

且３ｄ内几乎被完全去除，菌体生物量升高并趋于最大生物量；氨氮和亚硝氮逐渐呈现暂时性积累，积

累至最大值时，又被快速、完全地去除，氨氮主要在１～３ｄ内积累，亚硝氮主要在２ｄ内积累．

在选择的硝氮质量浓度范围内，随着硝氮质量浓度的升高，其去除速率降低，即使质量浓度达到约

１８５ｍｇ·Ｌ
－１时，硝氮在３ｄ内也被完全去除（图２（ａ））；菌体生长速率和最大生物量逐渐降低，不同质

量浓度硝氮的最终生物量范围为０．６０～１．０５（图２（ｄ））；随着硝氮质量浓度的升高，氨氮和亚硝氮的积

累量也随之升高，呈暂时性积累，氨氮的最高质量浓度范围为２．６８～６．９８ｍｇ·Ｌ
－１，亚硝氮的最高质量

浓度范围为０．６１～３０．４２ｍｇ·Ｌ
－１；当硝氮质量浓度约为４０ｍｇ·Ｌ

－１时，氨氮和亚硝氮的最大积累量

分别为２．６８，０．６１ｍｇ·Ｌ
－１，仅积累１～２ｄ，又很快被去除（图２（ｂ），（ｃ））．开瓶检测时，有大量气泡产

生，气泡量随硝氮质量浓度的升高而增加，表明硝氮通过反硝化作用生成气体氮化物．在未经ＣＱＶ９７

处理的对照组中，硝氮几乎未被去除，也未见氨氮和亚硝氮的积累．

由此可知，硝氮的去除、氨氮和亚硝氮的积累是由ＣＱＶ９７驱动的．ＣＱＶ９７能以硝氮为唯一氮源生

长，并能通过反硝化和硝酸盐还原到氨的机制有效去除硝氮；反硝化发挥主要的作用，并积累中间产物

亚硝氮，亚硝氮可转化为氨，并通过菌体生长（氨同化）将氨氮去除．当硝氮的质量浓度约为４０ｍｇ·Ｌ
－１

时，ＣＱＶ９７可去除硝氮，虽然氨氮和少量亚硝氮暂时性地积累，但很快又被去除．在养殖水体中，当硝氮

的质量浓度较高（≥４０ｍｇ·Ｌ
－１）时，需谨慎使用，随时监控，以免亚硝氮和氨氮积累量超标．

　　（ａ）硝氮去除　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）氨氮生成

　（ｃ）亚硝氮生成　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　（ｄ）菌体生物量

图２　ＣＱＶ９７对硝氮的去除和转化作用

Ｆｉｇ．２　ＲｅｍｏｖａｌａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒａｔｅｎｉｔｒｏｇｅｎｂｙＣＱＶ９７

不同菌株对硝氮和亚硝氮的去除能力差异较大，甚至同一物种不同菌株的脱氮能力和机制也各不

相同．ＡＰＢ大部分菌株都具有反硝化作用，在以铵盐为氮源的培养基中，它们能消耗培养体系中的硝酸

盐和亚硝酸盐，如 犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狆犺犪犲狉狅犻犱犲狊ＤＳＭ１５８（ＡＴＣＣ１７０２３）
［１６］，犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

犮犪狆狊狌犾犪狋犪ＡＤ２，ＢＫ５
［１７］，犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊．ｓｐ．Ｗｐｓ

［１８］；而一些菌株则不能进行反硝化作用，如犚犺狅

犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狆犪犾狌狊狋狉犻狊ＰＳ１不能以硝酸盐为唯一氮源生长
［４，７］．目前也有少数菌株，如犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅
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犿狅狀犪狊犮犪狆狊狌犾犪狋狌狊Ｅ１Ｆ１，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ＨａＡ２，ＢｉｓＡ５３能以硝氮为氮源生长
［４］；在ＡＰＢ

类群中，目前仅有犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犮犪狆狊狌犾犪狋狌狊Ｅ１Ｆ１被证实具有同化硝酸盐还原作用
［１９，２０］．在已报

道的ＡＰＢ基因组数据中，仅检索到３个ＡＰＢ菌株具有这一过程关键酶基因的同源序列，说明具有该途

径的ＡＰＢ菌株还较为稀少
［７］．文中研究发现，ＣＱＶ９７在以硝氮为唯一氮源的体系中生长良好，尤其是

检测到氨氮积累，表明其也具有硝酸盐还原到氨的途径．由此可知，同一物种的不同菌株具有不同的氮

代谢途径．

２．３　犆犙犞９７对亚硝氮的去除和转化作用

ＣＱＶ９７对亚硝氮的去除和转化作用，如图３所示．由图３可知：经过１ｄ，亚硝氮被快速降解，随着

时间的增加，亚硝氮的去除率升高，菌体生物量升高并趋于最大生物量；硝氮呈暂时性（主要在２ｄ时）

积累，积累的大量硝氮又被快速去除至较低水平，到５ｄ时才被完全去除，但未检测到氨氮的积累．

在选择的亚硝氮质量浓度范围内，随着亚硝氮质量浓度的升高，亚硝氮的去除速率和最大去除率逐

渐降低，不同质量浓度的亚硝氮最大去除率范围为４６．８５０％～９９．９９８％，当亚硝氮质量浓度超过７６．７７

ｍｇ·Ｌ
－１时，亚硝氮将大量残留（图３（ａ））；随着亚硝氮质量浓度的升高，硝氮的积累量随之升高，积累

的硝氮最高质量浓度范围为６．８～３２．２ｍｇ·Ｌ
－１（图３（ｃ）），但未检测到氨氮的积累（图３（ｂ））；菌体生

长速率和最大生物量逐渐降低，最终生物量的范围为０．１５～０．６２（图３（ｄ））．开瓶检测时，有大量气泡产

生，这是因为亚硝氮通过反硝化作用生成氮化物气体，且硝氮质量浓度较高，产气量大．在未经ＣＱＶ９７

处理的对照组中，有少量亚硝氮被去除，说明亚硝氮不稳定，具有自降解作用，同时，未见氨氮和亚硝氮

的积累，用ＣＱＶ９７处理时，亚硝氮的降解量大幅度升高．

由此可见，亚硝氮的去除和硝氮暂时性的积累是由ＣＱＶ９７驱动的．ＣＱＶ９７有３条代谢途径去除

亚硝氮，分别是反硝化作用、亚硝氮氧化成硝氮和硝酸盐还原到氨．其中，反硝化作用最强，硝酸盐还原

到氨的作用最弱，因为在２ｄ时，大量亚硝氮被降解，积累了相对少量的硝氮，菌体尚未大量生长．

（ａ）亚硝氮去除　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　（ｂ）氨氮生成

（ｃ）硝氮生成　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）菌体生物量　

图３　ＣＱＶ９７对亚硝氮的去除和转化作用

Ｆｉｇ．３　ＲｅｍｏｖａｌａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒｉｔｅｎｉｔｒｏｇｅｎｂｙＣＱＶ９７

从代谢途径分析，亚硝氮不但是硝化过程和反硝化过程的中间产物，也是硝酸盐还原到氨的中间产

物，能以硝氮为唯一氮源生长的菌株原则上也能以亚硝氮为唯一氮源生长．由于亚硝氮具有细胞毒性，

以亚硝氮为唯一氮源生长且高耐受亚硝氮的ＡＰＢ的报道很少
［４，９］．ＣＱＶ９７高耐受亚硝氮和以亚硝氮为
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唯一氮源生长的机制使其具有高活性的反硝化作用，还可将亚硝氮转化为无生物毒性的硝氮．这２条途

径的共同作用可快速地降解、转化亚硝氮，降低亚硝氮对细胞的毒性，进一步将积累的硝氮转化为氨，为

菌体生长提供氮源．

２００７年，一株紫色硫细菌（犜犺犻狅犮犪狆狊犪狉狅狊犲狅狆犲狉狊犻犮犻狀犪）首次被报道，当氨氮存在时，多次低剂量添加

亚硝酸，可检测到硝氮的积累，并证明该过程是反硝化过程催化硝氮还原为亚硝氮酶的逆向催化完成

的［２１］．由此发现，ＡＰＢ具有将亚硝酸盐厌氧氧化成硝酸盐的作用，这与硝化细菌（ＮＯＢ）类群的功能一

致．硝化细菌为好氧菌，当厌氧或ｐＨ值较高（ｐＨ＞８．５）时，硝化细菌比亚硝化细菌（ＡＯＢ）更易受抑，导

致亚硝氮的积累．由图３可知：在厌氧环境中，ＣＱＶ９７不但能通过反硝化作用高效地去除亚硝氮，而且

图４　氮气和亚硝氮对ＣＱＶ９７生长的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎａｎｄ

ｎｉｔｒｉｔｅｎｉｔｒｏｇｅｎｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆＣＱＶ９７

能积累高剂量的硝氮，故ＣＱＶ９７具有亚硝酸盐厌氧氧

化的作用机制．相较于 犜犺犻狅犮犪狆狊犪狉狅狊犲狅狆犲狉狊犻犮犻狀犪
［２１］，

ＣＱＶ９７对亚硝氮具有高耐受性及高效的亚硝酸盐厌氧

氧化能力．

２．４　氮气和亚硝氮对犆犙犞９７生长的影响

将培养容器置于光合生物培养罐中，采用冲氮气或

抽真空的方式，以不含亚硝氮的体系作为对照，观察氮

气和亚硝氮对ＣＱＶ９７生长的影响，结果如图４所示．

由图４可知：在不含亚硝氮的对照体系中，未充氮

气时，菌体不能生长，充氮气时，菌体可进行固氮生长；

与对照体系相比，在亚硝氮体系中，菌体的生长速率显

著升高，充氮气时，生长速率进一步升高．这是因为在反硝化过程中产生化学能，可为生物固氮提供能

量．由此可知，ＣＱＶ９７能以硝氮和亚硝氮为唯一氮源生长，也能进行固氮生长，但硝氮和亚硝氮还原为

氨的作用是主要的．

３　结论

　　１）在养殖水体中，通过固氮、氨同化、氨氧化、反硝化、亚硝酸盐氧化、同化硝酸盐还原等氮代谢机

制，沼泽红假单胞菌ＣＱＶ９７可实现无机三态氮的循环和去除．首次发现沼泽红假单胞菌具有氨氧化的

作用机制，但需要进一步进行分子生物学验证．

２）阐明ＣＱＶ９７能以亚硝氮为唯一氮源生长和耐受亚硝氮的机制．ＣＱＶ９７通过反硝化和亚硝酸盐

氧化２种机制的共同作用，快速地将亚硝氮还原为氮化物气体排出，氧化为无生物毒性的硝氮，降低亚

硝氮的毒性；通过同化硝酸盐作用机制，将体系中积累的硝氮转化为氨，供菌体生长．

３）阐明ＣＱＶ９７对无机三态氮去除和氮代谢中间产物积累的关系和规律．ＣＱＶ９７具有高效的氨同

化、反硝化和亚硝酸盐厌氧氧化的能力．在去除氨氮过程中，暂时性、低剂量地积累亚硝氮，不积累硝氮．

在去除硝氮过程中，暂时性积累氨氮和少量亚硝氮，但当硝氮的质量浓度超过养殖水体水质标准时，需

谨慎使用，随时监控，以免亚硝氮和氨氮积累超标．在去除亚硝氮过程中，暂时性积累对水生生物无危害

的高质量浓度的硝氮，但不积累危害水生生物的氨氮．
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