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海洋异养硝化菌株的快速筛选

王光玉，孙洋洋，陈　雷，张　健
（哈尔滨工业大学（威海）海洋科学与技术学院，２６４２０９山东 威海）

摘　要：目前尚缺乏有效地系统分离获得异养硝化菌的方法，为此，利用海洋养殖废水，采用前期自养后期
异养的混养富集方法，获得具有异养脱氮能力的菌群．通过异养培养基分离获得纯菌株，利用特异性引物扩
增分离菌株的氨单加氧酶（ＡＭＯ）基因ａｍｏＡ和周质硝酸盐还原酶（ＮＡＲ）亚基基因ｎａｐＡ，快速筛选具有潜在
异养硝化或异养硝化好氧反硝化能力的菌株．通过氮素转化试验确认菌株的氮代谢特性．共分离获得异养细
菌２２株，其中１１株细菌ａｍｏＡ基因呈阳性，７株细菌ａｍｏＡ基因和ｎａｐＡ基因同时显阳性，氮素转化试验证明
９株细菌具有异养脱氮能力．
关键词：混养富集；异养硝化细菌；好氧反硝化细菌；氨单加氧酶基因（ａｍｏＡ）；周质硝酸盐还原酶亚基基因
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　　工厂化循环水养殖成败的关键是控制工厂化
养殖系统中的水质，而产生的废水中主要污染物

为含氮化合物，尤其是氨氮［１］．大量排放的养殖
废水造成近岸海域生态系统失衡、赤潮频发、病害

滋生，最终导致养殖生物质量和产量的大幅下降．
传统脱氮工艺常采用自养硝化和厌氧反硝化作用

来脱除水中的氮元素，自养硝化作用是整个氮素

转化过程的限速步骤［２］．异养硝化细菌与自养硝
化细菌相比生长速率快，对环境变化的适应能力

强，能耐受高有机负荷和低溶解氧环境［３］．针对
海水养殖废水有机物含量高等特点，研究发现了

一些可同时进行异养硝化和好氧反硝化的特殊细

菌，并分离出相关的微生物［４－７］．
目前，异养硝化细菌的分离方法主要是富集

稀释分离法［８］和普通的平板分离法［９］．这些方法
都是直接从环境中进行分离筛选，微生物种类多，

工作量大．本研究旨在建立一种新的快速筛选方
法，对海洋异养硝化细菌进行系统地富集驯化和



分离筛选．在富集驯化和分离筛选的各个阶段，给
微生物提供良好的生活条件，显著增加硝化细菌

数量，然后利用分子生物学方法快速、准确地筛选

异养硝化细菌．

１　实　验
１１　菌种来源

菌种来源于威海市北海水产养殖有限公司大

菱鲆养殖池的养殖废水．
１２　培养基

分离培养基２２１６Ｅ：蛋白胨５ｇ，酵母膏１ｇ，
磷酸高铁０１ｇ，陈海水１Ｌ，ｐＨ７６～７８．

硝化能力测定培养基：蛋白胨 １ｇ，乙酸钠
１１ｇ，磷酸高铁００１ｇ，陈海水１Ｌ，ｐＨ７７．
１３　实验方法
１３１　硝化细菌的混养富集驯化

向一个容积为６０Ｌ的缸内注入４０Ｌ养殖废
水，混养富集驯化试验装置及控制过程按文献

［１０］的设计进行．
富集驯化分为两个阶段：前期自养富集７０ｄ，

期间每天先检测驯化液中的氨氮和亚硝态氮质量

浓度，再向缸内流加氨氮，使其质量浓度达

０５ｍｇ／Ｌ，一旦硝化速率稳定就逐步提高驯化液
的氨氮质量浓度达８ｍｇ／Ｌ；后期异养驯化１０ｄ，
期间每天先检测水中氨氮和亚硝态氮的质量浓

度，并固定每天加８ｍｇ／Ｌ的氨氮，同时向缸内加
２０ｍＬ质量浓度为１０ｇ／Ｌ的鱼饵浸出液，硝化速
率稳定后提高流加的浸出液量最终达１００ｍＬ．
１３２　海洋异养细菌的分离纯化

分别在富集驯化前、自养富集驯化结束和异

养驯化结束３个时间点用２２１６Ｅ培养基进行海洋
异养细菌的分离纯化．
１３３　异养硝化菌株的快速筛选

分别采用氨单加氧酶基因ａｍｏＡ［５］和周质硝
酸盐还原酶亚基基因ｎａｐＡ［１１］保守区的一部分序
列作为引物，扩增ａｍｏＡ基因和ｎａｐＡ基因．引物名
称及序列见表１，引物由上海生工生物工程公司
合成．
　　模板提取选用煮沸裂解法，从平板上挑取单
菌落，溶于 ２０μＬ双蒸水中，在水浴锅内煮沸
１０ｍｉｎ．ａｍｏＡ基因和ｎａｐＡ基因扩增的反应体系
如下：反应总体积，２０μＬ；１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ，
２０μＬ；ＭｇＣｌ２（１５ｍｍｏｌ／Ｌ），１４μＬ；ｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），０４μＬ；上游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ），
０５μＬ；下 游 引 物 （２０ μｍｏｌ／Ｌ），０５μＬ；
ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ），０２μＬ；ｄｄＨ２Ｏ，

１４０μＬ；模板，１０μＬ．
表１　引物序列

功能基因 名称 序列（５＇－３＇）

ａｍｏＡ
ＡＭＯ１Ｆ ＧＧＧＧＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ

ＡＭＯ２Ｒ ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ

ｎａｐＡ
Ｖ６６ ＴＡＹＴＴＹＹＴＮＨＳＮＡＡＲＡＴＨＡＴＧＴＡ

Ｖ６７ ＤＡＴＮＧＧＲＴＧＣＡＴＹＴＣＮＧＣＣＡＴＲＴＴ

　　扩增ａｍｏＡ和ｎａｐＡ基因的热循环参数为：９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ；４８℃复性６０ｓ；７２℃延
伸４０ｓ；扩增２９个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ．

将扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，在凝

胶图像分析系统中观察拍照．
１３４　硝化能力测定

通过氮素转化试验来判断基因扩增呈阳性的

菌株是否具有硝化能力．首先制备种子液，将种子
液分成两部分，一部分灭活后接种到６瓶培养基
中，分别在０和３６ｈ测定固体和液体的含氮量，
以确定试验前后氮素总量的变化，保证试验的可

行性；另一部分不灭活接种到剩下的６瓶培养基
中，同样在０和３６ｈ测定固体和液体的含氮量，
考察菌株的异养硝化能力．
１３５　水质分析方法

水质分析方法均依照文献［１２］进行，氨氮采
用靛酚蓝分光光度法，亚硝态氮采用萘乙二胺分

光光度法，有机氮采用凯氏定氮法．

２　结果与分析
２１　混养富集过程水质检测结果

在维持温度和溶解氧的驯化条件下，盐度始

终处于 ３５‰左右，ｐＨ经调整在 ７５４～８３５波
动．自养富集阶段体系中氨氮、亚硝态氮的质量浓
度变化见图１．
　　自养驯化第２、３周氨氮有少量的累积，最高
浓度达０５０２０ｍｇ／Ｌ，第４周开始，氨氮质量浓度
迅速降低，几乎为零．这３周自养菌数量明显增
多，约为富集驯化前自养菌数目的１０倍，说明经
过３周的富集驯化，氨氧化细菌增殖，氨氮质量浓
度逐渐降低，氨氧化细菌在系统中培养成熟．氨氮
降低的同时亚硝酸盐质量浓度逐渐升高，在该过

程中，亚硝酸盐氧化细菌开始增殖．当亚硝酸盐
质量浓度开始降低时，说明亚硝化能力总体提升，

亚硝酸盐氧化菌在系统中也培养成熟［１３］．
　　自养驯化前６周，系统内亚硝态氮质量浓度
持续升高，说明在海洋环境中亚硝态氮的积累是

常见现象［１４］，因为亚硝酸盐氧化细菌和氨氧化细

菌相比在系统中自然形成更为缓慢．
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图１　自养富集驯化过程中氨氮和亚硝态氮的变化

　　自养驯化后期，亚硝态氮质量浓度不稳定，从
第８周开始，亚硝态氮的质量浓度迅速下降，从
５ｍｇ／Ｌ降到０２ｍｇ／Ｌ左右．说明经过长时间的驯
化，硝化细菌能够适应高质量浓度的亚硝酸盐，逐

渐恢复并提高亚硝酸盐氧化能力［１５］．自养富集结
束后，富集驯化体系的硝化能力明显提高，说明这

段时间脱氮细菌得到了富集，也淘汰了一部分没

有自养能力的菌．
异养富集阶段，在每天流加鱼饵浸出液的同

时，检测环境因子、氨氮以及亚硝态氮的质量浓

度，结果见图２．
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图２　异养富集驯化过程中氨氮和亚硝态氮的变化

　　异养驯化阶段，每天加８ｍｇ／Ｌ的氨氮，随着
鱼饵浸出液流加量逐渐增大，检测到的氨氮质量

浓度仍维持在０１ｍｇ／Ｌ以下，并且有少量亚硝酸
盐的积累，说明异养微生物在氧化高浓度有机质

的同时，对氨氮也有较高的去除率［１６］，并且亚硝

态氮是异养硝化菌进行氮素转化时的中间产物．
当鱼饵浸出液加到２５ｍｇ／Ｌ时氨氮略有上升，然
后又迅速被去除．说明有机物的存在使一部分专
性自养硝化细菌生长受到抑制，经过适应后，有异

养硝化能力的细菌增长，氧化氨盐和亚硝酸盐的

能力加强．

２２　海洋异养细菌的分离结果
通过平板稀释分离计数可知，富集驯化前异

养细菌的数目为６４×１０５ｍＬ－１，自养驯化结束后
异养细菌的数目为７６×１０４ｍＬ－１，异养驯化后异
养细菌数目为１２２×１０６ｍＬ－１．自养驯化结束后，
异养细菌的数目减少了约１个数量级，而异养驯
化结束后，异养细菌的数目增加到２０倍．长期的
自养富集将异养细菌淘汰，而短期的异养富集使

自养细菌中具有异养生长和硝化能力的细菌迅速

增长．
未进行富集驯化时分离得到８株菌落形态各

异的异养菌，分别编号为Ｗ０１～Ｗ０８，经过富集驯
化后分离得到１４株细菌，其中自养富集后得到８
株，分别编号为Ｓ１１～Ｓ１８，异养富集后得到６株，
分别编号为Ｓ２１～Ｓ２６．
２３　ａｍｏＡ基因扩增结果与分析

由于不同种属的氨氧化细菌的 ａｍｏＡ基因略
有不同，可以将 ａｍｏＡ基因作为有效的分子标记
对环境样品中的氨氧化细菌种群进行鉴定并对系

统发育进化关系进行研究．混养富集过程中分离
的２２株菌经ＰＣＲ扩增后，产物电泳结果见图３．
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养殖废水中，Ａ１：Ｗ０５；Ｂ１：Ｗ０７；Ｃ１：Ｗ０１．

自养驯化结束，Ｄ１：Ｓ１１；Ｅ１：Ｓ１４；Ｅ２：Ｓ１５；Ｆ１：Ｓ１６．

异养驯化结束，Ｇ１：Ｓ２１；Ｇ２：Ｓ２２；Ｈ１：Ｓ２４；Ｉ１、Ｉ２：Ｓ２７．

图３　氨单加氧酶基因扩增产物电泳图谱

　　富集驯化前的养殖废水中分离出 ８株异养
菌，用引物ａｍｏ１Ｆ／ａｍｏ２Ｒ能扩增出特异性条带的
有３株，大小在５００～７５０ｂｐ，分别是 Ｗ０１，Ｗ０５，
Ｗ０７．自养富集驯化结束后分离的８株异养菌中，
引物ａｍｏ１Ｆ／ａｍｏ２Ｒ能扩增出条带的有４株，分别
是Ｓ１１，Ｓ１４，Ｓ１５，Ｓ１６，电泳条带特异性不高，但在
４９０ｂｐ左右都有条带．异养富集结束后分离的
６株异养菌中，引物 ａｍｏ１Ｆ／ａｍｏ２Ｒ能扩增出特异
性条带的有４株，大小在７５０～１０００ｂｐ，分别是
Ｓ２１，Ｓ２２，Ｓ２４，Ｓ２７．共有 １１株菌扩增后能得到
ＰＣＲ产物．
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上述结果可以看出，同样的引物扩增出的产

物大小不同，并且特异性不高，这可能是因为引物

的特异性不高，也可能跟菌种不同有关．宋琴
等［１７］研究了异养硝化作用的相关酶类，结果表

明，菌株不同，异养硝化菌的 ａｍｏ基因存在很大
的差别．恶臭假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ）
（异养硝化菌）的 ａｍｏ基因和欧洲亚硝化单胞菌
（Ｎ．ｅｕｒｏｐａｅａ）（自养硝化细菌）的 ａｍｏＡ存在明
显的序列相似性，而异养硝化菌脱氮副球菌

Ｐｄ１２２２与自养硝化细菌又存在较大差异．胡安谊
等［１８］研究的氨氧化古菌中的 ａｍｏＡ基因大小在
６５０ｂｐ左右，ＪｉａＹｏｕ等［１９］的研究表明氨氧化古

菌的ａｍｏＡ基因大小为６３５ｂｐ，这与 Ｗ０１、Ｗ０５、
Ｗ０７号菌株的ＰＣＲ产物大小相似．ＪＨＲｏｔｔｈａｕｗｅ
等［２０］在研究自养氨氧化细菌时扩增出的 ａｍｏＡ
片段为４９１ｂｐ，与本试验自养富集后细菌扩增出
的条带大小接近．
２４　ｎａｐＡ基因扩增结果与分析

硝酸盐还原酶有两种存在形式，一种镶嵌于

细胞膜内，称为膜结合硝酸盐还原酶，另一种游离

于细胞膜外周质中，称为周质硝酸盐还原酶，后者

的表达与活性对氧分子的抑制不敏感，好氧反硝

化反应正是由这种特殊酶来催化的．通过检验菌
株是否有表达周质硝酸盐还原酶的基因片段即可

初步判断其是否具有好氧反硝化能力．结果见
图４．
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养殖废水中，Ａ１：Ｗ０１；Ｂ１：Ｗ０５；Ｃ１：Ｗ０７．

自养驯化结束后，Ｄ１：Ｓ１６；Ｅ１：Ｓ１５．

异养驯化结束后，Ｆ１：Ｓ２１；Ｇ１：Ｓ２２．

图４　周质硝酸盐还原酶亚基基因扩增产物电泳图谱

　　用引物 Ｖ６６／Ｖ６７从已分离的菌株中筛选可
能含有ｎａｐＡ基因的菌株，产物电泳后都能得到特
异性条带，且与目的片段（４１４ｂｐ）的大小相近．富
集驯化前有３株，分别是Ｗ０１，Ｗ０５，Ｗ０７；自养富
集后有２株，分别是Ｓ１５，Ｓ１６；异养富集后有２株，
分别是Ｓ２１，Ｓ２２．

多数能够进行好氧反硝化作用的菌株都有

ｎａｐＡ基因，但是，一些菌株即使存在 ｎａｐＡ基因，
也不能进行表达．３个阶段分离的菌株中，共有
７株扩增后能得到ＰＣＲ产物，有ｎａｐＡ基因的菌株
都能扩增出ａｍｏＡ基因，但含有ａｍｏＡ基因的菌株
不一定能扩增出 ｎａｐＡ基因．这说明能够进行好
氧反硝化的菌株通常都有异养硝化能力［２１］．
２５　硝化能力测定结果与分析

两种基因扩增结果显阳性的共有１１株菌，将
这１１株菌接种到硝化能力测定培养基中，在２４、
４８、７２ｈ时检测亚硝态氮增加的质量浓度，如图５
所示．可以看出，ａｍｏＡ和ｎａｐＡ基因扩增显阳性的
菌株均能进行异养硝化作用，因为１１株菌中亚硝
态氮质量浓度均有升高，异养硝化能力存在一定

的差异．比较３个时期的菌株，养殖废水中的Ｗ０７
和自养富集后的 Ｓ１１、Ｓ１５在２４ｈ时亚硝态氮质
量浓度较高，４８ｈ时质量浓度有明显的下降，７２ｈ
时基本转化完毕．而异养富集后菌株 Ｓ２１、Ｓ２２、
Ｓ２７的硝化速率没有前两个时期高，但是能够进
行硝化作用的菌株数量增多．单位生物量的异养
菌氧化氨氮的速率比传统自养菌慢２～３个数量
级，但异养菌的生长速率快，能够较好地适应环

境，故其总体氨氧化速率并不比自养菌慢．６株菌
异养硝化效果较好，分别是 Ｗ０７、Ｓ１１、Ｓ１５、Ｓ２１、
Ｓ２２、Ｓ２７．
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图５　异养细菌硝化能力鉴定

　　试验中没有检测硝态氮，故不能因为没有亚
硝态氮的产生就判定菌株非异养脱氮细菌，试验

过程中氨氮、有机氮、亚硝态氮的２４ｈ变化量如
表２所示，可得３种氮总的变化情况．
　　氨氮、亚硝态氮以及有机氮总的变化量，
Ｗ０１、Ｗ０５、Ｗ０７、Ｓ１１、Ｓ１４、Ｓ２１、Ｓ２２这７株菌均有
不同程度的降低，而降低的这部分氮只可能变成

硝态氮或气态氮，无论是哪种转变都能说明这几

株菌具有硝化或脱氮能力．
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表２　培养过程中氨氮、有机氮和亚硝态氮的变化量 ｍｇ·Ｌ－１

菌株 氨氮变化量 有机氮变化量 亚硝态氮变化量 ３种氮总变化量

Ｗ０１ －９３１±０１２ １１５±００９ ０１８±００１ －７９９

Ｗ０５ －８０９±０３３ １２３±００６ ０１６±００１ －６７０

Ｗ０７ －７１３±０２５ １４３±００５ ０８７±００３ －４８３

Ｓ１１ －６６５±０１５ ０１４±００１ ０６２±００３ －５８９

Ｓ１４ －５８３±０２６ ０４２±００２ ０００±００１ －５４１

Ｓ１５ －０１２±００３ ０３４±００２ ０５９±００１ ０８０

Ｓ１６ －１４７±０１９ ２４４±００９ ００４±０００ １０１

Ｓ２１ －９９０±０４１ ０３５±００２ ０５３±００２ －９０３

Ｓ２２ －２１９９±０７９ ０１９±００１ ０２４±００１ －２１５６

Ｓ２４ ５４９±０１４ ０５９±００１ －００１±００１　 ６０７

Ｓ２７ －１４７±０３２ ０７８±００２ ０５２±００１ －０１７

　　表３总结了基因扩增结果以及菌株的脱氮能
力，可以看出，除了 Ｓ１６和 Ｓ２４外，凡是基因扩增
呈阳性的菌株均具有硝化或脱氮能力，初步判定

该方法可以筛选到具有异养脱氮能力的菌株．

表３　基因扩增结果及菌株的硝化能力

菌株 ａｍｏＡ ｎａｐＡ 硝化能力

Ｗ０１ ＋ ＋ ＋

Ｗ０５ ＋ ＋ ＋

Ｗ０７ ＋ ＋ ＋

Ｓ１１ ＋ － ＋

Ｓ１４ ＋ － ＋

Ｓ１５ ＋ ＋ ＋

Ｓ１６ ＋ ＋ －

Ｓ２１ ＋ ＋ ＋

Ｓ２２ ＋ ＋ ＋

Ｓ２４ ＋ － －

Ｓ２７ ＋ － ＋

　　注：“＋”：基因扩增呈阳性或有硝化能力；“－”：基因扩增呈
阴性或无硝化能力．

３　结　论
１）提出了高效富集驯化海洋硝化细菌的方

法，并确定了富集驯化的工艺条件，温度（２５±
２）℃，ＤＯ＞５ｍｇ／Ｌ，在自养富集后期进行异养驯
化，可以驯化出具有混养特性的异养硝化细菌和

好氧反硝化细菌．
２）在富集驯化前、自养驯化结束、异养驯化

结束时进行异养细菌的分离，得到的菌株数目分

别是８株、８株和６株．
３）富集驯化前分离的８株异养菌中 ａｍｏＡ基

因扩增为阳性的有３株，ｎａｐＡ基因扩增呈阳性的
有３株，自养富集结束后分离的８株异养菌和异养
富集结束后分离的６株异养菌中，ａｍｏＡ基因扩增
为阳性的均为４株，ｎａｐＡ基因扩增呈阳性的均有
２株．

４）快速筛选出的基因扩增呈阳性的１１株菌
中，９株具有处理氨氮的能力，可以将氨氮转化成
硝化产物（亚硝态氮、硝态氮）或反硝化产物（气

态氮）．
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