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摘要#.目的/ 利用聚羟基丁酸戊酸共聚酯 !UZLb"作为固体碳源和生物膜载体%去除循环水养殖系统
的硝酸盐%并研究固体碳源反硝化反应器不同运行阶段生物膜中微生物群落结构的动态变化& .方
法/ 采用 U4KNY]]M技术对反硝化反应器中微生物群落结构的动态变化进行了分析%采用传统纯培养
方法分离反应器中降解 UZLb的细菌& .结果/ 连接固相反硝化反应器能使循环水养殖系统中积累的
硝酸盐显著降低%并维持在较低水平!小于 &1 -W5T" %而常规循环水养殖系统中硝酸盐浓度持续增加&
系统发育树聚类分析结果表明%反硝化反应器生物膜细菌归属于变形菌门 !!N+/9,*9.<A,*/@<’,N
+/9,*9.<A,*/@<和 -N+/9,*9.<A,*/@<" ’厚壁菌门 ![@/-@A:,*>"和拟杆菌门 !L<A,*/9@B*,*>" & 反应器运行初期
!#1 B"的优势种群主要为 !"&2(F(’$7和 A$"&**;4$运行后期 ! &"1 B" 的优势种群依次为 >*(4#’&2&;8’
M64;*1&#()$"#6’&;8’M6"3*(’(8(-$4’B46;2(7$-#3(8(-$4和 <*$F()$"#6’&;8& 从反应器中分离到的 UZLb降
解菌株分别归属于 !"&2(F(’$7’%6#39*&)&;8’B46;2(7$-#3(8(-$4和 M6"3*(’(8(-$4& .结论/ 利用 UZLb为
碳源能有效去除循环水养殖系统的硝酸盐& 明确了反硝化反应器在运行过程中%碳源表面生物膜的优
势菌群及其动态变化&
关键词!循环水养殖系统% 硝酸盐% UZLb% 反硝化% U4KNY]]M% 群落结构
中图分类号!6$DH!!文章编号!111&N(01$!01&#"1$N&1"DN&1

!!循环水产养殖与传统养殖方式相比%具有节水’
节地’高密度集约化和排放可控的特点%是未来水产
养殖方式转变的必然趋势 (& ’D) & 在循环水养殖系统
中%通过常规水处理技术!沉淀’过滤和生物净化"%
能有效去除水中的有机物%并把氨氮转化为硝酸盐

!硝化作用"%使水质得到一定程度的改善& 但由于
不具备反硝化功能%常造成系统中硝酸盐的大量积
累 (#) & 相对于氨氮和亚硝态氮而言%3PDN3对养殖
对象的毒性相对较低%但是高浓度 3PDN3仍会造成
水生动物的生长速度降低’易患病’成活率降低等问
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题 (" ’() & 养殖生产中往往靠换水来降低硝酸盐浓
度%不但造成了水资源和能源的巨大浪费%而且富含
硝酸盐废水的直接排放%加剧了对环境的污染&

利用微生物的反硝化作用去除硝酸盐是一种常
规的污水脱氮工艺& 该工艺通常需要外加甲醇’乙
醇’葡萄糖等可溶性碳源为反硝化提供还原力%但需
要复杂的碳源投加控制系统%而且存在碳源易过量
影响出水水质的风险 (%) & 固相反硝化是一种新型
的反硝化工艺%该工艺利用可生物降解聚合物同时
作为反硝化微生物的碳源和生物膜载体%具有简单’
易调控的优点 (H ’&1) & L9=*S等 (%)在循环水养殖系统
中增加了一个固相反硝化单元%能有效降低系统的
硝酸盐浓度%而常规的循环水养殖系统!对照"中%
硝酸盐浓度持续增加& 李秀辰等 (&&)研究了固体废
物为碳源去除循环水养殖系统的硝酸盐%获得了较
高的反硝化效率& 以上研究虽然实现了固相反硝化
在循环水养殖系统中的应用%但对于决定系统脱氮
效率的微生物群落结构及其动态变化知之甚少&

本文以聚羟基丁酸戊酸共聚酯!UZLb"作为反
硝化的碳源和生物膜载体%以去除循环水产养殖系
统的硝酸盐%并利用 U4KNY]]M技术分析了反硝化
反应器生物膜中微生物群落的动态变化%旨为固相
反硝化工艺在循环水养殖系统中的应用提供理论与
实验依据&

$%材料和方法

$J$%材料
$J$J$%养殖品种!金鱼 !>$’$44&;4$;’$#;4"%体长
DC" A-’( A-&
$J$J(%固体碳源!采用宁波天安生物材料有限公司
提供的 UZLb颗粒!灰白色%比表面积 0 -0 5EW%直
径 D --"作为反硝化反应器的固体碳源%UZLb粉
末作为分离培养基的碳源&
$J$J)%主要仪器和试剂!水质快速测定仪 ("LND
!L"%连华科技)%紫外可见分光光度计!%"(U%上海
光谱仪器"%aP4分析仪 !c</@9%大昌华嘉商业有限
公司"%扫描电镜 ! )ND#113%Z2aVZ2"%U4K扩增仪
!MY4NH&1%东升国际贸易有限公司 "%V=+7<=-<W*/
ZU凝胶成像系统 !U/9,*@; )@-+=*%h)V"%变性梯度
凝胶电泳系统 !L@9NK<B"& 引物由上海生工合成%
a7* U9F*/)9@= Y3V 2>9=<,@9; _@, ! P̂NL2P

T<.9/<,9/@*"% 细 菌 基 因 组 提 取 试 剂 盒 ! a@<;W*;
L@9,*A7"%+]M̂ NaM<>S)S>,*-2E@,!U/9-*W<"%U4K
试剂购自北京全式金生物技术有限公司%UZLb3培
养基!_3PD 0 W’ Ŵ)P#0%Z0P1C0 W’_0ZUP# 1C" W’
3Z#4=1CD W’UZLb粉末 " W’蒸馏水 &111 -T’琼脂
&CH‘ ’0C1‘%调节 +Z约 %C0%&0&o灭菌 01 -@;"&
$J(%实验装置
$J(J$%循环水养殖系统!采用 0 个水族箱 !K)N
DH1V%日胜电器有限公司"作为循环水养殖系统%水
族箱的有效体积为 0# T& 水族箱自带生物过滤器
!滤料为化学纤维合成的过滤棉"%用于去除 4PY’
氨氮和亚硝酸盐& & 个水族箱连接反硝化反应器以
去除系统中的硝酸盐!图 &"%& 个作为对照&
$J(J(%反硝化反应器!采用固体碳源填充床反应器
!图 &"%材质为有机玻璃%内径 # A-%高 #1 A-%加入
&H" WUZLb颗粒%反应器有效容积为 1CDH T& 升流
式进水%流速由蠕动泵!La&11N0I%保定兰格恒流泵
有限公司"控制%流速为 1C&" T57& 反应器进水来
自水族箱%出水经生物过滤器自动流回水族箱&
$J) 循环水养殖系统的运行

每个水族箱加入 01 T经过晾晒 #H 7 的陈化自
来水%按常规方法各饲养 H 条金鱼& 水族箱内水温
由加热棒控制在 0$ y0o%溶解氧!YP"浓度不低于
( -W5T%+Z值 % ’H& 每天补加由于蒸发损失的水
量!补充水为经过晾晒 #H 7 的陈化自来水"%不换
水& 定期取水样%经 1C#" %-滤膜过滤后测定氨
氮’3PDN3’3P0N3和可溶解有机碳!YP4"浓度#氨
氮采用水质快速测定仪测定$3PDN3和 3P0N3分别
采用紫外分光光度法和盐酸萘乙二胺比色法测定$
YP4用 aP4分析仪测定& 当水族箱中 3PDN3浓度
达到 01 -W5T以上时%开启反硝化反应器%对照水族
箱仍按常规方式运行&
$J*%生物膜和碳源表面形态观察

在稳定运行的反硝化反应器中取具有完整生物
膜的碳源颗粒%用 0C"‘戊二醛固定过夜%然后采用
不同梯度的乙醇脱水%干燥后用扫描电镜观察生物
膜中的微生物形态$另一部分采用超声波剥离生物
膜%然后用蒸馏水冲洗干净%"1o下烘干%用扫描电
镜观察 UZLb原材料和脱膜后的 UZLb颗粒的表面
形态&
$J+%微生物群落结构分析

在反硝化反应器运行的不同时期采集固体碳源

#"1&



张兰河等# 以聚羟基丁酸戊酸共聚酯为碳源去除循环水养殖系统的硝酸盐及44?5微生物学报!01&#""#!$"

图 $&试验装置示意图
[@W:/*&?)A7*-<,@A/*+/*>*;,<,@9; 9\,7**G+*/@-*;,<=>*,N:+?&N

<e:</@:-% 0N.@9\@=,*/% DN+*/@>,<=,@A+:-+% #N@;=*,+9/,% "N>9=@B

A</.9; >9:/A*% (N*G7<:>,+9/,% %N9:,=*,+9/,?

颗粒%超声波剥离生物膜%弃掉固体碳源%&1111 pW
离心 " -@;%弃掉上清液%沉淀部分即为含有 UZLb
表面生物膜的样品% ’01o保存%用于微生物群落结
构分析&
$J+J$%样品总 RKA的提取!生物膜的基因组 Y3V
采用 a7*U9F*/)9@=Y3V 2>9=<,@9; _@,! P̂NL2P
T<.9/<,9/@*"提取%获得的基因组 Y3V用 &‘凝胶电
泳检测&
$J+J(%细菌 $’F=,KA保守区的扩增!通过含有
]4 夹 ! 4]444]44]4]4]4]]4]]]4]]]]4]]
]]]4V4]]]]]]"的细菌通用引物 LV4D#&[!"gN
44aV4]]]V]]4V]4V]NDg" 和 "D#K! "gNVaaV44
]4]]4a]4a]]NDg"扩增细菌 &() /Y3VbD 区片
段 (&0 ’&D) & 扩增体系为 "1 %T#引物 ! 1C1& -9=5T"
& %T% 0 pa/<;>),</,â [<>,U\: U4K):+*/̂@G0" %T%
BBZ0P00 %T& U4K反应程序# $#o D -@;$ $#o
#1 >% ""o & -@;% %0o 0 -@;% 循环 D1 次$ %0o
&1 -@;%电泳检测&
$J+J)%PO,产物的 RSST分析!制备 H‘聚丙烯
酰胺胶%变性剂浓度 D"‘ ’%1‘!&11‘的变性剂为
% -9=5T的尿素和 #1‘去离子甲酰胺的混合物"%上
样量为 0" %T& 电泳条件#& paVM!01 --9=5Ta/@>%
&1 --9=5T冰醋酸%1C" --9=5TMYaV%+Z%C""缓冲
液%&D1 b%电泳 ( 7& 电泳结束后%使用 )hUMK
]/**; 2染液凝胶染色 D1 -@;%拍照&
$J+J*%RSST条带的序列分析及系统发育树的构
建!切胶回收目的条带%捣碎悬浮于 &11 %TBBZ0P
中%#o放置过夜%以上清作为 U4K模板%用引物

LV4D#&[和 "D#K扩增%U4K体系及反应条件同
&C"C0& U4K产物用 +]M̂ Na载体连接%热击转化%
经蓝白筛选%挑克隆后送至中科希林公司测序& 测
序结果经 3:A=*9,@B*L=<>,软件 ! 7,,+#55.=<>,?;A.@?
;=-?;@7?W9c5"比对%下载相似序列%进行多序列比
对!4=:>,<=f"%并构建系统发育树!3*@W7.9/NI9@;@;W%
M̂]V#C1"&

$J+J+%RSST图谱分析!采用 6:<;,@,SP;*分析软
件!L@9NK<B"比较相似性系数 !4>"%分析 D 个样品
指纹图谱的相似性 (&#) %4>值变化范围为 1 ’&11$分
析各样品条带的相对灰度%获得不同时期生物膜样
品各条带细菌在种群中所占的比例&
$J’%PIÊ 降解菌的分离纯化与 $’F=RKA序列
分析

生物膜取样方法同 &C"& 将生物膜样品用无菌
生理盐水进行系列稀释%选择适宜稀释度的菌悬液
涂布 UZLb3琼脂平板%于 0Ho倒置培养 % B& 挑取
有透明圈的菌落进行划线纯化& 采用细菌基因组提
取试剂盒提取纯化菌株的 Y3V& 以基因组 Y3V为
模板%U4K扩增 &() /Y3V& 引物为细菌通用引物
0%[! "gNV]V]aaa]Va44a]]4a4V]NDg" 和 &#$0K
!"gNaV44aa]aaV4]V4aaNDg"& U4K反应程序同
&C"C0& U4K产物送至中科希林公司测序& 测序结
果经 3:A=*9,@B*L=<>,软件 ! 7,,+#55.=<>,?;A.@?;=-?
;@7?W9c5"与已知序列进行比对&

(%结果和分析

(J$%循环水养殖系统中硝酸盐的去除
0 个水族箱在运行过程中%3PDN3浓度以相似

方式逐渐升高%#" B 后达到 01 -W5T左右 !图 0"&
第 #( 天开启反硝化反应器%另 & 水族箱!对照"仍
按常规方式运行& 从图 0 可以看出%对照系统中
3PDN3浓度持续增加%最高值达到 &11C& -W5T!第
&$" 天"$而连接反硝化反应器水族箱中的 3PDN3在
"& B 达到最大 !0&C# -W5T"%随后持续下降%&11 B
后浓度一直维持在 &1 -W5T以下& 0 个水族箱中的
氨氮和 3P0N3浓度分别低于 1C" 和 1C1" -W5T%
YP4浓度为 ( ’$ -W5T& 这一结果表明%以 UZLb
为碳源的固相反硝化反应器能使循环水养殖系统中
的硝酸盐维持在较低水平&

从 UZLb颗粒表面生物膜的扫描电镜 ! )M̂ "

""1&
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照片!图 D"可以看出%在反应器的运行过程中%微生
物能够在 UZLb表面附着并形成生物膜%生物膜中
的微生物以杆菌为主& 图 # 为剥离生物膜后 UZLb
颗粒!取自运行 &"1 B 的反硝化反应器"表面形态与
UZLb原颗粒表面形态的比较& 从图 #NL可以看
出%UZLb颗粒表面光滑%被生物膜中的微生物利用

后!图 #NV"%表面变得粗糙%出现了很多孔洞状结
构& 以上结果表明%养殖系统中的微生物能在
UZLb表面附着形成生物膜%并分解利用 UZLb为
反硝化作用提供小分子有机碳源%从而实现硝酸盐
的去除&

图 (&循环水养殖系统中 K#)8K的变化

[@W:/*0?47<;W*>9\3PDN3A9;A*;,/<,@9;>@; /*A@/A:=<,@;W<e:<A:=,:/*>S>,*->?

图 )&PIÊ 颗粒表面生物膜的扫描电镜照片
[@W:/*D?)M̂ +79,99\.@9\@=-A9<,@;W9;,9,7*>:/\<A*9\UZLb

W/<;:=*?

(J(%RSST图谱分析
变性梯度凝胶电泳!Y]]M"常被用来对环境样

品中微生物群落结构进行分析 (&" ’&() %在聚丙烯酰胺
凝胶的基础上%加入了变性剂!尿素和甲酰胺"能把

不同碱基组成的 Y3V片段区分开来& 为了解反硝
化反应器中细菌群落结构的动态变化%分别于反应
器运行的不同时间!#1’H1’&"1 B"采集生物膜样品%
进行 U4KNY]]M分析%结果如图 " 所示&

从图 " 可以看出%#1 B 生物膜样品的条带数明
显少于 H1 B 和 &"1 B 的条带数& 条带 H’$’&1’&0 只
在前期存在%后期亮度逐渐变暗或消失%可见它们所
代表的细菌在反硝化的过程中逐渐减少& 条带 D’
#’"’(’% 只在后期的样品中亮度较高%可知它们所
代表的细菌在反硝化反应器的运行初期数量可能较
小%而随着反应器的运行%其数量逐渐增多%这些细
菌能够很好地适应反硝化反应器的环境及水质%与
生物膜中一直存在的优势菌群!&’0’&& 条带"共同
构成稳定期的微生物生态系统&

表 & 是用戴斯系数!Y@A*A9*\\@A@*;,"计算出的
各样品相似性的矩阵表& 用该表可以对各样品之间
的相似性进行比较& 由表 & 可知%#1 B 样品和 H1 B’
&"1 B 样品的相似性较低 !DHC&‘ ’(0C#‘"%H1 B
和 &"1 B 样 品 之 间 的 相 似 性 较 高 ! %DC(‘ ’

("1&
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%(CD‘"&

图 *&剥离生物膜后%A&及初始 PIÊ 颗粒的表

面形态%E&
[@W:/*#?UZLbW/<;:=*<\,*/.9@=\@=-B*c*=9+-*;,!V"<;B

):/\<A*9\\/*>7 UZLbW/<;:=*!L"?

表 $&相似性矩阵表
a<.=*&?Y@A*A9*\\@A@*;,>!4>" A9-+</@;W,7*

>@-@=</@,@*>9\U4KNY]]M\@;W*/+/@;,>
=<;* V& V0 L& L0 4& 40
V& &11C1
V0 $&CH &11C1
L& %"C$ %(CD &11C1
L0 %DC% %DC( $DC1 &11C1
4& ##C" #"C% "$C0 (0C# &11C1
40 DHC& #1C1 "DC0 ""CH H1C1 &11C1

(J)%RSST凝胶优势条带回收测序及序列分析
将 Y]]M图谱中的 &0 条优势条带切胶回收’测

序& 测序结果递交 ]*;L<;E 数据库%与已知序列进
行比对!表 0"%并构建系统发育树!图 ("& 从图 "’(
和表 0 的结果可以看出%生物膜中的细菌主要分为
" 大类群#!N变形菌纲 !L*,<+/9,*9.<A,*/"’,N变形菌
纲 ! ]<--<+/9,*9.<A,*/@<"’ -N变 形 菌 纲
!Y*=,<+/9,*9.<A,*/@<"’厚壁菌门![@/-@A:,*>"和拟杆

图 +&不同样品 $’F=RKA基因扩增产物的变性梯

度凝胶电泳%RSST&图谱
[@W:/*"?Y]]M +/9\@=*>9\&() /Y3V W*;*<-+=@\@A<,@9;

+/9B:A,>\/9- B@\\*/*;,><-+=*>?T<;*>V& <;B V0 </*

/*+/*>*;,<,@c*>\9/,7*&"1,7 B<S><-+=*>% =<;*>L& <;B L0

</*/*+/*>*;,<,@c*>\9/,7*H1,7 B<S><-+=*>% =<;*>4& <;B 40

</*/*+/*>*;,<,@c*>\9/,7*#1,7 B<S><-+=*>% <;B & ’&0 </*

/*+/*>*;,<,@c*>\9/,7*,F*=c*.<;B>@>9=<,*B \/9-,7*><-+=*>?

菌门 !L<A,*/9@B*,*>"& 反应器运行初期 ! #1 B "%
UZLb表面生物膜的主要特征菌群包括 !"&2(F(’$7’
A$"&**;4’M&$:3(’()$"#6’’>(8$8(-$4和 A26**(F&)’&(%
其中 !"&2(F(’$7和 A$"&**;4丰度最高%在种群中所占
比例分别为 0(C%$‘和 0(C%‘$反应器运行中后期
!H1 和 &"1 B"%优势菌群包括 !"&2(F(’$7’A$"&**;4’
M64;*1&#()$"#6’&;8’ <*$F()$"#6’&;8’ M6"3*(’(8(-$4’
M&$:3(’()$"#6’’ B46;2(7$-#3(8(-$4和 >*(4#’&2&;8&
H1 B 时%在种群中所占比例最高的为 >*(4#’&2&;8
! 0%C1#‘"% 其 次 分 别 为 A$"&**;4! &#C#H‘"’
B46;2(7$-#3(8(-$4! &0C#(‘" 和 <*$F()$"#6’&;8
!&&C1$‘"$&"1 B 时%优势种群依次为 >*(4#’&2&;8
! 0&C%0‘"’ M64;*1&#()$"#6’&;8 ! &DC%(‘"’
M6"3*(’(8(-$4 ! &0CH#‘"’ B46;2(7$-#3(8(-$4
!&0C%‘"和 <*$F()$"#6’&;8!&0C&$‘"&

%"1&
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表 (&不同时期生物膜样品 RSST切胶条带的序列比对结果及其在种群中所占的比例
a<.=*0?)*e:*;A*<=@W;-*;,/*>:=,><;B ,7*+/9+9/,@9;<=@; +9+:=<,@9; 9\Y]]M>*e:*;A*B A=9;*9\,7*><-+=*>@; B@\\*/*;,+*/@9B>

.<;B A=9>*>,9/W<;@>-
>@-@=</@,S5
‘

]*;L<;E
<AA*>>@9;
39?

A=<>>W/9:+
+/9+9/,@9;5‘

#1 B H1 B &"1 B

&
!"&2(F(’$7$F6-$6
>:.>+?<c*;<*Va44&$H(1!3K�&10H"("

&11 _[H1$H"$ !N+/9,*9.<A,*/@< &DC& HC" $CDH

0
M64;*1&#()$"#6’&;82&"3*(’(6*&8&-$-4T̂ ]
UN0&#D$!3K�&10#HD"

$% _[H1$H(1 4=9>,/@B@< 1 H &DC%(

D <*$F()$"#6’&;8"36-&$6!3K�1##&$H" &11 _[H1$H(0 [=<c9.<A,*/@@< (C#" &&C1$ &0C&$
# >*(4#’&2&;8$64#;$’&&!3K�1#D"($" $$ _[H1$H(& 4=9>,/@B@< 1 01C%D &HC0(
" M6"3*(’(8(-$4$’(8$#&"$ K4L!3K�1%#%#H" &11 _[H1$H(H !N+/9,*9.<A,*/@< 1 HC%H &0CH#
( B46;2(7$-#3(8(-$4867&"$-$!3K�10"&1"" &11 _[H1$H(# ,N+/9,*9.<A,*/@< DC1" &0C#( &0C%
% >*(4#’&2&;8F&-"6-#&&!3K�10(DD(" &11 _[H1$H%1 4=9>,/@B@< 0C0D (CD& DC#(
H !"&2(F(’$7261*;F&&!3K�10("1(" &11 _[H1$H(( !N+/9,*9.<A,*/@< &DC" 1 1
$ >(8$8(-$4-&#’$#&F(’$-4!3K�10"D%(" &11 _[H1$H(" !N+/9,*9.<A,*/@< &0C#0 1 1
&1 A$"&**;44&’$*&4!3K�10H%1$" &11 _[H1$H(% L<A@==@ 0(C%$ &#C#H HC"D
&& M&$:3(’()$"#6’(’9/$6!3K�1###%0" &11 _[H1$H(1 !N+/9,*9.<A,*/@< &DC&D $C(( HCH%

&0
A26**(F&)’&()$"#6’&(F(’;4>,/?a@.*/@:>
!3K�&10#%1"

&11 _[H1$H(D -N+/9,*9.<A,*/@< $CD0 1 1

图 ’&生物膜样品 RSST切胶条带的系统发育树
[@W:/*(?U7S=9W*;*,@A,/**9\>*e:*;A*>\/9-Y]]M.<;B>9\.@9\@=-><-+=*>?3:-.*/>@; +</*;,7*>*>/*+/*>*;,,7*>*e:*;A*><AA*>>@9;

;:-.*/@; ]*;L<;E?a7*>A<=*.</# "‘ >*e:*;A*B@c*/W*;A*?

H"1&
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(J*%反硝化反应器中功能菌株的分离鉴定
以 UZLb为唯一碳源%从生物膜样品中共分离

到 &H 株能在分离平板上形成透明圈的细菌%其 &()

/Y3V序列比对的结果!表 D"表明%分离得到的细菌
包括 !"&2(F(’$7’%6#39*&)&;8’B46;2(7$-#3(8(-$4和
M6"3*(’(8(-$4&

表 )&降解 PIÊ 菌株 $’F=RKA序列比对结果
a<.=*D?K*>:=,>9\&() /Y3V>*e:*;A*<=@W;-*;,9\,7*>,/<@;>B*W/<B@;WUZLb@>9=<,*B \/9-B*;@,/@\@A<,@9; /*<A,9/

.<A,*/@<=39? A=9>*>,9/W<;@>- >@-@=</@,S5‘ A=<>>W/9:+
,/<;>+</*;,A@/A=*
B@<-*,*/5A-

L&’L0’LH’L&&’L&D’L&" !"&2(F(’$7"&#’;**&VV411N&!3K�1%#(DH" $% ’$H !N+/9,*9.<A,*/@< & ’&C"
L&% %6#39*&)&;8:6#’(*6&:3&*;8Û &!3K�1#&%(H" $H !N+/9,*9.<A,*/@< 1CH

LD’L#’L(’L%’L$’
L&1’L&0’L&(’L&H

!"&2(F(’$71$"&*&4!3K�10#$D"" $( ’$H !N+/9,*9.<A,*/@< 1C( ’&C%

L" M6"3*(’(8(-$4$+&#$#$!3K�10#HH#" $H !N+/9,*9.<A,*/@< &
L&# B46;2(7$-#3(8(-$4867&"$-$!3K�10"&1"" $H ,N+/9,*9.<A,*/@< &

)%讨论

循环水产养殖中%水质净化是核心技术 (&% ’&H) &
本研究在循环水产养殖系统常规水处理的基础上%
连接采用 UZLb为碳源的填充床反应器%去除系统
中的硝酸盐& 采用 U4KNY]]M技术研究了反应器
在运行过程中%生物膜中细菌群落的动态变化%并采
用纯培养方法分离鉴定了生物膜中的能分解 UZLb
的菌株&

按常规方式运行的循环水养殖系统%在近 011 B
的运行过程中%硝酸盐浓度逐渐增加%这与 L9=*S等
的研究结果相同 (%) & 连接固相反硝化单元的养殖
系统%在稳定运行过程中%硝酸盐浓度!以 3计"一
直低于 &1 -W5T%氨氮’亚硝酸盐氮和 YP4浓度与
常规养殖系统相当& 这一结果说明%以 UZLb为碳
源的固相反硝化能使循环水养殖系统维持较低的硝
酸盐浓度%而且不会影响其他污染物的去除&

固相反硝化对硝酸盐的去除%首先是由于生物
膜中的微生物分解固体碳源释放小分子可溶性有机
物%随后被反硝化细菌利用作为电子供体%使硝酸盐
还原 (&$ ’00) & 因此生物膜中微生物的群落结构及其
动态变化将决定系统的稳定运行 (0D) &

Y]]M图谱及测序结果揭示了反硝化反应器中
微生物的动态变化规律%明确了群落结构及优势种
群%根据这些信息%可以更深入地解释反硝化反应器
的运行机制& 运行初期!#1 B"生物膜的优势菌群与
运行中后期!H1 B’&"1 B"差别较大%说明在反应器
运行的前 #1 B%生物膜的微生物群落结构还不稳定&
H1 B 和 &"1 B 生物膜的细菌组成相近%形成较稳定
的群落结构&

随反应器运行%初期丰度较高%后期逐渐消失的
细菌有 >(8$8(-$4!条带 $ " 和 A26**(F&)’&(!条带
&0"& 4=<:B@<等 (0#)发现 >(8$8(-$4不利用任何糖
类物质作为碳源%厌氧和好氧条件下都可以还原硝
酸盐& A26**(F&)’&(能清除水产动物常见的致病菌%
对预防鱼病有一定的作用 (0") &

反应器运行中后期生物膜主要含有以下几个种
属的细菌# ! & " !"&2(F(’$7!条带 & 和条带 H " 和
M&$:3(’()$"#6’!条带 &&"#在 D 个时期的生物膜中一
直丰度较高%是反应器运行过程中的主要特征菌群&
二者均属丛毛单胞菌科 !49-<-9;<B<A*<*"& 研究
表明%!"&2(F(’$7和 M&$:3(’()$"#6’能分泌胞外 UZL
解聚酶%使 UZL和 UZLb降解%同时进行反硝
化 (0() $!0"<*$F()$"#6’&;8!条带 D"#随反应器的运行
丰度逐渐提高% &"1 B 时占到种群的 &0C&$‘&
<*$F()$"#6’&;8为兼性厌氧细菌%能降解 UZLb(0%) &
在低氧或无氧条件下%它们能利用硝酸盐或亚硝酸
盐作为最终电子受体进行无氧呼吸%有机物同时被
氧化 (0H) $!D"A$"&**;4!条带 &1"#反应器中一直存在%
但初期丰度较高%占种群的 0(C%$‘%后期逐渐下
降& A$"&**;4能够降解 UZLb(0%) %并显著降低水体中
亚硝酸盐的浓度%从而降低水体的氮素水平& 海养
虾场底泥中的细菌数量和类群的调查%发现有超过
"1‘的细菌生物量是芽孢细菌 (0$) $ !#">*(4#’&2&;8
!条带 # 和条带 %"#>*(4#’&2&;8在反应器运行初期
丰度较低%在稳定期成为优势种群& *̂/W<*/,等 (0%)

证 明 了 >*(4#’&2&;8 能 够 降 解 UZLb& ! " "
M6"3*(’(8(-$4!条带 ""#随反应器的运行丰度逐渐
增加%是稳定期的优势菌& 与条带 " 最接近的菌株
M6"3*(’(8(-$4$’(8$#&"$ K4L是从波托马克河分离
到的具有反硝化作用的细菌 (D1) %属于红环菌科

$"1&
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!K79B9ASA=<A*<*"$!("B46;2(7$-#3(8(-$4!条带 ("#
在反应器运行初期丰度较低!占 DC1"‘"%在中后期
成为优势种群之一& B46;2(7$-#3(8(-$4能将亚硝
酸盐还原为 30P%但不能还原硝酸盐

(D&) %因此在系
统 中 对 3P0N3 的 去 除 贡 献 较 大& ! % "
M64;*1&#()$"#6’&;8!条带 0"#随反应器的运行%丰度逐
渐 增 加 并 成 为 稳 定 期 的 优 势 种 群 之 一&
M64;*1&#()$"#6’&;8为严格厌氧菌%在土壤’污泥中广
泛存在%能利用有机酸或醇作为电子供体还原硝酸
盐 (D0) & 以上菌属均为杆菌%与生物膜 )M̂ 照片!图
D"中的菌体形态一致&

采用传统微生物学分离纯化的方法%从稳定运
行反应器的生物膜中分离到能降解 UZLb的细菌
&H 株% 经 鉴 定 分 别 为 !"&2(F(’$7’ %6#39*&)&;8’
B46;2(7$-#3(8(-$4 和 M6"3*(’(8(-$4& 除
%6#39*&)&;8外%获得纯培养的 UZLb降解菌都被
Y]]M证明是生物膜中的优势菌群& 研究表明%
%6#39*&)&;8是一种高效降解菌%能降解水相中的甲
基叔丁基醚 ! âLM" (DD) & _<=S:R7;<S<等 (D#) 发现
%6#39*&)&;8可以进行反硝化%但未见该菌属降解
UZLb的报道& 本研究首次证明%6#39*&)&;8能降解
UZLb%其降解特性还有待深入研究&

参考文献
( & ) K*8@>7 _:-</bI% ):E:-</<; b% VA7:,7<; 4% I9>*+7 b%

U7@=@+ K% L/@W7,)@;W7 2)? 9̂=*A:=</A7</<A,*/@R<,@9; 9\
,7* ;@,/@\S@;W .<A,*/@<= A9;>9/,@< *-+=9S*B \9/ ,7*
<A,@c<,@9; 9\.@9/*<A,9/>:>*B @; ./<AE@>7 <;B -</@;*
<e:<A:=,:/* >S>,*->? G-#6’-$#&(-$*A&(26#6’&(’$#&(- J
A&(26+’$2$#&(-% 01&D% %H# %#NH&?

( 0 ) L=<;A7*,9;<IU% V,,/<-<B<=_I_% @̂A7<:BB TM% K9e:*
B * P/.A<>,*=M% b<B>,*@;\P? 2;>@W7,@;,9 .<A,*/@<=
+9+:=<,@9; @; <e:<A:=,:/*>S>,*-><;B @,>@-+=@A<,@9;?
!T;$";*#;’$*5-+&-66’&-+% 01&D% "D# D1ND$?

( D ) )A7/*@*/IZ% @̂/R9S<; 3% )<@,9_? @̂A/9.@<=B@c*/>@,S9\
.@9=9W@A<=|=,*/>@; /*A@/A:=<,@;W<e:<A:=,:/*>S>,*->?
>;’’6-#=:&-&(- &- A&(#6"3-(*(+9% 01&1% 0&# D&HND0"?

( # ) U</*;, )% 9̂/@; V? 3 .:BW*, <> F<,*/ e:<=@,S
-<;<W*-*;,,99=@; A=9>*B <e:<,@A-@A/9A9>-?L$#6’
?646$’"3% 0111% D# !&H"# #(N""?

( " ) Z<-=@; IZ% 9̂9/*4L% MBF</B> â% 2>E<;B*Tb%
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.@9A7*-@A<=A7</<A,*/@R<,@9; 9\+9=S DN7SB/9GS.:,S/<,*

B*+9=S-*/<>*\/9- M&:3(’()$"#6’>+? U4V1D$?L(’*2

@(;’-$*(1%&"’()&(*(+9$-2 A&(#6"3-(*(+9% 01&1% 0(

!&1"# &H1DN&H&&?

(0%) *̂/W<*/,I% )F@;W>I?L@9B@c*/>@,S9\-@A/99/W<;@>->,7<,

B*W/<B*.<A,*/@<=<;B >S;,7*,@A+9=S*>,*/>?@(;’-$*(1

G-2;4#’&$*%&"’()&(*(+9% &$$(% &% !"N("# #(DN#($?

(0H) 池振明?微生物生态学?济南# 山东大学出版社%

&$$$?

(0$) Q<;Wd% Q<;WL% Y<@f% I@<93% U*;WJ% T@: )?

MA9=9W@A<=A7</<A,*/@R<,@9; 9\.<A@==@@; >*B@-*;,\/9- <

;*</N>79/* -</@;* 79/,@A:=,:/<=/*W@9;? !::*&62 $-2

5-F&’(-86-#$*A&(*(+9% 011#% &1 ! # "# #H#N#HH?!@;

47@;*>*"

王亚南% 王保军% 戴欣% 焦念志% 彭志英% 刘双江?近

海养虾场底泥中产芽孢细菌的生态特征?应用与环境

生物学报% 011#% &1 !#"# #H#N#HH?

(D1) 49<,*>IY% 47<E/<.9/,SK% T<AE I]% Pg49;;9/) %̂ 49=*

_V% L*;B*/_)% VA7*;.<A7 TV?V;<*/9.@A.*;R*;*

9G@B<,@9; A9:+=*B ,9;@,/<,*/*B:A,@9; @; +:/*A:=,:/*.S

,F9 >,/<@;> 9\M6"3*(’(8(-$4I C$#;’6% 011&% #&&

!(H#&"# &1D$N&1#D?

(D&) a7@*//S)% <̂A</@*Z% 2@R:E<a% ]*@>>Bm/\*/Q% V>>@7

MV% )+<;*c*==9 %̂ b*/7*[% a79-<>U% [:B9: K%

9̂;/9SP% T<.<,̂ % P:<,,</<V)?B46;2(7$-#3(8(-$4

867&"$-$ >+?;9c?<;B B46;2(7$-#3(8(-$4W$:(-6-4&4>+?

;9c?% @>9=<,*B \/9- B@c*/>**;c@/9;-*;,>% <;B *-*;B*B

B*>A/@+,@9;>9\,7*W*;:>B46;2(7$-#3(8(-$4[@;E-<;; *,

<=?0111 <;B 9\@,>,S+*>+*A@*>?G-#6’-$#&(-$*@(;’-$*(1

,94#68$#&"$-2 5F(*;#&(-$’9%&"’()&(*(+9% 011#% "# !("#

00#"N00""?

(D0) b@==*-:/K% T<;,7@*/ %̂ L*<:B*,K% Tr+@;*[?a7*

&(1&



T<;7*J7<;W*,<=?0!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$!01&#""#!$"

M64;*1&#()$"#6’&;8 W*;:>?<5%, %&"’()&(*(+9?6F&6.4%
011(% D1 !""# %1(N%DD?

(DD) 47*;W J% [: T% I@<;W d% 4Z*; I? J7<;W K?
L@9B*W/<B<,@9; 9\-*,7S=#6’#K);#9**,7*/.S>,<.@=@R*B
@--9.@=@R*B 86#39*&)&;8:6#’(*6&:3&*;8 Û & A*==><;B @,>
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