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摘  要：【背景】好氧反硝化细菌在水产养殖尾水处理中显现出广泛的应用潜力。然而，大多数

好氧反硝化细菌在高盐环境中的脱氮性能有限。【目的】筛选出耐盐好氧反硝化细菌，并对其脱

氮性能进行评估。【方法】从养殖池塘底泥中富集筛选出 1 株新型高效好氧反硝化细菌，通过 16S 
rRNA 基因测序及生理生化试验鉴定菌种；采用动物试验和药敏试验对分离菌进行毒力和耐药性检

测，设置不同的环境因素探寻最佳脱氮条件并进行优化，利用固定化技术提高其应用能力。【结

果】经鉴定，菌株 WM27 为产酸克雷伯氏菌(Klebsiella oxytoca)，有较高的抗生素敏感性及较好的

生物安全性。以琥珀酸钠为碳源，菌株 WM27 在 C/N=10、pH 7.0、温度 25 ℃的条件下具有较强

的脱氮能力，对总氮(total nitrogen, TN)、NH4
+-N、NO2

−-N 和 NO3
−-N 的去除率可达到 90%以上。

该菌株在 3%的盐度环境下具有良好的脱氮能力，TN、NH4
+-N、NO2

−-N 的去除率仍有 88%以上；

经固定化菌株 WM27 的脱氮处理，NH4
+-N、NO2

−-N 和 NO3
−-N 48 h 的降解效果可分别达到
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98.62%−99.46%、98.26%−100%和 98.34%−100%。【结论】菌株 WM27 是一株耐盐、安全且高效

的好氧反硝化细菌，在高盐养殖尾水处理中具有潜在的应用价值。 
关键词：产酸克雷伯氏菌；好氧反硝化；固定化；水产养殖尾水处理；耐盐 
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Abstract: [Background] Aerobic denitrifying bacteria have shown a wide range of application 
potential in the treatment of aquaculture tail water. However, most aerobic denitrifying bacteria 
have limited denitrification performance in high-salt environments. [Objective] To screen out 
salt-tolerant aerobic denitrifying bacteria and evaluate their denitrification performance. 
[Methods] A novel, efficient aerobic denitrifying bacterial strain was selected from the bottom 
sediment of the aquaculture pond, and the strain was identified by 16S rRNA sequencing and 
physiological and biochemical tests. Animal tests and antimicrobial susceptibility tests were 
conducted to examine the virulence and antibiotic resistance of the isolate. Environmental 
factors affecting the denitrification performance were optimized, and the immobilization 
technology was employed to improve its application. [Results] Strain WM27 was identified as 
Klebsiella oxytoca, which had high antibiotic sensitivity and good biosafety. With sodium 
succinate as the carbon source, strain WM27 had strong denitrification performance under the 
conditions of C/N=10, pH 7.0, and 25 °C, with the removal rates of TN, NH4+-N, NO2–-N, and 
NO3–-N reaching more than 90%. The strain had good denitrification ability at 3%, with the 
removal rates of TN, NH4+-N, and NO2–-N still more than 88%. The degradation effects of 
NH4+-N, NO2–-N, and NO3–-N for 48 h were 98.62%–99.46%, 98.26%–100%, and 
98.34%–100%, respectively. [Conclusion] Strain WM27 is a salt-tolerant, safe, and efficient 
aerobic denitrifying bacterium, demonstrating a potential application value in the treatment of 
high-salt aquaculture tail water. 
Keywords: Klebsiella oxytoca; aerobic denitrification; immobilization; treatment of aquaculture 
tail water; salt tolerance 
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随着水产养殖模式由传统的粗放式逐渐转

变为现代的集约化和高密度式，产能显著提升，

然而这一转变也导致了水体污染问题日益严重[1]。

水体中氮元素因水生动物残饵和粪便的积累而

严重超标，导致水环境富营养化，这已成为制

约当前水产养殖业发展的难题[2]。因此，高效去

除水中的氮是养殖水体污染治理的研究热点。 
近年来，生物脱氮技术展现出了显著的效

果，是环保且高效的技术手段。传统的脱氮过

程依赖多种细菌的参与，而每种细菌具有不同

的生化和生理需求，这增加了技术实施的复杂

性[3]。异养硝化-好氧反硝化细菌可以在有氧环

境下同时进行硝化与反硝化，具有繁殖迅速、

可利用多种底物等优势。这些特点使其能够高

效提升反应效率、降低成本，从而突破传统生

物脱氮技术的局限性[4]。然而，高盐度的海水

环境对于大多数好氧反硝化菌是一个巨大的挑

战[5]。随着渗透压的增高，微生物生长与代谢

能力被逐渐抑制[6]。因此，筛选和鉴定具有耐

盐异养硝化-好氧反硝化细菌，对治理咸淡水和

海水养殖尾水具有重要意义。 
固定化微生物技术是一种生物强化技术，

通过特定的固定化方法将具有催化活性的微生

物限制在生物反应器的有限区域内[7]。常用固

定化材料有无机载体如活性炭、SiO2 等，天然

高分子载体如海藻酸钠、琼脂等，以及人工合

成聚合物载体如聚乙烯醇、聚丙烯酰胺等[8]。

游离微生物在应用时易被水稀释流失，需大量

投加微生物，造成浪费和增加成本[9]。相较于

直接应用游离微生物，微生物固定化技术具有

多种优势：为微生物提供物理屏障，增强水力

耐受性[10]；维持高生物量，提升尾水降解效率；

易与水分离，可重复利用便于控制和使用；同时

固定化多种微生物等优点[11]。因此，微生物固定

化技术在水产养殖尾水处理中得到广泛应用。 
本研究从养殖池塘底泥中分离筛选出一株

好氧反硝化菌株，探索其脱氮性能与脱氮特性，

并评估固定化微生物对养殖尾水脱氮的效果，

以期为脱氮菌种质资源库提供新的菌株，并为

未来该菌株在实际生产中的开发利用提供理论

依据和技术支持。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

实验样品取自广东省佛山市三水区某加州

鲈养殖池塘底泥。斑马鱼，广东省广州市某市

场。实验经广东省农业科学院动物科学研究所

(水产研究所)实验动物伦理委员会批准，批准号

为 GY2025001。 
1.2  培养基 

富集培养基与溴麝香草酚蓝(bromothymol 
blue, BTB)培养基按照付雨潼等[6]的方法配制。

配制固体培养基时要在液体培养基的基础上加

入 15 g/L 的琼脂。 
氮源发酵培养基按照 Huang 等[12]的方法配

制并进行了调整，设置为复合氮源。氮源发酵

培养基(g/L)：葡萄糖 5.12，NH4Cl 0.1，NaNO3 

0.05，NaNO2 0.05。 
实际养殖尾水来自广东省农业科学院动物

科学研究所罗非鱼养殖鱼塘，鱼塘内水体 TN
达到 15 mg/L 后取养殖水体进行灭菌处理。 
1.3  主要试剂和仪器 

通用型 DNA 小量提取试剂盒，广州迈宝生

物科技有限公司；SanPrep 柱式 DNA 胶回收试

剂盒、聚乙烯醇、海藻酸钠，生工生物工程(上
海)股份有限公司；2×UniqueTM Taq Master Mix 
(With Dye)热稳定性聚合酶，天津诺禾致源生物

信息科技有限公司。 
扫描电镜，卡尔蔡司光学(中国)有限公司；

超微量微孔板分光光度计、梯度 PCR 仪，伯腾

仪器有限公司；电泳仪，北京君意东方电泳设

备有限公司；凝胶成像分析仪，北京市六一仪

器厂；振荡培养箱，上海旻泉仪器有限公司；

紫外分光光度计，上海佑科仪表仪器有限公司。 
1.4  菌株的分离 

取 20 g 底泥与钢珠一同放入生理盐水中，
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30 ℃、180 r/min 振荡 1 h 变成泥水混合液。取

该混合液 20 mL 与 200 mL 的富集培养基混合，

培养 48 h，取富集培养基梯度稀释(10−4−10−7)
并取 100 μL 不同梯度稀释液均匀涂布在 BTB 培

养基上，培养 24 h 后挑取蓝色菌落在 BTB 培养

基上进一步纯化培养 24 h，选取反硝化效果最明

显的 1 株细菌命名为 WM27 并保存。 
1.5  形态学分析及生理生化鉴定 

将菌株 WM27 接种于固体富集培养基中，

30 ℃培养 24 h。观察菌落的形态并挑取单菌落

进行革兰氏染色，利用显微镜油镜(10×100)观
察菌株的染色形态。通过扫描电镜(5 000×)对菌

株 WM27 的形态进行观察并记录。生理生化试

验参照文献[13-14]。 
1.6  16S rRNA 基因序列分析及系统发

育树的构建 
菌体 DNA 的提取参照 DNA 提取试剂盒说

明书进行。使用 2×UniqueTM Taq Master Mix 
(With Dye)热稳定性聚合酶、细菌通用引物 27F 
(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 
(5′-GGCTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 16S rRNA
基因扩增。PCR 反应体系(50 μL)：DNA (27 ng/μL) 
2 μL，ddH2O 21 μL，正向引物 27F (10 μmol/L) 
1 μL，反向引物 1492R (10 μmol/L) 1 μL，

2×UniqueTM Taq Master Mix (With Dye) 25 μL。

PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，53 ℃ 
30 s，72 ℃ 90 s，30 次循环；72 ℃ 5 min；4 ℃
保存。用琼脂糖凝胶电泳分析扩增结果，并送

至生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。

将 所 得 测 序 结 果 上 传 至 GenBank 数据库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)获得登录

号，使用 MEGA 11.0 软件采用邻接法构建系统

发育树[15]。 
1.7  药敏测试 

按照参考文献[16]进行药敏试验，将菌株

WM27 活化后取 100 μL 菌液均匀涂布在固体富

集培养基上，将药敏纸片轻置于平板中部。每

种抗生素设置 3 组平行，30 ℃培养 24 h 后取出，

使用游标卡尺测量并记录抑菌圈直径大小[17]。 
1.8  安全性评估 

选取体长为 (4.0±1.0 cm)的健康斑马鱼  
180 条，随机平均分配到 20 L 养殖缸中，设置实

验组与空白组，每组 3 个平行。将菌株 WM27
接种在发酵培养基，30 ℃、180 r/min 培养   
18 h 后制备成悬浊液，根据生长曲线调节悬浊

液 浓 度 ， 使 实 验 组 水 体 菌 液 浓 度 维 持 在  
1×106 CFU/mL，空白组添加等量的灭菌水。实

验周期内每 3 d 换 1 次水并加入菌液，实验共

持续 15 d，每天定时投喂，统计斑马鱼存活

情况[18]。 
1.9  菌株脱氮条件优化 

探究不同的环境因子(碳源、C/N、pH、温

度)对菌株 WM27 的生长和脱氮能力的影响。分

别设置葡萄糖(C6H12O6)、柠檬酸钠(C6H5Na3O7)、
草酸钠(Na2C2O4)、琥珀酸钠(C4H4Na2O4)和乙酸

钠(CH3COONa)为单一碳源；设置 C/N 为 5、10、
20、30、40；设置温度梯度为 20、25、30、35 ℃；

设置 pH 值为 5.0、6.0、7.0、8.0。培养基为氮

源发酵培养基、C/N 10、pH 7.0、转速 180 r/min
和温度 30 ℃为对照条件，实验过程中控制单一

变量。起始菌液浓度 OD600 为 1.0，培养基体积

1%的接种量，实验持续 48 h，分别于 0、6、12、
24、48 h 取样，测量 OD600 后 5 000 r/min 离心

5 min，检测上层清液的各项指标。 
1.10  菌株 WM27 对高盐度模拟尾水的

耐受性 
为探究菌株是否具备处理高盐度模拟尾水

的能力，采用氮源发酵培养基为基础配方制备

人工尾水，通过添加不同浓度氯化钠设置盐度

为 0%、1%、3%、4%和 5%。其他变量保持一致，

每组实验设置 3 个平行。起始菌液浓度 OD600 为

1.0，培养基体积 1%的接种量，实验持续 48 h，
分别于 0、6、12、24、48 h 取样。测定模拟尾

水中的 OD600 后 5 000 r/min 离心 5 min 取上清

液检测氮源浓度，验证菌株对高盐度模拟尾水

的耐受性。 
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1.11  菌株的固定化与应用 
使用聚乙烯醇(polyvinyl alcohol, PVA)和海

藻酸钠(sodium alginate, SA)固定菌株。将菌株

在 30 ℃、180 r/min 的条件下培养 16 h 并取 20 mL
制备为细菌悬浮液，并与 80 mL 含有 PVA 和

SA 的灭菌基质混合搅拌，制备成含菌基质(8% 
PVA; 5% SA; W/V)。将含菌基质滴入质量分数

为 3%的氯化钙饱和硼酸溶液中交联固化成珠

子，固定后冲洗，同时制备不含微生物的珠子

作为对照[19]。 
将上述固定化微生物珠接种到复合氮源发

酵培养基中，30 ℃、180 r/min 处理。半连续实

验设为 3 个重复周期实验，每个周期处理培养

48 h，分别在 0、6、12、24、48 h 取样，测定

NH4
+-N、NO2

−-N 和 NO3
−-N 的含量，3 组循环

实验累计持续进行 6 d。 
将固定化微生物珠接种到水产养殖实际尾

水中，水产养殖尾水取自广东省农业科学院水

产研究所水产养殖尾水暂存池，经过 121 ℃高

温灭菌 20 min。每组尾水投加 1%的固定化微生

物珠并培养 48 h，分别在 0、6、12、24、48 h
取样，测定总氮(total nitrogen, TN)、NH4

+-N、

NO2
−-N 和 NO3

−-N 的含量。 

1.12  检测及分析方法 
检测方法：氨氮(NH4

+-N)采用纳氏试剂分

光光度法(HJ 535—2009)[20]检测，亚硝酸盐氮

(NO2
−-N)采用分光光度法 (GB 7493—87)[21]测

定，硝酸盐氮 (NO3
−-N)采用紫外分光光度法

(HJ/T 346—2007)[22]测定，TN 采用碱性过硫酸

钾消解紫外分光光度法(HJ 636—2012)[23]检测。

去除率的计算公式如下： 
η(%)=(C0−C1)/C0×100 

其中 C0 表示 0 h 的氮源浓度(mg/L)，C1 表示培

养后某时间相应的氮源浓度(mg/L)。 
分析方法：本研究数据均为 3 组重复的均

值±标准差。采用 GraphPad Prism 10.0 软件和

Origin 2021 软件进行数据分析和图表绘制。 

2  结果与分析 
2.1  菌株形态、生理生化及 16S rRNA
基因序列分析鉴定结果 

菌株 WM27 菌落在固体富集培养基上呈圆

形，颜色为有光泽的淡黄色，表面光滑边缘整

齐平滑(图 1A)；经革兰氏染色为红色(图 1B)，
表明菌株 WM27 为革兰氏阴性菌；电镜下菌株

WM27 呈短杆状(图 1C、1D)。根据参考文献[13-14]
并对照已发表菌株克雷伯氏菌(Klebsiella) sp. 
Y5[24]对菌株 WM27 进行生理生化鉴定，初步鉴

定为克雷伯氏菌属(表 1)。对菌株 WM27 测序并

将得到的 16S rRNA 基因序列上传至 GenBank 数

据库(登录号为 OR438297)。通过构建系统发育

树发现菌株 WM27 与克雷伯氏菌属的产酸克雷

伯氏菌(Klebsiella oxytoca)亲缘关系最近，并在

同一个分支上，相似性高达 99.93% (图 2)。可

判断菌株 WM27 是产酸克雷伯氏菌，并将该菌

命名为 Klebsiella oxytoca WM27。 
2.2  药敏测试及安全性评估 

通过药敏测试观察到菌株 WM27 对 10 种

常用抗生素中的氯霉素、四环素、庆大霉素、

头孢曲松、头孢他啶、复方新诺明、环丙沙星、

诺氟沙星这些常见药品表现为敏感，对链霉素、

红霉素呈现中介状态(图 3，表 2)，并且在生物

安全性评价中斑马鱼成活率为 100% (图 4)，表

明菌株 WM27 的环境安全性较高。 
2.3  最适脱氮条件的筛选优化 
2.3.1  不同碳源对菌株 WM27 脱氮效果的

影响 
当以琥珀酸钠、乙酸钠、柠檬酸钠、葡萄

糖为碳源时，48 h 内的 TN 去除率分别为 94.78%、

93.93%、92.50%和 87.16%，证明菌株可以利用

多种碳源生长。在琥珀酸钠中 TN、NO2
−-N 和

NO3
−-N 的去除效率分别达到了 97.34%、97.80%

和 98.91%，在利用琥珀酸钠时生长性能与脱氮

效率最高，表明菌株 WM27 的最佳培养碳源为

琥珀酸钠(图 5A)。 
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图 1  菌株 WM27 的形态鉴定结果   A：菌株 WM27 的外观形态；B：菌株 WM27 的革兰氏染色；C：

菌株 WM27 的电镜扫描结果；D：菌株 WM27 的电镜扫描局部放大图。 
Figure 1  Phylogenetic tree construction and morphological identification. A: Appearance and morphology 
of strain WM27; B: Gram staining of strain WM27; C: Electron microscope scanning of strain WM27; D: 
Partial magnification of electron microscope scanning of strain WM27. 
 
表 1  菌株 WM27 的生理生化特征 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics 
of strain WM27 
Physiological and 
biochemical index 

Klebsiella 
sp. Y5[24] 

Klebsiella 
oxytoca WM27 

Ornithine decarboxylase – – 
Lysine decarboxylase + + 
Glucose utilization – + 
Cellobiose utilization + + 
Sorbitol utilization + + 
Rhamnose utilization + + 
Xylose utilization + + 
Sucrose utilization + + 
Arabinose utilization + + 

+: Positive reaction; –: Negative reaction. 

2.3.2  不同 C/N 对菌株 WM27 脱氮效果的

影响 
随着 C/N 不断增加，生长性能(OD600)逐渐

升高，但是当 C/N 达到 10 以上后，反硝化性能

就不会有较大的变化并且当 C/N=10 时，菌株去

除 TN 效果最好，去除率为 98.66%。菌株 WM27
的最适 C/N=10 (图 5B)。 
2.3.3  不同 pH 对菌株 WM27 脱氮效果的

影响 
菌株 WM27 在 pH 6.0−8.0 时均能保持正常

生长与代谢，当 pH 7.0 时，生长性能(OD600)最
佳，NH4

+-N、NO2
−-N 和 NO3

−-N 的去除率分别

为 88.71%、99.51%和 90.02% (图 5C)。 
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图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 WM27 的系统发育树   节点处的数字代表树的自举值(目
标分支在所有自举样本中重复出现的百分比)；括号内的数字为 GenBank 登录号；标尺 0.10：序列差

异度。 
Figure 2  Constructed a phylogenetic tree of strain WM27 based on 16S rRNA gene sequence. The number 
at each branch points is the percentage supported by bootstrap; The number in the parentheses are the 
GenBank accession number; Bar 0.10: Sequence divergence.  
 

 
 
图 3  菌株 WM27 的药敏测试 
Figure 3  Drug susceptibility test of strain WM27. 
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表 2  菌株 WM27 对不同药品的耐药性结果 
Table 2  Resistance results of strain WM27 to 
different drugs 
Drug Size of inhibition 

ring (mm) 
Sensitive 
level 

Chloramphenicol 29.3±2.3 S 
Tetracycline 23.2±2.1 S 
Gentamicin 23.5±1.5 S 
Ceftriaxone 26.5±0.9 S 
Streptomycin 13.5±1.1 I 
Ceftazidime 24.6±2.2 S 
Co-trimoxazole 23.9±2.8 S 
Ciprofloxacin 34.7±1.2 S 
Erythromycin 12.3±0.7 I 
Norfloxacin 32.4±1.6 S 
R: Resistance; I: Intermediary; S: Sensitivity. 
 
2.3.4  不同温度对菌株 WM27 脱氮效果的

影响 
当温度从 20 ℃提升至 35 ℃时，其生长性

能和对 TN、NH4
+-N 和 NO2

−-N 去除率呈先升后

降的趋势，而在 35 ℃时，NO3
−-N 的去除率最

低。在 25 ℃时 OD600 达到最大，TN、NH4
+-N、

NO2
−-N 和 NO3

−-N 的去除率分别为 89.11%、

94.18%、97.42%和 89.52% (图 5D)。 
2.4  菌株 WM27 对高盐度模拟废水的

耐受性结果 
在盐度为 0 时 TN、NH4

+-N、NO2
−-N

和 NO3
−-N 从 60、20、20、20 mg/L 降低到 

 
 
图 4  菌株 WM27 浸泡处理后斑马鱼存活率 
Figure 4  Survival rate of zebrafish soaked with 
strain WM27. 
 
(6.302±0.206)、(0.349±0.032)、(0.136±0.004)、
(0.070±0.002) mg/L，当盐度在 3%时，TN、

NH4
+-N、NO2

−-N 和 NO3
−-N 的去除率仍有

88.12%、93.63%、96.45%和 93.85%，仍能表现

出较强的脱氮能力。当盐度为 5%时 TN、

NH4
+-N 、 NO2

−-N 和 NO3
−-N 只 能 降 低 到

(52.279±1.795)、(8.644±0.871)、(6.491±0.112)、
(6.316±0.205) mg/L，证明随着盐度的增加，菌

株的生长性能与脱氮性能不断下降(图 6)。 
2.5  固定化与应用结果 

本研究探讨了菌株 WM27 在固定化培养体

系中对养殖尾水中无机氮去除效果的影响。将

菌株 WM27 制备成固定化小球作为实验组，将

不含微生物的空白小球作为对照组。实验共设 
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图 5  环境因子对菌株 WM27 生长和脱氮性能的影响   A：碳源；B：C/N；C：pH；D：温度。 
Figure 5  Effects of environmental factors on the growth and nitrogen removal performance of strain WM27. 
A: Carbon sources; B: C/N; C: pH; D: Temperatures. 
 
置 3 个循环，每个循环处理 48 h，并在 0 h 开

始每隔 12 h 测定 1 次水体中的 3 种无机氮元素。

结果如图 7 所示，其中 A、B、C 图为 3 次循环

实验中固定化小球分别对 3 种无机氮的降解效

果。在 48 h 内，第 1 次循环实验中 NH₄⁺-N、

NO₃−-N、NO₂−-N 的降解率分别为 98.93%、100%
和 100%；第 2 次循环中分别为 99.46%、98.49%
和 98.34%；第 3 次循环中分别为 98.69%、

98.26%和 98.56%。实验结果表明，固定化小球

在 3 次循环实验中对无机氮元素表现出高效的 
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图 6  盐度对菌株 WM27 脱氮性能的影响 
Figure 6  The effect of different temperatures on nitrogen removal efficiency of strain WM27. A: TN; B: 
NH4

+; C: NO2
−; D: NO3

−. 
 
去除效果，固定化小球处理系统具有良好的稳

定性和重复使用的潜力。 
固定化 WM27 对养殖尾水的脱氮处理结果

如图 8 所示，TN、NH4
+-N、NO3

−-N 和 NO2
−-N

浓度明显持续下降。到第 48 h，TN、NH4
+-N、

NO3
−-N 和 NO2

−-N 的浓度分别为(4.385±0.127)、
(1.105±0.027)、(1.754±0.103)、(1.527±0.052) mg/L，
去 除 率 分 别 为 77.04% 、 74.73% 、 71.28%      
和 55.78%。 

3  讨论 
本研究通过形态学、生理生化指标及 16S 

rRNA 基因序列测定等方法，将前期从养殖池塘

中分离出来的菌株 WM27 鉴定为产酸克雷伯氏

菌，并将其命名为 Klebsiella oxytoca WM27。
菌株被应用于生态环保及污染控制前，必须对

其进行环境安全评价[25]。药物敏感性测试结果

显示，该菌株对常用药物未表现出显著的耐药

性，并且在斑马鱼生物安全性实验中存活率达

到 100%，表明 Klebsiella oxytoca WM27 具有良

好的生物安全性。 
3.1  不同环境条件对菌株 WM27 脱氮

性能的影响 
好氧反硝化细菌在水产养殖尾水脱氮中发

挥着关键作用，细菌的活性会受到温度、碳源、

pH 值和 C/N 比等多种环境因素的影响[26]。研究

发现一些特定的菌株具有较强的环境适应能力，

可以在广泛的 C/N 比、pH 和温度条件下保持良

好的生长性能与脱氮效果，在水体净化中具有

较强的应用潜力[27]。因此，通过筛选和优化这

些菌株的应用条件，可以有效提升好氧反硝化细

菌的脱氮效率。在本研究中，Klebsiella oxytoca  
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图 7  菌株 WM27 半连续实验 
Figure 7  Semi-continuous treatment strains WM27. A: 
NO3

−-N; B: NO2
−-N; C: NH4

+-N. 

 
 
图 8  固定化菌株 WM27 对实际海水养殖废水中

TN、NH4+-N、NO3−-N 和 NO2−-N 的去除 
Figure 8  Removal of TN, NH4

+-N, NO3
−-N and 

NO2
−-N from the actual mariculture wastewater by 

immobilized strain WM27. 
 
WM27 可利用琥珀酸钠、葡萄糖等多种碳源，

但在利用琥珀酸钠时生长性能与脱氮效率最

高，该结果与李艳丽等 [19]对 Burkholderia sp. 
ZH8 的研究结果一致。而造成这种情况的原因

可能是由于琥珀酸钠的分子量较小，更有利于

好氧反硝化细菌的吸收[28]。增加电子供体可促

进好氧反硝化过程，这些电子供体通常由内部

碳源和外部的有机碳源提供[24]，因此 C/N 是影

响脱氮效率的重要影响因素。在不同的 C/N 实

验中，随着 C/N 的不断提高，菌株 WM27 的生

长量虽然有显著提高，但氨氮去除效果在 C/N
为 20 时达到顶峰。这与 Kim 等[29]的研究结果

类似。 
pH 值不仅能够调节细胞内部酶的催化活

性，还能动态地调控溶液中的各种化学物质浓

度。这种调控机制使得菌株在特定的 pH 条件

下展现出最佳的脱氮性能。当溶液的 pH 接近

7.0 时，Klebsiella oxytoca WM27 表现出最高效

的氮去除能力，这一现象与 Li 等[30]的研究成果

相吻合。温度是影响菌株活性的重要环境因素

之一，低温会延缓反硝化关键酶基因的表达抑

制酶活性，减缓微生物生长并破坏细菌细胞膜，

增加细胞死亡率，导致反硝化作用显著降低[31]。

Ji 等[32]发现大多数好氧反硝化菌株的最适生长



 
许敬轩 等 | 耐盐产酸克雷伯氏菌(Klebsiella oxytoca) WM27 的特征、脱氮性能及固定化 2541 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

温度范围为 25−37 ℃。菌株 WM27 在 25 ℃时的

综合脱氮效率最高，该结果与 Ji 等的结果一致。 
本研究发现菌株 WM27 的适宜生长和脱氮

条件为 C/N=10、pH 7.0、温度 25 ℃，这些结

果与 Song等[33]发现大多数好氧反硝化菌在 C/N
为 5−10、pH 7.0−8.0、温度 25−37 ℃的条件下

工作的结果类似，证明了该菌株具有在广东沿

海地区应用于养殖尾水脱氮工程的潜力。 
3.2  菌株 WM27 对高盐度模拟废水的

耐受性 
研究表明，当盐度超过 3%会显著降低微生

物的生长和去除 NH4
+-N 的能力[34]。高盐度会

影响化合物在培养基和细胞间的运输并导致细

胞脱水和裂解、改变微生物代谢过程以及直接影

响氨氧化速率[11]。本文的研究中，菌株 WM27
可以在 0−5%的盐度中生长，而盐度大于 3%后，

尽管菌株 WM27 去除 TN 与 NH4
+-N 的性能降

低，但仍能有效去除 NO2
−-N 和 NO3

−-N 的仍有

一定去除能力。NO2
−-N 在盐度 3%、4%、5%的

去除率分别为 96.45%、75.40%、67.54%，NO3
−-N

在盐度 3%、4%、5%的去除率分别为 93.85%、

83.03%、68.42%。该实验结果与 Shu 等[35]对门

多萨假单胞菌(Pseudomonas mendocina) A4 的

研究结果类似，说明该菌株可在咸淡水及低盐

度海水养殖尾水治理中具有潜在的应用价值。 
3.3  菌株固定化应用前景 

固定化技术和固定化微生物在养殖尾水处

理领域的应用已受到广泛关注[36]。其中，利用

SA 制备的固定化珠子在保护微生物免受水体

中其他微生物的捕食和竞争方面展现出显著优

势[37]。这种保护机制确保了固定化微生物的稳

定性和活性，从而提高了菌株在尾水处理中的

脱氮效率[38]。关于固定化小球的制作，PVA 和

SA 的浓度配比是关键因素之一。不同的配比会

对固定化颗粒的脱氮性能及内部结构产生显著

影响[39]。通过优化 PVA 和 SA 的浓度配比，可

以制作出具有良好脱氮效果和内部结构的固定

化颗粒，从而提高尾水处理的效率[40]。本研究

采用 8% PVA 与 5% SA 混合后在 3% CaCl2 中进

行交联 1 h 的方法对菌株进行固定化。实验结

果表现出了高效且稳定的无机氮元素去除效

果。这种固定化方法不仅提高了微生物的脱氮

效率，还增强了其在实际应用中的稳定性和持

久性。经过固定化菌株 WM27 的脱氮处理后，实

际养殖尾水中 TN 的浓度由 13.932 8 mg/L 降至

4.385 mg/L，达到《广东省水产养殖尾水排放

标准》 (DB 44/2462—2024)[41]中的二级标准   
(5 mg/L)。此外，Tang 等[42]发现，将氧化石墨

烯分散到 PVA-SA 凝胶珠中可以提高在低温

(6−8 ℃) 条 件 下 荧 光 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 
fluorescens) Z03 的脱氮效率。因此，固定化技术

和固定化微生物在养殖尾水处理中具有巨大的

应用潜力。通过进一步优化固定化条件和方法，

可以开发出更加高效、环保的尾水处理技术，

为养殖业的可持续发展提供有力支持。 

4  结论 
本研究从佛山市三水区加州鲈养殖池塘中

筛选鉴定出 1 株安全性较高的耐盐好氧反硝化

细菌 Klebsiella oxytoca WM27；在碳源是琥珀

酸钠、C/N=10、pH=7.0、温度在 25 ℃的条件

下，菌株 WM27 具有最强的脱氮性能；菌株在

较宽的盐度范围内(0%−3%)具有良好的脱氮性

能，当盐度在 3%时，TN、NH4
+-N、NO2

−-N 和

NO3
−-N 的去除率仍有 88.12%、93.63%、96.45%

和 93.85%。利用 PVA-SA 固定的 Klebsiella 
oxytoca WM27 在固定化半连续培养实验中

NH4
+-N、NO2

−-N 和 NO3
−-N 去除率均可达到

100%，在实际尾水中去除率达到 68.52%，展现

了其在固定化条件下的持续高效脱氮性能。综

上所述，产酸克雷伯氏菌 (Klebsiella oxytoca) 
WM27 具有应用于养殖尾水脱氮工程的潜力。 
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