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摘  要：【背景】高度集约化的对虾养殖业面临着日益严重的水污染问题，同步高效降解养殖

废水中的有机物、氨氮和亚硝酸盐是对虾养殖业健康可持续发展的重要保障之一。【目的】通

过分别固定化硝化菌群(Nitrifying bacterial consortia，NBC)和芽孢杆菌，优化菌群空间结构，

提高菌群功能，实现同步高效降解对虾养殖废水中的有机物、亚硝酸盐和氨氮，保障南美白对

虾养殖的可持续发展。【方法】采集养殖虾塘底泥进行硝化细菌自养富集和连续培养，利用 16S 

rRNA 基因高通量测序技术分析硝化菌群组成。从 5 株芽孢杆菌中筛选化学需氧量(Chemical 

oxygen demand，COD)降解能力最强的菌株。选用吸附和成球效果好的无毒包埋材料，通过正

交实验优化固定化配方提高机械强度。选择硝化菌群和芽孢杆菌最适使用浓度进行分别固定化

并联合应用于对虾养殖废水的处理。【结果】高通量分析结果显示硝化菌群中变形菌门

(Proteobacteria，61.10%)占绝对优势，具有自养硝化功能的类群丰度达 12.69%并呈高多样性。

还包含丰度达 47.44%的具有反硝化功能或者潜在反硝化功能的优势菌群和丰度达 12.85%的光

合细菌，是高有机负荷下硝化作用的重要补充，并可通过反硝化作用实现真正脱氮。COD 降

解能力最强的是解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefacien) YL-10，48 h 内 COD 降解率达

100%。固定化最佳配方为贝壳粉 5%、海藻酸钠 3%、交联剂氯化钙为 4%、优化后的固定化小

球其机械强度可达 129.68 mN。固定化使硝化菌群的氨氮和亚硝酸盐降解率分别提高了

128.13%和 130.11% (P<0.05)，但对芽孢杆菌 YL-10 的 COD 降解率无明显提高。1×108 CFU/mL

为硝化菌群和芽孢杆菌 YL-10 在养殖废水中最适使用浓度。在固定化硝化菌群和芽孢杆菌

YL-10 联合作用下，对虾养殖废水的氨氮、亚硝酸盐和 COD 浓度在 48 h 内分别由初始的

6.32±0.12、5.69±0.11 和 65.29±1.14 mg/L 降至 0.03±0.03、0.06±0.01 和 0 mg/L (P<0.05)，降解

率分别为 99.57%、99.03%和 100%。【结论】通过优化固定化有效提高硝化菌群的硝化作用，

联合 COD 降解能力强的芽孢杆菌，同步高效降解对虾养殖废水中的有机物、氨氮和亚硝酸盐，

为规模化应用于南美白对虾高密度养殖提供科学依据。 
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Treatment of shrimp wastewater by combination of immobilized 
nitrifying bacterial consortia and selected Bacillus population 
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Abstract: [Background] The highly intensification of shrimp culture industry is facing an 
increasingly serious problem in water pollution. Simultaneously and high-efficiently degradation of 
organic matter, ammonia and nitrite in shrimp wastewater is one of important guarantees for the 
sustainable and healthy development of aquaculture. [Objective] In order to promote sustainable 
development of Litopenaeus vannamei culture in China, high-efficiently degradation of organic 
matter, ammonia and nitrite of aquaculture wastewater was developed by combination of 
immobilized nitrifying bacterial consortia (NBC) and selected Bacillus population. [Methods] 
High-throughput analysis of 16S rRNA gene was applied to study NBC’s community, which was 
enriched from the bottom mud of local shrimp ponds. We screened the strain with the highest COD 
(chemical oxygen demand) degrading capability from five Bacillus strains, and selected nontoxic 
immobilizing materials with good absorption capacity and ball performance. Further, the 
immobilized formula was optimized by orthogonal test to improve the mechanical strength. The 
optimum use concentrations of NBC and selected Bacillus strain were evaluated for high-efficiently 
degradation of COD, ammonia and nitrite in shrimp wastewater, respectively. [Results] 
High-throughput analysis of 16S rRNA gene showed that NBC was dominated by Proteobacteria 
(61.10%), and the abundance of autotrophic nitrifying bacteria in NBC was 12.69% with high 
diversity. NBC also contained denitrifying or potential denitrifying bacteria with an abundance of 
47.44% and photosynthetic bacteria with an abundance of 12.85%. It is an important complement for 
nitrification under high organic loading and nitrogen removal through denitrification. Bacillus 
amyloliquefacien YL-10 has the highest COD degradation rate 100% in 48 h. The optimal formula 
for immobilization is 5% of shell powder, 3% of sodium alginate and 4% of calcium chloride. The 
mechanical strength of the embedding pellets is 129.68 mN. The immobilization significantly 
increased the degradation rate of ammonia and nitrite by 128.13% and 130.11%, respectively, but 
had no obvious effect on COD degradation. The optimum concentration of NBC and YL-10 was 
1×108 CFU/mL. Under the joint action of immobilized NBC and YL-10, the concentrations of 
ammonia, nitrite and COD in shrimp farming wastewater were significantly reduced from 
(6.32±0.12), (5.69±0.11) and (65.29±1.14) mg/L to (0.03±0.03), (0.06±0.01) and 0 mg/L in 48 h 
(P<0.05), respectively. The degradation rates were 99.57%, 99.03% and 100%, respectively. 
[Conclusion] Organic matter, ammonia and nitrite in shrimp wastewater were biodegraded 
simultaneously and efficiently by combination of immobilized NBC and selected Bacillus 
population, which provides the scientific data reference for the large-scale practical application in 
high-density culture of L. vannamei. 

Keywords: Nitrifying bacterial consortia (NBC), Bacillus, Immobilization, Ammonia, Nitrite, COD 

水产养殖集约化的快速发展带来了显著的经

济效益，但同时也面临最大的难题：养殖系统中水

污染控制，特别是养殖过程中产生的废料残饵、动

物排泄物等引起的氨氮、亚硝酸盐和有机污染物超

标的自身污染问题。养殖水体自身污染不仅极大地

影响水产养殖动物的正常生长和健康，同时这些污

染物超标的养殖废水未经处理被任意排放，可直接

导致近海水域的富营养化和周边生态环境的破坏，

严重阻碍了水产养殖的健康可持续发展[1]。据报

道，在高密度养殖水体中氨氮与亚硝酸盐含量可达
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10 mg/L以上，化学需氧量(Chemical oxygen demand，

COD)可达 40 mg/L以上[2-4]。而我国《海水水质标

准》[5]中要求海水养殖水质的非离子氨浓度不高于

0.02 mg/L。美国环境保护署和欧洲渔业咨询委员

会推荐水生环境中氨氮分别应控制在 0.016 mg/L

和 0.021 mg/L[6]。Cheng 等[7]和 Le Moullac 等[8]

研究发现过高的氨氮浓度可显著降低日本对虾血

液中的血淋巴蛋白含量和血细胞数量；彭自然等[9]

研究发现氨氮对于南美白对虾幼虾的安全浓度为

0.787 mg/L。过高的氨氮还会导致鱼类体内血液氨

氮浓度和 pH的升高，从而抑制生物体内多种酶的

活性[10-11]。尽管我国水产养殖水质标准中还未对

亚硝酸盐含量做出限定，但多项研究认为养殖水

体中的亚硝酸盐含量应控制在 0.08 mg/L[12]。曾祥

玲等[13]发现凡纳滨对虾仔虾对亚硝酸盐的耐受浓

度最高为 0.041 mg/L；亚硝酸盐是强氧化剂，可导

致鱼虾血淋巴功能下降，扰乱氮排泄并造成缺氧。

鄧学智[6]指出 0.1 mg/L 亚硝酸盐可造成鱼慢性中

毒，导致体内血液中血红蛋白的数量减少，血液载

氧能力下降；亚硝酸盐浓度更高时可造成鱼急性中

毒，出现体内代谢功能失常、体力严重衰退、昏迷

等症状。 

随着国家对环保的日益重视，水产养殖业的污

染防治工作也将迎来最严厉的监管，仅 2017年近

20%水产养殖户因不符合废水排放要求而被迫关

停。根据我国《海水养殖排放水要求》[14]规定养殖

废水排放至少需要达到二级排放水要求，即 COD不

得超过 20 mg/L，无机氮含量不得超过 1 mg/L。尤

其是高排污的南美白对虾养殖业，有效去除养殖废

水中的有机物、氨氮与亚硝酸盐已成为环保的关键

问题。利用微生物处理净化污染物是进行大面积环

境污染治理和生态修复的最有效且经济的方法之

一。已有不少利用芽孢杆菌和硝化细菌降解养殖水

体中的有机物、氨氮和亚硝酸盐的报道。孟睿等[15]

用芽孢杆菌处理罗非鱼养殖废水，6 d后 COD和亚

硝酸盐分别降至 84.44 mg/L和 0.07 mg/L，降解率

为 50.32%和 99.15%，对氨氮无明显降解；用硝化细

菌处理 6 d 后氨氮和亚硝酸盐分别降至 2.09 mg/L  

和 0.09 mg/L，降解率为 74.48%和 98.90%，对 COD

无明显降解。高金伟等[16]利用硝化细菌与枯草芽

孢杆菌联合处理淡水鱼类养殖废水，在第 5天氨氮

降解率可达 82.16%，亚硝酸氮降解率可达 94.62%，

COD 降解率仅为 25%左右。由此可见，在养殖废

水处理中仅有芽孢杆菌或硝化细菌单一菌种均无

法同步去除废水中的有机物、氨氮和亚硝酸盐，芽

孢杆菌和硝化细菌以游离菌方式联合处理无法实

现同步高效降解。 

国内外大量研究表明：固定化微生物技术具有

能纯化和保持高效菌种、承受有毒物质冲击能力及

高效降解废水的功能。Shan 等[17]报道利用陶土颗

粒固定化硝化细菌处理对虾养殖废水，6 d后氨氮

从 3.5 mg/L降至 0 mg/L；Manju等[18]利用木屑颗

粒固定化硝化细菌处理对虾养殖废水，7 d后氨氮

从 15 mg/L降至 0 mg/L。李秋芬等[19]利用海水中

分离的枯草杆菌、亚硝化单胞菌、盐单胞菌、红球

菌制成复合菌剂，并采用游离菌和生物膜法连用方

法处理大菱鲆育苗养殖废水，5 d 后 COD 和氨氮

分别降至 1.57 mg/L和 0.06 mg/L，降解率为 73.1%

和 80.0%，亚硝酸盐保持在 0.016−0.052 mg/L的低

水平。 

目前国内商业化的硝化细菌制剂多为淡水型，

适用于海水的产品很少[20]，且缺乏硝化细菌在海水

养殖中应用研究报道[21]。本论文从南美白对虾养殖

塘底泥中富集硝化细菌并连续培养，筛选 COD降解

能力强的解淀粉芽孢杆菌，采用吸附力强和成球效

果好的无毒材质进行分别固定化，并通过优化固定化

提高机械强度，探究硝化细菌和芽孢杆菌联合使用在

对虾养殖废水中的处理效果，以期实现同步高效降解

海水养殖废水中的有机物、氨氮和亚硝酸盐，为规

模化应用于南美白对虾高密度养殖提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

5 株 芽 孢 杆 菌 ： 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 (B. 
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amyloliquefacien YL-10) 、 巨 大 芽 孢 杆 菌 (B. 

megaterium H-1)、枯草芽孢杆菌(B. subtilis YL-9)、

地衣芽孢杆菌(B. lincheniformis GE6-1)、短小芽孢

杆菌(B. pumilus YL-2)，来自南美白对虾肠道和养

殖环境，由中国海洋大学海洋生命学院应用微生物

技术实验室分离纯化并鉴定[22]。 

硝化菌群来自青岛胶南南美白对虾养殖塘底

泥，由中国海洋大学海洋生命学院应用微生物技术

实验室进行自养富集、连续培养和菌群组成分析。 

1.1.2  培养基 

胰蛋白胨大豆肉汤培养基(TSB) (g/L)：胰蛋

白胨 17.0，大豆蛋白胨 3.0，氯化钠 5.0，磷酸氢二

钾 2.5，葡萄糖 2.5，pH调至 7.5，1×105 Pa灭菌

30 min。 

硝化细菌富集培养基：(NH4)2SO4 0.15–0.20 g/L，

NaNO2 0.15–0.30 g/L，海水(盐度 28%)配制的初

始  氨氮浓度为 20−30 mg/L、初始亚硝酸盐浓度

为 10−20 mg/L的无菌富集培养液，用 NaHCO3调

pH至 8.3。 

硝化细菌生长培养液：(NH4)2SO4 3.3 g/L，

KH2PO4 0.41 g/L，1 mol/L MgSO4 0.75 mL，1 mol/L 

CaCl2 0.2 mL，30 mmol/L FeSO4+50 mmol/L EDTA 

0.33 mL，50 mmol/L CuSO4 0.02 mL，1 000 mL H2O。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

海藻酸钠、氢氧化钠、无水氯化钙、碘酸钾等

化学试剂均购自国药集团化学试剂有限公司；TSB

生化培养基购自北京陆桥公司；贝壳粉(自制)；无

菌海水：青岛近海海水经 0.45 μm滤膜过滤后封存

放置备用。 

台式离心机，Sigma公司；可见光分光光度计，

上海精研有限公司；恒温摇床，上海精宏实验设备

有限公司；高温高压灭菌锅，上海博迅实业有限公

司；超净工作台，苏净集团安泰公司；−20 °C 医

用冰箱，海尔股份有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  硝化细菌的自养富集和连续培养 

自养富集阶段：无菌条件下采集 100 g 养殖

虾塘底泥置于 3 L 无菌密封培养瓶中，加入 1 L

无菌富集培养液，用 NaHCO3调 pH至 8.3，通入

无菌空气进行定向富集培养。当 pH下降至 7.0时，

补加 NaHCO3 调回。当氨氮浓度和亚硝酸浓度

低于 0.1 mg/L 时，加入灭菌硝化细菌生长培养

液，调至氨氮终浓度为 10−15 mg/L。25 °C，继

续充气培养。当培养液的氨氮和亚硝酸浓度多

次出现低于 0.1 mg/L 时，取上层培养液进行连

续培养。 

连续培养阶段：取上层培养液以 1:1比例接种

于无菌海水中，加入灭菌硝化细菌生长培养液，至

氨氮终浓度为 10−15 mg/L，调 pH至 8.3，进行充

气培养。每 2−4 d测氨氮和亚硝酸盐浓度以及 pH，

当氨氮浓度和亚硝酸浓度低于 0.1 mg/L 时，及时

补加生长培养液至氨氮终浓度为 10−15 mg/L；补

加 NaHCO3维持 pH 7.0以上。镜检活菌数，达到

107−108个/mL。 

氨氮的测定：根据国标 GB17378.4-2007[23]使

用次溴酸盐氧化法测定氨氮浓度。 

亚硝酸盐的测定：根据国标 GB17378.4-2007[23]

使用萘乙二胺分光光度法测定亚硝酸盐浓度。 

1.2.2  硝化菌群高通量测序分析 

取连续培养的硝化菌群 15 mL，用 10%盐酸预

处理后置于 100 mL离心管，13 000×g离心 20 min，

弃去上清液收集沉淀于 2 mL离心管中。采用北京

天根公司快速 DNA 提取检测试剂盒提取 DNA，

于–20 oC冻存备用。DNA浓度和纯度通过超微量

分光光度计测定。 

委托上海派森诺生物科技股份有限公司，利用

Illumina MiSeq平台对 16S rRNA基因 V4区进行

高通量测序，采用滑动窗口法对双端的 FASTQ序

列做质量过滤，利用软件 FLASH (Version 1.2.7，

http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/)[24]对通过质量

过滤的序列进行连接，对连接上的序列进行过滤和

去除嵌合体，得到优质序列。基于 OTU聚类和注

释的分析结果，在各分类水平上进行群落结构的统

计分析和物种丰度差异分析。 
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1.2.3  模拟海水养殖废水的制备 

取24 L无菌海水加入36 g饲料混匀后沉降48 h，

取上清加入适量亚硝酸钠和氯化铵溶液。测定模拟

废水的 COD 为 55.79±1.02 mg/L，氨氮测定值为

4.52±0.09 mg/L，亚硝酸盐测定值为 4.51±0.07 mg/L。 

1.2.4  芽孢杆菌的筛选 

配制 TSB 培养基进行芽孢杆菌的培养。在

37 °C、160 r/min培养 18 h后，测定 OD600并计

数、离心。按照 1.2.3制备模拟海水养殖废水。以

1×108 CFU/mL使用浓度将 5株芽孢杆菌分别加入

500 mL的模拟海水养殖废水中，平行 3组。将未

加菌的模拟海水养殖废水设为空白对照组。室温

20−25 °C，保持水体持续充气，每 24 h测定一次

废水中 COD、氨氮及亚硝酸盐浓度，并对结果进

行显著性分析。 

COD 的测定：根据国标 GB17378.4-2007[23]

使用碱性高锰酸钾法测定化学需氧量。 

1.2.5  固定化配方优化及固定化小球的制备 

固定化采用安全无毒的多孔贝壳粉(40−60 目)

作为吸附载体结合海藻酸钠作为包埋剂。以海藻酸

钠、贝壳粉及氯化钙的浓度作为 3 个因素，使用

SPSS 软件设计多因子正交试验，以固定化小球的

机械强度为主要指标(表 1)。参考了巩元娇[25]的测

定方法，将载玻片放置于电子天平上，取同组等大

的小球三枚，正三角形放置于载玻片上，将盖玻片

从正上方水平盖住，天平调零，向盖玻片上垂直施 
 

表 1  固定化配方优化正交试验表 
Table 1   Orthogonal test for the optimization of 
immobilized formula 

组别 

Groups 

贝壳粉 

Shell powder 
(g/100 mL) 

海藻酸钠 

Sodium alginate 
(g/100 mL) 

氯化钙 

Calcium chloride
(g/100 mL) 

A1 2 3.0 4.0 

A2 2 3.5 4.5 

A3 2 4.0 5.0 

B1 5 3.0 4.0 

B2 5 3.5 4.5 

B3 5 4.0 5.0 

C1 10 3.0 4.0 

C2 10 3.5 4.5 

C3 10 4.0 5.0 
 

加均匀递增的力直至小球破裂，读出微球所能承受

的最大质量Mi (g)，然后换算成压力 Fi (mN)，单个

微球的机械强度表示为 Fi＝G×Mi/3，G=9.8 g/mN。 

在 80 °C水浴下按照海藻酸钠 3%、贝壳粉 5%

的比例，加入到 50 mL 生理盐水中，搅拌均匀。

冷却至室温后，加入定量离心浓缩后的硝化菌群或

芽孢杆菌，混合均匀。用注射器滴入 4% CaCl2溶

液中，通过磁力搅拌器不断搅拌成球，于 4 °C交

联 24 h后用蒸馏水洗涤包埋小球 2−3次，4 °C保

存备用。 

1.2.6  固定化对硝化菌群硝化作用和芽孢杆菌COD

降解率的影响 

按照 1.2.3 制备模拟海水养殖废水。硝化菌

群或芽孢杆菌分别以包埋和未包埋(游离态)形式

加入 500 mL的模拟海水养殖废水中，终浓度为

1×108 CFU/mL，平行 3组。分别将未加菌和仅加

等量空白固定化小球(不含菌)的模拟海水养殖废

水设为空白对照组和空白固定化小球对照组。室温

20−25 °C，保持水体持续充气，每 24 h测定一次

模拟海水养殖废水中 COD、氨氮及亚硝酸盐浓度，

并进行结果分析。 

1.2.7  硝化菌群和芽孢杆菌最适使用浓度的探究 

按照 1.2.3制备模拟海水养殖废水。保持固定

化硝化菌群使用浓度为 1×107 CFU/mL，联合不同

使用浓度梯度的固定化芽孢杆菌 YL-10 (分别为

1×106、1×107、1×108 CFU/mL)，加入 500 mL上述

模拟海水养殖废水中，平行 3组。 

保持固定化芽孢杆菌 YL-10 使用浓度为

1×107 CFU/mL，联合不同使用浓度梯度的固定化

硝化菌群(分别为 1×106、1×107、1×108 CFU/mL)，

加入 500 mL模拟海水养殖废水中，平行 3组。 

将未加菌的模拟海水养殖废水设为空白对照

组。室温 20−25 °C，保持水体持续充气，每 24 h

测定一次模拟海水养殖废水中 COD、氨氮及亚硝

酸盐浓度，并进行结果分析。 

1.2.8  固定化硝化菌群和芽孢杆菌联合处理南美

白对虾养殖废水 

采集青岛胶南南美白对虾养殖塘的养殖废
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水，测定废水的 COD 为 65.29±1.14 mg/L；氨氮

测定值为 6.32±0.12 mg/L；亚硝酸盐测定值为

5.69±0.11 mg/L。 

选择硝化菌群和芽孢杆菌最适使用浓度，分别

固定化后共同加入 30 L的养殖废水中，平行 3组。

将未加菌的南美白对虾养殖废水设为空白对照组。

水温 26−28 °C，保持水体持续充气，每 24 h测定

一次模拟废水中 COD、氨氮及亚硝酸盐浓度，并

进行结果分析。 

1.2.9  实验数据的统计分析 

显著性分析使用 SPSS19.0 软件 t 检验法进行

检验，存在差异以 P<0.05为条件，同质性分析使用

SPSS19.0软件多重比较法(TukeyHSD)进行检验。 

2  结果与分析 

2.1  硝化菌群群落结构组成及功能菌群分析 

2.1.1  硝化菌群群落结构的组成 

来自对虾养殖塘底泥的硝化菌群经 16S rRNA

基因高通量测序，共获得 30 056条优质序列，在

97%相似性水平上共获得 867 个 OTU。对获得的

OTU依次进行门(Phylum)、纲(Class)、目(Order)、

科(Family)、属(Genus)分类信息分析显示，共涉及

细菌域的 21个门和 225个属。其中，序列丰度≥1%

的优势门包括：变形菌门(Proteobacteria，61.10%)、

拟杆菌门 (Bacteroidetes，16.11%)、异常球菌门

(Deinococcus-Thermus， 12.12%)、硝化刺菌门

(Nitrospinae，4.55%)、厚壁菌门(Firmicutes，2.82%)

以及酸杆菌门(Acidobacteria，1.75%) (图 1)。变形菌

门占绝对优势，以 α-变形菌纲(Alphaproteobacteria，

40.48%)、 γ-变形菌纲 (Gammaproteobacteria，

11.04%)和 β-变形菌纲(Betaproteobacteria，8.76%)

为主。在属的层次中，序列丰度≥1%有 9个已知属

和 4 个未知属 (图 2)，分别为：Amphiplicatus 

(14.71%)、Gracilimonas (13.31%)、特吕珀菌属

(Truepera，12.10%)、Tistlia (9.74%)、亚硝化单胞 

 

 
 

图 1  硝化菌群 NBC 优势门相对丰度 
Figure 1  The relative abundance of dominant phylum of 
NBC  

 

 
 

图 2  硝化菌群 NBC 优势属的相对丰度 
Figure 2  The relative abundance of dominant genus of NBC 
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菌 属 (Nitrosomonas ， 7.88%) 、 硝 化 刺 菌 属

(Nitrospina，4.55%)、噬甲基菌属(Methylophaga，

4.85%)、海杆菌属(Marinobacter，2.46%)、Kangiella 

(2.08%)以及短小盒菌科未鉴定属(Parvularculaceae 

unidentified， 10.02%)、酸杆菌门未鉴定属类

(Acidobacteria GP26 unidentified，1.65%)、拟杆菌

S24-7 科未鉴定属类 (Bacteroidales family S24-7 

unidentified， 1.28%)、根瘤菌目未鉴定属类

(Rhizobiales unidentified，1.14%)。 

2.1.2  硝化菌群相关功能菌群分析 

在硝化菌群中，具有自养硝化功能的类群占总

丰度的 12.69%，主要包括亚硝化单胞菌属

(Nitrosomonas，7.88%)、硝化刺菌属(Nitrospina，

4.55%)、硝化球菌属(Nitrococcus，0.19%)、硝化杆

菌 属 (Nitrobacter ， 0.04%) 和 硝 化 螺 菌 目

(Nitrospirales，0.03%)。具有氨氧化功能的有亚硝

化单胞菌属 [26]和硝化螺菌目 [27]，占总丰度的

7.91%；具有亚硝酸氧化功能的有硝化刺菌属[28]、

硝化球菌属[29]、硝化杆菌属[30]和硝化螺菌目[27]，

占总丰度的 4.81%。硝化菌群还包含了一些具有异

养硝化功能的类群，如放线菌门(Actinobacteria，

0.81%)、不动杆菌属(Acinetobacter，0.48%)，以及

具有缺氧氨氧化功能的浮霉菌门(Planctomycetes，

0.03%)[31-33]。 

此外，硝化菌群中还包含大量的光合细菌，如

红螺菌目 (Rhodospirillales，11.10%)、赤干菌科

(Erythrobacteraceae ， 0.74%) 、 红 游 动 菌 科

(Rhodobiaceae，0.63%)、红细菌目(Rhodobacterales，

0.22%)、绿弯菌门(Chloroflexi，0.12%)、蓝细菌门

(Cyanobacteria，0.03%)、红环菌目(Rhodocyclales，

0.01%)等，占总丰度的 12.85%，以上菌群大部分

种属被报道能够利用水体中的氨氮、亚硝酸盐、

硝酸盐等无机氮，在无氮源情况下可以切换到固

氮模式[34-40]。 

硝化菌群中参与氮循环的优势菌群(序列丰 

度≥1%)有短小盒菌科(Parvularculaceae，24.74%)、

Gracilimonas (13.31%)、噬甲基菌属(Methylophaga，

4.85%) 、 海 杆 菌 属 (Marinobacter ， 2.46%) 和

Kangiella (2.08%)等，以上菌群中大部分种属被报

道具有好氧反硝化功能或者潜在反硝化功能[41-46]，

该类功能菌群占总丰度的 47.44%。 

2.2  芽孢杆菌的筛选 

如图 3所示，模拟海水养殖废水中的 COD浓

度(55.79±1.02 mg/L)经 5株芽孢杆菌处理后均呈显

著降低趋势(P<0.05)。其中解淀粉芽孢杆菌 COD

降解能力最强，48 h内 COD浓度降至 0 mg/L，降

解率达 100%。其次为地衣芽孢杆菌和枯草芽孢杆

菌，48 h内 COD浓度分别降解至 13.74±4.76 mg/L 

(降解率为 73.95%)和 23.37±6.30 mg/L (降解率为

55.73%)。运用 TukeyHSD 法对结果进行分析， 

 

 
 

图 3  5 株芽孢杆菌对 COD 的降解 
Figure 3  COD degradation of five Bacillus strains 
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 
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显示解淀粉芽孢杆菌的 COD降解效率显著优于其

他 4 株芽孢杆菌(P<0.05)。但是，5 株芽孢杆菌对

废水中氨氮及亚硝酸盐浓度均无显著影响。因此，

选择解淀粉芽孢 YL-10 与硝化菌群联合处理养殖

废水。 

2.3  固定化配方优化以及固定化对硝化菌群硝

化作用和芽孢杆菌 COD 降解效率的影响 

2.3.1  固定化配方优化 

正交试验结果显示(表 2)：固定化小球在贝壳粉、

海藻酸钠、氯化钙与水体质量体积比分别为 5%、3%、

4%条件下，成球好且机械强度最高，为 129.68 mN 

(图 4)。 

 
表 2  固定化配方优化正交试验结果 
Table 2  Optimization of immobilized formula with 
Orthogonal test 

组别 

Groups 

机械强度 

Mechanical strength (mN) 

A1 65.33 

A2 33.97 

A3 72.52 

B1 129.68 

B2 22.54 

B3 56.18 

C1 11.43 

C2 17.20 

C3 21.56 

 
 

图 4  固定化小球样品 
Figure 4  Samples of the immobilized pellets 

 
2.3.2  固定化显著提高硝化菌群的氨氮及亚硝酸

盐降解效率 

如图 5 和图 6 所示，固定化组的氨氮浓度在

24 h和 48 h内分别由最初的 4.52±0.09 mg/L降至

1.30±0.12 mg/L 和 0.05±0.01 mg/L，降解率分别为

71.17%和 98.92%；亚硝酸盐浓度在 24 h和 48 h内

分别由最初的 4.51±0.07 mg/L降至 1.65±0.14 mg/L

和 0.06±0.01 mg/L，降解率为 63.41%和 98.58%。而

未固定化组的氨氮浓度 24 h 和 48 h 内分别降至

2.93±0.26 mg/L和 2.56±0.04 mg/L，降解率为 35.39%

和 43.36%；亚硝酸盐浓度 24 h和 48 h内分别降至

3.19±0.17 mg/L 和 2.60±0.13 mg/L，降解率为

29.42%和 42.84%。与未固定化组相比，固定化组

的氨氮和亚硝酸盐 48 h内降解率分别显著提高了

128.13%和 130.11% (P<0.05)。固定化为硝化细菌 

 

 
 

图 5  固定化对硝化菌群氨氮降解的影响 
Figure 5  The effect of immobilization on ammonia degradation of NBC 
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 
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图 6  固定化对硝化菌群亚硝酸盐降解的影响 
Figure 6  The effect of immobilization on nitrite degradation of NBC 
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 

 
提供了适宜的生存环境，显著提高了硝化菌群的硝

化能力。 

此外，投放空白固定化小球对照组的氨氮和亚

硝酸盐浓度在 24 h 内显著低于空白对照组

(P<0.05)，氨氮浓度在 24 h 和 48 h 内分别降至

3.43±0.07 mg/L和 3.24±0.02 mg/L；亚硝酸盐浓度

在 24 h 和 48 h 内分别降至 3.52±0.07 mg/L 和

3.40±0.06 mg/L。说明固定化小球对水中游离的氨

氮和亚硝酸盐具有良好的吸附作用，为硝化细菌营

造了局部富含氨氮和亚硝酸盐的适宜生境。 

2.3.3  固定化对解淀粉芽孢杆菌 COD 降解效率的

影响 

如图 7所示，固定化组 COD浓度在 24 h内由

初始 55.79±1.02 mg/L降至 9.53±2.70 mg/L，降解率为

83.44%；未固定化组在 24 h内降至 11.77±3.88 mg/L，

降解率为 79.55%。在 48 h内两组的 COD浓度均

降至 0。两组之间无显著差异，固定化对解淀粉芽

孢杆菌 COD降解效率无影响。空白对照组和投放

空白小球对照组的 COD浓度在 24 h和 48 h内无

显著差异，固定化小球对有机物无吸附作用。 

 

 
 
 

图 7  固定化对解淀粉芽孢杆菌 COD 降解的影响 
Figure 7  The effect of immobilization on COD degradation B. amyloliquefacien 
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 
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2.4  硝化菌群和芽孢杆菌最适使用浓度的探究 

2.4.1  不同使用浓度的解淀粉芽孢杆菌对有机

物、氨氮和亚硝酸盐降解效率的影响 

保持固定化硝化菌群的使用浓度 1×107 CFU/mL，

联合不同使用浓度梯度的固定化解淀粉芽孢杆菌

YL-10 (分别为 1×106、1×107、1×108 CFU/mL)进行

模拟海水养殖废水的处理。如图 8所示，添加固定化

硝化菌群和不同浓度固定化芽孢杆菌 YL-10 的 3 个 

实验组在 48 h内氨氮浓度由初始 4.52±0.09 mg/L降

至 1.02±0.06、0.98±0.13 mg/L和 0.84±0.14 mg/L，

降解率分别为 77.38%、78.27%和 81.37%， 

TukeyHSD分析显示三者之间具有同质性，无显著

差异，说明解淀粉芽孢杆菌不同的使用浓度对氨氮降

解效率无影响。3个实验组在 48 h内亚硝酸盐浓度由

初始 4.51±0.07 mg/L降至 1.34±0.04、1.44±0.02 mg/L

和 1.40±0.20 mg/L，降解率分别为 70.35%、68.14.%

和 69.03% (图 9)。TukeyHSD分析显示三者之间具

有同质性，无显著差异，说明解淀粉芽孢杆菌不同

的使用浓度对亚硝酸盐降解效率无影响。然而，解

淀粉芽孢杆菌不同的使用浓度显著影响 COD降解

效率。如图 10所示，随着芽孢杆菌 YL-10使用浓 
 

 
 

图 8  解淀粉芽孢杆菌不同使用浓度对硝化菌群氨氮降解的影响 
Figure 8  The effect of different use concentrations of B. amyloliquefacien on ammonia degradation 
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 
 

 
 

 

图 9  解淀粉芽孢杆菌不同使用浓度对硝化菌群亚硝酸盐降解的影响 
Figure 9  The effect of different use concentrations of B. amyloliquefacien on nitrite degradation 
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 
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图 10  解淀粉芽孢杆菌不同使用浓度对 COD 降解的影响 
Figure 10  The effect of different use concentrations of B. amyloliquefacien on COD degradation  
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 

 
度的增大，COD降解效率显著提高(P<0.05)，3个

实验组在 48 h内COD浓度由初始 55.79±1.02 mg/L

分别降至 16.24±3.11、9.76±1.23和 0 mg/L，降解

率分别为 70.89%、82.51%和 100%。 

2.4.2  不同使用浓度的硝化菌群对有机物、氨氮

和亚硝酸盐降解效率的影响 

保持固定化芽孢杆菌 YL-10 使用浓度为

1×107 CFU/mL，联合使用不同浓度梯度的固定化

硝化菌群(分别为 1×106、1×107、1×108 CFU/mL) 

进行人工模拟养殖废水的处理。如图 11所示，添

加固定化芽孢杆菌 YL-10 和不同浓度固定化硝化

菌群的 3 个实验组在 24 h 内氨氮浓度由初始

4.52±0.09 mg/L 分别降至 2.66±0.26、1.54±0.09 和

0.60±0.05 mg/L，降解率分别为 41.15%、65.93%

和 86.73%；在 48 h 内分别降至 1.82±0.14、

0.77±0.07和 0.06±0.03 mg/L，降解率分别为 59.72%、

 

 
 

图 11  硝化菌群不同使用浓度对氨氮降解的影响 
Figure 11  The effect of different use concentrations of NBC on ammonia degradation 
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 
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82.96%和 98.67%。随着硝化菌群使用浓度的增大，

氨氮降解效率显著提高(P<0.05)。同样，3 个实验

组在 24 h内亚硝酸盐浓度由初始 4.51± 0.07 mg/L

分别降至 2.71±0.18、1.85±0.08和 0.52±0.07 mg/L，

降解率分别为 39.91%、58.98%和 88.47%；在 48 h

内分别降至 1.47±0.13、0.79±0.02和 0.07±0.02 mg/L，

降解率分别为 67.41%、82.48%和 98.44% (图 12)。

随着硝化菌群使用浓度的增大，亚硝酸盐降解效率

显著提高(P<0.05)。然而，硝化菌群不同的使用浓

度对COD的降解无显著影响。如图 13所示，3个实

验组在 48 h内 COD浓度由初始 55.79±1.02 mg/L降

至 11.56±0.37、9.14±0.13和 10.50±0.36 mg/L，降解

率分别为 79.28%、83.61%和 82.18%。TukeyHSD

分析显示三者之间具有同质性，无显著差异。 

2.5  固定化联合处理南美白对虾养殖废水 

依据以上实验结果，选择 1×108 CFU/mL为固

定化解淀粉芽孢杆菌 YL-10 与固定化硝化菌群的

最适使用浓度，联合进行南美白对虾养殖废水的处

理。如表 3所示，废水中的氨氮浓度在 48 h内由

初始 6.32±0.12 mg/L降至 0.03±0.03 mg/L，降解率 

 

 
 

图 12  硝化菌群不同使用浓度对亚硝酸盐降解的影响 
Figure 12  The effect of different use concentrations of NBC on nitrite degradation  
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 13  硝化菌群不同使用浓度对 COD 降解的影响 
Figure 13  The effect of different use concentrations of NBC on COD degradation 
注：不同的小写字母表示显著性差异(P<0.05). 

Note: The data with different little letters show significant difference (P<0.05). 
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表 3  固定化联合处理南美白对虾养殖废水 
Table 3  Treatment of shrimp wastewater by by combination of immobilized NBC and selected B. amyloliquefaciens YL-10 

时间 

Time (h) 

氨氮/降解率 

Ammonia (mg/L)/Degradation rate (%) 

亚硝酸盐/降解率 

Nitrite (mg/L)/Degradation rate (%) 

COD/降解率 

COD (mg/L)/Degradation rate (%) 

0 6.32±0.12 5.69±0.11 65.29±1.14 

24 0.69±0.17 (89.08) 0.79±0.31 (86.11) 12.19±0.83 (81.32) 

48 0.03±0.03 (99.57) 0.06±0.01 (99.03) 0 (100) 

 
为 99.57%；亚硝酸盐浓度在 48 h 内由初始

5.69±0.11 mg/L 降至 0.06±0.01 mg/L，降解率为

99.03%；COD浓度在 48 h内由初始 65.29±1.14 mg/L

降至 0 mg/L，降解率为 100%。 

3  讨论与结论 

本文采集南美白对虾养殖池塘底泥进行硝化

细菌自养富集和连续培养，获得 107−108 个/mL的

硝化菌群。经 16S rRNA基因高通量测序分析，变

形菌门 (61 .10%)占绝对优势，以 α -变形菌纲

(40.48%)、γ-变形菌纲(11.04%)和 β-变形菌纲

(8.76%)为主。张健龙等[47]也报道了变形菌门为南

美白对虾养殖塘挂膜式生物滤器内主要的优势类

群，高比例变形菌门对于系统脱氮具有重要作用。

硝化菌群中具有自养硝化功能的类群占总丰度的 

12.69%并多样性高。其中，亚硝化单胞菌属为 β-

变形菌纲中绝对优势种类，丰度达 7.88%。硝化刺

菌门(4.55%)为第四大优势门。Rani等[48]发现硝化

刺菌是海洋沉积物中主要的硝化细菌。此外，硝化

菌群中还有 γ-变形菌纲硝化球菌属(0.19%)、α-变

形菌纲硝化杆菌属(0.04%)和硝化螺菌门(0.03%)。

最新研究发现部分硝化螺菌能够进行完整的硝

化作用，同时具有氨氧化功能和亚硝酸盐氧化功

能 [28]。硝化菌群中具有氨氧化功能的菌群丰度为

7.91%，具有亚硝酸氧化功能的菌群丰度为 4.81%。

硝化菌群的丰度、相对含量和菌群结构是影响硝化

效果的主要因素，曾薇等[49]研究发现污水处理系

统内的氨氧化菌 (Ammonia-Oxidizing Bacteria，

AOB)和亚硝酸氧化菌(Nitrite-Oxidizing Bacteria，

NOB)的丰度分别为 0.30%和 5.65%，水力停留时间

为 9.5 h，氨氮浓度从 41.2 mg/L降到 0.72 mg/L，

无亚硝酸盐积累(仅为 0.03 mg/L)。张健龙等[47]报

道南美白对虾生物滤器挂膜上 AOB 和 NOB 平均

丰度分别为 1.70%和 6.99%，通过自养富集可有效

提高硝化细菌的丰度。 

另外，硝化菌群中的放线菌门(0.81%)和不动

杆属(0.48%)等具有异养硝化功能的细菌以及具

有缺氧氨氧化功能的浮霉菌门(0.03%)，在硝化作

用中也是不可或缺的群体，尤其在高有机负荷的

养殖废水中。硝化菌群中还包含丰度达 12.85%的

光合细菌，是高有机负荷下硝化作用的重要补充。

许多研究表明[50-53]：光合细菌能够在不同的生境

通过多种氮代谢途径有效利用水体中无机氮，进

行氨同化和反硝化作用，在缺氮条件下进行固氮。

值得注意的是，硝化菌群中还有丰度达 47.44%的

具有反硝化功能或者潜在反硝化功能的优势菌群：

短小盒菌科(24.74%)、Gracilimonas (13.31%)、噬

甲基菌属(4.85%)、海杆菌属(2.46%)和 Kangiella 

(2.08%)等，它们被报道能够进行反硝化作用实现

真正脱氮[54-55]。 

当前养殖水体中氨氮、亚硝酸盐和有机污染物

超标已成为重要的污染源之一，为国家环保关注的

重点之一。饲料残饵与动物的排泄物为养殖水体中

的异养细菌提供了适宜的生长环境和营养，使养殖

水体中异养细菌数目远远超过自养硝化细菌，抑制

了硝化细菌的生长繁殖，无法进行有效的硝化作

用，从而造成养殖水体氨氮和亚硝酸盐的大量积

累。固定化微生物技术将硝化细菌高度密集并保持
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生物活性，有利于抵抗不利环境的影响。本文以

多孔贝壳粉为吸附载体，采用包埋剂海藻酸钠与

交联剂氯化钙，对来自虾塘底泥的硝化菌群进行

固定化，显著提高了硝化作用(P<0.05)；并通过优

化固定化增强了固定化小球的机械强度，提高使

用效率。与游离态的硝化菌群(未固定化)相比，

固定化硝化菌群的氨氮和亚硝酸盐降解率在 48 h

内分别显著提高了 128.13%和 130.11% (P<0.05) 

(图 5和 6)。晋凯迪等[56]报道了利用聚乙烯醇和海

藻酸钠小球包埋硝化细菌降解河水水样中的氨氮，

2 d后固定化组氨氮去除率达到 96.78%，而游离菌

组去除率为 70.29%，固定化组较游离组氨氮降解

率提高了 37.69%。利用多孔贝壳粉的吸附作用及

弱碱性(主要成分碳酸钙)，将氨氮和亚硝酸盐迅速

吸附在固定化小球内，使硝化作用的底物浓度局部

升高，在有机物含量高的养殖废水中为硝化细菌创

造了适宜的生境。如图 5和图 6所示，投放空白固

定化小球对照组的氨氮和亚硝酸盐浓度显著低于

空白对照组(P<0.05)，氨氮浓度在 24 h 内由初始

4.52±0.09 mg/L降至 3.43±0.07 mg/L，吸附率达 24%；

亚硝酸盐浓度在 24 h内由初始 4.51±0.09 mg/L降

至 3.52±0.07 mg/L，吸附率达 22%。贝壳粉因具有

众多互相连通的微孔及较强的吸附能力，对水中

氮、磷等成分有良好的吸附作用[57]。高健发等[58]

以粉煤灰、污泥、贝壳粉等烧制成颗粒，氨氮吸

附量为 0.055 mg/g。为了进一步提高固定化小球

的使用效率，本文通过正交实验优化固定化配方，

在贝壳粉、海藻酸钠、氯化钙与水体质量比分别为

5%、3%和 4%的条件下，成球好且机械强度最大

(129.68 mN)。包木太等[59]采用海藻酸钠与活性炭

制备包埋小球机械强度为 73.5 mN。宋丽敏等[60]

使用海藻酸钠与壳聚糖制备包埋小球机械强度为

89.2 mN。经优化的固定化小球与同类相比，机械

强度有较大提升。 

养殖废水中的残饵是 COD的主要来源，筛选

COD降解能力强的芽孢杆菌对于养殖废水有机物

的处理至关重要。研究发现 5 株芽孢杆菌均有显

著的 COD 降解能力(P<0.05) (图 3)，其中解淀粉

芽孢杆菌 YL-10 的 COD 降解能力最强，在 48 h

内 COD从初始 55.79±1.02 mg/L降至 0 mg/L，降

解率达 100%。Luo等[61]利用巨大芽孢杆菌处理废

水，3 d后可将 COD降至 12.8 mg/L，降解率可达

64.04%；辛美丽等[62]利用枯草芽孢杆菌、巨大芽

孢杆菌、嗜碱性芽孢杆菌联合处理模拟海参养殖

废水，6 d 后可将 COD从初始 658.56 mg/L降至

235.20 mg/L，降解率可达 64.29%。解淀粉芽孢杆

菌 YL-10 不仅高效降解了养殖废水中的有机物，

同时减少了高浓度的有机物对自养硝化细菌生长

的抑制[63]。为了提高使用效率和避免异养芽孢杆

菌对硝化细菌的竞争，本文对 YL-10 也进行了固

定化，固定化对于 YL-10的 COD降解能力无显著

影响；但在与硝化菌群联合使用时，显著提高了初

期硝化菌群的硝化作用(P<0.05)；1×107 CFU/mL

固定化芽孢杆菌 YL-10与固定化硝化菌群(浓度为

1×108 CFU/mL)联合使用时，24 h内氨氮和亚硝酸

盐浓度分别降为 0.60±0.05 mg/L和 0.52±0.07 mg/L，

降解率分别为 86.73%和 88.24% (图 11和 12)；而

仅单纯使用 1×108 CFU/mL 固定化硝化菌群，24 h

内氨氮和亚硝酸盐浓度分别降为 1.30±0.12 mg/L 和

1.65±0.14 mg/L，降解率分别为 71.17%和 63.41% 

(图 5和 6)；固定化芽孢杆菌的联合作用使氨氮和

亚硝酸盐降解率在初始 24 h内显著提高了 14.49%

和 25.05% (P<0.05)。高金伟等[16]报道利用游离态

硝化细菌处理淡水鱼类养殖废水，5 d后氨氮和亚

硝酸盐去除率分别为 75.41%和 92.22%，而联合枯

草芽孢杆菌组氨氮和亚硝酸盐去除率分别为

82.16%和 94.62%，较硝化细菌组氨氮去除率提高

了 8.9%，但亚硝酸盐去除率无明显提升。化能自

养型硝化细菌难以在有机物含量高的养殖水体中

与其他异养细菌 (包括芽孢杆菌 )竞争而易被淘

汰，从而影响对氨氮与亚硝酸盐的降解[20]。通过

芽孢杆菌迅速降解养殖水体中的有机物，降低有
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机物浓度，使异养细菌失去营养和适宜的环境，

减弱了对硝化细菌的抑制[64]。固定化使芽孢杆菌

与硝化细菌在空间上相互隔离，避免了形成竞争

关系，保证了有机废水中硝化细菌的竞争优势并

提高硝化作用，实现同步高效地降解养殖水体中

的有机物、氨氮和亚硝酸盐。 

参照《海水水质标准》[5]中水产养殖水质要求

和《海水养殖排放水要求》[14]一级排放水标准，

本文探究了硝化菌群和芽孢杆菌的最适使用浓度，

确定为 1×108 CFU/mL。1×108 CFU/mL的硝化菌群

和芽孢杆菌 YL-10在 48 h内可将模拟海水养殖废

水的 COD降至 0，降解率 100% (图 10)；氨氮降

至 0.06±0.03 mg/L，降解率 98.67% (图 11)；亚硝

酸盐降至 0.07±0.02 mg/L，降解率 98.44% (图 12)。

1×108 CFU/mL 的硝化菌群和芽孢杆菌 YL-10联

合用于对虾养殖废水的处理，亚硝酸盐、氨氮及

COD 浓度在 48 h 内分别从初始的 6.32±0.12、

5.69±0.11 mg/L和 65.29±1.14 mg/L降至 0.03±0.03、

0.06±0.01 mg/L和0 (P<0.05)，降解率分别为99.57%、

99.03%和 100%，实现了同步高效降解对虾养殖水

体中的有机物、氨氮和亚硝酸盐。 

综上所述，本文通过自养富集获得虾塘底泥的

土著硝化菌群，具有良好的适应性；联合优筛的

COD 降解能力强的解淀粉芽孢杆菌；选用吸附和

成球效果好的无毒包埋材料并优化固定化；使异养

芽孢杆菌对自养硝化细菌的抑制关系转变为促进

作用，显著提高硝化作用，实现同步高效降解养殖

水体中的有机物、亚硝酸盐和氨氮。下一步将在南

美白对虾工厂化养殖系统中开展应用研究，通过固

定化硝化菌群联合芽孢杆菌实时去除水体中有机

物，将氨氮、亚硝酸盐和硝酸盐控制在适宜对虾生

长的安全浓度范围内，保障南美白对虾产业的健康

可持续发展。 
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