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养殖污水中氨氮降解菌的分离、筛选及鉴定
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　　摘要：为研究微生物降解养殖水体中氨氮的能力，从池塘污泥中分离筛选出１２株具有降解氨氮能力的菌株。其
中，菌株ＪＭ１４降解氨氮能力最强，当初始氨氮浓度为２１２ｍｇ／Ｌ时，氨氮降解率达到９１．４％。经形态鉴定以及生理生
化试验，确定该菌为酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）。该菌株降解水体中氨氮能力显著，为生物降解养殖污水中的
氨氮又提供了一种新型菌株。
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　　随着水产养殖业的发展，养殖水体的污染已成为制约水
产养殖可持续发展的瓶颈。其中，水体中高浓度的氨氮不仅

可直接危害养殖生物［１］，同时也是引起养殖品种发生病害的

间接因素，对农业生产和水产养殖带来极大的损失［２］。水体

中氨氮的毒性主要取决于游离ＮＨ３。据美国环保局制定的水
质评价标准，ＮＨ３对不同鱼类的致死浓度在０．２～２．０ｍｇ／Ｌ
之间。因此对养殖水体中氨氮浓度的控制一直是科研工作者

研究和探索的问题。

微生物作为一种生态调节剂，用于治理养殖水体环境，能

增加溶解氧，降低氨氮（ＮＨ＋４ －Ｎ）
［３－５］，抑制有害微生物的繁

殖，改善养殖生态环境，同时具有成本低、收效大等优点而日

益受到重视。为了能治理养殖水体中严重的氨氮污染，本研

究从养殖水体中通过富集、筛选、驯化等方法，筛选出高效的

土著降氨氮菌株，以期能够应用这些微生物控制氨氮污染。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样品来源　样品来源于湖南省长沙市某克氏原螯虾
养殖基地。

１．１．２　培养基　分离培养基：ＫＨ２ＰＯ４２ｇ、ＮａＣｌ２０ｇ、
（ＮＨ４）２ＳＯ４１ｇ、葡萄糖１０ｇ、ＭｇＳＯ４０．５ｇ、Ｆｅ２（ＳＯ４）３微量、蒸
馏水１０００ｍＬ，调ｐＨ值至７．０～７．２。固体培养基中添加２％
琼脂。　

菌种鉴定培养基：参照《微生物分类学》中的菌种鉴定培

养基配方配制；酵母菌培养基：葡萄糖２０ｇ、酵母膏１０ｇ、蛋白
胨１０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，自然 ｐＨ值；细菌培养基：牛肉膏
３ｇ、蛋白胨１０ｇ、ＮａＣｌ５ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，调ｐＨ值至７．２。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株的富集和驯化　将１０ｍＬ养殖污水接种于装有
９０ｍＬ分离培养基的三角瓶中，在３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的条件下

培养２ｄ后，取５ｍＬ加至１００ｍＬ新鲜富集培养基中，在相同
条件下培养，如此反复５次。
１．２．２　菌株的筛选与纯化　富集驯化完成后，利用梯度稀释
法分离单个菌株。将分离纯化得到的各菌株用生理盐水制成

终浓度为１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，以３％接种量接种于
２１２ｍｇ／Ｌ氨氮浓度的分离培养基中３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床振
荡培养４８ｈ。菌悬液经５０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ后，取上清液，
测定氨氮的含量，同时测定未接菌的培养基中氨氮含量。每

个株菌做３个重复，选择氨氮降解率相对较高且效果稳定的
菌株进行进一步研究。

１．２．３　分析方法　氨氮的测定采用纳氏试剂分光光度法
（ＧＢ７４７９—１９８７）［６］，氨氮降解率＝（未接种的培养基中的氨
氮浓度－已接种的培养中的氨氮浓度）／未接种的培养基中
的氨氮浓度×１００％。
１．２．４　氨氮降解菌的鉴定　（１）菌株的形态观察及生理生
化鉴定。降解菌株采用平板涂布法接种，３０℃培养。待长出
菌落后，观察菌落的大小、形状、颜色等特征。酵母菌同时观

察子囊孢子、假菌丝及掷孢子的形成和和形态。生理生化鉴

定方法参见《常见细菌系统鉴定手册》和《酵母菌的特征与鉴

定手册》。（２）ＩＴＳ序列分析。用试剂盒提取 ＪＭ１４的基因组
ＤＮＡ，并进行 ＰＣＲ扩增。引物为：ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′，ＩＴＳ４：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－
３′；ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，正向和反
向引物（１ｍｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，模板ＤＮＡ１μＬ，
Ｍｇ２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ）１μＬ，超纯水３５μＬ。
聚合酶链式反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５２℃ ４０ｓ，
７２℃１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物采用纯化
试剂盒纯化，测序由上海生工生物工程技术服务有限公司完

成。测序结果提交ＧｅｎＢａｎｋ进行ＢＬＡＳＴ比对。

２　结果与分析

２．１　菌株的筛选
经多次富集培养和分离，获得１２株氨氮降解菌（表１）。

其中，ＪＭ１４对氨氮的降解效果最好，在氨氮初始浓度为
２１２ｍｇ／Ｌ时，降解率为９１．４％，因此，最后选择了 ＪＭ１４作为
后面试验的备选菌。
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表１　不同菌株降氨氮效果

菌株 氨氮降解率（％）
Ｎ－１ ３３．４
Ｎ－２ ２６．７
Ｎ－３ ４１
ＡＴ ７５．７
ＸＤ ８０．３
ＥＭ－２ ４２．２
ＥＭ－３ ２３．９
ＥＭ－４ ４３．９
ＥＭ－５ ３０．６
ＺＺＨ ２３．１
ＪＭ１４ ９１．４
ＳＴ ５３．１

２．２　功能菌株鉴定
２．２．１　菌株的形态观察及生理生化鉴定结果　从图１可看
出，ＪＭ１４菌落圆形，边缘整齐，呈乳白色，不透明，湿润。菌体
呈椭圆形，产子囊孢子，形成原始菌丝或成短链状，无掷孢子

掷出。菌株ＪＭ１４的生理生化结果见表２。

表２　菌株ＪＭ１４生理生化鉴定

测定项目 结果 测定项目 结果

葡萄糖 ＋ 半乳糖 ＋
蔗糖 ＋ 木糖 ＋

产类淀粉化合物 － 明胶液化 －
１％醋酸生长 ＋ 产酸 微量

石蕊牛奶试验 ＋ 产脂 微量

尿素分解 － 无维生素培养基生长 ＋

　　注：“＋”表示阳性或生长；“－”表示阴性或不生长。

２．２．２　 ＩＴＳ序列分析　采用 ＰＣＲ扩增菌株 ＪＭ１４的 ＩＴＳ基

因，其序列长为７９７ｂｐ，将其与 ＧｅｎＢａｎｋ上的其他序列进行
同源性比对，ＪＭ１４的ＩＴＳ序列与 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ序列
相似性达到９９％。因此，综合菌落形态、菌体形态、生理生化
特征及ＩＴＳ序列分析，将菌株 ＪＭ１４鉴定为酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａ
ｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）。

３　小结与讨论

通过对养殖污水进行富集和培养，共筛选到１２株具有氨
氮降解活性的菌株。在这１２株菌株中，菌株ＡＴ、ＸＤ和ＪＭ１４
降解活性都在７５％以上，其中菌株ＪＭ１４的降解活性最高，达
到９１．４％，通过对菌株 ＪＭ１４的形态特征、生理生化鉴定及
ＩＴＳ序列分析，将菌株 ＪＭ１４鉴定为酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）。目前已有研究报道表明很多菌属具有降解氨氮
的能力，如假单胞菌、硝化细菌、巨大芽孢杆菌［７］等，而关于

酿酒酵母能降解水体中的氨氮还未见报道，因此酿酒酵母在

养殖水体修复方面具有潜在的应用价值。
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