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　　摘要：以光合细菌和枯草芽孢杆菌为试验菌种，研究二者最优浓度配比，应用在实际生产中提高降解水体氨氮、

ＮＯ－２ 和化学需氧量（ＣＯＤ）浓度的能力。测定７种枯草芽孢杆菌的生长曲线，选取生长性能较好的菌株 Ｋ１、Ｋ２、Ｋ３进

行产酶活性检测，筛选出菌株Ｋ３进行复配试验，试验设置１个对照组（ＣＫ）和７个复合菌组（Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５、Ｐ６、

Ｐ７），７个复合菌组（光合细菌 ∶枯草芽孢杆菌）的浓度配比分别为 Ｐ１（１∶０）、Ｐ２（０∶１）、Ｐ３（１∶１）、Ｐ４（２∶１）、Ｐ５
（３∶１）、Ｐ６（１∶２）、Ｐ７（１∶３），分析各试验组的氨氮、ＮＯ

－
２ 和化学需氧量等水质指标，选取处理结果最优的复合菌组。

结果表明，复合菌能够明显降低水体氨氮，其中Ｐ６降解能力最强，降解效果高于对照组４．９倍；能去除亚硝酸根浓度

和水体中的化学需氧量。复合菌组的最佳浓度配比为１∶２，该浓度配比组较对照组和其他试验组能够明显净化养殖
水质，有效提高净化水质能力。
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　　近年来随着我国水产养殖业的迅速发展，工业
化的高密度养殖不断扩大，与此同时，未处理养殖

废水和工业、生活污水的排放不仅使环境受到严重

的污染，还影响人们的生活用水卫生问题。养殖生

态环境遭到破坏，致使养殖业病害频繁发生［１］。池

塘自净与调节能力并不能满足清除残饵、鱼虾排泄

物等富营养因子的需要，养殖水体中氨氮、硝酸盐、

亚硝酸盐、硫化物等严重超标，池塘水质恶化，鱼虾

病害频频发生［２］。为了解决上述问题，抗生素和各

类化学药剂在养殖池塘中大量而频繁的施用，严重

破坏了养殖环境的生物体系，不仅使养殖池塘的微

生态失调，而且使农药残留超标，污染养殖水环

境［３］。微生态制剂净水以其高效率、低成本、见效

快成为最有前景的净水方法。目前应用的净水微

生态制剂主要种类有光合细菌、芽孢杆菌、硝化细

菌和酵母菌等。光合细菌能够改善水质，增加溶

氧，降低氨氮，增加生产力［４］。枯草芽孢杆菌可以

减少病害，降低氮磷，增加溶氧，增产增效［５－６］。两

者结合起来使用会产生不一样的效果。有关光合

细菌和芽孢杆菌协同净化水质的研究已有报道，罗

勇胜等研究认为，光合细菌与枯草芽孢杆菌二者协

同净化作用效果较好［７］；李君华等研究认为，二者

协同作用能净化水质，提高刺参免疫能力［８］；姜海

明等研究发现，光合细菌和芽孢杆菌使用浓度比例

为３∶１时，对乌鳢养殖水的氨氮和化学需氧量
（ＣＯＤ）去除率最高［９］。因此，本研究拟通过对光合

细菌和枯草芽孢杆菌２种菌设置不同浓度配比进行
水质指标检测，来确定养殖水质净化作用的最优配

比，以期得到养殖生产中复合菌的最佳浓度配比。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌种与水体来源　试验所用光合细菌为新
疆农业科学院微生物应用研究所生态实验室保藏，
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枯草芽孢杆菌菌粉、养殖废水由新疆昌吉天康畜牧

科技有限公司提供。

１．１．２　培养基　本试验所使用的光合细菌培养基
为 ＲＣＶＢＮ培养基。ＲＣＶＢＮ培养基配方：乙酸钠
３．００ｇ，丙酸钠 １．００ｇ，硫酸铵 １．００ｇ，硫酸镁
０．２０ｇ，氯化钠１．００ｇ，磷酸二氢钾０．３０ｇ，磷酸氢
二钾０．５０ｇ，氯化钙０．０５ｇ，酵母膏０．１０ｇ，微量元
素１．００ｍＬ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值调至７．０。

枯草芽孢杆菌活化、生长培养基为 ＬＢ培养基。
ＬＢ培养基配方：胰蛋白胨 １０ｇ，酵母提取物 ５ｇ，
ＮａＣｌ１０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ。

枯草芽孢杆菌活性检测培养基。淀粉酶培养

基：牛肉膏５ｇ，蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，可溶性淀粉
２ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值调至７．０～７．２，琼脂粉
２０ｇ。蛋白酶培养基：葡萄糖１ｇ，酵母膏１ｇ，酪素
５ｇ，磷酸氢二钾 １ｇ，磷酸二氢钾 ０．５ｇ，硫酸镁
０．１ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值调至７．０～７．２，琼脂
粉２０ｇ。纤维素酶培养基：羧甲基纤维素钠２ｇ，蛋
白胨１０ｇ，酵母膏５ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，
ｐＨ值调至 ７．２～７．４，琼脂粉２０ｇ。
１．１．３　试验仪器　单人双面净化工作台（ＳＷ－
ＣＪ－１Ｆ），购自苏州净化设备有限公司；恒温培养振
荡器（ＺＷＹ－２１０２Ｃ），购自上海智城分析仪器制造
有限公司；电热恒温培养箱（ＳＰＸ－２５０ＢＦ２），购自
上海福玛实验设备有限公司；电热恒温鼓风干燥箱

（ＤＨＧ－９０７０），购自上海鸿都电子科技有限公司；
立式压力蒸汽灭菌器（ＹＸＱ－ＬＳ－７５ＳＩＩ），购自上
海博迅实业有限公司医疗设备厂；电子天平（ＪＷ－
Ｂ５００３，０．００１ｇ），购自诸暨市超泽衡器设备有限公
司；调速型迷你离心机（ＳｕｐｅｒＭｉｎｉＤａｎｃｅｒ），购自生
工生物工程（上海）股份有限公司；ｐＨ计（ＭＴ－
５０００），购自上海精密科学仪器有限公司；紫外分光
光度计（ＵＶ－２５５０），购自日本岛津自动化设备有限
公司。

１．２　试验方法
１．２．１　生长性能良好的枯草芽孢杆菌筛选
１．２．１．１　生长曲线的测定　将笔者所在实验室选
购的７种菌粉标记为 Ｋ１、Ｋ２、Ｋ３、Ｋ４、Ｋ５、Ｋ６、Ｋ８，称
取０．１ｇ用无菌梯度稀释法，稀释涂布于 ＬＢ培养
基，置于３７℃培养箱中培养，直至长出明显的单菌
落，挑取单菌落于 ＬＢ培养液中分别在２０、２５℃ ２
种温度的培养箱里培养，每２ｈ取样测量１次菌液
浓度，并观察这７种枯草芽孢杆菌的生长情况。

１．２．１．２　产酶活性的检测　选取其中生长活性最
好的枯草芽孢杆菌，用打孔法检测其产淀粉酶、蛋

白酶、纤维素酶等３种酶的活性，分别在淀粉酶培养
基、蛋白酶培养基和纤维素酶培养基上用打孔法将

培养２４ｈ后的枯草芽孢杆菌菌液用移液枪吸入孔
中，置于３７℃培养箱中培养２４ｈ后观察产酶圈。
１．２．２　枯草芽孢杆菌和光合细菌的复配试验
１．２．２．１　复配菌的制备　将纯化培养的２种菌按
照比例配制，试验设置１个对照组（不添加菌）和７
个复配菌组，７个复配菌组（光合细菌 ∶枯草芽孢杆
菌）浓度配比分别为 Ｐ１（１∶０）、Ｐ２（０∶１）、Ｐ３
（１∶１）、Ｐ４（２∶１）、Ｐ５（３∶１）、Ｐ６（１∶２）、Ｐ７（１∶３）。
光合细菌活菌数为１．３×１０９ＣＦＵ／ｍＬ，枯草芽孢杆
菌活菌数为５．１７×１０１１ＣＦＵ／ｇ。枯草芽孢杆菌每份
加菌量为０．００２５ｇ，光合细菌添加量每份为１３ｍＬ。
１．２．２．２　实验室模拟生物降解试验设计　取塑料
箱（０．５ｍ×０．４ｍ×０．５ｍ），每个加入养殖池塘水
（稀释猪粪水）１３Ｌ，复合菌剂投放量为５０ｍＬ（浓度
３．８５ｍＬ／Ｌ），试验组除对照外共有７组，每组２个
平行。在室内光照，温度控制在３０℃条件下培养并
观察。分析各试验组的化学需氧量浓度（高锰酸钾

法）、氨氮含量（纳氏试剂）、亚硝酸根含量等水质指

标。每隔１ｄ测定１次，连续测定８ｄ。

２　结果与分析

２．１　枯草芽孢杆菌的筛选
如图１所示，在培养时间为２６ｈ内，当培养温

度为２０℃时，菌种Ｋ１的生长速率最快，在培养２６ｈ
时，菌液浓度最高；菌种 Ｋ２的生长速率次之，其次
是菌种 Ｋ３。当培养温度为２５℃时，菌种 Ｋ１、Ｋ２和
Ｋ３的生长速率较快，菌液浓度较高。因此，选择
Ｋ１、Ｋ２和Ｋ３这３株菌进行产酶活性检测。
２．２　产酶活性能力检测结果

对Ｋ１、Ｋ２和 Ｋ３这３株枯草芽孢杆菌进行产蛋

白酶、淀粉酶和纤维素酶活性能力检测，结果如表１
所示，菌种Ｋ１产蛋白酶圈直径为１．６８０ｃｍ，产淀粉
酶圈直径为 ０．８３２ｃｍ，产纤维素酶圈直径为
０．０００ｃｍ；菌种Ｋ２产蛋白酶圈直径为１．８３６ｃｍ，产
淀粉酶圈直径为 ０．８２８ｃｍ，产纤维素酶圈直径为
０．０００ｃｍ；菌种Ｋ３产蛋白酶圈直径为２．１６０ｃｍ，产
淀粉酶圈直径为 １．２３６ｃｍ，产纤维素酶圈直径为
０．０００ｃｍ。菌株Ｋ３的产蛋白酶和产淀粉酶活性能
力比菌种Ｋ１和Ｋ２强，菌种Ｋ１和Ｋ２产蛋白酶与产

—５６１—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第６期



表１　３种枯草芽孢杆菌产酶圈直径

产酶种类
产酶圈直径（ｃｍ）

Ｋ１ Ｋ２ Ｋ３
蛋白酶　 １．６８０ １．８３６ ２．１６０
淀粉酶　 ０．８３２ ０．８２８ １．２３６
纤维素酶 ０．０００ ０．０００ ０．０００

淀粉酶的活性能力相当，３株菌的产纤维素酶活性
能力都很弱，产纤维素酶圈直径都为０．０００ｃｍ。因
此选择Ｋ３菌株与光合细菌进行复配。
２．３　不同处理对ＮＨ＋４ 降解效果的影响

如图２所示，ＣＫ（对照组）对 ＮＨ＋４ 浓度的降解

趋势最缓，最终结果与原始相差不大。而其他复合

菌组对ＮＨ＋４ 浓度的降解速率在前８ｄ均快于 ＣＫ，
其中Ｐ６组的降解速率比其他组快，Ｐ３和 Ｐ７组降解
速率为７组复合菌组中最慢。
２．４　不同处理对ＮＯ－２ 降解效果的影响

如图３所示，ＣＫ的降解速率比复合菌组的慢，
但是总体差异不明显，各组对ＮＯ－２ 的降解速率差异
不明显。

２．５　不同处理对ＣＯＤ降解效果的影响
如图４所示，ＣＫ的 ＣＯＤ随培养时间的延长呈

上升趋势，与复合菌组呈现差异明显，Ｐ１与 Ｐ７组对
ＣＯＤ的降解能力较强。

３　讨论与结论

本研究结果表明，光合细菌、枯草芽孢杆菌以及
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复合菌都能有效降低水体氨氮、化学需氧量和 ＮＯ－２
浓度的能力。光合细 菌 ∶芽 孢杆菌 ＝１∶２（Ｐ６）
时，对水中氨氮的降解效果最好，比对照组高出４．９
倍，比单一光合细菌（Ｐ１）与单一枯草芽孢杆菌（Ｐ２）
分别高出１．９、１．５倍，复合菌效果明显优于单一菌。
因为养殖池塘水体中饲养鱼类喂食的饵料较多，所

以水体中的氨氮含量增加，氨氮容易引起水中藻类

及其他微生物大量繁殖，形成富营养化污染，使水

中溶解氧含量下降，鱼类大量死亡，甚至会导致湖

泊干涸。由于氨氮对养殖水体的危害较大，就不得

不寻找其他方法来解决现存的高密度养殖后果。

光合细菌 ∶芽孢杆菌 ＝１∶２（Ｐ６）时，对水体中
亚硝酸盐降解效果最好，其降解率是 ＣＫ组的１倍，
但与其他复合菌组处理效果差异不明显。养殖池

塘由于大规模高密度的养殖，很容易造成水体缺

氧，在厌氧状态下，水体中的硝酸根离子还原成亚

硝酸根离子，亚硝酸根离子大量积累，对养殖水体

的环境与养殖动物造成严重危害。而光合细菌与

芽孢杆菌对于水体中氨氮的去除能力较强，因此，

在养殖池塘中添加微生态制剂是一种较好的解决

方案。

光合细菌 ∶芽孢杆菌 ＝１∶３（Ｐ７）时，对水体中
化学需氧量降解效果最好，在培养时间内，对照组

的ＣＯＤ呈现上升趋势，Ｐ７组对ＣＯＤ的降解明显，降
解效率高于单一组１．９倍。ＣＯＤ是评价水体质量
的重要指标，ＣＯＤ的高低在很大程度上反映水环境
的有机污染或水体的清洁度［１０］。光合细菌在厌氧

条件下可以固定ＣＯ２，也可以利用低级脂肪酸、氨基
酸等作为碳源进而降低 ＣＯＤ［１０］。芽孢杆菌是具有
高活性消化酶系的异养菌，能迅速将养殖水体中的

有机物分解为小分子有机酸、氨基酸及氨，从而降

低ＣＯＤ。２种细菌都具有降解有机物的能力，二者
存在共生关系［１１－１２］。Ｐ７组中复合菌浓度比例取得
最好的ＣＯＤ降解效果，说明两者共生达到平衡，都
能够发挥各自的有机物降解能力，达到最佳降低

ＣＯＤ的效果。
微生态制剂的使用不但提高了水产养殖业中

降解有机污染的能力，还大大节省了养殖成本，其

中光合细菌既能发挥高效的降解作用，利用水体中

有毒的胺、Ｈ２Ｓ等，还能分泌一些对养殖动物有益的
活性物质［１３］。枯草芽孢杆菌除了可以限制养殖水

体中有害菌的生存和繁殖，养殖动物食用后可改善

体内生态环境，并对动物某些疾病有防治作用。复

合菌的使用既可以使各类微生物都各自发挥优势，

又能相互利用、取长补短，使利益最大化。
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