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摘要：为了研究 3 株异养硝化细菌对底部充氧尼罗罗非鱼养殖池塘水质的净化效果，选
择初始体质量为 (2.66±0.94) g 的尼罗罗非鱼 600 尾，随机平均放入 20 个水泥池，实验设
对照组 1(普通曝气头)、对照组 2(底部盘式微孔曝气器)、嗜吡啶红球菌 (P1-2) 实验组 (底
部盘式微孔曝气器)、粪产碱杆菌 (P3-1) 实验组 (底部盘式微孔曝气器)、巨大芽孢杆菌
(P5-2) 实验组 (底部盘式微孔曝气器)，每组各 4 个重复，分别在养殖池塘定期泼洒终浓
度为 5×105 CFU/mL的异养硝化细菌菌液。测定了不同组中各项水质指标及鱼体生长、抗
氧化能力指标的变化情况。结果显示，在实验过程中，所有组的总氮浓度均呈持续上升
趋势，而加菌组的各指标积累量始终低于对照组，其中，P5-2 对尼罗罗非鱼养殖水体的
处理效果最为理想。P5-2 组水体中的总氮累积量在整个养殖周期始终低于对照组 1 和对
照组 2。P3-1 组水体中的总氮累积量在整个养殖周期始终低于对照组 2。P1-2 组水体中
的总氮累积量在第 8 周和第 10 周显著低于对照组 1 和对照组 2。P5-2、P3-1 和 P1-2 组水
体中的氨氮累积量在整个养殖周期始终低于对照组 1 和对照组 2。P5-2 组池塘水体中的
亚硝酸盐氮累积量在第 2 周、第 6 周和第 8 周显著低于对照组 2。养殖水体中泼洒异养
硝化细菌可以提高尼罗罗非鱼的抗氧化功能。与对照组 1 相比，P3-1 和 P5-2 组中尼罗
罗非鱼血清中的超氧化物歧化酶 (SOD) 活性分别提高了 12.10% 和 8.05%，与对照组 2 相
比，P3-1 和 P5-2 组中尼罗罗非鱼血清中的 SOD 活性分别提高了 21.25% 和 16.87%。与对
照组 1 相比，P1-2、P3-1 和 P5-2 组中尼罗罗非鱼血清中的总抗氧化能力 (T-AOC) 分别提
高了 82.78%、98.68% 和 245.70%，与对照组 2 相比，P3-1 和 P5-2 组中尼罗罗非鱼血清中
的 T-AOC 分别提高了 1.69% 和 76.95%。研究表明，在养殖池塘中添加异养硝化细菌，
可有效维护养殖水质，提高尼罗罗非鱼的抗氧化能力，对鱼体生长无影响。
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中国的池塘养殖模式从 20 世纪 70 年代末开

始，随着养殖水平的不断提高，单位水体的鱼

载力也随之增加，大量的饲料投入和鱼类代谢

物的积累导致池塘内源性污染加重，养殖废水

的排放也大大加剧了周围水体的富营养化程度。

其中氮是造成水体污染及富营养化的主要原因
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之一，因此氮的去除对于改善养殖水环境具有

重要意义[1-2]。

目前，微生物法脱氮是处理污水最经济有

效的方法之一 [3]。微生物法脱氮包括硝化作用和

反硝化作用两个过程，其中自养型硝化细菌在

硝化作用过程中占据主要地位 [4]，随着技术手段

的不断优化，许多研究表明，某些异养细菌也能进

行硝化作用，如粪产碱杆菌 (Alcaligenes faecalis)[5]、

芽孢杆菌 (Bacillus sp.)[6] 和红球菌 (Rhodococcus
sp.)[7] 等，与自养硝化细菌相比，异养硝化细菌

生长速率快，环境适应能力强 [8]，在生物脱氮法

处理污水中更有优势，发展前景良好，但需要

大量的研究去解决硝化细菌在实际应用中存在

的问题，如将游离菌投放到养殖池后，由于环

境条件发生改变，菌的生存、生长及其稳定性

常常难以控制，从而导致对水体的净化效果不

稳定；一些应用前景良好的好氧硝化菌在相对

厌氧的底质中的定植问题等。近年来，池塘底

部增氧方式得到了广泛推广 [9]，相比传统的增氧

方式，底部增氧可以有效改善池塘底部的水质

条件，增加池塘底部的溶解氧含量。因此，本

实验拟通过在零换水条件下，研究本实验室筛

选的 3 株异养硝化细菌对底部增氧池塘环境及鱼

体生长和免疫的影响，本研究有望为池塘养殖

中异养硝化细菌的有效使用提供新的思路。

1    材料与方法

1.1    实验菌种及其硝化活性的测定

实验所用菌种包括巨大芽孢杆菌 (B. mega-
terium )(P5-2)、粪产碱杆菌 (P3-1) 及嗜吡啶红球

菌 (R. pyridinivorans) (P1-2)，均为本实验室从广

州市番禺良种场尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloti-
cus) 循环水养殖车间用水中筛选获得。

将 菌 株 接 种 于 150  mL 异 养 硝 化 培 养 基

[(NH4)2SO4 0.4  g/L，柠檬酸钠 5  g/L， NaCl  0.01
g/L， MgSO4·7H2O  0.05  g/L， K2HPO4 0.2  g/L，
FeSO4·7H2O 0.01 g/L，MnSO4 0.01 g/L，pH 7.0] 中，

置于 32 °C、180 r/min 的恒温摇床中培养。每隔

4 h 取样测定上清液中氨氮和总氮的含量。

1.2    菌液的准备

挑取单菌落接种至锥形瓶中，置于 32 °C、

180 r/min 的恒温摇床中培养，根据每株菌的生长

曲线培养至对数生长期，将菌液浓缩至 5×1011

CFU/mL，4 °C 保存备用。

1.3    养殖实验设计

将 600 尾尼罗罗非鱼幼鱼 [ 体质量 (2.66±
0.94) g，全长 (5.29±0.56) cm] 分别投入 20 个水泥

池 (1.50 m×1.20 m×0.70 m，水泥池底部有约 10 cm
厚的底泥 )，每池 30 尾。实验设对照组 1(CK1，
普通曝气头)、对照组 2(CK2，盘式微孔曝气器)、
P1-2实验组 (盘式微孔曝气器 )、P3-1 实验组 (盘
式微孔曝气器)、P5-2 实验组 (盘式微孔曝气器)，
每组设 4 个重复。盘式微孔曝气器安装于池塘底

部，离底泥约 10 cm。鼓风机设置在池塘池体的

外侧，鼓风机与送风管连通，送风管与微孔曝

气头连接，鼓风机将空气经过送风管输送到微

孔曝气头从微孔排出。各个实验组每周泼洒 1 次

异养硝化细菌菌液，菌液在养殖水体中的终浓

度为 5×105 CFU/mL，实验周期为 10 周。投喂饲

料为尼罗罗非鱼商品浮性膨化饲料，每天于

16:00 投喂 1 次，每次投喂量为鱼体质量的 4%。

1.4    样品的采集

分别在养殖实验开始的第 0、2、4、6、8
和 10 周取水样 (泼洒菌液前取样 )，冰上保存，

带回实验室进行分析检测。实验结束时，即养

殖实验开始的第 10 周采集尼罗罗非鱼样品，每

个池塘随机捞取 3 尾尼罗罗非鱼，称量鱼的体质

量并测量全长，同时用无菌注射器进行尾静脉

采血，4 °C、3 500 r/min 离心 15 min，吸取血清

于−80 °C 冰箱保存备用。

1.5    水质分析

氨氮的测定采用纳氏试剂光度法；亚硝酸

盐氮的测定采用 N-(1-萘基)-乙二胺光度法；硝酸

盐氮的测定采用酚二磺酸光度法；总氮的测定

采用过硫酸钾紫外分光光度法。某采样时间点

总氮、氨氮、硝酸盐氮和亚硝酸盐氮变化量是

由该时间点的总氮、氨氮、硝酸盐氮、亚硝酸

盐氮的含量分别减去池塘的总氮、氨氮、硝酸

盐氮和亚硝酸盐氮的初始含量。

1.6    尼罗罗非鱼血清抗氧化能力的测定

采用南京建成生物工程研究所的试剂盒，

测定尼罗罗非鱼血清过氧化物酶 (POD)、总抗氧

化能力 (T-AOC) 和超氧化物歧化酶 (SOD) 活性，

具体步骤参照说明书。

1.7    数据分析

水质、实验鱼体质量和酶活性等数据用
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SigmaPlot for Windows(v. 11.0, Systat Software, Inc.,
Germany) 软件作图，用 IBM SPSS 18.0 软件进行

单因素方差分析 (One-Way ANOVA)，Duncan 氏

多重比较检验各组间的差异。数据采用平均值±
标准误 (mean±SE) 表示，显著水平为 P<0.05。

2    结果

2.1    菌株硝化活性

菌株在异养硝化培养基中的硝化活性研究

结果显示，在 28 h，P5-2、P3-1 和 P1-2 对氨氮的

去除率分别达到了 94.29%、 98.35% 和 98.17%
(图 1)，P5-2、P3-1 和 P1-2 对总氮的去除率分别

达到了 87.53%、88.32% 和 84.48%(图 2)，说明这

3 株菌均具有良好的脱氮性能，但 3 株菌对总氮

和氨氮的去除率均无显著性差异。

2.2    异养硝化细菌对尼罗罗非鱼养殖池塘水

质的影响

随着养殖时间的增加，尼罗罗非鱼养殖池

塘水体中的总氮、氨氮、硝酸盐氮和亚硝酸盐

氮含量均有所积累，底部充氧曝气处理和异养

硝化细菌处理均可降低池塘水体中总氮、氨氮

和亚硝酸盐氮的含量。P5-2 组水体中的总氮累

积量在整个养殖周期始终低于对照组 1(普通曝气

头) 和对照组 2(盘式微孔曝气器)，和对照组 1 相

比，第 8 周和第 10 周差异显著 (P<0.05)，和对照

组 2 相比，第 2 周、第 8 周和第 10 周差异显著

(P<0.05)。P3-1 泼洒组水体中的总氮累积量在整

个养殖周期始终低于对照组 2，第 10 周差异显

著 (P<0.05)，该组水体中的总氮累积量在第 8 周

和第 10 周显著低于对照组 1 (P<0.05)。P1-2 组水

体中的总氮累积量在第 8 周和第 10 周显著低于

对照组 1 (P<0.05) 和对照组 2 (P<0.05)。P5-2、P3-
1 和 P1-2 组水体中的氨氮累积量在整个养殖周期

始终低于对照组 1 和对照组 2，其中 P5-2 组在 5
个采样时间点均差异显著 (P<0.05)，P3-1 和 P1-2
组水体中的氨氮累积量在第 2 周、第 6 周、第 8
周和第 10 周显著低于对照组 1(P<0.05)，在第 2
周、第 6 周和第 10 周显著低于对照组 2 (P<0.05)。
P5-2 组池塘水体中的亚硝酸盐氮累积量在第 2 周、

第 6 周和第 8 周显著低于对照组 2 (P<0.05)。在

第 8 周和第 10 周，对照组 2 水体中的硝酸盐氮

累积量显著高于对照组 1(P<0.05) (图 3)。

2.3    异养硝化细菌对尼罗罗非鱼生长的影响

在养殖 10 周后，称量各组尼罗罗非鱼的体

质量，平均体质量分别为 (104.51±3.12) g (CK1)、
(104.32±8.05) g (CK2)、(118.38±9.37) g (P1-2)、(97.54±
6.50) g (P3-1) 和 (110.32±8.50 g) (P5-2)，各组之间

无显著性差异。

2.4    异养硝化细菌对尼罗罗非鱼抗氧化能力

的影响

养殖水体中泼洒异养硝化细菌可以提高尼

罗罗非鱼的抗氧化能力。与对照组 1 相比，P3-1
和 P5-2 组中尼罗罗非鱼血清中的 SOD 活性分别

提高了 12.10% 和 8.05%(P>0.05)，与对照组 2 相

比，P3-1 和 P5-2 组中尼罗罗非鱼血清中的 SOD
活性分别提高了 21.25% 和 16.87%(P<0.05)。与对

照组 1 相比，P1-2、P3-1 和 P5-2 组中尼罗罗非鱼
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图 1    菌株 P5-2、P3-1和 P1-2对氨氮的去除率

Fig. 1    Ammonia nitrogen removal rate of strains of
P5-2, P3-1 and P1-2
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图 2    菌株 P5-2、P3-1和 P1-2对总氮的去除率

Fig. 2    Total nitrogen removal rate of strains of
P5-2, P3-1 and P1-2
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血清中的 T-AOC 分别提高了 82.78%、98.68% 和

245.70%(P<0.05)，与对照组 2 相比，P3-1 和 P5-
2 组中尼罗罗非鱼血清中的 T-AOC 分别提高了

1.69%(P>0.05) 和 76.95%(P<0.05)(图 4)。各组尼罗

罗非鱼血清中的 POD 活性无显著性差异。

3    讨论

近年来，已有大量研究报道了异养硝化细菌

分离和鉴定，包括假单胞菌属 (Pseudomonas)[10-12]、

不动杆菌属 (Acinetobacter)[13-14]、芽孢杆菌属 [15-16]、

粪产碱杆菌属[17-18]、红球菌属[7]、副球菌属 (Para-
coccus)[19]、代尔夫特菌属 (Delftia)[20] 和根瘤菌属

(Rhizobium)[21]。本研究利用本实验室筛选到的 3

种异养硝化细菌，包括巨大芽孢杆菌、粪产碱

杆菌和嗜吡啶红球菌对尼罗罗非鱼养殖池塘水

环境进行调节，研究发现，这 3 株菌在异养硝化

培养基中 28 h 时对氨氮的去除率均可达到 94%

以上，在 28 h 时对总氮的去除率均可达到 84%

以上。周国庆等 [22] 筛选了 3 株芽孢杆菌，对氨

氮的去除率最大达到 60.54%。黄石等 [23] 研究报

道了 1 株巨大芽孢杆菌 Y907 在 72 h 对氨氮的去

除率达到 90%。本研究中使用的巨大芽孢杆菌

P5-2 对氨氮的去除效果更好。刘芳芳等 [24] 研究

了 4 株粪产碱杆菌的脱氮能力，其在 48 h 对氨

氮的去除率达到 44% 以上，对总氮的去除率达

到 38% 以上。本研究中使用的粪产碱杆菌 P3-1
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图 3    不同养殖时期池塘水体中总氮、氨氮、亚硝酸盐氮和硝酸盐氮的累积量

CK1. 对照组 1，CK2. 对照组 2，P1-2. 嗜吡啶红球菌，P3-1. 粪产碱杆菌，P5-2. 巨大芽孢杆菌；不同小写字母表示同一采样时间点的不

同处理组差异显著 (P<0.05)

Fig. 3    Temporal variation of accumulation of total nitrogen, ammonia nitrogen,
nitrite nitrogen and nitrate nitrogen of pond water

CK1.  control  1,  CK2.  control  2,  P1-2. R.  pyridinivorans,  P3-1. A.  faecalis,  P5-2. B.  megaterium;  different  small  letters  mean  significant  difference
between different groups within the same sampling time (P < 0.05)
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的脱氮效果显著高于上述 4 株菌。而陈青云等 [18]

报道的粪产碱杆菌也具有较强的脱氮能力，24 h
对氨氮的去除率达到 95%。陈昢圳等 [7] 发现了 1
株高效脱氮的嗜吡啶红球菌，可将培养基中的

氨氮全部去除，对总氮的去除率可达 98.70%，

略高于本研究中的 P1-2。本研究使用的 3 种异养

硝化细菌有较强的脱氮能力，在废水的脱氮处

理方面有较好的应用前景。

目前，异养硝化细菌的应用主要集中在污

水处理方面[25]。在养殖水的处理方面，醋酸钙不

动杆菌 (A. calcoacetic) 能够有效处理循环水养殖

系统水体中的氨氮、硝酸态氮、总氮和总有机

碳，去除率分别达到了43.31%、91.70%、83.56% 和

67.57%[14]。花津滩芽孢杆菌 (B. hwajinpoensis)、
嗜碱盐单胞菌 (Halomonas alkaliphila) 和麦氏交替

单胞菌 (Alteromonas macleodii) 对圆斑星鲽 (Verasper
variegatus) 养殖废水有较好的净化效果，对圆斑

星鲽无毒害及致病作用[26]。在养殖废水中泼洒终

浓度为 108 CFU/mL 的枯草芽孢杆菌 (B. subtilis)，
10 d 后，其对养殖废水氨氮的去除率达到 81.9%[27]。

本研究发现，在实际的养殖应用中，P5-2 对尼

罗罗非鱼养殖水的处理效果最为理想，在养殖

的第 10 周，P5-2 组的总氮浓度分别比对照组 1
低 38.87%，比对照组 2 低 23.99%，同时 P5-2 对

池塘水体中的亚硝酸盐氮也有较好的降解效果。

本研究中使用的菌液终浓度为 5×105 CFU/mL，
在较低的菌液浓度下，对氨氮和总氮仍可以达

到较好的去除效果。本研究中的 3 个实验组和对

照组 2 均使用了底部增氧方式，结果表明，底部

增氧较普通增氧方式，可以显著降低养殖池塘

中的总氮和氨氮的积累，配合异养硝化细菌同

时使用效果更佳。

T-AOC 是用于衡量机体抗氧化系统功能状

况的综合性指标，SOD 是一种重要的抗氧化酶，

以往的研究主要集中在益生菌拌料投喂对鱼体

的抗氧化能力的影响，如在饲料中添加巨大芽

孢杆菌可以提高杂交鲟幼鱼血清中 T-AOC 和 SOD
活性[28]。而向水中泼洒益生菌也是水产养殖中益

生菌的主要施用方式之一。已有研究发现，在

水体中添加芽孢杆菌制剂，可将草鱼 (Ctenopha-
ryngodon idella) 血清的 T-AOC 活性从 4.07 U/mL
提高到 6.08 U/mL，但并未影响草鱼血清的 SOD
活性[29]。本研究同样表明，在养殖水体中泼洒异

养硝化细菌可以提高尼罗罗非鱼血清的 T-AOC
和 SOD 活性。本研究尝试将异养硝化细菌泼洒

到尼罗罗非鱼养殖水体中，作为水质调节剂和

鱼体免疫调节剂使用，操作相对简便，为异养

硝化细菌的使用提供新的思路。

4    结论

本研究通过在底部增氧的尼罗罗非鱼养殖

池塘中添加异养硝化细菌，有效降低了养殖水

体中总氮和氨氮的积累，同时研究了异养硝化

细菌的添加对养殖尼罗罗非鱼生长及抗氧化能

力的影响，结果发现，添加异养硝化细菌未影

响尼罗罗非鱼的生长，且显著提高了尼罗罗非

鱼的抗氧化能力，表明异养硝化细菌可在尼罗

罗非鱼的养殖过程中作为益生菌使用。
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Effects of three heterotrophic nitrifying bacteria on water quality of
Oreochromis niloticus pond with bottom aeration, and growth and
antioxidative abilities of fish under zero water exchange condition

WANG Miao ,     LI Zhonghui ,     YI Mengmeng ,     LU Maixin *,    
WANG Ruining ,     GAO Fengying ,     LIU Zhigang

(Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Science, Guangzhou    510380, China)

Abstract: In order to study the effect of three heterotrophic nitrifying bacteria on water quality of tilapia pond with
bottom aeration, 600 Oreochromis niloticus with initial body weight of (2.66±0.94) g were randomly divided into
20 ponds. Five treatments included control group 1 (with air stone), control group 2 (with bottom microporous aer-
ator), Rhodococcus  pyridinivorans (P1-2)  group  (with  bottom  microporous  aerator), Alcaligenes  faecalis (P3-1)
group (with  bottom microporous  aerator),  and Bacillus  megaterium (P5-2) group (with  bottom microporous  aer-
ator),  and  each  group  had  four  replicates.  Heterotrophic  nitrifying  bacteria  with  a  final  concentration  of  5  x  105

CFU/mL  were  added  into  the  ponds  every  week.  Water  quality,  growth  and  antioxidative  abilities  of  fish  were
determined. The concentration of total nitrogen in water of all groups showed a continuous increasing trend during
the experiment, while the accumulation of all indexes in the experiment groups were always lower than that in the
control groups. The effect of P5-2 on improving the water quality of O. niloticus pond was the best. The accumula-
tion of total nitrogen in pond water of P5-2 group was lower than that of control group 1 and control group 2 dur-
ing the whole experiment. The accumulation of total nitrogen in pond water of P3-1 group was always lower than
that of control group 2 during the whole experiment. The accumulation of total nitrogen in pond water of the P1-2
group was significantly lower than that of control group 1 and control group 2 at the 8th and 10th weeks. The accu-
mulation of ammonia nitrogen in pond water of P5-2, P3-1 and P1-2 groups was lower than that of control group 1
and control group 2 during the whole experiment. The accumulation of nitrite nitrogen content in pond water of P5-
2 group was significantly lower than that of control group 2 at the 2nd, 6th and 8th weeks. Adding heterotrophic
nitrifying bacteria in pond water improved the antioxidative abilities of O. niloticus. Compared with control group
1, total superoxide dismutase (SOD) activity in serum of tilapia in P3-1 and P5-2 groups increased by 12.10% and
8.05%,  respectively.  Compared  with  control  group  2,  SOD  activity  in  serum  of O. niloticus in  P3-1  and  P5-2
groups increased by 21.25% and 16.87%, respectively. Compared with the control group 1, total antioxidant capa-
city (T-AOC) activity in serum of O. niloticus in P1-2,  P3-1 and P5-2 groups increased by 82.78%, 98.68% and
245.70% respectively. Compared with control group 2, T-AOC activity in serum of O. niloticus in P3-1 and P5-2
groups increased by 1.69% and 76.95%, respectively. The results showed that adding heterotrophic nitrifying bac-
teria into pond could effectively improve the water quality and the antioxidative abilities of O. niloticus, but had no
effect on the growth of O. niloticus.

Key words:  Oreochromis niloticus;  Rhodococcus pyridinivorans;  Alcaligenes faecalis;  Bacillus megaterium;
pond; water quality; antioxidative ability
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