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一株氨化芽孢细菌的分离鉴定及氨化培养基优化

朱欣乐,　 陈思宇,　 杨正,　 刘晶,　 黄元昊,　 彭英杰,　 兰时乐∗

(湖南农业大学 生物科学技术学院,湖南 长沙 410128)

摘　 要:【目的】降低养殖废水中有机氮含量。 【方法】从精养池塘底泥中分离得到一株具有高效氨化能力的芽孢

杆菌,命名为 ZXL-7。 通过形态学观察、生理生化实验和 16S rDNA 序列分析进行菌株鉴定;利用单因素试验研究培

养基组成对菌株 ZXL-7 氨化效果的影响。 根据单因素试验结果,采用响应面法对影响氨化效果较大的因素进行了

优化。 【结果】结果表明,高效氨化能力菌株 ZXL-7 为巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)。 优化的氨化培养基组成

为:丁二酸钠 28. 04 g / L,酵母提取物 8. 73 g / L,KH2PO4 2. 05 g / L,MgSO4·7H2O 1. 58 g / L,MnSO4·H2O 0. 61 g / L,
NaCl 3. 00 g / L。 【结论】菌株 ZXL-7 对降低养殖废水中的有机氮含量具有一定的应用价值。
关键词: 氨化细菌;养殖废水;Box-Behnken 设计;培养基优化
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Isolation and Identification of an Ammonifying Spore Bacterium and
Optimization of Ammonifying Medium

ZHU Xinle,　 CHEN Siyu,　 YANG Zheng,　 LIU Jing,　 HUANG Yuanhao,
PENG Yingjie,　 LAN Shile∗

(College of Bioscience and Biotechnology,Hunan Agricultural Univeisity,Changsha 410128, China)

Abstract:【Objective】 It is to reduce the content of organic nitrogen in aquaculture wastewater.
【Method】A Bacillus with high ammoniation ability which was named ZXL-7 was isolated from the sedi-
ment of intensive culture pond. Phyziological biochemical experiments. The effect of medium composition
on ammoniation of strain ZXL-7 was studied by single-factor test. Based on the single-factor test results,
the factors affecting the ammoniation were optimized by response surface method. The results showed that
strainZXL-7 was identified as Bacillus megaterium. 【Result】 The optimized ammoniation medium were:
Sodium succinate 28. 04 g / L, Yeast extract 8. 73 g / L, KH2PO4 2. 05 g / L, MgSO4 ·7H2O 1. 58 g / L,



MnSO4·H2O 0. 61 g / L and NaCl 3 g / L. 【Conclusion】Strain ZXL-7 has certain application value in re-
ducing the content of organic nitrogen in aquaculture wastewater.

Keywords:Ammonifying bacteria; Aquaculture wastewater; Box-Behnken design; Medium optimi-
zation

　 　 人类需要从食物中摄取蛋白质以维持正常的

生命活动。 水产品、谷类和牛奶是食物蛋白质的主

要来 源, 其 中 水 产 品 约 占 蛋 白 质 总 供 应 量 的

6. 5% [1]。 随着消费者对水产品需求量的增加,促
使了水产高密度养殖模式的快速发展,同时也导致

了养殖水体日益严重的富营养化问题,而氮是导致

水体富营养化的关键元素[2]。 养殖水体中的氮污

染物主要包括有机氮化物以及 NH4
+ -N、NO2

- -N、
NO3

- -N 等无机氮。 目前,国内外许多科研工作者对

水体中无机氮的去除进行了大量卓有成效的研

究[3-6],但有机氮的氨化过程研究较少。 氨化作用

是水体中有机氮去除的起始环节,直接影响到后续

除氮进程[7]。 氨化细菌将有机氮降解为 NH4
+ -N,再

通过硝化作用和反硝化作用转化为 N2O、N2
[8-9],以

此实现水体脱氮。
目前已报道的氨化细菌主要包括 Bacillus[10]、

Pseudomonas[2,11]、Micrococcus[12]、Arthrobacter sp. [2]、
Lysinibacillus fusiformis[13]、 Stenotrophomonas malto-
philia[14]、Enterobacter aerogenes[15] 等。 本试验从精

养池塘底泥中分离纯化得到 10 株具有氨化能力的

芽孢杆菌,根据形态学、生理生化特征及 16S rDNA
序列分析的方法鉴定菌株 ZXL-7,初步探讨培养基

组成对菌株 ZXL-7 氨化能力的影响,为氨化细菌用

于养殖水体中有机氮降解提供了科学依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 菌种分离样品来源

　 　 菌种分离样品采集于湖南农业大学水产养殖

基地精养池塘底泥。
1. 1. 2　 培养基

富集培养基:鱼粉 1% ,葡萄糖 2% ,KH2PO4

0. 2% ,MgSO4·7H2O 0. 1% ,FeSO4·7H2O 0. 01% ,
pH 7. 2。

平板分离培养基:在富集培养基中加入 2%琼脂。
种子液培养基:牛肉膏 0. 5% ,NaCl 0. 5% ,蛋白

胨 1% ,pH 7. 2。
斜面培养基:在种子液培养基中加入 2%琼脂。
分离培养基: 蛋白胨 0. 5% , NaCl 0. 025% ,

FeSO4·7H2O 0. 001%,KH2PO4 0. 05%,MgSO4·7H2O
0. 05% ,pH 7. 2。

氨化培养基[16]:葡萄糖 3% ,豆粕粉 1. 5% ,
KH2PO4 0. 2% ,MgSO4·7H2O 0. 1% ,MnSO4·H2O
0. 05% ,NaCl 0. 3% ,pH 7. 2。

根据《常见细菌系统鉴定手册》 [17] 配制生理生

化鉴定培养基。

1. 2　 方法

1. 2. 1　 菌种初筛

　 　 称取 10 g 底泥样品接种至 100 mL 加有玻璃珠

的富集培养基中,37 ℃、170 r / min 摇床培养 4 d,吸
取 10 mL 富集液于 90 mL 无菌水中,置于 80 ℃水浴

锅中处理 15 min。 按照 10 倍稀释法逐级稀释,取
0. 1 mL 梯度为 10-5、10-6、10-7 的稀释液分别涂于分

离培养基平板,37 ℃培养至菌落生长。 挑取不同形

态的菌落进行多次划线分离。 选择纯化的菌落转

接于斜面保存。
1. 2. 2　 菌种复筛

将分离得到的菌株接种到种子液培养基中,
37 ℃、170 r / min 培养 24 h。 按 5% (V / V)接种量把

菌液分别接种到氨化培养基中,相同条件下培养

48 h,测定培养液中 NH4
+ -N 含量。 3 次重复。

1. 2. 3　 菌种鉴定

(1)形态学观察。 将菌株 ZXL-7 接种于牛肉膏

蛋白胨固体培养基表面,37 ℃培养 12 h,观察菌落

形态特征,并进行革兰氏染色。
(2)生理生化试验。 按照《常见细菌系统鉴定

手册》进行试验。
(3)16S rDNA 序列分析。 通过 Ezup 柱式细菌

基因组 DNA 抽提试剂盒提取菌株总基因组 DNA,
以通用引物 27F ( AGTTTGATCMTGGCTC)、1492R
(GGTTACCTTGTTACGA)扩增 16S rDNA。 表 1、2 为

PCR 扩增反应体系、反应条件。 PCR 纯化产物由上
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海生物工程股份有限公司完成测序。 测序结果通

过 BLAST 程序与 NCBI 中 GenBank 数据库进行比

对,利用软件 Mega7. 0 ( neighbor-joining 法)构建系

统发育树,其中 Boot-strap 分析重复设置为 1 000。

表 1　 PCR 扩增反应体系

Table 1　 PCR amplification reaction system

试剂 体积 / μL

Template 0. 5

10×Buffer(with Mg2+) 2. 5

dNTPs 1. 0

Taq Plus DNA Polymerase 0. 2

F / (10 μmol / L) 0. 5

R / (10 μmol / L) 0. 5

ddH2O 19. 8

总体积 25. 0

表 2　 PCR 扩增反应条件

Table 2　 PCR amplification reaction conditions

程序 温度 时间

预变性 95 ℃ 5 min

变性 94 ℃ 30 s

复性 57 ℃ 30 s

延伸 72 ℃ 90 s

循环 30 次

再延伸 72 ℃ 10 min

终止反应 4 ℃ ∞

1. 2. 4　 氨化培养基研究

改变氨化培养基中碳源种类(酒石酸钾钠、乙酸

钠、丁二酸钠、葡萄糖、蔗糖、淀粉、柠檬酸钠)、碳源添

加量(20、25、30、35、40 g / L)、氮源种类(豆粕粉、酵母

粉、酵母提取物、蛋白胨、胰蛋白胨)、KH2PO4 添加量

(1、1. 5、2. 0、2. 5、3. 0 g / L)、MgSO4 ·7H2O 添加量

(0. 5、1、1. 5、2. 0、2. 5 g / L)、MnSO4 ·H2O 添加量

(0、0. 25、0. 5、0. 75、1 g / L)等研究各因素对菌株氨

化效果的影响。
1. 2. 5　 响应面优化

以单因素试验结果为依据,选择对氨化效果

有 显 著 影 响 的 丁 二 酸 钠 ( A )、 KH2PO4 ( B )、

MgSO4·7H2O(C)、MnSO4·H2O(D)为 4 个因素,
以氨氮增加量(Y)为响应值,根据 Box-Behnken 中

心组合试验原理,进行四因素三水平响应面优化试

验。 因素与水平如表 3 所示。

表 3　 响应面因素水平编码表

Table 3　 Level and factors design of response surface

因素 编码 -1 0 1

丁二酸钠 A 20 25 30

KH2PO4 B 1. 5 2. 0 2. 5

MgSO4·7H2O C 1. 0 1. 5 2. 0

MnSO4·H2O D 0. 25 0. 5 0. 75

1. 3　 氨氮含量测定

将培养液于 4 ℃、10 000 r / min 离心 10 min,以
未接种的氨化培养基作为空白对照,采用纳氏试剂

分光光度法测定上清液中 NH4
+ -N 含量(氨氮增加

量等于菌液中氨氮含量减去空白培养基中氨氮含

量,单位:mg / L)。

1. 4　 数据处理

利用 Excel、Mega7、GraphPad Prism 等软件进行

数据处理以及绘图,利用 Design Expert 软件进行模

型拟合和方差分析。 所有试验进行 3 次重复。

2　 结果与分析

2. 1　 氨化细菌初筛和复筛结果

　 　 从精养池塘底泥中共分离出 10 株具有氨化作

用的菌株。 将菌株分别接种到氨化培养基中,于
30 ℃、170 r / min 摇床中培养 48 h,测定培养液中

NH4
+ -N 含量,以空白培养基为对照。 结果见表 4。
由表 4 可知,不同菌株氨化能力不同,菌株 ZXL-7

的氨化能力最强,NH4
+ -N 含量达到 256. 523 mg / L。

故选择菌株 ZXL-7 进行后续研究。

2. 2　 氨化细菌 ZXL-7 的鉴定

2. 2. 1　 氨化细菌 ZXL-7 的形态学与生理生化鉴定

　 　 菌株形态如图 1 所示。 菌落为圆形,灰白色,不
透明,表面湿润,边缘规则,无色素产生。 菌体为杆

状,两端钝圆,芽孢椭圆形,中生,革兰氏阳性(图 2)。
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表 4　 菌株筛选结果

Table 4　 The results of strain screening

菌株 ZXL-1 ZXL-2 ZXL-3 ZXL-4 ZXL-5 ZXL-7 ZXL-8 ZXL-9 ZXL-10 ZXL-11

NH4
+ -N 含量 / (mg / L) 146. 81 125. 97 220. 42 224. 58 228. 75 256. 53 223. 19 210. 69 255. 14 214. 86

图 1　 菌株 ZXL-7 菌落形态

Figure 1　 Colony morphology of ZXL-7

图 2　 菌株 ZXL-7 菌体及芽孢形态

Figure 2　 Morphology of bacteria and spores of strain ZXL-7

　 　 生理生化试验结果见表 5。

表 5　 生理生化试验结果

Table 5　 Physiological and biochemical experiments results

项目 结果 项目 结果

革兰氏染色 + 半乳糖 +

葡萄糖 + V-P 试验 -

甘露醇 + 硝酸盐还原 +

甘露聚糖 - 淀粉水解 +

蔗糖 + 吲哚实验 -

木糖 - 甲基红试验 +

图 3　 菌株 ZXL-7 16S rDNA 电泳图

Figure 3　 16S rDNA electrophoresis of strain ZXL-7

2. 2. 2　 16S rDNA 序列分析结果

菌株 16S rDNA 扩增序列电泳结果见图 3。 从

图 3 可以看出, 获得的 16S rDNA 片段大小为

1 489 bp。 将测序结果与 NCBI 中 GenBank 数据库

经 BLAST 程序比对分析,利用软件 Mega7(neighbor-
joining 法)构建系统发育树。 结果见图 4。

对比发现菌株 ZXL-7 与 NR-117473. 1:1-1488
Bacillus megaterium strain ATCC 14581 的同源性高

达 100% 。 综合形态学、生理生化鉴定和分子生物

学分析结果,鉴定菌株 ZXL-7 为巨大芽孢杆菌(Ba-
cillus megaterium)。

2. 3　 氨化培养基优化

2. 3. 1　 碳源种类对菌株 ZXL-7 氨化效果的影响

　 　 分别以 3% 的酒石酸钾钠、乙酸钠、丁二酸钠、
蔗糖、淀粉、柠檬酸钠替代氨化培养基中的葡萄糖,
于 30 ℃、170 r / min 条件下培养 36 h,测定培养液中

NH4
+ -N 含量,以空白培养基作为对照,并计算培养

基中氨氮增加量。 结果如图 5 所示。
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图 4　 菌株 ZXL-7 16S rDNA 系统发育树

Figure 4　 Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequence of strain ZXL-7

图 5　 碳源种类对菌株 ZXL-7 氨化效果的影响

Figure 5　 Effect of carbon sources on ammoniation of
strain ZXL-7

　 　 图 5 结果表明,不同碳源对菌株 ZXL-7 的氨化

能力作用差异较大。 当以丁二酸钠作为碳源时,菌
株 ZXL-7 的氨化能力最强,培养液中氨氮增加量达

325. 926 mg / L。 故选择丁二酸钠作为碳源进行后续

研究。
2.3.2　 丁二酸钠添加量对菌株 ZXL-7氨化效果的影响

在培养基中分别添加 20、25、30、35、40 g / L 的

丁二酸钠,于 30 ℃、170 r / min 条件下培养 36 h,测
定培养液中 NH4

+ -N 含量,以空白培养基作为对照,
并计算培养基中氨氮增加量。 结果见图 6,在一定

范围内培养液中氨氮增加量随丁二酸钠添加量的

增加而上升,当丁二酸钠添加量为 25. 0 g / L 时,氨
氮增加量最高达 366. 67 mg / L,但当丁二酸钠添加

量继续增加时,氨氮增加量下降。

图 6　 丁二酸钠添加量对菌株 ZXL-7 氨化效果的影响

Figure 6　 Effect of sodium succinate addition on ammoniation
effect of strain ZXL-7

2. 3. 3　 氮源种类对菌株 ZXL-7 氨化效果的影响

以氨化培养基中的含氮量为基础,分别加入等

氮量的豆粕粉 (1. 5% )、酵母粉 (1. 5% )、蛋白胨

(0. 662% )、 酵 母 提 取 物 ( 0. 873% )、 胰 蛋 白 胨

(0. 756% ),于 30 ℃、170 r / min 条件下培养 36 h,测
定培养液中 NH4

+ -N 含量,以空白培养基作为对照,
并计算培养基中氨氮增加量。 结果见图 7。

从图 7 可以看出,以酵母粉为氮源时氨氮增加

量显著低于其它氮源且差异不显著,原因可能是酵

母粉是鲜酵母乳经分离洗涤、干燥后制得,其蛋白

质存在于细胞内,微生物利用速度和效率较低所

致。 当以酵母提取物为氮源时,氨氮增加量最大,
为 465. 74 mg / L。 因此选择酵母提取物为氮源进行

后续研究。
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图 7　 氮源种类对菌株 ZXL-7 氨化效果的影响

Figure 7　 Effect of nitrogen sources on ammoniation
of strain ZXL-7

2. 3. 4　 KH2PO4 添加量对菌株 ZXL-7氨化效果的影响

磷是微生物进行正常生命活动所必需的关键

元素之一,是细胞中包括蛋白质、核酸等生物分子

的重要组成,若培养基中缺磷,将影响微生物核酸、
磷脂等生物大分子物质的合成以及正常代谢过程。
图 8 结果表明,当 KH2PO4 添加量为 2. 00 g / L 时,
培养液中氨氮增加量最大,为 498. 61 mg / L,但

KH2PO4 添加量继续增加,氨氮增加量下降。 故选

择 KH2PO4 添加量为 2. 00 g / L 进行后续研究。

图 8　 KH2PO4 添加量对菌株 ZXL-7 氨化效果的影响

Figure 8　 Effect of KH2PO4 addition on ammoniation

of strain ZXL-7

2. 3. 5　 MgSO4·7H2O 添加量对菌株 ZXL-7 氨化效

果的影响

镁离子是微生物细胞中多种关键调控酶的活

性中心组分,参与多种酶促反应并维持细胞结构的

稳定性。 从图 9 可以看出,氨氮增加量呈先升后降

的趋势。 当 MgSO4·7H2O 添加量为 1. 50 g / L 时,
氨氮增加量达到 509. 72 mg / L,但 MgSO4·7H2O 添

加量继续增加,氨氮增加量下降。 原因是培养基中

Mg2+浓度太高,对微生物细胞产生毒性。 因此,选择

MgSO4·7H2O 添加量为 1. 50 g / L 进行后续研究。

图 9　 MgSO4·7H2O 添加量对菌株 ZXL-7 氨化效果的影响

Figure 9　 Effect of MgSO4·7H2O addition on ammoniation

of strain ZXL-7

2. 3. 6 　 MnSO4·H2O 添加量对菌株 ZXL-7 氨化效

果的影响

锰本身不构成微生物细胞组分,但参与超氧化

物歧化酶、柠檬酸合成酶等酶的组成,并对芽孢的

形成具有一定的促进作用。 图 10 结果表明,氨氮增

加量在 0. 50 g / L MnSO4·H2O 添加量下有最大值

512. 96 mg / L,但 MnSO4·H2O 添加量超过 0. 50 g / L
时,氨氮增加量呈下降趋势。

图 10　 MnSO4·H2O 添加量对菌株 ZXL-7 氨化效果的影响

Figure 10　 Effect of MnSO4·7H2O addition on

ammoniation of strain ZXL-7
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2. 4　 响应面优化试验结果

试验结果见表 6。
通过 Design Expert12. 0. 3. 0 软件进行方程拟合

与显著性分析,得到了氨氮增加量的二次多元回归

方程:

Y=574. 31+44. 28A+27. 61B+35. 95C-27. 53D-
20. 50AB-11. 09AC-27. 19AD-44. 26BC-
7. 56BD+9. 39CD-45. 93A2-59. 74B2-
57. 31C2-38. 04D2

对回归方程进行方差分析,结果见表 7。

表 6　 Box-Behnken 试验设计及结果

Table 6　 Design and results of Box-Behnken tests

试验号 丁二酸钠 KH2PO4 MgSO4·7H2O MnSO4·H2O Y 氨氮增加量 / (mg / L)

1 25 2. 0 1. 5 0. 5 578. 32

2 30 2. 0 1. 5 0. 75 557. 53

3 25 1. 5 2. 0 0. 5 488. 35

4 20 2. 0 2. 0 0. 5 412. 32

5 25 1. 0 1. 0 0. 5 489. 32

6 25 1. 5 1. 5 0. 75 496. 32

7 20 2. 0 1. 5 0. 25 343. 42

8 20 2. 0 1. 5 0. 75 485. 35

9 25 2. 5 1. 5 0. 75 548. 96

10 30 2. 0 1. 0 0. 5 523. 56

11 30 1. 5 1. 5 0. 5 523. 64

12 30 2. 0 2. 0 0. 5 546. 33

13 30 2. 5 1. 5 0. 5 555. 46

14 25 2. 0 2. 0 0. 75 545. 21

15 25 1. 5 1. 0 0. 5 325. 32

16 25 2. 0 1. 5 0. 5 564. 76

17 25 2. 5 2. 0 0. 5 475. 32

18 20 1. 5 1. 5 0. 5 336. 56

19 20 2. 0 1. 0 0. 5 345. 21

20 25 2. 5 1. 5 0. 25 443. 41

21 25 2. 0 1. 0 0. 75 486. 53

22 25 2. 0 2. 0 0. 25 443. 35

23 30 2. 0 1. 5 0. 25 524. 34

24 25 2. 0 1. 5 0. 5 554. 21

25 25 2. 0 1. 0 0. 25 422. 21

26 25 2. 0 1. 5 0. 5 574. 32

27 20 2. 5 1. 5 0. 5 445. 36

28 25 1. 5 1. 5 0. 25 360. 52

29 25 2. 0 1. 5 0. 5 547. 37
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表 7　 回归方程方差分析

Table 7　 Analysis of regression model

方差来源 平方和 自由度 均方和 F 值 P 值 显著性

Model 1. 842E+05 14 13 155. 55 88. 66 <0. 000 1 ∗∗

A 5 882. 95 1 5 882. 95 26. 20 0. 000 2 ∗∗

B 287. 75 1 2 287. 75 10. 19 0. 006 5 ∗∗

C 3 876. 22 1 3 876. 22 17. 26 0. 001 0 ∗∗

D 1 082. 75 1 1 082. 75 4. 82 0. 045 5 ∗

AB 1 680. 47 1 1 680. 47 7. 48 0. 016 1 ∗

AC 491. 62 1 491. 62 2. 19 0. 161 1

AD 2 956. 26 1 2 956. 26 13. 16 0. 002 7 ∗∗

BC 7 834. 91 1 7 834. 91 34. 89 <0. 000 1 ∗∗

BD 228. 72 1 228. 72 1. 02 0. 330 0

CD 352. 31 1 352. 31 1. 57 0. 230 9

A2 13 681. 54 1 13 681. 54 60. 92 <0. 000 1 ∗∗

B2 23 151. 40 1 23 151. 40 103. 09 <0. 000 1 ∗∗

C2 21 302. 73 1 21 302. 73 94. 86 <0. 000 1 ∗∗

D2 9 387. 24 1 9 387. 24 41. 80 <0. 000 1 ∗∗

残差 3 144. 09 14 224. 58

失拟项 2 459. 64 10 245. 96 1. 44 0. 388 1

纯误差 684. 45 4 171. 11

总和 1. 738E+005 28

注:∗∗代表极显著(P<0. 01),∗代表显著(P<0. 05)。

　 　 由表 7 可知,模型 P<0. 000 1 为极显著,失拟项

P=0. 388 1>0. 05,失拟度不显著,说明模型可行;相
关系数 R2 =0. 981 9,表示本实验响应值氨氮增加量

同各因素之间相关性良好;校正决定系数 R2 =
0. 963 8,变异系数 C. V. % = 3. 12,说明该模型有良

好的重现性,变异程度低。 结合表中 P 值可知,丁
二酸钠(A)、KH2PO4(B)、MgSO4·7H2O(C)、丁二

酸钠和 MnSO4 ·H2O 的交互项(AD)、KH2PO4 和

MgSO4·7H2O 的交互项(BC)以及丁二酸钠的二次

项(A2)、KH2PO4 的二次项(B2)、MgSO4·7H2O 的

二次项(C2)、MnSO4·H2O 的二次项(D2)为极显著

水平 (P < 0. 01),MnSO4 ·H2O ( D)、丁二酸钠和

KH2PO4 的交互项(AB)为显著水平(P<0. 05),其
它因素影响较小。

通过 Design Expert12. 0. 3. 0 软件对氨氮增加量的

回归方程进行分析,丁二酸钠、KH2PO4、MgSO4·7H2O、

MnSO4·H2O 各因素交互作用的响应面见图 11。
从图 11 可以看出,丁二酸钠和 MnSO4 ·H2O、

KH2PO4 和 MgSO4 ·7H2O 之间的交互作用极显著

(P<0. 01),丁二酸钠和 KH2PO4 的交互作用显著

(P<0. 05),而丁二酸钠和 MgSO4 ·7H2O、KH2PO4

和 MnSO4·H2O、MgSO4·7H2O 和 MnSO4·H2O 之

间的交互作用均不显著。
根据模型可以得出适宜的优化培养基组成为:

丁二酸钠添加量为 28. 04 g / L,KH2PO4 添加量为

2. 05 g / L, MgSO4 · 7H2O 添 加 量 为 1. 58 g / L,
MnSO4·H2O 添加量为 0. 61 g / L,此时氨氮增加量

理论产量为 600. 005 mg / L。 将优化所得培养基组

成进行三次重复试验验证,得到氨氮增加量分别

为 590. 556、 583. 661、 598. 889 mg / L, 平 均 值 为

591. 035 mg / L,与预测值相差 1. 49% 。 说明该回

归模型可以用来优化菌株 ZXL-7 氨化培养基组

14第 9 卷第 1 期 朱欣乐,等:一株氨化芽孢细菌的分离鉴定及氨化培养基优化



成,并且具有一定的准确性。

图 11　 各因素交互作用的响应面图

Figure 11　 Response surface diagram of interaction of various factors

3　 讨论

本研究以蛋白胨为唯一氮源及高温处理法从

精养池塘底泥中分离得到 10 株具有氨化能力的芽

孢杆菌,根据细菌经典鉴定法并结合现代分子生物

学手段,菌株 ZXL-7 鉴定为巨大芽孢杆菌(Bacillus
megaterium)。 王娟[18]、侯颖[19] 分别从南美白对虾

养殖池、养鱼池水中分离筛选到氨化性能较高的巨

大芽孢杆菌(Bacill-us megaterium),并研究了其对

有机氮的降解效果。
目前研究表明,细菌、放线菌、霉菌和酵母菌等

均具有降解有机氮的能力,但不同菌种对有机氮的

降解能力不同。 残饵是养殖水体中营养成分的主

要来源,同时也是水体的主要污染物[20]。 水体中的

碳源、氮源等直接影响外源益生菌对水体的修复作

用[21-23]。 本研究表明,在以丁二酸钠为碳源、酵母

提取物为氮源的条件下,菌株 ZXL-7 具有较强有机

氮的降解能力,说明碳氮源种类和含量影响养殖水

体中有机氮向氨氮的转化,进而影响养殖水体中氮

素的去除。 磷元素、亚铁等金属离子均可影响微生

物的脱氮能力[24-26]。 当环境中缺乏磷时,可降低糖

类代谢速度,并可延迟生物滤池的启动时间[27]。 矿

质元素虽不参与细胞骨架的组成,但对酶的激活有

重要作用。 在培养基中添加适量浓度的磷酸盐、
Mg2+等均可提高菌株 ZXL-7 对有机氮的降解能力。
本试验筛选得到的巨大芽孢杆菌 ZXL-7 能有效降

低养殖水体中有机氮的含量,并可应用于养殖水体

氮污染物的去除,但对有机氮的降解条件和机理、
安全性以及使用方法等还有待进一步研究。

4　 结论

本试验采用平板分离法从精养池塘底泥中筛

选得到 1 株高效氨化芽孢杆菌 ZXL-7。 通过经典鉴

定法并结合现代分子生物学手段菌株 ZXL-7 鉴定

为巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)。 以单因素

试验结果为依据,利用响应面法进行优化,最终确

定了巨大芽孢杆菌 ZXL-7 适宜的氨化培养基组成

为: 丁 二 酸 钠 28. 04 g / L, KH2PO4 2. 05 g / L,
MgSO4·7H2O 1. 58 g / L,MnSO4·H2O 0. 61 g / L,酵
母提取物 8. 73 g / L,NaCl 3 g / L,此条件下,氨氮增

加量达 591. 035 mg / L。 说明本研究筛选的菌株可以

用于养殖水体有机氮的降解,具有潜在的应用价值。
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