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虾池中具有降解硝酸盐或

亚硝酸盐能力的细菌多样性
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摘要：水产养殖过程中，氮素积累日益严重，而其中亚硝酸盐由于转化速度低，毒性强，对养殖的危害更加突出。对从对虾养殖

池中通过反硝化条件选择性富集培养得到的具有去除硝酸盐及亚硝酸盐能力的细菌进行筛选，结果分离到 !" 株能够还原硝酸

盐的异养细菌，其中 !< 株在 "H 内能有效地降低硝酸盐和亚硝酸盐浓度；特别是 *Z[!!、*Z[!"、*Z[!9、*Z[!6 等 < 株使硝酸盐

氮由起始的 <!!2 !#>B \ * 降至 <2 $$>B \ * 以下，亚硝酸盐浓度也降至 $2 <$>B \ * 以下。对这些菌株进行 6;- IU.% 系统发育分

析，结果显示：!" 株菌分属于 # 个不同的类群，!:QI0KG0O4EKGI?4（6），":QI0KG0O4EKGI?4（6$），%EK?A0O4EKGI?4（6!），P?I>?EFKGD（9），和

Y4EKGI0?HGD（6）；它们在系统发育上分别与 66 个属相近，分别是 !"#$%&’&()"，*)+&’&()"，,-.(#/&0)-/#1，!)1)-&--$"，,1/21&0)-/#1，

3.-1&0)-/#1.$’，4#++$+&".’.-1&0.$’，5)-.++$"，6/#(&/1&72&’，和 672.(8&0)-/#1.$’。表明所分析的虾池中具有去除硝酸盐和亚硝酸盐

能力的细菌具有较高的多样性，特别是多株细菌为首次报道具有去除硝酸盐和亚硝酸盐的能力，为下一步筛选亚硝酸盐高效去

除细菌提供了丰富的菌种资源。
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在水产养殖过程中，随着高密度养殖的发展，特别是在水温较高的夏秋季节，氮磷元素含量过高而造成的

富营养化情况频繁出现，除使水质恶化及破坏其中的生物平衡外，其中的氨氮和亚硝态氮对养殖动物具有较

强毒性，特别是亚硝态氮在养殖条件下转化速率低，使得高密度养殖的水体中亚硝酸盐积累极为突出，尤其是

大雨过后，亚硝酸盐含量极其容易严重超标，由其造成的水产养殖动物病害甚至死亡现象已多见报道［/，@］。

亚硝酸盐对水产养殖动物有较强的毒性，可导致水产养殖动物在呼吸作用、离子调节、心血管压力调节、

内分泌及排泄等多种生理代谢紊乱［A］。有报道指出养殖水体中高浓度的亚硝酸盐会降低南美白对虾的免疫

能力，明显降低南美白对虾的抗病能力甚至导致严重死亡［B，C］。较高浓度的亚硝酸盐在氨氮存在时，对中国

对虾的慢性毒性会导致试验虾肝胰腺、胃、中肠和鳃等组织的细胞出现肿胀、空泡化、坏死等一系列组织病理

学变化［<］。亚硝酸盐是硝化、反硝化及产铵异化硝酸盐还原（=>D? 5,33,:,*-")18 .,"1-"’ 1’56(",). ") -::).,-）

等多个过程的中间产物，参与这些反应的主要包括具有硝化能力的自养细菌和具有反硝化作用或产铵异化硝

酸盐还原能力的异养细菌。养殖水体中亚硝酸盐的浓度与这些细菌的组成直接相关。虽然对水产养殖池塘

中的氮循环已有长期的研究［E］，但是对其中具备产生或去除亚硝酸盐能力的细菌的多样性极少见报道［F］。

虽然在其他环境如土壤、活性污泥、海洋中的研究相对较多，但亦主要直接集中在反硝化细菌的研究上，多为

不经细菌分离直接分析反硝化还原酶基因 (.19 或 (.16 的多样性［G］对其进行多样性探讨，或是结合分离培养

和 /<; 1=>? 序列分析［/H，//］对其进行区系分析。不经细菌分离而直接分析环境样品中反硝化还原酶基因多

样性的方法虽然速度快，信息量大，但终究不能直接将功能基因信息与特定细菌及菌株的实际活性联系起来，

因此本文选择通过选择性富集分离、代谢检测及 /<; 1=>? 序列分析的方法，对对虾养殖池中具备去除硝酸盐

或亚硝酸盐能力的细菌的多样性进行了初步探讨。

)* 材料与方法

)& )* 富集与分离

)& )& )* 样品采集

用 CHH:* 虾池水（盐度 /@）冲洗被持续曝气的虾池悬浮化学纤维棉上的生物膜，收集样品于 @HHH:* 无菌

容器中。

)& )& +* 富集与分离

将 /@/I灭菌 AH:,. 的基本培养基（醋酸钠 BH ::)* $ J，葡萄糖 <H ::)* $ J，>->KA@H ::)* $ J，L@MNKB@& F

+，LM@NKBC& B +，>-O* C& H +，@P 0+;KB溶液 /H:*，Q’;KBF::)* $ J，#M E& <，/@R虾池水 /HHH:*）冷却至室温，

取 CHH:* 加入到样品中，混匀。间歇曝气，室温下富集培养 @ 个月。>->KA根据消耗程度补充。

向基本培养基中加入 /F+ $ J 琼脂粉，加热溶解后 /@/I灭菌 AH:,.，制作分离平板培养基。富集培养物被

系列稀释后涂布平板，A@I培养。根据菌落特征差异挑选单菌落再次划线培养，菌株纯化后保存备用。

)& +* 硝酸盐和亚硝酸盐代谢检测

上述液体培养基组分除 >->KA的浓度改为 AH::)* $ J 外其他不变，配制完毕，按照 /FH:* $ 培养瓶（@CH:*）

分装，/@/I灭菌 AH:,.，冷却至室温后保存备用。依照分离培养基组分制作固体斜面培养基，接种挑选的菌

株活化，用无菌的 /@R人工海水洗下，调节各菌浓度一致（K=<HH"H& BC），每株接种 C:*，A@I，/CH1 $ :,. 振荡
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培养 /0。每隔 12! 检测一次 34 5
6 73、34 5

1 73 及 38 9
2 73 浓度。硝酸盐检测用紫外分光光度法，亚硝酸盐检测

用盐酸萘乙二胺法，氨氮检测用次溴酸钠氧化法。筛选出可以还原 34 5
6 73 至 34 5

1 73 或还可以进一步去除

34 5
1 73 的菌株，涂布到分离培养基平板上于 61:再次培养备用。

!& "# 系统发育分析

!& "& !# 扩增和测序

从平板上直接挑取一环单菌落菌苔，加至 ;<<!* 灭菌去离子水中，吹打混匀，;<<: 水浴 ;<=,.，;1<<<> $
=,.，2:离心 ;<=,.，取上清于 2: 保存备用，直接作为 ?@A 扩增模板。;BC >D3E 扩增引物为：上游引物

FCGH $ 1<，I’7EJE7JKK7KJE7K@@7KJJ7@K@7EJ76’；下游引物 FCAH;2 $ 1;，I’7KE@7EJ@7JKJ7JE@7KE@7@EJ7
JJK76’，由上海生工生物工程有限公司合成。扩增体系：1 L ?>’=,M K-N（OM K-NKP Q’>R,).，K-S-A- 公司）

1I!*，引物各 <& I!=)* $ T，模板 ;!*，灭菌去离子水补至 I<!*。采用 ?O12<< ?@A 扩增仪，反应程序为：U2:变

性 ;<=,.；U2:变性 2<R，IB:退火 I<R，/1:延伸 ;=,.，6< 个循环；/1:再次延伸 ;<=,. 后，2:保存。?@A 产

物以含 <& ;I!+ $ =* 溴化乙锭的 ;V琼脂糖凝胶电泳检测，凝胶图像分析系统（F,)7A-0 J’* D)’ 1<<<）记录结

果。用 P,(>)().7?@A ?W>,X,(-",). S," （P,**,#)>’）纯化扩增产物，由 Y.Z,">)+’. 公司采用 EFY 6// D3E 测序仪完

成测序，测序引物为 FCGH $ 1<。

!& "& $# 系统发育分析

测序结果提交 J’.F-.[，序列号分别为：T\]<; D^6IUU16，T\]<1 D^6IUU12，T\]<6 D^6IUU1I，T\]<2
D^6IUU1B，T\]<I D^6IUU1/，T\]<B D^6IUU1H，T\]</ D^6IUU1U，T\]<H D^6IUU6<，T\]<U D^6IUU6;，T\];<
D^6IUU61，T\];; D^6IUU66，T\];1 D^6IUU62，T\];6 D^6IUU6I，T\];2 D^6IUU6B，T\];I D^6IUU6/，T\];B
D^6IUU6H，T\];/ D^6IUU6U，T\];H D^6IUU2<，T\];U D^6IUU2;，T\]1< D^6IUU21，T\]1; D^6IUU26，T\]11
D^6IUU22，T\]16 D^6IUU2I，T\]12 D^6IUU2B，T\]1I D^6IUU2/，T\]1B D^6IUU2H，T\]1/ D^6IUU2U。以

;BC >D3E 序列相似度#UUV、UUV _ 相似度#U/V分别作为种属水平上的鉴定划分标准［;B］。

采用 FTECK3 程序及 GECKE 程序进行同源性检索，利用 POJE6 软件，将筛选菌株与部分参考菌株基于

部分 ;BC >D3E 序列的 @*WR"-* ‘ 多重比对结果，采用 3’,+!a)W> b),.,.+ 方法构建系统发育树。构建系统发育

树所用的参照序列如下：!"#$"%&’(#)" *+(%#+’*’) ]H</6U，!(+*)#%&’(#)" &’,-’**++ 1I<<; @P@@（F）Ec/6H2<<，

!(+*)#%&’(#)" R#& OQE;2 Eb2;<1U<，!)"%-%*’. &).#+’",- @Y? /26< ]B<2<B，/’(+00,. 1.),2%3+"-,. E72<71
EF1<;/UI，/’(+00,. R#& ScbUB6 EG1;/H<U，/’(+00,. .,&#+0+. b8I D^161/2/，4)00,0%.+-+("%&+,- ()00,0’*. EC 2& ;666
Ec;;2;/H，4$"%-%$’0%&’(#)" +."’)0)*.+. EK@@ 26UHI K Eb1UI;22，4+#"%(%((,. -,"’0+. 27< Eb622;26，5’0%-%*’.
R#& %R6; EbII;;2;，6+("%&’(#)"+,- 30’7).()*. c;/161，6+("%&’(#)"+,- R#& cS;H EF</<2B/，6+("%(%((,. 0,#),.
F@3d;1; D^11U6;H，6%"’8)00’ (’*+. Eb12/11I，9()’*+-%*’. 2)*+#"+3+(’*. G;67; D^<U/BBI，:’"’(%((,. -’"(,.++
c;1/<6，:.),2%-%*’. &)#)0+ EK@@ ;UHB;K EF<1;2<B，:.),2%-%*’. .#,#;)"+ d?7; Ec6B261/，:.),2%-%*’. .#,#;)"+
d?71 Ec6B261H，<$%2%&’(#)" &0’.#+(’ D;B21U，=’0+*+(%((,. "%.),. ]U2IIU，=1$+*>%&’(#)"+,- -,0#+7%",- EF;<</6U，

=1$+*>%&’(#)"+,- R#& AII< EG2HU1H2，=#)*%#"%1$%-%*’. -’0#%1$+0+’ EF<<HI<U，=,&#)"(%0’ 3"+>%"’-’*. EG112/16。

$# 结果

$& !# 硝酸盐和亚硝酸盐代谢检测

对富集后分离的菌株经过硝酸盐液体培养基培养，检测各菌株对 34 5
6 73 和 34 5

1 73 的代谢情况，计算各

自每天的 34 5
6 73 和 34 5

1 73 的去除速率、34 5
6 73 平均去除速率、34 5

1 73 的平均表观去除速率及 34 5
6 73 和

34 5
1 73 的终浓度（见表 ;）。结果有 1/ 株细菌被证实可以还原 34 5

6 73 为 34 5
1 73，其中 12 株能够进一步去除

34 5
1 73，有 6 株（分别为 T\];I、T\];H、T\];U）不能降低 34 5

1 73；氨氮检测结果显示这些菌株在整个检测过

程中始终没有氨氮积累。H 株具有较高的 34 5
1 73 最大去除效率，分别是 T\]<B、T\];1、T\];B、T\];/、

T\]1;、T\]11、T\]16 和 T\]1/，其中以 T\]11（;<B& /;H =+ 3734 5
6 T 5; 0 5 ; ）去除速率最高；除了 T\];B 外，

其余 / 株去除硝酸盐的能力明显高于其他菌株，特别是 T\]1;、T\]11、T\]16 和 T\]1/，它们去除亚硝酸盐
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的能力也强于其他菌株。除了 /0123 外，其余 4 株去除亚硝酸盐的平均表观速率都比较高。另外，因为亚硝

酸盐的产生和去除是个连续过程，平均表观去除速率不能全面反映各菌株去除亚硝酸盐的真实能力，故将最

终硝酸盐及亚硝酸盐浓度亦列于表 5 中。总体上看，去除硝酸盐和亚硝酸盐能力都较强的有 6 株，依次分别

是 /0177、/0174、/0178、/0175，它们使 9: ;
8 <9 由起始的 677& 7=>+ $ / （82>>)* $ /）各自降至 2& 878、2? 84@、

5& 538、8& =25 >+ $ /，实验结束时亚硝酸盐浓度也都较低，分别为 2& 285、2& 554、2& 8=6、2& 757 >+ $ /。

表 !" 各菌株培养过程中 #$ %
& ’# 及 #$ %

( ’# 去除速率

)*+,- !" .-/01*, 2*3- 04 #$ %
& ’# *56 #$ %

( ’# +7 38- 9:0,*3-:

菌株编号

9)& )A
,B)*-"’

9: ;
8 >’C,D>

9: ;
8 <9 去除速率（>+ / ;5 C ;5 ）

E’>)F-* G-"’ )A .,"G-"’
最大去除速率 -
H-I,>D> G-"’

平均去除速率 (
JF’G-+’ G-"’

9: ;
7 <9 去除速率（>+ / ;5 C ;5 ）

E’>)F-* G-"’ )A .,"G,"’
最大去除速率 K
H-I,>D> G-"’

平均表观去除速率 C
JF’G-+’ -##-G’." G-"’

最终浓度（>+ / ;5 ）

L,.-* ().(’."G-",).

9: ;
8 <9 9: ;

7 <9

/0125 88& 274 @& @4= 52& 577 7& =45 8=2& 622 57& 767

/0127 88& @72 57& 67@ 55& 883 7& 54M 888& 777 58& M7=

/0128 58& 548 4& M@= =& 574 7& MM4 836& @32 56& 2M4

/0126 @3& =83 74& @MM 5@& 857 58& 875 776& 82@ 56& =@=

/012= 88& M26 53& 765 56& =73 6& 57= 823& =8M 5M& =37

/0123 55=& 5@3 ==& 758 74& 666 5@& 5@5 88& 486 6& 88=

/0124 78& 6@7 55& 556 52& 765 6& 765 867& 674 57& 6=3

/012M 63& 468 5=& 443 55& 7=M 6& =7M 82@& 4@8 52& 824

/012@ 7=& 56= 58& 67= @& =64 =& =64 873& 7=2 52& 47@

/0152 @5& M47 72& 825 52& 2@4 @& @6@ 74M& 55M 55& =@5

/0155 M@& 678 75& 654 52& 35= 52& 5=6 742& 823 52& 5@5

/0157 58=& 667 =4& 577 35& 774 7=& 23= 72& 845 4& 6=3

/0158 83& M@4 @& =4@ =& 528 8& 386 8=8& 547 5=& 386

/0156 74& 568 @& 784 3& 3@5 8& 6@M 8==& =33 57& 6@M

/015= 56M& 757 74& 6M@ 9E 9E 774& M27 534& =46

/0153 8M& 5=8 75& 837 7=& 57M =& 657 742& 3@5 M& 255

/0154 47& 366 =5& 446 8@& 7== 58& 2@3 =4& M24 =& 2@3

/015M 556& 32= 78& 2M6 9E 9E 7=M& 384 583& 478

/015@ 4@& 558 54& 6@7 9E 9E 7@4& 4M5 @3& 67=

/0172 75& 886 58& 682 57& 8=5 =& 78M 873& 75= 52& 78M

/0175 47& 366 =@& =87 =5& 724 5@& @58 8& =25 2& 757

/0177 5==& 4@3 =@& @M3 523& 45M 7@& @M4 2& 878 2& 285

/0178 565& @=3 =@& M33 44& 36= 7=& 235 5& 538 2& 8=6

/0176 8@& 746 75& 668 78& 5=3 M& @7@ 742& 576 4& @7@

/017= 54& 4M@ 58& 87= 55& 446 3& 5@3 873& @=2 @& 53@

/0173 84& 873 7=& 746 5M& @83 4& =3M 768& 824 57& @44

/0174 725& 28= =@& @4M @=& @5@ 73& =6M 2& 84@ 2& 554

N N 9E：实验期间亚硝酸盐浓度持续增加 9,"G,"’ ().(’."G-",).B %-B ,.(G’-B,.+ CDG,.+ "!’ #’G,)C；

-：最大去除速率 O （第 ! 次（天测得的）硝酸盐浓度 ; 第 ! P 5 次（天测得的）硝酸盐浓度）的最大值 $ /·C H-I,>D> G-"’ O >-I,>D> C,AA’G’.(’

,. "!’ >,.DB K’"%’’. " -.C （" P 5）.,"G-"’ ().(’."G-",).B

K：最大去除速率 O （第 ! 次（天测得的）亚硝酸盐浓度 ; 第 ! P 5 次（天测得的）亚硝酸盐浓度）的最大值 $ /·C H-I,>D> G-"’ O >-I,>D>

C,AA’G’.(’ ,. "!’ >,.DB K’"%’’. " -.C （" P 5）.,"G,"’ ().(’."G-",).B

(：平均去除速率 O （起始浓度 ; 终浓度）$ 4C JF’G-+’ G-"’ O ,.,",-* ().(’."G-",). #*DB A,.-* ().(’."G-",). $ 4 C

C：平均表观去除速率 O 每天表观去除速率之和 $ 4C QD> )A -##-G’." G-"’ $ 4

(& (" 53Q GR9J 序列分析

所获 74 株细菌的 53Q GR9J 部分序列长度介于 474 S M84K# 之间，利用 T/JQU9 及 LJQUJ 程序将这些序
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列与 /’.0-.1 及 2304 数据库中的已知序列进行同源性检索，发现与数据库中各自最近似序列的相似度介

于 55& 67 89::& :7之间，最接近的细菌有 9; 种，分属于 99 个属（表 <）。与各自最近似菌株的相似度高于

==& :7 的 有 4>?9@、4>?9A、4>?<< 和 4>?<A，它 们 的 最 近 似 菌 株 分 别 是 !"#$%%&’ (%)*&’ （B0:<995A）、

+)%%&%,’$-$#.,/$&- #)%%&%"0’ （BC99@965 ）、12)0,2.,34,-,0"’ -"%2,34$%$" （B0:<9@:D ）及 5’)&6,-,0"’ ’2&27).$
（BE:=@6@5），据此将它们归于各自对应的已知种。根据 ==7 F 相似度#=67 划分属，有 D 株被归于相应的

属，分 别 是 4>?:6、4>?9: 和 4>?99 属 于 8.24.,/"#2).，4>?96 属 于 9"%,-,0"’，4>?95 和 4>?9= 属 于

:$#.,/"#2).$&-。

表 !" !# 株细菌 $%& ’()* 部分序列的同源检索结果

+,-./ !" 0121.134 ,5,.4676 18 !# 761.,9/6 -,6/: 15 ;,’97,. $%& ’()* 6/<=/5>/6

菌株编号 G"H-,.I J)& 最近似菌株 K*)I" )H+-.,IL 序列号 B(’II,). J)& 相似度 G,L,*-H,"M（7 ）

4>?:9 8#$0)2,/"#2). I#& ‘-.)N,(’ BC:AA;6; =A& <6D

4>?:< 8#$0)2,/"#2). I#& #9;E< BO@=A:56 =@& <@5

4>?:; 8.24.,/"#2). 0$#,2$"0") ?5:6;= =A& ;==

4>?:@ 8.24.,/"#2). 0$#,2$"0") ?5:6;= =A& @AA

4>?:A 8.24.,/"#2). 0$#,2$"0") ?5:6;= =A& <D=

4>?:D 8.24.,/"#2). 0$#,2$"0") ?5:6;= =@& 5==

4>?:6 8.24.,/"#2). 0$#,2$"0") ?5:6;= =6& @@;

4>?:5 8.24.,/"#2). 0$#,2$"0") ?5:6;= =A& :=;

4>?:= 8.24.,/"#2). 0$#,2$"0") ?5:6;= =;& 6@9

4>?9: 8.24.,/"#2). 0$#,2$"0") ?5:6;= =6& D<6

4>?99 8.24.,/"#2). 0$#,2$"0") ?5:6;= =5& 5A<

4>?9< !"#$%%&’ 3’)&6,($.-&’ B0<:96=A =9& 65A

4>?9; !"#$%%&’ 3’)&6,($.-&’ B0<:96=A =A& 99=

4>?9@ !"#$%%&’ (%)*&’ B0:<995A ==& 5D5

4>?9A +)%%&%,’$-$#.,/$&- #)%%&%"0’ BC99@965 9::& :::

4>?9D 9"%,-,0"’ ";&"-".$0" BO;:D555 =<& ;=@

4>?96 9"%,-,0"’ ";&"-".$0" BO;:D555 =6& 6<@

4>?95 :$#.,/"#2).$&- )’2).".,-"2$ B0:==DA5 =5& DA

4>?9= :$#.,/"#2).$&- )’2).".,-"2$ B0:==DA5 =5& DD9

4>?<: <#)"0$-,0"’ 6)0$2.$($#"0’ E9;P9 QR:=6DDA =<& 9D

4>?<9 5"."#,##&’ #".,2$0$("#$)0’ B0::D5== =A& 6

4>?<< 12)0,2.,34,-,0"’ -"%2,34$%$" B0:<9@:D ==& 6;6

4>?<; 5’)&6,-,0"’ ’2&27).$ BE:=@6@5 =@& 9:=

4>?<@ 5’)&6,-,0"’ ’2&27).$ BE:=@6@5 =A& D<

4>?<A 5’)&6,-,0"’ ’2&27).$ BE:=@6@5 ==& :D

4>?<D 5’)&6,-,0"’ ’2&27).$ BE:=@6@5 55& 6:9

4>?<6 134$0=,/"#2).$&- I#& SAA: BE@5=<5@ =<& DDD

基于所筛选菌株的 9DG HQJB 部分序列和从数据库中获取的参照序列构建系统发育树（图 9），从图中可

看出，<6 株细菌分属于不同的 A 个类群，分别是 !PTH)"’)U-("’H,-，"PTH)"’)U-("’H,-，E,HL,(V"’I，B(,.’")U-("’H,-，

和 0-("’H,)W’I，各包括 9、9:、;、9< 及 9 株细菌，所占比例分别为 ;& 67、;67、99& 97、@@& @7和 ;& 67。

?" 讨论

通过选择性富集和分离是获得特定生理功能类群细菌的一种有效手段，如在硝化细菌［9<］和反硝化细

菌［9;］的研究上。本文通过选择性富集、分离及活性检测筛选获得 <6 株异养细菌，均能还原硝酸盐为亚硝酸

盐，其中 <@ 株能进一步有效去除亚硝酸盐。去除亚硝酸盐的细菌主要有 ; 类，即反硝化细菌、亚硝酸盐氧化

菌和产铵异化硝酸盐还原菌［9@］。本文所筛选菌株是在反硝化条件下富集所得，其中 <@ 株有去除亚硝酸盐的

9@=9X A 期 X X X 王安利X 等：虾池中具有降解硝酸盐或亚硝酸盐能力的细菌多样性 X
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图 /0 基于所筛选的 12 株细菌的 /34 5678 部分序列构建的系统发育树

9,+& /0 :!;*)+’.’",( "5’’ ().<"5=("’> ?; "!’ 7’,+!?)=5 @),.,.+ A’"!)> ). "!’ ?-<,< )B #-5",-* /34 5678 <’C=’.(’< )B 12 ,<)*-"’<& D))"<"5-# .=A?’5<

,.>,(-"’ "!’ E-*=’ )B /FFF 5’#*,(-"’<

能力，作者推测这些菌株可能主要是反硝化细菌，但由于尚未进行功能基因的检测，不能从代谢途径上对这些

菌株作进一步的鉴别证实，有报道称某些菌株可以集反硝化和产铵异化硝酸盐还原的能力于一身［/G，/3］，虽然

结果显示整个检测过程中始终没有氨氮积累，但由于不能完全排除产生氨氮被细菌完全快速吸收、部分菌株

属于产胺异化硝酸盐还原菌的可能，因此本文没有对其作最终具体的定论。

分子生物学手段应用于细菌鉴定越来越普遍，678H678 杂交和 /34 5678 序列分析是目前细菌鉴定最

重要的标准之一，特别是 /34 5678 序列分析应用日益普及［/2］，绝大部分细菌分类学家都认同 /34 5678 序列

分析作为原核生物分类的重要手段［/I，/J］。尽管基于 /34 5678 序列分析对种属的判定还没有严格的统一标

准，在实际操作上通常以相似度#JJK 和 JJK L 相似度#J2K ［1F］或 JJK L 相似度#JGK ［1/］作为种属的划

分依据。本文选择相似度#JJK 和 JJK L 相似度#J2K 作为种属划分依据，部分长度 /34 5678 序列分析结

1MJ/ 0 生0 态0 学0 报0 0 0 12 卷0
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果表明，与这/0 株细菌最近似的菌株归属于1 大类群，包括 !"#$%&’()"&%*，!*&+*’()"&%*，,)"#--./，0%--.-’/#1#"*’(#.1，

2)-’1’$)/，3#"*’()"&%*#.1，4"%)$#1’$)/，5)*)"’""./，6&%$’&*’7+’1’$)/，5/%.8’1’$)/ 和 67+#$9’()"&%*#.1 等 22 个

属。这些属中除了 3#"*’()"&%*#.1 及 0%--.-’/#1#"*’(#.1 两个属没有反硝化细菌的报道外，其余 3 属中均已有

报道，特别是 5/%.8’1’$)/，5)*)"’""./ 和 ,)"#--./ 等 4 个属［//］。与参考菌 !*&+*’()"&%* $#"’&#)$)%（567043）最近

似的有 3 株，其中 4 株相似度高于 308；!*&+*’()"&%* 属细菌通常被认为是绝对好氧菌，发现该属某些菌株在好

氧条件下能还原硝酸盐［/4］，而且其中的 !: 9-’(#;’*1#/ （9:9; <177）及 !: $#"’&#)$)% 在厌氧条件下亦能还原硝

酸盐进行厌氧生长［/<］。与 5& /&.&<%*# （=>73<0<6）最近似的 < 株还原硝酸盐和亚硝酸盐能力不是所分离菌株

中最强的，包括相似度高于 338 的 ?@5/1，尽管 5: /&.&<%*# 是研究反硝化的经典模式生物［/1，/A］。?@526、

?@523 与 3#"*’()"&%*#.1 %/&%*)*’1)&# （=B733A16）的相似度高于 368，可以归为 3#"*’()"&%*#.1 属，该属细菌只

有少数菌株硝酸盐还原阳性［/0］；而 ?@521 与 0%--.-’/#1#"*’(#.1 "%--.-)$/ 的相似度高达 2778，检测结果显示

它具有较高的硝酸盐还原能力，但在所试条件下不具备亚硝酸盐去除能力，此前未曾报道过 0& "%--.-)$/ 具有

硝酸盐或亚硝酸盐还原能力。嗜麦芽寡养单胞菌以前也从未有过反硝化方面的报道，但本文所分到的嗜麦芽

寡养单胞菌株 ?@5// 具有极强的硝酸盐还原及亚硝酸盐去除能力，在所试条件下 27!C 内即可将亚硝酸盐去

除到检测不出的水平。

在水生生态系统中，参与硝酸盐和亚硝酸盐去除细菌的研究主要集中在反硝化细菌上，虽然反硝化细菌

广泛分布于各种环境中，但是一些研究结果显示随着盐度升高反硝化细菌的多样性逐渐降低［/6］。海水养殖

系统中硝酸盐还原菌和亚硝酸盐还原菌分类多样性研究不多，王亚南等［6］的研究结果显示海水养殖沉积物

中硝酸盐还原菌主要是 DC-E F （34& 28），传统细菌鉴定结果表明它们分别属于芽孢杆菌属 （B-(,**GH）（46
株）、盐芽孢杆菌属 （I-*)J-(,**GH）（0 株）、短芽孢杆菌属 （BC’K,J-(,**GH）（< 株）、动性球菌属（L*-.)()((GH）（2
株）、动性杆菌属 （L*-.)E,(C)J,GE）（2 株）以及放线细菌 （=(",.)EM(’"-*’H）（4 株），其中 // 株的 2AN COP= 序列

分析结果显示这些菌株与 < 个属的 22 个种最相似。本文结果显示所选盐度为 2/Q的对虾淡化养殖池中具

备去除硝酸盐和亚硝酸盐能力的细菌具有较高的多样性。

对水产养殖池塘中硝酸盐和亚硝酸盐去除菌进行多样性分析，可以为了解养殖水体中硝酸盐或亚硝酸盐

的积累或转化提供重要线索，为养殖水体中硝酸盐和亚硝酸盐积累的有效控制提供重要指引。本文筛选得到

多株具备去除亚硝酸盐能力的细菌，为下一步在水产养殖环境中亚硝酸盐去除方面的应用提供了丰富的待选

资源。下一步计划将从功能基因和其他生态生理特征的角度对它们作进一步的研究，以对其代谢及和环境的

相互影响作进一步了解。

!"#"$"%&"’：

［2 ］R P, S T，DG B，N!-) 9 N& = (-H’ )U V’")W,(-",). )U .,"C,"’ #),H).,.+ =#&’7%$)%./ >)$$)1%#& N(,’.",& >,H! >-CE,.+，/77<，<：<3&

［/ ］R 5G L >，@’.+ 5 X& =-*MH,H )U .,"C,"’ !-CE U)C U-CE,.+ =#&’7%$)%./ >)$$)1%# ,. UC’H!%-"’C -.V ()G."’CE’-HGC’& >,H!’CM Y)V’C.,Z-",).，/77A，/：

46 43&

［4 ］R S’.H’. > B& P,"C,"’ V,HCG#"H EG*",#*’ #!MH,)*)+,(-* UG.(",).H ,. -[G-",( -.,E-*H& 9)E#& B,)(!’E& L!MH,)*& = Y)*& \."’+C& L!MH,)*& ，/774，241：

3 /<&

［< ］R ;H’.+ \ ;，9!’. S 9& ;!’ ,EEG.’ C’H#).H’ )U %!,"’ H!C,E# =#&’7%$)%./ >)$$)1%# -.V ,"H HGH(’#",J,*,"M ") ?#(*#’ )-9#$’-@&#"./ G.V’C .,"C,"’ H"C’HH&

>,H! N!’**U,H! \EEG.)*& ，/77<，20（<）：4/1 444&

［1 ］R IG-.+ 5 I，?, 9 ?，@!’.+ ?，%& )-& ;!’ ")W,(,"M )U P]/ ^P ). =#&’7%$)%./ >)$$)1%# -.V ’UU’("H )U P]/ ^P ). U-(")CH C’*-",.+ ") "!’ -.",^V,H’-H’

-J,*,"M& =("- IMVC)J,)*& N,.& ，/77A，47（<）：<AA <02&

［A ］R _G @ I，?,G 9 B，?,G 9 ‘，%& )-& I,H")#-"!)*)+,(-* C’H’-C(! ). (!C).,( #),H).,.+ )U 5%$)%./ "+#$%$/#/ JM .,"C,"’ -.V -EE).,-& S& 9’."C-* 9!,.-

P)CE-* a.,K& P-"GC& N(,& ，2333，44（2）：223 2//&

［0 ］R I-C+C’-K’H S =& P,"C)+’. B,)+’)(!’E,H"CM )U =[G-(G*"GC’ L).VH& =[G-(G*"GC’，2336，2AA：262 /2/&

［6 ］R _-.+ T P，_-.+ B S，O-, 5，%& )-& =.-*MH,H )U .,"C-"’ C’VG(,.+ ()EEG.,"M ,. - .’-C^H!)C’ E-C,.’^(G*"GC-* H’V,E’."H& Y,(C)J,)*)+M，/77<，42

（A）：04 0A&
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［/ ］0 12-3’2 4，5!)6 7，86 9，!" #$& :,"2,"’ 2’;6("-<’ +’.’< （%&’( -.; %&’)）-< =6.(",).-* >-23’2< ") ,.?’<",+-"’ ;,?’2<,"@ )= ;’.,"2,=@,.+ A-("’2,- ,.

B-(,=,( :)2"!%’<" >-2,.’ <’;,>’." ()>>6.,",’<& C##*& D.?,2).& E,(2)A,)*& ，FGGG，HH：FG/H FIGJ&

［IG］0 K!L.’A@ M，B!,*,##)" 9，N-2">-.. C，!" #$& IHO 2M:C -.-*@<,< =)2 (!-2-("’2,P-",). )= ;’.,"2,=@,.+ A-("’2,- ,<)*-"’; =2)> "!2’’ -+2,(6*"62-* <),*<&

QDEO E,(2)A,)*& D()*& ，FGGG，RJ：IFI IFS&

［II］0 9,> T 8，9’’ O C，U,> O 1，!" #$& M,?’2<,"@ )= ;’.,"2,=@,.+ A-("’2,- ,<)*-"’; =2)> M-’V’). O’%-+’ W2’-">’." B*-."& 7& E,(2)A,)*& ，FGGX，JR

（X）：RSR R/G&
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