
●

●

上海海洋大学学位论文原创性声明

本人郑重声明：我恪守学术道德，崇尚严谨学风。所呈交的学位
论文，是本人在导师的指导下，独立进行研究工作所取得的成果。除

文中已经明确注明和引用的内容外，本论文不包含任何其他个人或集
体已经发表或撰写过的作品及成果的内容。论文为本人亲自撰写，我

对所写的内容负责，并完全意识到本声明的法律结果由本人承担。

学位论文作者签名：

日期：矽／哞6月

丕凌。
I弓日

，

上海海洋大学学位论文版权使用授权书

学位论文作者完全了解学校有关保留、使用学位论文的规定，

同意学校保留并向国家有关部门或机构送交论文的复印件和电子
版，允许论文被查阅或借阅。本人授权上海海洋大学可以将本学位

论文的全部或部分内容编入有关数据库进行检索，可以采用影印、

缩印或扫描等复制手段保存和汇编本学位论文。

保密 口 ，在 年解密后适用本版权书。
本学位论文属于

不保密 口

学位论文作者签名： 岳裳
日期：勘。归年易月I弓日 夕乃1l●

魏
勃日

夕

月名#戤年
jy 币教

：导期指日



●

◆

●

上海海洋大学硕士学位论文

答辩委员会成员名单

姓名 工作单位 职称 备注

杨宇峰 暨南大学 教授 主席

林钦 南海水产研究所 研究员 委员

銮J纯／匣J 南海水产研究所 研究员 委员

甘居列 南海水产研究所 研究员 委员

廖秀丽 南海水产研究所 助理研究员 秘书

答辩地点 南海水产研究所 答辩日期 2010-6-13



■

◆

●

上海海洋大学硕士学位论文

网箱养殖沉积物中有机物降解细菌

与硫氧化细菌的筛选及鉴定

摘要

海水鱼类网箱养殖是一种开放式、人工营养型、高密度和集约化的科学养鱼

方式，在我国经过近30年的发展，已成为广大沿海地区最重要的海水养殖产业之

一。然而，海水鱼类网箱养殖方式自身又是一个对海域生态环境产生负面影响的

污染源，尤其在我国浅海网箱养殖生产过程中产生的残饵和鱼类排泄物直接沉积

在网箱底部并长期积累，已导致大多数网箱养殖场生态环境出现不同程度的恶

化。其中，有机污染和硫化物污染是网箱养殖环境的主要污染特征，本研究从大

亚湾大鹏澳网箱养殖场沉积环境中筛选出能将残饵有机物降解和硫化物转化为

硫酸盐的高效土著细菌，为进一步探索网箱养殖环境微生物原位修复技术研究，

解决网箱养殖业面临的重要环境制约问题有一定的科学意义。主要研究结果如

下：

1、以网箱养殖饵料(野杂鱼鱼糜)作为选择压力，通过2个月的间歇曝气

选择性富集，分离出6株细菌，通过测定其对野生杂鱼鱼糜饵料有机物的降解能

力，进一步筛选出4株对鱼糜饵料有机物有快速、高效降解能力的细菌，7日培

养生化需氧量(BODT)在1040--1140 mg·L．1之间，5日培养化学需氧量(CODMll)

去除率在13．58％--46．9％之间，有机物的可生化降解性(BODs／CODo)在

81．56％--89．43％之间。4株细菌两两组合的5日培养CODMn平均去除率为

64．91士6．51％，是单株菌平均去除率(30．60-a：13．63％)的2倍多；而BOD5／CODo

在86．10％,、一89．13％之间，与单株菌间没有明显差。通过部分长度16S rDNA序列

分析，与GenBank和EMBL数据进行同源性检索，并结合细菌形态及生理生化

特征，结果表明，有2株细菌分别隶属于表皮葡萄球菌属(Staphylococcus sp．)

和盐单胞菌属(Halomona$sp．)，另2株分别与盐单胞菌属(Halomonas sp．)和

假单胞菌属(Pseudomonas sp．)相近。

2、以浓度为2 mg·L。1的Na2S·5H20作为选择压力，通过2个月的间歇曝气选择

性富集，分离筛选出10株能将硫化物高效转化为硫酸盐的细菌。筛选出来的细菌

在浓度为5mg·L以的硫代硫酸钠(NazS203"5H20)液体培养基中连续培养8日，pH

值由最初的6．8下降到5．0以下后趋于稳定；硫化物质量浓度从最初的1280mg·L以

降到374~424 mg·L以之间，硫化物去除率在66．9％70．8％之间；硫酸根离子的质

量浓度从最初的2327mg·L。1增加到5903“243mg·L～，硫酸根转化率在60％以上。
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通过部分长度16S rDNA序列分析，与GenBank和EMBL数据进行同源性检索，

并结合细菌形态及生理生化特征，结果表明，有8株细菌属于盐硫杆状菌属

(Halothiobacillus sp．)，另外2株则属于食烷菌属(Alcanivorax sp．)。

关键词：海水网箱养殖，有机物降解细菌，硫氧化细菌，细菌筛选，细菌鉴定
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Screening and identification of bacteria for organic pollutant

degradation and sulfuroxidation in sediment in marine cage

fish farming area

ABSTRACT

Marine cage fish farming first began in Guangdong coastal waters of China at

the end of 1 970s，and it has grown dramatically during the last three decades，and

become one of the important marine aquaculture industries in China．However,

Marine cage fish farming generates high pollution loadings，especially in the sea

bottom，where high sediment oxygen demand，anoxic sediments，production of toxic

gases and a decrease in benthic diversity may result．In this study,local bacteria

strains for organic pollutant degradation and sulfuroxidation were screened from the

sediment in the marine cage fish farm in Dapeng Ao Cove in the east coast of

Shenzhen City,it have some scientific significance to further explore the

bioremediation for polluted sediment environment in marine cage farm，solve the

environmental constraints for maline cage fish farming industry．The results are aS

following：

1．Six bacteria s位ains for organic pollutant degradation were isolated after 2

months of selective enrichment incubation、析th fish meat feed under intermittent

aeration condition．Through the ability test for degradation to the liquid wild trash fish

culture medium,four bacteria strains were obtained,which ale capable of degrading

the organic trash fish pollutant rapidly and efficiently,the 7d incubation of

biochemical oxygen demand(BOD7)were between l 040 mg。L～～l 1 40 mg’L～，the

5d incubation for the average CODMl．removing rate(1一CODflCOD0)were between

l 3．58％~46．9％，and the biochemical degradation rate(BOD5／COD0)were between

8 1．56％89．43％．The 5d incubation for average CODMn degradation rate of

pair-strain mixed bacteria Was 64．91士6．51％，which Was 2 times higher than that

30．60-士1 3．63％of single strain；and BODflCODo were between 86．1 00／o,--89．1 3％，

there were no obvious differences compared、析tll those of single strain．Sequence

analysis based on partial 1 6S rDNA and performed by BLASTN and FASTA，

combined witll morphological and physiological biochemical characteristics of

bacteria showed that 2 strains belonged to genus of Staphylococcus sp．and

Ⅱl
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Halomonas sp．，the other 2 strains maybe belonged to genus of Halomonas sp．and

Pseudomonas sp．，respectively．

2．Ten bacteria strains for sulfuroxidation were isolated and purified after 2

months of selective enrichment incubation、析th 2mg·L～NaeS-5H20 under

imermittent aeration condition．Through the ability test for sulfide removing in liquid

medium wim 5mg‘L～Na2S203‘5H20．the ten bacteria strains are capable of removing

sulfide rapidly and efficiently,after 8d incubation in liquid medium，the pH decreased

from the initial 6．8 to 5．O；the sulfide concentration decreased from 1280mg·L‘1 to

374--424 mg+L-1，and fulfide removing rate is between 66．9％and 70．8％；the sulfate

concentration increased from 2327mg‘L．1 to 5903-6243mg+L一．Sequence analysis

based on partial 1 6S rDNA and performed by BLASTN and FAS队combined诹tll
morphological and physiological biochemical characteristics of bacteria showed that

eight strains of bacteria are belonged to genus of Halothiobacillus．sp．，and the other

two are belonged to Alcanivorax sp．

Key words：marine cage fish farming,organic pollutant degrading bacteria,

sulfuroxidation bacteria,screening，bacterial identification
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第一章 引 言

1．1我国海水网箱养殖面临的主要环境问题

蓝色农业——海水养殖业是我国大农业中发展最快、活力较强、经济效益最

高的产业之一。据统计，我国海水养殖产量已由1980年的不足45万吨发展到

2008年的1307多万吨，已成为促进农(渔)业结构调整，发展和繁荣农(渔)

村经济，富裕农(渔)民的重要产业【l】。并且，随着我国海水养殖业的进一步调

整、优化和发展，海水养殖业在我国农(渔)业经济发展过程中将具有更重要的

地位，将发挥更重要的作用。

然而，海水养殖除受外界环境污染因素影响外(工业废水、生活污水、种植

农业非点源污染，以及海岸(洋)工程等)，海水养殖自身又是一个对养殖生态

环境产生负面影响的污染源，易造成养殖“自身污染”，成为影响海水养殖可持续

发展的重要制约因素。据《中国渔业生态环境质量公报》(农业部，国家环保总

局，2008)[11，2007年，我国海水重点养殖监测区有26．6％的面积达不到《渔业

水质标准》的要求，其中无机氮、活性磷酸盐、化学需氧量和石油类等是主要超

标因子，此外，据统计由于环境污染造成的渔业经济损失高达42．7亿元。

1．2海水网箱养殖主要污染物及其环境影响

海水网箱养鱼是一种开放式、人工营养型、高密度和集约化的鱼类生产系统。

这就意味着，养殖鱼类的生长完全依赖于人工投喂饲料，而养殖鱼类对饲料的利

用有限，残饵、鱼类排泄物和代谢废物必将大量产生，并直接排放到海洋环境中。

此外，养殖中使用的许多化学药品，如用于防治鱼病的消毒剂和抗生素，防止污

损生物附着网衣的防污剂，作为营养添加剂的维生素等，以及养殖中的死鱼、生

产废弃物、垃圾和废水等也会直接排入或散失到海洋环境中【2，31。

1．2．1有机物和营养盐

海水网箱养鱼产生的主要环境污染物质是有机物和营养盐(N和P)【2，3】。有

关研究资料显示，海水网箱养鱼投喂的饲料中，只有少部分被鱼同化吸收并用于

鱼体生长，大部分将进入环境中，约有80--84％的C、64-89％的N和48～92％的

P最终将进入环境中。Paez．Osuna[41等研究了养殖海域底泥中的物质平衡，发现

进入水体的总氮、总磷和颗粒物分别有24％、84％和93％沉积在底泥里，而富集

在底泥里的这些污染物，在一定条件下又会重新释放到水体，成为水体污染最重

要的内源。也就是说，有机质在底泥内的沉积会使得底泥成为营养物质库，即沉
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积物中营养盐向上覆水中释放，在动力作用下营养盐再悬浮，从而造成内源污染

或称之为“二次污染”。

海水网箱养殖区多为海湾、河口等浅海水域，水体交换条件有限，网箱养鱼

产生的有机物、营养盐、维生素和微量元素等更易积累并促进藻类生长，引发局

部海域的富营养化问题【5羽，甚至引发赤潮灾害，给养殖生产带来重大经济损失。

海水养殖废物(有机质)沉积到海底，被耗氧微生物利用分解，造成沉积物环境缺

氧，氧化．还原电位(Eh)降低，在厌氧环境下，硫酸盐还原菌和反硝化细菌等厌

氧菌将有机污染物分解转化为硫化氢和氨，使得局部水域底质和水体中硫化物和

氨盐含量水平升高，进而对水生生物和养殖生物带来毒害。

1．2．2药物污染

海水网箱养殖中，为了控制鱼病的发生、治疗鱼病、消毒、清除敌害生物和

抑制网衣上的污损生物等，经常需要用到许多化学药品。如在配合饲料中添加防

腐剂以延长饲料存放时间，加入维生素B12、人工色素、微量元素等饲料添加剂

及抗生素(金霉素、土霉素和呋喃西林等)成分以满足养殖鱼类的营养需求，并

提高鱼的抗病能力；对患病鱼类直接用药物(孔雀绿、福尔马林、硫酸铜和敌百

虫等)进行消毒处理和治疗：用于防止污损生物附着网衣，含有TBT、铜、锌

的防污剂等【24】。这些化学药品将直接或间接(主要通过残饵和鱼粪)进入海洋

环境，对海洋生态环境产生一定的影响。

养殖过程中药物的施放在杀灭病虫害的同时，也使水中的浮游生物和有益

菌、藻类受到抑制、杀伤甚至死亡。例如，水中的微生物、单细胞藻类等具有抑

制细菌繁殖的作用，有益微生物群落有助于提高对虾抗病能力。同时，多种药物

大剂量重复使用，会使细菌发生基因突变或转移，容易产生抗药性；一些低浓度

或性质稳定药物的残留，还可能在一些水生生物体内产生累积并通过食物链放

大，由此对整个水体生态系统中的生物乃至水产品质量安全造成不利影响。

1．3水产养殖环境微生物修复研究进展

环境修复技术有物理修复、化学修复法及生物修复。物理修复方法主要包括

换水法、沉淀通气法、过滤法、清淤法、吸附法、磁分离方法。国内的很多学者

利用沸石的吸附作用去除养殖水体中的NH4+收到了良好效果【_卜引。但物理法对于

污染物仅是稀释、聚集或不同环境中的迁移作用，而且运行费用较高。

化学修复方法包括絮凝法、中和法、络合法、氧化还原法等。使用的化学试

剂容易造成二次污染，例如珠江三角洲沿岸曾经大量使用硫酸铜来治理虾病，造

成该地区水环境中严重的铜离子污染【9J。而且化学过程持续的时间往往较短，生

态平衡维持时间较短，难以达到修复的目的，一般仅作应急处理。
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生物修复方法是利用微生物、植物及其他生物，将环境中的危险性污染物降

解为二氧化碳和水或转化为其他无害物质的工程技术系统，可分为原位修复和异

位修复【10l。相对于其他修复技术来说，生物修复具有费用低廉，处理操作简单

以及安全性较高等优点，是一项发展潜力较大、环境友好的处理技术Ol-14J。生物

修复技术应用到水产养殖环境修复中，对恢复和优化水产养殖环境，推动我国水

产养殖业的可持续发展具有重大意义。

植物对污染物的修复研究最多的是关于植物对各种有机物污染、重金属污染

的处理，均取得不错的效果。把植物修复应用到水产养殖环境的修复中主要是利

用高等水生植物或者藻类的根系、茎叶等功能单位吸收提取养殖废水中的氮、磷

等主要污染物以达到净化底质水质的目的。目前应用于水产养殖环境修复的植物

主要为藻类，大型海藻江蓠、孔石莼及其红藻、微藻、硅藻、螺旋藻、鞭毛藻等

均能显著降低养殖水体中的氮磷营养盐【1孓培】。

动物修复技术是利用搭养的腐食性和滤食性鱼类、贝类、多毛类、棘皮类、

蚤类等消除或减轻水体中浮游植物和有机颗粒的污染【19-27]。

相对于植物修复过程较慢，营养物质集中在植物体内并没有真正去除；滤食

性生物等的假粪、生物沉降作用，生物密度过大会加快底质的有机污染来说；微

生物修复的彻底性和安全性使得微生物修复更适合用在水产养殖环境的修复中。

微生物修复在生物修复中应用较早，早期生物修复(bioremediation)就是专指

微生物修复。微生物修复的原理是以有机物作为微生物生长繁殖所需的碳源和能

源，微生物各种酶的作用下，有机物经过厌氧或好氧分解，发生一系列的化学反

应，最后降解转化为无害物质的过程[28-291。早在100多年前就有利用好氧微生物

处理污水与废水的记载，但真正使用生物修复工程技术处理环境污染物至今不到

30年的历史。微生物修复早期主要应用于石油泄漏造成的环境污染，Prichard等

利用微生物进行Alaska石油泄漏后的环境修复，取得很好的效果【3∞¨。

由于微生物修复的彻底性、安全性等优点，微生物修复逐渐应用到水产养殖

的污染处理中。在养殖底质处理中主要是加快有机物的矿化，在水体中主要利用

微生物的脱氮作用去除养殖污水的氮和分解有机污染物。

微生物修复技术在水产养殖中主要应用于养殖环境的原位修复中，主要处理

底泥的有机污染和水体的富营养化问题。

1．3．1环境修复功能菌的筛选

近年来国内外科学家筛选出了不少海水养殖环境有机碳、氮、硫和磷等降解

细菌。在海水池塘养殖环境微生物修复研究方面，李秋芬、袁有宪掣32】从虾池

底质中分离、筛选出近10株虾池有机物降解菌，初步实验表明，在短时间内，
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可降解虾池底部有机物80％以上，显示出良好的应用前景。pinart33】等分离出一

株细菌Klebsiella oxytoea，该细菌能够耐受浓度高达1M的硝酸盐，并能有效去

除硝酸盐。谢航等[34J筛选出了一些水产养殖功能菌，如地衣芽孢杆菌高效能降

解残余饲料；假丝酵母菌、荚膜红假单胞菌分别能高效降解养殖水体氨氮，亚硝

基氮。俞勇等【35】在实验室条件下，以BODs／COD的比值>45％作为可生化性好的

指标，用来衡量细菌降解饵料有机质的能力，对106株虾池养殖环境有机污染物

降解细菌进行筛选，共获30株比值在45％以上的菌株，最终得到的分别属于弧

菌属和芽孢杆菌属的7株细菌均能较好地降解对虾饵料。以BOD值表示细菌利

用对虾饵料的能力时，在5d的时间里7株菌都能利用70％以上饵料，当考察COD

的去除率时发现7株菌的COD去除率在59．6％79．2％。

国内很多学者正在积极进行大水面网箱养殖区好氧反硝化菌、有机碳降解细

菌、硫氧化细菌、磷酸盐降解细菌等功能菌的筛选及实践应用效果分析。日本科

学家发现枯草菌能分解蛋白质和碳水化合物，并且抑制海底硫化物的产生，用该

细菌处理海洋底泥有机物，两个月可减少有机淤泥20cm[36】。王亚南【3‘71从福建海

域近海养殖场底泥筛选出了一些有机碳化合物降解菌及磷降解细菌。

132海水养殖环境微生物修复技术的应用

目前，有益微生物(EM，Effective Microorganisms)在海水养殖环境调控与

修复，尤其是池塘养殖环境中得到了广泛应用。由日本琉球大学比嘉照夫138】多

年潜心研究开发出的一种新型复合微生物活性菌剂(由光合菌类、醋酸杆菌类、

放线菌类、乳酸菌类、酵母菌类等五大菌群10个属125种微生物组成)，被用做

水产养殖的水质净化剂。中国水产科学研究院南海水研究所李卓佳等【39-40l利用微

生物制剂在鱼虾养殖中应用试验表明：氨氮、亚硝酸盐氮、硫化氢含量比对照组

降低5％以上，有效地改善了底质，并能增加水体中的溶氧，有效的抑制致病菌

如弧菌的滋生。改善了养殖水体的菌群结构，鱼虾的成活率和产量均能得到有效

的提高。蔡惠凤等⋯】通过微生物制剂和实施水底界面曝气，有效促进底泥中好

氧微生物的生长，加速底泥及其上覆水体中有机质的分解，各实验组底泥的黑臭

现象明显得到改善。吴伟【42l使用假单胞菌和芽孢杆菌属为主的复合微生物制剂

处理养殖水体，硝氮、磷酸盐、硫离子的最大去处率达到100％；氨氮、CODcr

降幅达95％，悬浮物去处率达74％，溶氧上升16％，处理效果惊人。林新华【43】

等的研究表明经优势复合EM处理后使养殖水体能达到无污染排放。王彦波Ⅲl

采用高活性生物修复菌制剂，对养殖中后期的南美白对虾池塘进行了改善水体质

量的试验，结果表明：Tg体COD和磷酸盐的含量分别降低31．64％-一49．71％和

30．58懒．43％，养殖水体的富营养化状态明显改善。
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胡德蓉等【45】调查了网箱养殖区的异氧细菌和硫酸盐还原菌的分布和数量变

化情况，并用光合细菌与硫酸盐还原菌进行拮抗试验，初步探讨了用有益微生物

修复海水网箱养殖环境。

1．3．3固定化微生物修复技术研究

在应用与处理技术上，固定化细菌处理工艺等高效处理系统也在研究应用

中，该技术是以化学或物理的手段将游离微生物定位或限制在一个特定的空间，

使其保持活性，可以被反复利用，经过处理后微生物密度高、活性强、反应速度

快，流失少，吴伟【46】报道菌株固定后对养殖水体的氨氮和亚硝氮转化去处率明

显优于游离细菌。郑耀通[4"rj应用固定化光合细菌净化养鱼水质试验，发现固定

化光合细菌可显著提高氨氮和COD的去除率，并能增加溶解氧。经1个月的鱼

种饲养试验，固定化光合细菌组鱼体重显著大于对照组，成活率也高于对照组。

为了降解虾池底部的有机物污染，以沸石为载体，沸石固定化菌对饵料浸出液的

降解效果明显高于非固定化菌【4射。

Sudeep Perumbakkam[49】运用混合或纯培养群体生物膜中的自然基因转换来

进行生物修复，并用共焦显微镜和pcr检测有利的显基因突变。J．Zamora-Castro

【50】以低密度聚酯为载体构件的生物膜来对沿海海洋环境的污水进行生物处理，

此生物膜主要由Cyanobacteria genera，Proteobacteria，及真核生物Nitzschia组成。

底泥中的各种氮，磷组分保证了生物膜各组分的连续生长。此生物膜在48 h内

移除了94％的磷酸盐，79％的铵态氮，78％的亚硝酸盐，83％的硝酸盐，是一种

经济，环保的创新污染处理方法。Abbas Rezaee[51J以醋菌属Acetobacter xylinum

的细菌纤维素(MO为载体固定假单胞菌PseudomonasStutzeri，此技术在最佳缺氧

环境条件下表现了高达1．6 kgN03-N m-3day"1的硝酸盐去除浓度。目前为止，还

无人将细菌固定在MC上， MC的多孔性和纯粹性，它对细菌固定的简易性和

去除氮的高效性，使得其可作为一种新的细胞固定载体。周艳红，黄凤莲等[52】

应用阿科蔓(AquaMats)生态基+复合微生物群落的处理方法来原位修复滩涂海水

种植．养殖系统水体中的磷，发现此技术不仅能有效地降低种植．养殖系统水中的

TP和DP浓度，又能维持较稳定的处理效果；而且对底泥中的磷也有一定的修复

作用。李非里等【531用甲壳素作为微生物载体处理废水，取得了良好了效果。

Hisashi等【54】用固定化光合菌处理合成废水表现出较高的去除效果：48小时

可有效的去除COD(89％)，磷(77％)，硝态氮(99％)，H2S(99．8％)。Hisashi等比

较了PvA和海藻酸盐两种材料固定化光合细菌对鱼池水质净化与反硝化的效果。

结果表明固定化PVA球比海藻酸盐固定化球的水质净化能力强。辛福言等155j从

虾池底泥中分离、筛选了数株虾池环境生物修复作用菌，并对这些生物修复作用
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菌包埋在海藻酸钠中进行固定化模拟应用；这些菌能以对虾饵料为唯一碳源和氮

源生长，对对虾配合饵料具有较强降解能力，72 h内CODMn去除率在60％以上，

并可在虾池环境条件下良好生长，对养殖对虾没有致病作用，且其中6株可显著

提高中国对虾仔虾的成活率。该菌具有快速消除虾池底部有机质污染、修复对虾

养殖环境的潜力。

由于养殖污染成分复杂加上环境因素的影响，目前，固定化微生物技术在养

殖水体中的应用主要还处在室内试验阶段，把固定化微生物技术应用于生产中还

需做进一步的研究。固定化微生物技术在养殖废水处理中的应用前景十分广阔，

这也是废水生物处理由生物自然净化一人工培养微生物絮体(活性污泥)一人工

强化高效微生物絮体(微胶囊)的必然发展阶段。

1．3．4基因工程菌对水产养殖环境的修复研究

微生物修复优点明显，微生物修复已经逐渐从应用机理和基础研究转向实际

应用方面并且取得了明显得效果但仍没能真正大规模大范围地应用到水产养殖

的环境修复工程中。随着现代生物技术的快速发展，传统的微生物学与现代生物

技术有机结合，大大提高了降解效力，扩大了降解范围。生物学家利用基因工程

把不同的降解基因移植到同一菌株中，创造出了具有多种降解功能的超级微生

物。海水养殖环境中主要污染物为蛋白质、脂肪酸和纤维素，降解或分解的中间

物质有含氮化合物以及含硫化合物，也有氨氮、亚硝酸等有害无机物。因此，一

种降解菌不可能完成所有物质的降解或转化，所以构建具有多种功能的“超级工

程菌”在海水养殖环境修复中使用也是非常必要的【5钳71。“超级工程菌”在海水中

的使用，不仅可以更为有效地修复污染的养殖环境，也会大大降低使用成本。国

内已用光合细菌与酵母融合子处理味精废水【58】取得了良好效果由于生物修复技

术在海水养殖环境中的应用历史短暂，国内国外超级工程菌的构建开展较少。

近年来对综合了两种或两种以上的修复技术的高效综合生物修复技术在水

产养殖环境修复中的研究也越来越多。水生植物(小型藻类)与细菌的综合修复、

沉淀一贝类过滤一藻类吸附的综合处理系统、扇贝．海藻．海参的生态养殖模式、

人工湿地生态系统、由养殖生物和生物过滤器等组成的海水闭合循环养鱼系统等

的研究均能显著改善养殖环境的污染状况。

综合生物修复技术结合了多种修复技术的优点，能对养殖污水进行多方面处

理，处理效率较高，并且养殖者能获得一定的额外经济效益，是一种有潜力的养

殖废水处理技术。但综合生物修复技术相对复杂，需要更高的管理技术与工程技

术，近年来的研究主要还是停留在实验水平上。

6
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1．4研究目的、意义和技术路线

1．4．1研究目的和意义

我国的海水网箱养鱼目前还主要是以传统的浮筏式网箱为主，其抗风浪能力

较差，一般都位于避风较好，但海水交换较差的内湾或港口内的浅海海域，网箱

养殖场的生态环境自净化能力也较差。此外，养殖网箱一般成片布设，养殖技术

也相对落后，尤其是鱼用饲料仍以鲜杂鱼或冰鲜杂鱼为主，人工配合饲料所占比

例很少，饲料系数较高，养殖过程中产生的有机和无机废物量大，不但对海洋生

态环境产生了较大的负面影响，而且随着养殖“自身污染”效应的长期积累，我国

的大多数海水鱼类网箱养殖场自身的生态环境都出现了不同程度的恶化。其主要

特征是：(1)网箱养殖场水体营养指数偏高，富营养化现象明显；(2)海水溶解

氧偏低，底层水体贫氧现象较严重；(3)海底污染物累积，沉积物变黑发臭，硫

化物、有机物和营养盐含量水平升高，成为了“二次污染源”和病原菌、病毒生存

和繁殖的温床。海水鱼类网箱养殖场生态环境的恶化已使我国大多养殖场养殖病

害频繁爆发，损失严重，遭受赤潮灾害损失的情况也有加重趋势，严重制约了我

国海水网箱养鱼产业的可持续发展。

本项研究针对我国海水网箱养殖场普遍存在的沉积环境有机污染和硫化物

危害问题，通过从网箱养殖沉积环境筛选出能将残饵有机质降解和硫化物转化为

硫酸盐的高效土著细菌，为进行网箱养殖环境微生物原位修复应用技术研究奠定

基础，因此，具有重要的科学意义和实用价值。

1．4．2技术路线
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灭菌野杂鱼糜富集上

2216E固体培养基纯化土
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BOD、COD、BOD#CODo，l筛选
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第二章有机污染物降解菌的筛选与鉴定

海水鱼类网箱养殖是一种开放式、人工营养型、高密度和集约化的科学养鱼

方式，在我国经过近30年的发展，已成为广大沿海地区最重要的海水养殖产业

之一【591。然而，海水鱼类网箱养殖方式自身又是一个对海域生态环境产生负面

影响的污染源[60-6¨，尤其在我国浅海网箱养殖生产过程中产生的残饵和鱼类排泄

物直接沉积在网箱底部并长期积累，已导致大多数网箱养殖场生态环境出现不同

程度的恶化【62粕】，养殖病害和赤潮灾害频繁爆发，经济损失日趋严重[641。因此，

开展海水鱼类网箱养殖沉积环境有机污染物高效降解方法研究，对解决网箱养殖

业面临的重要环境制约问题有重要意义。

本研究从深圳大鹏澳海水鱼类网箱养殖区沉积环境中分离、筛选得到的能高

效降解饵料有机物的土著细菌菌株，以期为开展海水鱼类网箱养殖沉积环境微生

物原位修复工作奠定基础。

2．1材料和方法

2．1．1培养基

选择性培养基：野生杂鱼糜209，陈海水1000ml，pH 7．6---8．2，121℃灭菌

20rain。

分离培养基：采用2216E琼脂培养基【65】：蛋白胨59，酵母膏lg，磷酸高

铁O．19，琼脂粉209，陈海水1000ml，pH 7．6--8．2。

活化及扩大菌种培养基：采用2216E海水培养基：蛋白胨59，酵母膏lg，

磷酸高铁0．19，陈海水1000ml，pH 7．6,--8．2。

鱼糜液体饵料培养基：野生杂鱼糜59，陈海水1000ml，pH 7．6,-,8．2，121℃

灭菌20min。

2．12菌种选择性富集、分离与纯化

从有20多年养殖历史的深圳市大鹏澳海水鱼类网箱养殖区用无菌器皿采表

层底泥，冷藏带回实验室。在实验室取底泥2509加到2L的富集瓶中，加入灭

菌海水750ml，灭菌野生杂鱼糜159，并加入适量的纤维棉，在室温条件下连续

曝气富集培养2个月，中间据情况不定期添加灭菌海水和灭菌野生杂鱼糜。挑取

并直接冲洗细菌附着较大的纤维棉，得到富集菌液，适当稀释，涂布于分离甲板

培养基上，28℃培养48h。连续平板划线分离、纯化培养优势菌株，菌种保藏于

49C冰箱中备用。
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2．1．3有机物降解细菌的筛选

将分离纯化得到菌株接种到装有2216E海水培养基的锥形瓶中，在28。C控

温培养箱中活化振荡培养48h，备用。取5ml活化培养菌液(浓度约为

2．0x 108CFU／mL)接种于装有200ml鱼糜液体饵料培养基的BOD瓶中，用BOD

测定仪(HACH BOD Trak)连续7d测定鱼糜液体饵料培养基的生化需氧量

(BOD)，筛选对饵料有机物降解能力强的菌株。

2．1．4筛选菌株对饵料有机物的降解能力

取5ml筛选菌株的活化培养菌液接种于装有200ml鱼糜液体饵料培养基的

BOD瓶中，每株菌接种5瓶作为实验组，另取一瓶不接种菌液的鱼糜液体饵料

培养基作为对照(CK)，在28"C控温培养箱中振荡。用BOD测定仪连续5d测定

鱼糜液体饵料培养基的生化需氧量(BOD)，同时每24h取鱼糜液体饵料培养基

20ml，以5000r／min离心5min，取上清液用碱性高锰酸钾法测定化学需氧量

(CODM．)，连续测定5d。通过测定鱼糜液体饵料培养基的BOD及CODM。值来

衡量筛选菌株对鱼糜饵料有机物的利用能力，以COD去除率(1-CODs／CODo)

和有机物的可生化降解性(BOD5／CODo)来表示5d时间里细菌利用鱼糜饵料有

机物的降解能力。

2．1．5筛选菌株对饵料有机物的联合降解能力

将筛选得到的菌株两两组合，各取2．5ml活化培养菌液，按1．4的方法测定

菌株对鱼糜饵料有机物的联合降解能力。

2．1．6有机物降解细菌的鉴定

将筛选得到的菌株保存斜面送交上海生工生物工程有限公司进行16S rDNA

序列分析鉴定，并结合常规形态观察、电镜观察和细菌生理生化鉴定。

16S rDNA扩增上游引物为27F(5'-AGA GTT TGATCC TGG CTC AG一3’)，

下游引物为1492R(5’．AAGTCGT从CAAGGTAAC C．3’)，由上海生工生物工

程有限公司合成。测序结果分别提交GenBank并采用BLASTN程序，和EMBL

并采用FASTA程序进行同源性检索。以16S rDNA序列相似度三99％、99％>相

似度≥97％分别作为种属水平上的鉴定划分标准[66】。

2．1．7系统发育分析

利用MEGA3软件，将筛选菌株与部分参考菌株基于部分16S rDNA序列的

ClustalW多重比对结果，采用Neighbour Joining方法构建系统发育树。

lO



●

●

●

上海海洋大学硕士学位论文

2．2结果

2．2．1菌种分离和纯化

经选择性富集、分离和纯化后，从网箱养殖区底泥中分离出6株细菌作为下

一步筛选的对象。

2．2．2有机物降解细菌的筛选

通过实验，从分离出的6株细菌中筛选得4株对鱼糜饵料有机物利用能力强

的菌株C41．2、C41-4、C42．2和C42-4，培养到7d后，BOD7达到1040 mg·L～～1 140

mg·L～，明显高于另外2株菌株C42-l(596 mg·L以)和C42．3(192 mg·L。1)，对

照组的BOD值则一直维持在约20 mg·L-1的稳定水平(图2．1)。从图还可以看出，

加有菌株的液体饵料培养基BOD值一般在培养的前3d增加较快，之后进入平

缓期，而菌株C42．2则要5d后才进入平缓期。

I

．-3

●

∞
吕
＼
Q
o
∞

十CK +C4I-2士C41-4*C42-I
—}C42—2—e-C42-3—·一C42-4

0 l 2 3 4 5 6 7

时间／d

图2．1 分离菌株对鱼糜饵料的利用能力比较

Fig 2-1 Comparison of trash fish meat feed utilization ability among isolated bacteria

strains

2．2．3筛选菌株对饵料有机物的降解能力

分别接种筛选得到的4株细菌(C41．2、C41-4、C42．2和C42-4)于鱼糜液

体饵料培养基中进行5日培养实验，4株细菌的BOD5在l 078mg·L-]l 182mg·L以

之间，BOD值均呈对数增加的特征，即前3d增加较快，之后进入平缓期，而对

照组BOD值维持在约20mg·r1以内的低浓度水平(图2-2a)。液体饵料培养基

的CODMn值变化趋势则有较大差异，除菌株C41-2的CODM。值在前3d持续降
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图2．2筛选菌株对鱼糜饵料的利用能力比较

Fig 2-2 Comparison of trash fish meat feed utilization ability among screened bacteria

strains
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表2-1菌株对鱼糜饵料培养基的COD胁去除率及有机物可生化降解率

Table2-1 CODM_removing and BODs／CODo degradation rate of test bacteria strains to

trash fish culture medium

2．2．4菌株组合对饵料培养基的降解能力

筛选得到的4株细菌两两组合培养实验显示，5日培养后BOD5在l 138

nag·L一～l 178mg·L‘1之间，均远高于对照组，但与单株菌的培养实验结果无太大

差异；BOD值变化趋势也均呈对数增加的特征，即前3d增加较快，之后进入平

缓期(图2-3a)。各菌株组合间液体饵料培养基的CODr山值变化趋势则分为两类，

其中组合C41．2：C41．4和C41．2：C42．2在培养前3d分别快速下降至396 mg·L‘1

和408mg·L一，组合C41．2：C42．4、C41-4：C42．2、C41-4：C42-4和C42—2：C42-4则

在培养前1d就快速下降至406 mg·L～--480rag·Ld之间，之后均维持在约400mg·L．1

的较低浓度水平，且较单株菌的CODM。低约300 mg·L．1,--400 mg·L。1(图2-3b)。
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图2-3筛选菌株两两组合对鱼糜饵料的利用能力比较

Fi92-3 Comparison oftrash fish meat feed utilization ability among pair-strain mixed

bacteria

菌株两两组合5d培养后的CODm去除率在53．590／旷71．68％之间，其中组合

C41．2：C41．4和C41—2：C42．2的去除率最高，分别为70．72％和71．68％，其次是组

合C41—2：C42-4、C41-4：C42-2和C42—2：C42．4，去除率在62．950／'0,．-65．45％之间，

组合C41-4：C42-4最低，为53．59％；各组合的CODM。平均去除率为64．91％，较

单株细菌的平均去除率(30．60％)提高了1倍多。5d培养的有机物的可生化降

解率(BOD5／CODo)在86．100／'0,--89．13％之间，平均值为87．74％，菌株两两组合

间的差异也不明显，与单株细菌平均可生化降解率(86．33％)比也无明显差异(表

2)。

14

O

O

O

0

0

O

0

O

O

O

O

0

0

0

0

4

2

O

8

6

4

2

■J，IJ，l

b

『一．暑III＼。吞ou



■

■

●

上海海洋大学硕士学位论文

表2-2菌株两两混合对鱼糜饵料培养基的CODM。去除率及有机物可生化降解率

Table2-2 CODM,removing and BODdCODo degradation rate of pair-strain bacteria to

trash fish culture medium

2．25菌株的鉴定

2．2．5．1常规形态及电镜观察

细菌C41．2在选择性平板上菌落呈圆形，透明，边缘平整，表面光滑。电镜

下观察细胞呈杆状，菌体大小为(726～1080)×(1080～2500)rm，单个或成对成链

状排列，具有侧生鞭毛(见图2-4)，革兰氏染色阴性。

细菌C41-4在选择性平板上菌落呈圆形，浅黄色半透明，边缘不平整，表面

凸凹不平，由中心向外呈花纹状延伸。电镜下观察细胞呈杆状，菌体大小为(675

605)x(843"'2180)nm，单个或成对成链状排列，无鞭毛(见图2—5)，革兰氏染色阴

性。

细菌C42．2在选择性平板上菌落呈圆形，黄色腊状，边缘平整，表面光滑，

中心凸起。电镜下观察细胞呈短杆状，菌体大小为(667---,817)x(726----1030)nm，

单个或成对成簇状排列，无鞭毛(见图2—6)，革兰氏染色阴性。

细菌C42-4在选择性平板上菌落呈圆形，白色腊状，边缘平整，表面光滑，

中心凸起。电镜下观察细胞呈杆状，菌体大小为(555～857)×(817～2190)I吼，单

个或成对成链状排列，具有亚端生鞭毛，运动活泼(见图2．7)，革兰氏染色阴性。
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a

图2-4细菌C41．2的透射电镜图片(包括(a)、(b)、(c)、(d))

Fig 2-4 The eeH of strain C41-2 under Transmission Electron microscopy

Ia
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c1

图2-5细菌C41．4的透射电镜图片(包括(a)、【b)、(c))

Fig 2-5 The cell of strain C41-4 under Transmission Electron microscopy

图2-6细菌C42．2的透射电镜图片(包括(a)、(b)、(c)、(d))

Fig2-6 The cell of strain C42-2 under Transmission Electron microscopy

17
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c)

图2．7细菌C42-4的透射电镜图片(包括(a)、(b)、(c)、(d))

Fig2-7 The cell of strain C42—4 under Transmission Electron microscopy

2．2．5．2细菌的生理生化特性

4株细菌的主要生理生化特性如表2-3。

18
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2．2．5．3 16S rDNA序列分析

筛选所得4株细菌的16S rDNA部分序列长度介于1498bp～1513bp之间(图

2．8)，尽管16S rDNA全序列对确定某些新种是必要的，但起始的500bp对大多

数菌株的鉴定已提供了足够丰富的信．g[67]。利用BLASTN及FASTA程序将这

些序列与GenBank及EMBL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86．7％'-98．4％之间，最接近的细菌有4种，分

属于3个属(表2．4)。根据99％>相似度≥97％划分属，菌株C41．2归于表皮葡萄

球菌属Staphylococcus sp．，菌株C42．2归于盐单胞菌属Halomonas sp．，而菌株

C414和C42．4分别与盐单胞菌属Halomonas sp．和假单胞菌属Pseudomonas sp．

最相近。

图2-8筛选菌株的PCR扩增结果

Fig 2-8．Amplification of selected strains

备注：Marker是MBI生产的#SM0331。样品从左往右分别为： C41-2、C4l_4、C42．2、

C42-4、Marker。

表2-4 4株细菌16S rDNA部分序列的同源检索结果

Table2-4 Homology analysis of 4 screened bacteria strains based on partial 16S rDNA

sequences
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2．2．6系统发育分析

基于所筛选菌株的16S rDNA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2．9)，从图中可看出，4株细菌分属于不同的3个类群，分别是C41．2

属于Staphylococcus，C4l-4和C42-2 属于Pseudomotla$。

FJ444982 HRIorttotl_$v_啊。鞠·。口劬，l卅w啪

AY505525 hWomon-·删椭$由-olR Gs嘲

AY505523椭蛔∞伽allmmtla I哺min GsPf

AY553076／"JWOmOrkll$di肭da strain GsP：∞

EU382220 BK．illmt subdlls Mr41rl 15．2

AM22931 7 H妇m懈幽州州讹捌喀
042-2

EFl21853抽豳-，M—_橹-，_撕-曲驯棚哪
AMll0974 H_㈣鹏堆
AJ515365／．k#omon,"campen／em#=

G41—4

GLl228477／"JuO／l'lOfln camp妇,u=stra／n黜
GU228473 HJO／nORalS campisdis sUaln 11tlt0．1 t0

DQ077911抽如，，-哪唰／sstra／nL／J
DQ435613埔岫黼艰u
C42-4

EU822884—_由啪棚一鼬_—州膏嘶棚a∞·纠删

AB098591户警_喇h"“MB卅％

FN597288 G41ctltll-—帕抽06·d_’“册B15

AM933518 Pseudomonas彻细删|c．

AB334768 Ps删omomm t,won#

AB056120 Pseu棚坩m棚
FJ937922 Pu删omonas p嘲J曲"aJn／．S#2

AJ492831 PNudomonas加～龇
AJ492829 Pseudon'mnas pose

C41-2

NR 024665脚向一暖口∞l-口pr-·啪加^Toc3删
DQ448767暑hphy．o嘲慷‘p．CAU924 PL04

NR 027519 sm砷#ococcu=a吣sub即．
DQ490408&啪I机虻。口“盼—_厶—嘲M胁
EF522128囊即岫抽∞∞∞单瑚M削_·々-胁c唿

AF270147 s啊P岫—％口崩一_——-嘲‘曲··_细蜊

图2-9 4株细菌与参考细菌基于16s rDNA序列构建的系统发育树

Fig 2-9 Phylogenetic tree based oa partial 1 6S rDNA sequences of four strains and the

referenges
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2．3讨论和小结

2．3．1讨论

(1)自然条件下，微生物通常营共生生活，要得到某一种或某一类微生物，

先对环境样品进行有目的的富集和驯化，可以大大提高分离效率，富集、驯化条

件是优势菌筛选的重要制约因素，定时定量投加低浓度目标化合物是较好的驯化

方式。本研究筛选的微生物目的是用于降解浅海鱼类网箱养殖系统沉积环境中的

有机污染物，因此选择了有机污染较重的网箱养殖场底泥作为菌种来源，以网箱

养殖主要有机污染物(灭菌的野杂鱼鱼糜)作为选择压力，在室温条件下连续曝

气富集培养2个月，从而抑制杂茵生长，刺激有机物降解菌大量繁殖成为优势茵，

最后分离纯化得到了6株细菌。

(2)单一污染物降解菌的筛选常以该物质的减少量为指标。因浅海鱼类网

箱养殖是以人工投喂野生杂鱼为主的，网箱底部沉积物有机污染是以残饵为主

[6s-69j，所以本研究以富集分离得到的菌株对野生杂鱼糜饵料液体培养基的BOD、

CODMn、CODMn去除率和有机物的可生化降解性(BODs／COD)为指标，从而

筛选得到4株对鱼糜饵料有机物有快速、高效降解能力的目标土著菌株。

(3)工业废水的可生化性常用BODs／COD的比值来表示，如果BOD5／COD

的比值>45％表示可生化性好，大于30％表示可以进行生化处理，小于30％表示

难以进行生化处理，小于25％则不宜采用生化处理。该方法为筛选具有快速降解

富营养有机物能力的菌株提供了一种定量的手段。在实验室条件下，以

BOD2／COD的比值>45％作为指标来衡量细菌降解有机质的能力，一方面可表示

野杂鱼糜的可生化性好，另一方面则能更准确地反应菌株快速分解野杂鱼糜有机

物的情况。用此法筛选出的6株细菌比值均在45％以上，表明细菌能很好地降解

野杂鱼糜饵料，有针对性地降解网箱养殖区的沉饵，改善沉积环境。

(4)本实验筛选出来的4株细菌5d培养的CODMn去除率在13．58％'46．9％

之间，与李秋芬及俞荣分别筛选出来的对对虾配合饵料有较高COD去除率

(50％--70％及59．6％---79．2％)的细菌相比，COD去除率有所不同，推测可能是

由于筛选细菌的来源环境及所降解饵料物质的有机质成分的不同所致。

(5)筛选过程中发现，组合菌株5d培养后的CODt咖平均去除率高达

64．91％，是单株细菌平均去除率(30．60％)的2倍多，从CODun降解时间变化

特征看，组合菌株的CODMn呈迅速下降而后维持在相对较低的浓度水平，而单

一菌株则表现为下降之后又有较大波动的特征。这些说明组合菌株间具有一定的

协同代谢作用，加快了鱼糜饵料有机物的生物降解过程。

(6)细菌C41．2与C41．4、C42．2、C42-4的组合去除率较其他组合要高，
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均达70％以上，推测细菌C41．2的有机质降解效果较其他细菌要好，并在与其他

细菌的组合中起主要作用；另外细菌两两混合的5日培养CODMn最高去除率大

致可分为二个等级，C41．2：C41-4、C41-2：C42-2、C41．2：C42．4、C42．2：C42-4的

组合>70％，C41-4：C42．2、C41-4：C42．4>60％。

(7)分子生物学手段应用于细菌鉴定越来越普遍，DNA．DNA杂交和16S

rDNA序列分析是目前细菌鉴定最重要的标准之一，特别是16S rDNA序列分析

应用日益普及【701，绝大部分细菌分类学家都认同16S rDNA序列分析作为原核生

物分类的重要手段【71．诩。La Scola等认为该方法比传统方法在鉴定Bartonella sp．

内各菌株时更准确。尽管基于16S rDNA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三99％和99％>相似度>97％173]或99％>相似

度≥95％【74】作为种属的划分依据。本文选择相似度之99％和99％>相似度≥97％作

为种属划分依据，部分长度16S rDNA序列分析结果表明，菌株C41．2隶属于表

皮葡萄球菌属(Staphylococcus sp．)，菌株C42．2隶属于盐单胞菌属(Halomonas

sp．)，而菌株C414和C42-4分别与盐单胞菌属(Halomonas sp．)和假单胞菌属

(Pseudomonas sp．)相近，而这三个属均有报道能降解有机物。

(8)本研究从网箱养殖沉积环境中筛选得到的4株土著有机物降解细菌具有

快速、高效降解网箱养殖沉积环境中的有机污染物的潜力，这是进行网箱养殖沉

积环境微生物修复的基础。如要成功实施，尚需对菌株引入网箱养殖沉积环境后

的稳定性，环境因子对菌株降解效能的影响，各菌株间的协同关系，与自然微生

物种群间的相互影响，及菌株大规模扩大培养和施用技术等做进一步研究。

2．3．2小结

(1)以网箱养殖主要有机污染物(灭菌的野杂鱼鱼糜)作为选择压力，是

从网箱养殖沉积环境中筛选土著有机物降解细菌的有效方法。

(2)筛选出的4株有机污染物降解菌中，C41．2隶属于表皮葡萄球菌属

(Staphylococcus sp．)，C42．2隶属于盐单胞菌属(Halomotlas sp．)，C41．4和C42-4

分别与盐单胞菌属(Halomonas sp．)和假单胞菌属(Pseudomonas sp．)相近。

(3)4株细菌两两组合的5日培养CODMn平均去除率为64．91％，是单株

菌平均去除率(30．60％)的2倍多；而有机物的可生化降解性在86．10％'-89．13％

之间，与单株菌的81．56％"-'89．43％之间并没有明显差异。
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第三章硫氧化细菌的筛选和鉴定

海水网箱养殖产生的残饵和鱼类排泄物直接沉积在网箱底部并长期积累，使

渔场老化底泥发黑发臭、硫化物、有机物和营养盐等含量升高，成为了“二次污

染源”，导致我国大多数网箱养殖场生态环境出现不同程度的恶化，养殖病害频

繁爆发，经济损失日趋严重【751。其中沉积物中的硫化物是养殖环境的最主要污

染物之一，是造成渔场老化的主因【7引。

在海水网箱养殖沉积环境中，有机质的污染导致溶解氧的降低，从而加速硫

化物的生成，微生物代谢产生的硫化氢释放到水体中，对水生生物产生毒性效应，

可导致水生生物鳃、肝等受损，硫化氢扩散与血红蛋白结合使生物呼吸困难甚至

窒息死亡，不仅对养殖环境也对养殖对象严重危害【7”11。因此研究海水鱼类网箱

养殖沉积环境中硫化物的微生物快速降解和转化方法，修复改善恶化的养殖环

境，对促进我国网箱养殖业的可持续发展有重要意义。

硫氧化细菌可有效利用网箱养殖沉积环境中的有机质碳源将硫化物沉淀转

化为硫酸盐，抑制硫酸盐还原菌的代谢减少硫化物污染，改善养殖环境。但目前

对硫氧化细菌的研究主要集中在生物冶金浸矿、脱除H2S和Sth等气体、煤炭

脱硫、酸性废水中重金属去除等领域【32．sg!；水产养殖环境中也只有少量关于参与

硫、磷元素代谢的微生物生物量、种群结果方面及其与污染方面的少量研究报道

[90-951，胡德蓉等研究过网箱养殖海域沉积环境中硫化物污染状况及硫酸盐还原菌

生物学性质[96-97]，但通过筛选高效的土著硫氧化菌株降解海水鱼类网箱养殖场沉

积环境硫化物污染的研究尚未见报道。

本研究即着手于从深圳大鹏澳海水鱼类网箱养殖区沉积环境中分离、筛选得

到的能高效降解硫化物的土著细菌菌株，以期为开展海水鱼类网箱养殖沉积环境

微生物原位修复工作奠定基础。

3．1材料和方法

3．1．1试样来源

从有20多年养殖历史的深圳市大鹏澳海水鱼类网箱养殖区用无菌器皿采表

层底泥做为试样，冷藏带回实验室。

3．1．2培养基

选择性培养基：Na2S·5H20 29，高纯水lL，121℃灭菌20min。

基础培养基：MgS04·7H20 0．19，Na2S203‘5H20 59，K2HP042．09，(NI-14)2S04

24
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0．19，CaCl2·2H20 0．19，FeS04‘7H20 0．029，陈海水1L，PH 7．6"--8．2，121℃蒸

汽灭菌20min。固体培养基在基础培养基基础上加209琼脂粉。

3．1．3菌种选择性富集、分离与纯化

取试样2509加到2L的富集瓶中，加入灭菌陈海水750ml，并加入适量的纤

维棉，在室温条件下连续曝气富集培养2个月，中间据情况不定期添加灭菌陈海

水使瓶内培养基体积维持lL左右，每两天加lml选择性培养基到富集瓶中。挑

取并直接冲洗细菌附着较大的纤维棉，得到富集菌液，适当稀释，涂布于基础培

养基平板上，28。C培养4d。连续平板划线分离、纯化培养优势菌株，菌种保藏

于4。C冰箱中备用。

3．1．4硫氧化细菌的筛选及其对硫化物降解性能试验

将分离纯化得到的菌株分别接种到装有400ml基础培养基的锥形瓶中，另取

一瓶不接种菌株的基础培养基作为对照(CK)，在28"C控温培养箱中活化振荡培

养8d。分别测定培养基的初始及连续8d的溶液ph值、硫化物浓度及硫酸盐浓

度。

3．1．5菌种鉴定

将筛选得到的菌株保存斜面送交上海生工生物工程有限公司进行16S rDNA

序列分析鉴定【9趴，并结合常规形态观察、电镜观察和细菌生理生化鉴定。

16S rDNA扩增上游引物27F(5’-AGA．GTr-TGA．TCC．TGG-CTC-AG．3’)，下游引

物1522R(5'-AAG—GAG．GTG．ATC．CAG．CCG．CA．3’)，由上海生工生物工程有

限公司合成。测序结果分别提交GenBank并采用BLASTN程序，和EMBL并

采用FASTA程序进行同源性检索。以16S rDNA序列相似度>99％、99％>相似度

≥97％分别作为种属水平上的鉴定划分标准。

3．1．6系统发育分析

利用MEGA3软件，将筛选菌株与部分参考菌株基于部分16S rDNA序列的

ClustalW多重比对结果，采用Neighbour Joining方法构建系统发育树。

3．1．7分析方法

溶液的pH值用酸度计测定；硫化物浓度用碘量法测定【99l；硫酸盐浓度用

EDTA络合滴定法测赳1001。
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3．2．结果与分析

3．2．1菌种分离和纯化

经选择性富集、分离和纯化后，从网箱养殖区底泥中分离出12株细菌作为

下一步筛选的对象，分别为Sl-2、Sl一4、S1．5、S1．6、S1．7、S1．8、S3．1、$3-2、

S3—2(1)、S3—4、S4-4、S4—5。

3．2．2硫氧化细菌的筛选及其对硫化物去除能力

将纯化的10株细菌分别在基础培养基中连续培养8d，测得的培养液的pH、

硫化物质量浓度及硫酸盐质量浓度数据如下(图3．1、图3．2及图3．3)。

加入相应纯化菌株的培养液中，pH值变化趋势相似，均有显著的降低从最

初的pH为6．8降到5以下，并在6d以后趋于稳定，溶液由中性变为酸性，推测

pH值降低是由于细菌大量增殖发生氧化作用使硫代硫酸钠中的硫离子转化为硫

酸根离子，同时Fe2+氧化为Fe3+使得溶液的氧化还原电位升高(图3．1)。
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图3·l加菌培养后pH值的时间变化

Fig 3-1 pH value changes with time in plant liquid with single isolated bacteria
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图3．2对应加入单株分离细菌的培养液中硫化物质量浓度随时间的变化

Fig 3-2 Sulfide concentration changes with time in plant liquid with single isolated bacteria
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图3-3对应加入单株分离细菌的培养液中硫酸盐质量浓度随时间的变化

Fig 3-3 Sulfate concentration changes with time in plant liquid with single isolated bacteria

随着培养时间的延长，溶液中的硫化物浓度持续下降并在6d以后下降趋势

趋于缓慢，硫化物浓度从最初的1280mg·L。1降到400 mg·Ld以下，硫化物去除

率达69％以上。其中菌株S1—2、S14、S1—5、S1-7、Sl一8、$3-1、S3—2、S3—2(1)、

S4．4、S4—5的硫化物浓度在前5d持续直线下降，之后进入平缓期；菌株S1．6、

S3．4的硫化物浓度在前6d呈直线下降，之后进入平缓期；对照的硫化物浓度在

8d内有略微降低，降到1209 mg·L～。硫酸根离子的浓度也在细菌的作用下持续

27
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上升并在7d以后浓度趋于稳定，硫酸根离子浓度也从最初的2327mg·L以升到

5900mg·L。1以上，硫酸盐转换率达60％上；硫化物及硫酸根离子的浓度变化均呈

对数趋势。

另外从图3．2及图3．4中可以看出纯化菌株S1．6及S3_4的硫化物及硫酸盐

质量浓度随时间变化趋势相同，与其他6株细菌相比在第2d．6d之间硫化物及硫

酸盐质量浓度变化速率明显要大。菌株S1-2、Sl-4、S1．5、S1．7、S1．8、S3．1、

S3．2、S3．2(1)、S4．4、S4．5连续7d培养的硫化物及硫酸盐质量浓度随时间变化

趋势相同。因此将细菌S1．2及S1．6做为目标筛选的菌株。

3．2．3细菌鉴定

3．2．3．1形态特征

筛选出来的12株细菌在固体基础培养基平板中，28"C恒温连续培养4d左右，

长出明显菌落，菌落形态如下表3．1。

表3-1菌落形态

Table．3—1 morphology of colony

名称 菌落形态

圆形，淡黄色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起，中心颜色较深

圆形，白色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，乳黄色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，白色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，白色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，白色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，白色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，浅黄色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，乳白色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，乳黄色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，白色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

圆形，白色，边缘整齐，表面光滑，中心凸起

将10株筛选出来的细菌提交广东省微生物分析测试中心进行菌株细胞电镜

观察，菌株大小及形态特征见表3．2及图3-4。
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3．2．3．2 16S rDNA序列分析

菌株S1．2、S1-4、S1．5、S1．6、S1-7、S1．8、S3．1、S3．2、S3．2(1)、S3-4、

S4-4、S4．5的部分长度16S rDNA部分序列长度范围介于1449-1459bp之间(图

3．5)。利用BLASTN及FASTA程序将这些序列与GenBank及EMBL数据库中

的已知序列进行同源性检索，发现菌株S1．2与Halothiobacillus hydrothermalis相

似性最高，同源性达99％，与最相似的模式菌株Halothiobaeillus sp．HLl同源性

达97％；菌株Sl-4、S1．5、S1．7、Sl一8、S3．1、S3．2、S3．2(1)、S4．4、S4．5均与

Halothiobacillus hydrothermalis相似性最高，同源性达99％，最相似的模式菌株

均为Halothiobacillus halophilus strain DSM6132，同源性分别为97％、98％、98％、

98％、98％、98％、98％、98％、98％。菌株S1．6、S3-4均与Alcanivorax sp．相似

性最高，同源性达99％(表3．3)，与最相似的模式菌株Alcanivorax balearicus strain

MACL04同源性达98％。根据相似度≥99％和99％>相似度芝97％划分种属，结合

细菌形态学特性，可将各菌株鉴定到属，其中菌株S1．2、S1-4、S1．5、S1．7、S1．8、

S3．1、S3．2、$3-2(1)、S4_4、S4．5均属于盐硫杆菌属(Halothiobacillus sp．)，菌

株SI．6、S3_4属于食烷菌属(Alcanivorax sp．)。

图3．5筛选出的两株细菌的PCR扩增结果

Fig 3-5 Amplification of selected strains

备注：样品从左到右依次是：Marker、阳性对照、阴性对照、SI．2、S14、S1．5、S1．6、S1．7、

S1．8、S3．1、S3．2、S3．20)、S3．4、S4．5；其中M是DL2000marker，分子量由上至下：2000，

1000，750，500，250，100；+为阳性对照，．为阴性对照，其余为样品
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表3-3细菌16S rDNA部分序列的同源检索结果

Table 3-3 Homology analysis of4 isolates based on partial 16S rDNA sequences

3．2．3．3细菌的生理生化特性

根据细菌常规形态、电镜观察及16s rDNA序列分析，可基本确定筛选出的

12株细菌分属于盐硫杆菌属(Halothiobacillus sp．)及食烷菌属(Alcanivorax sp．)。

由于各种细菌的新陈代谢类型不同，对不同物质利用后所产生的代谢产物有

差异，所以常用生理生化反应来鉴别在形态或其他方面不易区别的微生物。细菌

的生理生化反应是细菌分类鉴定的重要依据之一。因此实验选择两个属种的菌株

S1-2及S1．6，按《常见细菌系统鉴定手册》，对菌株S1．2和S1．6进行生理生化

测定，结果见表3_4。

两株细菌的主要生化反应特征：淀粉水解实验呈阴性；甲基红实验呈阴性；

接触实验阴性；V-P实验呈阴性；无机化能自养生长。但两种细菌的接触酶、亚

硝酸盐还原、反硝化、葡萄糖氧化发酵反应不同。

根据已知的生理生化特性查阅伯杰细菌鉴定手册，并结合常规形态及16s

rDNA序列分析，确定菌株S1．2为盐单胞菌属(Halomonas sp．)，菌株S1．6食烷

菌属(Alcanivorax sp．)。
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3．2．4系统发育分析

将菌株S1．2及S1．6基于16S rDNA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3．6)，从图中可看出，2株细菌分属于2个不同的类群，分

别是S1—2属于Halothiobacillus．sp，S1—6属于Alcanivorax sp．。
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图3-6 16s rDNA序列构建的系统发育树

Fig 3-6．Phylogenetic tree based on partial 1 6S rDNA sequences of two strains and the

references

3．3讨论和小结

3J．1讨论

以深圳大鹏澳海水鱼类网箱养殖区硫化物含量高的底泥作为菌种来源，以

2mg·L。1的Na2S·5H20作为选择压力，室温连续曝气富集培养2个月，固液交替选
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择培养的方法分离纯化得到细菌，并以分离得到的细菌对含硫代硫酸钠的液体培

养基的pH、硫化物去除率及硫酸盐转化率为指标，从而筛选得至lJlO株能将硫化

物高效转化为硫酸盐的目标土著菌株。

筛选出来的细菌在含硫代硫酸钠5mg·L1的液体培养基中培养的过程中，pH

值由最初的6．8下降到5以下后趋于稳定；硫酸根离子的质量浓度从最初的

2327mg·Ld增加至U5900mg·L‘1以上，硫化物浓度从最初的1280mg·L。1降至lJ400

mg·LJ以下，硫酸根转化率及硫化物去除率达60％以上；且硫酸根及硫化物的质

量浓度均呈对数增长。另外细菌的筛选过程中是以Na2S作为选择压力‘101‘1061，说

明实验筛选出来的两种细菌能将还原态的硫氧化成硫酸根离子，可以用于网箱养

殖沉积环境中硫化物污染的改善修复。

3．3．2小结

以深圳大鹏澳海水鱼类网箱养殖区硫化物含量高的底泥作为菌种来源，以

2mg·L-1I拘Na2S·5H20作为选择压力，室温连续曝气富集培养2个月，固液交替选

择培养，分离纯化筛选得到12株细菌。

筛选得到的细菌在含硫代硫酸钠的液体培养基中连续培养8d会使培养液的

pH值从起始的6．8降到5．O以下，对硫化物的去除率及硫酸根的转化率均达60％以

上。经16s rDNA序列分析，结合细菌形态及生理生化特征，确定筛选得到的12

株细菌分属于盐硫杆状菌属(Halothiobacillus．sp)和食烷菌属(Alcanivorax sp)。

两种细菌均为革兰氏阴性菌，呈短杆状，一种端生鞭毛，一种无鞭毛，两种细菌

对有机碳源的利用能力不同。
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第四章结论与研究展望

4．1本论文研究的主要结论

(1)在养殖系统中，细菌作为分解者能降解或氧化还原各种类型的有机和

无机污染物，同时本身又是其他水生生物的营养源，在水生生态系统中占有重要

位置。因此从养殖环境中筛选出有益微生物来分解和转化各种有机质及无机污染

物，能因地制宜地用于水产养殖环境的修复。

(2)自然条件下，微生物通常营共生生活，要得到某一种或某一类微生物，

先对环境样品进行有目的的富集和驯化，可以大大提高分离效率。富集、驯化条

件是优势菌筛选的重要制约因素，定时定量投加低浓度目标物是较好的驯化方

式。通过不断增加污染物含量，从而刺激降解菌的大量繁殖并成为优势菌。

筛选指标及方案的确定，是决定筛选成功的关键因素。本研究筛选的微生物

主要用于海水网箱养殖沉积环境的修复，降解的目的污染物为有机质及硫化物。

因此筛选过程中分别考察了COD、BOD、COD去除率及pH、硫化物去除率、

硫酸盐转换率，最后筛选出4株有机物降解细菌及12株硫氧化细菌。

通过细菌常规形态及电镜观察、16S rDNA序列分析，结合细菌生理生化特

征，基本确定筛选出的4株有机污染物降解菌中，C41．2隶属于表皮葡萄球菌属

(Staphylococcus sp．)，C42．2隶属于盐单胞菌属(Halomonas sp．)，C41-4和C42-4

分别与盐单胞菌属(Halomonas sp．)和假单胞菌属(Pseudomonas sp．)相近．；

筛选出来的12株硫氧化细菌分属于盐硫杆状菌属(Halothiobacillus．sp)和食烷菌

属(Alcanivorax sp)。

(3)通过对筛选出来的菌株进行其对目标底物的降解性能试验，初步证明

筛选出来的细菌对网箱养殖沉积环境中有机质及硫化物污染的降解可行性。

筛选得到的4株有机物降解细菌在液体饵料培养基中，5日培养化学需氧量

(CODMn)去除率在13．580／,,-．46．9％之间，有机物的可生化降解性(BODs／CODo)

在81．56％--'89．43％之间。4株细菌两两组合的5日培养CODMlI平均去除率为

64．91+6．51％，是单株菌平均去除率(30．60-土：13．63％)的2倍多。筛选得到的12

株硫氧化细菌均能将还原态硫转化为硫酸根离子，在含硫代硫酸钠的液体培养摹

中连续培养8d会使培养液的pH值从起始的6．8降到5以下，对硫化物的去除率

及硫酸根的转化率均达60％以上。
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4．2本论文研究的创新之处

以网箱养殖区有机物及硫化物污染严重的底泥作为菌种来源，以网箱养殖主

要有机污染物(灭菌的野杂鱼鱼糜)和硫化物(硫化钠)作为选择压力，在室温

条件下连续曝气富集培养2个月，从而抑制杂菌生长，刺激有机物降解细菌和硫

氧化细菌大量繁殖成为优势菌，最后分离纯化和筛选得到了4株细菌对鱼糜饵料

有机物和12株对硫化物有快速、高效降解能力的目标土著菌株。

4．3研究展望

利用微生物修复水产养殖废水有良好的应用前景，随着水产养殖业的不断扩

大集约化发展，水产养殖废水的有效处理方式不仅影响养殖系统周边的生态环

境，也影响着渔业经济的可持续健康发展。本研究筛选出了几株能高效降解网箱

养殖沉积环境中有机质及硫化物的细菌，初步试验证明了其进行养殖修复的可行

性，但研究工作才刚刚起步，还有一系列的研究需继续开展。

(1)微生物降解环境污染物是环境污染生物修复的重要研究方向之一。本

研究只是筛选出了几株对网箱养殖沉积环境中的有机质及硫化物有较好降解效

果的细菌，需要进一步研究已获得的细菌对水生生物有无致病性、细菌间有无拮

抗性，及其混合培养与单株细菌对沉积物的降解活性差别。

(2)需要进一步对已经筛选出来的细菌进行养殖修复室内模拟实验，得出

高效修复所需要的最佳环境条件及细菌复合组合。另外要逐渐从室内模拟转向实

际应用修复研究。

(3)微生物的集中修复效果良好，但在实际应用中考虑到养殖水体的面积

及水体的流动性，游离的微生物不能很好地发挥修复效果，需要将游离微生物固

定化或将微生物修复与其他动植物修复结合以更好地发挥效用，这就需要考虑到

具体的固定化条件及应用措施的良好选择。

(4)环境中降解菌的种群动态、微生物的群落结构变化等特征对有机、无

机污染物的水平以及生物修复的程度具有一定的指示作用。因此有必要建立养殖

系统微生物群落结构变化的检测方法。

(5)本研究主要针对于对网箱养殖沉积环境中有机质及硫化物的降解菌的

筛选，还可以继续进行重金属、痕量难降解的有毒有机物等降解研究。

(6)研究降解菌在生物降解过程中的特异性基因克隆、表达，利用生物技

术手段构建高效的遗传工程菌并应用于水产养殖环境污染的治理。
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