
 

 Marine Sciences / Vol. 35, No. 11 / 2011 35 

用于海水养殖水脱氮的反硝化细菌的诱变及筛选 
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摘要: 以实验室中已有的反硝化菌株作为出发菌株, 对这株自然菌株进行氯化锂和紫外线照射诱变, 

得到 2 株硝酸盐还原率高且亚硝酸盐积累量低的突变体 L02 与 Z06。在培养基中硝酸盐起始含量为    

1 mmol/L, 静置培养的条件下, 这 2 株突变株对硝酸盐的还原率均能达到 95%以上; 摇床条件下培养, 

其还原率也能达到 94%以上, 且对亚硝酸盐的积累率均为 0。经过 5 次传代实验, L02 与 Z06 菌株对硝

酸盐的还原率始终保持在 95%以上, 说明其遗传性能稳定。 
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海水养殖池塘中, 硝酸盐和亚硝酸盐浓度是衡
量养殖水质优劣的一个重要指标。硝酸盐和亚硝酸

盐超标 , 不仅会对养殖主体造成伤害 , 而且会促使
藻类大量繁殖, 造成水华, 进一步使水体环境恶化。
池塘中亚硝酸盐可以氧化鱼虾体内的亚铁血红蛋白, 
使其成为高铁血红蛋白 , 丧失运输氧气的能力 , 研
究发现当亚硝酸盐浓度达到(0.09±0.03)mg/L 时会诱
发草鱼出血病[1]。反硝化作用是将硝酸盐或亚硝酸盐

被还原成 N2O或 N2的过程。反硝化细菌通过反硝化

作用能彻底降低养殖水体中的硝酸盐和亚硝酸盐的

含量。细菌反硝化过程包括 4个还原步骤, 分别由硝
酸还原酶、亚硝酸还原酶、一氧化氮还原酶和一氧

化二氮还原酶催化完成 , 即 : 3NO− → 2NO− →N2O→ 
N2。传统理论认为反硝化细菌在有氧条件下不能将

硝酸盐或亚硝酸盐彻底还原成 N2, 但是近年来, 好
氧反硝化细菌的发现打破了这一传统的理论观点 , 
好氧反硝化细菌能在有氧气存在的条件下, 把硝酸
盐还原成氮气[2-4]。 

多数自然筛选出来的反硝化细菌菌株, 反硝化
速率很低, 而且亚硝酸盐的积累率很高。对自然菌株
进行人工诱变处理, 可以改变原始菌株的硝酸还原
酶及亚硝酸还原酶的活性, 得到高效诱变菌株。DNA
和 RNA 的嘌呤和嘧啶有很强的紫外光吸收能力, 最
大的吸收峰在 260 nm, 因此波长 260 nm的紫外辐射
是最有效的诱变剂。紫外辐射可以引起碱基转换、

颠换、移码突变或缺失, 从而引发基因突变[5]。而氯

化锂是一种重要的无机诱变剂, 作为转录阻滞剂参
与蛋白质的合成 , 通过顺式作用元件作用于 DNA, 
使之形成基因增强子或者启动多拷贝基因, 从而产
生诱变效应[6]。 

本实验室筛选出一株好氧反硝化细菌, 采用紫
外照射和氯化锂诱变的方法, 对这株菌进行诱变处
理, 使原始菌株的硝酸还原酶、亚硝酸还原酶的酶活
性得到激发、抑制或改变,以达到提高菌株还原硝酸
盐的能力 [7], 希望为诱变育种研究提供微生物学依
据,并得到能高效还原硝酸盐的菌株, 为研制净化养
殖水体的微生态制剂提供优良菌种。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌种  

出发菌株是本实验室筛得的一株反硝化细菌。 
1.1.2  培养基 

人工海水: NaCl 27.4037 g, KCl 0.7627 g, MgCl2 
6.7816 g, MgSO4 4.4243 g, 加蒸馏水至 1 L。盐度为
3.5%。 

牛肉膏蛋白胨培养基: 牛肉膏 3 g, 蛋白胨 10 g, 

               
收稿日期: 2010-07-14; 修回日期: 2010-12-08 
基金项目: 河北省石家庄市农业厅水产养殖水生物调控及修复技术研
究与示范(090129-01A) 
作者简介: 吕玉珊(1985-), 女, 山东德州人, 在读研究生, 主要从事用
于海水养殖池塘净水处理的微生态制剂研究 , 电话 : 18905342511, 
E-mail: yushanyt@163.com 



 

36 海洋科学  / 2011年  / 第 35卷  / 第 11期 

人工海水 1 L。 
BTB 固体培养基 : KNO3 1 g, KH2PO4 1 g, 

KH2PO4 1 g, FeCl2 0.5 g,CaCl2 0.2 g, MgSO4 1 g, 琥
珀酸钠 8.5 g, 溴百里酚蓝(1%溶于酒精)1 mL, pH 
7.0~7.3。高温灭菌 20 min。 

反硝化培养基: KNO3 0.101 g, KH2PO4 0.5 g, 
Na2HPO4 2.6 g, 酒石酸钾钠  20 g, 加人工海水到
1L。高温灭菌 20 min。 
1.1.3  分析方法 

亚硝酸盐的含量用重氮偶氮法测定, 硝酸盐的
含量锌镉还原法测定[8]。 

1.2  诱变方法及诱变剂量的确定 
1.2.1  菌悬液的制备 

将反硝化菌株接种到牛肉膏蛋白胨液体培养基

中, 28℃, 160 r/min培养 12 h, 然后将得到的培养基
进行离心, 弃上清, 用灭菌的人工海水洗涤两次, 用
灭菌的人工海水将得到的菌体稀释, 调整菌体浓度
为 109cfu/mL, 即制成诱变用的菌悬液。 
1.2.2  紫外线诱变 

在密闭的紫外诱变箱中 , 30 W 的紫外灯预热  
20 min, 取菌悬液10 mL, 放于9 cm的带有搅拌子的培
养皿中, 置于距离紫外灯 30 cm 处, 进行诱变处理[9], 
诱变剂量为 5、10、15、20、40、60 s。将诱变后的
菌液按梯度稀释法稀释 6 个梯度, 取 10−5和 10−6两

个梯度的稀释菌液 100 μL, 涂布到反硝化细菌富集
固体培养基上, 用黑布将培养皿包裹起来, 28 ℃避
光培养 3 d。一切操作在红灯下进行。以未经照射的
菌悬液梯度稀释涂布作为对照。计算致死率。 
1.2.3  氯化锂诱变 

将菌悬液稀释 6个梯度, 用移液枪取 10−5和 10−6

两个梯度的稀释菌液 100 μL, 涂布在含有氯化锂的
平板上, 氯化锂浓度梯度设为 0、0.1%、0.2%、0.3%、
0.4%、0.5%、0.6%[10], 28 ℃避光培养 3 d。计算致死
率。 

1.3  高效突变菌株的筛选 
1.3.1  突变菌株的初筛和复筛 

将得到的突变株用牙签点种到 BTB固体培养基
上, 28℃条件下培养, 进行初筛。反硝化细菌通过反

硝化作用将 3NO−还原成 N2或 N2O 而释放到空气中, 
使培养基的 pH值升高[11]。溴百里酚蓝是一种产碱指

示剂, pH值变大, 培养基会变蓝[12]。选择蓝色圈直径/ 
菌落直径大于出发菌株的诱变菌株作为正突变株 , 

统计正突变率。将直径比最大且形态不同的菌株接

种到牛肉膏蛋白胨固体培养基中进行扩大培养 ,   
28℃培养箱中静置培养 24 h 后, 将菌液放入离心管
中, 在 3 500 r/min的离心机中离心 15 min, 弃去上清, 
用灭菌的人工海水洗涤得到的菌体两次, 将菌体转
移到盛有灭菌人工海水的三角瓶中 , 震荡均匀 , 制
成菌悬液。用移液枪将菌悬液按体积分数 5%的接种
量接种到装有 100 mL反硝化液体培养基的 250 mL
三角瓶中, 每株菌做 3个平行, 以出发菌株作为对比, 
在 28℃培养箱中静置培养, 24 h后, 用无菌移液枪吸

取 1 mL培养基, 测定 3NO− -N和 2NO− -N的含量, 以

3NO− -N 的去除率和 2NO− -N 的积累量来评价反硝化

细菌的还原硝酸盐的能力。选择 3NO− -N 和 2NO− -N
的含量均低于出发菌株的菌株作为优良突变株。 
1.3.2  遗传稳定性实验 

选择硝酸盐还原率高且亚硝酸盐积累量低的诱

变菌株进行传代培养, 连续传代 5次, 并将每一代菌
株接入反硝化液体培养基中进行培养, 24 h 后测定

3NO− -N和 2NO− -N的含量, 每株菌做 3个平行。比较
每一代的结果是否有差异性, 选择传代稳定的菌株
作为变异高效菌株, 并保藏菌株。 
1.3.3  增加溶氧对突变株还原硝酸盐效率的影响 

将筛选得到的具有传代稳定性的突变株接种到

牛肉膏蛋白胨液体培养基中进行扩大培养, 24 h 后, 
离心取菌体制成菌悬液。将菌悬液按体积分数 5%的
接种量接种到反硝化培养基中, 在 150 r/min摇床条
件下培养, 培养温度为 28℃, 每隔 6 h测定其亚硝酸
盐和硝酸盐的含量, 计算反硝化细菌的还原硝酸盐
的效率, 并与出发菌株做对比。 

2  结果分析 
2.1  诱变条件的确定 
2.1.1  紫外诱变剂量的确定 

诱变剂量是 0、5、10、15、20、40、60 s时, 10−6

梯度下的菌悬液涂布在平板上生长得到菌株的数目

平均为 109、82、62、36、12、4 和 0 株, 其中正突
变株的数目平均为 0、3、6、21、9、1和 0株, 致死
率与正突变率如图 1所示。由图 1可以看出, 随着诱
变时间的延长 , 反硝化细菌的致死率增加 , 诱变剂
量为 20 s时, 致死率为 89.1%, 当诱变剂量在 40 s时, 
反硝化细菌的致死率达到 99.2%, 经验可知, 致死率
达到 70%~80%的时候, 此时正突变的几率较高, 有
利于突变株的进一步筛选[13]。由图 1可以看出, 当紫
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外照射时间为 20 s时,致死率为 89%, 正突变率达到
最高为 75%, 故本实验确定紫外诱变剂量为 20 s。 

 

图 1  反硝化细菌紫外线诱变致死曲线及正突变曲线 
Fig. 1  The death curve and mutation rate of UV-induced 

denitrifying bacteria 
 

2.1.2  氯化锂诱变剂量的确定 
氯化锂的浓度为 0、0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、

0.5%、0.6%时, 10−6梯度下的菌悬液涂布在平板上生

长得到的菌株数目平均为 336、141、132、92、62、
22和 0株, 其中正突变株的数目平均是 0、23、27、
48、57、11 和 0 株, 致死率及正突变率的变化曲线
如图 2所示。随着氯化锂浓度的增加, 反硝化细菌的
致死率增加, 当氯化锂浓度达到 0.4%时, 致死率达
到 81.25%, 正突变率最高, 达到 92 %, 所以本实验
选择氯化锂的诱变浓度为 0.4%。 

 

图 2  反硝化细菌氯化锂诱变致死曲线及正突变曲线 
Fig. 2  The death curve and mutation rate of denitrifying 

bacteria induced by lithium chloride 
 
2.2  突变株的复筛 

将反硝化细菌在选择的诱变条件下分别进行紫

外和氯化锂诱变, 经过 3 d的培养后, 将诱变得到的
菌株转接到 BTB培养基上进行初步筛选。通过初筛, 
通过紫外诱变得到 40 株正突变菌株, 通过氯化锂诱
变得到 166 株正突变菌株。因得到的菌株数目庞大, 
故选择蓝色圈直径/菌落直径最大的菌株作为初筛得
到的优良突变株, 通过氯化锂诱变和紫外诱变各得
到 7株突变株。 

将突变株接种到反硝化细菌培养基上, 24 h后测

定其培养基中 3NO− -N 和 2NO− -N 的含量, 如表 1 所

示。空白培养基中 3NO− -N 的含量约为 1 mmol/L, 

2NO− -N的含量为 0 mol/L。 
由表 1可见 Z02、Z04、Z05和 Z07突变株的硝

态氮降解率均低于出发菌株, 说明这 4 株菌的遗传
性能很不稳定, 很快进行了回复突变。其他菌株的硝
态氮还原能力均高于出发菌株。由表中可以看出 , 
L02 和 L04 的硝酸盐降解率达到 100%, 并且没有亚
硝酸盐的积累。Z01 和 Z06 菌株硝酸盐的降解率达
到 99.2%, 没有亚硝酸盐的积累。所以选取这 4株菌
作为高效诱变菌株, 保藏菌株。 

2.3  遗传稳定性实验 
将筛选出的 L02、L04、Z01和 Z06菌株在牛肉

膏蛋白胨固体培养基上进行传代培养, 并且对每一
代反硝化细菌进行硝态氮降解率和亚硝态氮积累率

的测定(表 2)。 
用 SPSS17.0统计学软件分析每株菌每一代之间

的硝酸盐还原率是否有显著差异。选择配对样本 T
检验的方法。设差异水平 α= 0.05 即 P<0.05 为差异
显著。经检验, 只有 L02 与 Z06 两株突变株每一代
之间的硝酸盐还原率没有显著差异。而且亚硝酸盐

的积累率始终为 0, 说明 L02与 Z06这两株菌的硝酸
盐还原酶和亚硝酸盐还原酶活性一直很高, 并且遗传
稳定。可以作为处理养殖废水的优良菌种。而 L04 与
Z01 两株菌的每代之间的硝酸盐还原率差异显著, 由
此得出这两株菌的稳定性较差, 不适合作为优良菌种。 

2.4  增加溶氧对突变株脱氮效率的影响 
L02 与 Z06 两种突变株和出发菌株在摇床条件

下培养, 发现 3株菌均没有亚硝酸盐的积累。3株菌培

养基中 3NO− -N的还原率变化如图 3所示, 由图 3中可
以看出: L02与 Z06在 24 h后, 培养基中硝酸盐的含量
分别为 (0.051±0.003)mmol/L 和 (0.059±0.002)mmol/L, 
对硝酸盐的还原率大约为 95%和 94 %左右, 而出发
菌 株 的 培 养 基 中 , 硝 酸 盐 的 含 量 为

(0.228±0.002)mmol/L, 对 硝 酸 盐 的 还 原 率 仅 为
77.2%。由此可以得出结论, 得到的 L02与 Z06突变
株对硝酸盐的还原率受氧气含量的影响很小, 这两
株突变株能作为处理海水养殖废水的优良菌株。 

3  讨论 
自然界中筛选出的反硝化细菌, 反硝化能力参 
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表 1  突变菌株 3NO− -N 的还原率和 2NO− -N 的积累率统计( x ± σ) 

Tab. 1  Mutant 3NO− -N reduction rate and 2NO− -N accumulation rate ( x ± σ) 

菌株编号 3NO− -N的含量 
(mmol/L) 

2NO− -N的含量 
(mmol/L) 

3NO− -N的还原率 
(%) 

2NO− -N的积累率 
(%) 

出发菌株 0.271 ± 0.003 0.302 ± 0.008 42.7 ± 1.1 30.2 ± 0.8 
L101 0 0.217 ± 0.003 78.3 ± 0.3 21.7 ± 0.3 
L102 0 0 100 0 
L103 0.093 ± 0.004 0 90.7±0.4 0 
L104 0 0 100 0 
L105 0.217 ± 0.004 0 78.3 ± 0.4 0 
L106 0.466 ± 0.006 0 53.4 ± 0.6 0 
L107 0 0.057 ± 0.003 94.3 ± 0.3 5.7 ± 0.3 
Z201 0.008 ± 0.001 0 99.2 ± 0.1 0 
Z202 0.281 ± 0.003 0.352 ± 0.004 36.7 ± 0.7 35.2 ± 0.4 
Z203 0.031 ± 0.003 0.024 ± 0.002 94.5 ± 0.5 2.4 ± 0.2 
Z204 0.546 ± 0.008 0.220 ± 0.004 23.4 ± 1.2 22.0 ± 0.4 
Z205 0.339 ± 0.002 0.253 ± 0.004 40.8 ± 0.6 25.3 ± 0.4 
Z206 0.008 ± 0.002 0 99.2 ± 0.2 0 
Z207 0.304 ± 0.007 0.237 ± 0.007 45.9 ± 0.7 23.7 ± 0.7 

注: 上角 1. 氯化锂诱变得到的菌株;上角 2. 紫外诱变得到的菌株 
 

表 2  诱变菌株传代每代的 3NO− -N 的还原率及 2NO− -N 的积累率( x ± σ) 

Tab. 2  The 3NO− - N reduction rate and 2NO− -N accumulation rate of various generation of the mutant strains ( x ± σ) 

L02  L04 Z01  Z06 
传代 
次数 3NO− -N的

还原率(%) 
2NO− -N的

积累率(%)
 
 

3NO− -N的 

还原率(%) 
2NO− -N的

积累率(%)
3NO− -N的

还原率(%)
2NO− -N的

积累率(%)
 
 

3NO− -N的 

还原率(%) 
2NO− -N的

积累率(%)

Ⅰ 98.23±1.27a 0 97.07±0.20a 0 83.60±1.02a 0 96.57±0.50a 0 
Ⅱ 97.17±0.87a 0 82.33±0.82b 0 76.83±0.34b 0 95.63±0.91a 0 
Ⅲ 96.03±2.61a 0 77.77±0.49a 0 78.83±0.71a 0 97.73±1.61a 0 
Ⅳ 96.70±0.36a 0 79.47±1.25a 0 79.63±0.78b 0 96.67±0.34a 0 
Ⅴ 96.97±1.45a 0 78.03±0.12a 0 75.09±0.67a 0 98.00±0.65a 0 

注: 不同小写字母间差异显著(P < 0.05), 相同字母表示差异不显著(P > 0.05) 
 

 
图 3  L02、Z06及出发菌株在摇床条件下培养基中硝酸盐 

浓度的变化 
Fig. 3  Variations of nitrate contents in the media of L02, 

Z06 and the original strain 

差不齐, 如朱月棋等[14]从土壤中分离得到一株好氧

反硝化细菌, 在厌氧条件下对硝酸盐的去除率可达
到 99.98%, 但是在好氧条件下对硝酸盐的去除率下
降至 60.16%。李永勇等[15]从土壤中分离出的好氧反

硝化细菌硝酸盐氮的去除率分别为 33%和 97%。李
秀婷等[11]在活性污泥中筛选出 11株好氧反硝化细菌, 
其中 10株以上硝酸盐的去除率为 50%以上, 7株超过
60%。为了提高反硝化细菌的还原硝酸盐的能力, 得
到优良菌种 , 制成高效的微生态制剂 , 用于降解养
殖废水中的硝酸盐, 可以采取人工诱变的方法对自
然菌株进行诱变筛选, 得到理想的菌种。 
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人工诱变育种是指用物理或者化学方法改变生

物的遗传特性, 再通过适当的筛选方法筛选出优良
菌种。最常用的诱变方法是用紫外线照射和化学试

剂诱变。用于诱变的化学试剂一般是一些高致癌的

物质。所以寻找一种低毒高效的化学诱变剂对于诱

变育种有重要意义。氯化锂是一种无机诱变剂, 价格
便宜并且毒性很低。一般将氯化锂和紫外线照射结

合起来对菌体进行诱变处理。孙嘉龙等[16]对红曲菌

(Monascus purpureus)株进行复合诱变得到高产菌株
的产量是出发菌株的 3.3倍。本研究通过氯化锂和紫
外诱变两种诱变手段分别处理实验室已有的反硝化

菌株, 都能得到正突变菌株。 
由于诱变得到的菌株数量众多, 寻找一种有效

的初筛方法是很有必要的。反硝化菌株在还原硝酸

盐的时候, 由于硝酸根离子的减少, 会使培养基中的
pH值升高。BTB培养基中含有一种 pH值指示剂—溴
百里酚蓝, 当 pH值在 7.0~7.3时候是呈现蓝色, 随着
pH 值增加蓝色逐渐变深。将诱变后的菌株点种到
BTB 培养基上, 培养一段时间后, 在菌株的周围会
出现蓝色晕圈。以蓝色晕圈直径与菌落直径比值为

判断依据, 比值越大, 说明对硝酸盐去除率越大, 从
而初步筛选出反硝化速率高的菌株, 减少了复筛的
工作量。 

突变菌株要进行传代实验, 以检验它们的遗传
稳定性。有的突变菌株会进行回复突变, 其高效的反
硝化性能会丧失。本研究复筛得到 4株突变株, 对突
变株进行传代培养后发现, L04 第一代和第二代, 第
二代和第三代之间的硝酸盐还原率有显著差异, 说
明 L04 菌株的遗传稳定性很差, 硝酸盐还原率逐代
降低, 硝酸盐还原酶的活性随着传代次数的增加而
递减 , 第三代和第四代 , 第四代和第五代之间硝酸
盐还原率差异不显著, 硝酸盐还原率降低到一定程
度后, 不再降低, 硝酸盐还原率比较稳定。说明 L04
菌株进行回复突变, 回复到诱变前的菌株。而 Z01
菌株每一代之间的硝酸盐还原率都有显著差异, 且
随着传代次数的增加, 硝酸盐还原率是降低的,  说
明 Z01 菌株的遗传稳定性也很差, 不适合作为优良
菌株。 

经过传代, 得到两株反硝化细菌突变体 L02 和
Z06, 在 24 h内, 对硝酸盐的去除率能达到 95%以上, 
在好氧条件下对硝酸盐的去除率也能达到 94%, 比
出发菌株的反硝化性能明显提高了, 而且在反硝化
过程中没有亚硝酸盐的积累, 说明经过诱变使得这

两株突变体的硝酸盐还原酶和亚硝酸盐还原酶的活

性有了较大程度的提高。 
最优菌株不能靠一轮诱变筛选得到, 想得到能

用于高产且遗传稳定的工业菌株, 应该对得到的优
势菌株再进行诱变筛选。该研究的后续研究准备采

用氯化锂和紫外诱变复合处理得到的高效菌株。 
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Screening of efficient denitrobacteria induced by ultraviolet 
irradiation and lithium chloride 
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Abstract: The denitrifying strains in our laboratory, which were used as the starting strains, were treated with ul-
traviolet and lithium chloride to induce mutation. Two mutants L02 and Z06 were obtained, which had high ability 
of nitrate reduction and low nitrite accumulation. When the two mutants were statically cultured in medium, with 
1mmol/L nitrate, the nitrate reduction rates of two mutant strains reached 95%; while cultured under shaking condi-
tions, the reduction rates were 94%, and the contents of nitrite in the medium were still 0. After five passages of 
experiments, the nitrate reduction rates of strains L02 and Z06 still maintained above 95%, which indicated stable 
genetic performance. 
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