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芽孢杆菌组合对海水养殖水体 COD 的降解效果*
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摘要:【目的】获得一种降解性能优于单菌株的菌株组合,更好地改善目前工业化密度养殖的水体水质。【方
法】从刺参(Stichopus j aponicus )养殖池塘分离降解效果良好的单菌株,根据菌株之间的拮抗效应,按照 2 株

菌或 3 株菌进行组合,研究各组合菌株的降解效果。【结果】2 株菌的组合第 6 天时 COD 含量的均值为

422.57 mg/L,标准差为 6 3.85,3 株菌的组合第 6 天时 COD 含量的均值为 3 6 5.6 1 mg/L,标准差为 6 7.63,说
明 3 株菌的组合整体降解效果比 2 株菌的组合好,且更容易获得降解效率高的组合,但并不是所有 3 株菌的

组合降解效果都优于 2 株菌的组合。【结论】确定最优菌株组合为 C14(菌株 B2,菌株 B6,菌株 B1 1),COD 降

解率为 64.29%。经鉴定,菌株 B2 为枯草芽孢杆菌 (Bacil lus sub tilis),菌株 B6 为巨大芽孢杆菌 (Bacil lus
megaterium),菌株 B1 1 为嗜碱性芽孢杆菌 (Bacil lus alcalophilus),为今后的实践应用提供参考。
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Abstract:【Objective】To improve the water quality in high stocking density of industrial aqua-
culture,a kind of strain combination,with degradation capability better than single strain,
was found.【Methods】Several bacterial strains with good degradation property were separated
from Stichopus j aponicus culture ponds.Antagonistic effect between strains was studied.Ac-
cording to the results of the antagonistic effect,the degradation capability of COD of the
combinations of 2 or 3 strains were studied.【Results】The mean COD of the combinations of
two strains at the 6 th day was 422.57 mg/mL,and standard deviation was 6 3.85.The mean
COD of the combinations of three strains at the 6 th day was 3 6 5.6 1 g/mL and the standard
deviation was 6 7.63.The results showed that combinations of three strains compared to com-
binations of two strains were easier to get a combination with better degradation efficiency.
【Conclusion】Finally,the optimal combination was C14(strain B2,strain B6,strain B1 1)with

COD degradation rate of 64.29%.The strain
B2,strain B6 and strain B1 1 were separately
identified as Bacil lus sub ti li s,Bacil lus
megaterium and Bacil lus alcalophilus .The re-
sult was a reference for future applications of
strains.
Key words: Bacil lus, degradation capability,
combination



0 引言

  【研究意义】随着工厂化密度养殖的迅速发展,
大量残饵、粪便严重破坏了养殖水体水质,从而造成

养殖生物病害频发。微生态制剂因其对水质中有机

质及氨氮等降解效果良好,能增强养殖生物免疫力,
并且无污染、无残留等优势,逐渐被人们所接受并在

各方面使用[1-4]。芽孢杆菌(Bacil lus )的稳定性使

其广泛应用于水产养殖中。【前人研究进展】研究人

员发现,用地衣芽孢杆菌(Bacil lus lin cheniformis)
对草鱼(Ctenopharyngodon ide l lus)进行投喂,草
鱼的肠道胰蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶活性都比对照

组显 著 提 高[5-6];应 用 枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacil lus
sub ti li s),硝化细菌(Nitrifyin g b acteria)与巨大芽

孢杆菌(Bacil lus megaterium)于养殖水体中,对水

体中的氨氮、有机质、有机磷、亚硝态氮等有明显的

降低效果[7-10]。【本研究切入点】单一菌株的降解性

能已无法满足实际应用。【拟解决的关键问题】将刺

参 (Stichopus j aponicus)养殖池塘中获得的单菌

株分别以 2 株菌或 3 株菌进行组合,研究不同组合

对 COD 的降解效果,以期获得在 COD 降解方面优

于单菌株的菌株组合,对实践应用进行一定程度的

指导。

1 材料和方法

1.1 材料

  菌株来源:从即墨盐厂刺参养殖池塘中分离得

到 1 6 株芽孢杆菌(表 1),保种于-80℃冰箱中。使

用前用灭菌的接种针接种于液体培养基,在 28℃,

1 60 r/min 条件下培养 24 h,得到种子液。

  固体培养基:蛋白胨 1 0 g,牛肉膏 3.5 g,氯化钠

5 g,溶于 1 000 mL 的海水中,调节 pH 值为 8.2,并
加入 1 2 g 琼脂,121℃下灭菌 1 5 min。

  刺参饵料液体培养基:取 20 g 刺参饵料装于 1
L 过滤海水中,静置过夜,过滤,取滤液定容至 1 L,
在 1 2 1℃下灭菌 1 5 min。

1.2 方法

1.2.1 单菌株降解效果研究

  将-80℃超低温保存的 1 6 株菌活化划线接种

于营养琼脂斜面培养基上,28℃下培养 24 h,用无

菌生理盐水将平板菌落洗入灭菌的富集培养基,于
振荡培养箱内振荡培养 2 d 后,将菌株依次接种于

装有 1 00 mL 刺参饵料培养基的 2 50 mL 锥形瓶中,
以血球计数板计数,使菌株初始浓度都为 1 × 10 6

cfu/mL。于 28℃下,160 r/min 振荡培养 6 d,每天

记录饵料中 COD 含量的变化。
表 1 16 株芽孢杆菌的来源

Table 1 The resources of 16 bacterial strains

菌株 Bacterial strains 来源 Resources

B1 底泥 Sediment
B2 底泥 Sediment
B3 底泥 Sediment
B4 粪便 Feces
B5 粪便 Feces
B6 粪便 Feces
B7 粪便 Feces
B8 肠道 Feces
B9 肠道 Intestinal
B1 0 肠道 Intestinal
B1 1 肠道 Intestinal
B1 2 肠道 Intestinal
B1 3 肠道 Intestinal
B1 4 水 Water
B1 5 水 Water
B1 6 水 Water

1.2.2 菌株拮抗效果研究

  采用平板十字交叉划线法,将降解效果良好的

菌株培养于固体平板培养基中。28℃、160 r/min
条件下培养 48 h 后,查看其拮抗效果。

1.2.3 组合菌株的降解效果研究

  综合考虑单菌株的降解效果及菌株间的拮抗作

用,取 2 株菌或 3 菌株进行组合,各菌株按照密度比

1∶1 或 1∶1∶1 比例接种于刺参饵料培养基内,采
用血球计数板计数使培养基中各组合菌体总浓度为

1× 10 6 cfu/mL。在 28℃、1 60 r/min 摇床振荡培

养,分别于第 1 天、第 2 天和第 6 天测定培养基中的

COD 含量。

1.2.4 最优组合菌株的鉴定

  菌株生理生化指标的测定:采用北京陆桥技术

有限责任公司生产的细菌微量生化鉴定管对菌株的

生理生化指标进行测定,具体操作方法参照说明书。
按照《伯杰细菌鉴定手册》[1 1],对菌株进行鉴定。

  菌株 1 6S rDNA 序列分析:采用水煮法[12]提取

细菌基因组 DNA 后,进行扩增,选择正向引物:5́-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3́ (E.coli 2 7F),
反向引物:5́-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3́ (E.coli 1 492R)。PCR 产物(1.5 kb 左右)由上

海生工生物工程股份有限公司进行测序。将测序结

果在 NCBI 库中进行 Blast,得到与目标菌株相似性

高的序列,再用 CLUSTAL X 程序进行比对,最后

612 广西科学院学报 201 6 年 8 月 第 32 卷 第 3 期



采用 MEGA 4.1 工具构建 Neighbor-Joining 树[1 3]。

  综合菌株的生理生化指标及 1 6S rDNA 序列分

析,鉴定菌株。

2 结果与分析

2.1 单菌株降解效果

  从图 1 可以看出,16 株菌对于培养液中 COD
的降解均有明显效果,菌株在第 1~2 天时,对培养

液中 COD 降解效果比较明显,大部分菌株在第 2
天时,使培养液中 COD 含量达到相对比较低的点,
少部分菌株在第 3 天时达到这个低点。这应该与菌

株的对数生长期有关。到第 6 天时,对 COD 的降

解趋于平稳。在后续的试验时,选择第 2 天与第 6
天作为取样时间点。

图 1 1 6 株菌株培养液中 COD 含量变化

  Fig.1 The change of COD content in culture solution
with strain B1,strain B2,…stain B1 6

  表 2 显示,部分菌株在第 2 天时对于 COD 的降

解能达到最终降解率的 80%以上(B1,B2,B3,B6,

B8),部分菌株在第 2 天时达到最终降解率的 50%
以上(B4,B5,B7,B9,B12,B1 3,B1 5,B1 6),从而看出

菌株在液体培养基的扩繁速率。对比菌株第 6 天和

第 1 天的降解率,部分菌株(B3,B4,B5,B6,B7)降
解率达 50%以上,其中 B7 降解率最高为 6 5.84%。
综合考虑菌株的生长速率与第 6 天的降解率,最终

确定初筛菌株 B1,B2,B3,B4,B5,B6,B7,B9,B1 1,

B12 进行后续实验。

2.2 单菌株拮抗作用

  根据表 3 结果,选取相互之间没有生长抑制作

用的菌株进行后期组合实验。

2.3 组合菌株降解实验

  综合表 2 和表 3 的结果,对菌株进行组合,具体

设计见表 4。从表 5 可以看出,并不是所有 3 株菌

组合降解效果优于 2 株菌组合。但 2 株菌组合第 6
天时 COD 含量的均值为 422.57 mg/L,标准差为

6 3.85,3 株菌组合第 6 天时 COD 含量的均值为

3 6 5.6 1 mg/L,标准差为 6 7.63。这说明,3 株菌组

合的整体降解效果比 2 株菌组合的好,且更容易获

得降解效率高的组合。
表 2 16 株菌株的降解率(%)

Table 2  The degradation rate of strain B1,strain B2,…

strain B16(%)

编号
Number

降解率(第 2 天
比第 1 天)
Degradation rate (2 d
comparison of 1 d)

降解率(第 6 天
比第 1 天)
Degradation rate (6 d
comparison of 1 d)

B1 40.93 3 7.88

B2 42.03 45.07

B3 43.1 5 50.6 6

B4 3 5.97 50.75

B5 32.1 3 54.65

B6 40.67 5 2.20

B7 47.6 1 6 5.84

B8 30.90 23.06

B9 23.72 38.49

B10 1 4.38 44.44

B1 1 22.77 48.45

B1 2 2 9.84 42.00

B1 3 1 5.1 9 3 1.44

B14 1 1.62 28.6 6

B1 5 30.54 42.25

B1 6 2 3.3 1 34.05

表 3 10 株菌间拮抗作用结果

Table 3 The antagonistic effect between 10 stains

编号
Number B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B9 B1 1 B1 2

B1 × × × × O O O O O

B2 O × × O × O O ×

B3 O O O O O O ×

B4 O O O O O ×

B5 × × O O ×

B6 O O O O

B7 O O ×

B9 O O

B1 1 O

B1 2

注:×代表有拮抗作用,O 代表无拮抗作用

Note:× represents an antagonistic effect,O represents non antago-
nistic effect
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表 4 菌株组合设计

Table 4 The design of combinations of strains

组合编号
Combination
number

菌株组合
Strain

combination

组合编号
Combination
number

菌株组合
Strain

combination

C1 (B1,B6) C9 (B2,B7)

C2 (B1,B7) C10 (B1,B6,B7)

C3 (B1,B1 1) C1 1 (B1,B6,B1 1)

C4 (B2,B6) C12 (B1,B7,B1 1)

C5 (B2,B1 1) C1 3 (B2,B6,B7)

C6 (B6,B7) C14 (B2,B6,B1 1)

C7 (B6,B1 1) C1 5 (B2,B7,B1 1)

C8 (B7,B1 1)

  根据表 6 结果,确定最优菌株组合为 C14(B2,

B6,B1 1),COD 降解率为 64.29%。

2.4 最优组合菌株鉴定

2.4.1 菌株的生理生化

  结果显示:菌株 B2,革兰氏阳性,有芽孢,杆状,
菌落圆形,边缘不整齐,表面隆起呈白色,VP 反应

阳性,接触酶阳性,可水解淀粉;菌株 B6,革兰氏阳

性,有芽孢,杆状,菌落白色,边缘整齐,表面光滑,凸
状隆起,VP 反应阴性,可水解淀粉;菌株 B1 1,革兰

氏阳性,有芽孢,杆状,圆头,菌落白色,表面粗糙,边
缘不整齐,接触酶阳性,水解淀粉,VP 反应阳性。

表 5 组合菌株 COD 变化规律(mg/L)

Table 5 Variation law of COD of combined strains

组合编号
Combination number

第 1 天
The first day

第 2 天
The second day

第 6 天
The sixth day

C1 6 3 9.74±8.1 3 454.72±6.52 5 3 6.26±36.87
C2 6 5 3.86±1 7.23 48 1.38±8.97 3 9 6.70±26.1 1
C3 6 6 6.40±35.76 50 1.76±29.82 3 9 2.00±78.54
C4 5 88.00±7.54 6 50.72±33.45 388.86±79.44
C5 642.88±6.09 446.88±5 6.41 5 1 2.74±5 6.90
C6 6 5 8.5 6±27.89 49 2.00±33.1 7 405.25±32.99
C7 680.5 1±28.9 1 5 72.32±68.03 445.3 1±42.79
C8 548.80±29.64 49 5.49±77.85 384.1 6±43.5 6
C9 6 1 1.52±30.76 508.03±95.67 34 1.82±44.75
C10 603.68±28.7 1 434.34±24.54 42 6.50±46.78
C1 1 6 1 1.52±18.9 1 486.08±1 3.6 1 3 7 3.18±47.10
C1 2 6 6 6.40±1 7.34 404.54±35.72 3 9 2.00±35.78
C1 3 6 3 5.04±24.5 5 48 1.38±36.5 1 3 6 3.78±45.60
C14 6 5 8.5 6±78.90 5 80.1 6±1 5.62 23 5.20±46.74
C1 5 6 20.93±5 6.83 40 1.41±34.77 402.98±5.98

表 6 菌株组合降解率(%)

Table 6 The degradation rate of strain combinations

组合编号
Combination number

降解率 Degradation rate

第 2 天比第 1 天
2 d comparison of 1 d

第 6 天比第 2 天
6 d comparison of 2 d

第 6 天比第 1 天
6 d comparison of 1 d

C1 28.92 -1 7.93 1 6.18
C2 2 6.38 1 7.5 9 3 9.33
C3 24.7 1 2 1.88 41.18
C4 -10.67 40.24 3 3.87
C5 30.49 -14.74 20.24
C6 40.48 -54.40 8.10
C7 1 5.90 22.1 9 34.5 6
C8 9.7 1 22.47 30.00
C9 1 6.92 32.72 44.10
C10 28.05 1.81 2 9.35
C1 1 20.5 1 2 3.23 38.97
C1 2 3 9.29 3.10 41.18
C1 3 24.20 24.43 42.72
C14 1 1.90 5 9.46 64.29
C1 5 3 5.35 -0.39 3 5.10
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2.4.2 菌株的系统发育树

  从图 2 可以看出,菌株 B2 与枯草芽孢杆菌

(Bacil lus sub ti li s )的亲缘关系最近,菌株 B6 与巨

大芽孢杆菌(Bacil lus megaterium )的亲缘关系最

近,菌 株 B1 1 与 嗜 碱 性 芽 孢 杆 菌 (Bacil lus
alcalophilus )的亲缘关系最近。综合考虑菌株的

生理生化指标结果,最终确定菌株 B2 为枯草芽孢

杆菌,菌株 B6 为巨大芽孢杆菌,菌株 B1 1 为嗜碱性

芽孢杆菌。

图 2 菌株 B2、B6、B1 1 系统发育树

Fig.2 The phylogenetic tree of strain B2,strain B6,strain B1 1

3 结论

  单菌株对 COD 的降解与菌株的生长曲线存在

相关性,在第 1~2 天时,菌株处于对数期间,随着菌

浓度的直线增长,COD 的含量也直线下降,当菌株

达到稳定期后,COD 的含量变化也趋于平稳。当菌

株达到衰亡期时,因细胞代谢产物的积累,死亡细胞

裂解,造成培养基内的 COD 含量升高。

  不同菌株间存在拮抗作用,综合考虑其拮抗作

用及其降解特性进行菌株组合设计,得到的结果显

示,并不是所有 3 株菌的组合降解效果优于 2 株菌

的组合,但 2 株菌的组合第 6 天时 COD 含量的均值

为 422.57 g/mL,标准差为 6 3.85,3 株菌的组合第

6 天时 COD 含量的均值为 3 6 5.6 1 g/mL,标准差为

6 7.63,这说明,3 株菌的组合整体降解效果比 2 株

菌的组合要好,且更容易获得降解效率高的组合。

  最终确定最优菌株组合为 C14(B2,B6,B1 1),

对 COD 降解率为 64.29%。经鉴定,菌株 B2 为枯

草芽孢杆菌,菌株 B6 为巨大芽孢杆菌,菌株 B1 1 为

嗜碱性芽孢杆菌,为今后在利用菌株组合进行工厂

化密度养殖水体水质改善时,提供一定的参考和

指导。
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