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摘　要：采用盐度变化法将已建立完全硝化功能的淡水生物过滤器驯化为具完全硝化功能的海水生物过滤
器。在水温25℃的培养条件下�用盐度25的海水直接培养生物过滤器�建立完整硝化功能需70ｄ；先用淡水
培养生物过滤器�待硝化作用完全建立后�用盐度25的海水驯化�则建立完整硝化功能的海水生物过滤器需
要61ｄ；将已经建立完整功能的淡水生物过滤器�先用盐度10的海水驯化�待建立完整硝化功能后�再用盐度
25的海水驯化�则建立完整硝化功能的海水生物过滤器共需要56ｄ。运用 ＰＣＲ-ＤＧＧＥ技术分析盐度冲击前
后生物膜细菌群落结构的变化�运用荧光素 －荧光素酶法检测盐度冲击前后生物膜微生物 ＡＴＰ含量变化。
结果表明�经盐度冲击后�生物膜的细菌群落结构发生了明显变化�优势菌群由 β-变形菌纲细菌和 δ-变形菌
纲 （Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）细菌转变成γ-变形菌纲和α-变形菌纲细菌；盐度冲击24ｈ后�生物膜微生物 ＡＴＰ总
量分别下降了17．4％ （盐度15）和47．7％ （盐度25）。
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　　水处理技术是循环水水产养殖模式的关键

技术�主要包括生物过滤、固液分离、臭氧消毒
等�而生物过滤是循环水水产养殖用水水处理技
术的核心。生物过滤通过氨化、亚硝酸化和硝酸
化过程�将氨氮转化为硝酸盐氮。完整的硝化功
能是指生物过滤器的氨化、亚硝酸化和硝酸化同
时进行�系统不会出现明显的氨氮和亚硝酸氮的
积累。生物过滤器完整硝化功能的建立是发挥
其处理效能的前提和关键。研究表明�20℃左
右�淡水生物过滤器建立完整的硝化功能需要
11～20ｄ［1－5］�而盐度35的海水生物过滤器需要
60～75ｄ［6－8］。因为建立完整硝化功能时间较
长�制约了海水生物过滤器在实际生产中的应
用�也制约了依赖此技术的相关产业的发展�比
如海水循环水养殖的发展。因此�开展有效缩短
生物过滤器的完整硝化功能建立时间的研究非

常必要。已有很多研究报道了加速海水生物过
滤器硝化功能的建立方法�如在新建海水生物滤
器中添加已经建立完整硝化功能的滤器的滤

料 ［5］、添加活性污泥、添加商业菌及其它菌
源 ［8－10］�由淡水生物过滤器盐度驯化 ［11］等。在
这些方法中�接种淡水活性污泥或商业硝化细菌
被证明是无效或存在争议的；接种已稳定海水生
物滤器的滤料可以加速构建海水生物过滤器�并
推荐滤料的接种量应大于10％。而对于新建的
海水处理系统而言�获得已稳定海水生物滤器的
滤料相对困难�因此这种方法在实际应用中受到
一定的限制。

本研究采用盐度梯度方法驯化已经建立硝

化功能的淡水生物过滤器�培养具有完整硝化功
能的海水生物过滤器；并通过变性梯度凝胶电泳
（ＤＧＧＥ）技术分析盐度变化前后生物过滤器滤料
表面的细菌群落结构变化；利用荧光素-荧光素酶
法测定不同盐度冲击前后生物膜微生物 ＡＴＰ量

的变化。通过上述方面的研究�为海水生物过滤
器的实际应用提供理论基础。
1　材料与方法
1．1　试验装置

试验装置见图1。水泵将蓄水池水从过滤柱

入水口泵入�经生化环填料层后�从出水口回到
蓄水池。过滤柱内径 10ｃｍ�柱高 37ｃｍ�容积
2．9Ｌ；蓄水池容积60Ｌ；潜水泵功率12Ｗ；加热
装置功率200Ｗ。过滤柱内填充玻璃生化环 （双
鹰水族特快清系列 ）�填料堆积体积2547．3ｍＬ�
湿重1440ｇ�孔隙率69％。
1．2　实验系统工况控制

用商品海盐 （以色列红海盐 ）将盐度调整到
需要盐度；用加热棒调节保持在 （25±1） ℃；溶
氧控制在 （6．5±1）ｍｇ／Ｌ；ｐＨ以ＮａＨＣＯ3调节控
制在7．5～8．5；3个处理均将流量调至 （7．2±
0．3）Ｌ／ｈ�水力停留时间为0．28ｈ。

图1　实验系统
Ｆｉｇ．1　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｙｓｔｅｍ

1．3　试验设计
Ａ�Ｂ为建立了完整硝化功能稳定运行一个

月的淡水生物过滤器�Ｃ为稳定运行1ｍ的由淡
水循环水系统驯化而来的盐度25的成熟海水生
物过滤器。从 Ａ�Ｂ�Ｃ取样进行 ＰＣＲ-ＤＧＧＥ测
试。Ｄ�Ｅ为稳定运行1个月的成熟淡水硝化系
统�分别添加海盐至盐度15、25�测其过程中生物
膜活性的变化。Ｆ由淡水生物过滤器进行接种培
养�成熟后用盐度10和25进行2步法驯化；Ｈ由
淡水生物过滤器进行接种培养�成熟后用盐度25
进行1步法驯化；Ｇ盐度25�直接接种培养�作为
对照组。

以亚硝氮出现明显下降趋势为判断系统成

熟的标志�具体为亚硝氮浓度降低到0．02ｍｇ／Ｌ
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为过滤器硝化功能成熟的标志；总氨氮浓度降低
到0．05ｍｇ／Ｌ为判断生物过滤器氨氧化功能成
熟的标志 ［9］。每一个盐度梯度处理都待生物过
滤器硝化功能构建完成后才开始。
1．4　生物膜接种
1．4．1　人工污水配制

大量元素营养液 （ｇ／Ｌ）：ＮＨ4Ｃｌ7．6414�
Ｋ2ＨＰＯ47．3618�微量元素营养液 （ｇ／Ｌ）：ＦｅＳＯ4·
7Ｈ2Ｏ0．248�ＭｇＳＯ4·7Ｈ2Ｏ0．513�ＭｎＳＯ4·Ｈ2Ｏ
0．154�Ｃａ（ＮＯ3）2·4Ｈ2Ｏ0．295［12］�按试验设计添
加营养液入蓄水池。实验期间补充的用水的营
养液的浓度和实验开始时的营养液浓度一致。
1．4．2　接种
　　取上海海洋大学军工路校区苗圃内生菜地

湿润表层土壤500ｇ�加入10Ｌ曝气自来水�在25
℃下曝气培养5ｄ后�分别取土壤上清液500ｍＬ
接种到3个处理的蓄水池中。
1．5　水质检测指标及方法

每日9时取蓄水池水样�每日检测氨氮 （次
溴酸钠氧化法 ） ［13］、亚硝酸盐氮 （重氮 －偶氮
法 ） ［12］；隔天检测硝酸盐氮 （紫外分光光度
法 ） ［14］、溶氧、ｐＨ、温度等理化指标 （ＹＳＩ556ＭＰＳ
多参数水质测量仪 ）。
1．6　ＰＣＲ-ＤＧＧＥ法分析生物膜细菌群落
结构
　　主要参考文献 ［12－13］中 ＰＣＲ-ＤＧＧＥ的方
法。
1．6．1　细菌总ＤＮＡ的提取

取Ａ、Ｂ和Ｃ系统过滤器各80ｇ生化环加入
到100ｍＬ灭菌的纯水中�选用Ｔ460Ｈ型超声波
清洗器�工作频率为35ｋＨｚ�25℃振荡10ｍｉｎ。
取上清液以0．2μｍ微孔滤膜进行抽滤。将滤膜
放入2ｍＬ裂解液 （10ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｐＨ8．0�100
ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ�0．5％ＳＤＳ）�加入溶菌酶至终浓度
4ｍｇ／ｍＬ�37℃处理30ｍｉｎ�加入蛋白酶 Ｋ至终
浓度100μｇ／ｍＬ�50℃处理3ｈ�加入等体积的
酚∶氯仿∶异戊醇 （25∶24∶1）�混合两相�离心
（6000ｒ／ｍｉｎ�15ｍｉｎ）�取上清�若蛋白质较多可
加入等体积的氯仿∶异戊醇 （24∶1）再抽提�上清
液以2倍体积的无水乙醇沉淀 ＤＮＡ�0．5ｈ后离
心 （13000ｒ／ｍｉｎ�10ｍｉｎ）�去上清�70％乙醇漂
洗�离心�去上清�室内自然风干�加入适量无菌

水溶解�取部分样品用0．8％的琼脂糖凝胶电泳
检查提取ＤＮＡ的质量和片段大小 ［15－16］。
1．6．2　细菌16ＳｒＤＮＡ全长序列的扩增

用细菌通用引物27Ｆ（5′-ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣ
ＴＧＧＣＴＣＡＧ-3′）和 1492Ｒ （5′-ＧＧＴＴＡＣＣＣＴ
ＧＴＴＡＧＧＡＣＴＴ-3′） ［17］直接扩增细菌总ＤＮＡ中
的16ＳｒＤＮＡ全长序列。
1．6．3　细菌16ＳｒＤＮＡＶ3区序列的扩增

采用细菌通用引物 ＧＣ341Ｆ（5′-ＣＧＣＣＣＧ
ＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡ

ＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ-3′）和
534Ｒ （5′-ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ-3′）扩增细
菌16ＳｒＤＮＡＶ3区序列。
1．6．4　ＤＧＧＥ分离

取20μＬＰＣＲ浓缩产物�在Ｄ-ｃｏｄｅＳｙｓｔｅｍ电
泳仪上 （Ｂｉｏ-Ｒａｄ公司 ）进行ＤＧＧＥ电泳分离。变
性梯度凝胶的浓度为8％�变性梯度25％～55％
（7ｍｏｌ／Ｌ尿素和40％甲酰胺为100％变性 ）。电
泳缓冲液为1×ＴＡＥ。在电泳温度 60℃�电压
150Ｖ下电泳4ｈ。电泳结束后�将凝胶进行银
染。
1．6．5　细菌16ＳｒＤＮＡＶ3区序列的克隆和序列
测定

从变性梯度凝胶上切下ＤＧＧＥ条带 （当不同
样品的条带处于凝胶上同一位置时�代表序列一
致�故只切割其中的一条条带 ）�置于20μＬ无菌
水中�－20℃过夜�经12000ｒ／ｍｉｎ离心1ｍｉｎ�
收集上清�然后以此作为ＰＣＲ扩增的模板。具体
的ＰＣＲ扩增体系和条件同本节1．6．3。ＰＣＲ产
物经琼脂糖凝胶电泳后�切胶纯化�然后连接到
ｐＭＤ18-Ｔ载体上 （Ｔａｋａｒａ公司 ）�经转化感受态大
肠杆菌菌株Ｔｏｐ10后�37℃培养。阳性克隆经过
鉴定以后�送上海鼎安生物技术有限公司测序。
1．7　荧光素-荧光素酶法检测生物膜ＡＴＰ
含量变化
1．7．1　微生物样品采集和活菌数目测定

Ｄ、Ｅ两个系统盐度冲击前各取湿重 （40±1）
ｇ玻璃生化环放入无菌烧杯中�加入50ｍＬ无菌
纯水�选用Ｔ460Ｈ型超声波清洗器�工作频率为
35ｋＨｚ�25℃振荡10ｍｉｎ�取上清液10ｍＬ作为
样品测定ＡＴＰ含量。同样取Ｅ、Ｆ两个系统盐度
冲击后1ｄ微生物样品测定 ＡＴＰ含量。由于胞
内ＡＴＰ浓度在所有细菌类群都在一个相似的浓
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度范围内�ＡＴＰ因此可以反映细胞数目。大多数
细菌每个细胞包含大约2×10－18ｍｏｌＡＴＰ［18］。本
研究中生物膜微生物类群中细菌为优势生物�假
定经超声波振荡下来的生物膜微生物全部为细

菌�据此可推算出生物膜活性细菌数目。
1．7．2　荧光素-荧光素酶法测定生物膜ＡＴＰ

按照微生物 ＡＴＰ测定试剂盒 （ＢｉｏＴｈｅｍａ公
司�ｐｒｏｄ．Ｎｏ．266－112）的操作步骤加入药品�通
过ＳＫ-2004736型荧光化学发光酶标仪进行测定。
2　结果
2．1　淡、海水过滤器生物膜微生物群落结
构
2．1．1　16ＳｒＤＮＡＶ3区序列片段 ＤＧＧＥ指纹
图谱

Ａ、Ｂ、Ｃ系统的生物膜细菌16ＳｒＤＮＡＶ3区
序列片段ＤＧＧＥ电泳条带分布见图2�Ａ具有8
条可分辨条带�分别编号为1、2、3、4、5、6、7和8；
Ｂ具有9条可分辨条带�分别编号为9、10、11、
12、13、14、15、16和17；Ｃ具有7条可分辨条带�
其中6条条带 （11、13、14、15、16和17）与 Ｂ共
有�条带18为Ｃ特异性条带。
2．1．2　16ＳｒＤＮＡＶ3区序列比对与分析

对Ａ、Ｂ和Ｃ生物膜细菌ＤＧＧＥ图谱上的11

条带进行切割后测序和分析�所获得的序列大小
在47～233ｂｐ之间。在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中找出
与每条序列最相似的参考序列�相似性达91％～
100％ （表1）。

图2　海、淡水生物滤器生物膜细菌16ＳｒＤＮＡＶ3区
序列片段的ＤＧＧＥ图谱

Ｆｉｇ．2　ＤＧＧＥｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆ16ＳｒＤＮＡＶ3ｇｅｎｅ
ｆｒａｇｍｅｎｔｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｉｏｆｉｌｔｅｒｓ

表1　生物膜细菌16ＳｒＤＮＡ特征片段序列比对结果
Ｔａｂ．1　Ｔｈｅｍｏｓｔｃｌｏｓｅｌｙｍａｔｃｈｅｄｓｐｅｃｉｅｓｏｆｐａｒｔｉａｌ16ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎＧｅｎＢａｎｋ

条带
序列长度
（ｂｐ） 相近序列及登录号 相似性

4 69 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＳＭＣＣＧ938�ＥＵ446167．1 100％
6 232 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａｓｔｒａｉｎ776�ＥＵ430096．1 100％
7 199 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＭＫＣ25�ＥＦ173356．1 99％
8 207 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅ630�ＡＹ960235．1 97％
9 222 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＮｉｔｒｏｓｐｉｒａｓｐ．ｃｌｏｎｅ0Ｃ6�ＥＵ499596．1 100％
10 187 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＡＤＫ－ＭＯｈ02－66�ＥＦ520541．1 91％
11 233 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＰＲＤ18Ｆ08�ＡＹ948050．1 98％
13 212 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＡＳ86�ＥＵ283393．1 99％
14 189 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｓｏｉｌｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅ1－120�ＥＦ526284．1 98％
15 47 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅ93－ｐｃｒ26－8�ＥＦ590280．1 100％
18 196 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＮｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ�ＡＪ245756．1 95％

　　从以上的鉴定结果可知�除7、14和15条带
比对的相似条带为未命名门属细菌外�其余8条
带分别隶属于3个门：变形菌门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）�
硝 化 螺 菌 门 （Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ） 和 厚 壁 菌 门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）。Ａ、Ｂ淡水系统生物膜细菌条带

11、13和 18为变形菌门 β-变形菌纲 （Ｂｅｔａ
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）细菌。其中条带18确定为亚硝化
单胞菌属 （Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）细菌；条带10为变形菌
门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） δ-变 形 菌 纲 （Ｄｅｌｔａ
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）细菌；条带 9为硝化螺菌门
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（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）�硝化螺菌属 （Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）细菌。
Ｃ海水系统生物膜条带 6为变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）� γ-变 形 菌 纲 （Ｇａｍｍａ
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）�寡养单胞菌属 （Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）
细菌；条带8为变形菌门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）�α-变形
菌纲 （Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）细菌；条带4为厚壁菌
门 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）�芽孢杆菌纲 （Ｂａｃｉｌｌｉ）�类芽孢杆
菌属 （Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）。

ＰＣＲ-ＤＧＧＥ分析结果表明�生物过滤器盐度
驯化前后生物膜细菌群落发生了明显的变化。
2．2　盐度冲击后各系统氨氮、亚硝酸氮变
化
　　Ｄ、Ｅ系统为生物膜成熟后的淡水生物过滤
器�分别投加人工污水至氨氮10ｍｇ／Ｌ。盐度冲
击后系统中�氨氮、亚硝酸氮浓度变化如图3�图
4。盐度冲击后Ｄ系统水池的氨氮在4ｄ内降至
0．69ｍｇ／Ｌ�Ｅ系统水池的氨氮在4ｄ内降至1．89
ｍｇ／Ｌ。4ｄ内Ｄ、Ｅ系统内氨氮的日均降解速率
分别为46．45ｇ／（ｍ3·ｄ）和39．85ｇ／（ｍ3·ｄ）；氨氮
的日均降解速率分别降低了38．7％和56．2％。
Ｄ、Ｅ海水水池亚硝氮在4ｄ内均呈上升趋势�第
4天的高峰值分别为7．80ｍｇ／Ｌ和6．36ｍｇ／Ｌ。
2．3　盐度冲击后各系统微生物生物膜活
性变化
　　Ｄ、Ｅ生物过滤器生物膜微生物 ＡＴＰ含量及
活性细菌数目变化见表2。Ｅ系统投加海盐至盐
度15�24ｈ后�过滤器每克滤料生物膜微生物
ＡＴＰ量下降17．4％�Ｆ系统投加海盐至盐度25�

24ｈ后�过滤器每克滤料生物膜微生物ＡＴＰ量下
降47．7％。可见�盐度对淡水生物过滤器生物膜
细菌的影响比较明显。

图3　盐度冲击后Ｄ、Ｅ水体内氨氮浓度变化
Ｆｉｇ．3　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｍｍｏｎｉａ-ＮｉｎＤａｎｄＥ

ｔａｎｋｓａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇｓａｌｉｎｉｔｙ

图4　盐度冲击后Ｄ、Ｅ水体内亚硝酸氮浓度变化
Ｆｉｇ．4　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｍｍｏｎｉａ-ＮｉｎＤａｎｄＥ

ｔａｎｋｓａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇｓａｌｉｎｉｔｙ

表2　生物膜微生物ＡＴＰ含量、活性细菌数目和滤器硝化功能变化
Ｔａｂ．2　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｓ’ＡＴＰｑｕａｎｔｉｔｙ�ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

项目

Ｄ

微生物ＡＴＰ量
（ｍｏｌ／ｇ）

活性细菌数目
（个／ｇ）

氨氮日均降解率
［ｇ／（ｍ3·ｄ） ］

Ｅ

微生物ＡＴＰ量
（ｍｏｌ／ｇ）

活性细菌数目
（个／ｇ）

氨氮日均降解率
［ｇ／（ｍ3·ｄ） ］

盐度冲击前 1．66×10－12 8．29×105 75．75 1．40×10－12 6．98×105 90．96
盐度冲击后 1．37×10－12 6．85×105 46．45 7．30×10－13 3．65×105 39．85
下降百分比 17．4％ 38．7％ 47．7％ 56．2％

2．4　盐度驯化构建生物过滤器硝化功能
建立

2．4．1　过滤器硝化功能的形成
不同盐度梯度驯化淡水生物过滤器的实验

结果见表3。盐度25海水直接构建过滤器硝化
功能�过滤器氨氧化功能成熟需55ｄ（Ｈ系统 ）；

采用将成熟淡水生物过滤器驯化为盐度10�硝化
功能恢复后再驯化为盐度25的方法�氨氧化功
能成熟需21ｄ（Ｆ系统 ）；将成熟淡水生物过滤器
直接驯化为盐度25的方法氨氧化功能成熟需48
ｄ（Ｇ系统 ）。
　　25℃�盐度25海水直接构建硝化功能耗时
70ｄ；采用将成熟淡水生物过滤器驯化为盐度
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10�硝化功能恢复后再驯化为盐度25的方法构建
海水生物过滤器硝化功能需要57ｄ；将成熟淡水
生物过滤器直接驯化为盐度25的方法构建海水
生物过滤器硝化功能需要65ｄ。

25℃�成熟的盐度25海水生物过滤器的氨
氮日均降解率 ［57．71ｇ／（ｍ3·ｄ）～98．63ｇ／（ｍ3·
ｄ） ］与成熟的淡水生物过滤器的氨氮日均降解率
［68．57ｇ／（ｍ3·ｄ）～90．96ｇ／（ｍ3·ｄ） ］相似。

表3　实验系统中生物过滤器硝化功能建立的时间
Ｔａｂ．3　Ｔｈｅｔｉｍｅｏｆｔｈｅｓｔａｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂｉｏｆｉｌｔｅｒ

项目
Ｆ

0 10 25
Ｇ

0 25
Ｈ

25
稳定过程中浓度
高峰值 （ｍｇ／Ｌ）

ＮＨ4-Ｎ 2．48 2 1．92 2．48 1．78 2．05
ＮＯ2-Ｎ 4．98 0．87 1．56 4．98 2．01 2．41

氧化需要时间 （ｄ） ＮＨ4-Ｎ 6　 5 12 　 6　 44 　 55 　
ＮＯ2-Ｎ 17 　 13 27 　 17 　 44 　 25 　

总共时间 （ｄ） 57　 65 70　

2．4．2　海水滤器硝化功能构建完成后�氨氮负
荷冲击系统水质变化比较

表4为Ｆ、Ｇ和Ｈ海水滤器硝化功能构建完
成后�10ｍｇ／Ｌ氨氮负荷冲击系统水质变化结果。
由表4可以看出�经过盐度驯化后�生物过滤器
的处理效果非常明显�降解10ｍｇ／Ｌ氨氮的时间
分别为4、7和5ｄ。各系统间的处理效果与生物
过滤器硝化功能的构建方式没有明显的关系。

表4　海水滤器硝化功能构建完成后�
氨氮负荷冲击系统水质变化比较

Ｔａｂ．4　Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｗａｔｅｒｑｕａｌｉｔｙ
ａｆｔｅｒｔｈｅｓｅａ-ｗａｔｅｒｂｉｏｆｉｌｔｅｒｓ’ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｍｐｌｅｔｅｄ
项目 Ｆ Ｇ Ｈ

氨氮高峰值 （ｍｇ／Ｌ） 10．40 9．75 9．69
氨氮降解所需时间 （ｄ） 2 3 2
亚硝氮达到峰值所需时间 （ｄ） 2 3 2
亚硝氮高峰值 （ｍｇ／Ｌ） 6．79 7．16 7．71
亚硝氮降解所需时间 （ｄ） 2 4 3
亚硝氮日均降解率 ［ｇ／（ｍ3·ｄ） ］ 64．19 32．83 50．11
氨氮氧化为硝氮所需时间 （ｄ） 4 7 5

3　讨论
海水生物过滤器在实际使用中亚硝酸氧化

功能效率不高�效果不稳定。本实验表明�盐度
冲击对生物过滤器亚硝酸氧化功能的影响比对

氨氧化功能的影响明显。根据笔者多年的研究�
生物过滤器硝化功能的不完全建立是因素之一。
建立完整硝化功能的海水生物过滤器�在长期运
行过程中�只要负载不超过培养时的负载�亚硝
酸盐氧化功能还是比较稳定的 ［8－10］�本次试验也
证明这一点。因此�生物过滤器硝化功能的完整

建立是海水生物过滤器稳定运行的保障条件之

一。
对海水生物过滤器的理论研究比淡水生物

过滤器要少�利用分子微生物生态技术分析其生
物膜微生物群落的研究尚未见报道。分析生物
膜微生物的群落结构�了解其与环境的相互作用
关系�有助于更深刻地认识海水生物过滤工艺的
微观机理�从而为调控和优化微生物群落、提高
处理效果、研究开发新型高效的海水生物滤器提
供理论指导。传统的微生物群落分析方法建立
在微生物分离、纯种培养的基础上�通过对纯种
微生物进行显微观察和生理生化特性研究来认

识群落结构。由于环境中微生物群落结构非常
复杂�物种多样性极高�纯种分离富集培养的方
法不但费时费力�而且存在致命的方法学上的缺
陷 ［19］。所以�很有必要研究不依赖微生物培养来
进行环境微生物群落分析的方法。本试验使用
ＰＣＲ-ＤＧＧＥ方法研究生物过滤器生物膜细菌的
群落结构与环境变化的关系�结果表明海水冲击
前后生物膜微生物结构发生了较为明显的变化�
较好的解释了淡水生物过滤器驯化为海水生物

过滤器需要的时间长短与其盐度梯度间的关系。
但是�本次试验中应用 ＤＧＧＥ技术的结果表明：
ＤＧＧＥ在实际应用中虽然很快�但因所选片段太
短�在基因Ｂａｎｋ里进行细菌比对时�有些条带只
能比对出粗略的哪类细菌�不能细化到种属�甚
至会在比对时会出现符合好几类细菌的现象；而
且ＤＧＧＥ反映的是所有的细菌的变化�包括已经
死亡的细菌。细胞中 ＡＴＰ水平反映了细胞的代
谢水平 ［20］�检测生物膜微生物的ＡＴＰ含量�可以
反映生物膜微生物的代谢活性。荧光素-荧光素
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酶法检测 ＡＴＰ具有快速 （1ｍｉｎ内 ）�高敏感性
（检出最低限为10～17ｍｏｌＡＴＰ�相当于5个细
菌所含ＡＴＰ的量 ）等特点。成为检测细胞活性的
最常用手段之一 ［18］�本研究利用荧光素-荧光素
酶法测定不同盐度冲击前后生物膜微生物 ＡＴＰ

量的变化�并结合硝化功能变化特征�分析了不
同盐度冲击对生物膜各功能菌群的影响。

由于时间和技术手段等的限制�本研究对盐
度驯化过程中海水对淡水生物过滤器生物膜硝

化细菌的胁迫机理研究不够深入。今后可以从
细胞生物化学的角度研究受盐度胁迫后的淡水

硝化细菌细胞生理生化变化�探究盐度对硝化细
菌的胁迫机理�为盐度驯化法构建海水生物过滤
器硝化功能的条件优化建立更加系统的理论基

础。
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