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摘要：通过细菌筛选、载体分析、固定化氮循环菌制备，获取了高效固定化氮循环细菌；采用固定化氮循环细菌技术对镇江金

山湖富营养化水体进行了治理研究 #结果表明，经过固定化氮循环细菌释放试验，金山湖示范工程区水体和水生植物根区氨

化细菌、亚硝化细菌、硝化细菌和反硝化细菌数量明显增加，重建的金山湖示范工程区水体水质明显改善，’(、()*
+ ,(、(-.

& ,(
和(-.

" ,(平均比示范工程前分别降低 ++/0$1、20/!01、&!/0%1和 0+/"!1，氨氮达到!类、总氮达到"类水标准 #固定化氮循

环细菌技术对于荒漠化水体生态重建与修复具有重要意义 #
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金山湖地处长江中下游平原，位于江苏省镇江

市西北部，紧靠金山寺，属小型城市浅水湖泊，是著

名的旅游景区 #近年来，尽管在金山湖严格实行了点

源污染控制，然而周边大量的非点源的汇入导致金

山湖富营养化，水生高等植被消失，水生态系统退

化，功能基本丧失，水体呈现荒漠化状况，严重降低

了金山湖作为城市湖泊应有的价值 #目前对于城市

湖泊水体富营养化控制和生态修复主要采用内外源

营养盐控制［!］，物理、化学、生化除藻［"］，植物、生物

调控（Y?P=>F?cD@>W?PF）［& < 2］，生 态 工 程 和 生 态 修 复

（HJP@PN?J>@ ZH=HI?>W?PF）［0 < !$］等技术，局部湖区水质净

化的生态工程———物理生态工程等［!!］，取得了良好

的效果 #为了探索城市富营养化湖泊治理新途径，

"$$+ 年，科技部实施了镇江水环境质量改善与生态

修复技术研究及综合示范工程，在金山湖西北实行

退渔还湖，通过生态重建与修复技术对金山湖退渔

还湖区进行水生态系统重建，主要采用固定化氮循

环细菌技术对荒漠化水体进行强化净化，改善湖泊

水体水质 #现有的研究表明，水生植物在春夏秋季可

以有效去除水体氮磷营养盐，利用水生高等植物净

化湖泊水体污染物是一种行之有效的方法［!"］# 然

而，在生态重建初期近似荒漠化的水体中，由于水生

高等植物受到的多方面压力，试图通过重建或修复

水生高等植物群落以恢复已经严重损害的原有湖泊

生态系统的功能，是十分困难的 #除采用水生植物技

术之外，由于微生物在湖泊水生态系统具有重要的
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作用，不仅是有机物的主要分解者，也是湖泊水体物

质循环重要参与者，对湖泊水体水质具有重要影响 !
因此，采用微生物技术净化湖泊水体水质也是目前

研究热点之一 !研究表明，采用光合细菌、复合光合

细菌 去 除 养 殖 水 体 和 富 营 养 化 水 体 有 机 质、氨

氮［"#，"$］，应用硝化细菌与光合细菌组合净化养殖水

体和富营养化水体［"%，"&］，使用有效微生物群（’(）处

理养殖水体和富营养化水体［")，"*］、采用溶藻菌控制

蓝藻［"+］以及其它微生物去除有机质［,-］都具有一定

的效果 !然而，如何采用生态安全的微生物技术，避

免生态入侵，如何从采用单一脱氮细菌发展到氮循

环系列细菌，将水体中的氮素通过氮循环途径去除，

如何在目前湖泊内外源污染加重、水体呈现荒漠化

情况下净化湖泊水体水质是环境学、湖泊学和生物

学界共同关注的问题 !
在湖泊水体氮素循环过程中，参与氮循环的微

生物起着关键作用［,"］，是水体氮素循环的基础，既

具有分解转化水体有机氮和无机氮的功能，其种群、

数量变化又对湖泊水质改善起着明显的作用［,,］!因
此，在荒漠化水体中，采用固定化技术，通过固定化

氮循环细菌技术释放土著氮循环微生物，增加氮循

环细菌数量，转化湖泊水体氮营养盐，对于湖泊生态

重建和富营养化控制具有重要的意义 !
本研究从金山湖筛选出土著氨化、亚硝化、硝

化、反硝化细菌（氮循环细菌），研制了环境和谐、生

物相容性专利载体，制备了高效固定化氮循环细菌，

采用生态浮岛.固定化氮循环细菌释放技术将生态

安全的土著氮循环细菌释放至示范工程区水体，对

金山湖生态修复.重建初期荒漠化水体进行了强化

净化，分析了固定化氮循环细菌在示范区释放效果、

氮循环细菌数量与金山湖水体水质改善之间的关

系，通过增加土著氮循环细菌数量提高水体氮素转

化效率，降低金山湖示范区水体氮营养盐，既具有生

态安全性，又通过氮循环途径将水体氮素排出湖泊，

以期为富营养化湖泊的治理提供有效方案 !

! 材料与方法

!"! 示范区概况

示范区位于镇江金山湖西北部，由于金山湖周

边有农业、养殖、渔业以及旅游业等污染源，对金山

湖水环境造成污染，湖水水质逐步恶化，高等水生植

物逐步消亡，水生态系统严重退化，水体呈现荒漠化

趋势 ! ,--% 年 ", 月 / ,--& 年 + 月监测资料显示，退

渔还湖区总氮 ,0+" / $0-% 1234，氨氮 "0$" / ,0&%

1234，硝酸盐氮 "0-$ / "0$) 1234，亚硝酸盐氮 -0-#
/ -0,$+ 1234，56 -0)) / ,0,# 1234，789 为 ,%0& /
"-)0, 1234，呈富营养化状态 !根据金山湖示范工程

区水体污染特征，金山湖退渔还湖生态重建与修复、

面源污染控制示范 *&# 项目选址于镇江金山湖西

北，初期工程退渔还湖 ,)---1,，远期规划工程面积

约 -0&):1, !整个示范工程由湖泊水体生态重建、岸

边带、人工湿地构成（图 "）!

图 ! 金山湖示范工程概况
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!"# 土著菌种采集、分离与筛选

用预先灭菌的针管、抓斗式底泥采样器从镇江

金山湖水平面以下 #- / %- >1 处的水体内，喜旱莲

子草、水蓼、荷花、水毛茛等植物根区，金山湖表层底

泥等处，分别采集水体、植物根区以及底泥中的微生

物样 !混合后分别接种至氨化细菌、硝化细菌、亚硝

化细菌、反硝化细菌选择培养基，置于 ,*K摇床中

培养 # / % L，其中反硝化细菌置于 78, 培养箱中培

养 !经反复富集后，进行多次平板划线分离，根据菌

落特征及生长规律逐步筛选出优势纯种氨化、硝化、

亚硝化、反硝化菌 !
!"$ 载体制备与氮循环细菌固定化

选用亲水性玻璃态单体甲基丙烯酸!.羟乙酯

（M’(N）、丙烯酸羟乙酯（M’N）（;GO:?，均为聚合级）

与蒸馏水按照一定的体积比混合均匀，用氮气饱和，

在 P )*K温度条件下，用&-7=."射线在 " Q "-$ RS 辐

射剂量条件下辐照形成生物相容性固定化聚合物载

体［,#］!然后将载体切成 -0% >1 Q -0% >1 Q -0% >1 见

方小块，用蒸馏水浸泡使之充分膨胀，再用合成培养

基浸泡，使培养基进入膨胀后的固定化载体内部，加

入经活化培养进入对数生长期的氨化细菌、硝化细

*& 环 境 科 学 #- 卷



菌、亚硝化细菌、反硝化细菌菌液各 !"" #$，培养 %!
&，使之吸附于固定化载体表面并通过增殖进入多孔

载体内部实现固定化 ’
!"# 野外实验方法

实验期间在!% """ #!生态工程重建示范区内布

设 ! 个 () #! 生态浮岛，每一个生态浮岛上引种景

观植物香蒲，浮岛下方水体中 !" * +" ,# 处各悬挂

一个固定化氮循环细菌释放装置，将 - ./ 的固定化

氮循环细菌放置于特制的具有网眼的装置中，使得

固定化细菌载体能够充分接触水体并释放氮循环细

菌，进行固定化氮循环细菌在水体扩散实验以及对

水质进行强化净化实验 ’实验期间，定期对固定化氮

循环细菌进行更换，以保持固定化氮循环细菌处于

较高数量 ’同时采用 - 个水质监测点，均匀分布示范

区中 ’
!"$ 氮循环细菌测定（012 方法）

采用最大可能数（012）法测定水样中氨化、硝

化、亚硝化及反硝化细菌的数量 ’分别配置硝化、亚

硝化、氨化和反硝化细菌培养基［!)］，调节 34 值，装

于长 5-" ##、直径 5) ## 的试管中，并将长 +" ##、

直径 - ## 的小指管倒置于装有氨化细菌和反硝化

细菌培养基的试管中，加塞，在 56"+ 7 5"- 18 下灭菌

!" #9:’每个水样做 5" 倍系列稀释，每支试管中接种

水样和稀释样各 5 #$，每一稀释浓度做 + 个平行，

在（!; < 5）= 条件下，氨化细菌、反硝化细菌培养

5->，硝化细菌和亚硝化细菌培养 +" >’以 2?@@A?B（奈

氏）试剂、CB9?@@（格里斯）试剂、二苯胺试剂等检测各

种形态氮的产生和消失情况 ’ 查 012 表，用下式计

算样品中的细菌数量：

5 #$ 样品中细菌数 D 012 值 7 数量指标第一

位数的稀释倍数

!"% 水质测试项目与方法

总氮：过硫酸钾氧化E紫外分光光度法，氨氮：纳

氏试剂分光光度法，硝酸盐氮：酚二磺酸分光光度

法，亚硝酸盐氮：!E（5E萘基）E乙二胺分光光度法，

FGH：重铬酸钾法［!-］’

& 结果与讨论

&"! 示范工程区固定化氮循环细菌释放效果

镇江金山湖生态修复与面源污染控制示范工

程，在金山湖西北实行退渔还湖，应用生态重建与修

复技术对金山湖退渔还湖区进行水生态系统重建，

示范工程初期主要采用固定化氮循环细菌技术对荒

漠化水体进行强化净化，改善湖泊水体水质 ’实验期

间，在退渔还湖以后，于 !""( 年 5! 月在示范工程区

布设生态浮岛E氮循环细菌，进行固定化氮循环细菌

在荒漠化水体释放氮循环细菌实验，并于 !""( 年 5!
月和 !""% 年 ) 月分别连续 + 周进行监测氮循环细

菌在示范工程区的释放效果 ’结果表明，采用固定化

氮循环细菌释放技术，可以明显表现出氮循环细菌

在退渔还湖示范区荒漠化水体中的释放效果，增加

示范区氮循环细菌数量 ’实验期间，示范工程由于引

取周边鱼塘水源（采用先抽后引至同一鱼塘方法），

水体呈现荒漠化趋势，氮循环细菌数量较低，氨化、

亚硝化、硝化和反硝化细菌数分别都只有 5"+，采用

固定化氮循环细菌技术释放氮循环细菌以后，示范

工程区氮循环细菌数量显著增加，5 周、! 周和 + 周

后氨化、亚硝化和反硝化细菌数量分别增加 ! * + 个

数量级（图 !）’ " 检验结果表明，采用固定化氮循环

细菌技术释放土著高效氮循环细菌 5 周后示范工程

区氨化、亚硝化、硝化、反硝化细菌数量明显增加，方

差分析表明，释放 5 周后示范工程区氨化、亚硝化、

硝化、反硝化细菌 012 值均极显著高于释放前 012
值（# I "6""5）；释放 ! 周后氮循环细菌数量略有减

少，方差分析表明，示范工程区氨化、亚硝化、硝化、

反硝化细菌 012 值仍然极显著高于释放前（ # I
"6""5）；释放 + 周后，示范区氮循环细菌数虽有下

降、但仍然较高，方差分析表明，释放 + 周后示范工

程各区氨化、亚硝化、硝化、反硝化细菌 012 值仍极

显著高于释放前（ # I "6""5），表明经过固定化氮循

环细菌技术释放 + 周内示范工程区氨化、亚硝化、硝

化、反硝化细菌数量仍然维持较高的数量 ’ 研究表

明，湖泊水体中氮循环细菌数量与水体水质具有相

关性［!(］，能够增强湖泊水体自净能力 ’因此，在退渔

还湖重建水生态系统后，水生植物尚未引种成活时，

固定化氮循环细菌的释放对于在示范工程区提高荒

漠化水体自净能力，转化氮素，进而净化水质起到了

关键性作用 ’
&"& 固定化氮循环细菌释放对示范工程区水

生植物根部微生物的影响

实验结果表明，在示范工程区采用固定化氮循

环细菌释放技术对示范工程区生态浮岛引种的水生

植物根区微生物数量有明显的影响，释放氮循环细

菌后示范工程生态浮岛内水生植物根区的氨化、硝

化、反硝化细菌数量均在 ) * ( 个数量级之间，亚硝

化细菌数量在 + * - 数量级之间，明显高于没有释放

氮循环细菌前水生植物根区微生物数量，平均高 5
* ! 个数量级 ’ J 检验结果表明，采用固定化氮循环
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图 ! 示范工程区固定化氮循环细菌释放效果

!"#$% &’(’)*’ +, -./0 "1 ’23’4"5’16)( )4’)*

细菌技术释放氮循环细菌以后，氨化、亚硝化、硝化、

反硝化细菌数增加明显，78. 值均达极显著水平（ !
9 :;::<）（图 =）$从生态学的水生植物>微生物互利

共生理论角度分析，根区微生物的增加有利于水生

植物在示范工程区荒漠化水体中的生长，为在退渔

还湖示范工程区重建水生态系统，逐步修复荒漠化

水体水生植物提供了良好的生态环境 $

图 " 固定化氮循环细菌释放对水生植物根部细菌数的影响

!"#$= ?,,’@6 +, A)@6’4") 4’(’)*’B AC -./0 )4+D1B

6E’ )FD)6"@ 5)@4+3EC6’*

!#" 示范工程前后水体主要氮素指标变化与氮循

环细菌释放效果的关系

自 %::G 年 <% 月 H %::I 年 J 月，退渔还湖示范

工程开展前对确定为示范区的水质进行了连续监

测，K.、.LM
N >.、.OP

= >. 和 .OP
% >.监测最高值分别为

N;:G、%;IG、<;NQ 和 :;%NJ 5#RS，分别出现在 %::G 年

<% 月和 %::I 年 < H % 月，最低值分别为 %;J<、<;N<、

<;:N 和 :;:= 5#RS，出现在 %::I 年 I 月和 %::I 年 =

H N 月，K.、.LM
N >.、.OP

= >. 和 .OP
% >.工程前平均值

分别为 =;NJ、%;:%、<;%= 和 :;<Q< 5#RS，分别达到地

表水劣!类、!类标准；%::I 年 J 月以后实施了示

范工程，工程完工后由于附近无清洁水源，引用周边

鱼塘水源（采用先抽后引至同一鱼塘方法）补充示范

工程区水体 $考虑到退渔还湖示范工程完工后，生态

重建初期水体呈现荒漠化，采用生态浮岛>固定化土

著氮循环细菌技术强化净化实验区水体水质，利用

氮循环细菌在水体中扩散过程，逐步转化水体氮营

养盐 $ %::I 年 <% 月示范工程完工后，为对比示范工

程前后生态浮岛>氮循环细菌技术转化水体氮素效

果，自 %::I 年 <% 月 H %::Q 年 J 月进行了连续 J 个

月监测 $实验结果表明，经过 J 个月的实验，示范工

程区水体水质得到明显改善，K.、.LM
N >.、.OP

= >. 和

.OP
% >.值明显降低，监测最高值分别为 =;=N、%;:J、

:;NJN 和 :;<<T 5#RS，出现在 %::I 年 <% 月和 %::Q 年

% 月，最低值分别为 <;GI、:;<=%、:;TG< 和:;::Q T
5#RS，出 现 在 %::Q 年 T 月 和 %::Q 年 = 月，K.、

.LM
N >.、.OP

= >. 和 .OP
% >.工 程 后 平 均 值 分 别 为

<;J=、:;II=、:;T=J 和:;:NN < 5#RS，分别达到地表

水"类、#类标准；对比工程前平均水质指标，工程

后平均 K.、.LM
N >.、.OP

= >. 和 .OP
% >.分别比工程前

平均 K.、.LM
N >.、.OP

= >. 和 .OP
% >. P 下降 NN;Q:U

（图 N）、IQ;<QU（图 G）、=<;QJU（图 I）和 QN;%<U（图

Q）$实验结果还表明，采用固定化氮循环细菌释放细

菌以后，.LM
N >.和.OP

% >.平均值下降明显，分别下降

IQ;<QU、QN;%<U，氨氮指标达到地表水#类标准，

对照固定化氮循环细菌释放效果，可以看出示范工

程区亚硝化细菌和反硝化细菌增加明显，分别增加

= 个数量级和 % 个数量级，增强了示范工程区氨氮、

亚硝酸盐氮的转化效率，使得示范工程区.LM
N >.和

.OP
% >.明显降低 $ 实验结果也表明，K. 和.OP

= >.分

别降低 NN;Q:U和 =<;QJU，相比.LM
N >.和.OP

% >.的

降低量并不明显，其主要原因有 % 点：一是由于示范

工程完工初期，示范工程区为重建水生态系统，水体

无水生植物、水生动物和底栖动物，水体呈现荒漠化

状态，重建的水生态系统中水生植物在冬季和春季

恢复非常缓慢，依靠水生植物吸收硝态氮作用非常

小；而采用固定化氮循环细菌技术释放土著氮循环

细菌之后，虽然硝化细菌有所增加，但示范工程区硝

化细菌绝对增加数量仍然较少，导致示范区.OP
= >.

浓度相对减少较小 $二是由于退渔还湖示范工程建

成后，周边无清洁水源，调用了鱼塘水源，由于鱼塘

:Q 环 境 科 学 =: 卷



水源!"#
$ %!浓度偏高，致使示范工程区!"#

$ %!浓度

占 &! 的分值偏高，约为 ’$(’)，而!"#
$ %!由于上述

原因降低较少导致 &! 降低程度较小 *

图 ! 工程前后总氮变化

+,-*’ &./01 ! 2304-,4- 567.86 049 07/68 6:;68,<64/

图 " 工程前后氨氮变化

+,-*= ><<.4,0 4,/8.-64 2304-,4- 567.86 049 07/68 6:;68,<64/

# 结论

（?）金山湖示范工程运行后长达 @ 个月的连续

监测数据表明，采用生态浮岛%固定化氮循环细菌释

放技术，可以明显提高示范工程区和水生植物根区

氮循环细菌数量，增加氨化、亚硝化、硝化和反硝化

细菌数量，增强金山湖重建水生态系统修复能力 *
（A）实验结果表明，在示范工程中采用固定化

氮循 环 细 菌 技 术 可 以 有 效 降 低 荒 漠 化 水 体 &!、

!BC
’ %!、!"#

$ %! 和 !"#
A %!# 含量，其平均值比示范

工 程 前 分 别 降 低 ’’(DE)、FD(?D)、$?(D@) 和

图 $ 工程前后硝酸盐变化

+,-*F !,/80/6 !,/8.-64 2304-,4- 567.86 049 07/68 6:;68,<64/

图 % 工程前后亚硝酸盐变化

+,-*D !,/8,/6 !,/8.-64 2304-,4- 567.86 049 07/68 6:;68,<64/

D’(A?)，固定化氮循环细菌可以作为先锋种群在荒

漠化水体转化氮营养盐 *
（$）示范工程结果表明，固定化氮循环细菌技

术可以在荒漠化水体中起到强化净化作用，为富营

养化水体和荒漠化水体修复提高有效途径 *
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