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摘 要：利用扫描电镜观察、荧光显微镜计数、氚化胸苷示踪等方法，研究了盐度为３５的海水闭合系统生物滤器稳定成
熟过程中，生物膜生物相的构建及系统中三态氮等水质指标的变化情况等。结果表明，海水闭合循环系统生物滤器可以

建立完整的硝化作用，其稳定成熟过程与淡水及咸淡水生物滤器的情况相同，只是亚硝酸氧化滞后现象比较明显。细菌

及其他生物的变化与水化学指标的变化相吻合。试验系统达成熟状态需７５ｄ左右。
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生物过滤在闭合循环水产养殖水处理系统中起

着核心作用。生物过滤作用包括了生物滤器上的所有

细菌及藻类的活动，其核心机理是氮的动力学变化。

在生物滤器使用之前需要对其进行培养、驯化，这个

过程的实质是在滤料表面形成适合该系统理化条件

的具有水质净化功能的包括细菌、原生动物等很多种

类在内的微生物群落，在系统中建立完整的硝化作

用，使系统具有充分的硝化能力的过程。滤料表层的

微生物群落是一种混合体系。随着微生物尤其是细菌

研究方法的不断改进和完善，对这一特殊的微生物群

体的综合研究已具有一定的可行性。国内外关于生物

过滤在养殖水处理系统中应用的研究，主要包括生物

膜的培养、成熟及其控制技术 犤１犦；各种生物滤器的使

用效果及生物滤器的设计参数 犤２～５犦；影响生物过滤效

果的理化因子及其作用的动态模型 犤６～８犦；生物膜细菌

牗主要是硝化细菌牘的生化特性等内容。本文选择了盐
度为３５的海水生物滤器作为研究对象，将常规的水
化学指标与生物膜生物相 牗生物膜微生态系牘组成及
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其变化结合起来，从基础理论的角度系统地研究了海

水生物滤器的稳定成熟过程。

１材料与方法

１．１试验水槽及环境控制
本试验采用自制ＰＶＣ—玻璃循环水族箱，尺寸为

牗长×宽×高牘５０ｃｍ×３０ｃｍ×４０ｃｍ，水体体积５０Ｌ，
滤床尺寸为 ８．９ｃｍ×２７ｃｍ×１８．９ｃｍ。选择沸石滤
材，粒径５～１０ｍｍ，试验前充分冲洗并煮沸以消除沸
石本身携带细菌的影响。试验水体采用浓缩海水和

ＩＮＳＴＥＡＮＴＯＣＥＡＮ海盐及陈化自来水调配成盐度为
３５左右的人工海水。试验系统运行２４ｈ后添加营养
负荷，配方为：葡萄糖∶谷氨酸∶氯化铵∶氯化钙∶硫酸
镁∶氯化钾∶ＫＨ２ＰＯ４∶Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ∶ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ
＝１５０∶１５０∶５０∶７∶５∶７∶１１∶２９∶１牗ｍｇ·Ｌ－１牘。整个试验
过程中水温控制在 ２５℃±１℃范围。溶氧控制在 ６
ｍｇ·Ｌ－１左右。试验过程中除每日补充陈化自来水或
调制相同盐度的人工海水以弥补因蒸发、取样造成的

水体体积及盐度的变化外，不换水。

１．２常规水化学指标的监测及方法
本次试验每日监测盐度 牗ＹＳＩ－Ｍｏｄｅｌ－３３牞Ｓ－

Ｃ－ＴＭＥＴＥＲ牘，温度，ｐＨ值牗ｐＨ－３Ｄ型牞上海三信仪
表厂牘，氨氮 ＮＨ４－Ｎ牗次氯酸酚盐法牘，亚硝酸氮
ＮＯ２－Ｎ牗重氮－偶氮比色法牘，碱度牗酸碱滴定牘。化学
耗氧量ＣＯＤ牗碱性高锰酸钾氧化法牘每周测量２次。溶
氧ＤＯ牗修正碘量法牘，硬度 牗ＥＤＴＡ容量法牘及硝酸氮
ＮＯ３－Ｎ牗硫酸肼还原法牘每周测１次。
１．３生物相指标的检测及方法
１．３．１生物膜的剥离

每周取滤床表层 ５ｇ左右的沸石于用无菌海水
牗０．２２μｍ滤膜过滤牘充分冲洗的 １５０ｍＬ三角烧瓶
内，立即添加 ５０ｍＬ无菌海水放在医用涡旋混合器
上，利用其高频振荡特性将生物膜从滤料表面剥

离 犤２２牞２３犦。取得的振荡液立即分析或加入４０％福尔马
林、鲁哥氏液放于１０℃冰箱保存。
１．３．２细菌生长速率的测定

采用氚化胸苷示踪ＤＮＡ的方法 牗即ＴＴＩ法牘。根
据姜新跃 犤１０犦推荐的公式与Ｆｕｈｒｍａｎ经验常数牗１．４×
１０１８个·ｍｏｌ－１牘计算样品中细菌生长速度，再根据取
得的滤料重量及稀释倍数计算出单位重量滤料的细

菌生长速度。

１．３．３细菌总数牗ＴＢＮ牘的测定
计数采用吖啶橙染色、荧光显微镜直接计数即

ＡＯＤＣ法犤１１犦。每周计数１次。荧光显微镜系Ｏｌｙｍｐｕｓ
牗ＨＢＳ牘研究用显微镜与上海光学仪器厂生产的落射
荧光装置装配而成。活菌、死菌的判断参考郑天凌提

供的方法犤１２犦。同时用最大可能数量法即ＭＰＮ对氨化
细菌、亚硝化细菌、硝化细菌、反硝化细菌进行选择性

培养计数。

１．３．４藻类、原生动物及后生动物的计数
采用普通光学显微镜直接计数方法。

１．３．５生物膜的扫描电镜观察
使用扫描电镜对滤料表面的生物膜状况进行观

察并拍照。采取滤床表层的沸石颗粒，每周１次，放于
９ｍＬ２．５％的戊二醛中固定，１０℃保存。经过乙醇牞丙
酮脱水牞临界点干燥牞镀膜等制样处理，对样品进行电
镜观察，随机选取视野拍照，放大倍数视情况定。

２ 结果

２．１生物滤器培养过程中三态氮的变化
试验系统中氨氮和亚硝酸氮的减少不是一个缓

慢的过程，而是在相对较短的时间内从循环水中几乎

完全消失，既骤降变化。由图１可以看出，第４ｄ时氨
氮浓度明显升高，此后氨氮浓度稳定下降，下降速度

相当缓慢，需４０ｄ左右才降至１ｍｇ·Ｌ－１以下，此后
发生较明显的下降。 仅 ３～４ｄ降至低于 ０．０５ｍｇ·
Ｌ－１的水平。本次试验氨氮的高峰值出现在系统运行
后第１０ｄ左右。亚硝酸氮的浓度随氨氮浓度的降低
开始缓慢升高，至氨氮明显下降 牗第５０ｄ左右牞ＴＡＮ
＜１．０ｍｇ·Ｌ－１牘时，亚硝酸氮上升幅度明显加大，１周
时间即升至高峰值，持续１２ｄ左右，４ｄ剧烈下降至
０．０１ｍｇ·Ｌ－１。硝酸氮浓度的变化情况与亚硝酸氮变
化呈一致性，虽然有所升高，但出现较明显的波动，随

生物滤器的稳定成熟呈下降趋势，并未出现积累。本

系统生物滤器稳定成熟需要７５ｄ。
生物滤器稳定成熟后，在系统中加入１０ｍｇ·Ｌ－１

ＴＡＮ和同培养初期等量的有机负载，系统中的 ＴＡＮ
第２ｄ便降至２ｍｇ·Ｌ－１以下，第３ｄ便达０．０５ｍｇ·
Ｌ－１的水平；亚硝酸氮 ４天内既由 １２ｍｇ·Ｌ－１降至
０．０１ｍｇ·Ｌ－１。可以认为经过７５ｄ的培养，系统中的
生物滤器已经具备较强的硝化能力。

２．２ｐＨ值与碱度的变化
系统中 ｐＨ值的变化是系统中硝化作用与反硝

化作用的结果。试验系统的 ｐＨ在运行过程中开始
牗第２ｄ牘有所升高牞由８．０７跃升至８．３９，而后保持在
８．５左右，最高值达８．５３牗第７ｄ牘。此后虽然呈下降趋
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注：ＴＢＮ增长率等于２次测量值之间的差与较前一次 ＴＢＮ的比值，ＮＨ４－Ｎ牞ＮＯ２－Ｎ牞ＮＯ３－Ｎ同。为 ＮＨ４－Ｎ＜０．０５ｍｇ·Ｌ－１或 ＮＯ２－Ｎ

＜０．０１ｍｇ·Ｌ－１。ＤＢＮ为死亡细菌总数。

日期 ＴＢＮ／个·ｇ－１滤料 ＴＢＮ增长率 ／％ ＤＢＮ／ＴＢＮ／％ 氨氮变化 ／％ 亚硝酸氮变化 ／％ 硝酸氮变化 ／％
２ ３．５×１０９ ２８．６
７ ３．１×１０１０ ７８５．７ ７．４ ２１５．６ ５０．４９
１４ １．２×１０１３ ３８６０９．８ ５８．３ １１０．６ ５２．０６
１８ ３．９×１０１４ ３１５０ １．７ －２４．９ ０．５
２０ ２．２×１０１４ －０．４３６ ６．４ －４．１５．１
２８ ５．２×１０１５ ２２６３．６ ８．７ １０ ５５．０６
３５ １．３×１０１５ －４３．６ ６．４ －７１．９ ７８．３ １１７．６
４２ ３．７×１０１６ ２７４６．２ ３．２ －１６８．９ １６２．１ ５８．５
４９ ９．３×１０１５ －２５．１ １２．９ －６２．３ ９３．０ ７５．９
５６ ４．５×１０１５ －５１．６ １６ －９６．３ １０４．１ －２７．７
６２ ２．２×１０１６ ３８８．９ ５．５  －９．３ １７０．９
７０ １．９×１０１４ －９９．１ ３．２  －６．６ －２４．５
７７ ８．３×１０１３ －５６．３ １．６   －３２

表１ 试验系统中细菌生长情况与三态氮的变化之间的关系

Ｔａｂｌｅ１ Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｙｓｔｅｍ

图３ 试验系统中异养细菌的生长率

Ｆｉｇｕｒｅ３Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈ－ｒａｔｅｏｆｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｓｙｓｔｅｍ

势，但直到系统稳定牗第７６～７７ｄ牘，ｐＨ值一直保持在
８．３～８．５之间。试验初期碱度由０．７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１跃
升至３．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１，而后随氨氮的变化稍有波动。第
４０ｄ左右亚硝氮开始明显升高时，碱度明显下降，至
试验结束时稳定在３～３．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的范围内。
２．３系统中细菌总数、异养细菌生长率及其与三态氮
之间的关系

在本次试验过程中，海水循环水槽滤床内的细菌

在系统启动后的半个月左右时间内，细菌数目增长率

剧烈增加，异养菌的生长率也为整个培养过程的最高

值，见图２，图３。总菌数增加了７个数量级 牗１０９～
１０１６牘，增长率由７８５７％增至７９９９０００％。由图１可
知，此时氨氮浓度值增至高峰值，此后牗第３周牘细菌
数下降２个数量级，氨氮浓度值虽然依然比较高，但
呈下降趋势。第４周时，总菌数再一次升高，此时亚硝
酸氮浓度增加比较明显。第５周时虽然亚硝酸氮浓度
依然保持增势，但比较缓慢，氨氮剧降，总菌数下降１
个数量级。此后硝酸氮浓度值很快升高，异养菌的数

量及代谢活性均降低，见表１。第６～７周，亚硝酸氮

和硝酸氮浓度值上升很快，总菌数增长速度再一次加

快，达１０１６。此时异养菌生长率一直保持降低趋势。
此后三态氮浓度均下降，系统中建立完整的硝化作

用，总菌数保持稳定，异养菌生长率明显升高却保持

相对稳定状态，见图３。由表１可知在此期间硝酸氮
浓度明显降低。整个系统从构建至稳定成熟过程中，

细菌的群体生长按指数速度进行，其生长曲线出现明

显的对数期和稳定期。

由表１可以看出细菌增长率、死亡细菌及与系统
中三态氮的变化情况存在明显的关系。由死亡细菌所

占总菌数的比例可知，系统趋于稳定时，死亡细菌所

图１ 试验系统中三态氮的变化

Ｆｉｇｕｒｅ１ Ｃｈａｎｇｅｓｉｎａｍｍｏｎｉａ－Ｎ牞ｎｉｔｒｉｔｅ－Ｎａｎｄｎｉｔｒａｔｅ－Ｎｉｎｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔＩ牶ａｍｍｏｎｉａ－Ｎ牞ＩＩ牶ｎｉｔｒｉｔｅ－Ｎ牞ＩＩＩ牶ｎｉｔｒａｔｅ－Ｎ

图２ 试验系统中总菌数的变化

Ｆｉｇｕｒｅ２ ＣｈａｎｇｅｓｉｎＴＢＮｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍ
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占比例越来越低。初期异养菌占优势，细菌死亡现象

比较明显。自养菌占据优势后死亡细菌比例很小。反

硝化作用加强时牗反硝化菌为异养菌牘，总菌数中死亡
细菌所占比例再度上升，异养菌的生长率再度升高。

２．４生物相
由表１、表２中可以看出，海水生物滤床生物膜中

的生物相组成及其变动情况。

２．４．１藻类

系统运行第２ｄ测得藻类为１０５个·ｇ－１滤石，１
周后降至１０３个·ｇ－１滤石，第９０ｄ检测时已检测不
出。

２．４．２原生动物
生物膜中原生动物大量出现，主要是一些肉足

类、鞭毛虫类和纤毛虫类，高峰值达１０４个·ｇ－１滤
料。其变化趋势与细菌总数的变化情况相反，既随着

细菌数目的减少而增加，反之亦然。但总落后于细

菌。本次试验未对循环水体中的细菌进行监测。

２．４．３后生动物
生物膜中后期出现了挠足类、寡毛类、线虫类等

高级的后生动物，标志着本生物小生境趋于稳定犤２７犦。

由表２、图２可以看出，系统运行至第４２ｄ前后，原生
动物、轮虫和挠足类均出现最高值，寡毛类开始出现，

线虫类也明显增加，总菌数达第二次高峰。由图１可
以看出，此时系统中ＮＨ４－Ｎ开始明显下跌、ＮＯ２－Ｎ
积累速度加快，所以此时应是生物膜活性较强的时

期。

２．５利用扫描电镜牗ＳＥＭ牘观察生物膜
依据取样时间及生物膜生长状况，可以将本系统

滤料表面生物膜的生长情况分为以下几个阶段：

第Ⅰ期 牗第１～７ｄ牘可以清晰地看到单个细菌及
小菌落，一根根纤细的纤维状物将其相连固定 牗图
７．ｂ牘。滤料表面的生物膜已经连成片状。棒状菌个体
较大，长５．４～５．７μｍ，宽１．０～１．４μｍ。

第Ⅱ期 牗第７～１４ｄ牘随着细菌的快速增殖，棒状
菌迅速分泌粘液，已分辨不出单个细菌的存在。滤料

表面成一粘絮状积聚体，形成真正的薄膜状物。

第Ⅲ期 牗第１４～２１ｄ牘滤料表面形成一些指状突
起，突出膜外，生物膜越来越结实。突出的生物膜部分

其基部主要是小型棒状细菌。滤石表面呈紧密的片

状。

第Ⅳ期牗第２１～３５ｄ牘大部分生物膜脱落。制样过
程中亦发现片状膜脱落。生物膜紧凑性、结实性降

低。

第Ⅴ期牗第３５～４２ｄ牘生物膜大面积脱落，丝状连
接残存。

第Ⅵ期 牗第４２～４９ｄ牘生物膜脱落处可见单个细
菌的生长，部分开始相连，新的生物膜开始形成。

３ 讨论

山形阳一 犤１４犦认为，循环过滤饲养系统内，亚硝酸

氮被充分氧化、滤床发挥高效净化能力的状态称之为

滤床的成熟。本试验硝化作用建立、系统稳定成熟的

判断标准为氨氮值低于０．０５ｍｇ·Ｌ－１、亚硝酸氮值低
于０．０１ｍｇ·Ｌ－１，同Ｂｏｗｅｒ和Ｔｕｒｎｅｒ犤２犦。

本次试验发现，系统中硝酸氮的形成并未发生明

显的滞后现象，这是系统中同时进行了反硝化作用的

结果。ＭＰＮ检测结果表明，系统运行第２ｄ反硝化菌
为１．６７×１０３个·ｇ－１滤料；第２７ｄ时，反硝化细菌达
２．０８×１０５个·ｇ－１滤料；第５０ｄ左右时达２．５×１０５

个·ｇ－１滤料。
本次试验系统稳定需７５ｄ，长于已报道的２６～６０

ｄ犤２犦，这可能是因为本次试验水体的盐度牗本次试验水
体的盐度为 ３５牘高于有关报道的试验盐度 牗低于
２５牘。在某些报告中显示，氨的氧化在纯海水中因为高
氯含量的缘故几乎完全被抑制，对亚硝酸氮的氧化的

抑制作用更明显 犤３犦，从而大大延长了系统建立完整硝

化作用的时间。

在一个新系统中，氨化、硝化和脱氮几乎是按顺

生物组成
运行时间

第 ７ｄ 第 １４ｄ 第 １８ｄ 第 ２８ｄ 第 ３５ｄ 第 ４２ｄ 第 ４９ｄ 第 ５６ｄ 第 ７０ｄ 第 ７７ｄ
原生动物 ０．７５ １．９３ ２．５９ ２．４５ ３．６０ ４．８３ ２．７８ ２．９４ ２．９８ ２．９６
轮虫 １．９２ １．６３ ２．９０ ２．６２ ２．０８ ４．６１ ３．００ ２．７７ ２．７８ ２．４８
寡毛类 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 ０．２２ １．８６ ２．２３ ２．３２ ２．８４
线虫 未检出 未检出 未检出 未检出 ０．９０ １．９５ ２．１１ ２．３０ ２．５４ ３．６２
挠足类 未检出 未检出 ４．５３ ４．８４ ５．４５ ５．９０ ５．３４ ４．９０ ４．８９ ２．０８

表２ 系统中生物相的组成及其变化情况

Ｔａｂｌｅ２ Ｔｈｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆｂｉｏｐｈａｓｅａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｙｓｔｅｍ

注：表中数字为每克滤料含各生物个数的对数值。
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序一个接一个地进行，随着系统的良性运转，它们之

间的时滞逐渐缩短，在一个调整好的系统中，它们将

同时发生。本次试验的缓冲试验结果表明，系统第一

次达稳定状态后，加入１０ｍｇ·Ｌ－１ＮＨ４－Ｎ，仅需７ｄ
便再次达稳定状态。这说明生物滤器已具备完整的硝

化能力。

每个阶段细菌种群的数目及优势种群均有变化，

表现为三态氮及总菌数的起伏变动。因异养菌自身代

谢比较快，所以系统初期总菌数的变化亦比较明显和

剧烈。系统中后期，硝化细菌为主的自养菌逐渐增加，

其优势度增强，因其自身增殖代谢速度比较慢，所以

总菌数变化幅度降低。异养菌开始出现时就有较大的

量，在系统稳定过程中其优势地位逐渐为硝化菌所取

代，后者则是逐渐增加的。

本次试验测得的总菌数比已报道的值要高牞可能
与本文选择的滤料有关。已报道的研究结果所采用的

滤料为石砾犤８犦、砂砾犤１５牞１６犦或活性炭犤１７犦。本次试验选择

沸石作滤料。由三者的扫描电镜的照片可以看出，石

砾表面结构为尖峰状突起，砂砾的表面结构为片状、

蜂窝状结构，而沸石的表面结构与两者存在明显的不

同。即使在放大３５００倍的情况下，沸石的表面依然
有数不清的细微的纹理结构存在，其比表面积高达

４９１．８０３３ｍ２·ｉｎ－３牗注：１ｉｎ≈０．０２５ｍ牘，石砾的比表
面积仅为０．０１６ｍ２·ｉｎ－３犤１８犦。本次试验细菌计数方法
使用ＡＯＤＣ法，有关研究表明，这种方法比常规的培
养计数法所得到的数据高１０～１０５倍。考虑到硝化细
菌的分类复杂性、种类不确定性尤其是海水硝化细菌

的培养难度，本次试验并未对细菌进行分类。
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