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摘  要 

未经处理的养殖用水排放进湖泊等水域原生态水域极其容易造成水质恶化，养殖用水虽然无法限制用量，但是

具有易于集中处理的特点，是一种可再生的水资源。相较于物理处理的方法覆盖面积有限，化学处理方法会对

水质产生无法掌控的影响，生物净化综合成本较低，可以作为水生生态系统的一部分与养殖动物相辅相成。本

实验选用PVA-SA作为藻菌复合载体，硼酸-CaCl2作为交联剂，将藻菌一同固定化，以固定化藻菌胶球对养殖用

水中整体的无机氮即氨态氮、亚硝酸盐氮和硝酸盐氮的去除率作为主要指标，进行固定化藻菌胶球去除养殖用

水中无机氮的试验研究。固定化藻菌胶球中藻菌比例10:1较1:1和1:10组在净化无机氮上有明显的优势，藻菌

比例10:1分别对氨态氮、亚硝酸盐氮、硝酸盐氮最大去除率为86.44%、95.57%、79.16%。 
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Abstract 
The discharge of untreated aquaculture water into lakes and other water bodies in the original ecologi-
cal water is extremely easy to cause deterioration of water quality. Although the amount of aquaculture 
water cannot be limited, it can concentrate on treatment and is a kind of renewable water resources. 
Compared with the limited area covered by physical treatment methods, chemical treatment methods 
will have an uncontrollable impact on water quality. The overall cost of biological purification is lower, 
which can be used as a part of the aquatic ecosystem to complement each other with farmed animals. In 
this experiment, PVA-SA was used as a composite carrier for algae and bacteria, and boric acid-CaCl2 was 
used as a cross-linking agent to immobilize the algae and bacteria together. The immobilized algae gel 
ball was used to affect the overall inorganic nitrogen in the breeding water, namely ammonia nitrogen 
and nitrite. The removal rate of nitrogen and nitrate nitrogen was used as in our experimental study to 
remove inorganic nitrogen in aquaculture water by immobilized algal gelatin balls. Compared with 1:1 
and 1:10 groups, the ratio of 10:1 in immobilized algae gel pellets has obvious advantages in purifying 
inorganic nitrogen. The maximum removal rate of nitrogen, nitrite nitrogen and nitrate nitrogen is 
86.44%, 95.57% and 79.16%. 
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1. 引言 

面对水污染问题需要更行之有效的方法净化水质，可以从解决养殖用水污染问题着手提高水再利用率。水

质恶化的原因之一是自然条件下水产动物活动中会遗留残饵、粪便等污染物，这些污染物在养殖用水中其他微

生物的作用下降解成如氨态氮、亚硝酸盐氮和硝酸盐氮等小分子物质[1] [2]，极易引起水体富营养化。 
目前我国在处理养殖用水方面操作较简单的方法是用重力分离、气浮法和沉淀等物理方法对养殖用水简单

处理[3] [4]，效果较好的处理方法是化学法[5]和生物法[6] [7]。但随着水质恶化情况的加重，投入的化学药品也

在增加，水质理化因子逐渐变化，经过二次处理的养殖用水仍然存在无机氮超标的现象。Gao [8]在水产养殖用

水中培养了大量的藻类，利用水产养殖用水中的营养物质帮助藻类生长，达到去除养殖用水中营养物质的效果。

选择早在 20 多亿年前就开始生长繁殖的普通小球藻(Chlorella vulgaris)不光可以起到净化水质的作用，而且其作

为养殖动物的生物饵料适口性极好[9] [10]。小球藻以与蓝藻(Cyanobacteria)、裸藻(Euglena)和甲藻(Dinoflagellates)
等有害藻类竞争水体内有机物的方式来抑制有害藻类[11]，去除水中无机氮，防止水体富营养化。一定条件下，

小球藻在养殖用水中生存并吸收其中部分多余营养物质，达到水质净化效果，其对温度和盐度等环境条件要求

低，有利于吸收多种重金属离子[12] [13] [14]，是一种前景广阔的净化水质的生物材料。枯草芽孢杆菌(Bacillus 
subtilis)是为数不多的能形成内生孢子的革兰氏阳性细菌，对环境适应能力强，可防御外界部分有害因子，有耐

高温以及可快速复活等优点，在土壤、水、空气和动物体内等都有分布[15]。目前研究表明，芽孢杆菌对提高水

质方面具有出色的能力，并且其对人体有一定的安全性，是一种优秀的微生物添加剂[16]。芽孢杆菌可以对有害

病原体进行粘附位竞争，产生酶并刺激免疫系统进行生物修复。但是，游离态的藻和菌比养殖用水中其他污染
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物质比重小，不易形成类似活性污泥的絮凝体，换水过程中通常都悬浮于水中无法分离，所以需要频繁投洒液

态小球藻和芽孢杆菌，经济投入相对较高，可尝试使用固定化技术可以行之有效地解决游离态藻与菌处理养殖

用水的弊端。 
固定化技术是近年发展起来的一项新型研究，Maryam Latifian [17]的研究表明，固定化微藻可保证次生代

谢物质的生产，用作种质保存，在养殖用水处理等方面具有广阔的应用前景。此外，考虑到小球藻体态圆球状，

藻细胞与细胞之间间隔较大，并且生长初期喜好高浓度无机氮环境，所以在固定小球藻时加入与其协同的芽孢

杆菌不仅可以提高空间利用率，还可以为小球藻提供氮肥。小球藻可以通过光合作用在不断繁殖中释放氧气供

给芽孢杆菌，芽孢杆菌可以为小球藻提供养料，两者之间相辅相成，目前关于固定化藻菌胶球的试验研究尚不

成熟，可借鉴固定化藻类的方式适量加入有益菌，或可成为一种新的研究方向。固定化藻菌的载体分为天然与

人工两大类，天然载体具有较好亲和力，传质性好，人工载体价格低廉，抗物分解性好但有毒性[18]。人工固定

化材料大多选用琼脂、明胶、海藻酸钠(SA)、聚乙烯醇(PVA)以及聚丙烯酰胺凝胶等。在各种固定化备选材料中，

琼脂强度较差，明胶虽结构比琼脂密实但传质性能差，聚丙烯酰胺凝胶的毒性不利于水生生态环境的健康[19]，
SA 和 PVA 具有无毒、内部结构密实、固定化方法简单和价格便宜容易得到等优点成为较为适合的包埋载体[20]。
影响固定化的因素有固定化载体、交联剂、固定化时间、胶球成球情况、胶球传质性等，本实验将 PVA 与 SA
作为复合固定化载体，硼酸与 CaCl2 作为固定化交联剂，固定出胶球以固定化小球藻对养殖用水中的无机氮去

除率为主要指标，筛选出固定化藻菌胶球最优制备条件，研究固定化藻菌胶球净化养殖水体无机氮的效果。 

2. 材料与方法 

2.1. 试验材料 

普通小球藻购自中国科学院武汉水生生物研究所；芽孢杆菌购自天津歆毅翎科技有限公司；海藻酸钠和聚

乙烯醇均购自天津市光复精细化工研究所；无水氯化钙购自天津市汇航化工科技有限公司；硼酸购自天津市福

晨化学试剂厂；草金鱼(Carassius auratus)购自天津市西青区曹庄花卉市场，体重为 1.50 g (±0.2 g)，体长为 4 cm 
(±0.5 cm)。本试验人工养殖用水配方参照王书亚[21]的方法，灭菌后调节配制所得养殖用水中无机氮为：2.2 mg/L
氨态氮，0.1 mg/L 亚硝酸盐氮，4 mg/L 硝酸盐氮。 

2.2. 试验方法 

2.2.1. 固定化藻菌胶球的制备方法 
预先浸泡一定质量的 PVA 12 h 直至溶解，备用。称取一定质量的 SA、CaCl2、硼酸，其中 CaCl2和硼酸可

直接用玻璃棒搅拌溶解；SA 需在磁力搅拌器 60℃下缓慢加入超纯水中持续搅拌 1 h，静置冷却去除气泡；在准

备好的 PVA 溶液中加入适量的 SA 配制成 PVA-SA 复合包埋载体；将一定浓度的 CaCl2溶液与硼酸混合配制成

不同浓度的 CaCl2-硼酸复合交联剂。按浓度梯度稀释获得 2%的 SA 和 CaCl2、1%PVA、3%硼酸，每组设置三个

平行，在温度 121℃、压力 0.1 MPa 的高压灭菌锅中灭菌 1 h。试验过程中 6.4 × 104 cells/mL 的小球藻[21]和等密

度的芽孢杆菌混合后与等体积的 SA 或 PVA-SA 固定化载体溶液混合，使用 50 mL 注射器吸取 PVA-SA 包埋液

从 20 cm 的高度滴入 CaCl2-硼酸复合交联剂中形成固定化胶球，交联一定时间后捞出固定化胶球，用生理盐水

溶液冲洗 3~4 次固定胶球。 

2.2.2. 固定化藻菌胶球对草金鱼养殖用水无机氮的影响 
取暂养半个月后的草金鱼养殖用水平均分装于 2 L 锥形瓶内，将小球藻与芽孢杆菌以 1:10、1:1、10:1 三个

比例混合，分别加入固定化载体溶液中进行藻菌固定化，将制作好的固定化藻菌胶球投入草金鱼养殖用水中，

各设三个平行，置于光照 4000 1ux~4500 1ux，温度 25℃恒温光照培养箱中培养以固定化藻菌胶球中藻菌浓度比
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例对草金鱼养殖用水中整体的无机氮去除效果为参考得出结果。 

2.2.3. 测定方法 
本实验参考国家环保总局《水和废水监测分析方法》[22]，氨态氮测定为纳氏试剂分光光度法；亚硝酸盐氮

测定为重氮–偶氮比色法；硝酸盐氮测定为锌镉还原法。 

2.3. 数据处理与统计分析 

实验数据采用 Origin 软件进行数据计算分析和作图。试验结果采用 SPSS 进行方差分析，多重比较检验各

试验组间是否具有显著差异(P < 0.05)。 

3. 结果与分析 

选用 2%的 SA 和 1%的 PVA 固定化载体溶液与小球藻和芽孢杆菌等体积混合，其中小球藻和芽孢杆菌以

1:10、1:1 和 10:1 三个比例进行固定化藻菌胶球试验，交联剂溶液以 3%的硼酸和 2%的 CaCl2溶液混合，固定化

藻菌胶球的制作共处理 12 h，冲洗后投入草金鱼养殖用水水样中连续 7 d 监测无机氮浓度。根据图 1 所示，在

第 7 d 时氨态氮浓度出现最小值，该试验组为藻菌比 10:1，氨态氮浓度从起始值 1.18 mg/L 降至 0.16 mg/L，去

除率为 86.44%，3 组试验之间浓度对草金鱼养殖用水中氨态氮浓度的影响有显著差异(P < 0.05)。 
 

 
Figure 1. Trend chart of NH4-N over time 
图 1. 氨态氮随时间变化趋势图 

 

图 2 为亚硝酸盐氮随时间变化趋势图，从图中可明显的看出亚硝酸盐氮去除率最高的组别藻菌比为 10:1，
去除率为 95.57%，亚硝酸盐氮浓度从起始值 0.55 mg/L 去除到只剩 0.02 mg/L，3 组试验之间浓度对养殖用水中

亚硝酸盐氮浓度的影响有显著差异(P < 0.05)。 
 

 
Figure 2. Trend chart of NO2-N over time 
图 2. 亚硝酸盐氮随时间变化趋势图 
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图 3 客观地表示出了硝酸盐氮浓度随时间的波动，10:1 藻菌比的试验组在 7 d 时将养殖用水中硝酸盐氮浓

度降到最低值 0.67 mL，最大去除率为 79.16%，3 组试验之间浓度对草金鱼养殖用水中硝酸盐氮浓度的影响有

显著差异(P < 0.05)。 
 

 
Figure 3. Trend chart of NO3-N over time 
图 3. 硝酸盐氮随时间变化趋势图 

4. 讨论 

为防止悬浮态的藻和菌的生长速率远小于从养殖水体中流失的速率，致使养殖用水净化效率大大降低，后

期难以将藻和菌分离回收，以及为藻菌停留和水体停留在时空上分离的实现，本实验综合考虑随着 SA 浓度的

增加，交联出的凝胶网格逐渐致密，在牢固包埋藻菌的同时通过小孔排泄废物，但当 SA 浓度过高后，交联出

的凝胶网格过于致密，妨碍了物质交换，选用 2%SA 在形成凝胶网格的同时可保证藻菌在胶球中有最高的生命

力和生长速率[23]，在配置固定化载体的基础上添加低浓度 PVA 对固定化藻菌胶球有整体加强效果[24]。选用

PVA-SA 作为藻菌复合载体，硼酸-CaCl2 [25] [26]作为交联剂将藻菌一同固定化，可以更有效地方便藻菌的回收。

草金鱼养殖用水中氨态氮浓度在固定化藻菌胶球的作用下随着时间的延长逐渐降低，在最后一天藻菌比 10:1 试

验组草金鱼养殖用水中氨态氮去除率可达到86.44%，亚硝酸盐氮去除率 95.57%，硝酸盐氮浓度去除率为79.16%。

在刘盼等[27]对小球藻去除氨态氮和亚硝酸盐氮的试验研究中，氨态氮去除率 86.75%与本试验结果相似，亚硝

酸盐氮去除率 83.75%，去除率明显低于小球藻与芽孢杆菌共同处理亚硝酸盐氮，说明芽孢杆菌可以在不影响小

球藻生长的同时辅助小球藻一同去除养殖用水中亚硝酸盐氮等，沈南南等[28]的研究验证了这一想法，小球藻与

芽孢杆菌共生系统对水质净化的效果明显优于单一添加小球藻或芽孢杆菌。 
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