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摘要:【目的】针对目前水产养殖专用优良菌种资源缺乏的现状，从养殖环境和养殖生物体中分离筛选具有
水质净化功能的酵母菌，并对优良菌株进行鉴定。【方法】在低温和常温条件下从皮皮虾、南美白对虾肠道
及养殖池底质活性污泥中分离具有水质净化功能的酵母菌，在模拟水体中对分离菌株的水质净化能力进行
筛选，并对优良菌株采用形态、生理生化实验及 5. 8S rDNA ITS 序列分析进行鉴定。【结果】从 3 种介质中
共分离到酵母菌 37 株，其中常温分离 16 株，低温分离 21 株。水质净化实验结果表明，常温分离的 16 株酵
母菌中有 5 株，低温分离的 21 株酵母菌中有 6 株对模拟水体中亚硝态氮和氨氮有显著的去除效果;其中低
温分离的 DN9 和常温分离的 CN6 48h 能将 10. 64mg /L 的亚硝态氮彻底转化，96h 对 630mg /L CODcr的去除
率分别达 52%和 67%。DN9 和 CN6 均产红色色素，经形态特征、生理生化特性及 5. 8S rDNA 基因序列分
析，鉴定菌株 CN6 为沼泽生红冬胞酵母 ( Ｒhodosporidium paludigenum )，DN9 为胶红酵母 ( Ｒhodotorula
mucilaginosa)。【结论】红酵母 DN9 和 CN6 能有效去除养殖水体中的有机污染物和亚硝态氮，有望开发成
水产养殖水质净化高效微生态制剂。
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酵母菌(Yeast)是一类以芽殖或裂殖方式进行
无性繁殖的单细胞真菌，由于菌体蛋白含量高、代谢
产物多(如:肽、有机酸、寡糖、氨基酸)等特点，广泛
应用于饲料、酿酒、制药、生物工程等方面［1］。酵母
菌作为腐生型真菌能利用多种有机物(简单糖，有
机酸、醇等)，体内含有特殊的氧化分解酶，具有很
强的代谢能力，同时具有良好的耐酸、耐渗透压等特
点，因此广泛地应用于高浓度有机废水的处理［2］，
如可用于橄榄油压榨废水中 COD 和酚类物质的降
解［3］，高浓度味精废水处理［4］、烟草废水中有机物

的处理［5］，还可用于石油污染的修复［6 － 8］。酵母菌
在水产养殖上主要作为饵料添加剂，生产的饲料酵
母还可部分替代鱼粉［9］，不仅能刺激鱼虾体内蛋白
酶、淀粉酶等酶类的分泌，从而提高动物对食物的利
用率增加重量;而且能增强鱼虾对弧菌病菌的抵抗
能力，提高成活率［10 － 13］，而作为水质净化剂的研究
相对较少。本研究以净化水质为筛选目标，从养殖
环境和养殖生物体内选育优良菌株，并对优良菌株
进行鉴定，以期为水产养殖高效微生态制剂的研制
和开发提供优良的菌种资源。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 培养基: (1)富集培养基:20 g 葡萄糖，20 g
蛋白胨，10g 酵母膏，100 mg 青霉素(筛选过程中排
除细菌干扰)，1000 mL 蒸馏水。( 2 )分离培养基
(PDA 培养基):葡萄糖 20 g，土豆 200g，琼脂 12g，蒸
馏水 1000 mL。
1. 1. 2 材料: (1)分离介质:养殖池底泥、皮皮虾、
南美白对虾。(2)模拟污水:将 60g 麸皮加水 400mL
高压灭菌后过滤，取上清稀释至 6L 作为模拟污
水［14］。
1. 1. 3 主要仪器和试剂: Allegra X-22Ｒ 离心机
(Beckman )，灭菌 锅 ( Sanyo )，PCＲ ( MJ Ｒesearch
PTC-100)，电泳仪 (Bio-ＲAD)，凝胶成像系统 ( SIM
Bio-Best)，水质快速测定系统 (北京普析通用仪器
有限责任公司)，UV-2550 紫外可见分光光度计(岛
津)，恒温培养箱、摇床(上海智诚分析仪器制造有
限公司)。尸胺、乳糖、麦芽糖、D-甘露醇、D-木糖、
松三糖、棉子糖、放线菌酮( Sigma)，DNA 提取试剂
盒(TaKaＲa)，Taq 酶、dNTP(北京鼎国生物技术有限
责任公司)，回收试剂盒(宝生物(大连)有限公司)，
酵母膏、蛋白胨 (北京奥博星生物技术有限责任公
司)，其它试剂均为国产分析试剂。
1. 2 常温条件下酵母菌分离纯化
1. 2. 1 取样: 从养殖池中采集 5 cm － 15 cm 池底
污泥，用烧杯带回室内。分别取健康的南美白对虾、
皮皮虾在无菌条件下剪下肠道，将肠道加入少许蒸
馏水研磨，以研磨后的样品为原液。
1. 2. 2 富集: 取 1 g 泥或 1 mL 原液于 50 mL 富集
培养基中，25℃振荡培养 2 d。
1. 2. 3 分离纯化: 将富集液梯度稀释至 10 － 3、10 － 4

和 10 － 5，取 0. 1 mL 稀释液于分离培养基中，涂平
板，25℃培养，观察菌落生长状况，等菌落长出后，取
平板上单独分布的菌落并标记，制片在显微镜下观
察，对菌体为酵母菌的菌落进行划线纯化。
1. 3 低温条件下酵母菌分离纯化

低温条件下酵母菌的富集和分离同常温，只是
将温度设为 15℃，培养时间适当延长。
1. 4 模拟污水中酵母菌水质净化能力筛选
1. 4. 1 初筛: 配模拟污水并在水中加入一定的亚

硝态氮，分装到 150 mL 三角瓶中，每瓶装 50 mL，灭
菌后每瓶接菌 2 环。常温酵母于 25℃处理 4 d，低
温酵母菌在 15℃处理 5 d，处理期间每天早晚晃动
三角瓶 2 次。处理完后取水离心，取上清液测亚硝
态氮和氨氮含量。
1. 4. 2 复筛: 将初筛菌株按 3%的接种量接种到模
拟污水中，于 25℃ 下 150 r /min 振荡处理，分别在
24 h、48 h 和 72 h 取样测亚硝酸盐含量及 OD600值，
对亚硝态氮转化效率高的菌株于 96h 取样，测 COD
含量，以接种灭菌发酵液为对照。
1. 5 优良酵母菌的形态观察及生理生化实验

实验包括掷胞子、子囊胞子、分裂方式、25℃生
长、30℃生长、37℃生长、是否产色素、假菌丝、菌体
细胞形状、菌落特征 ( PDA)、硝酸盐生长、亚硝酸
钠、乙胺、尸胺、类淀粉产生、乳糖、麦芽糖、D-甘露
醇、D-木糖、葡萄糖、松三糖、棉子糖、放线菌酮、无生
物素。
1. 6 优良酵母菌分子鉴定
1. 6. 1 DNA 模板的提取: DNA 提取采用 TaKaＲa
Yeast DNAiso Kit 试剂盒，提取产物在 1%的琼脂糖
凝胶进行电泳，电泳后，紫外灯下观察，若出现目的
条带说明提 DNA 成功。
1. 6. 2 5. 8S rDNA 的 PCＲ 扩增: 采用 50μL 反应
体系，用一对与 ITS 序列互补的引物，ITSl ( 5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ’) 和 ITS4 ( 5 ’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)对 5. 8S ITS 区段进
行扩增。取菌株基因组 DNA2. 5 μL，ITSl 2. 5 μL，
ITS4 2. 5 μL，ddH20 14 μL，首先 98℃变性 10 min 取
出，冰浴加 10 × ExTaq buffer 5 μL，dNTP 4 μL，
TaKaＲa rTaq 酶 0. 5 μL，ddH20 19 μL。反应条件:
95℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 45 s，30 个循环;72℃末端
延伸 10 min。PCＲ 产物保存于 － 20℃备用。
1. 6. 3 5. 8S rDNA 的序列测定: 扩增的 PCＲ 产物
经 1%的琼脂糖凝胶电泳后，在凝胶成像系统中紫
外灯照射下将目的条带迅速切下，使用宝生物(大
连)有限公司的 Agarose Gel DNA Fragment Ｒecovery
Kit Ver． 2. 0 PCＲ 产物回收试剂盒进行回收，回收产
物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，得到 5. 8S rDNA 的
纯化产物，测序工作由北京三博远志生物技术有限
公司完成。
1. 6. 4 分类地位分析及系统发育树的构建: 将测
序获得的酵母 5. 8S ITS rDNA 序列与 GenBank 核酸
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数据库进行 BLAST 分析比对，用 MEGA ( version
5. 2)构建系统发育树，用 Neighbor Joining 法对进化
树评估，进行亲缘关系和系统发育分析。

2 结果和分析

2. 1 分离
从皮皮虾、对虾及养殖池底泥中共分离到酵母

菌 37 株，其中常温分离到 16 株(泥中 6 株，编号为
CN1-CN6，对虾中 5 株，编号 CD1-CD5，皮皮虾中 5
株，编号 CP1-CP5)，低温分离到 21 株酵母菌(泥中
11 株，编号为 DN1-DN11，对虾中 6 株，编号 DD1-
DD6，皮皮虾中 4 株，编号 DP1-DP4)。
2. 2 模拟污水中酵母菌水质净化能力筛选
2. 2. 1 常温酵母菌水质净化能力初筛: 从表 1 可
知，常温分离的酵母菌对亚硝态氮均表现较强的
去除能力，去除率达到 90% 以上，其中 CN6、CD1、
CD4、CD5 和 CP4 能将初始浓度为 11. 65mg /L 的
亚硝态氮彻底转化，且对氨氮表现一定的净化效
果，其它菌株虽然对亚硝态氮的转化效率较高，但
部分菌株氨氮出现了累积，说明常温分离菌株中
的 CN6、CD1、CD4、CD5 和 CP4 的水质净化能力相
对较强。

表 1． 常温酵母菌的筛选结果(25℃)
Table 1． Ｒesults of normal temperature yeast

screening under 25℃

Strain

No．

c(Nitrite-N) /

(mg /L)

c(Ammonia-

N) /(mg /L)

Nitrite-N

removal

rate /%

Ammonia-N

removal

rate /%
CK 11. 65 11. 14 / /
CN1 0. 70 10. 53 94. 01 5. 41
CN2 0. 40 9. 55 96. 59 14. 21
CN3 0. 32 10. 67 97. 24 4. 14
CN4 0. 66 6. 27 94. 37 43. 72
CN5 0. 06 11. 30 99. 46 － 1. 44
CN6 0. 05 9. 82 99. 56 11. 84
CD1 0. 02 8. 24 99. 79 25. 96
CD2 0. 82 13. 08 92. 98 － 17. 42
CD3 0. 63 13. 93 94. 58 － 25. 12
CD4 0. 04 9. 37 99. 66 15. 90
CD5 0. 02 9. 37 99. 83 15. 90
CP1 0. 94 11. 26 91. 96 － 1. 10
CP2 0. 39 10. 78 96. 68 3. 21
CP3 0. 92 10. 50 92. 13 5. 67
CP4 0. 05 10. 18 99. 56 8. 63
CP5 0. 67 11. 59 94. 24 － 4. 06

2. 2. 2 低温酵母菌水质净化能力初筛: 从表 2 可
知，低温分离的酵母菌对亚硝态氮的转化能力较强，

去除率达到 97% 以上，但部分菌株氨氮含量上升，

其中 DN5、DN9、DD4、DD5、DD6 和 DP4 此 6 株酵母
菌对亚硝态氮去除率达到 99%，同时对氨氮去除率
超过 40%，因此，将初筛 6 株菌用于后续复筛试验。

表 2． 低温酵母菌的筛选结果

Table 2． Ｒesults of low temperature yeast screening under 15℃

Strain

No．

c(Nitrite-N) /

(mg /L)

c(Ammonia-

N) /(mg /L)

Nitrite-N

removal

rate /%

Ammonia-N

removal

rate /%
CK 11. 44 11. 16 / /

DN1 0. 06 11. 70 99. 45 － 4. 81

DN2 0. 04 8. 52 99. 65 23. 70

DN3 0. 05 10. 44 99. 60 6. 50

DN4 0. 05 8. 91 99. 59 20. 16

DN5 0. 06 6. 62 99. 45 40. 66

DN6 0. 06 15. 42 99. 49 － 38. 13

DN7 0. 05 9. 09 99. 55 18. 56

DN8 0. 05 9. 04 99. 53 19. 07

DN9 0. 10 6. 17 99. 13 44. 71

DN10 0. 29 8. 55 97. 43 23. 45

DN11 0. 05 7. 36 99. 57 34. 08

DD1 0. 04 7. 02 99. 69 37. 12

DD2 0. 05 9. 45 99. 56 15. 35

DD3 0. 08 9. 35 99. 33 16. 28

DD4 0. 06 5. 91 99. 45 47. 07

DD5 0. 04 5. 32 99. 68 52. 30

DD6 0. 04 6. 69 99. 66 40. 01

DP1 0. 28 7. 56 97. 57 32. 31

DP2 0. 34 5. 64 97. 03 49. 52

DP3 0. 04 8. 39 99. 64 24. 89

DP4 0. 04 6. 45 99. 69 42. 26

2. 2. 3 酵母菌水质净化能力复筛: 由于筛选酵母
菌对氨氮的去除效果均不太理想，复筛主要比较菌
株的生长繁殖速率与亚硝态氮的转化速率之间的关
系及对 COD 的降解效果。从表 3 可知，随着时间的
推移菌液的 OD600值逐渐升高，48 h 后 CN6 和 DN9

的 OD600达到 1. 0 以上，72 h OD600达到 1. 0 以上有 4

株菌，分别为 CN6、CD4、CP4 和 DN9，其余菌株
OD600值低于 1. 0，而对照 OD600值基本不变。

菌株对亚硝态氮转化速率比较发现，24 h 仅
菌株 CN6 对 10. 64 mg /L 亚硝态氮转化率达到
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50%以上，48 h 对亚硝态氮转化率达到 90% 以上
的有 4 株，分别为 CN6、CD4、CP4 和 DN9，转化速
率均超过 0. 20 mg /( L·h)，说明此 4 株菌不仅对亚
硝态氮的转化率高且转化速率快，其菌液 OD600相

应也较高，说明菌株对亚硝态氮的转化与菌体细
胞的生长繁殖呈正相关。其他菌株转化率低于初
筛结果，可能是初筛为 96h 测定的结果，本试验最
终取样点是 72 h。

表 3． 酵母菌的 OD 值及对亚硝态氮转化速率比较
Table 3． The difference of OD and Nitrite-N removal speed for yeast

Strain No．
24 h 48 h 72 h

OD600 Ｒemoval rate / % OD600 Ｒemoval rate / % OD600 Ｒemoval rate / %

CK 0. 12 － 0. 08 0. 14 3. 42 0. 17 5. 12

CN6 0. 90 51. 33 1. 06 99. 32 1. 14 99. 55

CD1 0. 23 9. 02 0. 27 6. 67 0. 49 17. 11

CD4 0. 51 24. 35 0. 74 93. 19 1. 41 99. 49

CD5 0. 37 13. 61 0. 48 12. 81 0. 59 17. 01

CP4 0. 68 24. 05 0. 98 99. 39 1. 16 99. 50

DN5 0. 36 14. 97 0. 83 57. 44 0. 92 61. 46

DN9 0. 74 24. 05 1. 05 99. 39 1. 23 99. 50

DP4 0. 17 2. 72 0. 28 5. 02 0. 30 8. 52

DD4 0. 19 5. 12 0. 65 33. 33 0. 68 36. 75

DD5 0. 16 1. 82 0. 23 37. 20 0. 74 46. 33

DD6 0. 19 0. 32 0. 36 39. 83 0. 68 45. 30

从图 1 可知，所有处理 COD 含量都显著低于对
照，说明实验菌株对有机质都有一定的降解效果，其
中 CN6 和 DN9 的 COD 含量相对较低，分别为 205
和 291 mg /L，不到对照 630 mg /L 的 1 /3，说明 CN6
和 DN9 对有机质的分解能力强。

综合衡量各指标发现 DN9 和 CN6 在 48 h 能将
10. 64 mg /L 的亚硝态氮彻底转化，96h 对 630 mg /L
COD 的去除率分别达 52% 和 67%。说明 CN6 和
DN9 的水质的净化效果较好，对此两个分离株进行
鉴定。

图 1． 各处理 COD 含量
Figure 1． The COD concentrations of different treats

2. 3 菌株的鉴定
2. 3. 1 形态及生理生化实验鉴定结果: 从表 4、表
5 结果综合分析，参照《酵母菌的特征与鉴定手册》

中六、检索表 (九)产粉红色菌落的酵母菌检索表
(包括生理学试验和形态学描述)364 － 366 页描述，
检索出 CN6 为沼泽生红冬胞酵母 Ｒhodosporidium
paludigenum， DN9 为 胶 红 酵 母 Ｒhodotorula
mucilaginosa。
2. 3. 2 分子鉴定结果: PCＲ 扩增后进行电泳发现，
CN6 和 DN9 在 500 － 750 bp 之间有一条清晰条带，
说明 DNA 提取及 PCＲ 扩增都比较成功，PCＲ 产物
可用测序。测序结果表明:CN6 和 DN9 的 5. 8S ITS
rDNA 序列大小分别为 580 bp、591 bp，序列与
GenBank 数据库中已收录的酵母菌的 5. 8SrDNA 进
行 Blast 分析，利用 MEGA 软件对菌株 CN6、DN9 和
模式菌株进行系统发育树的构建。NCBI 数据库
blast 搜 索 结 果 表 明，CN6 为 Ｒhodosporidium
paludigenum，DN9 为 Ｒhodotorula mucilaginosa，然后
将得到的序列采用 MEGA5. 2 建立系统发育树，从
图 2 可 知，菌 株 DN9 与 模 式 菌 株 KDLYC24-1
(GenBank: HQ909092. 1)同处一个分支中，相似度
为 100%，说明 DN9 为 Ｒhodotorula mucilaginosa，菌
株 CN6 与 模 式 菌 株 AUMC7789 ( GenBank:
JQ425395. 1)同处一个分支中，相似度为 96%，说明
CN6 为 Ｒhodosporidium paludigenum，与 blast 数据结
果一致。
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表 4． 形态与生理生化特征
Table 4． Morphological and physio-biochemical characteristics

Strain Ballistospore Ascospore
Division

method

25℃

grow

30℃

grow

37℃

grow
Pigment

Pseudo-

hypha

Cell

morphology

Colony characteristics

(PDA)

CN6 － － Budding + + － Pink － Long oval

Smooth，middle

spherical protrusions，

opacity

DN9 － － Division + + + － Ｒed － Oval
Smooth，circle，

regular edge，opacity

—:no growth，+ :grow，+ + :grow well。

表 5． 碳、氮源同化实验
Table 5． Carbon and nitrogen source assimilation test

Strain Nitrate Nitrite Ethylamine Cadaverine
Amyloid

generation
Lactin

Malt

sugar

D-

mannitol

D-

xylose
Melezitose Ｒaffinose Actidione Biotin

CN6 + + + W — — + + + — + + +

DN9 — — + V — — + V + + + — +

+ : positive，—:negative，W:weak positive，V:variable reaction。

图 2． 基于 DN9 和 CN6 的 5. 8S rDNA 的系统发育树
Figure 2． Phylogenetic tree drawn based on 5. 8S rDNA of DN9 and CN6． Number in parentheses represent the sequences’accession number in

GenBank，the number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar，0. 02 sequence divergence．

3 讨论

在现代化的高密度养殖模式中，由于残饵、粪便

和生物残体大量沉积腐烂，导致有害藻类和病菌的

大量繁殖，水质恶化，而抗生素和化学药品的滥用带

来了药物在鱼虾体内大量富集残留和病原菌的抗药

性等问题［13］导致水产品质量的下降，既危害了人类

健康，也污染了环境［15］。因此，如何控制养殖污染

已成为养殖成败的关键因素之一，目前也开发出系

列微生态制剂用于净化养殖环境，主要菌种有光合

细菌、芽胞杆菌、(反)硝化细菌、酵母菌等。光合细

菌可有效去除水体中小分子有机物、氨氮及硫化氢

含量，但光合细菌生长周期长，起效慢，一般在 96h

以后发挥净水作用［16］;芽胞杆菌对水体中的亚硝态

氮及 COD 有很强的去除效果［17］;(反)硝化细菌主

要用于水体脱氮，对有机质去除效果不明显［18］。酵

母菌相对于上述 3 种细菌具有以下优势，一是菌体

细胞蛋白质的含量高，占细胞干重的 30% － 50%，

含有鱼类、甲壳类必需氨基酸、脂肪酸、还富含多种
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维生素、矿物质、各种消化酶和生物活性物质，能促

进各种饵料的消化吸收，可作为水产动物饵料添加

剂;二是酵母菌作为单细胞真菌，细胞大、生长快、代

谢旺盛，施于水体容易形成优势菌群，快速发挥作

用;三是作为水产养殖水质净化剂具有脱氮 (李静

等在 培 养 基 上 研 究 了 粘 红 酵 母 ( Ｒhodotorula

glutinis) CICC3122 的好氧反硝化特性，发现在 pH

值 4. 0，温度 30℃，转速 200 r /min;以柠檬酸钠为碳

源，碳氮比为 360:1 条件下，对初始浓度为 40mg /L

在亚硝酸钠去除率可达 99. 26% )［19］和降解有机污

染物的能力 (戴顺珍等研究发现圆丘假丝酵母

(Candida． colliculosa) DY11-1 处理 9 d 后对饲料浸

出液中 27. 60 mg /mL COD、12. 22 mg /mL 总氮、2. 67

mg /mL 总磷的降解率分别为 43. 0%、37. 8% 和

47. 5% )［20］。

菌株 CICC3122 虽然菌株去除亚硝酸盐的能力

较强，但试验条件比较苛刻，实用性不是很强;菌株

DY11-1 脱氮和降解 COD 的效率都不是很高。本研

究选育的红酵母菌 DN9 和 CN6 不仅对模拟水体中

的亚硝态氮的去除效率高，25℃处理 48h，基本能将

初始浓度为 10. 64mg /L 的亚硝态氮彻底转化，同时

对 COD 的降解能力强，96h 对 630mg /LCOD 降解率

达到 52% 和 67%。这说明选育的酵母菌 DN9 和

CN6 可用于亚硝态氮和有机质含量高的养殖水体修

复，且菌株产红色色素，菌体蛋白含量高有望开发成

饵料添加和水质净化兼用微生态制剂。
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Isolation， screening and identification of yeast for
aquaculture water purification

Fengxing Xie，Fengfeng Zhang，Ke Zhou，Yujie Zhao* ，Haibo Sun，Yun wang
Tianjin Ｒesearch Center of Agricultural Biotechnology，Tianjin 300384，China

Abstract:［Objective］ In order to get excellent yeast strains for aquiculture water purification，we isolated，screened and
identified yeasts from the aquacultural environment and intestinal tract of shrimp． ［Methods］ The potential water
purification ability of yeasts，isolated from the activated sludge of aquacultural environment and intestinal tract of white
shrimp and mantis shrimp under normal and low temperature，was evaluated in the simulated wastewater． Morphological
physio-biochemical characteristics，5. 8S rDNA ITS gene sequence analysis were used to identify the strains． ［Ｒesults］
Thirty-seven yeast strains were isolated from 3 samples，among them 16 strains were isolated under normal temperature
(25℃ ) while 21 strains were isolated under low temperature (15℃ ) ． Water purification test suggested 5 strains isolated
under 25℃ and 6 strains isolated under 15℃ had higher removal ability of nitrite and ammonia from water． After 48 hours
treatment with DN9 and CN6，10. 64 mg /L nitrite in the water was completely removed． After 96 hours treatment，CODcr

degradation rates of the 2 strains were 52% and 67%，respectively． According to morphological，physio-biochemical
characteristics and 5. 8S rDNA ITS gene sequence analysis，the strain DN9 was identified as Ｒhodotorula mucilaginosa and
CN6 as Ｒhodosporidium paludigenum． ［Conclusion］ Strains DN9 and CN6 would be promising for water purification in
aquiculture．
Keywords: yeast，water purification，isolation and screening，identification
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