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　　摘要：以活性污泥中分离出的亚硝化的细菌为研究对象，对亚硝化菌培养条件（培养温度、ｐＨ、碳源、氮源、刺激因
子）进行优化。结果表明：亚硝化细菌最佳培养温度为３０℃，最佳培养基ｐＨ值为８．０，外加碳源Ｎａ２ＣＯ３最佳浓度为

０．２％，ＮＨ４ＨＣＯ３最佳浓度为０．２％，刺激因子ＬａＣｌ３最佳浓度为０．００４％。在此最佳培养条件下，亚硝化细菌生长及

亚硝酸盐氮富集能力达到最高，为１８５．３６ｍｇ／Ｌ，脱氮率最高为９２．５２％；采用三角瓶半连续式培养的亚硝化细菌脱氮
性能优于量筒培养的，而连续式培养较半连续式培养能更有利于亚硝化细菌菌群数量的增长和繁殖。
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　　亚硝化细菌在自然界分布十分普遍，土壤、淡水及海洋中
都有亚硝化细菌的存在，能将氨氧化成亚硝酸，属于硝化细菌

科两个生理亚群之一［１］，在硝化作用第一步即由铵盐氧化为

亚硝酸盐的过程中起作用，同时也是其第一个限速反应［２－３］。

亚硝化细菌与人类的关系十分密切，被广泛应用于食品、生

物、医药工业废水净化，城市污水处理，鱼类养殖，农作物土壤

改良等方面［４－５］。亚硝化细菌的生长代谢过程极其缓慢，在

适宜的条件下一般需要２４ｈ才能完成１次分裂周期。在进
行固体培养过程中甚至需数月才能长出菌落。亚硝化细菌是

严格的专性化异养菌，以铵盐的氧化满足其能量的需要。在

纯培养的情况下，培养基中若加入有机物质将会抑制亚硝化

细菌的生长，但是自然环境中有机物质对亚硝化细菌的影响

不如在纯培养中的大。亚硝化细菌对培养基组成、ｐＨ值和温
度等的改变都敏感［６］。本试验研究碳源、氮源、温度、刺激因

子、ｐＨ对亚硝化细菌生长及亚硝酸盐富集能力的影响，对亚
硝化细菌培养条件进行优化。

１　材料和方法

１．１　材料
亚硝化细菌从中国矿业大学环境与测绘学院实验室活性

污泥中富集分离获得，经鉴定为 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓｓｐ．［７］，经不断
选育后该菌种亚硝酸盐富集能力较强。

１．２　方法
１．２．１　 培养基 　 亚硝化细菌富集培养基［８］：０．４％
（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．１％ Ｋ２ＨＰＯ４、０．０５％ ＭｇＳＯ４、０．２％ ＮａＣｌ、
００４％ ＦｅＳＯ４，０．５％ ＣａＣＯ３混匀溶解。调节 ｐＨ值至８．０～
８．２。亚硝化细菌液体培养基：亚硝化细菌富集培养基稀释５
倍，即为亚硝化细菌液体培养基，其中 ＮＨ＋４ －Ｎ浓度为

２０６ｍｇ／Ｌ。　
１．２．２　亚硝化细菌培养条件优化
１．２．２．１　温度　选取一定量的长势较好的亚硝化细菌，加入
５００ｍＬ亚硝化细菌液体培养基，于５００ｍＬ摇瓶中，调 ｐＨ值
为８，在１５、２５、３０、３５、４０℃下，１１０ｒ／ｍｉｎ摇床培养。
１．２．２．２　Ｎａ２ＣＯ３浓度　选取一定量的长势较好的亚硝化细
菌，加入５００ｍＬ亚硝化细菌液体培养基，于５００ｍＬ摇瓶中，
调ｐＨ值为 ８，分别加入 ０．１％、０．２％、０．４％，１％Ｎａ２ＣＯ３，
１１０ｒ／ｍｉｎ，最适温度下摇床培养。
１．２．２．３　ＮＨ４ＨＣＯ３浓度　选取一定量的长势较好的亚硝化
细菌，加入５００ｍＬ亚硝化细菌液体培养基，于５００ｍＬ摇瓶
中，调 ｐＨ值为 ８，分别加入 ０．０２％、０．１％、０．２％、０．３％
ＮＨ４ＨＣＯ３，１１０ｒ／ｍｉｎ，最适温度，最适 Ｎａ２ＣＯ３浓度下摇床
培养。

１．２．２．４　刺激因子（氯化镧）浓度　选取一定量的长势较好
的亚硝化细菌，加入５００ｍＬ亚硝化细菌液体培养基，分别加
入 ０．００１％、０．００２％、０．００４％、０．００８％、０．０１％、０．０２％
ＬａＣｌ３，１１０ｒ／ｍｉｎ、最 适 温 度、最 适 Ｎａ２ＣＯ３ 浓 度、最 适
ＮＨ４ＨＣＯ３浓度下摇床培养。
１．２．２．５　ｐＨ值　选取一定量的长势较好的亚硝化细菌，加
入５００ｍＬ亚硝化细菌液体培养基，于５００ｍＬ摇瓶中，分别于
ｐＨ６、７、８、９、１０条件下，１１０ｒ／ｍｉｎ，最适温度，最适Ｎａ２ＣＯ３浓
度，最适ＮＨ４ＨＣＯ３浓度，最适ＬａＣｌ３浓度下摇床培养。
１．２．３　亚硝化细菌培养方式的改进
１．２．３．１　亚硝化细菌的半连续式培养　采用最佳培养基，接
种亚硝化细菌３００ｍＬ菌液分别于１Ｌ三角瓶和１Ｌ量筒中，
不断曝气。３０℃恒温培养３８～４０ｄ，每７ｄ更换新的培养基，
每２ｄ测定其亚硝酸态氮的含量。
１．２．３．２　亚硝化细菌的连续式培养　取３００ｍＬ亚硝化细菌
菌体，接种于 １Ｌ三角瓶中，加满亚硝化细菌最佳培养基，
３０℃ 连续式培养，每２ｄ测定其亚硝酸态氮的含量。
１．２．４　检测方法［９］　亚硝态氮含量的测定采用 α－萘胺分
光光度法；铵态氮含量的测定采用纳氏试剂分光光度法；硝态

氮含量的测定采用酚二磺酸分光光度法。
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２　结果与分析

２．１　温度对亚硝化细菌培养的影响
分别于１５、２５、３０、３５、４０℃下，１２０ｒ／ｍｉｎ培养亚硝化细

菌１８ｄ。从图１可知，随着培养时间的增加，不同温度下亚硝
态氮含量都是先增加后趋于平缓。温度过低时，亚硝化细菌

的生长代谢缓慢，随着温度升高，亚硝化细菌细胞内的生化反

应加快，促进了亚硝态氮的生成。当温度为３０℃时，亚硝态
氮浓度最高，为１６０．７１ｍｇ／Ｌ，即此时亚硝化细菌的脱氮能力
最强，因此亚硝化细菌培养最佳温度为 ３０℃，这与
Ｈｙｕｎｇｓｅｏｋ的研究结果［１０］一致。

２．２　ｐＨ值对亚硝化细菌培养的影响
从图２可知，随着培养时间的增加，不同 ｐＨ值下亚硝态

氮含量都是先增加后趋于平缓。亚硝化细菌适宜在偏碱性条

件下生长，ｐＨ偏低时，其活性受到影响，随着 ｐＨ值的升高，
亚硝化细菌变得活跃。当 ｐＨ值为８．０时，亚硝态氮浓度最
高，为１７２．１６ｍｇ／Ｌ，即此时亚硝化细菌的脱氮能力最强，因
此亚硝化细菌培养最佳 ｐＨ值为８．０，这与廖雪义［１１］等的研

究结果一致。

２．３　Ｎａ２ＣＯ３浓度对亚硝化细菌培养的影响
亚硝化细菌以无机碳源为唯一碳源，因此培养体系中无

机碳源的含量会对亚硝化细菌的生长产生影响。自然界中无

机碳主要以ＣＯ２、ＨＣＯ
－
３、ＣＯ

２－
３ ３种形式存在，不同形式的无机

碳源对亚硝化细菌的生长影响有一定影响，原来液体培养基

以ＣａＣＯ３为唯一碳源，由于ＣａＣＯ３较难溶解，碳源释放不足，
因此补加易溶解的Ｎａ２ＣＯ３以提供更多的碳源供亚硝化细菌
生长所需。

从图３可知，随着培养时间的增加，不同浓度 Ｎａ２ＣＯ３下
亚硝酸盐氮含量都是先增加后趋于平缓。当 Ｎａ２ＣＯ３浓度为
０．２％时，亚硝态氮浓度最高，为１７１．４４ｍｇ／Ｌ，即此时亚硝化
细菌的脱氮能力最强，因此亚硝化细菌液体培养基中最佳

Ｎａ２ＣＯ３浓度为０．２％。
２．４　ＮＨ４ＨＣＯ３浓度对亚硝化细菌培养的影响

以ＮＨ＋４ 为氮源最适合亚硝化细菌的生长，即硝化作用效

率最高。ＮＨ４ＨＣＯ３不但能提供 ＮＨ
＋
４ 形式氮源，且能提供

ＨＣＯ－３ 形式碳源，有利于亚硝化细菌获得更多形式的碳源。
从图 ４可知，随着培养时间的增加，不同浓度的

ＮＨ４ＨＣＯ３下亚硝酸盐氮含量都是先增加后趋于平缓。当氮
源较少时，无法满足亚硝化细菌的生长需要，过多则会对亚硝

化细菌有一定的刺激，硝化作用反而受到抑制。当ＮＨ４ＨＣＯ３
浓度为０．２％时，亚硝态氮浓度最高，为１７９．１６ｍｇ／Ｌ，即此时
亚硝化细菌的脱氮能力最强，因此亚硝化细菌最佳ＮＨ４ＨＣＯ３
浓度为０．２％，这与杨代金等［１２］的研究结果相近。

２．５　刺激因子ＬａＣｌ３对亚硝化细菌培养的影响
ＬａＣｌ３对亚硝化细菌酶的作用与其浓度有关，当浓度较低

时对酶具有变构激活作用，而浓度高时对酶具有抑制作用。

在一定的ＬａＣｌ３含量范围内，亚硝化速率随ＬａＣｌ３含量的增加
而增大。当ＬａＣｌ３浓度为０．００４％时，亚硝态氮浓度最高，为
１８３．１２ｍｇ／Ｌ，当ＬａＣｌ３浓度超过０．００４％时，反而对亚硝态氮
的积累有抑制作用（图５）。
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　　在加入０．２％Ｎａ２ＣＯ３、０．２％ ＮＨ４ＨＣＯ３、０．００４％ ＬａＣｌ３的
液体培养基中培养亚硝化细菌，ｐＨ值８．０，３０℃，１１０ｒ／ｍｉｎ
培养１０ｄ，每１ｄ测定亚硝态氮、铵态氮、硝态氮的含量，结果
见图６。

　　从图６可以看出，在最佳培养条件下，随着培养时间的增
加，亚硝态氮含量逐渐增加，最高达１８５．３６ｍｇ／Ｌ，铵态氮去
除率达到９２．５２％，硝态氮含量始终保持在较低水平，说明经
过优化培养后，该亚硝化细菌的脱氮性能较好。

２．６　培养方式对亚硝化细菌生长的影响
从图７可以看出，在半连续培养中，随着培养时间的增

加，在三角瓶和量筒中进行半连续培养的亚硝化细菌，其脱氮

性能总体呈增加趋势。在每次更换培养基之前，亚硝态氮含

量逐渐增加。第一次更换培养基前的亚硝态氮最高含量分别

为８６．０４ｍｇ／Ｌ和８０．１１ｍｇ／Ｌ，最后一次更换培养基后，亚硝
态氮的含量最高，分别达到１７４．１７ｍｇ／Ｌ和１５６．３３ｍｇ／Ｌ，分
别增加了５０．６０％和４８．７５％。同时采用三角瓶培养的亚硝
化细菌脱氮性能优于量筒培养的。原因可能是：（１）三角瓶
底部空间较大，有利于亚硝化细菌生长和营养物质的传递，量

筒底部狭小，不利于亚硝化细菌大量繁殖，也不利于营养物质

顺利输送；（２）由于亚硝化细菌对氧气需求较低，三角瓶自下
而上空间逐渐缩小，阻碍了过多的氧气进入，从而更有利于亚

硝化细菌生长。

　　从图８可知，经过连续式培养，亚硝化细菌的亚硝态氮含
量总体呈增加的趋势，最大值达到２０２．５６ｍｇ／Ｌ，４０ｄ时亚硝
态氮含量为１７８．０８ｍｇ／Ｌ，略高于半连续培养的亚硝态氮含
量（１７４．１７ｍｇ／Ｌ），但连续式培养较半连续式培养操作更方
便，同时能够较好地有利于亚硝化细菌菌群数量的增长和繁

殖，可为今后亚硝化细菌实验室的扩大化培养提供参考。

３　结论

本试验优化后的亚硝化细菌液体培养条件为 ０．２％
ＮＨ４ＨＣＯ３，０．２％Ｎａ２ＣＯ３，ｐＨ值 ８．０，温度 ３０℃，刺激因子
ＬａＣｌ３最佳浓度为０．００４％。在最佳培养条件下，亚硝化细菌
富集亚硝态氮能力最高，可达 １８５．３６ｍｇ／Ｌ，脱氮率最高为
９２．５２％。连续式培养较半连续式培养能更有利于亚硝化细
菌菌群数量的增长和繁殖，且更方便。
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１９８５：８０－８５．
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