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硝化产物对硝化细菌混培物保藏特性的影响 
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摘要：采用添加硝化产物的方法,研究了饥饿保藏过程中硝化产物对硝化细菌混培物活性和相关性状的影响.结果表明,饥饿保藏过程中添

加亚硝酸盐可改善硝化细菌混培物的保藏效果,并明显降低硝化活性的衰减速率.缺氧条件下,4℃加 5mmol/L亚硝态氮、4℃加 5mmol/L硝

态氮及 4℃不加代谢产物 3种保藏方法下的硝化活性均呈指数衰减,衰减速率分别为 0.010d
-1、0.020d

-1、0.021d
-1
,半衰期分别为 72.3、33.9、

32.7d;硝化活性趋于稳定时,3 种方法下的硝化活性保留率分别为 18.7%、19.1%和 15.1%,总菌体量保留率分别为 62.0%、47.3%和 58.7%;

随着饥饿保藏时间的延长,各方法下的硝化细菌混培物 ATP 含量和血红素 c 含量均随硝化活性的衰减而下降,混培物颜色也随硝化活性的

衰减而变黑. 
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Abstract：Influence of nitration product on the preservation characteristics of mixed nitrifying culture was studied. Nitrite 

could decrease the decay rate of nitrifying activity, and also improve the other characteristics during the starvation period. 

Under the anaerobic conditions of 4  with 5m℃ mol/L nitrite, 4  with 5m℃ mol/L nitrate and 4 , ℃ the decay rate of 

nitrifying activity was 0.010/d, 0.020/d and 0.021/d, and the half-life was 72.3, 33.9 and 32.7d, respectively. After 

5months’ preservation, the relative activity survival and relative biomass survival were 18.7%, 19.1%, 15.1%, and 62.0%, 

47.3%, 58.7%, respectively. With storage time prolonging and the activity decayed, the heme c and ATP contents 

decreased, and the mixed nitrifying culture changed to black gradually. 

Key words：mixed nitrifying culture；nitration product；preservation characteristics 

 

硝化作用是多种生物脱氮技术的基础,是氨

经亚硝酸细菌氧化成亚硝酸,再经硝酸细菌氧化

成硝酸的一个系列反应
[1-2]

,除了涉及到氨、亚硝

酸和硝酸等多种产物和基质外,还涉及到生物催

化剂—硝化细菌.由于硝化装置中基质氨浓度

较高,硝化过程中常有亚硝酸和硝酸的积累,而当

亚硝酸和硝酸积累到一定浓度时会对硝化细菌

活性产生抑制作用
[3-5]

. 

而随着废水生物脱氮工程的普及 ,对高效

硝化菌种的需求日益增大.但至今为此,国内对

硝化细菌混培物保藏的研究还未见报道,国外

也仅仅停留于研究低温对硝化细菌混培物保

藏的影响  

[6-8]
.亚硝酸盐和硝酸盐作为硝化作用

的产物,积累到一定浓度会对硝化活性产生抑

制作用,但若能在基质缺乏的工况下仍对硝化

活性有抑制作用,却变成了是一件幸事.因此,设

计了在硝化细菌混培物保藏过程中加入硝化

产物的试验,以探究硝化产物亚硝态氮和硝态

氮是否可以对硝化细菌混培物的饥饿状况起

到正调控作用,从而有助于硝化菌种的保藏和

应用. 
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1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验所用硝化细菌混培物取自浙江某企业

短程硝化池(总容积 2.5m
3
),该短程硝化池采用模

拟废水(其成分详见文献[9])运行,并已在自然环

境温度下稳定运行一年半 ,混培物浓度为

2~3gMLVSS/L,容积负荷达 1.5~2kg/(m·d),沉降

比为 15%. 

1.2  保藏试验 

硝化细菌混培物用自来水洗涤 3 次后自然

沉降滗水,分别在 3个 1L的玻璃瓶(R1、R2、R3)

中分装 800mL沉降滗水后的混培物和 100mL模

拟废水 ,使 3 个瓶中的最终氨氮浓度均为

5mmol/L,混培物浓度均为 19.72gMLSS/L、

13.48gMLVSS/L;再分别在 R1 中另加入亚硝态

氮,R2 中加入硝态氮,使其终浓度均为 5mmol/L;

最后将 3 个玻璃瓶(R1、R2、R3)用铝箔封口并

置于 4℃冰箱中保藏,每隔 1 个月取混培物测定

活性和其他相关指标.模拟废水成分为MgSO4· 

7H2O 0.3g/L, KHCO3 2.0g/L, KH2PO4 0.01g/L, 

CaCl2·2H2O 0.0056g/L, 微 量 元 素 Ⅰ 、 Ⅱ 各

1mL/L
[2]
. 

1.3  活性测定 

活性测定所用的模拟废水成分同上,氨氮

浓度为 50mg/L,pH值控制在 7.7~7.8.每 20mL模

拟废水中加入 2.5g 湿硝化细菌混培物后曝气

2min 使溶解氧达到饱和,再在 30℃下用溶解氧

自动记录仪记录溶解氧的消耗情况,每隔 2s 记

录一次,直至溶解氧降为 0.5mg/L.另设不加基质

的对照试验,用同样的方法测定硝化细菌混培

物的耗氧速率. 

1.4  测定项目与方法 

SS、VSS(总菌体量)、SV30 采用国标法 

[10]
; 

COD采用 EVOVI ET99718COD仪快速测定;pH

值采用 pHS－9V型酸度计测定;DO采用 YSI 58

型溶解氧仪测定(外接自动记录仪);硫化物采用

亚甲基蓝分光光度法测定;硫酸盐采用铬酸钡分

光光度法测定. 

ATP:荧光素酶法
[11-12]

.取 1g 湿硝化细菌混

培物于 2mL双蒸水中制成菌悬液,再于沸水浴中

煮 1h的 4.5mL提取剂(20mmol/L Tris、2mmol/L 

EDTA, pH值 7.75)中加入 0.5mL菌悬液,共同煮

10min,冷却后于 10,000g、4℃下离心 4min,取上

清夜待用.25℃下,向 2mL 计数瓶中加入 1mL 缓

冲液(0.05mol/L Tris-HAc、0.01mol/L MgSO4· 

7H2O、2mmol/L EDTA,pH值 7.75)后,再加入样

品提取液、荧光素和荧光素酶,混合后立即于荧

光分光光度计中测定发光值. 

血红素:吡啶血红素分光光度法.取 1g 湿硝

化细菌混培物悬浮于 25mL 10mmol/L、pH值为

7.5的磷酸缓冲液中,再于 800W功率下超声破碎

20min,最后于 15,000g、4℃条件下离心 15min,

取上清液进行测定,测定方法详见文献[13]. 

扫描电镜观察:取适量混培物样品于 2.5%戊

二醛溶液中 4℃固定过夜,经 0.1mol/L pH 值为

7.0 磷酸缓冲液洗涤 3 次后用 1%锇酸溶液固定

1~2h, 接着用 0.1mol/L pH 7.0磷酸缓冲液洗涤 3

次,再用梯度浓度乙醇(包括 50%、70%、80%、

90%和 100%)进行脱水处理,脱水处理后的样品

用 1:1乙醇醋酸异戊酯处理 30min,用纯醋酸异戊

酯处理 1~2h.最后将样品置于临界点干燥,镀膜

后用 XL30型环境样品扫描电镜(荷兰 Philips公

司)观察结果. 

2  结果与分析 

2.1  硝化产物对硝化活性和总菌体量的影响 

2.1.1  硝化产物对硝化活性的影响 高浓度氨

氮的硝化装置中,当代谢产物亚硝态氮和硝态氮

积累到一定浓度时会对硝化细菌活性产生抑制

作用.添加不同代谢产物后硝化活性随饥饿保藏

时间的变化如图 1. 

从图 1 可看出,在保藏过程中,硝化细菌混

培物活性呈指数衰减,活性衰减速率和半衰期

见表 1.饥饿保藏 120d 后,各保藏方法的硝化活

性均趋于稳定,R1(4℃加 5mmol/L 亚硝态氮)、

R2(4℃加 5mmol/L 硝态氮)和 R3(4℃不加硝化

产物 )的活性保留率分别为 18.7%,19.1%和

15.1%.虽然硝化活性趋于稳定时 3 者表观上显

示的活性保留率相差不多,但比较 3者的半衰期
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发现,R1 的半衰期远远长于 R2 和 R3,分别是两

者的 2.13 倍和 2.21 倍,这一结果说明添加亚硝

态氮可以暂时缓解硝化细菌混培物因饥饿所致

的不利影响,但添加硝态氮的效果不明显.亚硝

态氮和硝态氮虽然同为硝化作用代谢产物,但

在硝化细菌混培物的饥饿保藏过程中所起作用

不同,饥饿保藏中加入亚硝态氮可明显缓解硝

化细菌的饥饿状况,而加入硝态氮却没有这种

效用.究其原因可能有:一是本试验所用硝化细

菌混培物取自短程硝化池,除了优势菌——氨

氧化细菌外还含有亚硝酸氧化细菌和反硝化细

菌,在短程硝化工艺的长期驯化过程中反硝化

细菌还原硝态氮的能力被慢慢弱化,相反还原

亚硝态氮的能力却被逐渐加强,保藏过程中加

入的亚硝态氮可在亚硝酸盐还原酶的作用下还

原成 NO
[14-15]

,NO 进一步转化成 NO2,缺氧条件

下 NO2 成为氨单加氧酶的共基质,从而发生厌

氧氨氧化反应
[16]

,而一般氨氧化细菌的厌氧氨

氧化速率仅有好氧氨氧化速率的 1/10
[2]
,因此减

少了硝化细菌对氨氮的需求量;二是某些氨氧

化细菌胞内也含有亚硝酸盐还原酶
[12]

,同样可

以将亚硝态氮还原成 NO 而发生厌氧氨氧化反

应.所以,在氨氮供应不足的情况下外加亚硝态

氮可起正调控. 
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图 1  硝化活性随保藏时间的变化 

Fig.1  The change of nitrifying activity during 

preservation 

2.1.2  硝化产物对总菌体量的影响  随着饥饿

保藏时间的延长,硝化细菌混培物发生解体,菌体

浓度逐渐下降,试验中总菌体量随保藏时间的变

化如图 2所示.  

表 1  不同保藏方法下硝化活性衰减速率和半衰期 

Table 1  The decay rate and half-life of nitrifying activity 

under different preservation conditions 

指标 R1 R2 R3 

衰减速率(d
-1) 0.010 0.020 0.021 

半衰期(d) 72.3 33.9 32.7 

相关系数 0.9859 0.9761 0.9933 
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图 2  总菌体保留率随保藏时间的变化量 

Fig.2  The change of total biomass during preservation 

从图 2可知,在饥饿保藏过程中,总菌体保留

率随保藏时间的延长而减少,且前 60d 的衰减速

率要明显比后 90d大.保藏的前 60d, R1、R2、R3

的总菌体量分别下降 22.6%、34.0%、31.8%,而

后 90d 仅分别下降 19.8%、22.3%、18.2%.保藏

150d后,R1、R2和 R3的总菌体量保留率分别为

57.6%、42.7%和 50.0%,但保藏过程中 3 者的总

衰减速率始终为 R2>R3>R1.这一结果表明, 在

硝化细菌混培物保藏过程中,加入亚硝态氮不仅

可以减缓硝化活性的衰减,而且可以减缓菌体的

衰减,但加入硝态氮的情况却与此相反,原因有待

深入研究.但可说明经饥饿保藏后存活下来的硝

化细菌具有抗性强、活性高的特性,而用总菌体

量作为硝化活性评价指标会产生虚高现象.  

2.2  硝化产物对硝化细菌混培物性状的影响 
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2.2.1  硝化产物对生化性状的影响  血红素是

硝化细菌中血红蛋白的重要辅基,ATP 则是硝化

细胞中重要的能量载体,因此两者的含量可以反

映硝化细菌的生理状况.饥饿保藏时,硝化细菌混

培物中血红素 c 和 ATP 含量保留率与时间的关

系见表 2. 

表 2  保藏过程中血红素 c和 ATP保留率的变化 

Table 2  The change of heme c and ATP during 

preservation 

血红素 c相对含量 (%) 能量 ATP相对含量 (%) 保藏时

间(d) R1 R2 R3 R1 R2 R3 

0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 

60    85.6 68.0 74.2 

90 91.3 81.6 81.9    

120 76.6 68.3 60.1 71.6 47.7 51.2 

150 63.5 66.8 59.6 67.4 43.9 49.4 

 

饥饿保藏过程中,各种方法下的硝化细菌混

培物血红素 c 含量和 ATP 含量均随保藏时间的

延长而下降,且两者的衰减速率均随硝化活性衰

减速率的变化而变化,但两者的总体衰减速率要

小于硝化活性的总体衰减速率,这与实验室已有

实验结果相符.这也进一步证明,硝化细菌混培物

血红素 c 含量和 ATP 含量可用于定性的表示硝

化细菌混培物的硝化活性,但与硝化活性间不具

有线性相关性. 

2.2.2  硝化产物对物化性状的影响  饥饿保

藏过程中,混培物上清液中可溶性 COD(SCOD)

和混培物沉降比(SV30)随时间的变化如图 3所

示.由图 3(a)可知, R1、R2 和 R3 的 SCOD 值

均随着饥饿时间的延长而增加,且 R3 的增长

速率明显快于 R1 和 R2,但相比于菌体衰减理

论 COD值,3者混培物上清液中增加的 SCOD

均可忽略不计,增加的最大 SCOD 值也仅为菌

体衰减理论 COD值的 0.24%,进一步证明饥饿

情况下活菌会利用死亡菌体水解产物的推测

是正确的.由图 3(b)可知,R1、R2和 R3的 SV30

值下降速率均是先快后慢,但随保藏时间的延

长 3者间的变化差异不大,且在试验期间 SV30

值没有像实验室温度保藏试验
[17]
一样最终趋

于稳定. 
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图 3  SCOD和 SV30值随时间的变化 

Fig.3  The change of SCOD and SV30during preservation 

2.2.3  硝化产物对形态结构的影响 保藏过程

中,硝化细菌混培物颜色和菌群结构均发生了明

显变化.由图 4可知,各方法下的混培物颜色随保

藏时间的延长均从下至上逐渐变黑,但不同方法

间又有一些差异.R1 和 R2 中的混培物保藏 60d

后出现混培物上浮现象,且可见明显的气泡,但随

着保藏时间的进一步延长此现象又消失,而 R3

中自始至终都无此现象;另外,保藏过程中 R1 和

R2 的混培物颜色变化速率相比于 R3 来说是先

慢后快.测定混培物中的硫化物含量发现,混培物

中的硫化物含量与颜色变化成正相关.这主要是

因试验用硝化细菌混培物中含有部分反硝化细

菌,其可以以死亡菌体产生的有机物为电子供体,

以加入或产生的亚硝态氮和硝态氮为电子受体

发生反硝化反应,而随硝化产物的逐渐减少反硝
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化作用会慢慢减弱.缺氧环境中,某些氨氧化细菌

可利用反硝化作用产生的 NO 或 NO2取代氨氧

化过程中氧气的常规电子受体地位而发生厌氧

氨氧化反应,从而减少了硝化细菌对 O2 的需求,

降低了硫酸盐被还原的速度,所以硝化细菌混培

物保藏初期加有硝化产物的混培物颜色变化较

不加硝化产物要慢,而当反硝化作用减弱时混培

物颜色变化速率加快并最终与不加硝化产物趋

于一致. 

从图 5可以看出,与保藏前相比,R2和 R3中

的丝状菌比例增加,絮体结构变得松散,而 R1 中

的丝状菌不但没有增加反而有下降的趋势,絮体

结构更加紧密.表明硝化细菌混培物的饥饿保藏

过程中加入亚硝态氮可以保持球菌的优势地位. 
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图 4  混培物颜色随保藏时间的变化 

Fig.4  The change of color during preservation 

a.保藏前; b、c保藏 60d和 150d后的 R3;d、e为保藏 60d和 150d后的 R2;f、g为保藏 60d和 150d后的 R1 

   a 

20μm ×5000      

 b 

20μm ×5000  
 c 

20μm ×5000      

 d 

20μm ×5000  
图 5  保藏过程中混培物结构的变化的扫描电镜图像 

Fig.5  SEM graph of change of mixed culture structure 

a 保藏前;b、c、d为 R1、R2、R3保藏 150d后的结构 
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3  结论 

3.1  在硝化细菌混培物饥饿保藏过程中,亚硝

态氮可明显降低硝化活性的衰减速率 .4℃加

5mmol/L亚硝态氮、4℃加 5mmol/L硝态氮、4℃3

种保藏方法的硝化活性衰减速率分别为

0.010d
-1
、0.020d

-1
、0.021d

-1
,半衰期分别为 72.3、

33.9、32.7d. 

3.2  在硝化细菌混培物饥饿保藏过程中,总菌

体量用作硝化活性的评价指标会产生虚高现象.

活性趋于稳定时,采用 4℃加 5mmol/L亚硝态氮、

4℃加 5mmol/L硝态氮、4℃ 3种方法保藏的硝

化细菌混培物活性保留率分别为 18.7%、19.1%、

15.1%,总菌体量保留率分别为 62.0%、47.3%和

58.7%. 

3.3  在硝化细菌混培物饥饿保藏过程中,混培

物血红素 c 含量和 ATP 含量可用于定性表征硝

化活性 .4℃加 5mmol/L 亚硝态氮、 4℃加

5mmol/L硝态氮、4℃ 3种保藏方法的血红素 c

和 ATP含量均随硝化活性的衰减而下降. 

3.4  在硝化细菌混培物饥饿保藏过程中,硝化

产物可减慢混培物变黑速度 .保藏前期 ,4℃加

5mmol/L亚硝态氮和 4℃加 5mmol/L硝态氮两方

法的硫化物生成速度慢于 4℃方法.  
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