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摘 　要 :介绍了亚硝化细菌和硝化细菌的培养方法 ,并用 MPN法计数亚硝化细菌和硝化细菌。对判断培养物中亚硝

酸盐和硝酸盐存在的显色反应进行了对比试验。结果表明 , 在 NO -
3 的显色反应中 ,可用氨基磺酸铵溶液作为 NO -

2 的抑制

剂 ,并且要先加入二苯胺 ,再滴加浓硫酸 ,这样更便于结果观察。指出硝化细菌培养基对于显色反应没有影响 , NO -
2 显色的

质量浓度为 0115 mg/L。
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Abstract: The nitrosococcus bacteria and the nitrifying bacteria culture methodswere introduced. The num2
bers of nitrosation bacteria and the nitrifying bacteria were counted with the MPN , Contrast experiment on the

color reactions to judge nitrite and nitrate in the culture medium was performed. The result indicated that take

the ammonium sulfamate solution as the inhibitor for NO2 - in the NO3 - color reaction, and adds the diphenyl2
am ine first, then the sulfuric acid drop by drop for easy observation. The nitrifying bacteria culture medium dose

not affected the color reaction and the mass concentration of NO
2 -

coloration is 0. 15 mg/L.
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　　硝化细菌包括亚硝化细菌和硝化细菌 ,存在于

土壤、水体等不同的环境中 [ 1 ]。水中的氮主要以

氨氮、硝酸盐氮、亚硝酸盐氮和有机氮形式存在 ,在

特定条件下 ,有机氮能被异养微生物转化为氨 ,在

好氧情况下 ,氨可被硝化细菌氧化成亚硝酸盐氮和

硝酸盐氮。自然界中的微生物 (主要是亚硝化细

菌、硝化细菌和反硝化细菌 )使氮元素处于这几种

物质的循环中 ,如果能将亚硝化细菌和硝化细菌同

化氨氮的特性加以利用 ,研究它们对氨氮的去除情

况 ,对于水厂的生产和工业废水治理有非常实际的

意义。

有机氮化合物在氨化微生物脱氨作用下产生

氨 ,在有氧条件下 ,经亚硝化细菌和硝化细菌作用

转化为硝酸的过程如下 :

2NH3 + 3O2

硝化细菌
2HNO2 + 2H2 O +能量

(1)

2NHO2 +O2

硝化细菌
2HNO3 +能量 (2)

以上反应式表示氨在亚硝化细菌和硝化细菌

的硝化过程是放出能量过程 , (1)式由亚硝化单胞

菌属 (N itrosom onas)、亚硝酸球菌属 (N itrosococcus)

和亚硝酸裸菌属 (N itrosospira)等起作用 , ( 2 )式由

硝化杆菌属 (N itrobacter)、硝化球菌属 (N itrococcus)

起作用。

现根据文献 [ 2 - 3 ]的培养技术 ,培养水中硝

化细菌和亚硝化细菌 ,并通过特定的显色反应确定
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亚硝化细菌和硝化细菌的存在 ,然后用 MPN法 [ 4 ]

计数。通过对水库原水和水厂沉淀水的检测 ,表明

该方法简便、显色灵敏 ,适于污水、地表水、饮用水

中硝化细菌和亚硝化细菌检测计数。

1　试验

1. 1　主要仪器

振荡恒温培养箱、高压蒸汽灭菌器。

1. 2　试验材料

1. 2. 1　亚硝化细菌

1121111　培养液配制

称取 2. 0 g (NH4 ) 2 SO4、0. 01 g MnSO4、0. 03 g

MgSO4、0. 2 g CaCl2 ,用蒸馏水溶解 ,并定容至 1 L。

该培养液在灭菌前用 NaOH调 pH值为 7. 8,再加

入 0. 25 g NaH2 PO4 和 0. 7 g K2 HPO4 (磷酸盐单独

灭菌 ,并且在培养液冷却至室温后加入 )。

1121112　格利斯 ( Griess)试剂

溶液 Ⅰ: 称 取 磺 胺 酸 (对 氨 基 苯 磺 酸 ,

Sulpanilic acid) 0. 5 g溶于 150 mL的 30%醋酸溶

液中 ,存于棕色瓶内 ;

溶液 Ⅱ: 称取 α - 萘胺 ( A lpha - naphthyl2
am ine) 0. 5 g,放入 50 mL蒸馏水中 ,煮沸后 ,缓缓

加入 30%醋酸溶液 150 mL,存于棕色瓶内。

1. 2. 2　硝化细菌

1121211　培养液

称取 1. 0 g NaNO2、0. 03 gMgSO4、1. 0 g NaCO3

和 0. 01 g MnSO4 ,用蒸馏水溶解 ,并定容至 1 L。

该培养液在灭菌前用 NaOH调 pH值为 7. 8,再加

入 0. 25 g NaH2 PO4 和 0. 75 g K2 HPO4 (磷酸盐单独

灭菌 ,并且在培养液冷却至室温后加入 )。

1121212　二苯胺溶液

称取二苯胺 (D iphenylam ine) 1. 0 g,溶于 20 mL

蒸馏水中 ,然后缓缓加入浓硫酸 100 mL,存于棕色

瓶中备用。

1121213　氨基磺酸铵溶液

称取 0. 2 g氨基磺酸铵溶解于 1 L蒸馏水中 ,

该溶液的质量浓度为 200 mg/L。

1. 3　培养液检测

1. 3. 1　亚硝化细菌培养液和培养液中 NO
-

2 的检

测方法

接种含有 3～5个稀释度的水样各 1 mL,至

10 mL亚硝化细菌培养液中 ,每个稀释度的样品接

种 3管或 5管。将接种后的培养液置于振荡恒温

培养箱中 ,在温度为 29 ℃,转速 100 r/m in的情况

下 ,培养 10 d,取出待检。

用无菌吸管吸取培养液 0. 2 mL,放在白瓷板

凹窝中。加入格利斯试剂 Ⅰ、Ⅱ各 2滴 ,如果不呈

粉红色 ,表明培养液中不含 NO -
2 ,原接种水样中不

含亚硝化细菌 ;如果呈现粉红色 ,表明培养液生成

了 NO -
2 ,原接种水样中含有亚硝化细菌。可以根

据呈现粉红色溶液试管的稀释度及其数量 ,查

MPN表 ,确定亚硝化细菌的数量。

1. 3. 2　硝化细菌培养液

接种含有 3～5个稀释度的水样各 1 mL,至

10 mL的硝化细菌培养液中 ,每个稀释度的样品接

种 3管或 5管。将接种后的培养液置于振荡恒温

培养箱中培养 ,在温度为 29 ℃,转速 100 r/m in的

实验条件下 ,培养 10 d,取出待检。

1131211　氨基磺酸铵溶液去除培养液中 NO
-

2

吸取 0. 2 mL培养液至试管中 ,滴加 200 mg/L

的氨基磺酸铵溶液 2滴 ,反应 5 m in (此时滴加格利

斯试剂 ,若不呈现粉红色 ,表明亚硝酸盐已被完全

去除 )。

1131212　培养液中 NO
-

3 的检查方法

紧接以上试验 ,反应 5 m in后 ,再滴加二苯胺

溶液 2滴 ,接着滴加浓硫酸 ,反应 5 m in～10 m in,

在试管溶液出现蓝色 (不论多少 )时 ,表明培养液

中存在硝酸盐 ,也表明有硝化细菌存在。根据呈现

蓝色溶液的试管稀释度及其数量 ,查 MPN表 ,确定

硝化细菌的数量。

2　讨论

2. 1　培养液中 NO
-

2 干扰的消除

检测培养液中是否有 NO
-

3 存在时 ,首先要排

除培养液中 NO
-

2 的干扰。NO
-

2 对检测 NO
-

3 有很

大干扰 ,按文献 [ 5 ] ,先加入过量的磺胺酸将 NO -
2

转化成 N2 逸去 ,再加入浓硫酸和二苯胺溶液各

2滴 ,如有蓝色出现 ,表明培养液中有 NO -
3 积累。

在实际操作中 ,若加入磺胺酸也不能除去 NO
-

2 ,应

该做以下试验 :

先用 10 mg/L的 NO -
2 标液试验磺胺酸去除

NO
-

2 的效果 ,若加入 1 g磺胺酸 ,反应 24 h仍无法

去除 NO
-

2 ,再用氨基磺酸铵溶液替代磺胺酸作为

NO
-

2 抑制剂 :

(1)取 3支试管 ,第 1支加入 1 mL纯水 ,第 2、
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3支各加入 10 mg/L亚硝酸盐标液 1 mL;

(2)在第 1、2支试管中 ,分别加入过量氨基磺

酸铵溶液 ,反应 5 m in,再加入磺胺酸和α - 萘胺各

5滴 ,第 3支试管直接加入磺胺酸和 α - 萘胺各

5滴。结果表明 ,第 1、2支试管不显红色 ,第 3支试

管明显呈红色 ,表明纯水对实验无干扰 ,氨基磺酸

铵溶液能够去除 NO
-

2 ,可选择氨基磺酸铵溶液作

为 NO
-

2 的抑制剂。

2. 2　NO
-

2 干扰抑制剂的浓度和加入量

称取 0. 15 g NaNO2 ,溶于 1 L纯水中 ,此溶液

NO
-

2 质量浓度约为 100 mg/L。

取 7支试管 ,首先在各试管中加入 0. 1 mL

NaNO2 溶液 ,接着从 2～7支 (第 1支不加入 )依次

加入 200 mg/L 的氨基磺酸铵溶液 [ 6 ]
0. 1 mL、

0. 2 mL、0. 3 mL、0. 4 mL、0. 5 mL、0. 6 mL,反应

5 m in后 ,再加入格利斯试剂 Ⅰ、Ⅱ各 2滴 ,结果显

示 ,第 1支为血红色 ,其他各管均不显色。试验表

明 ,加入 200 mg/L氨基磺酸铵溶液 0. 1 mL,即可完

全去除培养液中浓度为 100 mg/L的 NO
-

2 。

2. 3　试剂加入顺序对显色反应的影响

分别取质量浓度约为 5 mg/L KNO3 溶液

0. 2 mL于 3支小试管内 ,先在第 1支试管里分别滴

加 2滴浓硫酸和二苯胺溶液 ,再向第 2、3支试管里

各加入 0. 2 mL氨基磺酸铵溶液 ,接着再向第 2支

试管里加入 5滴浓硫酸和 2滴二苯胺溶液 ,第 3支

试管里加入二苯胺 ,再滴加浓硫酸。

结果显示 ,第 1支试管立刻显蓝色 ;第 2支试

管显色缓慢 ,且不易观察 ;第 3支试管加入 5滴浓

硫酸时开始显色 ,蓝色比第 1支浅 ,但比第 2支深。

试验表明 :

(1)氨基磺酸铵对检测 NO -
3 的显色反应影响

微弱 ;

(2)先加二苯胺溶液 ,再加浓硫酸便于结果

观察。

2. 4　硝化细菌培养基所含物质对显色反应的影响

取 0. 1 mL硝化细菌培养基 ,加入 200 mg/L的

氨基磺酸铵溶液 ,反应 5 m in后 ,加入二苯胺 2滴 ,

滴加浓硫酸约 5 mL仍无蓝色出现 ,说明硝化细菌

培养基所含物质不会干扰显色反应 ,或者对显色干

扰很小可以忽略。

2. 5　NO
-

2 显色的浓度

由于检测 NO -
2 显色反应的α - 萘胺试剂为浅

粉红色 ,对观察结果会造成一定干扰 ,故需确定培

养液中应产生 NO
-

2 的最低浓度 (该浓度应满足易

于观察的要求 )。

分别取 5 mg/L、2. 5 mg/L、1. 5 mg/L、1 mg/L、

0. 5 mg/L、0. 25 mg/L、0. 15 mg/L、0. 1 mg/L 的

NO
-

2 标液 0. 2 mL 于白瓷板凹窝中 ,另外再取

0. 2 mL纯水作对照。

分别向各凹窝中加入格利斯试剂 Ⅰ、Ⅱ各

2滴 ,观察显色反应。结果表明 , 在 5 mg/L ～

0. 15 mg/L中加入了 NO -
2 标液均显粉红色 ,且易于

观察 ,而加入 0. 1 mg/L NO -
2 标液显色不明显 ,说

明培养液中产生 0. 15 mg/L NO -
2 ,即可用显色反应

观察。

3　结论

(1)在 NO
-

3 的显色反应中 ,可用 200 mg/L氨

基磺酸铵溶液作为 NO
-

2 的抑制剂 ,加入 0. 1 mL氨

基磺酸铵溶液可以完全去除培养液中质量浓度为

100 mg/L的 NO -
2 ;

(2)在 NO -
3 的显色反应中 ,先加入二苯胺 ,再

滴加浓硫酸 ,便于结果观察 ;

(3)硝化细菌培养基对于显色反应没有影响 ;

(4) NO
-

2 显色的质量浓度为 0. 15 mg/L。
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