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不同碳源对反硝化细菌生长的影响
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［摘 要］ 细菌的生长速度和碳源有非常密切的关系，研究不同碳源对反硝化细菌生长的影响，以

找到适合用于扩大培养菌种的最佳碳源。分别采用葡萄糖、酒石酸钾钠、蔗糖、乙酸和乙醇 5 种碳
源作为唯一碳源，接种反硝化细菌进行对比实验，采用活菌数来反映不同碳源对反硝化细菌生长的

影响。结果显示，葡萄糖促进反硝化细菌生长的作用明显优于其余 4 种碳源。对反硝化细菌进行
扩大培养，葡萄糖的效果是比较好的。
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Abstract: The growth of bacteria was relative to carbon sources intimately． The experiment was designed to find
the best carbon source in enlarging denitrifying bacteria by research into effect on the growth of denitrifying
bacteria from different carbon sources． The 5 carbon sources including glucose，potassium sodium tartrate，cane
sugar，acetic acid and ethanol were used as the only carbon source respectively taking denitrifying bacteria into
liquid culture media in the contrast test． Live bacteria number was used to estimate effect on the growth of
denitrifying bacteria from different carbon sources． The results made it clear that glucose could promote the growth
of denitrifying bacteria more remarkably than the others． The results indicated that glucose was better than the
others in enlarging denitrifying bacteria．
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人工反硝化细菌能有效去除硝酸盐［1］，充足的

碳源对固定化细菌的反硝化作用是必要的［2］，碳源

是影响脱氮的主要因素之一［3］。环境中碳源不能
满足需要时，就必须投入其他碳源，以保证反硝化

脱氮作用继续进行［4］。碳源一直是异养反硝化作

用的研究重点［5］，甲醇、乙酸等有机物可作为反硝

化过程所需的外加碳源［6 － 8］。为寻找高效、经济的
外加碳源，探索反硝化细菌的发酵工艺，本实验对

葡萄糖、酒石酸钾钠、蔗糖、乙酸、乙醇等碳源对反
硝化细菌生长的影响进行研究。

1 材料与方法
1． 1 菌种 反硝化细菌 XF03 株( 兼性厌氧) 由四
川农业大学动物医学院发酵工程实验室提供。
1． 2 仪器 PYX － DHS 隔水式电热恒温培养箱、
奥林巴斯光学显微镜、电子天平。
1． 3 试剂 酒石酸钾钠、葡萄糖、蔗糖、乙醇、冰乙
酸、KNO3、K2HPO4、MgSO4·7H2O、蒸馏水、液体石
蜡、NaOH、NaCl。
1． 4 培养基
1． 4． 1 基础培养基 KNO3 2． 0 g，K2HPO4 0． 5 g，
MgSO4·7H2O 0． 41 g［9］，酒石酸钾钠 20 g，蒸馏水
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1000 mL，pH 7． 2，115 ℃灭菌备用，用于种子液培
养; 在液体培养基中加 0． 7% ( W/V) 琼脂粉，制成琼
脂平板培养基，用于活菌计数。
1． 4． 2 不同碳源培养基的制备 制备 5 种不同碳
源培养基。以基础培养基中的碳、氮源浓度及 C /N
为参比，其他物质不变，计算出其他碳源添加量( 表

1) ，配制完毕，灭菌保存备用。

表 1 5 种液体培养基中碳源添加量
酒石酸钾钠 /
( g·L －1)

葡萄糖 /
( g·L －1)

蔗糖 /
( g·L －1)

乙醇
( 95% )

冰乙酸

添加量 20 11． 4 10． 9 11． 5 mL /L 10． 9 mL /L
C浓度 4． 57 4． 56 4． 59 4． 56 g /L 4． 58 g /L
N浓度 0． 277 0． 277 0． 277 0． 277 g /L 0． 277 g /L

1． 5 接种培养 取 XF03 株斜面菌种接种基础液
体培养基，用灭菌的液体石蜡覆盖其表层，置于烛

缸中 35 ℃恒温培养 4 d后，进行活菌计数。然后取
1 mL种子液分别接种 9 mL上述 5 种不同的液体培
养基，用灭菌的液体石蜡覆盖其表层，置于 35 ℃培
养箱中，培养 2、4、6 d后进行活菌计数。
1． 6 活菌计数 采用平板计数法，进行活菌计数。
取 1 mL培养液加入 9 mL 基础液体培养基进行 10
倍系列稀释，选择适当稀释度的菌液滴基础培养基

琼脂平皿 3 个，0． 1 mL /个，使菌液均匀散开，置于
烛缸中 35 ℃培养 4 d后计数菌落，计算活菌数。
1． 7 数据统计 对活菌计数结果进行 t检验。
2 结果与分析
2． 1 5 种不同碳源对反硝化细菌生长的影响 5
种液体培养基培养的反硝化细菌活菌数如表 2
所示。

表 2 5 种液体培养基培养的反硝化细菌 XF03 株活菌数 CFU /mL

菌液
培养时间

0 d 2 d 4 d 6 d

葡萄糖 平均值 x 7． 0 × 106 1． 2 × 108 9． 4 × 108 1． 5 × 109

标准差s 4． 9 × 106 7． 8 × 107 2． 3 × 108 8． 2 × 107

酒石酸钾钠 平均值 x 7． 0 × 106 1． 1 × 108 2． 3 × 108 2． 8 × 108

标准差s 4． 9 × 106 3． 4 × 107 5． 6 × 107 1． 1 × 108

蔗糖 平均值 x 7． 0 × 106 3． 3 × 107 5． 7 × 107 1． 2 × 108

标准差s 4． 9 × 106 5． 8 × 107 3． 5 × 107 6． 6 × 107

乙酸 平均值 x 7． 0 × 106 1． 3 × 107 2． 7 × 107 9． 2 × 107

标准差s 4． 9 × 106 1． 5 × 107 1． 4 × 107 4． 5 × 107

乙醇 平均值 x 7． 0 × 106 2． 8 × 107 3． 8 × 107 6． 1 × 107

标准差s 4． 9 × 106 1． 5 × 107 5． 8 × 106 3． 7 × 107

注:“葡萄糖”、“酒石酸钾钠”、“蔗糖”、“乙酸”、“乙醇”分别代表以上述物质作为唯一碳源的液体培养基培养的菌液。

2． 2 结果分析
2． 2． 1 培养时间对细菌增殖的影响 含葡萄糖的
菌液中，活菌数在 0、2、4、6 d 的比值为 1 ∶ 1． 6 ∶
133． 7 ∶ 215． 5。含酒石酸钾钠的菌液中，活菌数在
0、2、4、6 d的比值为 1 ∶ 15． 4 ∶ 33． 1 ∶ 40。含蔗糖的
菌液中，活菌数在 0、2、4、6 d的比值为 1 ∶ 4． 8 ∶ 8． 1 ∶
16． 4。含乙酸的菌液中，活菌数在 0、2、4、6 d 的比
值为 1 ∶ 1． 9 ∶ 3． 8 ∶ 13． 1。含乙醇的菌液中，活菌数
在 0、2、4、6 d的比值为 1 ∶ 4． 1 ∶ 5． 5 ∶ 8． 7。0 ～ 6 d
细菌生长速度顺序为:葡萄糖 ＞酒石酸钾钠 ＞蔗糖 ＞
乙醇( 或乙酸) ( 此处以碳源代表含此碳源的菌液，

下同) 。在 5 种液体培养基中，细菌在 0 ～ 4 d 培养
时间越长，活菌数越高，活菌减少最早可能发生于

4 d后，因此在相同条件下进行菌种增殖，培养时间
不宜少于 4 d。

2． 2． 2 不同碳源对细菌生长的影响 接种后 2 d，
活菌数顺序为:葡萄糖 ＞酒石酸钾钠 ＞蔗糖 ＞乙醇 ＞
乙酸，其比值为 4． 1 ∶ 3． 8 ∶ 1． 2 ∶ 1 ∶ 0． 5。对有关数
据进行 t检验表明，葡萄糖与乙醇、葡萄糖与乙酸、
酒石酸钾钠与乙醇、酒石酸钾钠与乙酸活菌数差异
显著; 其余的菌液活菌数彼此之间差异不显著。如
果增殖培养 2 d，添加葡萄糖或酒石酸钾钠效果
较好。
接种后 4 d，活菌数顺序为: 葡萄糖 ＞酒石酸钾

钠 ＞蔗糖 ＞乙醇 ＞乙酸，其比值为 24． 3 ∶ 6． 0 ∶ 1． 5 ∶
1 ∶ 0． 7。对有关数据进行 t 检验表明，葡萄糖与乙
酸、葡萄糖与酒石酸钾钠、葡萄糖与蔗糖、葡萄糖与
乙醇、酒石酸钾钠与乙醇、酒石酸钾钠与乙酸活菌
数差异极显著; 酒石酸钾钠与蔗糖活菌数差异显

著; 其余的菌液活菌数彼此差异不显著。如果增殖
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培养 4 d，添加葡萄糖效果最好，添加酒石酸钾钠效
果稍差一些。
接种后 6 d，活菌数顺序为: 葡萄糖 ＞酒石酸钾

钠 ＞蔗糖 ＞乙酸 ＞乙醇，其比值为 24． 4 ∶ 4． 6 ∶ 1． 9 ∶
1． 5 ∶ 1。对有关数据进行 t 检验表明，葡萄糖与乙
酸、葡萄糖与酒石酸钾钠、葡萄糖与蔗糖、葡萄糖与
乙醇活菌数差异极显著; 酒石酸钾钠与乙醇活菌数

差异显著; 其余的菌液细菌浓度彼此差异不显著。
如果增殖培养 6 d，添加葡萄糖效果较好。
综上所述，在 35 ℃、pH 7． 2、C /N = 19 的条件

下，葡萄糖作为碳源对反硝化细菌 XF03 株生长的
促进作用明显优于其余 4 种碳源。
3 讨论和结论
本实验研究表明相对于酒石酸钾钠、蔗糖、乙

醇和乙酸，在 C 浓度相同的情况下，葡萄糖作为唯
一碳源更有利于反硝化细菌 XF03 株的增殖，能获
得较多的活菌。
反硝化实质上是氮的还原［10］，可以碳源作为

电子供体［11］。电子供体为单一碳源有机物时，
NO －

3 － N的降解速率受 NO －
3 － N 浓度和碳源有机

物浓度的双重影响［12］。反硝化细菌利用不同碳
源，通过不同的呼吸途径，产生的能量不同，细胞的

产率也不同［13］。有机物质转化成细胞的百分率越
大，对其需求量越小［14］。反硝化细菌的细胞产率
与碳源性质间的关系非常密切［15］。
需氧反硝化细菌可在有氧的条件下进行反硝

化，菌种扩大培养相对容易。厌氧反硝化细菌可在
厌氧的条件下进行反硝化，反硝化的效率较高，一

般为自养型，可在无外源有机物的情况下完成增

殖。兼性厌氧菌对溶解 O2 的浓度没有严格要求，

适用范围更广，能在偏酸性环境中生长，适于治理

大面积水体 N污染。
利用葡萄糖、酒石酸钾钠、蔗糖、乙酸和乙醇分

别作为唯一碳源对比研究其对反硝化细菌增殖的

影响，以找到适用于反硝化细菌增殖的最佳碳源。
反硝化细菌 XF03 株以葡萄糖作为碳源进行菌种扩
大培养和生物脱氮，具有较高的性价比和在生产中

运用的现实性。
本实验通过活菌计数结果来反映不同碳源对

反硝化细菌生长的影响，在细菌进入衰退期之前，

菌液中的活菌数可有效地反映细菌的生长状况，活

菌数越多，表明碳源越易被分解利用，细菌生长越

迅速，碳源对该菌株增殖的促进作用越好，而且在

实际应用中活菌数也是评价细菌生长状况及其应

用价值的一个重要指标。反硝化细菌 XF03 株作为
兼性厌氧菌，比较适合用于 NO －

3 污染的富营养化

水体的生物脱氮。
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