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摘   要 : 本文研究了培养时间、培养基类型、硫酸铵浓度对湖泊沉积物与水中氨氧化细菌

(AOB)MPN 计数的影响。结果表明, MPN 值随培养时间的延长而增大, 且趋于稳定。对不同样品

而言, 培养 40 d 后, MSF 培养基均给出稳定的 MPN 值。在 3 种不同类型的培养基(XZ-AOB、MSF、
SW)中, MSF 产生的 MPN 值最大。此外, 培养基中的硫酸铵浓度对 MPN 计数亦有重要影响,  与
沉积物 AOB 相比, 湖水 AOB 对硫酸铵浓度更为敏感。 
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Effect of Different Media on MPN Estimation of  
Ammonia-oxidizing Bacteria in Lakes 
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Abstract: The MPN method was used to enumerate ammonia-oxidizing bacteria (AOB) in water and sedi-
ments of several shallow lakes. The suitable incubation time, medium types and substrate (ammonium sul-
phate) concentrations were studied. The results showed that, MPN values increased with the incubation time, 
reaching a stable maximum at some time stages, which was 40 days in all the samples for MSF medium. 
Among the three media used (XZ-AOB、MSF、SW), MSF give the highest MPN value. In addition, am-

monium sulphate concentration in medium was an important factor affecting MPN estimation of AOB. 
Compared to AOB in lake sediments, AOB in lake water was more sensitive to ammonium sulphate concen-
tration. 

Keywords: Ammonia-oxidizing bacteria, MPN, Incubation time, Medium types, Ammonium sulphate con-
centration 

硝化作用是湖泊氮循环的重要过程 [1], 其基本

步骤有二, 氨氧化细菌将氨氮氧化为亚硝态氮, 亚

硝酸盐氧化细菌再将亚硝态氮氧化为硝态氮。显然, 

前者常为氮转化过程的限制性步骤[2]。因此, 氨氧化

细菌在湖泊氮循环过程中的作用极其重要, 氨氧化

细菌是以氨氮作为唯一能量来源的自养细菌, 生长

极其缓慢, 其数量不能用平板计数法测定, 故最大

或然法(most probable number, MPN)已成为测定特

殊微生物生理类群的常用方法 [3−6], 它已广泛应用

于土壤、水体等环境中氨氧化细菌的测定 [ 7−13 ]。 
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然而, 目前尚未见用于氨氧化细菌MPN计数的国际

通用培养基, 用不同的培养基培养同一样品往往产

生明显不同的 MPN值。本文讨论了 3种不同的培养

基对 5个湖泊氨氧化细菌 MPN计数的影响。这一工

作旨在选取适宜的培养基与培养条件, 进而深入揭

示湖泊氮循环的机理, 为湖泊富营养化的治理提供

科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
湖泊沉积物和水样取自保安湖、后官湖、月湖、

巢湖、东湖, 见表 1。 

1.2  方法 
1.2.1  培养基：实验采用的培养基(表 2)包括 XZ- 
AOB培养基[14]、MSF培养基[15]与 SW培养基[16]。 

微量元素溶液 No.44 配方：EDTA 2.5 g/L, 
ZnSO4·7H2O 10.95 g/L, FeSO4·7H2O 5 g/L, 
MnSO4·H2O 1.54 g/L, CuSO4·5H2O 0.392 g/L, 
Co(NO3)2·6H2O 0.248 g/L, Na2B4O7·10H2O 0.177 g/L。 
1.2.2  MPN 法：用 1 mmol/L 磷酸缓冲液(pH 7.2)
对沉积物和湖水水样进行 10倍梯度稀释, 选取不同
稀释梯度, 每个稀释度设置 5个重复, 接种到 5 mL
的液体培养基中, 28°C 黑暗培养, 用 Griess 试剂进
行检测,  根据检测结果查 MPN 表[17], 推算每克干
沉积物和每毫升水样中氨氧化细菌的数量[18]。 

 

表 1  各采样点的基本特征 
Table 1   Characters of sampling sites 

时间 Time 地点 Site 气温 Temperature (°C) 水深 Depth (cm) 透明度 Transparency (cm) 

2006.4.10 保安湖 22 120 45 

2006.4.18 后官湖 27 250 100 

2006.6.20 月湖 12# 33 170 23 

2006.10.12 月湖 16# 26 100 30 

2006.12.22 月湖 2# 8 175 54 

2007.4.29 巢湖 28 − 77 

2007.5.21 东湖 29 − − 
 

表 2  氨氧化细菌的 3 种培养基 
Table 2  Three culture media for growth of ammonia-oxidizing bacteria 

培养基成分 Ingredient XZ-AOB MSF SW 

蒸馏水 Distilled water (mL) 1000 1000 1000 

(NH4)2SO4 (g/L) 2 0.5 0.5 
MgSO4·7H2O (g/L) 0.03 0.05 0.04 
K2HPO4 (g/L) 0.75 0.5  
KH2PO4 (g/L)   0.2 
NaH2PO4 (g/L) 0.25   
MnSO4·4H2O (g/L) 0.01   
CaCO3 (g/L) 5 14.29  
NaCl (g/L)  2  
CaCl2·H2O (g/L)  0.02  
CaCl2·2H2O (g/L)   0.04 
KHCO3 (g/L)  0.02  
NaMoO4·2H2O (mg/L)  0.0024  
Fe-EDTA (mg/L)   0.5 
微量元素溶液 Trace elements mixture (mL)  1 1 

 

2  结果 

2.1  培养时间对湖泊氨氧化细菌 MPN 计数的 
影响 

用 3种培养基接种 10 d后检测氨氧化菌, 此后

每 7天检测 1次, 止于第 66天。如图 1所示, MPN
值均随时间的延长而增大, 且逐渐趋于稳定。此外, 
不同培养基给出的 M P N 稳定值不尽相同。就

XZ-AOB培养基而言, 6种样品 MPN值达到稳定所
需的时间差异明显, 最短者为 24 d(图 1C、图 1D),  
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图 1  培养时间对三种不同培养基中湖泊氨氧化细菌 MPN 计数的影响 
Fig. 1  Effect of incubation time on the MPN enumeration of AOB in lakes in three different media 

注：A: 月湖沉积物 (2006.6.20); B: 保安湖沉积物 (2006.4.10); C: 后官湖沉积物 (2006.4.18); D: 巢湖沉积物 (2007.4.29); E: 东湖沉积物
(2007.5.21); F: 月湖水样(2006.10.12) 
Note: A: sediment of Lake Yuehu(June 20, 2006); B: sediment of Lake Baoan(April 10, 2006); C: sediment of Lake Houguan(April 18, 2006); 
D: sediment of Lake Chaohu(April 29, 2007); E: sediment of Lake Donghu(May 21, 2007); F: water of Lake Yuehu(Oct 12, 2006) 

 
最长者超过 60 d (图 1F); 就 SW培养基而言, 6种样
品 MPN值达到稳定所需的时间亦在 17 d (图 1A)与
66 d (图 1F)之间变动; 就 MSF 培养基而言, 培养 
40 d后所有样品的 MPN值均趋于稳定。 

2.2  不同培养基对沉积物氨氧化细菌 MPN 计数

的影响 
由表 3可知, 就所有样品而言, MSF培养基给出

的 MPN 值均高于 XZ-AOB 培养基和 SW 培养基给
出的相应值。简言之, MPNMSF/MPNXZ-AOB的比值范

围为 1.75~329.67, MPNMSF/MPNSW 的比值范围为

2.00~2000.00。SW培养基与 XZ-AOB培养基给出的
MPN值的对比关系较为复杂。因此, MSF可作为氨
氧化细菌 MPN 计数的最佳培养基 ,  培养时间为 
40 d (参见 2.1)。 
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表 3  不同培养基对湖泊氨氧化细菌 MPN 计数的影响 
Table 3  Effect of different medium types on the MPN enumeration of AOB in lakes 

MPN培养基 MPN medium 不同培养基 MPN比值 MPN ratio 
采样点 Sampling sites 

XZ-AOB MSF SW MSF/XZ-AOB MSF/ SW SW/XZ-AOB 

月湖沉积物(2006.6.20) 
Sediment of Lake Yuehu 

39000 
 

940000 
 

15000 
 

24. 10 
 

62.67 
 

0.38 
 

保安湖沉积物(2006.4.10) 
Sediment of Lake Baoan 

540000 
 

5400000 
 

42000 
 

10.00 
 

128.57 
 

0.08 
 

后官湖沉积物(2006.4.18) 
Sediment of Lake Houguan 

930 
 

14000 
 

7000 
 

15.05 
 

2.00 
 

7.53 
 

巢湖沉积物(2007.4.29) 
Sediment of Lake Caohu 

910 
 

300000 
 

150 
 

329.67 
 

2000.00 
 

0.16 
 

东湖沉积物(2007.5.21) 
Sediment of Lake Donghu 

110000 
 

1600000 
 

420000 
 

14.55 
 

3.81 
 

3.82 
 

月湖水样(2006.10.12) 
Lake water of Lake Yuehu 

280 
 

18000 
 

540 
 

64.29 
 

33.33 
 

1.93 
 

月湖水样(2006.12.22) 
Lake water of Lake Yuehu 

20 
 

3500 
 

80 
 

175.00 
 

43.75 
 

4.00 
 

月湖沉积物(2006.12.22) 
Sediment of Lake Yuehu 

280000 
 

490000 
 

110000 
 

1.75 
 

4.45 
 

0.39 
 

 
2.3  底物浓度对湖泊氨氧化细菌 MPN 计数的 
影响 

月湖不同时期水样对各培养基中的硫酸铵浓度

均较敏感, 就 XZ-AOB 培养基而言, 适宜硫酸铵浓
度为 0.5 g/L, 该值为培养基原配方浓度的 1/4; 就
MSF培养基而言, 适宜硫酸铵浓度为 0.5 g/L, 该值
等同于原配方中的相应浓度; 就 SW 培养基而言, 
适宜硫酸铵浓度为 0.05 g/L, 该值为原配方浓度的
1/10, 亦为上述两种培养基最适浓度的 1/10。水样中
氨氧化细菌对高浓度(5 g/L)硫酸铵较为敏感, 以至
无法检测(图 2A、图 2B)。 

就 XZ-AOB 培养基而言, 适于沉积物氨氧化细
菌培养的硫酸铵浓度为 2 g/L, 即培养基原配方浓度; 
就 MSF 培养基而言, 适于沉积物的硫酸铵浓度为
0.5 g/L, 即培养基原配方浓度; 就 SW 培养基而言, 
适于沉积物的硫酸铵浓度亦为 0.05 g/L, 该值为原
配方浓度的 1/10(图 2C、图 2D)。总之, 沉积物氨氧
化细菌对培养基中的硫酸铵浓度不甚敏感, 各培养
基在最高浓度的硫酸铵培养基中均能检测到一定数

量的氨氧化细菌。 
综上所述, 在 XZ-AOB、MSF、SW三种培养基

中, 仅MSF原始配方中硫酸铵浓度可兼用于沉积物
与水样中的氨氧化细菌的适宜培养。就水样而言 , 
XZ-AOB 和 SW 原始配方中硫酸铵浓度均偏高; 就
沉积物而言, SW原始配方中硫酸铵浓度亦偏高, 选
用时应适度调整。 

3  讨论 

用于 MPN 计数的培养时间不尽相同 ,  如 2 
周[14]、3周[19−21]、4周[10]、5周[15]、6周[22,23]以及 8
周或更长时间等[7,8]。本项研究表明, 针对采自不同
湖泊的沉积物和水样, MSF培养基均能在 40 d给出
稳定的 MPN值。这一结果为不同湖泊相关研究的比
较提供了共同的实验基础。 

不同类型的培养基已广泛用于氨氧化细菌的计

数培养, 且各自产生不同的 MPN值。例如, 在 4种

培养基中, WT培养基不适于污水氨氧化细菌的培养

与MPN计数, 其原因可能在于培养基较弱的缓冲能

力限制底物被氧化[17]。SW培养基给出的 MPN值均

小于 MSF 培养基给出的相应值(表 3), 前者可能缺

乏碳酸钙的缓冲, 氨氧化将不断产生 H+, 导致周围

环境的酸化, 进而抑制嗜微偏碱性环境(pH 7.0~8.5)

的氨氧化细菌的生长[24]。此外, XZ-AOB培养基给出

的 MPN 值均小于 MSF 培养基给出的相应值, 前者

包含的较高浓度的硫酸铵(2 g/L)可能抑制氨氧化细

菌的生长。 

实验证明[7,8,10,11,21,22], 不同环境中的氨氧化细
菌对硫酸铵的敏感性不尽相同。Hasting 等[7]认为, 
Esthwaite湖水中的氨氧化细菌对硫酸铵浓度较为敏
感, 它仅在低浓度硫酸铵(0.67 mmol/L)的培养基中
行使硝化作用, 而高浓度的硫酸铵(12.5 mmol/L)则
对沉积物氨氧化产生刺激作用。Whitby等[11]亦证明, 
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图 2  底物(NH4)2SO4 浓度对湖泊氨氧化细菌 MPN 计数的影响 
Fig. 2  Effect of substrate(NH4)2SO4 concentration on the MPN enumeration of AOB in Lakes 

注：柱上方数字为培养基中硫酸铵浓度(g/L), 带下划线者为文献中原始浓度. 其余数字为本实验设定的两个浓度。A: 月湖水样(2006.10.12); B: 
月湖水样(2006.12.22); C: 保安湖沉积物(2006.4.10); D: 月湖沉积物(2006.12.22) 
Note: The figures above the bars indicate the substrate concentrations in the media, among which the figures underlined indicate the concen-
trations mentioned in the literatures, and the remaining figures indicate the concentrations used in this experiment. A: Water of Lake Yuehu 
(Oct 12, 2006); B: Water of Lake Yuehu (Dec 22, 2006); C: Sediment of Lake Baoan (April 10, 2006); D: Sediment of Lake Yuehu (Dec 22, 
2006) 

 
Windermere 湖水中的氨氧化细菌仅能在低浓度

(0.67 mmol/L)和中等浓度(5 mmol/L) 硫酸铵培养基

中行使硝化作用, 而在低浓度(0.67 mmol/L)、中等

浓度(5 mmol/L)以及高浓度(12.5 mmol/L)的硫酸铵

培养基中, 沉积物氨氧化细菌均能行使硝化作用。

本项研究的结果与上述观点一致, 即与沉积物氨氧

化细菌相比, 月湖水中的氨氧化细菌对硫酸铵的浓

度更为敏感。 

事实上, 除以上 3 点培养因素会对氨氧化细菌

MPN计数产生重要影响外, 其他培养因素如培养条

件(温度、pH、盐浓度)等均会影响氨氧化细菌的生

长。曾国驱等[25]研究表明, 培养基中的盐浓度、培

养基 pH、培养温度均对氨氧化细菌生长产生重要影

响。Donaldson等[21]分别用 1 mmol/L的磷酸缓冲液

和去离子水用于土壤梯度稀释, 稀释液接种于液体

培养基进行 MPN 计数, 结果表明, 水稀释土壤的

MPN值与磷酸缓冲液稀释土壤的MPN值差异明显。

由上可见, 影响 MPN计数的因素是多方面的。 

总之 , 本文提出了用于浅水湖泊氨氧化细菌

MPN计数的适宜培养时间(40 d)、培养基类型(MSF)

与硫酸铵浓度(0.5 g/L), 它将有助于相关方法的规

范、不同湖泊实验结果的比较以及富营养化湖泊氮

循环机理的深入阐明。 
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