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摘  要    氨氧化细菌是生态系统硝化过程中的一类重要微生物，但由于具有自养性、依附性和生长速率

低等特性，从环境中分离氨氧化细菌存在很大困难。本研究通过改进硅胶平板的配方和制作程序，使土壤中氨

氧化细菌能够快速高效地分离，有利于进一步开展对此菌的研究工作。 
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硝化作用是自然界 N素循环中的关键步骤，对
土壤 N素养分的转化具有重要意义。氨氧化细菌即
亚硝化细菌，在硝化作用过程中负责将铵氧化为亚

硝酸盐，实现亚硝化作用，是硝化过程中必不可少

的步骤，同时也是其限速反应。氨氧化细菌属革兰

氏阴性专性化能自养细菌，以铵盐的氧化满足其能

量需求，喜欢微偏碱性的环境，生长极为缓慢，最

适 pH值为 7.0 ~ 8.5，最适温度为 24 ~ 28 ℃，普遍
分布在自然界的土壤、海洋及淡水中，但只占其中

细菌总量的极小比例，且不同种属的氨氧化细菌所

分布的环境不同[1~4]。由于氨氧化细菌在一般的自然

土壤和污水处理系统中的含量较低，具有生长在固

体表面上的习性，在液体培养基中主要附着在固体

颗粒和器壁上，粘连在一起，在实验室对氨氧化细

菌的分离通常比较困难，以致有关它们的细菌学和

生物化学的研究工作进展缓慢[5]。李振高等[6]研究认 
 
 
 

为，氨氧化细菌的存在同时也是引起土壤气态 N损
失的潜在动力之一。因此，开发氨氧化细菌的富集

培养技术，提高氨氧化细菌的产率，在农田生态建

设和环境保护等方面均具有重要的意义[7]。平板培

养方法是一种传统的微生物学实验方法，人们通常

通过在培养基上培养菌落和分离细菌细胞来鉴定微

生物[8,9]。本研究通过改进硅胶平板的配方与制作程

序，来探索高效的氨氧化细菌富集分离方法，为进

一步开展土壤及环境中的氨氧化细菌的研究奠定基

础。 
 
1  材料与方法 
 

1.1  土壤样品来源 

2004年 2月 6日采集江苏省无锡市安镇年余农
场（中国 FACE试验平台）麦田耕层（0 ~ 10 cm）
新鲜土样共 12份，装于塑料袋中放置于冰桶内带回 
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实验室。土样过 2 mm筛，4 ℃冰箱保存。 
1.2  富集分离培养基 

参照文献[3, 5]，制备氨氧化细菌的液体富集培
养基与固体分离培养基。培养基的配方如表 1所示。 

 

1.2.1  琼脂平板    氨氧化细菌的单菌落比常见
细菌的要小得多，肉眼难于观察，往往容易被忽略，

因此对加入分离培养液的琼脂凝固剂要求较高。按

培养液 2.%的比例称取琼脂盛于玻璃杯中，先用蒸
馏水浸泡 2 ~ 3天，再冲洗 3 ~ 5次，直至琼脂呈白
色透明，然后加入装有分离培养液的三角瓶中，灭

菌后制成水洗琼脂平板。 
1.2.2  硅胶平板    硅胶平板培养法是对氨氧化
细菌进行生长情况观察并作为分离和鉴定的常用方

法[5]。硅胶平板是稀酸液和水玻璃中和形成的凝胶，

制作相当讲究。本研究摸索改进后的硅胶板配方和

制作程序如下：取 155 ml蒸馏水加 5.5 ml相对密度
为 1.84的浓硫酸，取 185 ml 蒸馏水加 22.0 ml 相对
密度为 1.19的浓盐酸，两者混合即为稀酸液；取 500 
ml 蒸馏水加 82.59 g硅酸钠（Na2SiO3·9H2O），搅拌
溶解即为水玻璃；分别吸取 12 ml 水玻璃和 8 ml 稀
酸液于小烧杯中，快速搅拌混匀，倒入培养皿中，

静置凝固。 
将凝固后的硅胶板放入水槽中，用自来水浸洗

5 ~ 8次，每次 15 ~ 25 min。用 1 %的 AgNO3溶液检

查 Cl- 去除效果，如呈白色则继续冲洗。当 Cl- 除去

之后，硅胶板再用冷却开水浸洗 1 次，无菌水（或

蒸馏水）清洗 1 次，倒置过夜晾干。在每一硅胶板
表层加入氨氧化细菌分离培养液 2 ml，然后放入烘
箱中，35 ~ 45 oC维持 1.0 ~ 1.5 h至表层无营养液流
动，然后与培养皿盖子一同在紫外灯下照射 30 min，
即为用于分离氨氧化细菌的硅胶平板。 
1.3  方法与步骤 

1.3.1  富集培养    称取土样 1 g，加入盛 10 ml 
富集培养基的试管中，置 28 oC恒温室中培养 10 ~ 
15 天，用格利斯试剂在白瓷板上检测 NO2

- 的生成

情况。格利斯试剂能与亚硝酸反应生成一种紫红色

的化合物（C10H6NH2-N:N-C6H4-SO3H），培养液   
是否变红及其颜色深浅可指示 NO2

-的生成及其浓  
度[10]。 
在检测显示红色后，向试管中补加 1 ml 营养补

充液，继续恒温培养。当检测显示深红色后，吸取

1 ml 富集液移至含新鲜培养液的试管中，28 oC恒
温室继续培养。格利斯试剂伴随检测，从中选取显

色深的试管重复营养补充与移液富集，提高氨氧化

细菌的培养浓度，淘汰异养杂菌。 
1.3.2  分离纯化    选取显色深的富集培养试管，
吸取 0.05 ml 富集液，采用涂布法均匀涂布在硅胶
平板上，28 oC培养 2 ~ 4周，观察菌落生长状况。
长出针尖大小的菌落后，挑取单菌落到琼脂平板上

划线分离，28 oC恒温培养。重复划线分离，纯化细
菌。 
 
2  结果与讨论 
 

2.1  不同接种原液与分离培养基间的比较 

根据对比试验发现，使用未经富集培养的土壤

悬液直接接种到琼脂平板上，菌落颜色与形态丰富

多样，包括有细菌、放线菌、真菌等多种类别，其

中部分可能为异养硝化微生物[1]，即培养选择性不

强；若接种到硅胶平板上，只有部分培养基上能够

观察到数量极其稀少的针尖大小菌落。经过富集培

养后接种到琼脂平板和硅胶平板上，菌落数量多，

以圆形无色透明和略显黄色为主，但琼脂平板培养

时间稍长就往往会出现杂菌生长，而硅胶平板容易

出现失水性干裂。 
结果分析表明，硅胶平板与琼脂平板均可分离

氨氧化细菌，而且效果较好。在相同无菌室接种和

恒温室培养条件下，琼脂平板所需培养时间相对要

短，但容易出现杂菌生长，影响氨氧化细菌的分离

纯化；而硅胶平板选择性强，基本无污染，但培养

表 1  液体富集培养基与固体分离培养基的配方 

培养基名称 培养基成分与含量 培养基处理 

富集培养基 (NH4)2SO4 

KH2PO4 

MgSO4·7H2O 

CaCl2 

蒸馏水 

2.50 g 

0.35 g 

0.25 g 

0.18 g 

500 ml 

5%Na2CO3调 pH 8.0 

分装 10 ml/试管 

灭菌 0.1 MPa × 30 min

分离培养液 (NH4)2SO4 

K2HPO4 

NaH2PO4 

MgSO4·7H2O 

MnSO4·4H2O 

CaCO3 

蒸馏水 

2.00 g 

0.75 g 

0.25 g 

0.03 g 

0.01 g 

5.00 g 

1000 ml 

5%Na2CO3调 pH 7.2 

800 ml (添加水洗琼脂)

200 ml (用于硅胶平板)

灭菌 0.1 MPa × 30 min

营养补充液 (NH4)2SO4 

蒸馏水 

5.50 g 

100 ml 

灭菌 0.1 MPa × 30 min
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时间长，且生长的菌落小而单一，影响对土壤中氨

氧化细菌群落多样性的认识。 
2.2  硅胶平板制作与培养过程中的注意事项 

硅胶平板传统的制备方法均比较麻烦耗时，如

透析法需要用透析袋，而且要用去离子水多次换水，

花费较大；树脂柱法制备硅酸溶剂，程序复杂，而

且用品较多；另外有的方法需要过滤，比较耗时。

本研究通过反复尝试，摸索形成了一种简便的制作

方法，能够从土壤中高效地分离到氨氧化细菌，而

且分离纯度高，实验花费少，适宜在普通实验室推

广。 
在制作硅胶平板时，稀酸液与水玻璃的比例非

常重要。实验通过反复摸索，最终确立了 2：3的比
例，此时硅胶板凝固速度快，具有较好的弹性。而

按其他一些比例混合后，有的保持在液体状态不发

生凝固，有的只能出现少量白色絮状沉淀，不能形

成硅胶板，还有的虽然能够凝固，但速度极慢且不

稳定。硅胶板在后期清水浸洗、添加培养液、加温

固定时均较容易破损，要注意保护。同时，硅胶平

板因为独特的形成过程而难以经受高温灭菌，本实

验中先用无菌水预处理，最后经紫外线照射，达到

了灭菌效果。 
硅胶平板在 28 oC培养过程中容易因失水而干

裂，干扰了对菌落的观察与挑取。实验探索创建了

“桶水袋罩”法，先在干净小型塑料桶内加入一薄层
蒸馏水，倒放一空培养皿，然后堆上硅胶平板，最

后在桶口处自上而下罩一洁净塑料袋。此法既不影

响桶内外空气交流，同时有效抑制水分挥发外逃，

使桶内空气保持在一定湿度范围内，培养期间基本

不用换水或加水，保证了培养条件的稳定性，且平

板基本不裂，菌落的培养与观察均不受影响。 
2.3  实验存在的问题与研究展望 

本实验中，氨氧化细菌的富集培养是关键阶段。

当移取富集液到新鲜培养基时需要较高的细菌基础

浓度，否则经过长时间的培养仍有可能检测不到

NO2
-，而只有当细菌达到一定数量时，氨氧化细菌 
 

才能够迅速利用新鲜培养液，达到富集目的。另外， 
氨氧化细菌对 pH、温度等的改变都很敏感[11]，在适

宜的条件下需 24 h才能完成一次分裂周期，在进行
固体培养的过程中一般需半月以上才能见到菌落生

长[2]，研究工作相当困难。这就要求我们深入认识

氨氧化细菌的培养特性与菌落特征，进一步改进分

离纯化方法。 
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