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摘 要: 为提高生物增强活性炭工艺中优势菌的生物活性，使优势菌保持较高有机物降解能力，通过研究温

度、pH 值、培养时间、溶解氧对优势菌群生物活性的影响，确定优势菌的最佳生长条件． 从松花江水中筛选可

用于生物增 强 活 性 炭 技 术 的 优 势 菌 5 株，鉴 定 结 果 分 别 为 Pseudomonas balearica，Pseudomonas putida，

Acinetobacter calcoaceticus，Acinetobacter lwoffii，Brevibacterium mcbrellneri． 结果表明，该 5 株优势菌在 pH = 6、
温度为 18 ℃、培养时间为 36 h、溶解氧为 7 mg /L 条件下驯化后具有较高的脱氢酶活性，PCR － DGGE 分析结

果表明，在优化条件下得到的高活性优势菌群在活性炭上固定的数量要明显高于未在优化条件下生长的优

势菌群．
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Abstract: To improve the biological activity of dominant bacteria on bio-enhanced activated carbon filter，five
kinds of dominant bacteria，Pseudomonas balearica，Pseudomonas putida，Acinetobacter calcoaceticus，
Acinetobacter lwoffii，and Brevibacterium mcbrellneri，which were isolated from Songhua River，were investi-
gated for the enhanced biological activity． The effects of temperature，pH value，incubation time，DO value on
the dehydrogenase activity variation of the dominant bacteria were studied in this paper． The results show that
the dehydrogenase activity is high at 18 ℃，the pH value of 6，incubation time of 48 h and DO value of 7 mg /
L，which is the optimal enhanced process for dominant bacteria． PCR － DGGE results show that the biomass of
the dominant bacteria on activated carbon under the optimal enhanced process is more than that without the
treatment of optimal enhanced process．
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生物增强活性炭技术( bio-enhanced activated
carbon，BEAC) 是现代生物技术研究内容之一，其

核心就是从自然界中筛选构建优势菌群，增强生物

降解作用，保持生物活性炭工艺的长期稳定性，提

高对污染物的去除效率［1］． 由于自然水体中生物相

非常复杂，微生物的种类和数量较多，营养基质较

少，从水体中筛选出的菌种活性很低，无法有效地

降解污染物，且人工固定化活性炭上生物量较少，

因此，进行菌群生物活性强化是有必要的． 在饮用

水处理中［2 － 4］，优势菌群生物活性的强化就是通过



从富营养到贫营养，再从贫营养到富营养而后再到

贫营养的变化过程，最终使筛选出的菌株能够在微

量有机物的水体中生长，提高菌种活性． 微生物菌

种生物活性的强化过程实际上是菌种的诱导变异

过程，反复经过营养的变化，菌种具备了适应水质

波动的贫营养环境，这样菌种被固定到活性炭上

后，才能够保持旺盛的生物降解能力［5］．
本文研究培养温度、pH 值、培养时间和氧含

量因素对优势菌群脱氢酶活性的影响，从而确定

优势菌群生物活性强化的最优培养条件，并在优

化条件下通过贫富营养交替的方式强化优势菌群

的生物活性，以 PCR － DGGE 技术比较了优化条

件与未优化条件下强化的优势菌群在活性炭上的

生物量固定情况．

1 试 验

1. 1 优势菌来源

从松花江水中筛选出 5 株具有降解有机物效

果的菌种，经鉴定分别为 Pseudomonas balearica，

Pseudomonas putida，Acinetobacter calcoaceticus，
Acinetobacter lwoffii，Brevibacterium mcbrellneri．
1. 2 培养基

Ⅰ: 牛肉膏 3 g，蛋白胨 10 g，葡萄糖 10 g，

NaCl 5 g，松花江水 1 000 mL，112 ℃灭菌 20 min;

Ⅱ: 蛋白胨 10 g，葡萄糖 10 g，NaCl 5 g，松花江水

1 000 mL，112 ℃灭菌 20 min．
Ⅲ: 葡 萄 糖 10 g，NaCl 5 g，松 花 江 水

1 000 mL，112 ℃灭菌 20 min．
Ⅳ: NaCl 5 g，松花江水 1 000 mL，112 ℃灭菌

20 min．
Ⅴ: NaCl 5 g，松花江水砂滤出水 1 000 mL，

112 ℃灭菌 20 min．
1. 3 试验方法

优势菌群最优培养条件确定: 通过 I 号培养

基，研 究 不 同 培 养 条 件 下，即 培 养 温 度 ( 13 ～
38 ℃ ) 、pH 值( 3 ～ 10 ) 、培养时间( 12 ～ 72 h) 、溶
解氧质量浓度( 4 ～ 9 mg /L) ，优势菌群脱氢酶活

性的变化规律．
优势菌群生物活性强化试验: 在已确定的最

佳生长条件下，利用不同浓度梯度营养成分的强

化培养基( I、Ⅱ、III、Ⅳ、V) ，对优势菌群进行反复

强化，强化培养采用半连续驯化培养法，其过程

为: 将待用菌株的斜面用 10 mL 无菌水洗脱，然

后各 取 2 mL 菌 液 分 别 接 种 于 装 有 已 灭 菌 的

100 mL培养基 I 中，再置于摇床上． 吸取菌株培养

基 I 的培养液 10 mL，分别加入盛有 100 mL 培养

基Ⅱ的玻璃瓶中，置于摇床上培养． 依次按上述量

和培养方法，将菌株的培养液分别加入培养基

III、Ⅳ、V 中，最后加入已经灭菌的水中［6］．
试验重复进行 3 次，图表中所得结果为 3 次

实验平均值． 溶解氧参数变化控制采用加氧泵进

行曝气，试验装置如图 1 所示．

2

14 3

1． 加氧泵; 2． 进样口; 3． 曝气头; 4． 出水口．

＇ 图 1 优势菌群生物活性强化的溶解氧控制试验装置

1. 4 检测方法

生物活性检测方法采用脱氢酶活性法，选用

无色的氯化三苯基四氮唑( TTC) 受氢后变成红色

的三 苯 甲 基 ( TF ) ，然 后 利 用 比 色 法 做 定 量 分

析［7 － 8］． 取培养后的混合菌液 10 mL，置于离心管

中，4 000 r /min 离心 10 min，弃去上清液，底部菌

体用无菌水洗脱倒入比色管，进行脱氢酶测定．

2 结果与讨论

2. 1 温度对优势菌群脱氢酶活性的影响

研究不同温度条件下优势菌群脱氢酶活性的

变化，培养条件为 pH 值 7. 0，培养时间为 24 h，

DO 值范围为 6 ～ 8 mg /L，结果如图 2 所示． 温度

是影响微生物活性的主要因素，不同菌种相应的

最佳生长温度也不同，在适宜的温度下，活化分子

数增多，反应速度加快，从而使微生物的降解速度

加快． 中温菌所产生的酶一般要求较高反应温度，

在低温条件下酶活性降低，而来自耐冷菌细胞中

的酶必须适应低温环境，它们的分子结构能够在

低温下保持较高的稳定性和催化活性［9］． 试验观

察优势菌群在培养温度为 18 ～ 23 ℃ 范围脱氢酶

活性较高，培养温度低于 13 ℃和高于 33 ℃时，优

势菌群脱氢酶活性较低，最佳温度为 18 ℃ ．
2. 2 pH 对优势菌群培养中脱氢酶活性的影响

微生物生长适宜 pH 值范围较宽，不同微生

物生长的最适 pH 值也有一定差别，并且各微生

物生长的最适 pH 值与其分泌某种代谢产物的

pH 值通常是不同的，因此，确定优势菌群最适 pH
值范围可以提高优势菌群的生物活性并在扩大培
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养中得到较高的菌量［10］． 试验研究 pH 值在 3 ～
10 范围内优势菌群脱氢酶活性的变化规律，培养

条件为温度 23 ℃，培养时间为 24 h，DO 值范围为

6 ～ 8 mg /L，结果如图 3 所示． pH 值范围在 5 ～ 9
时优势菌群脱氢酶活性较高，最适 pH 值为 6，说

明优势菌群在偏酸性条件下有较高的活性．
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图 2 温度对优势菌群培养中脱氢酶活性的影响
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图 3 pH 对优势菌群培养中脱氢酶活性的影响

2. 3 培养时间对优势菌群培养中脱氢酶活性的影响

图 4 为优势菌群随培养时间变化的脱氢酶活

性测定结果，培养条件为温度 23 ℃，pH 值为 7. 0，

DO 值范围为 6 ～8 mg /L． 0 ～ 24 h 优势菌群生长处

于迟缓期，生物活性较低． 当微生物细胞适应环境

后，24 ～36 h 处于对数生长期，生物活性迅速升高．
42 ～54 h 内，微生物细胞进入稳定期，生物活性变

化不明显，当培养 60 h 以后，由于环境中营养物质

的不足，微生物进入生长的衰亡期，生物活性明显

降低，因此，最佳培养时间可确定为 36 h．
2. 4 溶解氧对优势菌群培养中脱氢酶活性的影响

由于试验所选 5 株优势菌均为好氧性微生物，

氧作为在呼吸作用中的最终电子受体和供不饱和

脂肪酸等的合成，其对优势菌的生物活性有很大的

影响［10］． 图 5 为优势菌群培养过程中氧质量浓度

对脱氢酶活性的影响，培养条件为温度23 ℃，pH
值为 7. 0，培养时间为 24 h． 可以看出，当培养液中

溶解氧含量小于 7 mg /L 时，优势菌群的脱氢酶活

性随溶解氧质量浓度增加而升高; 当溶解氧含量大

于 7 mg /L 时，优势菌群脱氢酶活性升高趋势减缓，

脱氢酶活性维持在 40 ～45 mg / ( L·h) ，因此，可确

定优势菌群最适生长溶解氧为 7 mg /L．
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图 4 培养时间对优势菌群培养中脱氢酶活性的影响
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图 5 DO 对优势菌群培养中脱氢酶活性的影响

2. 5 优势菌群生物活性强化过程分析

图 6 为两种条件下优势菌群生物活性强化过

程，其中优化条件为温度 18 ℃，pH 值为 6，单一

培养 基 培 养 时 间 为 36 h，溶 解 氧 质 量 浓 度 为

6 ～ 7 mg /L． 未优化条件为温度 23 ℃，pH 值为 6，

单一培养基培养时间为 24 h，溶解氧质量浓度为

6 ～ 7 mg /L． 可以看出，两种条件强化过程在初始

阶段优势菌群的生物活性均较低，从富营养化向

贫营养化转变的过程中，在较优条件下生长的优

势菌群生物活性首先有一定的增加，但是增加幅

度不明显，这说明菌种在驯化过程中出现一个适

应过程，在这个适应过程中，虽然改变了培养基的

类型，但是增强菌不能在短时间内适应这个变化，

因而生物活性的增强受到了抑制． 当驯化进行到

贫营养的状态时，即进入Ⅴ号培养基，增强菌的生

物活性有所降低，这是由于培养基Ⅴ不含有微生

物所需的营养物质，微生物的脱氢酶活动受到较

大抑制． 在第二阶段由贫营养化向富营养化变化，

从Ⅴ至Ⅲ的变化过程中，微生物活性迅速增加，这

一阶段微生物适应了营养水平的变化，微生物活

性呈现出线性增加的状态，在随后的Ⅲ至Ⅰ的过

程中，虽然营养物质水平增加了，但是生物活性增

长幅度较小，因而可以认为驯化达到了终点，即使

营养水平再变化也不会对微生物活性有较大改
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变． 与优化条件相比，未优化条件下的优势菌群生

长活性变化较慢，适应性较差．
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图 6 优势菌群生物活性强化过程中脱氢酶活性的变化规律

2. 6 优势菌固定活性炭上 PCR －DGGE 分析

试验采用 PCR － DGGE 技术［11 － 12］比较两种

条件下强化生物活性后的优势菌群在活性炭上固

定化的情况，测定得到的指纹图谱见图 7． 指纹图

谱中不同的阴影部分代表不同的菌种，而阴影带

的数目代表生物菌种的数目，每一条阴影都代表

不同的生物菌种，而阴影的深浅可以定性地代表

其所指征的菌种的数量． 可以看出，泳道 A 图代

表优化条件下生物活性强化的优菌群固定化结

果，泳道B代表未优化条件下生势物活性强化的

优势菌群固定化结果． 泳道 A 图与 B 图均有明显

的 5 个条带，说明活性炭表面明显呈现 5 株菌种，

但优势菌的数量有所不同，泳道 A 图 5 株优势菌的

条带阴影明显比 B 图 5 株优势菌的条带阴影浅，说

明生物活性较强的优势菌群固定在活性炭上的数

量较多，有研究表明［13］微生物活性较高，其可分泌

胞外多聚物的能力较强，这种粘性的胞外多聚物在

细菌与载体间起到了生物粘合剂的作用，使细菌较

为容易实现在载体表面的附着和固定．
A B

a

b

c

d
e

A:优化条件下进行生物活
性强化的优势菌群在炭

上固定的 PCR-DGGE 结
果 ;B: 未优化条件下进行
生物活性强化的优势菌

群在炭上固定的 PCR-
DGGE 结果.

图 7 PCR － DGGE 分析结果

3 结 论

1) 优势菌群在 pH = 6、温度 18 ℃、培养时间

36 h、溶解氧 7 mg /L 条件下进行生物活性强化可

以得到较高的脱氢酶活性．

2) 根据 PCR － DGGE 分析结果，在优化条件

下强化所得到高活性优势菌群在活性炭上固定的

数量明显高于未在优化条件下生长的优势菌群．
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