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摘 要：采用恒温摇床培养方法，研究了不同营养源（处理 1：尿素+乙酸钠；处理 2：亚硝酸钠+乙酸钠；处理 3：硝酸钾+乙酸钠；处理
4：碳酸氢铵；处理 5：硫酸铵+碳酸氢钠；处理 6：磷酸二氢钾+碳酸氢钠）对复合垂直流人工湿地基质生物膜培养液 pH值的影响，探
讨了 pH值变化过程中生物膜脱氢酶活性和多糖含量的变化规律。结果表明，处理 1、4以及 5中培养液 pH值先下降然后再上升，
但下降和上升的幅度不同。处理 2、3以及 6中培养液 pH值添加碳源前在 7.30~7.40之间缓慢变化，添加碳源后均上升至 9.00左
右。在培养液 pH值变化的过程中，生物膜脱氢酶活性和多糖含量也发生改变。处理 1、2、3中生物膜脱氢酶活性均在 pH值上升的
过程中达到最高值，而处理 4、5、6中脱氢酶活性随 pH值的变化呈下降趋势。对于所设 6个处理，除处理 4中多糖含量在整个试验
过程中基本不变外，其余 5个处理中多糖含量均在 pH值上升过程中一直增加。
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Abstract：Effects of different nutrients（treatment 1：CO（NH2）2+CH3COONa; treatment 2：NaNO2+CH3COONa; treatment 3：KNO3+CH3COONa;
treatment 4：NH4HCO3; treatment 5：（NH4）2SO4+NaHCO3; treatment 6：KH2PO4+NaHCO3）on pH value of the culture solution of substrate
biofilms in the integrated vertical-flow constructed wetland（IVCW）, as well as the dehydrogenase activity and polysaccharide content of biofilms
were studied. The results showed that pH values of the culture solution of substrate biofilms in treatment 1, 4 and 5 at first decreased then in－
creased, but in different ranges. The lowest and highest pH values were about 7.00 and 9.00 in treatment 1, 7.10 and 7.50 in treatment 4, 6.70
and 9.00 in treatment 5. pH values of the culture solution of substrate biofilms in treatment 2, 3 and 6 varied slowly in the range from 7.30 to
7.40 without carbon sources, and increased to about 9.00 after carbon sources were added. The dehydrogenase activity and polysaccharide
content of biofilms were found to be dependent on pH value. The dehydrogenase activities of biofilms in treatment 1, 2 and 3 reached their
respective maxima during the increases of pH values, while those in treatment 4, 5 and 6 decreased with pH values. The polysaccharide con－
tents of biofilms in all other treatments increased when pH values increased, except that the polysaccharide content in treatment 4 maintained
constant through the experiment.
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人工湿地成熟以后，基质及植物根系表面由于大

量微生物的生长而形成生物膜，在湿地净化污水过程

中起着非常重要的作用[1]。目前，在用人工湿地处理污

水时，常以调节进水 pH值作为减少对植物和微生物
的毒性从而提高系统处理效率以及延长湿地使用寿

命的手段之一。pH值是生物膜生长环境的重要理化
指标[2]。生物膜酶活性和生物量在湿地系统发挥高效
去污能力过程中起重要作用[3-5]，对包括 pH、温度等在
内的环境条件变化很敏感。本试验通过向生物膜培养
液中添加不同的氮源、磷源和碳源，探求不同营养源
条件下生物膜培养液 pH值的变化以及在此过程中
生物膜酶活性和多糖含量的变化规律，为优化人工湿
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地净化功能提供思路。

1 材料和方法

1.1 试验场地及采样方法
复合垂直流人工湿地介绍详见文献[6]，基质生物

膜采样方法见文献[7]。
1.2 试验方法
试验设 6个处理：（1）尿素+乙酸钠；（2）亚硝酸钠+

乙酸钠；（3）硝酸钾+乙酸钠；（4）碳酸氢铵；（5）硫酸
铵+碳酸氢钠；（6）磷酸二氢钾+碳酸氢钠。配制微量
矿物盐溶液，由一些无机盐组成（mg·L-1）：MgSO4 10，
CaCl2·2H2O 10，NaCl 10，FeCl3·6H2O 0.4。用微量矿物
盐溶液分别稀释氮源、磷源贮备液，配成不同形态的
含氮或者含磷的污水。其中，各种形态的氮的浓度均
为 6.25 mg·L-1，磷的浓度为 0.8 mg·L-1。称取一定量湿
地基质于 250 mL锥形瓶中，以 2∶1的污水和基质比
加入不同形态的含氮或者含磷的污水，放入 25℃恒
温摇床，转速为 120 r·min-1。每间隔 3 h取样 1次测
定培养液 pH值，同时定期测定生物膜脱氢酶活性和
多糖含量，待生物膜不再生长后再根据试验设计分别

加入碳源，即碳酸氢钠或乙酸钠（以三水合乙酸钠的

形式加入），继续进行试验。
1.3 分析方法
脱氢酶活性采用三苯基四氮唑氯化物（TTC）比

色法测定[8]；多糖含量根据苯酚-硫酸法测定[9]；pH值
用 DELTA 320型 pH计测定。

2 结果

2.1 尿素+乙酸钠对培养液 pH值的影响
本处理以尿素为氮源，以乙酸钠为碳源，所得结

果见图 1a和图 2a。在试验最初 48 h内未添加碳源
时，培养液 pH值缓慢降低，27 h后保持在 7.00左右。
在此期间，生物膜脱氢酶活性持续降低。生物膜利用
尿素中所含的碳能维持 6 h左右的生长，多糖含量从
3 592.3 μg·g-1增至 4 615.6 μg·g-1。培养至 48 h时加入
0.1 g乙酸钠，生物膜培养液 pH逐渐升高至 9.00左
右。脱氢酶活性在 96 h时升至最高值 27.08 μg TF·g-1·
12 h-1。加入乙酸钠后，多糖含量一直保持增加的趋势。
2.2 亚硝酸钠+乙酸钠对培养液 pH值的影响
本处理以亚硝酸钠为氮源，以乙酸钠为碳源。如
图 1b所示，培养 48 h内未添加碳源时，pH值缓慢增
加，最高与最低 pH值之差仅为 0.10。脱氢酶活性在
6 h时降至最低后变化缓慢。多糖含量在前 12 h内下

降，经过一夜的培养，24 h后多糖含量增至试验刚开
始时的水平，见图 2b。48 h时加入乙酸钠，培养液 pH
值一直升高，132 h后基本不变。加入碳源后，生物膜
多糖含量缓慢增加，脱氢酶活性则迅速升高，84 h时
达到最大值 22.62 μg TF·g-1·12 h-1。
2.3 硝酸钾+乙酸钠对培养液 pH值的影响
本处理以硝酸钾为氮源，培养 48 h后加入乙酸
钠作为碳源。如图 1c和图 2c所示，整个试验过程中
培养液 pH值、生物膜酶活性以及多糖含量的变化趋
势和以亚硝酸钠为氮源，乙酸钠为碳源的处理相似。
2.4 碳酸氢铵对培养液 pH值的影响
本处理以碳酸氢铵为氮源和碳源。碳酸氢铵所含
的碳、氮可同时满足生物膜生长的需要。由图 1d可
见，生物膜培养液中添加与尿素含氮量相同的碳酸氢

铵后，培养液 pH值先迅速降低然后再升高，24 h时
有一个明显的低谷。整个试验过程中，多糖含量基本
没有变化。生物膜脱氢酶活性持续下降，且 36 h前下
降迅速，36 h后下降缓慢，至 144 h时酶活性值下降
了 49.1%，见图 2d。
2.5 硫酸铵+碳酸氢钠对培养液 pH值的影响
本处理以硫酸铵为氮源，以碳酸氢钠为碳源。由

图 1e可见，试验最初的 48 h内只添加硫酸铵时，生
物膜培养液 pH值逐渐降至 7.00以下，30 h后有所回
升。在此期间，脱氢酶活性从 11.82 μg TF·g-1·12 h-1

迅速下降至 7.09 μg TF·g-1·12 h-1，见图 2e。添加碳酸
氢钠后，生物膜培养液 pH迅速升高至 9.00左右。生
物膜脱氢酶活性在整个试验过程中一直呈下降趋势，

只是添加碳酸氢钠后下降速度较之前大大减慢，至

144 h时酶活性仅比添加碳源前降低了 12.6%。多糖
含量在添加碳源后逐渐增加。
2.6 磷酸二氢钾+碳酸氢钠对培养液 pH值的影响
本处理以磷酸二氢钾为磷源，以碳酸氢钠为碳

源。如图 1f所示，培养前 48 h内只添加磷源时，生物膜
培养液 pH值在 7.30~7.40之间缓慢变化。由图 2f可
见，脱氢酶活性急剧下降，48 h时酶活性值大约只有试
验刚开始时的一半。生物膜多糖含量缓慢减少。添加碳
酸氢钠后，培养液 pH值迅速升高，至 60 h时 pH值已
升至 8.83，之后上升缓慢，96 h后基本不变。生物膜酶
活性在添加碳源后的 6 h内升高了 32.6%，之后缓慢
下降。多糖含量在添加碳源后逐渐增加。

3 讨论

添加尿素、亚硝酸钠、硝酸钾、碳酸氢铵、硫酸铵
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等氮源后，生物膜培养液 pH值的变化主要取决于氮
素被利用后伴随离子在混合液中的水解反应。以尿素
为氮源时，尿素先被水解成 NH4HCO3。测定本研究中
所采取的人工湿地基质 pH发现，基质 pH值在 7.00
以上，呈碱性，因而试验刚开始时有利于反应向生成

更多 H+的方向进行，生物膜培养液 pH值表现为下降
趋势。当 pH值降至 7.00附近时，随着 NH+

4和 HCO-
3的

利用产生 OH-，导致培养液的 pH值升高。以亚硝酸
钠和硝酸钾为氮源时，NO-

2和 NO-
3被利用后伴随离子

Na+和 K+留在培养液中以致 pH值升高。以硫酸铵为

氮源时，由于伴随离子是 SO2-
4，因此，随着 NH+

4的利

用，培养液中的 H+浓度越来越高，pH值也越来越低。
以磷酸二氢钾为磷源时，一方面，H2PO-

4水解生成

H3PO4和 OH-；另一方面，H2PO-
4电离产生 HPO2-

4和 H+。
此时，生物膜培养液中既存在 H2PO-

4，同时也存在

H3PO4和 HPO2-
4，三者相互影响、相互制约，形成一定

的缓冲效果。因此，培养液中只添加磷酸二氢钾的 48 h
内 pH值仅在 0.1个单位内变化，变动幅度很小。但
是，整个生物膜培养液中由于伴随离子 K+的存在而

呈碱性。

张金莲等：不同营养源对人工湿地基质生物膜培养液 pH值的影响1232



第 28卷第 6期 农 业 环 境 科 学 学 报

图 2 人工湿地基质生物膜脱氢酶活性和多糖含量的变化
Figure 2 Changes of the dehydrogenase activity and polysaccharide content of substrate biofilms in the IVCW system

添加乙酸钠、碳酸氢钠等碳源，生物膜培养液 pH
的变化同样取决于碳素被利用后伴随离子在培养液

中的水解反应。由于乙酸钠、碳酸氢钠本身呈化学碱
性，而乙酸钠又是一种生理碱性盐，因此，随着碳素的

利用，pH可升至一个更高的水平。
pH值的改变可能引起细胞膜电荷的变化，进而
影响生物膜上微生物对营养物质的吸收和微生物代

谢过程中酶的活性。因此，本试验中生物膜脱氢酶活
性和多糖含量在培养液 pH值变化的过程中也发生
了改变。除此以外，生物膜脱氢酶活性和多糖含量的
变化可能还与试验所添加的营养源有关。一般来讲，

生物膜上微生物所需要的营养物质应包括组成细胞

的各种元素和产生能量的物质，主要是碳源、氮源，还
有作为无机营养物质的磷源。本试验中，生物膜脱氢
酶活性在加入碳源后变化不同，可能与生物膜对两种

碳源乙酸钠（乙酸）和碳酸氢钠（碳酸）的利用情况不

同有关。处理 1、2、3中，生物膜酶活性在补充碳源后
由下降转为升高趋势，说明乙酸钠很容易被生物膜用

来作为提高自身活性的“营养”。处理 4和 5中生物膜
脱氢酶活性在整个试验过程中持续下降，可能是因为

高浓度的铵氮抑制生物膜细胞的生长或对其产生了

毒副作用。另外，对于所设 6个处理，除处理 4以外，

脱氢酶活性 多糖含量
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其余 5个处理中多糖含量均在添加碳源后呈增加趋
势，说明碳源对生物膜的生长是很重要的，单一氮源

或者磷源不能满足生物膜生长的需要。处理 4中多糖
含量基本保持不变，可能是因为碳酸氢铵不仅提供碳

源（碳酸），而且提供氮源（NH+
4），基本满足生物膜生

长的需要。
添加营养源后，培养液的 pH值以及生物膜脱氢

酶活性、多糖含量均发生了变化。pH值的变化与所添
加的碳源、氮源和磷源有关，脱氢酶活性和多糖含量
的变化则是 pH值和添加的营养源等因素共同作用
的结果。至于哪种因素占主导地位，以及它们作用于
生物膜的机理还需要进一步研究。

4 结论

添加不同营养源均对人工湿地基质生物膜培养

液 pH值产生一定的影响。生物膜脱氢酶活性和多糖
含量随培养液 pH值的变化呈现不同的变化规律。在
实际废水处理过程中，保持合适的 pH范围是十分重
要的。另外，本研究结果还表明，培养液 pH值达到
9.00时生物膜仍能正常生长，表现为多糖含量呈增
加趋势。
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