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摘  要 

从造纸厂沉淀池活性污泥中分离得到1株产絮凝剂菌株A2。经鉴定，该菌株为杆状革兰氏阳性菌，为

Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus。该菌株在添加有葡萄糖、木质素及H酸的培养基中，均能产生

絮凝剂。通过对絮凝剂进行纯化，使用红外光谱对絮凝剂的表征进行初步分析，发现絮凝剂中存在OH、

NH2、O=C-NH基团。添加不同的碳源研究其絮凝效果，发现该菌株在葡萄糖、木质素和H酸中都有较好

的絮凝效果。实验结果表明，该菌株具有较高降解造纸厂废水的能力。 
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Abstract 
A flocculant producing strain A2 was isolated from activated sludge of settling tank in paper mill. 
The strain was identified as Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus. The strain can produce floccu-
lant in the medium with glucose, lignin and H acid. By purifying the flocculant and preliminarily 
analyzing the characterization of the flocculant with infrared spectrum, it is found that there are 
OH, NH2, O=C-NH groups in the microbial flocculant. Adding different carbon sources to study the 
flocculation effect, it was found that the strain had good flocculation effect in glucose, lignin and H 
acid. The experimental results showed that the strain had high degradation ability of paper mill 
wastewater. 
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1. 引言 

絮凝是将溶液中不需要的成分通过絮状凝集方式去除的过程，在此过程中用到的助剂称为絮凝剂。

目前广泛应用于水处理中的絮凝剂主要有无机高分子絮凝剂和有机高分子絮凝剂。无机絮凝剂一般用量

较大且可能对环境产生二次污染，而有机高分子絮凝剂的残留物不易被微生物降解，且其单体也有负面

效应[1]。因此，开发高效、安全、无二次污染的新型絮凝剂具有特别重要的意义。微生物絮凝剂(Microbial 
Flocculant, MBF)是由微生物产生并分泌到胞外的代谢产物，可使水体中的悬浮颗粒、胶体粒子及菌体细

胞发生凝聚、沉淀，其主要成分为多糖、纤维素、蛋白质、糖蛋白和 DNA 等物质[2]。不同的微生物絮

凝剂成分含量不同，如李娜等从活性污泥中分离出的交替单胞菌属(Alteromonas)，其絮凝剂多糖含量为

31.38%，蛋白质含量为 16.52% [3]；张帆等对蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)和膜璞毕赤酵母菌(Pichia 
membrani ciens)混合后利用制酒废水作为替代培养基产生的复合型微生物，絮凝剂多糖含量可高达

63.40%，而总蛋白质质量分数仅为 0.87% [4]。总之，微生物絮凝剂具有安全、无毒、高效、廉价、易于

生物降解等特点，在水处理、食品加工、酿造工业、生物制药、化工等行业有广泛的应用前景，今后由

它取代传统的絮凝剂是一个必然的趋势。 
造纸厂废液对环境有很大危害，筛选出能够降解造纸废水的微生物絮凝剂产生菌将对环境污染治

理起到很大的作用。本文从造纸厂沉淀池污泥中筛选到一株活性很高的微生物絮凝剂产生菌，并对其

进行了生理生化试验、16SrDNA 基因序列分析以及絮凝活性研究，为进一步的应用研究打下了理论基

础。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 菌种来源 
造纸厂沉淀池污泥。 
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2.1.2. 试剂及培养基 
絮凝培养基(液体)：葡萄糖 20 g，KH2PO4 2 g，K2HPO4 5 g，(NH4)2SO4 0.2 g，尿素 0.5 g，酵母膏 0.5 

g，NaCl 0.1 g。去离子水定容至 1000 mL，调节 pH 至 7.0，120℃灭菌 20 min。 
固体培养基：液体培养基的基础上加入琼脂 20 g。 
5 g/L 高岭土悬浊液：高岭土 5 g，去离子水 1 L。 
1% CaCl2溶液：无水氯化钙 1.0 g，去离子水 100 mL，用 100 mL 容量瓶定容。 

2.2. 菌种的分离 

将活性污泥 10 倍梯度稀释，分别稀释 10−1、10−2、10−3、10−4 和 10−5 倍。将稀释后的菌液涂布至絮

凝固体培养基平皿上，每个稀释倍数涂布 3 个平板，将平板置于恒温培养箱中，在 30℃条件下培养 120 h。
用牙签挑取湿润、长势良好的单菌落，并连同牙签一起丢入装有絮凝培养基试管中，然后将试管置于 30℃，

140 rpm 的恒温摇床中培养 48 h [5]。 

2.3. 菌种的筛选 

将上述培养得到的菌液加入含有 5 g/L 高岭土和 1% CaCl2悬浊液的絮凝培养基中，空白对照组用等

量灭菌后的絮凝培养基替代，同时空白组也加入 1% CaCl2溶液。将实验组和对照组试管中的混合液摇匀，

静置 12 min 左右，粗略观察试管的浑浊度，如果试管中的悬浊液出现肉眼可见的沉降或澄清时，则可判

定为絮凝产生菌[5]。 

2.4. 絮凝活性的测定 

将产絮菌接种至絮凝培养基中，培养 48 h 后再进行絮凝实验，同时计算絮凝率。计算公式如下[6]： 
絮凝率(%) = (A0 − A)/A0 × 100%。 

式中：A0——对照组上清液 550 nm 处的吸光度； 
A——实验组上清液 550 nm 处的吸光度。 

2.5. 菌株的鉴定 

将絮凝效果优良的菌株以平板划线的方式接种到絮凝固体培养基上，将平板置于 30℃恒温培养箱中

培养 2 d，培养结束后对其进行形态鉴定及革兰氏染色鉴定，参照《图解微生物实验指南》所示的操作步

骤进行实验[7]。 

2.6. 絮凝菌株 DNA 的提取及 PCR 

Table 1. PCR reaction system 
表 1. PCR 反应体系 

组分 原液浓度 加量(uL) 终浓度 

Buffer 10× 5 1× 

dNTPs 10 mmol/L 4 0.8 mmol/L 

引物 1 10 μmol/mL 2 0.4 μmol/mL 
引物 2 10 μmol/mL 2 0.4 μmol/mL 
Taq 酶 5 U/μL 0.2 0.2 U/μL 

DNA 洗脱液  10  
ddH2O  26.8  
总体积  50  
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DNA 的提取参照《分子克隆实验指南》(第四版)方法[8]，并对其 16SrDNA 进行 PCR 扩增，PCR 反

应体系按照表 1 进行添加，反应条件为：94℃变性 5 min；55℃退火 1 min；72℃延伸 1.5 min，30 个循环；

72℃延伸 10 min；4℃维持。PCR 结束后进行琼脂糖凝胶电泳，并进行回收，送往派森诺公司进行 16SrDNA
检测。 

2.7. 菌株生长曲线的测定 

在本次实验中，菌株的生长曲线用酶标仪测试其 OD600 值，三种碳源被用来测试，分别是葡萄糖

(glucose)、碱性木质素(lignin)和 H 酸(H acid)。以 H 酸和碱性木质素为碳源时，每隔 12 小时测一次，绘

制其生长曲线。以葡萄糖为碳源时，每隔 6 小时测一次，绘制其生长曲线。 

2.8. 菌株絮凝率的测定 

向比色管中加入配置好的 5 g/L 的高岭土悬浊液 10 mL，同时加入 2 mL 1%的 CaCl2溶液，之后再加

入 1 mL 菌液，空白对照以 2 mL 无菌的培养基来代替菌液。将比色管塞紧后尽量保持一个频率上下翻转

1 分钟，待三者充分混匀后静置 10~15 min。有絮凝现象时则会在开始的 5~10 min 内，比色管底部产生明

显的沉降[6]。15 min 左右，取实验组和空白对照的上清液进行吸光度测试，测试方法与计算方法参考本

文 1.4 中的筛选步骤进行。 

2.9. 絮凝剂的结构分析 

将冷冻保藏的絮凝菌株，接种于牛肉膏蛋白胨培养基，对其进行恒温摇床培养，30℃，140 rpm，培

养 48 h。随后将菌液取出，置于冷冻离心机中进行离心处理，收集上清液，置于冰箱上层 4℃的环境下

冷却 24 h。 
冷却结束后，将冰乙醇与上清液按照 2:1 的比例进行混合，再将混合液置于冰箱上层 4℃的环境下冷

却 24 h。冷却结束后，倒掉大部分上清液，利用真空抽滤装置进行抽提。弃滤液，收集沉淀[9]。这些沉

淀物即为菌株所产生的絮凝剂，并对其用红外光谱进行分析。 

3. 实验结果与讨论 

3.1. 微生物产生菌的筛选 

在本次实验中，分离筛选出 5 株具有较好絮凝效果的菌株。再经过复筛及传代培养，测定絮凝率，

得到 1 株稳定性和絮凝活性都较高的菌株，其编号为 A2。 
结果显示，菌株 A2在葡萄糖、木质素及 H 酸三种不同的碳源条件下均可产生良好的絮凝效果。故本

实验取 A2菌株进行研究。菌株 A2的絮凝效果如图 1 所示。 
 

 
Figure 1. The bioflocculation of A2 strain and blank control (far left) 
图 1. A2菌株的絮凝现象与空白对照(最左) 
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3.2. 微生物絮凝产生菌的鉴定 

3.2.1. 形态学鉴定 
观察菌株在絮凝培养基平板上形成的菌落，发现菌落的形态是淡黄色突起、不透明且无褶皱。 

3.2.2. 光学显微镜下观察 
将菌株在絮凝培养基上长成的菌落做成简单涂片，置于显微镜下观察其形态，发现菌株的形态为球

状且具有一定的活动性，在显微镜中能明显观察到微生物细胞推动液体中胶体颗粒做无序运动。 

3.2.3. 革兰氏染色鉴定 
革兰氏染色实验结果显示，该菌株为革兰氏阳性菌(蓝紫色)。如图 2 所示。 

3.2.4. DNA 的鉴定 
根据派森诺公司的 16SrDNA 的检测结果，以及理化性质分析，这株被分离出来的絮凝降解菌株为

Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus。 
 

 
Figure 2. The Gram Staining result of the strain 
图 2. 菌株的革兰氏染色结果 

3.3. 菌株生长曲线的测定 

由图 3 可见，菌株 A2利用葡萄糖作为碳源时，不仅在培养最开始的 12 h 内迅速进入对数生长期，

同时在培养 36 h 后菌液进入平稳期。相对于碱性木质素，H 酸更容易被菌株分解。无论是在碱性木质素

还是在 H 酸中，菌株的生长量在 24~36 h 内都有一个短暂的上升。在 H 酸中，培养约 60 h 后，菌株的生

长进入对数期，而在碱性木质素中，菌株在培养 60 h 后，生长量虽有小幅度提升，但最终的生长量仍不

如 H 酸培养基。 

 
Figure 3. Growth curve of the strain 
图 3. 菌株的生长曲线 
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3.4. 菌株絮凝率的测定 

由图 4 可知，对于菌株 A2来说，产生絮凝剂的最佳碳源为葡萄糖，在最开始的 12 h 内，菌株在葡

萄糖中的产絮能力并不强，但是在培养了 24 h 后，菌株的絮凝能力逐渐增强，培养至 72 h 时，菌株的絮

凝率可达 77%。无论是在以碱性木质素还是在以 H 酸为碳源的培养基中，菌株 A2在开始的 24 h 内都有

着较好的絮凝效果，但随着培养时间的增加，其絮凝效果不断减弱。其原因可能是，菌株在这些不宜生

长的碳源中，菌株所产生的生存必须的物质仅仅只够维持其初级代谢，不足以让其产生次级代谢，故产

生的微生物絮凝剂较少。此外，在 H 酸培养基培养至第 72 h 时，絮凝效果略有升高。 
 

 
Figure 4. The flocculanting activity of the strain 
图 4. 菌株的絮凝活性 

3.5. 絮凝剂的结构分析 

利用红外光谱对纯化的絮凝剂进行结构分析。由图 5 可知，絮凝剂在 3449 cm−1和 576 cm−1之间有数

个清晰的吸收峰。3415 cm−1 处的拉伸带产生的可能原因是碳水化合物分子中羟基的振动引起的。2887 
cm−1处的拉伸带表明该絮凝剂中存在着脂肪族 C-H 拉伸。该图同时显示，在 1663 cm−1处存在着不对称

的拉伸特征峰，在 1339 cm−1附近有较宽的吸收带，这说明絮凝剂中含有羧基和酰氨基，这两种基团很有

可能是金属阳离子的结合位点，使得加入金属无机盐离子后，絮凝效果有所增强。处于 1167 cm−1处的吸

收峰，由于 C=O 键和 CN 单键的拉伸振动，说明絮凝剂中含有尿素。与此同时，在约 500 cm−1 处的吸收

峰表面絮凝剂中含有糖衍生物。 
综上所述，絮凝剂中含有羟基(OH)、氨基(NH2)和酰氨基(O = C-NH)等基团，且这些基团在絮凝过程

中发挥着重要的作用。 
 

 
Figure 5. Infrared spectrum of bioflocculant 
图 5. 絮凝剂的傅里叶红外光谱分析 
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4. 讨论 

从造纸厂活性污泥中分离筛选出来的数株菌株能够产生微生物絮凝剂，其中菌株 A2絮凝效果较好。

经形态学鉴定及 16SrDNA 比对，可确定该菌株为 Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus。该菌能够有效地

降解葡萄糖、碱性木质素和 H 酸，对后两者的降解率在 24 h 之内分别达到 50%和 60%。造纸的主要原材

料是木质素，多余木质素如果未经处理直接排放，则会对环境造成严重的污染；H 酸是一种能够直接生

产染料的物质，但是在染料生产的过程中，残留下来的 H 酸单钠盐及其衍生物会对环境水体造成极大的

污染。搜索文献发现，对能够降解木质素和 H 酸的微生物降解菌报道较少，且降解率也较低，如赵文萱

等筛选出的枝顶孢属真菌(Xenoacremonium sp.)，对木质素的降解率为 44.53% [10]；周瑶等报道对印染废

水的降解主要利用无机–有机复合絮凝剂[11]。而本研究筛选出的菌株 A2对木质素和 H 酸都有较好的降

解效果，这对于造纸行业及印染行业的污水治理无疑提供了一个新的方法。但是对于该菌的絮凝机制、

絮凝成分的分析及絮凝条件的优化，还需继续进行研究。 
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