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摘　 要： 通过稀释涂布法和常规划线法从煤矿附近的河底污泥中分离出 ２７ 株细菌， 经过初

筛和复筛得到 １ 株对洗煤废水有较好絮凝效果的絮凝剂产生菌 ＳＭ００５； 将该菌株用于洗煤废水

的絮凝沉降试验， 测定结果表明： 其絮凝率为 ８１􀆰 ８７％； 对其进行菌落形态和生理生化鉴定，
初步鉴定该菌种为微球菌属， 无致病性， 符合环境保护的要求， 可以作为洗煤废水处理的优良

原始菌株。
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　 　 煤泥水中含有大量的煤泥、 泥沙， 直接排放

会对环境有较大的污染， 必须对其进行净化处

理。 在煤泥水的处理过程中， 为了提高处理效

率， 需要使用絮凝剂。 目前使用较多的絮凝药剂

主要有无机电解质凝聚剂和有机高分子絮凝剂两

大类。 由于这些絮凝剂或价格较贵、 或会造成二

次污染， 其推广使用受到了严重限制。 因此， 亟

需开发安全、 高效、 不污染环境的新型絮凝剂。
微生物絮凝剂是絮凝微生物在生长过程中代谢产

生的一类具有絮凝活性的高分子化合物， 能够聚

集、 沉淀水中的悬浮颗粒、 金属离子、 色素及有

机物， 具有絮凝效果好、 可生物降解的特性， 对

环境和人类无毒无害， 不会产生二次污染［１］。 由

于这些微生物絮凝剂可克服无机高分子和有机高

分子絮凝剂本身固有的缺陷， 很有可能在未来取

代或大部分取代传统的无机高分子和合成有机高

分子絮凝剂［２］。 目前微生物絮凝剂已经成为絮凝

剂研究的热点［３］。 本文主要论述从洗煤废水中筛

选出一个絮凝率较高的菌种， 并对其进行鉴定，
为煤泥水高效絮凝处理工程菌提供原始菌株。

１　 实验部分

１􀆰 １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 材料

菌种由新村煤矿附近河底污泥分离得到， 煤

泥水取自某选煤厂三级沉降池入料。
１􀆰 １􀆰 ２　 试验器材

试验所用器材见表 １。
表 １　 试验器材名称及制造厂家

器材名称 制造厂家

立式压力蒸汽
灭菌器

ＹＸＱ－ＬＳ－ ７５ＳⅡ上海博讯实业有限
公司医疗设备厂

分析天平 上海精密科学仪器有限公司

显微镜 北京泰克仪器有限公司

离心机 ＴＤ－６ 长沙英泰仪器有限公司

超净工作台
ＳＷ－ＣＪ－２Ｄ 苏州华宏净化技术有限
公司

生化培养箱
ＳＰＸ－２５０Ｂ－Ｚ 上海博讯实业有限公
司医疗设备厂

空气恒温摇床
ＫＹＣ－１００Ｃ 上海新苗医疗器械制造
有限公司

７２３ＰＣ 分光光度计 上海菁华科技仪器有限公司

ＣＪＪ７８－１ 磁力加热搅拌器 山东鄄城现代实验仪器有限公司

恒温鼓风干燥箱 上海朗轩实验设备有限公司

ＫＤＭ 型调温电热套 龙口市电炉制造厂
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１􀆰 １􀆰 ３　 试验试剂

分离培养基： 牛肉膏 ５ ｇ， 蛋白胨 １０ ｇ， 琼

脂 ２０ ｇ， ＮａＣｌ ５ ｇ， 蒸馏水 １ ０００ ｍＬ。
制作絮凝剂的筛选发酵培养液： 葡萄糖

２０ ｇ， Ｋ２ＨＰＯ４ ５ ｇ， ＫＨ２ＰＯ４ ２ ｇ， （ＮＨ４） ２ＳＯ４ ０􀆰 ２
ｇ， 尿 素 ０􀆰 ５ ｇ， 酵 母 膏 ０􀆰 ５ ｇ， ＮａＣｌ ０􀆰 １ ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ２ ｇ， 蒸馏水 １ ０００ ｍＬ。

菌种鉴定试剂： 结晶紫染液， 路哥式碘液，
９５％乙醇， 番红染液， 美蓝， 伊红， 甲基红染

液， 吲哚试剂， 过氧化氢溶液， 淀粉。
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌种的筛选

取河底污泥及河水混匀， 用无菌水无菌操作

稀释成 １０－２、 １０－３、 １０－４、 １０－５ ４ 种稀释度， 分别

涂布于分离培养基平板上， 做 ３ 个平行样。 ３７ ℃
的生化培养箱培养 ４８ ｈ 后， 挑取单菌落， 经多

次划线分离纯化获得纯菌株， 转接入斜面保存。
１􀆰 ２􀆰 ２　 微生物絮凝剂的制备

将纯化后的多株菌株分别接种到装有 ５０ ｍＬ
筛选发酵培养液的 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中， ３７ ℃、
１６０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下振荡培养 ７２ ｈ， 分别取 ２ ｍＬ 发

酵液加入到洗煤废水中， 并加入 ５ ｍＬ 浓度 １％的

ＣａＣｌ２ 溶液作为助凝剂， 先快速搅拌 １ ｍｉｎ， 再慢

速搅拌 ５ ｍｉｎ。 选取生长速度较快、 絮凝沉降速

度较快的菌株进行复筛［４］。
将初筛获得的菌株接种到装有 ５０ ｍＬ 筛选发

酵培养液的 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中， 在 ３７ ℃、 １６０ ｒ ／
ｍｉｎ 的振荡条件下培养 ７２ ｈ， 测定发酵液的絮凝

活性， 进一步筛选出絮凝活性较高的菌株。
１􀆰 ２􀆰 ３　 絮凝活性的测定方法

絮凝效果用絮凝率来表征［５］。 在 １００ ｍＬ 量

筒中加入 ８０ ｍＬ 混合均匀的洗煤废水， ５ ｍＬ 浓

度 １％的 ＣａＣｌ２ 溶液， １ ｍＬ 待测样品； 用洗煤废

水定容至 １００ ｍＬ， 调节 ｐＨ 至 ７􀆰 ０， 倒入 ２５０ ｍＬ
烧杯中， 放在磁力搅拌器上快速搅拌 １ ｍｉｎ， 慢

速搅拌 ５ ｍｉｎ， 静置 ３０ ｍｉｎ， 用吸管吸取一定深

度的上清液， 用 ７２３ 型分光光度计在 ５５０ ｎｍ 处

测定吸光度， 同时以不加含絮凝剂的样品上清液

作对照实验。 絮凝率计算公式如下：
絮凝率 ＝ （Ａ － Ｂ） ／ Ａ × １００％

　 　 式中， Ａ 为对照样品上清液在 ５５０ ｎｍ 处的

吸光度； Ｂ 为样品上清液在 ５５０ ｎｍ 处的吸光度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 菌种的鉴定方法

（１）细菌群体形态观察。 细菌群体形态是指

细菌菌落形态。 挑取少许较纯菌落接种到固体平

板培养基上， 在 ３７℃下培养 １８～２４ ｈ 至菌落生长

良好， 取出后观察菌落形态、 大小、 隆起程度、
边缘结构、 表面形态、 颜色、 光泽度、 粘稠度、
透明度等［６］。 同样条件下， 在试管肉汤培养基中

进行液体培养 １８～２４ ｈ 后， 观察试管中的菌体生

长状况， 如发育程度、 混浊度以及沉淀等。
（２）个体形态观察。 挑取长势良好的单一菌

落进行革兰氏染色， 观察细菌细胞的形状和细菌

细胞间的排列方式， 鉴别细菌的种类。
（３）生理生化特征鉴定。 对获得的菌株进行

接触酶试验、 葡萄糖利用、 无氮培养、 甲基红试

验、 吲哚试验、 淀粉水解试验［７，８］。 参照伯杰氏

菌种鉴定手册， 初步确定菌株的属种［９］。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菌种分离结果

经过稀释涂布平板法和平板划线分离法共分

离出 ２７ 株单菌落， 将菌株编号为 ＳＭ００１－ＳＭ０２７。
单菌落及划线法得到的菌落如图 １ 和图 ２ 所示。

图 １　 稀释涂布平板法得到的单菌落

图 ２　 平板划线法得到的单菌落
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２􀆰 ２　 单菌株的絮凝率

单菌株的絮凝率如图 ３ 所示。

注： １７ 和 １８ 两株的絮凝率值为负值

图 ３　 单菌株的絮凝率

由图 ３ 可知， 除 ＳＭ０１７ 和 ＳＭ０１８ 这两株菌

种外（这两株的絮凝率值为负值）， 其它菌株都有

不同程度的絮凝， 其中絮凝率在 ７０％以上的有 ２
株， 最终选定絮凝率为 ８１􀆰 ８７％的 ＳＭ００５ 菌株作

为高产菌株进行试验。
２􀆰 ３　 菌种鉴定结果

２􀆰 ３􀆰 １　 菌落的形态特征

ＳＭ００５ 菌株的外部形态特征为： 金色， 表面

凸状， 浑浊， 有粘性， 不透明， 菌落小。
２􀆰 ３􀆰 ２　 生理生化特征

菌株的生理生化特征见表 ２。
表 ２　 菌种鉴定结果

实验项目 鉴定结果

革兰氏染色 Ｇ＋

肉汤培养 浑浊

接触酶 ＋

葡萄糖利用 －

无氮培养 ＋

甲基红试验 －

吲哚试验 －

根据菌株的生理及生化特征， 并参照伯杰氏

菌种 鉴 定 手 册， 初 步 鉴 定 其 为 微 球 菌 属

（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）。

３　 讨　 论

通过试验， 本研究获得的菌株絮凝率为

８１􀆰 ８７％， 比吴学凤［１０］ 研究的酵母菌对煤泥水的

絮凝率 ９７􀆰 ９７％要低， 但比王艳梅等［１１］ 对洗煤废

水微生物絮凝剂产生菌的筛选研究得出的菌种絮

凝率高 ７􀆰 ４７ 个百分点。 以该菌株为起始菌株，
进行诱变筛选和絮凝条件优化， 可获得絮凝率较

高的工程菌， 从而为获得洗煤废水高效处理菌株

提供条件。
经初步鉴定， ＳＭ００５ 菌株属于微球菌属， 之

前未曾有微球菌属用于洗煤废水研究的文献报

道。 微球菌属无致病性， 符合环境保护的要求。
该菌株筛选自煤泥水， 对煤泥水适应性高， 存活

能力强， 在工业中应用前景广泛。
ＳＭ０１７ 和 ＳＭ０１８ 的试验结果显示了这两种菌

对煤泥水没有絮凝效果， 不仅如此， 加入后反而

阻碍了煤泥水的沉降。 吴学凤［１０］ 在大肠杆菌对

煤泥水絮凝作用的研究中也出现了此种现象。 由

此可以看出， 在以后微生物絮凝剂处理废水的工

作中， 不仅可以加入对絮凝有作用的菌种， 还可

以控制条件杀死或抑制废水中一些微生物的生

长， 从而提高絮凝效率。
在对煤泥水处理的研究中， 罗志敏等［１２］ 选

用的是模拟洗煤废水， 吴学凤［１０］ 选用的是现场

应用的煤泥水。 本研究选用的煤泥水是某选煤厂

三级沉降池入料， 筛选出的菌种能更好的适应该

煤泥水的絮凝沉淀， 其在实际工业生产中有更为

广泛的应用前景。

４　 结　 论

（１）最终筛选出 ＳＭ００５ 作为微生物絮凝剂高

效产生菌进行试验， 它对洗煤废水的絮凝率为

８１􀆰 ８７％。
（２）通过对筛选的 ＳＭ００５ 菌落形态观察及生

理及生化特征实验， 鉴定该菌株为微球菌属

（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）。
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