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　　摘要：从活性污泥中筛选分离得到产微生物絮凝剂的菌株Ｇ１－３。经形态观察、生理生化特性分析以及基于１６Ｓ
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其产率为２．４ｇ／Ｌ，且该絮状胞外产物对高岭土悬液的絮凝率可达９３．０６％。经呈色反应分析，该产物主要成分为多
糖和蛋白质，其中多糖含量为３１．３８％，蛋白质含量为１６．５２％。通过高效液相色谱分析，该胞外产物主要由天冬氨
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　　絮凝技术是污水处理中效率高、应用广泛且成本低廉的
常用方法之一。在含有悬浮颗粒（＞１．０μｍ）和胶体物质
（１．０～１．０μｍ）水体的处理过程中，絮凝剂能与这些颗粒物
质及色素、重金属离子等污染物结合，形成较大絮凝体沉降至

水底，以净化水体［１］。而微生物絮凝剂是利用生物技术，通

过微生物发酵、分离提取而得到一种新型、高效、价廉的新型

水处理絮凝剂［２］。与传统絮凝剂相比，微生物絮凝剂的二次

污染小、安全性高、易被微生物降解、对环境友好，应用领域比

其他絮凝剂宽泛［３］，使得其成为当下开发研究的重点。

本研究从活性污泥中筛选出 １株生物絮凝剂产生菌

Ｇ１－３，该菌在肉汤培养基中产生一种特殊的胞外产物，呈白
色絮状，该产物具有优良的絮凝特性。本研究通过形态特征、

生理生化特性及基于１６ＳｒＤＮＡ系统进化分析，对该菌进行
菌株鉴定，并对白色絮状沉淀物进行成分分析，旨在为微生物

絮凝剂提供一种新材料，扩大应用范围。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　絮凝剂产生菌Ｇ１－３，由笔者所在实验室从活
性污泥中分离、筛选所得，由中国微生物菌种保藏管理委员会

普通微生物中心（ＣＧＭＣＣ）保藏，编号为ＣＧＭＣＣＮｏ：１４４５７。
１．１．２　培养基　肉汤培养基：牛肉膏５．０ｇ，蛋白胨１０．０ｇ，
ＮａＣｌ５．０ｇ，固体培养基琼脂添加量为２０．０ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ，
ｐＨ值为７．２～７．４，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

ＰＤＡ固体培养基：去皮马铃薯２００．０ｇ，葡萄糖２０．０ｇ，琼
脂２０．０ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ，ｐＨ值自然，１２１℃条件下灭菌
２０ｍｉｎ。　　
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１．２　方法
１．２．１　微生物絮凝剂产生菌的筛选　取天津市某污水处理
厂的活性污泥，取合适浓度的经无菌水稀释的稀释液分别在

肉汤固体培养基和 ＰＤＡ固体培养基平板上涂布，于３７℃培
养２４ｈ。挑选其中形态各异的单菌落进行分离纯化，将纯化
后的菌株接种于１００ｍＬ肉汤培养基中，于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ
摇床培养２０ｈ，备用。

在１００ｍＬ量筒内加入０．４ｇ高岭土、４ｍＬ１％的 ＣａＣｌ２
溶液、２ｍＬ菌株发酵液，在２００ｒ／ｍｉｎ转速快速搅拌５ｍｉｎ，然
后８０ｒ／ｍｉｎ，慢速搅拌 １０ｍｉｎ，静置一段时间，测上清液在
５５０ｎｍ处的吸光度，根据吸光度计算絮凝率。计算公式为

μ＝（Ａ－Ｂ）／Ａ×１００％。
其中，μ表示絮凝率，Ａ表示参照上清液的浊度，Ｂ表示加入发
酵液絮凝之后上清液的浊度［４］。

１．２．２　菌株形态观察　将菌株接种于肉汤固体培养基上，通
过３区划线得单菌落，观察其形态。

扫描电镜下观察菌株 Ｇ１－３的微观形态：２．５％戊二醛
固定，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗３～４次，１％ ＯｓＯ４固定，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ清洗３～４次，分别用５０％、７０％、８０％、９０％、１００％乙醇，
体积比为２∶１的乙醇与醋酸戊酯、体积比为１∶１的乙醇与
醋酸戊酯依次脱水，纯戊酯脱水３０ｍｉｎ，临界点干燥，喷金，于
扫描电镜下观察［５］。

１．２．３　胞外絮状产物成分分析　样品的多糖定性采用莫氏
试验、斐林试验，蛋白质定性采用茚三酮试验、双缩脲反应，糖

的定量测定采用苯酚－硫酸法，蛋白质定量测定采用考马斯
亮蓝法，具体操作参见文献［６］。
１．２．４　高效液相色谱分析氨基酸与单糖　发酵液中的白色
絮状物５０００ｒ／ｍｉｎ离心经３次无菌水离心、洗涤，用真空冷
冻干燥器干燥，取固体，经水解预处理后，采用高效液相色谱

法分析其中的氨基酸与单糖组成。

１．２．４．１　单糖组成测定　称取冻干的样品 ２ｍｇ，加入
２ｍｏｌ／Ｌ三氟乙酸溶液 ０．５ｍＬ，在 １２０℃条件下水解
１２０ｍｉｎ，氮吹仪吹干。向水解干燥后得到的单糖样品中加入
溶于无水甲醇、０．５ｍｏｌ／Ｌ１－苯基 －３－甲基 －５－吡唑啉酮
（ＰＭＰ）试剂和０．３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液各０．５ｍＬ，充分混匀后，
水浴７０℃反应 ３０ｍｉｎ。冷却至室温，加入 ０．３ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
０．５ｍＬ，充分混匀，加入０．５ｍＬ氯仿，充分震荡萃取，离心后
用０．２２μｍ滤膜过滤后上机。
１．２．４．２　氨基酸组成测定　取一定质量样品于２０ｍＬ水解
管中，加入１６ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶液，真空脱气３０ｍｉｎ，充氮
封管，１１０℃下水解２２～２４ｈ，冷却后定容至５０ｍＬ。取１ｍＬ
水解液于小瓶中，真空脱酸抽干，加入１ｍＬ０．０２ｍｏｌ／Ｌ盐酸
溶液，充分溶解。精密量取上述溶液５００μＬ，置于５ｍＬ塑料
离心管中，加入１ｍｏｌ／Ｌ三乙胺乙腈溶液２５０μＬ，混匀，加入
０．１ｍｏｌ／Ｌ异硫氰酸苯酯乙腈溶液２５μＬ，混匀，室温放置１ｈ
后，加２ｍＬ正己烷，剧烈振摇，放置 １０ｍｉｎ，取下层溶液用
０２２μｍ的水相膜滤膜过滤后上机分析。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离
经固体平板划线分离，从活性污泥中得到５株菌株，经纯

化、培养后，发现其中１株菌能在液体培养基中产生一种白色
絮状沉淀（图１）。以对高岭土悬浊液的絮凝活性为指标，该
絮状沉淀的絮凝率可达９３．２％，且该菌絮凝特性稳定，将该
菌命名为Ｇ１－３。

２．２　形态观察
Ｇ１－３菌株在肉汤固体培养基上呈白色圆形不透明菌

落，其表面光滑、有黏性、边缘整齐，菌落大小为１～２ｄ／ｍｍ。
通过扫描电镜观察菌株 Ｇ１－３表面形态呈椭圆状，一端较
圆，一端较尖（图２）。

２．３　Ｇ１－３的生理生化特征
对菌株Ｇ１－３进行生理生化分析，根据ＶＩＴＥＫ全自动微

生物检测系统的分析，菌株 Ｇ１－３的生理生化特征见表 １。
菌Ｇ１－３可利用葡萄糖为唯一碳源生长，但不能利用麦芽
糖、蔗糖、甘露糖、阿拉伯糖等作为唯一碳源生长；在生长过程

中，能产生Ｈ２Ｓ，且Ｌ－脯氨酸芳胺酶、Ｌ－苹果酸盐同化为阳
性。鉴定结果表明，Ｇ１－３菌株的形态和生理生化特性与交
替单胞菌属较为一致。

２．４　１６ＳｒＤＮＡ序列测序
　　对菌株Ｇ１－３测序，经过提取ＤＮＡ、ＰＣＲ扩增、连接转化
等操作，应用ＢＬＡＳＴ程序、ＮＣＢＩ数据库里的信息进行同源性
搜索，进行分子生物学鉴定，绘制出系统进化树见图３。根据
Ｂｌａｓｔ结果，Ｇ１－３属于 γ－变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）
交替单胞菌属（Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ），与 Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ＤＮ３－１亲源关系最近。
２．５　Ｇ１－３菌株的生长特性

将菌株 Ｇ１－３接种至 １００ｍＬ肉汤培养基中，于
２００ｒ／ｍｉｎ３℃条件培养，测定菌株 Ｇ１－３菌体在２、４、６、８、
１０、１２、２４ｈ的生长情况。根据发酵液在波长６００ｎｍ处的吸
光度，制得该菌株生长曲线，由图４可知，Ｇ１－３仅培养６ｈ
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表１　Ｇ１－３生理生化特性

编号 英文名称 中文名称 结果

１ Ａｌａ－Ｐｈｅ－Ｐｒｏ－ＡＲＹＬＡＭＩＤＡＳＥ 丙氨酸－苯丙氨酸－脯氨酸芳胺酶 －
２ ＡＤＯＮＩＴＯＬ 侧金盏花醇 －
３ Ｌ－Ｐｙｒｒｏｌｙｄｏｎｙｌ－ＡＲＹＬＡＭＩＤＡＳＥ 吡咯烷基芳胺酶 －
４ Ｌ－ＡＲＡＢＩＴＯＬ Ｌ－阿拉伯糖 －
５ Ｄ－ＣＥＬＬＯＢＩＯＳＥ Ｄ－纤维二糖 －
６ ＢＥＴＡ－ＧＡＬＡＣＴＯＳＩＤＡＳＥ β－半乳糖苷酶 －
７ Ｈ２ＳＰＲＯＤＵＣＴＩＯＮ Ｈ２Ｓ产生 ＋
８ ＢＥＴＡ－Ｎ－ＡＣＥＴＹＬ－ＧＬＵＣＯＳＡＭＩＮＩＤＡＳＥ β－Ｎ－乙酰葡萄糖苷酶 －
９ ＧｌｕｔａｍｙｌＡｒｙｌａｍｉｄａｓｅｐＮＡ 谷氨酰芳胺酶 －
１０ Ｄ－ＧＬＵＣＯＳＥ Ｄ－葡萄糖 ＋
１１ ＧＡＭＭＡ－ＧＬＵＴＡＭＹＬ－ＴＲＡＮＳＦＥＲＡＳＥ γ－谷氨酰转移酶 －
１２ ＦＥＲＭＥＮＴＡＴＩＯＮ／ＧＬＵＣＯＳＥ 葡萄糖发酵 －
１３ ＢＥＴＡ－ＧＬＵＣＯＳＩＤＡＳＥ β－葡萄糖苷酶 －
１４ Ｄ－ＭＡＬＴＯＳＥ Ｄ－麦芽糖 －
１５ Ｄ－ＭＡＮＮＩＴＯＬ Ｄ－甘露醇 －
１６ Ｄ－ＭＡＮＮＯＳＥ Ｄ－甘露糖 －
１７ ＢＥＴＡ－ＸＹＬＯＳＩＤＡＳＥ β－木糖苷酶 －
１８ ＢＥＴＡ－ＡｌａｎｉｎｅａｒｙｌａｍｉｄａｓｅｐＮＡ β－丙氨酸芳胺酶 －
１９ Ｌ－ＰｒｏｌｉｎｅＡＲＹＬＡＭＩＤＡＳＥ Ｌ－脯氨酸芳胺酶 ＋
２０ ＬＩＰＡＳＥ 脂酶 －
２１ ＰＡＬＡＴＩＮＯＳＥ 异麦芽糖 －
２２ ＴｙｒｏｓｉｎｅＡＲＹＬＡＭＩＤＡＳＥ 酪氨酸芳胺酶 ＋
２３ ＵＲＥＡＳＥ 尿素酶 －
２４ Ｄ－ＳＯＲＢＩＴＯＬ Ｄ－山梨醇 －
２５ ＳＡＣＣＨＡＲＯＳＥ／ＳＵＣＲＯＳＥ 蔗糖 －
２６ Ｄ－ＴＡＧＡＴＯＳＥ Ｄ－塔格糖 －
２７ Ｄ－ＴＲＥＨＡＬＯＳＥ Ｄ－海藻糖 －
２８ ＣＩＴＲＡＴＥ（ＳＯＤＩＵＭ） 柠檬酸盐（钠） －
２９ ＭＡＬＯＮＡＴＥ 丙二酸盐 －
３０ ５－ＫＥＴＯ－Ｄ－ＧＬＵＣＯＮＡＴＥ ５－酮－葡萄糖苷 －
３１ Ｌ－ＬＡＣＴＡＴＥａｌｋａｌｉｎｉｓａｔｉｏｎ 乳酸盐产碱 －
３２ ＡＬＰＨＡ－ＧＬＵＣＯＳＩＤＡＳＥ α－葡萄糖 －
３３ ＳＵＣＣＩＮＡＴＥａｌｋａｌｉｎｉｓａｔｉｏｎ 琥珀酸盐产碱 －
３４ Ｂｅｔａ－Ｎ－ＡＣＥＴＹＬ－ＧＡＬＡＣＴＯＳＡＭＩＮＩＤＡＳＥ Ｎ－乙酰－β－半乳糖氨酶 －
３５ ＡＬＰＨＡ－ＧＡＬＡＣＴＯＳＩＤＡＳＥ α－半乳糖苷酶 －
３６ ＰＨＯＳＰＨＡＴＡＳＥ 磷酸酶 －
３７ ＧｌｙｃｉｎｅＡＲＹＬＡＭＩＤＡＳＥ 氨基乙酸芳胺酶 －
３８ ＯＲＮＩＴＨＩＮＥＤＥＣＡＲＢＯＸＹＬＡＳＥ 鸟氨酸脱羧酶 －
３９ ＬＹＳＩＮＥＤＥＣＡＲＢＯＸＹＬＡＳＥ 赖氨酸脱羧酶 －
４０ ＤＥＣＡＲＢＯＸＹＬＡＳＥＢＡＳＥ 脱羧酶阴性控制 －
４１ Ｌ－ＨＩＳＴＩＤＩＮＥａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ 组氨酸同化 －
４３ ＢＥＴＡ－ＧＬＵＣＯＲＯＮＩＤＡＳＥ β－葡萄糖苷酸酶 －
４４ Ｏ／１２９ＲＥＳＩＳＴＡＮＣＥ（ｃｏｍｐ．ｖｉｂｒｉｏ．） Ｏ／１２９耐受 －
４５ Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＡＲＹＬＡＭＩＤＡＳＥ 谷氨酸－甘氨酸－精氨酸芳胺酶 －
４６ Ｌ－ＭＡＬＡＴＥａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ Ｌ－苹果酸盐同化 ＋
４８ Ｌ－ＬＡＣＴＡＴＥａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ Ｌ－乳酸盐同化 －

　　注：“＋”表示阳性，“－”表示阴性。

就呈现指数生长，培养至１８ｈ达到稳定期。
　　采用干重法，测定菌株Ｇ１－３菌体在肉汤培养基中生长
２、４、６、８、１０、１２、２４ｈ时菌株胞外絮状产物的产量。胞外产物
较菌株生长晚２ｈ，培养至８ｈ时开始快速生成，而至２２ｈ就
基本停止，产量在此时达最高，为 ２．４ｇ／Ｌ。且当培养超过
４８ｈ时，发酵液中无该白色絮状物，该胞外产物被分解。

２．６　絮凝率测定
根据来源不同，生物絮凝剂可分为３类［７］：微生物细胞，

如某些细菌、酵母；微生物细胞提取物，如酵母细胞壁的葡聚

糖；微生物细胞代谢产物。为探究该菌株絮凝活性成分的分

布情况，对比发酵液、胞外絮状产物、菌细胞悬液、去菌体上清

液对高岭土悬浊液的絮凝效果。由图６可知，胞外产物对高
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岭土的絮凝效率高达９３．０６％，而发酵液原液只有 ６５．４８％，
菌细胞悬液以及去菌体上清液的絮凝率仅为１０％左右，这充
分说明Ｇ１－３菌株的絮凝特性与菌体细胞无关，主要由其细
胞代谢产物产生。

该絮凝菌产生的生物絮凝剂为白色絮状物，存在于菌体

外的培养液中，由微生物分泌到胞外。根据絮凝机理，这些胞

外产物可能与水中的杂质通过吸附架桥作用、电中和作用、卷

扫作用等［８－１０］对水中杂质进行絮凝沉降，以达到水质澄清

目的。

２．７　成分分析
２．７．１　外形观察　Ｇ１－３菌株的白色絮状物在培养过程中，
沉淀聚集在一起，肉眼观察为半透明膜状（图７）。经真空冷
冻干燥后，呈乳白色疏松层叠状，在电子显微镜下进行扫描观

察，可以观察到絮凝物质呈现折叠膜状结构（图８）。

２．７．２　蛋白质与糖定性定量分析　根据文献报道，当下生物
絮凝剂的化学组成可分为以下几类［１１］：糖类物质，多肽、蛋白

质和ＤＮＡ，脂类物质，目前已发现的以多糖类物质为主，脂类
最少。为探究Ｇ１－３菌株胞外絮状产物的成分，对其进行分
析。蛋白质定性试验时，样品在茚三酮试验中出现蓝紫色，结

果呈阳性；且在双缩脲试验中，出现紫玫瑰色，呈阳性，确定

Ｇ１－３胞外絮状物中含有蛋白质。糖定性试验时，样品在莫
氏试验中出现紫红色环，为阳性，在斐林试验中，无红色或黄
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色的氧化亚铜沉淀生成，可认定该Ｇ１－３胞外絮状产物中含
有多糖，但还原糖含量微弱。

根据考马斯亮蓝试验结果，测定样品中蛋白质含量为

１６．５２％；根据苯酚－硫酸试验，测定其总糖含量为３１．３８％。
上述结果表明，该产物以糖类物质为主。

２．７．３　氨基酸与单糖的分析　样品经水解预处理后，通过高
效液相色谱分析其氨基酸含量（表２）。经水解后，发现该胞
外产物含有 １７种氨基酸，其中天冬氨酸含量最高，达
１．９９３ｇ／ｋｇ，而亮氨酸和谷氨酸分别为１．９０８、１．７６０ｇ／ｋｇ，精
氨酸、丙氨酸、脯氨酸、甘氨酸和苯丙氨酸的含量均达

１．０００ｇ／ｋｇ以上。

表２　氨基酸含量

编号 氨基酸名称
含量

（ｇ／ｋｇ）

１ 天冬氨酸 １．９９３
２ 谷氨酸 １．７６０
３ 胱氨酸 ０．１７０
４ 丝氨酸 ０．６７７
５ 甘氨酸 １．５３０
６ 组氨酸 ０．２８７
７ 精氨酸 １．６８１
８ 苏氨酸 ０．９３６
９ 丙氨酸 １．６７３
１０ 脯氨酸 １．６４４
１１ 酪氨酸 ０．５８８
１２ 缬氨酸 ０．９８１
１３ 蛋氨酸 ０．４７３
１４ 异亮氨酸 ０．９４７
１５ 亮氨酸 １．９０８
１６ 苯丙氨酸 １．０８８
１７ 赖氨酸 ０．９２６

　　采用高效液相色谱分析单糖含量，由表３可知，经水解
后，发现该胞外产物含有１０种单糖，以葡萄糖、核糖、半乳糖
为主，其含量明显高于其他糖类，葡萄糖含量高达

４２８．３７ｍｇ／ｋｇ，而 核 糖 与 半 乳 糖 含 量 分 别 为 ２７０．５９、
２２４．９５ｍｇ／ｋｇ。　

３　结论

从活性污泥中分离得到１株生物絮凝剂产生菌 Ｇ１－３，
经形态特征、生理生化特性和１６ＳｒＤＮＡ基因序列鉴定，其属
于交替单胞菌属（Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）。

关于Ｇ１－３菌株絮凝活性成分的分布，以高岭土絮凝率
为指标，其胞外产物絮凝率为９３．０６％，其发酵液原液絮凝率
较低，且菌细胞悬液以及去菌体上清液无絮凝特性。

　　生物絮凝剂的化学性质：茚三酮显色试验呈蓝色，双缩脲
反应呈阳性；莫氏反应中浓硫酸与样品试剂混合液分界面有

清晰的紫环出现。表明Ｇ１－３菌株的胞外絮状产物中含有

表３　单糖含量

编号 单糖名称
含量

（ｍｇ／ｋｇ）
１ 甘露糖 ９３．７３
２ 核糖 ２７０．５９
３ 鼠李糖 ２６．４５
４ 葡萄糖醛酸 ６８．０７
５ 半乳糖醛酸 １７．７９
６ 葡萄糖 ４２８．３７
７ 半乳糖 ２２４．９５
８ 木糖 ０．９４
９ 阿拉伯糖 ５．７８
１０ 岩藻糖 ６８．１２

多糖和蛋白质，根据试验，多糖含量明显高于蛋白质含量，糖

与蛋白质比为１．９∶１。
Ｇ１－３菌株的白色絮状产物经分离、真空冷冻干燥后，呈

乳白色疏松层叠状，经高效液相色谱分析，该白色絮状沉淀中

含１７种氨基酸，以天冬氨酸、亮氨酸、谷氨酸、精氨酸为主，含
１０种单糖，以葡萄糖、核糖、半乳糖为主。
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