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摘 要：本研究利用分离、筛选获得降解猪场污水菌种，以分泌高酶活性的纤维素酶、蛋白酶、脂肪酶、淀粉酶、产酸微生

物为指标，利用 16S rDNA分析，通过 NCBI系统比对，构建系统进化树，确定所属的种属鉴定菌为苏云金芽孢杆菌（Bacil⁃
lus thuringiensis）。以养猪场污水为例，评估了分离、筛选获得的菌株处理对污水化学需氧量（COD）、生物需氧量（BOD5）、
总磷（TP）、总氮（TN）、悬浮颗粒物（SS）去除污染物的效果，以及曝气增氧方式对污染物去除的影响。示范结果各项指标

降解率分别为 COD降解率为 52.9%，BOD5降解率为 60.5%，TP降解率为 44%，TN降解率为 35%，SS降解率为 62%。证实添

加筛选菌株、曝气增氧方式能有效降低水体污染物，为进一步开展应用奠定了基础。
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Abstract：In this study, bacteria strains of sewage in pig farm were isolated and screened from rotten manure, straw
and other decomposed areas. Cellulase, protease, lipase, amylase and acid-producing microorganisms with high en⁃
zyme activity were used as indicators to identify bacteria as Bacillus thuringiensis by 16S rDNA analysis. Through
NCBI system comparison, the phylogenetic tree was constructed to determine the species. Taking pig farm sewage as
an example, the effects of isolated and screened strains on COD, BOD5, TP, TN and SS were evaluated. The demon⁃
stration results show that the aerated aeration method can effectively reduce water pollutants. The degradation rate
of each index is COD 52.9%, BOD5 60.5%, TP 44%, TN 35% and SS 62% respectively.It was proved that adding
screening strains and aeration with oxygen could effectively reduce water pollutants, which laid a foundation for fur⁃
ther application.
Key words：Degradation rate; Sewage; Microbial agent; Application effect

随着畜牧业的发展，畜禽污水排放量日益增

加。据有关部门测算，1头猪日排泄粪尿按 6 kg计，
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年产粪尿达 2.5 t[1]。养猪场污水主要特征是有机物

浓度高、悬浮物多、色度深，并且有大量的细菌 [2]。

猪场污水中的有机污染物主要以固态、溶解态碳水

化合物形式存在，使污水表现出很高的BOD5、COD、
和 SS等，其中 BOD5介于 600～7 000 mg/L，化学需

氧量 COD浓度可达 13 000～17 000 mg/L。
处理这些高浓度猪场有机污染物的方法中，

生物降解法是从自然环境中通过人工培养的方

法，分离、筛选获得功能菌种，利用微生物代谢产

生的蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶、纤维素酶等多种益

生因子及微生物分泌的抑制效能的细菌素，降解

东北农业科学 2020，45（1）：99-103
Journal of Northeast Agricultural Sciences DOI: 10.16423/j.cnki.1003-8701.2020.01.021

巩彧玄等：分离、筛选和鉴定猪场污水污染物降解微生物及应用效果分析



100 东 北 农 业 科 学 45卷

污水中高分子有机污染物为小分子物质 [3]。在降

解猪场有机污染物的诸多微生物中，芽孢杆菌本

身具有种类繁多，对培养条件不是很苛刻，产酶

丰富等优点，作为畜禽粪便处理过程中的优势菌

群存在，目前已经被广泛应用于农牧业固体废弃

物处理及污水治理领域 [4-5]。

本试验从秸秆、树叶等已腐烂的环境中，通过

自然的优胜劣汰法则，进行富集培养、分离，最终

筛选出能够处理污染物的微生物，对猪场污水进

行示范研究。通过优势菌种的投加，达到降低猪

场污水中的 COD和 BOD5含量等指标，净化污染水

体环境的效果。

1 材料与方法

1.1 试验菌株来源

选取腐熟好的秸秆、粪便、沼气发酵池等废弃

物腐烂周边土壤，采集的土壤样品放入塑料袋

中，封口，置于 4℃冰箱保存。

1.2 筛选菌株

取土样 1 g，制备 1%的悬液，在 200 mL液体三

角瓶，震荡培养 30 min，吸取 0.1 mL直接涂布于细

菌固体培养皿上，在 30℃培养箱中培养，待菌落长

出后挑单菌落。

1.3 培养基的制备

制备产酸培养基 [6]、蛋白质分解培养基 [6]、淀

粉分解培养基 [7]、脂肪分解培养基 [8]、CMC-Na（羧

甲基纤维素钠）分解培养基 [9]。

1.4 16S rDNA序列测定与系统学分析

反应体系采用上海生物工程公司 PCR扩增试

剂盒。菌种鉴定引物为 7F1540R（5'-CAGAGTTT⁃
GATCCTGGCT AGGAGGTGATCCAGCCGCA- 3'），

PCR长度为 1 500 bp。对 PCR产物的要求：纯度

为 OD260/OD280=1.6～2.0，用 量 为 每 反 应 10～
100 ng。方法如下：1. 每 20μL PCR 产物中加入

2μL 3M NaAc、50μL 100%酒精。 2. 台式离心机

12 000 xg 4℃离心 30 min，马上用枪吸尽上清液。

3.加入 70 μL 70%酒精，12 000 xg 4℃离心 15 min,
马上用枪吸尽上清液。4.让酒精在室温挥发干

净，加入 10μL去离子水溶解 DNA。PCR产物的测

序 PCR反应：标准反应体系中纯化的 PCR产物（10
ng/μL）1μL，BigDye(2.5x) 8μL，引物（3.2 pmol/μL）
1μL，灭菌去离子水 10μL，总体积为 20μL。
1.5 菌株示范

1.5.1 示范地点

公主岭国家农业科技园飞马斯牧业有限公

司。

1.5.2 示范所用材料及设备

固液分离后的猪场污水 1 722 kg左右，玻璃

钢集污箱两个（200 cm×100 cm×45 cm），曝气泵 1
台，温度计 2个，控温电暖风 1台，量筒 2个，大型

塑料桶 4个，示范菌株量 5 L。
1.5.3 投菌方法

根据 2 mL菌液配比 1头成年猪 1 d产生的粪

尿液体（10 kg），污水示范箱体积得出污水量，进

而算出每次应投入 340 mL菌液。 2 mL菌液用

500 mL以上不含消毒液的地下水稀释，在就地进

行 2 d扩大化培养之后，投入装有污水的加厚中

型塑料集污箱并进行曝气。

1.5.4 示范程序

示范分 7次投菌，每次间隔 3 d，21 d示范结

束。同时使用两个示范箱，一个具有曝气装置，

每天早晚各曝气 1 h，利于提高菌的活性；另一个

示范箱为非曝气箱，观察自然状态下投菌后的污

水降解效果。示范结束后根据测试水样中各类污

染物指标进行对比，得出结论。

2 结果与分析

2.1 分析各种功能菌在不同培养基上产生的菌

落特征

经过初筛、富集培养，从 100多份腐烂地获得

的样品中，挑选 LB固体培养基上清晰产生透明圈

的菌落 LZ77。经平板稀释测定方法，该菌株的有

效活菌数 CFU为 2.7×108/mL，pH 6.5，属于中性菌

株。在 30℃培养温度下，对菌株 LZ77进行生理生

化特征分析，观察培养基上分别含有脱脂奶粉、

溴甲酚紫、羧甲基纤维素钠、吐温-20及可溶性淀

粉等不同培养成分的情况下，培养基周围产生透

明圈与否及培养基颜色变化（图 1）。
根据细菌产生的酪蛋白酶分解蛋白质的原

理 [10]，添加脱脂奶粉的培养基上，菌株周围形成了

清晰的透明圈，说明该菌株含有蛋白质分解功能

酶（图 1-A）。
乳酸菌本身是杀菌剂，在代谢过程中产生细

菌素（Bacteriocins）、有机酸、抗菌肽等各种抑制活

性物质，通过生物膜信号分子阻碍病原菌入侵微

生物群落，可以杀灭某些病原菌 [11]。为了验证筛

选获得的 LZ77菌株是否分泌有机酸分解酶，在固

体培养基里添加了溴甲酚紫，观察培养基颜色变

化。随着菌株培养天数的增加，刚开始的紫色培

养基 2～3 d变为黄色（图 1-B），说明该菌株带有
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乳酸菌分解功能酶。

在培养基上添加羧甲基纤维素钠为碳源培养

菌株时，受纤维素分解酶的影响，水解后的多糖

同刚果红在培养基周围形成颜色浓郁的红色透明

图 [12]。在羧甲基纤维素钠存在的培养基上，菌株

在刚果红周围产生了明显的透明圈（图 1-C）。因

此初步推断该菌株具有纤维素分解功能酶。

菌株在添加吐温-20的培养基上生长时，微

生物所分泌的脂肪酶能把甘油三酯最终降解为甘

油和脂肪酸，菌株培养第三天时，周围表现出明

显的透明圈（图 1-D），表明菌株具有降解脂肪酶

特性。

菌株在可溶性淀粉存在的培养基上培养 2～3

d，在菌株周围形成了明显菌落，在平板上滴加碘溶

液，平板呈蓝色的同时菌落周围产生了不变色的透

明圈，说明该菌株分泌降解淀粉的功能菌（图1-E）。
分离筛选获得的菌株，从代谢过程中产生的

透明圈及颜色变化，能初步推断该微生物具有蛋

白质、产酸、纤维素、脂肪、淀粉等分解酶功能。

2.2 16S rRNA序列分析及构建系统进化树

菌株 LZ77用 PCR引物直接测序，经过 16S rD⁃
NA序列分析，检测到明显的蛋白条带（图 2），将
测序结果提交到 GenBank，用 BLAST进行相似性

搜索比对并构建系统进化树。图 3结果显示，菌

株 LZ77与苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis）
等芽孢杆菌都有 100%的相似性。因此命名 LZ77
菌株为芽孢杆菌属的 Bacillus sp. LZ77[13]。

 

图2 产物用PCR引物测序16S rDNA序列
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图3 基于16S rRNA 序列同源性的系统进化树

2.3 分析微生物分泌酶的生化特征

从图 4-A看出，芽孢杆菌 LZ77随着培养时间

的增长，纤维素酶活呈抛物线变化趋势，7 d酶活

达到最高，8 d酶活力表现出下降的趋势，但是整

体上持续产酶时间表现出较长。

脂肪酶活性和蛋白酶活性。性在菌株培养 3
d达到最高值（图 4-B和图 4-C），说明菌株在前 2

d生长迅速，此后 2～3 d保持相对稳定，进入生长

对数期，培养第 4 d进入酶活力下降阶段。

菌株只培养第 2 d，淀粉酶活性和产酸酶活性

都达到最高（图 4-D和图 4-E），且达到最高酶活

性的时间也最短，之后细胞生长也趋于稳定状

况。

图 4结果表明，LZ77菌同时能分泌纤维素酶、

 

A：产蛋白质培养基；B：产酸培养基；C：纤维素降解培养基；

D：脂肪分解培养基；E：淀粉分解培养基

图1 菌株在不同培养基上产生透明圈与否与

培养基颜色变化图
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蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶及产酸酶等多种功能酶，

但是达到最佳酶活性的培养时间不同。利用羧甲

基纤维素钠为碳源的培养基，培养菌株 7 d能得

到纤维素酶活最强的微生物培养液。在培养基里

分别添加吐温-20和脱脂奶粉的脂肪培养基和蛋

白质培养基里培养菌株 3 d就得到脂肪酶和蛋白

酶活最高的微生物培养液。菌株分别在淀粉培养

基和产酸培养基里培养 2 d就能得到淀粉酶和产

酸酶活性最高的微生物培养液 [14-17]。

2.4 菌株示范

在污水箱分三次投加微生物，经过 21 d，对比

分析既不投加微生物也不曝气的污水箱（T0）、投
加微生物且不曝气的污水箱（T1）和投加微生物

且曝气的污水箱（T2）中各项有机污染物含量变

化，结果见图 5。T1污水中的 COD从 6 900 mg/L降

到 5 150 mg/L，降解率仅为 25%，BOD5降解率为

27.6%，SS降解率为 16%，非曝气污水 SS浓度变

化少。但是 T2污水中的 COD值从原来的 6 900
mg/L 降到 3 250 mg/L，降解率达到了 52.9%，

BOD5 从 2 100 mg/L 降到 829 mg/L，降解率为

60.5%，TP降解率为 44%，TN降解率为 35%，SS降
解率为 62%。说明在投加微生物且曝气的条件下

能加快污水中有机物的降解速度，降解率明显提

高。

3 结 论

本文从自然环境中分离、筛选获得具有分泌

产纤维素酶、蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶及产酸酶等

能力的菌株。菌株在功能培养基上产生的透明圈

结果中，判断菌株具有降解功能酶特性。通过

16S rRNA 的分析，构建系统进化树结果显示，

LZ77菌属于芽孢杆菌属类（Bacillus sp.）。
示范结果表明，通过人为供氧曝气的方法，在

污水箱中直接投加微生物，为大量微生物生长提

供氧气，扩繁优势菌群，功能微生物把污水中有

机高分子污染物降解为小分子物质。示范结束后

测试有机物的分解率，证明了曝气增氧方式能有

效降低水体污染物，各项指标降解率分别为 COD
降解率为 52.9%，BOD5降解率为 60.5%，TP降解率

为 44%，TN降解率为 35%，SS降解率为 62%。曝

气池降解率明显优于非曝气池，说明曝气能加快

有机物的降解速度。但是微生物一般受温度、酸

碱度、湿度等环境因素的制约，因此功能微生物

降解高浓度猪场有机污水须结合配套工艺技术才

能达到有机污水达标排放目的。
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图4 菌株培养时间对各项酶活与生长曲线变化
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（上 接 第 12 页）水分胁迫处理后，电子传递速率

（ETR）和 PS II实际量子产率 Y（II）降低，该结果

类似于增加的 qP可以以光化学利用为代价耗散

一些激发能量的研究结论 [7]。此外，本研究发现

光化学猝灭（qP）在水分胁迫下显著下降，该结论

与“水分胁迫下水稻和大麦叶片中的实际量子效

率（ФPS II）、qP和光合电子传递速率（ETR）显著

降低”的结论相吻合。

综上所述，本研究初步解释了水分亏缺和水

分过量胁迫下糯玉米幼苗通过光合、荧光系统的

调节增强抵御水分逆境的初步方式，但具体生理

代谢机理尚不明晰，有待深入研究。
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