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摘  要: 从活性污泥中筛选出一株高效的微生物絮凝剂产生菌, 鉴定为鲍曼不动杆菌。蚕豆根尖

细胞微核试验未显示该菌株所产絮凝剂具有遗传毒性。该菌产絮凝剂的最佳碳源和氮源分别为葡

萄糖和酵母浸出汁, 培养时间为 24 h。在絮凝体系中加入 Ca2+能明显提高发酵液的絮凝率。在 pH
为 8.0 时对高岭土悬浊液和污水具有良好的絮凝效果。 
关键词: 絮凝剂, 絮凝能力, 鲍曼不动杆菌, 污水处理 
 

Screening and Flocculating Characteristics of a Flocculat-
ing-producing Strain of Acinetobacter sp. 

WANG Zhao-Hui1  YE Hui1  CHANG Yan1  XU Lei1  CAO Jun1  YIN Li-Hong2* 
(1. Life Science School, Nantong University, Nantong 226007) 

(2. Public Health School, Southeast University, Nanjing 210096) 

Abstract: An effective flocculant-producing microorganism was isolated from activated sludge which was 
identified as Acinetobacter baumannii. Its genetic toxicity is checked by the Vicia faba root-tip cells micro-
nucleus test, the result has not demonstrated the genetic toxicity. The best carbon sources and nitrogen 
sources for flocculant production are glucose and yeast extract, the cultivation time is 24 hours. Addition of 
Ca2+ could obviously increase the flocculating rate. It has good flocculating effect on Kaolin suspension and 
sewage with pH at the scale of 8.0. 
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絮凝剂是一类可使水体中不易沉降的溶质、胶

体或者悬浮颗粒凝聚沉淀的物质 , 在工业废水处
理、食品生产、发酵工业中发挥着重要作用, 尤其
在各种污水的预处理中。常用的絮凝剂分为无机絮

凝剂、人工合成有机高分子絮凝剂和天然有机高分

子絮凝剂。广泛应用的无机絮凝剂及人工合成有机

絮凝剂在水处理中一般用量较大, 且易产生二次污

染。如有关研究表明人体摄入过量的 Al3+与老年性

痴呆成正相关, 因此铝系絮凝剂的使用受到限制[1];
聚丙烯酰胺的合成材料单体丙烯酰胺有强烈的神经

毒性, 是“三致”因子, 能诱发膀胱癌[2], 同时, 在
其生产和降解过程中所释放的污染物也严重危害人

类健康和生态环境。微生物絮凝剂是利用生物技术, 
从微生物体或其分泌物中提取、纯化而获得的具有
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絮凝活性的一类代谢产物, 属于天然高分子絮凝剂, 
可使水体中的悬浮颗粒、胶体粒子及菌体细胞凝聚、

沉淀, 具有高效、无毒、无二次污染、能自行降解
及使用范围广泛等优点 [3], 其研制和开发应用一直
是近几年污水处理领域研究的热点, 国内外的研究
者已筛选出多种产絮凝剂的微生物, 但已有的相关
文献中关于不动杆菌属产絮凝剂的报道不多。本文

从活性污泥、污水等环境中分离得到一株具有较高

絮凝活性的细菌, 鉴定为鲍曼不动杆菌。经 24 h发
酵, 其发酵液对高岭土悬浊液、污水等具有较强的
絮凝作用。 

1  材料与方法 

1.1  样品来源及筛选培养基 
活性污泥取自南通开发区污水处理厂, 污水取自

南通市区通甲河“五一”桥下。富集培养基采用牛肉

膏蛋白胨培养基[4], 发酵培养基为: 葡萄糖 20 g, 酵母
浸出汁 0.5 g, 尿素 0.5 g, KH2PO4 2 g, K2HPO4 5 g, 
(NH4)2SO4 0.2 g, NaCl 0.1 g, MgSO4·7H2O 0.2 g, 加水
至 1000 mL, 调节 pH至 7.5~8.0。 

1.2  实验方法 
1.2.1  絮凝剂产生菌的分离与筛选:  用稀释倒平
板法将样品进行富集培养后, 用平板划线法获得单
菌落[2], 纯化后依次编号为 B1、B2⋯⋯。各菌加入
发酵培养基中于 30℃, 120 r/min, 摇床培养 72 h。挑选
发酵液粘稠的菌株进行复筛, 测定发酵液的絮凝率。 

1.2.2  絮凝率的测定:  100 mL烧杯中加入 4.5 g/L
高岭土悬浊液 97 mL, 0.5 mol/L CaCl2 1mL, 发酵液 
2 mL (对照加等量无菌发酵液), 调节 pH至 8.0, 搅拌
1 min, 静置 1 min, 取 50 mL刻度处上清液, 用 722
型分光光度计于 550 nm 处测定其光密度值 OD550, 
计算发酵液的絮凝率。 

絮凝率(%)=(A-B)/A×100, 其中 A 为对照 OD550

值, B为样品 OD550值
[5]。 

1.2.3  菌株的鉴定:  根据菌株 B5 在固体培养基上
的群体形态、染色后的个体形态、革兰氏染色结果

以及一系列生理生化反应的结果, 对照《伯杰细菌
鉴定手册》第八版, 对菌株 B5进行初步鉴定。另外
采用 16S rDNA 寡核苷酸序列测定的方法, 对该菌
株的 16S rDNA进行 PCR扩增, 并将测序结果送入
NCBI数据库进行分析。扩增引物序列如下: 

正向: 27F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 

反向: 1495R 5'-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3' 

1.3  发酵液的遗传毒性检测 
用 B5 所产发酵液浸泡蚕豆种子(对照组用自来

水浸泡), 计算蚕豆根尖细胞微核千分率(MCN‰), 
方法参照文献[6]。 

2  结果与讨论 

2.1  产絮凝剂细菌的筛选 
从活性污泥和污水中分离出的 56个单菌落中, 16

株有絮凝活性, 其中 B5絮凝活性最高, 为 89.9%。 

2.2  菌株的鉴定 
2.2.1  菌株 B5 的群体培养特征:  在牛肉膏蛋白胨
琼脂平板上, 菌落湿润、透明, 呈圆形, 边缘整齐、
凸起。见图 1。 

 

图 1  菌株 B5的菌落形态 
Fig. 1  The colony modality of strain B5 

2.2.2  菌株 B5的个体形态特征:  培养 18 h的菌体
呈短杆状, 大小为 1.3 μm×2.0 μm, 多成对或以短
链排列, 见图 2。革兰氏染色结果阴性, 芽孢染色阴
性, 鞭毛染色阴性。 

 

图 2  菌株 B5的显微摄影图(10×100) 
Fig. 2  Micrography of strain B5 



180 微生物学通报 2008, Vol.35, No.2 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2.2.3  菌株 B5 的生理生化特性:  菌株 B5 的部分
生理生化特性见表 1。 
 

表 1  菌株 B5的部分生理生化特性 
Table 1  Some physiological and biochemical properties 

of strain B5 

项目 B5 Acinetobacter sp. 

氧化酶试验 − − 

接触酶试验 + + 

葡萄糖发酵 产酸不产气 产酸+/− 

吲哚试验 − − 

硫化氢试验 − − 

最适温度 30℃~32℃ 30℃~32℃ 

最适 pH 7 7 

青霉素抗性 + + 

注: +: 阳性; −: 阴性   

Note: +: positive; −: negative 

2.2.4  菌株 B5 的 16S rDNA 片段测序结果分析:  
B5的 16S rDNA片段在 NCBI数据库中的检索结果
表明: B5与菌株 Acinetobacter baumannii 的相似率
最高, 为 99%, 在 1423 个碱基中只有一个不同, 最
终确定所分离的菌株 B5是一株鲍曼不动杆菌。 
根据以上实验结果, 将 B5初步鉴定为不动杆菌

属[7]。 

2.3  发酵液的遗传毒性检测 
用 SPSS13.0 统计软件对两组蚕豆根尖细胞  

微核千分率(MCN‰)进行单因素方差分析(见表 2)。 
 

表 2  蚕豆根尖细胞 MCN‰实验结果 
Table 2  The result of the Vicia faba tip cells micronu-

cleus rate test 

 SS df MS F P 

组间 Between Groups 0.003 1 0.003 0.028 0.876

组内 Within Groups 0.472 4 0.118   

总 Total 0.475 5    
 

P=0.876>0.01, 两组蚕豆根尖细胞MCN‰差异无
显著性, 未显示菌株 B5 所产絮凝剂对生物具有遗传
毒性。 
2.4  菌株 B5 产絮凝剂的条件 
2.4.1  培养时间对菌株生长量及絮凝活性的影响: 
结果见图 3。 

从图 3 可以看出菌株 B5 发酵液的絮凝活性与
菌株的生长量随时间呈同步增长 ,  在菌株生长的 
稳定期絮凝活性达到最高 ,  表明絮凝活性与菌的 
生长量呈正相关。从絮凝率随时间的变化情况看 ,  
24 h~72 h间絮凝率变化不明显, 从工业角度讲, 发   

 

图 3  培养时间对菌株 B5生长量及絮凝活性的影响 
Fig. 3  Effect of culture time on growth and flocculating activ-
ity of strain B5 

 
酵周期越短越有利于节约成本, 故后续研究取发酵
周期为 24 h。 

2.4.2  培养基不同碳源对絮凝活性的影响:  分别
以葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、可溶性淀粉、玉米粉为

碳源, 发酵 24 h测定絮凝率。结果见图 4。 

 

图 4  不同碳源对菌株 B5絮凝活性的影响 
Fig. 4  Effect of different carbon sources on flocculating ac-
tivity of strain B5 

 

图 4表明, 葡萄糖作碳源最有利于菌株 B5产絮
凝剂, 而用可溶性淀粉或玉米粉作为碳源时, 菌株
所产絮凝剂活性不高。 
2.4.3  培养基不同氮源对絮凝活性的影响:  分别
以牛肉膏、酵母浸出汁、尿素、硫酸铵、蛋白胨作

为氮源, 发酵 24 h测定絮凝率。结果见图 5。 
由图 5 可知, 菌株 B5 所能利用的氮源范围较

广，其中以酵母浸出汁作为氮源,所产絮凝剂絮凝活
性最高, 尿素和硫酸铵也是很好的氮源。从经济节
约的角度考虑，可以用硫酸铵作为后续研究的氮源。 
2.5  絮凝剂在发酵液中的分布 

将菌株 B5 的 24 h 发酵液用高速冷冻离心机
10000 r/min离心 5 min, 得到上清液和完整细胞, 用
生理盐水稀释菌体到原体积, 制备成 B5菌悬液。分
别测定上清液与菌悬液的絮凝率, 与原发酵液的絮
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凝率进行比较, 见图 6。结果表明, 具有絮凝活性的
成份存在于上清液中, 菌体几乎没有絮凝活性, 表明
菌株 B5所产絮凝剂是一种菌体分泌的胞外絮凝剂。 

 

图 5  不同氮源对菌株 B5絮凝活性的影响 
Fig. 5  Effect of different nitrogen sources on flocculating 
activity of strain B5 

 

 

图 6  发酵液中絮凝活性的分布 
Fig.6 The flocculating activity distribution of the fermentation 
liquid 

 

2.6  高岭土不同初始 pH 值对絮凝效果的影响 
分别调节高岭土悬浊液的 pH值为 5.0~10.0, 测

定 B5发酵液的絮凝活性, 结果见图 7。 

 

图 7  高岭土悬浊液不同 pH对菌株 B5絮凝活性的影响 
Fig. 7  Effect of Kaolin clay suspension pH on flocculating 
activity of strain B5 
 

由图 7 可见, pH 为 8.0 时 B5 的絮凝能力最强,
对高岭土的絮凝率达 79.4%, pH在 6.0~10.0范围内
絮凝率变化不大, 说明 B5 所产絮凝剂发挥絮凝作

用时对 pH值的适用范围较广。  

2.7  助凝剂对絮凝效果的影响 
在测定絮凝率时分别加入各种 0.5 mol/L的无机盐, 

同时观察各类金属离子对絮凝活性的影响, 见图 8。  
结果表明, 加入 Ca2+尤其是 0.5 mol/L的 CaCl2溶液有

利于提高絮凝活性。而 Al3+、Cu2+对菌株 B5的絮凝活
性有明显抑制作用。 

 

图 8  不同助凝剂对絮凝活性的影响 
Fig. 8  Effect of different add-flocculants on flocculating activity 
1: 对照; 2: CaCl2; 3: CaO; 4: MgSO4; 5: ZnSO4; 6: Al2O3; 7: CuSO4 
1: contrast; 2: CaCl2; 3: CaO; 4: MgSO4; 5: ZnSO4; 6: Al2O3; 7:CuSO4 

 

2.8  B5 发酵液对供试样品的絮凝效果 
分别以碳素墨水、蓝墨水、泥土、硅藻土、淘

米水、污水等悬液作为供试材料, 在 pH为 8.0时测
定 B5发酵液对不同悬液的絮凝能力。结果见图 9。 

 

图 9  菌株 B5发酵液对废水的絮凝效果 
Fig. 9  Flocculating effect of strain B5 fermentation liquid on 
some wastewater 

 

由图 9可见, 菌株 B5的发酵液对所有供试材料
均有良好絮凝效果, 对碳素墨水有较好的脱色效果。 

3  结论 

实验结果表明, 絮凝剂产生菌 B5 为一株鲍曼
不动杆菌(Acinetobacter baumannii)。该菌在菌体生
长的同时合成胞外絮凝剂, 该絮凝剂不具有遗传毒
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性。产生絮凝剂的最适碳源为葡萄糖, 最适氮源为
酵母浸出汁, 培养时间为 24 h。测定絮凝率时的 pH
适用范围为 6.0~10.0。在高岭土悬浊液 pH为 8.0时, 
絮凝活性达到最高, 添加 Ca2+能明显提高发酵液的
絮凝活性。菌株 B5发酵周期短, 产生的絮凝剂有较
高的絮凝活性, 应用范围广, 处理污水时 pH适用范
围宽, 是一株很有应用前景的絮凝剂产生菌。 
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