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摘   要：【背景】糖精钠废水是一种难处理的高盐有机工业废水。【目的】为了提高糖精钠废水的

生物降解效果，需要研究糖精钠废水降解菌的特性。【方法】采用纯培养技术从处理糖精钠废水的

多级生物接触氧化系统内的活性污泥中分离筛选糖精钠废水降解菌，对分离菌株的形态特征、生

理生化特性和 16S rRNA 基因序列进行分析，利用单因素实验和响应面法考察分离菌株降解糖精钠

废水的最佳条件。【结果】筛选获得一株糖精钠废水降解菌 A20，归属于盐单胞菌属(Halomonas)，
当糖精钠废水的盐分为 5%，菌接种量为 15%，pH 值为 8.0，温度为 30 °C 时，菌株 A20 对糖精钠

废水中的化学需氧量(chemical oxygen demand，CODcr)去除率在 60%以上；通过响应面法优化，

菌株 A20 降解糖精钠废水的最佳条件为：pH 8.0，温度为 30.3 °C，接种量为 14.1%，其 CODcr 去
除率为 65.4%。【结论】分离到一株能高效降解糖精钠废水中有机物的耐盐菌 Halomonas sp. A20，
可为高盐、高浓度糖精钠废水的处理提供优良的微生物菌种资源。 
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Isolation of the salt-tolerant bacterium Halomonas sp. A20 
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Abstract: [Background] Saccharin sodium wastewater, one type of organic industrial wastewater with 
high salt, is difficult to be treated. [Objective] To improve the biodegradation of this wastewater, it is in 
urgent need to study the characteristics of the saccharin sodium wastewater degrading bacteria. 
[Methods] A bacterial strain A20 capable of degrading saccharin sodium wastewater was isolated by 
pure culture technology from the activated sludge in the multistage biological contact oxidation system. 
It was identified based on morphological characteristics, physiological and biochemical properties, and 
16S rRNA gene sequence analysis. The optimum conditions for strain A20 to degrade saccharin sodium 
wastewater were investigated by single factor experiment and response surface method. [Results] The 
strain A20 belonged to Halomonas. When the salinity of saccharin sodium wastewater in 5%, pH 8.0, 
and the temperature of 30 °C, inoculum ratio at 15%, the chemical oxygen demand (CODcr) removal 
efficiency was more than 60%. Through the optimization with response surface method, the optimum 
conditions for Halomonas sp. A20 to degrade the saccharin sodium wastewater: pH 8.0, temperature of 
30.3 °C, and inoculum ratio of 14.1%. Under this optimum condition, the CODcr removal efficiency was 
65.4%. [Conclusion] The salt-tolerant strain A20 obtained in this study can efficiently degrade the 
organic matter in saccharin sodium wastewater, which can provide excellent microbial strain resources 
for the treatment of high-salt and high-concentration saccharin sodium wastewater. 

Keywords: saccharin sodium wastewater; salinity; degrading bacteria; degradation characteristics; strain 
resources 

糖精钠(邻苯甲酰磺酰亚胺钠)是一种广泛

应用的人工甜味剂，其生产工艺主要采用苯酐

法，而在此过程中会产生大量难以降解的糖精

钠废水[1-2]。糖精钠废水中含有有机化合物，如

醇、甲苯、苯系物(邻氨基苯甲酸钠、苯酐、

邻氨基苯甲酸甲酯、邻甲酰苯黄酰亚胺)等[3]，

并且无机盐含量较高(>10 g/L)，属于典型的高

盐难降解工业废水。糖精钠废水的成分复杂且

难以降解，如不妥善处理就排放到生态环境会

对水体造成污染[4]，进一步影响农业用水和生

活用水的安全。 

目前，糖精钠废水的处理主要采用物理和

化学法，但处理成本较高，而且需要二次耗  
能[5]，因此迫切需要切实可行的处理方法。生

物法因绿色、高效、环保等优势也应用于糖精

钠废水的处理中[6]。糖精钠废水中盐度较高，

会破坏微生物的细胞膜和生物酶，抑制微生物

的生长和繁殖，从而无法达到理想的处理效

果。耐/嗜盐菌的存在为糖精钠废水的处理提供

了可能，将这些菌株投加到生物反应器中 [7]，

可大幅提高生物降解糖精钠废水中有机污染物

的效率 [8]。刘亚楼 [9]从危险废物填埋场渗滤
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液中筛选出一株耐盐菌 WS-1，其在 3%盐度

下对高盐废水中化学需氧量(chemical oxygen 
demand，CODcr)的去除率(84.7%)高于对照组

(79.3%)。廖焰焰等 [10]从处理医药废水的活性

污泥中驯化、筛选并分离出一株高耐盐菌株

W2 (耐受 18% NaCl)，W2 处理高盐医药废水

时，CODcr 去除率可达 73.0%。Piubeli 等[11]从含

有 100 g/L NaCl 的高盐废水中筛选出一株盐单

胞菌(Halomonas)，其能够有效提高 CODcr 去

除效果(从 20%增加到 65%−80%)。耐盐菌在高

盐废水的处理过程中发挥重要作用，耐盐菌的

筛选已成为生物处理高盐废水的关键步骤[12]，

而且近年来已大量报道了对耐盐菌的分离和鉴

定 [9,13]，但目前利用耐盐菌去除糖精钠废水中

有机污染物的研究尚未见报道。因此，本研究

通过初筛和复筛从多级生物接触氧化反应器处

理糖精钠废水系统的活性污泥中分离出一株高

效耐盐菌，通过形态特征观察和 16S rRNA 基

因序列分析进行菌种鉴定，利用单因素实验和

响应面法考察其降解糖精钠废水的特性，以期

为微生物处理糖精钠废水提供菌种资源。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品来源   

水样取自河南省开封市某糖精钠生产厂，

其水质特性如表 1 所示。活性污泥样品收集于

多级生物接触氧化反应器处理糖精钠废水系统[6]

运行第 45 天(3.5%盐分)时氧化池 1 内填料上的

活性污泥。 
1.1.2  主要试剂和仪器及培养基  

DNA Marker，生工生物工程(上海)股份有

限公司；GoldView I 型核酸染料和琼脂糖，北

京索莱宝科技有限公司；Premix Taq 酶，宝生

物工程(大连)有限公司。标准 COD 消解器，泰 

表 1  糖精钠废水水质 
Table 1  Quality of saccharin sodium wastewater 
Item Result 
CODcr (mg/L) 9 600.0−14 000.0 
TN (mg/L) 168.0 
TP (mg/L) 2.1 
Salinity (%) 12.1−13.9 
TOC (mg/L) 4 515.0 
NH4

+-N (mg/L) 77.8 
Cl− (mg/L) 46 085.0−63 526.4 
pH 9.2−10.3 

 
州市华晨仪器有限公司；紫外可见分光光度计，

北京普析通用仪器有限责任公司；pH 计，上海

仪电科学仪器股份有限公司。 
无机盐液体培养基[14]：考察分离菌株的降

解性能。 
筛选培养基：蛋白胨 10.0 g，牛肉膏 3.0 g，

NaCl 5.0 g，琼脂 15.0 g，糖精钠废水 1 L。培

养基 pH 7.0−7.2，7×104 Pa 灭菌 15 min。通过

添加糖精钠废水，培养并筛选具有降解糖精钠

能力的菌株。 
牛肉膏蛋白胨固体培养基[10]：用于分离菌

株的富集培养。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株的分离与筛选 

(1) 初筛：称取 10 g 活性污泥于 90 mL 无

机盐液体培养基中，加入 2.5 g 玻璃珠(1×105 Pa
灭菌 30 min)，在 30 °C、150 r/min 条件下振荡

培养 24 h，静置 1 h。吸取上层悬浮液 0.5 mL
于 4.5 mL 的生理盐水(1×105 Pa 灭菌 30 min) 
中，依次梯度稀释成 10−1−10−9的菌悬液。然后

分别吸取不同浓度的菌悬液 0.1 mL 涂布于牛肉

膏蛋白胨固体培养基上，在 28 °C 条件下培养

2−3 d (各梯度设置 3 个平行)，以不接菌的牛肉

膏蛋白胨固体培养基作为空白对照。依据三区

划线对筛选到的菌株进行纯化，并根据《细菌
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分子遗传学分类鉴定法》和《常见细菌系统鉴

定手册》对其进行生理生化测定[15-16]。利用蒸

馏水将糖精钠废水的全盐量(HJ/T 51—1999)[17]

从 138.7 g/L 分别稀释至 10、30、50、70、100
和 130 g/L，即盐分分别为 1%、3%、5%、

7%、10%和 13%。将上述筛选到的细菌分别接

种于不同盐分的糖精钠筛选培养基上，30 °C
条件下培养 3 d，考察菌株在筛选培养基上的

生长情况。 
(2) 复筛：挑取适量初筛菌株的菌落，分

别接种于牛肉膏蛋白胨液体培养基中，30 °C、

120 r/min 培养 24 h，然后 5 000 r/min 离心    
5 min，倒掉上清液，利用无菌蒸馏水反复重

悬 3 次，并利用无菌水将其 OD600 值调节至

0.5，分别接种到 7×104 Pa 灭菌 15 min 的糖精

钠废水中(盐分 5%)，30 °C、120 r/min 振荡培

养 18 h，培养液 8 000 r/min 离心 5 min，测定

上清液中 CODcr 值，考察不同菌株对糖精钠废

水中有机污染物的降解效果。 
1.2.2  细菌的系统发育分析 

复筛得到的细菌利用碱裂解法制备 DNA
模板，采用细菌通用引物 1492R (5′-CTACGG 
CTACCTTGTTACGA-3′)和 27F (5′-GAGAGTT 
TGATCCTGGCTCAG-3′)对其 16S rRNA 基因

进行 PCR 扩增 [18]，将 PCR 产物送至生工生

物工程 (上海 )股份有限公司进行测序，并与

GenBank 数据库中的已有序列进行 BLAST
比对。  
1.2.3  耐盐菌的生长和降解特性研究  

(1) 生长曲线的测定。挑取复筛得到的 A20
菌落于牛肉膏蛋白胨液体培养基中，30 °C、

120 r/min 条件下培养。以未接菌的培养基作为

空白对照，以 2 h间隔周期测定其 OD600值，绘

制其生长曲线。 
(2) 单因素实验。挑取适量 A20 菌落于牛

肉膏蛋白胨液体培养基中，30 °C、120 r/min 培

养 18 h，然后 5 000 r/min 离心 5 min，倒掉上

清液，利用无菌蒸馏水反复重悬 3 次，并调节

OD600 值至 0.5，分别接种到 7×104 Pa 灭菌   
15 min 的糖精钠废水中，30 °C、150 r/min 培养

10 d，8 000 r/min 离心 5 min，测定上清液中

CODcr 值，分别考察糖精钠废水中不同初始盐

分、接种量、pH、温度、外加碳源等条件对

菌株 A20 去除糖精钠废水中 CODcr 值的影响。 
单因素条件依次设置为： 
盐分：分别利用无菌蒸馏水将糖精钠废水

的盐分从原始的 13.9%稀释至 3%、5%、7%、

10%和 13%；接种量：将上述 OD600 值为 0.5 的

A20菌悬液分别以 1%、5%、10%、15%和 20%
体积分数接种于糖精钠废水中；pH 值：分别

将糖精钠废水的 pH 值调节至 5.0、6.0、7.0、
8.0 和 9.0；温度：分别将上述发酵液在 20、
25、30、35 和 40 °C 条件下振荡培养；碳源：

在糖精钠废水中分别添加 0.1%的葡萄糖、蔗

糖、淀粉和乳糖。 
(3) 响应面试验设计 
基于单因素试验结果，设计三因素三水平

的响应面试验(Design Expert 7.0 软件)，分别考

察菌株 A20 的接种量、糖精钠废水的 pH 值、

培养温度交互作用对菌株 A20 去除糖精钠废水

CODcr 值的影响(表 2)，以随机次序进行试

验，并获得响应值(设置 3 个平行)。利用响应 

 
表 2  响应面分析因素和编码水平 
Table 2  Factors and coding level of response 
surface analysis 
代码 
Code 

因素 
Factor 

编码水平 Coding level 
−1 0 +1 

A pH 7.0 8.0 9.0 
B Temperature (°C) 25 30 35 
C Inoculation volume (%) 10 15 20 
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曲面模型对菌株 A20 去除糖精钠废水 CODcr
值进行优化，确定最佳条件。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 A20 的分离筛选 

利用纯培养技术从处理糖精钠废水的多级

生物接触氧化系统的活性污泥中共获得 18 株

细菌，经过初筛，共有 6 株细菌(A6、A20、
A26、A29、A31 和 A32)能在 7%及以下盐分的

筛选培养基上生长良好(表 3)。 
选取上述 6 株菌接种到糖精钠废水中培

养 5 d，测定其对糖精钠废水中 CODcr 的去除

率，结果表明(图 1)，相较于其他菌株，菌株 
 
表 3  耐盐菌的初筛 
Table 3  Primary screening of salt-tolerant bacteria 
Classification Strain Salinity of the screening medium 

1% 3% 5% 7% 10% 13% 
1 A6 +++ +++ +++ +++ − − 
2 A20 +++ +++ +++ +++ ++ + 
3 A26 +++ +++ +++ +++ + − 
4 A29 +++ +++ +++ +++ ++ ++ 
5 A31 +++ +++ +++ +++ + + 
6 A32 +++ +++ +++ +++ ++ ++ 
注：−：不生长；+：少量生长；++：生长一般；+++：生

长良好 
Note: −: No growth; +: A small amount of growth; ++: 
General growth; +++: Good growth. 
 

 
 
图 1  复筛的 6株菌对糖精钠废水中CODcr去除率 
Figure 1  CODcr removal efficiency in saccharin 
sodium wastewater by the six re-screened strains. 

A20 对糖精钠废水中的 CODcr 去除率相对较

高，而且在废水中的生长速率较快。因此，本

研究选取菌株 A20 作为后续的研究对象。 

2.2  耐盐菌 A20 的形态及生理生化特性 
菌株 A20 在牛肉膏蛋白胨培养基上于

28 °C 培养 2−3 d 后，菌落呈圆形、白色，菌体

呈长杆状，直径约 3 mm，革兰氏染色阴性，

其他生理生化特性[19]见表 4。 

2.3  菌株 A20 的系统进化分析 
菌株 A20 的 16S rRNA 基因序列长度为   

1 441 bp。在 GenBank 中进行同源性分析

(BLAST软件)，采用 neighbor-joining法(MEGA
软件)构建菌株 A20 的系统发育树，结果表明

(图 2)，该菌株与 Halomonas zhaodongensis 的相

似性高达 99.65%，并与其在系统发育树上亲缘 
 
表 4  菌株 A20 的主要生理生化特性 
Table 4  Main physiological and biochemical 
characteristics of strain A20 
Experimental items A20 
Gram staining − 
Spore staining  − 
Hydrogen peroxidase + 
Oxidase + 
Gelatin liquefaction test − 
Starch hydrolysis test + 
Methyl Red test − 
V-P test − 
Hydrogen sulfide gas production test + 
Indole test − 
Nitrate reduction test + 
Carbon source utilization  
Glucose   + 
Lactose  + 
Sucrose  + 
Galactose  − 
Citrate  + 
Propionate  + 
注：+：阳性；−：阴性 
Note: +: Positive; −: Negative. 
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图 2  菌株 A20 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内表示 16S rRNA 基因序列在

GenBank 中的登录号；分支处数值表示 bootstrap 值；标尺表示进化距离 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain A20 based on 16S rRNA gene sequence. Parentheses indicate the login 
number of 16S rRNA gene sequence in GenBank; The value at the branch represents the bootstrap value; The 
ruler represents the evolutionary distance. 
 
关系最近。综合菌株 A20 的菌落和菌体形态、

生理生化特性及 16S rRNA 基因序列比对结

果，鉴定菌株 A20 为 Halomonas 属。 

2.4  菌株 A20 的生长曲线 
菌株 A20 的生长曲线(图 3)显示，其总体生

长较缓，10 h进入指数期，维持 12 h，于 22 h后

进入稳定期，停滞期相对较长(10 h)。 

2.5  盐分对菌株 A20 的 CODcr 去除率的

影响 
高盐环境对微生物生长具有抑制作用，影

响细胞内酶活性，进一步影响代谢活动使生物

量增长缓慢。若环境中含盐量超过微生物的耐

受范围，会降低废水的处理效率，影响生物膜

的形成和运转，使反应器的处理效果恶化，甚

至崩溃[16]。因此，进一步考察了盐分对菌株 A20 

去除糖精钠废水中 CODcr 的影响。 
由图 4 可知，当糖精钠废水的盐分为 3%

时，菌株A20的CODcr去除率最高，为 58.1%。

随着盐分的增加，其 CODcr 去除率逐渐降低。 
 

 
 
图 3  菌株 A20 的生长曲线 
Figure 3  Growth curve of strain A20. 
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图 4  盐分对菌株 A20 的 CODcr 去除率的影响 
Figure 4  Effect of salinity on CODcr removal 
efficiency of strain A20. 
 
当盐分为 5%时，提高盐浓度的同时对菌体生

长的抑制作用影响相对较小，CODcr 去除率的

下降幅度不大，该菌株可适应高盐废水环境。

当盐分增加到 7%−13%时，对 CODcr 去除率影

响较大，尤其是在 13%盐分下，CODcr 去除率

降至 20%以下。这可能是因为这株菌虽然能够

耐受一定范围的盐分，但是当糖精钠废水中盐

分过高时(如 13%)，会通过抑制微生物的呼吸系

统及酶系统对微生物的生命活动产生不利影

响。再者糖精钠废水中可提供生命活动的营养物

质较少，微生物在不良环境下生存，其代谢较

为缓慢，对 CODcr 去除率会产生一定影响。因

此，采用 5%盐分的糖精钠废水进行后续研究。 

2.6  接种量对菌株 A20 的 CODcr 去除率

的影响 
微生物接种量是影响废水处理效果的重要

因素，增加接种量可以在一定程度上强化有机

污染物的去除效率。如图 5 所示，当接种量介

于 1%−15%之间，随着接种量的增加，菌株

A20 对糖精钠废水的 CODcr 去除率也逐渐增

加。当接种量为 15%时，CODcr 的去除率最

高，达到 63.6%。当接种量为 20%时，CODcr
去除率反而呈下降趋势，这可能与糖精钠废水 

 
 
图 5  接种量对菌株 A20的 CODcr 去除率的影响 
Figure 5  Effect of inoculation volume on CODcr 
removal efficiency of strain A20. 
 
中有限的营养物质和溶解氧有关，加之代谢产

物过多对微生物区系的毒性作用，细胞浓度过

高限制了糖精钠废水中有机污染物的微生物代

谢。在一定范围内菌株 A20 接种量越大，

CODcr 去除率值越高，接种量超过此范围反而

会产生负面影响。因此，本实验中菌株 A20 最

佳接种量为 15%。 

2.7  pH 值对菌株 A20 的 CODcr 去除率的

影响 
微生物在适宜的 pH 范围内才能进行正常

的生长代谢活动，并有效降解废水中的污染

物。从图 6 可以看出，当糖精钠废水中 pH 值

调节至 5.0 时，菌株 A20 对该废水中的 CODcr
去除率最低(小于 40%)。当 pH 值在 7.0−8.0
时，菌株 A20 的 CODcr 去除率最高，为

65.1%。综上所述，选择 pH 8.0 糖精钠废水进

行后续研究。 

2.8  温度对菌株 A20 的 CODcr 去除率的

影响 
微生物的生长繁殖及合成代谢离不开酶的

催化，酶发挥作用和维持都需要合适的温度。

如图 7 所示，在 20−40 °C 的温度范围内，该菌株 
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图 6  pH 值对菌株 A20 的 CODcr 去除率的影响 
Figure 6  Effect of pH value on CODcr removal 
efficiency of strain A20. 

 

 
 
图 7  温度对菌株 A20 的 CODcr 去除率的影响 
Figure 7  Effect of temperature on CODcr removal 
efficicency of strain A20. 

 
对 CODcr 的去除率可达 40%以上。其中，温度

为 30 °C 时，菌株 A20 的去除率最高，为

65.1%。当温度为 20 °C时，菌株 A20对糖精钠

废水的 CODcr 去除率最低(40%左右)，这可

能是由于温度过低抑制了微生物的酶活性。

综上所述，菌株 A20 在 25−35 °C 的温度范围

内对糖精钠废水的净化效果较好，最佳温度 
为 30 °C。 

2.9  碳源对菌株 A20 的 CODcr 去除率的

影响 
碳源对微生物生长代谢的作用主要是为其

提供细胞的碳架，提供细胞生命活动所需的能

量，是最基本的营养物质。糖精钠废水的盐分

高达 13.9% (表 1)，利用蒸馏水将其盐分稀释

至 5%后投加葡萄糖、淀粉、蔗糖和乳糖作为

外加碳源，不同的碳源导致其起始 CODcr 值存

在一定的差异(图 8)。当外加碳源是蔗糖时，

抛开外加蔗糖贡献的 CODcr 值，菌株 A20 去除

糖精钠废水本身贡献的 CODcr 值相对较高，去

除率为 52%；当外加碳源是葡萄糖和淀粉时，

去除糖精钠废水本身贡献的 CODcr 值较低，去

除率仅 33%左右。相较于糖精钠废水中的原始

有机物，外加碳源对微生物来说是简单营养物

质，更易优先被微生物利用，导致其对糖精钠

废水本身的利用率降低。 
研究表明，在 0%−24% NaCl 浓度范围，盐

单胞菌属(Halomonas)能够进行生长繁殖，最佳

NaCl浓度介于 1%−4%[20-21]，最适生长温度介于

25−30 °C[22-23]，最佳 pH 值介于 7.0−9.0[24]，可

利用葡萄糖、淀粉、蔗糖和乳糖作为碳源，尤 

 

 
 
图 8  碳源对菌株 A20 的 CODcr 去除率的影响 
Figure 8  Effect of carbon sources on CODcr 
removal efficiency of strain A20. 
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其是对蔗糖的利用率较高[25]。然而菌株 A20 在

处理盐度为 5%的糖精钠废水时，最适接种量

为 15%，最适 pH 值范围为 7.0−8.0，最适温度

为 30 °C，在外加蔗糖时对糖精钠废水中 CODcr
的去除率较高。 

2.10  响应面法优化菌株 A20 的 CODcr 去

除率 
由单因素实验结果可知，对菌株 A20 的

CODcr 去除率影响较大的 3 个因素是接种量、

pH 值和温度，选取这 3 个因素进一步进行响应

面试验。通过 Box-Behnken 试验拟合，得到

CODcr 去除率(Y)对 pH 值(A)、温度(B)和接种

量 (C)这 3 个因素的二次多项回归方程：

Y=65.98−0.25A+0.73B−2.48C−0.49AB−2.96AC+
1.01BC−14.37A2−5.79B2−9.25C2。 

通过对模型进行回归分析，表 5 结果表

明，该模型的显著性检验 P=0.000 7<0.01，二 
 
表 5  菌株 A20 的回归方程的方差分析 
Table 5  Analysis of variance of regression equation 
of A20 strain 
来源 
Source 

平方和 
Sum of 
squares 

自由度 
df 

均方 
Mean 
square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

Models 1600.52 9 177.84 16.080 0.000 7 
A-pH 0.49 1 0.49 0.044 0.839 5 
B-T 4.27 1 4.27 0.390 0.553 9 
C-inoculum 
volume 

49.23 1 49.23 4.450 0.072 8 

AB 0.98 1 0.98 0.088 0.775 0 
AC 35.15 1 35.15 3.180 0.117 8 
BC 4.07 1 4.07 0.370 0.563 2 
A2 870.02 1 870.02 78.690 <0.000 1 
B2 141.16 1 141.16 12.770 0.009 1 
C2 360.16 1 360.16 32.570 0.000 7 
Residual 77.40 7 11.06   
Lack of fit 77.40 3 25.80   
Pure error 0.000 4 0.000   
Cor total 1 677.92 16    
注：P<0.01 为极显著；P<0.05 为显著 
Note: P<0.01 is extremely significant, P<0.05 is significant. 

次方程拟合差异极显著，具有统计学意义，可

以用来预测各因素对菌株 A20 降解糖精钠废水

CODcr 值的影响。3 个因素对 CODcr 去除率的

影响顺序依次为：接种量>温度>pH 值。 
图 9A 和 9B 是糖精钠废水中起始 pH 值和

培养温度对菌株 A20 去除糖精钠废水 CODcr
值的影响，CODcr 去除率随着 pH 值和温度的

变化呈现抛物线形式。当 pH 值为 8.0，温度为

30 °C 时，菌株 A20 去除糖精钠废水 CODcr 值
的效果最好。与图 9A 和 9B 结果类似，图 9C
和 9D 中随着糖精钠废水中起始 pH 值和菌株

A20 接种量的增加，以及图 9E 和 9F 中随着菌

株 A20 接种量和培养温度的增加，CODcr 去除

率均呈现先增加后减小的趋势。 
响应面模型预测，当糖精钠废水起始 pH

值、培养温度和菌株 A20 接种量分别为 8.0、
30.3 °C 和 14.1%时，菌株 A20 对糖精钠废水中

CODcr 去除率最高为 66.1%。经实验验证，在

此最佳条件下的实际 CODcr去除率为 65.4%，

与预测值比较接近，这说明该模型具有指导

意义。 

3  讨论 
糖精钠废水不仅含有高浓度的有机物，而

且具有高浓度的盐分，给该废水的处理带来了

很大的挑战。目前，该废水的处理主要采用物

理和化学法，但处理成本较高，而且需要二

次耗能。与物化法相比，生物法具有高效、

经济和环保等优点。有研究采用生物接触氧

化法处理糖精酯化废水(CODcr 3 952 mg/L)，
当 HRT 为 48 h 时，CODcr 去除率最高，为

86.0%[26]；采用厌氧膨胀床处理糖精钠生产废

水(CODcr<3 500 mg/L)，CODcr 去除率在 80.0%
以上[27]；应用人工湿地从城市污水中去除糖精

钠(87 mg/L)，去除率仅为 42.4%[28]；鉴于这些去 
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图 9  温度和 pH 值(A 和 B)、接种量和 pH 值(C 和 D)、接种量和温度(E 和 F)对菌株 A20 降解糖精钠

废水中的化学需氧量(CODcr)去除率的等高线及响应面 
Figure 9  Contour and response surface of removal efficiency of chemical oxygen demand (CODcr) of A20 
strain affected by the temperature and pH (A and B), inoculum volume and pH (C and D), inoculum volume 
and temperature (E and F). 
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除效果，课题组利用活性污泥法处理糖精钠废

水，当进水盐分低于 3.0% 时 ， CODcr 和

NH4
+-N 去除率分别为 84.7%和 92.7%，继而应

用多级生物接触氧化反应器处理糖精钠废水，

当进水盐分不超过 4.5%时，可有效去除该废水

中的有机污染物，CODcr 和 NH4
+-N 去除效率

分别高达 91.5%和 92.7%[29]。该系统内的微生

物对反应器的稳定运行性能发挥了至关重要的

作用，进一步采用高通量测序技术解析了处理

过程中微生物的群落演替，结果表明，盐单胞

菌属 (Halomonas)随着系统中盐分的增加逐渐

富集 [29]，可能参与了糖精钠废水的降解。因

此，具有有机物降解性能且能够耐受糖精钠废

水中盐分的微生物开发显得尤为重要，而以往

以实际的糖精钠废水进行微生物驯化和分离筛

选的研究尚未见报道。为了获取这些重要的微

生物资源，本研究利用纯培养技术从处理糖精

钠废水的多级生物接触氧化系统的活性污泥中

分离筛选到 18株细菌，经过初筛，A6、A26、
A29、A31、A20、A32 这 6 株细菌能够以糖精

钠废水为唯一碳源进行生长繁殖，其中菌株

A20 对 5%盐分的糖精钠废水中 CODcr 去除率

相对较高，而且生长速率较快；利用单因素实

验考察接种量、糖精钠废水的盐分和 pH 值、

培养温度及外加碳源对菌株 A20 降解该废水效

果的影响，其中菌株 A20 对 5%盐分的糖精钠

废水中 CODcr 去除率在 60%以上；进一步通过

响应面法分析接种量、pH 值、温度这 3 个因素

及其相互作用对菌株 A20 去除糖精钠废水中

CODcr 的影响，当 pH 值为 8.0，温度为

30.3 °C，接种量为 14.1%时，菌株 A20 对 5%
盐分的糖精钠废水中 CODcr 去除率最高达到

65.4%，为高盐、高浓度糖精钠废水的处理提

供了优良的微生物资源。 
基于以往的研究从海水、盐碱地、海堤 

等[30]环境下分离筛选出的耐盐菌最适生长 NaCl
浓度，耐盐菌分为轻度耐盐菌(20−50 g/L)、中度

耐盐菌(50−200 g/L)和极端耐盐菌(200−300 g/L)
这三大类，而本研究分离筛选的糖精钠废水降

解菌菌株 A20 是中度耐盐菌的典型代表。盐单

胞菌属 (Halomonas)能够产生渗透压补偿溶

质，如四氢嘧啶，以抵抗高盐胁迫。盐单胞菌

不仅具有较强的环境适应能力，可在高盐或高

盐碱环境中生存，而且能够降解多种物质，具

有高效降解苯酚[31]、石油[32]的能力，而且能够

脱氮除磷[33-34]。虽然已有大量研究报道了对盐

单胞菌属 (Halomonas)的分离和鉴定，但截至

目前利用盐单胞菌降解糖精钠废水的研究尚未

见报道。本研究筛选到的菌株 A20 具有以实际

的高盐、高 COD 浓度的糖精钠废水为唯一基质

进行生长代谢，而且能够有效降解糖精钠废水

中有机物的独特潜质，是一种切实可行又具有

实际应用价值的生物强化剂。虽然单一菌株 A20
的 CODcr 去除效果低于上述部分生物法，但可

联合其他微生物或活性污泥中的复合生态，同

时基于固定化技术[35]、复苏促进因子[36]、群体

感应[37]等，为微生物降解系统的耐盐强化提供

新的技术策略和方法，进一步提高废水的处理

效率。综上所述，糖精钠废水中含有大量苯系

物，而盐单胞菌属 (Halomonas)具有高效降解

苯酚的功能，菌株 A20 能够将糖精钠废水中的

有害物质降解成低害或无害的物质，从而降

低该废水中的 CODcr 值，而且具有较高的耐

盐能力和环境适应性，在高盐、高浓度糖精

钠废水及其他复杂废水净化领域具有研究与

应用价值。 

4  结论 
(1) 本研究从处理糖精钠废水的多级生物

接触氧化系统的活性污泥中筛选到 18 株细
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菌，经过初筛和复筛，菌株 A20 对 5%盐分的

糖精钠废水降解效果较好，根据对菌株 A20 的

形态特征、生理生化特性的描述与建立的系统

发育树所得的结果表明菌株 A20 是盐单胞菌属

(Halomonas)。 
(2) 当糖精钠废水的盐分为 5%，接种量为

15%，pH 值为 8.0，温度为 30 °C 时，菌株 A20
对糖精钠废水中的 CODcr 去除率在 60%以上。 

(3) 通过响应面法优化，菌株 A20 的最佳降

解条件为：pH 8.0，温度为 30.3 °C，接种量为

14.1%。在此条件下，菌株 A20 对糖精钠废水的

CODcr 去除率为 65.4%。菌株 A20 不仅能够以高

盐高浓度的糖精钠废水作为唯一生长基质进行

繁殖，而且能够独立、高效地降解该废水，可

作为一株良好的菌种资源进行开发利用。 
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