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我国是煤炭大国，煤炭在我国能源结构中占

据相当重要的地位［1-3］。近年来我国煤化工产业得

到了迅速发展，然而煤化工污染治理问题成为了

亟需解决的重点问题［4］。煤气化是煤炭高效洁净

利用的关键技术，气化过程中会产生大量高浓度、

高污染、有毒、难降解的工业有机废水，其水质因

所使用的原料煤的成分和煤气化工艺的不同而有

较大的差异［5-9］。大量的煤气化废水如果不经处理

直接排放，会对生态环境和人类健康造成巨大的

危害［10］。目前，我国对煤气化废水的处理采用三
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摘 要：以苯酚为唯一碳源，从宁夏某煤气化工厂生化反应池活性污泥中分离筛选得到 3株煤气化废水降

解菌，分别命名为 R、X 和 Y。考察发现 3株菌株均对煤气化废水有降解作用，其中菌株 R 降解性能最优，

在 30 ℃、160 r/min下降解 72 h，废水中化学需氧量（COD）和氨氮降解率分别为 50%和 46%。研究菌株 R的

降解性能与时间的关系，发现其对 COD 的降解在 18 h后趋于稳定，对氨氮的降解在 36 h后趋于稳定。对

菌株 R 进行形态特征和分子生物学鉴定，结果显示菌株 R 与枯草芽孢杆菌的同源性达到 99%。本研究筛

选得到了具有应用潜力的优势菌株，为煤化工产业的污染治理问题提供了参考。
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Isolation Screening and Identification of Strains for
Degradation of Coal Gasification Wastewater
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Abstract：Three kinds of bacteria for coal gasification wastewater degradation，named R，X and Y，were
isolated and screened from the activated sludge of a factory in Ningxia with phenol as the only carbon source.
The results showed that these three strains could degrade the coal gasification wastewater with the best
degradation performance over the strain R. The degradation rates of chemical oxygen demand（COD）and NH3-N
by the strain R reached 50% and 46% respectively after 72 h at 30 ℃ and 160 r/min. The relationship between
degradation rates and time over the strain R showed that the degradation rates of COD and NH3-N tended to be
stable after 18 h and 36 h， respectively. The morphological characteristics and molecular biological
identification of the strain R showed that the homology between the strain R and bacillus subtilis reached 99%.
This study screened out the superior strains with potential application，which provided a reference for the
pollution control in the coal chemical industry.
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级处理工艺，即“物化预处理→生物处理→物化深

度处理”，生物处理因处理费用低、操作简单、不易

造成二次污染等特点，受到了广泛的关注［11-16］。为

了研究利用微生物方法解决煤气化废水中化学需

氧量（chemical oxygen demand ，COD）和氨氮的污

染问题，本研究以苯酚为唯一碳源，从宁夏某煤气

化工厂生化反应池排放的活性污泥中分离筛选出

煤气化废水降解菌，对其降解性能进行研究，并选

择优势降解菌进行鉴定。

1 实验部分

1.1 原 料

1.1.1 菌种的来源 宁夏某煤气化工厂生化反应

池排放的活性污泥。

1.1.2 废水的来源 由于实际废水的水质波动比

较大，不利于实验室进行理论研究。综合考虑试

验精度和实际工业应用要求，查阅文献后采用模

拟废水进行理论研究。1 000 mL模拟废水的成分

为：葡萄糖 10.0 g，七水合硫酸亚铁 0.01 g，硫酸铵

0.21 g，磷酸二氢钾 1.0 g，硫酸镁 0.2 g，磷酸氢二

钾 1.0 g，氯化钙 0.1 g，原始煤气化废水 50 mL ，超

纯水 950 mL。原始煤气化废水取自宁夏某煤气化

工厂未经处理的实际废水。

1.2 仪器与试剂

1.2.1 主要仪器 BS124S分析天平，PB-10 pH计，

Sartorius；YXQ-LS-75S 立 式 蒸 汽 压 力 灭 菌 锅 ，

DZF-6050 真空干燥箱，SPX-250B-D 振荡培养箱

（上海博迅医疗生物仪器股份有限公司）；MFS-Ⅱ
多功能三维旋混仪（深圳潘西诺生物科技有限公

司）；TDZ5-WS台式多管低速离心机（长沙平凡仪

器仪表有限公司）；AIR TECH超净工作台（苏净集

团安泰公司）。

1.2.2 实验耗材 100 μL、200 μL、1 000 μL的移

液枪头（Corning 公司）；移液枪（Nichiryo 公司）；

COD检测试剂盒，氨氮专用检测试纸（杭州陆恒生

物科技有限公司）。

1.2.3 实验试剂 牛肉膏、大豆蛋白胨、磷酸二氢

钾、磷酸氢二钾、硫酸镁、硝酸铵、氯化钙、浓盐酸、

氢氧化钠、七水合硫酸亚铁、氯化钠、琼脂粉、苯

酚，其中牛肉膏、大豆蛋白胨、琼脂粉为生化试剂；

其他试剂均为分析纯。

1.3 培养基配制

富集培养基：蒸馏水 1 L，蛋白胨质量分数

1.0%，氯化钠质量分数 0.5%，牛肉膏质量分数

0.5%；调节 pH至 7.0~7.2。

无机盐培养基：蒸馏水 1 L，硫酸亚铁（硫酸亚

铁铵）0.01 g，硝酸铵 1 g、磷酸二氢钾 1 g，硫酸镁

0.2 g，磷酸氢二钾 1.0 g，氯化钙 0.1 g；调节 pH 至

7.0~7.2。
驯化培养基：1 L无机盐培养基中添加 100 mL

的模拟废水和 0.1 g苯酚。

筛选培养基：1 L无机盐培养基中添加 100 mL
的模拟废水和 0.1 g苯酚。

固体培养基：驯化培养基中加入质量分数 1%
的琼脂粉。

纯化培养基：富集培养基中加入质量分数 1%
的琼脂粉。

灭菌方法：培养基、玻璃平板、移液枪枪头通

过高压蒸汽灭菌锅，在 0.103 MPa 下，121 ℃灭菌

20 min；超净工作台、涂布棒、接种环通过紫外灯照

射，灭菌 30 min。
1.4 实验方法

1.4.1 菌株的驯化与富集 取一定量的活性污泥

至 500 mL的烧杯中，加入 100 mL驯化培养基，于

30 ℃下培养 15 d。在培养的过程中，驯化培养基

会逐渐被微生物分解利用，水分也会被蒸发一部

分，因此每天应观察污泥的状态并适当的搅拌，及

时补充适量的驯化培养基和超纯水，以保证污泥

被驯化培养基浸没达到驯化与富集的效果。

1.4.2 菌株的分离与纯化 由于煤气化废水中一

般含有较高浓度的酚类物质，因此在筛选平板中

加入酚类物质，一方面能使适应酚环境并利用酚

类物质的菌株快速生长，另一方面还能抑制不适

应酚环境的菌株的生长。本实验选用以苯酚为唯

一碳源的筛选培养基，通过平板划线分离纯化。

具体步骤如下：在超净工作台中，吸取 100 μL驯化

后的富集菌液，然后吸取 900 μL的灭菌超纯水，将

菌株稀释 10 倍，同样步骤将稀释液再分别稀释

10-2、10-3、10-4倍，然后吸取 100 μL稀释了 10-3倍和

10-4倍的菌液，加入到筛选培养基平板当中，用涂

布棒分别均匀涂开稀释液，然后将平板倒置在

30 ℃的恒温培养箱中连续培养 48 h，挑选比较大

一点或不同颜色特征的菌落分别进行平板划线。

为了得到单一的菌株，反复使用纯化培养基平板

转接，分离多次，直到完全的分离，对分离得到的

菌株进行编号。

1.4.3 菌株降解效果的测定 在 100 mL的富集培

养基中分别接种上述筛选分离纯化后的菌株，于

30 ℃、160 r/min下培养 24 h。吸取 5 mL富集后的

菌液，接种于 100 mL的模拟废水中，同时设置空白
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对照组，空白对照组为 5 mL的灭菌模拟废水。设

置菌株降解条件为：温度 30 ℃、转速 160 r/min，
72 h后吸取 5 mL溶液，5 000 r/min离心 10 min，取
上清液，使用 COD检测试剂盒和氨氮专用检测试

纸测定废水中 COD和氨氮的含量，根据菌株对废

水中 COD和氨氮的降解效果挑选出一株降解能力

较强的菌株。

1.4.4 优势降解菌降解性能的测定 对筛选出的

优势降解菌富集培养 24 h后，接种到 400 mL废水

中，接种量为 5%，转速 160 r/min，温度 30 ℃，分别

在 0 h，4 h，8 h，12 h，18 h，36 h，72 h取样 5 mL，使
用 COD检测试剂盒和氨氮专用检测试纸，测定废

水中的 COD和氨氮含量，并计算降解率。

1.4.5 煤气化废水优势降解菌的分子生物学鉴定

本实验通过形态学观察和分子生物学鉴定，最

终确定菌株种属。其鉴定过程具体如下：

1）细菌总DNA的提取

将平板上分离纯化得到的单菌落 R接种到富

集培养基中，30 ℃、160 r/min下培养 24 h，取 10 mL
菌液，用细菌基因组DNA快速抽提试剂盒（上海生

工生物工程股份有限公司）进行提取。

2）PCR（polymerase chain reaction，PCR）引物

PCR 扩增的 DNA 片段引物采用 16S rDNA 通

用引物。

27F：5’-AGTTTGATCMTGGCTCAG-3’；
1492R：5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’。
3）PCR扩增体系

用 PCR扩增仪进行扩增反应。

DNA 模板（基因组 DNA 20 ng/μL~50 ng/μL）
2 μL，10×Buffer（with Mg2+）5 μL，dNTP 4 μL，Taq酶
为 0.25 μL，上游引物 27F（10 μmol/L）2.5 μL，下游

引物 1 492R（10 μmol/L）2.5 μL，dd H2O 33.75 μL，
体系总体积为 50 μL。

循环条件：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 45 s，
55 ℃复性 45 s，72 ℃延伸 60 s，30 个循环后再在

72 ℃修复延伸 10 min。用质量分数 1%琼脂糖电

泳，150 V、100 mA，20 min电泳观察。

4）16S rDNA测序和同源性分析

16S rDNA测序工作由生工生物工程（上海）股

份有限公司完成。测序结果利用美国国立生物技

术信息中心（National Center for Biotechnology Infor⁃
mation，NCBI）上的 BLAST程序进行相似性比对分

析，然后从 GenBank数据库中选取同源性较高的

10 株菌株，利用 Mega5.0 N-J 软件构建系统发育

树，进行同源性分析。

2 结果与讨论

2.1 菌株的筛选结果及降解性能的研究

以苯酚为唯一碳源从宁夏某煤气化工厂生化

池的活性污泥中筛选得到 3株菌株，分别命名为

R，X，Y。分别测定 3 株菌株对煤气化废水中的

COD和氨氮的降解效果，结果如图 1（a）所示。从

图 1（a）中可以发现，3株菌株对废水中 COD和氨

氮均具有一定的降解效果。对于 COD的降解：菌

株 R>X>Y，菌株 R 的降解效果最好，废水中 COD
含量降到了 500 mg/L，降解率为 50%；对于氨氮的

降解：菌株 R>X=Y，菌株 R的降解效果最好，废水

中氨氮含量降为 270 mg/L，降解率为 46%。与菌

株 X和 Y相比，菌株 R有明显的优势，所以确定菌

株 R为优势菌株，将做进一步降解性能的研究和

鉴定。

对菌株 R 降解性能的测定，得到的结果如

图 1（b）。从 COD的降解率曲线可以看出，在 0 h～
18 h时，COD降解率明显提高，18 h～72 h时，COD
降解率趋于稳定，达到了 50%；从氨氮的降解率曲

线可以看出，在 0 h～8 h时，氨氮的降解率较缓慢

地提高；在 8 h～18 h时，氨氮的降解率较明显地提

高；在 18 h～36 h时，氨氮的降解率提高逐渐减慢；

在 36 h～72 h时，氨氮的降解率趋于稳定，达到了

46%。

图 1 （a）菌株的筛选结果 ，（b）菌株R的降解性能

Fig. 1 （a）Screening results of strains ，（b）degradation
performance of strain R
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2.2 菌株R的形态特征及分子生物学鉴定

将菌株 R接种在纯化培养基中，涂布平板，在

30 ℃下培养 48 h得到图 2（a）。从图 2（a）可以看

到：R菌菌落较大，呈乳白色规则的圆形，表面凸起

且光滑，挑取时带有黏性。

菌株 R 的 16S rDNA 片段 PCR 扩增产物的电

泳条带如图 2（b）所示，其条带长度约为 1 200 bp。
利用 BLAST 程序将菌株 R 的 16S rDNA 序列在

NCBI数据库中进行比对分析，结果显示菌株 R与

枯草芽孢杆菌的相似性达 99%。构建的系统发育

树如图 2（c）所示，系统发育树可以清晰反映菌株

的亲缘关系，由图 2（c）可见，菌株 R与芽孢杆菌属

（Bacillus sp.）的亲缘关系最近，同源性达 99%。再

结合菌落形态特征，菌株R鉴定为枯草芽孢杆菌。

3 结 语

近年来，由于我国煤化工产业的快速发展和

人们环保意识的不断提高，煤气化废水的处理问

题引起了社会的高度重视。本研究分离筛选出了

1株对煤气化废水中 COD和氨氮降解效果较优的

菌株 R，其在 30 ℃、160 r/min 的条件下降解废水

72 h，废水中 COD 降解率为 50%，氨氮降解率为

46%。对菌株R进行形态特征和分子生物学鉴定，

结果显示菌株R为枯草芽孢杆菌。

废水的生物处理法是利用微生物自身的生化

作用和代谢过程来氧化分解废水中的污染物质，

因此后续可对菌株 R进行诱变，优选出生长代谢、

繁殖能力强的菌株，从而提高废水处理的效果，同

时可尝试固定化等处理方法，为实际废水治污工

程提供理论支撑。
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