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(57)摘要

一种嗜盐芽孢杆菌(B.lacus ZQ1)，保藏号

为GDMCC No.60055；本发明还提供了嗜盐芽孢杆

菌微生物制剂及其制备方法：嗜盐芽孢杆菌及其

微生物制剂，可以广泛地应用于高盐废水的水质

净化；与现有技术相比具有如下优点与积极效

果：可以在25％以下的高盐浓度中生长与增殖；

使用本嗜盐芽孢杆菌微生物制剂，不再需要通过

稀释、反渗透、离子交换、或者电渗透等方法降低

高盐废水的盐度，可以直接应用于高盐废水净

化，具有操作简单和成本低廉等优点。
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1.一种嗜盐芽孢杆菌(Bacillus  lacus)ZQ1，其菌株保藏号为GDMCC  No.60055。

2.一种嗜盐芽孢杆菌微生物制剂，其特征在于：嗜盐芽孢杆菌微生物制剂是用权利要

求1所述的嗜盐芽孢杆菌(Bacillus  lacus)ZQ1通过发酵制备的。

3.一种嗜盐芽孢杆菌微生物制剂的制备方法：其特征在于：权利要求2所述的嗜盐芽孢

杆菌微生物制剂的发酵步骤如下：

(1)摇瓶培养：从(Bacillus  lacus)ZQ1斜面上挑取菌苔一环接入装有100-500mL的LB

液体培养基的锥形瓶中，30-37℃、150-240rpm/min摇床震荡发酵培养12-36h；所述的LB液

体培养基配方为：酵母浸膏5g；胰蛋白胨10g；NaCl  200g；水1000mL；pH  7.2；

(2)种子罐发酵：将步骤(1)培养好的(Bacillus  lacus)ZQ1发酵液按2％-5％的接种量

接入10L发酵培养基的发酵罐中，30-37℃、150-200rpm/min发酵培养12-36h；所用发酵培养

基配方为上述LB液体培养基；

(3)发酵罐发酵：将步骤(2)培养好的(Bacillus  lacus)ZQ1发酵液按2％-10％接种量

接入100L发酵培养基的发酵罐中，30-37℃、150-200rpm/min发酵培养24-72h；所用发酵培

养基配方为上述LB液体培养基；

(4)菌剂制备：将步骤(3)发酵液加入固体辅料中，固体辅料与发酵液的质量比为1-3∶

1-5，搅拌均匀，20-37℃烘干，粉碎，经40目过筛，包装装袋；所述固体辅料为活性碳30-

60％、硅藻土40-70％；制得嗜盐芽孢杆菌微生物制剂，总菌数达到5亿/克以上。

4.权利要求2所述的嗜盐芽孢杆菌微生物制剂在高盐废水净化方面的应用。

5.权利要求2所述的嗜盐芽孢杆菌微生物制剂在城市污水处理中的应用。
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嗜盐芽孢杆菌及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于环境微生物领域，具体涉及一种嗜盐芽孢杆菌及其应用。

背景技术

[0002] 随着经济与社会发展，人类活动产生的污染物，使一些天然盐环境遭受不同程度

的污染，或者使环境受到污染物与高盐的双重污染。例如，由于事故、泄露和排放等，每年数

亿加仑石油及其工业废水(盐度＞3.5％W/V)污染江口、海滩和炼油厂附近等盐度较高的地

区。城市生活污水、生产杀虫剂和除草剂的制药厂等释放的工业废水，也含较高浓度的盐和

有毒的污染物。利用微生物降解环境中的污染物具有成本低、效率高、以及不易造成二次污

染等优点，一直受到广泛关注。但是，高盐条件下微生物既要忍受长期的高渗透压胁迫，又

要承受短期的渗透冲击。当盐度＞3％时，非嗜盐微生物的代谢会受到抑制，使其生物修复

效率明显降低，甚至丧失修复。

[0003] 嗜盐微生物属于极端微生物范畴，能够在高盐环境中栖息繁殖。因此，利用嗜盐微

生物修复污染的天然盐环境或处理排放的高盐度有机污染物废水，不需要通过稀释、反渗

透、离子交换、或者电渗透等方法降低待处理样品的盐度，具有操作简单和成本低廉等诸多

优点。如KUbo构建了由葡萄球菌及腊质芽孢杆菌组成的COD微生物处理系统，在15％条件下

能削减COD  70-90％。Kulichevskaya等从石油盐矿中分离得到1株属于盐杆菌属

(Halobacterium)的极端嗜盐古菌，在30％NaCl条件下，该菌仍然能够降解C10～C30直链烷

烃。因此，开发嗜盐微生物种质资源对于高盐废水及环境修复等方面具有重要的理论研究

价值和广阔的应用前景。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于弥补现有嗜盐微生物资源的不足，而提供一株新的嗜盐芽孢杆

菌。本发明的另一个目的在于提供一种利用嗜盐芽孢杆菌制备的微生物制剂及其在高盐废

水净化方面的应用。

[0005] 本发明所采取的技术方案是：

[0006] 一、本发明嗜盐芽孢杆菌(Bacillus  lacus  ZQ1)，简称B.lacus  ZQ1，系从山西省

运城市的盐湖底泥中分离筛选的芽胞杆菌，其菌株2016年7月8日保藏于广东省微生物菌种

保藏中心，保藏号为GDMCC  No.60055。

[0007] 本发明的发明内容如下：

[0008] 本发明菌株从山西省运城市的盐湖底泥中进行分离、纯化所得，其分离纯化方法

如下：

[0009] (1)取5.0g山西省运城市的盐湖底泥接种于pH值为7.2的冨集集分离培养基中，30

℃、200rpm/min震荡培养；当培养3d后，以10％的接种量将培养液转接至另一新鲜的冨集分

离培养基，30℃、200rpm/min震荡培养。如此富集培养四代。

[0010] (2)将第四代反应后的培养液采用稀释平板法稀释到10-5-10-6，将稀释后的培养
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液0.1mL均匀涂布于琼脂固体培养基上，置于30℃培养48h，挑取单菌落进行分离与纯化。

[0011] 所述冨集集分离培养基组成是：蛋白胨10g/L，酵母提取物5g/L，NaCl为200g/L，pH

值为7.2。所述固体分离培养基组成是：蛋白胨10g/L，酵母提取物5g/L，NaCl为200g/L，琼脂

粉20g/L，pH值为7.2。

[0012] 该菌株具有下述性质：

[0013] B.lacus  ZQ1菌株为革兰氏阳性菌，杆状，菌体大小为1.5-2.0μm×0.6-0.9μm，极

生鞭毛，具运动性。在琼脂固体培养基平板上好氧培养3d后，菌落圆形，乳白色，中央突起，

不透明，菌落直径为2-3mm。在盐浓度范围为0-25％条件下能生长与增殖。

[0014] 二、本发明还提供了一种嗜盐芽孢杆菌微生物制剂，嗜盐芽孢杆菌微生物制剂是

用上述述的嗜盐芽孢杆菌(B.lacus  ZQ1)通过发酵制备的。

[0015] 三、本发明还提供了一种嗜盐芽孢杆菌微生物制剂的制备方法：上述嗜盐芽孢杆

菌微生物制剂的发酵步骤如下：

[0016] (1)摇瓶培养：从B.lacus  ZQ1斜面上挑取菌苔一环接入装有100-500mL的LB液体

培养基的锥形瓶中，30-37℃、150-240rpm/min摇床震荡发酵培养12-36h；所述的LB液体培

养基配方为：酵母浸膏5g；胰蛋白胨10g；NaCl  200g；水1000mL；pH  7.2；

[0017] (2)种子罐发酵：将步骤(1)培养好的B.lacus  ZQ1发酵液按2％-5％的接种量接入

10L发酵培养基的发酵罐中，30-37℃、150-200rpm/min发酵培养12-36h；所用发酵培养基配

方为上述LB液体培养基；

[0018] (3)发酵罐发酵：将步骤(2)培养好的B.lacus  ZQ1发酵液按2％-10％接种量接入

10L发酵培养基的发酵罐中，30-37℃、150-200rpm/min发酵培养24-72h；所用发酵培养基配

方为上述LB液体培养基；

[0019] (4)菌剂制备：将步骤(3)发酵液加入固体辅料中，固体辅料与发酵液的质量比为

1-3∶1-5，搅拌均匀，20-37℃烘干，粉碎，经40目过筛，包装装袋；所述固体辅料为活性碳30-

60％、硅藻土40-70％；制得嗜盐芽孢杆菌微生物制剂，总菌数达到5亿/克以上。

[0020] 四、嗜盐芽孢杆菌微生物制剂在高盐废水净化方面的应用：

[0021] 在高盐废水中按2-15％比例接种嗜盐芽孢杆菌微生物制，经序批式活性污泥法处

理后，  测定出水中COD及总氮含量。以常规污水处理工艺、不添加嗜盐微生物制剂作为对

照。取样测定COD、总氮浓度。

[0022] 本发明提供了一种嗜盐芽孢杆菌及其微生物制剂，可以广泛地应用于高盐废水的

水质净化。本发明与现有技术相比具有如下优点与积极效果：可以在25％以下的高盐浓度

中生长与增殖。使用本嗜盐芽孢杆菌微生物制剂，不需要通过稀释、反渗透、离子交换、或者

电渗透等方法降低高盐废水的盐度，可以直接应用于高盐废水净化，具有操作简单和成本

低廉等优点。

附图说明

[0023] 图1本发明B.lacus  ZQ1在20000倍下的扫描电镜照片。

[0024] 图2本发明B.lacusZQ1的系统发育树。
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具体实施方式

[0025] 下面结合具体实施例对本发明作进一步的说明，但并不局限于此。

[0026] 实施例1

[0027] 嗜盐芽孢杆菌(B.lacus  ZQ1)的培养、分离、筛选、鉴定及保存：

[0028] 1.1菌株的培养、分离

[0029] 本发明的芽孢杆菌B.lacus  ZQ1是通过对山西运城盐湖底泥富集培养进行分离纯

化得到的。

[0030] 具体分离纯化方法包括以下步骤：

[0031] (1)取5.0g山西运城盐湖底泥接种于pH值为7.2的冨集集分离培养基中，30℃、

200rpm/min震荡培养；当培养3d后，以10％的接种量将培养液转接至另一新鲜的冨集分离

培养基，30℃、200rpm/min震荡培养。如此富集培养四代。

[0032] (2)将第四代反应后的培养液采用稀释平板法稀释到10-5-10-6，将稀释后的培养

液0.1mL均匀涂布于琼脂固体培养基上，置于30℃培养48h，挑取单菌落进行分离与纯化。所

述冨集集分离培养基组成是：蛋白胨10g/L，酵母提取物5g/L，NaCl为200g/L，pH值为7.2。所

述固体分离培养基组成是：蛋白胨10g/L，酵母提取物5g/L，NaCl为200g/L，琼脂粉20g/L，pH

值为7.2。

[0033] 1.2菌体形态特性

[0034] 采用常规的细菌电子显微镜观察，该菌株为革兰氏阳性菌，杆状，菌体大小为1.5-

2.0μm×0.6-0.9μm，极生鞭毛，具运动性。

[0035] 1.3菌落形态特性

[0036] 在琼脂固体培养基平板上好氧培养3d后，菌落圆形，乳白色，中央突起，不透明，菌 

落直径为2-3mm。

[0037] 1.4生理生化特征

[0038] 对菌株B.lacus  ZQ1进行生理生化特征的鉴定，其结果见表1。

[0039] 表1.菌株生理生化鉴定结果
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[0040]

[0041] (表中：+表示为阳性，W表示为弱阳性，-表示为阴性)

[0042] 由鉴定结果(表1)可知：菌株B.lacus  ZQ1好氧，能在0-25％NaCl的培养液中生长，

而最适NaCl为1％；生长温度为25-45℃，最适生长温度为37℃；pH值为6.5-9.5，最适pH为

7.5；接触酶阳性，氧化酶阴性；具有七叶甙水解活性、明胶水解活性。菌株B.lacus  ZQ1能够

利用鼠李糖、己二酸、L-海藻糖、D-甘露糖、L-阿拉伯糖、D-葡萄糖、D-甘露醇作为碳源；G+C

含量为52.1％。

[0043] 1.5分子生物学特征

[0044] 采用SDS-蛋白酶K，氯仿-异戊醇(体积比24∶1)抽提，0.6体积异丙醇沉淀的方法提 

取细菌总DNA。采用16S  rRNA通用引物F27和R1492扩增细菌的16S  rRNA，将PCR扩增产物回

收后进行测序。再将得到的碱基序列在GenBank等国际核酸序列数据库内进行同源序列搜

索(Blast  search)，找出该菌株与数据库中同源性最高的模式菌株或保藏于ATCC或DSM等

国际菌种保藏中心的菌株。B.lacus  ZQ1的系统发育树见图2。
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[0045] 根据比对结果发现，该菌株与芽孢杆菌B.Qingdaonensis  DSM  16318的16S  rRNA

序列具最高同源性，相似度为97 .1％；分子杂交结果显示，该菌株与芽孢杆菌

B.Qingdaonensis  DSM16318DNA-DNA相关性为45.12％。

[0046] 综上所述，16S  rRNA同源序列比对可以确定本发明菌株B.lacus  ZQ1属于芽孢杆

菌属。但是由于本发明菌株B.lacus  ZQ1具有许多与现有芽孢杆菌显著不同的表型特征，加

上DNA-DNA杂交和分子生物学分析结果表明本发明菌株不属于芽孢杆菌属的已有任何种。

因此，根据现有数据，可以判定本发明菌株为芽孢杆菌属的一个新种。分类学名称：芽孢杆

菌属(Bacillus  sp.)。本发明将其称为Bacillus  lacus  ZQ1，简写为B.lacus  ZQ1，于2016

年7月8日在广东省微生物菌种保藏中心保藏(地址：广州市先烈中路100号大院59号楼5

楼)，编号为：GDMCC  No.60055。

[0047] 实施例2

[0048] 嗜盐芽孢杆菌微生物制剂，嗜盐芽孢杆菌微生物制剂是用实施例1所述的嗜盐芽

孢杆菌(B.lacus  ZQ1)通过发酵制备的。

[0049] 实施例3

[0050] 嗜盐芽孢杆菌微生物制剂的制备方法一：实施例2所述的嗜盐芽孢杆菌微生物制

剂的发酵步骤如下：

[0051] (1)摇瓶培养：从B.lacus  ZQ1斜面上挑取菌苔一环接入装有LB液体培养基的锥形

瓶中，37℃、200rpm/min摇床震荡培养24h。所述的LB液体培养基配方为：酵母浸膏5g；胰蛋

白胨10g；NaCl  200g；水1000mL；pH  7.2。

[0052] (2)种子罐发酵：将上述培养好的B.lacus  ZQ1发酵液接入10L发酵罐中，37℃、

200rpm/min发酵培养36h；所用发酵培养基配方为上述液体培养基。

[0053] (3)发酵罐发酵：将上述培养好的B.lacus  ZQ1发酵液接入100L发酵罐中，37℃、

200rpm/min发酵培养48h；所用发酵培养基配方为上述液体培养基。

[0054] (4)菌剂制备：将上述发酵液加入固体辅料中，固体辅料与发酵液的质量比为1.5∶

1，搅拌均匀，28℃烘干，粉碎，经40目过筛，包装装袋。固体辅料含有活性碳60％，硅藻土

40％。制得的脱氮微生物菌剂成品经活菌计数，总菌数达到5亿/克以上。

[0055] 嗜盐芽孢杆菌微生物制剂的制备方法二：实施例2所述的嗜盐芽孢杆菌微生物制

剂的发酵步骤如下：

[0056] 具体方法为：

[0057] (1)摇瓶培养：从B.lacus  ZQ1斜面上挑取菌苔一环接入装有LB液体培养基的锥形

瓶中，30℃、200rpm/min摇床震荡培养24h。所述的LB液体培养基配方为：酵母浸膏5g；胰蛋

白胨10g；NaCl  150g；水1000mL；pH  7.2。

[0058] (2)种子罐发酵：将上述培养好的B.lacusZQ1发酵液接入10L发酵罐中，30℃、

200rpm/min发酵培养24h；所用发酵培养基配方为上述液体培养基。

[0059] (3)发酵罐发酵：将上述培养好的B.lacus  ZQ1发酵液接入100L发酵罐中，30℃、

200rpm/min发酵培养48h；所用发酵培养基配方为上述液体培养基。

[0060] (4)菌剂制备：将上述发酵液加入固体辅料中，固体辅料与发酵液的质量比为2∶1，

搅拌均匀，28℃烘干，粉碎，经40目过筛，包装装袋。固体辅料含有活性碳40％，硅藻土60％。

制得的脱氮微生物菌剂成品经活菌计数，总菌数达到5亿/克以上。
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[0061] 实施例4

[0062] 嗜盐芽孢杆菌微生物制剂在高盐废水净化方面的应用：

[0063] 在城市生活污水工艺中，按2％比例投入实施例2所述的嗜盐芽孢杆菌微生物制

剂，经序批式活性污泥法处理后，测定出水中COD含量。以常规污水处理工艺、不添加嗜盐微

生物制剂作为对照。结果表明，在处理后，添加嗜盐微生物制剂后，7.5％盐浓度的城市生活

污水COD平均去除率为87.5％，总氮去除率为89.8％，而对照COD去除率为78％，总氮去除率

为82.4％，说明嗜盐微生物制剂能够促进高盐废水中COD及总氮去除。

[0064] 实施例5

[0065] 嗜盐芽孢杆菌微生物制剂在城市污水处理中的应用：

[0066] 选用经活性污泥厌氧与爆气处理后的城市生活污水，其盐浓度调节为15％，处理

前COD为156mg/L，氨氮为55mg/L，总氮85mg/L。试验使用二级沉降池的有效容积为50L，温度

25℃，投入实施例2所述的嗜盐芽孢杆菌微生物制剂3.0g，连续运行6h，测定COD、氨氮、总氮

浓度。以不添加微生物制剂的处理作为对照。结果见表明，添加实施例4的微生物菌剂后，

COD平均去除率为21.5％，氨氮去除率为70.8％，总氮去除率为60％，而对照处理COD平均去

除率仅为6.8％，氨氮去除率为12.5％，总氮去除率为15.2％。结果表明嗜盐微生物制剂能

够加快高盐浓度废水的净化。

[0067] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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