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耐冷菌生物活性的荧光光谱特性评价
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摘要　生活污水处理系统在温度较低情况下对污水的处理效果较差。针对这一问题，在实验室自行培育了四株耐冷菌，利用

生物共聚焦荧光层析光谱技术测定了耐冷菌的生物活性，并用扫描电镜研究了耐冷菌的生物形态。结果表明四株耐冷菌均

属杆菌，有较强的环境适应能力，且生物活性较高。生物荧光层析光谱结果表明在环境温度低于１５℃时，耐冷菌的生物活性

高于中温菌的生物活性，此时的中温菌已经不能很好地发挥其降解功效，为了减少温度降低对污水降解率下降的影响，环境

温度低于１５℃时，在污水中加入耐冷菌非常必要。实验测试了几种菌对污染物的降解作用，结果表明１５℃时在污水中加入

耐冷菌混合菌，污水的总磷去除率提高了８０％；总氮去除率提高了５３．５％。
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１　引　　言

我国北方地区冬季气温较低，生活污水的温度

一般在４～１５℃。温度降低会导致污水处理系统处

理效果大幅下降，归根结底是由于温度降低影响了

微生物的生长及代谢并使污水处理系统中的微生物

群系发生了变化［１～４］。在温度下降的过程中，占优

势地位的中温菌的活性逐渐降低，到了一定的温度

后失去活性，不再成为优势菌群［５］。而适合于低温

条件下生长的耐冷菌，由于自身生理特性及各种生

态因子的限制，在数量上无法自动上升到一定的程

度，从而导致了低温条件下污水处理系统中优势菌

群数量极少，处理效果极差［６］。目前已有污水处理

系统中耐冷菌的研究报道［７］，但对耐冷菌的作用机

理研究甚少，尤其是在表述耐冷菌的生物活性上，常
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用比生长速率及生长曲线来表示，但比生长速率和

生长曲线只是从侧面来反应菌体的活性对于直接测

定细菌的生物活性［８］，并无有效的方法。Ｌｅｂｌａｎｃａ

等［９］采用紫外激发和光谱探测的方法，利用芳香氨

基酸、核酸、色氨酸和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（ＮＡＤＨ）在不同菌种间的差别，成功地将２５种不

同菌种的悬浊液进行了区分。在对癌症的早期诊断

研究中，Ｗｕ等
［１０］发现，通过测量细胞线粒体的光

谱，可有效反映生物组织新陈代谢的变化，提高早期

癌症诊断率。本文将这一方法应用到了对耐冷菌生

物活性的评价上，培养并选育出一批效果理想的耐

冷菌，利用生物荧光光谱法定量对比了耐冷菌和正

常菌的生物活性。并将选育出的耐冷菌用于污水处

理，取得了良好的效果。

２　材料与方法

２．１　实验菌种

将冬季从北京市清河污水处理厂采集来的污泥

置于０℃的冰浴中保存，并从该活性污泥中分离、纯

化出四株耐冷菌，分别为Ｈ０１，Ｈ０２，Ｈ０３和Ｈ０４。

２．２　实验方法

２．２．１　用Ｑｕａｎｔａ２００扫描电子显微镜观察耐冷菌

的表面形态

微生物的表面形态也是基因表达的重要特征，

三维扫描电镜可以更清晰、真实的反映微生物表面

形态及微生物的生长状况。实验采用 Ｑｕａｎｔａ２００

扫描 电 镜 对 耐 冷 菌 的 表 面 形 貌 进 行 观 察。

Ｑｕａｎｔａ２００扫描电镜的图像分辨率高、放大倍数大、

富于立体感。本实验中扫描电镜的放大倍数为

８０００倍。

２．２．２　用生物荧光层析光谱测定耐冷菌的生物

活性

细菌细胞内的还原态烟酰胺腺苷二核苷酸

（ＮＡＤＨ）的含量表征了细菌新陈代谢的强度
［１１～１３］，

即生物活性强度。

实验利用单光子共聚焦生物荧光层析光谱仪

对 Ｈ０１、Ｈ０２、Ｈ０３、Ｈ０４及一株在１５℃下分离

所得的中温菌在不同温度下的荧光信号进行了采

集，通过对其荧光光谱的测量，探测细菌中 ＮＡＤＨ

的相对浓度。细菌样品置于显微系统恒温装置内，

实验设备的详细介绍见文献［１４］。实验装置如图１

所示，实验中，激光器采用的是美国 ＣｒｙｓｔａＬａｓｅｒｓ

公司的 ＱＵＶ３５５０５０，光谱仪采用 ＯｒｉｅｌＭＳ１２５，

６００ｌｐ／ｍｍ光栅，实现光谱分辨率为０．４３ｎｍ的光

谱 测 量。 光 谱 采 集 使 用 了 美 国 Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ

ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＰＩＸＩＳ３８０℃深制冷 ＣＣＤ。系统采用

共聚焦层析光谱技术，利用２０×显微物镜对细菌样

本进行三维扫描探测。

图１ 层析荧光光谱测量系统示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｄｅｐｔｈｒｅｓｏｌｖｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｓｙｓｔｅｍ

２．２．３　污染物降解实验

将四种耐冷菌、一种中温菌以及耐冷菌的混合

菌接种于装有１００ｍｌ的ＬＢ培养液的锥形瓶中，在

１５℃条件下，以１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７２ｈ。取出已

经培养好的菌液离心沉淀，将沉淀物稀释至离心前

的吸光值，以１０％的接种量接种于１０００ｍｌ生活污

水中。然后置于１５℃下恒温摇床中振荡培养１个

月，每隔１天取样，测定污水中的总氮、总磷含量。

３　结果和讨论

３．１　用Ｑｕａｎｔａ２００扫描电子显微镜观察耐冷菌的形态

扫描电镜下各种耐冷菌的外貌形态如图２所

示。从图中可以看出四种菌株均为杆状菌。Ｈ０１

菌体周围分泌有大量的黏液，致使其菌体周围有许

多突出的触角与基质相连，黏液会增强细菌菌体自

身的免疫性能，保护其免受环境因素突变带来的损

伤，因此Ｈ０１菌体的黏液分布有很重要的意义，可

ｓ１００５０３２
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以很好地帮助其适应不同的环境，进而在不同的环

境下都有较强的代谢功能。Ｈ０２的部分菌体被一

个囊状物包围，这种囊状物同样也可以提高菌体对

环境的适应能力，让菌体在外来环境有变化的情况

下，不至于失去活性而死亡，也就是说 Ｈ０２的这些

囊状物可以帮助Ｈ０２在环境温度降低的情况下还

能保持较高活性，从而降低对污染物去除率的影响。

Ｈ０３除了有大量的变形长杆菌外，还有一些短杆

菌，不同的菌体分布有利于污水处理效果的提高。

Ｈ０４有少量细胞处于分裂状态，因此说明 Ｈ０４的

代谢能力比较强，也就是说此时的 Ｈ０４活性还比

较高，能很好的降解污染物。

图２ 四株耐冷菌的外貌形态

Ｆｉｇ．２ Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｆｏｕｒｂａｃｔｅｒｉａ

３．２　用生物荧光层析光谱测定耐冷菌的生物活性

Ｈ０１，Ｈ０２，Ｈ０３，Ｈ０４及中温菌的生物活性强度

检测结果如图３所示。在活性有机体中，ＮＡＤＨ的激

发峰在３５０ｎｍ，相应的荧光峰在４５０ｎｍ
［１５］。

图３ （ａ）～（ｅ）：不同温度下 Ｈ０１，Ｈ０２，Ｈ０３，Ｈ０４及中温菌的生物荧光层析光谱；

（ｆ）不同菌种不同温度下的荧光强度对比

Ｆｉｇ．３ （ａ）～（ｅ）：ＡｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｆｏｒＨ０１，Ｈ０２，Ｈ０３，

Ｈ０４ａｎｄｍｅｓｏｐｈｉｌｉｃｂａｃｔｅｒｉａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

（ｆ）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
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　　图３（ａ）～（ｅ）是不同菌种不同温度下的生物荧

光层析光谱，图３（ｆ）是不同菌种在不同温度下的荧

光强度比较曲线。从图中可以看出：不同的菌种荧

光光谱虽然不同，但它们均显示相同的规律，即耐冷

菌和中温菌的荧光强度随温度的升高，均呈现先上

升而后下降的规律。当温度低于１５℃时，耐冷菌的

荧光强度明显大于中温菌；当温度高于１５℃时，中

温菌的荧光强度迅速上升，且远远大于耐冷菌。中

温菌在温度达到３５℃时荧光强度达到最高水平，当

温度高于３５℃时，中温菌的荧光强度开始下降，而

耐冷菌则在温度为１５℃时荧光强度达到最高水平。

从以上分析可以看出：在周围环境温度低于

１５℃时，中温菌已经不能很好地发挥其降解功效，

为了减少温度降低对污水降解率下降的影响，此时

在生活污水处理系统中加入耐冷菌非常必要。

３．３　污染物降解实验

由图４可知，在１５℃的污水中加入耐冷菌混合菌

后，污水中总磷的脱除率提高了８０％，总氮的脱除率提

高了５３．５％。从图中还可以看出，这四种耐冷菌及耐

冷菌混合菌在１５℃时均具有较强的代谢外源有机物

的能力，而此时中温菌的外源代谢能力非常低。此外，

混合菌的降解能力高于单一菌株，这说明保持生境中

菌株多样性对于低温条件下污水的降解非常有利。混

合菌株可以创造有利的生态条件，提高系统中存在底

物的利用率，并增强系统对不良条件的抵抗力。另外

从图４可以看出，四种耐冷菌的降解污染物能力由小

到大依次为：Ｈ０１，Ｈ０２，Ｈ０３，Ｈ０４，与生物荧光光谱

分析结果一致。

图４ １５℃下（ａ）总磷和（ｂ）总氮的降解率

Ｆｉｇ．４ Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆ（ａ）ｔｏｔａｌｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓａｎｄ（ｂ）ｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎａｔ１５℃

４　结　论

针对低温环境下生活污水处理系统处理效果大

幅下降的问题，培育出四株耐冷菌 Ｈ０１，Ｈ０２，

Ｈ０３和Ｈ０４。经扫描电镜观察，四株耐冷菌均属

于杆菌属，且四株耐冷菌的外貌形态各有优势，即

Ｈ０１分泌黏液；Ｈ０２有部分菌体被囊状物包裹；

Ｈ０３由部分变性长杆菌及部分短杆菌组合而成；

Ｈ０４的部分菌体正处于分裂期。所有以上特征都

表明，耐冷菌对抗低温环境的能力很强，并且Ｈ０４

的活性比较高。并通过单光子共焦生物荧光层析光

谱分析得出：在１５℃以下，耐冷菌的新陈代谢能力

强于中温菌；在１５℃左右，耐冷菌的生物活性达到

最高。因此，当环境温度低于１５℃时，投加耐冷菌

可以提高污染物的降解率，从而降低温度对污水处

理系统的不利影响。在实验室条件下加入耐冷菌

后，总氮脱除率提高了５３．５％，总磷脱除率提高

了８０％。
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