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Screening of the dominant strains in the algae-bacteria symbiotic system and effects of biogas slurry treatment
WANG Shu-ya, LI Zhi, GAO Yi-fan, SUN Li-qin, LI Dan, SUN Zhong-liang*, JIANG Mei-ru
（College of Life Sciences, Yantai University, Yantai 264005, China）
Abstract：Bacteria were separated from biogas slurry treated by Chlorella vulgaris, and then the interaction between Chlorella vulgaris and
bacteria was explored and the effect of algae-bacteria symbiotic system on biogas slurry treatment was discussed. 5 bacteria were separated
by flat-plate separation method and were identified by 16S rDNA sequencing technology. They were highly similar to the following bacte⁃
ria：Pseudomonas alcaliphila, Exiguobacterium, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis and Bacillus tequilensis. By measuring changes
in chlorophyll a of Chlorella vulgaris, it was found that 5 bacteria could promote the growth of chlorella and the effect of Exiguobacterium
was most obvious. These single strain were co-cultured with Chlorella vulgaris separately and the purification effect of algae-bacteria sym⁃
biotic system on biogas slurry were investigated. The results showed that the consortium of Pseudomonas alcaliphila and Chlorella vulgaris
could reduce TP to 0.391 mg·L-1, and its removal rate was the highest（85%）. The consortium of Exiguobacterium and Chlorella vulgaris
had the best treatment effect on TN and COD, and the removal rate was 64.4% and 72.3% respectively. The removal rates of COD, TN and
TP by pure microalgae or pure axenic bacterium were much lower than that of the above two microalgae and bacteria co-culture systems. To
summarize, algae-bacteria symbolic system has better effect on sewage treatment than pure culture system and has a good application pros⁃
pect in sewage treatment.
Keywords：Chlorella vulgaris; algae-bacteria symbiotic system; biogas slury wastewater; total nitrogen; total phosphorus; COD
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摘 要：本研究从小球藻处理沼液废水的体系中分离细菌，探究小球藻与细菌之间相互作用关系及藻菌体系对废水处理的效果。

经多次平板划线从体系中共分离出 5种菌株经 16S rDNA基因测序，5种菌株分别与细菌Pseudomonas alcaliphila、Exiguobacterium、

Bacillus amyloliquefaciens、Bacillus subtilis和Bacillus tequilensis高度相似。通过测定小球藻的叶绿素 a的变化发现 5种细菌均可促

进小球藻生长，其中细菌Exiguobacterium对小球藻的促生效果最为明显。将几株单菌株分别和小球藻共同培养，考察共培养体系

对沼液的净化效果，结果发现细菌 Pseudomonas alcaliphila与小球藻共培养体系中沼液总磷（TP）下降到 0.391 mg·L-1，去除率最

高，达 85%；细菌Exiguobacterium与小球藻共培养体系中沼液总氮（TN）和化学需氧量（COD）去除率分别为 64.4%和 72.3%，效果

最优；小球藻纯培养体系和细菌纯培养体系对沼液中 COD、TN、TP 的去除率，均远低于细菌 Pseudomonas alcaliphila 和

Exiguobacterium与小球藻构建的藻菌共培养体系。综合比较，藻菌共培养体系对污水处理效果优于各自的纯培养体系，在污水处

理中具有很好的应用前景。
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中图分类号：X703；S182 文献标志码：A 文章编号：2095-6819（2019）01-0121-06 doi: 10.13254/j.jare.2018.0068

—— 121



农业资源与环境学报·第36卷·第1期

http://www.aed.org.cn

随着我国经济水平的不断提升，畜牧业也得到了

迅速发展，这也使养殖场废水污染问题日益严重，给

环境造成了巨大的压力，因此养殖场污水的处理问题

亟待解决[1]。目前藻类技术作为一种新型的废水处理

技术，由于能耗低、适应性广，被认为是一种极有前景

的废水处理技术，并得到了广泛的研究[2-3]。将藻类

对污水氮磷营养物和有机物的摄取去除功效与细菌

强大的污染物降解能力有效地结合起来，可以建立藻

菌共培养体系，并应用于沼液净化[4]。藻菌共培养体

系处理沼液过程中，藻类通过光合作用向水体供氧，

增加水体的溶解氧，供好氧菌不断地降解有机质，藻

细胞自身则可利用细菌降解有机质产生的 CO2 进行

光合作用。因此利用藻和菌二者协同作用可以达到

很好的污水处理效果。但也有研究表明一些细菌与

微藻之间产生抑制或拮抗作用[5-6]。因此筛选获得能

够促进微藻生长的细菌并将其应用于藻菌体系处理

废水至关重要[7-8]。

目前国内外对于藻菌关系和藻菌共同处理污水

已有研究。Cho等[9]对比研究了纯种小球藻在单独培

养及藻菌共同培养时的生长情况，筛选出 3种促进小

球藻生长和2种抑制小球藻生长的细菌。傅海燕等[10]

和程海翔[11]分别对小球藻和栅藻处理人工污水做了

相关研究，证明了藻菌共同培养处理沼液的效果要优

于藻、菌单独处理沼液。Mujtaba等[12]研究了小球藻

与 Pseudomonas putida构建的藻菌体系，发现其对污

水中氮、磷和COD（化学需氧量）的去除效果明显优于

小球藻纯培养体系，去除率可达到 85%、65%和 86%。

Ji 等[13]研究发现 Chlorella vulgaris-Bacillus lichenifor⁃

mis系统中藻菌比例为 1∶3时藻细胞及叶绿素 a含量

最高，对 TN（总氮）、TP（总磷）和 COD的去除率达到

最大，分别为 88.95%、80.28% 和 86.55%。这些研究

都证明了藻菌共培养体系对于沼液的处理有很好的

效果。

本实验从小球藻净化沼液废水体系中筛选并分

离、纯化共栖菌，建立藻菌共培养体系，考察共栖菌对

小球藻生长的影响及对沼液废水中氮、磷等污染物的

去除效果，筛选出沼液处理效果较好的藻菌共培养体

系，为人工构建稳定的藻菌共生体系用于废水的资源

化处理奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本实验所用小球藻藻种（Chlorella vulgaris）原种

由中国科学院水生生物研究所淡水资源藻种库提供，实

验用藻种为烟台大学微藻生物技术研究室保存。实验

所用沼液为养殖场提供的新鲜沼液，原始沼液中TN、

TP和COD含量分别为591.6、2.61mg·L-1和599.6mg·L-1。

1.2 试验方法

1.2.1 无菌小球藻的分离和纯化[14]

无菌的小球藻经过含有抗生素的BG-11平板筛

选获得。先将 100 μL微藻培养液涂布至含有 10 mg·
L-1氨苄青霉素、庆大霉素和硫酸卡那霉素的 BG-11
固体平板上，再将平板放入光照 1000 lx、24 ℃的恒温

光照培养箱中培养，将长出的微藻单菌落再划线至新

鲜的含有抗生素的 BG-11平板上，重复 5次，以获得

无菌的小球藻。

1.2.2 小球藻生物量测定

小球藻细胞浓度的测定采用分光光度法，测定波

长 680 nm，每隔 24 h取样测定 1次，根据吸光度值绘

制小球藻生长曲线，确定小球藻的对数生长期为培养

时间4~9 d。
1.2.3 微藻细胞叶绿素 a含量的测定

取小球藻液 5 mL，10 000 g 离心 5 min，弃上清

液；并将微藻细胞液悬浮于 5 mL 90% 的甲醇溶液，

80 ℃水浴 5 min 后，10 000 g离心 10 min。将上清液

取出，以 90%甲醇为对照，检测 652 nm和 665 nm处的

吸光度，通过公式计算样品中叶绿素 a的浓度（CChla，

mg·L-1），微藻细胞叶绿素含量即为叶绿素浓度和所

取样品量的比值[15]。
CChla = 16.82 × A665 - 9.28 × A652

1.2.4 细菌的分离纯化

取接入小球藻处理15~20 d后的沼液用无菌水以

1∶10的比例逐级稀释，取 100 μL稀释到 103~105的稀

释液，涂布至以沼液全成分为基础的培养基平板上，

将平板放入 28 ℃培养箱中 1~2 d，挑选不同的单菌落

至新的平板培养基中，直到筛选到单菌株。

1.2.5 菌种的鉴定

经过多步分离纯化培养后，从沼液与小球藻混合

体系中分离出的单菌落采用 16S rDNA测序方法进行

鉴定，确定细菌的种类。实验过程中先提取 5种细菌

的DNA[16-17]，并测定DNA浓度，进行PCR扩增16S rDNA，

再送往生工生物工程（上海）股份有限公司青岛分部

对菌种进行鉴定。

1.2.6 细菌计数

采用平板菌落计数法。取摇匀的藻菌共培养液

1 mL，用无菌水进行系列梯度稀释，然后取 0.2 mL在
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Pa Ex Ba Bs Bt

LB固体培养基平板上涂布，37 ℃培养。分别在培养

13、24、36 h后计数菌落形成单位，以 3次计数的最大

值作为最终的菌落数。每个稀释度设置 3个平行，取

其平均值[18]。

1.2.7 废水污染指标测定

COD 通过快速分光光度法测定，TN 采用 GB/T
11894—1989碱性过硫酸钾紫外分光光度法测定，TP
采用 GB/T 11893—1989钼酸铵分光光度法测定。

1.2.8 藻菌相互作用关系方案设计

在小球藻生长到对数期分别接入已经纯培养至

对数生长期的 5种细菌培养液各 20 mL，对照组加入

等量的 LB培养液，混合培养 5 d后，每隔 2 d取样，分

别测定小球藻的生长量，考察细菌对小球藻生长的作

用；同时采用平板计数法进行菌落计数，考察小球藻

对菌体生长的影响。此步操作保证严格无菌。

1.2.9 藻菌共培养体系对沼液废水的处理

取对数生长期的单菌株假单胞菌培养液和小球

藻纯培养液，5000 g离心 15 min后，弃上清液，用已高

温灭菌的沼液冲洗藻细胞和细菌细胞 3次后将其转

移到 300 mL 锥形瓶中，使锥形瓶中沼液体积为 200
mL，小球藻和细菌的接种比例为 9∶1。细菌解淀粉芽

孢杆菌和微小杆菌两种单菌株处理方法同假单胞菌。

人工构建的三种体系置于光照培养箱中，10 d后取样

分别测定小球藻的叶绿素 a含量，以及废水的 TN、TP
和COD，考察藻菌共栖体系以及单独的藻、单独的细

菌对废水的处理效果。

1.3 统计学分析

数据采用 SPSS 13.0软件进行统计分析，数据均

表示为平均值±标准差。同时采用单因素方差分析

（ANOVA）进行组间差异性比较，并用LSD法进行多重

比较。P<0.05时差异具有统计学意义。

2 结果与讨论

2.1 小球藻共栖菌分离

经平板多次划线筛选出 5种菌株，16S rDNA测序

后结果如表 1所示。所分离的 5种菌株分别与假单胞

菌（Pseudomonas alcaliphila）、微小杆菌（Exiguobacteri⁃

um）、解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）、枯

草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）和龙舌兰芽孢杆菌（Ba⁃

cillus tequilensis）高度相似。经革兰氏染色后油镜

（100×10）下观察，均为革兰氏阳性菌，见图1。
2.2 5种分离菌的生长曲线

分离纯化获得的 5种细菌尚未确定生长周期，故

用 LB液体培养基，测定不同培养时期细菌的OD值，

得到细菌的生长曲线如图 2所示。5种细菌的对数生

长期为 5~30 h，据此确定后期建立藻菌共栖体系时细

菌培养15 h后进行接种。

2.3 藻菌相互作用

2.3.1 藻菌共培养体系中细菌的生长

将分离获得的培养至 15 h后的 5种细菌以初始

图1 5种细菌革兰氏染色显微镜镜检图片

Figure 1 Five bacteria images by gram stain microscopy

表1 16S rDNA测序结果

Table 1 16S rDNA sequencing results
项目 Items
序列长度

相似性最高序列

相似性

Pa
2636

假单胞菌
Pseudomonas alcaliphila

99%

Ex
2627

微小杆菌
Exiguobacterium

99%

Ba
2663

解淀粉芽孢杆菌
Bacillus amyloliquefaciens

99%

Bs
2669

枯草芽孢杆菌
Bacillus subtilis

99%

Bt
2652

龙舌兰芽孢杆菌
Bacillus tequilensis

99%
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接种浓度 3.5×106 cfu·mL-1的接种比例分别接种到处

于对数生长期的小球藻培养液，设置对照组（加入LB
培养基），培养 12 d后，采用平板菌落计数法计量菌体

的浓度，考察小球藻对其共栖菌的影响。结果如图 3
所示，对照组中无菌株生长，而实验组各共培养体系

中株菌的生长存在较大差异（P<0.05），微小杆菌和假

单胞菌的生长状况较好，12 d 后菌体浓度分别达到

1.25×107 cfu·mL-1和 9.95×106 cfu·mL-1，增加了 2.57倍

和 1.84倍。这 2种细菌与小球藻有更好的适应性，与

小球藻共培养时细菌能够稳定生长。

2.3.2 藻菌共培养体系中小球藻的生长

图 4为不同共培养体系中共培养菌对小球藻生

长的影响。从图 4可知，5种细菌均可促进小球藻生

长，与小球藻纯培养体系有显著性差异（P<0.05），且

不同的细菌对小球藻生长的影响间也存在差异性。

其中，微小杆菌、枯草芽孢杆菌和假单胞菌与小球藻

构建的藻菌体系与解淀粉芽孢杆菌和龙舌兰芽孢杆

菌构建的藻菌体系存在明显差异性（P<0.05），前 3种

细菌可明显促进小球藻的生长，分别可使小球藻叶绿

素 a含量达 14.8、13.7 mg·L-1和 13.2 mg·L-1，与小球藻

纯培养时的 5.3 mg·L-1相比，叶绿素 a的含量分别提

高了 1.79、1.58倍和 1.49倍。由此可见，微小杆菌、枯

草芽孢杆菌和假单胞菌与小球藻具有协同作用。此

过程中细菌可为小球藻光合作用提供CO2，同时吸收

小球藻释放的O2及多糖等有机物。

2.4 藻菌共培养体系对沼液废水的处理效果

为对比不同的藻菌体系对沼液的处理效果，选取

了对小球藻有明显促进作用的微小杆菌、假单胞菌和

对小球藻促进效果较差的解淀粉芽孢杆菌构建藻菌

混合体系应用于沼液处理中。假单胞菌、微小杆菌和

解淀粉芽孢杆菌与小球藻构建的藻菌共培养体系，以

及 3 种细菌分别纯培养和小球藻纯培养对沼液中

TN、TP和COD的去除效果结果如图 5所示，藻菌共培

养体系对沼液氮磷处理效果与小球藻和细菌纯培养

处理效果有显著差异性（P<0.05），藻菌体系对氮和磷

去除率明显高于小球藻和细菌纯培养，对TN、TP的去

除机制主要是小球藻生长时吸收沼液中的氮磷从而

降低其含量。藻菌混合体系和细菌纯培养体系对沼

液中COD的去除效果和小球藻纯培养体系有显著差

异性（P<0.05），而藻菌混合体系与细菌纯培养体系的

差异性不是很显著。这是因为沼液中COD的去除作

用主要是由细菌分解有机物产生的。藻菌共培养体

系处理效果明显优于小球藻纯培养体系。

同时由图 5数据分析可知，藻菌的不同共培养体

系对沼液的去除效果也有明显差异，其中假单胞菌与

不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同

Different letters indicate significant differences among
treatmens（P<0.05）. The same below

图4 细菌对小球藻生长的影响

Figure 4 The effects of bacteria on the growth of Chlorella vulgaris

图2 5种细菌生长曲线

Figure 2 Growth curve of five kinds of bacteria

图3 小球藻对菌体生长的影响

Figure 3 The effect of Chlorella vulgaris on the growth of bacteria
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小球藻构成的藻菌共栖体系对TP的处理效果优于其

他两组藻菌体系（P<0.05），可使 TP 降到 0.391 mg·
L-1，去除率达85%，是小球藻纯培养体系的1.76倍；细

菌微小杆菌与小球藻构成的藻菌共栖体系去除COD
和TN的效果明显优于假单胞菌和解淀粉芽孢杆菌与

小球藻构成的体系（P<0.05），处理 10 d 后 COD 浓度

降到 166.1 mg·L-1，去除率为 72.3%；TN 的浓度降到

210.6 mg·L-1，去除率为 64.4%，是小球藻纯培养体系

的 2.13倍。说明微小杆菌和假单胞菌与小球藻构建

体系处理沼液确实能获得较好的效果。同时对比图

4发现，假单胞菌和微小杆菌能促进小球藻的生长，

这可以说明藻菌协同作用促进小球藻吸收沼液中的

氮磷用于小球藻自身的生长，但藻菌协同作用处理沼

液过程中氮磷的具体转化机制还需进一步研究。

3 结论

（1）小球藻处理沼液过程中微生物成分复杂多

样，本研究分离纯化获得 5株可培养细菌，16S rDNA
测序后发现 5 株细菌分别与假单胞菌（Pseudomonas

alcaliphila）、微小杆菌（Exiguobacterium）、解淀粉芽孢

杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）、枯草芽孢杆菌（Ba⁃

cillus subtilis）和龙舌兰芽孢杆菌（Bacillus tequilensis）

高度相似。

（2）5种细菌的存在能促进小球藻的生长，其中

微小杆菌、枯草芽孢杆菌和假单胞菌与小球藻构建的

藻菌共培养体系中小球藻细胞浓度及叶绿素 a含量

明显高于其他两种藻菌体系，对小球藻的促进效果更

好，同时小球藻的存在也使细菌能够稳定存在。小球

藻与细菌具有协同作用。

（3）将微小杆菌、假单胞菌和解淀粉芽孢杆菌与

小球藻构建的藻菌体系应用于沼液处理中发现，藻

菌共培养体系对沼液中的 TN、TP 和 COD 的去除效

果明显优于各自的纯培养体系。假单胞菌与小球藻

构成的藻菌共栖体系对 TP 的处理效果优于其他两

组藻菌体系，去除率可达 85%。微小杆菌与小球藻

构成的藻菌共栖体系去除COD和 TN的效果最好，去

除率分别为 72.3% 和 64.4%。这为藻菌共生处理沼

液奠定了基础。
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