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耐冷细菌的筛选及对畜禽废水处理研究 
刘  婧  陈  强*  王文跃  刘德金  蒋青玲  税  娟   

(四川农业大学资源环境学院  四川 雅安  625014) 

 
 

摘  要: 从若尔盖高原湿地采集沼泽土, 驯化后分离获得了 14 株对畜禽废水具有降解能力的耐冷

细菌, 对供试菌株 6°C的生长代时、对畜禽废水CODcr去除能力进行了测定。结果表明, 供试菌株

的代时介于 4.9 h~11.6 h之间, 据此选取了生长代时在 4.9 h~6.5 h的 9 株耐冷细菌(NLJ1、NLJ6、
NLJ7、NLJ9、NLJ10、NLJ11、NLJ12、NLJ13 和 NLJ14)用于畜禽废水处理。在 6°C~9°C条件下, 
单个菌株对畜禽废水CODcr去除率存在差异, 其中, 6 株耐冷细菌NLJ6、NLJ7、NLJ9、NLJ10、NLJ11
和NLJ13 的 CODcr去除率约为 60%~70%, 其余菌株的 CODcr去除率小于 50%。因此, 用这 6 个菌

株混合接种处理灭菌畜禽废水 6 h, 其CODcr去除率达 85.42%。进而, 将采自雅安、都江堰和成都

等地污水处理厂的活性污泥混合接种上述 6 株耐冷细菌后处理畜禽废水 6 h, 其CODcr平均去除率

分别为 81.67%、76.32%和 70.56%; 方差分析表明, 不同处理间CODcr去除率无显著差异, 说明这 6
株耐冷细菌对活性污泥的适应性较好。 
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Abstract: Fourteen psychrotrophic bacteria were isolated from swamp soil collected in Ruoergai plateau 
wetland, and their generation time and degrading ability of livestock wastewater CODcr was determined. The 
results showed that the generation time was within 4.9 h to 11.6 h. Based on the generation time, 9 psychro-
trophic strains (NLJ1, NLJ6, NLJ7, NLJ9, NLJ10, NLJ11, NLJ12, NLJ13 and NLJ14), whose generation 
time was within 4.9 h to 5.6 h, were chosen to treat livestock wastewater. The results suggested that these 9 
strains had different CODcr disposal ability when treating livestock wastewater singly at 6°C for 6 h, and 
strains NLJ6, NLJ7, NLJ9, NLJ10, NLJ11 and NLJ13 had good ability to degrade livestock wastewater, the 
CODcr degrading rate was about 60%~70%, hence, they were used as high efficient strains; However, the 
CODcr degrading rate of the other strains was less than 50%. After inoculating mixture culture of these six 
strains into the distilled livestock wastewater, after 6 h’s treating, the CODcr degrading rate reached to 
85.42%. Furthermore, activated sludge collected from Yaan, Dujiangyan and Chengdu were inoculated by 
the mixture culture of those six strains, and used to treat livestock wastewater for 6 h. The results showed 
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that the average CODcr degrading rate was 81.67%, 76.32% and 70.56%, respectively; Variance analysis 
showed that there was no significant differentiation between each treatment, which revealed that those six 
psychrotrophic strains had good adaptability to different source of activated sludge. 

Keywords: Psychrotrophic bacteria, Swampy soil, Livestock wastewater, CODcr

畜禽废水(Livestock wastewater)具有量大、有机
物、悬浮物和氨氮浓度高、处理困难等特点 , 通常
采用厌氧发酵结合好氧曝气工艺处理。在寒冷季节, 
由于气温较低 , 即使在南方, 1 月份畜禽废水处理
池温度通常为 6°C~10°C, 因而冬季废水处理效果不
佳。为了提高冬季畜禽废水处理效果, 常采用降低
污泥负荷、增加污泥回流量、增加水力停留时间等

措施 , 甚至采取保温或升温的办法 , 但效果欠佳
或处理成本增加较多。因此将耐冷微生物用于污水

处理具有重要意义。 

[1]

[2]

[3]

冷适应微生物可分为嗜冷菌 (Psychrophiles)和
耐冷菌(Psychrotrophs)两类[4]。耐冷菌比嗜冷菌更能

忍受温度波动, 其生态分布也比嗜冷菌更广泛, 因
此筛选耐冷菌更适用于污水处理[5]。 

若尔盖高原地处青藏高原东部 ,  位于东经
101°36′~103°30′, 北纬 32°20′~34°00′, 海拔 2447 m~ 
4480 m。若尔盖高原属大陆性高原气候, 年均温度
0.7°C~1.1°C, 是我国高原湿地和高寒湿地生态系统
的典型代表, 现有湿地总面积 16.6 ×104 hm2, 其生
态系统结构完整 ,  是我国生物多样性关键地区之 
一[6,7]。该区域为传统牧区, 大量牛羊粪便进入土壤, 
因此, 沼泽土壤中蕴藏着大量低温降解牲畜粪便的
微生物类群。 

本实验以若尔盖高原湿地沼泽土壤为材料, 经
过驯化、分离纯化获得 14 株耐冷细菌, 筛选出在
6°C~9°C 条件下对畜禽废水具有较高的处理能力的
6 株耐冷细菌, 对其生长特性和废水处理能力进行
了研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
从四川省若尔盖高原(海拔 3400 m~3480 m)采

集沼泽土, 样品带回实验室后于 4°C冰箱保存。畜禽
废水取自四川农业大学教学科研园区污水处理站经

气浮塔处理后的废水(CODcr=720 mg/L)。 

1.2  方法 
1.2.1  耐冷菌驯化：分别称取 10 g沼泽土样(编号为

4#、5#、10#、13#、28#、29#和 38#), 作为活性污泥
接种剂, 接入 7 只盛有 2000 mL灭菌畜禽废水的小
桶中, 6°C~9°C连续曝气 6 d。测定曝气后畜禽废水
的CODcr, 将CODcr去除率高的土样作为分离材料。 
1.2.2  耐冷菌株分离和保藏：菌种分离纯化采用稀

释平板法, 培养基为牛肉膏蛋白胨固体培养基 [8]。

6°C条件下培养至单菌落出现, 将单菌落划线, 镜检
后获得纯菌株, 斜面保藏于 4°C冰箱备用。 
1.2.3  耐冷菌生长曲线测定：250 mL 三角瓶内装
100 mL液体培养基, 灭菌备用。按 10 %接种供试菌
株, 6°C振荡培养(150 r/min)。从 0 h开始, 每隔 4 h
取样用 7230 型分光光度计于 600 nm 处测定吸光 
值[9]。 

1.3  耐冷细菌对畜禽废水降解效果测定 
1.3.1  耐冷细菌对畜禽废水降解能力筛选：1) 接种
单个菌株的废水CODcr降解效果

[10]。将供试菌株培

养至对数生长期, 6000 r/min离心 5 min, 倾去上清液, 
菌体用磷酸缓冲液稀释至OD600=0.4, 以 10%(V/V)接
种于 100 mL灭菌畜禽废水, 6°C~9°C条件下, 连续
曝气 48 h, 每隔 8 h测定上清液CODcr。曝气装置见

图 1。 
 

 
 
图 1  废水处理反应器 
Fig. 1  Wastewater disposal reactor 
 

2) 混合菌株CODcr去除效果。根据单个菌株

CODcr去除率 , 选取 6°C~9°C条件下去除效果较好
的处理。将其混合, 澄清后倾去上清液, 沉淀即为混
合菌株, 向其中重新接入 100 mL灭菌畜禽废水, 曝
气 6 h, 其间每隔 2 h测定废水CODcr。 
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1.3.2  低温条件下耐冷细菌对畜禽废水的实际处理

效果：1) 活性污泥驯化。从四川农业大学农业科技

园污水处理站CASS池、都江堰市某污水处理厂好氧

池和成都市某污水处理厂好氧池分别采集活性污泥, 

记为A、B和C。接入耐冷细菌的处理为 1(A1、B1

和C1), 耐冷细菌按 1%(V/V)投加到各反应器; 不接

耐冷细菌处理为对照(A0、B0和C0)。用于活性污泥

驯化的畜禽废水CODcr 为 680 mg/L~720 mg/L, 初始

阶段将原水稀释 1倍后加入到各反应器中, 6°C~9°C

条件下曝气 18 h, 沉淀 1 h后排出上清液, 静置 1 h, 

进入下一个周期[11], 驯化后期曝气时间减少至 8 h, 

驯化时间为 28 d。 

2) 低温条件下耐冷细菌对畜禽废水处理效果。

按活性污泥与废水 1:2 比例加入畜禽废水, 保持各

反应器内的DO值为 1 mg/L~2 mg/L, 6°C~9°C曝气 6 

h, 静置 2 h, 倾出上清液后重新加入等量畜禽废水, 

同法曝气处理。每隔 3 d取上清液测定CODcr, 连续

测定 5 次, 同时测定了活性污泥中耐冷细菌的数量

变化。 

1.3.3  数据测定：化学需氧量(CODcr)采用重铬酸钾

氧化法[12]; 污泥沉降比(SV)为混合液在量筒内静置

30 min后所形成的沉淀污泥与原混合液的体积比 , 

以%表示; 混合液悬浮固体浓度(MLSS)测定采用过

滤后的沉淀在 105°C烘干至恒重 , 冷却后称重 [13]; 

细菌菌落数量测定采用稀释平板菌落计数法[8]。 

1.3.4  数据处理：所有数据采用 Excel软件处理。 

2  结果与分析 

2.1  样品驯化及耐冷菌的分离 
在灭菌畜禽废水中接入高原湿地沼泽土壤进行

曝气, 以驯化获得降解畜禽废水的耐冷细菌, 各处

理中畜禽废水CODcr去除情况如图 2所示。 

从驯化结果可以看出, 在 24 h内, 除接种第 5#

和第 10#土样的处理, 其废水CODcr略有上升外, 其

余处理CODcr逐渐下降, 24 h后所有样品的CODcr均

减少, 表明这些土壤中均含有降解有机物的耐冷细

菌, 但不同处理间存在差异。其中, 曝气 144 h后, 

接种第 10#和 13#土样处理的畜禽废水CODcr去除率

分别为 61.94%和 61.39%, 效果较好, 接种其它土样

的处理, 废水CODcr去除率低于 50%。 

根据废水CODcr去除率, 本实验选择了第 10#

 
 
图 2  耐冷细菌驯化结果 
Fig. 2  COD disposal rate of different treatments 

 
和 13#土样进行耐冷菌株的分离。采用稀释分离法, 
6°C培养 , 分离得到 14 株耐冷菌 , 分别编号为
NLJ1~NLJ14。 

2.2  耐冷菌在低温下生长曲线的测定 
图 3 为 14 株耐冷细菌在 6°C 条件下的生长曲

线。经计算, 这 14株耐冷细菌的生长代时可分为两
类, 第 1 类耐冷细菌代时在 4.9 h~6.5 h 之间, 如
NLJ1、NLJ6、NLJ7、NLJ9、NLJ10、NLJ11、HLJ12、
NLJ13和 NLJ14的代时分别为 6.5 h、5.1 h、5.8 h、
5.1 h、6.0 h、5.3 h、5.3 h、4.9 h和 6.5 h; 第 2类耐
冷细菌的代时在 9.2 h~11.6 h间, 如 NLJ2、NLJ3、
NLJ4、NLJ5和 NLJ8的代时分别为 9.2 h、11.6 h、
10.4 h、9.8 h和 8.9 h。其中, NLJ13代时最短, NLJ3
代时最长。生长曲线中, 第 1类耐冷细菌在 24 h左
右进入对数生长期, 而第 2类耐冷细菌 32 h左右进
入对数生长期。 

同其他报道相似[14], 耐冷菌在低温时生长都较
为缓慢, 迟缓期较长。根据耐冷细菌代时的长短, 本
研究选取了图 3A、3B和 3C中的 9 株耐冷细菌进一
步处理畜禽废水。 

2.3  耐冷细菌对畜禽废水的降解效果 
2.3.1  耐冷细菌对畜禽废水降解能力筛选：1) 接种
单个菌株的废水CODcr降解效果。实验结果表明, 单
个耐冷细菌在低温 (6°C~9°C)条件下具有较好的
CODcr去除能力(图 4), 低温下各细菌降解率的高低
与其生长曲线是相对应的[15]。在初始阶段, 由于生
长速率较慢, 以及对废水水质的适应, 前 16 h的去
除率很低 , 去除效果较差 , 随着活性的逐渐提高 , 
代谢能力加强, 对畜禽废水CODcr去除能力也增强, 
最后趋于稳定。但不同的菌株, 其CODcr去除能力存

在差异。 
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图 3  供试菌株生长曲线 
Fig. 3  Growth curve of the tested strains 

 

 
 

图 4  耐冷细菌低温条件下对畜禽废水CODcr降解情况 
Fig. 4  Degradation effect of a tested strains in cold tem-
perature during 48 h 
 

由图 5 可见, 在低温(6°C~9°C)条件下, 全部 9
个菌株中, NLJ6、NLJ7、NLJ9、NLJ10、NLJ11 和
NLJ13等 6株耐冷细菌的CODcr最终去除率高于 60%, 
以NLJ9处理效果最好, 去除率达 70.47%; 其余 3株

菌的CODcr最终去除率相对较低, 如接种NLJ12 的
处理, 废水CODcr最终去除率最高为 40.94%。尽管
这 3 株细菌在 6°C~9°C时生长较快, 但因其降解畜
禽废水中有机物的能力较弱 , 据此本研究选取了
NLJ6、NLJ7、NLJ9、NLJ10、NLJ11和NLJ13作为
优良菌株, 开展后续实验。 

2) 混合菌株对灭菌畜禽废水CODcr的去除率。

对筛选出的 6 株耐冷细菌进行了拮抗实验, 彼此之
间无拮抗现象(结果未列出), 因此将 6 个菌株混合
接种进行废水处理。将接入单个菌种曝气 48 h的反
应液静置、倾去上清液, 沉淀混匀作为接种剂。加
入已灭菌的畜禽废水, 6°C~9°C曝气 6 h, 测定废水
CODcr(图 6), 结果表明, CODcr由初始值 679 mg/L减
少为 99 mg/L, 其去除率达到了 85.42%, 比接种单
个菌种CODcr去除率提高了 15%~21%, 可见混合菌
株的去除效果优于单个菌株。 

 

 
 
图 5  单个菌株CODcr最终去除率 
Fig. 5  The final degrading rate of CODcr by single strain 
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图 6  混合菌株对废水CODcr降解情况 
Fig. 6  CODcr degrading rate by mixed bacteria 

 
2.3.2  耐冷细菌对畜禽废水的实际处理效果：为了

探明筛选的耐冷细菌在实际废水处理过程中的作用, 

在驯化筛选的基础上, 将混合菌株接种至含有不同

来源活性污泥的废水处理反应器中 , 进水CODcr为

720 mg/L, NH3-N为 180 mg/L, 测定了其CODcr去除

率、NH3-N的去除率、耐冷细菌数量变化及处理后

废水的沉降效果。 

1) 畜禽废水COD cr去除率：混合菌株在反应 

器经过约 28 d驯化, 其CODcr的去除率达到 75% 

以上, NH3-N的去除率达到 70%以上, 表明驯化效果

良好。 

由图 7可见, 6°C~9°C条件下接入耐冷细菌, 15 
d内CODcr平均去除率分别为A1 处理 81.67%, B1 处
理 76.32%、C1 处理 70.56%, 最高值分别达到

92.88%、85.75%和 74.05%, 可见这 6株耐冷细菌对
不同来源的活性污泥适应能力以及与活性污泥中原

有微生物群落的共存情况都较好, 其中A1处理效果
最好。研究结果还表明, 接入了耐冷细菌后, 各处理
的CODcr去除率平均值明显高于对照 , 分别提高了
31.58%、34.46%和 29.05%, 也说明耐冷细菌去除水
中有机物的能力较强, 在低温下对畜禽废水的处理
能力比普通活性污泥高[16]。 

 

 
 

图 7  低温条件下(6°C~9°C)混合菌对CODcr降解情况 
Fig. 7  CODcr degrading rate by mixed strains at 6°C~9°C  

 
2) 不同来源活性污泥对CODcr去除率的影响：

在不同来源活性污泥中接种耐冷细菌, 其CODcr去

除率结果见表 1。从表 1 数据可以看出, A1 处理第 
6 天时的CODcr去除率最高, 为 92.88%, 而B1 处理第
15天时的CODcr去除率最低, 为 64.29%。将数据进行
单因素方差分析, 分析结果见表 2。可以看出, 取  

 
表 1  种耐冷菌的不同来源活性污泥对CODcr去除率 

Table 1  Degrading rate of CODcr by different activated sludge 

CODcr去除率(%) 
CODcr degrading rate (%) 处理 

Treatment 
3 d 6 d 9 d 12 d 15 d 

平均值 (%) 
Average (%) 

A1 85.79 92.88 82.75 75.52 71.43 81.67 

B1 84.96 85.75 76.33 70.29 64.29 76.32 

C1 73.26 74.05 71.85 68.36 65.29 70.56 

 
表 2  不同来源活性污泥CODcr去除率方差分析 

Table 2  Analysis of variance from different activated sludge 

差异源 
Differences source 

平方和 
SS 

自由度 
df 

均方差 
MS 

F值 
F 

P值 
P-value 

F0.05

活性污泥 
activated sludge 

308.83 2 154.42 2.71 0.11 3.89 

误差 Error 684.89 12 57.07    

总计 Total 993.72 14     
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显著性水平α=0.05 时 , F= 2.705546＜F0.05(2,12)= 
3.885294, 在 3 种不同来源活性污泥中接种耐冷细
菌, 对废水CODcr去除率影响不显著。说明筛选出的

6 株耐冷细菌对活性污泥的适应性较好, 有较好的
应用潜力。 

3) 不同处理耐冷细菌数量变化：图 8为不同处
理的耐冷细菌数量。总体看, 接种耐冷细菌各处理
细菌总数高于对照处理, 平均分别为A1 处理 1.48 
×107 CFU/mL, B1处理 1.35×107 CFU/mL, C1处理
1.38 ×107 CFU/mL, 比对照处理高出了 3.7~5.2倍。
同时也可以看出各反应器细菌数量在逐渐减少, 可
能因为每次曝气后排出上清液时部分活性污泥会流

失, 造成细菌数量减少, 这也可能是各处理从第 6 天
后, 废水CODcr的去除率逐渐下降的原因, 这一结果
与吴迪等的报道一致[15]。因而, 在实际应用中, 尚
需进一步研究污泥驯化条件, 以保证耐冷细菌在活
性污泥中成为优势菌群, 并在处理过程中保持数量
稳定。 
 

 
 
图 8  不同处理细菌数量变化 
Fig. 8  Quantity of phychrotrophic bacteria in different 
treatments 
 

表 3  不同处理活性污泥沉降性能 
Table 3  Settling property of activated sludge  

in different treatments 

对照 
Control 

接菌 
Inoculation of bacteria测定项目 

Item 
A0 B0 C0 A1 B1 C1 

SV 22% 28% 25% 22% 28% 31%
MLSS 
(g/L) 2.72 3.04 2.63 2.56 2.89 3.04

SVI 81 92 95 86 97 102 

 
4) 不同处理活性污泥沉降性能：对不同处理活

性污泥沉降性能的研究表明, 接入耐冷菌后, A1 处
理与B1处理的SV 值变化不大; MLSS略有降低, 说
明这两种处理的活性污泥产生量较小些; 接种耐冷
细菌后, 各处理中废水SVI虽有所上升, 但不会影响

活性污泥的沉降性能[13]。 

3  讨论 

本实验从若尔盖湿地土壤中分离驯化得到 14

株耐冷菌, 通过测定其在低温下的生长速度, 其生

长代时介于 4.9 h~11.6 h。根据代时初步筛选出了 9

株生长较快的菌株用于畜禽废水处理, 其中 6 株对

废水CODcr去除率达到了 60%~70%。将这 6 个菌株

混合后投加到灭菌畜禽废水, 6°C~9°C曝气 6 h后, 

废水CODcr去除率达到 85.42%。将耐冷细菌加入不

同来源的活性污泥, 驯化后应用于畜禽废水的实际

处理, 结果表明, 加入耐冷细菌后, 废水CODcr平均

去除率分别为 81.67%、76.32%和 70.56%, 比对照最

高可增加 34.46%。6 个耐冷细菌对不同来源的活性

污泥适应性较好, 在四川省不同地区应具有良好的

应用前景。 

虽然供试菌株低温处理畜禽废水效果较好, 但

是随着处理时间延长 , 废水CODcr平均去除率有所

下降, 因此, 实际应用中可尝试采用固定化技术避

免菌体直接投加的缺陷[15]。 

本实验从若尔盖湿地土壤分离获得耐冷细菌 , 

将其应用于畜禽废水处理, 取得了较好效果, 可见 

某些土著微生物对某些环境污染的生物修复具有相

当大的潜力[17,18]。本研究结果为进一步找寻和探索

广泛来源的微生物用于污染环境治理提供一定的思

路和方法借鉴。 
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