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摘 要：从内循环厌氧反应器颗粒污泥中分离、纯化得到一株硫酸盐还原菌命名为 DSRBa，经形态和基于 16S rDNA 序列分析，该

菌株归属于脱硫弧菌属（Desulfovibrio）。分别以甲酸钠、乙醇、乳酸钠、葡萄糖等为碳源，以硫酸盐、硫代硫酸盐、亚硫酸盐、单质硫为

硫源，研究了不同温度、pH 及不同硫酸根浓度对该菌株的影响。结果表明，菌株最适宜生长温度为 30~35 ℃，最佳生长 pH 为 7.0，无

需绝对严格厌氧，当溶液中氧化还原电位（ORP）≤-40 mV 时，该菌株能较好生长，且生长 4 d 后使溶液内氧化还原电位值达到-380
mV，随后溶液内氧化还原电位基本保持不变。当系统内乳酸钠和酵母提取物浓度分别为 3.5 g·L-1 和 1 g·L-1 时，硫酸根浓度在 1~
4.5 g·L-1 范围对菌株生长无明显影响，且当 SO2-

4 浓度≤3 g·L-1 时，菌株生长 4 d 对硫酸根的去除率达到 90%以上。
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Abstract：A sulfate-reducing bacteria named DSRBa was isolated from the granular sludge in a internal cycle（IC）anaerobic reactor. It was
identified as Desulfovibrio based on the phenotypic-characteristics and the analysis of the sequence of 16S rDNA. Strain DSRBa could use
sodium formate, ethanol, sodium lactate and glucose as carbon source and use sulfate, thiosulfate, sulfite and sulfur as sulfur sources, respec－
tively. The influences of temperature, pH value, various sulfate concentration on its living activity were studied. The results showed that the
optimum growth temperature and pH values for strain DSRBa were 30~35 ℃ and 7.0, respectively. Strain DSRBa could grow well when the
initial oxidation-reduction potential（ORP）in solution was below -40 mV, and the ORP could reach to -380 mV for 4 d incubation, while fur－
ther increase of incubation time did not have significant effect on ORP. When the concentrations of lactate and yeast in the incubation medi－
um were 3.5 g·L-1 and 1 g·L-1, respectively, the growth of strain DSRBa hadn′t been significantly restrained when the concentrations of sul－
fate were between 1~4.5 g·L-1. The removal rate of SO2-

4 was above 90% in 4 d when its concentration was below 3 g·L-1.
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水中含有大量高浓度的硫酸根离子，它们对环境具有

较高的潜在危害性且在环境中性质稳定，依靠自然净

化作用难以去除[1]。另外在矿山废水 AMD 中也含有

大量硫酸根离子，同样给环境带来严重的危害[2]。

硫酸盐还原菌（sulphate-reducing bacterium，简称

SRB），是自然界中广泛存在的一类原核微生物，它们

以硫酸盐为电子受体，消耗有机酸，生成高反应性的

硫化物，发生反应：SO2-
4 +2[CH2O]+OH-=HS-+2HCHO-

3 +
2H2O[3]。国内外对以硫酸盐还原菌为优势菌群的产酸

脱硫反应器去除硫酸根展开了较多的研究，Tony 等[4]

以乳酸为 SRB 的营养源启动了升流式厌氧反应器处

理了酸性废水，经过 75 d 的运行，当进水 AMD 速度

为 1.19 mL·min-1、pH 在 5.0 以上时，系统对硫酸根去

除率均可以保持在 50%以上。Kaksonen 等[5]以乙醇为

碳源处理含高浓度硫酸盐的酸性废水，发现出水 pH
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从 2.5 提高到 7.5，整个系统的处理效率非常高，并经

过计算得知碳源氧化的能量有 77%~95%被用来还原

硫酸盐。
自 1895 年首先由 Beijerinck 发现第一株 SRB 菌

以来，迄今为止，据不完全统计，已发现的该类微生物

有 12 个属 40 多个种[6]。在自然界中，SRB 除了具有一

般特性（还原硫酸盐、严格厌氧）以外，由于生存环境

不同，还发现一些具有特殊生理性质的 SRB。如杨丽

平等[7]分离得到一株可于好氧条件下生长的硫酸盐还

原菌 SR3。
由于大部分硫酸盐还原菌只能存活于厌氧或缺

氧状态，而严格的厌氧状态需要较为苛刻的条件，分

离纯化 SRB 单菌株成为国内一个较为热门的课题。
为了阐明其处理硫酸根的作用，充分发挥其处理硫酸

盐的效能，有必要对单株硫酸盐还原菌除去废水中硫

酸根离子过程予以深入的探讨。本研究利用某 IC 厌

氧反应器[8]颗粒污泥分离得到一株硫酸盐还原菌，在

不同 pH、硫酸根浓度条件下，研究了其去除硫酸盐的

效率以及去除过程中的参数变化情况，将为阐明单株

硫酸盐还原菌去除硫酸根的内在机制，提高其去除硫

酸根的能力，为高效去除废水中硫酸根提供必要的理

论依据。

1 材料与方法

1.1 菌种及培养基

1.1.1 菌种来源

菌株分离自经葡萄糖模拟废水驯化 2 个月后的

IC 厌氧反应器，污泥呈灰黑色，MLSS 为 63.07 g·L-1，

VSS/SS 为 92.43%，颗粒粒径介于 0.5~3 mm 之间，pH
值为 7。
1.1.2 培养基成分

培养基为改良的 Postgate B 培养基，其组分为：

KH2PO4 0.65 g，NH4Cl1．0 g，Na2SO4 0．5 g，Ca Cl2·2H2O
0．04 g，MgCl2·6H2O 0．06 g，乳酸钠 3．5 g，酵母提取物

1．0 g。将上述试剂溶解在 1 000 mL 水中，调节 pH 值

为 7.0，121 ℃高压灭菌 20 min。冷却后再加入经过滤

除菌的硫酸亚铁铵 1.2 g。
固体培养基成分：在上述培养基中加入 2%的琼

脂粉，121 ℃高压灭菌 20 min 即可。
1.2 菌株的分离鉴定

1.2.1 菌株的富集培养

取活性污泥 10 mL 盛装于 100 mL 带筛三角瓶

内，向内加入 2 cm 转子搅拌 30 min 将污泥打散。取

1 mL 上述待分离样品加入装有 100 mL 培养基的盐

水瓶中，盖好瓶口后放入厌氧培养箱 （上海新苗，

YQX-Ⅱ）中 35 ℃静置富集培养，直到培养液变成墨

黑色，用润湿的醋酸铅试纸检测有大量 H2S 生成后转

接，共转接 8 次，每次接种量 1%。
1.2.2 菌株的分离纯化

将富集培养后的菌液稀释成 10-2~10-6，平板划

线，用封口胶密封后置厌氧培养箱中 35 ℃下培养，一

周后长出黑色菌落，从中挑取长势良好、浓黑色的单

菌落，接种于 100 mL 液体培养基中，检查是否液体

培养基变黑，将变黑的菌液继续平板划线，挑取单菌

落，作进一步的纯化。如此交替纯化直至平板菌落形

态一致。
1.2.3 菌株的细胞染色及形态鉴定

在光学显微镜下观察活体细菌的细胞形态、运动

特征，采用常规染色方法对分离菌株进行革兰氏染

色、芽孢染色。
扫描电镜观察：取含铁培养基中处于对数生长期

的菌液，离心收集菌体，用戊二醛固定 12 h；用 0.1
mol·L-1 的磷酸缓冲液冲洗 3 次，每次 40 min；锇酸固

定 3 h；每 8 min 一次用 0.1 mol·L-1 的磷酸缓冲液冲

洗 3 次，每次冲洗结束放入冰箱。脱水：分别用 30%、
50%、70%的乙醇冲洗 8 min，每次结束存于冰箱，然

后分别用 80%、90%的乙醇冲洗 8 min ，100%的乙醇

冲洗 3 次，每次 10 min，叔丁醇冲洗 3 次，每次 10
min。0.5 h 后，冷冻干燥，粘台，喷金，观察。
1.2.4 分离菌株的 16S rDNA 测序

分别从 2 组平行的 SRB 菌液中取对数生长期新

鲜菌液，离心收集菌体，用试剂盒（北京普博欣生物）

按说明书提取菌株 DNA，采用通用引物进行 PCR 扩

增，16S rDNA 序列的引物 27F：5′-AGAGTTTGATC－
CTGGCTCAG-3′，1492R：5′-GGTTACCTTGTTACGAC
TT-3′，引物由华大基因公司合成。

PCR 反 应 在 PCR 仪 （Master Cycler Gradient
5331）上进行扩增，PCR 反应体系（25 μL）为：dNTPs
0.5 μL（10 mmol·L-1），Taq 酶 0.5 μL，10×PCR 缓冲液

2.5 μL，1.0 μL DNA，两个引物 1.0 μL（10 pmol·μL-1），

ddH2O19.5 μL。扩增程序[9]：94 ℃预热 3 min，94 ℃变

性 1 min，56 ℃复性 1 min，72 ℃延伸 2 min，循环次数

为 30 次，最后 72℃延伸 10 min，4℃保存。PCR 扩增

产物用 1.0%的琼脂糖检测。
序列分析：利用 BLAST 将所测得的序列与Gen－

Bank/EMBL/DDBJ 数据库中已登录的序列进行同源
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性比较，采用 ClustalX 进行比对，通过邻接（Neighbour
Joining）法构建系统发育树（PHYLIP，Version 315）[10]。
1.2.5 不同碳源及硫源的利用情况

分离菌株对不同碳源的利用：分别加入甲酸钠、
乙酸钠、乙醇、酵母提取物、乙酸纤维素、乳酸钠、葡萄

糖、蔗糖作为碳源，pH 为 7.0，生长 4 d 后用紫外分光

光度计（岛津 UV-2550）测定 600 nm 波长下的吸光度

（OD600），通过 OD600 测量细菌培养液的浓度，测定细菌

的生长情况，并用 PbAc2 试纸检测有无 H2S 生成。
分离菌株对不同硫源的利用：分别加入硫酸钠、

硫代硫酸钠、亚硫酸钠、硫单质作为硫源，其余同上。
1.2.6 生长曲线测定

分离菌的生长曲线测定周期为 240 h，在不加

（NH4）2Fe（SO4）2·6H2O 的培养基中，将菌株分别接种

到组平行的初始 pH7.0 的培养液中，接种量 1%，置于

温度 35℃、转速 150 r·min-1 的摇床中。从接入菌开始

不定时取样，用紫外分光光度计在 600 nm 波长下测

定其 OD 值。
1.3 菌株对硫酸盐的还原特性

1.3.1 温度对 SRB 生长过程的影响

在不同温度（20、25、30、35、40 ℃和 45 ℃）下，接

种量 2 %，用液体培养基厌氧培养 4 d 取样测定培养

液 OD600 值。实验重复 3 次。
1.3.2 pH、硫酸盐浓度对 SRB 生长过程的影响

分别调节培养基初始 pH 为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0
的梯度，以及加入硫酸盐浓度梯度为 1000、1500、2500、
3 000、4 500，接种量 1%，培养 10 d，每日用注射器取

样，测定 600 nm 波长下 OD 值、pH 值（pHS-3 精密数

显酸度计）、ORP 值（OPR 仪：Global water）、以及剩余

硫酸根的浓度（铬酸钡光度法测定）。
以上均设 3 组平行。

1.4 统计分析

用算数平均值和标准偏差表示结果的精密度，利

用 Excel 2003 软件、Origin 8.0 数据分析软件进行实

验数据的统计计算和方差分析等工作，并用 Origin
8.0 对数据进行作图。

2 结果与分析

2.1 菌株的分离及特征

2.1.1 菌株的分离及其形态

经过富集分离，得到一株硫酸盐还原菌，命名为

DSRBa，该菌株做下列实验。未加铁培养基上 3 d 内

长出乳白色圆形凸起斑点菌落直径 1~2 mm，含铁固

体培养基上呈凸起黑色，菌落直径 1~3 mm，该菌株革

兰氏阳性（如图 1a），无芽孢，菌株为弧形，做波浪式

运动或翻转运动，大小（0.3~0.4）×（1.8~2.0）μm。加入

铁后生长 4 d 的菌液扫描电镜观察其形态（如图 1b）。

不同碳源和硫源的实验发现，菌株 DSRBa 可利

用甲酸钠、乙醇、乳酸钠、葡萄糖作为电子供体，产生

大量的 H2S；较难利用蔗糖、酵母提取物作为唯一碳

源，生成极少量的 H2S，但酵母提取物的加入比单一

乳酸钠作为碳源能更好地促进菌株的生长，不能利用

乙酸纤维素作为碳源进行硫酸盐异化还原；能分别以

硫酸盐、硫代硫酸盐、亚硫酸盐、单质硫为硫源。生长

良好，产生大量的 H2S。
2.1.2 DSRBa 的生长曲线

菌株 DSRBa 在 12 h 之前，处于生长延滞期，此

时用 PbAc2 试纸检测显示无 H2S 生成，12～50 h 菌株

进入对数生长期，50～84 h 菌密度 OD600 达到最大值

0.64 并进入稳定期，84 h 后开始进入衰亡期 （图 2）。
由于生成的硫化氢的毒害作用，10 d 后体系内极少有

存活的菌株。为保证菌量一致，一般在接种后 50 h 取

刘 艳等：一株硫酸盐还原菌 DSRBa 的分离鉴定及特性分析178
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样进行实验。
2.2 分离菌株的 16S rDNA 序列分析

菌株 DSRBa 的 16S rDNA 序列分析所得到的碱基

序列在 GenBank 上登录，登录号为 HM475172。利用

GenBank 数据库进行同源序列搜索，并将细菌 DSRBa
的 16S rDNA 序列与其他可能的 16S rDNA 序列进行

对比，确定与其最接近的种系群体，通过邻接法构建

了它和同源性较高的 7 个菌株的系统发育树 （图 3）。
细菌 DSRBa 的基因 16S rDNA 序列与数据库中的

16S rDNA 比较结果表明，DSRBa 归属于脱硫弧菌属

（Desulfovibrio），为脱硫弧菌属（Desulfovibrio）的一个

分支，据此初步断定DSRBa为脱硫弧菌（Desulfovibrio）。
细 菌 DSRBa 与Desulfovibrio vulgaris RCH1 ctg00052
的同源性达到 92％，但系统发育树显示两者并不在种

群的同一个分支。
2.3 温度、pH 及 SO2-

4 浓度对 DSRBa 生长的影响

2.3.1 温度对菌株 DSRBa 生长的影响

为了解温度对菌株 DSRBa 生长的影响，本文研

究了温度范围 25~45 ℃内 DSRBa 生长情况的变化

（图 4）。菌株在 30～35 ℃时 OD600 最大，OD600 最大值

达 0.6 以上，DSRBa 生长最佳温度范围为 30～35 ℃。

在温度为 20～25、40～45℃范围时，菌株能生长但活性

相对较低，OD600 值在 0.2~0.3 之间。

2.3.2 培养基初始 pH 对菌株生长的影响

不同 pH 条件下菌株 DSRBa 生长特性见图 5，

DSRBa 最佳生长 pH 为 7.0，在 pH 为 5~8 的条件下

都能较好地生长，测定菌液的 OD600 最大值都能达到

0.5 以上。当 pH 为 4 时菌株极少生长，其 OD600 基本

与空白一致，见图 5（a）。
初始 pH 7.0 时，菌株延滞期较短，接种很快进入

对数生长期，1 d 后达到最大菌密度，且其对应的最大

菌密度最大，OD600 为 0.7；当初始培养基 pH 分别为

5、6 时，菌株的延滞期较长，系统 pH 在延滞期快速升

高，直至菌株接种后分别于第 3、2 d 系统内 pH 到达

6.5 以上，菌株才进入对数生长期，对数生长期 1 d 后

细菌达到最大生长量。
当 pH 分别为 5、6 时，培养基内 pH 随着 DSRBa

生长的延滞期和对数生长期快速升高直至达到 7.5
左右，此后培养基的 pH 趋于平稳，见图 5（b）。

菌株 DSRBa 生长过程中体系的氧化还原电位
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ORP 值不断降低，且随着 DSRBa 菌的生长进入对数

生长期降低得越快，当菌量达到最大、进入稳定期后，

ORP 也基本在-380~-400 mV 左右直至 8 d 后仍保持

稳定，见图 5（c）。这与菌株生长过程中产生的 H2S 有

关，系统 ORP 值可间接反映出溶液中 H2S 的生成情

况。此后由于系统中的 H2S 的毒害作用，系统中碳源

以及硫源减少，菌株生长慢慢进入衰亡期。
2.3.3 培养基初始 SO2-

4 浓度对菌株生长的影响

如图 6（a）所示，1 L 培养基内乳酸钠质量 3.5 g，
酵母提取物 1 g，SO2-

4 浓度范围 1～4.5 g·L-1，菌株 DSR－
Ba 都能较快进入对数生长期，且 2 d 后菌密度达到最

大。可见 SO2-
4 浓度在 1～4.5 g·L-1 范围内对菌株生长无

抑制。当初始 SO2-
4 浓度为 1 g·L-1 时，菌株的最大生长

量较其他硫酸根浓度时小，表明此时碳源充足而硫源

不充分；当初始 SO2-
4 浓度为 2.5~3 g·L-1 时，系统内最

大菌密度较其他浓度时菌密度大。
由图 6（b）可见，培养基内初始 SO2-

4 浓度为 1 g·
L-1 时，接种菌株 DSRBa 后第 2 d 的的去除率达到

90%，10 d 后去除率到达 98%；当 SO2-
4 浓度≤3 g·L-1

时，DSRBa 生长 4 d 后培养基内 SO2-
4 的出去率达到

90%以上，10 d 去除率达到 95%以上；当 SO2-
4 浓度为

4.5 g·L-1 时，菌株生长 4 d 后去除率为 80%左右，10
d 后 4.5 g·L-1 的硫酸盐溶液硫酸根去除率接近 90%。

第 1 d 消耗硫酸盐的速率最快，但是 H2S 较少生

成。可见 DSRBa 还原硫酸盐并非直接一步将硫酸根

还原为 H2S，而是将硫酸盐转化为亚硫酸盐或者硫代

硫酸钠盐，进一步还原最终生成硫化氢。

3 讨论

3.1 菌株 DSRBa 特性

分离得到的菌株 DSRBa 可利用甲酸钠、乙醇、乳
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酸钠、葡萄糖作为唯一碳源，能分别以硫酸盐、硫代硫

酸盐、亚硫酸盐、单质硫为硫源。这与蒋永荣等[11]分离

的 SRB-22 利用碳源情况基本一致，但是该菌可以利

用单质硫，而 SRB-22 不能利用。微生物生长曲线反

映生物的生长和死亡繁殖规律，既能作为营养和环境

影响的理论研究指标，亦可作为调控微生物生长发育

的依据。菌株 DSRBa 的生长曲线表明（图 2），在适宜

的条件下，作为厌氧菌株，DSRBa 能较快生长，在

0.5~2 d 进入对数生长期，2 d 即能达到最大生长量。
3.2 菌株的最佳生长条件

大多数硫酸盐还原菌是中温型，最佳生长温度

为 30～37 ℃；少数是高温型，最佳生长温度为 40～70
℃[12]；分离菌株 DSRBa 生长最佳温度为 30～35℃，属

于中温菌。多数硫酸盐还原菌在 pH 6～8 的范围内生

长良好[13]，菌株 DSRBa 最佳生长 pH 为 7.0，当 pH 范

围为 5~8 时，菌株 DSRBa 都能较好生长，较杨丽平[7]分

离的一株硫酸盐还原菌 SR3 适宜的 pH6~8、最佳生

长 pH8.0 有较好的耐酸性。传统的严格厌氧 SRB 菌

生长环境的氧化还原电位一般应保持-100 mV 以

下[14]，菌株 DSRBa 生长初始并非需要绝对严格厌氧，

盛装盐水瓶的培养基，无需曝氮气，封口良好，初始

ORP 约-40 mV 时菌株也能很好地生长。在反应器中，

不同 COD/SO2-
4 的比例对 SRB 菌株生长影响很大，

COD/SO2-
4 值提高则 SRB 种群的电子流分量降低，硫

酸盐的去除率提高[15]。当乳酸钠质量浓度为 3.5 g·L-1、
酵母提取物 1 g·L-1 时，SO2-

4 浓度范围为 1～4.5 g·L-1

时，对菌株 DSRBa 生长无显著影响，且在此浓度范围

内菌株 DSRBa 对溶液中硫酸根的去除率都能达到

90%以上。这较 Tony 等[4]研究的反应器内硫酸盐的去

除率提高 50%。
3.3 菌株 DSRBa 生长环境的变化

含硫酸盐的酸性矿山废水的污染是一个全球性

问题，对高浓度硫酸盐废水的处理已成为目前研究的

一个热点。硫酸盐还原菌可还原硫酸根改变环境的酸

度，具有费用低、适用性强等优点[9]。偏酸性的培养基

内 pH 随着 DSRBa 生长快速升高直至达到 7.5 左右，

此后培养基的 pH 趋于平稳。氧化还原电位随着

DSRBa 生长，快速降低到-380～-400 mV 左右并基本

保持稳定不变。

4 结论

（1）从 IC 厌氧反应器颗粒污泥中分离得到一株

硫酸盐还原菌，命名为 DSRBa，从形态和 16S rDNA

分析，初步鉴定为脱硫弧菌属（Desulfovibrio）的硫酸

盐还原菌。
（2）该菌株利用碳源广泛，能以甲酸钠、乙醇、乳

酸钠、葡萄糖等作为唯一碳源进行良好的生长，能分

别以硫酸盐、硫代硫酸盐、亚硫酸盐、单质硫为电子受

体生长。该菌株属于中温菌，该菌生长过程无需极其

苛刻的严格厌氧条件。该菌株耐酸性较强，最佳生长

pH 为 7.0。
（3）当 pH 过低时，菌株可调节系统内 pH 至高于

6.5，此后菌株进入对数生长期，生成大量的 H2S，使系

统内 ORP 迅速下降至-400 mV 左右。系统内硫酸根

浓度在 1～4.5 g·L-1 范围对菌株生长无明显影响，当

SO2-
4 浓度≤3 g·L-1 时，菌株生长 4 d 的去除率达到

90%以上。当 SO2-
4 浓度范围在 3～4.5 g·L-1 时，菌株生

长 4 d 对硫酸根的去除率也达 80%以上。
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