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摘要: 从处理高浓度硫酸盐废水的厌氧上升流污泥床反应器 ( UASB)污泥中分离、纯化出 1株具有硫酸盐还原功能的菌株

SR3. 经形态、生理生化特征试验和 16S rDNA序列分析,该菌株 SR3归属于柠檬酸杆菌 (C itrobacter sp. ). 其特性为:在厌氧和

微氧条件下均可还原硫酸盐,同时用硫酸盐还原功能特异性基因引物可扩增到异化亚硫酸盐还原酶基因 ( dsr基因 ); 在好氧

条件下不能还原硫酸盐但菌体生长速率最高,在厌氧条件下菌株生长的最适温度为 37 e , 最适起始 pH值为 810, 在C r( Ö )初

始浓度为 014~ 018 mm ol范围内能同时还原 SO2-

4
和C r( Ö ). 对C r( Ö )的耐受能力达 1 mm o.l这是首次报道在兼性厌氧的柠

檬酸杆菌中发现硫酸盐还原功能并携带硫酸盐还原酶基因的菌株.
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Abstrac t: A sulfate reduc ing bac terium, designated stra in -SR3. , w as iso lated from sludge o f a su lfate- reduc ing up- flow anaerob ic

sludge bed ( UASB ) reacto r for treating high concentra tion sulfa te w astewa ter. It w as identified as C itrobacter sp. based upon the

pheno typ ic- characteristics and physio log ica l prope rties as w ell as the analysis of the sequence o f 16S rDNA. The stra in could reduce

sulfate under anaerob ic and m icro-aerob ic conditions. The d issim ila tory sulph ite reductase gene ( dsr ) w as a lso amp lified from this

stra inps genom ic DNA us ing spec ific dsr gene prim ers. In aerobic conditions, the stra in cou ldnpt reduce sulfa te, but exh ib ited a h ighest

g row th ra te. In anaerob ic cond itions, the optim al grow th cond itions for th is sta in w ere temperature 37e and in itia l pH 81 0. Under this

cond itions, the stra in could reduced bo th SO2-
4 and Cr( Ö ) a t in itia l C r( Ö ) concentra tions o f 014-01 8 mmo l synchronously. Its

to lerance ability to Cr( Ö ) concentrations reaches 11 0 mm o .l This is the first repo rt about an faculta tive anaerobe w ith sulfate reduc ing

function and d issim ilatory su lph ite reductase gene ( d sr ).

K ey words: su lfate- reduc ing; C itrobacter sp. ; characteristics; diss im ila to ry sulphite reductase gene( dsr)

  味精厂、制药厂、印染厂、糖蜜酒精厂、采用传统
生产工艺的钛白粉厂等排放的工业废水中含高浓度

SO
2-
4 .硫酸盐本身虽然无害, 但是它遇到厌氧环境

会在硫酸盐还原菌 ( SRB ) 作用下产生硫化氢

(H 2S) ,会严重腐蚀金属构件和排水管道, 另外 H 2 S

气味恶臭,浓度达到一定时能引起人神经中毒,而且

能与大气层中臭氧发生反应生成硫酸
[ 1]
, 这是酸雨

的成因之一. SO
2-
4 污染一旦大面积形成,治理是相

当困难的.因此, 近年来对硫酸盐污染治理的研究倍

受重视.对此,人们积极探索用各种方法予以处理.

与物理化学方法相比较, 生物治理方法具有成本较

低、环境友好、不造成二次污染的特点, 因此更具优

势. 生物法处理原理主要是利用严格厌氧的硫酸盐

还原菌 ( su lfate reducing bacteria, SRB )将 SO
2-
4 还原

为 H 2 S等硫化物, 核心催化功能在 SRB
[ 2]
. 据不完

全统计, SRB已有脱硫弧菌 ( D esulfovibrio )、脱硫肠

状菌 ( D esu lfotomaculum ) 和 脱 硫 单 胞 菌 (

D esulfomonas)等 12个属近 40多个种
[ 3 ]
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者对硫酸盐还原菌研究做了大量的工作, 包括 SRB

的分离及筛选、生态分布特性、毒理学研究及其污染

与防治方法、处理工艺及反应器等
[ 4~ 8]

. 但具硫酸盐

还原能力的柠檬酸杆菌鲜有报道. 在 1932年,由于

W erkm an等
[ 9]
将一群能利用柠檬酸盐和发酵乳糖

的大肠杆菌进行了重新分类,首次单独列为柠檬酸

杆菌属,其模式菌株为弗氏柠檬酸杆菌 ( C itrobacter

f reundii ). 到目前为止,根据生理生化和分子生物学

的鉴定,柠檬酸杆菌属共有 13个种, 其中绝大部分

是从人体分离的致病菌
[ 10 ~ 12]

. 在 2007年,由 Barton

等
[ 13]
编著的 / Su lphate-Reduc ing Bacteria0书中亦未

提及柠檬酸杆菌具有硫酸盐还原功能. 本研究从硫

酸盐还原反应器活性污泥中分离到 1株具硫酸盐还

原活性的兼性厌氧菌株 SR3, 生理生化和分子生物

学鉴定的结果表明该菌株归属于柠檬酸杆菌属.这

一菌株不但对细菌硫酸盐还原的研究具有重要的理

论意义,而且对于硫酸盐废水处理中的应用具有广

泛的指导意义.

1 材料与方法

111 菌株来源
样品采自处理硫酸盐废水的上流式厌氧污泥床

反应器 ( UASB )装置.

112 培养基
培养基成分为: K2HPO4 015 g; NH4 C l 110 g;无

水 N a2 SO 4 015 g;无水 CaC l2 011 g; M gSO 4 210 g;乳
酸钠 315 g;酵母膏 110 g. 将上述试剂溶解在 1 000

mL水中, 121e 高压灭菌 20m in.冷却后再加入经过

滤除菌的硫酸盐亚铁铵 0103 g;维生素 C 0101 g.
113 菌株富集

取 1mL待分离样品置于预先灭菌的 250mL的

厌氧瓶中, 加入 100 mL培养基, 用氮气进行吹脱 3

m in.旋紧后放入厌氧工作站 ( Bugbox, UK )中30e 静

置富集培养,直到培养液由澄清变黑后转接.共转接

5次,每次接种量为 1% .

114 分离与纯化

将富集培养后的菌液稀释成 10
- 2
~ 10

- 8
涂平

板,密封后置厌氧工作站 ( Bugbox, UK )中 30e 下培

养. 5~ 6 d后长出外表黑色菌落从中挑取长势良好、

浓黑色的单菌落,作进一步的纯化.

115 菌株的鉴定

分离的菌株进行形态观察和生理生化特性试

验,并参照文献 [ 14 ]和 16S rDNA序列分析进行

鉴定.

11511 菌株的菌落形态特征

菌落形态观察: 接种菌液在培养基 (不加硫酸

亚铁铵 )平板上划线, 置厌氧工作站 ( Bugbox, UK )

中30e 下培养 72 h后观察菌落形态.

电镜扫描观察:将菌液接种于培养基上,置厌氧

工作站 ( Bugbox, UK )中 30e 下培养至对数期时制

样, 用电镜观察并拍照.

11512 菌株的生理生化特性特征

淀粉水解、氧化酶等生化试验参照文献 [ 14 ],

其它生化指标采用 B IOLOG细菌自动鉴定系统进行

鉴定.

11513 菌株的 16S rDNA和特异性基因 d srAB序列

分析

菌株 16S rDNA的 PCR扩增和序列测定: 取对

数生长期新鲜菌液, 离心收集菌体,按文献 [ 15]的

方法提取基因组 DNA. 采用细菌 16S rDNA通用引

物 27F 与 1492R 进 行 PCR 扩 增 菌 株 的

16S rDNA
[ 16]
,采用针对硫酸盐还原过程中的异化亚

硫酸盐还原酶基因 ( dissim ilatory su lph ite reductase

gene, dsr 基因 ) 的特 异性引物对 DSR1F ( 5c-

ACSCACTGGAAGCACG-3c) 和 DSR4R ( 5c-

GTGTAGCAGTTACCGCA-3c) 对菌株的特异性功能

基因 dsrAB进行 PCR扩增
[ 17 ]

. PCR反应产物直接

进行测序.

序列分析: 利用 BLAST 将所测得的序列与

GenBank /EMBL /DDB J数据库中已登录的序列进行

同源性比较, 采用 C lustalX 进行比对, 通过邻接

( N eighbour Jo in ing) 法构建系统发育树 ( PHYL IP,

Version 315)
[ 18]
.

116 菌株的特性

11611 环境因子对菌株生长的影响试验

根据环境因子的变化,使用厌氧工作站、静置和

150 r# m in
- 1
摇床培养的方式调节溶解氧、调节培

养温度、初始 pH值等条件下进行培养, 测定培养基

中的硫酸盐含量和菌株的 D 600值. 测量菌的 D 600值

时不加硫酸亚铁铵,防止菌液变黑影响测量结果.

11612 菌株耐受六价铬 [ C r( Ö ) ]和还原铬的功能

分别配制含有 014、018、110、112和 116 mmo l
铬 [ C r( Ö ) ]的 200mL培养基,接种量为 1%培养 7

d,分别测量C r( Ö )和硫酸盐残留量.

117 检测方法

硫酸盐、Cr( Ö )、pH 值采用国家标准方法

测定
[ 19]

.
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2 结果与分析

211 硫酸盐还原功能菌的分离筛选
经过富集、分离得到几株外表呈黑色的单菌落.

其中 1株具有很强硫酸盐还原功能, 菌株命名为

SR3.该菌株做下述各项试验.

212 菌株 SR3的鉴定

21211 形态特征

菌株 SR3在置厌氧工作站中30e 下培养 3 d菌

落形态为浅黄色,边缘整齐, 凸状隆起, 粘稠,大小为

1~ 2 mm. 细胞为革兰氏染色阴性, 杆状, 大小为

( 015~ 016) Lm @ ( 210~ 212) Lm,周生鞭毛 (如图

1所示 ) .细胞无芽孢, 不积累 PHB.

21212 生理生化特征

图 1 菌株 SR3的电镜图

F ig. 1 E lectron m icrograph of SR3

  菌株 SR3的主要生理生化特征为:兼性厌氧生

长,过氧化氢酶、硫化氢、甲基红、乙酰、利用柠檬酸

均为阳性. 氧化酶、淀粉水解、吲哚试验均为阴性.

4e 不能生长, 45e 能生长. B io log细菌自动鉴定系

统进行鉴定的结果发现, 菌株 SR3能发酵葡萄糖,

可利用柠檬酸、D-半乳糖、D, L-果糖、A-D-葡萄糖、

糊精、D, L-丝氨酸、L-脯氨酸、肌苷、尿苷、甘油等多

种有机物做为碳源. 菌株 SR3与 B IOLOG系统数据

库中的柠檬酸杆菌相似性比较表明, 与无丙二酸柠

檬酸杆菌 ( C itrobacter amalonaticus )相似性值最高,

为 0156,而与其它柠檬酸杆菌相似性值较低.
21213 菌株的 16S rRNA序列分析

利用 BLAST将所测得的菌株 SR3的 16S rDNA

序列与 GenBank数据库序列进行同源性比较, 结果

见图 2( a) ,菌株 SR3与 C itrobacter amalonaticus相似

性最高为 95% .

同时还利用 BLAST将所测得的菌株 SR3的特

异性基因 dsr序列与 GenBank数据库序列进行同源

性比较,结果见图 2( b), 菌株 SR3的硫酸盐还原功

能基因 dsr序列与 Desulfovibrio desulfuricans相似性

最高为 99%.

由 16S rDNA的序列比对可知, SR3属于柠檬酸

杆菌属.其中特异性基因与 D esulfovibrio desulfuricans

中的脱硫基因相似度可高达 99%, 而目前尚鲜见报

道柠檬酸杆菌属中有类似功能基因, 该基因可能是

通过基因漂移等途径进化而来.

图 2 以 16S rDNA和 dsr基因为基础的菌株

SR3的系统进化分析

Fig. 2 Phylogenetic analys is of strains of SR3 based

on 16S rDNA andd sr gene

213 菌株 SR3的特性

通过试验环境因子对硫酸盐还原的影响, 研究

硫酸盐还原功能菌株 SR3的特性.

21311 溶解氧对 SR3菌株还原硫酸盐的影响

以好氧、微氧条件下进行溶解氧对菌株 SR3还

原硫酸盐影响的研究, 在初始硫酸盐含量为 20

mmo l的条件下培养 7 d,结果见图 3~ 5. 硫酸盐还
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图 3 厌氧条件下菌株生长与硫酸盐去除率、pH随时间的变化情况

F ig. 3 Grow th of SR3 and su lfate rem oval rate, pH as a function of t im e in anaerob ic condit ion

图 4 微氧条件下菌株生长与硫酸盐去除率、pH随时间的变化情况

Fig. 4 G row th of SR3 and sulfate rem oval rate, pH as a function of tim e in m icro-aerob ic cond ition

图 5 好氧条件下菌株生长情况

Fig. 5 Grow th of SR3 in aerob ic cond it ion

原作用在厌氧和微氧条件下均可进行, 但在好氧情

况下不能进行. 厌氧条件下的硫酸盐还原率为

92%,而微氧条件下培养 2 d时硫酸盐还原率达到

54%,继续培养后又回落并稳定至 20% .这可能是

在菌株生长对数期造成相对厌氧的状态使得发生硫

酸盐还原作用,之后菌株生长相对缓慢,部分硫化物

被氧化成硫酸盐或亚硫酸盐.在好氧情况下则完全

不发生硫酸盐还原作用.从菌的生长情况看,在厌氧

条件下培养 3 d, D 600达到最高值为 0136, 微氧条件
下培养 3 d后 D 600达到最高值为 113, 好氧条件下培

养 42 hD 600达到最高值为 211.结果显示菌株在好
氧情况下生长更快.同时测试了在厌氧和微氧情况

下 pH值随培养时间的变化. 在厌氧情况下培养 7

d, pH由 616升高至 718;在微氧情况下培养 7 d, pH

由 616升高至 818. 在这 2种情况下, 随着菌株培养

时间的延长而导致了 pH的升高. 主要原因为菌株

的生长消耗了培养基中的乳酸, 释放出 N a
+
、SO

2-

4

被还原成 HS
-
、S

2-
和 H2 S等, 同时释放出 N a

+
. 使

得培养基中总的 Na
+
占优势呈现碱性.

21312 温度对 SR3菌株生长的影响

在不同温度 ( 20、30、37、40和45 e ) 下,用液体

培养基厌氧培养 72 h,取样测定培养液 D 600值. 图 6

的结果表明菌株生长最佳温度为 37e .

21313 培养基初始 pH值对 SR3菌株生长的影响

将菌株接种于不同 pH值 ( 4、5、6、7、8、9) 的培

养基中厌氧培养 72 h.初始 pH值对菌株生长的影
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图 6 温度对菌株生长的影响

F ig. 6 E ffects of tem perature on grow th of SR3

响如图 7所示.结果显示, 菌株生长的合适 pH值条

件为 6 ~ 9, 在 pH值为 4时, 菌株的生长受严重抑

制,几乎不生长

21314 菌株的铬 [ C r( Ö ) ]耐受能力

分别配制Cr( Ö )梯度浓度的培养基, 接入菌液

在厌氧条件下培养 7 d,结果见图 8.在C r( Ö ) [ 018
mmo l时,培养 7 d后,培养基的C r( Ö )检测不到,而

硫酸盐的还原率则随C r( Ö )含量的增加而有所降

低,由 8717%降到 4715% .从电子竞争方面分析,由

SO
2-

4 y S
2-
需要 8e, 当 SO

2-

4 还原率从 8717%降到
   

图 7 初始 pH值对菌株生长的影响

Fig. 7 E ffects of pH value on grow th of SR3

4715%时, SO
2-
4 少利用了 64116 mmol的电子. 而

C r( Ö ) y C r(Ó )时需要 3e, C r( Ö )由 014 mmo l增
加至 018mmol时只多耗 112 mmo l电子. 从之间的
差距可以看出 C r( Ö )不仅是竞争电子还对硫酸盐

还原有抑制作用. 在培养基中 C r( Ö ) = 110 mmo l
时, 培养 7 d后, 硫酸盐和C r( Ö )的含量依然均有所

降低,分别降 11%和 16%, 同时可以看出C r( Ö )抑

制作用增大. 当Cr( Ö )的含量达到 112mmo l时菌株
的硫酸盐还原作用被完全抑制, 培养 7 d后硫酸盐

和C r( Ö )的含量都没有降低.

图 8 不同Cr( Ö )浓度下硫酸盐和C r( Ö )变化情况

F ig. 8 V ariat ion of su lfate and C r( Ö ) under d ifferent con cen tration of C r( Ö )

3 讨论

对于细菌的硫酸盐还原作用, 前人已经做了广

泛的研究, 分离鉴定的硫酸盐还原菌已达 40个

属
[ 13]

.但具硫酸盐还原能力的柠檬酸杆菌的报道极

为鲜见. Angeles-Cha等
[ 20]
发现一些 C itrobacter sp.

在厌氧环境下产 H2 及 CO 2, 为硫酸盐还原细菌

( SRB)提供能量及碳源. N eria-Gonza lez等
[ 21]
曾分离

得到该属菌株, 声称该菌株具有产 H 2 S的能力. 但

都没有明确证明 C itrobacter sp. 有硫酸盐还原功能.

近期 Q iu等
[ 22 ]
分离到 1株 C itrobacter sp. 菌株,并发

现该菌在厌氧条件下能还原硫酸盐, 且能沉淀 Cu.

但未提出硫酸盐还原菌的特异性基因是否存在的证

据. 在厌氧条件下的硫酸盐还原的情况与本研究比
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较一致, 好氧条件下 SR3不能还原硫酸盐, 微氧条

件下能还原部分硫酸盐. 本研究在 SR3菌株扩增到

了硫酸盐还原菌的特异性基因. 特异性基因与

D esulfovibrio desulfuricans中的脱硫基因相似度高达

99%,而柠檬酸杆菌属的细菌从来未报道有类似的

基因, 该基因可能是通过基因漂移等途径进化而来.

由 16S rDNA的序列比对可知, SR3与 C itrobacter

amalonaticu s相似性最高仅为 95% , 可能为柠檬酸

杆菌属中的一个新种, 除了硫酸盐还原功能外还能

够耐受 1mmol浓度的C r( Ö ). SR3菌株和常规硫酸

盐还原菌要求十分严格的厌氧环境、合适的 pH值

范围较窄明显不同,其适应环境的能力很强,可为微

生物与处理工艺的搭配提供更多的选择, 适合于各

种生物处理系统和污染环境中的应用.

4 结论

( 1)从处理含高浓度硫酸盐的 UASB活性污泥

中分离到 1株具有硫酸盐还原功能的菌株 SR3.从

形态、生理生化特征和 16S rDNA的分析, 初步鉴定

为柠檬酸杆菌属 ( C itrobacter sp. )的细菌; 从 SR3菌

株扩增到了硫酸盐还原菌的特异性基因.

( 2)该菌株在厌氧和微氧条件下均可还原硫酸

盐,好氧条件下不能还原硫酸盐,但菌体生长速率最

高.在厌氧条件下菌株生长的最适温度为 37e , 合适
的 pH 值条件为 6~ 9, 可耐受浓度为 110 mmol的
C r( Ö ),在 Cr( Ö )浓度为 014~ 018 mmol范围内能
同时地还原 SO

2-
4 和C r( Ö ) . 特别适宜用于处理含

C r( Ö )的高浓度硫酸盐废水.
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