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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（;.0<）污 泥 中 分 离、纯 化 出 " 株 具 有 硫 酸 盐 还 原 功 能 的 菌 株

0*!4 经形态、生理生化特征试验和 "=0 6>’. 序列分析，该菌株 0*! 归属于柠檬酸杆菌（!"#$%&’(#)$ ?@4 ）4 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（ *+$ 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!: A ，最适起始 @B 值为 C9 $，在16（!）初

始浓度为 $9 7 D $9 C EE23 范围内能同时还原 0+# F
7 和16（!）4 对16（!）的耐受能力达 " EE234 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 4
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% % 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

0+# F
7 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（ 0*<） 作 用 下 产 生 硫 化 氢

（B#0），会严重腐蚀金属构件和排水管道，另外 B#0
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［"］，这是酸雨

的成因之一 4 0+# F
7 污 染 一 旦 大 面 积 形 成，治 理 是 相

当困难的 4 因此，近年来对硫酸盐污染治理的研究倍

受重视 4 对此，人们积极探索用各种方法予以处理 4
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 4 生物法处理原理主要是利用严格厌氧的硫酸盐

还原菌（ ?T3Z5YW 6WXTSLOP [5SYW6L5，0*<）将 0+# F
7 还原

为 B#0 等 硫 化 物，核 心 催 化 功 能 在 0*<［#］4 据 不 完

全统计，0*< 已有脱硫弧菌（ ,)+-./%0"&$"%）、脱硫肠

状 菌 （ ,)+-./%#%1’(-.-1 ） 和 脱 硫 单 胞 菌 （

,)+-./%1%2’+）等 "# 个属近 7$ 多个种［!］4 国内外学
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者对硫酸盐还原菌研究做了大量的工作，包括 $%&
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［’ ( )］* 但具硫酸盐

还原能力的柠檬酸杆菌鲜有报道 * 在 #+", 年，由 于

-./0123 等［+］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（ !"#$%&’(#)$
*$)+,-"" ）* 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 #" 个种，其中绝大部分

是从人体分离的致病菌［#4 ( #,］* 在 ,445 年，由 &2/673
等［#"］编著 的“ $89:;26.<%.=8>?3@ &2>6./?2”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 # 株具硫酸盐还

原活性的兼性厌氧菌株 $%"，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 *

!" 材料与方法

!# ! ! 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（AB$&）装置 *
!# $ ! 培养基

培养基成分为：C,DEF’ 4G H @；ID’J9 #G 4 @；无

水 I2, $F’ 4G H @；无水 J2J9, 4G # @；K@$F’ ,G 4 @；乳

酸钠 "G H @；酵 母 膏 #G 4 @* 将 上 述 试 剂 溶 解 在# 444
1L 水中，#,#M 高压灭菌 ,4 1?3* 冷却后再加入经过

滤除菌的硫酸盐亚铁铵 4G 4" @；维生素 J 4G 4# @*
!# % ! 菌株富集

取 # 1L 待分离样品置于预先灭菌的 ,H4 1L 的

厌氧瓶中，加入 #44 1L 培养基，用氮气进行吹 脱 "
1?3* 旋紧后放入厌氧工作站（&8@N7O，AC）中"4M 静

置富集培养，直到培养液由澄清变黑后转接 * 共转接

H 次，每次接种量为 #P *
!# & ! 分离与纯化

将富集培养 后 的 菌 液 稀 释 成 #4 Q , ( #4 Q ) 涂 平

板，密封后置厌 氧 工 作 站（&8@N7O，AC）中"4M 下 培

养 * H ( R =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 *
!# ’ ! 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［ #’］和 #R$ /SIB 序 列 分 析 进 行

鉴定 *

!# ’# !" 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（ &8@N7O，AC）

中"4M 下培养 5, ; 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（ &8@N7O，AC）中"4M 下 培 养 至 对 数 期 时 制

样，用电镜观察并拍照 *
!# ’# $" 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［#’］，

其它生化指标采用 &TFLFU 细菌自动鉴定系统进行

鉴定 *
!# ’# %" 菌株的 #R$ /SIB 和特异性基因 -.$B& 序列

分析

菌株 #R$ /SIB 的 EJ% 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［#H］的

方法提取基因组 SIB* 采用细 菌 #R$ /SIB 通 用 引

物 ,5V 与 #’+,% 进 行 EJ% 扩 增 菌 株 的

#R$ /SIB［#R］，采用针对硫酸盐还原过程中的异化亚

硫酸 盐 还 原 酶 基 因（ =?WW?1?9267/X W89:;?6. /.=8>62W.
@.3.，-.$ 基 因 ）的 特 异 性 引 物 对 S$%#V （ HY<
BJ$JBJZUUBBUJBJU<"Y） 和 S$%’% （ HY<
UZUZBUJBUZZBJJUJB<"Y）对 菌 株 的 特 异 性 功 能

基因 -.$B& 进 行 EJ% 扩 增［#5］* EJ% 反 应 产 物 直 接

进行测序 *
序列 分 析：利 用 &LB$Z 将 所 测 得 的 序 列 与

U.3&230 [ \K&L [ SS&] 数据库中已登录的序列进行

同源 性 比 较，采 用 J98W629^ 进 行 比 对，通 过 邻 接

（I.?@;N78/ ]7?3?3@）法 构 建 系 统 发 育 树（ ED_L TE，

‘./W?73 "#H）［#)］*

!# ( ! 菌株的特性

!# (# !" 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

#H4 /·1?3 Q # 摇 床 培 养 的 方 式 调 节 溶 解 氧、调 节 培

养温度、初始 :D 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 /R44 值 * 测 量 菌 的 /R44 值

时不加硫酸亚铁铵，防止菌液变黑影响测量结果 *
!# (# $ ! 菌株耐受六价铬［J/（!）］和还原铬的功能

分别配 制 含 有 4G ’、4G )、#G 4、#G , 和 #G R 1179
铬［J/（!）］的 ,44 1L 培养基，接种量为 #P 培养 5
=，分别测量J/（!）和硫酸盐残留量 *
!# ) ! 检测方法

硫酸 盐、J/（!）、:D 值 采 用 国 家 标 准 方 法

测定［#+］*

R#)
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!" 结果与分析

!# $ # 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 " 株 具 有 很 强 硫 酸 盐 还 原 功 能，菌 株 命 名 为

%&!$ 该菌株做下述各项试验 $
!# ! # 菌株 %&! 的鉴定

!# !# $ # 形态特征

菌株 %&! 在置厌氧工作站中!’( 下培养 ! ) 菌

落形态为浅黄色，边缘整齐，凸状隆起，粘稠，大小为

" * + ,,$ 细 胞 为 革 兰 氏 染 色 阴 性，杆 状，大 小 为

（’- . * ’- /）!, 0（+- ’ * +- +）!,，周生鞭毛（ 如图

" 所示）$ 细胞无芽孢，不积累 123$
!# !# !" 生理生化特征

图 $" 菌株 %&’ 的电镜图

456$ "# 789:;<=> ,5:<=6<?@A =B %&!

# # 菌株 %&! 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 $
C( 不能 生 长，C.( 能 生 长 $ 35=8=6 细 菌 自 动 鉴 定 系

统进行 鉴 定 的 结 果 发 现，菌 株 %&! 能 发 酵 葡 萄 糖，

可利 用 柠 檬 酸、DE半 乳 糖、D，FE果 糖、"EDE葡 萄 糖、

糊精、D，FE丝氨酸、FE脯氨 酸、肌 苷、尿 苷、甘 油 等 多

种有机物做为碳源 $ 菌株 %&! 与 3GHFHI 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（ !"#$%&’(#)$ ’*’+%,’#"(-.）相 似 性 值 最 高，

为 ’- ./，而与其它柠檬酸杆菌相似性值较低 $
!# !# ’" 菌株的 "/% <&JK 序列分析

利用 3FK%L 将所测得的菌株 %&! 的 "/% <DJK
序列与 I9>3?>M 数据库序列进行同源性比较，结果

见图 +（ ?），菌株 %&! 与 !"#$%&’(#)$ ’*’+%,’#"(-. 相似

性最高为 N.O $
同时还利用 3FK%L 将所测得的菌株 %&! 的特

异性基因 /.$ 序列与 I9>3?>M 数据库序列进行同源

性比较，结果见图 +（ P），菌株 %&! 的硫酸盐还原功

能基因 /.$ 序 列 与 0).-+1%2"&$"% /).-+1-$"(’,. 相 似 性

最高为 NNO $
由 "/% <DJK 的序列比对可知，%&! 属于柠檬酸

杆菌属 $ 其中特异性基因与 0).-+1%2"&$"% /).-+1-$"(’,.
中的脱硫基因相似度可高达 NNO ，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 !" 以 $(% )*+, 和 !"# 基因为基础的菌株

%&’ 的系统进化分析

456$ +# 1AQ8=69>9;5: ?>?8QR5R =B R;<?5>R =B %&! P?R9)

=> "/% <DJK ?>) /.$ 69>9

!# ’ # 菌株 %&! 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 %&! 的特性 $
!# ’# $" 溶解氧对 %&! 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 %&! 还

原硫酸 盐 影 响 的 研 究，在 初 始 硫 酸 盐 含 量 为 +’
,,=8 的条件下培养 S )，结果 见 图 ! * .$ 硫 酸 盐 还

S"T
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图 !" 厌氧条件下菌株生长与硫酸盐去除率、#$ 随时间的变化情况

$%&’ "! ()*+,- *. /0" 123 456.1,7 )78*916 )1,7，:; 14 1 .52<,%*2 *. ,%87 %2 1217)*=%< <*23%,%*2

图 %" 微氧条件下菌株生长与硫酸盐去除率、#$ 随时间的变化情况

$%&’ >! ()*+,- *. /0" 123 456.1,7 )78*916 )1,7，:; 14 1 .52<,%*2 *. ,%87 %2 8%<)*?17)*=%< <*23%,%*2

图 &" 好氧条件下菌株生长情况

$%&’ @! ()*+,- *. /0" %2 17)*=%< <*23%,%*2

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

ABC ，而微氧条件 下 培 养 B 3 时 硫 酸 盐 还 原 率 达 到

@>C ，继 续 培 养 后 又 回 落 并 稳 定 至 BDC ’ 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，!EDD 达到 最 高 值 为 DF "E，微 氧 条 件

下培养 " 3 后 !EDD 达到最高值为 #F "，好氧条件下培

养 >B - !EDD 达 到 最 高 值 为 BF #’ 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 :; 值随培 养 时 间 的 变 化 ’ 在 厌 氧 情 况 下 培 养 G
3，:; 由 EF E 升高至 GF H；在微氧情况下培养 G 3，:;
由 EF E 升高至 HF H’ 在这 B 种情况下，随着菌株培养

时间的延长而 导 致 了 :; 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 I1 J 、/KB L
>

被还原 成 ;/ L 、/B L 和 ;B/ 等，同 时 释 放 出 I1 J ’ 使

得培养基中总的 I1 J 占优势呈现碱性 ’
’( !( ’" 温度对 /0" 菌株生长的影响

在不同温度（BD、"D、"G、>D 和>@ M ）下，用液体

培养基厌氧培养 GB -，取样测定培养液 !EDD 值 ’ 图 E
的结果表明菌株生长最佳温度为"GM ’
’( !( !" 培养基初始 :; 值对 /0" 菌株生长的影响

将菌株接种于不同 :; 值（>、@、E、G、H、A）的培

养基中厌氧培 养 GB -’ 初 始 :; 值 对 菌 株 生 长 的 影

H#H
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图 !" 温度对菌株生长的影响

#$%& ’( )**+,-. /* -+01+23-42+ /5 %2/6-7 /* 89!

响如图 : 所示 & 结果显示，菌株生长的合适 1; 值条

件为 ’ < =，在 1; 值 为 > 时，菌 株 的 生 长 受 严 重 抑

制，几乎不生长

#$ %$ &" 菌株的铬［?2（!）］耐受能力

分别配制?2（!）梯度浓度的培养基，接入菌液

在厌氧条件下培养 : @，结果见图 A& 在?2（!）-BC A
00/D 时，培养 : @ 后，培养基的?2（!）检测不到，而

硫酸 盐 的 还 原 率 则 随?2（!）含 量 的 增 加 而 有 所 降

低，由 A:C :E 降到 >:C FE & 从电子竞争方面分析，由

8GH I
> (8H I 需 要 A+，当 8GH I

> 还 原 率 从 A:C :E 降 到

( ( (

图 ’" 初始 () 值对菌株生长的影响

#$%& :( )**+,-. /* 1; J3D4+ /5 %2/6-7 /* 89!

>:C FE 时，8GH I
> 少 利 用 了 ’>C "’ 00/D 的 电 子 & 而

?2（!）(?2（"）时需要 !+，?2（!）由 BC > 00/D 增

加至 BC A 00/D 时只多耗 "C H 00/D 电 子 & 从 之 间 的

差距 可 以 看 出?2（!）不 仅 是 竞 争 电 子 还 对 硫 酸 盐

还原 有 抑 制 作 用 & 在 培 养 基 中 ?2（!）K "C B 00/D
时，培养 : @ 后，硫酸盐和?2（!）的含量依然均有所

降低，分别降 ""E 和 "’E ，同时可以看出?2（!）抑

制作用增大 & 当?2（!）的含量达到 "C H 00/D 时菌株

的硫酸盐还原作用被完全抑制，培养 : @ 后硫酸盐

和?2（!）的含量都没有降低 &

图 *" 不同+,（!）浓度下硫酸盐和+,（!）变化情况

#$%& A( L32$3-$/5 /* .4D*3-+ 35@ ?2（!）45@+2 @$**+2+5- ,/5,+5-23-$/5 /* ?2（!）

%" 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 >B 个

属［"!］& 但具硫酸盐还原能力的柠檬酸杆菌的报道极

为鲜 见 & M5%+D+.N?73 等［HB］发 现 一 些 !"#$%&’(#)$ .1&
在厌 氧 环 境 下 产 ;H 及 ?GH ，为 硫 酸 盐 还 原 细 菌

（89O）提供能量及碳源 & P+2$3NQ/5R3D+R 等［H"］曾分离

得到该 属 菌 株，声 称 该 菌 株 具 有 产 ;H8 的 能 力 & 但

都没有明确证明 !"#$%&’(#)$ .1& 有硫酸盐还原功能 &
近期 S$4 等［HH］分离到 " 株 !"#$%&’(#)$ .1& 菌株，并发

现该菌在厌氧条件下 能 还 原 硫 酸 盐，且 能 沉 淀 ?4&
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

="A
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较一致，好 氧 条 件 下 $%" 不 能 还 原 硫 酸 盐，微 氧 条

件下能还原部分硫酸盐 & 本研究在 $%" 菌株扩增到

了 硫 酸 盐 还 原 菌 的 特 异 性 基 因 & 特 异 性 基 因 与

!"#$%&’()*+)’ ,"#$%&$+)-./# 中的 脱 硫 基 因 相 似 度 高 达

’’( ，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 #)$ *+,- 的 序 列 比 对 可 知，$%" 与 0)1+’*.-1"+
.2.%’/.1)-$# 相似 性 最 高 仅 为 ’.( ，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 #//01 浓度的2*（!）& $%" 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 34 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 &

!" 结论

（#）从处理含高浓度硫酸盐的 5-$6 活性污泥

中分离到 # 株具有硫酸盐还 原 功 能 的 菌 株 $%"& 从

形态、生理生化特征和 #)$ *+,- 的分析，初步鉴定

为柠檬酸杆菌属（0)1+’*.-1"+ 73& ）的细菌；从 $%" 菌

株扩增到了硫酸盐还原菌的特异性基因 &
（8）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"9: ，合适

的 34 值 条 件 为 ) ; ’，可 耐 受 浓 度 为 #< = //01 的

2*（!），在2*（!）浓度为 =< > ; =< ? //01 范围内能

同时地 还 原 $@8 A
> 和2*（!）& 特 别 适 宜 用 于 处 理 含

2*（!）的高浓度硫酸盐废水 &
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