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脱氮除硫菌株的分离鉴定和功能确认

蔡 靖，郑 平"，胡宝兰，I8=J8. K8@,LLG
（浙江大学环境工程系 杭州 (&%%$;）

摘 要：从长期稳定运行的脱氮除硫反应器污泥中，分离获得两株具有脱氮除硫功能的芽孢杆菌。经形态观察、生

理试验和 &#M .)N0 序列比对，将两菌株归入芽孢杆菌属，菌株 2O 归类于 !"#$%%&’ (’)&*+,$-.&’，菌株 2M 则与 !"#$%%&’
/).$#)%%&%+’$%01&’ 和 !"#$%%&’ /"%+*&-"2’ 最为接近。以 O=L5LB 板检测，菌株 2O 的基质多样性不明显，菌株 2M 则可利用

O=L5LB 板中多种碳源。菌株 2O 和菌株 2M 都能以硝酸盐氧化硫化物，其中菌株 2O 对硝酸盐、硫化物的转化能力大

于 2M，菌株 2O 对硝酸盐的亲和力也大于菌株 2M。
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在发酵、化工、制药（农药和医药）等诸多行业，

所排放的废水不仅含有高浓度的有机污染物，而且

含有高浓度的硫酸盐和氨氮［&］。以发酵行业的味精

废水为例，其生产过程中产生的离交尾液 2P) 浓度

高达 (%%%% ’ "%%%%,B6Q，NR!
S :N 浓度高达 3%%% ’

"%%%,B6Q，MP!
$ H 浓度高达 /%%% ’ ;%%%,B6Q，全国每

年排放这类废水 &3%% 万吨以上［$］。受高浓度硫酸

盐和氨氮的影响，味精废水至今没有经济有效的工

程治理技术，大多数企业仍在超标排放或直接排放，

对环境的污染极为严重［(］。

厌氧生物处理技术因具有高负荷率、低能耗、低

运行成本、低污泥产量和可回收能源等优势，已成为

高浓度有机废水治理的主流工艺。但在厌氧生物处

理中，硫酸盐可被还原成硫化物，后者对金属、建筑

材料和艺术品具有强烈腐蚀作用。其中，硫化氢是

一种 大 气 污 染 物，如 果 空 气 中 硫 化 氢 含 量 超 过

%T&U，就会迅速引起人头痛、晕眩等症状，甚至造成

昏迷 和 死 亡。空 气 中 硫 化 氢 不 得 超 过 %T%&,B6
Q［! ’ #］。

除了硫污染外，氮磷所致的水体富营养化也十

分严重，我国湖泊“水华”及近海“赤潮”时有发生，且

有越演越烈之势［"］。废水脱氮已成为当前环境界关

注的焦点之一。近十多年来，经过各国研究者的努

力，生物脱氮理论和技术取得了重大突破，推出了一

大批新型生物脱氮技术。在这些生物脱氮技术中，

氨氮硝化是必不可少的重要环节。由于硝化工艺不

能彻底消除氮素的不良影响，通常需与反硝化工艺

联用，进行后续处理。若能把厌氧除碳、好氧硝化、

缺氧脱硫组合成一个工艺，以厌氧段产生硫化物作

为电子供体来还原硝化段产生的硝酸盐（简称为脱

氮除硫），则可实现以废制废，达到对氮硫两种污染

物的同时去除。

菌种是生物反应的根本，分离获得高活性的脱

氮除硫菌株，不仅有助于揭示脱氮除硫工艺机理，优

化脱氮除硫工艺性能，还可为脱氮除硫工艺提供生

产菌种，促进该工艺的工业化应用。本文拟从生物

脱氮除硫反应器中分离相关菌株，鉴定其分类地位

并确认其脱氮除硫功能。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种分离源：用于分离菌株的活性污泥样品

取自本实验室长期运行的脱氮除硫反应器，其部分

理 化 性 状 为：4M &!3T%(B6Q，VM #/T#/B6Q，VM64M
%T!"!。脱氮除硫反应器的运行工况为：采用添加硝

酸盐和硫化物的无机培养基作为模拟废水，容积硫

化物去除率 (T"(WB M$ H :M6（,(·G），容积硝酸盐去除

率 %T/%WB NP(
H :N6（,(·G），硫化物去除率 ;;T!$U，

硝酸盐去除率 ;;T""U。经过 $ 年多的稳定运行，由

于基质的选择作用，反应器活性污泥内以脱氮除硫



功能菌为优势菌群。

!"!"# 培养基：!液体选择性培养基［!］"固体选择

性培养基：每升含硝酸钾（"#$%）&’()* #$%
+ ,#，硫

化钠（#-./·01.$）%.()* /. + ,/，琼脂 .(*，其余同液

体选 择 性 培 养 基。 培 养 基 采 用 加 压 蒸 汽 灭 菌

（&((23-，%()45）。为避免高温高压条件造成硫化物

的减少，硫化钠在灭菌后加入。

!"# 分离培养方法

取反应器中的高活性污泥，采用系列平板稀释

涂抹及划线法分离目标菌株。培养过程置于厌氧培

养罐中，%(6恒温培养。根据菌落形态的一致性和

菌体细胞的一致性，判断菌株的纯化情况，选取生长

快、活性强的菌株进行分类鉴定和功能试验。

!"$ 菌株鉴定

!"$"! 细胞形态观察：磷钨酸负染后，用透射电镜

观察。

!"$"# 细胞结构特征：超薄切片后，用 789,&.((8:
透射电镜观察。

!"$"$ 细胞芽孢染色：孔雀绿染色后，用研究显微

镜观察［0］。

!"$"% 菌株的碳源利用情况：采用 ;4<=<* 细菌自动

鉴定仪进行试验。在 ;4<=<* 0> 孔平板上，除对照孔

外，将合适浓度的菌悬液接种于各微孔并培养 &>?
后，读数鉴定［&(］。

!"$"& 菌株 &>/ @ A#B 序列测定和系统发育树构

建：采用标准试剂盒提取被鉴菌株的基因组 A#B，

并以 细 菌 的 通 用 引 物 .CD（EF,BGBGHHHGBHIIHG
GIHIBG,%F）和 &E.%J（EF,GGHHBIIHHGHH BIGBIHH,
%F）进行 &>/ @A#B 的 3IJ 扩增。3IJ 扩增采用 E(#K
反应 体 系，反 应 条 件：0’6 E)45；0’6 &)45，E.6
&)45，C.6 .)45，%( 个循环；C.6 &()45。纯化 3IJ
产物，测序。测序委托上海英骏生物技术有限公司

进行。将测得的 &>/ @ A#B 序列后将结果输入 #I;L
GM5;-52 数 据 库（#-N4<5-= IM5NM@ D<@ ;4<NMO?5<=<*P
L5D<@)-N4<5，#I;L ），进 行 ;KB/H# 比 对。 利 用

A#B9B# 软件建立系统发育树，用 ;<<NQN@-R 分析评

估树的稳定性。

!"% 菌株功能确认

菌株功能试验在 >E)K 血清瓶中进行。离心收

集培养好的菌株，并制成菌悬液。每个试验瓶中加

入 .)K 菌悬液，总反应体积为 E()K，R1CS(。设定硝

酸盐浓度为 ’0)* #$%
+ ,#TK，硫化物浓度 .!()* /. + ,

/TK。培养前用无氧氮气置换瓶内空气，使其处于无

氧状态。整个试验置于 %(6恒温条件下进行，每隔

.’? 测定硝酸盐消失量与硫酸盐产生量，以此来判

断菌株的脱氮除硫能力。

!"& 分析方法［!!］

紫外分光光度法分析硝氮（#$%
+ ,#），铬酸钡分

光光度法分析硫酸盐硫（/$’
. + ,/）。

# 结果和分析

#"! 分离菌株及其形态特征

经过反复分离、培养和纯化，获得数个菌株，从

中筛选两个生长较快的菌株（I; 和 I/）作进一步的

研究。在 %(6恒温培养 %U 后，在培养基上出现菌

落。菌株 I; 革兰氏染色阴性；菌体细胞呈杆状，两

端钝圆，大小为（(SE V (SCE）#) W（&SE V &S!）#)；具

端生鞭毛（图 &,B）；有芽孢，呈卵圆形，端生，胞囊稍

膨大。从细胞结构特征看，细胞壁表面光滑，外有类

似荚膜包裹，有锯齿状突起（图 &,;）。在选择性培

养基上，该菌落为白色，呈圆形，大小 (SE V &))、表

面光滑，易挑起。

图 ! 菌株 ’( 透射电镜照片

X4*Y & H89 R?<N<Q <D QN@-45 I;Y B：9<@R?<=<*4O-= O?-@-ONM@（ W

>((((）；;：/N@ZONZ@M O?-@-ONM@（ W &(((((）Y

菌株 I/ 革兰氏染色阴性，菌体细胞呈杆状，两

端钝圆，大小为（(SE V (SCE）#) W（. V .SE）#)（图 .,
B）；无鞭毛；有芽孢，呈卵圆形，亚端生，胞囊稍膨大

（图 .,;）。在选择性培养基上，该菌落为白色，呈圆

形，大小 (S& V (S.))、表面光滑，易挑起。

图 # 菌株 ’) 透射电镜照片

X4*Y . H89 R?<N<Q <D QN@-45 I/Y B：9<@R?<=<*4O-= O?-@-ONM@（ W

’((((）；;：/N@ZONZ@M O?-@-ONM@（ W E((((）Y

!.(& IBL 745* !" #$ Y T%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（.((C）’C（>）



!"! 菌株碳源利用情况

将菌株 !" 和菌株 !# 分别接种到 $% 种碳源的

"&’(’) *+ 板微孔中，培养 ,-. 后，测定菌株碳源利用

情况，结果表明，菌株 !" 除了不能利用吐温/01、吐

温/21、衣 康 酸 和 葵 二 酸 作 为 碳 源 以 外，可 以 利 用

"&’(’) 板中其他碳源，但是利用能力不显著。菌株

!# 能够利用糊酸、阿拉伯糖、3/岩藻糖、4/半乳糖、!/
4/葡萄糖、3/鼠李糖、4/半乳糖醛酸、葡萄醛酸、!/酮
丁酸、!/酮戊二酸、!/戊酮酸、琥珀酰胺酸和葡萄糖

醛酰胺作为碳源，但不能利用吐温/21 和尿刊酸作为

碳源，对 "&’(’) 板中其他碳源的利用能力也不显著。

!"# 菌株 $%& ’()* 序列及其系统发育分析

通过 5!6 扩增，所得的菌株 !" 和菌株 !# 的

,-# 74+8 产物均为 ,092:;。菌株 !" 和 !# 在 *<=<
">=? 数 据 库 中 的 登 录 号 分 别 为 @A%0921- 和

@A%0921B。

将两个菌株的 ,-# 74+8 序列输入 *<=< ">=? 数

据库中，进行 "38#C+ 比对。结果显示，菌株 !" 和

菌株 !# 都与芽孢杆菌属的细菌具有较高的同源

性， 其 中 与 !"#$%%&’ (’)&*+,$-.&’、 !"#$%%&’
/).$#)%%&%+’$%01$#&’、!"#$%%&’ /"%+*&-"2’、!"#$%%&’ "3$4"$、
!"#$%%&’ 5"3+)2’$’ 的同源性高达 $2D。菌株 !" 和菌

株 !# 与这些菌株之间的系统发育树如图 E 所示。

由系 统 发 育 树 可 以 看 出，菌 株 !" 与 !"#$%%&’
(’)&*+,$-.&’ FA0 最 为 接 近，菌 株 !# 则 与 !"#$%%&’
/).$#)%%&%+’$%01&’、!"#$%%&’ /"%+*&-"2’ 最为接近。

图 # 菌株 +,、+& 与不同菌株之间的系统发育树

A&)GE 5.H(’)<=<I&J I7<< :>K<L ’= I.< ,-# 74+8 K<MN<=J<K ’O KI7>&= !"，!# >=L K<MN<=J<K ’O P>(&L(H L<KJ7&:<L :>JI<7&> >KK’J&>I<LG

+NQ:<7K &= ;>7<=I.<K<K 7<;7<K<=I I.< K<MN<=J<K’>JJ<KK&’= =NQ:<7 &= *<=">=?G C.< =NQ:<7 >I <>J. :7>=J. ;’&=IK

&K I.< ;<7J<=I>)< KN;;’7I<L :H :’’IKI7>;G ">7，%D K<MN<=J< L&P<7)<=J<G

!"- 菌株的脱氮除硫活性

将菌株 !" 和菌株 !# 分别接种到含有硝酸盐

和硫化物的液体选择性培养基中，在 90.、02.、B9.
和 $-.，测定硝酸盐消失量与硫酸盐产生量，结果如

图 0 所示。经过 $-. 培养，菌株 !" 对硝酸盐的转化

率高 达 $$R2D，菌 株 !# 对 硝 酸 盐 的 转 化 率 为

B,R2D。分别对菌株 !" 和菌株 !# 的硝酸盐转化量

与时间之间的曲线进行拟合，得到

"+!" S 0$RB- T 1R02I 69 S 1R$--B （,）

"+!# S 02R$$ T 1RE1I 69 S 1R$$01 （9）

式（,）和式（9）中的斜率即为菌株对硝酸盐的转

化速率，菌株 !" 和菌株 !# 的硝酸盐转化速率分别

为 1R02Q) +FE
T /+ U（3·.）、1RE1Q) +FE

T /+U（3·.）。

菌株 !" 的硝酸盐转化速率约为菌株 !# 硝酸盐转

化速率的 ,R- 倍。

分别对菌株 !" 和菌株 !# 的硫酸盐产生量与

时间之间的曲线进行拟合，得到

"#!" S T 1R-1 V 1R-,I 69 S 1R$0%9 （E）

"#!# S T 1REB V 1REBI 69 S 1R$$B1 （0）

图 - 菌株 +,（*）、+&（,）转化硝酸盐与产生硫酸盐的情况

A&)G0 +&I7>I</7<LNJI&’= >=L KN(O>I</;7’LNJI&’= :H KI7>&= !"（8）>=L

KI7>&= !#（"）G
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式（!）和式（"）中的斜率即为菌株对硫酸盐的产

生速率，菌株 #$ 和菌株 #% 的硫酸盐产生速率分别

为 &’()*+ %,"
- . /%0（1·2），&’!3*+ %,"

- . /%0（1·2）。

菌株 #$ 的硫酸盐产生速率也约为菌株 #% 硫酸盐

产生速率的 )’( 倍，这表明菌株 #$ 对硝酸盐和硫化

物的转化能力都大于菌株 #%。菌株 #$ 和菌株 #%
对硫化物的亲和力较高，经过 4(2 转化，硫化物浓度

均低于 )*+ %01。

! 讨论

!"# 菌株 $% 和菌株 $& 的归属

从菌株 #$ 和菌株 #% 的透射电镜照片以及芽

孢染色照片看，两菌株都能产生芽孢，可归入产芽孢

细菌。菌株 #$ 和菌株 #% 的细胞形态呈杆状，能在

兼性厌氧环境中生长，按照《常见细菌系统鉴定手

册》［)-］中产芽孢细菌检索表，可归入双芽孢杆菌属、

盐芽孢杆菌属、硫氨素芽孢杆菌属、脂环酸芽孢杆菌

属、类芽孢杆菌属、短芽孢杆菌属、硫芽孢杆菌属或

芽孢杆菌属。根据 )(% 5678 序列的 $18%97 比对

结果，可进一步将菌株 #$ 和菌株 #% 归入芽孢杆菌

属。从菌株 #$ 和菌株 #% 与芽孢杆菌属菌株之间

的系 统 发 育 树 看，菌 株 #$ 与 !"#$%%&’ (’)&*+,$-.&’
,:" 最为接近，菌株 #% 与 !"#$%%&’ /).$#)%%&%+’$%01&’、
!"#$%%&’ /"%+*&-"2’ 最为接近。

!"’ 菌株 $% 和菌株 $& 的特性

根据《伯杰氏细菌鉴定手册》［)!］，芽孢杆菌属菌

株的特性为：严格好氧或兼性厌氧；有机化能营养，

利用多种底物进行严格呼吸代谢，严格发酵代谢或

兼有呼吸和发酵代谢。没有提及其化能自养性。菌

株 #$ 和菌株 #% 从长期运行的脱氮除硫反应器污

泥中分离获得，所用的分离培养基是无机盐培养基，

以碳酸盐作为碳源，以硫化物为能源，以硝酸盐作为

氮源和电子受体。因此对芽孢杆菌属细菌而言，其

化能自养性是一个新的发现，值得深入研究。

据文献报道［); < )=］，许多微生物都可以氧化硫化

物，如 3/$+4"#$%%&’，5"21/+.+2"’ 和 6’)&*+.+2"’ 等，

其中以脱氮硫杆菌较为广泛。而对芽孢杆菌属细菌

氧化硫化物的能力研究不多。因此对芽孢杆菌属细

菌而言，其氧化硫化物能力是一个新的发现，值得进

一步探索。

!"! 菌株 $& 的基质多样性

一般情况下，芽孢杆菌广泛分布于自然界中，对

不良环境具有极强的适应能力，因此普遍用于研究

和生产中［)4，-&］。但从 $>?@?+ 板检测结果来看，菌株

#$的基质多样性不明显，菌株 #% 则可利用 $>?@?+
板中的多种碳源，如葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖等常

见碳源。这可能是因为在经长期自养型驯化后，菌

株对有机物质有些适应不良，但是还是能利用一些

常见碳源。

一般来说，化能自养型微生物的生长速度往往

低于化能异养微生物。利用菌株 #% 的基质多样

性，可通过提供有机碳源来促进菌种生长，加速生物

反应器的启动并保持运行效能的稳定。

( 结论

（)）从长期运行的脱氮除硫反应器污泥中，分离

获得了两个菌株（菌株 #$ 和菌株 #%），经形态学观

察和 )(% 5678 序列比对，将其归入芽孢杆菌属，菌

株 #$ 与 !"#$%%&’ (’)&*+,$-.&’ ,:" 最为接近，菌株 #%
与 !"#$%%&’ /).$#)%%&%+’$%01&’、!"#$%%&’ /"%+*&-"2’ 最为

接近。

（-）试验证明，菌株 #$ 和菌株 #% 都具有脱氮

除硫功能。菌株 #$ 对硝酸盐、硫化物的转化能力

大于菌株 #%，菌株 #$ 对硝酸盐的亲和力也大于菌

株 #%。

（!）经 $>?@?+ 板检测，菌株 #$ 的基质多样性不

明显，菌株 #% 则可利用 $>?@?+ 板中多种碳源。其

中，葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖等都是常见碳源，利用

基质多样性可望促进这类自养型细菌的生长。
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