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摘   要：【目的】海水养殖生境中的硫化物(H2S)严重损害养殖生物健康，控制该条件下硫酸盐还

原菌(sulfate-reducing bacteria，SRB)的代谢活性是有效抑制 H2S 产生的重要途径。【方法】本研究

利用稀释涂布-叠皿夹法对海水养殖生境底泥中 SRB 进行富集筛选，获得 SRB 菌株，通过投加

硝酸盐对菌株产 H2S 的活性进行抑制。【结果】获得的 2 株 SRB Desulfovibrio sp. NY-1 和

Clostridium sp. NH-1，能够在 35 °C、pH 为 7.0 及盐度为 20–30 mg/L 条件下，分别积累高达 435

和 150 mg/L H2S。硝酸盐不能有效抑制 NY-1 产 H2S 的活性，基因调控作用以及缺乏将硝酸盐作

为电子受体的酶体系是其不能被抑制的主要原因。硝酸盐对 NH-1 H2S 产生活性有可逆性抑制，

其具有硝酸盐异化还原成铵(dissimilatory nitrate reduction to ammonium，DNRA)的能力，优先利

用硝酸盐作为电子受体。DNRA 作用下的中间代谢产物亚硝酸盐是有效抑制菌株 NH-1 产 H2S 活

性的主要原因，其抑制机理主要为抑制菌株的生长繁殖。【结论】硝酸盐对不同 SRB 菌株具有不

同的抑制机制和效果，在进行硫化物污染控制前需要对产生硫化物的 SRB 菌群进行分析判别。 

关键词：硫酸盐还原菌；Desulfovibrio 属；Clostridium 属；硝酸盐；海水养殖  
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Abstract: [Objective] Sulphide (H2S) in mariculture seriously damages the health of cultured 
organisms. Controlling the metabolic activity of sulfate-reducing bacteria (SRB) in mariculture is an 
effective way to inhibit H2S production. [Methods] In this study, SRB strains were enriched and 
isolated from the mariculture sediments via dilution coating-repeat dish sandwish cultivation method. 
The H2S activity was inhibited by adding nitrate. [Results] Two SRB strains Desulfovibrio sp. NY-1 
and Clostridium sp. NH-1 were isolated, which respectively accumulated up to 435 and 150 mg/L H2S 
at 35 °C, pH 7.0, and salinity of 20–30 mg/L. The H2S activity of NY-1 was not effectively inhibited by 
nitrate, which was related to the gene regulation and the lack of the enzyme system using nitrate as the 
electron acceptor. Nitrate reversibly inhibited the H2S activity of NH-1 which had the ability of 
dissimilatory nitrate reduction to ammonium (DNRA) and preferentially used nitrate as the electron 
acceptor. Nitrite, the intermediate metabolite of DNRA, was the main factor for inhibiting the H2S 
production activity of NH-1 since it can inhibit the growth and reproduction of the strain. [Conclusion] 
The inhibition mechanisms and effects of nitrate vary among different SRB strains. Before controlling 
sulfide pollution, we need to analyze and distinguish the sulfide-producing bacteria. 

Keywords: sulfate-reducing bacteria; Desulfovibrio; Clostridium; nitrate; mariculture 
 

硫酸盐还原菌(sulfate reducing bacterium，

SRB)是能够利用硫酸盐为电子受体进行代谢

产生硫化物的多种微生物类群的统称，dsrB 基

因(编码亚硫酸还原酶 β 亚基)是硫酸盐还原菌

共有的基因[1]。16S rRNA 基因比对分析结果显

示，该类群分属于 Deltaproteobacteria、Clostridia
和 Thermodesulfobacteria 等 7 个进化分支，5 个

进化支为细菌域，2 个进化支为古菌域 [2]。在

油藏和沉积物等多种厌/缺氧环境下，SRB 在

硫元素的生物地球化学循环中发挥着不可替代

作用[3]。有研究表明，SRB 是海洋中硫化物的

主要来源，绝大多数硫化物源于 SRB 对硫酸盐

的还原代谢作用，仅有不到 3%的硫化物来源于

有机硫的矿化作用[4]。在海水养殖生境中，SRB
能够在一定条件下产生大量的硫化物并向水体

扩散，使之成为海水养殖生态系统中危害程度仅

次于氨氮的污染物质。通过对我国胶州湾东北、

西北部部分站位表层沉积物中溶解性硫化物进

行检测，其浓度最高可达 740 mg/kg[5]。Reese
等[6]对美国加州索尔顿咸水湖沉积物孔隙水中的

硫化物进行检测，其浓度达到了 179 mg/L。在产

生的硫化物中，有 99%的溶解性硫化物(包含

H2S、HS–和 S2–)将不断向周围介质扩散迁移，

破坏生物肠道微生物结构或直接对养殖生物产

生毒性效应，导致大量鱼类死亡 [7]。据报道，

日本对虾幼体在不同发育期可忍受的 H2S 浓度
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小于 0.07 mg/L[7]。如硫化物浓度超过 100 mg/kg
这一限度甚至更高时，文蛤死亡率将高达

50%–80%[8]。鲑鱼在硫化物浓度为 7.8 μmol/L
的环境条件下培养 10 周后，其肝损伤情况已经

较为严重，当培养 18 周左右时，直接造成鲑鱼

的大量死亡[9]。我国规定，养殖沉积物中硫化物

的浓度应该低于 300 mg/kg (GB18668—2002)，
而养殖水体中硫化氢的浓度应该小于 0.2 mg/L 
(GB11607—1989)。然而，大部分养殖环境条件

中硫化物的含量已经远远超过这一标准，这对

于海水养殖长远发展而言非常不利。因此，为

了有效防止海水养殖生境进一步恶化，须采取

有效措施控制生境中的硫化物产生。 
在海水养殖系统中，硝酸盐氮相较于亚硝

酸盐氮和硫化物等其他污染物质毒性较小[10]。

用于饲养海水鱼的海水硝酸盐标准应为硝酸 
盐<50 mg/L[11]。研究表明，当硝酸盐浓度积累

至 75 mg/L 以上时会影响养殖动物的生长[12]。

研究证实，NO3
–可以促进异养反硝化菌的活性，

大大提高其与 SRB 竞争电子供体(碳源)的能

力，同时提高系统的氧化还原电位，进而可以实

现抑制 SRB 产 H2S 活性的目的[13]。随着硝酸盐

浓度的增加，其对 SRB 的抑制效果愈发明显[14]。

可见，NO3
–抑制 SRB活性具有很好的理论基础。

海水养殖生境中，投加的饲料以及生物代谢粪

便等导致氮元素的大量富集[15]。受海水养殖业发

展影响，我国每年产生的总氮含量为 2.94×105 t，
其中人工饲养的生物(如鱼类、甲壳类动物)排放

的总氮占 3.9×104 t[16]。与 20 世纪 60 年代相比，

我国莱州湾地区无机氮污染浓度增加近 40 倍[17]。

可见，在海水养殖环境中，NO3
–普遍存在且浓

度较高。然而，如何充分利用海水中的硝酸盐

抑制 SRB 活性，以及硝酸盐对不同种属 SRB
菌株是否均存在很强的抑制效果仍需要进一步

证实。 

因此，本文以某海水养殖场底泥为对象，

富集筛选 SRB 菌株，探究菌株生理特性及产

H2S 活性差异。通过投加不同浓度的硝酸盐对

菌株进行产 H2S 的活性抑制，研究硝酸盐对不

同菌株的抑制作用规律，为海水养殖生境中硫

化物的控制提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  硫酸盐还原菌的筛选 

取青岛某海水养殖场沉积物为对象，进行

硫酸盐还原菌群的富集。富集及菌株分离应用

以乳酸钠为碳源的 Starkey 培养基，其成分如下

(g/L)：K2HPO4 0.5；NH4Cl 1.0；Na2SO4 0.5；
65%乳酸钠 5.0；CaCl2 0.076；MgSO4·7H2O 2.0；
(NH4)2Fe(SO4)2·7H2O 0.5；抗败血酸 0.1；酵母

粉 1.0，调节培养基 pH 为 7.0–8.0，添加 30 g/L
的 NaCl 以模拟海水盐度。其中，还原剂

(NH4)2Fe(SO4)2·7H2O 和抗败血酸分别采用孔径

为 0.22 μm 滤膜过滤除菌。将配制好的液体培

养基分装至密闭的血清瓶中，每瓶血清瓶中装

50 mL 培养基，通入高纯 N2 3 min，随后进行

121 °C 高压蒸汽灭菌 20 min。待培养基冷却至

室温，按比例加入灭菌的还原剂。 
在厌氧条件下，每瓶培养基中装入 50 g 沉

积物，然后将血清瓶置于 35 °C 恒温培养箱(珠
江 LRH-300-G)中避光静置培养。待上层液体培

养基变黑且有臭鸡蛋气味时，用无菌注射器按

照体积比 1%接种富集后的上层菌液于新鲜液

体培养基中，放置于 35 °C 恒温培养箱中避光

静置培养。如此重复 3 次，得到富集的 SRB
菌群。 

采用无菌注射器吸取 5 mL SRB 富集产物

至 95 mL Starkey 液体培养基中，然后将血清瓶

置于 35 °C 恒温培养箱中避光静置培养。待上

层液体培养基变黑且有臭鸡蛋气味时，在厌氧
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条件下，取 200 µL 菌液采用稀释涂布-叠皿夹

法进行纯菌株的筛选。将涂布后的平板倒置，

于 35 °C 条件下静置培养。待琼脂平板表面生长

出肉眼可见且特征明显的黑色单菌落后，用无

菌手术刀切下单菌落，不碰触其余菌落，接种

到新的液体培养基中，置于 35 °C 恒温培养箱

中避光静置培养。重复 3 次，得到 SRB 纯菌株。 

1.2  菌株鉴定 
通过扫描电镜(SEM) (蔡司 Gemini300)观

察 SRB 纯菌株细胞形态，样品的制备及电镜扫

描方法参考文献[18]。革兰氏染色和芽孢染色后

在光学显微镜下观察。 

将纯化后的菌株在液体培养基中培养至对

数期后进行 PCR 扩增(Bioer TC-96/G/H(b))。扩

增引物为细菌 16S rRNA 基因通用引物，上游

引物(27F)：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，

下游引物(1492R)：5′-CTACGGCTACCTTGTTA 

CGA-3′，各 2 µL，菌液 2 µL，2×Hieff PCR Master 

Mix 25 µL，灭菌超纯水 19 µL。扩增程序为：

94 °C 5 min 预变性；94 °C 30 s 变性，55 °C 30 s

退火，72 °C 30 s 延伸，重复 35 个循环；72 °C 

10 min 终延伸。 

16S rRNA 基因序列分析：琼脂糖凝胶电泳

检测 PCR 产物，通过凝胶成像系统检测到条带

相互独立、片段大小在正确范围后，送至派森

诺生物科技有限公司采用相关引物测序。测序

结果拼接后，到 NCBI 数据库中进行 BLAST

比对，以确定菌株的种属信息。根据细菌种

属信息，下载该属标准菌株的 16S rRNA 基因

序列，并利用 Mega 4.0 软件利用邻位加入法

(neighbor-joining)进行进化树分析，确定菌株的

分类位置，bootstrap 的值设置为 1 000。 

1.3  菌株生长特性研究 
取对数期纯菌液，用无菌注射器接种于新

鲜 Starkey 液体培养基中。考察菌株在不同环境

条件下的生长特性，控制单一变量，分别设置

不同温度(25、35、45、55 °C)、初始 pH 值(6.0、

7.0、8.0、9.0)、盐度(20、30、40、50 g/L)及接

种量(0.5%、1.5%、2.5%、3.5%)，定期取样检

测菌液浓度(OD600)。 

1.4  硝酸盐抑制实验 
制备新鲜液体培养基，加入硝酸钠，使NO3

‒

的浓度分别为 1、3、5、7 mmol/L。取对数期

SRB 菌液 4 000×g 离心 20 min，弃去上清，加

入等体积的新鲜液体培养基，重悬菌体。按照

体积比 0.5%将菌液加入到含硝酸钠的新鲜培养

基中，置于 35 °C 条件下避光静置培养，定期

取样测定菌液浓度(OD600)及 H2S、SO4
2–、NO3

–、

NO2
–和 NH4

+浓度。设未加硝酸盐对照组，每个

处理设置 3 个重复。取 NO3
–投加量为 3 mmol/L

抑制组，分别在第 1 天及第 5 天进行 DNA 的提

取，测定 dsrB 基因的丰度及其表达量。 

1.5  化学分析 
采用分光光度法测定 OD600 的浓度。样品

中 H2S 浓度的测定依照亚甲基蓝分光光度法完

成[19]。准确吸取 9 mL 吸收液及 1 mL 待测样品

于 50 mL 比色管中，盖盖摇匀，加入 1 mL 对

氨基二甲基苯胺使用液和 1–2 滴 FeCl3 溶液、

1–2 滴(NH4)2HPO4 溶液(以排除 Fe2+影响)，盖盖

摇匀，避光静置 20–30 min。以相同处理的蒸馏

水作为空白对照，在 665 nm 处测定吸光度，最

后依据标准曲线计算样品中的 S2–浓度。NO3
–、

NO2
–和 NH4

+的测定参考文献[20]的方法。NH4
+-N

采用纳氏试剂分光光度法，NO2
–-N 采用 N-(1-萘

基)-乙二胺分光光度法，NO3
–-N 采用紫外分光

光度法。使用离子色谱 (ICS-2100) (Dionex 

Sunnyvale CA)测定 SO4
2–的浓度。pH 的测定使

用精密 pH 计(上海雷磁 E-201-C)。 
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1.6  dsrB基因的表达分析 
采用 DNA 提取试剂盒(Mobio)提取硝酸盐

抑制前、后的 SRB 菌液样品 DNA。采用 Uniq-10 
total RNA 提取试剂盒(Sangon Biotech)提取细菌

总 RNA。使用反转录试剂盒(TaKaRa RR036A)
合成 cDNA，以 cDNA 为模板，进行 RT-PCR
扩增。 

应用 qPCR 技术对样品中的 dsrB 基因丰

度及表达量进行表征，扩增体系为：引物

DSR-p2060F (5′-CAACATCGTYCAYACCCAG 
GG-3′)和 DSR-4R (5′-GTGTAGCAGTTACCGC 

A-3′)[21–22]各 1 µL，DNA 模板 2 µL，TB Green 

12.5 µL，灭菌后超纯水 8.5 µL。扩增程序为两步

法 PCR 扩增标准程序：95 °C 30 s；95 °C 5 s，

60 °C 30 s，重复 40 个循环。以克隆有 dsrB 基

因片段的质粒作为标准品，进行荧光定量 PCR

反应(BIO-RAD CFX96)，绘制 dsrB 基因定量标

准曲线。对 cDNA 样品进行定量 PCR 检测，反

应体系和程序均与建立标准曲线过程中使用的

反应体系和程序一致。 

2  结果与讨论 
2.1  SRB 菌株的分离与鉴定 

SRB 富集菌液经稀释涂布-叠皿夹分离培

养后，共得到 15 株纯菌株。所有单菌落形状相

似，均为球状，嵌于培养基内。SRB 代谢 SO4
2–

生成 H2S，培养基中所含的 Fe2+与 H2S 结合产

生 FeS 沉淀，使得菌落呈现黑色。 
通过对 15株纯菌株进行 16S rRNA 基因序列

分析，测序结果在 NCBI 数据库中进行 BLAST
比对。15 株纯菌株中有 13 株与 Desulfovibrio 

salexigens DSM 2638 相似度大于 99%，可以认

为是同种菌株，命名为 Desulfovibrio sp. NY-1，
其 16S rRNA 基因序列提交 NMDC 获得正式

编号 NMDCN0000R24，革兰氏反应为阴性，

无芽孢；2 株菌株与 Clostridium sp. R1 相似

度大于 99%，可以认为是同种菌株，命名为

Clostridium sp. NH-1，其 16S rRNA 基因序列

提交 NMDC 获得正式编号 NMDCN0000R25，
革兰氏反应为阳性。菌株 NY-1 及 NH-1 的系

统发育树如图 1 所示。根据扫描电镜(图 2)观
察显示，2 株 SRB 纯菌株细胞形态差异性较

大，NY-1 呈弧状，而 NH-1 呈短杆状，表面

相对粗糙。 

2.2  菌株生长特性 
菌株 NY-1 及 NH-1 在不同温度下的生长活

性差异显著。如图 3A、3E 所示，当 T 为 45 和

55 °C 时，2 株菌均未出现明显生长，表明高温

不利于其生长。有研究表明，37 °C 是 SRB 最

适宜生长的温度[23]。与此结果相似，本研究中

35 °C 是最利于菌株生长的温度，结合图 3A 和

3E，在此条件下，菌株 NY-1 数量在 16 h 左右

达最大值，而菌株 NH-1 在 40 h 左右达丰度最

大值，并且两株菌的丰度最大值差异明显，菌

株 NY-1 明显多于 NH-1。 

pH 是影响微生物生长的重要因子，绝大多

数细菌适宜在中性偏碱环境下生长[24]。考虑到

实际海水养殖环境，梯度设置 pH 值为 6.0、7.0、
8.0 和 9.0。菌株 NY-1 适宜生长的 pH 范围较广，

当 pH 值为 6.0–8.0 时，16 h 左右 OD600 即可达

到最大值。当 pH 为 9 时，菌株迟缓期较久，

在 25 h 后出现了明显的增长，40 h 时瓶内菌

液已经变黑，并含有臭鸡蛋气味。菌株 NY-1
最适宜的 pH 值为 7.0，OD600 最值可达 1.652。
菌株 NH-1 适应的 pH 范围相对较窄，当 pH 值

为 6.0 和 9.0 时，50 h 内未出现明显增长，菌液

较为澄清，无明显气味。当 pH 值为 7.0 和 8.0
时，OD600 在 40 h 左右达最大值 1.140。 
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图 1  基于 16S rRNA 基因的菌株 NY-1 (A)及 NH-1 (B)系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic trees of strains NY-1 (A) and NH-1 (B) based on 16S rRNA gene. The tree rooted 
was constructed by neighbor-joining method with bootstrap values calculated from 1 000 resampling. The 
numbers at each node indicate the percentage of bootstrap supporting. The numbers in the brackets after each 
bacterial name are 16S rRNA gene sequence accession numbers in GenBank. Bar, 1% sequence divergence. 
 

 
 
图 2  菌株 NY-1 (A)及 NH-1 (B)的扫描电镜图 
Figure 2  SEM images of strains NY-1 and NH-1. A: NY-1; B: NH-1. 
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图 3  温度、pH、接种量及盐度对菌株 NY-1 (A‒D)和 NH-1 (E‒H)生长活性的影响 
Figure 3  Effects of temperature, pH, inoculation ratio and salinity on the growth activities of strains NY-1 
(A‒D) and NH-1 (E‒H). A, E: temperature; B, F: pH; C, G: inoculation ratio; D, H: salinity. Data are shown 
as the mean of three replicates. 
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相较于温度和 pH，菌株生长活性受接种量

及盐度影响相对较小。根据图 3C、3D、3G、

3H，在不同接种量及盐度范围下，2 株菌均有

一定的生长。当接种量为 0.5%时，其生长曲线

与 3.5%相似；当盐度值在 20 和 30 mg/L 时，

其生长曲线也呈现相似规律。 
菌株 NY-1 与 NH-1 的最佳生长条件相似，

即 T 为 35 °C、pH 为 7.0–8.0、接种量为 0.5%、

盐度为 20–30 mg/L。然而，2 株菌株在相同生

长条件下的生长差异较为明显。菌株 NY-1 增殖

速率较快，在 16 h 左右 OD600 即可达到最大值，

而菌株 NH-1 在 40 h 左右数量才达峰值，且 2 株

菌 OD600 最大值相差 0.4 左右。 
考虑到海水养殖生境，确定最终培养条件：

T 为 35 °C、pH 为 8.0、接种量为 0.5%、盐度为

30 mg/L。在此最优生长条件培养下，2 株菌产

H2S 的活性也出现显著差异。如图 4 所示，菌

株 NY-1 产 H2S 活性更强，在 16 h 左右开始，

H2S 产量快速增加，在 40 h 时，培养基中 H2S
积累浓度可达 435 mg/L。菌株 NH-1 产 H2S 活

性相对较弱，在相同时间内，培养基中 H2S 积

累浓度仅为 150 mg/L 左右。陈亚文等[25]曾在水

口水库淡水及象山港海水水体富集样品中检测

出 SRB，且 Desulfovibrio 属相对丰度占比较高。

杨春璐等[18]在渤海湾某高温油田采出水中分离

筛选出 1 株耐高温、耐盐的 SRB 菌株，经鉴定

为 Desulfovibrio 属，在最佳生长条件下，其可

利用硫酸盐为电子受体产生 150 mg/L 的 H2S。
有研究曾在黑臭河道水体中检测出 Clostridium
属，浓度约 20 000 cell/mL 以上，占比 64.09%，

为黑臭核心微生物种[26]。付坤等[27]从煤化工废

水中分离出 Clostridium 属菌株，当 SO4
2–浓度为

1 360 mg/L 时，其能将 95%的 SO4
2–转化为硫化

物。由于菌株筛选来源不同，本研究中所筛选

的 Desulfovibrio 属纯菌株 NY-1 代谢产 H2S 更 

 
 
图 4  菌株 NY-1 和 NH-1 产 H2S 活性 
Figure 4  H2S production activity of strains NY-1 
and NH-1. Data are shown as the mean of three 
replicates, with the error bars representing 
±standard error. 
 
强，而 Clostridium 属菌株 NH-1 产 H2S 活性相

对较弱。 

2.3  硝酸盐对菌株产 H2S 活性的影响 
设置 NO3

–的投加浓度为 1、3、5、7 mmol/L，

探讨不同浓度的 NO3
–对不同菌株产 H2S 活性的

抑制作用。结果表明，不同菌株对硝酸钠的耐

受性呈显著差异。如图 5A、5D 所示，当硝酸

盐与硫酸盐同时存在时，菌株 NY-1 只利用硫酸

盐进行生理代谢活动，并产生一定浓度的 H2S，
培养基中硝酸盐含量不变。与空白对照组相比，

投加硝酸盐抑制后生长曲线及代谢 SO4
2–产 H2S

趋势也无明显变化。可见，菌株 NY-1 能在富含

硝酸盐环境下生存，其生理代谢活性不受硝酸

盐抑制。有研究曾利用硝酸盐对 Desulfovibrio
属纯菌株进行抑制，结果显示硝酸盐对菌株产

H2S 活性无明显抑制效果[18]，这一结论与本研

究结果一致。Haveman 等[28]曾利用普通脱硫弧

菌(Desulfovibrio vulgsris)进行研究，结果证实其

缺乏将硝酸盐作为电子受体或者氮源的酶体

系，因此不能利用硝酸盐。在此基础上，吴波[29]
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进一步研究证实，该菌株对硝酸盐存在较强的适

应机制，这一适应机制受多方面的调控机制组

成，其中发挥主要作用的是趋化蛋白基因 cheB
以及与其互作的基因(DVU3022、DVU1862 以及

DVU2394‒DVU2396 基因簇)、硝酸盐适应基因

簇(DVU0251‒0245)和应对亚硝酸应激的 Crp 全

局转录因子(DVU2547) HcpR 以及其调控的基

因。因此，基因调控作用以及自身缺乏将硝酸

盐作为电子受体的酶体系是导致硝酸盐无法有

效抑制 Desulfovibrio 属菌株产 H2S 活性的重要

因素。在海水养殖生境中，针对 Desulfovibrio
属，可利用铁盐控制硫化物的产生及扩散[30]。

张玲等[31]通过以污水处理厂初沉污泥和生物污

泥为研究对象，投加 FeCl3 来抑制硫酸盐还原菌

的活性，结果表明当 FeCl3 的投加量为 150 mg/L
时，硫酸盐还原菌还原 SO4

2–的能力明显降低，

产生的 H2S 含量可降至 0。苗宗成等[32]应用高

铁酸钾(K2FeO4)对养殖废水处理净化的研究结果

表明，高铁酸钾对养殖废水中菌落总数和硫化物

的去除效果良好，当 K2FeO4 使用量为 8 mg/L 时，

菌落总数及硫化物的去除率分别为 98.80%和

98.78%。Sun 等[33]应用颗粒氢氧化铁、颗粒氧

化铁以及生锈的碎铁屑对水溶液中的硫化物进

行去除，结果表明在控制沉积物水界面中的硫

化物时，颗粒氢氧化铁对硫化物的去除量可达

(92.0±4.2) mg/g，是在水溶液中的 3 倍以上，少

量的铁氧化物便可在较长时间内将硫化物控制

在较低水平。 

 

 
 
图 5  添加硝酸盐对菌株 NY-1 产 H2S 活性影响 
Figure 5  H2S production activity inhibition of strain NY-1 by dosing nitrate. A: NO3

–; B: OD600; C: H2S; D: 
SO4

2–. Data are shown as the mean of three replicates, with the error bars representing ±standard error. 
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与菌株 NY-1 不同，硝酸盐的投加对菌株

NH-1 产 H2S 活性体现出较强的抑制作用。当硝

酸盐与硫酸根同时存在时，菌株 NH-1 优先利

用硝酸盐作为电子受体进行生理代谢活动。如

图 6 所示，菌株 NH-1 具有将硝酸盐异化还原成

铵(dissimilatory nitrate reduction to ammonium，

DNRA)的能力。DNRA 过程可分为 2 个阶段：

第一阶段是异化硝酸还原酶(nitrate reductase，
Na R)将 NO3

–还原成 NO2
–[34]，第二阶段是亚硝

酸还原酶(nitrite reductase，Ni R)将 NO2
–还原成

NH4
+[35]。本研究中，在菌株 NH-1 的作用下，

不同浓度的硝酸盐在 1 d 内能被转换成亚硝酸

盐以及氨氮，且亚硝酸盐浓度的降低伴随着氨

氮浓度的升高。亚硝酸盐存在时，培养基中菌

株 NH-1 的数量、SO4
2–以及 H2S 浓度均无明显

提高；而亚硝酸盐全部转换为氨氮时，菌株数

量显著提高，并能利用 SO4
2–产生一定浓度的

H2S 积累。亚硝酸盐浓度越高，对菌株 NH-1
产 H2S 活性抑制时间越长。可见，DNRA 作用

下的中间代谢产物亚硝酸盐对细菌的毒性作用

是有效抑制菌株 NH-1 产 H2S 活性的主要原因，

其存在的时长直接影响着抑制作用时效。 
 

 
 
图 6  添加硝酸盐对菌株 NH-1 产 H2S 活性影响 
Figure 6  H2S production activity inhibition of strain NH-1 by dosing nitrate. A: NO3

–; B: NO2
–; C: NH4

+;  
D: OD600; E: H2S; F: SO4

2–. Data are shown as the mean of three replicates, with the error bars 
representing ±standard error. 
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与空白对照组相比，当硝酸盐投加量为 1
和 3 mmol/L 时，抑制时长增加 2–4 d。当培养

基中亚硝酸盐全部消耗时，菌株 NH-1 即可恢

复硫酸盐还原活性，利用 SO4
2–转化为 H2S。如   

图 6E‒F 所示，当硝酸盐投加量为 3 mmol/L 时，

体系中 SO4
2–的去除率为 29.41%，约有 500 mg/L

的 SO4
2–被代谢利用，H2S 的实际生成量约为

160 mg/L，而根据硫质量平衡计算，H2S 的理

论生成量为 177 mg/L，理论与实际值有所偏差。

硫酸盐至硫化氢的还原过程由一系列酶促反应

组成，在这一过程中，硫得到 8 个电子，可产生

多个中间产物，如 SO3
2–、S3O6

2–及 S2O3
2–等[36]。

早期文献报道，酸性亚硫酸盐是还原为硫化氢

的真正前体[36]。因此，中间代谢产物是造成 H2S
实际生成量低于理论值的主要原因。当硝酸盐

投加量为 1 和 3 mmol/L 时，体系中 H2S 的积累

浓度与空白对照组差异不显著。这表明，硝酸

盐抑制菌株 NH-1 还原硫酸盐活性为可逆性抑

制。当硝酸盐投加量为 5 和 7 mmol/L 时，抑制

时长增加 10 d 以上，且第 11 天时培养基中仍

存在一定浓度亚硝酸盐残留。此时培养基中菌

液澄清，无黑色浑浊物及臭鸡蛋气味产生。同

时，培养基中的硫酸盐未被利用，也未检测到

H2S 的生成。因此在一定条件下，菌株 NH-1
对于亚硝酸盐的利用存在一定的临界值，当其

浓度超过一定值时，不能被完全利用转换为氨

氮，抑制时间得以延长。有研究曾对渤海湾海

域某油藏采出井井口采出液中的 SRB 进行活性

抑制，当亚硝酸盐投加量为 4.6 mmol/L 时，其

有效抑制时长大于 39 d[37]。在本研究中，硝酸

盐投加量为 5 mmol/L (即硝酸盐为 120 mg/L)
时，即可实现对菌株 NH-1 产 H2S 的长效抑制。 

针对菌株 NH-1 及 NY-1，选取硝酸盐投加

量为 3 mmol/L 抑制组，在第 1 和 5 天对菌液进

行 DNA 和 mRNA 的提取，运用 qPCR 技术检

测 dsrB 基因丰度与表达量，进一步研究亚硝酸

盐的存在对菌株硫酸盐还原活性的抑制机制。

如表 1 所示，对于菌株 NY-1，体系中不存在亚

硝酸盐，因此抑制组与空白对照组差异不显著，

菌数量随着生长周期自然衰减。对于菌株 NH-1
而言，当亚硝酸盐存在时(第 1 天)，dsrB 基因

丰度与表达量均低于检测阈值；而当亚硝酸盐

被完全代谢后(第 5 天)，该基因丰度及表达量显

著提高。这证明，亚硝酸盐的存在大大降低了

菌株数量，有效抑制了其生长繁殖，这与图 6D
中生长曲线所得结论一致。当亚硝酸盐完全消

耗后，菌株 NH-1 数量迅速增长，且 dsrB 基因

的丰度与表达量均有所提高，证实亚硫酸盐抑

制为可逆性抑制，其抑制机制主要为抑制菌株

生长繁殖，而非仅影响其硫酸盐还原酶的表达，

与前文所得结论一致。 

3  结论 
本研究利用稀释涂布-叠皿夹法对海水养

殖沉积物中的 SRB 进行富集筛选，采用硝酸盐

对菌株进行了产 H2S 的活性抑制，结论如下： 

 
表 1  2 株纯菌 dsrB基因丰度与表达量变化 
Table 1  Changes of dsrB gene abundance and expression in two strains 

dsrB gene 
1st day  5th day 

NY-1 Y-control NH-1 H-control  NY-1 Y-control NH-1 H-control 

Abundance (log(c/c0)) 9.206 9.315 – 8.848  4.925 5.129 7.620 5.167 

Expression (log(c/c0)) 8.108 8.165 – 6.165  4.035 4.603 6.045 4.242 
–: indicates the value was not detectable. 
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(1) 获得 2 株 SRB，分别为 Desulfovibrio sp. 
NY-1 和 Clostridium sp. NH-1。菌株 NY-1 呈弧

状，革兰氏阴性菌，无芽孢；菌株 NH-1 呈短

杆状，革兰氏阳性菌。2 株菌最佳生长条件：T
为 35 °C、pH 为 7.0–8.0、盐度为 20–30 mg/L。 

(2) 2 株菌生长活性差异显著。在最佳生长

条件下，菌株 NY-1 数量在 16 h 能达最大值；

而菌株 NH-1 在 40 h 左右达最大值。菌株 NY-1
在 40 h 时，H2S 积累浓度可达 435 mg/L；菌株

NH-1 积累浓度为 150 mg/L。 
(3) 硝酸盐不能有效抑制菌株 NY-1 产 H2S

活性，且基因调控作用以及自身缺乏将硝酸盐

作为电子受体的酶体系是不能发挥抑制作用的

主 要 因 素 。 硝 酸 盐 不 适 宜 应 用 于 抑 制 以

Desulfovibrio 属为优势菌群产硫化物的活性。 
(4) 硝酸盐对菌株 NH-1 存在很强的抑制

作用。菌株 NH-1 存在硝酸盐异化还原成铵

(DNRA)的能力，优先利用硝酸盐作为电子受

体。DNRA 作用下的中间代谢产物亚硝酸盐是

有效抑制菌株 NH-1 产 H2S 活性的主要原因，

其抑制机理主要为抑制菌株的生长繁殖。 
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