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摘 要：从无锡市某硫酸厂采集的土样中分离到一株具有硫化物氧化能力的细菌，对该细菌的

16S rDNA序列进行测定，并根据16S rDNA构建了系统发育树。结果表明，TL一1与硫杆茵属有

较高的同源性，与那不勒斯硫杆茵(Thiobacillus neapolitanus)同源性为95．3％，结合菌落、细茵形

态鉴定菌株为硫杆茵属(Thiobacillus)，并命名为TL-1。同时，对TL．1的脱硫效率进行了初步研

究。结果表明，在硫化物为惟一硫源且其质量浓度分别为60，120，180，240 mg／L时，4 h时硫化物

去除率分别达到87．92％、71．25％、63．45％和13．31％。
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Abstract：A sulfide-oxidizing strain TL-1 was screened and further identified．It was found that

the 1 6S rDNA sequence of the strain was most closely to that of the Thiobacillus neapolitanus

with the similarity of 95．3％．Moreover a phylogenetic tree was constructed by comparing with

the published 1 6S rDNA sequences of the relative bacteria species which was selected based on

the colony and cell morphology observation．The screened strain was identified to belong to the

species of Thiobacillus．Furthermore，when 60，120，180，240 mg／L of sodium sulfide were

used as the sole sulfur source，the removal efficiency reached at 87．92％，71．25％，63．45％，

1 3．3 1％after 4 h of desulfurization process，respectively．
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含硫废水主要来源于制革、造纸、石化、印染、

制药、炼焦等行业。由于该类废水中含硫化物浓度

高，涉及行业广，废水排放量大，污染负荷高，毒性

大，且会对废水构筑物的正常运转产生很大影响，

因此生产、生活中的含硫废水处理尤为必要和紧

迫n]。目前针对含硫废水处理的常用方法是物理

化学法，如空气催化氧化法、化学沉淀法等，这些方

法不仅处理费用高，而且容易造成二次污染。采用

生物处理废水中的硫化物可以避免上述缺点，还可

以回收单质硫，产生较好的经济效益口]。

自然界中可以氧化硫化物的微生物主要为：丝

状硫细菌、光合硫细菌和无色硫细菌[3]。硫杆菌的

共同特点是能够氧化还原态硫化物并从中获得生

长和活动所需的能量，其主要反应为[4]：

2HS一十02—2s0+20H一 (1)

2So+30z一2S04 2一+2S04 2一+2H+ (2)

由于硫细菌能将自然界的还原性硫化物氧化

成单质硫，生成的硫可经沉淀分离出来，从而实现

资源化，因而在处理废水中的硫化物方面有重要作

用。菌种是生物脱硫技术的关键，获得脱硫效率

高、环境条件适应性强的优质菌株是开发高效生物

脱硫工艺的基础。目前，国内外已经从酶学和遗传

学角度对生物脱硫过程进行研究，已证明在菌株中

存在特定的酶催化基因，它们已被克隆和测序，并

获得了纯化的表达产物[4]，但已报道的脱硫菌株效

率不高。

作者从无锡某硫酸厂土壤中筛选出一株具有

较强硫化物氧化能力的菌株，并对其形态、生长特

性、系统发育学和硫化物氧化能力进行了研究。

1材料与方法

1．1硫化物氧化细菌的筛选和形态观察

1．1．1 土样 无锡市硫酸厂地面下深10 cm左

右、pH 3～4的土壤。

1．1．2培养基(g／L) Na2 S2 03·5H2 O 8．0，

KH2P04 4．0，KzHP04 4．0，MgS04·7H20 0．8，

NH4Cl 0．2；pH调节至7．0。

1．1．3 茵株分离步骤取5 g土样于250 mL的三

角瓶中，加入50 mL培养基，初始pH值调节至中

性，于30℃、170 r／min条件下在摇床上培养。待

菌液pH值下降至3左右时，取5 mL菌液于装有
50 mL培养基的250 mL的三角瓶中，反复培养4

次后梯度稀释平板涂布，挑取生长较好单菌落反复

划线培养，获得纯菌。

1·1．4形态学观察将分离得到的菌株在固体培

养基上培养，观察菌落形态，在光学显微镜下观察

革兰氏染色菌体形态、鞭毛形态、芽孢形态[5]。

1．2分子生物学鉴定

染色体DNA的提取，菌株16S rDNA的扩增、

16S rDNA序列的测定以及BLAST比对参照文献

E6-1。

1．3生长曲线的测定

1．3．1生长曲线的测定方法取50 mL液体培养

基于250 ml。的锥形瓶中，接种5 mL生长至最大值

状态的TL-1菌液，调节初始pH值为7，在30℃、

170 r／rain恒温气浴摇床中培养，每隔一定时间测

定菌体干重和培养基的pH值。

1．3．2 茵体干重的测定采用直接干燥法[7]。

1．4脱硫效果的初步验证

取50 mL以硫化钠作为惟一硫源的液体培养

基于250 mL的锥形瓶中，接种5 mL生长至最大值

状态的菌液，以没有接种菌液的培养基作为空白。

调节初始pH值为7，在30℃、170 r／min恒温气浴

摇床中培养，每隔一定时间测定硫化物质量浓度。

硫化物的测定采用碘量法[8]。

“：—Wl--—Wo×100％0“一一^／’

W2

Ⅳ：硫化物去除率；硼。培养基硫化物质量浓度；WO：

空白；叫。初始硫化物质量浓度

2结果与讨论

2．1硫化物氧化细菌的分离和鉴定

采集得到的土样经反复平板划线分离后得到

一株具有硫化物氧化能力的以CO。为碳源的自养

菌株，命名为TL-1。在固体培养基上划线，恒温30

℃培养2 d，至长出针尖大小浅黄色菌落，4 d后菌

落生长至直径为1 mm左右的圆形淡黄色菌落，中

间稍有隆起，边缘整齐，不透明，质地松软，表面光

滑有光泽，长期培养后菌落色泽逐渐变暗，呈浅黄

褐色。

在1 000倍光学显微镜下观察可知，TL一1菌体

为短杆状，两端钝圆，长0．5～1．0 Ixm。细菌革兰氏

染色呈阴性，不产生芽孢，单极生鞭毛，能运动。菌

落和菌体形态与《伯杰氏细菌鉴定手册》描述的硫

杆菌属(Thiobacillus)相似【9]，与王玮筛选的一株自

养型脱氮硫杆菌(Thiobacillus denitrificalls)菌落、

菌体形态近似【lo-t。

所测菌株T卜1的16S rDNA核苷酸序列为

1 456 bp。将所测序列与GenBank数据库中相关

菌种进行比较，构建以16S rDNA全序列为基础的
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系统发育树，见图1。结果表明：TL一1与硫杆菌属

具有较高的同源性，并且与那不勒斯硫杆菌(Thio—

bacillus neapolitanus)同源性最高，为95．3％。根

据《伯杰氏细菌鉴定手册》L9]，结合菌落、细胞形态

可以鉴定TL-1属于硫杆菌属(Thiobacillus)。
Thiobacillus hydrothermalis(M90662)

TL．1

Unculturebetaproteobacterium(EF491363)

Thiobacillus neapolitanus DSM(AF713169)

Uncultured Chromatialesbacterium(AM50 1 639)

Thiovirga sulfuroxydans(AB 1 1 8236)

Halothiobacillus sp．HLI(DQ469573)

Thiobacillus印．EBD bloom(DQ2 1 8323)

Uncultured bacterium clone Red_7(DQ345636)

Unculturedbacterium cloneRed_85(DQ345713)

图1根据16S rDNA序列构建的系统发育树

Fig．1 Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequence

2．2菌株TL-I的生长曲线及生长过程中pH的变

化

由图2可知，在O～12 h脱硫细菌TL-1处于延

滞期，此阶段细菌生长缓慢；在12～18 h细菌处于

对数期，此阶段细胞呈几何级数增长，pH值迅速下

降；在18～30 h细菌处于稳定期，pH值下降到2．7

左右并保持稳定，28 h时细菌的数量达到最大值，

为800 mg／L；在30 h后细菌处于衰亡期，pH值仍

保持在2．7左右。
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圈2生长曲线及生长过程中的pH值变化

Fig．2 Time-courses of DCW and pH during cell growth

从图2可以看出，细菌的生长过程与pH值的

下降过程相对应，pH值在菌种的对数生长期降速

最大。在对数生长期，细菌生长活跃，大量繁殖，硫

代硫酸钠被迅速氧化，导致代谢酸性产物积累，介

质pH值迅速下降。细菌生长过程中硫源的迅速消

耗，pH值的下降改变了细菌的最佳生长环境，细菌

进入衰亡期，逐渐死亡。硫杆菌以硫化物为硫源

时，氧化反应分为两步[引。因此，过量氧的输入会

导致反应中生成的单质硫转化为硫酸根，在生物脱

硫反应器中适当控制溶解氧、水力停留时间和容积

负荷等条件就能使硫化物大量转化为单质硫⋯]。

2．3 TH-I脱硫效果的初步研究

图3为TL一1菌株在硫化物质量浓度为60、

120、180，240 mg／L时的脱硫能力。由图3可知，

在脱硫反应过程进行的4 h中，前半个小时去除率

增幅最快，第30分钟各反应批次去除率已分别达

到52．13％、43．32％、34．33％和4．21％；而在脱硫

反应进行到4 h左右时，去除率已基本没有变化，此

时，各反应批次去除率分别为87．92％、71．25％、

63．45％和13．31％。
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图3不同质量浓度硫化物的去除率

Fig．3 Removal rate of different sulfur concentration

此外，随着硫化物质量浓度的增加，TL一1菌株

的脱硫效果逐渐下降，其中当硫化物质量浓度为

240 mg／L时，去除率最高，仅为13．31％。这可能

是由于摇床中充氧条件较差，空气中的氧较难溶解

到培养基中，高浓度硫化物培养基中没有足够的氧

作为电子受体，因而表现出较低的去除率。而在生

物脱硫反应器中采用曝气装置能够大幅度提高水

体中的溶解氧含量，使硫化物容积负荷达到更大

值。李亚新等人利用填料式生物膜反应器容积负

荷5．0 kg／(m3·d)时，硫化物去除率98．2％，单质

硫生成率84．5％；容积负荷10．5 kg／(m3·d)时硫

化物去除率达到70．9％¨¨。

3 结 语

作者筛选出一株具有较强硫化物氧化能力的

细菌，通过16S rDNA的测定和系统发育树分析，并

结合菌落、细胞形态的观察，初步鉴定该菌为硫杆

菌属，并命名为TL-1。摇瓶脱硫实验证明，当硫化

物质量浓度为180 mg／L时，TL-1的硫化物去除率
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可达到87．92％，表明该菌脱硫效果较好。但要将

该菌株应用于硫化物转化单质硫生物反应器并实

现规模化生物脱硫过程，还需在TL-1生长条件、生

物脱硫机制以及反应器最佳运行条件优化等方面

进行深入的研究。
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