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摘  要：【背景】高氯酸盐是新型的水体污染物，利用微生物对含高氯酸盐的工业废液进行无害

化处理具有高效、经济和环境友好性的特点。【目的】挖掘生长速度快、活性强、还原效率高的

本土高氯酸盐还原细菌资源。【方法】从活性污泥中分离筛选高氯酸盐还原细菌，使用分子生物

学技术对其进行种属鉴定，并通过微生物培养实验探究分离菌株的生理代谢特性。【结果】最终

分离得到一株高氯酸盐还原细菌 QD19-16，经过 16S rRNA 基因分析鉴定其属于布鲁氏杆菌

(Brucella sp.)。菌株 QD19-16 属于兼性厌氧菌，最适生长温度为 30 ℃，最适 pH 7.0。菌株 QD19-16
是异养微生物，表现出多样的代谢能力，可以利用多种电子供体，如乙酸盐、酵母提取物和乳酸

等，能够利用的电子受体包括硝酸盐、高氯酸盐、氯酸盐、硫酸盐和氧气等。在厌氧条件下，以

高氯酸盐作为电子受体生长时，菌株 QD19-16 的最大比生长速率(μmax)为 0.279 d−1，对高氯酸盐的

半饱和常数(Ks)为 0.294 mmol/L。【结论】菌株 QD19-16 是布鲁氏菌属中第一株被发现的高氯酸

盐还原菌，扩大了变形菌门(Proteobacteria)中高氯酸盐还原菌的分布，能够应用于厌氧生物反应器

中高氯酸盐还原微生物菌群的构建。 
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Abstract: [Background] Perchlorate is a new water pollutant, and using microorganisms for 
harmless treatment of industrial wastewater containing perchlorate has high efficiency, low 
costs, and environmental friendliness. [Objective] However, the resources of local perchlorate- 
reducing bacteria with fast growth, strong activity, and high reduction efficiency are extremely 
scarce and urgently need to be explored. [Methods] In this study, we isolated and screened 
perchlorate-reducing bacteria from activated sludge, identified their species using molecular 
biology techniques, and explored the physiological and metabolic characteristics of the isolated 
strains through microbial culture experiments. [Results] Finally, a perchlorate-reducing 
bacterial strain QD19-16 was isolated and identified as Brucella sp. by 16S rRNA gene analysis. 
Strain QD19-16 was an anaerobic facultative bacterium, with optimal growth at 30 ℃ and pH 
7.0. Strain QD19-16 demonstrated a variety of metabolic activities and showed the ability to use 
acetate, yeast extract, and lactic acid as electron donors and perchlorate, chlorate, sulfate, and 
oxygen as electron acceptors. Under anaerobic conditions, the maximum specific growth rate 
(μmax) of strain QD19-16 using perchlorate as an electron acceptor was 0.279 d−1, with a 
half-saturation constant (Ks) of 0.294 mmol/L for perchlorate. [Conclusion] Brucella sp. 
QD19-16 is the first reported perchlorate-reducing bacterium of Brucella, expanding the 
distribution of perchlorate-reducing bacteria of Proteobacteria. Strain QD19-16 can be applied 
in assembling the microbial communities for perchlorate reduction in anaerobic bioreactors. 
Keywords: perchlorate; Brucella sp.; metabolic characteristics; electron acceptor; bioreduction 
 
 

高氯酸盐作为强氧化剂，广泛应用于军事、

航空航天及烟花等工业生产，由于其化学性质

稳定且极易溶于水并随之迁移扩散，从而导致

水体污染 [1]。高氯酸根(ClO4
−)的电荷和离子半

径与碘离子十分相近，会竞争性抑制甲状腺对

碘的摄取和使用，减少甲状腺激素的分泌与合

成[2]，对胎儿和婴儿的神经发育会产生潜在影

响[3]。2022 年最新发布的生活饮用水卫生标准规

定饮用水中高氯酸盐的限值为 0.07 mg/L[4]。目

前，研究人员已经在饮用水[5]、婴幼儿奶粉[6]、

饮料[7]、蔬果[8]、茶叶[9]等食品中检测到低浓度

的高氯酸盐，应当引起关注。高氯酸盐的处理

技术主要有活性炭吸附、膜分离、离子交换、

化学还原法和生物还原法等[1,10]，其中，物化处

理法耗资较大且需要二次处理。相较于物理或

化学方法，微生物法可以将高氯酸盐完全还原

为 Cl−和 O2，并且工艺成本低适合处理大规模废

水，具有非常广阔的应用前景。此外，还有一
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些将微生物法与其他物化法结合的高氯酸盐去

除工艺[11-12]，也都具有不错的去除效果。 
自然环境中高氯酸盐的还原主要是部分细

菌在厌氧条件下以高氯酸盐为电子受体，通过

呼吸作用将其还原为氯离子，这些细菌被称为

异化高氯酸盐还原细菌(dissimilatory perchlorate- 
reducing bacteria, DPRB)[13]。第一株 DPRB 菌株

发现于 1976 年，目前已有 100 余种 DPRB 被报

道，主要分布在变形菌门(Proteobacteria)[10]和

厚壁菌门(Firmicutes)[14-15]中，多数属于变形菌

门的 β-变形菌纲(Betaproteobacteria)。近年来，

部分古菌 [16]也被发现具有还原高氯酸盐的能

力。DPRB 在细胞周质中利用 2 种酶催化高氯

酸 盐 还 原 为 氯 离 子 [17] ： 高 氯 酸 盐 还 原 酶

(perchlorate reductase, Pcr)以高氯酸盐/氯酸盐

作为底物，将高氯酸盐逐步还原为氯酸盐(ClO3
−)

和亚氯酸盐 (ClO2
−)，后者在亚氯酸盐歧化酶

(chlorite dismutase, Cld)催化下生成氯离子和 O2。 
编 码 高 氯 酸 盐 还 原 酶 的 pcr 操 纵 子

(pcrABCD)和编码亚氯酸盐歧化酶的 cld 基因结

合在一起形成的基因簇被称为高氯酸盐还原

基因组岛(perchlorate reduction genomic island, 
PRI)。除了 pcrABCD 和 cld 外，PRI 还含有几

个附属基因，包括转录调控因子、电子转运、

氧胁迫抗性和含钼辅因子等[18]。PRI 在插入位

点附近存在着转座因子和反向重复序列，表明

PRI 能够插入到宿主基因组中[18-21]，而且 PRI
的水平转移可以发生在同一生境的远缘细菌物

种中[22]。由于 PRI 中包含了完整的高氯酸盐厌

氧呼吸电子传递链的必需基因，细菌细胞通过

水平基因转移获得 PRI 后就会得到还原高氯酸

盐的能力[18]。因此，广义的 DPRB 可以被认为

是细菌宿主得到 PRI 后的结果。 
多数 DPRB 菌株都是革兰氏阴性兼性厌氧

菌，能够使用有机质，如各种脂肪酸和二羧酸

作为电子供体[16]。除了高氯酸盐外，还可以使

用氧气、硝酸盐和锰(IV)作为电子受体[23]。利

用包含 DPRB 的微生物菌群，已成功地在连续

搅拌釜反应器中实现了对含高强度高氯酸盐的

工业废液的去除[24]。利用微生物对含高氯酸盐

的工业废液进行无害化处理具有高效、经济和

环境友好性的特点，但是急需生长速度快、稳

定性强、还原效率高的本土高氯酸盐还原细菌

资源。 
在本研究中，我们从中国山东省青岛市尼

布湾污水处理厂的厌氧池活性污泥样本中筛选

高氯酸盐还原细菌，并对分离菌株的生理代谢

特性、高氯酸盐还原能力进行研究，以期得到

还原高氯酸盐的高效菌株，并为构建厌氧生物

反应器中高氯酸盐还原微生物菌群奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

活性污泥来自山东省青岛市尼布湾污水处

理厂厌氧池。 

1.1.2  主要试剂和仪器 
细菌基因组 DNA 纯化试剂盒、2×EasyTaq 

PCR SuperMix、EasyII 蛋白质定量试剂盒，北京

全式金生物技术有限公司。紫外分光光度计，尤

尼柯(上海)仪器有限公司；恒温摇床，上海博彩

生物科技有限公司；厌氧工作站，Coy Laboratory 
Products 公司；超净工作台，苏州安泰空气技术

有限公司；离子溅射仪、扫描电子显微镜，

HITACHI 公司；光学氧气计，PyroScience GmbH
公司；离子色谱仪，Dionex 公司；高效液相色谱

仪，Agilent Technologies 公司。 

1.1.3  培养基 
改良 ATCC 2106 培养基(g/L)：NH4Cl 0.25，

NaH2PO4 0.60 ， NaHCO3 2.50 ， KCl 0.10 ，
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NaClO4·H2O 1.40，CH3COONa 0.82，氨三乙酸

0.015，MgSO4·7H2O 0.03，MnSO4·H2O 0.005，
NaCl 0.01 ， FeSO4·7H2O 0.001 ， CoCl2·6H2O 
0.001 ， CaCl2 0.001 ， ZnSO4·7H2O 0.001 ，

CuSO4·5H2O 0.000 1，AlK(SO4)2·12H2O 0.000 1，
H3BO3 0.000 1，Na2MoO4·2H2O 0.000 1，生物素

2.0×10−5，叶酸 2.0×10−5，盐酸吡哆醇 1.0×10−4，

硫胺素 5.0×10−5，核黄素 5.0×10−5，烟酸 5.0×10−5，

泛钙酸 5.0×10−5，钴胺素 1.0×10−6，对氨基苯甲

酸 5.0×10−5，硫辛酸 5.0×10−5。 
LB 固体培养基(g/L)：预混合 LB 培养基

25.0，琼脂粉 18.0。 

1.2  高氯酸盐还原菌的富集、分离与纯化 
将样品以 10%的接种量接种于装有 20 mL 

ATCC 2106 培养基的厌氧瓶中，以乙酸钠   
(10 mmol/L)作为电子供体和碳源、以高氯酸钠 
(10 mmol/L)作为电子受体。初次接种污泥后将

厌氧瓶置于培养箱中，30 ℃、150 r/min 振荡培

养 10 d。然后，将初步富集菌液按 10%接种量

接种到新鲜培养基中按同样条件培养。多次转

接培养后厌氧瓶中溶液呈浑浊状后停止富集步

骤。从厌氧瓶中取 0.1 mL 菌液涂布在 2106 固

体培养基上，30 ℃厌氧箱中培养 3−5 d，待菌

落出现后，挑取单菌落至 2106 固体培养基上划

线分离，30 ℃厌氧箱中培养 3−5 d，重复 2−3 次

后挑取单菌落在 LB 琼脂平板上进行划线分离

获得纯菌株，将其命名为 QD19-16。 

1.3  16S rRNA 基因测序与系统发育树

的构建 
使用细菌基因组 DNA 纯化试剂盒提取纯

化菌株的基因组 DNA。以 DNA 为模板使用通用

引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)
和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)扩
增其 16S rRNA 基因。PCR 反应体系(20 μL)：
正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，2×EasyTaq 

Mix 7 μL，DNA 模板(20 ng/μL) 1 μL，无菌水

10 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，
55 ℃ 30 s，72 ℃ 1.5 min，30 个循环；72 ℃ 5 min；
4 ℃保存。扩增产物送至擎科生物科技股份有

限公司进行测序。 
通过 BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

搜索与菌株 QD19-16 的 16S rRNA 基因序列相似

的序列。将菌株QD19-16与其他细菌的16S rRNA
基因序列组成数据集。使用 Clustal Omega[25]对上

述 16S rRNA基因序列进行多序列比对(multiple 
sequence alignment, MSA)，删除序列两边杂峰，

并使用 Gblocks 0.91[26]确定 MSA 数据集中的信

息位点。根据 ModelFinder[27]选择的 DNA/蛋白

质数据集的替代模型，使用 W-IQ-TREE web 服

务器[28]利用最大似然法在线构建系统发育树，使

用UFBoot2[29]对系统发育树进行自举法(bootstrap)
检验，重复值设为 1 000。用 FigTree 1.4.4 可视

化系统发育树。 

1.4  菌株形态观察 
1.4.1  革兰氏染色 

取少量菌液滴加于载玻片上，干燥固定后

滴加少量结晶紫染液，1−2 min 后倾去染液，水

洗至流出液变为无色。以碘液冲洗，覆盖 1 min
后倾去碘液，水洗至流出液变为无色。除去残

留水，以 95%乙醇脱色 30 s，至流出液无色时，

水洗去乙醇。然后用番红染液染色 2 min，水洗、

晾干。在油镜下镜检观察。 

1.4.2  扫描电镜观察 
细菌细胞样品在 4 ℃用 2%戊二醛固定 12 h，

然后用 pH 7.2 的 PBS 缓冲液冲洗 3 次。随后使

用 1%四氧化二锇溶液固定 12 h，然后用 PBS 缓

冲液轻轻洗涤 3 次。随后，使用乙醇梯度溶液

(50%、70%、80%、90%和 100%)脱水，每步

15 min。干燥后的细胞样品经离子溅射镀膜后

使用扫描电子显微镜观察。 
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1.5  菌株的生理代谢特性 
1.5.1  菌株 QD19-16 的生长特性 

以乙酸钠(10 mmol/L)作为碳源和电子供

体，以高氯酸钠(10 mmol/L)作为电子受体，研

究菌株 QD19-16 的最佳生长 pH 和温度。测试温

度设置为 25、30、37 ℃。为了制备不同 pH 的培

养基，将 ATCC 2106 培养基中的 NaH2PO4 和

NaHCO3 替换为 100 mmol/L 磷酸盐缓冲液，并

使用 HCl 或 NaOH 调节 pH (5.0、6.0、7.0、8.0)。
所有分析均重复 2 次。 

1.5.2  菌株 QD19-16 的代谢多样性研究 
以高氯酸钠(10 mmol/L)作为电子受体，在

厌氧条件下检测菌株 QD19-16 对不同电子供体

的利用能力。在 ATCC 2106 培养基中添加其他电

子供体取代乙酸钠，所试验的电子供体包括：苯

甲酸钠 10 mmol/L、丙酸钠 10 mmol/L、甲醇     
5 mmol/L、乙醇 5 mmol/L、葡萄糖 10 mmol/L、
果糖 10 mmol/L、乳酸 10 mmol/L、酵母提取物

1 g/L。使用分光光度计测试样品的生长。为了

确定菌株 QD19-16 是否利用了测试的电子供体，

在接种时和 6 d 后取样，使用离子色谱仪分析

高氯酸盐的消耗。菌株利用电子供体的能力由

高氯酸盐的消耗和细菌浊度(OD600)的变化来确

定[30]，当高氯酸盐减少和细菌浊度增加则认为

菌株可以利用该电子供体。 
以乙酸钠(10 mmol/L)作为唯一的电子供体

和碳源，在厌氧条件下分析菌株对电子受体的

利用情况。用不同的电子受体取代高氯酸钠添

加到 ATCC 2106 培养基中，所试验的电子受体

包括：硝酸钠 10 mmol/L、氯酸钠 10 mmol/L、

硫酸钠 10 mmol/L、亚硫酸钠 2 mmol/L、苹果

酸 10 mmol/L。通过测量接种时和 6 d 后乙酸盐

的消耗来确定电子受体的减少。菌株利用电子

受体的能力由乙酸钠的消耗和细菌浊度(OD600)
的变化同时来确定，当乙酸钠被消耗和细菌浊

度增加则认为菌株可以利用该电子受体。ATCC 
2106 培养基中虽然存在磷酸盐和硫酸盐，但根据

前人的研究结果[31]，磷酸盐并不是高氯酸盐还原

细菌的电子受体，且不会对其他电子受体产生竞

争，而硫酸盐的浓度则较低(SO4
2−, 0.15 mmol/L)，

因此忽略它们对实验结果的影响。 
以上电子供体和受体均进行 3 次重复分析。 

1.5.3  菌株 QD19-16 在不同浓度高氯酸盐

中的生长及反应动力学分析 
将菌株 QD19-16 接种于 LB 培养基，30 ℃、

200 r/min 培养过夜至 OD600 值为 2.0 左右，4 ℃、

6 000 r/min 离心 5 min 收集细胞，用 ATCC 2106
培养基洗涤并重悬于 10 mL ATCC 2106 培养基

中。将浓缩的培养物注射到密封的厌氧培养管

中，每个厌氧管中含有 20 mL ATCC 2106 培养

基，其中含有不同浓度的高氯酸钠(分别为 5、
10、15、20 mmol/L)和乙酸钠(10 mmol/L)作为

底物，初始 OD600 值为 0.1，30 ℃、200 r/min
振荡培养。每隔 24 h 取样以确定细菌生长曲线

和高氯酸盐浓度。所有分析均进行 2 次重复。 
为了衡量菌株 QD19-16 在高氯酸盐中的生

长速率和还原能力，将实验数据与 Monod 方程拟

合，得到菌株 QD19-16 的反应动力学参数最大比

生长速率(μmax)和高氯酸盐的半饱和常数(Ks)： 

max
s

S
K S

μ μ=
+

 (1) 

其中：S 是高氯酸盐的浓度，单位是 mmol/L；μ

是比生长速率，单位是 d−1；μmax 是最大比生长速

率，单位是 d−1；Ks 是半饱和常数，单位是 mmol/L。 
比生长速率 μ由以下公式计算得到： 
d
d
N N
t

μ=  (2) 

其中：N 是细菌生物量；t 是时间，单位是 d。 

1.6  高氯酸盐污水处理反应器的启动 
使用来自青岛尼布湾污水处理厂厌氧池的
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活性厌氧污泥构建高氯酸盐处理反应器，所使用

的反应器为序批式反应器 (sequencing batch 
reactor, SBR)，总体积 5 L，工作体积 3 L，加热

棒控温维持在 30 ℃，pH 值控制在 7.0。活性污

泥的接种量为 10%，通过机械搅拌器使泥水混

合均匀。使用模拟高氯酸盐废水：NaClO4∙H2O 
(1−10 mmol/L) 0.14−1.42 g/L，以 CH3COONa
为电子供体和碳源， n(ClO4

−):n(CH3COO−)= 
1:1.5−3。 

反应器运行周期参数如下：进水 10 min，
反应时间随着实验结果和运行阶段进行调整，

污泥沉降 30 min，出水 10 min。进水 2 L，反

应器中留水及污泥 1 L，ClO4
−最终浓度以 3 L

混合体积计算。 

1.7  分析方法 
ClO4

−和 ClO3
−的浓度通过离子色谱法测

量。使用 Dionex ICS-3000 离子色谱仪和 Dionex 
IonPac AS16 色谱柱(4 mm×250 mm)，样品的进

样量为 10 μL，使用 35 mmol/L NaOH 溶液作为

流动相，流速为 1.0 mL/min。抑制控制器(Dionex 
ASRS 系统)设置为 80 mA。 

乙酸盐的浓度采用高效液相色谱法(HPLC)
测定。分析仪器为 Agilent 1260 Infinity II，色谱柱

为Poroshell 120 SB-C18 (2.7 μm，4.6 mm×100 mm)，
使用紫外 -可见光检测器 (Agilent 1260 DAD 
WR)，波长为 210 nm。流动相为甲醇溶液(甲醇:
水体积比为 1:9，pH 1.8)，流速 1.0 mL/min。 

2  结果与分析 
2.1  高氯酸盐还原菌的分离和鉴定结果 

高氯酸盐还原菌在自然环境中广泛存在，

通过逐步地富集和纯化，从来自青岛尼布湾污

水处理厂厌氧池的活性污泥中分离得到一株能

够还原高氯酸盐的细菌，命名为 QD19-16。将

菌株 QD19-16 的 16S rRNA 基因序列提交至美

国国家生物技术信息中心 (NCBI)数据库，

GenBank 登录号为 OP393902。菌株已经提交

中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中

心(China General Microbiological Culture Collection 
Center, CGMCC)，编号为 CGMCC 1.61870。根

据 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树显示

(图 1)，菌株 QD19-16 属于 α 变形菌纲中的布

鲁氏菌属(Brucella)。菌株 QD19-16 的 16S rRNA
基 因 序 列 与 小 麦 布 鲁 氏 菌 (Brucella tritici) 
WJB3 相似性达到 100%，因此菌株 QD19-16 被

命名为 Brucella sp. QD19-16。菌株 QD19-16 是

α-变形菌纲布鲁氏菌科布鲁氏菌属中第一个报

道的 DPRB。 
菌株 QD19-16 在 LB 固体培养基上形成的

菌落为圆形乳白色，菌落中等大小，表面光滑，

中间凸起，质地较湿润，呈黏液状。该菌株革兰

氏染色为阴性，细胞为短杆状，长 1.1−1.5 μm，

宽 0.5−0.6 μm，无鞭毛(图 2)。 

2.2  高氯酸盐还原菌的生理代谢特性 
2.2.1  菌株QD19-16的生长和高氯酸盐还原 

菌株 QD19-16 是兼性厌氧细菌，可以在有

氧和厌氧条件下生长。在有氧条件下，细菌在

LB 培养基上生长时，24 h 后进入指数生长期，

72 h 后达到平稳期。在 7 d 培养期内，OD600 最

高达到 3.7 (图 3A)。而在厌氧条件下，以乙酸

钠(10 mmol/L)作为碳源和电子供体、以高氯酸

钠(10 mmol/L)作为电子受体时，细菌生长缓慢，

48 h 进入指数生长期，96 h 后达到平稳期，OD600

最大值为 0.18(图 3B)。 
菌株 QD19-16 对高氯酸盐的还原曲线如

图 3B 所示，培养基中 ClO4
−浓度降低，Cl−浓度

增加(图 3B)，表明菌株 QD19-16 在生长过程中

可以利用乙酸钠作为电子供体，将 ClO4
−还原为

Cl−。在 144 h 的培养中，菌株 QD19-16 对高氯

酸盐的还原率达到 85%，导致 8.5 mmol/L 高氯 
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图 1  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 QD19-16 系统发育树   括号内的序号为 GenBank 登录号；

节点处的数字为 bootstrap 支持度；距离标尺表示物种间差异数值的单位长度。 
Figure 1  Phylogenetic tree of strain QD19-16 constructed based on 16S rRNA gene sequence. The serial 
number in parentheses is the GenBank login number; The number at the node is the bootstrap support; The 
distance scale represents the unit length of species differences.  
 

 
 
图 2  菌株 QD19-16 的革兰氏染色(A)、菌落形态(B)及扫描电子显微镜图像(C) 
Figure 2  Gram staining (A), colony morphology (B), and SEM image (C) of strain QD19-16. 



 
罗文勇 等 | 一株高氯酸盐还原细菌的分离鉴定与代谢特性 159 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 3  菌株 QD19-16 在有氧(LB 培养基) (A)和厌氧(2106 培养基) (B)条件下的生长 
Figure 3  Growth of strain QD19-16 under aerobic (LB medium) (A) and anaerobic (2106 medium) (B) 
conditions. 
 
酸盐的减少并形成 7.7 mmol/L Cl−，并且在过程

中未检测到 ClO3
−，这表明高氯酸盐最终被菌株

QD19-16 还原为 Cl−。 

2.2.2  菌株 QD19-16 的最适生长条件 
在 ATCC 2106 培养基中，通过设置不同的

温度和 pH 值，研究了温度、pH 对细菌生长的

影响。大多数高氯酸盐还原菌的最适生长温度

为 28−30 ℃，少部分为 35−42 ℃[31-36]，除此之

外，也报道过一株嗜热菌 An10 在 40−70 ℃生长

并还原 ClO4
− [14]，其最适生长温度为 55−60 ℃。

在 25、30、37 ℃培养菌株 QD19-16，结果表明

(图 4A、4B)，细菌在 25 ℃和 30 ℃生长良好，

高氯酸盐在 96 h 内完全还原，而在 37 ℃的生

长受到明显的抑制，高氯酸盐也没有明显的消

耗。Cl−浓度变化显示(图 4C)，在 25 ℃和 30 ℃
条件下，Cl−浓度增加约 10 mmol/L，与 ClO4

−

还原量一致，表明 ClO4
−被完全还原为 Cl−，而

37 ℃条件下，Cl−浓度无变化，印证了 ClO4
−未

被还原。此外，菌株 QD19-16 在 30 ℃下的生

长优于在 25 ℃下，因此其最适生长温度为

30 ℃，与大多数高氯酸盐还原菌的生长温度相同。 
pH 是影响细菌生长和生理功能的重要因

素。对于大多数高氯酸盐还原菌来说，可以在

pH 5.0−9.0 的环境中生长，但是一般情况下，

在 6.5−7.5 的 pH 范围内，微生物对高氯酸盐的

还原效果最佳[31,37-38]。分别在 pH 5.0、6.0、7.0、
8.0 的条件下测试 pH 值对菌株 QD19-16 的生长

和还原高氯酸盐能力的影响。使用磷酸盐缓冲液

配制 2106 培养基，保持反应过程中 pH 的恒定。

菌株 QD19-16 在 pH 7.0 条件下生长最好，在 pH
值 8.0 的环境下也能生长，但迟滞期较长，在 5.0
和 6.0 的 pH 下不能生长(图 4D)。菌株 QD19-16 对

高氯酸盐的还原趋势与生长曲线相符合(图 4E)，
在 pH 7.0 时，高氯酸盐在 96 h 内完全还原，pH 
8.0 时，高氯酸盐在 144 h 完全还原，而在 pH 5.0
和 6.0 时，高氯酸盐未减少。Cl−浓度增加与

ClO4
−浓度减少趋势一致(图 4F)。结果表明，菌

株 QD19-16 的最适 pH 值为 7.0。 
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图 4  不同温度和不同 pH 对菌株 QD19-16 的生长和还原高氯酸盐的影响   A–C：菌株 QD19-16 在不

同温度中的生长以及培养基中 ClO4
−和 Cl−浓度变化；D–F：菌株 QD19-16 在不同 pH 中的生长以及培

养基中 ClO4
−和 Cl−浓度变化。 

Figure 4  Effects of different temperatures and pH on the growth and perchlorate reduction of strain 
QD19-16. A–C: The growth of strain QD19-16 at different temperatures and the variation of ClO4

− and Cl− 
concentrations in the culture medium; D–F: The growth of strain QD19-16 at different pH and the variation 
of ClO4

− and Cl− concentrations in the culture medium.  
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2.2.3  菌株 QD19-16 对不同电子供体和电

子受体的代谢能力 
乙酸盐是高氯酸盐还原菌最常用的电子供

体[39]，菌株 QD19-16 除了能够利用乙酸盐外，

还可以使用许多不同的电子供体，包括苯甲酸

盐、丙酸盐、乳酸、酵母提取物、果糖、葡萄

糖、乙醇、甲醇(图 5A、5B)。其中酵母提取物

和乳酸是利用较好的电子供体。 
在电子受体利用情况方面，与大多数高氯

酸盐还原菌一样[13,16]，除了氧气和高氯酸盐外，

菌株 QD19-16 还可以利用氯酸盐和硝酸盐作为

替代电子受体(图 5C、5D)。但是在等摩尔量的

高氯酸盐与硝酸盐同时存在的情况下，菌株

QD19-16 优先还原硝酸盐，而高氯酸盐未被还

原，氯离子浓度也无变化(图 6)。除此之外，菌

株 QD19-16 还可以利用硫酸盐和亚硫酸盐作为

电子受体。 

2.2.4  菌株 QD19-16 还原高氯酸盐的反应

动力学参数 
分别以含有 5、10、15、20 mmol/L 浓度高

氯酸盐的 2106 培养基培养细菌，10 mmol/L 乙

酸钠作电子供体，研究了菌株 QD19-16 还原不 
 

 
 
图 5  菌株 QD19-16 利用不同电子供体(A, B)和电子受体(C, D)时的生长和底物消耗 
Figure 5  Growth and substrate consumption of strain QD19-16 using different electron donors and 
acceptors. 
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图 6  高氯酸盐和硝酸盐同时存在时菌株 QD19-16
的生长和底物消耗 
Figure 6  Growth of strain QD19-16 and substrate 
consumption in the presence of both perchlorate and 
nitrate. 

同浓度高氯酸盐的能力。实验结果表明(图 7)，
4 个浓度高氯酸盐下的菌株 QD19-16 均正常生

长，但在 5 mmol/L 浓度下 OD600 值较低，推测

可能是由于底物 (ClO4
−)浓度不足导致生长受

限，其余 3 个浓度下细菌生长的最大 OD600 值

一致。在 5、10、15 mmol/L 浓度下，高氯酸盐

被完全还原，而 20 mmol/L 浓度的高氯酸盐的还

原率为 64.8%，可能是由于电子供体(乙酸钠)受
限所致。Cl−的增长与 ClO4

−的减少同步发生且变

化量一致，表明 ClO4
−被细菌完全还原为 Cl−。 

以指数生长阶段的数据来计算比生长速

率，然后与 Monod 方程拟合，得到细菌的最大

比生长速率μmax 为 0.279 d−1 (相当于 0.012 h−1) 
 

 
 
图 7  菌株 QD19-16 在不同浓度高氯酸盐中的生长和底物浓度变化 
Figure 7  Growth of strain QD19-16 and substrate concentration changes in different concentrations of 
perchlorate. 
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和对高氯酸盐的半饱和常数 Ks 为 0.294 mmol/L 
(相当于 29.3 mg/L ClO4

−) (图 8)。与之前报道的

高氯酸盐还原菌的μmax 和 Ks 值相比(表 1)，菌株

QD19-16 的μmax 值较低，表明其在厌氧条件下生 
 

 
 
图 8  菌株 QD19-16 还原高氯酸盐的反应动力学 
Figure 8  Kinetics of strain QD19-16 in reducing 
perchlorate. 
 
表 1  菌株 QD19-16 以及其他高氯酸盐还原菌的

高氯酸盐还原动力学参数 
Table 1  Perchlorate reduction kinetic parameters 
for strain QD19-16 and other perchlorate reducing 
bacteria 
Isolate μmax (h−1) Ks (mg/L) Reference 
Brucella sp. QD19-16 0.012±0.000 1 29.3±4.0 This study 
Dechlorosoma sp. KJ 0.200±0.070 33.0±9.0 [40] 
Dechlorosoma sp. 
PDX 

0.240±0.030 12.0±4.0 [40] 

Azospirillum sp. 
SN1A 

0.069±0.009 2.2±2.8 [41] 

Azospirillum sp. 
ABL1 

0.086±0.007 4.8±0.9 [41] 

Dechloromonas sp. 
INS 

0.067±0.007 18.0±5.2 [41] 

Dechloromonas sp. 
RC1 

0.085±0.005 12.0±2.4 [41] 

Dechloromonas 
agitata CKB 

0.280 – [42] 

Perclace 0.070 – [43] 
GR-1 0.100  [23] 

长缓慢，而 Ks 值与高氯酸盐还原菌 Dechlorosoma 
sp. KJ [(33±9) mg/L][24]相似，属于较高水平。高

Ks 值表明对高氯酸盐的亲和力低，但另一方面，

高 Ks 值表明菌株对高氯酸盐的耐受浓度较高，

可以在处理高浓度高氯酸盐方面发挥有效作

用。Dechlorosoma sp. KJ 已经被应用于处理含

高氯酸盐的废水。因此，菌株 QD19-16 也具有

作为处理含高氯酸盐废水的潜力。 

2.3  菌株 QD19-16 在高氯酸盐处理反

应器中的应用 
在反应器中接种 10%活性污泥，进行高氯

酸盐废水处理试运行，经过 2 个周期的运行后

发现(图 9)，高氯酸盐未被降解，可能是由于活

性污泥中的高氯酸盐还原菌含量较少。随后分

别设置 3 个反应器 R1、R2、R3。为了增强活

性污泥还原 ClO4
−的能力，加快反应器启动速

度，向 3 个反应器 R1、R2 和 R3 中接种菌株

QD19-16 的纯培养菌液进行生物强化，接种量

分别为 0.05%、0.10%和 0.10%，搅拌速度分别

设置为 90、90 和 180 r/min。 
在反应器运行初期(图 10，C1−C3 周期)，

反应器 R2 对 ClO4
−去除能力最强，可以将进水 

 

 
 
图 9  高氯酸盐废水处理反应器试运行 
Figure 9  Trial operation of the perchlorate wastewater 
treatment reactor. 
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图 10  高氯酸盐废水处理反应器的启动   R1、R2、R3 为 3 个反应器；C1−C10 为反应器驯化的 10 个

批次；1.0、4.0、5.0、7.5、10.0 为随着反应器驯化逐渐提高的高氯酸盐浓度，单位为 mmol/L。 
Figure 10  Startup of the perchlorate wastewater treatment reactor. R1, R2, and R3 are three reactors; 
C1−C10 are 10 batches of reactor acclimation; 1.0, 4.0, 5.0, 7.5, and 10.0 are the gradually increasing 
concentrations of perchlorate as the reactor acclimates, with the unit being mmol/L. 
 
中的 ClO4

−完全还原，而 R1 和 R3 中 ClO4
−的去

除率则较低。反应器 R2 的高氯酸盐去除率高于

反应器 R1，是由于 R2 的菌液接种量高于 R1，
这表明菌株 QD19-16 可以在高氯酸盐废水处理

中发挥其高氯酸盐还原能力。反应器 R3 的高氯

酸盐还原率较低，是由于其搅拌速度相对于其

他 2 个反应器较高，水中溶解氧含量高，抑制

了高氯酸盐的厌氧还原。 
随着活性污泥驯化的进行(C4−C10 周期)，

3 个反应器的高氯酸盐还原能力趋于一致，均实

现较高的高氯酸盐还原率。 

3  讨论 
高氯酸盐还原细菌在自然环境中广泛存

在，迄今为止，大多数高氯酸盐还原菌株分离

自被高氯酸盐污染的环境[1,13,44]。通过使用针对

16S rRNA基因的DNA探针[45-46]和蛋白质探针[47]，

证明了同一栖息环境中高氯酸盐还原菌的多样

性。我们曾使用一组特异性引物[22]从污泥样品

中扩增了 16S rRNA 基因的特殊片段，并检测

到同时存在 3 种类型的高氯酸盐还原菌，这表

明高氯酸盐还原菌在自然环境中普遍存在且具

有多样性。然而，只有菌株 QD19-16 被分离和

纯化，这表明许多潜在的高氯酸盐还原菌在富集

和分离过程中丢失。同样地，Melnyk 等[18]对已

报道的 DPRB 进行系统发育分析发现，虽然高

氯酸盐还原作用广泛分布在变形菌门的 4 个不

同类别中，但这些类别中分离菌株的分类范围很

窄；文章认为，分离和富集方法可能偏向于某些

快速生长的 DPRB，从而导致筛选出的菌株聚集

于部分分支。在 Alphaproteobacteria 中，高氯酸

盐还原菌仅在红螺菌(Rhodospirillaceae)中被报

道[18]，菌株 QD19-16 是目前布鲁氏菌属中第一株

被报道具有高氯酸盐还原能力的细菌。 
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菌株 QD19-16 作为一株兼性厌氧细菌，能

够在有氧和厌氧条件下生长，在以氧为电子受

体的有机培养基中的有氧生长速率显著高于以

高氯酸盐为电子受体的厌氧生长速率(图 3)，并

且在厌氧条件下高氯酸盐的消耗与细菌生长同

步，表明菌株 QD19-16 的厌氧生长与其他高氯酸

盐还原菌一样由高氯酸盐呼吸途径提供能量[44]。

菌株 QD19-16 在 30 ℃、pH 7.0 的条件下生长优

良，具有最佳的高氯酸盐还原效率(图 4)。此外，

与大多数高氯酸盐还原菌一样[16]，菌株 QD19-16
显示出多样的电子供体、受体利用能力(图 5)。 

与其他高氯酸盐还原菌一样，菌株 QD19-16
也能够利用硝酸盐。但是在高氯酸盐与硝酸盐

同时存在的情况下，菌株 QD19-16 优先还原硝

酸盐，而高氯酸盐未被还原(图 6)。这与菌株脱

氯 菌 (Dechlorosoma suillum)[33] 、 伯 克 氏 菌

(Burkholderia sp.) AG[31]情况一致，但与脱氯单

胞菌(Dechloromonas agitate) CKB[42]不同，硝酸

盐对其高氯酸盐还原无抑制作用。 
菌株QD19-16的最大比生长速率为 0.012 h−1，

小于高氯酸盐还原菌 GR-1 (0.100 h−1)和 perclace 
(0.070 h−1)，也远小于菌株 CKB、KJ、PDX 
(0.280、0.200、0.240 h−1) (表 1)。菌株 QD19-16
的半饱和常数 Ks 与 DPRB 菌株 KJ、INS、RC1
等处于同一水平(12−33 mg/L)，高于从受高氯酸

盐污染的场地中分离的 DPRB 菌株 SN1A 和

ABL1 (2.2 mg/L和4.8 mg/L) (表1)。Dechlorosoma 
sp. KJ 作为较早发现的高氯酸盐还原细菌，已

经在工程化的填充床式反应器(packed bed reactor, 
PBR)中用于去除地下水中的高氯酸盐[24]。在用

于高氯酸盐废水处理的 SBR 反应器运行初期，

向反应器中接种菌株 QD19-16 的纯培养菌液，

实验结果表明，菌株 QD19-16 可以在高氯酸盐

废水处理中发挥其高氯酸盐还原能力，提高反

应器的高氯酸盐还原率。 

4  结论 
本研究成功从山东省青岛市泥布湾污水处

理厂的活性污泥中分离和鉴定出一株新的高氯

酸盐还原细菌 Brucella sp. QD19-16，是布鲁氏

菌属中第一株报道的高氯酸盐还原菌。菌株

QD19-16 为革兰氏阴性、短杆状、兼性厌氧菌，

表现出明显的高氯酸盐还原能力，其最适生长

温度为 30 ℃、最适 pH 7.0。同时，菌株 QD19-16
表现出代谢多样性，其中酵母提取物和乳酸是

生长利用较好的电子供体，而氧气和硝酸盐、

硫酸盐也可用作电子受体，但硝酸盐会抑制其

对高氯酸盐的还原。对菌株 QD19-16 的高氯酸

盐还原动力学分析表明，菌株 QD19-16 可以耐

受较高浓度的高氯酸盐，具有作为厌氧生物反

应器中高氯酸盐还原活性污泥微生物菌群基石

的潜力。Brucella sp. QD19-16 的发现扩展了高

氯酸盐还原菌在系统发育中的分布，对高氯酸

盐还原菌的研究具有重大意义，为高氯酸盐去

除工艺的研究奠定了基础。 
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