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摘  要: 从处理硫酸盐废水的厌氧折流板反应器中分离得到一株硫酸盐还原菌 D11, 该菌株革兰

氏反应阴性, 无芽孢, 菌体杆状稍有弯曲, 宽度在 0.6 μm~0.8 μm, 长度在 1.8 μm~3.3 μm 之间, 有
极生单鞭毛, 能运动, 接触酶阳性, 氧化酶阴性。菌株生长的 pH 范围介于 6.0~8.0 之间, 最适 pH
为 7.0, 生长温度范围为 25°C~37°C, 最适温度为 30°C。能够以葡萄糖、蔗糖、乙酸、乳酸、乙醇

和丙二醇为唯一碳源生长, 不能利用丙三醇、丁醇、琥珀酸和苹果酸。菌株 DNA 的 G+C 含量为

62.7 mol%。系统发育学分析表明, 该菌株与两株普通脱硫弧菌(Desulfovibrio vulgaris Hildenbor-
ough and Desulfovibrio vulgaris DP4)发育关系接近, 序列相似性均为 99%。 
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Isolation, Identification of a Sulfate Reducing Bacteria 
D11 and Its Phylogenetic Analysis 
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Abstract: A sulfate-reducing bacteria strain, designated D11, was isolated from an anaerobic baffled reactor 
treating waste water containing sulfate. The cells of strain D11 were found to be Gram-negative, 
non-spore-forming, slightly curved rods, 0.6 μm~0.8 μm wide and 1.8 μm~3.3 μm long, motile by a single 
polar flagellum, catalase positive and oxidase negative. The pH range for growth was 6.0~8.0 (optimum pH 
7.0) and the temperature range for was 25°C~37°C (optimum 30°C). Strain D11 can use glucose, fructose, 
acetate, lactate, alcohol and propanediol as sole carbon source for growth and did not use glycerol, butanol, 
succinate and malate. The G+C content of the DNA was 62.7 mol%. Phylogenetic analysis based on 
16S rRNA and DSR gene sequence showed strain D11 was closely related to the type strain of Desulfovibrio 
vulgaris Hildenborough and Desulfovibrio vulgaris DP4 (99% sequence similarity). 
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硫酸盐还原菌(Sulfate-reducing bacteria, SRB)
是一类能够从硫酸盐异化型还原过程中获取能量的

原核微生物, 具有多样的系统发育分支和生理学特
性。硫酸盐还原菌包括革兰氏阴性的嗜中温 SRB、
革兰氏阳性的具芽孢的 SRB、嗜热 SRB和嗜热古细
菌[1]。硫酸盐还原菌广泛存在于自然界厌氧环境当

中, 如: 油田水[2]、海底淤泥[3]]和温泉[4]]当中。在金

属表面 SRB 能形成生物膜引起金属腐蚀[5,6], 引起
管道腐蚀, 造成经济损失。在富硫酸盐的工业废水
中, SRB 以有机物为电子供体, 以硫酸盐为最终电
子受体, 是厌氧条件下有机污染物生物降解的重要
微生物[7−9]。而在重金属污染的水体中, SRB还原硫
酸盐产生硫化物, 与重金属离子形成沉淀, 能有效
去除或回收废水中的重金属[10−13]。因此, 硫酸盐还
原菌不仅在自然界硫循环过程中起着关键的作用 , 
在受污染废水、土壤的厌氧生物修复以及防止管道

腐蚀过程中均有重要的作用。本文报道了一株从处

理硫酸盐废水的 ABR 反应器中分离得到的硫酸盐
还原菌, 结合形态特征、生理生化特性、16S rRNA
和 DSR基因对其进行了鉴定, 为硫酸废水处理工艺
研究提供基础。   

1  材料与方法 

1.1  培养基  
分离纯化培养基: MgCl2⋅6H2O 0.4 g, NH4Cl  

1.0 g, Na2SO4 3.0 g, Yeast extracts 1.0 g, K2HPO4  
0.5 g, CaCl2⋅2H2O 0.05 g, 乳酸钠 3.0 g, 维生素 C 
(10 g/L) 10 mL, 巯基乙酸钠 (10 g/L) 10 mL, 
FeSO4 (5 g/L) 10 mL。所有成分加入到去离子水, 定
容至 1 L, 充分混合, 加热至沸腾, 然后冷却至室温, 
充氮气后 1×105  Pa灭菌, pH为 7.5。液体培养基在
氮气下分装至具胶塞的厌氧管后密封, 固体培养基
加 1.5%的琼脂粉。 

菌种鉴定及特性分析用培养基: 去掉分离纯化
培养基中的 FeSO4。 

1.2  硫酸盐还原菌的筛选  
样品来自厌氧的ABR反应器, 污泥加无菌水振

荡均匀后稀释, 按 1%的量接种至厌氧管, 置于厌氧
工作站(RUSKINN Bugbox)富集 , 以亚铁离子做指
示剂 , 待培养基变黑后涂平板分离 , 平板置于
GENbag anaer 厌氧培养袋(BioMerieux)中培养。约
10 d 左右 , 长出黑色菌落 , 挑取单菌落划线分离 , 

2~3次后获得纯菌株 D11。 

1.3  形态学观察  
菌株 D11 的纯度和细胞形态用相差显微镜

(LEICA DMLB)检查, 菌株用磷钨酸负染后在透射
电镜 (HITACHI H-7650)下观察鞭毛并测量细胞大
小。革兰氏染色和芽孢染色后在光学显微镜下观察。

细胞接触酶和氧化酶活性的测试参照文献[14]。 

1.4  生长特性分析 
分装液体培养基至厌氧管, 每只 15 mL, 接种

对数期的菌悬液 100 μL, 每 24 h取一支厌氧管测定
SO4

2−含量, 得到菌株的生长曲线。在不同 pH 和温
度下厌氧培养 5 d, 分析 pH和温度对菌株生长的影
响, SO4

2−含量用重量法测定(GB 11899−89)。 

1.5  生理生化特征分析 
为了测试菌株对不同碳源的利用情况, 菌株在

10 mL液体培养基 30°C厌氧培养 10 d后, 离心去上
清, 去离子水洗涤沉淀, 再用 2 mL去离子水重悬菌
体, 取 100 μL分别接种至含 20 mol/L的葡萄糖、蔗
糖、乳酸、乙酸、丁醇、丙二醇、丙三醇、乙醇、

苹果酸和琥珀酸的液体培养基, 以硫酸钠为电子受
体, 30°C厌氧培养 10 d, 综合硫酸盐消耗、菌体吸光
度和产硫化氢的情况验证菌株碳源利用能力。 

1.6  总 DNA 提取 
厌氧培养 7 d的菌液离心后收集菌体, 按照《分

子克隆实验指南》(第三版)方法提取总 DNA, 抽提
的总 DNA样品溶于 100 μL的超纯水中, −20°C保存
备用。 

1.7  DNA 中 GC 含量测定 

DNA 中 G+C 含量测定采用反相高效液相色谱
法 [15], 仪器为 Waters 510, 色谱柱 : Hypersil BDS 
(4.6 mm ×250 mm, 填料粒度为 5 μm); 流动相: 90% 
PBS缓冲液(pH 5.6)+10%甲醇, 流速: 1.0 mL/min; 检
测波长: 254 nm; 柱温: 室温; 进样量: 10 μL; 软件: 
Empower。 

1.8  16S rRNA 和 DSR 基因的 PCR 扩增和测序 

基因扩增使用梯度 PCR 扩增仪(PTC200),16S 

rRNA 基因用细菌通用引物(27f/1492r)扩增, 94°C 4 

min; 94°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C 1.5 min, 30个循

环; 72°C 10 min。亚硫酸盐还原酶基因(DSR)利用引

物 1F/4R[16]进行扩增, 94°C 4 min; 94°C 30 s, 53°C 

50 s, 72°C 1.5 min, 30个循环; 72°C 10 min。PCR扩

增分别获得约 1.5 kb的 16S rRNA和 1.9 kb的部分
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d s r A B 基因片段 ,  用 1 %的琼脂糖凝胶电泳 

检测。 

1.9  系统发育学分析 
PCR 产物直接送宝生物工程公司(大连)测序 , 

所测序列利用 Blast 软件比对进行序列相似性分析, 
从 GenBank 选取相关菌种的同源序列 , 利用
MEGA3.1 软件包中的邻位连接法构建 D11 和相关
菌种的系统发育树, 用 Bootstrap 法分析树的可靠性, 
迭代次数为 100。 

2  结果与分析 

2.1  硫酸盐还原菌的分离 
样品富集培养后稀释, 取适当稀释梯度涂布平

板, 放入 GENbag anaer厌氧袋培养, 约 10 d后, 长
出菌落, 挑单菌落经多次划线分离后获得菌株 D11, 
菌落早期为白色小菌落, 后由于菌体还原硫酸盐产
生硫化氢, 硫化氢和亚铁离子结合产生硫化亚铁沉
淀 ,  使菌落逐渐变为黑色 ,  表面凸起 ,  直径约 
1 mm~3 mm(图 1)。菌株 D11在相差显微镜下观察, 
细胞大小和形态一致 , 菌体为杆状 , 稍有弯曲 , 两
端钝圆, 能运动, 菌体宽度在 0.6 μm~0.8 μm, 长度
在 1.8 μm~3.3 μm之间(图 2)。电镜观察显示细胞呈
弧状, 有极生单鞭毛(图 3)。菌株 D11革兰氏反应呈
阴性 , 没有观察到有芽孢形成 , 接触酶阳性 , 氧化
酶阴性。菌株 DNA的 G+C含量为 62.7 mol%, 接近
于普通脱硫弧菌(D. vulgaris)的 G+C含量(61%)。 

2.2  菌株生长曲线及 pH、温度的影响 
以乳酸为碳源, 菌株对硫酸盐的还原情况见图

4: [SO4
2−]最初浓度为 2000 mg/L, 菌株 D11初期生

长缓慢, 在第 2 天硫酸盐浓度才开始降低, 2 d~5 d 
 

 
图 1  硫酸盐还原菌 D11 菌落形态 
Fig. 1  The colony morphology of strain D11 grown an-
aerobically on agar plate 

 
图 2  菌株 D11 的相差显微照片 
Fig. 2  Phase-contrast photomicrograph of cells of strain D11 

 

 
图 3  D11 菌株的透射电镜照片 
Fig. 3  Transmission electron micrograph image of cells of 
strain D11 

 
为对数生长期, 当[SO4

2−]降低至最初浓度的 70%左
右时不再下降。细胞 OD 值在生长期内较低, 在达
到 0.8左右时开始下降, 表明菌株进入衰亡期, 此时
可能是硫化氢的浓度对硫酸盐还原菌产生了抑制。 

菌株 D11最适 pH 为 7.0, 能在 pH 6.0~8.0之间
生长, 而 pH小于 5或大于 9均无明显生长, 温度生 
 

 
图 4  菌株 D11 还原硫酸盐的能力 
Fig. 4  Reducing efficiency of strain D11 on sulfate 
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图 5  pH 对硫酸盐还原效率的影响 
Fig. 5  The effect of pH on reducing efficiency of sulfate 

 

 
图 6  温度对硫酸盐还原效率的影响 
Fig. 6  The temperature of pH on reducing efficiency of 
sulfate 
 
长范围介于 25°C 和 37°C 之间, 最适生长温度为
30°C。 
2.3  生理生化特性 

菌株 D11 对不同的碳源利用能力不同, 试验结
果表明(表 1): D11不能以丙三醇、丁醇、琥珀酸和
苹果酸等分子量较大的醇和酸为唯一碳源生长, 可
以低分子量的醇和酸, 如乙酸、乳酸、乙醇和丙二
醇为唯一碳源生长, 也能利用葡萄糖和蔗糖, 其中
当以乳酸和葡萄糖为唯一碳源时, 硫酸还原效率最
高(10 d约 70%的硫酸盐被还原)。 

2.4  系统树分析 
将测序所得到的菌株的 16S rRNA 序列输入

GenBank, 用Blast软件与数据库序列进行比对分析, 
结果表明 :  D 1 1 与普通脱硫弧菌属的两株菌
Desulfovibrio vulgaris Hildenborough(AE017285)和
Desulfovibrio vulgaris DP4(NC008751)的 16S rRNA
序列相似性较高, 均为 99%, 在 GenBank 搜索并选
取 Desulfovibrio属部分种的 16S rRNA 序列与 D11
共同构建系统发育树。分析结果表明: 菌株 D11 位
于普通脱硫弧菌(Desulfovibrio vulgaris)分支上, 与 

表 1  菌株生理生化特性 
Table 1  Physio-biochemical characteristics of strain D11

试验项目 
Test items 

结果 
Results 

试验项目 
Test items 

结果 
Results

革兰氏染色 
Gram stain − 丁醇 Butanol − 

细胞形状 Cell shape 弯杆状 乙醇 Alcohol + 
鞭毛 Flagellum + 乙酸 Acetate + 
芽孢 Spore − 乳酸 Lactate + 
接触酶 Catalase + 琥珀酸 Amber acid − 
氧化酶 Oxidase − 苹果酸 Malate − 
丙三醇 Lycerol − 葡萄糖 Glucose + 
丙二醇 Propanediol + 蔗糖 Sucrose + 
注: +: 阳性反应; −: 阴性反应. 
Note: +: Positive reaction; −: Negative reaction. 

 
该种硫酸盐还原菌的进化关系接近(图 5)。dsr 基因

扩增得到约 1.9 kb 的片段, 根据基因序列推断出氨

基酸序列(包括亚硫酸还原酶 α 和 β 亚基的部分序

列), 由这两部分序列连接后进行 Blast 比对和系统

发育树的构建, 方法与 16S rRNA 序列分析方法相

同。结果显示: D11 与普通脱硫弧菌 Desulfovibrio 

vulgaris(AE017285)序列有较高的相似性(99%), 在

系统发育树中位于同一分支(图 6)。因此, 结合生理

学特征、细胞 G+C mol%以及基于 16S rRNA和 DSR

两类基因的系统发育分析结果, 认为 D11 属于普通

脱硫弧菌。 

3  讨论 

目前国外对硫酸盐还原菌已有大量的报道, 从
各种环境中分离了不同种属的硫酸盐还原菌, 在国
内仅有少数有关硫酸盐还原菌分离的报道。如张毅

等从热交换器中分离到一株嗜热的硫酸盐还原菌 , 
研究了其生物学特性[17], 马保国等从煤矸石山酸性
淋溶水污染的黄土中, 分离、纯化得到一株硫酸盐
还原菌[18], 陈悟从油田回注水系统中分离到一株嗜
热、嗜酸硫酸盐还原菌[19]。由于严格厌氧并且生长

缓慢, 硫酸盐还原菌分离培养困难。最近人们在研
究硫酸盐还原菌时, 常用编码异化亚硫酸盐还原酶
(DSR)的基因来分析 SRB 的系统发育关系和群落结
构。dsr 编码功能基因-异化型亚硫酸还原酶(DSR), 
由于该酶是微生物硫酸盐呼吸过程中的一个关键酶, 
催化亚硫酸盐还原为硫化物, 迄今为止仅仅在异化
型硫酸还原微生物中发现[20], 在具有硫酸还原功能 
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图 7  菌株 D11 和相关菌的基于 16Sr DNA 基因序列的系统发育树 

Fig. 7  Phylogenetic relationship based on 16S rRNA gene sequences of strain D11 and other desulfovibrio 
species using Neighbour-joining method 

Note: Numbers at nodes present bootstrap percentages (based on 100 samplings). Bar: 0.02 sequence divergence. 
 

 

图 8  菌株 D11 和相关菌的基于 DSR 基因序列的系统发育树 
Fig. 8  Phylogenetic relationship based on DSR gene sequences of strain D11 and other desulfovibrio 

species using Neighbor-joining method 
Note: Numbers at nodes present bootstrap percentages (based on 100 samplings). Bar: 0.05 sequence divergences. 

 
的细菌和古菌当中高度保守[21,22]。因此, 编码异化
亚硫酸盐还原酶基因的部分序列最近常被用来分析

SRB 的系统发育学。研究证明, 利用 dsr 基因所得
出的系统发育学结果与 16S rRNA 基因的一致[23], 

在生态学分析中, 利用 dsr 基因更有优势。如 Joke 
Geets 等人设计了一对引物 DSRp2060F/DSR4R[24], 
扩增得到 350 bp左右的片断, 通过变性梯度凝胶电
泳后, 可以直接分析硫酸盐还原菌的群落结构, 排
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除了其它微生物的干扰。Shabir A等人利用 DSR基
因检测了含硫酸盐废水处理反应器中的具有代谢活

性的硫酸盐还原菌, 分析了具有代谢活性的硫酸盐
还原菌[25]。 

4  结论 

1) 从处理硫酸盐废水的厌氧折流板反应器中

分离得到一株硫酸盐还原菌 D11, 菌体稍有弯曲 , 

两端钝圆, 能运动, 菌体宽度在 0.6 μm~0.8 μm, 长

度在 1.8 μm~3.3 μm 之间, 电镜观察显示细胞呈弧

状, 有极生单鞭毛。菌株 D11革兰氏反应呈阴性, 没

有观察到有芽孢形成, 接触酶阳性, 氧化酶阴性。 

2) 菌株D11生长的 pH范围为 6.0~8.0, 最适 pH 

为 7.0, 温度生长范围介于 25°C~37°C之间, 最适生

长温度为 30°C。不能利用丙三醇、丁醇、琥珀酸和

苹果酸为唯一碳源生长, 能够以葡萄糖、蔗糖、乙

酸、乳酸、乙醇和丙二醇为唯一碳源生长。其中当以

乳酸和葡萄糖为唯一碳源时, 硫酸还原效率最高。 

3) 菌株 DNA的 G+C含量为 62.7 mol%, 系统

发育分析结果表明, 菌株 D11 位于普通脱硫弧菌

(Desulfovibrio vulgaris)分支上, 与该种硫酸盐还原

菌的进化关系接近。与 Desulfovibrio vulgaris  

Hildenborough 和 Desulfovibrio vulgaris DP4 的 
16S rRNA序列相似性较高, 均为 99%。结合生理学
特征和系统发育分析结果, 认为 D11 属于普通脱硫
弧菌。 
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