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摘  要：【目的】从典型自然环境中筛选耐盐高效硫氧化菌，研究其生长特性，并进行初步脱硫

实验。【方法】以硫代硫酸钠为唯一能源底物的培养基富集脱硫菌，经过 3 次平板划线培养、纯

种分离后得到纯种培养。经过革兰氏染色、平板菌落形态观察及形态学特征研究，并结合 16S 
rRNA 基因序列分析及分子系统发育树的构建结果，确定菌株的种类。【结果】从上海外高桥某

发电厂冷却水池中筛选分离出一株硫代硫酸盐去除率高、耐盐性较强的细菌，命名为 CYJN-1。
该菌为革兰氏阴性菌，短杆状，鉴定为那不勒斯菌(Halothiobacillus neapolitanus)。H. neapolitanus 
CYJN-1 具有较强适应盐度变化的能力，菌株生长的盐度范围为 0−5% (NaCI，质量体积比)。菌

株最适生长条件为：温度 30 °C、pH 7.0、底物浓度为 20 g/L。在此条件下，该菌对硫代硫酸钠

的去除率可达 98%。【结论】H. neapolitanus CYJN-1 耐盐性较强，硫代硫酸盐去除率高，在生物

脱硫、生物冶金等领域都具有潜在的应用前景。 
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Isolation, identification and biodesufurization performance 
research of salt-tolerant sulfur oxidizing bacteria 
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Abstract: [Objective] Screening the typical, efficient desulfurization bacteria from the natural 
environment, exploring the growth characterization of the bacteria and conducting the preliminary 
desulfurization experiments. [Methods] The medium with sodium thiosulfate as the sole energy 
substrate was used to enrich desulfurization bacteria, and the pure strain was obtained after being streak 
plate culture and pure strain isolation for three times. Identifying the species of the strain by a variety of 
methods of Gram staining, plate colony morphologic observation, morphological characteristics 
research, 16S rRNA gene sequence analysis and the constructed molecular phylogenetic tree. [Results] 
Isolating a strain of efficient removal of thiosulphate bacteria, named CYJN-1 from the cooling water 
pool of Shanghai Waigaoqiao power station. The strain was Gram-negative bacteria, short rod and 
identified as Halothiobacillus neapolitanus (H. neapolitanus) bacteria. H. neapolitanus CYJN-1 had a 



1652 微生物学通报 Microbiol. China 2015, Vol.42, No.9 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

strong adaptability to the changes of salinity, the salinity range for the growth of this bacteria was 
0−5% (NaCl, W/V). Determine the optimum culture conditions strains: temperature 30 °C, pH 7.0, 
substrate concentration of 20 g/L. Under these conditions, the strain of sodium thiosulfate removal up 
to 98%. [Conclusion] Based on the high haloduric ability and the high ability of removal rate of the 
sodium thiosulfate, the CYJN-1 strain is of potential in the fields of biological desulfurization and 
biological metallurgy. 

Keywords: Halothiobacillus neapolitanus, Salt-tolerant features, Physiological and molecular 
identification, Biodesufurization 

随着经济的快速发展和人口的迅速增长，人类

生存环境面临着巨大的挑战，其中水资源紧缺正在

逐渐成为制约我国可持续发展战略的主要因素之

一。目前在工业化进程中，未经处理而排放的高盐

废水对人们生活用水、工农业生产用水及江河湖泊

等水体造成极大的污染，如能淡化高盐废水、提高

废水利用率可有效缓解当今的用水压力[1]。因此，

高盐废水处理已成为目前的研究热点之一。 

耐盐菌是生长在高盐环境中的微生物类群，根

据它们对盐度需求和盐度耐受性的不同，可以将其

分为轻度嗜盐菌、中度嗜盐菌和极端嗜盐菌[2]。中

度嗜盐菌的最适生长盐浓度为 3%−5%，由于它有

极强的环境适应能力，在自然界中分布又极为广

泛[3-5]，因此近些年研究者对于中度嗜盐菌在生物技

术方面的潜在应用充满了浓厚的兴趣。国外研究者

通过筛选驯化耐盐菌和嗜盐菌来降解苯酚、去除硝

态氮、含硫化合物等，如 Woolard 等[6]将一株从美

国大盐湖中分离的中度嗜盐菌用于处理苯酚废水。

国内也开展了这方面的研究，曲玲童[7]从锦州腌渍

小黄瓜中筛选到嗜盐微生物，并对该菌的发酵特性

进行研究，在含 7% NaCl 的 MRS 培养基中 32 °C

发酵培养 20 h 后，其产酸能力提高 16.78%。李耀

东等[8]从青海湖中利用高效液相色谱技术获得 5 株

具有四氢嘧啶高产潜力的野生菌株，其中中度嗜盐

菌 QHL5 产四氢嘧啶最高产量达到 0.325 μg/L，为

相溶性物质的开发利用提供了依据。嗜盐菌在生物

脱硫领域也有着举足轻重的作用，李琳等[9]从胜利

油田筛选分离出 6 株具有二苯并噻吩降解能力的中

度嗜盐菌，其中 SL-4 菌株在 5%的盐度条件下对二

丙苯噻吩的降解率可达 37.2%。崔小华等[10]从青岛

东风盐场分离到一株嗜盐紫色硫细菌用于脱硫研

究，Vallero 等[11]国外学者通过耐盐硫酸盐还原菌处

理高盐含硫废水取得显著效果。因此利用嗜盐菌与

新型生物工艺相结合处理高盐废水是国内外高盐

废水处理领域的一个重要研究方向。 

目前，国内外对嗜盐菌的研究主要集中在筛选分

类、鉴定、耐盐机制、高盐有机废水处理等方面[12-13]，

将耐盐菌应用于生物脱硫体系的报道较少。鉴于

此，本研究从上海外高桥某发电厂冷却水池中分离

到一株脱硫率高、耐盐特性较强的微生物，用于生

物脱硫实验，为生物脱硫探求新的途径。 

1  材料与方法 

1.1  样品 
从上海外高桥某发电厂冷却水池污泥取样，用

于菌种分离。该水池水源来自长江与东海交融处，

呈弱酸性、含盐量在 1.5%左右。 

1.2  培养基 
富集培养基 (g/L)[14] ： Na2S2O3·5H2O 10.0，

K2HPO4 4.0，KH2PO4 4.0，MgSO4·7H2O 0.8，NH4Cl 
0.4，NaCl 1.0，微量元素溶液 10.0 mL。 

固体培养基：在富集培养基上加入 1.8%−2.0%
的琼脂。 

微量元素溶液成分(g/L)：EDTA 二钠 50.0，
ZnSO4·7H2O 22.0，CaCl2 5.5，MnCl2·4H2O 5.1，
FeSO4·7H2O 5.0，(NH4)6MO7O24·4H2O 1.1，CuSO4 
5H2O 1.6，CoCl2·6H2O 1.6。 

1.3  耐盐硫氧化菌的分离与纯化 
1.3.1  稀释污泥富集培养：取适量的污泥，倒入无
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菌水中，振荡使土样充分打散。然后将其接入富集

培养基中，接种量约 10%，在 30 °C 下振荡培养 4 d，
以上述菌液为接种液富集 2−3 次。 

1.3.2  平板划线分离：从待纯化分离的菌落中取少

量菌样于培养皿中，用接种环在相应培养基平板中

划线分离。在 30 °C 恒温培养 2−3 d，用于观察菌落

特征，并转接入斜面保存，进行进一步的筛选实验。 

1.3.3  菌株筛选培养：将分离获得的各菌株用接种

环从斜面上挑取一环，接入装有相应培养基

(100 mL)的三角瓶(250 mL)中，置于回转式恒温摇

瓶柜，于 30 °C、170 r/min 条件下培养。接种后第

2 天溶液出现浑浊、呈乳白色、溶液 pH 下降。经

过 3 次划线分离后，挑取单菌落接种于斜面培养基

上，在 4 °C 保存。 

1.3.4  耐盐菌株的分离：把分离获得的细菌接种到

氯化钠浓度分别为 1%、3%、5%和 7%的硫代硫酸

钠培养基中，置于 30 °C、170 r/min 条件下培养。

筛选分离出一株中度耐高效硫氧化菌，以备后用。 

1.4  菌株生理学鉴定 

1.4.1  菌落形态观察：观察菌株生成菌落的形态特

点。观察内容主要有大小、形状、表面、质地和颜

色等方面。其中，菌落的大小可量取其直径；形状

指圆形或不规则形等；表面指凸起或平展、有无光

泽以及是否光滑等；质地指粘、脆而言，可用接种

针挑取菌落，试验是否容易挑取。 

1.4.2  菌株形状观察：将菌株进行革兰氏染色后在

光学显微镜下观察。观察内容主要区别革兰氏阳性

菌和革兰氏阴性菌、观察细菌的形状、菌体排列方

式等[15-16]。 
1.4.3  菌体特征观察：用日立 H-7650 透射电镜做

菌体特征观察。步骤如下[17]：(1) 用 2.5% (体积比)
的戊二醛固定收集的细胞样 0.5 h，与 1.25% (质量

体积比)水质琼脂混合；(2) 将固定的琼脂制成1 mm
的切片，继续固定 0.5 h；(3) 把切片用磷酸缓冲液

洗涤 3 次后固定于 1% (质量体积比)四氧化锇的磷

酸缓冲液中 1 h；(4) 用超纯水漂洗切片，在 1% (质

量体积比)铀酰乙酸溶液中固定 1 h；(5) 用乙醇和

氧化丙烯进行梯度脱水，将琼脂切片植入环氧树

脂；(6) 铀酰乙酸染色后用于电镜观察。 

1.5  菌株分子生物学鉴定 
1.5.1  基因组 DNA 的提取：采用从生工生物工程

(上海)有限公司购买的小量细菌基因组 DNA 快速

提取试剂盒提取该菌株的基因组 DNA。 
1.5.2  PCR 扩增：细菌 16S rRNA 基因的 PCR 扩

增 。 前 端 引 物 和 后 端 引 物 分 别 为 27F (5′- 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 1492R (5′- 

GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)。50.0 μL 扩增体

系：10×Taq buffer 5.0 μL，2.5 mmol/L dNTPs 1.0 μL，
基因组 DNA 2.0 μL，10.0 μmol/L 前端引物和后端

引物各 1.0 μL，rTaq 酶 0.5 μL，ddH2O 39.5 μL。反

应条件：94 °C 10 min；94 °C 45 s，55 °C 45 s，72 °C 

90 s，共 35 个循环；72 °C 10 min。 
1.5.3  16S rRNA 序列分析及系统发育树的构建：

PCR 产物进行 B 型小 DNA 片段凝胶电泳。测序工

作由北京六合华大基因科技股份有限公司完成。将

菌株 CYJN-1 的 16S rRNA 序列采用 NCBI 的

BLAST 软件进行同源性比对，用 ClustalX 1.81 和

MEGA 4.0 软件构建系统发育树。 

1.6  CYJN-1 的生长特性研究 
1.6.1  不同能源物质对 CYJN-1 生长的影响：为了

确定 CYJN-1 菌株的最适能源物质，培养基中的硫

代硫酸钠被下面的物质代替(g/L)：蛋白胨 1.0，葡

萄糖 1.0，酵母提取物 1.0，乳糖 1.0，甘氨酸 1.0，

赖氨酸 1.0，单质硫 10.0，Na2SO310.0，DBT (二丙

苯噻吩，有机硫模式化合物) 0.01mmol/L。接种量

5%，30 °C、170 r/min 培养 2 d，测定细胞浓度，将

细胞浓度换算成菌落形成单位 (Colony forming 

unit，CFU)。 
1.6.2  不同温度和初始pH对CYJN-1生长的影响：

适宜的温度和 pH 环境同样是硫细菌生长所必需的

条件。微生物胞内酶和胞外酶的稳定性均受温度和

pH 值影响，过高过低直接影响菌种的生存及活力。

为了确定细胞生长的最适温度和 pH，CYJN-1 菌株
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在不同温度(10、20、30、40、50 °C)和不同初始 pH
值(3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0)的培养基中

170 r/min 培养 2 d，测定细胞浓度。 
1.6.3  不同底物浓度对 CYJN-1 生长的影响：向培

养基中添加不同浓度的硫代硫酸钠，分别为 5、10
和 20 g/L，调节起始 pH 为 7.0。取 100 mL 培养基

置于 250 mL 锥形瓶中，接种 5%的菌液，在 30 °C、

170 r/min 条件下培养，每隔一段时间测定细胞浓度。 

1.7  CYJN-1 脱硫性能的测定 
本研究采用 Na2S 在空气中的主要氧化产物

Na2S2O3 作为 S2−的来源。摇瓶实验中，5%的接种

量接种在 100 mL 含硫培养液中，最适培养条件下

每 12 h 测定细胞浓度、S2O3
2−浓度和 SO4

2−浓度。 

1.8  CYJN-1 耐盐特性的研究 
在基础培养基中加入一定比例的 NaCl，形成不

同的盐浓度梯度，梯度范围分别为 0、1%、3%、5%

和 7%，在最适生长条件下测定脱硫菌的生长情况

和硫酸盐脱除率。 

1.9  检测方法 
1.9.1  硫代硫酸钠的浓度的测定：底物硫代硫酸钠

的浓度采用碘量滴定法测定[18]。步骤如下：(1) 配

制稀释溶液：取 1 mL 的培养液用水稀释至 50 mL 

(稀释 50 倍)。(2) 在典量瓶中放入一份 50 mL 的溶

液，加 2 mL 17.5 mol/L醋酸和 1 mL 1%的淀粉溶液。

(3) 用 0.01 mol/L 浓度的碘液滴定至出现不消失的

蓝色为止，滴定所消耗的碘量来计算 S2O3
2−的含量。 

计算公式：Y=(V−V0)×C×M×X×1 000/50，其中：

Y：所含 S2O3
2−的量，单位为 mg/L；C：滴定的碘

液浓度，为 0.01 mol/L；M：S2O3
2−的分子量为 112；

50 是所加溶液的体积，为 50 mL；X 是稀释倍数；

V−V0 为滴定是所消耗的碘液体积。 

1.9.2  硫酸根浓度的测定：所产生的硫酸根用铬酸

钡比色法测定[19]。步骤如下：(1) 比色管中加入

0.5 mL 样品，并加 4.5 mL 的蒸馏水(测定标准曲线：

5.0 mL 水样，分别取 7 支比色管，分别加入 0、0.05、

0.10、0.20、0.30、0.40、0.50 mL Na2SO4，并加水

至 5.0 mL)。(2) 铬酸钡充分摇匀加 2.5 mL，混合后

静置 3 min。(3) 加 0.5 mL 6 mol/L 的钙氨溶液，再

加 5 mL 1 mol/L 的乙醇猛振 1 min。(4) 慢性定量滤

纸过滤，弃去最初 5 mL，水做参比在 420 nm 处测

定吸光度。(5) 用所测的 OD420 值来从标准曲线上

求出 SO4
2−的含量。 

1.9.3  单质硫的检测：单质硫的检测采用硫平衡

法，公式为：CS
0=64.13/112.13△ 2

2 3S O
C − −32.13/96.13 

△ 2
4SO

C − ，其中，△ 2
2 3S O

C − ：硫代硫酸盐浓度的减少量；

△ 2
4SO

C − ：硫酸盐浓度的增加量。 

2  结果与分析 

2.1  耐盐高效硫氧化菌的筛选 
硫代硫酸钠为筛选硫氧化细菌的唯一能源物

质。富集培养 2 d 后培养液从透明变混浊，瓶底生

成浅黄色絮状物，通过化学验证其为单质硫。本研

究从上海某发电厂冷却水污泥中筛选得到 4 株耐盐

特性较强的硫氧化菌，分别命名为 CYJN-1、

CYJN-2、CYJN-3 和 CYJN-4。在 NaCl 浓度分别为

0、1%、3%、5%和 7%的基础培养基中培养 24 h，

并测定硫代硫酸钠去除率，如图 1 所示。可以看出

这 4 株菌在不同盐度下都有一定的耐受性，菌株

CYJN-1 在 0−3%的盐度下 24 h 内的硫酸盐脱除率

在 90%以上，在 5%−7%的盐度下硫酸盐脱除率却

不足 20%。总体来看，菌株 CYJN-1 在不同盐度下

的硫代硫酸盐脱除效率和生长状况较比其他 3 株

强。因此，选用硫代硫酸钠去除率最高、耐盐特性

较强的 CYJN-1 菌株进行脱硫潜力的研究。 

2.2  CYJN-1 菌株生理学鉴定与分析 
如图 2 和表 1 所示，光学显微镜中的硫氧化菌

CYJN-1 细胞呈短杆状且运动活跃，革兰氏染色鉴

定为阴性。菌落呈乳白色、反面颜色一致、菌落直

径约为 1.0 mm、小而突起、易挑起。采用透射电镜

观察发现 CYJN-1 细胞平均长度为 1.55±0.15 μm、

宽度为 0.65±0.10 μm。细胞有一层薄薄的荚膜，外

围有长丝状的鞭毛。鞭毛可助于微生物在贫瘠的生 
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图 1  不同盐度下 CYJN 菌的硫代硫酸盐脱除率比较 
Figure 1  The effects of different salt concentrations on the 
removal rate of the sodium thiosulfate of the CYJN strain 

活环境下寻找营养物质，荚膜有助于菌种吸附硫颗

粒物表面获取有限的能源物质和抵御恶劣条件的

胁迫。另有报道称，一种新型膜蛋白能够有效地促

进细菌与能源物质之间的接触，从而使细胞更好地

获得营养物质，更利于存活于这类极端环境[20-21]。

预计这些独特的生理构造使菌体更好的适应自然

环境下的脱硫体系。 

2.3  CYJN-1 分子生物学鉴定与分析 
Kelly 和 Wood[22]在 2000 年将硫杆菌中的一些

种重新分类到新指定的属，其中嗜盐硫杆状菌属

(Halothiobacillus)中包括 3 个种，其分别为那不勒斯

菌(Thiobacillus neapolitanus)、盐土植物(Thiobacillus 
halophilus)和 Thiobacillus hydrothermalis。我们对菌 

 

 
 

图 2  采样地及菌种 CYJN-1 形态特征图 
Figure 2  Collection site and morphological characterization of strain CYJN-1 

注：A：采样点-上海外高桥某发电厂冷却水池；B：CYJN-1 菌落图；C：细胞群落 TEM 图(Bar，1 μm；25.5 k×)； D：单细胞 TEM

图(Bar，1 μm；25.5 k×). 
Note: A: Sampling points-the cooling water pool of Shanghai Waigaoqiao power station; B: Colony of isolate CYJN-1; C: TEM micrograph 
(bar, 1 μm; 25.5 k×) of clustered CYJN-1 cells; D: TEM micrograph (bar, 1 μm; 25.5 k×) of a single CYJN-1 cell. 
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表 1  CYJN-1 生理学特征 
Table 1  The physiological characteristics of the CYJN-1 

strain 

特征 Characteristics 结果 Results 

菌落形态 Colony morphology 

菌落特征 Colony characteristics 

呈圆形 

乳白色 

革兰氏染色 Gram staining 阴性 

菌体形状 Cell shape 短杆状 

细胞大小 Cell site 1.55±0.15 μm，0.65±0.10 μm

鞭毛 Flagellum + 

荚膜 Capsular + 

注：+：阳性. 

Note: +: Positive. 

 
株CYJN-1的 16S rRNA基因(1 452 bp)进行了测序，

将 16S rRNA 基因序列在 GenBank 中与其他 16 株

相关菌株进行比对，根据它们的 16S rRNA 基因序

列建立系统发育树，如图 3 所示。结果显示：系统

发育树分成 3 组，CYJN-1 菌株与盐硫杆状菌属中

的菌株位于同一组。CYJN-1 与 H. neapolitanus 

(AB308268，99%)、H. neapolitanus (JF416645，98%) 

和 H. neapolitanus (NR025943，98%)都有较高的序

列相似性。排硫硫杆菌属和嗜酸硫杆菌属包括在第

1 组和第 3 组中，他们与 CYJN-1 菌的遗传相似性

只有 91%。因此，结合《伯杰氏细菌鉴定手册》中

菌落、细胞形态和生理生化特性可以鉴定 CYJN-1
菌株为那不勒斯菌(H. neapolitanus)。 

2.4  H. neapolitanus CYJN-1 生长特性的研究 
2.4.1  不同物质对 CYJN-1 生长的影响：在硫代硫

酸钠培养基内，CO2 和 S2O3
2−分别是 CYJN-1 菌株

生长的唯一碳源和能源物质，该菌株可以利用培养

基中硫代硫酸盐中还原态硫氧化产生的能量化能

生长。但菌株不能在任何单一的有机物培养基中异

养生长，在硫代硫酸钠培养基中添加不同能源物质

也不能促进菌株的生长，表明菌株 CYJN-1 是严格

化能自养硫氧化微生物，如表 2 所示。 

2.4.2  温度和初始 pH 对 CYJN-1 生长的影响：适

宜的温度环境是细菌生长所保证酶活性的重要条

件之一，不同的温度对硫细菌的生长有明显的影

响。从图 4 可以看出，30 °C 和 40 °C 的生长状况明

显优于其他温度，CFU 为 1.4×106 cells/mL，比较得 
 
Thiobacillus thioparus (NR044755)
Thiobacillus thioparus (HM535226)
Thiobacillus thioparus (NR025358)

Thiobacillus thioparus (HQ851082)
CYJN-1

Halothiobacillus neapolitanus (AB308268)

Halothiobacillus neapolitanus (JF416645)
Halothiobacillus neapolitanus (NR025943)

Group 2

Acidithiobacillus ferrooxidans (AF513711)
Acidithiobacillus ferrooxidans (AY427958)
Acidithiobacillus ferrooxidans (DQ470072)

Acidithiobacillus ferrooxidans (NR028982)
Acidithiobacillus ferrooxidans (FJ194541)
Acidithiobacillus ferrooxidans (EU499920)
Acidithiobacillus ferrooxidans (GQ254658)
Acidithiobacillus thiooxidans (NR044920)
Acidithiobacillus thiooxidans (SZS)

Group 3

100

100

100

98
100

100

75
100

100

53

100

68

0.02

Group 1

 
 

图 3  根据 CYJN-1 菌株 16S rRNA 基因序列为基础构建的系统发育树 
Figure 3  The constructed phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene sequence analysis of the the CYJN-1 strain 
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表 2  不同物质对 CYJN-1 生长的影响 
Table 2  The effects of different substances on the growth 

of the CYJN-1 strain 

能源物质 Energy substances 结果 Results 

蛋白胨 Peptone − 

葡萄糖 Glucose − 

酵母提取物 Yeast extract − 

乳糖 Lactose − 

甘氨酸 Glycine − 

赖氨酸 Lysine − 

硫化钠 Sodium sulfide − 

单质硫 Elemental sulfur − 

硫代硫酸钠 Sodium thiosulfate − 

二丙苯噻吩 DBT − 

注：+：可利用；−：不可利用. 

Note: +: Available; −: Unavailable. 
 
知 30 °C 为菌株最适生长温度。同样，不同的初始

pH 对菌体生长也有较大的影响，如图 5 所示。总

体来看，起始 pH 4.0−9.0 菌体均有生长，说明硫细

菌对 pH 的耐受幅度较宽。菌体生长的最适初始 pH

为 7.0，此时硫细菌CFU达到 1.4×106 cells/mL左右，

pH 在 6.0−8.0 时菌体仍有较好的生长，说明该菌生

长的最适 pH 环境在中性左右，偏酸或偏碱对菌株生

长都有抑制。 

2.4.3  底物浓度对 CYJN-1 生长的影响：不同的底

物浓度对 CYJN-1 的生长有较大的影响，从图 6 中

可以看出底物浓度为 20 g/L 时 CFU 为最高，达到

1.55×106 cells/mL，5 g/L 时为最低，这是因为可供

菌体利用的硫源限制了菌体的生长。对于底物充足

的条件，存在着相对于微生物需求的潜在的过剩能

源。对微生物来说，底物的消耗不能调整到恰好符

合能量的需求，因此有时底物不能完全被利用，造

成能量在生物体外流逝。当底物浓度充足时分解代

谢和合成代谢的耦合效率降低，所以微生物需要更

多的底物来满足自身所需的物质和能量，因此底物

过多或过少都影响微生物的正常代谢[23]。 

 
 
图 4  温度对 CYJN-1 生长的影响 
Figure 4  The effects of different temperatures on the 
growth of the CYJN-1 strain 
 

 
 
图 5  初始 pH 对 CYJN-1 生长的影响 
Figure 5  The effects of different initial pH values on the 
growth of the CYJN-1 strain 
 

 
 
图 6  不同底物浓度对 CYJN-1 生长的影响 
Figure 6  The effects of different substrate concentrations 
on the growth of the CYJN-1 strain 
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图 7  CYJN-1 初步脱硫实验 
Figure 7  The preliminary desulfurization experiments of 
the CYJN-1 strain 
 
2.5  H. neapolitanus CYJN-1 脱硫特性的研究 
2.5.1  CYJN-1 菌株初步脱硫实验：以硫代硫酸钠

为唯一能源底物的培养基里对 CYJN-1 进行初步的

脱硫实验，其生长曲线和化学指标如图 7 所示。可

以看出，开始培养 12 h 内细胞处于适应环境的延滞

期，菌株的生长缓慢，生长曲线呈平线状。在随后

的 12 h 内，细胞进入指数增长期，生长旺盛，生长

速度极快，细胞数量呈倍数增长，生长曲线徒然上

升。此时，单质硫呈现迅速增长的趋势，最高可达

0.83 g/L，硫代硫酸钠转化率在 94%左右，这一结

果 高 于 排 硫 硫 杆 菌 (Thiobacillus thioparus) 的

90%[24]。这是由于细胞在延滞期后快速进入指数增

长期，硫代硫酸盐被 CYJN-1 用作电子供体以获得

能量，大部分的硫代硫酸盐中的还原态硫被氧化生

成单质硫。因此，研究这一时期的环境和细菌的特

点有助于提高脱硫效率和单质硫产量。培养 40 h 之

后因培养基营养物质有限，而细胞数量过多，相互

竞争，所以死亡的细胞数和新生的细胞数持平，进

入平稳期。在培养过程中，硫代硫酸盐浓度的下降

伴随着硫酸盐浓度的上升，这表明菌株 CYJN-1 以

单质硫为中间代谢产物将硫代硫酸盐内−2 价的硫

氧化成硫酸盐，这与文献报道的硫化物生物氧化的

相关途径相吻合[25]，且与 Gao 等[26]报道的硫氧化菌

相比其氧化性能强、脱硫率高、自然条件的耐受性

等方面也具有一定的优势。 

2.5.2  CYJN-1 脱硫生成单质硫的观察：在硫代硫

酸钠培养基中 CYJN-1 培养一定时间后在培养基底

部可观察到单质硫的积累。将产生的硫通过干燥收

集后得到固体为淡单色、有较强的硫磺味、易结块、

比商品硫磺更容易磨成粉末。回收硫中含有一定的

较比商品硫磺强。通过扫描电镜观察，发现颗粒大

小在 5−10 µm 之间、大小不一、形状不规则。硫氧

化菌可吸附于硫颗粒表面，不断进行氧化使得颗粒

表面形成了一些细小的沟壑与微坑[27-28]，如图8所示。 

2.6  H. neapolitanus CYJN-1 耐盐特性的研究 
因高盐度环境下的盐析作用降低了微生物的

脱氢酶活性，水的渗透压随着盐浓度的升高而增

加，从而引起微生物细胞脱水进而导致细胞原生质 

 

图 8  回收单质硫形态观察 
Figure 8  Morphological observation of the sulfur recovery 

注：A：培养基底部单质硫；B：回收的固体单质硫；C：单质硫 SEM 图(Bar，10 μm；5 000×). 

Note: A: Sulfur at the bottom of the medium; B: Recyclable solid sulfur; C: SEM micrograph (bar, 10 μm; 5 000×) of sulfur. 
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分离，最终导致微生物细胞破裂死亡[29]。国内外学

者通过对杆菌的研究发现，当环境中的 NaCl 含量

大于 1%时，微生物呼吸速率降低，当 NaCl 含量大

于 2%时，滴滤池 BOD 去除率降低[30]，而当盐度上

升到 3%时，则抑制了系统中大部分微生物的新陈

代谢作用[31]，且好养和厌氧生化系统的活性微生物

数量均呈现下降趋势[32]。作为生物脱硫的开放体

系，脱硫菌的耐盐特性也将成为一个重要指标影响

着脱硫特性和应用范围。此外，一些学者发现相比

含盐量高低而言，盐含量的急剧变化对微生物的影

响更大[33]。 
从图 9 和图 10 可以看出，盐度从 1%增加到 5%

对脱硫菌生长影响较小，但盐度增加到 7%时细胞 

 
 
图 9  不同盐度对 CYJN-1 生长的影响 
Figure 9  The effects of different salt concentrations the 
growth of the CYJN-1 strain 
 

 
 
图 10  不同盐度对 CYJN-1 硫代硫酸盐去除率的影响 
Figure 10  The effects of different salt concentrations 
removal rate of the sodium thiosulfate of the CYJN-1 strain 

很难维持正常的生长，机体生长受到抑制。同时我

们可以看出，盐度在 0−1%时细胞经过短暂的延滞

期后很快进入对数期，24 h 时硫代硫酸钠脱除率达

到 94%以上。盐度增加到 3%时延滞期变长，要经

过一定的调整之后才能进入对数生长期，24 h 内的

脱除率为 87%，48 h 时脱硫率达 98%左右。当盐度

在 5%时延滞期将近 30 h，24 h 内的脱除率降至 20%

左右，但 48 h 时脱除率迅速达到 98%。如果盐度继

续增加菌株将无法进入生长期，生长速率降低，细

胞停止生长直至死亡。 
综上所知，H. neapolitanus CYJN-1 在一定的盐

度范围内既能正常生长，又能高效去除硫代硫酸

盐，且与李琳等[9]报道的耐盐脱硫菌相比该菌适应

性强、脱硫率高、盐度变化能力等方面都有较明显

的优势。但随着盐度的继续增加，菌株生长的停滞

期变长、对数增长期的时间延长，稳定期缩短。停

滞期变长是因为接种到和以前盐度不同的培养基

上后，微生物不能立即生长繁殖，要经过一定时间

的调整和适应，以合成多种酶，并完善体内的酶系

统和细胞的其他成分。对数期的时间延长可能是因

为高盐环境下，一方面微生物要抵御外在的不良环

境，另一方面需要能量合成自身生长所需的物质，

这样的能量分配导致用于生长繁殖的能量相对减

少，从而造成自身生长速率变小，世代时间变长；

同时可能由于延滞期过长消耗了太多的营养成分

而不足以满足菌株的生长。 

3  结论 

本研究从上海外高桥某发电厂冷却水污泥中

筛选分离出一株耐盐高效硫氧化菌 H. neapolitanus 

CYJN-1，确定最适生长条件，并对该菌脱硫潜力和

耐盐特性进行初步研究。结果表明： 

(1) H. neapolitanus CYJN-1 为专性好氧、化能

自养型革兰氏阴性菌、运动活跃、短杆状、平均长

度为 1.55±0.15 μm、宽度为 0.65±0.10 μm、有鞭毛

和较厚荚膜，并以 16S rRNA 基因序列构建系统发

育树表明，该菌为嗜盐硫杆状菌属(Halothiobacillus)
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中的那不勒斯菌(neapolitanus)。 

(2) H. neapolitanus CYJN-1 通过氧化还原态的

硫获得能量，不能利用任何有机物，是一种严格化

能自养型微生物。通过单因素实验发现，该菌在较

宽泛的温度和 pH 范围内都能生长，氧化能力强，

具有良好的适应自然环境脱硫体系的特性。其最适

生长条件为：起始 pH 为 7.0，温度 30 °C，底物浓

度为 20 g/L。 
(3) H. neapolitanus CYJN-1 初步脱硫实验发

现，在最适生长条件下，24 h 时硫代硫酸盐去除率

可达 94%。部分还原态硫氧化生成单质硫，最高生

成量为 0.83 g/L。产生的单质硫有硫磺味、易结块、

比商品硫磺更容易磨成粉末。通过扫描电镜观察，

发现硫颗粒大小不一、形状不规则、颗粒表面有细

小的沟壑与微坑。 
(4) 耐盐性实验表明，H. neapolitanus CYJN-1

具有较强适应盐度变化能力。该菌株在 0−5% 
(NaCI，质量体积比)的盐度范围内能够正常生长，

但随着盐度的增加，延滞期也有不同程度的延长。

其最适生长盐度在 3%左右，在此条件下 24 h 内的

硫代硫酸钠脱除率为 87%，到 48 h 时脱除率可达到

98%。当盐度达到 5%以上时延迟期变长，生长受到

抑制。因此，该菌在一定盐度变化范围内有较强的

脱硫能力，在食品工业﹑化妆品生产﹑环境污染的

生物修复等领域具有广泛的应用价值。 
(5) 该研究结果说明脱硫菌 H. neapolitanus 

CYJN-1 营养要求低、适应范围广、耐盐特性较强。

适用于生物脱硫开放体系，且在含盐废水硫化物去

除、生物浸矿、生物冶金等领域都具有潜在的应用

前景。 
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