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摘   要：【背景】市政污泥堆肥过程中大量释放的含硫臭气不仅会污染周围环境，也会降低堆肥质量。

生物脱硫除臭技术具有效率高、无二次污染等优点，但目前研究较多的中常温硫氧化菌在堆肥高温环

境中易失活，而耐高温菌的研究较少，其在高温条件下的脱硫性能有待进一步探究。【目的】筛选并

鉴定耐高温硫氧化菌株，研究并优化硫氧化的环境条件，为该菌在堆肥脱硫除臭方面的应用提供理论

基础。【方法】利用含硫化物的选择性培养基从污泥堆肥物料中筛选纯化耐高温菌株，从表观形态观

察、生理生化分析和 16S rRNA 基因序列分析的角度确定其种属地位，结合单因素分析和正交试验优

化影响菌株硫氧化作用和生长能力的环境条件，并用 Logistic 模型拟合该菌的生长动力学曲线。【结果】

筛选出一株耐高温硫氧化菌 LYH-1，初步鉴定为爱媛类芽孢杆菌(Paenibacillus ehimensis)，该菌的 16S 

rRNA 基因序列 GenBank 登录号为 MW659161。优化后的最佳硫氧化条件为温度 50 °C、pH 7.5、接

种量 5%，此时硫酸盐的生成量可达到 86.89 mg/L、生成率为 36.20%。优化后的最佳生长条件为温度 

50 °C、pH 8.0、接种量 5%，此时的 OD420可达到 0.520；同时在该生长条件下拟合菌株的生长动力学，

得到最大比生长速率 μm为 0.304 2 h−1。【结论】爱媛类芽孢杆菌 LYH-1 具有较强的硫氧化能力和环境

抗逆性，这为生物脱硫研究领域提供了新的菌种资源，也为污泥堆肥高温期的含硫臭气控制提供了一

定的理论支持。 
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Abstract: [Background] The sulfur-containing odor emitted from municipal sludge composting could 

not only pollute the surrounding environment but also reduce the compost qualities. Biological 

desulfurization technology is highly efficient and without secondary pollutions. However, recent studies 

have been focused on the mesophilic strains, which are usually inactivated in thermophilic composting 

environments. Studies on the thermotolerant sulfide-oxidizing bacteria are scarce, and the 

desulfurization performance of the thermotolerant bacteria awaits further study. [Objective] To provide 

a theoretical basis for the biological application of composting desulfurization, a thermotolerant 

sulfide-oxidizing strain was isolated and identified, and the environmental conditions of the sulfide 

oxidation process were optimized. [Methods] The selective medium containing sulfide was used to 

screen and purify the thermophilic strain from sludge compost materials. The strain was identified by its 

morphological characteristics, physiological and biochemical analysis, and 16S rRNA gene sequence 

analysis. Single-factor and orthogonal experiments were used to optimize the fermentation conditions, 

and we also used the Logistic model to fit the growth kinetics curve of the strain. [Results]          

A thermophilic sulfide oxidizing strain LYH-1 was isolated and identified as Paenibacillus ehimensis; 

the GenBank accession number was MW659161. The optimized sulfide oxidation conditions were 50 °C 

of the temperature, pH 7.5, and 5% of the inoculation amount, the sulfate production amount reached 

86.89 mg/L, and the production rate was 36.20%. The optimized growth conditions were 50 °C of the 

temperature, pH 8.0, and 5% of the inoculation amount, and the OD420 reached 0.520; under these 

conditions, the growth kinetics were fitted to obtain the maximum specific growth rate at 0.304 2 h−1. 

[Conclusion] Paenibacillus ehimensis LYH-1 has strong sulfide oxidation and environmental resistance 

abilities. It provides new bacterial resources for biological desulfurization and theoretical support for 

sulfur-containing odor control during the high-temperature period of sludge composting. 

Keywords: thermophilic characteristics; Paenibacillus ehimensis; growth kinetics; sulfide oxidation 
performance; fermentation optimization 

污泥是市政污水处理厂在处理过程中产生

的液体或固体、半固体残留物[1]。污泥的产量巨

大、来源广泛、组分复杂[2]，不仅包含大量重金

属、细菌病毒和寄生虫卵等有害物质，同时还

含有丰富的氮、磷和有机物等资源[3-4]，具有巨

大的资源化潜力。目前，污泥处理技术主要包

括浓缩脱水、好氧发酵、热干化、厌氧消化等，

其中，好氧堆肥技术因其有机质分解效率高、

操作简单、基建运行费用低等优点[5-6]，逐渐发

展为国内外污泥处理的主流技术之一。然而在

高温好氧堆肥过程中，堆体内存在的局部缺氧

或厌氧环境会导致含硫臭气的产生[7]，硫化氢、
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甲硫醇和二甲基二硫醚等含硫臭气的大量释放

不仅会污染大气环境、危害人类健康，也会导

致堆体内的硫素损失严重，影响堆肥质量[8]。 

与其他除臭技术相比，生物除臭技术的除

臭效率高、无二次污染、使用更加方便、处理

成本更低[9-10]，该技术的核心是控硫除臭微生物

的筛选和应用[11]。生物脱硫除臭的过程通常是

在无色硫细菌或光合硫细菌等硫氧化细菌的作

用下，将 S2−/HS−等还原态硫在关键硫氧化酶的

作用下氧化成高价态的 S0 和 SO4
2−的过程[12-13]。

硫氧化细菌的种类繁多、分布广泛，在煤炭工

艺脱硫[14]、污废水处理[15-16]方面有着较为广泛

的应用。目前研究报道的硫氧化菌多为硫杆菌

属 (Halothiobacillus sp.)[17-18] 、 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas sp.)[19-20]、产碱菌属 (Alcaligenes 

sp.)[21]等常温菌株的筛选和应用，但污泥堆肥过

程中的臭气多在高温期释放，中常温硫氧化菌

在高温条件下多处于失活状态[22]，这致使高温

期含硫臭气的控制受到限制，而高温条件下的

硫氧化作用需要耐高温菌株来实现，因此耐高

温除臭菌株的筛选是十分必要的。然而，目前

耐高温硫氧化菌株筛选培育的相关研究较少，

耐高温菌株脱硫的发酵条件优化也鲜见报道，

其在高温条件下的脱硫性能和硫氧化机制仍需

进一步探索。 

基于上述问题，本研究在污泥堆肥物料中

筛选纯化出一株耐高温的硫氧化菌株，通过形

态观察、生理生化分析及 16S rRNA 基因测序

进行种属鉴定。研究了温度、pH 值、摇床转

速、接种量和能源物质对菌株硫氧化性能的影

响，基于单因素试验结果，利用正交试验优化

菌株培养发酵的环境条件，并在高温条件下对

菌株的生长动力学进行拟合，以期为污泥堆肥

高温期含硫臭气的强化控制提供理论支持与

依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品来源和培养基 
实验所用菌株筛选自黑龙江省哈尔滨市某

污泥堆肥处理厂的高温期堆肥物料中。 

富集培养基(g/L)：磷酸二氢钾 2.0，氯化铵

0.5，碳酸钠 0.5，氯化镁 0.2，硫化钠(Na2S·9H2O) 

0.2。调 pH 7.0−7.2。 

选择性培养基(g/L)[23]：葡萄糖 0.4，磷酸二

氢钾 1.2，磷酸氢二钾 1.2，氯化铵 0.4，氯化镁

0.2，柠檬酸铁 0.01，硫化钠(Na2S·9H2O) 0.08。

调 pH 7.0。 

分离纯化培养基：在选择性培养基中加

1.5−2.0 g/L 琼脂粉。 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，

氯化钠 10.0，琼脂 10.0−20.0。调 pH 7.0−7.2。 

以上培养基在使用前均在 1×105 Pa 的条件

下灭菌 30 min。 

1.2  主要试剂和仪器 
氯化铵、硫化钠、葡萄糖等分析纯试剂，

国药化学制剂有限公司；细菌基因组 DNA 抽提

试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、DNA 胶回收试

剂盒和 PCR 反应通用引物，生工生物工程(上海)

股份有限公司。PCR 仪，ABI 公司；电泳仪，

北京六一生物科技有限公司；恒温生化培养箱

和恒温振荡器，上海一恒科学仪器有限公司；

水质硫化物酸化吹气仪，青岛溯源环保设备有限

公司；扫描电子显微镜，卡尔蔡司公司；紫外分

光光度计，北京普析通用仪器有限责任公司。 

1.3  耐高温硫氧化菌株的筛选 
1.3.1  菌株初筛 

取 10 g 污泥堆肥物料样品放入 70 °C 的烘

箱中烘 2−3 h，称量 5 g 烘后的物料放于装有  

95 mL 无菌水的摇瓶中，于 50 °C、150 r/min 的

高温摇床中振荡 2 h。在相同温度下，取 3%的
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悬浊液于 200 mL 富集培养基中振荡，待培养液

出现明显浑浊后，取 3%的悬浊液接入 200 mL

的新鲜富集培养基中。在 50 °C、150 r/min 的条

件下富集培养 5 次后的菌液，将其用无菌水以

10−3、10−4、10−5、10−6、10−7 的不同梯度进行稀

释，分别取 200 μL 不同浓度梯度的混菌液均匀

涂布于分离纯化培养基上，做 3 组重复，放置

于 45 °C 恒温培养箱中培养。待平板长出明显菌

落后，挑取形态各异的单菌落进行多次划线，

以保证获得纯菌株。 

1.3.2  菌株复筛 

将初筛获取的单菌接种于选择性培养基

中，于 50 °C、150 r/min 的摇床中振荡 48 h 制

成种子液。将种子液以 3%的接种量接入装有

200 mL 选择性培养基的摇瓶中，在 55 °C 的温

度下连续培养，每 3 h 进行一次取样，测定不同

菌株的生长量；同时每 12 h 进行一次取样，测

量不同菌株对培养基中硫化物的去除能力及其

硫酸盐的生成能力，做 3 组重复实验。在高温

条件下，选取硫氧化性能较优的菌株进行后续

实验。 

1.4  菌株的形态观察及种属鉴定 
1.4.1  表观形态观察 

将筛选得到的菌株稀释涂布于 LB 固体培

养基上，倒置于 45 °C 培养箱中培养一段时间，

待平板上长出明显的菌落时，对菌落的形态特

征进行记录。利用革兰氏染色和扫描电子显微

镜[24]，对所筛菌株的微观形态和大小进行分析

观察。 

1.4.2  生理生化分析 

菌株的生理生化特征分析实验如氧化酶、

淀粉水解、明胶液化等，具体参照《常见细菌

系统鉴定手册》[25]进行。 

1.4.3  分子生物学鉴定 

菌株的分子生物学鉴定主要通过 16S rRNA

基因测序进行，利用细菌基因组 DNA 抽提试剂

盒提取硫氧化细菌的基因组 DNA 作为模板，以

通用引物 27F (5′-AGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)

和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)作

为引物进行 PCR 反应。将 PCR 反应产物在 1.7%

琼脂糖凝胶中进行电泳，目的片段进行胶回收

后，送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行

测序。在 NCBI 数据库中对测序结果进行序列比

对，运用 MEGA 7.0 软件中的邻接法(neighbor- 

joining method)[26]构建系统进化发育树。 

1.5  外界条件对菌株生长及硫氧化性能的

影响 
通过选取温度、pH、转速、接种量和能源

物质这 5 种不同的因素，测定外界条件对耐高

温硫氧化菌株 LYH-1 的生长情况和硫氧化能力

的影响。选取对数期(OD420 达到 0.50)的种子液

进行接种，依次设置不同初始温度(30、35、40、

45、50、55、60、65 °C)、不同初始 pH 值(5.5、

6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0)、不同摇床

转速(80、100、130、150、170、200 r/min)、种

子液的不同接种量(1%、3%、5%、7%、9%、

11%)进行分析。在最优碳源种类分析时，依次

用等量的乙酸钠、柠檬酸钠、乳糖、蔗糖、可

溶性淀粉和碳酸钠代替培养基中的葡萄糖，其

他成分与选择性培养基相同；选得最优碳源后，

设置 0.1、0.2、0.5、1.0、1.2 和 1.5 g/L 的浓度

梯度分析最优碳源投量。在最优氮源的分析实

验中，依次用等量的硝酸钠、蛋白胨、磷酸二

氢铵、酵母粉和牛肉膏代替培养基中的氯化铵，

其他成分与选择性培养基相同；选得最优氮源

后，设置 0.2、0.4、0.8、1.0、2.0、3.0、4.0 和

5.0 g/L 的浓度分析最优氮源投量。上述实验均

在培养 50 h 后，分别测定菌株生长量(OD420)和

硫酸根生成量变化，同时做不接菌的空白对照

组，每个实验 3 组重复。 

1.6  正交试验优化菌株的发酵条件 
在外界条件对菌株影响的单因素试验的基
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础上，选取对硫氧化效能影响较为显著的温度、

pH 和接种量作为关键环境因子。利用正交设计

助手 V3.1 软件，设计包含 3 因素 3 水平(表 1)

的 9 组正交试验，具体试验设计如表 2 所示，

以硫酸盐生成量和菌株生长量为响应值，进一

步分析得到菌株发酵的最佳条件。 

1.7  菌株的生长动力学分析 
依据优化后的生长发酵条件进行菌株培养，每

隔 3 h 取一定量的发酵液，于 4 °C、12 000 r/min

离心 20 min，弃上清液后，将沉淀物于 105 °C

下烘干至恒重，称取得到菌体干重。连续测量

32 h 后，利用 Logistic 模型[27]描述菌体干重随发

酵时间变化的关系，从而量化得到耐高温硫氧

化菌 LYH-1 的生长动力学模型。Logistic 模型的

计算公式如式(1)所示： 

m
m

d
(1 )

d

X X
X

t X
                       (1) 

式中：X：菌体浓度(干重)，g/L；Xm：最大菌

体浓度(干重)，g/L；μm：最大比生长速率，L/h。 

1.8  关键指标测定与分析方法 
菌株的生长量利用 OD420 作为衡量指标，采

用紫外分光光度计直接进行测定；利用数据处

理软件 GraphPad Prism 8.0.2 对单因素试验所得

结果进行 t 检验分析。硫化物和硫酸盐的浓度测

定方法具体参考《水和废水监测分析方法》(第

4 版)[28]，批次取样得到的菌液经过 0.22 μm 的

水系滤膜过滤后进行离子浓度测定，其中硫化 

 
表 1  正交试验的关键因素及水平设计 
Table 1  The key factors and levels of orthogonal 
experiment 
因素  

Factors 

水平 

Levels 
1 2 3 

A Temperature (°C) 45 50 55 

B pH 7.0 7.5 8.0 

C Inoculation amount (%) 3.0 4.0 5.0 

表 2  9 组正交分析试验设计 
Table 2  Orthogonal analysis design of nine 
experimental groups 

Test No. Temperature (°C) pH Inoculation amount (%)

1 45 7.0 3.0 

2 45 7.5 4.0 

3 45 8.0 5.0 

4 50 7.0 4.0 

5 50 7.5 5.0 

6 50 8.0 3.0 

7 55 7.0 5.0 

8 55 7.5 3.0 

9 55 8.0 4.0 

 
物经过酸化吹气仪预处理后，采用亚甲基蓝分

光光度法测定，硫酸盐的浓度测定采用改良的

硫酸钡比浊法。硫酸盐生成率的计算公式如式(2)

所示： 

2 2

0 1 1

100%
( )

C M
R

C C M
 


                  (2) 

式中：R：硫酸盐生成率，%；C0：初始硫化物

浓度，mg/L；C1：反应后硫化物浓度，mg/L；

C2：硫酸盐浓度，mg/L；M1：S2−的相对分子质

量；M2：SO4
2−的相对分子质量。 

2  结果与分析 

2.1  耐高温硫氧化菌株的筛选 
利用硫氧化选择性培养基进行初次筛选，

共得到 4 株具有硫氧化能力的耐高温菌株，分

别编号为 LYH-1、LYH-2、LYH-3 和 LYH-4。将

4 株耐高温菌在 55 °C 条件下进行生长量和硫氧

化效能的测定，结果如图 1 所示。由图 1 可知，

菌株 LYH-2 和 LYH-3 在 55 °C 下衰亡较为迅速，

分别在 9 h 和 15 h 时进入衰亡期，其在高温条

件下的生长能力较差；而菌株 LYH-1 和 LYH-4

在高温下生长较为稳定，分别在 12 h 和 9 h 时 
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图 1  55 °C 条件下耐高温菌株的生长量和硫氧化

效能分析   A：OD420；B：硫化物去除率；C：

硫酸盐生成率 
Figure 1  The growth and sulfide oxidation ability 
of thermophilic strains at 55 °C. A: OD420; B: 
Sulfide removal rate; C: Sulfate generation rate. 

 
进入稳定期。此外，菌株 LYH-1 对硫化物的去

除能力最优，在培养的 84 h 时达到了 76.33%的

去除率；并且该菌株的硫酸盐生成能力较为稳

定，在 60 h 时达到 26.80%的硫酸盐生成率峰值。

对于菌株 LYH-4，在培养 84 h 后的硫化物去除

率为 68.83%，但其硫酸盐生成率仅为 10.72%；

在 72 h 时，菌株 LYH-2 和 LYH-3 的硫化物去除

率分别达到 42.52%和 49.61%，但这 2 株菌的硫

酸盐产生量波动较大，高温条件下的硫氧化能

力不稳定。因此，综合考虑 4 株菌在高温条件

下的生长状况和硫氧化能力的稳定性后，选择

菌株 LYH-1 进行后续研究。 

2.2  菌株 LYH-1 的形态学观察和生理生化

分析 
将菌株 LYH-1 接种于 LB 培养基上进行菌

落形态观察，发现菌落呈淡黄色，表面光滑，

易挑取，不透明，边缘不整齐；革兰氏染色后

显示为阴性的产芽孢菌，经扫描电子显微镜观

察， 菌 株 LYH-1 为 杆 状 菌， 菌 体 大 小         

为(0.3−5.0) μm×(1.6−2.4) μm (图 2)。菌株生理

生化实验的结果显示，LYH-1 能进行明胶液化、

淀粉水解、吲哚利用、硝酸盐还原、亚硝酸盐

还原和柠檬酸盐利用的反应，对于接触酶、氧

化酶、丙二酸利用、H2S 产生和反硝化实验的

结果显示为阴性。 

2.3  菌株 LYH-1 的 16S rRNA 基因序列分

析与鉴定 
利用 16S rRNA 基因测序对耐高温硫氧化 

 

 

 
图 2  菌株 LYH-1 的扫描电镜观察 
Figure 2  Observation of the scanning electron 
microscope characteristics of strain LYH-1.  
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菌株进行种属鉴定，获得菌株 LYH-1 的 16S 

rRNA 基因序列长度为 1 410 bp，提交 GenBank

获得的登录号为 MW659161。同时利用 NCBI

数据库中的 BLAST 工具进行序列的比对分析，

在 MEGA 7.0 软 件 中 利 用 邻 接 法

(neighbor-joining method)构建系统发育树，结

果如图 3 所示。通过对菌株 LYH-1 的序列进行

对 比 分 析 可 知 ， 与 其 同 源 性 最 相 近 的 是

Paenibacillus ehimensis strain B7 (JX282195)，

二者的相似度高达 99%。此外，结合形态观察

和生理生化特征分析，初步确定硫氧化菌株

LYH-1 为一株爱媛类芽孢杆菌 (Paenibacillus 

ehimensis)。 

2.4  不同环境条件下菌株 LYH-1 的生长特

性及硫氧化性能 
2.4.1  温度对 LYH-1 生长量和硫氧化效能的 

影响 

由图 4 可知，不同温度对菌株 LYH-1 的生

长状况和硫酸盐生成能力的影响十分显著

(P<0.01)。菌株的 OD420 在 40 °C 时达到最高值

为 0.167，在温度为 40−55 °C 时，菌株的 OD420

在 0.142−0.167 之间；当温度继续升高时，生长

量迅速降低，说明菌株的适宜生长温度在

40−55 °C 之间。此外，当温度在 30−50 °C 时，

菌株的硫酸盐生成量随着温度的升高而不断增

加；当温度为 55 °C 时，硫酸盐生成量达到最高， 
 

 

 
 

 

图 3  菌株 LYH-1 及其相关菌株基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树   建树所用的 bootstrap 值设置

为 1 000；菌株的 GenBank 登录号用括号内的序号表示；分支结点处的数字表示可信度；标尺的数据 0.010

代表进化距离 

Figure 3  Phylogenetic tree of strain LYH-1 and related strains based on 16S rRNA gene sequence. The 
bootstrap value used for tree is set to 1 000; The GenBank accession number of the strain is indicated by the 
serial number in brackets; The number at the branch node indicates the credibility; the scale data 0.010 
represents the evolutionary distance. 
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为 73.21 mg/L；而当温度继续升高至 60 °C 和

65 °C 时，菌株的硫酸盐生成能力急剧降低。这

说明温度过低或过高均会显著影响硫氧化相关

反应酶的活性，不利于菌体硫氧化反应的进行，

而当温度为 55 °C 时，菌株 LYH-1 的硫氧化反

应效果最佳，说明该菌是一株能在高温条件下

更好地发挥硫氧化作用的嗜热菌株，并且硫氧

化作用较优的温度范围在 45−55 °C 之间。 

2.4.2  pH 对 LYH-1 生长量和硫氧化效能的影响 

pH值对耐高温硫氧化菌LYH-1的效能影响

如图 5 所示。由于 pH 值的变化可以使菌体膜表

面的电位及体内的酶促反应速率发生变化，从

而影响微生物的生长繁殖，所以环境的酸碱性

对菌株生存的影响巨大。非配对 t 检验结果显

示，pH 的变化对 SO4
2−生成量的影响十分显著

(P<0.01)，对菌株生长量影响的显著性更大

(P<0.001)。当环境处于弱酸性(pH 值为 5.5−6.5)

或碱性(pH 值为 8.0−9.0)时，菌株 LYH-1 的硫氧

化能力较差，硫酸盐生成量在 13.42−53.90 mg/L

之间；当环境 pH 值为 7.0−7.5 时，菌株的生长

能力和硫氧化能力较强，并且当 pH 值为 7.0 时

硫酸盐含量达到 80.92 mg/L，生长量 OD420 也达

到最高值 0.149；并且当 pH 值为 5.5 时，OD420

仅为 0.060。上述结果说明菌株 LYH-1 在中性及 
 

 
 

图 4  温度对菌株 LYH-1 的生长及硫氧化性能的

影响 
Figure 4  Effects of temperature on the growth and 
sulfide oxidation performance of strain LYH-1. 

 
 

图 5  pH值对菌株LYH-1的生长及硫氧化性能的

影响 
Figure 5  Effects of pH on the growth and sulfide 
oxidation performance of strain LYH-1. 
 

弱碱性(pH 值为 7.0−8.0)的环境中能发挥出较优

的硫氧化效果。 

2.4.3  转速对 LYH-1 生长量和硫氧化效能的影响 

摇床转速可用于表征培养基中的氧含量高

低，并且在一定范围内，转速的大小与培养基

的溶解氧含量呈明显的线性关系[29]。由图 6 可

知，当转速在 80−150 r/min 时，硫酸盐的生成

量和菌株生长量呈逐渐上升的趋势，并且当转

速达到 150 r/min 时，硫酸盐含量达到最大值

79.12 mg/L，OD420 达到 0.175；当转速继续升高

至 170 r/min 和 200 r/min 时，硫酸盐生成量迅速

下降，菌的生长量也随之减小。说明过高的氧 

 

 
 

图 6  转速对菌株 LYH-1 的生长及硫氧化性能的

影响 
Figure 6  Effects of rotate speed on the growth and 
sulfide oxidation performance of strain LYH-1. 
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含量不利于菌株 LYH-1 的生长，同时也会减弱

硫氧化反应的能力(P<0.01)。 

2.4.4  接种量对LYH-1生长量和硫氧化效能的

影响  

图 7 反映了初始接种微生物量对菌体的硫

氧化效能的影响。当接种量为 1%时，硫酸盐含

量为 41.75 mg/L，OD420 为 0.095；当接种量为

3%时，硫酸盐生成量达到峰值 75.71 mg/L，同

时生长量达到最高；当接种量增加至 5%时，硫

酸盐含量减少到 71.17 mg/L；当接种量继续增加

时，硫酸盐含量随之下降，菌体生长量也相应

减少。这说明当培养基中的营养成分有限时，

菌初始接种量越高则微生物生长繁殖越迅速，

菌群会更加迅速地进入衰亡期，微生物之间存

在剧烈的生存竞争导致微生物大量死亡，菌群

的硫氧化效能也因此大幅减弱。显著性分析结

果同样显示，初始接种量对菌株生长量的影响

显著(P<0.05)，而对 SO4
2−生成量的影响十分显

著(P<0.01)。因此，选取 3%−5%的较优接种量

范围进行后续研究。 

2.5  能源物质对 LYH-1 生长量和硫氧化效

能的影响 
碳源和氮源作为菌株生长必备的能源物 

 

 
 

图 7  接种量对菌株 LYH-1 的生长及硫氧化性能

的影响 
Figure 7  Effects of initial inoculum on the growth 
and sulfide oxidation performance of strain LYH-1. 

质，对于菌株的新陈代谢和生长繁殖有着至关

重要的作用。由图 8A 可知，菌 LYH-1 可利用

的碳源广泛，既能以无机碳(Na2CO3)作为碳源，

也能利用葡萄糖、淀粉等有机碳进行生长。菌株

对双糖(蔗糖、乳糖)、多糖和分子量较大的有机

碳源(柠檬酸钠)的利用能力较差，此时 LYH-1 的

生长量和硫酸盐生成能力均较低；当以单糖(葡

萄糖)、乙酸钠和 Na2CO3 为碳源时，菌株的生长

能力和硫氧化能力均有显著提升，其中以葡萄糖

为碳源时，硫酸盐生成量达到峰值(76.41 mg/L)，

OD420 达到 0.152。基于上述实验选取葡萄糖为

培养基碳源进行碳源的不同浓度测试，结果如

图 8B 所示。当葡萄糖浓度为 0.2 g/L 时，硫酸

盐生成量为 77.81 mg/L，达到最大值；当碳源浓

度继续增加时，菌株 LYH-1 的硫酸盐生成能力

也随之降低。葡萄糖浓度在 0.1−1.2 g/L 时，微

生物的生长量随碳源浓度上升而增加，当碳源

浓度为 1.2 g/L 时，OD420 达到 0.510 的最高值。

此外，葡萄糖浓度的变化对微生物生长量无显

著性差异(P>0.05)，然而不同浓度葡萄糖对硫酸

盐的累积有显著影响(P<0.01)。 

由图 8C 可知，菌株 LYH-1 可利用多种氮源

物质进行生长。当以氯化铵和牛肉膏为氮源时，

菌株的硫氧化能力较优，硫酸盐生成量最高可

达 77.20 mg/L；在分别添加蛋白胨、酵母粉和磷

酸二氢铵的培养基中，菌株的硫氧化效果差别不

大；此外，当以硝酸钠为氮源时，硫酸盐生成量

最低为 31.13 mg/L。基于上述实验选取氯化铵为

培养基氮源进行不同的氮源浓度测试，结果如图

8D 所示。当氯化铵浓度分别在 0.2、0.4 和 0.8 g/L

时，培养基中的硫酸盐含量分别为 73.88、74.01

和 79.22 mg/L；当氯化铵浓度升高至 1.0 g/L 时，

硫酸盐含量开始降低，而 OD420升至最高值，达到

0.238；当氯化铵浓度在 2.0−5.0 g/L 时，菌株的生

长量和硫酸盐生成量均随其浓度的升高而降低。 
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图 8  能源物质对菌株 LYH-1 的生长及硫氧化性能的影响   A：碳源种类；B：最优碳源的浓度；C：

氮源种类；D：最优氮源的浓度 

Figure 8  Effects of energy substances on the growth and sulfide oxidation performance of strain LYH-1. A: 
Type of carbon source; B: Concentration of optimal carbon source; C: Type of nitrogen source; D: 
Concentration of optimal nitrogen source. 
 

2.6  菌株 LYH-1 的发酵条件优化 
基于上述外界条件的影响实验可知，各单

因素对菌株的硫酸盐生成能力均有一定的影

响。为探究环境因素对菌株 LYH-1 硫氧化能力

的影响，选取温度、pH 和接种量作为关键环境

因子，并设置一列空白值减少实验误差，以硫

酸盐生成量和菌株生长量为响应结果，得到的

L9(3
4)的正交试验结果如表 3 所示。正交分析结

果显示，3 种环境因素对硫酸盐生成量的影响大

小依次为 pH>温度>接种量，选取每个因素中最

大的 K 值，得到使硫酸盐生成量最优的环境因

素组合为 A2B2C3，即温度为 50 °C、pH 值为 7.5、

接种量为 5%。3 种环境因素对菌生长量的影响

大小依次为温度>pH>接种量，使菌株生长量达

到最大的最优水平组合为温度为 50 °C、pH 值

为 8.0、接种量为 5%。此外，方差分析表明温

度对硫酸盐生成和菌株生长量的影响最为显著

(P<0.01)。 

2.7  最优条件下菌株 LYH-1 的生长动力学

分析 
在优化后的生长发酵条件中，将菌液连续培

养32 h以分析菌株的生长动力学。由公式(1)可知，

在菌株发育初期，当时间 t=0 时，可令微生物量

X=X0，实验可得初期菌体浓度 X0=0.120 0 g/L，最 
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表 3  菌株 LYH-1 发酵条件优化的正交分析试验结果 
Table 3  Orthogonal experiment results of optimizing fermentation conditions of strain LYH-1 
Test No. Temperature 

(A) 
pH 
(B) 

Inoculation 
amount (C) 

Empty column 
(D) 

Sulfate concentration 
(mg/L) 

OD420 

1 1 1 1 1 40.90 0.308 

2 1 2 2 2 46.74 0.316 

3 1 3 3 3 49.14 0.432 

4 2 1 2 3 49.59 0.461 

5 2 2 3 1 86.89 0.520 

6 2 3 1 2 67.70 0.504 

7 3 1 3 2 47.53 0.365 

8 3 2 1 3 71.96 0.389 

9 3 3 2 1 71.70 0.391 

K1 45.59 46.01 60.19 66.50   

K2 68.06 68.53 56.01 53.99   

K3 63.73 62.85 61.19 56.90   

R 22.47 22.52 5.18 12.51   

K1ʹ 0.352 0.378 0.400 0.406   

K2ʹ 0.495 0.408 0.389 0.395   

K3ʹ 0.382 0.442 0.439 0.427   

Rʹ 0.143 0.064 0.050 0.032   

 
大菌体浓度 Xm=1.242 0 g/L，利用 GraphPad 8.0

软件拟合得到最大比生长速率 μm=0.304 2 h−1，将

上述各个参数代入微分方程进行计算，因此得到

菌株 LYH-1 的生长动力学方程如公式(3)所示： 

0.304 2

0.304 2

0.149 0e

1.122 0 0.120 0e

t

tX 


               (3) 

式中：X：菌体浓度(干重)，g/L； t：培养时     

间，h。 

利用非线性拟合的手段，将硫氧化菌LYH-1

在分批发酵过程中的生长量与培养时间的关系

进行模拟，同时以 95%作为置信水平，绘制相

应的预测区间曲线，得到的结果如图 9 所示。 

 

 
 
 

图 9  发酵条件优化后菌株 LYH-1 的生长动力学

分析 
Figure 9  Analysis of growth kinetics of strain 
LYH-1 after optimizing fermentation conditions. 
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3  讨论与结论 

耐高温硫氧化菌株的筛选对于污泥堆肥高

温期的含硫臭气控制具有十分重要的意义。本

研究通过从哈尔滨市某污泥堆肥处理厂的堆肥

物料中进行筛选，分离纯化得到 4 株能将硫化

物转化为硫酸盐的耐高温菌株 LYH-1、LYH-2、

LYH-3 和 LYH-4，综合考虑 4 株菌在 55 °C 的生

长状况和硫氧化性能的稳定性，选择 LYH-1 进

行后续研究。菌株 LYH-1 的革兰氏染色结果为

阴性，属于产芽孢杆菌，扫描电镜观察大小为

(0.3−5.0) μm×(1.6−2.4) μm；利用 16S rRNA 基因

测序及构建系统发育树的方法，同时结合生理

生化实验分析，初步鉴定该菌为一株爱媛类芽

孢杆菌(Paenibacillus ehimensis)。爱媛类芽孢杆

菌多在生成抗生素、抑制致病菌生长方面有相

关研究[30]，而在污泥堆肥除臭领域尚未有相关

报道，这说明爱媛类芽孢杆菌 LYH-1 的筛选纯

化丰富了硫氧化细菌的微生物资源。 

目前已筛选出的硫氧化菌株大多为中常温

菌。Asano 等[31]在 30 °C 下从牛粪堆肥中分离出一

株那不勒斯硫杆菌(Halothiobacillus neapolitanus)，

该菌在培养 10 d 后可将培养基中 21%的硫代硫

酸盐完全氧化；Sun 等[19]从活性污泥中筛选出副

球菌(Paracoccus sp.)、假单胞菌(Pseudomonas 

sp.)等多株硫氧化菌，所有菌株在 33 °C 下对硫

化物的去除率均达到 84%以上。赵冬梅等[32]从

好氧堆肥中筛选出一株耐高温假黄色单胞菌

(Pseudoxanthomonas byssovorax)，该菌株对 50 mg/L

硫化物的最高氧化率为 36.89%。与上述报道的

菌株相比，在温度为 30−65 °C、pH 值为 5.5−9.0

的条件下，菌株 LYH-1 不仅能够存活且能高效

地进行硫氧化反应，该菌株对环境温度和酸碱

度的耐受范围广，具有较强的环境抗逆性，并

且在初始硫化物浓度为 80 mg/L 及温度为 55 °C

时，硫酸盐生成量最高可达到 80.92 mg/L。基于

外界条件的单因素试验表明，当温度在 45−55 °C

之间、pH 值为 7.0−8.0、转速为 130−150 r/min、

接种量为 3%−5%、外加碳源为葡萄糖、外加氮

源为氯化铵时，该菌最终氧化产物硫酸盐的生

成量越多，更有利于菌株进行硫氧化作用。此

外，菌株 LYH-1 既能以无机碳(Na2CO3)作为碳

源，也能利用葡萄糖、淀粉等有机碳进行生长，

说明该菌为一株混养型硫氧化菌株，混养型菌

株的碳源利用范围广，具有在 C/N 比较低的污

泥堆肥中应用的前景。由正交试验优化菌株发

酵条件的实验可知，在温度为 50 °C、pH 值为

7.5、接种量为 5%的条件下，硫酸盐的生成量最

高可达到 86.89 mg/L，生成率高达 36.20%；并

且温度的变化对菌生长状况的影响最为显著

(P<0.01)，其次是 pH 和接种量。利用 Logistic

模型拟合菌株的生长动力学，得到一条典型的

“S”型菌株生长曲线，该菌在 50 °C 的最大比生长

速率 μm为 0.304 2 h−1。冯守帅等[33]研究发现一株

Thermithiobacillus tepidarius JNU-2 在 30 °C 时的

μm为 0.20 7 h−1；Xu 等[34]筛选得到的一株假单胞

菌(Pseudomonas sp.)在 30 °C 时的最大比生长速

率为 0.11 h−1。与上述菌株相比，耐高温菌株

LYH-1 在高温条件下的比生长速率更大，该菌

在 50 °C 时可迅速进行生长繁殖，菌体内的硫氧

化酶的温度抗逆性较强，说明该菌株在堆肥应

用中会迅速提高堆肥温度，大大缩短堆肥周期。 

综上所述，耐高温硫氧化菌株 LYH-1 

(Paenibacillus ehimensis)具有较好的环境抗逆性

和硫氧化能力，可为高温条件下污泥堆肥领域

的硫化物(S2−/HS−)氧化和含硫臭气的生物控制

提供研究思路，具有一定的实际应用价值。 
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