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研究报告 

粪产碱杆菌的分离鉴定及其生物转化作用 
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摘  要：【背景】硫化氢(H2S)作为畜牧生产过程中释放的一种有毒有害气体，严重危害畜禽和人类

的健康，因此降解硫化氢特别是生物氧化法转化硫化氢已成为当前研究热点。【目的】筛选高效硫氧

化菌株并研究其生物转化作用。【方法】以长春市某养鸡场采集的新鲜粪便为材料，分离鉴定硫氧化

菌株。采用单因素分析法优化其生长条件，研究生物转化效率，检测 soxY、soxZ 基因 mRNA 表达

水平。【结果】获得一株高效硫氧化菌株 JF9，经鉴定为粪产碱杆菌。最佳生长条件：底物浓度 0.5 g/L，

温度 35 °C，初始 pH 7.0，在此条件下 Na2S 去除率达 94%以上。菌株 JF9 存在 soxY 和 soxZ 基因，

其转录水平在硫源诱导前后差异显著(P<0.05)。【结论】分离得到的粪产碱杆菌具有良好的硫化物转

化能力，脱硫过程中硫氧化基因高效表达。 

关键词：粪产碱杆菌，硫化氢，生物转化，sox 基因 
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Abstract: [Background] Hydrogen sulfide (H2S) is a toxic and harmful gas released in the process of 
livestock production, which seriously harmed the health of livestock and human beings. Therefore, the 
degradation of hydrogen sulfide, especially the transformation of hydrogen sulfide by biological oxidation, 
has become a current research focus. [Objective] In order to screen the highly efficient sulfur-oxidizing 
strains and study its biotransformation. [Methods] Using fresh feces collected from a chicken farm in 
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Changchun city as the material, sulfur-oxidizing strains were isolated and identified. The growth 
conditions were optimized by using single-factor analysis, the biotransformation efficiency was studied, 
and the mRNA expression levels of soxY and soxZ genes were detected. [Results] A highly efficient 
sulfur-oxidizing strain, JF9, was successfully obtained, which was preliminarily identified as Alcaligenes 
faecalis. Optimal growth conditions: substrate concentration 0.5 g/L, temperature 35 °C, initial pH 7.0. 
Under these conditions, the removal percentage of Na2S was over 94%. The strain JF9 had soxY and soxZ 
genes, and their transcription levels were greatly induced by sulfur substrates (P<0.05). [Conclusion] The 
isolated strain Alcaligenes faecalis had a considerable ability to degrade sulfide, and the sulfur-oxidizing 
genes were highly expressed during the desulfurization process. 

Keywords: Alcaligenes faecalis, H2S, biotransformation, sox gene 

硫和硫化物的氧化还原是整个自然界化学循

环中至关重要的一环，微生物体内酶的联合作用

可以对含硫化合物进行转化，在自然界硫循环链

中扮演着不可或缺的角色。硫化氢(H2S)是一种无

色、带有腐败臭鸡蛋气味、易燃且有腐蚀性的有

毒有害气体，具有黏膜刺激性[1-2]，会引起畜禽咽

炎、结膜炎，使畜禽免疫力下降，影响生长性  

能[3-4]。作为化合价最低的一种含硫化合物，H2S

具有极强的还原性，易成为微生物的电子供体被

微生物氧化转化为安全无毒的硫酸盐[5]，利用这一

特点，可以采用微生物法去除 H2S，此过程脱硫效

率高、去除彻底且对环境友好[6]。 

现今已分离鉴定出多种具有硫化物氧化功能

的细菌，研究表明这些细菌中存在多种硫氧化酶

和不同氧化途径[7-8]，主要为硫化物醌氧化还原酶-

硫双加氧酶系统(Sulfide Quinone Oxidoreductase- 

Persulfide Dioxygenase，SQR-PDO)[9]、硫转移酶

(Sulfate Transferase，STF)、黄素细胞色素 C 硫化物

脱氢酶(Flavocytochrome C Sulfide Dehydrogenase，

FCSD)、硫氧化酶(Sulfur Oxidase，Sox)多酶复合体

系统[10]等，其中 Sox 多酶复合体中载体蛋白 SoxYZ

发 挥 最 主 要 作 用 [11-12] 。 粪 产 碱 杆 菌 (Alcaligenes 

faecalis)是一种广泛存在于自然界中的细菌，近年

来的研究表明 A. faecalis 能够降解多种有毒有害物

质，如苯酚[13]、氰化物[14]、亚砷酸盐[15]、硫化氢

等，其中关于 A. faecalis 氧化 H2S 的研究多应用于

生产实际，而对硫化物氧化途径和调控机制研究

较少。 

本研究从长春市某养殖场采集的新鲜鸡粪中

筛选到一株具有较优脱硫能力的粪产碱杆菌并对

其生长条件进行优化，在最佳生长条件下进行脱

硫能力测定，检测菌株硫氧化基因 soxY 和 soxZ

的 mRNA 表达水平，以期为粪产碱杆菌硫氧化

调控机制的完善及硫氧化模型建立提供参考和

依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

无 机 盐 培 养 基 ： NH4Cl 1.0 g/L ， KH2PO4   

0.5 g/L，K2HPO4 1.5 g/L，MgSO4 0.2 g/L，NaCl 

1.0 g/L，添加硫代硫酸钠至 10.0 g/L。 

基础 LB 培养基：胰蛋白胨 10.0 g/L，酵母提

取物 5.0 g/L，NaCl 10.0 g/L。 

固体 LB 培养基：在基础 LB 培养基中加入

1.5%琼脂，在 1×105 Pa 条件下灭菌 20 min 后冷却

凝固。 

筛选培养基：基础 LB 培养基在 1×105 Pa 条件

下灭菌 20 min，冷却后添加硫代硫酸钠至 10.0 g/L。 

RNAiso Plus、实时荧光定量 PCR 试剂 2×TB 

Green® Premix Ex TaqTM、反转录试剂 PrimeScriptTM 

RT Reagent Kit with gDNA Eraser，宝日医生物技术

(北京)有限公司。 

2 mol/L NaOH 和 4 mol/L HCl 用于调节初始 pH。 

引物：序列见表 1。 
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表 1  本文所用 PCR 引物 
Table 1  Primers of PCR used in this study 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

产物大小 

Product size (bp) 
1. 16S rRNA 27F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1 500 

1492R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

2. soxY F: TTACATGCCGCAGCCGCC 504 

R: ATGACTTCCTCTAAACTTCCCTCCC 

3. soxZ F: TCAGCCGCTGATGCTCAGC 327 

R: ATGAGTAAACCACGTATCTGGATCAGC 

4. 16S rRNA F: GGCCGCAAGGTTCAAACTCA 165 

R: ACCCAACATCTCACGACACG 

5. soxY F: AGGCGAACTGCGACTTCTGTTG 90 

R: GATCATTCTGGCTCAGGGCAACC 

6. soxZ F: ATCGTCCGTCCAGCTCATCTCC 115 

R: CGGCGAGCCCTTGTTCAACTG 

注：1、2、3：常规 PCR 引物序列；4、5、6：实时荧光定量 PCR 引物序列 

Note: 1, 2, 3: Sequences of primers routine PCR; 4, 5, 6: Sequences of primers by real-time fluorescence quantitative PCR 
 

1.2  菌株的筛选 

将新鲜鸡粪以 1:100 于无菌生理盐水中重

悬，在 37 °C、120 r/min 恒温振荡培养箱中振荡  

1 h 后静置 30 min。取上层液体以 1%接种量转接

于无机盐培养基中，在 37 °C、120 r/min 培养箱中

恒温培养。采用稀释涂布平板法，取培养 1 d 后的

菌悬液涂布于固体 LB 培养基上 37 °C 培养。挑取

单菌落进行分离纯化培养，得到的纯化菌株回接

于含硫代硫酸钠的无机盐培养基中，若出现浑浊

则将菌株分离并保存。 

1.3  菌株的鉴定 

1.3.1  形态学和生理生化鉴定 

将筛选所得菌株接种于固体 LB 培养基上，

在 37 °C 培养箱中恒温培养 24 h 后观察菌落形态

并进行革兰氏染色鉴定。参照《伯杰细菌鉴定手

册》[16]和《常见细菌系统鉴定手册》[17]对菌株进行

糖发酵、氧化酶、接触酶、吲哚、M-R、V-P、

明胶液化、淀粉酶、硝酸盐还原、亚硝酸盐还原

等试验。 

1.3.2  分子生物学鉴定 

按照 Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒说

明书进行菌株 DNA 提取，使用通用引物 27F 和

1492R 对筛选菌株 16S rRNA 基因进行扩增。PCR

反应体系：DNA 模板 1 μL，2×Taq Master Mix 

12.5 μL，上、下游引物 (10 μmol/L)各 1 μL，

ddH2O 补 足至 25 μL。PCR 反应条件：94 °C      

5 min；94 °C 30 s，50 °C 30 s，72 °C 45 s，共   

30 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳验证，送生工生物工程(上海)股份有限公

司测序，所得数据提交至 GenBank 数据库进行

BLAST 比对，使用 MEGA 7.0 软件构建系统发育

树。同时对菌株 soxY、soxZ 基因进行扩增，除退

火温度更改为 60 °C 外，PCR 反应体系和反应条件

同上。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳验证，送生

工生物工程(上海)股份有限公司测序。 

1.4  菌株生长条件的优化 

取种子液以 1%接种量接种于 100 mL 基础 LB

培养基中，添加 Na2S使底物浓度分别为 0.1、0.2、

0.5、1.0 g/L，置于 35 °C 恒温振荡培养箱中培养  

48 h，测定生物量和降解率变化，每个处理均重复

3 次且设空白对照；确定最佳底物浓度后，依次对
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温度(5 个梯度：20、25、30、35、40 °C)、pH   

(7 个梯度：3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0)进

行优化。 

1.5  菌株转化性能测定 

取种子液以 1%接种量接种于 100 mL 基础 LB

培养基中，利用优化后的生长条件恒温培养 48 h，

每隔 12 h 分别测定溶液中 Na2S、Na2S2O3、SO4
2−

浓度，各处理均重复 3 次且设空白对照。 

Na2S2O3 浓度测定：在 250 mL 碘量瓶中加入

50 mL 蒸馏水、1 g 碘化钾、20 mL 重铬酸钾标准溶

液 [c( 1

6
K2Cr2O7)=0.01 mol/L] 、 5 mL 硫 酸 溶 液

[c( 1

2
H2SO4)=3 mol/L]，放置于暗处 5 min，用待测

液滴定溶液至浅黄色，加 1 mL 淀粉(10 g/L)，继

续滴定至蓝色消失。按公式(1)计算 Na2S2O3 溶液

浓度： 

1
2 2 3(Na S O )

C V
C

V




 
                       (1) 

其 中 C(Na2S2O3) 为 待 测 溶 液 中 硫 代 硫 酸 钠 浓

度，mol/L；C 为重铬酸钾标准溶液浓度，mol/L；

V1 为重铬酸钾标准溶液体积，mL；V 为待测溶液

的滴定体积，mL。 

硫化物测定采用对氨基二甲基苯胺分光光 

度法[18]；硫酸根测定采用铬酸钡分光光度法[19]。 

1.6  菌株 soxY、soxZ 基因 mRNA 表达量测定 

取种子液以 1%接种量接种于 100 mL 基础 LB

培养基中，实验组在最优生长条件下培养 48 h，

对照组除不添加硫源外，其他培养条件与实验

组相同。各组取 1 mL 菌液，4 °C、8 000 r/min 离

心弃上清，Trizol 法提取细菌总 RNA，于−80 °C

冰箱中保存备用。每个处理均重复 3 次且设空白

对照。 

Trizol 法提取细菌总 RNA，琼脂糖凝胶电泳

验证 RNA 完整性，按反转录试剂说明书将提取总

RNA 反转录所得产物即 cDNA，于−20 °C 冰箱中

保存备用。实时荧光定量 PCR 反应体系：模板   

2 μL，2×TB Green® Premix Ex TaqTM 10 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各 0.4 μL，ddH2O 补足至   

20 μL，每个样品 3 个重复。实时荧光定量 PCR 反

应条件：95 °C 30 s；95 °C 5 s，60 °C 20 s，共  

40 个循环。以 16S rRNA 基因为内参，采用 2−ΔΔCt

法计算 soxY、soxZ 基因 mRNA 相对表达量。 

2  结果与分析  

2.1  菌株的筛选与鉴定 

2.1.1  菌株形态学和生理生化特征 

通过分离筛选得到一株异养硫氧化细菌，能

够高效转化硫化物和硫代硫酸钠，编号为 JF9。

菌株菌落边缘规整，光滑湿润不透明，形态为圆

形，在含硫代硫酸钠的固体 LB 培养基中生长呈

淡黄色；菌株革兰氏染色反应呈阴性，菌体为短

杆状。 

生理生化试验结果见表 2。由表 2 可知，该

菌株不能发酵糖类，氧化酶、接触酶反应呈阳

性，吲哚试验、M-R 试验、V-P 试验、明胶液化

试验、淀粉酶试验均呈阴性，能利用硝酸盐，不 

 
表 2  菌株的生理生化特征 
Table 2  Physiological-biochemical properties of strain 
JF9 
检测内容 

Test index 

检测结果

Results 

检测内容 

Test index 

检测结果

Results 

葡萄糖发酵 

Glucose fermentation

− 吲哚试验 

Indole experiment 

− 

乳糖发酵 

Lactose fermentation

− M-R 试验 

M-R experiment 

− 

麦芽糖发酵 

Maltose fermentation

− V-P 试验 

V-P experiment 

− 

甘露醇发酵 

Mannitol fermentation

− 明胶液化试验 

Gelatin liquefaction

− 

蔗糖发酵 

Sucrose fermentation

− 淀粉酶试验 

Amylase experiment

− 

氧化酶试验 

Oxidase experiment

+ 硝酸盐还原 

Nitrite reduction 

+ 

接触酶试验 

Catalase experiment

+ 亚硝酸盐还原 

Nitrate reduction 

− 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; −: Negative 
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能利用亚硝酸盐。该菌株符合《伯杰细菌鉴定手

册》[16]中对产碱杆菌属的描述，初步鉴定菌株为产

碱杆菌。 

2.1.2  分子生物学鉴定 

菌株 16S rRNA 基因序列大小为 1 437 bp。将

所得数据提交至 GenBank 数据库中进行 BLAST 比

对后使用 MEGA 7.0 软件构建系统发育树，分析结

果显示该菌株与粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis) 

RB13C11 亲缘关系最近，相似度达 99.7%以上，结

合生理生化鉴定结果，菌株 JF9 鉴定为粪产碱杆

菌。将菌株 16S rRNA 基因序列上传 GenBank，获

得登录号为 MW308612。 

对菌株 soxY、soxZ 基因进行扩增，PCR 产物

经 1%琼脂糖凝胶电泳验证结果如图 1 所示，条带

大小正确，分别为 504 bp 和 327 bp。测序所得序列

正确，表明菌株 JF9 存在 soxY、soxZ 基因。 

2.2  不同培养条件对菌株生长和脱硫效果的影响 

2.2.1  不同底物浓度对菌株生长和脱硫效果的

影响 

如图 2 所示，当底物浓度低于 0.5 g/L 时，菌株

JF9 生长良好且高效转化 Na2S。当 Na2S 浓度为   

1.0 g/L 时，菌株生长稍缓慢且转化率随之降低。

生长至第 48 h 时 OD600 值分别为 1.47、1.56、

1.78、0.96，表明高浓度 Na2S 影响菌株生长繁殖。 

 
 
图 1  soxY 和 soxZ 基因琼脂糖凝胶电泳结果 
Figure 1  Detection of soxY and soxZ genes by agarose gel 
electrophoresis 
注：M：DL2000 DNA Marker；1、2：soxY、soxZ 基因扩增产物 

Note: M: DL2000 DNA Marker; 1, 2: soxY and soxZ genes 
amplification products 

 
原因可能是过高浓度 Na2S 导致培养基渗透压增

大，并且转化过程中产生某些有毒物质从而抑制

菌株的生长和降低脱硫效果。 

2.2.2  温度对菌株生长和脱硫效果的影响 

如图 3 所示，菌株 JF9 生长对温度变化较敏

感，温度过高或过低均会导致细菌生长缓慢，转

化率降低。菌株最适生长温度为 35 °C，在此条件

下转化效率最高，50 h 内对初始底物浓度为 0.5 g/L

的 Na2S 转化率可达 84.89%，温度升高或降低均会

对菌株的生长和硫转化有不同程度的抑制作用。 

 

 
 
图 2  不同底物浓度对菌株 JF9 生长及硫化钠去除的影响 
Figure 2  Effects of different substrate concentrations on growth of strain JF9 and removal of sodium sulfide 
注：A：不同浓度下菌株生长情况；B：不同浓度下菌株转化率 

Note: A: The growth of strains with different concentrations; B: The transformation rate of strains with different concentrations 
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图 3  不同温度对菌株 JF9 生长及硫化钠去除的影响 
Figure 3  Effect of temperature on growth of strain JF9 and removal of sodium sulfide 
注：A：不同温度下菌株生长情况；B：不同温度下菌株转化率 

Note: A: The growth of strains with different temperature; B: The transformation rate of strains with different temperature 

 
2.2.3  初始 pH 值对菌株生长和脱硫效果的影响 

如图 4 所示，在底物浓度 0.5 g/L，温度

35 °C，不同初始 pH 值条件下，脱硫菌 JF9 生长与

转化率表现出明显差异。在酸性环境时菌株生长

迟滞，而且底物 Na2S 在酸性培养基中以气态硫化

氢形式逃逸，空白组中转化率较高，致使检测出

的 S2−浓度有不同程度降低，然而菌株在中性或弱

碱条件下生长较好，当 pH 7.0、8.0 时，菌株生长

较快，生长至稳定期 OD600 值分别为 1.84、1.73，

pH 7.0 条件下菌株脱硫效果最佳，最终转化率可

达 88.71%。 

2.3  菌株降解性能的测定 

图 5 为菌株在底物浓度为 0.5 g/L，温度为

35 °C，初始 pH 7.0 条件下生长时溶液中 Na2S、

Na2S2O3、SO4
2−浓度的变化。Friedrich 等[20]研究指

出，Sox 多酶复合体介导的硫氧化过程为：在

SoxXA 催化作用下，硫原子先与 SoxYZ 中 SoxY 亚

基 C 端 上 C y s 残 基 相 结 合 形 成 二 硫 化 物

SoxZY-S-S–，进而在 SoxB 作用下氧化释放 SO4
2−。

由 图 5 可 推 断 ， 转 化 初 期 溶 液 中 硫 化 物 被 迅 

 

 
 
图 4  pH 对菌株 JF9 生长及硫化钠去除的影响 
Figure 4  Effect of pH on growth of strain JF9 and removal of sodium sulfide 
注：A：不同 pH 下菌株生长情况；B：不同 pH 下菌株转化率 

Note: A: The growth of strains with different pH; B: The transformation rate of strains with different pH 
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图 5  硫化钠转化过程中各代谢物的动态变化 
Figure 5  Dynamic changes of various metabolites during 
the biotransformation of sodium sulfide 

 
速氧化生成硫代硫酸根，在 Sox 酶系作用下，

硫代硫酸根被进一步氧化生成硫酸根。菌株培

养至 50 h 时转化率可达 94%以上，降解性能较

优越。 

2.4  硫氧化菌株 soxY、soxZ 基因 mRNA 相对

表达量 

如图 6 所示，菌株 soxY、soxZ 基因在硫源诱导

前后转录水平均出现显著差异，实验组菌株中

soxY 基因转录水平约为对照组的 4.87 倍，soxZ 基

因转录水平约为对照组的 4.25 倍，转录水平差异

极显著(P≤0.05)。 

3  讨论与结论 

本研究从长春市某养殖场采集的新鲜鸡粪中

分离得到一株异养硫氧化菌株 JF9 并鉴定为粪产碱

杆菌。菌株 JF9 以底物浓度为 0.5 g/L，温度

35 °C，初始 pH 7.0 为最佳生长条件，在此条件下

对 Na2S 降解率可达 94%以上。 

早期对粪产碱杆菌的生物氧化功能研究主要

围绕菌株硝化能力 [21]和亚砷酸盐氧化能力 [15]，

对于粪产碱杆菌氧化 H2S 的研究多为生产实际上

的 应 用 ， 对 其 硫 化 物 氧 化 机 制 研 究 较 少 。 如

Rattanapan 等[22]从浓缩乳胶废水中分离纯化培养

得到一株粪产碱杆菌 T307，固定在颗粒活性炭

上作为填料用以脱除合成沼气中的 H2S，结果表

明在高入口浓度条件(200–4 000 mg/L)下降解率高

于 95%；Potivichayanon 等[23]使用固定膜生物洗涤

塔降解 H2S，从洗涤器上分离出 2 株新型微生物，

分 别 为 不 动 杆 菌 属 MU1_03 和 粪 产 碱 杆 菌

MU2_03，2 种菌株降解率分别为 91%和 92%，而  

2 种菌株的混合物能够去除 98% H2S。 

本研究对粪产碱杆菌 JF9 中硫氧化途径进行

探索，结果表明粪产碱杆菌 JF9 具有氧化硫化物

的能力。有研究指出对于氧化产物 S2O3
2−，Sox 多 

 

 
 
图 6  硫氧化菌株降解前后 soxY 和 soxZ 基因转录水平差异 
Figure 6  Differences in transcriptional levels of soxY and soxZ genes before and after degradation of sodium sulfide 
注：A：soxY 基因转录水平；B：soxZ 基因转录水平。**：P≤0.01；***：P≤0.001 

Note: A: The transcriptional level of soxY gene; B: The transcriptional level of soxZ gene. **: P≤0.01; ***: P≤0.001 
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酶复合体会主导完成 S2O3
2−的氧化，将其转化为

SO4
2−[24-25]。其中 S2O3

2−需最先与 SoxYZ 蛋白质

二聚体共价连接后才能启动氧化过程[11]。Grimm

等[26]通过 RT-qPCR 分析表明，Sox 多酶复合体系

统基因的表达与硫化物和硫代硫酸盐相关。本研

究发现，异养菌株 JF9 氧化硫化物的过程呈现出

S2O3
2−离子浓度先上升后下降，SO4

2−离子浓度持

续上升的趋势，表明氧化过程中 S2O3
2−逐渐累积

后不断转化为 SO4
2−，与 Harada 等[27]研究结果相

符。经 PCR 验证菌株 JF9 存在 soxY、soxZ 基因，

通过实时荧光定量 PCR 法检测菌株 soxY、soxZ 基

因 mRNA 表达水平，结果显示硫源诱导前后，

soxY 和 soxZ 基因转录水平均出现显著差异，结合

文献[12]中对 SoxYZ 蛋白的描述，表明粪产碱杆

菌 JF9 中存在以 SoxYZ 蛋白二聚体为启动程序的

Sox 多酶复合体系统以发挥硫化物生物降解功

能，过程应为底物 S2O3
2−先与硫共价结合蛋白

SoxY 结合后传递至硫化物结合蛋白 SoxZ 形成络

合物进而氧化为高价态硫酸盐。虽推断出粪产碱

杆菌对 S2O3
2−可能的氧化过程，但对于粪产碱杆

菌 JF9 中 S2−氧化生成为 S2O3
2−的过程尚不清楚，

粪产碱杆菌对硫的转化可能受多方面因素调控，

本研究为后续研究降解粪产碱杆菌生物转化 H2S

功能及调控机制奠定基础。 
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