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摘 要院从煤矸石山淋溶水长期污染的黄土中分离获得一株硫酸盐还原菌遥 研究了菌株的生理生态特性袁探讨了温度尧pH和氧气
对菌株的生长及转化硫酸盐效能的影响遥结果表明袁该菌株是革兰氏阳性菌袁可以含有醇羟基的有机碳为碳源(电子供体)袁硫酸盐等
为硫源(电子受体)曰在有氧和无氧条件下均能生长袁菌株为兼性厌氧菌曰生长的最适宜 pH为 7.16曰最适生长温度为 35 益曰硫酸盐转
化率最高达 94.3%遥 同时测定了菌株的生长曲线遥
关键词院硫酸盐还原菌曰菌株分离曰生理特性曰硫酸盐还原
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Abstract院Sulfate-reducing bacteria (SRB) is isolated from the loess polluted by acid mine drainage in coal mining aerrea in western China.
The physiological characteristics of SRB爷s physiology characteristics and the effect of environmental factors such as temperature, pH and O2
on sulfate reduction are studied. The results show that this strain of SRB is Gram-positive, and can grow with hydroxy organic carbon as elec原
tron donors and SO42-as electron acceptor under both anaerobic and aerobic conditions. The sulfate is reduced in this process and the rates of
sulfate reduction reachs 94.3% .The optimum conditions for SRB growth are found to be at pH 7.16, 35 益. The growth curve of SRB is also i原
dentified in this paper.
Keywords: SRB; strain isolation; strain characteristics; sulfate reduction

硫酸盐还原菌 渊Sulfate Reducing Bacteria, 简称
SRB冤是一种厌氧性微生物袁广泛存在于土壤尧海水尧
污水等缺氧和局部缺氧环境中[1]遥据不完全统计袁目前
硫酸盐还原菌已有 12个属袁近 40个种[2]遥有脱硫弧菌
渊Desufovibrio冤,脱硫肠状菌渊Desulfotma-culum冤和脱
硫单胞菌渊Desulfomonas冤等属遥 硫酸盐还原菌是一种
厌氧的革兰氏阴性菌袁单细胞袁无色袁无芽孢袁以单极
鞭毛运动曰在广泛利用有机物的同时把硫酸盐尧亚硫
酸盐尧硫尧硫代硫酸盐和连二亚硫酸盐还原成硫化氢袁

不沉积铁的氧化物遥 从环境中分离硫酸盐还原菌袁并
对其生物学特性进行研究袁国内已有报道[3~6]遥 关于从
煤矸石和长期受煤矸石酸性淋溶水污染的黄土中分

离硫酸盐还原菌及其特性的研究还未见报道遥
本试验从长期受煤矸石山酸性淋溶水污染的黄

土中袁分离尧纯化得到一株硫酸盐还原菌袁并对菌株进
行了形态尧生理生化鉴定袁研究了菌株的生存环境条
件及其对硫酸盐转化效果袁为酸性煤矸石山硫污染治
理奠定基础遥
1 材料与方法

1.1 样品来源
用于分离菌种的土样采自山西省阳煤集团三矿

的煤矸石山下袁 长期受煤矸石淋溶水污染的土壤袁取
样土层为煤矸石覆盖的亚表层土遥

mailto:E-mail:mabg1166@sohu.com
mailto:E-mail:huzq@cumtb.edu.cn


第 圆7卷第 2期 农 业 环 境 科 学 学 报

左图院分离培养曰右图院纯化培养渊Left: Isolation culture; Right院Purification culture冤
图 1 硫酸盐还原菌的菌落特征

Figure 1 Colony morphology of SRB isolation and purification culture

1.2 培养基
富集培养基院K2HPO4 0.5 g曰(NH4)2SO4 2.5 g曰NaHCO3

0.5 g曰CaCl2 0.2 g曰MgSO4 1.0 g曰 乳酸钠 2.0 mL曰Vc 0.1
g曰半胱氨酸盐酸盐 0.5 g曰酵母膏 1.5 g曰 (NH4)2Fe(SO4)2
0.5 g曰蒸馏水 1 000 mL曰pH 7.2遥
固体培养基院 在配好的液体培养基中加入琼脂

粉袁琼脂浓度为 2%袁在 0.1 MPa, 121 益下灭菌 20 min遥
1.3 菌株的分离与纯化
采用 100 mL具塞三角瓶袁 分装一定体积的上述

液体培养基后高压灭菌袁按 5%的接种量接种土样至
充满状态袁密封 30 益厌氧培养袁当溶液变为墨汁色且
瓶口处散发出臭鸡蛋味时表明硫酸盐还原菌已大量

繁殖遥 取 10%的培养液转移培养多次袁以除去大部分
异养细菌遥培养 2 d后袁用稀释涂布-叠皿夹层培养法
进行厌氧分离培养[7尧8]袁5~6 d后长出一个个单菌落袁挑
取单菌落转入液体培养基进行厌氧培养遥重复进行稀
释涂布尧夹层培养尧挑选等 2次袁可得到对 SRB的纯
化袁获得可以鉴定尧保存尧转接的纯菌株遥
1.4 菌株的鉴定
革兰氏染色油镜观察拍片袁进行菌种生理生化鉴

定遥
将培养的菌株试管在沸水中煮 30 min后袁 无菌

接入含 Fe培养液中袁30益厌氧培养袁一周后观察结果遥
1.5 菌株的特性研究
1.5.1 生长曲线测定
用培养液的光密度间接表示细菌数量袁以不接种

的培养基为对照袁 以一定时间间隔测定接种液的
OD600袁做出 OD600-t曲线遥培养液的光密度变化可以反
映微生物生长的不同阶段遥

1.5.2 温度尧pH和氧气对菌株生长的影响
以 5%接种量将菌株接种于培养液中袁 分别 20尧

25尧30尧35尧40尧45尧50 益培养 2 d遥 以未接种的培养液
作空白对照袁根据各培养液的 OD600值袁记录其生长的
温度范围和最适温度遥
以 5%接种量将菌株接种于 pH分别为 渊实测冤

3.37尧4.37尧5.35尧5.93尧6.21尧6.59尧7.16尧8.05尧9.26尧9.89
的培养液中袁30 益下培养 2 d遥 以未接种的培养液作
空白对照袁根据各培养液的 OD600 值袁记录其生长的
pH范围和最适 pH遥
此实验的培养基按常规方法制作袁不除氧遥 接入

菌种袁分别按照好氧和厌氧条件培养遥
1.5.3 硫酸盐还原率的测定
硫酸盐还原率的测定方法见文献[9]遥

2 结果与分析

2.1 SRB的形态尧生理特性
土壤悬液经过富集培养后进行涂布-叠皿夹层培

养分离袁60 h后培养基上长出大小不同的圆形黑色菌
落渊如图 1冤袁经进一步纯化尧筛选袁得到一株快速还原
硫酸盐的细菌袁命名为 CMS-1遥 无 Fe2+培养基上长出
的菌落为乳白色圆形凸起斑点曰含 Fe2+固体培养基上
菌落呈圆形凸起黑色袁菌落直径 1~3 mm曰革兰氏染色
为阳性曰细胞生长形态有卵圆形和短棒状袁细胞大小
0.3~0.5 滋m伊1.0~3.0 滋m(如图 2)曰活体观察能运动袁单
极生鞭毛遥

SRB属于异养微生物袁生长代谢转化硫酸盐需要
一定的碳源袁碳源可以增加其生物量和作为电子供体
进行硫酸盐还原遥 SRB只能利用短碳链有机物袁分别
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在培养基中用甲醇尧乙醇尧乙酸钠尧乳酸钠尧葡萄糖尧丙
酸和酵母膏作单一碳源袁试验 SRB利用碳源情况遥根
据黑色 FeS产生量多少和快慢袁得出结果为院乙醇尧乳
酸钠尧 葡萄糖和酵母膏等有机物为良好碳源袁SRB不
能利用甲醇尧乙酸钠和丙酸遥同时把 SO42-尧S2O62-尧SO32-

和 S 作为惟一硫源培养 袁SRB 可以利用 SO42 -和
S2O62-袁不能利用 SO32-和 S遥
将培养菌株的菌液试管放在沸水中煮 30 min

后袁无菌接入含 Fe试管培养液中袁30 益厌氧培养袁一
周后观察发现袁试管中培养液出现墨汁色沉淀袁证明
已有 SRB长出袁细菌有芽孢遥
2.2 生长曲线
由图 3可见袁由于接种高浓度的菌悬液袁菌株的

延迟期较短袁5 h后就进入对数生长期袁在 21~25 h生
长速度变缓袁 随后又生长速度又加快袁 到 46.5 h时
OD值达最高峰袁稳定约 2 h后进入衰减亡期袁细菌浓
度迅速下降袁可能与 H2S含量高有关系遥 微生物生长
曲线反映其在一定环境中的生长和死亡繁殖规律袁既
能作为营养和环境影响的理论研究指标袁亦可作为调
控微生物生长发育的依据遥

2.3 温度对 SRB生长及 SO42-转化率的影响
菌株在不同温度下的生长情况表明渊如图 4冤袁菌

株的生长适应温度范围也较宽袁在 20~45 益条件下生
长均较好遥菌株的最适宜生长温度 30~40 益袁在 35 益
条件下的 SO42-转化率最高为 94.3%遥 根据菌样来源
及不同温度下测定的 SO42-转化率袁 可证明分离的
SRB属中温菌袁35 益时生长代谢最旺盛袁其 SO42-转化
率也最高遥在培养尧驯化和转化过程中选用 35 益最
适宜遥

2.4 pH对 SRB生长及 SO42-转化率的影响
菌株在 30 益和不同 pH下的生长情况表明渊如图

5冤,菌体生长适应的 pH范围较宽遥 在 pH 5.0~9.0条
件下生长较好袁其生长的适宜 pH为 6.0~8.0遥 菌株在
pH为 7.16时生长最旺盛袁 代谢能力最强袁SO42-转化
率最高为 93.4%遥 高于或低于 pH 7.16时袁SO42-转化
率都随着 pH值的升高或下降而下降袁 培养液的 pH
对菌体生长和硫酸盐转化率影响很大遥

2.5 O2对 SRB生长的影响
分别接种菌液于两个含 Fe培养液的 100 mL三
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图 3 SRB的生长曲线
Figure 3 Growth curve of SRB

图 2 革兰氏染色照片渊伊1 600冤
Figure 2 Photomicrograph of SRB渊伊1 600冤
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角瓶中袁一个用塞密封袁另一个用透气封口膜封口袁实
验设 3次重复遥把菌液置于 35 益培养箱中培养袁观察
发现厌氧培养处理 24 h后就出现墨汁色沉淀袁 而又
养处理培养 42 h后培养液中也出现墨汁色沉淀袁证
明两种处理都有 SRB生长袁 菌株在有氧和厌氧条件
下均能生长袁分离的 SRB属兼性厌氧菌遥这与大部分
报道的都为厌氧菌不同袁也有报道从产酸脱硫反应器
和油田注水水样中分离出非严格厌氧的兼性厌氧

菌 [5尧10]遥进一步做过氧化氢酶实验袁在载玻片上滴一滴
菌液袁再滴加 1~2滴 3%H2O2袁玻片上有气泡出现袁说
明 SRB具有过氧化氢酶袁 其细胞体内有去除有害活
性氧机制的可能性遥
3 结论

渊1冤分离所得到 SRB的菌体形态呈卵圆状或短
棒状袁含铁培养基的菌落黑色圆斑袁直径 1~3 mm曰细
胞大小 0.3~0.5 滋m伊1.0~3.0 滋m曰革兰氏染色阳性袁有
芽孢曰能运动有鞭毛曰属中温菌袁最适宜生长温度
35 益曰最适宜生长 pH 7.16左右遥 接种后 5~46 h为对
数生长期袁菌体繁殖较快袁培养 2 d细菌数量达到最
大值遥

渊2冤SRB的硫酸盐还原能力较高袁在 30 益培养条
件下袁 最适宜的 pH 7.16时硫酸盐的转化率可达到
93.4%曰在最适宜的培养温度 35 益和培养液的 pH为
6.89时袁对硫酸盐的转化率可以达到 94.3%遥

渊3冤分离得到的 SRB以乙醇尧乳酸钠尧葡萄糖和
酵母膏等有机物为碳源和 SO42- 尧S2O62-为硫源袁在有
氧和厌氧条件下都可以生长袁属兼性厌氧菌袁细胞体
内有去除有害活性氧机制遥
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