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一株嗜热脱硫菌株的筛选及其
生物脱硫性能研究
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摘要:从油田污水中分离出一株嗜热脱硫菌株 Ｔ１ꎬ并对其进行鉴定和生物脱硫特性研究ꎮ 该菌为革兰氏阳性菌ꎬ兼性厌
氧ꎮ 生理生化特性和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因鉴定其为地芽孢杆菌属(Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)ꎮ 菌株 Ｔ１ 最适生长条件为:温度为 ７０℃、ｐＨ 为 ７、
盐度为 ４％ꎮ 对该菌的生物脱硫特性研究表明ꎬ在初始 Ｓ２－质量浓度为 ６７ ｍｇ / Ｌ 条件下ꎬ菌株 Ｔ１ 在 ３０ ｈ 内可将硫化物完全去
除ꎬ平均去除速率约为 ２􀆰 ２２ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎮ 该菌具有高效的生物脱硫特性ꎬ为高温污水生物脱硫工艺提供了一种微生物资源ꎮ
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　 　 油田污水中的硫化物的存在会造成设备、管线

和其他金属材料的严重腐蚀和损坏ꎬ其腐蚀产物硫

化亚铁黑色沉淀会造成污水悬浮物升高并形成污

垢ꎬ导致水质恶化[１－３]ꎻ同时ꎬ污水中硫化物的存在会

导致聚合物驱溶液黏度大幅度降低ꎬ既浪费了大量聚

合物干粉ꎬ也严重制约了聚合物驱现场试验的开展ꎮ
当前去除污水中硫化物的方法主要是物理化学

方法ꎬ包括曝气氧化、化学氧化、化学沉淀及吸附等

方法ꎬ这些方法在油田采出水的处理回用过程中处

理费用高ꎬ而且不容易保持效果ꎮ 生物脱硫具有投

资少、成本低、能耗少、不产生二次污染等优点[４]ꎬ
从生物治理的角度通过筛选脱硫功能菌进行硫化物

的去除ꎬ可以有效降低硫化物对污水的不良影响ꎬ减
轻腐蚀、改善水质ꎬ同时提升聚合物驱的开发效果ꎮ

油田污水环境条件复杂ꎬ对菌种的要求很高ꎮ
目前筛选得到的脱硫菌种性能各异ꎬ很难同时具有

优良的脱硫性能和很好的污水环境适应性ꎬ矿场应

用范围因此受到很大的限制ꎬ尤其对于高温污水ꎬ菌
种的耐热性就显得十分重要ꎮ 筛选出耐受高温、可
适应污水环境及能够有效去除硫化物的微生物菌

种ꎬ是目前微生物技术应用于油田高温污水、去除硫

化物和改善水质的关键ꎮ
笔者筛选得到了一株高效的嗜热脱硫细菌ꎬ其

典型特征为能够将硫化物氧化为硫单质ꎮ 生理生化

和分子生物学鉴定其为地芽孢杆菌ꎬ该功能微生物

有望成为高温污水生物脱硫工艺的潜在微生物资

源ꎬ为油田污水硫化物治理提供一种新的途径ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌种的分离与筛选

１􀆰 １􀆰 １　 培养基组成

培养基配方: Ｎａ２Ｓ􀅰９Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５ ｇ、 柠檬酸钠

０􀆰 ５ ｇ、ＫＮＯ３ ２ ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４ １ ｇ、ＫＨ２ＰＯ４ １ ｇ、ＭｇＳＯ４

０􀆰 ２ ｇꎬ用蒸馏水定容至 １ Ｌꎮ 用 ４ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 将
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ｐＨ 调至 ７􀆰 ２ꎬ在配制培养基过程中全程通入无菌氮

气ꎬ同时加热排除培养基中的氧气ꎬ １２１℃ 灭菌

３０ ｍｉｎꎮ 制作固体培养基时ꎬ在液体培养基中加入

２％的琼脂ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 菌种的富集与分离

取胜利油田海洋采油厂污水ꎬ用一次性注射器

取 １ ｍＬ 接种至 １ Ｌ 液体培养基中ꎬ７０℃ 静置培养

７ ｄꎮ 用一次性注射器取 ７ ｄ 后的培养液 １ ｍＬꎬ无菌

接种至新的液体培养基中ꎬ７０℃培养 ７ ｄꎮ 按此步骤

进行 ５ 轮共 ３５ ｄ 的驯化培养ꎮ 最后取第 ５ 轮的培

养液进行 Ｈｕｎｇａｔｅ 滚管分离ꎬ７０℃恒温培养箱中培

养 ３ ｄꎬ挑取单菌落ꎬ用显微镜检验其纯度ꎮ 将纯化

菌种 Ｔ１ 斜面划线ꎬ培养并保存备用ꎮ
１􀆰 ２　 菌株的鉴定

１􀆰 ２􀆰 １　 菌株的形态特征

利用透射电镜观察菌株 Ｔ１ 的大小和形态ꎬ之后

进行革兰氏染色ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 菌种的生理生化特性

参照«Ｂｅｒｇｅｙ􀆳ｓ Ｍａｎｎｕａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ»
中所述的实验方法ꎬ检测菌种 Ｔ１ 的生理生化特性ꎬ
进行甲基红、接触酶、Ｖ－Ｐ、葡萄糖产酸、淀粉水解、
硝酸盐还原、亚硝酸盐还原实验ꎬ以及利用阿拉伯

糖、木糖和乳糖进行实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 菌种 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的测序和鉴定

将菌株 Ｔ１ 进行基因组 ＤＮＡ 提取ꎬ之后利用细

菌 １６ＳｒＲＮＡ 基因通用引物:Ｐ１１:５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴ￣
ＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－ ３′和 Ｐ１２:５′ － ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ￣
ＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′进行细菌的 １６ＳｒＲＮＡ ＰＣＲ 扩增ꎮ 引

物由大连宝生物工程公司合成ꎮ 反应体系 ５０ μＬꎬ
反应条件:９５℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４℃变性 １ ｍｉｎꎬ５２℃
退火 １ ｍｉｎꎬ７０℃ 延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７０℃ 延伸

１０ ｍｉｎꎻ４℃保存ꎮ 将扩增产物送华大基因测序ꎮ 序

列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中用 ＢＬＡＳＴＮ 比较ꎬ并用 ＤＮＡＳＴＡＲ
软件进行同源性和系统进化分析ꎮ
１􀆰 ３　 菌株的生长温度和生长 ｐＨ
１􀆰 ３􀆰 １　 温度对菌株生长的影响

将菌株 Ｔ１ 对数生长期的菌液 ２０ ｍＬ 接种在

５００ ｍＬ 液体培养基中ꎬ温度依次设定为 ２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０℃ꎬ静置培

养 ２４ ｈꎬ通过测定培养液的光密度(λ ＝ ６００ ｎｍ)来
观察菌体的生长情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ｐＨ 对菌株生长的影响

实验设计方法同 １􀆰 ３􀆰 １ꎬ初始 ｐＨ 依次设定为 １、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０ꎬ培养温度为 ７０℃ꎮ

１􀆰 ４　 菌株的耐盐性

配制盐度分别为 ０％、１％、２％、３％、４％、５％、
６％、７％、８％、９％、１０％、１１％和 １２％的人工海水代替

蒸馏水配制 ５００ ｍＬ 液体培养基ꎮ 分别接入对数期

的 Ｔ１ 菌液 ２０ ｍＬꎬ７０℃静置培养 ２４ ｈꎬ测定培养液

的光密度ꎬ确定菌株的耐盐性ꎮ
１􀆰 ５　 菌株的脱硫特性

在 ５００ ｍＬ 液体培养基中接入 ２０ ｍＬ 对数期的

Ｔ１ 菌液ꎬ立即用分光光度计检测 Ｓ２－浓度ꎬ同时用气

相色谱测定柠檬酸钠的浓度并记录ꎬ再置于 ７０℃恒

温箱中静置培养ꎮ 每隔 ６ ｈ 对这 ２ 个指标进行检

测ꎬ直至其不再发生变化ꎮ

２　 结果与讨论

经过定向富集得到 １ 株可在 ７０℃条件下降解

硫化物的菌株ꎬ将其命名为 Ｔ１ꎮ 该菌可兼性厌氧生

长ꎬ在厌氧固体培养基上培养 １~２ ｄꎬ出现的菌落直

径为 ０􀆰 ４~２􀆰 ０ ｍｍꎬ菌落形态呈圆形ꎬ边缘整齐ꎬ表
面湿润呈半透明或白色ꎮ
２􀆰 １　 菌株的鉴定结果

２􀆰 １􀆰 １　 菌株的电镜观察

菌株 Ｔ１ 的电镜图如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可以看

出ꎬ细胞形态为杆状ꎬ大小 ２􀆰 ０ ~ ４􀆰 ５ μｍ × ０􀆰 ４ ~
１􀆰 ８ μｍꎬ芽孢中生ꎬ不能运动ꎮ

图 １　 菌株 Ｔ１ 的菌株形态图

２􀆰 １􀆰 ２　 菌株的生理生化特性

菌株 Ｔ１ 的生理生化特性检测结果如表 １ 所示ꎮ
由表 １ 可以看出ꎬ菌株 Ｔ１ 为革兰氏阳性菌ꎬ接触酶、
　 　 　 　 　 　 　表 １　 菌种的生理生化特性

　 实验项目 结果 　 实验项目 结果

革兰氏 ＋ 硝酸盐(还原) ＋

接触酶 ＋ 亚硝酸盐(还原) ＋

Ｖ－Ｐ － 阿拉伯糖 ＋

甲基红 － 木糖 ＋

葡萄糖产酸 ＋ 乳糖 －

淀粉水解 ＋

􀅰２１１􀅰
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葡萄糖产酸、淀粉水解实验为阳性ꎬＶ－Ｐ、甲基红实

验为阴性ꎮ 能够还原硝酸盐和亚硝酸盐ꎬ能利用阿

拉伯糖、木糖ꎬ不能利用乳糖ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 菌种 １６Ｓ ｒＲＮＡ 分析结果

将菌株 Ｔ１ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的测序结果与

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进行比对ꎬ结果显示ꎬ菌株 Ｔ１ 的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列和地芽孢杆菌属 ( Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ.)最为接近ꎬ相似性达 ９９％ꎮ 地芽孢杆菌属目前

共有 １０ 余种已确切描述的菌种[５－７]ꎬ该菌属细胞为

杆状ꎬ单个或数个形成短链状ꎬ细菌的细胞壁为格兰

氏阳性结构ꎬ化能异养ꎬ专性嗜热ꎬ生长的温度范围

为 ３７~７５℃ꎮ 能利用碳氢化合物是该菌属成员的普

遍特性ꎮ 近年来ꎬ关于地芽孢杆菌用于石油降解的

研究比较多[８－９]ꎬ但在污水生物脱硫中的应用未见

相关报道ꎮ
２􀆰 ２　 温度和 ｐＨ 对菌株生长的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 菌株的生长温度

温度对菌株 Ｔ１ 生长的影响如图 ２ 所示ꎮ 从

图 ２ 中可以看出ꎬ温度对菌株 Ｔ１ 的生长有明显影

响ꎮ 当温度从 ５５℃升高到 ７０℃时ꎬ菌体的生长速率

逐渐增大ꎻ温度继续升高ꎬ菌体生长速率迅速下降ꎮ
菌株最适宜的生长温度为 ７０℃ꎮ

图 ２　 温度对菌株 Ｔ１ 生长的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 菌株的生长 ｐＨ
ｐＨ 对菌株 Ｔ１ 的影响如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可以

看出ꎬｐＨ 从 ５ 升至 ７ 时ꎬ该菌的生长速率逐渐提高ꎻ
ｐＨ 继续升至 ９ 时ꎬ其生长速率不断减慢ꎮ 菌株生长

的 ｐＨ 范围为 ５~９ꎬ最适生长 ｐＨ 为 ７ꎮ

图 ３　 ｐＨ 对菌株 Ｔ１ 生长的影响

２􀆰 ３　 盐度对菌株生长的影响

菌株耐盐性实验结果如表 ２ 所示ꎮ 由表 ２ 可以

看出ꎬ菌株 Ｔ１ 生长的盐度范围为 ０~１０％ꎬ盐度低于

４％ꎬ菌体生长速率随盐度增加逐渐增大ꎻ盐度高于

４％ꎬ菌体生长速率随盐度增大明显降低ꎮ 因此ꎬ菌
株最适宜的生长盐度为 ４％ꎮ

表 ２　 盐度对菌株 Ｔ１ 生长的影响

盐度 / ％ ０ １ ２ ３ ４ ５ ６
ＯＤ６００ ０􀆰 ４４ ０􀆰 ４５ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ５３ ０􀆰 ５７ ０􀆰 ４４ ０􀆰 ３２

盐度 / ％ ７ ８ ９ １０ １１ １２
ＯＤ６００ ０􀆰 ２０ ０􀆰 １５ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０４ ０ ０

２􀆰 ４　 菌株的脱硫特性

菌株 Ｔ１ 在培养液中生长时ꎬ溶液中 Ｓ２－质量浓

度的变化曲线如图 ４ 所示ꎬ初始 Ｓ２－ 质量浓度为

６７ ｍｇ / Ｌꎬ在 Ｔ１ 菌体的整个生长过程中ꎬ菌株均具

有利用硫化钠的能力ꎬ前 １８ ｈ 硫化物去除速率逐渐

增加ꎬ１８ ｈ 后硫化物去除速率逐渐降低ꎬ３０ ｈ 后硫化

物被完全去除ꎬ平均去除速率约为 ２􀆰 ２２ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎮ

图 ４　 Ｓ２－浓度的变化

菌株 Ｔ１ 利用柠檬酸钠的情况如图 ５ 所示ꎮ 由

图 ５ 可以看出ꎬ初始柠檬酸钠质量浓度为 ５００ ｍｇ / Ｌꎬ
１８ ｈ 内菌株 Ｔ１ 对柠檬酸钠的利用速率较快ꎬ１８ ｈ
后利用速率逐渐缓慢ꎬ３０ ｈ 柠檬酸钠利用率达到

９８％ꎬ几乎全部被去除ꎮ 结果表明ꎬ菌株 Ｔ１ 去除硫

化物和利用柠檬酸钠的过程同步进行ꎮ

图 ５　 柠檬酸盐质量浓度的变化

３　 结论

(１)从胜利油田海洋采油厂污水中分离筛选出

１ 株高效的嗜热脱硫细菌 Ｔ１ꎬ该菌为兼性厌氧菌ꎬ
　 　 　 　 (下转第 １１８ 页)
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(４)燃料电池系统的造价成本中ꎬ质子交换膜

的成本占绝大部分ꎮ 如果能够降低质子交换膜的成

本ꎬ则燃料电池系统的成本还可能更大幅度地降低ꎮ
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其典型特征为能够将硫化物氧化为硫单质ꎻ生理生

化和分子生物学鉴定菌株 Ｔ１ 为地芽孢杆菌ꎮ
(２)菌株 Ｔ１ 最适宜生长条件为:温度为 ７０℃ꎬ

ｐＨ 为 ７ꎬ盐度为 ４％ꎮ
(３)菌株 Ｔ１ 具有高效的生物脱硫特性ꎬ在初始

Ｓ２－质量浓度为 ６７ ｍｇ / Ｌ 条件下ꎬ在 ３０ ｈ 内可将硫化

物完全去除ꎬ平均去除速率约为 ２􀆰 ２２ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎮ
(４)筛选得到的嗜热脱硫细菌 Ｔ１ 为高温污水

生物脱硫工艺的实施提供了一种微生物资源ꎬ在污

水硫化物治理领域具有广阔的应用前景ꎮ
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