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珠江沉积物中硫酸盐还原菌的分离筛选 

及其性质鉴定 
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摘要：由于能够形成可以与重金属反应形成沉淀的硫化物，硫酸盐还原菌对于改善水体质量、确保食品和饮水安全上有着重要

意义。从珠江沉积物中分离出一株硫酸盐还原菌 SCUT-3，该细菌呈杆状、革兰氏染色为阴性，能够以乳酸、乙酸、丙酸作为唯一碳

源，以硫酸盐作为电子受体进行生长，不能以葡萄糖、乙醇等作为唯一碳源，硫代硫酸盐和亚硫酸盐为电子受体进行生长。对该细菌

的 16S rRNA 基因和 aprA基因序列进行分析，发现其 16S rRNA 基因与 Desulfovibrio acrylicus 的 16S rRNA 基因的一致性最高，达到

87%，其 aprA 基因与 Desulfovibrio vulgaris str. Hildenborough 的 aprA基因一致性最高（通过 blastx比对），达到 90%。因此可判断其

属于脱硫弧菌属（Desulfovibrio），但两基因的序列与已知序列同源性均不超过 91%，判断该细菌属于脱硫弧菌属中的一个新种。 
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Abstract: Sulfate-reducing bacteria (SRB) have great significance in improving the quality of water resources and ensuring the safety of 

food and drinking water , due to their ability in producing sulfides which could precipitate heavy metal ions in the form of metal sulfides. 

SCUT-3, a rod shaped gram negative sulfate reducing bacterium, was isolated from the Pearl River sediment sample. SCUT-3 can utilize lactate, 

acetate and propionate as sole carbon source and sulfate as the terminal electron acceptor. Glucose and ethanol could not be utilized as carbon 

sources. Thiosulfate and sulfite could not be utilized as terminal electron acceptor. Phylogenetic analysis based on aprA and 16S rRNA genes 

slightly differed between each other. SCUT-3 showed the highest similarity on the 16S rRNA genes (87%) to Desulfovibrio acrylicus, andthe 

highest similarity on the aprA genes (90%, by blastx) to Desulfovibrio vulgaris str. Hildenborough, indicating that SCUT-3 belonged to the 

genus Desulfovibrio. But the relative low similarity (91% utmost) indicates that the new isolated strain might belong to a new species of this 

genus. 
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珠江是中国第三长河流，其流域覆盖了云南、贵

州、广西、广东、湖南、江西六省以及越南的一部分

地区。在该地区的用水总量中，各类农业用水占

56.9%，居民生活用水占12.5%。目前，珠江水质 BOD5、

COD、氨氮、总磷、粪大肠菌群等污染严重，对径流

地区的饮水和食品安全造成威胁[1]。 

硫酸盐还原细菌（SRB, Sulfate Reducing Bacteria） 
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是一类以有机物作为电子供体将硫酸盐还原为硫化氢

的严格厌氧微生物。硫酸盐还原细菌有 60 余属[2]，典

型 的 SRB 有 Desulfovibrio 、 Desulfobulbus 、

Desulfomonas 、 Desulfococcus 、 Desulfobacter 、

Desulfosarcina、Desulfonema 和 Desulfotomaculum 等，

它们主要属于 Deltaproteobacteria（δ-变形菌）纲的

Desulfovibrionales（脱硫弧菌）目和 Desulfobacterales

（脱硫杆菌）目。SRB的形态结构、生理特征各不相

同。还有少数古菌也可以以硫酸盐作为最终电子受体

进行生长[3]。 

硫酸盐还原细菌广泛分布于土壤、海水、污水等
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厌氧环境中，其对环境中有机物的利用发挥着重要的

作用，据报道，硫酸盐还原细菌对自然界中有机物分

解的贡献率高达 50%[4]。由于SRB在代谢中产生的硫

化氢可以与水体中存在的重金属离子（如铁、铜、镉、

铅等）形成不溶于水的硫化物沉淀，从而降低水体中

的重金属含量[2]。已有研究表明，SRB 处理能够有效

去除矿业废水中的铜、铁、锌等重金属离子[2]。因此，

有理由相信 SRB 同样可以用来处理自然水体和饮用

水源中的重金属污染。 

近年来随着部分产业不断向我国西部转移，在珠

江上游地区出现了越来越多的高污染、高能耗的产业，

排放出了越来越多的重金属污染物。珠江下游每年的

锰通量约为 15634 吨、铅 2017 吨、铬 1823 吨[5]，而

考虑到流域内生物对重金属的吸收以及沉降作用，全

流域区域内所排放的重金属量应当更为可观。其直接

结果就是频频发生的重金属污染水体事件，比如广西

龙江镉渣污染事件和韶关的血铅事件，这带来了公众

对饮水质量的极大关切。而由于土壤对水体中重金属

存在着富集作用，使用受污染水体灌溉的农作物也面

临着重金属污染的较大风险[6]。水产养殖产品的重金

属污染风险高于农产品，这是因为：(1)土壤中的重金

属通常以络合物或颗粒物的形式存在，这使得其难以

被水流带走，但同时也难以被植物利用[6]；(2)多数农

产品的可食部分有限，根据研究，植物对重金属的富

集有器官和部位的差别，其中多数粮食作物的主要富

集部位是其根系和茎秆，而非籽粒[7]。在广西北部湾

地区海域进行养殖的贝类中，已经出现了重金属含量

超标的现象[8]。在这种意义上，硫酸盐还原细菌对于

改善珠江流域的水体质量和该地区的饮水、食品安全

有着较为重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  培养基 

本实验采用改进后的 Postgate 培养基[9]，其成分

如下（单位均为g/L）：氯化镁 0.4、氯化铵 1.0、硫酸

钠 3.0、酵母膏 1.0、磷酸氢二钾 0.5、氯化钙0.05、抗

坏血酸 0.1、巯基乙酸钠 0.1、乳酸钠 3.0。如有必要，

还可以添加 0.05g/L 的硫酸亚铁。在以上培养基成分

基础上添加 1.5%的琼脂即得到固体 Postgate 培养基。 

1.1.2  试剂 

醋酸铅试纸、Tris、EDTA、SDS、CTAB、溶菌

酶溶液（50 mg/mL，TAKARA）、蛋白酶 K溶液（20 

mg/μL，TAKARA）、琼脂糖（西班牙产）、厌氧反应

袋（三菱化学）、氧气指示剂（三菱化学）。 

1.2  SRB 的分离纯化 

1.2.1  样品的采集 

样品为珠江河床底部的沉积物，采集于广州市番

禺区穗石村穗石码头，采样点的水深约为 2 m。样品

采集后迅速带回实验室，保存于4 ℃冰箱内。 

1.2.2  SRB 的富集 

样品以 0.110-2 g/mL 的接种量接种至改进的

Postgate 培养基中，在血清瓶内 30 ℃培养。待培养基

底部出现黑色沉淀，且瓶口气体可以使湿润的醋酸铅

试纸变黑时，表示瓶内已有SRB生长，可以用于进一

步分离和纯化。 

1.2.3  SRB 的分离与纯化 

取 1 mL 富集培养液进行梯度稀释，稀释梯度从

不稀释到稀释 105倍，每个梯度取100 μL稀释液在固

体 Postgate 培养基平板上涂布均匀，将平板装入厌氧

袋中进行 30 ℃厌氧培养。在平板上出现菌落后，将

其挑取到新的平板上继续培养，重复培养直至菌落形

态均一。 

1.3  SRB 生理生化特性的初步鉴定 

1.3.1  菌落与细菌个体的形态与特征 

在得到分离菌单菌落后，观察该菌落在含有硫酸

亚铁的培养基和不含亚铁盐的培养基上的形状与颜

色。将分离菌用草酸铵-结晶紫染液染色后，在显微镜

下观察其大小、形态并拍照。随后对细菌进行革兰氏

染色观察。 

1.3.2  测定分离菌的硫源谱与碳源谱 

将分离菌接种入液体培养基中30 ℃过夜培养后，

取 0.5 mL菌液接种入装有 10 mL液体培养基的试管

中，用胶塞塞紧。在测定硫源谱的时候，原培养基中

的硫酸钠被替代为硫代硫酸钠和亚硫酸钠，其余成分

不变；在测定碳源谱的时候，原培养基中的乳酸钠被

替代为碳酸钠、乙酸钠、丙酸钠、葡萄糖和乙醇，其

余成分不变。30 ℃进行恒温培养，通过观察培养基是

否变黑和试管内气体是否能使湿润的醋酸铅试纸变黑

来判定 SRB 是否能利用瓶中硫源或碳源进行硫酸盐

还原作用[10]。 

1.3.3  SRB 分子生物学鉴定 

本实验使用 SDS-CTAB 法提取细菌总 DNA。取

1 mL菌液，加入1 mL TE缓冲液混匀后，加入 20 μL

溶菌酶(50 mg/mL)，小心混匀，37 ℃水浴30 min。再

加入 140 μL 10% (m/V) SDS溶液，6 μL蛋白酶 K溶液

(20 mg/μL)，15 μL 5 M NaCl溶液，小心混匀，37 ℃

水浴 30 min。然后加入140 μL 4.1% (m/V) CTAB溶液，

小心混匀，65 ℃水浴 30 min。接着加入等体积的氯仿

/异戊醇(24:1, V/V)溶液，小心混匀后冰浴 5 min，12000 
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r/min 离心 5 min，将上清液转移至新离心管。离心时

注意温度不可过低。重复上一步直到两相交界面处无

白色混浊物。加入等体积异丙醇和 1/10体积的3 M醋

酸钠溶液，轻轻混匀，-20 ℃过夜。加入 1 mL 70% (V/V)

预冷乙醇，12000 r/min 离心 5 min，弃去上清液。最

后在无菌洁净处晾干，加入 30 μL TE缓冲液，轻轻吹

打使 DNA充分溶解[11]。 

提取结束后，用 1%琼脂糖电泳进行检测。电泳

条件为 100 V 30 min，电泳结束后用 EB染色，在凝

胶成像仪下拍照。 

本实验采用27 F/1492R引物对 16S rRNA基因进

行扩增，扩增程序如下：先在 94 ℃预变性 10 min，

94 ℃变性 30 s，48 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，以

上三步重复 20次，最后在 72 ℃延伸10 min[12]。使用

aprA-1-FW/aprA-5-RV引物对aprA(腺苷磷酰硫酸还原

酶 α 亚基)基因进行扩增，扩增程序如下：94 ℃预变

性 10 min，94 ℃变性 45 s，55 ℃退火 45 s，72 ℃延

伸 60 s，以上三步重复 10 个循环，每次退火温度降低

1 ℃；94 ℃变性 45 s，55 ℃退火 45 s，72℃延伸 60 s，

以上三步重复 20 个循环，最后在 72 ℃延伸10 min[12]。

扩增产物经电泳检测后，直接送交华大基因进行测序。 

序列信息用 BLAST 工具在 NCBI 数据库内进行

比对，并用 Mega 的建树功能构建系统进化树（16S 

rRNA 基因依据核苷酸比对结果建树，aprA 基因依据

氨基酸比对结果建树）。本实验中所得的序列均已上传

到 GenBank 数据库。 

表 1 本实验所使用的引物 

Table 1 Primers used in this paper 

引物名 序列 

AprA-1-FW 5’-TGG CAG ATC ATG ATY MAY GG-3’ 

AprA-5-RV 5’-GCG CCA ACY GGR CCR TA-3’ 

27F 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC A-3’ 

1492R 5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’ 

2  结果与分析 

2.1  分离菌菌落和个体的形态结构 

 分离结束后，分离菌菌落在平板培养基上形成形

态大小较为一致、表面突起的圆形菌落，在添加了硫

酸亚铁的固体培养基平板上，其菌落呈黑色；而在未

添加硫酸亚铁的固体培养基平板上其菌落呈乳白色。

菌落的直径约为 2 mm。 

分离菌个体在光学显微镜下形态为杆状，革兰氏

染色后显红色，因此可判断其属于革兰氏阴性菌。

SCUT-3 在光学显微镜下的照片见图1。 

 

图 1 SCUT-3 在显微镜下的个体形态（1000 倍放大） 

Fig.1 Individual shapes of SCUT-3 under microscope 

(amplified 1000 times) 

2.2  分离菌的硫源谱和碳源谱 

分离菌的硫源谱和碳源谱的鉴定结果见表 2。结

果表明，该分离菌可以以乳酸、乙酸、丙酸等作为唯

一碳源进行生长，而不能利用葡萄糖和乙醇。SRB的

碳源利用范围很广泛，包括单糖（果糖、葡萄糖等）、

氨基酸、其他有机酸、醇类和芳香族化合物等。一般

认为，SRB按照能否将有机酸完全分解可以分为两类

-一类只能将乳酸等有机酸底物分解为乙酸，而另一类

可以将乙酸进一步完全分解[2]。由于 SCUT-3 可以利

用乙酸等进行硫酸盐呼吸，因此认为该菌可以将有机

酸等底物完全分解。 

表 2 SCUT-3 的硫源谱和碳源谱 

Table 2 Spectra of carbon sources and sulfur sources for 

SCUT-3 

硫源 结果 碳源 结果 

硫酸盐 + 乳酸 + 

硫代硫酸盐 - 乙酸 + 

亚硫酸盐 - 丙酸 + 

  葡萄糖 - 

  乙醇 - 

SCUT-3 只能利用硫酸盐作为电子受体，当培养

基中的硫酸盐被硫代硫酸盐或亚硫酸盐代替时，该菌

不能生长。但研究表明，SRB对硫酸盐的还原作用分

为两步，首先将硫酸盐还原成亚硫酸盐，此后再将亚

硫酸盐还原为硫化物。以上两步分别由磷酰腺苷硫酸

还原酶和亚硫酸盐还原酶催化[2]。因此SRB应当都具

备还原亚硫酸盐的能力，SCUT-3 不具备该能力的原

因还有待进一步研究。 

2.3  分离菌的分子生物学鉴定 

分离菌的 16S rRNA 基因序列与 Desulfovibrio 

acrylicus 的 16S rRNA 基因的一致性达到 87%。与

Desulfovibrio desulfuricans G20 和 Desulfovibrio 

vulgaris str. Hildenborough 的16S rRNA基因均有 85%

的一致性。通过 Blastx 比对，分离菌的 aprA 基因与

Desulfovibrio vulgaris str. Hildenborough的该基因一致
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性达到 90%，与 Desulfovibrio desulfuricans G20 和

Desulfovibrio acrylicus 的 aprA 基因也有 88%的一致

性。而 Blastn 比对结果显示，SCUT-3 与 Desulfovibrio 

desulfuricans G20 的一致性可以达到91%。SCUT-3 的

16S rRNA基因序列和 aprA基因序列的 GenBank登录

号为 KC887061、KC887062。 

 
图 2 基于 16S rRNA 基因构建的 SCUT-3系统进化树 

Fig.2 Phylogeny of SCUT-3 based on 16S rRNA gene sequence 

 

图 3 基于 aprA 基因构建的 SCUT-3系统进化树（基于 Blastx

比对结果） 

Fig.3 Phylogeny of SCUT-3 based on aprA gene sequence 

(according to Blastx alignment) 

基于以上两个基因的序列，将分离菌与其他相近

序列在 GenBank 上在线构建系统进化树，如图 2、3

所示。结合该结果以及测序比对的结果，可以初步判

断分离菌属于脱硫弧菌属(Desulfovibrio)。但该菌与属

内其他各种的相似度最高仅为91%，因此推测SCUT-3

应为脱硫弧菌属内的一个新种。 

3  结论 

3.1  硫酸盐还原细菌广泛存在于各类环境中，在国内

外均有大量关于SRB筛选、分离的报道。但多数集中

于从恶劣、极端环境（如深海环境[13]、矿山尾矿[14]、

受污染的土壤和水体[15]）中筛选硫酸盐还原菌，从水

体底泥中直接进行分离的报道并不多见。一般认为，

硫酸盐还原细菌生长缓慢且需要严格厌氧环境，但本

实验从较浅的水底成功的分离到一株硫酸盐还原细

菌。可见，硫酸盐还原细菌的分布可能远比通常推测

的要广泛。 

3.2  结果显示，该细菌可以利用低级脂肪酸或其他有

机酸（如乙酸、乳酸等）并以硫酸盐作为电子受体进

行呼吸作用，产生硫化氢作为代谢产物。结合以上两

点，该细菌可能在水体环境中与其他化能异养细菌共

同作用，利用其他细菌代谢产生的有机酸作为碳源而

还原硫酸盐获取能量。SRB可以利用某些不能将有机

底物完全降解的微生物所产生的小分子有机物质进行

能量代谢，有助于降低水体中的 BOD、COD。此外，

在这一过程中所产生的硫化氢可与多种重金属离子形

成硫化物沉淀，显示了 SRB可能在受到重金属污染的

水体的自净过程中起到重要作用。考虑到珠江流域地

区内重金属污染的风险不断提高和重金属污染事件频

频发生的事实，本实验对进一步研究水体对重金属污

染的自净能力，从而探明水体环境中微生物与重金属

污染物相互作用的机理、探索降低水体中重金属含量

的技术方法，最终改善居民和农业用水的质量，保障

食品和饮水的安全有一定的指导意义。 

3.3  本实验从珠江底泥中分离出了一株硫酸盐还原

细菌 SCUT-3，SCUT-3为杆状革兰氏阴性菌，在固体

培养基上能长出大小约为 2 mm、表面有突起的圆形

菌落。SCUT-3 能够利用乳酸、乙酸、丙酸作为唯一

碳源和能源进行生长。该细菌能利用硫酸盐作为最终

电子受体。对 SCUT-3 的 DNA序列进行分析后，初步

判断该细菌可能是脱硫弧菌属的一个新种。 
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