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一株光合细菌的分离及其硫化物的处理效果 

袁盈波, 潘志崇, 张德民* 
（宁波大学 生命科学与生物工程学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 从宁海东坝养殖场底泥中分离获得一株光合细菌, 通过纯化和初步鉴定, 得知该菌株是一

株隶属于外硫红螺菌属的紫色硫细菌(Ectothiorhodospira sp.). 该菌株能以 S、Na2S2O3和 Na2S等

多种含硫化合物作为无机电子供体. 不同废水中硫化物处理效果的研究显示, 该菌株处理高浓

度硫化物的效果较为明显, 其对畜禽废水和鱼粉废水中硫化物的去除率可分别达到 68.55%和

56.15%.  
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光合细菌(Photosynthetic Bacteria, 简称 PSB)

是一类具有原始光能合成体系的原核生物, 能在

厌氧条件下利用各种有机物或无机物作为电子供

体进行不放氧光合作用. 它广泛分布于自然环境

中, 在自然界的碳、氮、硫等生命元素的循环中起

着重要的作用. 光合细菌具有非常广阔的应用前

景, 它能够在自然界高浓度有机污水中大量繁殖, 

在污水自净和维持生态平衡中发挥着不可替代的

作用.  

目前, 光合细菌的研究和应用大部分集中在

紫色非硫细菌上, 国内对紫色硫细菌的研究仅见

于少数几篇文献[1-2]. 对光合细菌污水处理的研究

也主要侧重于氨氮和 COD, 而对于硫化物处理方

面的研究较为缺乏[3-5]. 紫色非硫细菌对硫化物利

用的能力相对较弱, 只有当硫化物的浓度保持在

较低水平时, 硫化物才能被较好地利用[6]. 而紫色

硫细菌对硫化物具有较高的耐受性, 能以硫化氢

等无机物作电子供体还原二氧化碳, 合成有机物, 

从而起到去除硫化物的作用. 因此, 筛选具有优良

性状的紫色硫细菌, 并研究其在处理含有高浓度

硫化物废水中的效果有着重要的意义.  

笔者从养殖场底泥中分离获得一株紫色硫细

菌, 对该菌株进行了常规的鉴定, 并对其在处理不

同废水中硫化物的效果进行了初步研究, 为紫色

硫细菌更好地应用于生产实践提供依据.  

1 材料和方法 

1.1 样品来源及培养基 

用于分离菌株的样品采自浙江宁海东坝养殖

场底泥.  

光合细菌富集以及分离纯化培养基分别采用

Biebl and Pfennig’s 培养基[7]和 RCVBN 培养基[8], 

半固体培养基由 RCVBN 培养基中加入 4~6 g·L-1
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的琼脂和 0.25 g·L-1 Na2S·9H2O制成.  

1.2 废水来源 

硫化物处理效果实验选取 4 种不同环境的废

水: (1)生活污水, 取自宁波大学旁双桥河道底泥污

水; (2)畜禽废水, 取自奉化一养殖场的畜禽粪便排

出物, 用自来水稀释浸泡数天后的废水; (3)鱼粉废

水, 取自象山一家鱼粉加工厂; (4)垃圾渗滤液, 取

自象山石浦垃圾填埋场.  

1.3 菌株的富集与分离纯化 

1.3.1 菌株的富集 

用灭菌匙取适量养殖场虾塘底泥样品于无菌

培养皿中, 带回实验室. 在无菌室将 25 mL富集用

的液体培养基装入 30 mL 厌氧管中, 接入采集的

1 g 底泥样品, 振荡混匀, 在 30℃、3 000~5 000 lx

的光照培养箱中培养 7 d, 直至培养液显现红色. 

用微量移液器取 l mL 富集培养物转接至另一装有

新鲜培养液的试管中, 重复以上操作 2~3 次, 得到

生长良好的光合细菌富集培养物.  

1.3.2 菌株的分离和纯化. 

取 1 mL 富集培养物作梯度稀释, 分别取 1× 

10-8~1×10-6 稀释度的菌悬液 1 mL 加入稀释管中, 

然后加入 25 mL半固体分离培养基, 密闭后充分混

匀, 再于光照培养箱中培养 7 d, 直至管中出现红

色单菌落.  

从稀释管中挑取单菌落, 在分离液体培养基

中培养 7 d, 再重复半固体培养基深层逐级稀释, 

如此反复纯化 2~3次, 直到培养基中没有其他杂菌

菌落出现. 通过光学显微镜(日本奥林巴斯 CX-31)

和 DGGE 电泳图谱检查菌株纯度, 直到获得纯菌

株为止.  

1.4 菌株的基本特征 

1.4.1 形态学特征观察 

菌株液体培养物和菌落形态特征直接用肉眼

观察. 革兰氏染色、细菌菌体大小及菌体形态均按

一般细菌鉴定方法进行, 以光学显微镜观察和测

量菌体.  

1.4.2 生长曲线的测定 

取经活化后的菌液接种到液体培养基中, 每

隔 12 h 取样稀释至 4 倍, 用紫外可见分光光度计

(UV-3100PC 型)于 660 nm 处测定其吸光值, 连续

测定 6 d, 按吸光度值作光合细菌的生长曲线.  

1.4.3 无机电子供体利用能力的测定 

硫化物无机电子供体的终浓度分别为 0.1% 

(w/v ) S、5 mmol·L-1 Na2S2O3、0.5 mmol·L-1 Na2SO3

和 1 mmol·L-1 Na2S·9H2O.  

1.5 16S rDNA 序列分析 

以该菌株基因组 DNA 为模板, 用细菌通用性

引物(27 f~1 512 r)进行 16S rDNA 序列扩增. 基因

组 DNA 提取方法参照张德民等[9], PCR 反应体系

和反应条件参照钱丽君等[10]. 将 PCR 反应后的扩

增产物直接送至上海生物工程技术服务有限公司

进行序列测定, 获得菌株 16S rDNA 序列. 将所得

序列用BLAST程序在GenBank数据库中进行相似

性比对.  

1.6 废水处理试验 

将 4种废水水样分别加入到 500 mL无菌蓝盖

瓶中, 将 pH调至 6.8~7.0, 按 10%的接种量加入对

数生长期的光合细菌菌液, 置于室温条件下密闭

光照培养 7 d, 每组 3个重复, 于接种后第 3 d和第

7 d 取样测定样品中硫化物浓度. 硫化物的测定采

用碘量法[11].  

2 结果与分析 

2.1 菌株的分离纯化 

宁海东坝养殖场的底泥很容易就富集到光合

细菌, 但是, 我们从此富集培养物中却无法通过软

琼脂法分离得到其单菌落. 后经改变培养条件及

调整培养基组成等一系列实验, 最终通过添加合

适浓度的 Na2S 才得到单菌落, 并能通过挑取单菌

落得到液体培养物. 通过光学显微镜检测, 菌体大

小及形状已趋一致. 但我们得到的菌株生长性状
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却不太稳定. 因此又对其再次进行单菌落纯化, 分

离到 15个单菌落, 对其进行了 16S rDNA的 PCR- 

DGGE 指纹比较(图 1). 图 1 显示的条带为菌株

PSB-1 16S rDNA 基因 V3 区的 PCR 扩增产物的

DGGE条带, 15个单菌落样品都具有一条稳定的条

带, 表明已获得纯培养物. 我们将该菌株命名为

PSB-1.  

 
1-15泳道为 15个单菌落的液体培养物 16S rDNA的 PCR产物 

图 1  菌株 PSB-1的 PCR-DGGE图谱 

2.2 菌株的基本特征 

2.2.1 菌株形态学特征 

光照厌氧条件下菌液呈红色, 单菌落为绒球

状、红色, 直径约为0.5~1.0 mm; 菌体为卵圆形, 以

二分分裂方式繁殖, 革兰氏阴性, 大小为(1.0~1.5 )  

μm × (2.2~2.9 ) μm(图 2).  

 

图 2  菌株 PSB-1的光镜显微照片(1000×) 

2.2.2 PSB-1的生长曲线 

以吸光值与培养时间的关系作 PSB-1 的生长

曲线(图 3). PSB-1在 24 h左右时即进入对数生长期, 

48 h 后生长速率明显放缓, 细菌总量达到最大值, 

即达到光合细菌生长的静止期. 此时, 光合细菌处

理硫化物的效率最高, 持续时间达 72 h, 所以取生

长 48 h左右时的细菌进行废水处理实验.  

2.2.3 无机电子供体的利用 

通过菌株对硫源的利用(表 1)可以得知, 菌株

PSB-1 能以 S、Na2S2O3和 Na2S·9H2O 作为无机电

子供体, 但不能利用 Na2SO3.  

表 1  无机电子供体对菌株 PSB-1生长的影响 

无机电子供体 利用情况 

S + 

Na2S·9H2O + 

Na2SO3 － 

Na2S2O3 + 

注: “+” 表示可以利用,  “－” 表示不能利用. 

2.3 16S rDNA 序列分析 

将菌株 PSB-1的序列送入数据库进行 BLAST

相似性分析, 比对结果表明, 在Genebank中, 该菌

株与外硫红螺菌属的沙氏外硫红螺菌(Ectothior- 

hodospira shaposhnikovii)的 16S rRNA 基因序列相

似性达到了 99.7%. 但是该菌株的形态学特征以

及生理生化特征 (数据将另文发表 )与沙氏外硫

红螺菌存在较大差异, 因此可以判定该菌株是一

株隶属于外硫红螺菌属的紫色硫细菌, 根据Bergey’s

系统细菌学手册 [12], 将 PSB-1 鉴定为 Ectothio- 

rhodospira sp..  

2.4 PSB-1对废水中硫化物的处理效果 

光合细菌对不同废水中硫化物的处理效果见

 

图 3  菌株 PSB-1的生长曲线 
1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12 13  14  15
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表 2.  

除垃圾渗滤液外, 光合细菌 PSB-1对其他 3种

废水中的硫化物均有不同程度的降解, 其中对畜

禽废水和鱼粉废水处理效果最好, 7 d 后硫化物的

去除率分别达到 68.55%和 56.15%, 对生活污水的

处理效果较差, 去除率仅为 18.89%. 从以上 3种废

水中硫化物的起始浓度可知, 畜禽废水和鱼粉废

水具有高浓度的硫化物, 而生活污水的硫化物浓

度非常低, 实验结果充分说明该菌株对高浓度硫

化物具有较好的降解效果, 而对降解低浓度硫化

物的能力较弱. 此外, 畜禽废水和鱼粉废水中含有

较为丰富的有机物, PSB-1能有效利用这些有机物

作为自身繁殖的营养源, 光合细菌总量得以迅速

增加, 从而更加有效地降低水体中硫化物的浓度; 

而生活污水中因适合光合细菌生长的有机成分相

对较为缺乏, 光合细菌繁殖较慢, 处理效果也相对

较差.  

对垃圾渗滤液的处理效果基本上没有, 这是

因为垃圾渗滤液的成份较为复杂, 通常含有较高

浓度的有害物质, 这些有害物质可能不利于光合

细菌的生长, 加入的菌株在短时间内已基本死亡. 

在以后的研究中可以考虑对垃圾渗滤液进行一定

程度的稀释后再用光合细菌进行处理, 以降低有

害物质对光合细菌的毒害, 从而发挥其降解硫化

物的作用.  

畜禽废水和鱼粉废水的实验结果还显示, 第

3 d 的硫化物去除率已分别达到 42.50%和 32.14%, 

占 7 d去除率的 50%以上, 这表明光合细菌在适宜

的条件下, 处于高活力和高浓度的菌种降解硫化

物的效果较好.  

3 结论 

(1) 研究分离得到的菌株 PSB-1经常规方法和

16S rDNA 鉴定, 是一株隶属于外硫红螺菌属的紫

色硫细菌 Ectothiorhodospira sp., 该菌株具有生长

迅速、稳定性好等优良性状.  

(2) 菌株 PSB-1降解有机废水中高浓度硫化物

的效果较好, 而对废水中低浓度硫化物的降解能

力较弱.  
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Separation of Strand of Photosynthetic Bacteria and its Use in  

Removal of Sulfide from Waste Water  

YUAN Ying-bo, PAN Zhi-chong, ZHANG De-min* 

( Faculty of Life Science and Biotechnology, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: A strand of photosynthetic bacteria is separated from sediment of a shrimp pond. Judging by its 

characteristics, PSB-1 belongs to a genus of Ectothiorhodospirace found in purple sulfur bacteria. It can utilize S, 

Na2S2O3, Na2S·9H2O and sulfide as inorganic electron donor. It can be used to remove sulfide from a variety of 

wastewaters. Good results are noted with livestock wastewater and fishmeal wastewater: The rate of sulfide 

removal can reach 68.55% and 56.15%. However, when treating the organic wastewater with low concentration 

of sulfide, a poor effect (only 18.89%) is identified. 
Key words: purple sulfur bacterium; sulfide; waste water treatment 
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