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摘  要: 从无锡市某硫酸厂采集的土样中分离到一株具有脱硫性能的自养菌 , 对该细菌的 16S 
rDNA 序列进行了测定, 并根据 16S rDNA 构建了系统发育树, 结合菌落、细菌形态鉴定菌株为那

不勒斯硫杆菌(Thiobacillus neapolitanus), 命名为 TL-1。同时, 考察了 TL-1 菌株在不同温度和 pH
条件下的脱硫效率, 并在反应器中以氧化还原电位(ORP)为控制条件, 对菌株的脱硫效果和生成

的单质硫颗粒特性进行了研究, 结果表明, 摇瓶实验中, 30°C、pH 7.5 为脱硫最佳条件。反应器运

行时, ORP 控制在−370 mV 条件下运行效果最佳, 系统能够维持 95%以上的硫化物去除率和 85%
以上的单质硫回收率, 随着 ORP 的增大, 生成的单质硫颗粒粒径有逐渐增大的趋势。 
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Abstract: A desulfurizing chemoautotroph strain TL-1 was isolated and further identified in this study. 
Moreover a phylogenetic tree was constructed by comparing with the published 16S rDNA sequences of the 
relative bacteria species. Based on the colony and cell morphology, this strain was identified to be the strain 
of Thiobacillus neapolitanus. The effect of different temperature and pH on the strain was studied in shake 
flask. In the airlift reactor, the desulfurizing efficiency and the characteristics of the sulfur particles were in-
vestigated using Oxidation Reduction Potential (ORP) as the control factor. The results indicated that the op-
timal condition for desulfurizing in shake flask was 30°C and initial pH of 7.5. In the airlift reactor, the op-
timal ORP was at −370 mv, under this condition, sulfide removal rate was over 95% and over 85% sulfide 
was transferred into sulfur. Moreover the sulfur particles size was enlarged with the increase of ORP. 

Keywords: Desulfurization, Identification, Influencing factors, ORP, Sulfur particles

含硫化物废水主要来源于制革、造纸、石化、

印染、制药、炼焦等行业, 同时也是含硫酸盐和亚
硫酸盐废水厌氧处理时伴随的主要问题, 由于硫化
物具有的毒性、腐蚀性、恶臭和高耗氧等问题, 必
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须采取有效的措施控制其向环境中排放 [1]。目前采

用的直接气提、氧化和化学沉淀等常规物化工艺最

大的弊端在于能耗、化学药剂和运行费用相对较 
高[2]。而近几年发展起来的生物脱硫工艺可以有效

地弥补传统脱硫工艺的缺陷, 并且能够产生具有附
加值的单质硫, 实现了废物资源化。因此, 尽管生物
脱硫工艺起步较晚, 但已经逐渐成为研究热点。 

自然界中可以氧化硫化物的微生物主要为：丝

状硫细菌、光合硫细菌和无色硫细菌[2]。硫杆菌的

共同特点是能够氧化还原硫化物并从中获得生长和

活动所需的能量, 其主要反应为[3]： 
2HS−+O2→2S0+2OH−  ΔG=−129.50 kJ/mol  (1) 
S0+4OH−→SO4

2−+4H+  ΔG=−732.58 kJ/mol  (2) 
从上面的反应式可以看出, 硫杆菌氧化硫化物

的过程分 2 步：第 1 步反应较快, 硫化物为电子供
体, 释放两个电子, 生成单质硫, O2为电子受体; 第
2 步, 这些生成的单质硫又作为电子供体, 被继续
氧化成亚硫酸盐和硫酸盐。 

由于硫细菌能将自然界的还原性硫化物氧化成

单质硫, 生成的硫可经沉淀分离出来, 从而实现资
源化 , 因而在处理废水中的硫化物方面有重要作
用。近年来国内已经有利用Thiobacillus ferrooxidans
的间接氧化作用脱除硫化物的报道[4]。已经有研究

人员从酶学和遗传学角度对生物脱硫过程进行研究, 
已证明在菌株中存在特定的酶催化基因, 它们已被
克隆和测序, 并获得了纯化的表达产物[5]。菌种是生

物脱硫技术的关键, 获得脱硫效率高、环境条件适
应性强的优质菌株是开发高效生物脱硫工艺的基础, 
但已报道的脱硫菌株效率不高。国内关于硫化物氧

化细菌的研究, 大多停留在细菌外部形态, 脱硫条
件的摸索, 并未对细菌在系统分类学方面进行深入
的探讨, 与高效脱硫反应器的开发和实际工业应用
还存在着较大的距离。 

本研究从无锡某硫酸厂土壤中筛选出一株具有

较强硫化物氧化能力的菌株, 并对其形态、系统发
育学、脱硫的影响因素和产生的单质硫颗粒特性进

行了研究, 为后续高效脱硫反应器的实际应用奠定
了基础。 

1  材料与方法 

1.1  硫化物氧化细菌的筛选和形态观察 
1.1.1  土样：无锡市硫酸厂地面下深 10 cm 左右, pH 

3~4 的土壤。 
1.1.2  培养基(g/L)：Na2S2O3·5H2O 8.0、KH2PO4 4.0、
K2HPO4 4.0, MgSO4 ·7H2O 0.8、NH4Cl 0.2, pH调节至
7.0。 
1.1.3  菌株分离步骤：取 5 g土样于 250 mL三角瓶
中, 加入 50 mL 培养基, 初始 pH 调节至中性, 于
30°C、170 r/min 条件下在摇床上培养。待菌液 pH
下降至 3左右时取 5 mL菌液于装有 50 mL培养基
的 250 mL三角瓶中, 反复培养 4次后梯度稀释平板
涂布 ,  挑取生长较好单菌落反复划线培养 ,  获得 
纯菌。 
1.1.4  形态学观察：将分离得到的菌株在固体培养

基上培养, 观察菌落形态, 在 1000 倍光学显微镜下
观察革兰氏染色菌体形态、鞭毛形态[6]。 

1.2  分子生物学鉴定 
染色体 DNA的提取, 菌株 16S rDNA的扩增、

16S rDNA 序列的测定以及 Blast 比对均参照文献
[7]。 

1.3  温度对 TL-1 脱硫效果的影响 
温度条件分别调节为 24°C、27°C、30°C、33°C、

36°C、39°C、42°C和 45°C, 取 50 mL以S2−为唯一硫

源的液体培养基于 250 mL锥形瓶中, 培养基成分见
表 1, 接种 5 mL生长至最大值状态的菌液, 以没有
接种菌液的培养基作为空白。调节初始pH为 7、 
170 r/min恒温气浴摇床中培养, 反应 2 h后测定硫
化物含量。 

1.4  pH 对 TL-1 脱硫效果的影响 
取 50 mL以S 2−为唯一硫源的液体培养基于 

250 mL锥形瓶中, 培养基成分见表 1, 接种 5 mL生
长至最大值状态的菌液, 以没有接种菌液的培养基
作为空白。初始 pH分别调节为 6、6.5、7、7.5、8、
8.5、9、9.5 和 10, 在 30°C、170 r/min 恒温气浴摇
床中培养, 反应 2 h后测定硫化物含量。 

1.5  反应器中不同 ORP 条件下硫化物转化率和

单质硫颗粒粒径 
1.5.1  实验装置：采用升流式好氧反应器为试验的

主体反应器, 有效体积 6.28 L, 底部直径为 10 cm, 

总高 80 cm, 玻璃制作。沉淀罐有效体积 5 L, 总高

100 cm, 玻璃制作, 顶部设有三相分离器。试验装置

流程见图 1所示。 

1.5.2  试验方法：本实验控制进水 pH为 7.0±0.2, 反

应器中的 pH 为 7.2~7.8, 温度为 30°C±2°C, 水力停 
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表 1  培养基成分 
Table 1  Medium composition 

成分 
Constituents 

浓度 
Concentration (mg/L) 

微量元素 
Trace elements 

浓度 
Concentration (mg/L) 

S2− 120 C10H14N2O8Na2·H2O 1 

KH2PO4 200 ZnSO4·7H2O 0.44 

K2 HPO4 200 CaCl2 0.11 

MgCl2·6H2O 100 MnCl2·4H2O 0.1 

NH4Cl 60 FeSO4·7H2O 0.1 

  (NH4)6MO7O24·4H2O 0.022 

  CuSO4·5H2O 0.031 

  CoCl2·6H2O 0.032 

 

Air pump

Upflow 
aerobic 
bioreactor

Effluent

Sulfur

Strains reflux

Gas flowmeter

Influent

Tail gas
pH meterORP meter

Precipitation tank

Temperature 
control jacket 

 
 

图 1  试验装置流程示意图 
Fig. 1  Flow diagram of experimental apparatus 

 
留时间 3 h。人工配制S2−浓度为 350 mg/L废水(其它

成分及浓度同表 1), 通过调节曝气量来控制反应器

系统内的ORP(−420 mV、−370 mV、−320 mV), 考

察硫化物的去除情况及生成单质硫的特性。 

1.6  测试项目与方法 
pH值：METTLER TOLEDO在线 pH仪;  

ORP值：METTLER TOLEDO在线 ORP仪;  

可溶性硫化物：碘量法[8];

硫酸盐：铬酸钡分光光度法[9](752分光光度计); 

硫化氢：T40 RATTLER英思科硫化氢检测仪; 

硫颗粒粒度：马尔文激光粒度仪 Mastersizer 

2000。 

2  结果与讨论 

2.1  硫化物氧化细菌的分离和鉴定 
采集得到的土样经反复平板划线分离后得到一

株具有硫化物氧化能力并以CO2为碳源的自养菌株, 
命名为TL-1。在固体培养基上划线, 恒温 30°C培养
2 d后长出针尖大小浅黄色菌落, 4 d后菌落生长至直
径 1 mm左右的圆形淡黄色菌落, 菌落形态见图 2, 
长期培养后菌落色泽逐渐变暗, 呈浅黄褐色。 

在 1000 倍光学显微镜下观察可知TL-1 菌体形
态, 见图 3, 长 0.5 μm~1.0 μm。细菌革兰氏染色呈
阳性, 不产生芽孢, 单极生鞭毛见图 4, 能运动。菌
落和菌体形态与《伯杰氏细菌鉴定手册》描述的硫

杆菌属(Thiobacillus)相似[10]。 
所测菌株TL-1的 16S rDNA核苷酸序列为 1456 bp。

将所测序列从GenBank数据库中相关菌种进行比较, 
构建以 16S rDNA全序列为基础的系统发育树(图 5), 
结果表明：TL-1 与硫杆菌属具有较高的同源性, 并
且与那不勒斯硫杆菌(Thiobacillus neapolitanus)同源
性最高, 为 95.3%。根据《伯杰氏细菌鉴定手册》[10]
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图 2  菌落形态 
Fig. 2  Colony morphology 
 

 
 
图 3  菌体形态图(10×100) 
Fig. 3  Gram stain cell morphology(10×100) 

 
 
图 4  鞭毛染色形态 
Fig. 4  Bacterial flagellum stain patterns 
 
结合菌落、细胞形态可以鉴定 TL-1为那不勒斯硫杆
菌(Thiobacillus neapolitanus)。 

2.2  温度对 TL-1 脱硫效果的影响 
图 6 为 TL-1 菌株在温度分别为 24°C、27°C、

30°C、33°C、36°C、39°C、42°C、45°C和 48°C, 硫
化物浓度为 120 mg/L时, 反应 2 h后硫化物的去除
情况。由图可知, TL-1 菌株对温度条件有较强的适
应性, 在 27°C~42°C 都表现出了较高的硫化物去除
率。其中 30°C时去除率最高, 达到了 57.90%。在温
度超过 42°C时, 脱硫效率出现了明显下降, 在 48°C
时脱硫效率只有 10.12%。 

 

 
 

图 5  根据 16S rDNA 序列构建的系统发育树 
Fig. 5  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequence 
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图 6  温度对硫化物去除率的影响 
Fig. 6  Effect of temperature on sulfide removal rate 
 

产生这种现象的原因主要可能是由于 TL-1 菌
株中硫化物氧化酶对温度条件的适应性所致, 当温
度高于 42°C 时导致硫化物氧化酶变性, 酶活降低, 
温度越高, 对该酶的影响越大, 48°C 时酶的活性已
经基本丧失。 

2.3  pH 对 TL-1 脱硫效果的影响 
图 7 为 TL-1 菌株初始 pH 分别为 6、6.5、7、

7.5、8、8.5、9、9.5和 10, 硫化物浓度为 120 mg/L
时, 反应 2 h后硫化物的去除情况。由图可知, TL-1
菌株在初始 pH 为中性和偏弱碱性时具有较强的硫
化物氧化能力, 在初始 pH为 7.5时, TL-1菌株对硫
化物的去除效率最高, 达到了 62.11%。在 pH高于 8
的碱性环境下, 硫化物去除率发生明显下降, 说明
菌株对偏碱性环境适应性较差。在 pH 低于 7 的条
件下, 硫化物去除率也出现了明显的降低, 但降低
幅度低于 pH大于 8的偏碱性环境。 

 

 
 
图 7  不同 pH 下硫化物的去除率 
Fig. 7  Effect of pH on sulfide removal rate 

2.4  反应器中不同 ORP 条件下的硫化物转化率 
系统的氧化还原电位是多种氧化物与还原物进

行氧化还原反应的综合结果, 对生物处理系统而言, 
ORP是反映整个系统氧化还原状态的综合指标[11]。

氧化还原反应的本质是电子的转移。物质接受电子

的倾向越大 , 其氧化性就越强 , 反之越弱 , 通过测
定ORP数值均可以得到反映[9]。已有较多以ORP作为
控制条件的废水处理研究的报道。马勇等[12]以 ORP
作为缺氧-好氧法工艺反硝化反应模糊控制的参数。
Wareham等[13]以ORP作为废水处理过程中实时控制
的参数。 
 

 
 

图 8  不同 ORP 条件下硫化物转化率 
Fig. 8  Sulfide conversion rate on different ORP 
 

图 8为反应器中含 350 mg/L硫化物废水在不同
ORP控制条件下硫化物去除率以及硫化物的单质硫
和硫酸盐转化率情况, 硫化物经过微生物氧化转化
为单质硫和硫酸盐, 同时, 少量硫化物以硫化氢气
体形式通过反应器尾气排气管排出, 经检测浓度保
持在 7 mg/m3~15 mg/m3, 相对于水体中硫化物的含
量可以忽略不计。如图 8 所示, 硫化物的去除率随
ORP的升高而升高 ,  在ORP保持在−370  mV和 
−320 mV条件下, 硫化物去除率均高于 95%, 分别
达到了 97%和 98.2%。在硫化物的去除率都保持在
较高水平的情况下, ORP的升高明显提高了硫酸盐
的生成率, 反应器ORP保持在−320 mV时硫酸盐转
化率达到了 24.1%, 明显高于ORP在−370 mV时的
10.8%。这说明反应器ORP在−370 mV时, 系统中保
持了较高水平的氧化还原反应强度, 作为电子受体
的O2含量充足, 废水中的硫化物大部分通过第一阶
段的反应被氧化转化为单质硫, 只有少部分单质硫
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通过第二阶段反应转化为硫酸盐。O R P保持在 
−320 mV时, 反应系统中的氧化还原反应达到了更
大的强度, O2含量较−370 mV时更高, 所以通过第二
阶段反应转化为硫酸盐的量更大。O R P保持在 
−420 mV的较低值时, 硫化物转化率和硫酸盐转化
率都处于较低水平, 分别只有 61.8%和 8.3%。说明
系统中没有足够的电子受体O2, 氧化还原反应强度
较低, 没有充分氧化废水中的硫化物, 导致去除率
较低。 

2.5  反应器中不同 ORP 条件下的单质硫颗粒粒

径变化 
图 9 ~ 11 为反应器系统 O R P 分别保持在 

−420 mV、−370 mV、−320 mV时生成的单质硫粒径
分布图, 从图中可以看出, 3种运行条件下产生的单

质硫颗粒均出现了两个粒径分布比较集中的峰 , 
ORP控制在−420 mV、−370 mV条件下产生的单质
硫粒径主要集中在 0.05 μm~0.5 μm和 2 μm~11 μm
两个粒径范围内。−420 mV条件下硫颗粒在两个粒
径范围内分别占到了 64.43%和 35.57%; −370 mV条
件下硫颗粒在两个粒径范围内分别占到了 48.22%
和 51.78%。ORP保持在−320 mV时, 粒径分布较前
两个运行条件发生了很大变化, 主要分布在 2 μm~ 
13 μm和 100 μm~700 μm两个粒径范围内, 颗粒较
前两个运行条件明显增大。 

这说明系统中的单质硫颗粒产生初期粒径较小, 
然后在系统中通过某种方式聚集后形成粒径较大的

颗粒。硫杆菌将硫化物氧化后, 形成附着在细胞外
的硫颗粒, 这种硫颗粒表面包裹着一层类似蛋白质 

 

 
 

图 9  ORP −420 mV 条件下生成的单质硫颗粒粒径 
Fig. 9  Sulfur particles size at −420 mV ORP 

 

 
 

图 10  ORP −370 mV 条件下生成的单质硫颗粒粒径 
Fig. 10  Sulfur particles size at −370 mV ORP 

 

 
 

图 11  ORP −320 mV 条件下生成的单质硫颗粒粒径 
Fig. 11  Sulfur particles size at −320 mV ORP 
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的多聚物[14]。这些多聚物都是一些大分子物质, 具

有很大的表面积, 加上表面的各种极性和非极性基

团, 具有吸附絮凝的能力, 这些多聚物能够使微小

颗粒的单质硫聚集形成粒径较大的硫颗粒。从ORP

在−420 mV和−370 mV运行条件下产生单质硫的粒

径分布情况可以看出, ORP的提高, 即反应系统中

氧化还原反应强度的增加有利于硫颗粒的聚集, 这

可能是由于系统中O2含量的增加有利于菌体代谢产

生多聚物中絮凝能力较强的成分, 有利于硫颗粒在

系统内聚集, 使硫颗粒的粒径在 2 μm~11 μm范围内

的量显著提高。ORP控制在−320 mV运行条件时, 粒

径显著增大, 这可能是由于在−320 mV条件下菌体

代谢产生的胞外聚合物发生了显著变化, 有利于絮

凝作用的成分大量增加, 使硫颗粒的聚集效果增强, 

聚集后产生的颗粒粒径明显增大。 

3  结语 

本研究筛选出一株具有较强硫化物氧化能力的

细菌, 通过 16S rDNA的测定和系统发育树分析, 结

合菌落、细胞形态的观察, 鉴定该菌为那不勒斯硫

杆菌(Thiobacillus neapolitanus), 并命名为 TL-1。摇

瓶脱硫实验证明,  30°C、pH为 7.5条件下菌株去除

硫化物效率最高。在反应器中接种该菌株, 在不同

ORP条件运行后结果表明, ORP保持在−370 mV, 系

统运行效果最佳, 随着 ORP 的增大, 生成的单质硫

颗粒粒径有明显的增大趋势。对于产生单质硫颗粒

的机理以及如何对单质硫进行有效的回收有待进一

步研究。 
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稿件书写规范 

论文中有关正、斜体的约定 

物种的学名：菌株的属名、种名(包括亚种、变种)用拉丁文斜体。属的首字母大写, 其余小写, 属以上
用拉丁文正体。病毒一律用正体, 首字母大写。 

限制性内切酶：前 3个字母用斜体, 后面的字母和编码正体平排, 例如：BamHⅠ、MspⅠ、Sau3AⅠ等。 
氨基酸和碱基的缩写：氨基酸缩写用 3个字母表示时, 仅第一个字母大写, 其余小写, 正体。碱基缩写

为大写正体。 
基因符号用小写斜体, 蛋白质符号首字母大写, 用正体。 
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