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摘  要: 用仅含硫源的无机盐培养基对采自汉阳陵 13 号和 15 号遗址坑文物表面的土样进行细菌

富集筛选实验, 并对分离的菌株进行生理生化特性研究、16S rDNA 序列分析及硫代谢能力测试。

分离得到 5 株细菌: TD1、TD2、TD3、TD15 及 PL13。其中 TD1 属于 Alcaligenes, TD3 属于 Bacillus; 

硫代谢能力测试结果显示 TD2、TD15 和 PL13 代谢产生硫酸盐的速率远远小于 TD3 和 TD1, TD3

氧化硫源生成硫酸盐的速率是 TD1 的 1.4 倍。实验证实这些菌株均能氧化 S、S2O3
2−和 S2−生成硫

酸盐从而获得能量, 这表明微生物氧化土壤中硫化物是汉阳陵文物表面硫酸盐增加的原因, 从而

为汉阳陵文物表面硫酸盐的形成原因提供了微生物学依据。 
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Surface of Yangling Mausoleum 
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Abstract: Soil samples were from the surface of delves 13 and 15 of the Yangling Mausoleum. After 
cultured in mineral salt media with only sulfur source, five bacterial strains were isolated and as-
signed as TD1, TD2, TD3, TD15 and PL13. According to their physiobiochemical characteristics and 
16S rDNA sequences, TD1, TD3 were identified as Alcaligenes and Bacillus respectively. The ability of 
metabolizing sulfide was also studied. TD2, TD15 and PL13 can produce a little sulfide. The speed of 
producing sulfide by TD3 is 1.4 times to that by TD1. These strains feed on sulfide, such as S, S2O3

2−, 

S2−, and can oxidize sulfide to sulfate. The conclusion provides a microbiological evidence for the for-
mation of sulfate on the surface of Yangling Mausoleum. 
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近年来, 生物腐蚀石质问题日益受到重视[1−4]。

据初步估计有 20%−30%的岩石表层腐蚀是生物作

用的结果[5]。微生物代谢可产生有机酸(如葡糖酸和

乳酸)、无机酸、亚硝酸、硝酸和硫酸等 , 它们直

接与石材的无机组分反应(螯合或酸化)[5], 已经发

现硝化细菌和硫杆菌都是石材腐蚀的主要祸害之

一 [6−7]。汉阳陵作为中国第一座大型原址保护博物

馆[8], 通过全封闭式玻璃通道将发掘现场进行展示。

封闭式保存方式可有效调节遗址区环境温度、湿度, 
也可控制降尘及游客带来的微生物侵入, 但恒温高

湿度环境也为土壤中微生物的大量繁殖提供了适宜

的生长条件。自开馆以来, 封闭遗址区局部位点出

现了土遗址返碱、陶俑风化等现象, 前期研究表明

硫酸盐是造成文物表面出现风化返碱的主要原因。

酸雨、冻融、盐结晶、风沙、干湿循环等因素都是

自然界中硫酸盐形成的主要原因, 沙尘气溶胶可以

为空气中的二氧化硫提供反应界面, 最终形成硫酸

盐 [9], 沙尘暴也可以促使硫酸盐的形成 [10−11]; 此外, 
微生物也可以氧化低价硫产生硫酸盐[12]。本研究以

返碱现象最为显著的 13 号和 15 号遗址坑为研究对

象, 对土壤中的硫酸盐生成菌进行分离、鉴定及氧

化硫能力测试, 探讨文物风化与微生物活动的关系, 
为汉阳陵文物表面硫酸盐形成原因提供依据。 

1  方法与材料 

1.1  细菌的富集、分离 
1.1.1  培养基组成 : 选 择 培 养 基 1 (td 培 养 基 ): 
Na2S2O3·5H2O 10 g, KNO3 2 g, KH2PO4 2 g, NaHCO3 

2 g, MgSO4·7H2O 1.2 g, FeSO4·7H2O 0.02 g, 蒸馏水

1 L, pH 7.0−7.6, 1 × 105 Pa 灭菌 20 min。 

选 择 培 养 基 2 (pl 培 养 基 ):  Na2S2O3·5H2O 
10 g, NH4Cl 0.2 g, NaHCO3 2 g, Na2HPO4 0.4 g, 
MgCl2·6H2O 0.2 g, 蒸馏水 1 L, pH 6.6−7.2, 1 × 105 Pa

灭菌 20 min。其中 Na2S2O3·5H2O 和 NaHCO3 溶于

少量水后单独灭菌 , 后再加入其他已灭菌的盐溶

液中, 使用前加 2 滴经过滤除菌的 FeSO4 (浓度为

10 g/L)溶液。 

硫酸盐检测培养基: KNO3 0.5 g, K2HPO4 0.2 g, 

Na2CO3 0.2 g, CaCO3 2 g, 硫磺粉 10 g, 蒸馏水 1 L, 

pH 7.0−7.6, 1 × 105 Pa 灭菌 20 min。其中硫磺粉经紫

外线照射 30 min 后加入已灭菌的液体培养基中。 

1.1.2  样品采集与微生物富集分离: 根据汉阳陵石

质文物表面硫酸盐含量的差异(表 1), 13 号坑 SO4
2−

含量是 15 号坑的 2.85 倍, 选取 13 号坑和 15 号坑两

个采样点。经实地检测得到两个取样地点的理化参

数如表 1 所示。

 
表 1  采样环境条件 

Table 1  Environmental condtions of sampling 
坑号 
Delve 

空气湿度 
Humidity (%) 

土壤含水量 
Soil moisture (%) 

采样温度 
Temperature (°C)

SO4
2−含量 

SO4
2− concentration (mg/L) 

pH 地表距离 
Distance (cm)

13 100 3.0−3.5 20.9 11.5641 9.1 10 

15 99−100 2.5−3.0 20.7  4.0577 8.7 10 

 
以 100 g/L 的比例将土样加入选择培养基中, 

20°C 静态培养。定时转接, 取富集培养液适当稀释

后于选择培养基平板涂布分离, 20°C 培养, 将获得

的单菌落反复纯化后于斜面保存。 

1.2  菌株形态观察及生理生化特性研究参见文

献[13−14]。 
1.3  硫酸盐检测 

用铬酸钡分光光度法[15]检测硫酸盐含量。其具

体实验步骤如下:  

(1) 取 50 mL 待测样, 置于 150 mL 锥形瓶中。 
(2) 另取 150 mL 锥形瓶 8 个, 分别加入 0.50、

1.00、2.00、4.00、6.00、8.00 及 10.00 mL 硫酸根标

准溶液, 加蒸馏水至 50 mL。 

(3) 向待测样及标准液中各加 1 mL 2.5 mol/L

盐酸溶液 , 加热煮沸 5 min 左右。取下后再各加

2.5 mL 铬酸钡悬浊液, 再煮沸 5 min 左右。 

(4) 取下锥形瓶 , 稍冷却后 , 向各瓶逐滴加入

(1 + 1)氨水至呈柠檬黄色, 再多加 2 滴。 

(5) 待溶液冷却后 , 用慢速定性滤纸过滤 , 滤

液收集于比色管内(如滤液混浊 , 应重复过滤至透

明)。用蒸馏水洗涤锥形瓶及滤纸 3 次, 滤液收集于

比色管中。 

(6) 在 420 nm 波长下测量吸光度 , 绘制标准

曲线。  

(7) 计算:  
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硫酸盐 (mg/L) 1000M
V

= ×  

M——由标准曲线查得 SO4
2−量(mg); 

V——待测样体积。 

1.4  菌株 16S rDNA 序列测定和系统发育树构建 
将纯化的菌株通过 PCR 扩增, 所得产物委托大

连宝生物公司进行 16S rDNA 测序。将基因序列输

入 NCBI GenBank 数据库, 进行 BLAST 比对。利用

Clustal 和 MEGA 软件建立系统发育树。用 Bootstrap

分析评估树的稳定性。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的形态学观察 
经过反复分离、培养和纯化, 获得 5 个菌株: 

TD1、TD2、TD3、TD15 和 PL13, 其中 TD1、TD15

分离自 15 号坑, 其余菌株则分离自 13 号坑, 其形态

特征如下。 

TD1: 在 td 培养基上 28°C 恒温培养 3 d 后, 开

始出现菌落, 5−6 d 时菌落为白色不透明针尖状, 呈

圆形, 边缘光滑, 大小 1.2 mm, 表面光滑, 不易挑

起 , 整个菌落像一颗小沙粒一样可在培养基上滑

动。TD1 也可在牛肉膏培养基上生长。菌株 TD1 革

兰氏染色阴性 ; 芽孢染色阴性 , 菌体细胞呈杆状 , 

两端钝圆, 大小为(0.15−0.20) μm × (0.50−0.80) μm; 

侧生鞭毛。图 1 为 TD1 经液体牛肉膏培养 11 h 后经

磷钨酸负染色后的透射电镜照片。 
 

 

图 1  TD1 透射电镜 
Fig. 1  TEM photo of strain TD1 (× 20000) 
 

 

图 2  TD3 透射电镜 
Fig. 2  TEM photo of strain TD3 (× 15000) 

 
TD2: 在 td 培养基上 28°C 恒温培养 3 d 后, 隐

约可见菌落, 菌落无色透明, 6 d 时, 其菌落大小为

0.6 mm, 圆形, 扁平, 边缘整齐, 表面光滑。TD2 也

可在牛肉膏培养基上生长。革兰氏染色阴性, 芽孢染

色阴性, 菌体细胞呈杆状, 大小为(0.15−0.20) μm × 

(0.80−1.50) μm。 

TD3: 在 td 培养基上 28°C 恒温培养 5 d 后, 出

现透明无色菌落, 待 8 d 后菌落为半透明水滴状, 呈

圆形, 边缘绒毛状, 大小 0.7 mm−1.3 mm, 表面湿润

光滑, 易挑起。可在牛肉膏培养基上生长。幼龄菌

革兰氏染色阳性, 老龄菌革兰氏染色阴性[14]。菌体

细 胞 呈 杆 状 , 两 端 钝 圆 , 大 小 为 (0.2−0.5) μm × 

(0.6−1.0) μm。两端生鞭毛。图 2 为 TD3 在牛肉膏液

体培养基中培养 17 h 后经磷钨酸负染色后的透射电

镜照片。芽孢染色阳性, 其芽孢呈圆形。 

TD15: 在 td 培养基上 28°C 恒温培养 2 d 后, 出

现白色菌落。5 d 时, 菌落不透明, 淡黄色, 圆形, 边

缘绒毛状, 中间凸起, 大小 0.5 mm−0.7 mm, 有运动

性。在牛肉膏培养基上时菌落呈砖红色, 菌落直径

可达 3 mm。革兰氏染色阳性, 芽孢染色阴性, 菌体

细胞球状, 大小 1.5 μm−2 μm。 

PL13: 在 pl 培养基上 28°C 恒温培养 2 d 后, 出

现无色透明菌落, 5 d 时, 菌落淡黄色, 不透明, 圆

形, 边缘绒毛状, 大小 1 mm, 在牛肉膏培养基上其

菌落呈橘红色。革兰氏染色阳性, 芽孢染色阴性, 菌

体细胞呈球状, 0.8 μm−1.5 μm。 
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2.2  生理生化特性研究 
对分离的 5 株菌进行生理生化特性研究, 其结

果如表 2 所示, 实验表明该类菌有着广泛的碳源, 
既可自养也可异养生长, 除 TD15 外其他菌株都可

发酵葡萄糖产酸, 而且都有很高的耐碱性, 除 TD3
外, 其他菌株都有较高的耐盐性。 
 

表 2  菌株生理生化特性 
Table 2  Physiobiochemical characteristics of five strains

鉴定特征 
Characteristics 

TD1 TD2 TD3 TD15 PL13

Catalase + + + + + 

Hydrolysis of starch + + + − − 

Cellulose decomposing − − − − − 

Gelatin liquefaction − − − − − 

M. R test − − + − + 

V. P test − − − − − 

Indole production − + + + + 

Use of citrate + − − − − 

Nitrate reduction + + + + + 

Oxidative fermentation  
of glucose + + + − + 

Salt tolerance      

2% + + + + + 

5% + + − + + 

7% + + − + + 

10% + + − + + 

12% + + − − − 

Alkali resistance      

pH 8 + + + + + 

pH 9 + + + + + 

pH 10 + + − + + 

pH 11 + + − + − 

Carbon utilization      

Glucose + + + + + 

Xylose + + + + + 

Saccharose + + + + + 

Glycerol − − − − − 

Mannite − + + + + 

Tyrosine − + + + + 

Sorbricacid + − − − − 

Rhamnose + − − − − 
 
2.3  硫酸盐检测 

将 TD1、TD2、TD3、TD15 和 PL13 分别在牛

肉膏液体培养基中培养 18、18、24、12 和 12 h 后, 以

5%接种量分别接入硫酸盐检测培养基中, 培养 48 h
后, 每隔 24 h 测 1 次硫酸盐含量。该 5 株菌对硫源

的利用速率有明显的差异, TD1 和 TD3 代谢产生硫

酸盐的速率如图 3 所示, TD2、TD15 和 PL13 代谢

产生硫酸盐速率远远小于 TD1 和 TD3, 表明 TD1 和

TD3 为代谢产生硫酸盐的优势菌。 
 

 

图 3  菌株 TD1 和 TD3 产生硫酸盐速率 
Fig. 3  The speed of producing sulfide by strain TD1 and 
strain TD3 
 
2.4  菌株 16S rDNA 序列及其系统发育分析 

选取代谢产生硫酸盐的优势菌进行 16S rDNA
序列及其系统发育分析。TD1 的 16S rDNA 产物为

1410 bp, TD3 的 16S rDNA 产物为 1441 bp。菌株 TD1
和 TD3 在 GenBank 数 据 库 中 的 登 录 号 分 别 为

GU124637 和 GU124638。 
将两菌株的 16S rDNA 序列输入 GenBank 数据

库中, 进行 BLAST 比对。结果显示, 菌株 TD1 和

Alcaligenes 、 Alcaligenes faecalis 的 同 源 性 可 达

100% 。 菌 株 TD3 和 Bacillus 、 Aneurinibacillus 

thermoaerophilus、Brevibacillus reuszeri 的同源性可

达 100%, TD1 和 TD3 与这些菌的关系如图 4 所示。 

3  结论与讨论  

本课题前期研究结果表明造成返碱及风化的主

要物质为硫酸钙(CaSO4), 初步推测由大气污染物

SO2 与土壤中碳酸盐类反应形成, 但硫离子的氧化

反应机理即硫酸根离子的来源仍未被证实。本研究

对不同采样地点分离的菌株硫酸盐代谢能力进行了

研究。其结果(图 3)表明, TD1 和 TD3 均能以含硫化

合物为能源生长, 并代谢产生硫酸盐。对菌株 TD1 
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图 4  菌株 TD1 和 TD3 与不同菌株之间系统发育树 
Fig. 4  Phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequences of strain TD1, TD3 and sequences of validly described  

bacteria associated 
Note: Numbers at each branch points indicate the percentage supported by bootstrap based on 1000 resampled data sets. After each bacterial 
name, the GenBank accession numbers are showed in parentheses. Bar, 0.02 substitutions per nucleotide. 
 
和 TD3 的硫酸盐生成量和时间之间的曲线进行拟合

得到:  
δSTD1 = 0.127 t − 6.637    R2 = 0.985 (1) 
δSTD3 = 0.184 t − 7.147    R2 = 0.915 (2) 
式(1)和式(2)中的斜率为菌株产生硫酸盐的速

率 , 菌株 TD1 和 TD3 的硫酸盐产生速率分别为

0.127 mg/(L·h)和 0.184 mg/(L·h), 菌株 TD3 的硫酸

盐生成速率是菌株 TD1 的 1.4 倍, 菌株 TD3 对硫化

物的利用能力大于菌株 TD1, 与采样地点硫酸盐含

量情况吻合(表 1), 表明文物表面存在着可以代谢

硫化物产生硫酸盐的微生物 , 该类微生物对硫化

物的氧化是汉阳陵石质文物表面硫酸盐增加的原

因之一。 

菌株 TD1、TD2、TD3、TD15 和 PL13 是用无

机盐选择培养基从汉阳陵文物表面分离得到的, 培

养基中只含硫化物 , 它们营化能无机的营养方式 , 

即氧化 S2O3
2−为 SO4

2−而获取能量从而同化 CO2 产生

有机物, 实验中还用硫磺为硫源对其进行了硫代谢

速率研究, 其化学反应方程式分别为:  
Na2S2O3 + 2O2 + H2O → Na2SO4 + H2SO4;  

S + 1.5O2 + H2O → SO4
2− + 2H+。 

除此之外, 该类菌也可以通过以下化学反应来

获取能量[16]: 
(1) H2S + 0.5O2 → S0 + 2H+; 
(2) 2S0 + 2O2 + OH− →S2O3

2− + H+; 
(3) S0 + O2 + H2O → SO3

2− + 2H+; 
(4) S0 + 1.5O2 + H2O → SO4

2− + 2H+; 
(5) 2S2O3

2− + 0.5O2 + 2H+ → S4O6
2− + H2O; 

(6) S2O3
2− + 1.5O2 + 2H2O → 2H2SO4

2−; 

(7) SO3
2− + 0.5O2 → SO4

2−; 
(8) 5S0 + 6NO3

− + 8H2O → 5H2SO4
2−  + 6OH−  

+ 3N2。  
通过形态观察、生理生化特征及 16S rDNA 同

源性分析将其初步鉴定到属, 即菌株 TD1 应归为

Alcaligenes, 菌株 TD3 应归为 Bacillus, 菌株 TD2 与

Pseudomonas 的理化性质有很大的相似性 , 菌株

TD15 和菌株 PL13 与 Micrococcus 有很大的相似性。

这表明汉阳陵文物表面存在较复杂的微生物群落结

构。然而此类菌都有共同的特性即化能自养性, 这

些菌的生理生化特性研究结果(表 2)表明 , 其不仅

可以代谢产生硫酸盐等无机酸 , 还可以代谢产生

有机酸, 经过长期积累, 这些物质会对文物表面起

到腐蚀作用。 
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