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Abstract: Multip le strains of sulfate2reducing bacteria ( SRB ) were isolated from sulfate wastewater treatment

bioreactor and determ ined by polymerase chain reaction ( PCR ) with SRB2specific 16S ribosomal RNA gene

p rimers1One of the strains isolated, strain F2821 was further studied by sequencing the comp lete 16S ribosomal

RNA gene, testing carbon resource utilization, and demonstrating the key enzyme gene structure related to sulfate

metabolism , dissim ilatory sulfite reductase (D sr) gene1B last retrieving results indicated that the SRB belonged to

D esu lfovibrio, its 16S ribosomal RNA gene sequence was sim ilar to D esu lfovibrio desu lfuricans subsp1desu lfuricans

strain Essex 6 (AF192153) , with identity 9919% , and therefore, the strain was named as D1strain F28211Strain

F2821 was able to use glucose, p rop ionic acid, lactic acid, acetic acid, ethanol and methanol as sole carbon

resource and reduce sulfate to sulfide1 It removed 95% sulfate within 72 h in a lab2scale experiment with lactic acid

as electron donor1ORF finder p rogram checked out two open reading frames (ORFs) in dsr gene sequence, dsrA

and dsrB , which had 14% identity1Correspondingα2andβ2subunit am ino acid sequences were obtained according

to the DNA sequence1α2subunit contained two conserved motifs, i1e1 ( C2X5 2C ) 2Xn 2( C2X3 2C ) , which was

required for binding to siroheme; and CP2Xn 2C2X2 2C2X2 2C required for binding to Fe4 S4 clusters1 In addition, the

β2subunit contained only the Fe4 S4 clusters binding site, but the siroheme binding site was m issing1The SRB,

which had multi2substrates utilization and high sulfate reduction power, supp lies the starting bacterium for

enhancing the efficiency of sulfate wastewater treatment1The detailed knowledge of the enzyme structure p rovides

the target for the quantitative PCR gene locus and help s to imp rove its biological sulfate2removal potential.
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引　言

硫酸 盐 还 原 菌 ( sulfate2reducing bacteria,

SRB) 在自然界硫循环中起着重要作用 , 由于其主

要代谢产物硫化氢的毒害性和腐蚀性 , 而备受石油

开采、废水处理和管线保护等行业的关注. 为高效

处理富含硫酸盐废水 , 于系统中投加性能稳定、硫

酸盐代谢活跃及底物利用广泛的 SRB菌株是较佳

策略 , 而高效 SRB纯菌株的获得一直是这一策略

得以实现的瓶颈 [ 1 ] . 另外 , 为彻底改观传统的废

水处理模式 , 通过分子生物学手段人为强化硫酸盐

代谢途径中关键酶的活性来提高硫酸盐去除率也是

发展趋势 [ 2 ]
.

近年来 , 利用 SRB进行硫酸盐废水处理和重

金属离子污染消除等的研究日渐增多 [ 324 ] , 然而野

生菌株无法承受这样的环境压力 , 因此非常有必要

采用生物化学和分子生物学技术提高 SRB对这些

污染物的耐受能力以及自身的代谢活性. 在硫酸盐

代谢途径中异化型亚硫酸盐还原酶 ( dissim ilatory

sulfite reductase, D sr) 是硫酸盐还原的关键酶之

一 , 要改良该代谢酶的活性必须对基因和酶的结构

有详细的认识.

本研究中分离到一株典型的脱硫脱硫弧菌 , 对

其代谢过程中重要酶基因的结构进行了详细的分

析 , 为强化硫酸盐废水处理提供了出发菌株 , 同时

也将为硫酸盐代谢相关酶的实际应用以及进一步提

高硫酸盐的去除能力提供有益的指导.

1　材料与方法

111　反应器运行状态及 SRB菌株分离

硫酸盐废水处理采用连续搅拌槽式反应器

(CSTR) , 温度控制在 (35 ±1)℃. 种泥来自哈尔

滨炼油厂废水处理车间二沉池. 进水碳硫比

(COD /SO
2 -

4
) 控制在 310, 硫酸盐为 2000 mg·

L
- 1

, COD (糖蜜 ) 为 6000 mg·L
- 1

, pH710, 水

力停留时间 (HRT) 1016 h. 在反应器硫酸盐去除

率大于 90%并稳定运行的状态下取活性污泥样品

直接用于 SRB菌株的分离.

按 Hungate厌氧滚管法以 Postgate C
[ 5 ]

SRB固

体培养基对菌液进行反复选择性培养 , 共分离 76

株 SRB相关菌株 , 从中选出形态区别明显的纯培

养继续后续实验.

应用细菌 DNA小量提取试剂盒提取 DNA (上

海华舜生物公司 ) , 并采用 SRB 16S rDNA特异的

引物序列 , 以 PCR法快速筛检分离样品是否为

SRB [ 6 ] . 采 用 16S rDNA 通 用 引 物 BSF8 /20,

BSR534 /20[ 7 ]扩增阳性菌株和阴性菌株的 16S rD2
NA部分序列 (500 bp ) , 测序验证 PCR快速筛检

技术的可靠性.

112　菌株 F2821对底物利用和硫酸盐还原能力测试
选择 1株典型硫酸盐还原菌株 F2821进行底物
利用及硫酸盐还原能力实验. 在静态实验装置中 ,

硫酸盐初始浓度为 3500 mg·L
- 1

, COD /SO
2 -

4 = 2,

充当 COD的碳源分别为葡萄糖、丙酸、乳酸、乙

酸、乙醇和甲醇 , 接种 1%的 SRB菌株 F2821, 于

35℃培养 72 h, 检测菌株生长情况 (OD600 , 722

分光光度计 , 上海分析仪器总厂 ) 及硫酸盐浓度

(BaCl2沉淀比浊法 ) 的变化.

113　菌株 F2821的 16S rDNA和 dsr基因克隆测序

分析

　　采用 16S rDNA通用引物 BSF8 /20, BSR1451 /

20
[ 7 ]扩增 SRB菌株 F2821, PCR扩增使用 100μl

体系 , 215U EX Taq DNA聚合酶 (宝生物 ) ; PCR

程序 : 94℃, 预变性 5 m in; 然后接以 30个循环包

括 : 94℃, 1 m in; 50℃, 1 m in; 72℃, 115 m in;

最后 72℃延伸 10 m in. PCR产物回收后 , 克隆进

T2载体 (宝生物 ) , 采用 M13正反向通用引物进行

测序 (AB I, 3730). 将测得序列采用 GenBank中

的 B lastn[ 8 ]进行相似性检索并构建系统进化树.

采用引物 D sr1F: 5′2AC ( C /G) CACTGGAAG2
CACG23′, D sr4R: 5′2GTGTAGCAGTTACCGCA23′[ 9 ]

扩增菌株 F2821的 dsr基因 , PCR扩增及克隆测序

同 16S rDNA. 全序列通过 B lastn进行相似性检索 ,

获取相似性序列与 F2821构建系统进化树 , 并与

16S rDNA进化树进行对比. 通过 GenBank中的

ORF finder软件对序列进行分析 , 找出开放读码

框 ( ORF ) 及相应的氨基酸序列 , 以 C lust2
alW

[ 10 ]与相近序列对比分析保守结构框架 .

2　结果与讨论

211　SRB相关菌株的分离及快速性筛检

通过显微镜观察选择 12株形态区别较大的

SRB相关菌株. 采用 SRB2PCR快速筛检技术对这

些菌株进行快速筛检 , 其中的 F122, F221, F2121,
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F2421, F2821等 5个菌株为阳性 , 其余菌株为阴

性. 16S rDNA部分测序比较表明 5个阳性菌株均

与脱硫弧菌属菌株相似性达 100% , 而阴性菌株均

非 SRB. 因为 16S rDNA前 500 bp中含有 V2～V3

高度可变区 , 在某些情况下可以代替全序列行使分

类的功能 [ 11 ] , 所以判断这 5株 PCR扩增阳性菌株

为 SRB.

212　菌株 F2821对底物利用和硫酸盐还原能力
在筛检出的 SRB中 , 菌株 F2821为典型的弧
菌 , 大小 014μm ×810μm, 在光镜下旋转前进 ,

运动迅速. 菌株 F2821能以葡萄糖、丙酸、乳酸、
乙酸、乙醇和甲醇为唯一碳源生长 , 当以乳酸和葡

萄糖为碳源时 , 该菌株生长迅速 , 30 h其 OD600即

达到 015; 而以乙酸为碳源时 , 生长较缓 , 30 h时

的 OD600 < 011.

菌株 F2821能够利用 6种不同碳源直接或间接

提供电子还原硫酸盐 (图 1). 一般认为 , SRB在

缺少电子受体时能够行使发酵产酸菌的功能 , 菌株

F2821虽然能够利用葡萄糖 , 并非直接为硫酸盐提

供电子 , 而是通过发酵供给自身能量 , 在发酵过程

中产生的挥发酸为硫酸盐提供电子 , 所以在以葡萄

糖为碳源时同样表现出较高的硫酸盐去除率. 许多

研究均表明 , 脱硫弧菌属的 SRB不能利用乙酸作

为电子供体 [ 12 ] , 乙酸的进一步厌氧氧化是通过另

外一些 SRB种属完成的. 然而 , 本研究中分离的

菌株 F2821能够以乙酸为唯一碳源还原硫酸盐 (图

1). 另外 , 当以乳酸为碳源时 , 72 h时硫酸盐去除

率高达 95%以上. 考虑到实验中纯培养可能造成

的限制 , 以及对底物的广泛利用能力 , 该菌株极有

可能具备有别于其他 SRB的特殊底物利用和硫酸

盐代谢途径.

Fig11　Substrate utilization and sulfate2reduction

potential of strain F2821
　

213　菌株 F2821 16S rDNA全序列和 dsr基因结构

分析

　　菌株 F2821 16S rDNA 序列全长为 1548bp

( GenBank登录号 : DQ092636 ). B lastn检索表明

同脱硫脱硫弧菌亚种菌株 Essex 6 (AF192153) 相

似性达 9919% , 故将该菌株命名为脱硫脱硫弧菌

菌株 F2821.
dsr基因片段长 1948 bp ( GenBank登录号 :

DQ092635). B lastn比较发现 , 同脱硫脱硫弧菌

dsrAB (AF273034) 相似性最高 , 为 94%. 根据相

邻法绘制 F2821与相似序列系统进化树如图 2.

Fig12　Phylogenic tree constructed with dsrAB of different SRB s, showing strain F2821 with close relationship
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( a) alignment of D srA of stain F2821 and D. desulfuricans ( GenBank accession No1AAK3004511)
　

( b) D srB of F2821 and D. desulfuricans ( ZP 0013068212)

Fig13　Analysis of supposed D sr p rotein structure

( sites 1—Ⅳ show different metal2binding sites)
　

Table 1　D escr iption of dsrAB O RF of sta in F2821

Subunit Location Protein length Sim ilar p rotein sequence ( accession No1) Identity

α(D srA) 84—1130 bp 348 D1 desulfuricans dissim ilatory sulfite reductase α2subunit
(AAK3004511)

98% (342 /348)

β(D srB) 1149—1947 bp 266 D1 piger sulfite reductaseβ2subunit(BAB5556211) 89% (238 /266)

F2821与脱硫弧菌属聚成一簇 (D esu lfom onas pigra

为 D1piger的同物异名词 ) , 相似性明显高于同其

他属 SRB, 这与根据 16S rDNA序列构建的系统进

化树基本吻合.

在线分析软件 ORF finder分析表明序列包含两

个 ORF, 其氨基酸序列对应于 D sr的α2 (D srA )

和β2亚基 (D srB ) , 这两个亚基的基因顺序排列于

一个操纵子上 , 受同一操作元件的控制. 通过

B lastp [ 8 ]在 swissp rot蛋白数据库进行检索发现 , α2
亚基的 N端缺少部分氨基酸 , 而β2亚基的 C端未
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见缺少 , 其他描述如表 1. 通过比对分析将 F2821
的 D srA与脱硫脱硫弧菌 (AAK30045) D srA , F282
1的 D srB与脱硫脱硫弧菌 ( ZP 00130682) D srB

进行序列结构比较 , 结果见图 3.

D srA中包含有典型的亚硫酸盐 2亚硝酸盐还原
酶保守框架 ( Site Ⅰ和 Site Ⅱ) , 其中 Site I与

Dahl等 [ 13 ]描述的 (C2X5 2C) 2Xn 2(C2X3 2C) 框架一

致 , 框架内 4 个半胱氨酸 ( C ) 是 D srA 与

[ Fe4 S4 ] 2唏咯铁卟啉 ( siroheme) 结合所必需的 ;

Site Ⅱ是 D srA与 Fe4 S4基团结合的保守位点 , 符合

Dahl等 [ 13 ]描述的 CP2Xn 2C2X2 2C2X2 2C框架. D srB

的结构与 D srA 相似 , 二者一级序列相似性为

14% , 由于在真细菌和古细菌界 SRB中 , 这两个

亚基也具有很高的同源性并保持独立 , 所以推断它

们是水平进化而来 [ 14 ]
. D srB也含有 D srA类似的

保守结构 , Site Ⅲ与 Site Ⅰ相似 , 但最前端缺少一

个半胱氨酸 , 所以不能结合 [ Fe4 S4 ] 2siroheme, 可

能在进化过程中丢失 ; Site Ⅳ与 Site Ⅱ具相同的保

守结构 , 是 D srB结合 Fe4 S4 基团的位点 , 但与

Dahl等 [ 13 ]和 Morse等 [ 15 ]自 A rchaeog lobus fu lg idus和

脱硫脱硫弧菌分离的 D srB保守框架 C2X2 2C2X2 2C2
X3 2CP不同. 由此可见 , 菌株 F2821的 dsr序列结

构同本种菌株相比有不同之处 , 这也可能是导致其

能够利用广泛碳源的原因.

3　结　论

采用 SRB 16S rDNA特异引物进行 PCR快速筛

检 , 自处理硫酸盐废水反应器中分离得到一株硫酸

盐还原菌 , 典型弧状 , 014μm ×810μm, 16S rD2
NA序列 ( GenBank登录号 : DQ092636) 与脱硫脱

硫弧菌亚种菌株 Essex 6 (AF192153) 的相似性达

9919% , 据此将该菌株命名为脱硫脱硫弧菌 F2821
(D1desu lfu ricans strain F2821).

菌株 F2821能够以乳酸、甲醇、乙醇、乙酸、
丙酸和葡萄糖为唯一碳源进行硫酸盐还原代谢 , 在

以乳酸为碳源时 , 72 h内将 95%以上的硫酸盐去

除.

自菌株 F2821中克隆出硫酸盐代谢关键酶 2异
化型亚硫酸盐还原酶基因序列 , 分析表明包含两个

串联的开放读码框 , 分别编码该酶的α2和β2亚基.

α2亚基含有亚硝酸盐 2亚硫酸盐还原酶α2亚基的保
守结构 , 能够分别与唏咯铁卟啉和 Fe4 S4基团相结

合 ; β2亚基的唏咯铁卟啉结合域不完整 , 只保留

了与 Fe4 S4基团相结合的保守位点.
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