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摘要    以硫酸盐为电子受体、氨为电子供体的反应称为硫酸盐型厌氧氨氧化, 这是一个新的生

物反应. 迄今为止, 虽已证明硫酸盐型厌氧氨氧化的存在, 但并未获得进行该反应的微生物. 本课

题组从长期稳定运行的厌氧脱氮除硫反应器污泥中, 分离获得了一株硫酸盐型厌氧氨氧化菌. 形

态观察、生理试验和 16S rDNA 序列比对表明, 该菌株可归入 Bacillus benzoevorans. 以 Biolog 板

检测发现, 该菌株可利用多种碳源, 基质多样性明显. 其最适代谢 pH 为 8.5, 最适代谢温度为   

30 ℃. 研究证明, 该菌株可在无氧条件下, 同时去除氨氮和硫酸盐, 具有硫酸盐型厌氧氨氧化活

性. 这一发现为硫酸盐型厌氧氨氧化的确认提供了生物学证据, 为新型生物脱氮除硫工艺的研发

打下了基础, 为微生物学增加了新的内容, 为地球氮素和硫素循环提供了新的认识.  
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1  引言 

硫酸盐型厌氧氨氧化是一个以氨为电子供体 , 
以硫酸盐为电子受体的生物反应, 其反应产物为氮

气和单质硫 (SO4
2−+2NH4

+→S0+N2+4H2O). 2001 年 , 
Fdz-Polanco 等人[1]在以颗粒活性炭厌氧流化床反应

器处理酒糟废水时, 首次发现氨氮与硫酸盐可在该

反应器内同时减少; 物料衡算表明, 部分氨氮和硫酸

盐被转化成氮气和单质硫. 近年来, 硫酸盐型厌氧氨

氧化现象得到了其他研究者的不断证实[2~6].  
氮素和硫素是生物必需营养元素, 任何生物的

生存、延续和发展都离不开这两种元素[7, 8]. 在地球

上, 海洋面积占 71%, 它是地球生物化学循环最大的

源和汇. 海洋与大气之间的氮通量和硫通量分别为

140 Tg/a[9]和 15~33 Tg/a[10]. 氨和硫酸盐普遍存在于

海水及其沉积物中 , 浓度分别为 100 μM[11]和 20 
mM[12], 具备进行硫酸盐型厌氧氨氧化反应的基本条

件. 据报道, 亚硝酸盐型厌氧氨氧化(以氨作为电子

供体, 以亚硝酸盐作为电子受体, 反应产物为氮气的

生物反应)对海洋氮损失的贡献率高达 30％~50％[13]. 
由于海洋中硫酸盐的含量远远高于亚硝酸盐, 从反

应条件上看, 硫酸盐型厌氧氨氧化的作用将大于亚

硝酸盐型厌氧氨氧化. 此外, 硫酸盐型厌氧氨氧化打

通了氮素和硫素循环, 搞清硫酸盐型厌氧氨氧化有

助于深入认识地球氮素和硫素循环.  
在许多工业废水(如制药、食品、化工废水等)中, 氨

和硫酸盐同时存在. 以硫酸盐型厌氧氨氧化为依据, 可
以研发新的废水生物脱氮除硫技术. 由于无需外源电

子受体, 这类新工艺可望显著降低废水处理成本.  
硫酸盐型厌氧氨氧化是一个全新的生物反应 , 

分离获得硫酸盐型厌氧氨氧化微生物, 可以增加人

们的菌种资源, 搞清硫酸盐型厌氧氨氧化的微生物

机理, 可以丰富微生物学内容.  
迄今为止, 虽然硫酸盐型厌氧氨氧化的存在得

到了认同, 但进行该反应的微生物并未得到分离. 尽
管文献报道的硫酸盐型厌氧氨氧化作用均发现于有

机环境, 但从理论上看, 它是一个自养型生物反应. 
为此, 本课题组从长期稳定运行的厌氧脱氮除硫反
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应器污泥中, 分离获得了一株硫酸盐型厌氧氨氧化

菌, 进行了该菌株的分类鉴定, 并试验了该菌株的自

养硫酸盐型厌氧氨氧化活性.  

2  材料与方法 

2.1  菌株和培养基 

分离菌株所用的活性污泥样品取自本实验室长

期运行的脱氮除硫反应器[4].  
液体无机培养基: 每升含 K2SO4 0.163 g, Na2SO3 

0.118 g, NH4Cl 0.229 g, Na2HPO4·2H2O 1.066 g, 
NaH2PO4·2H2O 0.533 g, KCl 0.37 g, MgCl2·6H2O 0.16 
g, CaCl2 0.08 g, KHCO3 1.25 g, 酸性和碱性微量元素

液各 1 mL.  
酸性微量元素液组成: 每升含 FeCl2·4H2O 1.491 

g, H3BO3 0.062 g, ZnCl2 0.068 g, CuCl2·2H2O 0.017 g, 
MnCl2·4H2O 0.099 g, CoCl2·6H2O 0.119 g, NiCl2·6H2O 
0.024 g, HCl 4.18 mL. 碱性微量元素液组成 : 
Na2WO4·2H2O 0.033 g, Na2MoO4·2H2O 0.024 g, 
NaOH 0.4 g.  

固体培养基: 每升含琼脂 20 g, 其余同液体无机

培养基.  
培养基采用加压蒸汽灭菌(121 ℃, 30 min).  

2.2  分离培养方法 

取反应器中的活性污泥样品, 采用系列稀释及

平板划线法分离目标菌株. 培养物置于厌氧培养罐

中, 30 ℃恒温培养. 根据菌落形态的一致性和菌体细

胞的一致性, 判断菌株的纯化状况, 选取生长快、活

性强的菌株进行分类鉴定和功能试验.  

2.3  菌株鉴定 

2.3.1  细胞形态观察 

磷钨酸负染后, 用透射电镜观察.  

2.3.2  细胞结构观察 

超薄切片后, 用 JEM-1200EX 透射电镜观察.  

2.3.3  菌株碳源利用情况 

采用 Biolog 细菌自动鉴定仪检测. 在 Biolog 96
孔平板上, 除对照孔外, 将合适浓度的菌悬液接种于

各微孔并培养 16 h 后, 读数鉴定[14].  

2.3.4  菌株 16S r DNA序列测定和系统发育树构建 

采用基因组 DNA 提取试剂盒(上海申能博彩)提
取被鉴菌株的基因组 DNA, 并以细菌的通用引物

11F (5'-GTTTGATCCTGGCTCAG-3’)和 1387R (5- 
GGGCGGWGTGTACAAGGC-3’) 进行 16S rDNA 的

PCR 扩增. PCR 扩增反应体系(50 µL): DNA 模板(1.0 
µmol) 2 µL, dNTP 混合物(终浓度 100 µmol)1µL, 
DNA 聚合酶 0.5 µL, 正反引物各 1 µL, 缓冲液 5 µL, 
水 39.5 µL. PCR 反应条件: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 1 min, 
52 ℃ 1 min, 72 ℃ 2 min, 30 个循环; 72 ℃ 10 min. 纯
化 PCR 产物, 测序. 测序委托大连宝生物工程技术

有限公司进行. 将测得的 16S r DNA序列后将结果输

入 NCBI Gene Bank 数据库  (National Center for 
Biotechnology Information, NCBI), 进行 BLASTN 比
对. 利用 MEGA4.1 软件中基于 Kimura 2-parameter
模型的邻接法来建立系统发育树, 并用 bootstrap 法

(replication 值为 1000)进行检验[15].  

2.4  菌株功能确认   

菌株功能试验在 65 mL 血清瓶中进行. 离心收

集培养好的菌株, 并制成菌悬液, 将其转接到液体培

养基中. 每个试验瓶中加入 2 mL 菌悬液, 总反应体

积为 50 mL, pH 8.5. 培养前用无氧氮气置换瓶内空

气, 使其处于无氧状态. 整个试验置于 30 ℃恒温条

件下进行, 每隔 24 h 测定氨氮和硫酸盐的减少量, 以
及亚硝酸盐和硝酸盐的产生量, 以此来判断菌株的

脱氮除硫能力.  

2.5  最适生长条件实验   

以氨氮和硫酸盐的去除效率为标准判断菌株最

适代谢条件. 采用单因素实验法, 通过观察不同 pH
下氨氮和硫酸盐的去除效率, 确定该菌种的最适 pH
条件, 培养基原始 pH 分别设定为 6.5、7.5、8.5、9.5、
10.5. 通过观察不同温度下氨氮和硫酸盐的去除效率, 
确定该菌种的最适温度条件, 培养温度分别设定为

15 ℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃、45 ℃、55 ℃.  

2.6  分析方法 

氨氮 (NH4
+-N): 苯酚 -次氯酸盐分光光度法 [16]; 

硫 酸 盐 (SO4
2−S): 铬 酸 钡 分 光 光 度 法 [16]; 硝 氮

(NO3
−-N): 紫外分光光度法 [16]; 亚硝氮 (NO2

−-N): 
N-(1-萘基)-乙二胺光度法[16].  
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能够利用醋酸、琥珀酸、柠檬酸、顺乌头酸、α-D-
葡萄糖、D,L -乳酸、吐温 40、吐温 80、 D -甘露醇、

丙酮酸甲酯、D-半乳糖醛酸、D-葡萄糖酸、D-葡萄

糖醛酸、β -羟酸、γ -羟丁酸、衣康酸、酮戊二酸、丙

二酸、奎尼酸、葡萄糖二酸、溴丁二酸、D -丙氨酸、

L-丙氨酸、左旋天冬酰胺、L-天门冬氨酸、L-谷氨酸、

L-组氨酸、L-脯氨酸、L-焦酸、 L-丝氨酸、D,L-肉
碱、γ -氨基丁酸、尿刊酸和腐胺, 具有丰富的基质多

样性.  

3  结果与分析 

3.1  分离菌株及其形态特征 

经过反复分离和纯化, 获得一个脱氮除硫菌株, 
命名为菌株 ASR. 30 ℃恒温培养 3 d, 培养基上长出

菌落 . 该菌革兰氏染色阴性 ; 菌体大小 (0.7~1.0) 
μm×(2.4~3.5) μm, 具有偏极生鞭毛(图 1); 菌体细胞

杆状; 细胞壁表面光滑, 内有芽孢, 呈卵圆形. 菌落

浅黄色, 圆形, 大小 0.5~1 mm, 表面湿润、光滑.  

3.3  菌株 16S r-DNA序列及其系统发育分析 3.2  菌株碳源利用情况 

通过 PCR 扩增, 所得的菌株 16S rDNA 产物为

1334bp. 将菌株 16S r DNA 序列输入 Gene Bank 数据

库, 进行BLASTN比对, 结果显示, 菌株ASR与芽孢

菌属和寡养单胞菌属的细菌具有高度的 16S rDNA 序

列相似性 , 其中与 Bacillus koreensis, Streptomyces 
clavuligerus 的序列相似性高达 99%, 与 Bacillus 
benzoevorans, Bacillus circulans, Bacillus firmus, 
Bacillus longiquaesitum, Bacillus nealsonii, Bacillus 
pichinotyi 的序列相似性达到 96%. 菌株 ASR 与这些

菌株之间的系统发育树如图 2 所示. 由系统发育树可

以看出, 菌株 ASR 与 Bacillus benzoevorans 菌株的进

化距离最为接近.  

将菌株 ASR 接种到 95 种碳源的 Biolog GN 板微

孔中, 培养 16 h 后, 观察碳源利用情况表明, 该菌株 
 

 

3.4  菌株脱氮除硫活性 

将菌株 ASR 接种到含有氨氮和硫酸盐的液体培

养基中, 分别在 24 h、48 h、72 h、96 h 和 120 h 测定

氨氮和硫酸盐的减少量以及亚硝酸盐和硝酸盐的产

生量, 结果见图 3. 经过 120 h 培养后, 氨氮转化率最

高达 44.4%, 硫酸盐转化率最高达 40.0%; 亚硝酸盐

和硝酸盐产生量几乎为零, 但血清瓶底部出现淡黄

色颗粒物. 采用 origin 软件以一级反应动力学方程 图 1  菌株透射电镜照片             

 

 

图 2  菌株 ASR 与不同菌株之间的系统发育树. 括号内为相应菌株在 GeneBank 中的基因序列登录号 
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图 3  菌株对 NH4

+和 SO4
2−的转化情况 

对实验数据进行拟合可知, 菌株 ASR 的氨氮转化速

率为 0.168 mg NH4
+-N/(L·h) (R2=0.9802), 硫酸盐转化

速率为 0.191 mg SO4
2−-S/(L·h) (R2=0.9525). 转化的氨

氮和硫酸盐摩尔比为 2.01, 符合 Folz-Polanco 等人[1]

提出的化学反应计量关系.  
根据电子守恒原理, 有:  

2NH4
+− 6e− → N2    (1)   

SO3
2− + 2e− → SO4

2−   (2) 
SO4

2− + 6e− → S0    (3) 
经计算 , 氨氮转化过程中共失去电子数量为 : 

3.47 mmol/L, 硫酸盐转化过程中共得到电子数量为: 
3.69 mmol/L, 失去电子数量与得到电子数量之比为

0.94, 两者电子得失数量大体相当 . 这表明 , 菌株

ASR 具有同步将氨氮转化为氮气, 硫酸盐转化为单

质硫的能力.  

3.5  菌株最适代谢条件 

在不同 pH 下测定了菌株的氨氮和硫酸盐转化率

(5 d), 结果见图 4. 由图可知, 随着 pH 升高, 菌株的

氨氮和硫酸盐转化率变化趋势相似, 先升高后下降, 
pH 为 8.5 时达到最高.  

在不同温度下测定了菌株的氨氮和硫酸盐转化

率(5 d), 结果见图 5. 由图可知, 随着温度升高, 菌株

的氨氮和硫酸盐转化率变化趋势也较相似, 先升高

后下降, 温度为 30 ℃时达到最高.  

4  讨论 

4.1  菌株的归属 

菌株形态是菌种鉴定的重要依据[17]. 从透射电 

 
图 4  不同 pH 下菌株对 NH4

+和 SO4
2−的去除率(5 d) 

 
图 5  不同温度下菌株对 NH4

+和 SO4
2−的去除率(5 d) 

镜照片看, 该菌株能产生芽孢, 可归入产芽孢细菌. 
其细胞形态呈杆状, 能在兼性厌氧条件下生长, 按
照《常见细菌系统鉴定手册》[18]中产芽孢细菌检索

表, 可归入双芽孢杆菌属、盐芽孢杆菌属、硫氨素

芽孢杆菌属、脂环酸芽孢杆菌属、类芽孢杆菌属、

短芽孢杆菌属、硫芽孢杆菌属或芽孢杆菌属. 随着

分子生物学手段的发展, 16S rDNA 序列成为菌种鉴

定的另一重要依据. 目前国际上公认和普遍采用的

伯杰分类系统, 也采用 16S rDNA 序列作为分类依

据[19]. 根据 16S rDNA 序列的 BLASTN 比对结果, 
可将该菌株进一步归入芽孢杆菌属. 从菌株之间的

系统发育树看, 菌株 ASR 与 Bacillus benzoevorans
最为接近.  

综合菌株的形态学特征、生理学特征和系统发育

分析, 可将菌株 ASR 归入 Bacillus benzoevorans.  

4.2  菌株的特殊功能 

菌株从稳态运行的脱氮除硫反应器污泥中分离

获得, 所用的分离培养基是无机盐培养基, 以碳酸盐
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为碳源, 以氨氮为能源和氮源, 以硫酸盐为电子受体. 
这表明该菌株能在无机环境中, 以氨氮和硫酸盐作

为基质进行生长代谢. Liu 等人[5]通过分子生物学手

段发现 , 浮霉菌门中 Candidatus Anammoxoglobus 
sulfate 可能具有同时转化氨氮和硫酸盐的能力. 迄今

为止, 尚无芽孢杆菌具有硫酸盐型厌氧氨氧化方面

的研究报道.  
根据《伯杰细菌鉴定手册》[20], 芽孢杆菌属菌株

的特性为: 严格好氧或兼性厌氧; 有机化能营养, 利
用多种底物进行呼吸代谢, 发酵代谢或兼营呼吸和

发酵代谢. Nakada 等人从 Bacillus sp. BN53-1 中分离

到硫化氢氧化酶 , 它可将硫化氢氧化为单质硫 [21]. 
Riet 等人和 Chikwem 等人则相继从芽孢杆菌属菌株

中分离到硝酸盐还原酶[22, 23]. 这些结果表明芽孢杆

菌属菌株具有代谢多样性, 也为其参与硫酸盐型厌

氧氨氧化反应提供了解释. 但在本研究中, 芽孢杆菌

生长于无机条件下, 同时具有脱氮除硫功能, 尚属首

次发现, 值得深入研究.  

5  结论 

(1)从长期运行的厌氧脱氮除硫反应器污泥中分

离获得菌株 ASR, 经形态学观察、生理学试验和 16S 
rDNA 序列比对, 将其归入芽孢杆菌属, 分类上该菌

株与 Bacillus benzoevorans 最为接近.  
(2)试验证明, 菌株 ASR 具有硫酸盐型厌氧氨氧

化能力, 能够在无氧条件下, 以硫酸盐为电子受体氧

化氨. 这是一个新的发现, 为硫酸盐型厌氧氨氧化的

确认提供了微生物学证据.  
(3) 菌株 ASR 的最适生长 pH 和温度分别为 8.5

和 30 ℃, 可兼性厌氧生长, 能利用多种碳源, 基质

多样性明显.  
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Isolation and identification of bacteria responsible for simultaneous 
anaerobic ammonium and sulfate removal 

CAI Jing, JIANG JianXiang & ZHENG Ping 
Department of Environmental Engineering, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China 

 
Abstract: Sulfate-dependent anaerobic ammonium oxidation is a novel biological reaction, in which ammonium is 
oxidized with sulfate as the electron acceptor under anoxic conditions. Ammonium and sulfate are cosmopolitan 
chemical species which are an integral part of the global nitrogen and sulfur cycles. A detailed exploration of 
sulfate-dependent anaerobic ammonium oxidation is quite practical. In this work, a bacterial strain named ASR has 
been isolated from an anaerobic ammonia and sulfate removing reactor working under steady-state. On the basis of 
electron microscopy, physiological tests and 16S rDNA phylogenetic sequence analysis, the strain ASR is found to 
be related to Bacillus benzoevorans. According to the biological carbon source utilization test, the strain ASR could 
use many carbon sources. Its optimum pH value and temperature were 8.5 and 30 °C, respectively. The test proves 
that the strain ASR is able to use sulfate to oxidize ammonia anaerobically. The maximum ammonia and sulfate 
removal rates were 44.4% and 40.0%, respectively. The present study provided biological evidence for the 
confirmation and development of sulfate-dependent anaerobic ammonium oxidation and brought new insights into 
the global nitrogen and sulfur cycles. 

Keywords: bacillus, ammonia, sulfate, isolation and identification 
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