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近年来我国规模化养殖 业迅速发展，产生大量畜禽粪

便，畜禽粪便污染已成为我国环境污染控制的重点，其中由

畜禽粪便引起的恶臭气体不仅对畜禽本身的危害很大，而且

对周边环境及人体健康也将造成严重伤害，因此如何有效控

制畜禽粪便恶臭污染是目前环境污染治理的又一重点，开展

脱除恶臭气体的研究具有重要的现实意义. 
利用微生物的降解或抑制作用来达到除臭的效果是一

个廉价且无 二次污染的有效方法，成为恶臭控制的研究热

点. 乳酸菌作为最常用的益生菌，在生长繁殖时会产生大量

的乳酸，能够调节环境的pH值，抑制有害菌的生长，并能与

其他有益微 生物共 生，对未腐 熟的有机物质进行发酵，转

化为对动植物可利用的有效养分，抑制腐败类微生物、病原

菌微生物的繁殖和活动 [1]，从而达到降低恶臭气体的释放程

度. 目前多采用的是利用复合菌剂来达到脱除恶臭气体，对

畜禽粪便中氨气（NH3）的去除率可达到80%以上，对硫化氢

（H2S）的去除率可达到65%以上 [2]. 而利用单一菌株来脱除

恶臭气体的报道则比较少见，如利用细黄链霉菌5406来去除

家禽粪臭，处理后的禽粪无臭味，略带冰片香，其处理后的

臭味物质浓度比对照降低了70%[3]. 我们从泡菜厂污水和污水

处理厂厌氧污泥中分离到两株有除臭作用的乳酸菌LP和ST，

对其进行了生理生化、形态学特征试验及16S rDNA序列同源

性分析；并对单一菌株及其混合菌株的除臭效果进行了初步

研究，以期为微生物除臭提供理论依据. 

1  材料与方法
1.1  样 品

乳酸菌LP和ST分别取自成都某泡菜厂污水和成都三瓦

窑污水处理厂厌氧污泥. 
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1.2  培养基
MRS培养基 [4]：蛋白胨10.0 g，牛肉膏10.0 g，酵母提取物

5.0 g，葡萄糖20.0 g，乙酸钠5.0 g，柠檬酸二胺2.0 g，吐温80 
1.0 g，K2HPO4 2.0 g，MgSO4· 7H2O 0.2 g，MnSO4·H2O 0.05 g，
CaCO3 20.0 g，琼脂20.0 g，蒸馏水1 000 mL，pH 6.3-6.8，121 
℃灭菌15 min. 

1.3  菌株的分离与除臭性能判定
1.3.1  菌株的分离     将样品进行稀释，从10-2、10-4、10-6、
10-8、10-10稀释度下吸取0.1 mL于平板上涂布，30 ℃恒温培养. 经多

次分离后获得的单菌株采用斜面培养并保存于4 ℃冰箱中备用. 
1.3.2  除臭菌株的筛选     为了较快筛选出除臭效果较好的菌
株，方法是接种5%的菌液于装有200 g猪粪和30 g玉米秸秆

混合物的1 000 mL广口瓶中并用胶塞密封，于30 ℃恒温培养. 
同时用不接种菌液的作为对照组. 每组实验设置3个重复，在
d 3、d 6、d 9、d 12、d 15用感官法评定臭味等级，臭味等级分

为Ms0、Ms1、Ms2、Ms3、Ms4和Ms5. 

1.4  除臭菌株的鉴定
1.4.1  菌株形态与生理生化特性    参考文献[6]，对菌株LP、
ST进行形态特征观察和生理生化测定. 
1.4.2  16S rDNA序列测定及系统发育树构建    菌株16S 
rDNA序 列 测定 方 法参 考《分 子 生物 学 试 验 指 南》.  提 取

菌株 的总 DNA作为 模 板，PCR扩 增其16S rDNA序 列，扩

增引物为 7f（5′-CAGAGTTTGATCCTGGCT-3′）和1540r
（5′-AGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′），反应条件：预变性98 
℃ 5 min，循环 95 ℃ 35 s，55 ℃ 35 s，72 ℃ 1 min 30 s，35个 

循环，延伸 8 min.  经电泳、切胶纯化后的PCR产物连接到到
PMDI8-T载体上，转化进入大肠杆菌感受态细胞（DH5a），

检测到载体已连接目的片段之后交由上海生工生物工程技

术服务有限公司完成测序. 将菌株的16S rDNA测序结果提交
GenBank（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.htmL）

核酸序列数据库进行BLAST，使用Bioedit将其与同源性较高

的菌株的ITS序列进行CLUSTALW比对，通过MEGA软件采

用邻位相邻法绘出系统发育树并进行bootstape稳定性检验

（1 000次）. 
1.5  菌株间的拮抗与共生检测

拮抗实验参照牛津杯方法[7]采用MRS培养基进行测试；

同时将两菌株接种于液体MRS培养基中，测定混合培养生长

曲线并通过PCR-DGGE检测其共生性. 
1.6  PCR-DGGE分析

总DNA的提取使用细菌基因组DNA提取试剂盒方法. 
PCR扩增引物：341FGC（5′-CGC CCG CCG CGC GCG GCG 
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG 
CAG CAG-3′），518R（5′-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3′）

P C R 采 用 2 5  μ L 反 应 体 系 ：1 2 . 5  μ L  m i x ，2  μ L 
primer341FGC，2 μL primer518R，1 μL DNA，ddH2O 7.5 μL. 

细菌16S rDNA-PCR扩增条件：降落PCR：94 ℃ 3 min；
94 ℃ 1 min，55 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min；94 ℃ 1 min，55 ℃ 45 s，
72 ℃ 1 min，35个循环；72 ℃ 10 min，10 ℃ 30 min. 

变性梯度凝胶电泳（DGGE）使 用8%的聚丙烯酰 胺凝

胶，16S的变性剂浓度适合的范围为40%-60%. DGGE用Bio-

Rad公司DcodeTM基因突变检测系统对PCR产物进行分离. 
16S的电泳运行条件：1×TAE电泳缓冲液，100 V的电压，60 ℃
恒温、恒压电泳12 h. 本实验采用EB染料染色15 min，将染色

后的凝胶用基因有限公司生产的GDS凝胶成像分析系统拍

照，获得DGGE条带谱图. 

1.7  测定方法
NH3采用纳氏试剂分光光度法测定；H2S采用亚甲基蓝

比色法测定. 

1.8  菌株的除臭效果试验
1.8.1  单菌株除臭    选择除臭效果好的菌株进行除臭试验. 
每株菌设两组，一组将盛有20 mL 0.01 mol/L硫酸溶液的25 
mL小烧杯放入装有200 g猪粪和30 g玉米秸秆混合物并接种

有5%菌液的1 000 mL广口瓶中，用胶塞密封，用以吸收NH3；

另一组盛有20 mL乙酸锌-乙酸钠溶液的25 mL小烧杯，用以

吸收H2S [5]. 以不接种菌的作对照. 每组设3个重复，分别在d 
5、d 10、d 15进行检测，通过对释放量的检测评定乳酸菌对
NH3和H2S的去除率（去除率=试验组与对照组释放量的差 /
对照组释放量×100%）. 
1.8.2  两株菌混合除臭      取混合发酵液进行混合菌株除臭实

验，方法同1.8.1步骤. 

2  结果与分析
2.1  菌株的筛选及鉴定

共分离出6株菌，用感官法初步判定菌株的除臭性能. 按
臭味等级判定标准，臭味分为Ms0-Ms5. 6株菌的除臭效果如

表1所示. 由表1可知，菌株LP和ST在d 3和d 6的除臭等级为
Ms2；d 9菌株LP和ST的除臭等级均为Ms1，其他菌株的除臭等

级为Ms2和Ms3. 因此菌株LP和ST 均具有较好的除臭效果. 
表1  菌株的除臭结果

Table1  Results of deodorization by bacterial strains
菌株 
Strain

处理天数 Processing days (t/d)
3 6 9 12 15

MR Ms4 Ms3 Ms2 Ms2 Ms1
LP Ms2 Ms2 Ms1 Ms1 Ms1
SN Ms4 Ms3 Ms3 Ms2 Ms1
DF Ms3 Ms2 Ms2 Ms1 Ms1
ST Ms2 Ms2 Ms1 Ms1 Ms1
PC Ms3 Ms3 Ms2 Ms1 Ms1

Ms0：基 本无臭；Ms1：轻 微 臭味；Ms2：臭味明显；Ms3：较 强臭味；
Ms4：强烈臭味；Ms5：极强臭味
Ms0: odourless; Ms1: slight odour; Ms2: obvious odour; Ms3: intense odour; 
Ms4: more intense odour; Ms5: extremely intense odour

2.2  菌株的形态学特征
两株菌的形态如图1所示. 菌株ST个体形态为球状或呈

链球状，革兰氏阳性；菌落表面凸起，乳白色，边缘平整. 菌
株LP个体形态为短杆状、成对或链状排列，革兰氏阳性；菌

落表面凸起，乳白色，表面粗糙，边缘不整齐，随着培养时间

的增加菌落变为黄色. 

2.3  菌株的生理生化特征
菌株ST能利用乳糖发酵产酸，在10 ℃下不能生长，在

45 ℃下能生长，不能在6.5% NaCl中生长；菌株LP能利用葡糖

糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖发酵产酸，且能在15 ℃下生长. 乳酸

定性实验结果表明ST和LP均有乳酸生成. 
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图1  菌株ST和LP的扫描电镜
Fig. 1  Scanning electron microscope of strains ST and LP

2.4  菌株的系统发育分析
将菌株的16S rDNA测序结果测序结果在NCBI中进行基

因比对，系统发育树如图2所示，菌株ST的序列与嗜热链球菌

（Streptococcus thermophilus）同源性达到99%；菌株LP的序

列与植物乳酸菌（Lactobacillus plantarum）同源性达到99%. 

图2  菌株ST和LP的16S rDNA系统发育树
Fig. 2  The phylogenetic trees of strains ST and LP based on their 

16S rDNA sequences

2.5  菌株间的拮抗与共生特性
经牛津杯实验检测，两株菌ST和LP无拮抗性. 两菌株在

MRS中的混合培养生长曲线见图3，两株菌混合培养表现为典

型单菌的一步生长曲线，说明两菌株可以很好地进行同步生长. 
为进一步验 证两株菌混合培养中各菌的数量情况，对

其混合培养进行了PCR-DGGE检测，结果如图4所示，由图4
可知，菌株ST和LP能很好地区分开来，条带的亮度代表了菌

株在混合样品中的丰度. 由混合菌株的图谱分析来看，经混

合培养后，两株菌表现出良好的共生性，拮抗和共生实验结

果为混合菌共发酵制备菌液除臭提供了依据. 

图3  两菌株混合培养的生长情况
Fig. 3  Growth cure for the mixed culture of the two strains

图4  单菌和混合菌株16S rDNA基因的DGGE图谱
Fig. 4  DGGE profile of 16S rDNA genes from a pure culture and 

the mixed culture

2.6  菌株LP、ST的除臭效果
2.6.1  单菌株除臭效果    对初筛出的菌株LP、ST，通过测定

对NH3和H2S的去除率进行除臭效果试验，结果见图5所示. 
由图5可知，菌株 LP对NH3和H2S的去除率 都高于菌株

ST，两株菌对NH3的去除率优于对H2S的去除率，将两株菌对

NH3和H2S的去除率进行方差分析，由图a得出，P = 0.00938 < 
0.05，说明两株菌对NH3去除率的区别是显著的，由图b得出，

P = 0.018 < 0.05，说明两株菌对H2S的去除率有显著区别. 由
图a可以看出，两株菌对NH3的去除率从菌剂投加之初即有一

定的作用，之后呈现出上升趋势. 在d 10时菌株ST和LP对NH3

的最大去除率分别为41%和54.87%，10 d后两株菌对NH3的去

除效果则开始下降. 由图b可以看出，两株菌对H2S的去除率

在菌剂投加之初时有负作用，其原因可能是菌剂投加初始，

溶氧量较大，NH3产生量占主要部分，而H2S是在厌氧条件下

产生，所以刚开始时对NH3有去除效果.  5 d后，菌株ST和LP
对H2S的去除率急剧增加，到d 10时达到最大去除率，分别为

22.47%和37.35%，10 d后对H2S的去除效果也呈下降趋势. 因
此，菌株LP和ST对NH3和H2S的去除效果较好，是具有除臭

潜力的菌株.                                                  
2.6.2  菌株ST和LP混合除臭效果    两株乳酸菌按1:1的比例

混合，对NH3、H2S的去除率如图6所示. 
由图6可知，混合菌株对NH3和H2S的去除效 果趋势是

先上升，然后缓慢下降 . 混合菌株对NH3和H2S的去除率都

明显高于单菌株，在d 5时对NH3和H2S的最大去除率分别为
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90.74%和63.58%，分别较菌株ST的最大去除率提高了49.74%
和41.11%，较菌株LP的最大去除率提高了35.87%和26.23%. 因
此，混合菌株的除臭效果明显优于单一菌株. 

3  结 论
分离到两株具有除臭作用的乳酸菌LP、ST. 经过形态观

察、生理生化测定及16S rDNA序列同源性分析，将菌株LP和

ST分别鉴定为植物乳酸菌（Lactobacillus plantarum）和嗜热

链球菌（Streptococcus thermophilus），两株菌的拮抗试验结

果均为无拮抗性，生长曲线和PCR-DGGE表明两株菌能很好

地共生，为混合发酵制备除臭菌液提供了依据. 
菌株LP对氨气（NH3）和硫化氢（H2S）的最大去除率分

别为54.87%和37.35%，菌株ST对氨气和硫化氢的最大去除率

分别为41%和22.47%；将两株菌等比例混合后对氨气和硫化

氢的最大去除率分别达到90.74%和63.58%，两株菌混合后对

氨气和硫化氢的去除率高于单株菌. 
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图5  单一菌株对NH3和H2S去除率的影响
Fig. 5  Effect of single lactic acid bacteria on NH3 and H2S 

removal efficiency

图6  混合菌株ST+LP对NH3和H2S去除率的影响
Fig. 6  Effect of the mixed lactic acid bacteria on NH3 and H2S 

removal efficiency


