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采气污水中硫酸盐还原菌选育方法

及其生长特性研究!

韩 静"马 云"屈撑囤"秦芳玲

!西安石油大学化学化工学院"

""摘"要"从陕北某含菌采气污水中分离一株硫酸盐还原菌的过程中!对三种培养基进行了筛选!对分离出
的菌株进行鉴定"数量检测!同时分别用光学显微镜和扫描电镜进行了形态观察#结果表明$该菌株革兰氏染
色阴性!芽孢染色阴性!表面不光滑!有鞭毛!作摇摆式运动%菌体呈杆状或弧状!在123测试瓶中呈阳性反应!
确定该菌株属于脱硫弧菌属&45+678"9#:;#"’#在适宜条件下!分离得到的123在筛选出的培养基中)<后进入
对数生长期!=/<达到生长最高峰!含菌量为(&->$%/个(?@#

""关键词 " 硫酸盐还原菌%分离%纯化%筛选%检测

""中图分类号!A$B0"""文献标识码!C"""文章编号!$%%-.’$-/#0%$’$%$.%%0).%=

!"引"言

""硫酸盐还原菌#167D<EF5;5!6G#,H:EGF5;#E%123$
是生态系统中土著微生物类群%是一类形态各异&营
养类型多样&能利用硫酸盐或其它氧化态硫化物作为
电子受体来异化有机物质的微生物%可以是革兰氏阳
性 或 阴 性’$() 常 见 的 细 菌 有 45+678":EGF5;
I"+FHEF5#& 45+678"F"?EG676? CG5F"J#!E,+&

45+678"9#:;#"K<5?"D<#76+等’0.=(%分布于脱硫弧菌
属 #45+678"9#:;#" $& 脱 硫 肠 状 菌 属
#45+678"F"?EG676?$等)其代谢产物除LM0和水外%
还产生一定浓度的 N01’-./()123引发的油田生产系
统腐蚀和水质污染长期困扰着国内各油田)在油气
田生产系统中由于123的活动而产生的 N01会加剧
金属材料如油水井套管&各类管道#原油集输管道&注
水管道和污水净化管道等$&金属储罐和原油处理设
备装置等的腐蚀*其腐蚀产物&菌体及其代谢产物还
会堵塞储层孔隙而降低储层渗透率%增加注水压力&
降低油气井产量’(.$’()每年由于123所造成油田生
产系统的停产整修和设备更换的经济损失达数亿元)

123虽然有以上很多危害%给人类的生产生活带来了
巨大的经济损失%但人们也渐渐注意到了它所具有的
经济价值%开发其在水处理中的作用)123代谢过程
中%利用1M=0.作为最终电子受体%将有机物作为细胞
合成的碳源和电子供体%降解污染物主要通过以下方

式!!123产生的 N01与溶解的金属离子反应%生成
不可溶的金属硫化物*"硫酸盐还原消耗水合氢离
子%使溶液的DN 值升高%金属离子以氢氧化物形式
沉淀*#123的胞外聚合物吸附重金属离子*$123
代谢过程中分解有机物生成LM0%部分重金属转化成
不溶性的碳酸盐*%通过123细胞的新陈代谢%主动
吸收&转化并最终积存在其细胞原生质内%降低和清
除重金属的毒害)目前123法主要应用在处理含重
金属离子工业废水&酸性矿山废水’$=.$B(和有机废水领
域)国内外研究表明!硫酸盐还原菌具有生存能力
强%代谢谱较宽等许多特点%利用123的处理废水工
艺也具有投资小&运行费用低&处理效果好&工艺稳
定&适用性强&管理方便&无二次污染&可回收单质硫
等优点%具有广阔的应用前景)从长远看%要最大限
度发挥硫酸盐还原菌在废水处理中的作用%还必须进
一步深入研究硫酸盐还原菌的作用机理’$/.0$()
文章从陕北某含菌采气污水中分离出一株硫酸

盐还原菌%对三种培养基进行了筛选%并对123生长
特性进行研究)

""材料与方法

$&$主要仪器及试剂

# 主要仪器"O@L.’型超净工作台*1IA.$-%3型
生化培养箱*P4A.’-3型自控电热压力蒸汽灭菌锅*
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1N3.&!C"型循环水多用真空泵#1NP./0型气浴恒
温震荡器#KZ.$(%$双光束紫外可见分光光度计#真
空干燥器#M7[?D6+3N.0型光学显微镜#KW.$%%%
型台式扫描电子显微镜$

# 主要试剂"氯化钙#酵母汁#柠檬酸钠#硫酸镁#磷
酸二氢钾#氯化铵#磷酸氢二钾#硫酸钠#乳酸钠!液
体"#硫酸钙#硫酸亚铁铵#亚硫酸钠#维生素L#琼脂
粉#焦性没食子酸$

$&0实验方法

$&0&$培养基的配方
富集和分离123的培养基配方有很多%00&’但多

数液体培养基中都以硫酸亚铁铵!或刃天青"作为指
示剂’123的代谢产物硫化氢可以和亚铁离子形成墨
汁色’作为富集得到123群的标志$

123富集培养基%0’&(氯化钙%&%/H’酵母汁$&%
H’柠檬酸钠-&B)H’硫酸镁0&%H’磷酸二氢钾%&-H’
氯化铵$&%H#蒸馏水$%%%?@’调DN至B&=’B&)$
在%&$WIE’$0$\下灭菌0%?#,$培养前加入紫外
灭菌的硫酸亚铁铵$&BH$
实验中对三种液体培养基进行筛选’成分如下$

$(液体培养基(氯化钙%&%/H’酵母汁$&%H’柠
檬酸钠-&B)H’硫酸镁0&%H’磷酸二氢钾%&-H’氯化
铵$&%H#蒸馏水$%%%?@’调DN至B&=’B&)$%&$
WIE’$0$\灭菌0%?#,$培养前在培养基中加入在
紫外灯下照射0%?#,的亚硫酸钠$&%H和硫酸亚铁
铵$&BH$

0(液体培养基%0=&(磷酸氢二钾%&-H’氯化铵$&%
H’硫酸钠%&-H’氯化钙%&$H’硫酸镁0&%H’乳酸钠
!液体"’&-H’酵母汁$&%H#蒸馏水$%%%?@’调DN
至B&%’B&=$%&$WIE’$0$\灭菌0%?#,$培养前
在培养基中加入用滤膜过滤除菌的’]的硫酸亚铁
铵溶液$%?@和$]的维生素L溶液$%?@$

’(液体培养基%0-&(组分)(硫酸镁0&%H’柠檬酸
钠-&%H’硫酸钙$&%H’氯化铵$&%H’蒸馏水=%%
?@#组分*(磷酸氢二钾%&-H’蒸馏水0%%?@#组分

&(乳酸钠’&-H’酵母汁$&%H#蒸馏水=%%?@’各组
分调DN 值至B&=’B&)$%&$WIE’$0$\灭菌0%
?#,后’将’个组分混匀$培养前给培养基中加入用
滤膜过滤除菌的-]的硫酸亚铁铵溶液0%?@$

123分离纯化固体培养基(将上述液体培养基中
加入0]的琼脂粉制备而成$

$&0&0123的富集!分离与纯化
将含菌采气废水按-]的接种量接于装有液

体富集培养基的$-%?@三角瓶中至充满状态’然
后加入少量液体石蜡密封’’B\厌氧培养-’B!$
待培养基变成墨汁色且瓶口处散发出臭鸡蛋味

时’表明富集液中已有大量123繁殖%0)&$取%&$
?@菌液均匀涂布于123固体培养基表面’接种好
后放入底部装有足量焦性没食子酸的真空干燥

器’向干燥器底部快速加入过量$%]TEMN 溶液
使之与焦性没食子酸充分反应消耗氧气’抽真空
后将干燥器置入恒温培养箱’’B\下培养$=’-!
后’挑取单个黑色菌落接入相应液体培养基进行
厌氧培养$如此重复-’)次进行涂布)挑选)液
体厌氧培养等多次’即可获得纯的菌株$

$&0&’123的检测
由于培养基中富含X50̂ ’与123的代谢产物10..

反应生成黑色的X51$培养基变成黑色’则证明存在

123$同时根据1_*K-’0(.(=+碎屑岩油藏注水水
质推荐指标及分析方法,采用123测试瓶检测其存
在及数量$

$&0&=123的细胞染色及个体形态观察
在M7[?D6+3N.0型光学显微镜及KW.$%%%型

台式扫描电子显微镜下观察活体细菌的运动特征)细
胞形态’细胞大小’依照文献对分离菌株进行革兰氏
染色和芽孢染色%0B&$

$&0&-123生长特性影响研究
为了避免生成的黑色X51对M4值的干扰’在进

行123生长特性研究时0(培养基中不加X50̂ ’从接
菌开始’每隔=<测定M4值’由KZ.$(%$双光束紫
外可见分光光度计波谱扫描结果选取测定波长为

=$%,?$由于0(液体培养基对照组有絮体生成’故
以对照组为参比’在测M4=$%值之前将对照组与测样
放于恒温摇床上/%;*?#,震荡$%?#,’测定 M4=$%’
测定周期为/%<并绘制生长曲线$

#"结果与讨论

0&$123的富集!分离!纯化与培养基的筛选
富集培养后’三种固体培养基进行筛选’图$是

三种培养基第一代固体分离培养情况$

图""三种固体培养基第一代分离培养
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""经过)次分离纯化!图0和表$是三种固体培养
基培养的情况"

图#"$%&在三种固体培养基上的菌落形态

表""三种固体培养基生长情况对比

生长情况 $(培养基 0(培养基 ’(培养基

颜色 黄绿色 浅黄色 黑褐色

菌落大小 较小 较小 中等

菌落表面是否光滑 不光滑 不光滑 不光滑

运动性 有运动性 有运动性 有运动性

生长周期 =’-! $’0! 0’’!

转接培养 不稳定 稳定 不稳定

转接单菌落 不明显 明显 不明显

""由图$可知!水样经富集后进行固体培养基分离
培养!第一代123菌落及培养基呈黑色"这是由于

123将培养基中的硫酸盐代谢成10..且与X50̂ 生成黑
色沉淀X51"
三种培养基进行筛选!相应生长周期后三种固体

培养基上出现大小不等的菌落!即为不同类群123
菌落"由图0和表$可知!0(培养基优于其他两种培
养基!生长周期短!转接培养稳定!故选取0(培养基
为123分离#纯化#扩增培养的固体和液体培养基"
由图$和图0对比可知!随着进一步分离纯化培

养!此123菌株即使在有X50̂ 存在的固体培养基上
也难以形成黑色菌落!这主要和培养条件有关"有研
究表明$0/.0(%!123并非严格意义上的绝对厌氧!属于
兼性厌氧!但总体上来说123对氧还是较敏感的"
实验采用真空干燥器法进行123固体培养!虽然抽
真空前也加入足量焦性没食子酸与$%]TEMN溶液
反应来消耗氧气!但是整体培养条件依然不能达到完
全厌氧!导致多次分离纯化后在0(固体培养基上形
成浅黄色菌落而不是起初的黑色菌落!但在液体培养
时实验组变黑情况正常"

0&0123的检测结果
经过反复)次分离纯化后!从0(固体培养基挑

取单菌落于装有0(液体培养基的试管中进行检测"

123细胞形态#扫描电镜照片见图’和图="

图’"$%&细胞形态

图("$%&扫描电镜照片

""由图’可知!对照组出现灰白色絮体沉淀且整体
较清澈!实验组出现黑色絮体沉淀且整体浑浊"虽然

0(培养基成分导致对照组有絮体生成!但是由图’仍
可清晰看出实验组絮体为黑色沉淀"这是由于123
将培养基中的硫酸盐代谢成10..并且与X50̂ 生成黑色
沉淀X51!检测出123的存在"
同时!分别将对照组和培养’!的实验组菌液用

无菌注射器分别注入到123测试瓶中"$!!注实验
组菌液的测试瓶呈阳性反应!完全变黑&而直至B!!
注对照组的测试瓶仍无阳性反应!证明实验组有硫酸
盐还原菌的存在"同时!采用三次重复绝迹稀释法测
定123菌悬液菌量达到(&->$%/个’?@"

0&’123的个体形态与特征
在光学显微镜及扫描电镜下观察革兰氏染色后

123的细胞形态"
由图’和图=可知!123细胞革兰氏染色阴性!芽

孢染色阴性!有鞭毛!活体观察发现细胞呈摇摆式运
动"细胞生长形态有卵圆形#短棒形#弧杆状#杆状!成
型的细胞基本为杆状或弧状!具有综合菌株的形态和
生理生化特征!确定123菌株属于脱硫弧菌属$’%%"

0&=123生长曲线

""在不加X50̂ 条件下!123的生长曲线见图-"

图)"$%&的生长曲线
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""由图-可知!不加X50̂ 菌株出现短暂延迟期!)<
后就进入对数生长期!说明123能够很快适应培养
环境!细胞新陈代谢活动旺盛!细菌数量增加"在=/<
时达到生长最高峰!稳定约=<后进入衰亡期!此时

123生长所需的碳源#氮源等营养物质不能满足细胞
代谢生长需要!123活性降低!细菌数量逐渐减少$
这可能与生成的 N01浓度升高!对123产生毒害作
用也有一定作用%’$&$文献资料%’0.’’&显示X50̂ 对123
有刺激生长的作用!由此可以推断!当培养基中加入
一定X50̂ 后!123的对数期和稳定期会提前$

’"结"论

# 从陕北某气田采出水中分离得到一株123!成型
细胞基本为弧状或杆状!革兰氏染色呈阴性!芽孢染
色呈阴性$根据形态和生理生化特性!初步确定该菌
株属于脱硫弧菌属$

# 以生长周期#生长稳定性为条件!选择0(培养基
作为此123培养基$同时!液体培养后得到菌体数
量约(&->$%/个’?@$

#123菌株在延迟期)<后进入对数生长期!=/<
达到生长最高峰!稳定约=<后进入衰亡期$
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图’"注水井井控装置

*"结束语

""综上所述!海上油田在注水开发时!回注水是否达
标!注采比是否合理!注水方式是否先进!地层压力是
否稳定"井口措施是否有效等是防止地质性溢油的重
要因素#因此只有完善油田开发方案!优化各措施工
作!提高油田管理水平等!才能减少无效注水量!提高
注水利用率!改善注水效果!防止溢油事故的发生#
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