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摘要: 脱氮硫杆菌作为自养反硝化菌的代表菌种ꎬ由于其不同于常规废水脱氮的异养反硝化过程可

节省碳源而得到关注ꎮ 文章介绍脱氮硫杆菌的反硝化功能基因和主要的硫氧化功能基因ꎬ分析自养

反硝化菌的群落分布特征ꎬ对目前脱氮硫杆菌的检测方法和应用现状进行综述ꎬ讨论目前研究中存在

的问题及今后的研究趋势ꎬ以期为进一步研究自养反硝化菌群落结构提供参考ꎮ
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　 　 １９０４ 年ꎬＢｅｉｊｅｒｉｎｃｋ 首先分离得到脱氮硫杆

菌(Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ)ꎬ脱氮硫杆菌是以硝

酸盐为电子受体ꎬ以各种类型的含硫化合物为电

子供体(ｎｉｔｒａｔｅ￣ｒｅｄｕｃｉｎｇꎬ ｓｕｌｆｉｄｅ￣ｏｘｉｄｉｓｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ
ＮＲ￣ＳＯＢ)进行生长的自养型反硝化菌ꎮ 研究参

与这一过程的微生物对于废水生物脱氮、去除高

浓度 Ｓ２－废水及减少碳源投加降低反硝化的运行

成本均有重要意义ꎮ
本文从脱氮硫杆菌这一典型的自养反硝化微

生物入手ꎬ主要介绍了其氧化硫还原氮的功能基

因及其在废水处理中的研究进程ꎬ并和其他 ＮＲ￣
ＳＯＢ 在环境样品中的分布进行了比较ꎮ 以脱氮

硫杆菌作为模型菌ꎬ收集基础资料ꎬ为自养反硝化

微生物进行较为深入全面的研究打下基础ꎮ

１　 脱氮硫杆菌的基本生理特性及
代谢特征

　 　 目前证实的硫杆菌属有 ８ 种ꎬ分别为脱氮硫

杆菌 ( Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ )、 排 硫 硫 杆 菌

(Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｉｏｐａｒｕｓ)、那不勒斯硫杆菌(Ｔｈｉｏｂａ￣
ｃｉｌｌｕｓ ｎａｐｌｅｓ)、氧化亚铁硫杆菌(Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｅｒｒｏ￣
ｏｘｉｄａｎｓ)、 新型硫杆菌( Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｎｏｖｅｌｌａｓ)、中
间硫杆菌(Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ)、代谢不全硫

杆菌(Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｅｒｏｍｅｔａｂｏｌｉｓ)ꎮ 在硫杆菌属中ꎬ
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只有脱氮硫杆菌具有在缺氧条件下反硝化的能

力ꎮ 脱氮硫杆菌属于革兰氏阴性变形菌的b亚

纲ꎬ短杆状ꎬ长 ０.５×(１.０ ~ ３.０)mｍꎬ具有单根极生

鞭毛ꎬ 专性自养ꎬ 兼性厌氧ꎮ 可在 １０ ~ ３７℃ꎬ
ｐＨ４.０~９.５ 的条件下生长ꎬ最适生长温度为 ２８ ~
３０ ℃ꎬ最适 ｐＨ 为 ６.５~７.０ꎮ

在硫循环体系中ꎬ好氧条件下ꎬ脱氮硫杆菌以

氧为电子受体氧化硫化合物(如 ＨＳ－ →Ｓ０ꎬＳ０ →
Ｓ２Ｏ３

２－ / ＳＯ３
２－ / ＳＯ４

２－ꎬ Ｓ２Ｏ３
２－ → ＳＯ４

２－ꎬ ＳＯ３
２－ →

ＳＯ４
２－)ꎬ从中获得能量[１]ꎮ 缺氧条件下ꎬ脱氮硫杆

菌以反硝化的方式同时参与硫、氮循环ꎬ表 １ 列出

了脱氮硫杆菌在缺氧条件下氧化各种形态的硫同

时以硝酸盐作为电子受体获取能量的反应ꎮ

表 １　 不同硫源的反硝化反应

　 Ｔａｂ.１　 Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｒｐｈｕｒｉｃ
ｓｏｕｒｃｅｓ

电子供体 计量反应方程式

ＨＳ－ ５ＨＳ－＋８ＮＯ－
３ ＋３Ｈ

＋ →５ＳＯ２－
４ ＋４Ｎ２＋４Ｈ２Ｏ

Ｓ ５Ｓ＋６ＮＯ－
３ ＋４ＯＨ

－ →５ＳＯ２－
４ ＋３Ｎ２＋２Ｈ２Ｏ

Ｓ２Ｏ３
２－ ５Ｓ２Ｏ３

２－＋８ＮＯ－
３ ＋２ＯＨ

－ →１０ＳＯ２－
４ ＋４Ｎ２＋Ｈ２Ｏ

ＳＯ３
２－ ５ＳＯ３

２－＋２ＮＯ－
３ ＋Ｈ２Ｏ →５ＳＯ２－

４ ＋Ｎ２＋２ＯＨ
－

２　 脱氮硫杆菌的功能基因

目前ꎬ脱氮硫杆菌基因测序工作已经完成ꎮ
脱氮硫杆菌具有完成反硝化全过程的 ４ 个关键的

还原酶(图 １):硝酸盐还原酶( ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ
Ｎａｒ)、 亚硝酸盐还原酶(ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ Ｎｉｒ)、氧
化氮还原酶(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ Ｎｏｒ)和氧化亚

氮还原酶(ｎｉｔｒｏｕｓ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ Ｎｏｓ)ꎬ相应编码

基因分别为 ｎａｒ、ｎｉｒ、ｎｏｒ、ｎｏｓꎮ 其中ꎬ膜结合硝酸

盐还原酶由 ｎａｒ 基因簇 ｎａｒＫＫ２ ＧＨＪＩ ( Ｔｂｄ１４０１ －
１４０６)编码ꎮ 自然界中存在两种亚硝酸盐还原

酶ꎬ即由 ｎｉｒＫ 编码的 Ｃｕ 型亚硝酸盐还原酶和由

ｎｉｒＳ 编码的细胞色素 ｃｄ１ 型亚硝酸盐还原酶ꎬ通
常这两种基因不会同时存在于一个菌株内ꎬ而
ｎｉｒＳ 基因相对更广泛地存在于反硝化细菌菌株

中[２]ꎬ脱氮硫杆菌即属于此范畴ꎮ 编码一氧化氮

还原酶有 ２ 个基因簇ꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 的分析结果显示

ｎｏｒＣＢ( Ｔｂｄ０５６２ － Ｔｂｄ０５６１) 的基因表达水平比

ｎｏｒＣＢ(Ｔｂｄ０８２２－Ｔｂｄ０８２３)高 ５０ 倍之多ꎬ因此前

者在还原 ＮＯ 过程中具有更重要的作用ꎮ 低表达

基因 Ｔｂｄ０８２２ 所合成的酶 ＮｏｒＣ 比高表达基因

Ｔｂｄ０５６２ 所合成的酶的碳末端氨基酸残基多了

１２０ 个[３]ꎬ这可能是造成两种基因虽具有相同功

能基因簇却有不同表达水平的原因ꎮ

图 １　 脱氮硫杆菌脱氮脱硫相关功能酶作用机制简图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｓｕｌｆｕｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｉｔｉｏｎａｌ ｅｎｚｙｍｅｓ ｏｆ
Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ

一般认为ꎬ在好氧条件下ꎬ氧气会抑制反硝化

还原酶的活性ꎬ相对于其他 ３ 个反硝化还原酶

(Ｎａｒꎬ Ｎｉｒꎬ Ｎｏｒ)ꎬＮｏｓ 对氧气最为敏感[４]ꎬ因此将

Ｎ２Ｏ 还原成 Ｎ２常成为反硝化全过程的限制步骤ꎮ
在缺氧状态下ꎬ反硝化还原酶功能基因都呈现上

调状态ꎮ Ｈａｒｒｙ Ｒ. Ｂｅｌｌｅｒ 等人[５] 利用反转录定量

ＰＣＲ(ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ)证实了脱氮硫杆

菌反硝化基因表达水平的相对上调强度顺序为

ｎａｒ>ｎｉｒ >ｎｏｒ>ｎｏｓꎮ 有趣的是ꎬ脱氮硫杆菌的 ｎｏｓ
基因在反硝化状态下上调水平极不明显ꎬ尤其是

ｎｏｓＺ 基因在好氧和厌氧状态下均呈现出较高的

表达水平ꎬ这与在其他反硝化菌株中观察到的现

象不一致[６－７]ꎮ
脱氮硫杆菌中与硫化物氧化有关的基因多达

５０ 多种ꎬ主要有 ｓｏｘ 基因ꎬｄｓｒ 基因和依赖 ＡＭＰ 将

硫化物氧化成硫酸盐的相关基因(如 ＡＰＳ 还原

酶、ＡＴＰ 硫酸化酶等)ꎮ
自然界中硫氧化细菌采用 ２ 种途径氧化硫化

物:一种是在多酶复合物参与下ꎬ将还原态硫完全

催化氧化成硫酸盐(Ｓｏｘ 途径)ꎻ另一种是在氧化

过程中ꎬ亚硫酸盐或单质硫作为中间产物ꎬ形成颗

粒态的硫单质ꎮ 若硫氧化菌 ｓｏｘ 基因簇含有 ｓｏｘ￣
ＣＤꎬ则只能利用 Ｓｏｘ 途径ꎬ不形成单质硫[８]ꎬ如与

脱氮硫杆菌同样具有脱氮氧化硫功能的脱氮硫微

螺菌 ( Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ) [９] 即属于此类

硫氧化菌ꎮ 对于脱氮硫杆菌而言ꎬ 其基因簇

ｓｏｘＸＹＺＡＢ 不含 ｓｏｘＣＤꎬ因此可以同时利用两条途

０５２
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径进行硫化物氧化(图 １)ꎮ ｓｏｘＢ 是参与催化硫氧

化途径一系列酶的重要组成ꎬ它是氧化硫代硫酸

盐的多酶复合物ꎬ在反应中心包含一个非朊基的

锰簇和一个二价锰的活性位点ꎬ催化与半胱氨酸

结合的硫代硫酸盐转化成硫酸盐并从结合的蛋白

上释放出来ꎮ

３　 脱氮硫杆菌的检测

早期脱氮硫杆菌的检测方法采用最大可能菌

数计数法ꎬ刘玲花等人[１０] 测量硫 /石灰石滤柱滤

料上脱氮硫杆菌的活菌数为 １０８ ~１０９个 / ｍＬꎬ异养

反硝化菌为脱氮硫杆菌的 １ / １０ꎮ 但在自然界中

可培养的微生物仅占微生物总数的 １％ꎬ因此该

方法具有较大的误差和局限性ꎮ
对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行特异扩增后对核苷酸

序列进行测定ꎬ并与已知菌种 １６Ｓ ｒＲＮＡ 进行比

较ꎬ以此进行的微生物鉴定是目前比较准确的方

法之一ꎮ 赵阳国等人[１１] 在脱氮硫杆菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因 Ｖ３ 可变区中发现一条 ２７ｂｐ 的特异序列设

计反向引物 Ｔｈｉ －ｄꎬ以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因通用引物

ＢＳＲ８ / ２０ 为正向引物进行 ＰＣＲ 扩增和引物特异

性评价ꎬ证实该引物的高度专一性ꎮ Ｚｈａｎｇ Ｍ 等

人[１２]针对脱氮硫杆菌 １６ｓ ｒＤＮＡ 设计了有高度特

异性的引物 Ｔ－Ｄｅ－Ｆ(ＡＡＡＣＧＧＴＡＣＧＣＧＣＴＡＡＣＡ)
和 Ｔ－Ｄｅ－Ｒ(ＴＴＧＣＴＴＡＡＴＡＡＴＣＣＧＣＣＴＧ)ꎮ Ｎｕｒｉａ
Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ 等人[１３] 基于 １６ｓ ｒＤＮＡ 设计了寡核苷

酸探针 ＴＢＤ１４１９(ＡＣＴＴＣＴＧＣＣＡＧＡＴＴＣＣＡＣ)用于

检测 脱 氮 硫 杆 菌ꎬ ＴＢＤ１２１ ( ＣＴＣＧＧＴＡＣＧＴＴＣ￣
ＣＧＡＣＧＣ) 用于检测脱氮硫杆菌和排硫杆菌ꎬ
ＴＭＤ１３１ ( ＴＣＣＣＡＧＴＣＴＴＴＧＡＧＧＴＡＣ ) 用 于 检 测

Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓꎮ
脱氮硫杆菌 ｓｏｘ 基因簇与其他硫氧化菌的相

似性范围在 ２８％ ~ ５５％之间ꎮ 在 ｓｏｘ 基因簇中ꎬ
ｓｏｘＢ 是唯一可以用来比较a、b和g变形菌纲之间

亲缘关系的目的片段[１４]ꎮ 有文献报道就利用引

物对 ｓｏｘＢ６９３ＦＫ３９ ∶ ｓｏｘＢ１１６４Ｂ[１５] 和 ｓｏｘＢ６９３Ｆ ∶
ｓｏｘＢ１４４６[１６]检测到脱氮硫杆菌ꎬ并绘制出基于硫

氧化功能基因构建的进化树ꎮ

４　 脱氮硫杆菌在废水处理中的应用

废水脱氮的常规方法是生物硝化处理后再进

行异养反硝化ꎬ在处理过程中常因缺少电子供体

而额外投加适量有机物如甲醇维持异养反硝化ꎬ

而脱氮硫杆菌作为严格自养兼性菌可利用硫化物

作为电子供体获取能量ꎬ同时还原硝酸盐为氮气

实现反硝化ꎮ
脱氮硫杆菌存在于土壤、泥土、淡水和海洋沉

积物、市政污水、工厂污水处理池和消化池中ꎮ 从

厌氧污泥中筛选出的脱氮硫杆菌具有良好的生长

繁殖和反硝化能力ꎮ 底泥富集的菌株相比湖水、
土壤也有较好的反硝化效果[１７]ꎮ 值得一提的是ꎬ
理化因素如 ｐＨ、温度、硝酸盐浓度、搅拌速度等会

影响菌体生长和反硝化效果[１８－１９]ꎮ
目前关于硫磺 /石灰石自养反硝化系统的研

究比较多ꎮ Ｔｉａｎ Ｃ Ｚ 等人[２０] 研究发现ꎬ当硫磺和

石灰石的体积比为 ３ ∶ １ 时ꎬ脱氮硫杆菌自养反硝

化反应体系达到最佳状态ꎮ 硫化物浓度和 Ｓ２－ /
ＮＯ３－是影响脱氮除硫效率的关键因素ꎬ控制硫化

物浓度小于 ３００ ｍｇ / Ｌ 以及 Ｓ２－ / ＮＯ３－比值在 ５ / ３~
５ / ２ 范围内ꎬ可以达到较好的脱硫和反硝化效

果[２１－２２]ꎮ 刘玲花等人利用 ＳＬＡＤ 系统去除地下

水中硝酸盐ꎬ出水 ＮＯ３
－ －Ｎ 含量为 ０.０３ ｍｇ / Ｌꎬ去

除率达到 ９８％[１０]ꎮ Ｋｏｅｎｉｎｇ 利用自养反硝化系统

处理 ＮＯ３
－－Ｎ 浓度高达 ４００ ｍｇ / Ｌ 的垃圾渗滤液ꎬ

当水力停留时间为 ５. １７ ｈ 时氮去除率接近

１００％[２３]ꎮ 脱氮硫杆菌由于自身基因ꎬ可以根据

调控硫化物与硝酸盐的比例来决定最终生成硫单

质或者硫酸盐ꎮ
需要注意的是ꎬ接种脱氮硫杆菌的上流式厌

氧污泥床(ｕｐ￣ｆｌｏｗ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｓｌｕｄｇｅ ｂｅｄꎬ ＵＡＳＢ)反
应器长期运行中发现颗粒污泥有解体的趋

势[１３ꎬ２４]ꎬ因此需进一步优化运行条件防止污泥上

浮ꎬ否则将限制脱氮硫杆菌作为工程菌投入实际

运行ꎮ

５　 脱氮硫杆菌反应器自养反硝化菌
群落结构分析

　 　 观察人为控制的自养反硝化反应器中群落发

展变化也是近年来的研究方向之一ꎮ 常玉梅等

人[２５]在对北京污水厂活性污泥强化自养反硝化

菌的研究中ꎬ以硫磺作为电子供体进行驯化培养ꎬ
观察污泥中的群落结构变化ꎬ结果发现污泥的增

率为 ０. １７７ ｇ / ( Ｌ􀅰ｄ) ꎬ污泥中细菌类群主要为

b－变形菌纲、δ－变形菌纲、g－变形菌纲和未分类

细菌ꎬ其中b－变形菌纲类细菌占主导地位ꎮ 在成

熟的反硝化污泥中ꎬＴｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 所占

１５２
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比例达 ４８.６５％ꎮ Ｎｕｒｉａ Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ 等人[１３] 将产甲

烷颗粒污泥接种到 ＵＡＳＢ 中观察化能自养反硝化

污泥群落结构的动态变化ꎮ 在成熟的反硝化反应

器中确认a、b、g－变形菌是优势菌种ꎮ 脱氮硫杆

菌从接种初期占全部染色细胞的 １％ 增长到

３５％ꎬ从初期没有分离到克隆子增长到占总克隆

子数的 １５％ꎬ而 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 在污泥

中仅有很小一部分ꎬ占染色细胞的 ４％ꎮ 上述研

究结果表明ꎬ在利于自养反硝化菌生长的条件下ꎬ
在系统稳定后ꎬ脱氮硫杆菌均能成为优势菌种ꎬ但
同时其数量仅占细菌总数 ４０％左右ꎬ这说明脱氮

硫杆菌作为工程菌的效率还有提高的空间ꎮ
在以硫源为电子供体的自养反硝化反应器

中ꎬＴｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 和 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｄｅｎｉ￣
ｔｒｉｆｉｃａｎｓ 是最常见的 ＮＲ－ＳＯＢꎬ此外 ＮＲ－ＳＯＢ 还包

括 Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.ꎬ Ｔｈｉｏｈａｌｏｐｈｉｌｕｓ ｔｈｉｏｃｙａｎｏｘｉｄａｎｓꎬ
Ｓｕｌｆｕｒｉｃｕｒｖｕｍ ｋｕｊｉｅｎｓｅꎬ Ｔｈｉｏｓｐｈａｅｒａ ｐａｎｔｏｔｒｏｐｈａꎬ
Ｓｕｌｆｕｒｉｍｏｎａｓ ｐａｒａｌｖｉｎｅｌｌａｅ 和 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｓｐ.
ＣＶＯ 等ꎮ Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｓｐ. ＣＶＯ 既能以 ＣＯ２为碳

源、硫化物为电子供体进行自养生长ꎬ也能以有机

碳 为 碳 源 和 电 子 供 体 进 行 异 养 生 长ꎮ
Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 和 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｓｐ.
ＣＶＯ 同属于e变形菌纲ꎬ不同之处在于 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏ￣
ｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 通过 ｓｏｘ 途径将硫化物氧化成硫

酸盐ꎬ没有硫单质的生成ꎬ而 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｓｐ.
ＣＶＯ 将硫化物氧化成单质硫和硫酸盐取决于硫

化物和硝酸盐的比率[２６]ꎮ Ｓｕｌｆｕｒｉｃｕｒｖｕｍ ｋｕｊｉｅｎｓｅ
在厌氧条件下反硝化的反应方程是 Ｓ２－ ＋４ＮＯ－

３ →
ＳＯ２－

４ ＋４ＮＯ－
２ꎬ该菌不能生长在海洋中ꎮ Ｔｈｉｏｈａｌｏ￣

ｐｈｉｌｕｓ ｔｈｉｏｃｙａｎｏｘｉｄａｎｓ 是从内陆盐湖中分离出来

的第一株嗜盐的自养反硝化菌ꎬ但当硝酸盐含量

高于 ４~５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时其生长也会被抑制ꎮ 在海洋

沉积物样品中检测到 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ
和 Ｔｈｉｏｈａｌｏｐｈｉｌｕｓ ｔｈｉｏｃｙａｎｏｘｉｄａｎｓ 为主要的自养反

硝化菌群ꎬ没有检测到脱氮硫杆菌[２７]ꎮ 虽然脱氮

硫 杆 菌 固 定 ＣＯ２ 的 能 力 是 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ
ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 的两倍ꎬ但在特定环境中ꎬ仍有未知的

因素ꎬ如底物的亲和性、高盐度的耐受性ꎬ影响两

者的竞争生长ꎮ 也有文献指出[２８]ꎬ脱氮硫杆菌对

高盐度环境的适应性不强ꎬ如当 ＳＯ４
２－ 浓度超过

２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ由于总离子强度的升高ꎬ其生长

将受到抑制ꎮ 在 ＵＡＳＢ 反应器中ꎬ虽然脱氮硫杆菌

与 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 竞争相同的底物和电

子受体ꎬ但是前者数量超出后者许多[２４]ꎮ 可能的

原因在于 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 是海洋细菌ꎬ
在反应器盐度较低的环境中ꎬ由于其碳同化效率

仅为脱氮硫杆菌的一半而处于竞争中的弱势ꎮ 因

此ꎬ在一般自养反硝化反应器中ꎬ脱氮硫杆菌为优

势菌种ꎬ几乎不存在 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓꎬ而
在海洋沉积物等高盐浓度的环境中ꎬ有 Ｔｈｉｏｍｉｃｒｏ￣
ｓｐｉｒａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 而不能检测到脱氮硫杆菌ꎮ

６　 存在的问题

基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 绘制的系统进化树可以比较

亲缘相近的菌种[２９]ꎬ但不能鉴定环境中具有某一

特定生理特性的一类微生物ꎬ因此利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ
测序的方法研究自养反硝化菌存在困难ꎮ 反硝化

菌不能按传统的分类学方法被划分为某些特定种

群ꎬ即脱氮显型不能从系统发育进行推断ꎮ 如

Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 和 Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｉｏｐａｒｕｓ 同
属于硫杆菌属ꎬＴｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｉｏｐａｒｕｓ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ
与 Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ 有高达 ９８％ 的相似

度[３０]ꎬ二者都能利用无机硫化合物进行化能自养

生长ꎬ但 Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｉｏｐａｒｕｓ 没有反硝化功能ꎮ
与相对保守的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 相比ꎬ功能基因的序列

变化丰富ꎬ可以利用功能基因鉴定生态功能相同

但亲缘较远的微生物种群ꎬ如反硝化菌[３１]ꎮ 目

前ꎬ根据 ４ 种反硝化功能基因设计引物调查种群

多样性的工作已展开ꎮ 以 ｎｉｒＳ 基因为例ꎬＧｅｓｃｈｅ
Ｂｒａｋｅｒ 等人[３２]根据 ｎｉｒＳ 基因 ６ 个相对保守的区

域设计的引物对 ｎｉｒＳ１Ｆ－ｎｉｒＳ６Ｒ 已成功应用于多

种环境样品[３３]ꎮ Ｔｈｒｏｂäｃｋ 等人[３４] 评价了多对

ｎｉｒＳ 基因引物后指出应用 ｃｄ３ａＦ ∶ Ｒ３ｃｄ 能鉴定出

更多种类的反硝化菌ꎮ 然而ꎬ在各种环境样品反

硝化菌种群多样性的分析中均没有看到利用功能

基因检测到脱氮硫杆菌的报道ꎬ可能的原因是脱

氮硫杆菌的反硝化功能基因同其他反硝化菌的相

似性低ꎬ一般功能基因的通用引物难以有效地识

别脱氮硫杆菌的目的片段ꎮ 同样地ꎬ鉴定自养反

硝化菌群群落结构的瓶颈也在于寻找该类菌种的

通用引物ꎮ 黎乾等人[３５] 以功能基因 ｎｉｒＳ 为分子

标记考察了 ４ 次回灌过程中反应器内反硝化微生

物群落结构变化ꎬ结果表明ꎬ４ 次回灌反应器内的

反硝化微生物大部分与 β－变形菌纲细菌相似ꎬ少
数属于非培养微生物( ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ) ꎬ 其

中ꎬ脱氮硫杆菌和甲基苯反硝化降解菌(Ａｚｏａｒｃｕｓ

２５２
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ｔｏｌｕｌｙｔｉｃｕｓ) 是反硝化过程的主要功能微生物ꎮ 通

过标记功能基因反映 ＮＲ－ＳＯＢ 的多样性和数量ꎬ
这对于实际废水处理的工程应用具有重要意义ꎮ
这类功能菌基因保守区域相似性比较有待进一步

研究ꎬ以期开发出能识别脱氮氧化硫这一特殊微

生物类群的引物或探针ꎮ

７　 结语

从部分反应器运行数据看来ꎬ脱氮硫杆菌虽

然为优势菌种ꎬ但这种杆菌占全部活菌数的比重

还有较大的提高空间ꎮ 对工程应用而言ꎬ通过分

离出活性更高、脱氮稳定性更好的高效工程菌株ꎬ
优化反应器参数条件等手段提高反硝化率是下一

步工作的重点ꎮ 对于自养反硝化菌分子生态学分

析而言ꎬ基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 技术定性定量分析自养

反硝化菌群落结构和分布特征的工作已经展开ꎮ
功能基因数据库的建设是反硝化群落分子生态学

研究最基础的需要ꎬ今后的研究可以利用脱氮硫

杆菌作为模型菌ꎬ进一步研究基于 ＮＲ－ＳＯＢ 功能

基因的自养型反硝化菌的群落结构演替ꎬ对丰富

自养型反硝化菌群落生态认识有积极的意义ꎬ同
时也为该功能菌的工程化应用提供科学依据ꎮ
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