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摘 要：采用室内培养实验方法，讨论了从垃圾渗滤液中驯化分离出能够耐受并利用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）作为营养物质
的有效菌群，并以含巯基的半胱氨酸模拟自然界中恶臭物质 Ｈ２Ｓ的产生和Ｈ２Ｓ被氧化的过程。研究结果表明，在半胱氨
酸浓度为０．１ｍｇ·ｍＬ－１时，能够在培养的第２ｄ大部分被该菌群分解成Ｈ２Ｓ，在培养的第５ｄ所产生的Ｈ２Ｓ有８２％被氧
化为高价态的硫化物，达到了很好的除臭效果。经过多次平板划线筛选，分离出８株有效菌Ｃ１～Ｃ８，经生理生化性能测
定，初步鉴定这８株均为化能异养的芽孢杆菌，好氧或兼性厌氧。
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随着经济的发展和人们生活水平的逐步提高，对

环境质量的要求也日趋强烈牞由生活垃圾、污水和畜
禽粪便等所产生的恶臭越来越受到人们的关注犤１犦。这

些恶臭物质不仅使人产生不快和厌恶感，还危害着人

们的健康甚至生命。因此实施恶臭污染控制和管理，

研究去除恶臭物质的技术具有积极的实际意义。

研究表明，被公认的恶臭物质多达万种，按化学

组分可分为５类，包括：①含氮化合物：如氨气，吲哚
和胺类等；②含硫化合物：如硫化氢、硫醇、硫醚；③卤

素及其衍生物；④烃类；⑤含氧有机化合物犤２犦。其中含

硫的恶臭物质占有相当大的比例，我们从天津市双口

垃圾场的污泥中驯化、筛选、分离得到８株对含硫化
合物有高效降解作用的微生物菌种Ｃ１～Ｃ８，并且研
究了它们的降解特性犤３犦。

１ 实验材料

１．１原始菌种富集
采集天津市双口垃圾填埋场的垃圾渗滤液和污

泥样品作为原始菌种，进行富集培养。

１．２培养基
（１）改良型固体高氏一号培养基（简称Ｇ１）：可溶

性淀粉２０ｇ牞琼脂２０ｇ牞ＫＮＯ３１ｇ牞ＮａＣｌ０．５ｇ牞Ｋ２ＨＰＯ４
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０．５ｇ牞ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ牞ＭｇＣｌ２０．５ｇ牞ＮＨ４Ｃｌ０．５ｇ牞加水
至１０００ｍＬ牞调节ｐＨ至７．０～７．２；

（２）液体Ｇ１培养基：Ｇ１培养基不加琼脂；
（３）高氏一号—半胱氨酸培养基（Ｇ１－Ｃｙｓ）：在液

体Ｇ１培养基中减少淀粉的量，并加入一定量的Ｃｙｓ；
（４）普通牛肉膏蛋白胨培养基；
（５）各种生理生化性能测定时所用培养基 （参见

文献犤５犦）；
（６）Ｌ－半胱氨酸（Ｃｙｓ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）。
以上各试剂皆为ＡＲ级。

１．３仪器
ＨＨ．Ｂ１１－５００型电热恒温培养箱：天津市中环

实验电炉有限公司；

ＺＤＸ－３５ＢＩ型座式自动电热压力蒸汽灭菌锅：上
海申安医疗器械厂；

ＴＨＺ－２２型台式恒温振荡器：江苏太仓市实验设
备厂；

体视显微镜：日本奥林巴斯（ＯＬＹＭＰＵＳ）光学工
业株式会社；

ＴＮ－１００Ｂ型托盘式扭力天平：上海第二天平仪
器厂；

ＧＴ２Ａ型精密天平：北京光学仪器厂；
ＤＸ－１２０型离子色谱：美国德安公司

２ 实验方法

２．１菌种的富集和驯化
将采集的垃圾渗滤液样品１０ｍＬ和污泥样品１ｇ

混悬于 １００ｍＬ无菌水中，再转接入盛有１００ｍＬＧ１
液体培养基中。

在培养基中加入ＤＭＳＯ，一开始使其浓度达到总
碳源的２５％（淀粉占７５％）。用灭菌的橡胶塞将锥形
瓶密封，３０℃牞１００ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养５ｄ后，取出１０
ｍＬ培养液转接入１００ｍＬ新培养基中，同时ＤＭＳＯ的
浓度增加到５０％。同样，第５ｄ再转换一次新培养基，
将ＤＭＳＯ浓度逐步增加至７５％。在７５％的ＤＭＳＯ浓
度条件下牞每隔５ｄ再将菌转接到新培养基中继续驯
化１个月，作为初步富集、驯化的混合菌种犤４犦。

２．２有效菌群除臭效能测定
２．２．１锥形瓶中Ｈ２Ｓ含量的测定方法

在８０℃条件下，酸化后用氮气吹出，用２个装有
定量乙酸－乙酸锌溶液吸收后碘量法测定犤５犦。

２．２．２半胱氨酸用量的确定
为模拟自然界恶臭物质 Ｈ２Ｓ的产生和被氧化过

程中最佳Ｃｙｓ浓度，取６个分别含不同量Ｃｙｓ和含２ｇ
淀粉的２００ｍＬＧ１培养基的锥形瓶 （Ｃｙｓ的浓度见表
１），分别接入１０ｍＬ菌液，用灭菌橡胶塞密封，３０℃条
件下１００ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养２ｄ后，用碘量法测定Ｈ２Ｓ
的产生量。计算各浓度Ｃｙｓ被分解成Ｈ２Ｓ的转化率，
选取最高转化率的Ｃｙｓ浓度值作为最佳使用浓度。
２．２．３Ｈ２Ｓ的产生与降解曲线

分别取５份２００ｍＬ液体Ｇ１－Ｃｙｓ培养基牞其中
淀粉１０ｍｇ·ｍＬ－１，Ｃｙｓ０．１ｍｇ·ｍＬ。接菌并分别振荡
培养１ｄ，２ｄ，３ｄ……５ｄ后，取出１ｍＬ平板稀释法计
菌落数，然后将剩余菌液用酸化－吹气法将瓶中残余
的所有 Ｈ２Ｓ气体分离出，并用乙酸 －乙酸锌溶液吸
收，碘量法测定，作出时间－Ｈ２Ｓ含量曲线。

同样取 ５份灭菌的 ２００ｍＬ液体 Ｇ１－Ｃｙｓ培养
基，将淀粉含量升高到２０ｍｇ·ｍＬ－１牞Ｃｙｓ用量不变，
同上接菌培养，测定１ｄ，２ｄ，３ｄ……５ｄ后的菌落数
和Ｈ２Ｓ含量。
２．２．４Ｈ２Ｓ氧化产物的测定

离子色谱法测定。

２．３单一菌种生理生化性能分析
２．３．１单一菌的分离与保存

取１ｍＬ培养液适当稀释接种到牛肉膏蛋白胨平
板培养基上，３０℃培养，反复划线纯化，根据各菌落
特征和镜检观察结果确定单一菌株。将所得菌株分别

接种于牛肉膏蛋白胨斜面上，４℃冰箱保存。
２．３．２单一菌的生理生化性能测定

详见参考文献犤６犦。

３ 结果与分析

３．１初筛结果与分析
把初步富集筛选混合菌群再经过含有 ＤＭＳＯ的

Ｇ１培养基振荡培养２ｄ，等到培养液的上层气体能使
醋酸铅试纸明显变黑，说明该混合菌群已经能够将

Ｃ－Ｓ键打开，经过一系列中间过程生成了Ｈ２Ｓ。因为
硫是以Ｃ－Ｓ键的形式存在于ＤＭＳＯ中，由此可以推
断出该混合菌群能够降解 Ｃ－Ｓ键结合的含硫有机
物。

３．２有效菌群除臭效能测定
３．２．１半胱氨酸的浓度对降解率的影响

Ｃｙｓ转化率 ＝产生的 Ｈ２Ｓ量 ／总 Ｃｙｓ量 （Ｃｙｓ与
Ｈ２Ｓ是１∶１的转换关系）

由表１和图１中可以看出，半胱氨酸在Ｇ１培养
基中的转化率最高可达 ７８．７５％，这一转化率是在
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表１不同浓度半胱氨酸及其在培养第２ｄ的转化率

Ｔａｂｌｅ１ＴｒａｎｓｆｏｒｍｒａｔｅｓｏｆＣｙｓｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｔｔｈｅｓｅｃｏｎｄｄａｙ

表３ Ｈ２Ｓ含量随培养时间的变化牗可溶性淀粉含量２０ｍｇ·ｍＬ－１牘

Ｔａｂｌｅ３ ＣｈａｎｇｅｏｆＨ２Ｓｃｏｎｔｅｎｔｓｗｉｔｈｃｕｌｔｕｒｅｐｅｒｉｏｄｓ牗ａｍｙｌｏｇｅｎ２０ｍｇ·ｍＬ－１牘

图１Ｃｙｓ的浓度对降解率的影响曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣｙｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

表２ Ｈ２Ｓ含量随培养时间的变化牗淀粉含量１０ｍｇ·ｍＬ－１牘

Ｔａｂｌｅ２ ＣｈａｎｇｅｏｆＨ２Ｓｃｏｎｔｅｎｔｓｗｉｔｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄｓ牗ａｍｙｌｏｇｅｎ１０ｍｇ·ｍＬ－１牘

图２ 时间 －硫化氢含量曲线

Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｃｕｒｖｅｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄｓｖｓ．Ｈ２Ｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ｃｙｓ 瓶 １消耗 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ 瓶 ２消耗 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ 空白消耗 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ Ｈ２Ｓ的量 Ｃｙｓ的转化率
／ｍｇ·ｍＬ－１ ／ｍＬ ／ｍＬ ／ｍＬ ／ｍｏｌ·Ｌ－１ ／ｍｏｌ ／％
０．０５ ８．７０ ９．２０ １０．０５ ０．０５２ ５．７２×１０－５ ６９．３０
０．１ ５．８０ ９．２０ １０．００ ０．０５２ １３．００×１０－５ ７８．７５
０．２５ ６．３５ ９．８５ １０．１０ ０．０５１ １０．４×１０－５ ２５．２０
０．５ ５．１２ ９．９０ １０．１０ ０．０５１ １３．４７×１０－５ １６．３２
１．５ ４．９０ ９．４０ １０．１５ ０．０５１ １５．３×１０－５ ６．１８
２．５ ４．８０ ９．２０ １０．１０ ０．０５１ １５．８×１０－５ ３．８３

０．１ｍｇ·ｍＬ－１Ｃｙｓ的浓度下实现的。如再增加Ｃｙｓ的
浓度，Ｈ２Ｓ的生成量会稍有增加，但是转化率显著降
低。这是因为在选定的培养条件下Ｃｙｓ的转化率受培
养基的有效成分和菌群生长密度的影响。因此，根据

上面的结果选用０．１ｍｇ·ｍＬ－１作为测定Ｈ２Ｓ产生和
转化实验的Ｃｙｓ浓度。
３．２．２Ｈ２Ｓ的产生与转化

在每个锥形瓶中含有２００ｍＬ培养液，其中 Ｃｙｓ
为２０ｍｇ，淀粉含量分别为１０ｍｇ·ｍＬ－１和２０ｍｇ·
ｍＬ－１，锥形瓶中Ｈ２Ｓ含量和微生物生长情况随培养时

间的变化如表２、表３以及图２、图３所示：
其中：Ｈ２Ｓ产生率＝Ｈ２Ｓ的量（１０－５ｍｏｌ）／菌落数

牗个·ｍＬ－１牘
由图２可以看出，Ｈ２Ｓ的含量在２个淀粉浓度下，

均在第２ｄ出现一个最大值。这说明在封闭的锥形瓶
中Ｃｙｓ先被细菌降解为小分子的Ｈ２Ｓ，而这些生成的
Ｈ２Ｓ又很快被转化为其他物质而减少。在第２ｄ之前，
Ｈ２Ｓ的产生速率大于转化速率，含量增加；在第２ｄ，
Ｈ２Ｓ的转化速率大于产生速率，含量逐渐减少。到第５
ｄ的时候，Ｈ２Ｓ的量已由 １３．１３×１０－５ｍｏｌ减少到

天数
瓶 １消耗
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３／ｍＬ

瓶 １消耗
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３／ｍＬ

空白消耗

Ｎａ２Ｓ２Ｏ３／ｍＬ
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３
／ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２Ｓ的量
１０－５ｍｏｌ

菌落数

／个·ｍＬ－１
产生率

／ｍｏｌ·ｍＬ－１·个 －１

１ ７．２０ ９．８０ １０．００ ０．０５０ ７．５０ ５×１０１０ １．５×１０－１５

２ ５．４０ ９．８５ １０．１５ ０．０５０ １３．１３ ４×１０１１ ３．３×１０－１６

３ ７．９０ ９．６０ １０．０５ ０．０５０ ６．５０ １．２×１０１２ ５．４×１０－１７

４ ９．４０ ９．７０ １０．１０ ０．０５０ ２．７５ １．５×１０１２ １．８×１０－１７

５ ９．５０ ９．７５ １０．１０ ０．０５０ ２．３８ １．２×１０１２ ２．０×１０－１７

天数
瓶 １消耗
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３／ｍＬ

瓶 １消耗
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３／ｍＬ

空白消耗

Ｎａ２Ｓ２Ｏ３／ｍＬ
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３
／ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２Ｓ的量
１０－５ｍｏｌ

菌落数

／个·ｍＬ－１
产生率

／ｍｏｌ·ｍＬ－１·个 －１

１ ７．９０ ９．８０ １０．００ ０．０５０ ５．７５ ９×１０１０ ６．４×１０－１６

２ ７．２０ ９．８５ １０．１５ ０．０５０ ８．１３ ６×１０１１ １．４×１０－１６

３ ８．８５ ９．６０ １０．０５ ０．０５０ ４．１３ ３×１０１２ １．４×１０－１７

４ ９．４０ ９．７０ １０．１０ ０．０５０ ２．７５ １．８×１０１２ １．５×１０－１７

５ ９．４０ ９．７５ １０．１０ ０．０５０ ２．７５ ２×１０１２ １．４×１０－１７
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表４单菌株的生理生化性能

Ｔａｂｌｅ４ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌａｔｔｒｉｂｕｔｅｓｏｆｔｈｅｓｉｎｇｌｅｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎ

特性 Ｖ－Ｐ反应 过氧化氢酶 氧化酶 淀粉水解 酪蛋白分解 硝酸盐还原 β半乳糖苷酶 氨基酸脱羧酶 细胞色素氧化酶 尿素酶

Ｃ１ － － ＋ － － － － ＋ ＋ ＋
Ｃ２ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋
Ｃ３ － ＋ － － ＋ ＋ － ＋ － ＋
Ｃ４ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ － － ＋
Ｃ５ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋
Ｃ６ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋
Ｃ７ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋
Ｃ８ － － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋

图３混合菌在 Ｇ１－Ｃｙｓ培养基中培养１～５ｄ的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３ＧｒｏｗｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓｉｎＧ１－Ｃｙｓｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍｄｕｒｉｎｇｔｈｅｐｅｒｉｏｄｏｆｄａｙ１～５ｄａｙ

２．３８×１０－５ｍｏｌ（表２），转化率达到８２％。
当淀粉浓度增加为２０ｍｇ·ｍＬ－１时，Ｃｙｓ的降解

率明显降低牞见表３，这可能是Ｃｙｓ的降解率受到培养

基中共代谢物的影响犤７犦。

３．２．３Ｈ２Ｓ的氧化产物
把第５ｄ的培养液，在４０００ｒ·ｍｉｎ－１下，离心

１０ｍｉｎ，用离子色谱测定 犤８犦，证实培养液中含有

ＳＯ４２－、Ｓ２Ｏ３２－及ＳＯ３２－。这说明在培养过程中Ｃｙｓ降解
生成的 Ｈ２Ｓ经过混合菌群的作用而被进一步氧化生
成多价态的无恶臭的硫化物，从而达到除臭的目

的。

３．２．４单菌株的生理生化性能
结果见表４。根据镜检和各种生理生化性能的测

定结果，初步确定混合菌中分离出的８株菌均为芽
孢杆菌，他们的共同特征是化能异养菌，好氧或兼性

厌氧，能分泌多种氧化物酶。

４ 结论

牗１牘恶臭污染的产生是一个复杂的生化反应过
程，决不是一二种有效菌就能够彻底去除的。必须要

有多种菌互营共同作用，形成优势混合菌群，改变原

菌群结构，抑制恶臭物质的产生，或者将产生的Ｈ２Ｓ
等尽快氧化成无臭物质。为此选择了以垃圾渗滤液和

污泥为原始混合菌种，经富集和ＤＭＳＯ驯化后再进一
步筛选分离的技术路线。这样分离出的单一菌能够适

应诸如垃圾渗滤液和污泥这样的环境条件，菌与菌之

间能够互营共生，容易形成优势混合菌群，高效降解

含硫有机物，降低ＣＯＤ。其混合菌制剂能够应用于垃
圾、垃圾渗滤液、污泥和畜禽粪便等的除臭处理，市场

前景广阔。

牗２牘筛选出Ｃ１～Ｃ８单一菌，通过镜检和生理生
化性能测定，初步确定这８株菌均为芽孢杆菌，好氧
或者兼性厌氧，能分泌多种氧化酶。

牗３牘Ｃ１～Ｃ８组成的混合菌群，能够把难降解的
ＤＭＳＯ中的Ｃ－Ｓ键打开，降解为Ｈ２Ｓ，并且能够再进
一步地把 Ｈ２Ｓ氧化成无臭的 ＳＯ３２－、Ｓ２Ｏ３２－及 ＳＯ４２－

等。Ｃ１～Ｃ８混合菌群对０．１ｍｏｌ·ｍＬ－１的半胱氨酸
降解率可达７８．７５％，对其所产生的Ｈ２Ｓ转化率则达
到８２％。

对于这些混合菌把 ＤＭＳＯ降解为 Ｈ２Ｓ并把 Ｈ２Ｓ
的转化为无臭物质的机理有待进一步实验研究。
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