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有机碳源对氧化亚铁硫杆菌生长的影响
*

张再利 , 沈　镭 , 贾晓珊
(中山大学环境科学与工程学院 , 广东 广州 510275)

摘　要:氧化亚铁硫杆菌为化能自养菌 , 嗜酸 , 通常生长于无机环境中。为了扩大其在有机环境中的应用 , 选
择乙酸 、 丙酸和正丁酸三种低分子有机酸及葡萄糖作为氧化亚铁硫杆菌生长的有机环境 , 研究其在不同浓度不

同有机物下的生长活性 。实验结果显示:氧化亚铁硫杆菌在 100 m g /L低浓度的乙酸和 400 mg /L葡萄糖浓度范围

内均能很好的生长 , 而在余下的几种有机物中生长则受到抑制。表明氧化亚铁硫杆菌并不是对所有的有机物都

敏感 , 通过筛选和驯化能得到在有机环境中生长良好的菌株。
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　　氧化亚铁硫杆菌
[ 1]
(Thiobacillus ferrooxidans,

简称 T. f)是一种化能自养菌 , 且专性好氧 、 嗜

酸 、呈革兰氏阴性 , 形状呈圆端短柄状 , 宽 0.3 ～

0.5μm , 长 1.0 ～ 2.0 μm , 端生鞭毛 。 T. f菌以氧

化二价铁 、 元素硫及还原态硫的化合物来获得生长

过程所需的能量 , 并固定空气中的 CO2获得生物

合成所需要的碳源 。 T. f菌是一种常见的工业菌

种 , 它已成为工业生物浸出各种金属的主要菌种之

一
[ 2]
。

此外 , T. f菌嗜酸产酸的特性使其在环保领域

中具有广泛的应用前景。目前在煤炭脱硫 , 工业废

气 、石油废气的处理 , 含重金属污泥的处理等领域

中利用 T. f菌作为生化处理的微生物菌种的研究表

明 , T. f菌具有良好的处理能力 。但是 T. f菌为化

能自养菌 , 对有机物 , 尤其是低分子有机物非常敏

感这一特性则阻碍了其在实际工程中的推广应用 。

因此 , 通过筛选 、驯化 、 诱变等手段找到适应有机

环境的 T. f菌是本研究的重点。

1　实验内容与方法

1.1　菌种来源及培养

研究所用 T. f菌株的初始来源是广东云浮硫铁

矿矿坑的酸性废水。具体的富集 、分离培养过程如

下:富集培养在 9K液体培养基中进行 , 取 10 mL

矿坑废水和 30mL的 9K培养基于三角瓶中 , 调 pH

为 2.5, 置于 30℃, 120 r /m in恒温摇床中培养 ,

三天后 , 取其上清液 10 mL于 100 mL的 9K液体

培养基中再培养。重复上述培养过程三到四次 , 然

后进行分离培养。将约 0.2 mL的培养液涂布到含

固体培养基的培养皿中 , 放入 30℃的生化培养箱

中培养。 7 d左右 , 固体培养基上长出白色细小的

T. f菌落 , 后因亚铁的氧化 , 菌落的颜色逐渐变成

红褐色 , 如图 1所示 。用接种针挑取纯的菌落接种

到含 10mL液体培养基的试管中 , 在与上述相同的

条件下培养。重复数次后 , 获得纯的 T. f菌株 , 图

2为放大 15万倍的 T. f菌电镜扫描照片 。

图 1　固体培养基中 T. f菌菌落

F ig. 1　Co lony of T. f on 9K so lid m edium

1.2　培养基

9K液体培养基
[ 3]
的组成:(NH 4)2 SO4 3.0g /L,

MgSO 4 7H2O 0.5g /L, K2HPO4 0.5g /L, KC l 0.1g /l,

Ca(NO3)2 0.01g /L, FeSO4 7H2O 44.2g /L, pH 2.5。

固体培养基
[ 4]
的组成:(NH4)2SO 4 3 g /L, KC l
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图 2　9K液体培养基中 T. f菌扫描照片

F ig. 2　Scanning e lectron-m icroscope analysis o f

T. f in 9K liquid m edium

0.1 g /L, K2HPO4 0.5 g /L, MgSO 4 7H2O 0.5 g /L,

Ca(NO 3)2 0.01 g /L, FeSO4 7H 2O 22.4 g /L

1.3　实验内容

实验分两阶段进行:第一阶段 , 选取乙酸 、丙

酸 、正丁酸三种低分子有机酸及葡萄糖为 T. f菌

生长的有机环境 , 同时进行空白实验 。三种酸和葡

萄糖的起始浓度分为 100和 200mg /L两种。各培

养液的接种量为 5%, 在 30℃, 120 r /m in恒温摇

床中培养。此阶段持续时间两周 , 每 12 h监测一

次培养基中的 Fe
2+
、 pH、 DO。进入第 2阶段之

前 , 先进行驯化工作 。第一阶段中正丁酸环境下的

T. f菌完全被抑制 , 不能进行后续实验而停止驯

化工作 。因此 , 驯化实验只选择乙酸和丙酸两种有

机酸和葡萄糖为研究对象 。驯化起始浓度均为 100

mg /L, 菌液采用第一阶段各自在 100mg /L浓度培

养下的菌液 。重复驯化 3次 。在进行第一次驯化实

验时 , 丙酸环境下的 T. f菌被完全抑制 , 同样不能

进入第二阶段。因此 , 第二阶段最终只进行了乙酸

和葡萄糖环境下的实验。乙酸的初始浓度取 100、

200、 300三种 , 葡萄糖的初始浓度取 200、 300、

400mg /L三种 。其它同第一阶段 。

1.4　分析方法及仪器

Fe
2+
:重铬酸钾法

[ 5]
;pH:MO 130型便携式

pH计;DO:MO128便携式溶解氧仪;葡萄糖:蒽

酮分光光度法;乙酸 、 丙酸 、 丁酸:GC - 14C型

气相色谱仪;微生物形态观察:JSM - 6330F型扫

描电子显微镜。

2　实验结果与讨论

2.1　有机酸对 T. f菌生长的影响

图 3a和图 3b为在乙酸 、 丙酸和丁酸均分别

为 100、 200mg /L浓度下 , T. f菌利用 Fe
2 +
的情况 。

以 Fe
2+
浓度的减少快慢反映 T. f菌的活性 , 即

图 3　有机酸对 T. f菌生长的影响

F ig. 3　Effects o f organ ic ac id on the g round o f T. f

Fe
2+
浓度的减少快说明 T. f菌的活性强 , 反之 Fe

2+

浓度的减少慢说明 T. f菌的活性弱
[ 6]
。从两图中看

到 , 未加有机酸的空白样经过 24 h左右的迟缓期

后 , 进入对数增长期 , 此间 Fe
2 +
被迅速利用 , 表

明 T. f菌快速生长 。与空白样相比 , 未经驯化的

T. f菌在丁酸的两种浓度下及乙酸和丙酸的 200

mg /L浓度下均被抑制 , 两周的时间里 Fe
2+
浓度几

乎未发生变化 , 始终维持在初始浓度附近。而在乙

酸 100 mg /L浓度和丙酸 100 mg /L浓度下 T. f菌并

未被完全抑制 。 T. f菌对 100 mg /L浓度乙酸的适

应性强于 100mg /L浓度的丙酸。它同样经过 24 h

的适应期进入对数增长期 , 只是在对数增长期内 ,

消耗 Fe
2+
的速度不如空白样中的消耗速度快。在

100 mg /L浓度丙酸中 , T. f菌经过的迟缓期长于空

白和 100mg /L浓度乙酸中的迟缓期。经过 60 h的

时间适应环境的变化。进入对数增长期 , 而在对数

增长期中它消耗 Fe
2+
的速度则快于 100 mg /L浓度

乙酸中 T. f菌消耗 Fe
2+
的速度。表明在各自对数增

长期中 , 100 mg /L丙酸下的 T. f菌的生长快于在

100 mg /L乙酸中的生长 。

第一阶段的实验结果表明 T. f菌在乙酸 100

mg /L、 丙酸 100 mg /L浓度下能适应并生长 , 而在

乙酸 200mg /L、 丙酸 200mg /L、 丁酸 100 mg /L和

丁酸 200mg /L浓度下均不能生长。

2.2　葡萄糖对 T. f菌 生长的影响

同时进行了 T. f菌在葡萄糖 100mg /L 和

200mg /L浓度下生长的实验。结果如图 4。图 4表

明两种葡萄糖浓度对 T. f菌的生长都未产生影响 ,

利用 Fe
2+
的能力基本与在空白中的相当。除此 ,

也未发现葡萄糖对 T. f菌的生长有明显的促进作

用。总之 , T. f菌在葡萄糖的两种浓度中具有良好

的适应性 。

2.3　驯化后乙酸对 T. f菌生长的影响

经过三次重复驯化工作 , 实验进入第二阶段。
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图 4　葡萄糖对 T. f菌生长的影响

F ig.4　E ffec ts o f g lucose on the grow th of T. f

此阶段研究 T. f菌在 3种乙酸的初始浓度 , 即 100、

200、 300 mg /L浓度下的生长。实验结果如图 5所

示 。空白样中的生长规律基本与未驯化时一致 。与

空白样相比 , 经过驯化后的 T. f菌在乙酸 200和

300mg /L两种浓度下仍不能适应 , 而是受到抑制

失去生长活性 。在初始浓度为 100 mg /L浓度中 ,

T. f菌的适应时间在 36 h左右 , 之后进入对数增长

期 。在对数增长期中利用 Fe
2+
的能力仍不及空白

样中的利用能力 。但它的生长活性已被大大提高 。

200、 300mg /L浓度的乙酸仍对 T. f菌产生抑制 ,

可能驯化的时间不够长 , 需加强驯化 。在 100 mg /

L乙酸浓度的实验中 , T. f菌能很好的生长 , 说明

T. f菌能适应低浓度的乙酸环境 。

图 5　乙酸对 T f菌生长的影响

F ig. 5　E ffec ts of ace tic acid on the grow th of T. f

2.4　驯化后葡萄糖对 T. f菌生长的影响

在葡萄糖对驯化后的 T. f菌生长的影响实验

中 , 根据未驯化阶段的经验 , 初始浓度定为 200

mg /L、 300 mg /L和 400mg /L, 浓度相应增大 。实

验结果如图 6所示 。经过驯化的 T. f菌能在三种葡

萄糖浓度中生长 , 与空白样中的 T. f菌相比 , 其生

长能力与空白样的相当。且三种浓度之间的生长能

力没有明显差异 。表明在 400 mg /L浓度范围内 ,

T. f菌均能很好的生长 。

图 6　葡萄糖对 T. f菌生长的影响

F ig. 6　Effects o f g luco se on the g row th o f

T. f by dom estication

2.5　驯化前后乙酸对 T. f菌生长影响的对比

经过乙酸驯化和未经乙酸驯化的 T. f菌的生长

状况对比如图 7所示 。经驯化后 T. f菌在对数增长

期内利用 Fe
2+
的能力大大高于未经驯化的 T. f菌。

这表明驯化工作是有意义的。经过驯化 , T. f菌具

有更好的生长活性 , 能很好地适应乙酸生长 。

图 7　两个阶段乙酸对 T. f菌生长影响的对比

F ig. 7　Differen t effec ts o f ace tic ac id on the g row th o f

T. fby non - dom estication and dom estica tion

2.6　驯化前后葡萄糖对 T. f菌生长影响的对比

经过葡萄糖驯化和未经葡萄糖驯化的 T. f菌的

生长状况对比如图 8所示。根据对数增长期中

Fe
2+
浓度变化斜率的大小 , 经过驯化的 T. f菌相比

未经驯化的 T. f菌 , 生长能力有一定的提高 , 但是

这种提高很微小。可能是在一定浓度范围内葡萄糖

对 T. f菌的影响很小 , 从而驯化与未驯化均不产生

较大的变化。

图 8　两个阶段葡萄糖对 T. f菌生长影响的对比

F ig.8　Diffe rent effe cts o f g luco se on the grow th of

T. f by non-dom estication and domestica tion

3　结　论

(1)实验用 T. f菌株在初始乙酸 200 mg /L、

丙酸 200mg /L、 丁酸 100mg /L、 丁酸 200 mg /L浓

度中均受到抑制失去活性而不能生长。

(2)实验用 T. f菌株在第一次的丙酸 100 mg /

L浓度下能生长 , 而在第二次重复实验中则受到抑

制 , 原因可能是在重复实验过程中生成了某种中间

产物 , 而这种中间产物抑制 T. f菌的生长 。

(3)实验用 T. f菌株能在乙酸 100 mg /L的浓

度下生长良好 , 经过驯化后的 T. f菌生长能力更

强。

(4)实验用 T. f菌株在实验设计的最高葡萄糖

浓度 400mg /L下能很好生长 , 葡萄糖不影响 T. f
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菌的生长。

(5) T. f菌并不是对所有有机物敏感 , 而是有

选择性的。是可以通过筛选和驯化找到适合有机环

境生长的 T. f菌株 。
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E ffects ofO rgan ic Carbon Resource on the Growth of Th iobacillus Ferrooxidans

ZHANG Za i-li, SHEN Lei, J IAX iao-shan

(Schoo l o f Environmen tal Science and Engineering, Sun Yat-sen Unive rsity, Guangzhou 510275, China)

Abstract:Thiobacillus ferroox idans (T. f) is a chemoauthotrophic species that can obtain ene rgy fo r g row th from

the oxida tion of a varie ty of inorganic sulphur compounds and ferrous ion. In short, T. f usually g row s in inorganic

env ironmen.t Domestica ting T. f to g row better in organic env ironment, this study se lec ted acetic acid, prop ionic

acid, butyric acid and g lucose as the organic carbon resource o fT. f and observed it s g row th in several concentra-

tion of organic compounds. The resu lts show that T. f can grow g reatly in 100mg / l ace tic acid and 400mg /l g lu-

cose, how eve r, is inhibited in prop ionic acid and butyric acid. The study ind ica tes thatT. f can g row selective ly in

kinds of organic environments and g row be tter in organic env ironmen t by domestication and cu ltivation.

Key words:Thiobacillus ferroox idans (T. f);domestication;o rgan ic acid;g lucose
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