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Acidithiobacillus ferrooxidans 菌株的分离及阴离子对 
其亚铁氧化活性的影响 

 
吴学玲，蒋  莹，邱冠周，刘新星，翁文筠 

 
(中南大学 资源加工与生物工程学院，长沙 410083) 

 

摘  要：采用连续稀释法分别从江西德兴铜矿、湖北大冶铜矿和广西大厂这 3 处酸性矿坑水样品中分离得到三株

嗜酸性短杆状细菌，其形态及生理特征与嗜酸性氧化亚铁硫杆菌相似，16S rRNA 系统学分析进一步证实这种细

菌属于硫杆菌属的嗜酸性氧化亚铁硫杆菌。研究表明：阴离子对嗜酸氧化亚铁硫杆菌的 Fe2+氧化能力具有一定影

响，其影响顺序由大到小依次为： −
3NO ＞Cl−＞ −2

4SO ；不同菌株对阴离子的耐受能力存在明显的差异。 
关键词：嗜酸氧化亚铁硫杆菌； −2

4SO ；Cl−； −
3NO  
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Isolation of Acidithiobacillus ferrooxidans strains and effect of anions 
on their ferrous ions oxidation capacities 
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Abstract: By successive diluting method three acidicbacillus strains were isolated from the samples of acid mine 
drainage taken from Dexing Copper Mine in Jiangxi province, Daye Copper Mine in Hubei province and Dachang 
Copper Mine in Guangxi province. The three Acidithiobacillus strains are similar to Acidithiobacillus ferrooxidans in 
shapes and biological characters. 16S rRNA gene sequence analysis further confirms that the three bacteria strains are 
Acidithiobacillus ferrooxidans. The results show that anions obviously impact the oxidation capacity of ferrous ions of 
these bacteria with an effect order as: −

3NO ＞Cl−＞ −2
4SO . And their tolerances to anions are obviously different from 

each other. 
Key words: Acidithiobacillus ferrooxidans; −2
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自 1947年Temple和Colmer发现氧化亚铁硫杆菌

以 来 ， 嗜 酸 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌 (Acidithiobacillus  
ferrooxidans，以前叫氧化亚铁硫杆菌 [1]，简称 A. 
ferrooxidans 菌)已经成为工业生物浸出各种有价金属

的主要菌种之一，广泛应用在煤炭脱硫、工业废气、

石油废气的处理和生活污水净化等领域[2−3]。研究人员

对其生理生化性质，分子遗传性能及能量代谢机制等

各方面都展开深入的研究[1−3]。但是，从自然界分离得

到的嗜酸氧化亚铁硫杆菌往往存在对亚铁氧化活性

低、对重金属离子敏感等缺点，因而限制了其应用。

目前，研究各种离子对嗜酸氧化亚铁硫杆菌的活性的

影响主要集中在 3 类金属离子上[4]，即：1) 嗜酸氧化

亚铁硫杆菌生长所需的营养离子，如 Fe2+和 Mg2+     

等[5−6]；2) 对嗜酸氧化亚铁硫杆菌浸出硫化矿起抑制

作用的重金属离子，如 Cu2+、Ni2+和 Co2+等[7−8]；3) 对
氧化亚铁硫杆菌浸出硫化矿起催化作用的重金属离

子，如 Ag+和 Hg2+等[9−10]。然而研究人员在研究这些

金属阳离子对嗜酸氧化亚铁硫杆菌活性的影响时，往

往忽略了阴离子的影响。 
本文作者采用连续稀释法从江西德兴铜矿和湖北 
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大冶铜矿、广西大厂这 3 处酸性矿坑水样品中分离得

到三株菌并对其进行鉴定，研究了这三株菌对重金属

离子的耐受能力及不同锌盐中阴离子对细菌的影响，

了解各种因素对浸矿细菌氧化性能的影响，为获得浸

矿细菌的最优生长条件提供依据。 
 

1  实验 
 
1.1  菌种来源和分离纯化 

实验样品分别来自江西德兴、湖北大冶和广西大

厂的酸性矿坑水。 
样品富集和纯化采用改进的 9 K 培养基 [11−12]，其

成分组成如下(g/L)：(NH4)2SO4 3.0，KCl 0.1，K2HPO4 
0.5，MgSO4·7H2O 0.5，Ca(NO3)2 0.01，FeSO4·7H2O 
22.4，蒸馏水 1 000 mL，pH 2.0~2.5。 

菌种的分离纯化采用液体稀释分离法[13]。取 42
支试管分 3 组编号，每支试管中加入 9 K培养基 9 mL，
分别接种来自 3 个矿区的矿坑水样本 1 mL 于 1 号管，

摇匀后从 1 号管取 1 mL 菌液到对应的 2 号管中，摇

匀后取 1 mL 菌液到对应的 3 号管，如此依次到对应

的 13 号管。14 号管中加入 1 mL 无菌水。所有试管置

于温度为 30 ℃、转速为 160 r/min 的恒温震荡器中培

养 12 d。从已变色的接种浓度最低的试管中取 1 mL
菌液作为原始菌液，再次稀释、培养。如此稀释培养

6 次得到纯化细菌。 
 
1.2  菌种对亚铁及硫的氧化活性研究 

配制 9 K 培养基[12]，调节 pH=2.0，置于 30 ℃，

160 r/min 的摇床中培养，通过溶液颜色变化情况来判

断菌种氧化亚铁的活性。另外配置 9 K 培养基，用 1.0 
g/L 升华硫代替 9 K 培养基中的硫酸亚铁，调节

pH=2.0，置于 30 ℃，160 r/min 的摇床中培养，通过

测定培养液 pH 值的变化来判断细菌氧化硫的情况。 
 
1.3  纯化菌株的 16SrDNA 鉴定 

将菌种扩大培养后收集菌体，提取细菌 DNA，通

过 16S rDNA PCR 后，纯化 PCR 产物，委托北京三博

远志生物技术有限责任公司完成序列测定。 
 
1.4  不同金属盐对细菌 Fe2+氧化活性的影响 

在 250 m L 容量的锥形瓶中加入 95 mL 灭菌的 9 
K 培养基，菌液接种量为 5％，接种菌液浓度为

1×108/mL。每种盐按照表 1 中浓度配比分别加入不同

的锥形瓶中，分别以不接菌的正常 9 K 培养基作为空 

表 1  锌离子浓度配比 

Table 1  Concentration gradient of zinc ions(g/L) 

ZnSO4 ZnCl2 Zn(NO3)2 

0 0 0 

12 3 1.5 

24 6 3 

48 24 6 

 
白对照。 

锥形瓶置于 30 , 160 r℃ /min 条件下振荡培养，定

期取出 0.1 mL 培养液，用重铬酸钾滴定法测定培养液

中 Fe2+的含量变化[14]。 
通过测定培养液中 Fe2+氧化率，研究上述锌盐中

金属离子及不同阴离子对细菌亚铁氧化能力的影响。

实验过程中取样减少的培养液用 9 K 基本盐溶液补

充，蒸发的水分用灭菌蒸馏水补充。 
 

2  实验结果 
 
2.1  菌种富集及分离纯化 

从江西德兴、湖北大冶和广西大厂这 3 处的矿坑

水中稀释分离获得的 3 株纯化菌株分别命名为：DX、

DY 和 DC。 
 
2.2  实验菌株对亚铁和硫的氧化 

实验中所用培养基为 9 K 培养基，pH=2.0，温度

为 30 ℃，摇床转速为 160 r/min，接种量为 5%，接种

菌液浓度为 1×108/mL。在相同条件下，培养液颜色

变成桔红色的先后顺序依次是 DC、DY 和 DX。从菌

液颜色的变化可以看出，3 株菌均能氧化 Fe2+生成

Fe3+ ，其氧化能力 DC 菌的活性最高，DX 菌的活性相

对较低。 
配制 9 K 培养基，用 1.0 g/L 升华硫代替 9 K 培养

基中的硫酸亚铁，调节 pH=2.0，置于 30 ℃，160 r/min
的摇床中培养，通过测定培养液 pH 值的变化来判断

细菌氧化硫的情况。在相同培养条件下，3 株菌的 pH
值均有所降低。 培养 11 d 后，DX、DY 和 DC 的 pH
值分别下降到 1.47、1.71 和 1.51，说明这 3 株菌均能

氧化硫，其氧化硫能力由大到小的顺序为：DX＞DC
＞DY。 
 
2.3  菌种鉴定 

将分离得到的菌株制样进行微观形貌观察，其形

貌如见图 1 所示。由图可知：这 3 株菌都呈短杆状， 
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图 1  菌株的 SEM 照片 

Fig.1  SEM photographs of strains: (a) DC strain; (b) DX 

strain; (c) DY strain 
 
长度约为 1.0~1.5 μm，宽度约为 0.4~0.5 μm，单个或

多个连成链状，与嗜酸氧化亚铁硫杆菌的形态相    
同[13]。 

采用这 3 株菌的 16S rDNA 序列数据在 GenBank
核酸序列数据库中进行同源序列搜索 (BLAST 
search)，比较供试菌株与已知嗜酸氧化亚铁硫杆菌属

其它菌株相应序列的相似程度[15]。结果表明，DX 与

Acidithiobacillus ferrooxidans strain ATCC23270 的 16S 
rDNA 的同源性为 99%，DY 与 Acidithiobacillus 
ferrooxidans strain YN 的 16S rDNA 的同源性为 98%，

DC 与 Acidithiobacillus ferrooxidans strain TF-49 的 16S 
rDNA 的同源性为 99%。结合分离菌株的生理生化特性

和 16S rDNA 序列比对分析结果，可以确定该 3 株菌均

为嗜酸氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus  ferrooxidans，
简称 A. ferrooxidans 菌)。 
 
2.4  A. ferrooxidans 菌在不同阴离子锌盐条件下的生

长活性 
2.4.1  A. ferrooxidans DX菌在不同阴离子锌盐条件下

的生长活性 

不同浓度的硫酸锌、氯化锌和硝酸锌对 DX A. 
ferrooxidans菌氧化Fe2+活性的影响分别见图2、3和4。
由图 2 可见，当硫酸锌浓度小于 12 g/L 时， −2

4SO 对

细菌氧化 Fe2+的能力基本无影响，细菌在 41 h 内完全

氧化 9 K 培养基中的 Fe2+；当硫酸锌浓度范围为 12~48 
g/L 时细菌对 Fe2+氧化能力受到抑制，硫酸锌浓度为 
 

 
图 2  A. ferrooxidans DX 菌作用下含不同浓度硫酸锌 9 K

培养基中的亚铁氧化率 

Fig.2  Ferrous ions microbial oxidation rate in 9 K medium 

containing different concentrations of zinc sulfate by A. 

ferrooxidans strain DX 
 

 
图 3  A. ferrooxidans DX 菌作用下含不同浓度氯化锌 9 K

培养基中的亚铁氧化率 

Fig.3  Ferrous ions microbial oxidation rate in 9 K medium 

containing different concentrations of zinc chlorate by A. 

ferrooxidans strain DX 
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24 g/L 时，在 62 h 内完全氧化 9 K 培养基中的 Fe2+，

而硫酸锌浓度达到 48 g/L 时，细菌经过 158 h 的停滞

期后，迅速氧化 Fe2+。 
由图 3 可知：当氯化锌浓度小于 3 g/L 时，Cl−对

细菌氧化 Fe2+的能力无明显影响，细菌在 64 h 内完全

氧化 9K 培养基中的 Fe2+；当氯化锌浓度大于 3 g/L 时，

细菌生长受到抑制，对 Fe2+的氧化能力下降，随氯化

锌浓度的增加，对 Fe2+氧化速率急剧下降，当氯化锌

浓度为 6 g/L 时，培养 374 h 时 Fe2+氧化率仅为 23.8％。 
由图 4 可知，当硝酸锌浓度小于 3 g/L 时，细菌

对 Fe2+氧化所受影响较小，在 97 h 内完全氧化 9 K 培

养基中的 Fe2+；当硝酸锌浓度为 6 g/L 时，细菌生长

受抑制，Fe2+氧化率几乎为零。 
 

  
图 4  A. ferrooxidans DX 菌作用下含不同浓度硝酸锌的 9 

K 培养基中的亚铁氧化率 

Fig.4  Ferrous ions microbial oxidation rate in 9 K medium 

containing different concentrations of zinc nitrate by A. 

ferrooxidans strain DX 
 
2.4.2  A. ferrooxidans DY菌在不同阴离子锌盐条件下

的生长活性 
不同浓度的硫酸锌、氯化锌和硝酸锌对 A. 

ferrooxidans DY 菌亚铁氧化活性的影响分别见图 5、6
和 7。由图 5 可见，当硫酸锌浓度小于 12 g/L 时，细

菌对 Fe2+氧化基本不受影响，在 46 h 内完全氧化 9 K
培养基中的 Fe2+；当硫酸锌浓度约为 12~48 g/L 时，Fe2+

氧化速率随锌盐浓度上升而减缓，当硫酸锌浓度为 48 
g/L 时，细菌在 134 h 内完全氧化 9 K 培养基中的 Fe2+。 

由图 6 可知：在氯化锌中，锌盐浓度小于 3 g/L
时，Cl−对细菌氧化 Fe2+速率影响较小，细菌在 50 h
内完全氧化 9 K 培养基中的 Fe2+；锌盐浓度为 6 g/L
时，细菌生长受到抑制，Fe2+氧化没有对数期，氧化

速率缓慢，后期几乎不再氧化 Fe2+，培养 203 h 后 Fe2+

氧化率达到 67.41％；锌盐浓度为 12 g/L 时，细菌生

长基本完全被抑制，Fe2+氧化率几乎为零。 

由图 7 可知，当硝酸锌浓度小于 3 g/L 时， −
3NO

对细菌氧化 Fe2+的速率影响较小，细菌在 92 h 内完全

氧化 9 K 培养基中的 Fe2+；当硝酸锌浓度为 6 g/L 时，

细菌经过 214 h 的延滞期后，迅速氧化 Fe2+，262 h 内

完全氧化 9 K 培养基中的 Fe2+。 
2.4.3  A. ferrooxidans DC 菌在不同阴离子锌盐条件下

的生长活性 

不同浓度的硫酸锌、氯化锌和硝酸锌对 A. 
ferrooxidans DC 菌氧化 Fe2+活性的影响分别见图 8、9
和 10。由图 8可见：当硫酸锌浓度小于 12 g/L时， −2

4SO
对细菌氧化 Fe2+的速率影响较小，细菌在 61 h 内完全

氧化 9 K 培养基中的 Fe2+；当硫酸锌浓度约为 12~48 
 

 
图 5  A. ferrooxidans DY 菌作用下含不同浓度硫酸锌的 9 

K 培养基中的亚铁氧化率 

Fig.5  Ferrous ions microbial oxidation rate in 9 K medium 

containing different concentrations of zinc sulfate by A. 

ferrooxidans strain DY 
 

 
图 6  A. ferrooxidans DY 菌作用下含不同浓度氯化锌的 9 K

培养基中的亚铁氧化率 

Fig.6  Ferrous ions microbial oxidation rate in 9 K medium 

containing different concentrations of zinc chlorate by A. 

ferrooxidans strain DY 
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图 7  A. ferrooxidans DY 菌作用下含不同浓度硝酸锌的 9 K

培养基中的亚铁氧化率 

Fig.7  Ferrous ions microbial oxidation rate in 9 K medium 

containing different concentrations of zinc nitrate by A. 

ferrooxidans strain DY 
 

 
图 8  A. ferrooxidans DC 菌作用下含不同浓度硫酸锌的 9 K

培养基中的亚铁氧化率 

Fig.8  Ferrous ions microbial oxidation rate in 9 K medium 

containing different concentrations of zinc sulfate by A. 

ferrooxidans strain DC 

 

g/L 时，亚铁氧化速率随锌盐浓度上升而减缓，硫酸

锌浓度为 24 g/L 时，细菌在 85 h 内完全氧化 9 K 培养

基中的 Fe2+，而当硫酸锌浓度达到 48 g/L，经过 278 h
延滞期后，在 306 h 内完全氧化 9 K 培养基中的 Fe2+。 

由图 9 可知：氯化锌浓度小于 3 g/L 时，Cl−对细

菌氧化 Fe2+的影响较小，细菌在 86 h 内完全氧化 9 K
培养基中的 Fe2+；氯化锌浓度为 6 g/L 时，细菌生长

受到抑制，亚铁氧化没有对数期，亚铁氧化速率缓慢，

后期几乎不再氧化 Fe2+，培养 336 h 后 Fe2+氧化率达

到 65.73％；氯化锌浓度达到 12 g/L 时，细菌生长基

本完全抑制，Fe2+氧化率几乎为零。 

从图 10 可得知，硝酸锌浓度小于 3 g/L 时， −
3NO  

 

 
图 9  A. ferrooxidans DC 菌作用下含不同浓度氯化锌的 9 K

培养基中的亚铁氧化率 

Fig.9  Ferrous ions microbial oxidation rate in 9 K medium 

containing different concentrations of zinc chlorate by A. 

ferrooxidans strain DC 
 

 
图 10  A. ferrooxidans DC菌作用下含不同浓度硝酸锌的 9K

培养基中的亚铁氧化率 

Fig.10  Ferrous ions microbial oxidation rate in 9 K medium 

containing different concentrations of zinc nitrate by A. 

ferrooxidans strain DC 
 
对细菌氧化 Fe2+速率影响较小，细菌在 97 h 内完全氧

化 9 K 培养基中的 Fe2+；随硝酸锌浓度的增加，细菌

氧化 Fe2+速率逐渐减小；当硝酸锌浓度等于 6 g/L 时，

细菌经过 214 h 的延滞期后，迅速氧化 Fe2+，在 336 h
内完全氧化 9 K 培养基中的 Fe2+。 
 

3  结果与分析 
 

硫酸根离子是一种常见的阴离子，广泛存在于矿

山酸性矿坑水中。氧化亚铁硫杆菌在有氧和酸性条件

下，能将亚铁氧化成高铁、元素硫氧化成硫酸，或将
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金属硫化物直接氧化成硫酸盐。硫酸根离子最初被认

为是一个连接亚铁离子和细菌的配合体，进一步研究

发现在铁氧化中从铁硫团到铜离子的电子传递链中起

作用。从图 2、5 和 8 可以看出，A. ferrooxidans DX、

DY、DC 菌都能在浓度为 48 g/L 的 ZnSO4环境中生

长并氧化 Fe2+。其中，A. ferrooxidans DX 菌完全氧化

Fe2+时间约为 217 h，停滞期约为 182 h；A. ferrooxidans 
DY 菌完全氧化 Fe2+时间约为 134 h，停滞期约为 109 
h；A. ferrooxidans DC 菌完全氧化 Fe2+时间约为 306 h，
停滞期约为 230 h。由此可知，三株菌耐受 −2

4SO 能力

由大到小的顺序为：DY＞DX＞DC。 
较高浓度的氯化物是一个已知的细胞生长和铁氧

化抑制剂。它是一个细胞色素 c 还原酶的抑制剂。1963
年有报告指出当氯化物浓度达到 0.14 mol/L 就会对细

菌产生毒害作用。在本实验中，A. ferrooxidans DX、

DY、DC 菌在 3 g/L 的 ZnCl2中都能正常生长并氧化

Fe2+，当 ZnCl2浓度达到 6 g/L 时，三株菌的生长受到

不同程度的影响，培养基中的 Fe2+也没有完全被氧化。

当 ZnCl2浓度为 3 g/L 时，A. ferrooxidans DX 、DY、 
DC 菌完全氧化 Fe2+时间分别约为 64、50、85 h；当

ZnCl2浓度为 6 g/L 时，A. ferrooxidans DX 菌培养 374 
h 后 Fe2+氧化率为 23.76%，A. ferrooxidans DY 菌培养

203 h 后 Fe2+氧化率达 67.41%，A. ferrooxidans DC 菌

培养 336 h 后亚铁氧化率为 65.73%。这些数据说明，

在相同培养条件下，三株菌耐受 Cl−能力为：DY＞DC
＞DX。 

较 高 浓 度 的 硝 酸 根 也 是 一 种 能 抑 制 A. 
ferrooxidans 菌氧化亚铁的阴离子。A. ferrooxidans 菌
株对低浓度的硝酸盐也很敏感。增加硝酸盐浓度将完

全抑制 Fe2+氧化。在 3 g/L 的 Zn(NO3)2 环境中，A. 
ferrooxidans DX 、DY 和 DC 菌完全氧化 Fe2+时间分

别约为97、92和97 h，相差不大；而在6 g/L的Zn(NO3)2

环境中，A. ferrooxidans DX 菌的生长完全被抑制，Fe2+

几乎不被氧化，A. ferrooxidans DY、DC 菌能生长并将

Fe2+完全氧化，Fe2+完全被氧化时间分别为262 h和336 
h，停滞期分别为 166 h 和 214 h。实验说明，A. 
ferrooxidans DX 菌 耐 受 硝 酸 锌 能 力 较 弱 ， A. 
ferrooxidans DC、DY 菌较强。 

分析 3 株细菌对阴离子的耐受能力发现，3 株菌

对 ZnSO4 的最大耐受浓度都可以达到 48 g/L，而对

ZnCl2、Zn(NO3)2的耐受浓度仅为 3 g/L 或 6 g/L，说明

了 A. ferrooxidans DX、DY 和 DC 菌对 ZnSO4的抗性

比 ZnCl2、Zn(NO3)2强。在 6 g/L 的 ZnCl2环境中，三

株菌都没有正常生长，Fe2+也没有完全被氧化；而在

相同浓度的 Zn(NO3)2环境中，A. ferrooxidans DC、DY

菌能完全氧化 Fe2+，A. ferrooxidans DX 菌的生长完全

被抑制。另外，在 3 g/L 的锌盐溶液中，加入 ZnCl2

时 Fe2+完全氧化时间比相同情况下加入 Zn(NO3)2 的

短。因此，ZnCl2比 Zn(NO3)2对这 3 株 A. ferrooxidans 
菌的影响相对较大。 

以上结果表明，阴离子对 A. ferrooxidans 菌的生

长动力学有很大影响，在 −2
4SO 、Cl−和 −

3NO 这 3 种阴

离子中， −2
4SO 的影响相对较小，Cl−和 −

3NO 的影响相

对较大。而且不同的菌株对这 3 种阴离子的抗性也有

差异，A. ferrooxidans DY 菌抗 3 种阴离子的能力较强。 
 

4  结论 
 

1) 不同的阴离子对嗜酸氧化亚铁硫杆菌生长动

力学有明显影响，其影响弱到强的顺序为： −2
4SO ＜

Cl−＜ −
3NO 。 

2) 对 A. ferrooxidans DX、DY 和 DC 这 3 株菌，

在 9 K 培养基中细菌活性由大到小的顺序为：DC＞
DY＞DX，其中 DY 菌抗 −2

4SO 、Cl−及 −
3NO 离子能力

相对较强，其次为 DC 和 DX。 
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