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摘　 要： 以黄铁矿为能量来源对嗜酸氧化亚铁硫杆菌的高效培养进行了研究，并针对培养过程中黄铁矿的能量利用进行了分析。 研

究表明，在黄铁矿浓度 １０ ｇ ／ Ｌ、接菌浓度 １５％和 ｐＨ＝２．０ 的条件下培养 １４４ ｈ 后，嗜酸氧化亚铁硫杆菌细菌浓度达到 ６．４×１０８个 ／ ｍＬ。
在培养嗜酸氧化亚铁硫杆菌过程中单位质量黄铁矿提供的能量约为培养基中单位质量 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 提供能量的 ３４．７ 倍，通过黄

铁矿可以实现对嗜酸氧化亚铁硫杆菌的高效培养。
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　 　 嗜酸氧化亚铁硫杆菌是一种广泛分布于土壤、空
气或水体等自然环境中的化能异养型细菌，在含硫的

煤矿或金属硫化物（尤其是黄铜矿）矿坑中的微酸性

水体中能够大量存活，因此采取嗜酸氧化亚铁硫杆菌

的最佳地点多为含有黄铜矿、铀矿、含硫煤矿和含金硫

化矿物的矿坑废水中［１－５］。 由于嗜酸氧化亚铁硫杆菌

可以广泛应用于生物冶金工程，因此嗜酸氧化亚铁硫

杆菌的培养及培养环境一直都是嗜酸氧化亚铁硫杆菌

利用研究的热点［５－７］。
嗜酸氧化亚铁硫杆菌以自然环境中的二氧化碳作

为碳源，利用亚铁、单质硫和硫化物作为能量来源，并
在其传递电子的过程（元素的价态转变）中获得能量，
同时从水溶液中吸收氮、磷等无机营养成分完成生物

繁殖及代谢过程［８－１０］。 通过 ９Ｋ 培养基进行培养，培

养溶液中嗜酸氧化亚铁硫杆菌的数量最高约为 ８×１０８

个 ／ ｍＬ［１１］。 本文利用黄铁矿＋无铁 ９Ｋ 培养基对嗜酸

氧化亚铁硫杆菌的培养和溶液中菌种数量生长规律进

行研究。

１　 实　 　 验

１．１　 菌　 种

实验用菌种———嗜酸氧化亚铁硫杆菌为实验室保

藏。 培养基采用无铁 ９Ｋ 培养基（（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ３．０ ｇ ／ Ｌ，
ＫＣ１ ０．１ ｇ ／ Ｌ， Ｋ２ＨＰＯ４ ０．５ ｇ ／ Ｌ， ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．５ ｇ ／ Ｌ，
Ｃａ（ＮＯ３） ２ ０．０１ ｇ ／ Ｌ），培养温度控制为 ３０±１ ℃，通过改

变黄铁矿用量、嗜酸氧化亚铁硫杆菌接种量和调整溶液

初始 ｐＨ 值对其培养过程进行研究。 黄铁矿－７４ μｍ 粒

级占 ９５％，化学成分和 ＸＲＤ 图分别见表 １ 和图 １。
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表 １　 黄铁矿化学成分分析结果（质量分数） ／ ％
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图 １　 黄铁矿 Ｘ射线衍射图

１．２　 实验仪器与实验方法

采用黄铁矿对嗜酸氧化亚铁硫杆菌进行高效培

养，其中黄铁矿为细菌的能量来源物质，其培养过程受

黄铁矿用量、接菌浓度和培养液初始 ｐＨ 值的影响。
同时分析培养过程中溶液中 ＴＦｅ 浓度、ｐＨ 值、细菌数

量的变化及相互关系，为嗜酸氧化亚铁硫杆菌高效培

养提供必要实验参数。
主要仪器包括光学显微镜（ＹＳ２ 型 Ｎｉｋｏｎ Ｃｈｉｎａ）、

７２２ 型光栅分光光度计、ｐＨＳ－２９Ａ 型酸度计和 ＳＺＸ－Ｂ
型恒温水浴振荡摇床。 采用邻菲罗琳分光光度法测定

溶液中 Ｆｅ２＋和 Ｆｅ３＋浓度；采用血球计数板在显微镜下直

接计算细菌数量；采用 ｐＨＳ－２９Ａ 型酸度计测定 ｐＨ 值。

２　 实验结果与讨论

２．１　 黄铁矿用量对培养过程的影响

实验中控制细菌的接菌浓度为 １５％、ｐＨ＝ ２．０。 黄

铁矿用量对利用黄铁矿培养嗜酸氧化亚铁硫杆菌生长

的影响见图 ２～３。
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图 ２　 黄铁矿用量对培养过程中细菌浓度的影响

由图 ２ 可以看出，在嗜酸氧化亚铁硫杆菌培养初

期，加入黄铁矿后细菌浓度稍微有些下降，说明培养初

期是嗜酸氧化亚铁硫杆菌吸附适应的过程；随着培养

时间延长，溶液中嗜酸氧化亚铁硫杆菌浓度由最初的

１．２×１０８个 ／ ｍＬ 逐渐上升为 ５×１０８个 ／ ｍＬ 以上，同时不

同的黄铁矿加入量使得嗜酸氧化亚铁硫杆菌培养结果

存在一定差异；在细菌培养后期，溶液中细菌浓度达到

最高值后，延长培养时间会使细菌浓度稍微下降，无机

盐养分减少和溶液 ｐＨ 值降低是出现这一现象的主要

原因。 在黄铁矿用量为 １０ ｇ ／ Ｌ 时，培养 １４４ ｈ 后细菌

浓度可以达到 ６．２×１０８个 ／ ｍＬ。 对比黄铁矿用量和细

菌生长曲线，采用黄铁矿用量为 １０ ｇ ／ Ｌ 对嗜酸氧化亚

铁硫杆菌进行培养较为合适。
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图 ３　 黄铁矿用量对培养过程中 ＴＦｅ浓度的影响

由图 ３ 可见，嗜酸氧化亚铁硫杆菌生长过程中，溶
液中 Ｆｅ 浓度随时间延长逐步上升。 溶液中铁离子浓

度呈现初期快速提高、之后浸出速率下降，后期浸出速

率再次加快、再下降的阶梯式浸出规律，且该规律随黄

铁矿用量增加越趋明显。
２．２　 接菌浓度对培养过程的影响

控制黄铁矿用量 １０ ｇ ／ Ｌ，溶液初始 ｐＨ ＝ ２．０，接菌

浓度对利用黄铁矿培养嗜酸氧化亚铁硫杆菌生长过程

的影响见图 ４，不同接菌浓度条件下黄铁矿培养细菌

生长过程中 ＴＦｅ 浓度变化见图 ５。
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图 ４　 接菌浓度对培养过程中细菌浓度的影响

由图 ４ 可以看出，随着接菌浓度增加，大量细菌吸
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附在黄铁矿表面，这为后期嗜酸氧化亚铁硫杆菌生长

提供了必要基础。 接菌浓度较低时，虽然溶液中嗜酸

氧化亚铁硫杆菌活度较大，但是在黄铁矿表面吸附较

少，限制了嗜酸氧化亚铁硫杆菌的生长。 同时在培养

初期，接菌浓度增加与溶液中细菌浓度减少的现象对

这一规律进行了证实。
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图 ５　 接菌浓度对培养过程中 ＴＦｅ浓度的影响

由图 ５ 可知，在接菌浓度变化过程中，溶液中 ＴＦｅ
浓度呈阶梯状变化，且随着接菌浓度增大其阶梯状趋

势越明显。 对比接菌浓度为 １５％和 ２０％条件下的实

验结果，发现 ＴＦｅ 浓度差别不大，表明培养过程中接菌

浓度达到一定值后，黄铁矿作为培养基中能量提供作

用的效能逐步减小。
２．３　 ｐＨ 值对培养过程的影响

控制嗜酸氧化亚铁硫杆菌接菌浓度为 １５％，溶液

中黄铁矿浓度 １０ ｇ ／ Ｌ，ｐＨ 值对黄铁矿培养氧化亚铁硫

杆菌的影响见图 ６。 ｐＨ 值对黄铁矿培养嗜酸氧化亚

铁硫杆菌过程中 ＴＦｅ 浓度的影响见图 ７。
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图 ６　 ｐＨ值对培养过程中细菌浓度的影响

由图 ６ 可知，ｐＨ 值对黄铁矿培养嗜酸氧化亚铁硫

杆菌生长具有较明显的影响，初始 ｐＨ 值越小时溶液

中（按培养 １４４ ｈ 计算）细菌浓度越低。 在初始 ｐＨ 值

一定的情况下，细菌生长和黄铁矿氧化分解使得溶液

ｐＨ 值进一步减小；另外，对培养过程中 ｐＨ 值监测，发
现经过 １６８ ｈ 细菌培养后（初始 ｐＨ ＝ １．６），溶液终点

ｐＨ 值约为 １．２８。 嗜酸氧化亚铁硫杆菌适宜生长的 ｐＨ
值一般为 １．６～２．３，在初始 ｐＨ 值为 ２．０ 或 ２．２ 时，经过

１６８ ｈ 细菌培养后 ｐＨ 值约为 １．５８ 和 １．６２，因此采用初

始 ｐＨ 值为 ２．０ 或 ２．２ 对嗜酸氧化亚铁硫杆菌进行培

养较为合适。
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图 ７　 ｐＨ值对培养过程中 ＴＦｅ浓度的影响

由图 ７ 可以看出，初始 ｐＨ 值较小时，后期溶液中

ＴＦｅ 浓度变化趋于平缓，说明培养后期细菌的生长受

到抑制。

３　 细菌培养过程分析

嗜酸氧化亚铁硫杆菌是一种化能无机自养型细菌，
通过硫化矿氧化过程中的电子传递获取能量，进而繁殖

生长［１２］。 在细菌培养过程中，Ｆｅ（Ⅱ）（ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ）失
去电子氧化为 Ｆｅ（Ⅲ），该过程中发生的电子传递过程

为细菌提供了能量。 在黄铁矿培养细菌生长的过程

中，黄铁矿被氧化成含铁硫酸盐的同时伴随着电子传

递，细菌从该电子传递过程中获取生长所必须的能量。
根据该过程中能够提供的电子传递数量可以确定

Ｆｅ（Ⅱ）或黄铁矿提供能量的高低。 假定 Ｑ 为提供电

子数目，在 ９Ｋ 培养基单位质量 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 提供电

子数目为：

Ｑ ＝ １
ＭＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

＝ １
２７８．０１

＝ ３．６ × １０ －３（ｍｏｌ ／ ｇ）

式中 ＭＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ为 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 的摩尔质量。
单位质量黄铁矿培养嗜酸氧化亚铁硫杆菌生长过

程中提供电子数目为：

Ｑ ＝ １５
ＭＦｅＳ２

＝ １５
１１９．９６７

＝ ０．１２５（ｍｏｌ ／ ｇ）

式中 ＭＦｅＳ２为 ＦｅＳ２ 的摩尔质量，其中以 ＦｅＳ２ 中 Ｆｅ 元素

氧化为 Ｆｅ３＋和 Ｓ 元素氧化为 ＳＯ４
２－为标准。

对比 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 和黄铁矿提供电子数目可以

看出，单位质量黄铁矿培养嗜酸氧化亚铁硫杆菌生长

过程中提供的电子数约为 ９Ｋ 培养基中单位质量
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ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 提供电子数的 ３４．７ 倍。 在培养过程中，
少量黄铁矿氧化即可提供大量电子以供嗜酸氧化亚铁

硫杆菌利用。 另外黄铁矿成本很低，可以有效降低嗜

酸氧化亚铁硫杆菌培养成本。 因此利用黄铁矿可以实

现对嗜酸氧化亚铁硫杆菌的低成本高效培养。
通过细菌浓度与黄铁矿的氧化浸出程度或 ９Ｋ 培

养基中 Ｆｅ（Ⅱ）转化率的比值，可以表征细菌能量提供

物质的利用率：

Ｋ ＝
Ｃθ － Ｃ０

ＣＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ或ＦｅＳ２
× β

式中 Ｋ 为培养过程中细菌利用率；Ｃθ 为培养过程中细

菌浓度；Ｃ０ 为接菌浓度；ＣＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ或ＦｅＳ２为 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
或 ＦｅＳ２ 在溶液中的浓度；β 为 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 或 ＦｅＳ２ 在

溶液中的氧化率。
嗜酸氧化亚铁硫杆菌培养过程中能量利用率如图

８ 所示。
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图 ８　 嗜酸氧化亚铁硫杆菌培养过程中能量利用率分析

由图 ８ 可知，以黄铁矿为能量来源时，细菌的生长

利用率为 ７．２８×１０１０个 ／ ｇ，而以硫酸亚铁为能量来源时

细菌生长利用率仅为 １．４３×１０１０个 ／ ｇ，可以看出以黄铁

矿为能量来源对嗜酸氧化亚铁硫杆菌进行培养是传统

的以硫酸亚铁培养细菌时能量利用效率的 ５ 倍左右，
因此以黄铁矿为能量来源可以实现嗜酸氧化亚铁硫杆

菌的高效生长培养。

４　 结　 　 论

１） 利用黄铁矿培养嗜酸氧化亚铁硫杆菌的过程

表明，黄铁矿加入量不同，其培养嗜酸氧化亚铁硫杆菌

过程存在一定差异；随着接菌浓度增加，大量细菌在黄

铁矿表面吸附，有利于嗜酸氧化亚铁硫杆菌的生长；黄
铁矿氧化分解使得溶液的 ｐＨ 值进一步下降，在初始

ｐＨ 值较小的情况下，后期溶液 ｐＨ 值持续下降，使得

细菌的生长受到抑制。
２） 在培养过程中，黄铁矿中的铁离子快速溶出的

同时，细菌浓度逐步上升，而溶液中以铁离子为媒介在

黄铁矿和嗜酸氧化亚铁硫杆菌之间循环进行电子传

递，使得细菌快速生长。 在适宜的黄铁矿用量、细菌接

菌浓度和 ｐＨ 值下，嗜酸氧化亚铁硫杆菌可以有效利

用黄铁矿提供的能量实现细菌生长，细菌生长的同时

铁离子浓度阶梯式上升。
３） 在黄铁矿用量 １０ ｇ ／ Ｌ、接菌浓度 １５％、ｐＨ＝ ２．０

的培养条件下，１４４ ｈ 培养后溶液中细菌浓度能够达到

６．４×１０８个 ／ ｍＬ。 通过对比能量提供者提供的电子数目

可以看出，单位质量黄铁矿为嗜酸氧化亚铁硫杆菌生长

提供的能量约为 ９Ｋ 培养基中单位质量 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
提供能量的 ３４．７ 倍。

４） 利用黄铁矿对嗜酸氧化亚铁硫杆菌进行培养

是传统方法（利用硫酸亚铁培养细菌）利用效率的 ５
倍左右。
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