
!"卷 #期
$"""年%"月

微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
.(*/!"
0"#()1’

2(/#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$"""

"本研究得到国家自然科学基金重点项目（#&’(!%#"）

作者简介：何正国（%&)&— ），男，湖北武汉人，讲师，硕士，%&&’年&月到中国科学院微生物研究所攻读博士学

位，主要从事极端环境的微生物学研究

收稿日期：%&&&*"!*%(，修回日期：%&&&*"’*("

氧化亚铁硫杆菌的铁和硫氧化系统及其分子遗传学"

何正国 李雅芹 周培瑾
（中国科学院微生物研究所 北京%"""’"）

!"$+#$%&’()&$*(*’+,-./,0#$%&’()&$*+1+)23$!34506!7588,
9:;;00<5=!2,(*’&)+3$-24,-(052*2)&4+"

,-./-01123 4567850 ./329-5:50
（!"#$%$&$’()*(+,(-%(.(/0，12%"’#’3+45’60()7+%’"+’#，8’%9%"/%"""’"）

关键词：氧化亚铁硫杆菌，硫氧化酶，铁氧化系统，分子遗传学

中图分类号：;&(&<%! 文献标识码：= 文章编号："""%*)$"&（$"""）"#*"#)(*))

氧化亚铁硫杆菌（:2%(-4+%..&#)’,,((;%54"#）是典型的化能自养菌，由于能生长在亚铁，元素硫和硫
化物矿物上，因而成为生物湿法治金（>53/?@A3B-C7DD2A1?）中最有应用价值的一个种。目前南非，美国，
加拿大等国应用它提取铜，铀，金等已获得工业生产，另外它在煤和原油的脱硫方面也展现了广阔的应

用前景［%］。多年来，我们对氧化亚铁硫杆菌在冶金和煤脱硫方面的应用研究也取得一定进展，如铜，铀，

锰，金等金属提取，有的已进行了扩大试验或半工业试验［$，(］。

但是，该菌是典型的无机化能自养细菌，其生长速率缓慢常使生物浸矿时停留时间太长，给寻找适

宜的工业处理循环方式带来困难。因此必须增强对这种细菌在进行化能自养生活方式中能量再生机制

的理解。这包括必需发展其遗传操作系统，从而能对商业菌株进行必要的遗传改造。经过近二十年的

努力，已经对该菌浸矿中的关键酶E铁和硫氧化酶及其分子遗传学有了较深入的了解，从而使这种细菌
具有更重要的工业应用价值。

% 氧化亚铁硫杆菌的遗传系统

676 质粒
内源质粒在硫杆菌中存在相当普遍，FGH%和FGHEHI$是分别从日本和南非分离的两个质粒，研究发

现，它们都与J0K;质粒有相似之处，特别是FGHEHI$呈现出一种天然的杂合物，它同时拥有类似J0K;质
粒的复制功能区和J0K9质粒的运动区，目前至少有三个来源于氧化亚铁硫杆菌的质粒被用来构建载体
开展该菌株的基因转移研究。

678 异源基因表达和筛选标记
用大肠杆菌克隆的氧化亚铁硫杆菌的基因表达研究证实，它的绝大多数持家基因能够与大肠杆菌

中的相应基因互补。尽管有迹象表明，异养菌的基因在氧化亚铁硫杆菌中表达不应该是很困难的，但在

遗传操作中寻找适合的遗传标记仍然存在困难。原因之一是该菌在硫培养基上生长时产生过低的F,



和在铁培养基上生长时过高的金属离子浓度使绝大多数的抗生素失活；另一个原因是这类细菌生长缓

慢，当经过!"!!#$菌落在固体培养基上长出时，所用的抗生素已经失活了。目前卡那霉素是唯一能在
硫培养基上成功应用的抗性标记［#］，汞抗性则是在铁培养基上唯一获得成功的选择标记。

!"# 基因转移系统的研究
在原核生物中引入外源基因的方式主要有转化，转导和接合三种。但在氧化亚铁硫杆菌中尚未发

现噬菌体，因此转导无法实施。在参与生物浸出的常温型细菌中，仅有氧化亚铁硫杆菌和氧化硫硫杆菌

（!"#$%&’#(()*+"#$$,#-&.*）中有关于基因转移系统的报道。

!%%&年’()*+,［-］等人报道了通过电转化的方式以汞抗性为标记转化氧化亚铁硫杆菌./#/0株取
得成功。但是转化频率相当低，因此这种方法是否有效也有待进一步探索。

!%%#年12+3等人利用大肠杆菌4+51族质粒能够转移到氧化亚铁硫杆菌中并表达其功能的特性，
他们选用6789&!-作为氧化亚铁硫杆菌基因工程载体，通过整合在大肠杆菌:;!"染色体上的81#质
粒<=*基因的作用被带动转移到氧化亚铁硫杆菌中，使得该质粒上的两个抗性基因（卡那霉素和链霉素
基因）和抗砷基因（>)=）被成功地转移到氧化亚铁硫杆菌中并获得表达［?，@］。

& 氧化亚铁硫杆菌中铁和硫氧化系统

$"! 铁氧化系统
由于分子生物学技术的应用，氧化亚铁硫杆菌铁氧化系统中的绝大多数功能成份已得到了鉴定。

它主要包括一个%&A9的外膜蛋白，一个称为铁质兰素的小兰铜蛋白，许多5和*型细胞色素及铁（"）
氧化酶等。铁（"）氧化酶定位在周质空间，它是电子从B2&C开始传递链途径中的一个组分，是一个位
于铁质兰素和各种细胞色素前面的电子传递体［D］。

$"$ 硫氧化系统
硫杆菌对无机硫化物的氧化可归纳为图!［%］。

图! 硫杆菌的无机硫氧化机制

图!中元素硫转化为亚硫酸这一步反应由元素硫氧化酶催
化完成，反应式为：:"CE&CF&E!F&:E0（*），氧化亚铁硫杆菌
在硫基质生长时其硫氧化酶催化反应需要有还原型谷胱苷肽

（G:F）存在。在酶反应分析时常发现有硫代硫酸产生，它是由
下面化学反应:"C:E0H!:&E0&H而来，由于反应式（*）需要氧，

并将!DE&中的!DE结合入其产物中，因此，该酶称为硫氧化酶。
相对铁氧化系统而言，硫的氧化研究则进展较慢，目前仅从

以亚铁基质上生长的氧化亚铁硫杆菌中纯化到一种性质独特的

酶，即在好氧条件下它依反应式（*）反应，而在厌氧条件下B20C可以取代E&作为电子受体使硫发生氧

化（图&）。它的这种酶需要G:F，被称为硫化氢HB20C氧化还原酶［!"］。
因此，在氧化亚铁硫杆菌中，关于元素硫的氧化已证实存在两种机制：（!）在硫基础盐培养基中有氧

生长时硫氧化以氧为最终电子受体；（&）在铁基础盐培养基中厌氧生长时，它利用三个酶即硫化氢H
B20C氧化还原酶，亚硫酸HB20C氧化还原酶及铁（"）氧化酶，共同将元素硫氧化为硫酸。其中硫化氢H
B20C氧化还原酶以B20C为最终电子受体将元素硫氧化成亚硫酸［!!］。上述两种情况下的硫氧化酶均定
位于周质空间。

0 氧化亚铁硫杆菌中基因克隆的策略及应用前景

由于氧化亚铁硫杆菌特殊的生理性质，所以开展其分子遗传学研究始终面临着选择合适的克隆载

体，合适的筛选标记和将9I>导入细胞的有效方法等方面的挑战。尽管如此，人们还是采取多种方法
从该菌中克隆了许多基因。这些方法包括：（!）根据蛋白质氨基酸合成探针，通过1J8方法，如兰铜蛋
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图! "#$%为电子受体氧化元素硫示意图

&’铁氧化系统；(’硫化氢)"#$%氧化还原酶；*’化学反应+
白基因［,!］，铁（!）氧化酶基因（-./）［0］；（!）与大肠杆菌相应突变株互补克隆基因，如酪氨酸氨酰123&
合成酶基因（145）［,$］；（$）利用异源基因为探针，通过分子杂交的方法克隆基因，如,，6—二磷酸核酮糖
羧化酶基因［,7］和固氮酶基因［,6］等。

目前，已有许多关于自养嗜酸硫氧化细菌生理，遗传及能量代谢机制方面研究的报道［,8",9］。从商

业的角度来说，氧化亚铁硫杆菌的铁和硫氧化能力是其具有重要实用价值的原因。相对来说，其绝大多

数铁氧化系统基因得到鉴定。最近，定位于自养硫杆菌周质空间中的还原型硫化物氧化途径中的一些

酶已开始纯化，如硫代硫酸氧化酶［!:］等。并有一个硫氧化途径的调节基因（其序列存取号为

;<&"::6!:0）被克隆测序。另外，一个嗜热古菌（!"#$#%&’(%)*#+%,-&(）的硫氧化酶已被纯化［!,］，对其研
究发现，该酶不需要任何辅因子即可表现出酶活性，这与氧化亚铁硫杆菌的复杂多组份硫氧化系统相比

更有希望尽快得到应用。能否通过遗传工程对这个酶基因进行改造，然后再应用于浸矿，目前尚未见有

报道，我们正在进行此方面的尝试。
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中国科学院科学出版基金!=年资助书刊概况
及今后资助范围与重点!

!=年前，中国科学院为了支持优秀的和重要的科技书刊出版，繁荣科技出版事业，促进科技事业发
展，设立了中国科学院科学出版基金（以下简称科学出版基金）。!=年中，中国科学院曾两度增加拨款，现
已累计投入科学出版基金<H==万元，择优资助科技学术期刊G!G种次、图书6<H种，使科学出版基金目前
已成为国内年投入资金额度最大（G==万元）、年资助出版科技书刊种数最多（约7==种）的出版基金。

! 过去!=年资助书刊概况

!&! 期刊
科学出版基金对期刊原则上实行“三年评（审）一次、一次定（资助）三年”，所资助的期刊是以.;O等

收录、引用频次、刊载反映国家重大重点项目成果的文章多少和期刊获奖情况等多重影响因子为主要评

价指标，综合评审选定的。!44=!7===年科学出版基金资助期刊的学科和刊类分布（种数）如下（括号
内的数字为重点资助的期刊种数）：

按学科分：生命科学44（6），数理科学（含力学、天文学等）!=<（"），化学GG（!!），地球科学6=（!!），技
术科学GG（G），其它GG（6）；按刊类分：学报类<=4（H7），通报类"=（H），科普类7!（!=），综合类!G（7）。
科学出版基金资助出版的学术期刊在!447年和!445年两次全国优秀科技期刊评选中先后有6<

种（次）获奖，其中获一、二等奖的共有G6种（次），占全国获一、二等奖期刊总数（7<"种）的7=P<Q。在
获!444年首届“国家期刊奖”的5G种科技期刊中，科学出版基金资助出版的期刊有!G种，占7!P4Q；其
中有5种排在前!=名，科学出版基金重点资助的《中国科学》和《科学通报》名列第一和第二。!444年我
国出版的科技期刊进入.;O的有!G种，科学出版基金资助的期刊占!!种。

!&# 图书（略）

7 今后的资助范围和重点

从上述资助书刊的分布可以看出，科学出版基金资助的书刊主要是自然科学和技术科学各领域的

科技书刊。以往申请和审批资助的书刊主要集中在学报类、通报类学术期刊和研究成果专著与基础理

论著作。跨入7!世纪的科学出版基金，将根据基金的宗旨、中科院院领导的指示精神和发展了的新形
势，适当调整其资助范围和重点，使其更加贴近我国经济建设与科技发展的需要。

!&! 期刊的主要资助范围（"）和重点（#）

"自然科学和技术科学各领域的重要科技期刊。

#刊载反映国家重大重点项目成果的论文多，国内外收录引用频次高、影响大，质量和效益好的优
秀科技期刊。

!&# 图书的主要资助范围（"）和重点（#）（略） （下转第H57页）
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