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高效铁氧化鞘细菌的筛选与鉴定
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摘要:【目的】铁氧化酶是氧化铁锰鞘细菌类在污水处理中最重要的酶，筛选铁氧化酶高产菌株，研究酶学特
性及研究该菌株对水中铁、锰的吸附性能。【方法】利用尿素培养基富集、CGY 平板从 3 份不同水样中分离
产铁氧化酶菌株:富集培养铁氧化酶产生菌;摇瓶复筛铁氧化酶产量较高的菌株，通过菌落形态、镜检、生理
生化试验和 16S rＲNA 基因序列遗传分析对目的菌株进行鉴定。【结果】分离筛选到一株高产铁氧化酶的菌
株 S9，被鉴定为鞘细菌球衣菌属浮游球衣菌( Sphaerotilus natans);该菌株对铁锰具有较强的吸附性，当吸附
时间为 4h 时，菌株对水中铁的吸附量为 29. 02mg / g，吸附率为 66. 77% ;当吸附时间为 6h 时，菌株对锰的吸
附量为 34. 49mg / g，吸附率为 70. 68% ;该菌株产铁氧化酶的最适温度和 pH 分别为 30℃和 7. 5，Mg2 +、Na +、
K +离子对铁氧化酶活性有一定的激活作用，Cu2 +对铁氧化酶影响不大，而 Mn2 +、Zn2 +对铁氧化酶具有很强
的抑制作用，Pb2 +、Ag +对铁氧化酶活性有一定的抑制作用。【结论】浮游球衣菌 S9 是一株具有较高铁氧化
性的菌株，在治理污水和给排水工程中的应用具有潜在的应用价值。
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鞘细菌是活性污泥中的主要菌群，对于污水中
的有机物和毒物有很强的降解作用，它可将溶解态
的铁和锰转化为不溶态的高价铁锰氧化物，去除水
质中的高铁高锰，从而达到水质净化的目的［1 － 3］。
利用氧化铁锰鞘细菌净化水质，简便、经济、有效，而
且不易造成二次污染［4］。此外，氧化铁锰鞘细菌还
可用于生产生物可降解材料 PHB、富集重金属和环
境监测等［5 － 9］。由于鞘细菌分离纯化的困难，所以
对于它们的分类一直困扰着人们，大部分学者仅从
其形态、生理、生态分布等方面来对它进行分
类［10 － 12］，随着 16S rＲNA 基因的序列分析方法的广
泛运用，人们开始从系统发育和进化的角度来探讨

和认识鞘细菌的分类及种、属间的亲缘关系［13 － 15］。
氧化铁锰鞘细菌处理污水的最重要酶是铁、锰

氧化酶系，而铁锰氧化酶酶活的高低以该酶对铁锰
的氧化率来表示［16］。国内外学者对铁氧化酶进行
了一系列的研究，但由于该酶含量较低，且容易失
活，给该酶的分离纯化带来一定的难度［17 － 18］。

本研究就具有较高铁氧化性鞘细菌的分离筛
选、形态特征、生理生化特征、分类学鉴定、对铁、锰
的吸附性能及酶学特性进行了初步研究，为今后该
菌株及铁氧化酶的进一步研究奠定了一定的理论
基础。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 水样:三明大田污水处理厂的活性污泥混合
液 1 份;龙岩连城矿区工业污水 1 份;三明尤溪生活
污水 1 份。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:生工 SK8255 柱式细菌基
因组 DNA 抽提试剂盒、Taq DNA 聚合酶、琼脂糖、
DNA Marker、正向引物 16S-F:5'-CAGAGTTTGATC
CTGGCT-3'、反向引物 16S-Ｒ: 5'-AGGAGGTGATCC
AGCCGCA-3'等试剂购自生工生物工程(上海)有限
公司。PCＲ 仪(美国 Bio-Ｒad 公司);FA2204B 型电
子分析天平(上海越平科学仪器有限公司);LDZX-
40B1 型立式自动电热压力蒸汽灭菌器(上海申安医
疗器械厂);TGL-M 型台式冷冻离心机(上海湘仪离
心机有限公司);SPX-15OB-Z 型生化培养箱 (上海
博讯实业有限公司医疗设备厂);THZ-25 大容量恒
温振荡器(太仓市华美生化仪器厂);7200 型分光光
度计［尤尼柯(上海)仪器有限公司］。
1. 1. 3 培养基:尿素培养基、CGY 培养基、Stoke 培
养基、复筛培养基及 Winogradsky 培养基等培养基
参照参考文献［5-6］的配方进行配制。
1. 2 鞘细菌的富集培养及分离纯化

吸取各水样 0. 5 mL 于装有 4. 5 mL 尿素培基的
试管中，摇匀，28℃静置培养，每 24 h 对光检查，挑
取疑是鞘细菌的絮状物移入新鲜富集培养基中，反
复富集数次(3 － 5 次);经过多次富集培养后，划线
于 Stoke 琼脂平板培养基，28℃培养 24 h，多次重新
划线后，挑取纯单菌落接种于 CGY 试管斜面。
1. 3 高效氧化铁鞘细菌的初筛

将分离纯化得到的鞘细菌接到铁锰平板培养基
中，于 28℃下进行培养，每隔 12h 观察培养基产生
红褐色沉淀的程度，选择产生沉淀时间短，且沉淀程
度好的的菌株进行复筛。
1. 4 高效氧化铁鞘细菌的复筛

将初筛得到的菌株进行活化后，用无菌水制成
浓度为 107 个 /mL 的菌悬液，以 2% 接种量接入装
有铁锰营养液的三角瓶中，于 30℃ 150 r /min 震荡
培养 3 d，测定发酵液的铁氧化酶活性。
1. 5 菌株 S9 的培养特征及生理生化特征实验

将试管保存的菌株接种于 2 种不同培养基

(CGY 培养基、Stoke 培养基)，30℃培养 3 d，观察并
记录菌株培养特征。

根据《常见细菌系统鉴定手册》［19］和《伯杰氏
细菌鉴定手册》对菌株生理生化进行鉴定。
1. 6 菌株 S9 的 16S rＲNA 基因序列的测定与分析
1. 6. 1 菌株 S9 基因组的提取:按照试剂盒说明书
提取菌株基因组 DNA。
1. 6. 2 16S rＲNA 基因的扩增与分析:采用细菌通
用引物进行扩增，PCＲ 反应条件为:98℃ 3 min;
98℃ 25 s，55℃ 25 s，72℃ 1 min，循环 30 次;延伸
10 min。扩增产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳进行检
测。

16S rＲNA 基因测序委托上海生工公司完成。
测序序列与 NCBI 网站 GenBank 中的已知序列进行
Blast。采用 MAGE 4. 0 软件中 Bootstrap Test of
Phylogeny 的 N-J 算法(BootStrap 的设定值为 1000)
构建系统进化树，进行系统发育的分析。
1. 7 菌株 S9 对水中 Fe3 +、Mn2 +离子的吸附实验

4℃冰箱保存的斜面，接种于新鲜的 CGY 斜面
培养基，30℃恒温箱活化培养 2 d，用接种环挑取一
环接入尿素培养基中 30℃培养 2 d，按 2% 接种量
(2 mL)接种于装有 20 mL 水样(金属离子浓度均为
10 mg /L，鞘细菌浓度约 0. 2 mg /mL)的 150 mL 三
角瓶中，30℃ 200 r /min 振荡吸附，每隔 1 h 测定水
体中 Fe3 +、Mn2 +等重金属离子的含量。每个处理进
行 3 个平行。

水中 Mn2 + 含量的测定采用甲醛肟分光光度
法［20］。

水中 Fe3 + 含量的测定采用邻菲罗啉分光光度
法［21］。

吸附量的计算:Q = (Co － C) × V /m
吸附率的计算:E =［(Co － C) /Co］× 100%
式中:Q(mg / g)表示吸附量，Co、C (mg /L)分别

表示 Mn2 +或 Fe3 +的初始质量浓度和吸附后的残余
质量浓度，m( g)表示吸附剂(鞘细菌 0. 2 mg /mL)的
用量，V(L)表示吸附溶液的体积(20 mL)。
1. 8 菌株铁氧化酶的测定

铁氧化酶活性是以该酶对亚铁离子的氧化率来
表示，氧化率越高表明酶活越高。其酶活测定方法
采用邻啡啰啉法［21 － 22］。

相对酶活(% ) = (平均氧化率 /最高平均氧化
率) × 100%
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氧化率(% ) =［1 － (OD样品 /OD空白)］× 100%
OD空白为未接种的培养液;每个样品进行 3 个

重复。
1. 9 菌株产铁氧化酶的酶学特性研究

发酵液 6347 × g 4℃离心 5 min，收集上清液，备
用。
1. 9. 1 温度对铁氧化酶酶活的影响:取 5 mL 上清
夜在不同温度 (20、25、30、35、40、45、50℃ )下保温
30 min，测定处理液的酶活。
1. 9. 2 pH 对铁氧化酶酶活的影响:取 5 mL 上清
夜在不同 pH (6、6. 5、7、7. 5、8. 0、8. 5)的缓冲体系
中保持 30 min，测定处理液的酶活。
1. 9. 3 金属离子对铁氧化酶酶活的影响:取 5 mL
上清夜添加不同金属离子溶液 ( MnCl2、MgCl2、
NaCl、KCl、ZnCl2、PbNO3、AgNO3、CuCl2 )，使金属离
子终浓度达到 5 mmol /L。在室温下放置 30 min，测
定处理液的酶活。

2 结果和分析

2. 1 富集与分离纯化
通过尿素培养基静态富集培养、CGY 培养基及

Stoke 培养基平板稀释涂布分离及平板划线分离，成
功从 3 份来自不同水样中分离出 20 株鞘细菌。这
些菌株均分离自污水处理厂的活性污泥中，而在工
业污水及生活污水的水样中未分离到鞘细菌，表明
鞘细菌主要分布在活性污泥中。
2. 2 高效氧化铁鞘细菌的分离筛选

将分离得到的 20 株菌接种于 Winogradsky 培养
基，由于 Winogradsky 培养基中含有柠檬酸铁铵，铁
氧化鞘细菌能将 Fe2 + 氧化生成红褐色的 Fe(OH) 3

沉淀。根据出现沉淀的程度、时间及颜色变化情况
来定性判断菌株铁氧化能力的高低，筛选出 S1、S3、
S5、S6、S7、S8、S9 共 7 株菌。
2. 3 高效氧化铁鞘细菌的复筛

将初筛得到的 7 株鞘细菌接种于复筛培养基，
30℃ 150 r /min 振荡培养 3 d，测定发酵液的铁氧化
能力。结果显示(图 1)，菌株对二价铁离子氧化率
的大小表示菌株产铁氧化酶的活力高低，不同鞘细
菌所产的铁氧化酶有一定的差别，各菌株产铁氧化
酶的差异如下:S9 ＞ S1 ＞ S7 ＞ S3 ＞ S6 ＞ S8 ＞ S5，其
中菌株 S9 的氧化率可达 68. 15%。以铁氧化率最

高菌株 S9 的酶活为 100%，其余菌株酶活跟其比值
表示各菌株的相对酶活，菌株 S9、S1、S7 的相对酶活
均达到 80%以上，以相对酶活为 100%的 S9 进行以
下实验。

图 1． 不同菌株铁氧化率的比较
Figure 1． Comparison of oxidation rate of different strains．

2. 4 菌株 S9 的初步鉴定
2. 4. 1 菌株 S9 的培养特征:菌株 S9 在 CGY 固体
培养基上培养 2 d，形成直径约 4 mm、表面湿润、淡
黄色圆形突起边缘整齐光滑的菌落，4 － 5d 后，菌
落隆起明显增大，菌苔厚实;在 Stoke 琼脂培养基上
形成直径约 1. 5 mm，白色粗糙，边缘不规则伴有卷
曲的丝状伸出，扁平，中央较厚，无光泽，具有菌膜的
半透明菌落;在 CGY 液体培养基和 Stoke 液体培养
基中，均会在液体表面形成白色絮状团块。
2. 4. 2 菌株 S9 菌体形态特征:对菌株 S9 进行镜
检，发现该菌株的菌体呈典型的丝状体结构，许多细
胞共同生长在一个管状鞘内，且呈丝状排列，单个细
胞为杆状，两端钝圆，无芽孢，革兰氏染色为阴性，不
分支或者有假分支，具有鞭毛;苏丹黑染色显示该菌
株菌体内含有大量的 PHB 颗粒。
2. 4. 3 菌株 S9 的部分生理生化实验:菌株 S9 对柠
檬酸盐利用、酒石酸盐利用、丙二酸利用为阳性，说
明该菌株能利用柠檬酸盐、酒石酸盐和丙二酸盐;能
水解淀粉及微弱的明胶液化能力;甲基红反应为阳
性，V-P 测定为阴性反应;能产生过氧化氢酶、硝酸
盐还原酶;能产生硫化氢;吲哚反应呈阴性;糖、醇类
发酵为阳性，闭管中不产气泡，说明菌株为葡萄糖发
酵型，能分解糖、醇类产生有机酸不产气。

综合菌株 S9 的菌落形态、菌体形态及生理生化
实验结果，特别是菌株多个细胞在同一管鞘内生长，
对明胶具有微弱的液化能力，革兰氏染色阴性，及对
过氧化氢和硝酸盐等具有明显的反应，与文献已报
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道的球衣菌的形态基本一致［2，19］，因此初步鉴定该
菌株为鞘细菌球衣菌属。
2. 5 菌株 S9 的遗传进化树分析

以菌株 S9 基因组 DNA 为模板进行菌株 16S
rＲNA PCＲ 扩增，经电泳得知该扩增产物大小约为
1413bp 的基因序列。

扩增得到的 16S rＲNA 基因序列进行全长测序
后，与 NCBI 网站的核酸数据库进行在线比对，结果

显示该菌株的序列与球衣菌属( Sphaerotilus)的多株
菌具有 99%以上的同源性。随机抽取若干个序列
进行系统进化树的构建。结果显示(图 2)，菌株 S9
与球衣菌属 ( Sphaerotilus)聚为一类，且与登录号
EU747337、FJ871054 等菌株 16S rＲNA 序列的同源
性达到 99%。因此，在细菌系统发育分类学上，将
该菌株鉴定为浮游球衣菌，命名为浮游球衣菌 S9
(Sphaerotilus natans S9)。

图 2． 菌株 S9 基于 16S rＲNA 基因序列的系统发育树
Figure 2． Phylogenetic tree based on 16S rＲNA gene sequences of the strain S9． Numbers in parentheses represent the sequences，accession number in

GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar，0． 5% sequence divergence．

2. 6 鞘细菌在污水治理中的应用
将活化后的菌株 S9 分别接种于含有 Fe3 +、

Mn2 +水中(金属浓度均为 10 mg /L)，30℃ 200 r /min
振荡，每隔 1h 取样测定水体中 Fe3 +、Mn2 +等金属离
子的含量，分别计算吸附量和吸附率，结果如图 3 显
示。由图 3-A 可见，菌株 S9 对水中铁的吸附随吸附
时间的延长呈增长趋势。当吸附时间为 1 － 4 h 时，
菌株对铁的吸附增长很快，吸附时间 4 h 后，菌株对
铁的吸附增长缓慢，当吸附时间为 4h 时，菌株对铁
的吸附量为 29. 02 mg / g，吸附率为 66. 77%。由图
3-B 可见，菌株 S9 对水中锰的吸附随吸附时间的延
长呈增长趋势。当吸附时间为 1 － 6h 时，菌株对铁
的吸附增长很快，吸附时间 6 h 后，菌株对铁的吸附
增长缓慢，当吸附时间为 6 h 时，菌株对铁的吸附量
为 34. 49 mg / g，吸附率为 70. 68%。

氧化铁锰鞘细菌对铁、锰的吸附作用绝大多数
归功于细胞外包裹着的鞘，这些鞘主要是由蛋白质、
类脂和多糖等有机化合物组成，而鞘的外围附有粘
液，因此可沉淀吸附水中的 Fe3 +、Mn2 +。

图 3．菌株 S9 对铁(A)和锰(B)的吸附
Figure 3． The strain S9 adsorption on iron ( A) and on

manganese (B) ．
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2. 7 菌株 S9 产铁氧化酶的酶学特性
2. 7. 1 温度对铁氧化酶活力的影响:结果显示(图
4)，菌株 S9 产铁氧化酶的活性随着温度的升高呈
先增后降的趋势，温度对铁氧化酶活性影响较大，其
最适活性温度为 30℃，当铁氧化酶在温度 30℃下保
温 30 min 后，其氧化率仍可达 53. 62%。

图 4． 温度对菌株 S9 铁氧化酶的影响
Figure 4． Effect of temperature on ferr-oxidase of strain S9．

2. 7. 2 pH 对铁氧化酶活力的影响:结果显示 (图
5)，菌株 S9 的铁氧化酶的活性随 pH 的升高呈先升
后降的趋势，铁氧化酶的稳定 pH 范围为 7 － 8，铁氧
化酶在 pH 7. 5 下放置 30 min 后，其氧化率仍可达
65. 26%。

图 5． pH 对菌株 S9 铁氧化酶的影响
Figure 5． Effect of pH on ferr-oxidase of strain S9．

2. 7. 3 金属离子对菌株产铁氧化酶活力的影响:结
果显示(图 6)，不同金属离子对菌株产铁氧化酶的
活性影响各不相同，Mg2 +、Na +、K +离子对铁氧化酶
活性有一定的激活作用，Cu2 + 对铁氧化酶影响不

大，而 Mn2 +、Zn2 +对铁氧化酶具有很强的抑制作用，
Pb2 +、Ag +对铁氧化酶活性有一定的抑制作用。

图 6． 金属离子对菌株 S9 铁氧化酶的影响
Figure 6． Effect of metal ions on ferr-oxidase of strain S9．

3 结论

铁氧化酶是鞘细菌在污水处理中的主要酶系，
本研究从水样中分离筛选得到一株具有较高铁氧化
活性的菌株 S9，对该菌株进行了分类学鉴定，确定
该菌株属于鞘细菌属的浮游球衣菌 ( Sphaerotilus
natans);该菌株对铁、锰具有较强的吸附性;同时研
究发现该菌株所产铁氧化酶的最适温度和 pH 分别
为 30℃和 7. 5，Mg2 +、Na +、K +离子对铁氧化酶活性
有一定的激活作用，Cu2 + 对铁氧化酶影响不大，而
Mn2 +、Zn2 +对铁氧化酶具有很强的抑制作用，Pb2 +、
Ag +对铁氧化酶活性有一定的抑制作用。对菌株 S9
的鉴定及研究菌株对铁、锰的吸附性，对菌株今后在
治理污水和给排水工程中的应用奠定了一定的基
础，而对菌株产铁氧化酶的酶学特性研究为该酶的
分离纯化及应用具有一定的指导意义。
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Isolation and identification of bacteria with ferro-oxidase
activity

Hong Zheng，Wensen Zhang，Xiaorong Zhang，Xiaomei Wu，Xingdai Zhan，Jiacong
Deng*

School of Ocean and Biochemical Engineering，Fuqing Branch of Fujian Normal University，Fuqing 350300，Fujian
Province，China

Abstract:［Objective］We screened and isolated Ferro-oxidase producing bacteria，for adsorbing iron and manganese．
［Methods］The strains producing Ferro-oxidase were isolated from three samples of water． Ferro-oxidase producing strains
were screened in shake flask culture，and identified according to morphological features，physiological and biochemical
analysis as well as 16S rＲNA gene sequence analysis． ［Ｒesults］We isolated a bacterium S9 ． The strain was identified as
Sphaerotilus natans． This strain had strongest adsorption on iron and manganese among the strains we identified，with
29. 02mg / g iron adsorption amount in water，and 66. 77% adsorption rate for 4 hours’adsorption． When the adsorption
time is 6 h，the adsorption amount of manganese was 34. 49mg / g，and the adsorption rate was 70. 68% ． The optimum
temperature and pH value of Ferro-oxidase were 30℃ and 7. 5，respectively． Mg2 +，Na +，K + could activate Ferro-
oxidase，whereas Cu2 + had little impact． While Mn2 +，Zn2 + could strongly inhibit Ferro-Oxidase，Pb2 +，Ag + had only
modest inhibitory effect． ［Conclusion］ Strain S9 had a high Ferro-oxidase activity，and has application potential in
sewage treatment．
Keywords: sheathed bacteria，Ferro-oxidase，screening，sewage treatment
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