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摘   要：【目的】明确不同种类有机物对氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans) BYM 磁

小体形成的促进作用，为安全有效提升细菌磁小体产量提供新思路。【方法】以 A. ferrooxidans BYM
为目的菌株，采用单因素试验分析 10 种有机物对 A. ferrooxidans BYM 亚铁氧化的影响，通过 4 L
发酵体系进一步筛选促进磁小体合成的有机物；通过分批发酵实验基于经典发酵动力学模型

(Logistic、Luedeking-Piret、底物消耗动力学方程)分别构建 A. ferrooxidans BYM 菌体生长、磁小

体合成以及亚铁消耗动力学模型。【结果】筛选得到 10 mmol/L 葡萄糖酸能使磁小体产量最高达

到 2.00×10−3 g/L，葡萄糖酸使 A. ferrooxidans BYM 细胞呈椭圆形，表面光滑；在葡萄糖酸作用下，

A. ferrooxidans BYM 的发酵符合 Logistic、Luedeking-Piret、底物消耗动力学方程。【结论】添加

10 mmol/L 葡萄糖酸能够使 A. ferrooxidans BYM 磁小体产量提升 8 倍，葡萄糖酸通过改变细胞形
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态和表面结构促进磁小体合成，菌体生长、产物生成以及底物消耗动力学模型可以阐明 A. 
ferrooxidans BYM 在葡萄糖酸存在下的分批发酵过程。 

关键词：氧化亚铁硫杆菌；磁小体；葡萄糖酸；发酵动力学；亚铁氧化 
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Abstract: [Objective] To clarify the promotion effects of different organic compounds on the 
formation of magnetosomes in Acidithiobacillus ferrooxidans BYM, so as to provide a new 
idea for safely and effectively improving the magnetosome yield. [Methods] Single-factor 
experiments were conducted to measure the effects of ten organic compounds on the ferrous 
oxidation of A. ferrooxidans BYM, and the organic compounds promoting the synthesis of 
magnetosomes were further screened by a 4 L fermentation system. The classical kinetic 
models (Logistic, Luedeking-Piret, and substrate consumption kinetic equations) were 
employed to build the kinetic models for the growth, magnetosome synthesis, and ferrous 
consumption of A. ferrooxidans BYM by batch fermentation experiments. [Results] The 
maximum magnetosome yield (2.00×10−3 g/L) was achieved with the addition of 10 mmol/L 
gluconic acid, in the presence of which the bacterial cells were oval and had a smooth surface. 
With the addition of gluconic acid, the fermentation kinetics of A. ferrooxidans BYM was in 
accordance with Logistic, Luedeking-Piret, and substrate consumption kinetic equations. 
[Conclusion] The addition of 10 mmol/L gluconic acid increases the magnetosome yield of A. 
ferrooxidans BYM by eight times. Gluconic acid changes the cell morphology and surface of A. 
ferrooxidans BYM. The kinetics models of cell growth, product formation, and substrate 
consumption can illustrate the batch fermentation of A. ferrooxidans BYM in the presence of 
gluconic acid. 
Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans; magnetosome; gluconic acid; fermentation kinetics; 
ferrous oxidation 
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磁小体是一种理想的生物纳米磁性材料，主

要成分是 Fe3O4 或 Fe3S4，具有粒径均一、超顺

磁性、纯度高、无细胞毒性等特点，在靶向载药、

生物定位、污水处理和磁热疗等方面具有广泛应

用[1-3]。研究表明，生物控制矿化作用下产生的磁小

体具有双层膜结构[4]。目前报道用于磁小体合成的

微生物主要是 3 种模式趋磁细菌，包括格利菲斯瓦

尔德镇磁螺菌(Magnetospirillum gryphiswaldense) 
MSR-1[5] 、 向 磁 磁 螺 菌 (Magnetospirillum 
magnetotacticum) MS-1[6] 、 Magnetospirillum 
magneticum AMB-1[7]。然而，这些趋磁细菌生长

条件苛刻，对氧浓度要求极为严格，导致细菌培

养和磁小体提取过程复杂，难以进行大规模生

产。氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans)
是一种化能自养革兰氏阴性细菌，最初发现于

1947 年[8]，广泛分布于酸性矿水、铁硫矿床以及

土壤中[9]，属于产磁小体的非趋磁细菌，能以亚

铁、硫元素以及还原型硫化物作为能源[10]。虽

然 已 有 研 究 通 过 单 因 素 和 响 应 面 试 验对       
A. ferrooxidans 产磁小体的发酵条件进行了优化，产

率有了显著提高，可达 0.012 mg/(L·h)，但相较    
于趋磁细菌的磁小体产率 0.036−0.154 mg/(L·h)，
A. ferrooxidans 的磁小体产率还有很大的差距[11]。

因此，筛选获得易于培养的磁小体产生菌，并通

过优化发酵条件提高磁小体产量，对于促进磁小

体商业化应用具有重要意义。 
A. ferrooxidans 作为典型的化能自养菌，对

多种有机物敏感[12]。人们在试验中多采用有机

酸、螯合剂以及表面活性剂作为促进剂[13]。研

究表明，A. ferrooxidans 在一定程度上能够吸收

特定有机物转化为细胞的生长物质，但是其同化

能力有限，主要体现在乙酸可以作为一种有机促

进剂，其结合细胞碳的能力大于氨基酸和糖类物

质[14]，其他常用的有机酸还包括草酸、苹果酸

以及柠檬酸等[15]。螯合剂可以与金属离子产生 

配位作用，从而提高菌体对金属的摄入量，主要

包括葡萄糖酸、乙二胺四乙酸(ethylenediamine 

tetraacetic acid, EDTA)、酒石酸和罗丹明 B 等[16]。

表面活性剂可以降低浸出液的表面张力，改变疏

水性和渗透性，主要包括吐温-20、吐温-80、聚

乙 二 醇 辛 基 苯 基 醚 (p-iso-octyl phenoxy 

polyethoxyethanol, TritonX-100) 和 聚 乙 二 醇

(polyethylene glycol, PEG)等[13]。因此，在分批

发酵中，加入有机物对菌体的次生代谢及菌体产

量具有促进作用，从而提高磁小体产量。 

发酵调控是实现磁小体规模化生产的前提，

发酵动力学是一门能够监控发酵过程中各种因素

随发酵时间变化的科学。通过发酵动力学的研究

和发酵模型的建立，能够进一步了解发酵过程中

菌体生长与产物形成的机制，以及环境因素对这

些机制的影响，实现发酵过程的有效控制，从而

达到提高发酵产物指标的目的[17-19]。微生物发酵

动力学模型包括：菌体生长动力学模型、产物生

成动力学模型和底物消耗动力学模型[20-22]。通过

这些动力学模型探究 A. ferrooxidans BYM 在整

个发酵阶段的菌体生长、磁小体生成和亚铁消耗

情况，可为细菌磁小体的规模化发酵提供理论和

实践依据。另外，对于细菌合成磁小体发酵动力

学研究，有助于实现发酵过程的优化。发酵规模

的扩大对于产物生成具有关键作用，有利于产磁

小体细菌的工厂化发酵及补料发酵培养。目前，

对于 A. ferrooxidans BYM 发酵动力学的探究主

要集中在次生矿物的合成中，对其合成磁小体的

发酵动力学的探究尚未深入报道[23]。 

因此，本研究以 A. ferrooxidans BYM 为研

究对象，旨在探究有机酸、表面活性剂和螯合剂

等外源有机物添加对菌体生长和磁小体合成的

影响；解析 A. ferrooxidans BYM 在添加最佳促

进剂体系中的发酵动力学特征，阐明促进剂作用 
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下 A. ferrooxidans BYM 的菌体生长、磁小体合

成及亚铁氧化的动态规律，为 A. ferrooxidans 
BYM 磁小体产量提升提供一种新思路。 

1  材料与方法 
1.1  菌种和培养基 

A. ferrooxidans BYM 是本课题组于甘肃白

银铜矿样品中分离获得，保藏于中国典型培养物

保藏中心(China Center for Type Culture Collection, 
CCTCC)，保藏编号为 CCTCC M2018630。 

改良的 9K 液体培养基由溶液 A (0.7 L)和溶

液 B (0.3 L)组成，溶液 A (g/L)：(NH4)2SO4 1.2，
KCl 0.1，K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.5，Ca(NO3)2 
0.01；溶液 B (g/L)：FeSO4ּ·7H2O 40.0。使用时，

将溶液 A 于 121 ℃灭菌 15 min，溶液 B 用稀

H2SO4 调 pH 至 2.0，经 0.22 μm 滤膜过滤除菌加

入到 A 液中。 

1.2  主要试剂和仪器 
七水硫酸亚铁、酒石酸、L-抗坏血酸、十二

烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)和乙二

胺四乙酸二钠 (ethylenediaminetetraacetic acid 
disodium salt, EDTA-2Na)，天津市大茂化学试剂

厂；柠檬酸，天津博迪化工股份有限公司；苹果

酸，上海麦克林生化科技股份有限公司；甘氨酸、

TritonX-100，北京兰杰柯科技有限公司；葡萄糖

酸，国药集团化学试剂有限公司；吐温-80，辽

宁泉瑞试剂有限公司。 
振荡培养箱，上海旻泉仪器有限公司；台式

高速冷冻离心机，湖南可成仪器设备有限公司；

扫描电子显微镜、透射电子显微镜，株式会社日

立制作所；傅里叶变换红外光谱仪，赛默飞世尔

科技公司。 

1.3  Acidithiobacillus ferrooxidans BYM 的

培养和菌体收集 
将 A. ferrooxidans BYM 按照体积分数 10% 

的接种量接种于改良的 9K 液体培养基中，

30 ℃、120 r/min 条件下振荡培养，当培养基中

Fe2+氧化达 90%时，细菌达到了对数生长期，菌液

颜色呈红棕色[24]。收集菌液，经 4 ℃、2 000 r/min

离心 5 min 去除培养基中的铁矾沉淀，上清经

4 ℃、10 000 r/min 离心 5 min 获得菌体沉淀，用

pH 2.0 的稀 H2SO4 洗涤，重复此步骤至菌体中无

铁矾沉淀。将收集得到的菌体暂存备用[25]。 

1.4  不 同 有 机 物 对 Acidithiobacillus 
ferrooxidans BYM 生长的影响 

备用菌体用 pH 2.0 的稀 H2SO4 重悬后，取

100 µL 分别接种于不同有机物不同浓度的 20 mL

改良的 9K 液体培养基中，30 ℃、120 r/min 条

件下振荡培养(表 1)。每种有机物浓度变量进行

3 次重复试验。培养至对数期利用重铬酸钾法

滴定，记录滴定体积并计算亚铁氧化速率，见公

式(1)。 
亚铁氧化速率(mol/h)=0.01×6×(初始时间重铬酸钾体

积−到达对数期重铬酸钾体积)/达到对数期时间     (1) 

根据不同有机物对 A. ferrooxidans BYM 亚

铁氧化速率的影响，选择亚铁氧化速率最高的

葡萄糖酸、L-抗坏血酸以及苹果酸进行扩大体

系(4 L)培养，以不添加有机物组作为对照。培养

条件：液体培养基 pH 2.0，接种量 10% (体积分

数)，温度 30 ℃，通气量 0.7 L/min。当培养基中

Fe2+氧化率达到 90%时，取样测试分析亚铁氧化

速率，并收集菌体。 

菌体收集采用三联薄膜过滤器进行抽滤，选

择规格 50 mm、孔径 0.22 μm 的混纤微孔滤膜，

菌体吸附在滤膜上。用 pH 2.0 的稀 H2SO4 将滤

膜上的菌体冲洗收集至烧杯中。菌体悬浮液

4 ℃、2 000 r/min 离心 5 min，弃沉淀，取上清

液再次离心，弃上清。将无铁矾沉淀的菌体转

移至离心管中，称量菌体湿重。 
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表 1  不同有机物及其添加浓度 
Table 1  Different organic compounds and their added concentrations 
Organic compounds Concentration groups 

1 2 3 4 5 
Citric acid (mmol/L) 0.0 5.0 30.0 60.0 120.0 
Tartaric acid (mmol/L) 0.0 5.0 20.0 40.0 50.0 
L-ascorbic acid (mmol/L) 0.0 2.0 6.0 8.0 10.0 
Malic acid (mmol/L) 0.0 5.0 10.0 20.0 30.0 
Glycine (mmol/L) 0.0 5.0 10.0 20.0 30.0 
Gluconic acid (mmol/L) 0.0 5.0 20.0 30.0 40.0 
Tween 80 (mmol/L) 0.0 0.1 0.5 4.0 8.0 
TritonX-100 (mmol/L) 0.0 5.0 10.0 30.0 40.0 
SDS (mmol/L) 0.0 1.0 5.0 10.0 20.0 
EDTA-2Na (mmol/L) 0.0 2.0 4.0 6.0 10.0 

 

1.5  不 同 有 机 物 对 Acidithiobacillus 
ferrooxidans BYM 磁小体合成的影响 

采用超声破碎的方式，将上述收集得到的各

试验组的菌体进行磁小体提取。将大约 0.5 g 湿

菌体悬浮于 20 mL Tris-HCl 缓冲液中，其中包括

DNA 酶 50 µg/mL，RNA 酶 100 µg/mL，MgCl2   
5 mmol/L，1% (质量体积分数)溶菌酶，苯甲基

磺酰氟化物 0.1 mmol/L，37 ℃水浴 1 h。然后在

冰浴条件下，382.5 W 功率下超声间歇处理 1 h 
(运行 3 s，间歇 5 s)。将超声后的细胞悬液转入平

底烧杯中，置于磁铁 S 极上静置 1 h。用 10 mmol/L 
4-羟乙基哌嗪乙磺酸(pH 7.4)缓冲液反复吹洗聚

集在烧杯底部的磁小体颗粒以去除静电吸附的

杂质。将收集得到的磁小体称重，加入生理盐水

于 4 ℃保存备用[25]。 

1.6  葡萄糖酸对Acidithiobacillus ferrooxidans 
BYM 生长与磁小体合成的影响 

以 10% (体积分数)的接种量，将菌种接种至

含有 10 mmol/L 葡萄糖酸的 4 L 改良的 9K 液体

培养基中进行培养。按照 1.3 所述的方法收集对

数期的菌体，称量湿重，以探究葡萄糖酸对 A. 
ferrooxidans BYM 生长的影响。随后将收集得到

的菌体按照 1.5 所述的方法进行磁小体提取，并

称重，以探究葡萄糖酸对 A. ferrooxidans BYM
磁小体合成的影响。 

相同发酵条件下收集的菌体分为两部分，分

别用于探究葡萄糖酸对细菌的表型特征和磁小

体数量的影响。取部分菌体用 2.5% (体积分数)
戊二醛固定 12 h，经 pH 7.4 0.1 mmol/L 的 PBS
漂洗后重悬，菌体悬液 4 ℃、10 000 r/min 离心

5 min，重复 4 次后，用体积分数为 30%、50%、

70%、90%和 100%的乙醇分别进行处理，再 4 ℃、

10 000 r/min 离心 5 min，随后将样品置于无水乙

醇中，采用扫描电镜(scanning electron microscope, 
SEM)分析菌体表面形态，采用透射电子显微镜

(transmission electron microscope, TEM)观察分

析磁小体数量。另外一部分菌体冻干后进行傅里

叶 变 换 红 外 光 谱 (Fourier transform infrared 
spectrometer, FTIR)测试，分析菌体表面官能团

特征。 

1.7  葡 萄 糖 酸 存 在 下 Acidithiobacillus 
ferrooxidans BYM 发酵动力学研究 

根据已报道的关于 A. ferrooxidans 微生物生

长、底物消耗以及产物生成动力学模型[26-27]，选

择合适的动力学方程拟合 A. ferrooxidans BYM
菌体生长、亚铁消耗以及磁小体生成情况。将待

测发酵液按照 24、36、42、48、54、60、66、
72 h 进行 4 L 体系培养。于选定时间结束发酵进

行重铬酸钾滴定，测定培养基中残留 Fe2+的量。

另外，收集菌体称重，并利用超声破碎、磁吸附
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方法收集磁小体，称取磁小体重量并计算每升发

酵液产磁小体的量。上述每个变量进行 5 组平行

试验。 
Logistic 方程描述菌体生长动力学，见公  

式(2)。 

(1 )m
m

dX XX
dt X

μ= −
         

                 (2) 

式中，X 表示菌体浓度(g/L)，Xm 表示最大细胞

浓度(g/L)，μm 表示最大比生长速率(s−1)，t 表示

发酵时间(h)。 
Luedeking-Priet 方程描述产物形成同菌体

生长的相关性，见公式(3)。 
dP dX X
dt dt

α β= +                             (3) 

式中，X 表示菌体浓度(g/L)，P 表示磁小体产量

(g/L)，t 表示发酵时间(h)，α和 β表示系数。 
亚铁消耗用动力学模型表述，见公式(4)。 

/ /

1 1

X S P S

dS dS dP mX
dt Y dt Y dt

− = − × + × +
      

      (4) 

式中，S 表示亚铁浓度(g/L)，YX/S 表示用于菌体

生长的得率常数，YP/S 表示用于产物积累的得率

常数，m 表示维持系数，X 表示细胞浓度(g/L)。 
1.8  数据统计分析 

利 用 Origin 2018 版 软 件 (OriginLab 
Corporation)进行统计分析；OMNIC 8.0 (赛默

飞世尔科技公司)对 FTIR 试验数据进行处理；

1stOpt 5.0 软件(北京七维高科科技有限公司)
进行动力学分析。利用 IBM SPSS Statistics 
25.0 (国际商业机器公司 )对 A. ferrooxidans 
BYM 不同有机物处理组的亚铁氧化速率进行

统计学分析。 

2  结果与分析 
2.1  不 同 有 机 物 对 Acidithiobacillus 
ferrooxidans BYM 生长的影响 

本研究通过改变培养基中添加有机物的浓

度 ， 探 究 不 同 有 机 物 的 不 同 浓 度 对 A. 

ferrooxidans BYM 生长的影响。 
2.1.1  亚铁氧化速率的比较 

在 探 究 不 同 有 机 物 的 不 同 浓 度 对 A. 
ferrooxidans BYM 生长的影响试验中，L-抗坏血

酸、苹果酸以及葡萄糖酸的添加可促进 A. 
ferrooxidans BYM 的亚铁氧化。如图 1 所示，随

着 L-抗坏血酸(图 1A)和苹果酸(图 1B)浓度的增

加，A. ferrooxidans BYM 亚铁氧化速率总体呈现

逐渐降低的趋势，2 mmol/L L-抗坏血酸添加组与

5 mmol/L 苹果酸添加组的亚铁氧化速率显著高

于未添加有机物组，表明 2 mmol/L L-抗坏血酸

与 5 mmol/L 苹果酸对 A. ferrooxidans BYM 亚铁

氧化速率具有促进作用。随着葡萄糖酸(图 1C)
浓度的增加，其亚铁氧化速率呈现先上升后下降

的趋势。5 mmol/L 和 20 mmol/L 葡萄糖酸添加

组的亚铁氧化速率均显著高于未添加有机物组，

表明 5 mmol/L 和 20 mmol/L 葡萄糖酸对 A. 
ferrooxidans BYM 亚铁氧化速率具有促进作用。

其中，2、8、10 mmol/L 的 L-抗坏血酸添加组相

较于未添加有机物组存在极显著差异(P<0.01)，
5、10、20、30 mmol/L 的苹果酸添加组相较于

未添加有机物组存在极显著差异(P<0.01)，5、
20、30、40 mmol/L 的葡萄糖酸添加组相较于未

添加有机物组存在极显著差异(P<0.01)。 
如图 2 所示，添加不同浓度柠檬酸、酒石酸、

TritonX-100、吐温-80 和 SDS，随着有机物浓度

的增加，A. ferrooxidans BYM 亚铁氧化速率均整

体呈现下降趋势。柠檬酸添加组(图 2A)、酒石

酸添加组(图 2B)、TritonX-100 添加组(图 2C)和

SDS 添加组(图 2E)相较于未添加有机物组均存在

极显著差异(P<0.01)。0.5、4、8 mmol/L 吐温-80

添加组(图 2D)相较于未添加有机物组均存在极显

著差异(P<0.01)。说明柠檬酸、酒石酸、TritonX-100、

吐温-80 和 SDS 的存在均会影响 A. ferrooxidans 

BYM 亚铁氧化速率，抑制菌体的生长。 
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图 1  不同浓度不同小分子有机酸对 Acidithiobacillus ferrooxidans BYM 亚铁氧化速率影响   A：L-抗坏

血酸. B：苹果酸. C：葡萄糖酸. **表示 P<0.01 
Figure 1  Effect of different concentrations of different small molecular organic acids on the ferrous oxidation 
rate of Acidithiobacillus ferrooxidans BYM. A: L-ascorbic acid. B: Malic acid. C: Gluconic acid.** represents 
significant differences of P<0.01. 
 

如图 2 所示，根据甘氨酸和 EDTA-2Na 试

验可知，随着甘氨酸浓度的增加，其亚铁氧化速

率呈现先上升后下降的趋势 (图 2F)。增加

EDTA-2Na 浓度，其亚铁氧化速率呈现先降低然

后趋于平稳的趋势(图 2G)。甘氨酸添加组与

EDTA-2Na 添加组相较于未添加有机物组均存

在极显著差异(P<0.01)。由此可说明，上述有机

物的添加均会抑制 A. ferrooxidans BYM 的亚铁

氧化能力。 
综上所述，L-抗坏血酸浓度为 2 mmol/L、苹

果酸浓度为 5 mmol/L、葡萄糖酸为 5 mmol/L 和

20 mmol/L时均会促进A. ferrooxidans BYM的亚

铁氧化速率，分别可达到 1.55×10−6、1.70×10−6、

1.42×10−6 和 1.47×10−6 mol/h。然而，其他有机物

的添加均对 A. ferrooxidans BYM 亚铁氧化产生

抑制作用。因此，选择 L-抗坏血酸、苹果酸和

葡萄糖酸进行下一步试验。 
为进一步筛选磁小体合成最优促进剂，选用

L-抗坏血酸(0、0.5、1.0、1.5、2.0 mmol/L)、苹

果酸(0、0.5、1.0、3.0、5.0 mmol/L)和葡萄糖酸

(0、5、10、15、20 mmol/L)进行试验，以 A. 

ferrooxidans BYM 达到对数期的亚铁氧化速率、

菌体湿重和磁小体产量作为筛选标准(图 3)。 
如图 3 所示，1.0 mmol/L L-抗坏血酸对 A. 

ferrooxidans BYM 菌体生长的促进作用最显著

(图 3A)，其亚铁氧化速率可达 2.17×10−6 mol/h。
1.0 mmol/L 的苹果酸对 A. ferrooxidans BYM 菌

体生长的促进作用最明显，其亚铁氧化速率高于

L-抗坏血酸，可达 2.40×10−6 mol/h (图 3B)。葡萄

糖酸浓度为 20 mmol/L 时，对 A. ferrooxidans 
BYM 菌体生长的促进作用最明显，其亚铁氧化

速率最高，可达 2.42×10−6 mol/h (图 3C)。0.5、
1.0、1.5 mmol/L L-抗坏血酸添加组相较于未添加

有机物组均存在极显著差异(P<0.01)，0.5 mmol/L
和 1.0 mmol/L 苹果酸添加组相较于未添加有机

物组均存在极显著差异 (P<0.01)， 10、 15、     
20 mmol/L 葡萄糖酸添加组相较于未添加有机

物组均存在极显著差异(P<0.01)。 
2.1.2  菌体生长的比较 

如图 4 所示，L-抗坏血酸以 1.5 mmol/L 添加

时，其菌体浓度高于未添加组，可达 0.160 g/L (图
4A)，相较于未添加组存在极显著差异(P<0.01)。 
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图 2  不同浓度不同有机物对 Acidithiobacillus ferrooxidans BYM 亚铁氧化速率影响   A：柠檬酸. B：

酒石酸. C：TritonX-100. D：吐温-80. E：SDS. F：甘氨酸. G：EDTA-2Na. **表示 P<0.01 
Figure 2  Effect of different concentrations of different organic substance on the ferrous oxidation rate of 
Acidithiobacillus ferrooxidans BYM. A: Citric acid. B: Tartaric acid. C: TritonX-100. D: Tween 80. E: 
SDS. F: Glycine. G: EDTA-2Na. ** represents significant differences of P<0.01. 
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其中，0.5 mmol/L L-抗坏血酸试验组菌体湿重

较 低 ， 相 较 于 未 添 加 组 存 在 极 显 著 差 异

(P<0.01)。苹果酸浓度在 1 mmol/L 时，其菌体

浓度略高于未添加有机物组，此时菌体浓度最

高，可达 0.145 g/L (图 4B)。其中，3 mmol/L 和

5 mmol/L 苹果酸试验组相较于未添加有机物组

存在极显著差异(P<0.01)。当葡萄糖酸添加量为

15 mmol/L，其菌体浓度最高，可达 0.188 g/L (图
4C)。其中，添加 10 mmol/L 葡萄糖酸试验组相

较于未添加有机物组存在显著差异(P<0.05)，添

加 15 mmol/L和 20 mmol/L葡萄糖酸试验组相较

于未添加有机物组存在极显著差异(P<0.01)。

 

 
 

图 3  不同有机酸对 Acidithiobacillus ferrooxidans BYM 亚铁氧化速率影响   A：L-抗坏血酸. B：苹果

酸. C：葡萄糖酸. **表示 P<0.01 
Figure 3  Effect of different organic acids on the ferrous oxidation rate of Acidithiobacillus ferrooxidans 
BYM. A: L-ascorbic acid. B: Malic acid. C: Gluconic acid. ** represents significant differences of P<0.01. 

 

 
 

图 4  不同浓度有机物对 Acidithiobacillus ferrooxidans BYM 菌体浓度的影响   A：L-抗坏血酸. B：苹

果酸. C：葡萄糖酸. **表示 P<0.01，*表示 P<0.05 
Figure 4  Effect of different concentrations of organic matter on concentration of Acidithiobacillus 
ferrooxidans BYM. A: L-ascorbic acid. B: Malic acid. C: Gluconic acid. ** represents significant differences of 
P<0.01, * represents significant differences of P<0.05. 
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2.2  不 同 有 机 物 对 Acidithiobacillus 
ferrooxidans BYM 磁小体合成的影响 

如图 5 所示，磁小体提取试验表明，1.0、

1.5、2.0 mmol/L L-抗坏血酸添加组磁小体产量均

高于未添加有机物组。1.5 mmol/L L-抗坏血酸添

加组磁小体产量最高，为 9.83×10−4 g/L (图 5A)。

1.0、1.5、2.0 mmol/L L-抗坏血酸添加组相较   

于未添加有机物组均存在极显著差异(P<0.01)。

1.0 mmol/L 苹果酸添加组磁小体产量最高为

7.58×10−4 g/L (图 5B)。0.5、1.0、3.0 mmol/L 苹果

酸添加组相较于未添加有机物组均存在极显著差

异(P<0.01)。10 mmol/L 葡萄糖酸添加组磁小体产

量最高，为2.00×10−3 g/L (图 5C)。5、10、15 mmol/L

葡萄糖酸添加组磁小体产量与未添加有机物组

相比均存在极显著差异(P<0.01)。同时，所有苹

果酸以及葡萄糖酸添加组的磁小体产量均高于

未添加组。 

2.3  葡萄糖酸对Acidithiobacillus ferrooxidans 
BYM 生长及磁小体合成的促进作用 

根据上述试验结果选择 10 mmol/L 的葡萄

糖酸进行 A. ferrooxidans BYM 发酵培养，以不

添加有机物的 A. ferrooxidans BYM 作为对照

组。葡萄糖酸作用前后菌体表观形态以及表面

基团化结果如图 6 所示。SEM 结果表明，添加

葡萄糖酸组细菌呈椭圆形，表面光滑(图 6A)。
而对照组表面有褶皱，呈杆状(图 6B)。TEM 结

果表明，添加葡萄糖酸组细菌胞内磁小体分散

排列(图 6C)，数量明显高于未添加葡萄糖酸组

(图 6D)。 
采用 FTIR 仪对添加 10 mmol/L 葡萄糖酸 A. 

ferrooxidans BYM 进行测试，如图 7 所示。以处

于对数期的 A. ferrooxidans BYM 作为对照。 

添加 10 mmol/L 葡萄糖酸组在 3 402.02、     

2 926.84、1 652.82、1 536.74、1 236.29、1 079.29

和 614.31 cm−1 处出现峰值。未添加有机物组在   

3 414.28、2 926.87、2 362.35、1 651.55、1 538.74、

1 453.26、1 236.65、1 080.13 和 612.30 cm−1 处

出现峰值(图 7)。通过与 NIST 数据库比较可知，

经过葡萄糖酸处理后相较于未添加葡萄糖酸组

在 2 362 cm−1 处少了一个峰，推测可能是 C10H−。 

 

 
 

图 5  不同浓度有机物对 Acidithiobacillus ferrooxidans BYM 磁小体合成的影响   A：L-抗坏血酸. B：

苹果酸. C：葡萄糖酸. **表示 P<0.01 
Figure 5  Effect of different concentrations of organic matter on the synthesis of Acidithiobacillus 
ferrooxidans BYM magnetosomes. A: L-ascorbic acid. B: Malic acid. C: Gluconic acid. ** represents 
significant differences of P<0.01. 
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图 6  Acidithiobacillus ferrooxidans BYM 的扫描电镜图及透射电镜图   A：500 nm 标尺下的葡萄糖酸

处理组扫描电镜图. B：500 nm 标尺下的对照组扫描电镜图. C：500 nm 标尺下的葡萄糖酸处理组透射电

镜图. D：500 nm 标尺下的对照组透射电镜图. 箭头指向磁小体黑色颗粒 
Figure 6  The SEM and BYM of Acidithiobacillus ferrooxidans BYM. A: Gluconic acid-treated group at 500 
nm scale. B: Control group at 500 nm scale and the TEM. C: Gluconic acid-treated group at 500 nm scale. D: 
Control group at 500 nm scale of Acidithiobacillus ferrooxidans BYM. The arrow pointed to the black 
magnetosome particles. 
 

为探究 A. ferrooxidans BYM 发酵过程中菌

体变化、磁小体生成以及亚铁消耗情况，选用菌

体生长动力学模型建立最常用的是Logistic模型

和 Monod 方程。Logistic 模型是一个非常典型的

S 型曲线方程，常被用来描述菌体浓度与营养物

质之间的非线性关系。因此 A. ferrooxidans BYM
菌体生长动力学模型选用 Logistic 方程进行拟

合。利用 1stOpt 软件对试验数据进行非线性拟 
合，可得动力学参数为 X0=0.010 5，Xm=0.165 2， 

μm=0.084 3。代入公式(2)，整理可得 A. ferrooxidans 
BYM 菌体生长随时间变化的动力学方程，见公式(5)。 

0.084 3

0.084 3

0.010 5
1 0.063 6 (1 )

t

t

eX
e

=
− × −

         
          (5) 

式中，X 代表生物量(g/L)，t 代表发酵时间(h)。 
由公式(5)所述动力学方程可知，随着发酵

时间的延长，菌体湿重逐渐增加，将拟合得到的

参数代入方程，得到 R2 为 0.99，拟合结果良好，

说明该模型能够很好地描述 A. ferrooxidans 
BYM 菌体生长过程。 
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图 7  葡 萄 糖 酸 处 理 前 后 Acidithiobacillus 
ferrooxidans BYM 的傅里叶变换红外光谱图 
Figure 7  FTIR of Acidithiobacillus ferrooxidans 
BYM with and without gluconic acid treatment. 

 
A. ferrooxidans BYM 磁小体生成动力学为

磁小体生物合成过程，选用 Luedeking-Priet 方程

构建动力学模型，此方程能够准确描述出产物形

成同菌体生长的相关性。利用 1stOpt 软件对不

同发酵时间磁小体浓度进行非线性拟合，得到动

力学参数为 P0=0.000 1，α=0.000 9，β=0.000 2，
代入公式(3)，整理可得 A. ferrooxidans BYM 磁

小体合成随时间变化的动力学方程，见公式(6)。 
0.084 3

0.084 3

0.084 3

0.000 009 450.0001
1 0.063 6 (1 )

0.000 4 ln [1 0.124 6 (1 )]

t

t

t

eP
e

e

= + +
− × −

× − × −
          (6) 

式中，P 代表磁小体生成量(g/L)，t 代表发酵时

间(h)。 
由公式(6)所述的动力学方程可知，随着发

酵时间的延长，磁小体的产量逐渐增加，将拟合

得到的参数代入方程，得到 R2 为 0.98，拟合结

果 良 好 ， 说 明 该 模 型 能 够 很 好 地 描 述 A. 
ferrooxidans BYM 磁小体生成过程。 

A. ferrooxidans BYM 是以铁或硫为底物进

行电子传递的微生物，并且仅在亚铁存在的情况

下，A. ferrooxidans BYM 才能合成磁小体。因此，

本研究将 FeSO4 作为关键底物进行动力学分析。

利用 1stOpt 软件对不同发酵时间的亚铁浓度进

行非线性拟合，得到 A. ferrooxidans BYM 亚铁

消耗动力学参数为 S0=−0.995 3，a=0.029 0，
b=0.000 3 ， 代 入 公 式 (4) ， 整 理 可 得 A. 
ferrooxidans BYM 亚铁氧化随时间变化的动力

学方程，见公式(7)。 
0.084 3

0.084 3

0.084 3

0.000 30.995 3 [ 1]
1 0.063 6 (1 )

0.000 019 ln [1 0.063 6 (1 )]

t

t

t

eS
e

e

= − − − −
− × −

× − × −
      (7) 

式中，S 代表亚铁浓度(g/L)，t 代表发酵时间(h)。 
由公式(7)所述的动力学方程可知，随着发

酵时间逐渐接近 72 h，亚铁含量趋近于 0，R2

为 0.98，拟合结果良好，说明该模型能够很好地

描述 A. ferrooxidans BYM 亚铁利用过程。 

3  讨论 
A. ferrooxidans BYM 在好氧条件下能够以

培养基中的 FeSO4 为底物进行磁小体合成。随着

研究的不断深入，发现这类细菌在一定程度上能

够吸收特定有机物转化为细胞的生长物质，但是

其同化能力有限[14]。研究发现，A. ferrooxidans 
BYM 生长和磁小体合成受到培养基组分和培养

条件的影响[28]。由于不同有机物可以调节亚铁

转运，改变细胞膜通透性，从而达到促进 A. 
ferrooxidans BYM 生长的目的。因此，本研究以

A. ferrooxidans BYM 为目的菌株，分别添加 10
种不同浓度有机物，根据亚铁氧化速率判断不同

浓度有机物对 A. ferrooxidans BYM 亚铁氧化的

效果，为进一步探究 A. ferrooxidans BYM 磁小

体的发酵奠定基础。 
研究表明，不同浓度的柠檬酸可能影响 A. 

ferrooxidans 磁小体相关基因 mpsA、feoB、tonB
及 mpsA 的表达，推测其原因可能是由于柠檬酸

能够螯合 Fe3+，促进 A. ferrooxidans 对 Fe3+的转
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运[29]。对 A. ferrooxidans R2 进行低分子量有机

酸耐受试验，结果表明 A. ferrooxidans R2 可以

耐受 40 mmol/L 的柠檬酸[30]。因此，本研究选择

柠檬酸探究其对 A. ferrooxidans BYM 菌体生长

的影响。酒石酸作为常见的金属螯合剂常用于重

金属吸附，能够较好地吸附被污染土壤中的镍、

铜、锌、镉和铅[31]。0.5 mmol/L 抗坏血酸能够完

全抑制A. ferrooxidans NCIM 5370中的过氧化氢

酶活性[32]。其还原作用能够减少 Fe3+的积累，加

速铁的循环。因此推测，试验中添加 L-抗坏血

酸能够通过还原作用消耗 A. ferrooxidans BYM
代谢产生的 Fe3+，同时减少活性氧和自由基对

A. ferrooxidans BYM 的损伤。苹果酸作为一种小

分子量有机酸常用于金属生物浸出[33]。因此，

本研究添加苹果酸，判断其对 A. ferrooxidans 
BYM 菌体生长的影响。在培养基中添加 L-甘氨

酸能够促进 A. ferrooxidans CK 浸出胶磷矿的效

率，通过试验结果可知，L-甘氨酸的存在能够

显著增强细菌在矿物表面的吸附作用[34]。葡萄

糖酸作为铁螯合剂能够在一定程度上促进     
A. ferrooxidans ATCC 23270 生长[35]。因此，本研

究通过添加葡萄糖酸验证其对亚铁氧化的作用。

10 mmol/L 的吐温-80 能够促进 A. ferrooxidans 
ATCC 23270 生长以及 S0 和 CuFeS2 的代谢，其

能够改变 A. ferrooxidans 细胞表面多聚物[36]。

Jafari 等报道， 10 mmol/L SDS 会影响 A. 
ferrooxidans ATCC 23270 生长，引起细胞膜损伤

和矿物表面亲水性变化，抑制 A. ferrooxidans 亚铁

氧化，降低铜浸出率 [37] 。由于 SDS 对 A. 
ferrooxidans 的强抑制作用，即使将 SDS 浓度降低

至 0.001 mmol/L，其仍能够抑制 A. ferrooxidans 
BYM 生长。在摇瓶试验中，通过添加 30 mmol/L 
TritonX-100在 A. ferrooxidans XZ11浸取黄铜矿

的体系中，培养 24 d，结果表明铜的生物浸出

率相较于未添加有机物组提升了 42.21%[38]。

0.04 mmol/L EDTA 处理 A. ferrooxidans 1 h 后，

能够去除表面脂多糖，对细胞形态和活性均未产

生影响[39]。 
结果表明(图 4)，有机酸中 L-抗坏血酸和苹

果酸对 A. ferrooxidans BYM 生长具有促进作用。

抗坏血酸作为微量元素可以参与生物体的代谢

过程，作为小分子抗氧化剂可以中和细胞代谢产

生的活性氧和自由基对机体造成的损伤[40]。抗坏

血酸作为辅酶因子为羟化酶和单加氧酶等15种哺

乳动物内酶提供电子，参与了肉碱、胶原蛋白和

神经递质合成等过程[41]。因此，可推测试验中

添加 L-抗坏血酸能够通过还原作用消耗 A. 
ferrooxidans BYM 代谢产生的 Fe3+。柠檬酸的添

加不能促进 A. ferrooxidans BYM 生长。苹果酸

作为三羧酸循环中的一环，其在某种程度上促进

了菌体的代谢，从而对亚铁氧化产生了促进作

用。本研究通过添加 0−30 mmol/L 苹果酸，明确

了 5 mmol/L 的苹果酸能够促进 A. ferrooxidans 
BYM 生长。葡萄糖酸能够螯合培养基中的铁离

子，从而促进 A. ferrooxidans BYM 的亚铁氧化

速率。吐温-80、TritonX-100 以及 SDS 对 A. 
ferrooxidans BYM 亚铁氧化均起到了抑制作用，

这可能是由于以上 3 种表面活性剂改变了 A. 
ferrooxidans BYM 细胞表面张力，抑制了 A. 
ferrooxidans BYM 生长，从而导致亚铁氧化速率

降低。本研究选择 EDTA-2Na 的原因是其相较

于 EDTA 在酸性条件下更容易溶解，因此选择

EDTA-2Na 作为外源有机物进行试验。结果分析

表明，EDTA-2Na 不能促进 A. ferrooxidans BYM
亚铁氧化，并且随着 EDTA-2Na 浓度升高，可能

会螯合培养基中的铁离子，抑制 A. ferrooxidans 
BYM 生长。 

向 M. magneticum AMB-1 培养体系中添加

EDTA、罗丹明 B、抗坏血酸、赤藓红、邻氨基

苯甲酸、柠檬酸、3-(N-吗啉)丙磺酸、3-(环己
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胺)-1-丙磺酸、钙黄素、葡聚糖、阿仑膦酸、奈 
立膦酸和烟酰胺等铁螯合剂可以促进菌株生长

并提高磁小体产量；我们前期的研究也发现，葡

萄糖酸可以有效促进 A. ferrooxidans 的生长并促

进菌体合成磁小体[42]。一些有机物可以使细菌

的表面变得更为光滑，并使菌体表面的官能团变

化[43]。这与本研究 SEM 及 FTIR 获得的经葡萄

糖酸处理后 A. ferrooxidans BYM 表面变得光滑

(图 6A、6B)、表面官能团发生变化的结果一致(图
7)。对于趋磁的磁小体合成细菌 M. magneticum 
AMB-1 而言，有机物可以通过增加磁小体链的

长度来提高其单个细胞的磁小体数量[42]，尽管

非趋磁性的 A. ferrooxidans BYM 不存在磁小体

链，但葡萄糖酸作用后菌体内的磁小体数量仍然

增加，原因可能是葡萄糖酸促进了菌体对铁的吸

收，具体机制仍需要进一步研究。 
微生物发酵动力学能够探究 A. ferrooxidans 

BYM 在整个发酵过程中的菌体变化、磁小体生

成和亚铁消耗情况，此过程为磁小体的规模化发

酵提供理论和实践依据。发酵动力学作为描述发

酵过程微生物生长、产物生成和底物消耗的学

科，能够在发酵过程中通过模型建立实现发酵的

动态监控，以达到高效生产。目前，发酵动力学

主要分为菌体生长动力学、产物生成动力学和底

物消耗动力学。Logistic 方程作为经典菌体生长

动力学模型，广泛用于微生物的发酵研究，

Logistic 方程描述了三孢布拉霉发酵生产番茄红

素过程中菌体生长情况，并很好地描述了菌体生

长的动态情况[44]。Logistic 方程对于嗜酸乳杆菌

的菌体发酵进行描述，并对其在 48 h 内菌体生

长进行分析[21]。对拉曼 HLY0902 进行摇瓶发酵

动力学研究，利用 Logistic 方程建立了菌体生长

动力学模型[20]。产物生成动力学是描述产物生

成与菌体生长之间的关系的科学，通过对产物生

成动力学的探究，可以明确单一发酵和复合发酵

的不同机制。底物消耗动力学一般与细胞生长、

产物生成和维持底物消耗的能量 3 种因素相关。

通过描述发酵动力学，能够对菌体生长、目标产

物生成、底物消耗过程等阶段进行明确调控，这

对于分批发酵和连续发酵生产具有关键性意义。 
本文以 A. ferrooxidans BYM 为目的菌株，

探究在 10 mmol/L 葡萄糖酸下 4 L 发酵体系代谢

变化。通过分批培养测定 A. ferrooxidans BYM
的生物量、磁小体生成量和亚铁氧化速率，明确

A. ferrooxidans BYM 在各个阶段的变化情况。基

于经典 Logistic 方程、Luedeking-Priet 方程以及

发酵动力学模型成功构建了 A. ferrooxidans 
BYM 菌体生长、磁小体合成及亚铁消耗动力学

模型，其拟合度 R2 分别为 0.99、0.98 及 0.98，
数值均大于 0.90，说明模型能够很好地反映 A. 
ferrooxidans BYM 发酵动力学。通过非线性拟合

的方法拟合得到的 3 个方程与实际值接近，误差

较小，能够很好地反映 A. ferrooxidans BYM 在

各个阶段发酵变化。3 个发酵模型的建立为今后

的发酵条件控制和磁小体规模化发酵提供了一

定的理论参考价值。 

4  结论 
本研究以 A. ferrooxidans BYM 为研究对象，

通过单因素试验探究 10 种外源添加有机物对其

生长的影响，根据试验结果筛选得到对磁小体合

成促进效果最明显的一种有机物。在最优促进剂

下对 A. ferrooxidans BYM 在发酵过程中的菌体

生长、磁小体合成以及亚铁消耗动力学进行研

究。通过以上探究过程，本研究得出以下结论： 
(1) 通过亚铁氧化速率的测定，筛选出 L-抗

坏血酸、苹果酸以及葡萄糖酸对 A. ferrooxidans 
BYM 生长具有显著的促进作用，并确定了合适

的浓度范围。 
(2) 通过 4 L 体系发酵试验，对 3 种有机
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物 进 行 浓 度 优 化 。 获 得 最 优 促 进 剂 葡 萄     
糖酸，以 10 mmol/L 添加时，磁小体产量可达

2.00×10−3 g/L。 
(3) 通过不同时间梯度的分批发酵试验，本

研究建立了 A. ferrooxidans BYM 的菌体生长、

磁小体生成和亚铁消耗动力学模型。 
研究结果表明在葡萄糖酸的作用下能够对

A. ferrooxidans BYM 发酵过程进行调控，改善磁

小体发酵过程，为后续大体系通过微生物发酵产

磁小体提供理论及实践依据。 
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