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极端嗜酸硫杆菌高密度培养的研究进展 *
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摘要：极端嗜酸硫杆菌属微生物在生物冶金、生物脱硫以及固体废弃物的处置中扮演重要作用，但该类微生物在培养过程中细胞

浓度很低，限制了该类微生物的广泛应用。高密度培养是提高微生物生产效率的有效手段。高密度培养技术在嗜酸微生物中的应

用能够显著减少微生物培养的生成成本，缩短生产周期，极端嗜酸硫杆菌微生物菌剂的输出速率。本文从菌种选育、培养条件、培

养方式综述了极端嗜酸硫杆菌高密度培养的研究现状。
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Research Progress of High Density Culture of Acidithiobacillus*

Acidithiobacillus microorganisms play important roles in bioleaching, biological desulfurization and solid waste dis-

posal. However, the concentration of cells was very low during culturing, which limited the application of these microorganisms. High

density culture is an effective means to improve microbial production. The application of high density culture technology in acidophilic

microorganisms would significantly reduce the cost of culture, shorten the time of production and accelerate the output rate of

Acidithiobacillus microbial agents. This paper reviewed the research process from strains breeding, medium conditions, culture strategies.
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前言

生物冶金技术是细菌作用与湿法冶金技术相结合的新工

艺，主要利用嗜酸微生物与矿物之间的相互作用而促进矿物溶

解，有针对性地将某种矿物从矿石中提取出来的一种冶金技

术[1]。该技术具有成本低，易操控，环境友好等特点，已经广泛应

用于低品位矿中有价金属的提取和低品位金矿的预氧化。近年

来，该技术在电子废弃物、电镀污泥以及含重金属固体废弃物

中有价资源的回收展现了巨大的潜力。研究表明，在生物冶金

的过程中浸矿微生物的菌体数量是影响整个过程的关键因素，

浸矿微生物的菌体浓度直接决定了反应进行的速率[1]。提高菌

体的浓度尤为重要。浸矿微生物是一类生长在强酸、高重金属

离子浓度和寡营养的特殊环境中的特殊微生物，已报道的大多

数浸矿微生物主要通过氧化亚铁或者还原硫获得能源，以 CO2

为唯一碳源，其生长繁殖速度非常缓慢。如何提高细菌浓度一

直都是生物冶金行业的研究重点之一[2]。

高密度培养技术是指在液体培养环境中，尽可能多的积累细菌

浓度的培养状态。高密度培养能够实现微生物的高密度和高生

产率，是获得最高的效益的关键技术[3]。目前该技术在嗜酸微生

物的研究也取得了一定的进展，但主要集中于嗜酸氧化亚铁硫

杆菌和氧化硫硫杆菌的研究，本文就几种典型极端嗜酸硫杆菌

属微生物的高密度培养研究方法和现状进进行综述。

1 高密度培养

高密度培养技术(HCDC,high cell density culture)的核心在

于通过优化培养条件，改变培养策略，改进反应器等方式，给菌

体的生长提供更加合适的生长条件和营养物质，使菌体的密度

比普通培养得到显著提高，从而在同样甚至更低的生产成本下

得到更多的细胞体或者更多的特定目的产物。从广义上来说，

凡是细胞的密度较高，甚至于能够接近其理论培养值的培养，

都可以称之为高密度培养[4]。

高密度培养技术的主要目的就是提高细胞密度，而细胞生
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长过程中的各个因素包括营养物质、代谢产物、温度、溶氧、pH

等各个因素，都会影响高密度培养。通过高密度培养技术，可以

获得更多的细胞体或者更多的特定目的产物，从而达到降低生

产成本，缩短生产周期，减少设备投资，提高生产效率的目的。

一般来说，高密度培养的上限值大概在 150-200 (DCW/L)，其下

限值大概在 20-30 (DCW/L)。密度培养的上下限值因不同的菌

种乃至不同的菌株之间存在着非常大的差异[5]。例如浸矿微生

物都生长在非常极端的环境中，较常见的大肠杆菌、酵母等工

业发酵菌种，其细胞浓度仅有前者 1/10-1/100，所以其上下限也

就远小于一般理论值了。

2 极端嗜酸硫杆菌

浸矿微生物是生物浸出的主导者，根据其浸出机理和其产

物的不同，大致上可以分为三类：第一类是可以氧化利用二价

铁和还原硫的自养或兼性自养微生物，第二类是利用有机物产

生有机酸的异养微生物，第三类微生物可以产生氰化物[6,7]。三

类微生物中研究最多的是第一类微生物，其中又以嗜酸氧化亚

铁硫杆菌的应用最为广泛。2000年，Kelly DP和Wood Ap将嗜

酸氧化硫硫杆菌、嗜酸氧化亚铁硫杆菌和喜温嗜酸硫杆菌共通

划分至新属 -嗜酸硫杆菌属(Acidithiobacillus)中[8]。迄今为止，

嗜酸硫杆菌属共有 6个种，分别是 、

、 、

、 和
[6,9]。这些微生物通过氧化亚铁、单质硫和含

硫化合物获取能量，是一类短杆状的化能自养菌，具有专性好

氧、嗜酸、革兰氏染色阴性的特点，是生物冶金中应用最广泛的

一类微生物。

3 高密度培养的优化策略

3.1 菌种优化策略

微生物在不同生长环境经过长期驯化所形成的不同菌株，

其生理生化特性、浸出能力甚至代谢途径都会出现明显的差

别[10]，菌株在自己最适应的生长环境下才能达到最高的细胞浓

度。为获得更适应特定浸出体系，具有更高的细胞浓度和生长

活性的菌株，需要对菌种进行改良和驯化。

诱变育种常用于获得高耐性和高浸出活性的嗜酸硫杆菌

菌株，没有专门针对高密度培养的诱变研究，但可以从培养过程

中的生长活性等指标侧面的反映出微生物的生物量。剡倩等[11]

使用 X 射线诱变处理嗜酸氧化亚铁硫杆菌(

,简称 )，使细菌提前进入对数期，其活性增加了

11%。袁檬等[12]使用紫外诱变对 ，培养出能够更适应冬季低

温条件的菌株。此外，通过微生物驯化，能够使菌株在特定条件

下的耐性和生理活性显著提高，从而实现特定条件下的高密度

培养。Elaine Govender等[13]使用小型的柱反应器模拟堆浸反

应，发现嗜酸性氧化亚铁硫杆菌在黄铁矿预培养过程中加入铜

离子进行驯化，可以使加入反应器中的生物量得到显著提高。

甄世杰等[14]通过高 Mg2+浓度培养基的多级驯化培养，使

的最低Mg2+致死量由 15 g/L增加到 20 g/L，使 在高浓度

Mg2+生长环境中的生长得到了极大的提高。由此可见，通过驯

化、诱变等策略提高微生物的活性是提高该类微生物性能的有

效方式。

3.2 培养基优化策略

嗜酸硫杆菌属微生物都属于化能自养细菌，所需碳源来自

于环境中的 CO2，培养基一方面供应充足的 Fe2+和还原、单质

硫供细菌氧化获得生长所需能源，另一方面提供充足的无机

N、P、K等元素供给细菌完成生长繁殖和其它代谢过程[15]。这些

营养物质必须充足以支撑细胞的高密度生长，但浓度过高又会

抑制细菌生长，所以培养基需要有恰当的比例和浓度。

培养基氮源用于构成细胞中的蛋白质、核酸以及其它含氮

有机物，是微生物生长和产物合成的基础。肖磊等[16]对不同氮

源进行了研究，发现在硫酸铵、硝酸铵和尿素中，使用硫酸铵培

养嗜酸氧化亚铁硫杆菌时其生长的停滞期明显短于另外两种

氮源。吕早生等[17]使用 KNO3、(NH4)2CO3、(NH4)H2PO4替代普通

9K培养基中的(NH4)H2PO4，发现 菌在这几种氮源下都可

以生长，但是其生长的速率都远小于使用(NH4)H2PO4作为氮源

时。谌书等[18]发现使用 1 g/L的(NH4)H2PO4代替培养基中的

(NH4)H2PO4，培养 用于浸出废旧印刷线路板中的铜，其浸

出效果更好。

培养基的其它无机盐物质，一部分属于能源物质，含可氧

化的铁和硫元素，另一部分用于合成有机物或者参与酶的反应

中。能源物质太少不足以支撑高浓度的细胞生长造成细胞浓度

较低，但过多会导致细胞生长对数期显著延长并且细胞浓度也

会明显下降。普遍发现使用现有的标准培养基如 9K培养基或

者稍微提高一点能源物质含量，能够得到最多的细胞密度，同

时生成的结晶沉淀量也比较少[6,19]。吴学玲等[20]发现阴离子物质

对 具有一定的抑制作用，结果表明常见的阴离子对 At.f菌

的抑制影响程度为 NO3
->Cl->SO4。郭勤等[21]发现当培养基中 Cl-

浓度小于 1 g/L时， 菌的亚铁氧化活性没有任何影响；Cl-

浓度在 1-2 g/L时， 菌的亚铁氧化活性有所降低，但通过长

时间的适应和驯化，也可以获得较高的活性；当 Cl-浓度大于

3 g/L时， 菌的生长受到严重抑制。SO4对菌体的影响程度

小，因此在构建培养体系时，应当使用硫酸调节体系 pH。

使用标准培养基培养硫杆菌属虽然能够使培养基的组分

和状态得到稳定的控制，非常适合用于实验培养，但是其成本

高昂，并且可能由于缺乏某些特定的微量元素物质，使得标准

培养基的能效一直不高。张旭等[22]发现使用 10 g/L的黄铁矿代

替普通 9K培养基中的 FeSO4，在接种量 15%，初始 pH2.0的条

件下培养 144 h后，其菌浓度高达 6.4× 108个 /mL，并且经

过测算，发现培养过程中单位质量的黄铁矿提供的能量大约是

单位质量 FeSO4提供能量的 34.7倍，这意味着使用黄铁矿代

替 FeSO4能够非常高效的进行 培养。因此，进一步研究天

然矿物在高密度培养中的作用能够提高该类微生物的浓度。

3.3 培养条件优化策略

3.3.1 温度 温度能极大程度的影响微生物的生长。一方面温

度能够影响微生物细胞内酶的活性、蛋白质的性质和细胞膜的

流动性，另一方面温度也能够影响培养体系中各物质的物化性

质和传质能力，这些因素直接或者间接的影响了细胞的生长和

代谢产物的合成。一般来说，在一定范围内温度升高时，细胞内

各种酶的催化效率会升高，这时细胞内的化学反应速率加快，

细胞的代谢水平和生长速度提高[23]；继续升高温度，细胞内的
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酶、核酸和其它蛋白质发生某些不可逆的损伤，导致细胞失活[24]。

为了获得更高的细胞浓度，我们一般选择微生物的最适生

长温度进行细胞的培养。最适生长温度不是菌种的特征性常

数，它不是一个特定的值，通常是一个范围区间，它随着培养基

的成分组成、培养条件、目的产物等因素的不同而发生改变，不

同的菌其最适生长温度的差距可能会很大[4]。因此，在选择培养

温度时，要根据实际的培养环境和条件，以及当前培养的实际

用途，进行实验调整，获取当前最佳培养温度。目前为止，关于

改善这类微生物培养温度的策略还没有研究报道，需要进一步

培育不同温度适应的菌株，以尽可能达到特定环境下的高密度

培养[25,26]。

3.3.2 pH pH是影响硫杆菌高密度培养的重要因素之一，在

培养过程中由于能源物质的氧化利用、代谢产物的积累以及其

他伴生产物的产生、沉降等因素会导致培养体系 pH的变化，

这会影响体系中物质的电离状态以及细胞组分的结构和性质，

从而最终影响细胞的生长繁殖[27]。

嗜酸微生物最独特的特征是对胞外酸性环境的需求，维持

胞内外几个数量级 pH梯度差（胞内 pH 6.5左右）是该类微生

物赖以生存的基础。pH一方面影响着菌体本身的生长活性，另

一方面也影响培养基中二次矿物的形成。王清良等[28]研究了

pH对 氧化 Fe2+的影响，该菌最适合的 pH在 2.0-2.5之间；

当 pH过低时，Fe2+很难被氧化；但当 pH过高时会大量生成黄

钾铁矾沉淀影响菌体的生长。Li等[51]表明添加柠檬酸可以有效

避免铁矾的生成，在 pH1.8时增加了 53%的细胞浓度。除此之

外，也有研究表明添加外源氨基酸提高了 在低 pH环境下

的生长率[52]。可见，pH对嗜酸微生物密度的影响是复杂的，在

特定培养条件下优化其生长 pH值时必要的。

3.3.3 溶氧 嗜酸硫杆菌属于专性的好氧菌，随着菌体的不断

生长繁殖，所需的溶解氧会不断提高，供氧不足会使培养基中

的溶解氧下降，抑制菌体生长和产物合成。40%左右的溶解氧

是最适合 高密度培养的，过高或者过低都不利于菌体的

生长[31,33]。

常用的增氧方式有摇床震荡、搅拌桨搅动和曝气增氧[34]。

摇床和搅拌桨借助外力使培养基在容器内流动，增加培养基和

空气的接触从而增加溶氧，这两种方式转速和溶氧都成正相关

关系，但转速都不易过高，过高的转速可能由于剪切力过大损

伤细胞或者不利于代谢产物沉降等因素导致细菌浓度反而降

低[32,35]。曝气增氧较前两种方式更为温和，通过曝气设备直接将

含氧空气通入培养基中，空气在培养基中呈现细密的小气泡，

增大了气液交换的面积，其增氧能力更好，耗能较前两种也更

少。曝气量和培养基溶氧也是正相关关系，过高的曝气量也会

对菌体产生一些影响，但影响不算大[36]。增加溶氧的措施一方

面提高了空气中的溶解氧，另一方面也提高了培养基的传质速

率，使菌液得到充分的扰动，保证容器中各部分物质和菌体的

均一[37]。可见，维持足够的溶解氧能够提高菌浓。

3.4 培养方式优化策略

硫杆菌属属于化能自养菌，通过优化培养基和培养条件的

方式对细胞浓度的提升不像异养菌那么显著，通过改变培养方

式能够弥补这一不足，在相同培养的时间内尽可能多的得到高

浓度的菌液。

3.4.1 连续培养 实验室常用分批培养技术进行硫杆菌属的

培养，确定好最佳培养条件后，按照最佳接种量将菌种接入培

养基中培养至能源物质基本消耗完毕。分批培养只能控制反应

的初始条件，由于代谢产物的积累和营养物质的缺乏，细胞浓

度一般较低，并且培养时间间隔很长，很难在短时间内获取大

量的细胞和产物。

为解决分批培养产能规模小的问题，持续获取高浓度的硫

杆菌培养物，使硫杆菌能够用于工程实施上，现在多使用气升

式反应器对硫杆菌进行连续培养。连续培养是让菌体在反应器

中完成活化后，控制反应器的溶氧、温度等因素的稳定，开始往

反应器匀速的流加新鲜的培养基，反应器中同时有等量的培养

液流出，反应器内培养液的总体积保持不变，随培养的进行反

应器内的菌液状态逐步保持稳定，能够连续不断产生培养好的

菌液，保持长时间的运转。连续培养过程中，新鲜的培养基不断

流入反应器，带走了产物、代谢废物和部分菌体，同时源源不断

的补充着营养物质，因此培养基可以不需要太高浓度的营养物

质，这样就在保证充足的营养物质的前提下一定程度上的解决

了底物和产物的抑制问题，使菌体浓度得到提升。蒋亚飞等[29]

对比了分批培养和连续培养两种工艺下浸铀硫酸高铁菌液的

培养，最终发现连续培养下 Fe2+的氧化速率和日菌液产出率分

别是分批式培养的 1.7和 1.4倍。王清良等[30]使用固定化反应

器连续培养 ，当通气量在 20 L/h，吸

附尾液温度在 17-19℃，加液流量在 500L/h时，可以使反应器

的连续 Fe2+氧化速率达到 0.85 g/(L·h)。现阶段的连续反应器

大多停留在控制温度、曝气量的相对稳定不变，不断加入新鲜

的培养基的程度上，实际上对 pH、溶氧等参数都没有进行严格

的控制，随着培养的不断进行，各项参数可能都会产生比较大

的变化。优化和完善反应器是实现高密度培养的一个很好的方

向，让硫杆菌属的培养能够像普通发酵一样精准的控制各项参

数，使培养过程中的次生矿物沉淀尽可能的少产生或者不产

生，尽可能的延长硫杆菌在反应器内的对数生长期时长，使反

应器能够长时间高效率的不断运转下去。

3.4.2 固定化培养 在反应器进行连续培养的过程中，随着培

养基的不断加入和菌液的流出，大量的菌体从反应器中被带

走，当液体的流量较大时，反应器中的菌体很容易被逐步洗脱

出去，这限制了反应器的流量大小，也使反应器内菌体的浓度、

反应速率受到了限制。通过固定化培养技术，能够使大量的菌

体停留在反应器当中，极大的增加了反应器内的细胞浓度和反

应效率。

固定化技术是指通过一定的物理和化学方法，使细胞或者

酶能够固定在一定的区域内，同时能够保持它们本身的活性和

反应能力，使其能够反复利用的方法[38]。嗜酸硫杆菌属由于其

嗜酸、专性自养的特性，其培养基具有高盐浓度、高酸浓度的特

征，所以许多细胞固定化技术都不适用于嗜酸硫杆菌属的固定

化培养。常用的固定化培养嗜酸硫杆菌属的方法为吸附固定法

和包埋固定法[6]。吸附固定是使用固定化载体通过物理或者化

学的方法将细胞固定在载体表面，包埋固定是通过不溶于水的

凝胶或者半透膜将细胞固定在其中。苏峰[38]通过吸附固定法，

采用新型固定化载体吸附固定 ，在通气量 125 L/h，稀释率

0.43 h-1的条件下，细胞的 Fe2+氧化速率高达 3.205 g/(L·h)。王
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清良[39]使用活性炭作为载体固定 构建了固定床反应器，在

模拟矿山铀矿石溶浸的 pH和 Fe浓度条件下，最终 Fe2+的氧

化速率达到 1.2 g/(L·h)。杨晓娟等[40]使用聚乙烯醇 -海藻酸钠

复合材料作为载体，Ca(NO3)2作为交联剂，对 菌进行了包

埋固定，在稀释率为 0.4 h-1的条件下运行 96 h后 Fe2+的氧化速

率高达 3.75 g/(L·h)。

两种固定化培养方法都可以用于嗜酸硫杆菌属的固定化

培养，吸附固定法较包埋固定法成本更低，操作更简单，并且由

于培养过程中黄钾铁矾等次生产物的形成，吸附固定载体较包

埋固定载体更容易清理，能够重复利用。所以吸附固定法作为

固定化培养方式是可行的。

3.4.3 外加电位培养 微生物在生长过程中一直伴随着电流

和电势的变化，我们可以通过电化学中燃料电池的氧化还原理

论来模拟和解释生物在生长过程中的变化和特性，称之为生物

电化学研究。生物电化学的作用在细胞膜的结构、功能和机制，

以及细胞内外的信息传递上都有体现。人们发现在微生物的培

养过程中外加一定的电流或者电压后，微生物会出现某些特性

定位以及向电生长的现象[19]。

在 菌的研究过程中，发现在培养时添加一定的电场可

以优化 菌细胞膜的选择通透性，这加速了菌体的生长代

谢。同时通过外加电场，我们可以借助氧化还原作用将 Fe3+转

化为 Fe2+，这能够在培养过程中提高能源物质的供应，并且减

少 Fe3+对菌体抑制，从而改善 菌的代谢 [41]。Yunker和

Rodovich[42]通过外加电位还原培养液中 Fe3+，为菌体培养提供

源源不断的 Fe2+，最终发现 Fe2+的利用率提高了 8倍，同时细

菌的生长速度大幅提高。Blake和 Howard等人[43]使用 45L的

电化学培养槽连续培养 ，使 的细菌浓度有自然培养条

件下的 6× 107个 /mL大幅提高到了 1.5× 109个 /mL。外加电

位培养和共培养能够实现 Fe2+到 Fe3+的物质循环，既能极大的

提高细胞浓度，又可以减少 Fe2+的消耗，是实现高密度培养的

好方法。

3.4.5 共培养 研究发现 和 (氧

化硫嗜酸菌，简称 )具有非常良好协同关系[44-46]。 是

一种兼性异养的革兰氏阴性杆菌，其生长 pH1.5-6.0，生长温度

10-35℃，和 菌的生长环境非常吻合。Aph.a在厌氧的条件

下可以将 Fe3+还原为 Fe2+，而 则氧化利用 Fe2+产生 Fe3+，这

意味着在一定的条件下将 和 进行共培养，可以实现

Fe2+到 Fe3+的物质循环，极大的提高 Fe2+的利用率。 作为

兼性异养微生物，可以利用 在生长过程中产生的有机代谢

产物进行生长，这可以减少有机物质对 的抑制作用。

则可以利用环境中的硫化物，这可以减轻硫化物对 的抑

制作用。刘宏伟等[47]发现，使用 和 建立共培养体系

进行培养时， 菌较纯培养时能够更快的进入对数期，并且

对数期能够延长 2天以上，共培养体系中 菌的菌浓也达到

纯培养体系的 5倍以上。

4 小结与展望

同酵母、芽孢杆菌等发酵用的生产工程菌不同，单纯进行

极端嗜酸硫杆菌高密度培养的研究很少。这意味着嗜酸硫杆菌

属的高密度培养既有不小的难度，又有很大的提升空间。很多

时候我们不以单纯的细胞浓度来表征嗜酸硫杆菌属培养的优

劣，一方面是我们培养嗜酸硫杆菌的主要目的是能够快速氧化

利用 Fe2+等关键物质，获得源源不断培养液用于浸出而不仅仅

是菌体本身，另一方面在固定化反应器中细胞数目的确定难度

很大并且准确性也得不到保证。嗜酸硫杆菌属作为自养菌，其

正常的培养浓度比大肠杆菌、芽孢杆菌少了至少 1-2个以上的

数量级，嗜酸硫杆菌细胞浓度低很可能是由基因本身所以决定

的。如密度感应等都对微生物的培养产生巨大影响[48-52]。因此，

只有深入揭示该类微生物的生长机制才能够显著提高该类生

物的培养密度。
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