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摘   要：【目的】嗜酸氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans)作为湿法冶金的主要功能菌，

其在重金属 Ni2+胁迫下的亚铁氧化应激机制还不清楚。【方法】在两步法培养体系中，设计由低到

高 Ni2+胁迫浓度，利用分光光度法、电化学法和实时荧光定量 PCR 法等从宏观到微观探究 Ni2+

胁迫下 A. ferrooxidans 菌亚铁氧化应激效应。【结果】两步培养法体系下 A. ferrooxidans 菌能够耐

受较高浓度的 Ni2+毒性(≤30 g/L Ni2+)。当 Ni2+胁迫浓度增加至 40 g/L 时，与对照组(不添加 Ni2+

胁迫)相比，A. ferrooxidans 亚铁氧化率和速率显著降低(24 h 的亚铁氧化抑制率约为 59.4%)，亚铁

氧化代谢相关的 rus 操纵子各功能基因的表达量也显著下调，尤其是基因 cyc1 (最高下调了 16 倍)
和 coxBACD (4 个不同亚基最高下调 2.7–7.4 倍)；同时 Fe2+氧化相关的胞外电子传递能力也降低，

对照组(0 g/L Ni2+，29.0 µA)最大还原峰电流值高于实验组(40 g/L Ni2+，24.5 µA)。【结论】超高浓

度 Ni2+胁迫环境对 A. ferrooxidans 菌有毒性，导致该菌 rus 操纵子上各功能基因表达量下调，同时

造成胞外电子传递速率降低，最终致使 A. ferrooxidans 菌亚铁氧化能力降低。研究结果将为含 Ni
固废高效生物浸出提供理论支持。 
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Abstract: [Objective] Acidithiobacillus ferrooxidans is one of the key bacteria involved in the 
bioleaching of primary and secondary ores and solid wastes. In the bioleaching environments, high levels of 
heavy metals are one of the major challenges encountered by A. ferrooxidans. Resistance to heavy metals 
stress is essential for the adaptation of microorganisms to the extreme environments. However, the tolerance 
and iron oxidation response of A. ferrooxidans to Ni2+ stress remain unclear. [Methods] In this study, we 
employed a two-step culture system with the Ni2+concentration range designed within 0–40 g/L. The ferrous 
oxidation efficiency, expression of rus operon genes, and extracellular electron transfer of A. ferrooxidans 
exposed to Ni2+ stress were respectively investigated by phenanthroline spectrophotometry, real-time 
quantitative PCR, and cyclic voltammetry. [Results] A. ferrooxidans could tolerate Ni2+ stress at the 
concentration ≤30 g/L in the two-step culture system. However, 40 g/L Ni2+ significantly inhibited the 
ferrous iron oxidation activity of A. ferrooxidans, and the ferrous oxidation inhibition efficiency at the time 
point of 24 h was 59.4% that of the control (0 g/L Ni2+). Moreover, the high concentration (40 g/L) of Ni2+ 
decreased the transcriptional levels of rus operon genes. Especially, the transcriptional levels of cyc1 and 
coxBACD were maximally down-regulated by 16 folds and 2.7–7.4 folds, respectively. Meanwhile, the rate 
of extracellular electron transfer in A. ferrooxidans exposed to 40 g/L Ni2+ was decelerated to 24.5 µA in 
comparison to the control (0 g/L Ni2+, 29.0 µA). [Conclusion] High concentration (40 g/L) of Ni2+ 
down-regulated the expression of rus operon genes involved in Fe2+ oxidation, inhibited the electron 
transport from Fe2+ oxidation, and finally slowed down ferrous oxidation activity. The findings provide 
theoretical support for the bioleaching of Ni-containing solid waste. 

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans; heavy metal stress; ferrous oxidation metabolism; 
electrochemistry; iron respiratory chain 
 

嗜 酸 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌 (Acidithiobacillus 
ferrooxidans)，革兰氏阴性、化能铁/硫氧化自

养菌，通过氧化亚铁或还原态硫获得电子，并

合成生物能(ATP)和还原力(NADPH/NADH)，
同时固定 CO2 进行自养生长。该菌广泛分布于

酸性矿坑水、热泉等极端贫瘠环境，也是目前

嗜酸性硫杆菌属中研究与应用最为广泛和深入

的菌种。 

针对 A. ferrooxidans 菌，众多研究者系统

开展了菌种分离[1]、硫/铁氧化代谢[2]、重金属

耐受性 [3]和抗氧化性 [4]等多方面探索，研究结

果解析了嗜酸微生物在贫瘠环境条件下的生理

及分子应激策略，拓宽了人类对极端环境下生

物适应性的认识，同时也扩大了该类极端微生

物研究和应用范围。利用 A. ferrooxidans 菌特

异理化性质形成了节约、循环的矿产资源开采
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新技术——微生物冶金技术，实现了不同来源

“城市矿产”中重金属的无害化、资源化再利 
用[5–11]。在生物冶金过程中，A. ferrooxidans 作

为 优 势 菌 种 与 其 他 极 端 嗜 酸 微 生 物

(Acidiphilium sp.和 Ferroplasma sp.等)协同促进

有价金属的溶出，且通常用于铜、铝、镍、锌

等有色金属的提取[12]。而随着浸出的进行，浸

出液中的重金属离子逐渐富集。在重金属浓度

异常的生长环境中，A. ferrooxidans 等极端嗜

酸微生物可通过微生物转化、外排作用和螯合

作用等方式进行解毒，如 OMp 家族、Ni2+ 
(NrsSRBACD) 、 Mn2+ (MntCAB) 、 Zn2+ 

(ZnuABC)、Fe2+/3+/Mn2+/ Zn2+ (MtsABC)、Ni2+ 

(CbiK/CbiM/CbiO)、Fe3+ (AfuABC) 转运等多种

重金属转运途径，从而表现出对重金属离子的

耐受性[3,13–15]。Cus system (copper/silver efflux)
在 A. ferrooxidans 菌 Cu2+抗性过程中起到重要

作用，其以H+为驱动力，将细胞质或周质空间

的 Cu2+转运至细胞外使细胞解毒[13]。此外，增

加 σ54 表达量能激活细胞响应外界胁迫环境应

激信号 [16]。孔蛋白 Omp40 的合成量与 A. 
ferrooxidans 细胞外膜渗透性密切关联，进而影

响重金属离子对细胞的毒性作用 [17]。但是，

过高重金属累积环境可以破坏细胞膜结构、中

断细胞运输、抑制细胞体内的电子传递，甚至

损坏核酸结构，最终导致微生物代谢停滞或死

亡[18–20]。 
A. ferrooxidans 对重金属离子的耐受性与

重金属离子种类及其浓度密切相关。Cabrera
等研究发现，驯化后 A. ferrooxidans 能够耐受

不同重金属离子，但各重金属的耐受浓度不同，

分别最高耐受 0.4 g/L Cr3+、10 g/L Cu2+、10 g/L 
Cd2+、30 g/L Zn2+和 30 g/L Ni2+，并通过动力学

阐明了在不同重金属胁迫下 A. ferrooxidans 亚

铁氧化能力和动力学行为[18,20]。此外，不同来

源 A. ferrooxidans 菌株对重金属的毒性耐受不

同，进而导致菌株的亚铁氧化能力不同，最终

影响嗜酸微生物的重金属浸出效应[15]。长期连

续耐受重金属驯化，能增强菌株抗重金属毒性

能力[3]和提高生物浸提重金属的效率[21]。目前

已有研究报道主要关注不同重金属种类和浓度

(胁迫)对 A. ferrooxidans 亚铁氧化速率和生长的

影响，以及微生物耐受重金属的分子机制，且

更多集中在 Cu2+抗性研究[18–19]。众多研究者选

用 A. ferrooxidans 菌作为主要功能菌开展含 Ni
固废(如 LED 等电子废弃物、废旧炼油催化剂

等)生物浸出研究[21–23]。但是有关 A. ferrooxidans
在重金属 Ni2+胁迫下，尤其是高浓度 Ni2+极端条

件下，该菌的亚铁氧化应激响应还很少报道。 
因此，本研究选用自电镀废水中分离、纯

化获得的 A. ferrooxidans 菌株，利用两步培养

法研究该 A. ferrooxidans 菌株在不同 Ni2+浓度

(0–40 g/L)胁迫下微生物亚铁氧化速率、亚铁

氧化功能相关的 rus 操纵子各功能基因表达及

胞外电子传递响应情况，最终旨在探明 Ni2+胁

迫下 A. ferrooxidans 亚铁氧化应激效应及相关

机理。 

1  材料与方法 
1.1  实验菌种培养条件 

实验选用的 A. ferrooxidans 菌株分离自江

苏某电镀企业废水。改进的 0K 基础盐培养基[24]

被用于 A. ferrooxidans 纯菌培养。菌种 A. 
ferrooxidans 于灭菌的 500 mL 锥形瓶中培养，

加入 180 mL 无菌 0K 基础盐培养基(初始 pH 值

1.80±0.05)，接种对数生长期的菌液 20 mL (接
种菌体浓度约为 2×108 cells/mL)，添加 44.7 g/L 
FeSO4·7H2O 作为亚铁能源，于 30 °C、180 r/min
摇床中培养至体系亚铁氧化殆尽(或体系氧化

还原电位≥580 mV，vs. Pt，Ag/AgCl)；同样条
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件连续传代培养，以保持菌种的高活性。 

1.2  耐受 Ni2+胁迫实验 
Ni2+胁迫对 A. ferrooxidans亚铁氧化能力的

影响实验通过两步培养法完成。(1) 第一步培

养：按体积 10% (V/V)的接种量将处于对数生长

期的 A. ferrooxidans接入新鲜灭菌的 180 mL 0K

基础盐培养基中，获得最终 A. ferrooxidans 菌

体浓度约为 2×107 cells/mL，加酸调节初始 pH

值(1.80±0.05)，加入 4.5 g/L Fe2+ (FeSO4·7H2O)

作为亚铁能源，于 30 °C、180 r/min 摇床中培

养至体系氧化还原电位≥550 mV (vs. Pt，

Ag/AgCl)。(2) 第二步胁迫：在第一步培养的摇

瓶中添加新的亚铁能源(终浓度为 4.5 g/L Fe2+)，

同时加入不同浓度的 Ni2+进行胁迫，添加硫酸

(50%，V/V)控制培养体系 pH 值≤2.00±0.05。其

中设定 Ni2+胁迫浓度范围为 5–40 g/L，按 5 g/L

梯度逐步增加，同时以不添加 Ni2+胁迫(0 g/L)

的作为实验对照组。每隔 2 h 混匀取样，测定

不同胁迫条件下总铁(total iron)、亚铁(Fe2+)、体

系氧化还原电位(oxidation reduction potential，

ORP)等相关环境参数随时间变化。每个胁迫浓

度下开展 3 组平行试验。 

亚铁氧化抑制率，即在固定培养时间内(9 h

或 24 h)，相比于对照实验组(0 g/L)，胁迫实验

组 亚 铁 氧 化 抑 制 率 (inhibition efficiency)= 

100%− ×对 组亚铁 胁 实验组亚铁

对 组 亚铁

照 氧化量 迫 氧化量
照 氧化 量

。 

1.3  RNA 提取与实时荧光定量 PCR 检测 
分别选取 10 和 40 g/L Ni2+ 2 个胁迫条件，

以不添加 Ni2+的作为对照组，采用两步法培

养，收集对照组和 2 组胁迫组(第二步)培养 4、

9、24 h 的菌体，进行 A. ferrooxidans 亚铁氧化

电子传递链 rus 操纵子中各相关功能基因表达

情况研究。 

收集的菌液先真空过滤除去沉淀，接着将过

滤菌液于 4 °C 低温下高速离心收集(12 000 r/min，
15 min)，将收集的菌体用无菌的 0K 基础盐培

养基(pH 2.00±0.05)清洗 2–3 次，紧接着将获得

的菌体进行 RNA 实时提取(E.Z.N.A. Bacterial 
RNA Kit，Omega Bio-tek)；然后将验证完整、

无杂质污染的总 RNA 进行反转录合成 cDNA 
(ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA 
Remover，TOYOBO CO., LTD.)。 

实时荧光定量 PCR (real-time quantitative 
PCR) 反 应 在 iCycleriQ 荧 光 定 量 PCR 仪

(Bio-Rad Laboratories, Inc.)中进行。rus 操纵子

中各相关功能基因(包括 cyc2、rus、cyc1、orf
和 coxBACD 4 个亚基等 8 个基因)特异性引物

(扩增长度约为 180 bp)参照 Carlos 等[25]的研究

报道，同时选用 alaS 作为内参基因[26]进行上述

各功能基因差异表达计算[27]。有关实时荧光定

量 PCR 详细操作步骤和注意事项按照 Carlos 等
[25]报道方法。所有扩增组进行 3 组平行扩增实

验，同时以不添加任何 cDNA 或 DNA 模板作

为空白对照。 

1.4  胞外电子传递电化学实验 
基于上述结果，选取亚铁氧化抑制率最高

的 Ni2+浓度(40.0 g/L)作为胁迫实验条件，与不

添加 Ni2+胁迫进行比较，考察 Ni2+胁迫对 A. 
ferrooxidans 胞外电子传递的影响。 

按照上述两步培养法分别获得对照组(不
添加 Ni2+胁迫)和实验组(40.0 g/L Ni2+胁迫)第二

步培养 24 h 后菌液，分别通过过滤→离心→清

洗等一系列操作，获得浓缩菌体，并用少量灭

菌的 0K 基础盐培养基(pH 2.00±0.05)混匀菌体

(最终微生物浓度约为 1010 cells/mL)待用。A. 
ferrooxidans菌“微生物电极”制作：2.5×1.0×0.2 cm
的 ITO 导电玻璃清洗(酸洗+无水乙醇浸泡+去离

子水清洗)晾干——定量菌液涂抹形成固定菌斑  
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(1 cm×1 cm)——Nafion 溶液固定。A. ferrooxidans 
“微生物电极”循环伏安测试在电化学综合测试

系统(PARSTAT4000，普林斯顿)中完成。选用

可换膜 H 型双室电解槽(总体积 250 mL)作为电

化学反应器，全氟磺酸离子膜 N117 (杜邦)将双室

隔开，双室电解槽中分别添加 120 mL 的 0K 基础

盐培养基作为电解液(pH 值调为 2.0)。对电极为

1.0 cm×1.0 cm Pt 电极片，放置在电解槽一侧，

Ag/AgCl 参比电极和 A. ferrooxidans “微生物电

极”放置在电解槽另一侧，靠近但不可接触。向

工作电极施加–0.5–0.8––0.5 V 循环扫描电压，

控制扫描速度设置为 20 mV/s，并动态监测电流

响应和时间关系。 

1.5  理化分析方法 
培养体系氧化还原电位(redox potential，

ORP)测定选用复合 ORP 电极进行测定(501 型

可充式复合 ORP 电极，雷磁，上海)。pH 值测

定选用雷磁 pH 复合电极(PHS-3C 型 pH 计，雷

磁，上海)来测定。邻菲啰啉分光光度法(HJ/T 
345-2007)测定溶液中总铁和亚铁含量。 

2  结果与讨论 
2.1  Ni2+胁迫对 A. ferrooxidans 菌亚铁氧

化率和速率影响 
Ni2+胁迫下 A. ferrooxidans菌的亚铁氧化率

和速率及体系氧化还原电位变化如图 1 所示。

在不同 Ni2+胁迫浓度添加条件下，各胁迫实验

组中亚铁氧化率均随时间逐渐增加(图 1A)，残

余的亚铁量随时间逐渐减少(图 1B)，但不同胁

迫组之间变化趋势存在区别。 
不同胁迫实验组之间比较发现，Ni2+胁迫浓

度由 0 g/L 增加至 25 g/L，培养前期(前 9 h)各
实验组亚铁氧化率随胁迫浓度增加呈现降低趋

势，但培养时间延长至 24 h，不同实验组的亚

铁氧化率趋于完全，即当 Ni2+胁迫浓度≤25 g/L

时，对 A. ferrooxidans 的亚铁氧化率(24 h)影响

很小，甚至没有影响(图 1A)。但当体系 Ni2+胁

迫浓度≥30 g/L 时，A. ferrooxidans 的亚铁氧化

率(24 h)降低；30 和 40 g/L Ni2+胁迫浓度下，A. 
ferrooxidans 的亚铁氧化率(24 h)分别为 78.7%和

40.6%，显著低于对照组(98.2%)，如图 1A 所示。

其中值得注意的是，40 g/L Ni2+胁迫环境下，培养

0–4 h 之间，A. ferrooxidans 的亚铁氧化率增加；

而进一步延长培养时间，A. ferrooxidans的亚铁氧

化率缓慢增加并趋于平缓，可能归因于经过 4 h
高浓度胁迫，Ni2+已经对 A. ferrooxidans 产生毒

性，并抑制了该菌亚铁氧化活性。 
不同 Ni2+胁迫条件下，A. ferrooxidans的亚

铁氧化速率如图 1C 所示。比较不同浓度梯度

的 Ni2+胁迫实验结果发现，对数期期间(9 h 以

内)，Ni2+胁迫浓度的增加对 A. ferrooxidans 的

亚铁氧化速率产生抑制作用。当 Ni2+胁迫浓 
度≤25 g/L时，对数期亚铁氧化速率由0.37 g/(L·h)
降低至 0.20 g/(L·h)(图 1C)，经过 24 h 培养后的

亚铁氧化几乎完全(图 1A)，此时亚铁氧化速率

趋于一致(图1C)；当添加 30或40 g/L Ni2+进行胁

迫时，亚铁氧化速率(9 h)分别降低至0.15 g/(L·h)
左右(图 1C)，经过 24 h 培养后，亚铁氧化率分

别为 78.8%和 40.6% (图 1A)，对应的亚铁氧化

速率分别为 0.13 和 0.06 g/(L·h)(图 1C)。 
Ni2+胁迫对 A. ferrooxidans亚铁氧化抑制率

如图 2 所示。与亚铁氧化率和速率结果一致，对

数生长期内(9 h)，Ni2+的添加对 A. ferrooxidans
菌的亚铁氧化率和速率产生不同的抑制作用；

添加胁迫浓度越高，抑制作用越显著；尤其是

当添加 30 或 40 g/L Ni2+进行胁迫时，亚铁氧化

抑制率增加至 52.4%–55.0%。当进一步延长培

养时间至 24 h，低胁迫浓度(Ni2+≤25 g/L)对 A. 
ferrooxidans 菌的亚铁氧化活性的抑制作用可忽

略；但Ni2+浓度增加至30或40 g/L，A. ferrooxidans
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菌的亚铁氧化抑制率 (与参照组相比 )分别为

21.3%和 59.4%。 
体系氧化还原电位随时间变化如图 1D 所

示，与亚铁氧化率变化一致(图 1A)。依据 E=Eθ 

(Fe3+/Fe2+)–RT/nF×ln[C(Fe2+)/C(Fe3+)]方程 [28–29]，

体系氧化还原电位与 Fe3+/Fe2+摩尔比值密切相

关。培养体系 A. ferrooxidans 亚铁氧化活性越高，

Fe2+氧化能力越强，产生的 Fe3+越多，对应的体  
系氧化还原电位越高。当 Ni2+胁迫浓度≤25 g/L
时，A. ferrooxidans 菌亚铁氧化活性较高 (图
1C)，对应的体系氧化还原电位也迅速升高；

但 Ni2+胁迫浓度>25 g/L 时，A. ferrooxidans 菌

亚铁氧化活性显著受到抑制，对应的亚铁氧化

速率降低(图 1C)，造成体系氧化还原电位值上

升缓滞(图 1D)。 
已有研究报道指出，驯化或未驯化 A. 

ferrooxidans 最大耐受不超过 30 g/L Ni2+，且生

长及代谢受到完全抑制[18,20]。而本研究获得的

A. ferrooxidans 菌株在两步培养法体系下能够

耐受较高的 Ni2+胁迫浓度，即 A. ferrooxidans
能够耐受≤30 g/L Ni2+胁迫，亚铁氧化抑制率

(24 h)小于 21.3%；但当 Ni2+浓度增加至超高浓度

40 g/L 时，亚铁氧化活性才受到显著抑制(培养

24 h 后体系的亚铁氧化抑制率约为 59.4%)。 

 

 
 

图 1  Ni2+胁迫对 A. ferrooxidans 亚铁氧化活性的影响 
Figure 1  Effects of Ni2+ on the variations of ferrous oxidation efficiency (A), ferrous iron concentration in 
solution (B), ferrous oxidation rate (C), and redox potential (D). 
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图 2  不同 Ni2+浓度胁迫下，A. ferrooxidans 亚铁

氧化抑制率 
Figure 2  Inhibition efficiency of Fe2+ oxidation by 
addition of Ni2+. 
 

2.2  Ni2+胁迫对 A. ferrooxidans 菌 rus 操纵

子中不同功能基因表达影响 
研究者利用生物信息学、生理生化和细胞

定位等不同技术手段，对 A. ferrooxidans 中亚

铁氧化电子传递链中多个传递体进行研究。目

前公认的 A. ferrooxidans ATCC 23270 亚铁氧化

电子传递有“顺电势”与“逆电势” 2 种方式进行。

当 A. ferrooxidans 在含有 Fe2+培养基中，利用

Fe2+进行生长繁殖，同时 Fe2+被氧化失去电子，

其中少量的电子通过 A. ferrooxidans 菌中的“逆
电势”传递，产生还原力 NADH/NADPH，传递

途径蛋白编码基因为 petI 操纵子；绝大部分电

子在“顺电势”过程中传给最终受体 O2，而 rus
操纵子的电子氧化传递过程在“顺电势”过程中

占据主导作用[30]。“顺电势”具体电子传递路径

如下：基质中 Fe2+失电子，诱导 rus 操纵子的

表达，其中电子依次传递给 A. ferrooxidans 表

面的外膜蛋白(编码基因 cyc2)、周质空间的铜

蓝蛋白(编码基因 rus)和蛋白二聚体(编码基因

cyc1)以及内膜蛋白细胞色素 c 氧化酶(编码基

因 coxBACD)，最终受体为 O2
[26,31–33]。 

为了从分子角度揭示 Ni2+胁迫导致 A. 

ferrooxidans 亚铁氧化活性降低的原因(图 1–2)，
研究以不添加 Ni2+胁迫的作为对照组，利用实

时 荧 光 定 量 PCR 探 究 了 Ni2+ 胁 迫 下 A. 
ferrooxidans 亚铁氧化电子传递链中 rus 操纵子

相关基因表达情况，结果如图 3–6 所示。结果

表明：与对照组相比，在 2 种不同 Ni2+胁迫浓

度下，实验组 A. ferrooxidans 菌 rus 操纵子不同

编码基因表达情况不同。与对照组相比，在浓

度 10 g/L Ni2+胁迫环境下培养 24 h，(1) A. 
ferrooxidans 中 cyc2、rus 和 orf 表达下调≤2.0 倍

(图 3、图 4A 和图 6)，表明这 3 个基因表达无

明显差异；(2) 培养 4、9 和 24 h 取样点的 cyc1
表达下调 3.5–4.4 倍(图 4B)，表明 cyc1 基因表

达显著下调；(3) coxBACD 4 个亚基基因表达于

24 h 取样点下调最显著，最高下调 2.5–3.2 倍(图
5)。在 40 g/L 高浓度 Ni2+胁迫下培养 24 h，A. 
ferrooxidans 菌 rus 操纵子不同基因表达情况如

下：(1) 培养 4、9 和 24 h 取样点的 cyc2、rus
和 orf 表达分别下调 1.3–2.2 倍、2.3–4.0 倍和

1.7–2.6 倍，胁迫时间越长，cyc2、rus 和 orf 基
因表达下调越显著(图 3、图 4A 和图 6)；(2) 培
养 4–24 h，cyc1 下调 5.7–16 倍(图 4B)，下调显

著高于对照组和 10 g/L Ni2+胁迫实验组；(3) 培
养 24 h，编码细胞色素 c 氧化酶 4 个不同亚基

的编码基因 coxBACD 的表达量分别下调

2.0–2.7 倍、2.0–3.7 倍、5.6–7.4 倍和 3.2–3.7 倍，

且下调随胁迫时间延长而越发显著(图 5)。 
无论是低浓度还是高浓度 Ni2+胁迫环境，

rus 操纵子中 cyc1 和 coxBACD 基因在胁迫初始

(4 h)表达量就开始显著下调，而 rus 操纵子中

其他基因在胁迫培养 24 h 才出现显著下调情

况。因而推断这 5 个基因(cyc1 和 coxBACD)表
达与 Ni2+胁迫有明显的响应关系，推断其编码

的蛋白可能是亚铁氧化电子传递链途径中的限

速酶。Fe2+氧化“顺电势”电子传递是细胞内、外
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膜上不同蛋白与蛋白之间的相互作用[31–32]。提

高 rus 操纵子上各功能基因和相应蛋白量的表

达量，将有效提高 A. ferrooxidans 菌亚铁氧化

能力，尤其是电子传递途径中的限速酶 cyc1 或

coxBACD 基因表达[30]。因此，本研究结果与上

述 Liu 等[30]研究结果相一致。此外，与对照组

比较，Ni2+胁迫浓度越高，rus 操纵子相关功能

基因表达下调量越大(图 3–6)。Fe2+氧化“顺电

势”传递蛋白(尤其是关键酶)的基因转录下调

(图 3–6)，可能使得相应编码传递蛋白表达减

少，最终导致亚铁氧化效率降低(图 1)。 

 
 

图 3  Ni2+胁迫对 cyc2 基因表达影响 
Figure 3  Effect of Ni2+ on transcriptional level of 
gene cyc2. 

 

 
图 4  Ni2+胁迫对 rus (A)和 cyc1 (B)基因表达影响 
Figure 4  Effect of Ni2+ on transcriptional levels of genes rus (A) and cyc1 (B). 

 
2.3  不同 Ni2+胁迫浓度下，A. ferrooxidans
胞外电子传递情况比较 

利用线性循环伏安电化学法比较和分析了

A. ferrooxidans菌在不同 Ni2+胁迫下胞外电子传

递响应情况(图 7–8)。 
图 7 为正常培养条件(不添加 Ni2+胁迫)下

A. ferrooxidans 菌体线性循环伏安曲线(电流-电
势变化响应)图。空电极 ITO 导电玻璃工作电极的

线性循环伏安曲线(abiotic control)显示无明显氧

化 / 还原电流现象，表明该电极可用于 A. 
ferrooxidans 菌“微生物电极”测定。A. ferrooxidans
菌微生物电极在一个循环扫描范围(800––500– 

800 mV)内，阴极电势≤400 mV 时，开始缓慢

出现还原电流，降低至约 180 mV 时出现最大

扫描电流还原峰(约为 29 µA)，表明此时还原反

应速率达到最大值；在–500 mV 左右出现另一

个还原电流峰可能与体系析氢现象有关；正向

扫描(–500–800 mV)曲线无明显阳极电流峰。由

此可推断，A. ferrooxidans 菌胞外电子传递的电

化学反应具有不可逆性。 
A. ferrooxidans 具有胞外电子转移能力，属

于电活性微生物。Carbajosa 等 [ 3 4 ]指出，A . 
ferrooxidans 菌即使在无电子传递中间体的条

件下也能够顺利完成从电极表面获得电子并产 
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图 5  Ni2+胁迫对 coxA (A)、coxB (B)、coxC (C)、coxD (D) 4 个不同基因表达影响 
Figure 5  Effect of Ni2+ on transcriptional levels of genes coxA (A), coxB (B), coxC (C) and coxD (D). 
 

 
 

图 6  Ni2+胁迫对 orf 基因表达影响 
Figure 6  Effect of Ni2+ on transcriptional level of 
gene orf. 
 

能，获得高效电化学培养而形成生物膜。A. 
ferrooxidans 亚铁氧化电子传递模型中[32]，外膜

蛋白 cytochrome c 作为第一个电子受体在亚铁

氧化中发挥重要作用。Castelle 等 [32]纯化获得

A. ferrooxidans 细胞外膜上的 cytochrome c 纯蛋

白，指出该外膜蛋白氧化还原电势(560 mV)是目

前已发现的细胞色素 c 中最高的。本研究 A. 
ferrooxidans 菌循环伏安曲线显示在低于 400 mV 
缓慢出现还原电流，并在还原电势 180 mV 时出

现最大还原峰值，可能归因于 A. ferrooxidans 细

胞外膜上的 cytochrome c (560 mV)与阴极电势

(≤400 mV)之间的氧化还原电势差，决定阴极电

子被传递链中的 cytochrome c 接纳，且该微生物

电极电化学反应不可逆。 
40 g/L Ni2+胁迫导致 A. ferrooxidans 菌微生

物电极在 180 mV 附近出现的还原峰电流值降

低(24.5 µA)(图 8)，低于对照组(29.0 µA)(图 7)。

循环伏安曲线氧化还原峰高低(或电流值大小)

可表示在给定条件下某氧化或还原反应进行速 

率的快与慢[35]。综合比较图 7 和图 8，在相同

细 胞 数下， 高 浓度 Ni2+ 胁 迫 最 终 导致 A. 
ferrooxidans 菌胞外获得电子速率和能力降低，

最终影响其氧化亚铁能力(图 1)。 
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图 7  正常培养条件下 A. ferrooxidans 菌微生物

电极循环伏安曲线 
Figure 7  Cyclic voltammetry of A. ferrooxidans 
without any Ni2+ stress. 

 

 
 

图 8  添加 40 g/L Ni2+胁迫下，A. ferrooxidans 菌
电极循环伏安曲线 
Figure 8  Cyclic voltammetry of A. ferrooxidans 
under the stress of 40 g/L Ni2+. 
 
2.4  高浓度 Ni2+胁迫下，A. ferrooxidans
菌亚铁氧化应激机制 

当功能微生物被接种到寡营养、极端环境

中，微生物能够快速适应不利条件显得尤为重

要 。 而 长时 间 耐 受性 驯 化 ，能 够 提 高 A. 
ferrooxidans 菌等嗜酸微生物耐受重金属毒性

等不利因素的能力[3]。在含重金属等极端环境

下，嗜酸微生物需要表达大量抗性基因或通过

菌种间协同作用来抵抗极端的环境压力。结合

转录组、蛋白组等技术发现整个群落或微生物

在极端环境下，一系列抵抗重金属胁迫、酸胁

迫以及胞内氧化胁迫的相关基因具有相对较高

的表达活性，这些特殊功能基因的存在使得微

生物具有抵抗外界极端条件胁迫的能力，保证

了微生物的存活及浸出过程中的功能[3,13–15]。此

外，微生物在寡营养环境下能量代谢也表达较高

的活性，进行铁硫氧化获得能量来维持细胞的活

性[15]。 
rus 操纵子是 A. ferrooxidans 菌中典型的参

与亚铁氧化能量代谢的基因簇。rus 操纵子相关

功能蛋白或编码基因在不同浓度、不同种类重金

属胁迫下响应程度存在差异。Martínez-Bussenius
等 指 出 ， 在 40 mmol/L Cu2+ 胁 迫 下 A. 
ferrooxidans ATCC 53993 的 rus 操纵子相关功

能基因表达不受影响或对应的功能蛋白略微上

调 1.47–1.71 倍，可能 40 mmol/L 的 Cu2+浓度对

A. ferrooxidans ATCC 53993 亚铁氧化代谢没有

影响[3]；而同样 40 mmol/L 的 Cu2+浓度却造成

A. ferrooxidans ATCC 23270 中 cyc1、cyc2 和

petC-1 等基因表达下调[36]。耐受 Cd2+驯化的 A. 
ferrooxidans 在 100 mmol/L Cd2+胁迫下，铁氧化

相关蛋白(尤其是 cyc2、cyc1、AcoP 和 CoxB)
表达水平下调[37]。在高浓度(40 g/L) Ni2+胁迫环

境下，A. ferrooxidans 同样能表达亚铁氧化相关

功能基因，完成基本的能量代谢，但 rus 操纵

子不同功能基因表达量比对照组显著下调，尤

其是限速酶编码基因 cyc1 和 coxBACD (图 3–6
和图 9)。除了 cyc1 和 coxBACD，编码 c-型
cytochrome 蛋白的功能基因 cyc2 也下调(图 3)，
可能导致相应的外膜 c-型 cytochrome 蛋白量降

低，对应接收 Fe2+氧化失去电子的能力也降低。

周质空间的铜蓝蛋白(编码基因 rus)，除了参与
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电子传递，同时还能结合周质空间过量的 Cu2+，

降低重金属对微生物的毒性[3]。相反，在高浓

度 Ni2+胁迫环境下，rus 基因表达没有上调，反

而显著下调(2.3–4.0 倍)，表明铜蓝蛋白可能对

Ni2+抗性没有作用，与 Ranmos-zúñiga 等[37]研究

结果一致。rus 操纵子上各功能基因显著下调，

耦合作用下伴随相应的传递蛋白表达量降低，

综合导致 A. ferrooxidans 胞外电子传递能力降

低(图 7–8)，最终导致 A. ferrooxidans 亚铁氧化

能力降低(图 1)，具体如图 9 所示。 

3  结论 
A. ferrooxidans 由于其独特的亚铁/还原硫

氧化自养能力，使其在湿法冶金工艺中发挥重

要作用。本研究在两步培养法体系下，通过对

亚铁氧化速率、rus 操纵子上各功能基因表达和

胞外电子传递等测定从宏观到微观探究了 A. 

ferrooxidans 在重金属 Ni2+胁迫下亚铁氧化应激

作用。结果指出： 

(1) 与已有研究报道相比，本研究获得 A. 
ferrooxidans 菌株在两步培养法体系下能够耐

受较高的 Ni2+胁迫浓度。A. ferrooxidans 能够耐

受≤30g/L Ni2+胁迫，亚铁氧化率和速率抑制影

响不显著(24 h 亚铁氧化抑制率≤21.3%)；当

Ni2+浓度增加至 40 g/L 时，亚铁氧化率和速率

受到显著抑制，对应的 24 h 亚铁氧化抑制率约

为 59.4%。 
(2) 超高浓度(40 g/L) Ni2+胁迫环境抑制了

A. ferrooxidans 菌亚铁氧化代谢活性，导致 rus
操纵子中各功能基因的表达量降低，尤其是

cyc1 和 coxBACD 等 5 个基因。 
(3) rus 操纵子不同功能基因表达量降低，

相应合成的电子传递蛋白酶量降低，限制了 A. 
ferrooxidans 亚铁氧化电子传递作用，导致 A. 
ferrooxidans 胞外传递电子能力降低，最终致使

A. ferrooxidans 菌亚铁氧化活性降低。 
在利用 A. ferrooxidans 生物浸提含 Ni 的废

旧 Pb–Ni 电池、电镀污泥等固废之前，深入研

究该菌在 Ni2+胁迫下的耐受性及其亚铁氧化相

关基因及其功能应激，将为探明完备的 A. 
ferrooxidans 抗重金属机制在理论上打下基础，

也为含 Ni 固废生物浸提实际工程应用提供理

论和方法支撑。 
 

 
 

图 9  重金属 Ni2+胁迫下，A. ferrooxidans 菌亚铁氧化应激效应 
Figure 9  Iron oxidation response of A. ferrooxidans under Ni2+ stress. 
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