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极端嗜酸性专性化能自养硫细菌有机质代谢的研究 
进展 

刘相梅, 林建群, 田克立, 颜望明 
山东大学微生物技术国家重点实验室, 济南 250100 

摘  要: 极端嗜酸性专性化能自养硫细菌具有独特的生理特性, 在农业、细菌冶金、含硫废水处理以及环境保护等方面

发挥着重要作用, 但这类细菌在其特殊能源缺乏时不能代谢有机质, 生长缓慢, 代时长, 细胞得率低, 限制了它在实际

生产中的应用效率。对其进行遗传改造, 构建能够利用有机质快速生长的基因工程菌, 将为这类细菌的工业化应用提供

一条可行的途径。主要对极端嗜酸性专性化能自养硫细菌有机质代谢的研究进展进行了综述, 其中包括有机化合物的抑

制作用、有机化合物的有限利用、中心代谢途径及物质的转运等, 还包括专性化能自养硫细菌有机质代谢遗传改造研究

的最新进展。 
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Metabolism of Organic Compounds by Extremely Acidophilic, 
Obligately Chemolithoautotrophic Thiobacilli-a review 
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Abstract: The extremely acidophilic, obligately chemolithoautotrophic thiobacilli can obtain energy from the chemolithotrophic 
oxidation of inorganic-sulphur. They have industrial applications in metal leaching, desulfurization from coal and oil, agriculture, and 
environmental protection. However, their inability to use organic substance, their slow growth rate and low cell yield, has limited 
their further industrial use. The construction of engineered strains with better growth rate and improved ability to use organic com-
pounds is important. In this paper, the inhibition of growth by organic compounds, limited use of organic compounds, central meta-
bolic pathways, and transport mechanism of the extremely acidophilic obligately chemolithoautotrophic thiobacilli are reviewed, as 
well as the current research progress in their genetic modification to use organic compounds. 
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化能自养细菌可以在完全无机的培养基中生长,

以 CO2 或碳酸盐为主要碳源, 从无机物的氧化反应

中获得能量。自被发现之日起, 研究化能自养细菌

在完全无机的环境中摄取生活物质的非凡能力, 与

外源有机质的关系成为科学界的一项重要课题。 

硫细菌是一类引起元素硫和还原态无机硫化物

氧化的化能无机自养菌。极端嗜酸性氧化硫硫杆菌

(Acidithiobacillus thiooxidans)、氧化亚铁硫杆菌

(Acidithiobacillus ferrooxidans)等, 不能利用有机质,

被称为专性化能自养硫细菌; 新型硫杆菌(Thiobacillus 

novellas)、中间硫杆菌(Thiobacillus intermedius)等 ,

既能自养生长, 也能异养生长, 被称为兼性化能自

养硫细菌。硫细菌在石油和煤炭的脱硫、土壤的改

良、细菌冶金、含硫废水处理以及环境保护等方面

都有广阔的应用前景。但是, 这类细菌尤其是极端

嗜酸性专性化能自养细菌, 在其特殊能源缺乏时不

能代谢有机质, 存在生长缓慢、代时长、细胞得率

低等诸多缺陷, 导致细菌培养周期长, 操作费用增

加和设备占用大, 其实际应用效率被限制。同时, 由

于不能提供足够的细胞材料, 也给生化检测、蛋白

质和酶的分离及 DNA提取等带来困难。因此, 必须

深入了解自养细菌与有机质代谢的关系, 才能有目

的地对其进行遗传改良, 构建能够利用有机质快速

生长的基因工程菌, 为这类细菌的工业化应用提供

一条可行的途径, 也可从理论上探讨细菌自养和异

养的相互关系。本文综述了国内外极端嗜酸性专性

化能自养硫细菌有机质代谢的研究进展。 

1  专性化能自养硫细菌与有机质的关系 

1.1  有机化合物的抑制作用 
根据化能自养细菌最初的定义, 专性化能自养

细菌不能利用有机质, 而且有机质对其生长具有抑

制作用。因此, 早期自养细菌代谢有机质研究主要

集中在有机质的毒性方面, 通过实验证实, 许多有

机化合物(包括有机酸、氨基酸等)在较低浓度范围内

(10−4~10−3 mol/L 浓度)即可完全或者部分抑制这类

细菌的生长[1,2], 不同有机物对不同细菌产生抑制作

用的浓度范围不同[3,4], 说明不同细菌对有机物的敏

感性存在差异[2]。 

有机物对生长的抑制作用在异养菌中也很常见,

只是化能自养菌独特的自养生活方式使其对某些有

机物的抑制作用更为敏感。通过研究几种有机酸对

氧化亚铁硫杆菌的影响, 发现有机酸可引起细胞质

酸化, 从而影响电子传递链末端氧的还原而抑制呼

吸作用, 对菌体产生毒性[5]。由氨基酸引起的抑制作

用机制与异养菌相同, 都是由于氨基酸代谢失衡造

成。一种氨基酸对某种专性自养菌的抑制作用可  

被另一种或另一组氨基酸解除, 而且专性化能自养

菌对不同氨基酸抑制作用的敏感性并不比异养菌 

更高, 如缬氨酸抑制大肠杆菌(Escherichia coli)K12

和氧化硫硫杆菌生长的浓度分别是 4×10−5 mol/L和

10−3 mol/L[2]。 

其他有机质对自养菌生长的抑制作用机制尚未

完全清楚, 推测是有机质代谢产生了有毒物质对菌

体生长产生抑制作用。如葡萄糖代谢产物丙酮酸积

累达 0.2 mmol/L时即可完全抑制氧化硫硫杆菌的生

长。采用连续不断更新培养基的方法降低丙酮酸累

积的浓度, 可使菌体生长抑制现象得以缓解。显然, 

有机酸的毒性作用可以通过将底物浓度维持在一个

较低水平的方法而消除[6]。 

1.2  有机化合物的利用 
在潜心研究有机化合物对专性化能自养菌生长

的抑制作用时, 发现这类细菌在其特殊能源存在时, 

能不同程度地吸收和同化部分有机物质作为细胞 

碳[7,8]。但这种同化能力很有限, 而且不同有机酸掺

入细胞的能力不同[4]。有机酸尤其是乙酸, 结合进入

细胞碳的能力相对大, 氨基酸和糖相对弱得多。山

东大学初立恩等研究了几种有机酸对专性自养氧化

硫硫杆菌生长的影响 , 发现它们可使细菌延迟期 

延长 , 但不能阻止细菌生长 , 进入对数期后 , 细菌

利用有机酸生长, 增加了稳定期的生物量 [8]。有机 

物底物浓度可以影响自养菌对有机物的同化率, 但

即使在很高的底物浓度下 , 也只有很少有机物   

被利用, 而且仅能合成有限的细胞成分。通过在自

养培养基中添加不同的有机物实验, 证明每一种有

机物同化变成专性化能自养细菌细胞碳最多不超 

过 10%[4]。 

专性化能自养菌同化有机物并结合进入细胞需

要无机能量和 CO2, 只有在其特殊能源存在时, 才

能同化有机物 , 说明有机物不能完全代替细菌对

CO2 的依赖, 合成细胞的大部分碳还必须从 CO2 中

得到, CO2仍然是细胞碳的主要来源
[9]。因为同化有
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机物的受体分子不能从外源有机物本身产生, 外源

有机质同化产生的能量既不足以使 CO2转化成受体

分子, 也不足以使外源有机质转运到细胞内。所以,

专性化能自养菌生命活动必需的能量还必须从氧化

无机物中获得。 

1.3  中心代谢途径 
异养菌中分解葡萄糖的途径很多, 主要有己糖

二磷酸途径(EMP)、单磷酸己糖途径(HMP)和 2-酮-3-

脱氧-6-磷酸葡萄糖酸裂解途径(ED)等, 研究极端嗜

酸性专性化能自养菌中的这些途径, 证明它们缺少

EMP 和 ED 途径的关键酶(见图 1)。例如, 氧化硫  

硫杆菌和排硫硫杆菌缺乏 EMP 途径的磷酸果糖激

酶[10,11], 氧化硫硫杆菌和那不勒斯硫杆菌(Thiobacillus 

neaplitanus)缺乏 ED 途径的 6-磷酸葡萄糖酸脱水酶

和特征性酶 2-酮-3-脱氧-6-磷酸葡萄糖酸醛缩酶[11]。

因此, 专性化能自养菌不能通过 EMP 和 ED 途径使

葡萄糖分解为磷酸丙糖进入 TCA循环, 代谢途径的

缺陷很可能是它们无法利用葡萄糖的主要原因。但

是, 通过分析 CO2固定产物, 这些细菌具有 HMP途

径的各种酶, 包括葡萄糖激酶、葡萄糖-6-磷酸脱氢

酶和 6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶等, 并且在菌体内存在

丙酮酸脱氢酶 [10,12], 说明这些专性化能自养细菌尽

管没有完全的 EMP 和 ED 途径, 但可以通过 HMP

途径引导糖类进入三羧酸(TCA)循环[4,11]。 

TCA循环在异养菌中是沟通糖、脂类和蛋白质

代谢的桥梁, 可产生大量能量供生命活动需要, 而

且通过其中间产物为合成复杂细胞物质提供碳骨

架。专性化能自养菌不能像异养菌一样利用有机物

作为碳源和能源, 说明这些细菌的 TCA循环可能存

在代谢缺陷。通过研究 14C 有机物的吸收和结合到

细胞碳的方式, 证实专性化能自养细菌只能同化有

机物合成有限的细胞成分[4]。如乙酸只出现在细胞

蛋白质和脂类中, 并且只出现在来自乙酸或α-酮戊

二酸的四种氨基酸中 , 丙酮酸的碳主要出现在直 

接来自丙酮酸、乙酸或α-酮戊二酸的氨基酸中, 标  

记的 14C 进入不到门冬氨酸族的氨基酸, 表明这些  

细菌缺乏由 TCA循环 C6或 C5中间产物形成 C4的机

制[12,13]。 

 

图 1  葡萄糖代谢的 EMP 途径、ED 途径和 TCA 循环显示极端嗜酸性专性自养硫杆菌缺少的关键酶 
Fig. 1  The EMP, ED pathways and TCA cycle showing the deficient key enzymes of extremely acidophilic, obligately chemo-

lithoautotrophic thiobacilli 
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酶学分析表明, 专性化能自养细菌不仅缺乏关

键酶-α-酮戊二酸脱氢酶(图 1), 而且 TCA 循环的其

它酶如琥珀酸脱氢酶和苹果酸脱氢酶的活性也很 

低[10,14]。另外, 乙酸的掺入模式表明这类有机体也缺

乏有功能的乙醛酸循环[13]。由于缺少完整的 TCA循

环和乙醛酸循环, 这类细菌不能代谢 TCA循环的中

间产物获得大量能量, TCA 循环仅起一个纯粹的生

物合成作用, 参与 CO2 的固定和谷氨酸的合成, 提

供合成细胞物质的碳架。因此专性化能自养菌必须

从氧化无机物中获得能量。 
1.4  物质的转运机制 

专性化能自养菌同化外源有机物的能力有限 ,

推测这些细菌可能缺乏异养菌中各种基质的特异转

运机制。与其他有机物相比自养细菌能较好地利用

乙酸, 因为乙酸可以通过自由扩散进入细胞。研究

发现专性自养那不勒斯硫杆菌有合适电子供体时 ,

氨基酸转运与异养菌一样是耗能的主动转运过程。

虽然专性自养菌氨基酸转运中的能量偶联和动力学

特征都与异养菌类似, 但是二者转运的特异性是有

区别的。异养菌中, 如大肠杆菌和枯草芽孢杆菌, 已

发现 9~12种转运系统, 它们分别特异地转运一组结

构相关的氨基酸。那不勒斯硫杆菌中只发现 2 个主

要转运系统。也许这种特异性较低的氨基酸转运系

统正是自养菌适应非正常碳代谢长期进化的结果 , 

因为自养菌依赖 CO2 为碳源, 较多的转运系统将会

引起外源有机质的代谢不平衡, 而自养菌拥有这种

特异性较低的转运系统 , 各种氨基酸转运量很少 , 

可以减少某种氨基酸的过量摄入而抑制菌体生长 , 

这对自养菌适应环境是非常有利的[15,16]。 

1.5  能量代谢的特点与自养生长的特点 
不同类群的专性化能自养细菌对基质要求有严

格的专一性, 如硫细菌只能利用元素硫和还原态的

无机硫化物, 不能利用氢, 氧化亚铁硫杆菌还可以

氧化亚铁离子, 因此专性化能自养细菌对无机基质

的氧化没有共同的机制。不同的细菌由脱氢酶或氧

化还原酶参与基质氧化脱下来的电子进入电子传递

链的部位也不一样(如图 2)[17]。由于无机基质的氧化

还原电位较高, 基质的氧化不能提供足够的能量供

菌体生长 ; 另一方面 , 除少数氢细菌以外 , 大多数

化能自养菌基质的氧化也不能直接还原 NAD(P)+, 

只能通过呼吸链的反向电子传递产生 NAD(P)H, 提

供 CO2 固定所需的还原力 , 这是一个很耗能的过  

程[18]。以上两方面决定了这类细菌必须氧化大量基

质来满足能量的需求, 造成化能自养生长时, 细菌

生长缓慢, 代时长, 细胞得率低。 

 

图 2  各类无机基质氧化进入电子传递链的水平 
Fig 2  The electronic transport chain showing the initial 

entrances of different inorganic compounds 
 

专性化能自养细菌能够利用部分有机物, 但不

能替代 CO2 作为细胞物质的主要碳源, 这一事实说

明这类菌不能从有机物氧化中获取足够能量, 而且

还缺少代谢有机质的基本能力。低效率的物质转运

机制和低酶活水平(包括酶的缺失)使有机质代谢不

足以提供细胞生长所需的主要能源和碳源[4]。例如

TCA循环中酶的缺失或低活性无疑会限制代谢中间

产物的产生, 从而进一步影响能量的产生和细胞的

生物合成。对于葡萄糖代谢, 还没有数据证明它能

够刺激专性化能自养细菌的生长, 提高合成细胞碳

的量, 很可能是因为葡萄糖转运能力的不足, 因为

至今这类细菌中未见葡萄糖转运方面的研究报道。 
专性化能自养细菌不能广泛利用有机物的另一

个原因可能是这些有机物的代谢产物扰乱了其特有

的代谢途径[4]。这类细菌能够有效地利用 CO2 作为

唯一的碳源, 需要各种酶活性的精细调节, 某种外

源有机物的异化作用会导致代谢产物整体水平中某

一产物量的增加而扰乱这种调节, 因此, 反过来又

限制了有机物的利用。 

2  专性化能自养硫细菌有机质代谢的遗传

改造 

兼性化能自养细菌拥有对无机能量和碳源及有

机能量和碳源都能利用的能力, 与仅能利用无机物

或有机物生长的专性自养或异养菌相比, 兼性化能

自养细菌的混养生长能力在自然界显然更具有选择

优势。 

除新型硫杆菌缺少磷酸葡萄糖酸脱水酶外, 通

过检测几种在己糖培养基上生长的兼性化能自养硫

细菌的无细胞提取物, 发现它们都具有 EMP、ED和

HMP 途径的关键酶, 也具有完整的 TCA 循环代谢
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途径[4]。当这类细菌由自养生长转到异养生长时, 每

种代谢途径中各种酶的活性都会有所增加或改变。

根据酶活变化情况可以推测每种途径在有机质代谢

中的作用[19]。相反, 兼性化能自养细菌异养生长时, 

自养生长有关的能量产生和 CO2固定的关键酶活性

都大幅度降低, 大多数情况下是因为缺少酶的合成

引起[20]。 

因此 , 对专性化能自养硫杆菌进行遗传改造 , 

补充其有机质代谢缺失的关键酶, 使其能够利用有

机质快速生长 , 这将不仅可以解决该类菌在实际 

应用中的限制因素, 而且还可以从理论上为揭示细

菌自养和异养的相互关系提供更多实验依据和理论

基础。 

2.1  专性化能自养硫细菌的遗传学研究基础 
专性化能自养硫细菌代谢有机质的问题, 仅依

赖这类细菌的生态学和生理学研究是不够的。上个

世纪 70 年代基因工程的诞生为这类细菌的基础和

应用研究注入了活力, 更多的研究学者把兴趣转到

遗传学研究领域。硫细菌遗传学研究自上世纪 80年

代才开始起步, 研究工作主要集中在硫杆菌质粒的

分离、载体的构建、遗传信息转移系统、硫杆菌基

因在大肠杆菌中的克隆与表达及染色体的初步分析

等方面, 并已经取得了一些进展, 为用遗传学方法

改良这类细菌的性状奠定了基础。 
通过克隆硫杆菌中与 CO2固定、参与有机酸合

成和代谢酶类的基因以及其它与物质及能量代谢有

关的酶基因, 包括 1, 5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶

基因[21,22]、3-异丙基苹果酸脱氢酶基因[23,24]、丙酮

酸脱氢酶复合体基因 (pdhABC)、柠檬酸合酶基因

(gltA)和γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶基因(gshA) [25]、异

柠檬酸脱氢酶基因[26], Glu-tRNAGln 和 Asp-tRNAAsn

氨基转移酶基因[27]等, 对部分基因进行了序列分析, 

并在遗传背景清楚的细菌(如大肠杆菌)中表达, 发

现许多基因都能在相应大肠杆菌基因突变株中实现

遗传互补, 说明硫杆菌与异养细菌在基因序列和表

达机制上差别不大[28,29]。 

生物信息学、基因组学和蛋白质组学的发展 , 

极大地带动了硫杆菌分子遗传学研究。在克隆大量

硫杆菌基因、研究酶的结构与功能的基础上, 氧化

亚铁硫杆菌全基因组序列的测定和功能基因注释的

相关研究提供了许多信息 [30,31], 利用计算机分析软

件对染色体片段进行序列分析比对、基因定位及代

谢重建等研究, 得到大量有关氧化亚铁硫杆菌功能

基因组的资料[32−34]。因此, 鉴于自养生活方式决定

了专性化能自养硫细菌生长缓慢, 要想从根本上改

善这类细菌的物质代谢和能量代谢状况, 可以通过

基因工程方法导入某些代谢酶基因, 使其能够部分

利用有机物质作为碳源或能源, 提高细菌的生长速

率, 增强铁、硫氧化系统的活性, 提高细菌的氧化能

力和应用效率。 

2.2  专性化能自养硫细菌基因转移系统的研究 
尽管硫杆菌的分子遗传学研究取得了一系列进

展, 但由于缺少把外源基因引入专性自养硫细菌的

方法, 使这类细菌的遗传改造研究一直止步不前。

直到上个世纪 90年代初, 山东大学金松谟和彭基斌

等先后在异养的大肠杆菌和两种极端嗜酸性专性自

养硫杆菌(氧化硫硫杆菌、氧化亚铁硫杆菌)之间建立

起接合转移系统, 实现了大肠杆菌与专性自养嗜酸

性硫杆菌之间遗传信息的转移[35, 36], 2007年刘相梅

等又成功地建立了极端嗜酸性喜温硫杆菌的接合转

移系统[37]。接合转移系统的建立使外源基因在专性

自养极端嗜酸性硫杆菌的表达成为可能, 硫杆菌的

遗传学研究向前迈出了重要一步, 也为这类菌的遗

传改造奠定了基础。 

2.3  专性化能自养硫细菌的遗传改造研究 
向极端嗜酸性专性自养硫杆菌转移基因的其它

方法至今国内外未见报道, 山东大学彭基斌和赵清

等利用建立的接合转移方法成功地将外源抗砷基因

分别转入氧化亚铁硫杆菌和喜温硫杆菌, 并获得表

达[38, 39], 提高了菌株的抗砷能力。2003 年, 山东大

学田克立等也对极端嗜酸性专性自养硫杆菌有机质

代谢遗传改良进行了探索, 针对 EMP途径缺失的磷

酸果糖激酶, 首先尝试克隆了大肠杆菌磷酸果糖激

酶基因(pfkA), 通过接合转移方法导入极端嗜酸性

专性自养氧化硫硫杆菌中, pfkA 在自身启动子控制

下在宿主菌中获得了表达, 实验证明构建的基因工

程菌能部分利用葡萄糖促进其生长[40]。该项研究首

次证明了异养菌(大肠杆菌)中心代谢酵解途径的关

键酶基因能够在专性自养极端嗜酸性氧化硫硫杆菌

中表达。刘玮等进一步采用 13C NMR及 31P NMR技

术对葡萄糖在氧化硫硫杆菌基因工程菌中的代谢途

径进行了研究, 结果表明外源 pfkA 在氧化硫硫杆菌
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中的表达弥补了细菌本身代谢酶的缺陷, 使葡萄糖

可以通过 EMP途径生成丙酮酸(结果待发表)。从试

验结果中也可以看出, 仅仅一个酶的表达并没有很

大程度上改善自养菌代谢有机质的能力, 但毕竟朝

着这个方向迈出了第一步。 

3  展望 

专性化能自养硫细菌缺乏 EMP、ED 途径以及

TCA 循环中的许多关键酶, 可以看出, 从根本上改

造这类菌的自养生活方式是一项很大的工程。磷酸

果糖激酶基因(pfkA)的表达, 仅补充了 EMP 途径缺

陷的酶, 使葡萄糖能通过 EMP 途径生成丙酮酸, 还

必须通过TCA循环才能为菌体提供大量能量和合成

细胞物质的中间体。因此, 必须针对专性化能自养

硫细菌 TCA 循环缺陷的特征酶——α-酮戊二酸脱

氢酶, 对其进一步改造, 克隆异养菌的α-酮戊二酸

脱氢酶基因, 导入专性自养极端嗜酸性硫杆菌, 重

建 TCA循环, 把代谢有机质的 EMP途径和 TCA循

环串接起来, 改善硫细菌能量代谢状况, 以期进一

步提高自养菌代谢有机质的能力。这也是目前我们

正在进行的工作。 

专性化能自养硫细菌代谢有机质的遗传改造研

究最终会对自养菌的生长有多大促进作用以及相应

的改造是否会影响自养菌本身的性质(包括硫的氧

化和铁的氧化等)还有待进一步研究。不管怎样, 全

面了解专性化能自养硫细菌与有机质代谢的关系 ,

不仅可以从理论上为进一步阐明该类菌与大肠杆菌

的系统进化关系以及揭示细菌自养和异养的相互关

系提供实验依据和理论基础, 而且在应用方面还有

助于有目的地对其进行遗传改造, 构建能够利用有

机质快速生长的基因工程菌, 为提高这类细菌的工

业化应用提供一条可行的途径。 
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