
 

菌株Enterococcus sp. ZQ21异化还原Fe(Ⅲ)及
产氢性质分析
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摘    要：一些发酵型异化铁还原细菌同时具有异化铁还原与产氢的能力，该类细菌在环境污染修复的同

时能够解决能源问题，具有广阔应用前景。本文以海洋沉积物中异化铁还原细菌 Enterococcus sp.
ZQ21 为研究对象，设置不同形态 Fe(Ⅲ)，分析菌株 ZQ21 异化铁还原与产氢性质。结果表明，当氢氧化

铁和柠檬酸铁为电子受体时，菌株 ZQ21 以柠檬酸铁为电子受体时 Fe(Ⅲ) 还原效率较高，其酶活性分别

为 3.66 U 和 4.40 U。同时，菌株 ZQ21 在异化铁还原培养体系中具有产氢能力，以柠檬酸铁和氢氧化铁

为电子受体进行厌氧发酵培养时，体系累积产氢量分别为 (1395.30 ± 4.79）mL/L 和（174.30 ± 3.23）
mL/L，均显著高于对照组 [(23.20 ± 2.09) mL/L]。通过液相发酵产物分析，在柠檬酸铁和氢氧化铁不同

形态 Fe(Ⅲ) 培养条件下，菌株 ZQ21 分别表现出乙醇型发酵和丁酸型发酵产氢代谢类型。菌株

Enterococcus sp. ZQ21 具有异化铁还原和产氢能力，进一步拓宽发酵型异化铁还原细菌种质资源。
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Fe(Ⅲ) reduction and hydrogen production by Fe (Ⅲ)-reducing
bacterium Enterococcus sp. ZQ21
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Abstract:  Some anaerobic fermentation bacteria wtih simultaneous dissimilatory iron reduction and hydrogen
production have been paid more and more attention for dual characteristics of energy-saving and environment-
friendliness. A Fe(Ⅲ)-reducing bacterium, Enterococcus sp. ZQ21 isolated from marine sediment was used to
analyze  the  characteristics  of  microbial  Fe(Ⅲ)  reduction  coupled  to  hydrogen production.  Strain  ZQ21 could
reduce Fe(Ⅲ) with iron reductase activity of 3.66U when iron hydroxide was as electron acceptor. While, using
ferric citrate, strain ZQ21 had the higher iron reductase activity of 4.40U. In addition, strain ZQ21 was capable
of hydrogen production under the culture condition of Fe (Ⅲ) reduction. Hydrogen production of strain ZQ21
was (1395.30 ± 4.79) mL/L, which significantly increased hydrogen production compared the control [(23.20 ±
2.09) mL/L]. According to the gas chromatography analysis, for strain ZQ21, ethanol and butyric acid became
the major soluble production when electron acceptors were ferric citrate and iron hydroxide respectively. This
result indicates that strain ZQ21 has the ability of high microbial Fe (Ⅲ) reduction and hydrogen production,
which will provide evidence for the application of dissimilatory Fe(Ⅲ)-reducing bacteria for the characteristics
of energy-saving.
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铁是一种十分活跃的元素，最常见的价态

是+2、+3，在地壳中含量丰富，占地壳总重的

5.1%。铁的氧化还原循环是最重要的生物地球

化学过程之一 [1]。异化铁还原细菌以有机物作

为电子供体，铁氧化物（Fe（Ⅲ））为电子受体，通

过氧化电子供体偶联还原 Fe（Ⅲ），能够实现 Fe（Ⅲ）

还原为 Fe（Ⅱ）[2-3]。细菌的异化铁还原过程中还

原产物 Fe（Ⅱ）累积于细胞外，不进入细胞内参

与代谢活动。异化铁还原菌不是一个分类学上

的名词，在细菌域中的 8个门、13个纲和 22个

目中都有异化铁还原菌的分布[4]。目前，关于异

化铁还原细菌研究中，希瓦氏菌属 Shewanella spp.
和地杆菌属 Geobacter spp.最为深入。这两类菌

属为代表的异化铁还原细菌，能够直接利用细胞

外 Fe（Ⅲ）作为电子受体进行还原，并产生能量，

即呼吸型异化铁还原细菌 [5]。而一些异化铁还

原细菌，如巴氏芽孢梭菌 Clostridium pasteurianum
和多粘芽孢杆菌 Bacillus polymyxa 等，在发酵底

物形成小分子有机酸、乙醇及氢气等产物的过

程中，同时还原细胞外 Fe（Ⅲ），此过程并不产生

能量，即发酵型异化铁还原菌[6]。

自然环境中，异化铁还原细菌能够利用多种

形式电子受体，比如 U（Ⅳ）、V（Ⅴ）、As（Ⅲ）以

及MeHg等多种重金属，进行异化 Fe（Ⅲ）还原过

程，导致重金属元素的化合价降低或沉淀，实现

异化铁还原对重金属污染的生物修复 [7-10]。此

外，异化铁还原细菌能够利用很多有机物作为电

子供体，如苯、酚、苯甲酸和苯胺等，进行异化铁

还原，实现异化铁还原对有机物氧化降解 [11-12]。

除了在无机重金属和有机污染环境治理方面的

应用，近年来研究者发现异化铁还原菌在生物燃

料电池方面同样具有广泛的应用[13]。异化铁还

原细菌 Rhodoferax ferrireducens 在生物电池中能

够将电子传递到阳极而产生电流[14]。

研究发现，一些厌氧发酵细菌，如 Clostridium
butyricum  EG3和 Clostridium  bifermentans  EZ-1，
同时具有发酵产氢和异化铁还原能力。在环境

污染修复和生物新能源制造方面，具有广阔应用

前景。相比呼吸型的异化铁还原菌，发酵型异化

铁还原菌在生物新能源的应用研究刚刚起步[15]。

海洋沉积物的特殊厌氧环境有利于富集异化铁

还原细菌，本研究以海洋沉积物一株异化铁还原

细菌 ZQ21为研究对象，分析菌株异化铁还原和

产氢性质，拓宽发酵型异化铁还原微生物在环境

污染修复及生物新能源开发中的应用。 

1   材料与方法
 

1.1    实验菌株

菌 株 Enterococcus  sp. ZQ21   （ GenBank号

MF192756）分离自渤海沉积物，具有较高 Fe（Ⅲ）

还原效率[3]。 

1.2    菌株的厌氧培养

基础培养基成分（g/L）：葡萄糖 10，胰蛋白胨

1.0，酵母提取物  2.0， NaCl  30.0， NaHCO3  2.0，
K2HPO4 1.5[pH (7.2 ± 0.2）]。为保证无氧培养环

境，向血清瓶内充氮气 5 min。按 1%比例接种

菌株 ZQ21，厌氧培养 72 h，培养温度 30 ℃。每

12 h测定细胞生长指标 OD600 及发酵液 pH。 

1.3    异化铁还原

两种 Fe（Ⅲ）形态：可溶性柠檬酸铁和不可溶

性氢氧化铁，分别添加到基础培养基中。培养结

束时，测定菌体蛋白质含量、发酵液 Fe（Ⅱ）浓度

以及铁还原酶活性，分析不同电子受体下菌株

ZQ21细胞生长和 Fe（Ⅲ）还原性质。 

1.4    发酵产氢

两种培养条件，即基础成分培养 [无 Fe（Ⅲ）]
和异化铁还原体系培养，测定菌株 ZQ21的产氢

指标和液相发酵产物，分析异化铁还原细菌产氢

的性质。 

1.5    分析方法

OD600 值采用上海光谱 752PC型分光光度

计测定培养液于 600 nm处吸收度。pH采用雷

磁 PHS-3C型 pH计测定。菌体蛋白质含量根据

考马斯亮蓝G250染色法测定[16]。异化还原 Fe（Ⅲ）

性质通过测定发酵液中产生 Fe（Ⅱ）浓度表示，

采用邻菲啰啉分光光度法测定 Fe（Ⅱ），标准曲

线法计算 Fe（Ⅱ）浓度[16]。

铁还原酶活性根据体系中产生的 Fe（Ⅱ）浓

度来计算 [17]。测定体系以 NADH为电子供体，

柠檬酸铁为电子受体，在 10 mL体系中，1 h 1 mg
蛋白产生 1  μmol  Fe（Ⅱ）为 1个酶活单位，用

U来表示。氢气含量采用气相色谱（AGILENT
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6820）测定，反应条件参考文献 [18]，填料 5 A分

子筛（60/80目），柱长 2 m，以氮气作为载气，流速

30 mL/min；柱温和进样器温度分别为 40 ℃ 和

250 ℃；检测器为 TCD，温度为 200 ℃。产氢

量=根据排水法收集的气体总量×氢气含量。液

相发酵液组成采用高效液相色谱（Agilent 200）测
定，反应条件如文献 [18]，示差折光检测器；Bio-
Rad HPX-87H色谱柱；60 ℃ 柱温；流动相是 5 mol/L
硫酸，流速 0.6 mL/min；进样量 10 μL。 

2   结果与讨论
 

2.1    菌株的生长

厌氧培养条件下，菌株 ZQ21在 72 h培养时

间内生长曲线见图 1。菌株 12 h进入对数生长

期，培养 60 h时细胞密度 OD600 达到最高，为

0.5547 ± 0.013，表明菌株 ZQ21在厌氧培养条件

下生长状况良好。菌株发酵液 pH在 72 h培养

过程中出现明显变化，在培养 24 h时 pH明显下

降，由起始值 6.95下降到 5.66。随着培养时间延

长，培养液 pH继续下降，培养 36 h时，pH已经

下降至 4.74。培养过程中发酵液 pH的下降是由

于菌株厌氧发酵产生有机酸的原因[19-20]。可见，

菌株 ZQ21是一株典型的厌氧发酵型细菌。
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图 1    菌株 ZQ21生长过程中 OD600 和 pH变化

Fig. 1    Variation of OD600 and pH of strain ZQ21 during the

growth process
  

2.2    异化铁还原性质

设置电子受体为柠檬酸铁，培养结束后收集

菌体，菌体蛋白质含量是（32.78 ± 0.77）mg/L；而
在氢氧化铁为电子受体培养条件下，菌体蛋白质

含量是（20.62 ± 1.15）mg/L。相比较对照组 [未
添加 Fe（Ⅲ）]，异化铁还原培养条件下菌体蛋白

含量都有提高，见图 2。表明异化铁培养体系促

进菌株 ZQ21细胞生长。这是由于 Fe（Ⅲ）还原

过程能够促进细胞生长[21-22]。
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图 2    电子受体对菌株 ZQ21蛋白质含量和异化铁还原效

率的影响

Fig. 2    Effect  of  electron  acceptor  on  protein  content  and

efficiency of Fe(Ⅱ) reduction by strain ZQ21
 

培养液累积产生 Fe（Ⅱ）浓度能够间接表示

细菌异化铁还原能力[23]。当设置柠檬酸铁为电

子受体时，产生的 Fe（Ⅱ）浓度较高，达到（94.54 ±
1.76） mg/L，说明菌株异化铁还原效率较高。这

可能是由于可溶性 Fe（Ⅲ）是异化铁还原细菌容

易利用的电子受体形式[24]。

细菌的异化铁还原过程是一种酶促反应，分

析铁还原酶活性有利于更充分了解异化铁还原

过程。

电子受体对菌株 ZQ21铁还原酶活力影响，

见表 1。当柠檬酸铁作为电子受体及葡萄糖作

为电子供体时，菌株 ZQ21的铁还原酶活力是

4.40 U；而电子受体为氢氧化铁及葡萄糖为电子

供体时，菌株的铁还原酶活力为 3.66 U。当菌株

ZQ21分别以柠檬酸铁和氢氧化铁作为电子受体

进行异化铁还原时，细胞生长、异化铁还原和铁

还原酶活性均存在差异。这可能是由于 Fe（III）形
态能够影响异化铁还原细菌呼吸的获能过程[25]。
 
 

表 1       电子受体对菌株 ZQ21 铁还原酶活力影响

Tab.1    Effect  of  electron  acceptor  on  activity  of  Fe(Ⅲ)  reductase
by strain ZQ21

电子受体
Fe（Ⅱ）浓度/

mg·L−1
蛋白含量/
mg·mL−1

体积/
mL

t/h 酶活力U

柠檬酸铁 64 26 10 1 4.40

氢氧化铁 43 21 10 1 3.66
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2.3    产氢性质 

2.3.1    产氢量

异化铁还原培养体系中，菌株 ZQ21具有产

氢的性质（图 3）。在不同电子受体培养条件下，

菌株 ZQ21产氢量存在着较明显差异。当电子

受体为柠檬酸铁时，菌株 ZQ21累积产氢量达到

（1395.30 ± 4.79） mL/L，较对照组有显著提高。当

电子受体为氢氧化铁时，菌株产氢量（174.30 ± 3.23）
mL/L，高于对照组 [产氢量为（23.20 ± 2.09） mL/L]。
由此可见，在异化铁还原培养体系中菌株 ZQ21
产氢量都显著提高。对比氢氧化铁，柠檬酸铁为

电子受体培养条件下，菌株 ZQ21的产氢量与异

化 Fe（Ⅲ）还原能力分别提高 7倍和 35%。同

样，游萍等[26] 研究发现菌株 JX1-25能够利用氢

氧化铁和葡萄糖发酵产氢和 Fe（Ⅲ）还原，而且

产氢过程与 Fe（Ⅲ）还原过程具有一定相关性。

细菌利用葡萄糖为电子供体进行厌氧发酵，产生

还原型NADH与H+。当胞外存在电子受体 Fe（Ⅲ）

当细胞外存在电子受体 Fe（Ⅲ）时 ，即异化铁还

原细菌胞外 Fe（Ⅲ）还原与 NADH 的氧化相偶

联，NADH 被氧化成 NAD+，同时产生氢气。Park
等 [27] 研究发现，产氢模式菌株 Clostridium buty-
ricum 还具有还原无定形水铁矿中  Fe（Ⅲ）的能

力。张月超等[15] 研究发现，梭菌 Clostridium bifer-
mentans EZ-1具有同时异化铁还原与产氢性质，

利用柠檬酸铁为电子受体，累积 Fe（Ⅱ）浓度和

产氢量为 20 mmol/L，1.11 mol H2/mol葡萄糖。同

样，梭菌 Clostridium saccarobutylicum BS2以氢

氧化铁为电子受体的异化铁还原过程累积产生

Fe（Ⅱ）浓度为 12 mmol/L，可产生氢气量 0.38 mol/
mol葡萄糖 [23]。而菌株 Clostridium butyricum 以

氧化铁为电子受体的异化铁还原过程累积产氢

量可达 2.20 mol/mol葡萄糖[28]。

可见，梭菌属发酵型异化铁还原细菌具备同

时厌氧发酵产氢与异化 Fe（Ⅲ）还原能力。菌株

ZQ21属于肠球菌属，目前未见关于该菌属同时

产氢与异化铁还原能力的相关报道。这可能由

于发酵型异化铁还原细菌研究相对比较少。 

2.3.2    液相发酵产物

厌氧培养结束，分析菌株 ZQ21液相发酵代

谢产物，见图 4。菌株 ZQ21在基础培养条件下

[未添加 Fe（Ⅲ）]发酵液成分主要是甲酸，含量

为 420 mL/L。菌株 ZQ21在异化铁培养体系中

（柠檬酸铁和氢氧化铁）发酵液成分主要是乙醇

和丁酸，含量分别为 284 mL/L和 140 mL/L。
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图 4    电子受体对菌株 ZQ21液相发酵产物的影响

Fig. 4    Effect  of  electron  acceptor  on  liquid  fermentation

products by strain ZQ21
 

微生物厌氧发酵制氢的代谢类型主要有丁

酸型发酵和乙醇型发酵，两者都具有较高的产氢

效率[29]。以柠檬酸铁为电子受体时，菌株 ZQ21
高产氢量与其乙醇型产氢代谢类型存在密切的

关系。菌株 ZQ21在氢氧化铁培养体系中具有

较高的产量，这是由于其属于丁酸型发酵。而在

基础培养条件下 [未添加 Fe（Ⅲ）]菌株 ZQ21是

甲酸型发酵，表现出微弱产氢现象。 

3   结　论

异化铁还原细菌 Enterococcus sp. ZQ21分离
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图 3    电子受体对异化铁还原细菌 ZQ21产氢性质影响

（**，p<0.01极显著）

Fig. 3    Effect  of  electron  acceptor  on  characteristics  of

hydrogen  production  by  Fe(Ⅲ)-reducing  strain

ZQ21 (**, p<0.01 extremely significant)
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自海洋沉积物。在异化铁还原培养体系中，菌

株 ZQ21能够以柠檬酸铁和氢氧化铁为电子受

体进行异化铁还原及产氢。在异化铁培养条件

下，菌株 ZQ21的生长和产氢量明显增加。柠檬

酸铁为电子受体时，菌株的产氢量相比对照组提

高 60倍；在氢氧化铁为电子受体时，相比对照

组，菌株的产氢量提高 6.5倍。液相发酵产物分

析结果表明，菌株 ZQ21在柠檬酸铁及氢氧化铁

为电子受体培养条件下发酵类型分别是乙醇型

和丁酸型。菌株 ZQ21是目前为止被发现的第

一种能够利用 Fe（Ⅲ）同时进行异化铁还原和产

氢的肠球菌属细菌，关于该菌株的研究将拓宽发

酵型异化铁还原细菌的种质资源，推动相关生物

能源开发的研究进程。
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