
微生物学通报 Dec. 20, 2014, 41(12): 2565−2573 
Microbiology China © 2014 by Institute of Microbiology, CAS 

tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.140199 
 

                           

基金项目：江苏省创新计划项目(No. CXZZ11_0481)；江南大学博士研究生科学研究基金项目(No. JUDCF11013) 

*通讯作者：Tel：86-510-85918119； ：bioprocessor@aliyun.com 

收稿日期：2014-03-10；接受日期：2014-04-09；优先数字出版日期(www.cnki.net)：2014-04-14 

生物实验室

极端嗜酸硫杆菌高效筛选、高密度发酵及保藏方法的研究 

冯守帅  杨海麟  高凯  陈金才  计云鹤  王武* 
(江南大学生物工程学院 教育部工业微生物技术重点实验室  江苏 无锡  214122) 

 
 

摘  要：【目的】针对嗜酸硫杆菌极端特殊的生化特性，分别建立双层平板培养高效筛选方法

和补料分批高密度发酵策略，并优选最佳保藏方法，以强化对该类菌种资源的利用和储备效率。

【方法】分别采用以异养型微生物 Sacchromyces ellipsoideu 和 Rhodotorula sp.为底层培养物的

双层平板培养嗜酸硫杆菌，并结合透射电子显微镜技术(TEM)考察细胞形态差异。结合硫化矿

培养基设计及单质硫补料培养策略，延长 Acidithiobacillus thiooxidans 对数期，提高比生长速率。

分析不同保藏方法对嗜酸硫杆菌细胞存活率的影响。【结果】采用异养微生物——Rhodotorula sp.

作为底层培养物的双层平板培养法在缩减 1/3 检出周期的同时将 Acidithiobacillus ferrooxidans

和 Acidithiobacillus thiooxidans 的检出率提高了 3 倍左右。TEM 结果表明双层培养中细胞形态

更为规则。采用基于 Starkey-硫化矿培养基的补料分批发酵策略提高了 Acidithiobacillus 

thiooxidans 平均比生长速率，硫对生物量转化率和生产强度分别比分批培养提高 31.1%和

187.9%。4 °C 低温保藏方式更适于嗜酸硫杆菌的保藏，有效保藏期 1–3 月。【结论】Rhodotorula 

sp.为辅助培养物的双层平板培养法可有效提高嗜酸硫杆菌的筛选效率。设计的 Starkey-硫化矿

培养基结合补料分批培养策略可实现 Acidithiobacillus thiooxidans 高密度培养。简单高效的 4 °C

低温保藏方式更适合于嗜酸硫杆菌的中短期保藏。 
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The study on efficient screening, high-density fermentation and 
preservation methods for extremely Acidithiobacillus sp. 
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Abstract: [Objective] Considering of the extremely special biochemical characteristics of 
Acidithiobacillus sp., the efficient double-layers screening, fed-batch high-density fermentation 
strategy and preservation method was respectively established and optimized for enhancing the 
utilization and reservation efficiency of these microbial resources. [Methods] The heterotrophic 
microorganisms such as Sacchromyces ellipsoideu and Rhodotorula sp. was employed as bottomed 
culture when the transmission electronic technology (TEM) was employed for observing the 
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morphological differences. Based on the designed sulfide medium and elemental sulfur fed-batch 
strategy, the logarithmic phase of Acidithiobacillus thiooxidans was extended when the specific 
growth rate was improved. The effects of different preserved methods on cell survival rates were also 
investigated. [Results] Using heterotrophic microorganisms——Rhodotorula sp. as the underlying 
culture in the double-layers culture, the screening cycle was reduced by 1/3, while the plating 
efficiencies of Acidithiobacillus ferrooxidans and Acidithiobacillus thiooxidans were improved by 
about 3 times. More regular cell morphology was shown by TEM in the double-layers culture. The 
average specific growth rate of Acidithiobacillus thiooxidans was improved via fed-batch 
fermentation strategy in the Starkey-sulfide medium. The biomass conversion rate of sulfur and 
productivity were improved by 31.1% and 187.9% respectively, compared to the batch fermentation. 
The simple and efficient 4 °C cryopreservation perseveration was more suitable for preserving 
Acidithiobacillus sp. with the validity period about 13 months. [Conclusion] The screening 
efficiency of Acidithiobacillus sp. could be effectively improved by the double-layers culture with 
the auxiliary culture-Rhodotorula sp.. High-density fermentation of Acidithiobacillus thiooxidans 
was achieved via fed-batch fermentation strategy in the Starkey-sulfide medium. Simple and efficient 
4 °C cryopreservation preservation was more suitable for preserving Acidithiobacillus sp. in the 
short-term. 

Keywords: Acidithiobacillus, Double-layers culture, Fed-batch strategy, Culture preservation 

随着全球易处理精矿储量的减少及金属需求

量的日益增加，如何有效提炼低品位的贫尾矿已经

变成了世界性难题。具有经济、环保并可有效提炼

低品位矿物等优点的生物浸出工艺被认为是解决

以上问题的绿色冶金技术[1-2]。在生物浸出过程中，

浸矿微生物可以直接或通过浸出液与矿物进行各

种生物化学反应，是整个体系的生命体和主导者，

也是影响整个体系的主要因素[3]。然而由于其生存

环境的极端特殊性，如强酸、高金属离子浓度且营

养缺乏等，造就了浸出微生物独特的生化特性[3]。

该类微生物多隶属化能自养型，通过亚铁或还原态

硫氧化过程获取维持生命所需能量。以 CO2 为唯

一碳源，生长速率偏低。采用传统的单层平板筛选

菌种，平板培养过程中透气性较差，使得目标菌种

难以获得足够碳源维持生长，导致平板培养周期偏

长(约 2周)且检出率极低[4-6]。这给高效浸矿菌种筛

选及专属微生物菌种库的完善工作带来很大困难。 

同时，无论是在科学研究还是工业化生产，生

物浸出过程均需要大量微生物菌液。然而由于该类

菌种比生长速率低，能源物质的生物量得率较低

(尤其是硫利用率)且易受到底物或产物抑制，导致

常规分批培养周期较长及菌体浓度生产强度较低，

难以满足实际科研和生产需求[6-8]。此外，在获取

优良性状的菌种后，高效的菌种保藏工作也是非常

重要的。尤其嗜酸硫杆菌具有特殊的生化特性，如

该类菌种对最适生长 pH极低，且对有机物胁迫非

常敏感[9-11]。这也使得传统常规的保藏方法的效果

并不理想，因此有必要针对该类菌种优选一种快捷

高效的保藏方法。 

本研究分别以生物浸出过程应用最为广泛的典

型浸矿微生物——氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus 

ferrooxidans)和氧化硫硫杆菌 (Acidithiobacillus 

thiooxidans)为模式菌种，分别从提高该类微生物的

筛选效率、高生物量培养模式确定以及保藏方法优

选 3个方面展开来解决上述难题。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种：氧化亚铁硫杆菌 (A. ferrooxidans 

CUMT-1)由中国矿业大学冷云伟赠送，筛选于兖州

煤矿区酸性矿坑废水。氧化硫硫杆菌 (A. 

thiooxidans ZJJN)筛选于福建紫金矿业有限公司   

2 000 万 t 级生物堆浸浸出液 [12]。红酵母

Rhodotorula sp. W1保存于本实验室，葡萄酒用活

性干酵母购于安琪酵母股份有限公司。本研究所使

用菌种的主要生理特性如表 1所示。 
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表 1  菌种的主要生理特性 
Table 1  The main characteristics of strains 

菌种 

Strains 

营养类型 

Nutrition type 

能源底物 

Energy substrate 

培养基 

Medium 

最适温度，pH 

Optimal temperature, pH 

A. ferrooxidans CUMT-1 Chemolithoautotrophy Fe2+/S0 9K 30–35 °C, pH 1.8–2.5 

A. thiooxidans ZJJN Chemolithoautotrophy S0 Starkey 28–32 °C, pH 0–2.0 

S. ellipsoideus Chemoheterotrophy Organic substance YPD 30–37 °C, pH 3.0–5.5 

Rhodotorula sp. W1 Chemoheterotrophy Organic substance YPD 30–37 °C, pH 3.0–5.5 

 
1.1.2  培养基：(1) 9K培养基(g/L)[12-13]：(NH4)2SO4 

3.0，KCl 0.1，K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.5，

Ca(NO3)2 0.01，H2O 700 mL；能源底物 FeSO4·7H2O 

44.3，H2O 300 mL。(2) Starkey培养基(g/L)[12]：

(NH4)2SO4 0.3，KH2PO4 3.0，MgSO4·7H2O 0.5，

CaCl2·2H2O 0.25，FeSO4·7H2O 0.018，H2O 1 000 mL；

能源底物升华硫 10.0。(3) YPD培养基(g/L)：葡萄

糖 20，蛋白胨 20，酵母膏 10。 

1.1.3  硫化矿石：贫黄铜矿矿石采集于安徽铜陵冬

瓜山铜矿，金属矿物主要成分为黄铜矿、磁黄铁矿、

黄铁矿和磁铁矿，属于碱质偏高的钙碱性矿石。其

中主要元素成分如表 2所示。Zn、Mn、Ni、Pb、As、

Ag、Au、Co、Cd与 Hg含量均低于检测限(<0.05%)。 

1.2  双层平板法培养实验 

取 0.5 g葡萄酒用活性干酵母加入含有 5%葡萄

糖的去离子水，37 °C水浴 0.5 h。涂布于 YPD固体

平板，30 °C培养 24 h。同时将活化后的 Rhodotorula 

sp. W1涂布于 YPD固体平板，在 30 °C培养 24 h。

并以这两类平板作为底层培养物，分别将冷却的 9K

或 St a r k e y 固体培养基加热融化后冷却至约 
 

表 2  硫化矿主要元素含量 
Table 2  The main element content of sulfide ore 

参数 

Parameter 

含量和描述 

Content and description 

S (%) 12.80±0.10 

Fe (%) 32.50±0.50 

Cu (%) 1.01±0.02 

Ca (%) 3.70±0.20 

Mg (%) 3.73±0.20 

Al (%) 1.40±0.12 

Particle diameter (μm) <48 

50–60 °C，迅速覆盖于底层培养物上面。进而将

A. ferrooxidans CUMT-1和 A. thiooxidans ZJJN菌

液系列稀释后分别涂布于上层培养基，30 °C培养。

同时设定相应单层平板培养作为对照，观察菌落形

成并定期进行菌落计数。 

1.3  高密度发酵模式优选实验  

(1) 分批培养：A. thioodidans ZJJN活化后接

种至 100 mL的 Starkey-S培养基，初始条件为 pH 

1.8，5%接种量。培养条件为 30 °C、170 r/min振

荡培养，定期检测 pH、硫酸根离子和菌体浓度。 

(2) 基于 Starkey 培养基补料分批培养：接种

及培养条件同分批培养。当还原态硫低于 5 g/L时

补加升华 2 g/L硫单质，多次补料后菌体浓度出现

下降时结束补料。 

(3) 基于 Stakey-硫化矿补料分批培养：向

Starkey培养基中额外添加 0.2%的硫化矿，其他条

件同基于 Starkey培养基补料分批培养。 

1.4  菌种保藏实验 

连续培养保藏：A. ferrooxidans CUMT-1培养

于 9K培养基，每隔 3 d进行转接；A. thioodidans 

ZJJN培养于 Starkey培养基，每隔 5 d进行转接。

固体平板保藏：将长出菌落的 9K 和 Starkey 固体

培养基放置于 4 °C保存，每隔 2个月进行转接及

平板保藏。4 °C 低温保藏：将培养至对数期的菌

种直接保藏于 4 °C，每隔 3 个月进行重新培养保

藏。冷冻-甘油保藏：取对数菌液，加入灭菌甘油

控制终浓度 15%，于–20 °C 冷冻保藏。冷冻干燥

保藏：采用脱脂牛奶将平板上的菌落冲洗下来并迅

速抽真空，于–20 °C 冷冻保藏。初始细胞浓度定

义为 100%，定期取保藏样品涂平板测定其活菌存
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活率。 

本研究中所有实验均设计 3个平行，图表中数

据为 3个测量值的平均值，误差线代表标准偏差。 

1.5  检测方法 

1.5.1  透射电子显微镜分析[12]：用 2.5% (体积比)

的戊二醛将收集的细胞样品固定 0.5 h 后离心   

(6 000×g，5 min)收集菌体，与 1.25% (质量体积比)

水质琼脂混合。将凝固后的琼脂制成 1 mm左右切

片，并在含有 2.5% (体积比)戊二醛的磷酸缓冲液

中继续固定 0.5 h。采用磷酸缓冲液洗涤 3次后，

将切片固定于 1% (质量体积比)四氧化锇的磷酸缓

冲液中 1 h，再用超纯水漂洗切片于 l% (质量体积

比)铀酰乙酸溶液中固定 1 h。采用乙醇和氧化丙烯

进行梯度脱水后，将琼脂切片植入环氧树脂，经铀

酰乙酸染色后待用。 

1.5.2  还原态硫浓度测定：采用铬酸钡分光光度 

法[14]。取适度稀释后样液 10 mL加入试管，分别

加入 0.2 mL的盐酸溶液(2.5 mol/L)，煮沸 5 min。

加入 0.5 mL铬酸钡悬浊液(0.1 mol/L)，继续煮沸    

5 min。逐滴滴入(1+1)氨水至呈柠檬黄色，再补加

2滴。适当冷却后采用慢速定性滤纸过滤，收集滤

液于 10 mL比色管内。若滤液浑浊，应继续重复过

滤直至滤液透明。用蒸馏水洗涤试管及滤纸 3 次，

收集滤液于比色管中，用蒸馏水稀释至标线。在  

420 nm波长处测定吸光值，根据标准曲线计算 SO2− 
4

浓度。还原态硫浓度=初始添加浓度−SO2− 
4 浓度/3。 

1.5.3  菌体浓度测定：采用核酸测定法[15]。取 1.0 mL

的培养基或浸出样液离心(367×g，3 min)除去底层

固体颗粒。取 0.5 mL适度系列稀释后稀释液加入

离心管，并加入 0.5 mL三氯乙酸(5%)，80 °C水浴

25 min后冰浴冷却，以 5%的三氯乙酸作为空白对

照在 260 nm下测定其吸光值。最后根据显微镜计

数与吸光值之间建立的标准曲线计算菌体浓度。 

2  结果与讨论 

2.1  建立快捷高效的浸矿微生物筛选方法 

2.1.1  双层培养改善平板检出效率：Tuovinen等[16]

研究发现 CO2通气量过低时会抑制 A. ferrooxidans

对亚铁的氧化过程。而采用以异养微生物作为底层

辅助物的双层平板培养法中，下层异养微生物的代

谢产物 CO2 可为上层浸矿微生物提供碳源，促进

细胞生长。此外，还可以消耗掉上层培养基中琼脂

在高压蒸汽灭菌过程中产生的少量可溶性寡糖和

单糖，减少其对目标菌的抑制作用，从而提高平板

检出率。本研究采用两种常见异养微生物葡萄酒用

活性干酵母和 Rhodotorula sp. W1作为底层辅助培

养物，以 A. ferrooxidans CUMT-1与 A. thioodidans 

ZJJN 为模式菌株，其平板检出时间及效率如图 1

所示。结果表明，单层培养基在第 10−11天才开始

出现菌落，最大菌落数仅为 3.2×106 cells/mL (A. 

ferrooxidans CUMT-1) 和 2.1×106 cells/mL (A. 

thioodidans ZJJN)；而在双层培养基中第 6−7天便

开始长出菌落，在筛选周期缩短近 1/3的同时，最

大检出菌落数也明显提升。采用葡萄酒用活性干酵

母作为底层辅助物的双层培养，A. ferrooxidans和

A. thioodidans的检出菌落数分别为单层培养的 2.1

和 2.2倍；以 Rhodotorula sp.为底层辅助物的双层

培养检出菌落数则分别为单层培养的 3.1 倍和 4.1

倍。Fournier等[17]曾发现与异养微生物之间混养的

过程中会有相互促进生长的协同效应，这与实验结

果也是吻合的。 

2.1.2  不同培养方法对细胞形态的影响：采用

TEM 技 术 观 察 两 种 不 同 培 养 方 法 下 A. 

ferrooxidans和 A. thioodidans细胞形态差异，结果

如图 2 所示。无论是 A. ferrooxidans 还是 A. 

thioodidans，采用双层平板培养中细胞形态更为规

则，且表面较光滑，而在传统单层培养基中细胞形

态规则性差，表面粗糙且表面或有荚膜形成，或荚

膜厚度较厚。这意味着单层培养方法对该类菌种存

在一定的环境胁迫，迫使细胞调节荚膜的合成来抵

御这种不利外界条件。这也从另一个角度证实了双

层培养方式的筛选效率更高。因此，采用

Rhodotorula sp. W1为底层辅助物的双层培养有望

应用于筛选有类似生化特性的其他浸矿微生物。 
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图 1  不同培养方法 A. ferrooxidans 和 A. thioodidans 的菌落检出 
Figure 1  The colony forming unit (CFU) of A. ferrooxidans and A. thiooxidans by different plating methods 

注：A：A. ferrooxidans；B：A. thioodidans. ：单层平板培养； ：双层培养-葡萄酒用活性干酵母； ：双层培养-Rhodotorula 

sp. W1. 
Note: A: A. ferrooxidans; B: A. thioodidans. : Single-layer culture; : Double-layers culture-Sacchromyces ellipsoideu; : 
Double-layers culture-Rhodotorula sp. W1. 
 

 
 

图 2  双层(Rhodotorula sp.)和传统单层培养法中细胞

透射电镜图  
Figure 2  Transmission electron microscopes of A. 
ferrooxidans and A. thiooxidans by double-layers 
(Rhodotorula sp.) and traditional single-layer plating 
methods 
注：A：双层平板的 A. ferrooxidans (bar，1 μm；25.5×k)；B：

传统单层平板的 A. ferrooxidans (bar，1 μm；25.5×k)；C：双

层平板的 A. thiooxidans (bar，1 μm；42.5×k)；D：传统单层平

板的 A. thiooxidans (bar，1 μm；42.5×k). 

Note: A: A. ferrooxidans of double-layers plate (bar, 1 μm; 
25.5×k); B: A. ferrooxidans of traditional single-layer plate (bar, 
1 μm; 25.5×k); C: A. thiooxidans of double-layers plate (bar,    
1 μm; 42.5×k); D: A. thiooxidans of traditional single-layer plate 
(bar, 1 μm; 42.5×k). 

2.2  建立 A. thiooxidans ZJJN-3 高密度发酵模式 

2.2.1  基于 Starkey 培养基分批培养：作为专性硫

氧化菌种，A. thiooxidans可有效利用在生物浸出过

程产生的还原态硫，从而减弱元素硫膜钝化层的抑

制作用提升浸出率，在加速硫代谢方面扮演了重要

角色[18-19]。然而在纯培养过程中菌种硫氧化速率较

慢，使得细胞得率较低，生物量过低，难以满足实

际需要[19]。基于 Starkey-S0培养基分批培养结果如

图 3 所示。接种后的菌种经过 20 h 左右的适应 

 

 
 

图 3  基于 Starkey 培养基分批培养过程 pH、生物量和

还原态硫的变化 
Figure 3  The changes of pH, biomass and reduced sulfur 
in batch culture based on Starkey medium 
注：—●：pH；—▲：生物量；—■：还原态硫. 

Note: —● : pH; —▲: Biomass; —■ : Reduced sulfur. 
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期，开始步入快速生长阶段，在 16–56 h阶段的平

均比生长速率达 0.052 h−1，菌体浓度呈指数升高。

但在 56–104 h阶段，随着还原态硫被逐渐消耗，细

胞增长速率出现明显下滑，平均比生长速率仅为

0.015 h−1。经过 120 h 培养，菌体浓度仅为    

1.28×108 cells/mL。相比于 A. ferrooxidans通常仅为

30–70 h 的培养周期即可达到菌体浓度约

3×108–6×108 cells/mL差距明显[20]。鉴于 56–104 h

阶段由于能源底物的减少导致的比生长速率的下

滑，可考虑采用补料策略来进行改善。 

2.2.2  基于 Starkey 培养基补料培养：补料培养策

略通过保证合适的关键底物浓度，同时减少其过高

浓度抑制来实现高强度发酵过程。本研究首先采用

基于 Starkey 培养基补料单质硫的方式来遏制

56–104 h阶段菌种生长速率的大幅下降。当还原态

硫下降至 5 g/L时开始补加升华硫，保持其浓度不

低于 4.5 g/L。保证在培养过程中能源物质还原态硫

既不会产生较高底物抑制也不会成为限制性因素，

维持菌体持续稳定生长，结果如图 4 所示。整个培

养过程可分为分批培养(0–56 h)和补料培养(56–  

120 h)两个阶段。相比于分批培养，在 16–56 h阶段，

补料培养中还原态硫的浓度维持在更为合适的浓

度，约 4.5–9.5 g/L。平均比生长速率达到 0.031 h−1，

为分批培养的两倍。基于 Starkey培养基进行补料

培养过程中 pH呈持续下降趋势，与分批培养时 pH

变化规律基本一致。但补料过程中下降趋势持续时

间更长。补料培养过程维持了更长的细胞生长对数

期，最终菌体浓度可达 2.87×108 cells/mL，也远高

于单纯采用分批培养的 1.28×108 cells/mL。 

2.2.3  基于 Starkey-硫化矿培养基补料分批培养：

常规发酵过程中复合培养基通常比合成培养基的

培养效果更好，这为本研究采用 Starkey-硫化矿复

合培养基高效培养 A. thiooxidans提供了启发。硫

化矿中碳酸类矿物质成分在酸解过程会释放 CO2，

部分溶解于培养基中可作为 A. thiooxidans碳源。同

时，矿物中硫成分的溶解也会生成还原态硫，可作 

 
 
 

图 4  基于 Starkey 培养基补料培养过程 pH、生物量和

还原态硫的变化 
Figure 4  The changes of pH, biomass and reduced sulfur 
in fed-batch culture based on Starkey medium 
注：—●：pH；—▲：生物量；—■：还原态硫. 

Note: —● : pH; —▲: Biomass; —■ : Reduced sulfur. 
 
 

为菌体生长的能源底物。此外，基于 Starkey设计

的硫化矿培养基也可使菌种得到持续矿物驯化，便

于后续浸出实验。以上因素促发设计硫化矿复合培

养基来进行高密度培养 A. thiooxidans。考虑到较高

浓度会导致延滞期延长，采用 0.2%的硫化矿浓度

加入 Starkey培养基制作硫化矿培养基。图 5中结

果表明，在基于硫化矿培养基补料培养过程中 pH

也维持在更适于菌体生长的范围。补料策略仍采用

当还原态硫下降至 5.0 g/L时开始补加升华硫，保

持其浓度不低于 4.5 g/L。基于 Starkey-硫化矿培养

基过程中的分批培养对数期阶段(0–56 h)的平均比

生长速率为 0.056 h−1，也略高于分批培养和基于

Starkey 培养基的补料培养。同时，补料培养阶段

(56–104 h)的平均比生长速率达 0.030 h−1，与基于

Starkey 培养基的补料培养持平，均为单纯分批培

养的两倍。培养至 112 h，菌种的死亡速率开始高

于其生长速率，逐渐出现菌体浓度的下降，这时候

的一些其他参数如 pH、氧化还原电位、有机代谢

废物及有限的生存空间等成为限制细胞生长的因

素[19]。该策略中最终菌体浓度为 3 个培养过程中

最高，可达 3.69×108 cells/mL。 
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图 5  基于硫化矿培养基补料培养过程 pH、生物量和

还原态硫的变化 
Figure 5  The changes of pH, biomass and reduced sulfur 
in fed-batch culture based on sulfide medium 
注：—●：pH；—▲：生物量；—■：还原态硫. 

Note: —● : pH; —▲: Biomass; —■ : Reduced sulfur. 

 
不同培养方式生长参数比较：3种不同培养方

式下主要参数比较如表 3所示。补料分批培养可在

保持较高的比生长速率基础上，大幅提高菌体转化

率与生产强度。相比于分批培养，基于 Starkey培

养基补料培养的转化率和生产强度分别提高 8.0%

和 123.3%。基于硫化矿培养基补料培养的转化率

和生产强度分别提高 31.1%和 187.9%。因此，采

用补料培养策略可实现 A. thiooxidans更高效的培

养。与此同时，相比于 Starkey培养基，基于硫化

矿培养基补料的转化率和生产强度分别提高 22.6%

和 28.9%，成为最高效的培养模式，这也为类似生

化特性的浸出微生物的高密度培养提供了参考。 

2.3  快捷高效保藏嗜酸硫杆菌方法优选 

无论是实验室研究还是工业化生产，高效的菌

种保藏都极其重要。获得具有优良性状的菌株之

后，因为保藏不当而产生菌种退化，将会造成很大

的经济和精力损失[21]。嗜酸硫杆菌长期生存的环

境恶劣，营养贫瘠，造就了该类微生物独特的生理

特性，如可耐受极低的 pH且对有机物非常敏感，

其最佳保藏方法也有别于传统常规保藏[22-23]。本研

究以 A. ferrooxidans和 A. thioodidans为模式菌株，

分别研究了 5种保藏方法对其细胞存活率的影响。

结果表明，随着保藏时间延长，细胞存活率逐渐降

低。保藏效果顺序依次为连续培养>冷冻干燥

法>4 °C 低温保藏>斜面保藏效果>甘油悬浮低温

冷冻法(图 6)。甘油悬浮低温冷冻法效果最差的原

因是甘油类有机物对该类化能自养型微生物细胞

有一定的毒害胁迫作用。连续培养操作繁琐、费时

费力，且过多传代次数易导致优良菌种退化，因此

也不是最佳选择。冷冻干燥法对设备要求较高且费

用较高，更适用于长期菌种保藏。4 °C 低温保藏

穿凿了一种低营养及溶氧的贫瘠环境，而且操作简

单、保藏存活率高，非常适用于中短期(1–3 月)保

藏。杨宇等[11]研究发现营养缺乏、无氧、低盐浓

度的环境有利于 A. ferrooxidans的保藏，而甘油作

为保护剂的保藏方法效果较差，这与本研究结果也

是一致的。冷冻干燥的保藏方法更适合于该类菌种

的长期保藏。 

 
 

表 3  三种培养方式下主要参数比较 
Table 3  The comparison of key parmeters between the three culture methods 

培养方法 

Culture method 

培养时间 

Culture time 
(h) 

硫消耗量 

Consumed sulfur
(g/L) 

均比生长速率

Average of μ 
(h−1) 

终了菌浓度 

Final Biomass
(cells/mL) 

转化率 

Conversed rate 
(cells/g S0

 ) 

生产强度 

Productivity 
(cells/(mL·h))

Batch culture 120 7.8 0.032 12.8 E7 1.64 E10 1.07 E6 

Fed-batch-Starkey 120 16.2 0.040 28.7 E7 1.77 E10 2.39 E6 

Fed-batch-Sulfide 120 17.2 0.040 36.9 E7 2.15 E10 3.08 E6 
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图 6  不同保藏方法对细胞存活率的影响 
Figure 6  The effects of different preservation methods on cell survival rates 

注：A：A. ferrooxidans；B：A. thiooxidans. ：连续培养； ：平板保藏； ：低温保藏； ：甘油悬浮冷冻保藏； ：

冷冻干燥保藏. 

Note: A: A. ferrooxidans; B: A. thiooxidans. : Continous culture; : Plating preservation; : 4 °C cryopreservation 
preservation; : Glycerol suspended-freezing preservation; : Freezing-drying preservation. 

 

3  结论 

(1) 建立了以 Rhodotorula sp.为底层培养物的

浸矿微生物专属双层培养筛选方法。相比于传统单

层平板培养，可将周期缩短 1/3，同时平板检出效

率提高 3 倍左右。TEM 结果表明，双层筛选培养

基中细胞形态更为规则且细胞表面较光滑，也证实

了双层培养方法更适于嗜酸硫杆菌的平板检出。 

(2) 采用硫单质补料分批策略有效提高了 A. 

thioodidans ZJJN-3 纯培养的转化率和生产强度。

基于 Starkey设计的硫化矿培养基的补料分批发酵

可延长对数生长期，且保持对数期后半段比生长速

率约为分批培养的两倍，硫对生物量转化率和生产

强度分别比分批培养提高 31.1%和 187.9%，实现

了该类化能自养型极端微生物的高密度发酵。 

(3) 4 °C低温培养液保藏保持了无氧、较低的

pH及营养贫乏的条件，操作简单且保藏存活率高，

非常适于该类极端浸矿微生物的中短期(1–3 月) 

保藏。 
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