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海洋沉积物中一株铁还原细菌分离及 Fe(Ⅲ)还原性质 
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摘要: 以渤海(塘沽海域)沉积物为材料, 富集异化铁还原混合菌群。采用三层平板方法, 从混合菌群中

纯化出一株异化铁还原细菌 KB52。通过形态观察和 16S rRNA 基因序列分析, 菌株命名为 Klebsiella sp. 

KB52(GeneBank 号 KM233642)。在葡萄糖为电子供体, Fe(OH)3 为电子受体条件下厌氧培养菌株 KB52, 

其细胞生长和 Fe(Ⅲ)还原具有明显耦合关系。碳源分别设置为葡萄糖、乳酸钠、丙酮酸钠、乙酸钠、

甲酸钠和丙酸钠, 在海水培养条件下菌株 KB52以丙酮酸钠为碳源时, 菌株培养液累积 Fe(Ⅱ)浓度最高, 

为 4.41 mmol/L±0.59 mmol/L。菌株 KB52 在设定 NaCl 浓度范围内, 都能够生长并具有铁还原性质, 菌株表

现出较强的耐盐性。NaCl 质量浓度为 4 g/L 时, 菌株 KB52 还原 Fe(Ⅲ)效率最高, Fe(Ⅱ)达到 4.95 mmol/L± 

0.72 mmol/L。铁还原细菌 KB52 在淡水和海水条件下能够生长并具有铁还原性质, 可用于近海沉积物

中微生物介导异化 Fe (Ⅲ)还原过程, 进一步应用于治理海洋环境污染。  
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铁是一种变价金属, 铁的生物氧化还原涉及多

种元素的生物地球化学循环, 在生态环境中具有重

要意义。微生物介导的异化 Fe(Ⅲ)还原被认为是自

然界中 Fe(Ⅲ)还原的主要途径[1-2]。异化铁还原细菌是

指能利用有机物为电子供体, 以 Fe(Ⅲ)作为唯一电子

受体, 能够将 Fe(Ⅲ)还原为 Fe(Ⅱ)的一类微生物[3-4]。

其中一些异化铁还原细菌能够将有机物的厌氧发酵

与异化 Fe(Ⅲ)还原过程相耦联, 分解有机物和转化

污染物, 达到环境污染治理目的。Geobacter metal-

lireducens GS-15 是首次分离的异化铁还原细菌, 在

Fe(Ⅲ)还原的过程中同时分解苯和甲苯等芳香族化

合物[5]。Scala 等[6]在重金属和放射性元素污染的萨

凡纳河底沉积物中, 分离鉴定一株异化铁还原细菌

PAR2B, 该菌株的铁还原效率非常高 , 可达到每天

产生 Fe(Ⅱ)2.2 mmol/L。许玫英等[7]从印染废水中分

离到一株 Fe(Ⅲ)还原细菌 Shewanella decolorationis 

S12, 该菌株能够脱色降解染料。此外, 微生物异化

铁还原过程能够改变土壤中重金属和有毒元素的形

态。邢辉等[8]从重金属含量高的酸矿水中分离 Fe(Ⅲ)

还原细菌 Acidithiobacillus sp. nju-T1, 利用菌株的铁

还原过程加强治理矿山环境的酸矿水污染。可见, 微

生物介导铁还原过程可以有效降低金属污染, 在生

态环境及生物修复中具有重要的作用[9]。 

海洋沉积物因其特殊的厌氧环境而成为铁还原

微生物的重要生境。海洋沉积物中微生物介导铁还

原过程可以有助于海洋污染物的净化。Canfield等[10]

研究报道 , 在海洋和入海口的沉积物中 ,Fe(Ⅲ )和

Mn(Ⅳ )的还原可使得 30%~90%的有机碳氧化。

Iwahori等[11]发现有毒金属能够被铁还原微生物转化

而从污染水域中去除。在无定形铁氧化物含量更丰

富的深海区域, 异化铁还原对有机物分解的贡献可

达 75%[12]。目前一些研究从淡水环境中进行筛选异

化铁还原细菌, 例如水稻土、溪水和热泉等[13-14]。而

目前关于海洋环境铁还原细菌的相关研究比较有

限。渤海是我国内陆最大的海湾。在渤海, 陆源污染

物排放与海洋自净能力已经超出平衡临界值, 污染

物最终积累在海底沉积物中。利用海洋沉积物中微

生物介导铁还原过程对于治理海洋污染具有重要意
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义。因此, 本实验以渤海海底沉积物为材料, 筛选

Fe(Ⅲ)还原细菌 , 并分析培养条件对菌株铁还原能

力的影响。旨在扩大海洋沉积物异化铁还原微生物

种质资源, 为利用微生物异化 Fe(Ⅲ)还原过程治理

海洋环境污染提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  混合菌群的富集 

海底沉积物取自渤海塘沽海域(116°E, 38°N)。富

集培养基成分如下(g/L): 葡萄糖 10, 胰蛋白胨 1, 

NaCl 30, K2HPO4 1.5 , L-半胱氨酸 0.5。称取 10 g污

泥样品于 150 mL血清瓶中, 加入 100 mL 富集培养

基和 1.0 mL Fe(OH)3溶液(Fe3+质量浓度为 12.60 g/L)。

泥浆混合物于 120 r/min, 30℃恒温培养 72 h。1 mL

富集菌液接种于 150 mL血清瓶中, 加入 100 mL培

养基。30℃培养 48 h后测定培养液 Fe(Ⅱ)的浓度, 分

析菌群 Fe(Ⅲ)还原能力。此步骤重复 3次, 目的在于

富集异化铁还原混合菌群。 

1.2  Fe(Ⅲ)还原菌株的分离 

Fe (Ⅲ)还原培养基(g/L): 葡萄糖 20, 胰蛋白胨

4, 酵母提取物 1, NaCl 30, K2HPO41.5, MgCl2 0.1, L-

半胱氨酸 0.5。10 mL 人工合成的 Fe(OH)3溶液, 琼

脂, 15, pH 7.2~7.4。菌株分离采用三层平板法, 步骤

如下: 混合菌群稀释 103倍均匀涂布 Fe (Ⅲ)还原固体

培养基菌; 待完全吸收, 倒入一层 Fe (Ⅲ)还原固体

培养基 , 冷却凝固后 , 倾入一层灭菌固体石蜡达到

密闭厌氧目的。30℃倒置培养 24 h。挑取单菌落于

液体 Fe (Ⅲ)还原培养基, 30℃培养 48 h测定培养液

Fe(Ⅱ)的浓度。挑取 Fe(Ⅲ)还原效率高的菌株涂布于

平板, 此过程重复 5次, 选取培养液Fe(Ⅱ)浓度高, 即

菌株 Fe(Ⅲ)还原效率高的菌株进行鉴定。 

1.3  Fe(Ⅲ)还原菌株的鉴定 

结合形态观察和 16S rRNA 基因序列分析对菌

株进行鉴定。16S rRNA基因序列分析步骤: DNA的

提取, 16S rRNA基因的扩增和序列测定。菌株基因

组 DNA 按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒(天根)的

操作步骤进行提取。以基因组 DNA为模板, PCR仪

(MYCYCLER, 伯乐公司)扩增 16S rRNA基因, 扩增

引物采用细菌通用引物, 序列如下: 27F: 5-AGAG 

TTTGATCCATGGCTCAG-3和 1541R: 5-AAGGAG 

GTGATCCAGCC-3。反应体系采用 50 µL体系: 10× 

Buffer 5 μL; 10 mmol/L dNTP 1 μL; 引物 27F 和

1541R各1 μL(10 μmol/L); 模板DNA 1 μL(0.08 μg/μL); 

TaKaRa Ex Taq(5 U/μL)1 μL; 灭菌蒸馏水 45 μL。反

应程序为: 94℃, 4 min; 94℃, 30 s, 56℃, 30 s, 72℃, 

2 min, 30个循环; 72℃延伸 10 min。测序由北京奥科

生物工程技术服务有限公司完成。菌株 16S rRNA序

列在 GenBank中进行 Blast同源比对。 

1.4  菌株 Fe(Ⅲ)还原性质分析 

Fe(Ⅲ)还原菌株按 1︰100比例接种到 150 mL血

清瓶中(含 100 mL Fe (Ⅲ)还原培养基), 以不接种菌

株(补加 1 mL蒸馏水)为对照组。血清瓶充氮气 1 min

后, 迅速密封橡皮瓶塞, 30℃, 120 r/min厌氧培养。

间隔 12 h 取样, 测定菌体生长量 OD600, 培养液 pH

和 Fe(Ⅱ)浓度, 绘制菌株细胞生长和 Fe(Ⅲ)还原性质

随时间变化曲线。设置不同培养条件, 即碳源: 葡萄

糖、乳酸钠、丙酮酸钠、乙酸钠、甲酸钠和丙酸钠, 每

种碳源浓度均固定为 20 mmol/L。NaCl浓度设置为 0、

4、30、40、50和 60 g/L。菌株按 1%接种于 Fe (Ⅲ)还

原培养基。120 r/min, 30℃恒温摇床振荡厌氧培养 72 h

后, 测定菌体生长量OD600, 培养液 pH值和 Fe(Ⅱ)浓度, 

分析培养条件对菌株生长和 Fe (Ⅲ)还原性质影响。 

1.5  分析方法 

细胞生长密度是通过分光光度计(UV-1800, 岛

津仪器有限公司), 测定培养液在 600 nm吸收值来表

示。pH值采用酸度计测量(LE501, 梅特勒托利多有限

公司)。Fe(Ⅲ) 啰还原效率采用邻菲 啉分光光度法测定

培养液OD510并计算 Fe(Ⅱ)浓度来表示, 具体步骤参考

文献[15]: 吸取 1 mL 培养液, 置于 4 mL 0. 5 mol/L 盐

酸溶液中, 在 30℃下静置浸提 24 h, 3 000 g离心 5 min, 

取 100 μL上清液与 10% 盐酸羟胺, 1 mol/L乙酸-乙

酸钠溶液(pH 5.0)和 0.1% 啰邻菲 啉混合, 然后加蒸馏

水定容至 5 mL。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株分离和鉴定 

海洋沉积物经过 Fe (Ⅲ)还原培养基 3次富集培

养 , 培养液颜色由最初的深红棕色明显变淡 , 测定

富集培养液 Fe(Ⅱ)浓度是 1.25 mmol/L。这是由于铁

还原细菌的 Fe (Ⅲ)还原过程所形成[15], 表明混合菌

群具有明显的 Fe(Ⅲ)还原性质。经过 5 次平板反复

分离, 从 Fe(Ⅲ)还原混合菌群中纯化一株 Fe(Ⅲ)还原

细菌 KB52。光学显微镜形态观察菌株 KB52为短杆

状的革兰氏阴性菌。通过 PCR 扩增和序列测定获得
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菌株KB52的 16S rRNA序列(长度1 453 bp), GeneBank

号 KM233642。16S rRNA 序列在 GenBank 中进行

Blast 搜索同源序列, 发现菌株 KB52 与 Klebsiella 

pneumoniae BR102A相似性达到 100%。结合形态观

察和 16S rRNA序列分析, Fe(Ⅲ)还原菌株KB52鉴定

为 Klebsiella sp. KB52。  

2.2  菌株 Fe(Ⅲ)还原性质分析 

在葡萄糖为电子供体, Fe(OH)3 为电子受体的厌

氧培养条件下, 分析菌株 KB52的 Fe(Ⅲ)还原性质。

菌株 KB52 细胞生长和 Fe(Ⅲ)还原效率随时间的变

化特征, 见图 1。菌株 KB52在培养 24 h时进入对数

生长期, 培养 48 h 时细胞密度 OD600达到最高, 为

1.3411±0.02。而对于培养液中不加 Fe(OH)3溶液的对

照组, 在不同培养时间内, 菌株 KB52细胞生长量都

有所下降, 细胞生长的 OD600最高值为 0.8712±0.03。

这表明培养液中添加 Fe(OH)3 能够提高菌株细胞生

长。这可能是由于 Fe(Ⅲ)还原细菌的异化 Fe(Ⅲ)还原

过程对细胞生长具有促进作用[16]。在培养结束时, 培

养液的 pH值从起始值 7.20降到 4.93。培养液 pH下

降可能是由于菌株利用葡萄糖厌氧发酵产生有机酸, 

从而导致培养液 pH 降低 [17]。这同时也表明菌株

KB52是一株厌氧发酵细菌。已报道发酵型异化 Fe(Ⅲ)

还原细菌包括 Clostridium beijerinckii, Enterococcus 

gallinarum, Bacillus sp., 它们都是严格厌氧或者兼

性厌氧[18-20]。 

Fe(Ⅲ)还原实验结果表明, 菌株 KB52 细胞在指

数生长后期(36 h), 培养液中累积的 Fe(Ⅱ)浓度明显

增加。在培养 72 h 时, 培养液中累积的 Fe(Ⅱ)浓度

可达到 2.74 mmol/L±0.38 mmol/L。菌株细胞 Fe(Ⅲ)

还原过程主要发生在细胞指数生长后期和稳定静止

期。菌株 KB52细胞生长和 Fe (Ⅲ)还原能力呈现比较明

显的正相关。这与菌株Klebsiella sp. FD-3表现出Fe (Ⅲ) 

还原效率随着细胞生长而增加的研究结果相一致[21]。而

不接种菌株的对照组 , 在不同间隔时间内 , 培养液

中都没有测定出 Fe(Ⅱ)的浓度。这表明培养液中 Fe(Ⅱ)

的累积是由于 Fe(Ⅲ)还原菌株 KB52在利用 Fe(OH)3 

为电子受体的生长过程中形成, 而在没有菌株的参

与下, Fe(Ⅲ)还原过程是无法完成的。 
 

 

图 1  菌株 KB52培养过程中 OD600, pH和 Fe(Ⅱ)浓度 

Fig. 1  Changes in OD600, pH value, and Fe (Ⅱ) concentration during fermentation of the strain KB52 

 

2.3  碳源对菌株 Fe(Ⅲ)还原性质的影响 

碳源, 如葡萄糖、乳酸钠、丙酮酸钠、乙酸钠、

甲酸钠和丙酸钠(浓度为 20 mmol/L)对菌株 KB52细

胞生长和 Fe(Ⅲ)还原效率的影响见图 2。以丙酮酸钠

和葡萄糖为碳源时。菌株 KB52细胞生长比较明显。

菌株KB52在乙酸钠为碳源的培养条件下, 细胞生长

缓慢。在甲酸钠、乳酸钠和丙酸钠的碳源培养条件 

下, 菌株 KB52细胞几乎无法生长。培养结束时, 培

养液终 pH较起始值基本没有变化, 菌株 KB52不能

有效利用甲酸钠等碳源为能量来源进行生长发酵。

同时表明菌株 KB52是一株葡萄糖依赖型发酵细菌。 

菌株 KB52在上述不同碳源培养条件下, Fe(Ⅲ)还

原效率具有较显著差异。菌株 KB52 以丙酮酸钠为碳

源时, 培养液累积 Fe(Ⅱ)浓度最高, 达到 4.41 mmol/L± 
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0.59 mmol/L。菌株 KB52利用葡萄糖为电子供体时, 其

Fe(Ⅲ)还原效率是 Fe(Ⅱ)达 2.74 mmol/L±0.38 mmol/L。

这与菌株 Bacillus sp.还原 Fe(Ⅲ)的效率基本一致[20]。

研究结果进一步证实铁还原细菌能够有效利用丙酮

酸钠和葡萄糖作为电子供体进行 Fe(Ⅲ)还原 [22]。在乙

酸钠为碳源的培养条件下, 菌株 KB52 Fe(Ⅲ)还原过程

比较微弱, 培养液累积的 Fe(Ⅱ)浓度仅为 0.93 mmol/L± 

0.34 mmol/L。目前关于 Fe(Ⅲ)还原细菌能否有效利

用乙酸钠进行生长和 Fe(Ⅲ)还原的报道存在不同结

论。Scala等[6]分离 Fe (Ⅲ) 还原细菌 Aeromonas sp. 

PAR2B 能够有效利用乙酸钠进行细胞生长和 Fe (Ⅲ) 

还原。而 Fe(Ⅲ)还原细菌 P4几乎不能利用乙酸钠作

为电子供体还原 Fe(Ⅲ)[23]。在以甲酸钠、乳酸钠和

丙酸钠为碳源时, 菌株 KB52几乎无法生长, 同时也

无法进行 Fe(Ⅲ)还原。 

 

图 2  碳源对菌株 KB52细胞生长和累积 Fe(Ⅱ)浓度的影响 

Fig. 2  Effects of carbon sources on cell growth and Fe (Ⅱ) 

concentration in the strain KB52 

1. 葡萄糖; 2. 乳酸钠; 3. 丙酮酸钠; 4. 乙酸钠; 5. 甲酸钠; 6. 丙酸钠 

1. glucose; 2. lactate; 3. pyruvate; 4. acetate; 5. formate; 6. propionate 

2.4  盐度对菌株 Fe(Ⅲ)还原性质的影响 

菌株KB52分离自海洋沉积物, 沉积物中盐度组

成主要是 NaCl。在以丙酮酸钠为碳源的培养基中, 

分别设置 NaCl质量浓度 0、4、30、40、50和 60 g/L。

不同 NaCl质量浓度对菌株 KB52生长和 Fe(Ⅲ)还原性

质的影响见图 3。当 NaCl质量浓度分别是 4和 30 g/L

时, 菌株 KB52 细胞的 OD600值达到 1.4729±0.09 和

1.3417±0.08。菌株 KB52虽然分离自海洋环境, 但在

淡水条件下菌株细胞生长旺盛。当 NaCl质量浓度为

50 和 60 g/L时, 菌株 KB52 仍能够继续生长。这表

明菌株 KB52 能够适应盐度的剧烈变化而具有比较

强的耐盐能力。在不同 NaCl浓度培养条件下, 菌株

KB52培养液终 pH较起始 pH都有不同程度下降。 

 

图 3  NaCl质量浓度对菌株 KB52细胞生长和累积 Fe(Ⅱ)

浓度的影响 

Fig. 3  Effect of NaCl concentration on cell growth and Fe 
(Ⅱ) concentration in the strain KB52 

 

菌株 KB52 在设定的 NaCl 浓度范围内都具有

Fe(Ⅲ)还原性质。Fe(Ⅲ)还原效率和细胞生长变化趋
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势基本一致。这也表明菌株 KB52 细胞生长与铁还原

过程是同步进行。当 NaCl 质量浓度分别是 4 和 30 g/L

时, 菌株KB52培养液累积Fe(Ⅱ)浓度达到4.95 mmol/L± 

0.72 mmol/L和 4.41 mmol/L±0.59 mmol/L。菌株 KB52

隶属克雷伯氏菌属 (Klebsiella), 肠杆菌科 (Enterob-

acteriaceae), 许多克雷伯氏菌属细菌已被报道用于

铁还原, 产氢和产电研究[21, 24-25]。这些克雷伯氏菌属

细菌主要从淡水环境中获得。本实验菌株 Klebsiella sp. 

52 分离自海洋环境的沉积物中, 菌株 KB52 在淡水

和海水条件下都能够利用以 Fe(OH)3 为电子受体进

行细胞生长和还原 Fe(Ⅲ)。目前, 尚未见从海洋环境

中获得该类菌株进行异化 Fe(Ⅲ)还原研究的报道。 

3  结论 

Fe(Ⅲ)还原细菌 KB52 分离自海洋沉积物, 通过

形态观察和 16S rRNA基因序列分析, 该菌株鉴定为

Klebsiella sp. KB52。在葡萄糖为电子供体, Fe(OH)3 

为电子受体的厌氧培养条件下, 菌株 KB52 细胞生长

过程中具有明显的 Fe (Ⅲ)还原性质。分析碳源和NaCl

浓度对菌株 KB52 细胞生长和 Fe (Ⅲ)还原效率的影

响。丙酮酸钠是菌株 KB52生长和 Fe (Ⅲ)还原的最适

碳源。培养结束时, 累积 Fe(Ⅱ)浓度是 4.41 mmol/L± 

0.59 mmol/L。菌株 KB52具有较强的耐盐性, 在淡水

和海水培养条件下, 菌株KB52能够继续生长和还原

Fe (Ⅲ)。这表明 Fe(Ⅲ)还原细菌 KB52可用于近海沉

积物中微生物介导异化 Fe (Ⅲ)还原过程。应用于治

理海洋环境污染, 还需进一步研究。 
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Abstract: In this study, we collected marine sediment from the Bohai Sea in Tanggu, and enriched them for isolation 
with Fe (Ⅲ)-reducing microbial strains. The bacterium strain KB52 was isolated for high Fe (Ⅲ)-reduction and, using 
light microscopic examination and 16S rRNA gene sequence analysis, we identified this strain as Klebsiella sp. KB52 
(GeneBank KM233642). Under anaerobic conditions using glucose as an electron donor and Fe (OH)3 as an electron ac-
ceptor for Fe (Ⅲ) reduction, Fe (Ⅲ) reduction and cell growth of strain KB52 was synchronous. We investigated the 
effects of carbon sources, including glucose, lactate, pyruvate, acetate, formate, and propionate, on Fe (Ⅲ)-reducing ac-
tivity and cell growth in the strain KB52. The results indicated that strain KB52 was able to transfer electrons to Fe (Ⅲ) 
using various carbon sources and showed a higher Fe (Ⅲ)-reducing activity of 4.41 mmol/L±0.59 mmol/L-Fe (Ⅱ) by 
adopting pyruvate. In addition, strain KB52 could grow and reduce Fe (Ⅲ) at tested ranges of NaCl concentration from 0 
to 60 g/L. It also showed a strong tolerance to salt concentrations. The highest Fe (Ⅲ)-reducing activity of the strain 
KB52 was 4.95 mmol/L±0.72 mmol/L-Fe (Ⅱ) at an NaCl concentration of 4 g/L. Strain KB52 can grow and tolerate Fe 
(Ⅲ)-reducing activity under fresh water and marine conditions, which indicates that it can be used as a model organism 
in the study of Fe (Ⅲ)-reducing activity in isolation from the marine environment. Microbial Fe (Ⅲ) reduction by this 
strain will contribute to the purification of pollutants and has application to marine environmental protection. 
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