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摘要：【目的】探究化能自养硫氧化细菌 Halothiobacillus sp. LS2 介导的以乙炔为电子受体的厌氧硫氧

化反应。【方法】稀释涂布法测定细胞生长情况，离子色谱仪测试硫氧化动力学中 SO4
2–和 S2O3

2–以及基

于相对荧光定量法的基因表达分析。【结果】尽管菌株 LS2 在以氧气为电子受体时的最大反应速率 Vmax

更高，但在厌氧条件下且以乙炔为电子受体时，菌株 LS2 的生长量是氧气为电子受体时的 2 倍，且硫

氧化酶基因 soxB 的表达量显著高于氧气作为电子受体时。【结论】菌株 LS2 不仅可以以乙炔为电子受

体完成厌氧硫氧化反应，且这一代谢过程的产能效率较有氧硫氧化过程更高。本研究首次发现了微生物

介导的以乙炔为电子受体的厌氧硫氧化反应，对丰富硫的生物地球化学循环理论有积极意义。 
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硫的生物氧化反应是一种古老的生化反应，

可追溯至 25 亿年前的太古宙时期[1–2]。自然界中

硫氧化相关酶系和微生物种类繁多，从而导致了

硫氧化途径的多样性[3]。好氧条件下，硫氧化细菌

(sulfur-oxidizing bacteria，SOB)以硫化物、单质硫

和硫代硫酸盐等还原态硫为底物进行硫氧化反

应 ， 产 生 的 电 子 通 过 呼 吸 链 复 合 体 (respiratory 

complex IV)传递给氧气并将质子 H+泵出以驱动

ATP 合成；厌氧条件下，基于 Complex IV 的电子

传递链被阻断，硫氧化反应产生的电子最终传递

给 NO3
–/NO2

–、Fe3+、Mn(IV)、N2 和 CO2。这些厌

氧硫氧化细菌中，除了新发现的以 Mn (IV)为电子

受体的 Sulfurimonas marisnigri[4]，其他细菌的厌

氧硫氧化机制已基本明确。例如：(1) 光能营养型

的硫氧化细菌以 CO2 为主要电子受体，利用不产

氧的光合作用驱动环式电子流连续泵出 H+，并通

过光合磷酸化作用生成 ATP 进行厌氧硫氧化[5–7]。

(2) 嗜酸硫氧化细菌 Acidithiobacillus 以 Fe3+为电

子 受 体 ， 将 硫 氧 化 作 用 产 生 的 电 子 通 过 醌 库

(Ubiquinone/Ubiquinol，Q/QH2)传递给细胞膜上的
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泛醌细胞色素氧化还原酶复合体(cytochrome bc1 

complex) ， 经 由 细 胞 色 素 复 合 体 (cytochrome 

complex I ， Cyt c1)→ 铜 蓝 蛋 白 (rusticyanin ，

Rus)→Cyt c2 传递给外膜上的细胞色素 c，并将 Fe3+

还原为 Fe2+；在此过程中，bc1 complex 每传递 1 个

电子即泵出 1 个 H+并通过 ATP 合成酶产生能量[8–9]。

(3) 与反硝化偶联的硫氧化细菌以 NO3
–/NO2

–为电

子受体，通过间质 NO3
–还原酶(periplasmic nitrate 

reductase，Nap)、cd1 型 NO2
–还原酶(cd1 nitrite 

reductase，NirS)、细胞质 NO3
–还原酶(membrane 

bound nitrate reductase，Nar)、铜离子型 NO2
–还原

酶(copper-type nitrite reductase，NirK)、NO 还原

酶 (nitric oxide reductase ， Nor) 和 N2O 还 原 酶

(nitrous oxide reductase，Nos)等反硝化酶的作用，

每传递 1 个电子可泵出 1–2 个 H+用于能量生成[10]。

此外，一些具有固氮能力的 SOB 也可以 N2 为电

子受体部分接收硫氧化产生的电子，但该过程不

能驱动胞内质子外排，必须通过与反硝化、铁还

原或锰还原作用才能促使跨膜质子梯度差的形

成，进而驱动 ATP 的合成。除了上述物质可作为

厌氧硫氧化的电子受体，自然界中还可能存在其

他物质或能量代谢途径，以维持厌氧条件下硫氧

化作用的进行。 

我们对化能自养硫氧化细菌 Halothiobacillus 

sp. LS2 进行全基因组测序，发现其基因组中含有

多种用于硫氧化的酶系基因以及固氮作用所需的

基因簇，并能在好氧条件下通过固氮作用获得氮

源[11]，同时，我们发现该菌在好氧或厌氧条件下，

也可以乙炔为电子受体进行硫氧化反应。为了阐

明菌株 LS2 以乙炔为电子受体时的硫氧化动力学

特征，本研究对其以氧气和乙炔为电子受体时的

细胞生长、硫氧化动力学、硫氧化酶基因表达等

进行了比较分析，以此描述了一种以乙炔为电子

受体的厌氧硫氧化反应。  

1  材料和方法 

1.1  微生物培养 

1.1.1  液体培养基 (g/L)：KH2PO4 0.40；MgCl2 

0.12；NaCl 10；NH4Cl 0.05；A5 元素液 1 mL/L；

pH 6.5–7.0。待灭菌完毕，加入 NaHCO3 0.20；

FeCl2 0.008 ； Na2S2O3 2.48 ( 试 剂 进 行 过 滤 除

菌)；厌氧培养时，培养基中加入 2.0 mmol/L 抗坏

血酸为除氧剂。 

1.1.2  固体培养基(g/L)：KH2PO4 0.40；MgSO4 

0.12；KNO3 0.40；NH4Cl 0.10；pH 6.5–7.0；

1.5%琼脂。待灭菌完毕，加入 NaHCO3 0.20；

FeSO4 0.02 ； Na2S2O3 2.48 ( 试 剂 进 行 过 滤    

除菌)。 

1.1.3  菌种活化：取保存于–80 °C 的菌株 LS2，

按 1%接种量接入液体培养基三角瓶中，置于

30 °C 振荡培养箱(ZQLY-180G)培养 2 d，设置摇

床转速 150 r/min；梯度稀释后平板涂布至固体培

养基中，置于 30 °C 的生化培养箱(LRH-150)培养

至菌落形成，挑单菌落进行液体培养，并作为种

子液用于好氧或厌氧培养。 

1.2  菌株 LS2 在不同气体条件下的生长曲线及硫

氧化情况 

在血清瓶中，分别设置顶空气体条件为 5% 

O2、20% O2、5% O2+20% C2H2、20% C2H2，其

余气体用氩气补齐；加入 5.0×10–4 mol/L NH4Cl 为

氮源，以 1.0×10–3 mol/L Na2S2O3 为底物，置于

30 °C 振荡培养箱(ZQLY-180G)培养 2 d，设置摇

床转速 150 r/min，采用稀释涂布法跟踪测定每组
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细菌的生长量，采用离子色谱测定硫酸根的生成

和底物硫代硫酸根的消耗情况(3 个平行)。 

1.3  以氧气和乙炔为电子受体的硫氧化动力学 

通过抽滤(SHZ-D(III)循环真空泵)收集种子液

的菌体，用不含底物的新鲜培养基清洗并重悬，

分装至 12 mL 血清瓶中(装液量为 6 mL，每个底

物浓度设置 3 个平行)，分别用于好氧(20% O2)和

厌氧(20% C2H2)的硫氧化动力学分析；静置 1 h

后，分别加入终浓度为 0、0.02、0.04、0.06、

0.08、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.5 mmol/L 的

S2O3
2–为底物，反应 20 min 后取样，用 0.22 μm 滤

膜过滤取得的培养液，以终止反应，用离子色谱

测定初始和反应终了的硫酸根浓度，稀释涂布平

板法对初始菌体数量进行计数。 

1.4  硫氧化酶 soxB 基因表达分析 

1.4.1  菌株培养：收集的菌体用不含底物的液体

培养基重悬，转移至血清瓶中，顶空气体中加入

20% O2、5% C2H2、20% C2H2 和 30% C2H2，其余

用氩气补齐；加入 1.0 mmol/L 的 S2O3
2–为底物，

置于 30 °C 恒温培养箱进行培养。 

1.4.2  菌 体 RNA 的 提 取 ： 将 细 菌 培 养 液 以  

12000 r/min 的转速离心 3 min (CP-80MX 超高速

离心机)，弃上清，收集菌体至 2 mL 离心管中，

加入 1 mL RNAiso PLUS(TaKaRa)，室温静置 5 min

后加入 200 μL 氯仿(大茂化学试剂)振荡混匀，

12000 r/min 离心 2 min；收集上清液至新的离心管

中，加入等体积异丙醇和 1 μL 核酸助沉剂(北京庄

盟 生 物 ) ， 充 分 混 匀 后 于 室 温 静 置 10 min ；    

12000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入 1 mL 75%

乙醇，充分混匀后 12000 r/min 离心 5 min，弃上

清；移除离心管中残余液体，室温干燥 2 min，加

入 适 量 的 RAase-free 水 溶 解 沉 淀 得 到 菌 株 的

RNA，置于–80 °C 冰箱保存。 

1.4.3  荧 光 定 量 PCR ： 提 取 的 总 RNA 用

TransStart® One-Step gDNA Removeal and cDNA 

Synthesis SuperMix (北京全式金)试剂盒进行反转

录，将得到的 cDNA 稀释 10 倍用于定量分析，菌

株 LS2 的硫氧化酶 soxB 基因和内参基因 16S 

rRNA 引物的合成工作由广州天一辉远基因科技

有限公司进行[11]。荧光定量 PCR 反应程序为：

94 °C 1 min；94 °C 10 s，60 °C 34 s，重复 40 个循

环。荧光标准曲线的扩增效率为 92.3%–97.8%，

标准曲线的相关系数为 0.999，并采用 2–△△CT 相对

定量方法对得到的数据进行分析。 

1.5  离子色谱检测 S2O3
2–和 SO4

2–含量 

本 研 究 采 用 离 子 色 谱 法 测 定 培 养 液 中 的

S2O3
2–和 SO4

2–含量。仪器：Dionex AQUION RFIC

型离子色谱仪，AS16 IC 分离柱，Dionex EGC  Ⅲ

KOH RFICTM 淋洗液发生器，AS-DV 自动进样器，

Thermo ScientificTM DionexTM ChromeleonTM 色谱

数据系统(CDS)软件(Thermo 公司)。实验参数：淋

洗液(KOH)1.5×10–2 mol/L，流速为 1 mL/min，进

样量 25 μL，柱温为 30 °C，背景电导 0.5 μs/cm。 

2  结果和分析 

2.1  菌株 LS2 在不同气体条件下的生长情况 

菌株 LS2 在 5% O2、20% O2、5% O2+20% 

C2H2、20% C2H2 条件下的硫氧化和生长情况如  

图 1 所示，菌株 LS2 在有氧或厌氧以乙炔为电子

受体时，12 h 内均可将 1.0 mmol/L 硫代硫酸根完

全氧化为硫酸根，14 h 细胞数达到最大。好氧条

件下，当氧气浓度为 5%时，菌株 LS2 的最大细

胞数为 1.7×107 CFU/mL；当氧气浓度为 20%时，
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菌株 LS2 的最大细胞数为 1.4×107 CFU/mL；当气

体条件为 5% O2+20% C2H2 时，最大细胞数为 2.1×    

107 CFU/mL。厌氧条件下，当乙炔浓度为 20%时，

菌株 LS2 的最大细胞数为 3.3×107 CFU/mL。由此

可见，乙炔为电子受体既有利于有氧条件下的菌

体生长，又保证了厌氧条件下硫氧化反应的顺利

发生。厌氧条件下，以乙炔为电子受体时，菌体

生长量是以氧气为单一电子受体时的 2 倍。说明

乙炔为电子受体更有利于菌体生长，它的能量代

谢方式可能比氧气为电子受体时更高效。 

 

 
 

图 1.  菌株 LS2 在 5% O2 A、20% O2 B、5% O2 与 20% C2H2 C、20% C2H2 D 条件下的硫氧化和生长情况 

Figure 1.  Sulfur oxidation and growth of strain LS2 under 5% O2 A, 20% O2 B, 5% O2 & 20% C2H2 C and 20% 
C2H2 D. Error bars represent the standard deviation of the mean (n=3). 
 

2.2  以氧气和乙炔为电子受体的硫氧化动力学

分析 

以氧气和乙炔为电子受体的硫氧化动力学分

析如图 2 所示，菌株 LS2 以氧气作为电子受体

时，最大反应速率 Vmax 为 1.9×10–5 mol/L SO4
2–/h 

(107 cells)–1，Km 为 3.0×10–5 mol/L S2O3
2–；乙炔为

电子受体时，最大反应速率 Vmax 为 1.7×10–5 mol/L 

SO4
2 –/h (107 cells)–1，Km 为 3.0×10–5  mol/L  

S2O3
2–。可见，菌株 LS2 在以氧气或乙炔为电子

受体时所进行的硫氧化反应具有相同的底物亲和

性(Km)，但厌氧硫氧化(C2H2 为电子受体)速率略

小于好氧硫氧化(O2 为电子受体)速率。然而，相

较于氧气，菌株 LS2 在以乙炔电子受体时有更高

的生长量(图 1)；可以推测，相对于有氧硫氧化反

应，菌株 LS2 以乙炔的厌氧硫氧化过程具有更高

的产能效率。 
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图 2.  菌株 LS2 以氧气(A)和乙炔(B)为电子受体的硫氧化动力学 

Figure 2.  Sulfur oxidation kinetics of strain LS2 with oxygen (A) and acetylene (B) as electron acceptors. 

 
2.3  硫氧化酶 soxB 基因表达分析 

菌株 LS2 硫氧化酶 soxB 基因在 20% O2 和

20% C2H2，5%、20%、30% C2H2 培养条件下的

表达情况如图 3 所示，硫氧化酶 soxB 基因的表达

量 在 20% C2H2 条 件 下 比 20% O2 条 件 下 高

10.3%。当乙炔浓度分别为 5%、20%、30%时，

硫氧化酶 soxB 基因的表达情况随着乙炔浓度的增

加而上升，在 30%的实验组中表达量最高，较之

5%乙炔组提高了 31%，说明乙炔可能促进菌株

LS2 的硫氧化反应。 

 

 

 
图 3.  硫氧化酶 soxB 基因在 20%氧气和 20%乙炔(A)，5%、20%、30%乙炔(B)的表达情况 

Figure 3.  The expression of sulfur oxidase soxB gene in 20% oxygen and 20% acetylene (A), 5%, 20% and 30% 
acetylene (B). Error bars represent the standard deviation of the mean (n=3). 
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3  讨论 

固氮酶作为催化乙炔还原的关键酶，在介导

以乙炔为电子受体的厌氧硫氧化中发挥了核心作

用。固氮酶所需电子均来源于还原态的铁氧还蛋

白 (ferredoxin ， Fd) 或 黄 素 氧 还 蛋 白 (flavodoxin, 

Fld)。当前已知有 6 种 Fd/Fld 还原途径，包括 Fix

复合体、Rnf (Rhodobacter nitrogen fixation)复合

体、丙酮酸-黄素/铁氧还蛋白氧化还原酶、FeFe

氢酶、NiFe 氢酶和铁氧还蛋白-NADP+氧化还原 

酶[12–16]。其中，Fix 复合体由 fixABCX 基因编码，

Rnf 复合体由 rnfABCDEG 基因编码，两种复合体

均可以通过 NADH 的氧化来还原 Fd/Fld[12–14]；根

据文献报道，严格厌氧菌主要通过丙酮酸-黄素/

铁氧还蛋白氧化还原酶、FeFe 氢酶、NiFe 氢酶的

Fd/Fld 还原途径，而好氧和兼性厌氧菌为 Fd/Fld

还原提供电子则需要通过 NADH/NADPH 的氧化。

但是，Fd/Fld (Eo’=–420 mV)的电势低于 NADH/ 

NADPH (Eo’=–320 mV)，NADH/NADPH 所携带

的能量无法为 Fd/Fld 的还原提供电子而导致无法

驱动固氮作用[15]。因此，好氧或兼性厌氧的化能细

菌和不产氧光合细菌必须依赖于 Fix 或 Rnf 复合体

介导的电子分叉(electron bifurcation)作用才能实现

对 Fd/Fld 的还原，并以此驱动固氮作用[12,15]。 

厌氧条件下，硫氧化生成的电子一般传递给

NO3
–/NO2

–、Fe3+、Mn(IV)等，并通过偶联的反硝

化、铁还原、锰还原等作用驱动能量生成。但菌

株 LS2 不能进行反硝化或铁还原，也无法通过这

些耦合反应获得能量。基于全基因组分析，菌株

LS2 基因组中同时发现了 fixABCX 和 rnfABCDEG

基因，是目前唯一同时含有 Fix 和 Rnf 复合体基

因的硫氧化菌[11]；根据目前的文献报道，基因组

中同时含有 Fix 复合体和 Rnf 复合体编码基因的

细菌只有 7 株化能异养固氮菌以及 2 株互营生长

的乙/丙酸氧化细菌[17–20]。菌株 LS2 的细胞在厌氧

条件下仍可将 H+泵出胞质并驱动 ATP 合成，其动

力可能源于两种具有 Electron Bifurcation 功能的

Fix 和 Rnf 复合体。它们均可利用 NADH(Em’= 

–320 mV)将铁氧还蛋白(ferredoxin，Fd)或黄素氧

还蛋白(flavodoxin，Fld)还原为更低电势的 Fd−/Fld− 

(Em’=–420 mV)，从而为固氮作用提供电子。同时，

Rnf 复合体具有产生跨膜 H+/Na+梯度的功能，电

子从 Fd−反向传递给 NAD+时可将胞质内 H+/Na+

泵出从而用于驱动 ATP 合成，是一些化能自养产

乙酸、产乙醇、产甲烷等厌氧微生物核心的能量

生成方式[21–22]。此外，Rnf 基因的表达与 Nif 基

因的表达具有相关性，Rnf 复合体基因对固氮酶成

熟及固氮功能具有调控作用 [23–25]。因此，两种

electron bifurcatases 不仅与能量代谢有关，还可能

与固氮酶活性的激活息息相关。 

可见，菌株 LS2 可能通过 Fix 和 Rnf 复合体

架设的桥联通硫氧化反应和能量产生并将电子传

递给乙炔，而乙炔作为电子受体，有氧时促进了

硫氧化反应，厌氧时保障了硫氧化反应。其中，

在有氧条件下，产生跨膜质子梯度的 Rnf 复合体

是除 Complex IV 之外驱动 ATP 合成的动力，同时

是厌氧条件下唯一的能量合成途径；而 Fix 复合

体的主要作用可能是驱动 Fd 还原，还原态 Fd 将

一部分电子传递给固氮酶用于乙炔还原，另一部

分电子传递给 Rnf 复合体产生跨膜质子梯度驱动 

ATP 的合成；根据菌株 LS2 以乙炔为电子受体时

的生长情况和 soxB 基因表达情况，Fix 和 Rnf 复

合体配合介导的能量生成，不仅保证了厌氧条件

下细胞生长，还有利于厌氧条件下的生长代谢。

本研究首次提出了以乙炔为电子受体的厌氧硫氧

化反应，说明自然界中除 NO3
–/NO2

–、Fe3+、Mn(IV)
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等外，乙炔也可以作为 SOB 介导厌氧硫氧化的电

子受体，可能还存在其他物质作为电子受体驱动

厌氧硫氧化作用。因而本研究对丰富硫的生物地

球化学循环理论、推动硫循环研究有积极意义。 
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Anaerobic sulfur oxidation with acetylene as electron acceptor 
mediated by chemoautotrophic sulfur-oxidizing bacterium 
Halothiobacillus sp. LS2 

Shanshan Qu, Hongshan Yan, Weitie Lin*, Jianfei Luo* 
School of Biology and Biological Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510006, Guangdong 
Province, China 

Abstract: [Objective] The study aims to investigate the acetylene as electron acceptor anaerobic sulfur oxidation 

mediated by the chemoautotrophic sulfur oxidizing bacterium Halothiobacillus sp. LS2. [Methods] Cell growth 

was measured by dilution coating method, SO4
2– and S2O3

2– in sulfur oxidation kinetics were measured by ion 

chromatograph, and gene expression was analyzed based on relative fluorescence quantitative method. [Results] 

Although strain LS2 obtained high maximum reaction rate Vmax with O2 as electron acceptor, its growth with 

acetylene as electron acceptor under anaerobic condition was twice that with O2 as electron acceptor, and the 

expression of soxB gene was significantly higher than that with O2 as electron acceptor. [Conclusion] These results 

indicated that strain LS2 can not only complete anaerobic sulfur oxidation with acetylene as electron acceptor, but 

also has higher productivity efficiency than aerobic sulfur oxidation. In this study, an anaerobic sulfur oxidation 

reaction using acetylene as electron acceptor was proposed for the first time, which is of positive significance to the 

sulfur biogeochemical cycle. 
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