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研究报告 

海洋沉积物中铁还原细菌组成及异化铁还原与产氢性质 

分析 

刘洪艳*  刘淼  袁媛 
天津市海洋资源与化学重点实验室 天津科技大学海洋与环境学院  天津  300457 

摘  要：【背景】一些铁还原细菌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。【目的】从海洋沉积物中富集获得异化铁还原菌群，明确混合菌群组成、异化铁还

原及产氢性质。获得海洋沉积物中异化铁还原混合菌群组成，分析菌群异化铁还原和产氢性质。【方

法】利用高通量测序技术分析异化铁还原菌群的优势菌组成，在此基础上，分析异化铁还原混合菌

群在不同电子供体培养条件下异化铁还原能力和产氢性质。【结果】高通量数据表明，在不溶性氢氧

化铁为电子受体和葡萄糖为电子供体厌氧培养条件下，混合菌群的优势菌属主要是梭菌

(Clostridium)，属于发酵型异化铁还原细菌。混合菌群能够利用电子供体蔗糖、葡萄糖以及丙酮酸钠

进行异化铁还原及发酵产氢。葡萄糖为电子供体时，菌群累积产生 Fe(II)浓度和产氢量最高，分别

是 59.34±6.73 mg/L 和 629.70±11.42 mL/L。【结论】异化铁还原混合菌群同时具有异化铁还原和产氢

能力，拓宽了发酵型异化铁还原细菌的种质资源，探索异化铁还原细菌在生物能源方面的应用。 

关键词：异化铁还原细菌，菌群组成，电子供体，铁还原，产氢量 

Composition of Fe(III)-reducing bacteria from marine sediments 
and characteristics of dissimilatory iron reduction coupled to 
hydrogen production 
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Abstract: [Background] Some anaerobic bacteria with simultaneous dissimilatory iron reduction and 
hydrogen production, belonging to fermentative dissimilatory Fe(III)-reducing bacteria, have been paid 
more and more attention for dual characteristics of energy-saving and environment-friendliness. 
[Objective] The composition of dissimilatory Fe(III) reduction mixed bacteria in marine sediments was 
obtained, and the characteristics of dissimilatory Fe(III) reduction and hydrogen production were analyzed. 
[Methods] The dominant population of Fe(III)-reducing mixed culture was obtained using 
high-throughput sequencing data, and on this basis the characteristics of microbial Fe(III) reduction 



2712 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

coupled to hydrogen production were analyzed under the condition with six different electron donors. 
[Results] The result of high-throughput sequencing data showed that the dominant population was 
Clostridium, which was attributed to fermentative-type dissimilatory Fe(III)-reducing bacteria. The mixed 
culture could reduce Fe(III) and produce hydrogen using sucrose, glucose and sodium pyruvate as electron 
donor and iron hydroxide as electron acceptor. Among the six electron donors, glucose was the most effective 
electron donor for double characteristics with high microbial Fe(III) reduction and hydrogen production, with 
Fe(II) concentration of 59.34±6.73 mg/L and hydrogen production of 629.70±11.42 mL/L. [Conclusion] 
The results provide evidence for the application of dissimilatory Fe(III)-reducing bacteria for biological 
hydrogen production, which will widen the germplasm resource of fermentative-type dissimilatory 
Fe(III)-reducing bacteria.  

Keywords: Fe(III)-reducing bacteria, Microbial community, Electron donor, Fe(III) reduction, Hydrogen 
production 
 

微生物厌氧发酵过程需要电子受体接受代谢

反应过程产生的还原力，因电子受体不同而产生

不一样的中间代谢产物，如氢气、乙醇、丙酸、

丁醇等 [1-4]。当电子受体为质子时，微生物厌氧

发酵形成的还原力产生氢气，此过程称作生物制

氢。在能源短缺和环境污染的背景下，生物制氢

的重要性不言而喻。生物制氢包括光合生物制氢

和厌氧发酵细菌制氢两种方式，其中厌氧发酵细

菌制氢不需光照、稳定性强，而且能够在制氢的

同时参与有机废水(渣)等废弃物处理，具有更广

阔的应用前景 [5-6]。然而，目前厌氧发酵细菌制

氢的主要问题是产氢能力不高，限制了其规模化

应用 [7-8]。生物制氢近百年的研究历史一直在探

讨如何提高菌株的产氢能力。特别是近年来关

于产氢菌株代谢途径的改造，目的是通过特殊

的代谢通路向电子受体质子转移还原力，产生更

多氢气[9-10]。 

当厌氧培养体系存在外源电子受体 Fe(III).

时，微生物代谢产生还原力传递给外源电子受体

Fe(III)，而 Fe(III)接受电子后被还原为 Fe(II)，此

过程称作微生物异化铁还原。由于自然环境中

Fe(III)常以难溶的铁氧化物形式存在，微生物介

导的异化铁还原过程能够转变不溶性 Fe(III)形成

可溶性 Fe(II)，从而影响铁元素的价态，是自然界

中 Fe(III)氧化物还原的主要途径[11]。在异化还原

Fe(III)过程中，异化铁还原微生物还能同时利用

不同形式的电子受体，实现多种重金属元素的价

态转化，如：Cr(VI)还原为 Cr(III)[12]，U(VI)转化

成为毒性较小 U(IV)[13]，V(V)以及 Hg 分别转化

V(IV)[14]以及 MeHg[15]。由此可见，微生物异化铁

还原在重金属污染的生物修复研究领域具有广阔

的应用前景。 

微生物制氢和异化铁还原在开发新能源与治

理重金属污染方面具有各自明显的优势。已报道

的厌氧发酵产氢细菌多集中于梭菌属，这与梭菌

底物利用广以及产氢量高有关。研究发现，有些

梭 菌 属 菌 株 同 时 具 有 异 化 铁 还 原 能 力 ， 如

Clostridium beijerinckii[16]、Clostridium butyricum[17]

和 Clostridium sporogenes[18]等。Liu 等[19]从产氢菌

株 BH18 的转座子突变库中筛选到一株同时产氢

与异化铁还原的转座子突变菌株 TB222。研究表

明，在水稻土培养环境中添加外源电子受体磁铁

矿，发酵型异化铁还原菌能够同时产生氢气与含

Fe(II)的蓝铁矿 [20]。特别是从自然环境中分离的

Clostridium bifermentans EZ-1 菌株，为研究异化

铁还原细菌同时产氢与异化铁还原过程提供了更

丰富的微生物种质资源[21]。 

本文以分离自海洋沉积物中的一组异化铁还

原菌群为研究对象，通过测定混合菌群厌氧培养

条件下生长曲线及异化铁还原能力，并结合高通

量测序数据分析异化铁还原细菌种属特征。实验

以不溶性 Fe(III)为电子受体，优化不同电子供体培
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养条件，分析异化铁还原菌群同时异化铁还原及

产氢的性质，为研究同时具备产氢与异化铁还原性

质的发酵型异化铁还原细菌提供新的选择。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器及培养基 

啰邻菲 啉，天津市风船化学试剂科技有限公

司；溶菌酶，北京索莱宝科技有限公司；胰蛋白胨

和酵母提取物，赛默飞世尔科技有限公司。pH 计，

上海精密仪器厂；分光光度计，上海光谱仪器有

限公司；气相色谱仪，安捷伦公司。 

培养基(g/L)：葡萄糖 20.0，胰蛋白胨 1.0，酵

母提取物 2.0，氯化钠 4.0，氯化镁 0.1，L-半胱氨

酸 0.5，磷酸氢二钾 1.5，氢氧化铁悬浮液 1.0 mL，

pH 7.00±0.20。 

1.2  富集与培养 

称取 10 g 海洋沉积物底泥(渤海海域，116°E，

38°N)添加到 150 mL 厌氧瓶(含培养基 100 mL)。 

电子受体氢氧化铁的配制：16.23 g 三氯化铁溶于

666 mL 去离子水中，pH 值控制在 7.00−7.50，不停

搅拌直至得到悬浮状氢氧化铁。悬液静置 24 h，倒

掉上清液，用去离子水反复洗涤 3 遍。向厌氧瓶充

氮气 5 min，置于 30 °C、100 r/min 培养 72 h。培养

结束时，取 1 mL 细菌富集发酵液接种到 100 mL 新

鲜培养基，按上述厌氧条件培养 72 h，重复富集培

养 3 次。 

1.3  菌群组成分析 

富集培养结束，提取菌群基因组 DNA。首

先，采用低速离心(1 000 r/min，30 s)去除菌液中不

溶性氢氧化铁；接着 5 000 r/min 离心 5 min 收集菌

体，TE 缓冲液重复洗涤 2 次；然后，菌体分别在

溶菌酶、蛋白酶 K 以及 SDS 作用下直至反应液体

澄清，细菌细胞完成裂解；最后，经酚:氯仿:异戊

醇(25:24:1，体积比)反复抽提 3 次，预冷无水乙醇

沉淀 DNA。以提取的 DNA 为模板，PCR 扩增细菌

16S rRNA 基因 V4 区，通用引物为 515F (5′-GTGCC 

AGCMGCCGCGGTAA-3′)和 806R (5′-GGACTACH 

VGGGTWTCTAAT-3′)。PCR 反应体系(30 μL)：

Phusion MasterMix 15 μL，515F 引物(6 μmol/L)   

1.5 μL，806R 引物(6 μmol/L) 1.5 μL，DNA 模板    

(1 ng/μL) 10 μL，ddH2O 2.0 μL。PCR 反应条件：

98 °C 2 min；98 °C 10 s，55 °C 45 s，72 °C      

1 min，25 个循环；72 °C 10 min。 

采用 Qubit 和 Q-PCR 构建 DNA 文库。文库合

格，基于 Illumina HiSeq 测序平台进行高通量测

序。数据处理首先通过 FLASH 软件对测序序列进

行双端融合，得到拼接序列，依据质量控制标准

过滤低质量序列，测序数据通过拼接过滤，获取

有效数据 [22]。接着采用 UPARSE 软件(UPARSE 

V7.0.1001)将有效序列按照相似性为 97%的阈值进

行 操 作 分 类 单 元 (operational taxonomic units ，

OTU)聚类。随之采用 Mothur 方法将 OTU 代表序

列 与 SSUrRNA 数 据 库 进 行 比 对 ( 设 定 阈 值 为

0.8−1.0)[23]，在门、纲、目、科和属水平上开展物

种注释。测序由北京诺禾致源生物信息科技有限

公司完成。  

1.4  菌群异化铁还原 

在氢氧化铁(人工合成)为电子受体的异化铁还

原培养体系中，分析电子供体对异化铁还原菌群

生长及铁还原性质的影响。电子供体分别为蔗

糖、葡萄糖、丙酮酸钠、乳酸钠、乙酸钠和甲酸

钠，以葡萄糖(20 g/L)为固定含碳量标准，其他碳

源按等摩尔碳换算。富集活化的混合菌群按 1%接

种于不同电子供体的培养基中，测定混合菌群细

胞生长量 OD600，以及培养液累积产生的 Fe(II)浓

度，分析菌群异化铁还原能力。每组实验至少重

复 3 次。 

1.5  菌群厌氧发酵产氢 

在氢氧化铁为电子受体，蔗糖、葡萄糖、丙

酮酸钠、乳酸钠、乙酸钠和甲酸钠分别为电子供

体异化铁还原培养体系中，厌氧培养混合菌群，

通过测定发酵液 pH 值及累积产氢量，分析电子供

体对混合菌群厌氧发酵产氢性质的影响。每组设
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置 3 个重复样。 

1.6  测定方法 

通过测定培养液在 600 nm 的吸收值表示菌群

细胞生长量。采用 pH 计测定 pH 值。细菌异化还

原 Fe(III)能力通过培养液中产生的 Fe(II)浓度表

啰示。邻菲 啉分光光度法测定培养液中 Fe(II)浓度

的具体步骤参考文献[24]，1 mL 细菌培养液与    

1 mL 邻菲罗啉溶液(0.1%)和 1 mL 乙酸乙酸钠溶

液 (pH 4.60)混合，蒸馏水定容至 10 mL，静置   

10 min，利用分光光度计测定反应液于 510 nm 处

吸光值，绘制 Fe(II)标准曲线并计算 Fe(II)浓度。

利用排水法收集气体，具体步骤是：将导气管两端

分别连接厌氧瓶和集气瓶，集气瓶预先装满水，菌

群产生的气体经导气管进入集气瓶，利用排出水的

体积表示气体量，利用气相色谱法分析气体中氢气

含量，产氢量=气体量×氢气含量。气相色谱分析

条件如下：柱长为 2 m，填料为分子筛(60/80 目)，

载气是氮气，流速 30 mL/min；检测器为 TCD，

检测器温度，进样器温度和柱温分别 200、250

和 40 °C。 

2  结果与分析 

2.1  菌群生长曲线分析 

厌氧培养混合菌群过程中，间隔 12 h 测定细

菌生长指标 OD600、培养液 pH 以及培养液 Fe(II)浓

度。从图 1 可以看出，混合菌群细胞生长和异化铁

还原性质呈现较明显规律。随着培养时间的延

长，混合菌群细胞累积生长量不断增加，至培养

48 h 时，细胞密度 OD600 达到最高，为 0.80±0.04。

这表明混合菌群在异化铁还原培养体系中能够良

好生长。菌群细胞生长过程中，培养液 pH 值表现

出明显下降变化。在培养 24 h 时，pH 值开始下降，

由起始值 7.00 下降到 5.45；至培养 36 h 时，pH 值

已经下降至 4.45。在 Fe(OH)3 为电子受体的异化铁

培养体系中，培养 24 h 时，培养液开始明显累积

产生 Fe(II)，浓度为 12.70±2.45 mg/L；至培养 48 h

时，Fe(II)浓度达到 59.34±6.72 mg/L。表明混合菌

群具有异化铁还原能力。 

2.2  菌群组成分析 

根据高通量测序数据分析厌氧培养条件下混

合菌群的优势菌组成，结果见图 2。混合菌群优势

菌在门水平上都归属为厚壁菌门(Firmicutes)。相 
 

 
 

图 1  异化铁培养条件下混合菌群细胞生长曲线 
Figure 1  The cell growth of the mixed culture under 
Fe(III)-reducing condition 
 

 
 

图 2  异化铁还原培养下菌群在属和种水平上的分类

组成  
Figure 2  Bacterial community compositions of the mixed 
cultures at genus and specis levels  
注：A：属水平；B：种水平.  

Note: A: Genus level; B: Specis level. 
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关研究[25-26]发现，Firmicutes 是大多数海洋沉积物

中优势菌群，是参与 Fe(III)还原的主要菌种。具体

在属水平，绝对优势菌属 Clostridium 占 88.59%，

次优势菌属 Sporolactobacillus 占 9.17%。在种水平

上，丁酸梭菌 Clostridium butyricum 占 50.15%，是

异化铁还原培养体系中混合菌群的主要菌种。 

2.3  异化铁还原性质 

电子供体，如蔗糖、葡萄糖、丙酮酸钠、乳

酸钠、乙酸钠和甲酸钠对异化铁还原混合菌群细

胞生长和异化 Fe(III)还原性质的影响见图 3。在氢

氧化铁为电子受体培养条件下，电子供体的种类

影响菌群细胞生长。丙酮酸钠为电子供体时，异

化铁还原菌群能够进行细胞生长，细胞密度 OD600

达到最高，为 0.98±0.03。葡萄糖为电子供体时，异

化 铁 还 原 菌 群 生 长 累 积 细 胞 密 度 OD600 是

0.77±0.04。在设置的 6 种电子供体中，甲酸钠为电

子供体时，混合菌群生长的效率最低。这可能是由

于甲酸钠的分子结构简单，很难再被发酵型异化

铁还原细菌厌氧发酵利用。电子供体种类对异化

铁 还 原 菌 群 Fe(III) 还 原 的 影 响 具 有 显 著 差 异

(P<0.01)。葡萄糖和丙酮酸钠为电子供体，异化铁

还 原 菌 群 培 养 液 中 积 累 Fe(II) 浓 度 分 别 是

59.34±6.73 mg/L 和 51.28±3.31 mg/L，显著高于其

他电子供体组(P<0.01)，葡萄糖和丙酮酸钠电子供

体组之间没有显著差异(P>0.05)。表明异化铁还原

细菌能够以葡萄糖和丙酮酸钠为电子供体进行异

化 Fe(III)还原，实验结果与 He 等[27]研究结果相一

致。乳酸钠和乙酸钠为电子供体，菌群异化还原

铁 积 累 Fe(II) 浓 度 分 别 为 12.11±4.21 mg/L 和

11.50±1.61 mg/L ， 显 著 低 于 其 他 电 子 供 体 组

(P<0.01)，乳酸钠和乙酸钠电子供体组之间没有显

著差异(P>0.05)。在设置的 6 种电子供体中，以发

酵型异化铁还原细菌梭菌为优势菌的混合菌群无

法利用甲酸钠作为电子供体进行异化 Fe(III)还原，

同时以乳酸钠和乙酸钠电子供体异化铁还原效率

比较低。然而呼吸型异化铁还原细菌 Shewanella 

putrefaciens 能够氧化甲酸和乳酸等多种有机酸还

原 Fe(III)[26]。 

2.4  产氢性质 

探讨电子供体对细菌厌氧发酵产氢的影响有

助于分析细菌转移电子发酵产氢的能力。从图 4 可

以看出，蔗糖、葡萄糖和丙酮酸钠为电子供体时，

菌群发酵液的终 pH 值相比起始 pH 值都有不同程 

 

 
 

图 3  电子供体对菌群细胞生长及异化铁还原性质的

影响  
Figure 3  The effects of electron donor on cell growth 
and Fe(III) reduction by the mixed culture 
注：不同小写字母表示存在显著性差异(P<0.05).  

Note: Lowercase letters indicate different significance at 0.05 level. 
 

 
 

图 4  电子供体对菌群产氢量及发酵液终 pH 值的影响  
Figure 4  The effects of electron donor on hydrogen 
production and final pH by the mixed culture 
注：不同字母表示存在显著性差异(P<0.05). 

Note: Lowercase letters indicate different significance at 0.05 level. 
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度下降，混合菌群能够分别利用这 3 种电子供体进

行发酵产氢；葡萄糖为电子供体时，混合菌群产氢

量最高，达到 629.70±11.42 mL/L，同时其培养体系

终 pH 值最低，只有 4.26；丙酮酸钠和蔗糖为电子供

体时，混合菌群产氢量分别是 331.70±7.56 mL/L 和

318.40±2.13 mL/L。显著性分析结果是，葡萄糖电

子供体组极显著高于丙酮酸钠和蔗糖电子供体组

(P<0.01)，丙酮酸钠和蔗糖电子供体组之间存在显

著差异(P<0.05)。混合菌群在以乳酸钠、乙酸钠和

甲酸钠为电子供体时都无法厌氧发酵产生氢气，

培养液 pH 值没有出现下降。 

3  讨论 

相关研究表明，异化铁还原细菌根据能量产

生来源不同，一般分为呼吸型异化铁还原菌和发

酵型异化铁还原细菌，前者直接利用 Fe(III)作为电

子受体产生能量，以地杆菌(Geobacter)和希瓦氏

(Shewanella)为代表，研究领域集中于胞外电子传

递机制，已经取得了重大进展[28-29]。后者通过发

酵底物产生能量进行异化铁还原过程。发酵型异

化铁还原菌发酵底物糖类或者蛋白胨并产生乙

酸、乙醇、氢气等发酵产物的过程中，大量的电

子储存于发酵代谢产物，而同时胞外电子受体

Fe(III)能够接收电子还原成 Fe(II)。目前，以梭菌

(Clostridium)为代表的发酵型异化铁还原细菌，因

代谢产物复杂其研究才刚刚起步[21,30]。本实验中

通过人工合成 Fe(OH)3 模拟自然环境中难溶态

Fe(III)，其异化铁还原培养体系有利于富集发酵型

细菌梭菌。同样地，Yi 等[31]研究发现水稻土富集

培养体系中异化铁还原微生物的优势种群是具有

发酵功能的梭菌(Clostridium)。 

混合菌群异化铁还原累积 Fe(II)浓度在葡萄糖

和 丙 酮 酸 钠 电 子 供 体 组 之 间 没 有 显 著 差 异

(P>0.05)，这表明混合菌群能够有效利用这两种

电子供体进行细胞生长。童磊等[32]研究发现一株

异化铁还原细菌能够利用葡萄糖和丙酮酸钠为电

子供体进行 Fe(III)还原，葡萄糖电子供体组产生

Fe(II)浓度是丙酮酸组电子供体组 Fe(II)浓度的

1.36 倍；实验结果表明分离自海洋沉积物的混合菌

群利用电子供体乳酸钠和乙酸钠进行的异化铁还

原 过 程 比 较 微 弱 ， 显 著 低 于 其 他 电 子 供 体 组

(P<0.01)。关舒元等[33]研究发现分离自水稻土壤中

的菌株 Clostridium butyricum P4 利用乳酸盐和乙酸

盐为电子供体还原 Fe(III)的还原率要低于 10%，而

葡萄糖电子供体下，其 Fe(III)还原率是 63.79%。 

葡萄糖和丙酮酸钠电子供体组相比较，混合

菌群厌氧发酵产氢量在葡萄糖电子供体组要显著

高于丙酮酸钠电子供体组。厌氧培养条件下，细

菌发酵葡萄糖过程产生氢气的同时会累积乙酸、

丁酸、丙酸、乳酸等酸类物质[34-35]，导致细菌厌

氧发酵培养液 pH 值下降至 4.00−5.00。然而细菌发

酵产氢一般在酸性条件下进行，pH 降低幅度间接

表示厌氧发酵程度。游萍等研究发现培养体系 pH 

值降至最低时，发酵产氢型 Fe(III)还原菌 JX1-25

产氢速率达到最大[36]。厌氧混合菌群不能利用乳

酸钠、乙酸钠和甲酸钠产生氢气，培养液 pH 值相

比起始值几乎没有变化。由此可见，发酵型异化

铁还原细菌梭菌很难利用乳酸钠、乙酸钠和甲酸

钠作为电子供体进行异化铁还原及产氢。 

研究发现，一些梭菌能够利用不溶性 Fe(III)作

为电子受体进行异化铁还原，同时结合生物产氢

实现生物能源的开发，被应用于可再生新能源的

生产。菌株 Clostridium butyricum 以氧化铁为电子

受体，以葡萄糖为电子供体，其异化铁还原过程

累积产氢量可达 2.20 mol/mol 葡萄糖[37]。同样地，

梭菌 Clostridium bifermentans 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、葡萄

糖为电子供体，累积产氢量为 1.14 mol-H2/mol 葡

萄糖[21]。梭菌 Clostridium saccarobutylicum BS2 以

氢氧化铁为电子受体、以葡萄糖为电子供体的异化

铁还原过程累积产生氢气量为 0.38 mol/mol 葡萄

糖[38]。在异化铁培养体系中，发酵型异化铁还原

细菌梭菌表现出同时产氢与异化铁还原能力，这
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为利用微生物代谢过程还原力解决生物制氢新能

源与重金属污染问题提供了实验数据支持。本实

验中富集混合菌群的优势菌属是梭菌，其不仅异

化还原不溶性三价铁化合物，还可以厌氧发酵产

生氢气，蔗糖、葡萄糖和丙酮酸钠可以作为电子

供体促进其同时产氢与异化铁还原。然而在实践

生产中，菌群如何利用复杂有机物作为电子供体

以减少培养成本，需进一步研究证实。 

4  结论 

混合菌群分离自海洋沉积物，根据混合菌群

生长曲线特征和高通量测序数据分析，菌群组成

的优势菌是梭菌(Clostridium)，属于发酵型异化铁

还原细菌。在不溶性氢氧化铁为电子受体及蔗糖、

葡萄糖和丙酮酸钠分别为电子供体的异化铁还原

体系中，混合菌群具有同时异化铁还原及产氢性

质。特别是菌群利用葡萄糖为电子供体时，培养液

累积产生可溶性 Fe(II)浓度以及累积产氢量最高，

分别达到 59.34±6.73 mg/L 和 629.70±11.42 mL/L。

发酵型异化铁还原细菌能够利用不溶性 Fe(III)为电

子受体进行异化铁还原与产氢，这为拓宽异化铁

还原细菌在重金属去除和生物能源开发上提供了

新的实验支持。 
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