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摘要:对氧化铁鞘细菌 FC9901 菌株的铁氧化酶最适产酶条件及酶学特性进行了研究。菌株最适产酶培养基为 ( g/

L) : 柠檬酸铁胺 10g, NaNO3 1. 2g,MgSO4�7H2O 0. 5g , K2HPO4�7H2O 0. 5g, CaCl2 0. 015g, ZnSO4�7H2O 0. 0005 g。最适产

酶条件为:温度 30� , 起始 pH7. 0,接种量2% , 150mL三角瓶装 50mL , 150r/ min 振荡培养 72h。铁氧化酶最适 pH 为

7. 5, 最适温度为 30� 。金属离子 Ca2+ 、Mg2+ 、Zn2+ 对酶有激活和稳定作用; Cu2+ 、Hg2+ 、Al3+ 则抑制酶的活性; Fe2+ 、

K+ 、Na+ 对酶活性影响不明显。
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� � 氧化铁锰鞘细菌是一类具有氧化铁锰能力的细
菌,它能去除水质中的高铁高锰,从而达到水质净化的

目的[ 1� 3]。利用氧化铁锰鞘细菌净化水质简便、经济、

有效,而且不需要投加化学药物以致于造成二次污染。

此外,氧化铁锰鞘细菌还可用于生产生物可降解材料

PHB[ 4]、富集重金属和环境生物监测等。所以该类细菌

不仅在环境保护特别是污水处理和城市饮用水净化中

起着重要的作用,而且可形成含有微量元素的铁锰沉

积物,对于回收贵重金属和有毒金属也有重要的意

义
[ 5� 7]
。氧化铁锰鞘细菌由于分离纯化比较困难,致

使其研究进展受到一定的限制。作者曾报道了对球衣

菌属( Sphaerotilus ) FC9771�1 和纤发菌属 ( Leptothrix )

FC9771�2 两个菌株的生境条件和分离鉴定的研
究[ 8� 10] ,本文报道另一株氧化铁鞘细菌 Sphaerotilus

natans FC9901铁氧化酶的最适产酶条件和酶学特性。

铁氧化酶是氧化铁锰鞘细菌类在污水处理中最

重要的酶, 国外一些学者对铁氧化酶的分离纯化曾

进行了一些尝试[ 11, 12] , 但由于该氧化酶含量很低,

而且很容易失活, 对其进一步分离纯化难度甚大。

有关鞘细菌产铁氧化酶的产酶条件和酶学特性的研

究,国内外尚未见报道。

1 � 材料与方法

1�1 � 菌株来源 � Sphaerotilus natans FC9901分离自

厦门污水处理厂曝气池的活性污泥混合液。

1�2 � 基础产酶培养基(g/ L) � (NH4) 2SO4 0. 5, NaNO3

0. 5, K2HPO4 0. 5, MgSO4�7H2O 0. 5, CaCl2�6H2O 0. 1,

柠檬酸铁铵 10. 0, pH7. 0。

1�3� 铁氧化酶活力的测定 � 改良 TMPD法[ 13] , 吸

取粗酶液 5mL, 加入 FeSO4 至 200mg/L, 30 � 静置反

应 30min,然后按邻啡 啉法
[ 14]
进行测定。改进之

处在于,测定吸光度前离心去除沉淀物。

相对酶活( % ) = ( 1/氧化率最高值) �每项氧化

率( %)

氧化率( %) = ( 1- OD平均值 / OD空白组 ) � 100%

OD平均值为:三个平行测定值的平均值; OD空白组

为:未接菌组测定值

1�4� 酶液的制备 � 将发酵液于 4 � 下, 4, 000r/min

离心 10min,去除菌体及不溶物, 上清液以硫酸铵沉

淀得粗酶,溶于适量 pH7. 0的 HEPES 缓冲液中, 装

入透析袋内置 4 � 冰箱中透析至不含有 NH4
+
和

SO4
2- ,得初步纯化的酶液,用于酶学特性分析。

2 � 结果

2�1 � 最适产酶条件
2�1�1 � 最适碳源 � 在基础产酶培养基中,分别以含

碳量相同的不同碳源代替柠檬酸铁铵, 测定发酵液
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中的相对酶活, 并以此来判定产酶情况, 结果见表

1。试验结果表明, 柠檬酸铁铵是该菌的最适碳源,

甘油及葡萄糖次之。当碳源为可溶性淀粉、玉米粉

时,产酶量为0,说明该菌株不具有利用淀粉类物质

的能力。

表 1 � 各种碳源对产酶的影响

Tab. 1 � Effect of carbon sources on enzymatic activity

� � 碳 � 源

� Carbon source

添加量

Content ( % )

相对酶活

Relative enzymatic activity ( % )

葡萄糖 Glucose 0. 81 89. 28

蔗糖 Sugar 0. 70 83. 92

果糖 Fructose 0. 81 65. 17

柠檬酸钠 Sodium cit�
rate

0. 86 30. 35

乳糖 Lactose 0. 70 24. 13

甘油 Glycerol 0. 75 91. 53

可溶性淀粉 Soluble
starch

0. 60 0

玉米粉 Corn powder 0. 79 0

柠檬酸铁胺 Ferric
ammonium citrate

1. 0 100

2�1�2� 最适碳源添加量对产酶的影响 � 以柠檬酸
铁铵为最适碳源,基础产酶培养基中其他成分及条件

恒定,测定不同碳源添加量对菌株产酶的影响(图 1) ,

结果表明, 当柠檬酸铁铵添加量为 1. 0%时,产酶最

高;当添加量低于 1. 0%时, 随着碳源浓度的增加,产

酶量也逐渐增高;当添加量高于1. 0%时,产酶有所下

降,至1. 4% � 1. 6%时产酶量有较大幅度下降。

图 1 � 最适碳源添加量对酶活的影响

Fig. 1 � Effect of diff erent amount of carbon source on

relat ive enzymat ic activity

2�1�3 � 最适氮源 � 以 1. 0%的柠檬酸铁铵为碳源,

根据基础产酶培养基中的含氮量折算各种氮源添加

量,其他成分及条件与基础产酶培养基相同, 结果见

表2。结果表明, 当氮源为 NaNO3 时, 产酶量最高,

(NH4) 2SO4和蛋白胨次之, KNO3 产酶量最低。故以

NaNO3为最适氮源。

表 2 � 各种氮源对产酶的影响

Tab. 2� Effect of nitrogen sources on enzymatic activity

� � 氮 � 源

Nitrogen source

含� 量

Content ( % )

相对酶活

Relat ive enzymatic act ivity ( % )

NH4NO3 0. 053 77. 82

NaNO3��0. 115 100

KNO3 0. 133 28. 47

( NH4) 2SO4 0. 088 96. 66

Urea 0. 041 91. 5

Peptone 0. 16 95. 84

Yeast extract 0. 24 83. 56

Essent ial nitrogen source 0. 05 90. 11

2�1�4 � 最适氮源添加量对产酶的影响 � 在基础产
酶培养基中加入不同量的 NaNO3 代替(NH4) 2SO4 和

NaNO3,结果如图 2。试验结果表明, 氮源添加量对

产酶的影响不明显。当氮源添加量为 0. 12%时,可

达到最高的产酶水平。当氮源添加量小于0. 12%

时,随着氮源添加量的逐渐增加, 产酶有所上升; 但

当添加量超过0. 12%时, 产酶则有所下降。

图 2� 不同最适氮源浓度对酶活的影响

Fig. 2 � Effect of amount of nitrogen source( NaNO3) on enzymat ic act ivity

2�1�5 � 不同起始 pH对菌株产酶的影响 � 采用最
适产酶培养基, 用稀 HCl 或 NaOH 调至不同起始

pH,测定起始 pH 对菌株产酶的影响(图 3)。结果表

明,菌株产酶的适宜 pH为 6. 5 � 7. 5之间,其中最适

起始 pH为 7. 0。当培养基起始 pH 低于 6. 5或高于

7. 5时,菌株产酶受到明显的影响。

图 3 � 不同起始 pH 对产酶的影响

Fig. 3 � Effect of init ial pH value on enzymatic act ivity
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2�1�6� 不同培养温度对产酶的影响 � 超始 pH 为

7. 0的产酶培养基接种后, 分别置于不同的温度下

振荡培养(图 4) ,结果表明, 不同培养温度对产酶有

较大的影响, 产酶最适的温度为 30 � ,低于 30 � 或

高于 30 � 酶活力均较低。

图 4 � 不同培养温度对产酶的影响

Fig. 4� Effect of culture temperature on enzymat ic activity

2�1�7 � 不同培养基装量对菌株产酶的影响 � 在
150mL三角瓶中, 分别装入不同体积的起始 pH 为

7. 0的最适培养基,接种后于 30 � 下 150r/min 振荡

培养 72h,然后取样测定酶活力(图 5)。结果表明,

在一定装量范围内产酶不受影响,但过高或过低都

不适于产酶,表明通气量与产酶不呈线性关系。

图 5 � 不同培养基装量对产酶的影响

Fig. 5 � Effect of load amount of culture medium on enzymat ic activity

2�1�8 � 不同接种量对产酶的影响 � 制备 106� 7个/

mL 菌悬液,分别以 1% , 2%, 3%, 4%, 5%, 6%接入

培养基中, 于 30 � 下 150r/ min振荡培养 72h后测定

酶活性(图 6) , 结果表明,当接种量为 2%时,产酶可

图 6 � 不同接种量对产酶的影响

Fig. 6 � Effect of different inoculated amount on enzymat ic activity

以达到较高水平。随着接种量的增大, 产酶虽有所

升高,但升幅并不大。而当接种量小于 2%时则菌

体生长过慢,产酶很低。

2�1�9 � 不同培养时间对产酶的影响 � 以2%接种量

接入最适产酶培养基中,于30 � 下 150r/ min振荡培养,

每隔24h取样测定酶活力(图 7)。结果表明,在 72h时

酶活力单位最高,延长培养时间,酶活力有所下降。

图 7 � 培养时间对产酶的影响

Fig. 7� Effect of different culture time on enzymatic act ivity

2�2 � 部分酶学性质
2�2�1 � 温度对酶活力的影响 � 在不同温度下, 铁氧

化酶的活力,结果如图 8所示。由图 8可知, 该菌铁

氧化酶的适宜作用温度范围为 25 � 35 � , 最适反应

温度为 30 � 。

图 8 � 温度对铁氧化酶活性的影响

Fig. 8� Effect of temperature on enzymatic activity

2�2�2 � 温度对酶稳定性的影响 � 将酶液分别在
30 � , 40 � , 50 � , 55 � 下保温不同时间,在 30 � 下测

图 9 � 温度对酶稳定性的影响

Fig. 9 � Effect of temperature on stability of enzyme
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定酶活力, 结果如图 9。结果表明, 30 � 时酶

可稳定保存150min, 高于 30 � 时酶活损失较多,

当温度高于 55 � 时, 5min 后酶的活力几乎全部丧

失。

2�2�3 � pH对酶活力的影响 � 分别在 pH5. 5 � 9. 0

的HEPES 缓冲液中测定铁氧化酶的活力,得到 pH�
酶活力曲线(图 10) ,结果表明, pH 对铁氧化酶的活

力影响较大,当 pH 为 7. 5时,酶活力最高。

图 10 � pH 对酶活性的影响

Fig. 10� Effect of pH value on enzymat ic activity

2�2�4 � pH 对酶稳定性的影响 � 将酶液分别与
pH5. 5 � 9. 0的HEPES 缓冲体系混合, 放置 5h后测

定残余酶活力(图 11) , 结果表明,该酶在pH7.0 � 8. 0

之间较稳定。pH 过高或过低对酶活力影响较大。

图 11 � pH 对酶稳定性的影响

Fig. 11 � Effect of pH value on stability of enzyme

2�2�5 � 金属离子对酶活力的影响 � 用 5mmol/ L 的

金属离子溶液分别与酶液混合, 于 30 � 保温 30min

后测定其酶活力, 以未加入金属离子的相对酶活力

为 100%。结果见表 3。从表 3可知, Ca
2+
、Zn

2+
、

Mg2+ 对酶具有一定的稳定和激活作用, 而Hg2+ 对酶

有强烈抑制作用, Cu2+ 和 AI3+ 对酶有较强的抑制作

用,K+ 、Fe2+ 和Na+ 对酶活力影响不大。

表 3� 金属离子对酶活力的影响

Tab. 3� Effect of metal ions on enzymatic activity

金属离子

Metal ion

相对酶活 ( % )

Relative enzymat ic activity

金属离子

Metal ion

相对酶活 ( % )

Relat ive enzymat ic activity

Ca2+ 112 Fe2+ 101

Cu2+ 65 Hg2+ 13

Mg2+ 108 Na+ 102

K+ 101 Al3+ 79

Zn2+ 109 None 100

3 � 讨论

3�1 � 氧化铁鞘细菌是适宜在水生态环境及低营养
条件下生存的细菌, 本试验结果表明,该菌的营养类

型为化能有机营养型, 其能源主要来自有机碳源的

氧化, 含铁有机碳源是其最适碳源。提示该菌在含

铁活性污泥的处理中具潜在的应用价值。

3�2 � Fe
2+
氧化酶是鞘细菌氧化铁离子的主要活性

因子, 对该菌最适培养基和产酶条件的研究结果对

该酶在给排水工程中的应用具有一定的参考价值。

3�3 � 鞘细菌氧化酶含量低,且极易失活。其酶学性

质的研究也因此受到限制。本文的研究结果属首次

报道。该酶促反应的最适温度、最适 pH 值以及酶

对温度、pH值和金属离子的稳定性的研究对酶的分

离纯化和活性保护具有一定的指导意义。
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STUDY ON THE OPTIMUM CULTURAL CONDITIONS FOR Fe2+ OXIDASE

PRODUCTION OF Fe2+ OXIDIZED SHEATHED BACTERIA SPHAEROTILUS NATANS

FC9901 AND SOME ENZYMATIC CHARACTERISTICS OF Fe2+ OXIDASE

LIN Yue�Xin, SHE Chen�Xing, XU Xu�Ping, XIE Hua�Ling and LI Hui�Zhen

( Bioengineering college, Fujian Normal University, Fuzhou � 350007)

Abstract: Fe2+�Mn2+ oxidizing sheathed bacteria is a group of bacteria with ability to oxidize Fe2+ and Mn2+ . In practice they

were used to treat wastewater. Previous researches indicated that the funct ional component for Fe2+ �Mn2+ oxidation in the bacteri�

um is Fe
2+

oxidase. Because of the low content and easy inact ivation, Fe
2+

oxidase is difficult to be purified. This resulted the less

information about the properties of the enzyme. A strain of Fe2+ oxidizing sheathed bacteria Sphaerotilus natans FC9901 we sepa�
rated previous was used as material for Fe2+ oxidase investigation in this paper. Serial culture media were employed to culture the

bacterium so as to explore the optimum conditions for enzyme productivity. The modified TMPD method was used to measure the

enzymatic activity. After partially purification by ammonia sulfate precipitation and dialysis, the enzymatic properties were ana�
lyzed. The results were as follows: the optimum culture medium for enzyme production: 10g citrate, 1. 2g NaNO3, 0. 5gMgSO4 ,

0. 5g K2HPO4�7H2O, 0. 005g CaCl2 , and 0. 0005g ZnSO4�7H2O per litre. The optimum cultural condition for enzyme product ion

in shaking flask: temperature 30 � , init ial pH 7. 0, medium volume 50ml/150ml flask, inoculum concentration 2% , shaking

speed 150r/min, culture period 72 hours. The optimum temperature and pH for enzyme production during the culture: 30 � and

7. 5, respectively. The enzyme was very sensitive to temperature. At the optimum temperature(30 � ) , the purified enzyme could

be stored for 150min. Inactivation of the enzyme was very quick with the increase of temperature. When temperature was as high

as 50 � , the enzymatic activity would completely lost within 5min. The enzyme was relative stable in the range of pH 7. 0~ 8. 0.

basic solution was more harmful to enzymatic activity than acidic. The oxidizing activity of the enzyme could be activated by

Ca2+ , Mg2+ and Zn2+ , whereas Cu2+ , Hg2+ and Al3+ could inhibit the enzymatic activity. No effect of Fe2+ , K+ and Na+ on en�
zymatic activity was observed.

Key words: Oxidized sheathed bacteria; Fe
2+

oxidase; Enzyme�producing conditions; Enzymatic characteristics.
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