
摘 要：为了获得重金属富集植物生物法预处理的最佳工艺条件，实现其资源化利用，以黑麦草（Lolium perenne）为材料，探究氧化
亚铁硫杆菌（Thiobacillus ferrooxidans，T.f）在不同接种量和不同浓度底物添加剂（S0、Na2S2O3、FeSO4、FeS和 Fe0）条件下对黑麦草的腐
蚀作用，通过扫描电镜进一步观察其对细胞壁的破坏情况。结果表明：氧化亚铁硫杆菌对黑麦草具有较好的腐蚀作用，各接种量

（5%~15%）之间差异较小，反应第 10 d，10%接种量处理组中黑麦草的纤维素降解率达 40.97%，半纤维素降解率达 77.49%，木质素
降解率达 19.33%。投加底物添加剂后，氧化亚铁硫杆菌对纤维素降解率有明显提高。总体来看，添加 14 g·L-1的 S0对黑麦草的降解
效果较好，纤维素、半纤维素及木质素的降解率分别达到 81.31%、82.29%、26.02%，此条件下铀、铬、镉的浸出效率均较高。在氧化亚
铁硫杆菌及底物添加剂的作用下，除 FeS、Fe0处理组外，其他各处理组的 pH值均呈下降趋势，反应 10 d后，pH值最低降至 1.0左
右，pH值的降低能有效提高半纤维素降解率，但与纤维素及木质素的降解率无明显关系。扫描电镜结果表明氧化亚铁硫杆菌对黑
麦草细胞壁有较强的破坏作用。氧化亚铁硫杆菌对黑麦草具有很好的腐蚀效果，并且能充分利用底物添加剂提高黑麦草中纤维素

降解率。后期需进一步考虑提高氧化亚铁硫杆菌对木质素的降解效率及黑麦草中重金属的回收率。
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The corrosive effects of Thiobacillus ferrooxidans on heavy metal-enriched plant
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Abstract：In order to obtain the optimal processing conditions and solve the resource utilization for the biological pretreatment of heavy met原
al-enriched plants, this paper explored the corrosive behavior of ryegrass（Lolium perenne）inoculated Thiobacillus ferrooxidans（T.f）under
different concentrations of substrates（including S0, Na2S2O3, FeSO4, FeS and Fe0）conditions. Destruction of the cell wall structure of ryegrass
was detected by scanning electron microscopy. The results showed that T.f had strong corrosion effect on ryegrass. There was no significant
difference of degradation effect in inoculation amount（5%~10%）of T.f. At the 10th day, the cellulose digestibility, hemicellulose di原
gestibility, and lignin digestibility of ryegrass were 40.97%, 77.49%, and 19.33%, respectively with 10% T.f. After supplementing different
substrates with T.f, the digestibility of cellulose was significantly improved. Overall, the digestibility of ryegrass was better at the dosing
quanlity of S0 was 14 g·L-1. In this case, the digestibility of cellulose, hemicellulose and lignin of ryegrass can be up to 81.31%, 82.29% and
26.02%, respectively. Meanwhile, the recovery efficiency of uranium, chromium and cadmium were high. Under the mutual influences of T.f
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表 1 黑麦草初始成分（干重）
Table 1 Analysis of the initial composition of ryegrass（dry weight）

and different substrates, the pH of all substrates groups declined dramatically, except the groups of FeS and Fe0. The lowest value of pH was
about 1.0 at the 10th day. The results showed that the decrease of pH could effectively increase the digestibility of hemicelluloses, but no sig原
nificant relationship on the cellulose and lignin. Futhermore, T.f had strong destructive action on the cell wall structure of ryegrass detected
by the scanning electron microscope. T.f made strong corrosion on ryegrass and combined with making full use of the substrates, it could im原
prove the digestibility of cellulose of ryegrass. To summary, the study on both corrosion efficiency of lignin and recovery efficiency of heavy
metals will be improved in the further.
Keywords：ryegrass; Thiobacillus ferrooxidans; corrosive effects; cellulose; hemicellulose; lignin

随着经济的发展，重金属污染日趋严重。植物修

复技术以其成本低廉、对环境干扰小等优点成为当前

环境科学和污染生态学等领域的研究热点[1-7]。但是，
该技术在处理环境问题的同时会产生大量的重金属

富集生物质，一旦处理不当，重金属很可能重新释放

到环境中造成“二次污染”[1]。目前对重金属富集生物
质的资源化利用仍存在高成本和低效率等问题，其中

原料预处理技术的不成熟成为了限制其资源化利用

的瓶颈之一。

生物质预处理方法可以大体上分为物理法、物

理-化学法、化学法和生物法 4大类[8-10]。前三类中应
用较多的包括酸碱预处理技术、离子液体预处理技

术、臭氧预处理技术等[11-14]，虽然能够脱除生物质中大
量的纤维素、半纤维素和木质素，具有一定的研究价

值，但其主要受限于两点：一是对反应温度要求较

高，二是需要较高的合成和制备成本。而微生物法预

处理技术[15-16]具有作用条件温和、能耗低、处理成本
少等优点，成为生物质预处理的一个重要发展方向

和研究热点。近年来，微生物法预处理技术研究领域

对白腐菌、软腐菌等产酶真菌研究较多[16]，而对细菌
的研究却鲜见。

半纤维素和纤维素对酸、碱溶液及氧化剂较敏

感，在适当的氢离子浓度、氧化条件和温度作用下化

学结构能够被破坏。氧化亚铁硫杆菌属专性化能自养

菌，能够通过氧化底物添加剂（Fe2+、S0、S2-等）获得生
长、扩增所需的能量，同时产生硫酸及其他代谢产物，

已广泛应用于金属和土壤的腐蚀作用、污泥重金属生

物淋滤和其他重金属回收利用的研究中，但在生物质

方面的应用极少[17-20]。与现有微生物法预处理技术不
同，试验以重金属富集植物黑麦草为材料，利用氧化

亚铁硫杆菌破坏黑麦草结构，通过投入底物添加剂加

速反应，提高黑麦草中纤维素的降解效率并分析最佳

腐蚀条件下重金属的浸出情况。该研究对于黑麦草中

重金属的进一步回收及固体废弃物的资源化利用具

有重要意义。

1 材料与方法

1.1 菌种
氧化亚铁硫杆菌（Thiobacillus ferrooxidans，ATCC

53990），购于中国微生物菌种中心。
1.2 黑麦草预处理

黑麦草（Lolium perenne）是我国各地常见的优质
牧草，具有生长速度快、生物量大、可多次刈割等优

点，在重金属植物修复、水土保持等方面具有较大优

势[3-7，21-22]。本试验黑麦草采用土培盆栽方式种于西南
科技大学国防重点实验室温室，待种子发芽后 52 d，
株高约 30 cm，植株处于旺盛生长期时收获，经过清
水去除泥土等杂质，截取其地上部分，105 益条件下
干燥 30 min，65 益烘干至恒重，最后利用植物粉碎机
（RT-02A）将其粉碎后备用。黑麦草中初始成分如表
1所示。
1.3 试验方案设计
1.3.1 氧化亚铁硫杆菌接种量对腐蚀作用的影响

种子液按照 10%的接种量接入 9K 培养基，于
140 r·min-1、30 益条件下振荡培养 3 d，再按照 1%、
3%、5%、10%、15%的接种量分别培养 3 d，并按照固
液比 1颐30加入黑麦草，30 益条件下培养，分别在 2、
4、6、8、10 d反应后取样分析，每个处理组重复三次，
其中以 9K培养基为对照组。9K培养基配方如下：

A 液：（NH4）2SO4 3.0 g，K2HPO4 0.5 g，KCl 0.1 g，

初始成分 纤维素 半纤维素 木质素 铀/mg·kg-1 铬/mg·kg-1 镉/mg·kg-1

黑麦草 37.54%依1.33% 28.54%依1.12% 21.95%依0.96% 300依32.0 9.50依0.870 0.900依0.100
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MgSO4·7H2O 0.5 g，Ca（NO3）2 0.01 g，去离子水 800 mL，
pH2.0，121 益高压灭菌 30 min。B 液：FeSO4·7H2O
44.78 g，去离子水 200 mL，pH2.0，0.22 滋m的微孔滤
膜过滤除菌。将灭菌后的 A液与 B液混匀。
1.3.2 底物添加剂对腐蚀作用的影响

取 5组 250 mL锥形瓶，每组 25个，按照固液比
1颐30加入黑麦草和 10%氧化亚铁硫杆菌。然后分别
添加不同浓度的 5组底物添加剂（S0、Na2S2O3、FeSO4、
FeS、Fe0），每组浓度分别为 2.0、4.0、6. 0、10. 0、14.0 g·
L-1，30 益条件下培养，在 2、4、6、8、10 d反应后取样分
析。每个处理组重复三次，其中以 9K培养基为对照
组 1，以只含相应的底物添加剂为对照组 2，以 10%氧
化亚铁硫杆菌为对照组 3。
1.4 样品分析方法
1.4.1 含量分析

纤维素、半纤维素、木质素含量分析：从第 2 d起
每隔 1 d取样并离心（8000 r·min-1，15 min）后，上清液
采用玻璃电极法测定其 pH值，过滤弃其上清液，将
剩余固体水洗 3次，75 益烘干至恒重，称重，并分析
其成分变化。样品中纤维素含量采用蒽酮比色法测

定[23]，半纤维素含量采用 DNS比色法测定[23]，木质素
含量采用乙酰溴比色法测定[24]。纤维素、半纤维素、木
质素降解率计算公式如下：

纤维素降解率=（样品初始纤维素含量伊样品质
量原处理后样品纤维素含量伊处理后样品质量）/（样品
初始纤维素含量伊样品质量）伊100%

将上述公式的纤维素含量换成半纤维素含量或

木质素含量，其他不变，计算出半纤维素和木质素的

降解率。

1.4.2 腐蚀前后形貌及重金属分析
黑麦草样品采用日本电子光学公司 JSM原5600LV

型扫描电镜（SEM）对腐蚀前后的表面形貌进行分析，
利用电感耦合等离子体质谱仪（ICP-MS）测定样品中
重金属含量。

1.4.3 数据统计方法
运用 SPSS 22.0和 Oringe 8.5软件对测定数据进

行统计分析，图中数据为 3次重复的平均值依标准差
（SE），并采用单因素方差分析（One-way ANOVA）和
最小显著差异法（LSD）比较不同数据组间的差异。
2 结果与讨论

2.1 氧化亚铁硫杆菌接种量对黑麦草腐蚀作用的影响
以 9K培养基为对照组，分析并研究了氧化亚铁

硫杆菌接种量对黑麦草腐蚀作用的影响，结果如图 1
所示。由图 1A可以看出，氧化亚铁硫杆菌在腐蚀过
程中 pH 值先上升至 2.2 再逐步下降，最后稳定在
1.37，主要原因为起初 Fe2+被氧化亚铁硫杆菌氧化而
消耗酸，导致 pH值上升，之后 Fe3+水解产生酸,致使
pH值下降。同时可以看出，不同接种量的 pH值变化
情况相似，此研究结果与 Wen 等 [25]和 Gan 等 [26]的相
似；对照组中 pH值的变化可能是腐蚀过程中产生的
一些有机化合物所导致。图 1B、图 1C表明，随着时间
的推移，各处理组和对照组中黑麦草的纤维素、半纤维

素降解率逐渐增加，且各处理组的结果明显大于对照

组，而 5%~15%接种量各处理组之间差异较小。图 1D
显示各处理组的木质素降解率均略大于对照组，但差

异不显著（P>0.05），且各处理组之间差异较小。
通过综合分析可知，10%接种量效果最佳，反应

第 10 d，其纤维素降解率达 40.97%，半纤维素降解率
达 77.49%，木质素降解率达 19.33%。

研究结果表明，氧化亚铁硫杆菌对黑麦草具有较

好的腐蚀作用，且 10%接种量效果最佳，因而选择以
10%接种量的氧化亚铁硫杆菌进行下一步研究。
2.2 底物添加剂对腐蚀过程中 pH值的影响

以 10%氧化亚铁硫杆菌为对照组，分析其在加入
5种底物添加剂后对腐蚀过程中 pH值的影响，结果
如图 2所示。

加入底物添加剂后，随着腐蚀的进行，除硫化亚

铁和单质铁外，其他各处理组的 pH值总体呈逐步下
降趋势，其中单质硫 pH值下降幅度最大。反应第 2
d，所有处理组 pH值均小于对照组；到第 4 d，硫化亚
铁与单质铁各处理组的 pH值开始迅速上升，且浓度
较高时其 pH值也较高，经分析推测，这与溶液中生
成 H2S和 S2-在短时间内的不完全氧化有关；到第 10
d，因单质硫被氧化成硫酸，单质硫各处理组的 pH值
均下降至 1.0左右。此研究结果与张军等[27]和陈丽璇
等[28]的相似。由于硫代硫酸钠为强酸弱碱性盐，当浓
度较高（大于 6 g·L-1）时水解产生 OH原的速率大于酸
化速率，致使 pH值高于对照组。硫酸亚铁各处理组
的 pH值与对照组相差不大。

综上分析，单质硫致酸效果最佳，而硫化亚铁、单

质铁的致酸效果较差。此结果有利于进一步探究 pH
值是否会影响纤维素、半纤维素、木质素的降解效率。

2.3 底物添加剂对黑麦草中纤维素的影响
以 9K培养基作为对照组 1，分别以只含相应的

底物添加剂为对照组 2（由于 9K培养基中投加不同
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CK 10% T.f 15% T.f5% T.f3% T.f1% T.f

图 1 氧化亚铁硫杆菌不同接种量对黑麦草腐蚀作用的影响
Figure 1 The effects of corrosion behavior of ryegrass under different inoculation amount of Thiobacillus ferrooxidans

相同字母表示不同接种量各处理组之间在 0.05水平上差异不显著（P>0.05）
The same small letters indicates no significant difference among different treatments in inoculation amount of Thiobacillus ferrooxidans at 0.05 level

浓度的同一种底物对黑麦草的成分影响几乎一致，本

文只给出浓度为 2 g·L-1时的结果），以 10%氧化亚铁
硫杆菌为对照组 3，探究 5种底物添加剂对黑麦草中
纤维素的影响，结果见图 3。

与 3个对照组相比，投加底物添加剂后，黑麦草
中纤维素的降解率均有明显提高（P<0.05）。投加单质
硫的氧化亚铁硫杆菌处理组中，浓度对纤维素降解率

有一定影响，高浓度时作用效果较好，反应第 10 d，
浓度为 14 g·L-1时，纤维素降解率最大达 81.31%，而
硫代硫酸钠和硫酸亚铁在低浓度时作用效果较好。

投加硫化亚铁和单质铁后浓度对纤维素降解率的影

响随着时间的推移逐渐缩小，两种添加剂降解效果

均较好。

由于氧化亚铁硫杆菌能够通过氧化底物添加剂

（Fe2+、S0、S2-等）促进自身代谢作用，投入的 5种底物
添加剂均能明显提高黑麦草中纤维素的降解率。反应

10 d后，浓度为 4 g·L-1的硫化亚铁处理组纤维素降
解率最大，达 87.26%，比对照组 1 提高了 223.07%，
比对照组 2 提高了 175.53%，比对照组 3 提高了

112.99%。Pia-Maria 等 [29]和 Ballesteros 等 [30]用 0.2%
H2SO4（200 益，10 min）和 0.15% H2SO4（154.5 益，10
min）处理稻草秸秆，纤维素脱除率分别仅为 78%和
70%。Oberoi等[31]和 Jin-Woo等[32]分别用 NaOH和氨
水在高温条件下处理稻草，其纤维素脱除率为 50%和
5%，远低于本试验结果。此外，Sathitsuksanoh等[33]研
究发现[BMIM]Cl离子液体（110 益，72 h）能够脱除玉
米秸秆中 92%的纤维素，但成本较高；Davinia等[34]的
研究中白腐菌（I. lacteus）经过长达 21 d 的反应仅能
降解小麦秸秆中 47%的纤维素。

根据 2.2节中对 pH值的研究结果，硫化亚铁处
理组致酸效果较差，说明酸性的强弱并不是影响纤维

素结构破坏的唯一因素，这可能与氧化亚铁硫杆菌的

氧化作用或其他因素有关。Antonopoulou等[35]也证实
了该结论，其利用不同 pH 值（5.89、1.89、1.19）的
H2SO4处理向日葵秸秆，结果发现随着 pH值的降低，
向日葵秸秆中半纤维素脱除率逐渐增大，但纤维素的

脱除率与对照组并没有明显差异，且 pH值最低时，
纤维素脱除率并非最高。
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2.4 底物添加剂对黑麦草中半纤维素的影响
采用与 2.3节相同的分析方法，探究 5种底物添

加剂对黑麦草中半纤维素的影响，结果如图 4所示。
反应 10 d后，相比对照组 1和 2，除硫化亚铁与

单质铁外，其他 3种底物添加剂均能显著提高半纤维
素降解率（P<0.05）。相比对照组 3，5种底物添加剂中
仅单质硫（10 g·L-1和 14 g·L-1）和硫代硫酸钠（2 g·L-1）
能提高半纤维素降解率。结合 2.2节中对 pH值的研

究结果发现，投加 14 g·L-1单质硫的致酸效果最佳，同
时其对半纤维素降解率最大，高达 82.29%，而投加单
质铁的致酸效果较差，其对半纤维素的降解效果也较

差。由此说明，半纤维素结构的破坏程度受 pH值的影
响较大。该研究结果与 Guo等[36]和 Antonopoulou等[35]

的研究结果相符。

氧化亚铁硫杆菌能够充分利用致酸效果较好的

底物添加剂对黑麦草进行腐蚀，提高半纤维素降解

（a）单质硫 （b）硫代硫酸钠

（c）硫酸亚铁 （d）硫化亚铁

（e）单质铁

图 2 5种底物添加剂对氧化亚铁硫杆菌 pH值的影响
Figure 2 The effects of pH of Thiobacillus ferrooxidans under five kinds of substrates
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图 3 5种底物添加剂对黑麦草中纤维素的影响
Figure 3 The effects of content of cellulose in ryegrass under five kinds of substrates

率，其中降解率最高可达 82.29%。Lee等[37]利用 15%
草酸（168 益，26 min）仅能脱除玉米秸秆中75.74%的
半纤维素；Garc侏a-Cubero等[38]和 Agudelo等[39]分别采
用臭氧和蒸汽爆破技术处理黑麦秸秆，半纤维素的

脱除率仅为 50%和 52%。与前人相比，本试验方法优
于一般的生物质预处理技术，能够对半纤维素进行

更有效的去除。

2.5 底物添加剂对黑麦草中木质素的影响
由图 5可以看出，相比 3个对照组，除硫代硫酸

钠效果较差外，其余 4种底物添加剂均能在一定程度
上提高木质素降解率，同一底物的不同浓度之间差异

较小（P>0.05）。5种底物添加剂中，6 g·L-1硫化亚铁
处理组中木质素降解率最大，达 27.68%，比对照组1
提高了 55.24%，比对照组 2 提高了 48.90%，比对照
组 3提高了 43.20%。该结果表明氧化亚铁硫杆菌对
木质素降解率并不高，与 Song等[40]研究结果相似，其
主要原因为木质素具有芳香性高聚物的特性，结构

非常稳定，在一般的酸碱条件下很难被破坏。Davinia

（a）单质硫 （b）硫代硫酸钠

（c）硫酸亚铁 （d）硫化亚铁

（e）单质铁
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图 4 5种底物添加剂对黑麦草中半纤维素的影响
Figure 4 The effects of content of hemicellulose in ryegrass under five kinds of substrates

等[34]发现白腐菌（P. tigrinus）经过 21 d的反应能够降
解小麦秸秆中 47%的木质素，Ravichandra 等 [41]和
Rouches等[42]研究结果同样表明白腐菌能够对木质素
进行很好的降解。由于腐蚀后的黑麦草中纤维素和半

纤维素的降解导致了木质素的暴露。因此，在将来的

研究中，可以考虑从白腐菌、褐腐菌、软腐菌等产酶真

菌中挑选出对木质素有较好破坏能力的微生物，对腐

蚀后的黑麦草进行进一步降解[43]。

2.6 黑麦草腐蚀前后 SEM电镜分析
为了进一步了解氧化亚铁硫杆菌腐蚀黑麦草过

程中黑麦草内部形态学的变化，本研究对腐蚀前后的

黑麦草进行了 SEM观察，结果如图 6所示。腐蚀前，黑
麦草细胞壁由致密的层状结构组成，有较为明显的纹

路（表面沾染少许碎片，对观察结果存在一定影响）。经

氧化亚铁硫杆菌腐蚀后，黑麦草细胞壁结构疏松多孔，

形成大小不等的缺口，一些基本的植物组分（表皮和维
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图 5 5种底物添加剂对黑麦草中木质素的影响
Figure 5 The effects of content of lignin in ryegrass under five kinds of substrates

不同字母表示在同一底物不同处理浓度之间差异显著（P<0.05）
The different small letters indicate significant differences among different concentrations in same substrates treatments at 0.05 level

管束等结构）也发生了变化，最初连接的组织遭到破

坏，可能与氧化亚铁硫杆菌产酸作用和其氧化作用造

成细胞壁中纤维素、半纤维素、木质素结构破坏有较

大关系。此结果与 Antonopoulou等[35]和 Martins[44]等利
用化学和真菌处理向日葵秸秆和石炭酸灌木叶的研

究结果相似。

2.7 最优腐蚀条件下重金属的浸出效率
通过上述研究可知，14 g·L-1的单质硫对黑麦草

的腐蚀效果最佳，因而对该条件下重金属铀、铬、镉的

浸出情况进行了分析，其浸出效率分别高达80.1%、
62%、85.3%（表 2）。由此说明，氧化亚铁硫杆菌不仅
在污泥重金属生物淋滤中有很好的应用价值[27-28]，而
且能有效降低黑麦草中重金属的含量，这将有利于黑

麦草中重金属的进一步回收和其固体废弃物的资源

化利用。

3 结论

（1）氧化亚铁硫杆菌对黑麦草具有较强的腐蚀作

（a）单质硫 （b）硫代硫酸钠

（c）硫酸亚铁 （d）硫化亚铁

（e）单质铁
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（a）腐蚀前 （b）腐蚀后
图 6 黑麦草经氧化亚铁硫杆菌腐蚀前后 SEM图片

Figure 6 SEM pictures of ryegrass before and after corrosion in Thiobacillus ferrooxidans

表 2 最优腐蚀条件下重金属浸出情况（干重）
Table 2 Recovery of heavy metals in ryegrass under optimal corrosion conditions（dry weight）

重金属 最佳腐蚀条件
（14 g·L-1 单质硫+10% T.f） 10% T.f 9K培养基 9K培养基+底物

（14 g·L-1 单质硫）

剩余固体重金属含量/mg·kg-1

铀 59.7依6.03a 82.5依9.1a 160.8依17.87b 166.5依13.85b
铬 3.61依0.30a 4.03依0.28ab 4.731依0.16c 4.39依0.33bc
镉 0.13依0.020a 0.18依0.012a 0.43依0.049b 0.39依0.017b

重金属浸出效率/%
铀 80.1依2.01b 72.5依3.03b 46.4依5.96a 44.5依4.62a
铬 62.0依3.16c 57.6依2.93bc 50.2依1.68a 53.7依3.47ab
镉 85.3依2.22c 79.4依1.12b 55.2依5.23a 56.9依1.89a

注：同一行中不同字母表示对同一金属浸出效果的不同处理组之间差异显著（P<0.05）。
Note：The different small letters in the same line indicate significant differences among different treatments in leaching efficiency of the same metal at

0.05 level.

用。投加底物添加剂后，氧化亚铁硫杆菌对纤维素降

解率有显著提高（P<0.05）。总体来看，投加 14 g·L-1

的单质硫对黑麦草的降解效果较好，该试验方法优于

一般的生物质预处理技术。

（2）在氧化亚铁硫杆菌及底物添加剂的作用下，
单质硫致酸效果最佳。pH值的降低能有效提高半纤
维素降解率，但与纤维素及木质素的降解率无明显

关系。

（3）氧化亚铁硫杆菌对黑麦草细胞壁结构有较强
破坏作用。

（4）在最优腐蚀条件下，纤维素、半纤维素的降解
使得重金属浸出效率较高，有利于黑麦草中重金属的

进一步回收及固体废弃物的资源化利用。

本课题的试验方法相比于一般的酸、碱等预处理

技术，能显著提高纤维素、半纤维素的降解效率，并可

在较低温度下完成，对设备要求低，且经济实惠；相比

于真菌预处理技术，本方法能缩短反应周期，提高降

解效率，具有较高的应用价值。
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