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摘　要：螯合剂被广泛应用在造纸、印染、食品等行业，化学螯合剂的不稳

定性和毒性会对环境和人类产生危害，因此寻找一种绿色环保的新型螯合剂

极为重要。利用微生物菌株 WJ-3 发酵合成铁载体螯合剂，采用单因子法，

在摇床培养条件下，分别研究了不同的碳源、氮源、培养温度、摇床转速以

及初始培养基的 pH 值，对菌株生长以及微生物螯合剂铁载体合成率的影响。

研究发现：菌株 WJ-3 在固体和液体培养基中均能合成铁载体，在碳源为葡

萄糖、氮源为酵母浸粉、温度为 30 ℃、转速为 180 r/min 以及初始培养基

pH 值为 7.0 的发酵条件下，培养 48 h 后微生物产生的铁载体螯合剂的合成

率可达 64.12 %；优化后的合成条件更加有利于微生物铁载体的合成。
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1 研究背景 
螯合剂是指分子骨架上带有螯合功能基团以及

多个配位原子功能基团的高分子化合物。它对多种重

金属离子具有选择性的螯合能力，并且能与某种单一

金属离子形成杂环复合物 [1]。螯合剂在印染、生物能

源、医疗、环境治理以及食品保藏方面发挥着重要的

作用 [2-4]。

铁载体是由微生物分泌的一种螯合剂，可以与铁

离子以及其它二价金属离子形成非常稳定的化合物，

是一种绿色环保的螯合剂 [5]。一方面，铁载体可以螯

合二价金属离子，因此可以作为螯合剂螯合二价金属

离子，改变金属离子对染料的负面影响。另一方面，

由于其本身无毒性而且能够与环境中细菌生长必需

的三价铁离子高效结合，因此还可以作为防腐剂和保

鲜剂，对食品起到抑菌保鲜的作用 [6]。铁载体在纸浆

和造纸行业中也具有巨大的潜在作用。有研究表明，

白色和棕色腐烂真菌合成的铁载体，在过氧化氢存

在的条件下，能够降解来源于海洋和陆地的纤维素

和半纤维素，这些特性可以用于纸浆漂白 [7]。还有研

究结果表明，poria medula-panis 和 trametes versicolor
合 成 的 铁 载 体 能 使 蓝 色 铬 天 青（chromeazurol S，

CAS）试剂变为紫色，这种铁载体可以用来漂白桉树

纸浆 [8]。

检测铁载体常用的方法是 CAS 检测法 [9]，其主

要原理如下：金属滴定指示剂 CAS 溶于水后形成蓝

色的 CAS-Fe3+-HTDMA 络合物溶液，当样品中含有
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铁载体时，铁载体能与铁离子高效络合，络合物被破

坏，游离出红色的 CAS，在固体检测中形成黄色或

橙红色晕圈 [10]。其络合反应为

                 FeDye3-x+Ly-=FeL3-y+Dyex-。

这种检测方法不依赖于铁载体的结构，而是基于

铁载体对 Fe3+ 的亲和性。把一种对 Fe3+ 有更高亲和

力的配体（如铁载体）添加到铁染料复合物中，复合

物中的 Fe3+ 转移到配体上，从而释放出游离的染料，

同时溶液的颜色由蓝色变为橙红色，在 630 nm 波长

下光吸收值下降 [10]。因此，根据溶液颜色的变化可

以定性、定量检测铁载体的存在以及合成量。

本文利用微生物菌株 WJ-3 发酵合成铁载体螯合

剂，采用单因子法，在摇床培养条件下，分别研究了

不同碳源、氮源、摇床温度、摇床转速以及初始培养

基的 pH 值，对菌株生长以及微生物螯合剂铁载体合

成率的影响，最终优化得出微生物合成铁载体螯合剂

的最佳发酵条件。

2 试验材料与方法

2.1 材料及试剂

芽孢杆菌菌株 WJ-3：本课题组从苎麻体内分离

的内生菌；胰蛋白胨：北京奥博星生物技术有限责任

公司生产；氯化钠、氯化铵、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、

磷酸二氢钾、琼脂、硫酸镁、酸水解酪素：国药集团

化学试剂有限公司生产；酵母浸粉：北京陆桥技术

有限责任公司生产；蔗糖溶液：广东光华科技股份

有限公司生产；氯化钙：西陇化工股份有限公司生

产；氯化铁：天津市科密欧化学试剂有限公司生产；

镉天青：上海笛柏化学品技术有限公司生产；十六烷

基三甲基溴化胺：天津市光复精细化工研究所生产。

LB（luria-bertani）培养基：每升培养基由 10 g
胰蛋白胨、5 g 氯化钠、5 g 酵母浸粉、20 g 琼脂配制

而成，调节 pH 值至 7.2。

磷酸缓冲液：由 24.270 g 磷酸氢二钠、0.754 g
磷酸二氢钾、1.250 g 氯化钠、5.905 g 磷酸二氢钠和

2.507 g 氯化铵配制而成。

CAS 检测平板系列试剂 [7]：由浓度为 1 mmol/L
的硫酸镁，质量分数为 20% 的蔗糖溶液（过滤灭菌），

浓度为 1 mmol/L 的氯化钙，质量分数为 10 % 的酸

水解酪素，浓度为 1 mmol/L 的氯化铁（含 10 mL 的

稀盐酸防止水解），浓度为 0.1 mol/L 的磷酸缓冲液

配制而成。

CAS 检测液：由浓度为 l mmol/L 的镉天青、浓

度为 0.1 mmol/L 的氯化铁、浓度为 4 mmol/L 的十六

烷基三甲基溴化胺配制而成。

CAS 检测平板 [7]：由每 100 mL 含质量分数为

20% 的蔗糖溶液 1 mL、质量分数为 10% 的酸水解酪

素 10 mL、浓度为 1 mmol/L 的氯化钙 100 µL、浓度

为 1 mmol/L 的硫酸镁 2 mL、琼脂 1.8 g 在约 60 ℃时

缓慢加入盐溶液和染液各 5 mL 配制而成。

所有溶液均用去离子水配制。

2.2 试验方法

2.2.1 微生物螯合剂的合成
挑 取 由 本 课 题 组 从 苎 麻 体 内 分 离 的 内 生 菌

WJ-3，接种于 LB 液体培养基中，在温度为 28 ℃、

摇床转速为 150 r/min 以及初始 pH 值为 7.0 的发酵条

件下培养 48 h 后，检测培养液中铁载体的存在并计

算合成率。

2.2.2 微生物螯合剂的检测
定性检测 [12]：一方面，将发酵完成后的发酵液

倒入 5 mL 离心管中，10 000 r/min 转速下离心 10 
min，除去菌体。用移液枪吸取 3 mL 上清液，加入

含有 3 mL CAS 检测液的 PC 管中混合均匀，静置

1 h，观察颜色变化。如果混合液变红，则表明发酵

液中有铁载体合成。另一方面，用移液枪吸取少量的

发酵液点接于蓝色 CAS 检测平板上，培养 48 h 后，

如果菌落周围有淡黄色或者黄色晕圈，则表示发酵液

中含铁载体。

定量测定 [12]：挑取由本课题组从苎麻体内分

离的内生菌 WJ-3 接种于 LB 培养基中，于 28 ℃、

150 r/min 摇床培养 48 h 后，将菌液倒入 5 mL 离心

管中，10 000 r/min 离心 10 min，除去菌体。用移液

枪吸取 3 mL 上清液，加入含有 3 mL CAS 检测液的

PC 管中，混合均匀静置 1 h，观察颜色变化，并在

630 nm 处检测其吸光度 A1。另取 3 mL CAS 检测液

与 3 mL 未接种的 LB 液体培养基上清液充分混匀，

采用同样的方法测定其吸光度做为参比值 A0。铁载

体合成率的计算公式为

铁载体合成率 =[( A0-A1)/A0]×100% 。
2.2.3 菌株 WJ-3 产铁载体培养条件的优化

菌株产铁载体合成率受培养基中碳源、氮源、

培养温度、初始 pH 值以及摇床转速的影响 [13]，因此

可以通过对上述各种影响因素进行探讨，提高菌株

WJ-3 铁载体的合成率。

微生物螯合剂的合成及其条件优化研究
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1）碳源的优化

将培养至对数生长期的菌液按照10%的接种率，

分别接种于碳源质量浓度为 10 g/L 的葡萄糖、蔗糖、

麦芽糖、乳糖、可溶性淀粉以及胰蛋白胨的培养基中，

于 29 ℃下 150 r/min 摇床培养 48 h，然后以紫外分光

光度计测定其生长 OD630 值，并计算铁载体合成率。

2）氮源的优化

将培养至对数生长期的菌液按照10%的接种率，

分别接种于氮源质量浓度为 0.5 g/L 的硫酸铵、硝酸铵、

氯化铵以及 5 g/L 的酵母浸粉的培养基中，于 29 ℃下

150 r/min 摇床培养 48 h，然后以紫外分光光度计测

定它们的生长 OD630 值，并计算铁载体合成率。

3）培养温度的优化

将培养至对数生长期的菌液按照10%的接种率，

接种于优化好的碳源和氮源的培养基中，分别放于不

同温度 （15, 20, 25, 30, 35 ℃）下，150 r/min 摇床培

养 48 h，然后以紫外分光光度计测定生长 OD630 值，

并计算铁载体合成率。

4）摇床转速的优化

将培养至对数生长期的菌液按照10%的接种率，

接种于含上述优化好的碳源和氮源的培养基中，分别

放于不同的摇床转速（100, 120, 150, 180, 200 r/min）

下，30 ℃摇床培养 48 h，然后以紫外分光光度计测

定生长 OD630 值，并计算铁载体合成率。

5）初始 pH 值的优化

将培养至对数生长期的菌液按照10%的接种率，

接种于含上述优化好的碳源和氮源的培养基中，利用

pH 计调整培养液的初始 pH 值（6.5, 7.0, 7.5, 8.5, 9.0），

30 ℃下 180 r/min 摇床培养 48 h，然后以紫外分光光

度计测定生长 OD630 值，并计算铁载体合成率。

2.2.4 微生物合成铁载体最佳发酵条件的验证
将微生物接种于未优化的 LB 培养基（胰蛋白胨

的质量浓度为 10 g/L，酵母浸粉的质量浓度为 5 g/L，

氯化钠的质量浓度为 5 g/L，琼脂的质量浓度为 20 
g/L，pH 值为 7.2）以及上述优化条件优化的培养基中，

培养 48 h 后以紫外分光光度计测定生长 OD630 值和

铁载体合成率。比较两种情况下的铁载体合成率，验

证微生物合成铁载体最佳发酵条件。

3 结果与讨论

3.1 微生物合成铁载体的定性检测

将供试菌株培养至对数生长期，然后点接于

CAS 蓝色检测平板上，于 29 ℃恒温培养箱培养 2~3 
d，同时采用液体检测法测试，实验结果如图 1 和图

2 所示。 
   

 
  

由图 1 和图 2 可以看出， WJ-3 菌落周围可以看

到有明显的淡黄色晕圈产生。空白对照（大肠杆菌）

培养液加入 CAS 检测液之后，颜色还是原来的蓝色，

而 WJ-3 菌发酵液则由原来的蓝色变为了橙红色，因

此可以确定发酵液中有铁载体合成。

3.2 微生物合成铁载体培养条件的优化

3.2.1 碳源的优化
利用质量浓度为 10 g/L 的葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、

乳糖以及可溶性淀粉作为碳源代替质量浓度为 10 g/L
的胰蛋白胨，菌液培养 48 h 后紫外分光光度计测定

生长 OD630 值并计算铁载体合成率，测定结果如图

3 所示。

由图 3 中微生物合成铁载体碳源的优化结果可

以看出：菌株 WJ-3 不能够在含乳糖和麦芽糖的培

养基中生长，48 h 后生长 OD630 值依然为 0；在以

可溶性淀粉作为碳源的培养基中，菌株生长比较缓

图 1 固体培养合成铁载体

Fig. 1 Siderophore synthesis in solid medium

图 2 液体培养合成铁载体

Fig. 2 Siderophore synthesis in liquid medium
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慢，生长 OD630 值较低，几乎不产生铁载体；在

葡萄糖、蔗糖以及胰蛋白胨为碳源的培养基中，菌

株生物量增长比较快，培养 48 h 后生长 OD630 值

可达 1.5 以上，也有铁载体合成，而且在以葡萄糖

为碳源的条件下，菌株生长速度最快，铁载体合成

率达到了 61.27%，是所用碳源中的最高水平。因此，

选用质量浓度为 10 g/L 的葡萄糖作为菌株 WJ-3 产

铁载体的最优碳源。

3.2.2 氮源的优化
利用质量浓度为 0.5 g/L 的硫酸铵、硝酸铵、氯

化铵作为氮源代替质量浓度为 5 g/L 的酵母浸粉，培

养 48 h 后紫外分光光度计测定生长 OD630 值，并计

算铁载体合成率，测定结果如图 4 所示。

 

从图 4 中微生物合成铁载体氮源的优化结果可

以看出：菌株 WJ-3 均不能够在氮源为硫酸铵、硝

酸铵以及氯化铵的培养基中良好生长，48 h 后生长

OD630 值依然很低，铁载体合成率为 0，几乎不产生

铁载体，可能原因是酵母浸粉中含有多种生长刺激因

子，而且胰蛋白胨中含有各种营养元素，菌株 WJ-3 
的生长和铁载体的合成与它们密切相关。因此，选用

质量浓度为 5 g/L 酵母浸粉作为最优氮源。

3.2.3 培养温度的优化
将菌株 WJ-3 接种于含上述优化后的碳源和氮源

的培养基中，分别放于不同的温度 （15, 20, 25, 30, 
35 ℃）下培养 48 h，然后以紫外分光光度计测定生

长 OD630 值，并计算铁载体合成率，测定结果如

图 5 所示。

 

由图 5 中培养温度对微生物铁载体合成率的影

响结果可以看出，微生物铁载体的合成受温度的影

响较大。温度过低，菌株生长极其缓慢，当培养温

度在 15 ℃时，菌株 WJ-3 生长 OD630 值仅为 0.817，

铁载体的合成率仅为 29.71%，可能原因是：温度过

低使菌体生长缓慢且抑制了菌株体内与铁载体表达

相关酶的活性，从而降低铁载体的合成率。当培养

温度为 30 ℃时，菌株 WJ-3 生长情况最好，铁载

体合成能力最强，铁载体合成率达 60.58%。当培

养温度达到了 35 ℃时，生长 OD630 值和铁载体合

成率分别为 1.316 和 48.14%，相比 30 ℃下的生长

OD630 值和铁载体合成率大大减小，可能的原因是：

温度过高影响了菌株体内酶的活性，抑制了菌株的

生长以及铁载体的合成。由此可见，菌株生长及铁

载体合成的最优温度为 30 ℃。

3.2.4 摇床转速的优化
将菌株 WJ-3 接种于含上述优化好的碳源和氮源

的培养基中，在最优温度 30 ℃下，分别放于不同的

摇床转速（100, 120, 150, 180, 200 r/min）下培养 48 h，

然后以紫外分光光度计测定生长 OD630 值，并计算

图 3 不同碳源对铁载体合成的影响

Fig. 3 The effect of carbon source on
siderophore synthesis

图 4 不同氮源对铁载体合成的影响

Fig. 4 The effect of nitrogen source on 
siderophore synthesis

图 5 不同培养温度对铁载体合成的影响

Fig. 5 The effect of temperature on
siderophore synthesis
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铁载体合成率，测定结果如图 6 所示。

 

由图 6 中摇床转速对微生物铁载体合成率的

影响结果可以看出，随着摇床转速的增大，生长

OD630 值和铁载体合成率先逐渐增大，然后减小。

低转速情况下，菌株生长和铁载体的合成率都很低，

可能原因是：摇床转速过低时会导致溶氧率不足，

使发酵体系中各物质混合不匀，无法正常利用在生

长过程中产生的大量有机酸，从而使生长 OD630 值

和铁载体合成率降低。当转速提高到 180 r/min 时菌

株生长最快，生长 OD630 值达到了 2.246，而且铁

载体的合成率也达到了最高值 58.67%。当摇床转速

超过 180 r/min 时，生长 OD630 值和铁载体合成率

反而下降，与 150 r/min 的情况下相差不大，其可能

原因是：摇床转速过高时，溶氧量急剧上升，同时

会产生大量的代谢物，同样会影响菌株的生长以及

铁载体的合成。因此，试验采用 180 r/min 的摇床转

速作为最佳的发酵条件。

3.2.5 初始 pH 值的优化
将菌株接种于上述优化好的碳源和氮源的培养

基中，利用 pH 计调整培养基的初始 pH 值（6.5, 7.0, 7.5, 
8.5, 9.0），在最优温度 30 ℃和摇床转速 180 r/min 下，

培养 48 h，然后以紫外分光光度计测定生长 OD630
值，并计算铁载体合成率，测定结果如图 7 所示。

由图 7 中初始 pH 值对铁载体合成的影响结果可

以看出，菌株的生长和铁载体的合成受培养液初始

pH 值的影响较大。当培养液的初始 pH 值为 6.5~7.5
时，菌株的生长 OD630 值和铁载体合成率都较高，

生长 OD630 值在 1.8 以上，铁载体合成率在 50% 以

上。在培养液的初始 pH 值为 7.0 的中性环境下，

生长 OD630 值最高，且铁载体合成率达到最高。当

pH 值为 8.5 和 9.0 时，铁载体合成率分别为 40.39%
和 35.17%，相比于 pH 值为 7.0 的环境下降低了许多。

此时铁载体合成率大大降低的可能原因是：pH 值过

高会导致菌株体内部分与生长和铁载体表达相关的

酶失去活性，从而使菌体生长极其缓慢，铁载体合

成率大大降低。由此可见，当培养液的 pH 值为 7.0 时，

WJ-3 菌株的生长最快，铁载体的合成率最高。

3.3 微生物铁载体最佳合成条件的验证

将微生物接种于未优化的 LB 培养基（碳源为胰

蛋白胨、氮源为酵母浸粉、温度为 25℃、转速为 150 
r/min、初始 pH 值为 7.0）以及上述优化条件下的 LB
培养基（碳源为葡萄糖、氮源为酵母浸粉、温度为

30 ℃、转速为 180 r/min、pH 值为 7.0）中，培养 48 h
后以紫外分光光度计测定生长 OD630 值和铁载体合

成率，测定结果如图 8 所示。

 

由图 8 中微生物铁载体最佳合成条件的验证结

果可以看出，经过优化后的培养基明显提高了生长

OD630 值以及铁载体合成率，铁载体合成率达到了

图 6 不同摇床转速对铁载体合成的影响

Fig. 6 The effect of shaking speed on
siderophore synthesis

图 7 不同初始 pH 值对铁载体合成的影响

Fig. 7 The effect of initial pH on siderophore synthesis

图 8 微生物铁载体最佳合成条件的验证

Fig. 8 The verification of siderophore synthesis under 
optimization of fermentation
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64.12%。因此经过优化后的发酵条件有利于微生物

铁载体的合成。

4 结论

本文利用微生物菌株 WJ-3 发酵合成铁载体螯合

剂，采用单因子法，在摇床培养条件下，分别研究

了不同的碳源、氮源、摇床温度、摇床转速以及初

始培养基的 pH 值对菌株生长以及微生物螯合剂铁载

体合成率的影响。研究结果表明，菌株 WJ-3 在固体

和液体培养基中均能合成铁载体，在碳源为葡萄糖，

氮源为酵母浸粉，温度为 30 ℃，转速为 180 r/min 以

及初始 pH 值为 7.0 的条件下，培养 48 h 后微生物产

生的铁载体螯合剂的合成率可达 64.12 %。实验验证

结果表明，优化后的合成条件更加有利于微生物铁载

体的合成。
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Study on Synthesis of Microorganisms Chelator and Optimization of
Fermentation Conditions

WU Ling，TANG Jianxin，LI Wen，DAI Huikang，ZENG Xiaoxi
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Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China）

Abstract：Chelating agent is widely used in industries such as papermaking, dyeing and food etc.. The 
instability and toxicity of it are harmful to environment and human beings. It is important and significant to find an 
environmentally friendly chelating agent. Strain WJ-3 was used to synthesize siderophore. The effects of carbon source, 
nitrogen source, temperature, shaking speed, and pH on the initial medium and siderophore were studied by single 
factor method. The results showed that strain WJ-3 could synthesize siderophore both in solid and liquid medium. The 
optimal carbon and nitrogen source were glucose and yeast extract powder. The optimal cultivation conditions were with 
temperature at 30 ℃ , 180 r/min for shaking speed, and pH 7.0 in the initial medium. The synthetic rate of microbial 
siderophore could reach 64.12% after shaking culture for 48 h. It suggested that the optimal conditions could increase 
the synthesis of microbial siderophore.
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