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产铁载体真菌 Ti-11 的筛选鉴定及应用

任新萍，李 胜，齐一霖，冉 松，张 程，曾晓希

（湖南工业大学 生命科学与化学学院，湖南 株洲 412007）

摘　要：铁载体是由微生物以及禾本科植物在缺铁条件下产生的一类与 Fe3+ 具有高亲和性的螯合物，

能促使环境中难溶性 Fe3+ 转化为可溶性 Fe2+。从植物根际土壤中分离到一株高产铁载体微生物，命名为

Ti-11，经鉴定为草酸青霉菌（Penicillium oxalicum），产生羧酸型铁载体，在第 9 d 达到最大产量，为

84.13%。通过对微生物产铁载体培养条件的单因素实验条件进行优化，确定最佳碳源为葡萄糖 15 g/L，最佳

氮源为酸水解酪蛋白 6 g/L，最适初始 pH 值为 8.0。最后，探究铁载体对常见病原菌的抑制作用，以大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌为实验对象，发现该含铁载体的上清液能显著抑制金黄色葡萄球菌，且处理 24 h 时的

抑菌效果最好。
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Screening, Identification and Application of Iron Production Carrier Fungi Ti-11

REN Xinping，LI Sheng，QI Yilin，RAN Song，ZHANG Cheng，ZENG Xiaoxi
（College of Life Science and Chemistry，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China）

Abstract：As a kind of chelate with high affinity to Fe3+ produced by microorganisms and gramineous plants 
under iron deficiency conditions, the siderophore helps to promote the transformation of insoluble Fe3+ into soluble Fe2+ 
in the environment. In this current research, a high-yield siderophore microorganism, namely Ti-11, is isolated from the 
rhizosphere soil of plants, which is identified as Penicillium oxalicum capable of producing carboxylic acid siderophore 
with a maximum yield of 84.13% on the ninth day. By optimizing the single factor experimental conditions of microbial 
siderophore cultivation, the optimal carbon source is determined to be glucose 15 g/L, and the optimal nitrogen source 
is determined to be acid hydrolyzed casein 6 g/L with an optimal initial pH of 8.0. Finally, taking Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus as experimental subjects, an investigation is made of the inhibitory effect of siderophores on 
common pathogenic bacteria. It is found that the supernatant of the siderophore can significantly inhibit Staphylococcus 
aureus, with the best antibacterial effect when treated for 24 hours.

Keywords：siderophore；Penicillium oxalicum；condition optimization；antibacterial
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0 引言

铁是自然界中常见的一种金属，也是生物体所必

需的矿质元素之一，在光合作用、呼吸作用、固氮作

用、三羧酸循环、氧化磷酸化等生理代谢过程中发挥

着重要的作用 [1-2]。由于绝大部分的铁处于中性或碱

性的有氧环境中，会形成难溶的 Fe3+ 化合物，抑制

生物体对其的利用，导致农业生产中植物缺铁现象比

较普遍，影响农作物的产量、品质 [3-5]。为了适应高

氧低铁的胁迫条件，大多数微生物和禾本科植物会诱

导自身产生铁载体，一种强金属螯合剂，在缺铁环境

下能与 Fe3+ 螯合成铁 - 铁载体复合物，将 Fe3+ 转运

至胞内并还原成 Fe2+ 供生物体利用 [6-7]。由于铁载体

与铁离子具有强螯合作用，当发生螯合时就能阻止病

原菌对铁的吸收，从而达到生物防治作用 [8]。铁载体

根据螯合基团的化学性质不同可分为三大类：儿茶酚

型（Catecholates）、异羟肟酸型（Hydroxamates）和

羧酸型（Carboxylates）[9-10]。

近年来，铁载体在病原菌抑制、植物生长调控、

环境污染修复等方面受到广泛的关注。朱慧明等 [11]

研究发现，铜绿假单胞菌 Z158 对金黄色葡萄球菌、

普通变形杆菌等病原菌具有抑菌作用，可作为生防菌

株用于植物疾病防控。彭雯杰等 [12] 筛选得到一株阿

斯青霉菌 XK-12，研究发现其能产生异羟肟酸型铁

载体，铁载体发酵液对病原菌具有抑制作用，对葡

萄座腔菌的抑制率达到了 100%。王东升等 [13] 发现

铁载体可显著提高龙葵的生物量，与对照组未接菌相

比，接种产铁载体菌后的实验组的茎叶干重分别增加

1.55, 1.47 倍，根干重增加 2.45, 2.28 倍。赵锐名等 [14]

研究发现，产铁载体细菌可以通过产生铁载体，并通

过铁载体螯合 Pb2+ 来提高受铅胁迫芒草幼苗的耐受

性，降低根系铅的富集程度。因此，对产铁载体微生

物的筛选及铁载体相关应用进行研究，能丰富产铁

载体微生物资源，进一步了解分泌性铁载体在医药、

环境保护和农业等各个领域的应用，对于铁载体研究

有一定的基础意义。

1 实验

1.1 材料

1.1.1 菌种来源

采集校园内叶片发黄具缺铁症状的植物根际土

壤，加入无菌水振荡，从菌悬液中进行菌种筛选。金

黄色葡萄球菌（Staphyloccocus aureus Rosenbach）和

大肠杆菌（Escherichia coli）均为湖南工业大学生命

科学与化学学院微生物实验室保藏菌种。

1.1.2 培养基

MKB 培养基：甘油 15 mL、酸水解酪蛋白 5 g、
磷酸氢二钾 2.5 g、硫酸镁 1 g，溶于 1 L水中，pH自然，

121 ℃温度下灭菌 20 min。
CAS 固体培养基：质量分数为 10% 的酸水解酪

蛋白 30 mL、质量分数为 20% 的蔗糖溶液 10 mL、0.1 
mol/L 磷酸盐缓冲液 5 mL、1 mmol/L CaCl2 1 mL、
CAS 染液 50 mL、琼脂 18 g，溶于 1 L 水中，121℃
温度下灭菌 20 min。

CAS 双层固体培养基：两层培养基，上层为

MKB 固体培养基，下层为 CAS 固体培养基

PDA 培养基：马铃薯浸粉 5 g、葡萄糖 20 g、
氯霉素 0.1 g、琼脂 18 g，溶于 1 L 水中，pH 自然，

121℃温度下灭菌 20 min。
LB 培养基：蛋白胨 5 g、酵母浸粉 10 g、NaCl 5 g、

琼脂 18 g，加水定容至 1 L，121℃温度下灭菌 20 min。
1.1.3 主要试剂

CAS（铬天青）染液：A 液，CAS 0.605 g，100 
μL 浓盐酸，100 mL 浓度为 1 mmol/L 的氯化铁，500 
mL 去离子水；B 液，CTAB 0.729 g，400 mL 去离子

水；A 液倒入 B 液混匀。

质量分数为 10% 的酸水解酪蛋白：称取 10 g 酸

水解酪蛋白粉末溶于 100 mL 水中。

质量分数为 20% 的蔗糖溶液：称取 20 g 蔗糖溶

于 100 mL 水中。

柠檬酸缓冲液（pH 值为 4）：84.7 mL 浓度为 0.1 
mol/L醋酸与15.3 mL浓度为0.25 μmol/L醋酸钠混匀。

钼酸盐溶液：100 g 硝酸钠、100 g 钼酸钠，定容

至 1 000 mL。
1 mmol/L AgNO3：称取 AgNO3 0.169 88 g，定容

至 1 000 mL。
0.1 mol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液（pH 值 为 6.8）：

Na2HPO4•12H2O 24.27 g、NaH2PO4•2H2O 5.905 g、
KH2PO4 0.75 g、NH4Cl 2.5 g、NaCl 1.25 g，溶于 1 L
水中。

琼脂、蛋白胨、酵母浸粉、氯化钙、甘油、蔗糖、3,5-
二硝基水杨酸，上海生工生物工程有限公司；葡萄糖，

天津大茂化学试剂厂；无水乙醇，湖南汇虹试剂有

限公司；硝酸钠、硝酸银、钼酸钠、酸水解酪蛋白、

磷酸氢二钾，国药集团化学试剂有限公司；以上试

剂均为分析纯。

1.2 实验方法

1.2.1 菌株筛选 
1）初筛。取土样 5 g 溶于 100 mL 的锥形瓶中，

振荡培养 30 min，使样品充分混合均匀。采用浓度
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梯度稀释法，稀释成 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 g·mL-1 4 个

浓度梯度备用；采用涂布平板法，取各浓度的菌悬液

各 100 μL，涂布在 CAS 双层平板上，倒置培养 3~5 d，
待有菌落出现，挑取周围产生棕黄色或红色螯合圈的

菌落进行反复划线分离，将分离后得到的纯菌株进行

复筛并保藏。

2）复筛。采用 CAS 平板检测法和 CAS 液体显

色法进行复筛，将初筛菌株用接种环点接到 CAS 固

体培养基上，在 30 ℃倒置培养 7 d，观察菌落透明圈

的颜色和大小。将初筛菌株接种于 MKB 培养基中，

在 30 ℃、180 r/min 培养 7 d，取发酵液用多层纱布

过滤菌体，将上清液与 CAS 染液 1:1 混匀，观察混

合液的颜色变化。

1.2.2 菌株鉴定

1）形态学鉴定。参考《微生物学实验教程》[15]，

将活化后的菌株稀释涂布至 PDA 培养基上，在 30 ℃
温度下倒置培养 3~7 d，观察菌落形成过程及菌落

特征。

2）分子生物学鉴定。提取真菌 RNA，逆转录

生成 cDNA 后以真菌通用引物进行 PCR 扩增 [16]，

将 PCR 扩增产物送至上海生工测序，测序结果利用

NCBI-BLAST 进行序列比对，并利用 MEGA 软件构

建系统发育进化树。

1.2.3 菌株铁载体曲线测定

将活化后的菌株接种至发酵培养基 MKB 培养基

上，在 30℃、180 r/min 的摇床上培养 7 d。用无菌

纱布进行过滤，得到发酵上清液，吸取 2 mL 发酵上

清液并加入等体积的 CAS 染液，混合均匀后测定其

OD630 值，记作 As；测定空白培养基的 OD630 值，记

作 Ar；铁载体活性单位 [17] 记作 SU（%），表示铁

载体产量，计算公式为 SU=（Ar-As）/Ar×100%。

1.2.4 铁载体类型鉴定

铁载体类型鉴定，分别采用 Arnow 实验检验儿茶

酚型铁载体，FeCl3 实验检验异羟肟酸型铁载体或儿茶

酚型铁载体，分光光度法鉴定是否羧酸型铁载体 [18-19]。

Arnow 实验。取 1 mL 发酵上清液和未接菌的

培养基分别加入 2 根试管中，再向两根试管中分别

加入1 mL浓度为0.5 mol/L盐酸和1 mL钼酸盐溶液。

若此时溶液颜色变黄，再加入 1 mL 浓度为 1 mol/L
的氢氧化钠溶液；若溶液颜色由黄变红，并且红色

保持一个小时不会消失，说明产生的铁载体为儿茶

酚型铁载体。

FeCl3 实验。取 1 mL 发酵上清液和未接菌的培

养基分别加入 2 根试管中，再加入 2 g/L 的 FeCl3 溶

液，一次加入 1 mL，总共加入 5 mL。若加入 1 mL 

FeCl3 溶液后立即变红，则为异羟肟酸型铁载体；若

加入多于 1 mL FeCl3 溶液才发生颜色变化，则为儿

茶酚型铁载体。

分光光度法。取 1 mL 发酵上清液于试管中，依

次加入 1 mL 浓度为 0.25 μmol/L 的 CuSO4 溶液和 1 
mL（pH 值为 4.0）醋酸盐缓冲液，将其在紫外分光

光度计下进行全波长扫描，若在 190~280 nm 之间有

吸收峰出现，说明产生的铁载体为羧酸型铁载体。

1.2.5 菌株产铁载体条件优化

以 MKB 液体培养基为基础，选择不同碳源、氮

源和初始 pH 值进行菌株产铁载体的条件优化。

最佳碳源选择。选择果糖、乳糖、可溶性淀粉、

蔗糖、葡萄糖和甘油作为不同的碳源进行优化，在

装液量为 100 mL 的锥形瓶中，培养条件如下：以 2%
的量接种、培养温度为 30 ℃、转速为 180 r/min 和初

始 pH 值为 7 进行接种，并摇床培养 7 d。测定不同

条件下菌株的生长量和铁载体产量。选择最佳碳源种

类，将其浓度分别设置为 5, 10, 15, 20, 25 g/L 的浓度

梯度进行优化，采用上述培养条件，测定不同碳源浓

度下菌株的生长量和铁载体产量。

最佳氮源选择。选择半胱氨酸、酸水解酪蛋白、

(NH4)2SO4、KNO3、谷氨酸作为不同的氮源进行优化，

在装液量为 100 mL 的锥形瓶中，在上述培养条件下

培养。测定不同条件下菌株的生长量和铁载体产量。

选用最佳氮源种类，将其质量浓度分别设置 2, 3, 4, 5, 
6 g/L 的浓度梯度进行优化，培养条件同上所述，测

定不同氮源浓度下菌株的生长量和铁载体产量。

最佳初始 pH 值选择。选择初始 pH 值为 5, 6, 7, 8, 
9 共 5 个梯度，在装液量为 100 mL 的锥形瓶中，按

照上述培养条件培养。测定不同初始 pH 条件下菌株

的生长量和铁载体产量。

1.2.6 探究铁载体对病原菌的抑制作用

本实验取目标菌株发酵至铁载体活性最大时的

发酵液，取发酵上清液来探究铁载体对金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌的抑制作用，金黄色葡萄球菌和大肠杆

菌为实验室保藏的菌株活化后备用。

1）铁载体添加量对抑菌效果的影响。将提取出

的铁载体粗提取液与活化后的两种菌液分别按比例

混合，使铁载体添加量梯度分别为 0%, 10%, 20%, 
30%, 40%。混合后将混合液放置于恒温摇床培养 1 h
后，用稀释涂布平板法将两种菌株接于平板中培养。

观察菌落的数目并记录。

2）铁载体粗提取液与病原菌培养时间对抑菌效

果的影响。将提取出的铁载体发酵液与活化后的两种

菌液分别按最优添加量混合，混匀后将其置于恒温摇
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2.3 菌株产铁载体曲线测定

利用紫外分光光度法测定菌株的产铁载体能力，

每隔 1 d 测定其铁载体活性，结果如图 4 所示。

Ti-11 的产铁载体周期较长，在 1~7 d 呈现稳步

上升的趋势，在第 9 d 达到最大值，铁载体活性达

84.13%，比曹宏丽等 [20] 筛选得到的恶臭假单胞菌培

养 48 h 的产铁载体含量增长了 30.69%。且在 7~9 d
保持相对稳定，之后随着时间的增大，菌株产生的代

2.2 菌株的鉴定

2.2.1 形态学鉴定

Ti-11 菌株在 PDA 培养基上培养，菌落表面隆起

并形成白色菌丝（图 2）。生长后期出现深绿色的孢子，

深绿色的孢子会把附近菌落的菌丝染成深绿色，菌株

背面呈现发散状，边缘呈现锯齿状，且与培养基紧密

贴合，质地较硬。在显微镜下该真菌的菌丝为比较细

长、表面光滑、边缘整齐的单条管状有隔膜的细丝。

 
2.2.2 分子生物学鉴定

提取 Ti-11 的 RNA，逆转录生成 cDNA 后以真

菌通用引物进行 PCR，PCR 产物凝胶电泳验证后送

至上海生工测序，将测序结果利用 NCBI-BLAST 进

行序列比对，选取同源性高的序列进行系统发育进化

树的构建。Ti-11 系统发育树结果如图 3 所示，与菌

株 Ti-11 同源性最高的为 Penicillium oxalicum，即为

草酸青霉菌。再结合以上形态学鉴定结果可以综合得

出 Ti-11 为草酸青霉菌。
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床分别培养 1, 3, 5, 8, 12, 24 h 后，用稀释涂布平板法

将两种菌株接于平板中培养。观察菌落数目并记录。

2 结果与分析

2.1 产铁载体菌株的筛选

利用 CAS 双层平板进行初筛，对图 1a 中产生了

橙红色的菌群进行分离纯化，对初筛后的单菌株进行

CAS 平板复筛，结果如图 1b 所示，菌株 Ti-11 在平板

上出现了明显的透明圈并且出现橙红色色晕，初步鉴

定有铁载体产生。将菌株 Ti-11 的发酵液离心处理后，

取上清液与 CAS 染液 1:1 混合，实验结果如图 1c 所示，

左边为空白对照组，右边为实验组，实验组中的液体

逐渐从蓝色转变为红色，这进一步证明该菌株有产生

铁载体的能力。

图 1 产铁载体菌株 Ti-11 的筛选结果

Fig. 1 Screening of iron producing carrier strain Ti-11

a）CAS 双层平板检测结果 b）Ti-11 的 CAS 平板透明圈

图 2 Ti-11 的菌株形态

Fig. 2 Strain morphology of Ti-11

a）菌落形态

图 3 Ti-11 系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree of Ti-11

c）Ti-11 的 CAS 染液显色结果

b）40 倍镜下菌丝形态

图 4 菌株 Ti-11 产铁载体变化曲线

Fig. 4 Iron production carrier curve of strain Ti-11

彩图

彩

图
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如图 6 所示，Ti-11 菌株的最佳碳源是葡萄糖，最佳

葡萄糖浓度为 15 g/L。如图 7 所示，Ti-11 菌株的最

佳氮源是酸水解酪蛋白，其最佳浓度为 6 g/L。

2.5 菌株产铁载体条件优化

干重可以直接表明菌株的生长状况，而铁载体活

性单位则可以表明菌株在此条件下产铁载体的情况。
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谢废物不断增加，抑制菌株的生长和铁载体的产生，

呈现缓慢下降的趋势。

2.4 菌株产铁载体类型鉴定

采用 Arnow 实验鉴定该菌株产铁载体是否为儿茶

酚型铁载体，结果如图 5a 所示（左边为对照组，右边

为实验组），加入铁载体的实验组未出现显色反应，

故该铁载体不为儿茶酚型铁载体。加入 1 mL 和 3 mL 
FeCl3 均未出现变红反应（图 5b），说明该铁载体不

为异羟肟酸型铁载体和儿茶酚型铁载体。紫外分光光

度法鉴定该菌株产铁载体是否为羧酸型铁载体，结果

如图5c所示，该反应液在190~280 nm之间出现吸收峰，

证明菌株 Ti-11 所产铁载体类型为羧酸型铁载体。

图 5 Ti-11 产铁载体类型鉴定结果

Fig. 5 Identification of Ti-11 iron production carrier types

a）Arnow 实验结果 b）FeCl3 实验结果

a）碳源优化

c）紫外全波长扫描结果

图 6 碳源及碳源浓度优化结果

Fig. 6 Carbon source and carbon source concentration optimization results

b）碳源浓度优化

a）氮源优化
图 7 氮源及氮源浓度优化结果

Fig. 7 Nitrogen source and nitrogen source concentration optimization results

b）氮源浓度优化

彩

图
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如图 8 所示，初始 pH 值为 8 时，铁载体活性最

高，可达 76.95%，但是干重在 pH 值为 6~7 时最大，

说明 Ti-11 菌株在酸性的条件下生长较好，但是在偏

碱性的初始 pH 值环境下铁载体产量较高。

2.6 铁载体对病原菌的抑制作用探讨

1）铁载体添加量对抑菌效果的影响。铁载体对

金黄色葡萄球菌具有一定的抑菌效果，且效果随浓

度逐渐增加，如图 9（上）所示，从左至右添加量

依次为 0%，10%，20%，30%，40%，明显看出随

着添加量的增大，菌落数量不断减少，大于 30% 后

抑菌效果没有较大提升。铁载体对大肠杆菌无明显

抑菌效果，如图 9（下）所示，从左至右添加量依

次为 0%，10%，20%，30%，40%，但菌落数无明

显差异。

2）铁载体粗提液与病原菌培养时间对抑菌效果

的影响。该铁载体粗提液对于金黄色葡萄球菌有一定

的抑制作用。继续探讨 30% 添加量下，不同反应时

间对抑制效果的影响，结果如图 10 所示，从左到右

分别为处理 1, 3, 5, 8, 24 h，可以明显看出随着反应时

间的增长，菌落数显著减少。

 

3 结语

本研究从植物根际土壤中筛选得到一株高产铁

载体真菌 Ti-11，经鉴定为草酸青霉菌（Penicillium 
oxalicum）。测定其产铁载体曲线，在第 9 d 达到最

大产量，为 84.13%。通过单因素试验确定产铁载体

最佳培养条件为：10-3 mol/L Fe3+ 能促进菌株生长，

葡萄糖为最佳碳源，酸水解酪蛋白为最佳氮源，最佳

初始 pH 值为 8.0。以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为

抑菌实验对象，发现该含铁载体的上清液能显著抑

制金黄色葡萄球菌，且处理 24 h 时的抑菌效果最好。

本研究为微生物产铁载体提供了新资源，为铁载体的

广泛应用提供了新思路。
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