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擅耍：从中国南方典型矿区——广东梅州玉水生物提铜示范基地酸性矿水中分离得到一株金属硫化

矿浸出微生物YS-I．对菌株YS-I的形态、生理生化特征、16S rDNA种系序列以爱对黄铁矿和铁闪锌矿

的提出等进行了研究．结果表明：细菌长1．0—2．5弘m．直径0．4—0．6 pm．能运动。革兰氏染色显阴性．

最适宜生长的pH和温度分别为2．0和30℃．能利用亚铁盐、单质硫和硫代硫酸钠．不能利用有机能

源．与嗜酸氧化亚铁硫杆菌的16S rDNA种系序列同源性达到98％．对铁闪锌矿和黄铁矿的漫出率分别

为14．38蹦和3．8％．
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浸矿菌种的定向选育对提高硫化矿的实际浸出

效率，具有重要意义．菌种定向选育的成功与出发菌

株的性能有直接关系．而出发菌株的性能与其来源

密切相关．本实验的目的是从典型的硫化矿矿区筛

选出浸矿菌，为定向选育提供基础菌株．为此，我们

从中国南方典型矿区——广东梅州玉水生物提铜示

范基地取回酸性矿水水样，从中筛选得到一株金属

硫化矿浸出微生物YS-1．经生理生化性质研究及
16S rDNA序列同源性分析，发现该菌株为嗜酸氧化

亚铁硫杆菌，它能较好地浸出黄铁矿和铁闪锌矿．

1材料及方法

1．1酸性矿坑水

水样取自广东梅州玉水生物提铜示范基地地下

深矿坑中的酸性矿水，原始水样pH为2．5～5．0．

1 2培养基及矿样

富集培养基(g／L)：将(NH．)±SO,(3．0)，

ca(Nq)2(0．01)，KCl(0．1)，MgS04·7H20(0．5)

和K2HPq(O．5)溶于i000 mL蒸馏水中，用45 g

FeSq·7H20或10 g单质硫作为基础能源，用

lmoI H2SO‘调节pH=2．0．

固体培养基(g／L)：由A，B和c组成．A是将

(NH．)2SQ(3．0)，KCl(0．1)，如HPn(0．1)，

MgSO_-7地O(O．5)和Ca(Nq)2(0．01)溶于200 mL

蒸馏水所形成的溶液；B是将琼脂粉(15)溶于700 nlL

蒸馏水所形成的溶液{C是将FeS04·7H20(22．2)溶

于100 niL蒸馏水所形成的溶液．A和B分别在

121℃和0．1 MPa下灭菌20m．in，用0．22 pra超滤膜将

c中的FeSO,·7H20过滤除菌。将A和B灭菌冷却

后混合，再加入C，混合后的培养基用1 mol H。sq

调节pH=2．5．

试验中所用的黄铁矿和铁闪锌矿是由中南大学

资源加工与生物工程学院矿物加工工程系提供的，

矿物基本成分列于表1．

裹1 金一硫化矿基本组成
"reble 1 The composition of metal sulfides

矿样 垂童鱼量型竖
’。。

Fe Zn S

黄铁矿 44．79 0 47．74

铁闪锌矿 16．99 47．4 30．85
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1 3菌种分离

将10 mL原始水样放入液体培养基中富集培

养，富集三代后，用平板连续分离3次，得到单菌株。

命名为YS-I．具体操作方法参照文献[1]．

1．4菌株Y8--1形态夏显微结构的观察

在光学显微镜(Olympus cX_31)下观察细菌的

的形态和运动情况，经革兰氏染色后再观察其染色

情况．细菌样品经处理后用扫描电镜(JEOL JSM-

6360 LV)观察细菌的亚显微结构．

1 5菌株yS．1生理生化性质的研究

1．5．1菌株Ys-l的生长情况

将预先培养好的细菌分别接种于亚铁和元素硫

的培养基中(接种终浓度为1．0X104个／mL)，在25

～60℃或30℃及pH 1_0～5．0的条件下摇床培养，

2天后每隔4～8 h取样，用血小板计数法测定细菌

的数量．

1．5．2菌株YS-I对能源的利用情况

在100 mL基本盐培养基中分别加入1 g除菌

的单质硫或4．31 g FeSo‘·7H20和I g单质硫的

混台物、硫代硫酸钠、葡萄糖、酵母粉、蛋白胨、黄铁

矿和铁闪锌矿，分别配成含硫或亚铁和硫、硫代硫酸

钠、不同碳源、不同矿样的特别基质．然后。按1．5．1

方法接种，在30℃条件下分别培养5天后．观察细

菌的生长情况．

1．6菌株YS-1的16S rDNA扩增、序列测定和系统

发育分析

用液体培养基将细菌培养3天后，依次用普通

滤纸过滤及4000 r／rain离心处理5rmn，以除去培养

液中的铁矾类沉淀。然后再进行10 000 r／min离心

处理10rain，收集细菌．用pH 2．0硫酸清洗菌泥3

次后转至1．5 mL EP管中，再用500ⅡL TE(pH

8．o)重新悬浮细菌，平衡pH．提取细菌基因组，扩

增16S rDNA，转导克隆，构建系统发育树．具体操

作方法参照文献[1]．

1．7菌株YS-I的浸矿实验

用黄铁矿和铁闪锌矿进行浸矿实验．矿样粒度

为一O．074 n11"n，矿浆浓度为5％。在100 mL液体培

养基中加人5 g矿粉，细菌接种后浓度为1．0×107

个／mL．浸出10天后，用原子吸收法测量浸出液中

金属离子的含量，计算金属离子的浸出率．

2结果与讨论

2．1 菌株Y孓1的形态特征殛生理生化性质

将细菌在固体平板上培养7夭后开始出现白色

凸起菌落，菌落直径为0．2～Imm。其表面光滑，边

缘完整，如图l(a)所示．将细菌培养10天左右，部

分白色菌落开始变黄，菌落周围培养基也逐渐呈黄

色，培养到第“天时，平板上的菌落全部变成黄色，

表面粗糙，菌落周围变得不规则。菌落中心呈黄褐

色，如图l(b)所示．通过显微镜进一步观察，发现分

离纯化的细菌为短杆状，能运动，革兰氏染色显

阴性．

扫描电镜分析(图1(c)和(d))表明，细菌长

1．0～2．5pm，直径0．4～0．6pro，在硫培养基中的细

菌明显比在亚铁培养基中的长。并且存在明显的细

菌链生现象．这可能是由在不同的培养基中细菌胞

外多聚物成分的差异性所致．T．Gehrke等人【“3研

究表明，A．ferrooxidans在亚铁盐培养基中生长

时，其胞外物质古有较多的精及糖醛酸，细菌主要通

过静电作用接触晶体表面I在硫培养基中生长的细

菌，其胞外物质含糖类物质较少，含饱和酸较多．傅

建华等人∞用电镜细胞化学方法证实了

A．ferrooxidans胞外多聚物的存在。科学、直观地再

现了胞外多聚物中的脂类、多糖、外膜蛋白等生物大

分子以及铁离子。间接地证明了胞外多聚物在吸附

和形成细菌生物膜的过程中所起的关键作用．

图2为菌株Y孓1在亚铁培养基和硫培养基中

的典型生长曲线．由图2可知，培养早期细菌在亚铁

培养基中的增长速度明显比在硫培养基中的快，但

t00 h后。在硫培养基中的细菌浓度明显高于在亚

铁培养基中的细菌浓度，细菌浓度达到105个／mL．

细菌在利用元素硫时，需要经过一段时间诱导自身

表达或合成分泌性疏水胞外物质。以利于与元素硫

接触，因而在开始阶段细菌的浓度较低．但一旦接触

好后，硫氧化比亚铁氧化可提供更多的能量。所以培

养后期细菌的浓度较高．

图3为初始pH对菌株Y孓l生长和氧化的影

响曲线．由图3(a)可以看出，初始pH对细菌的生长

有较大影响，适合细菌生长的pH=2．0．当pH<

2．0时，细菌的生长受到抑制，空白对照中亚铁离子

的氧化率相当低(图3(b))，表明pH<2．0时，溶液

中的亚铁离子较难被空气中的氧气氧化．在pH为
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2．0～2．5时，培养基中的亚铁离子几乎都是细菌氧

化作用的结果(图3(b))．当培养基的pH>3．0时，

空白对比中的亚铁离子很容易被氧化，而该条件下

的细菌浓度并不高．这证明在pHi>3．0条件下，培

养基中的亚铁离子几乎都是空气中的氧气氧化

所致．

田1 菌株YS-I在固体培养基上培葬l周(a>和2周(b)后的菌落形态爱在台亚铁(c)和硫(d>培葬基中细胞的亚显徽结梅

Fig．1 The colonies of strain YS-I on the solid agar after cultivated for 1 week(a)and 2 weeks<b)·and the cellular

structure of strain yS-I cultured with ferrous sulfate(c)and elements[sulfur(d)．respectively
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田2菌株YS-I在亚铁和硫培养基中的生长曲线

Fig 2 The growth Cugve$Of strain YS-I in the culture

media with Ff+and S．respectively

将菌株分别接种到含亚铁、硫或化合物培养基

及不同的碳源中，发现该菌株能够利用亚铁、单质

硫、硫代硫酸钠和还原型硫化物进行生长。而不能利

用葡萄糖、酵母粉和蛋白胨等有机碳源．在亚铁盐中

添加质量分数1％葡萄糖和未添加葡萄糖，三天后

发现添加葡萄糖的细菌菌数明显低于未添加葡萄糖

的菌数，这说明1％葡萄糖对细菌氧化Fe2+有抑制

作用．

图4为温度对菌株Y孓l生长影响的曲线图．

从图4可以看出，菌株Y孓1在25～40℃均能生

长，最适宜生长的温度为30℃．当温度超过40℃

时，菌体会大量死亡．

2．2菌株YS-1的16S rDNA序列分析和系统发育

树的钩建

用于序列对比的细菌均为本实验室从全国各

地取回的水样中筛选出来的．由图5系统发育树

分析(小括号中的代号为GeneBank登录号)可知，

菌株Ys．1的16S rDNA序列与Acidithiobacillus

ferrooxians的相似性超过98％．
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圈3韧始pH对菌株YS-I生长和氧化的影响

F．g．3 The Effecta of“血I pH v,alues on the growth and ferrous ions oxidation of strain YS-1

2 3漫矿实验

菌株YS-1对黄铁矿和铁闪锌矿的浸出实验

结果列于表2．由表2可知，菌株Y孓1对铁闪锌矿

的浸出效果较好，对黄铁矿的浸出效果不是很

明显。

裹2菌株YS-1对黄铁矿和铁闪锌矿的浸出睾

Teble 2 Melal ions lesching rate of pyrite and spalerlte by

skain Y&T
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圈4温度对菌株YS-I生长的影响

Fig．4 The eiIect。f teraperatt蜣加the胡=DwdI of the嗣1面n YS-!

—-—----------·----·----—-．-—···-—--·------——---—-一Acidititiobaeillu8 albertensis

I 广Acidithiobacillus fermoxiam Y'rW(DQ062116)

I，———_一t．．_Acidithiobaciflus ferrooxians YN～1DQ440530

L—Ys_l(DQ673104)
I广—————一AciditIliobacillus ferr∞xians WJl3(AY495953)

L-1广——一A矗b吐面bacm峙fermo妇QXS(DQ427t03)
] 广Acidithiobacillu．ferrooxlam ATCc23270(m65604

J L_Aeidithiobacillus ferrooxians(AJ278718)

o—L—Ac诎thiobaciflus ferrooxJan$yu蛐锄3(DQ321745)

L——一Ac／dithiobaeiIlus ferrooxians BY(DQ062117)

围5菌株Y孓1的16S rDNA系统发育分析

Fig，5 The 16S rDNA phylogenetic analysis of strain YS-I

睛酸氧化亚铁硫杆菌与硫化矿之闻相互作用机

理的研究较为深人。目前比较认同的主要有两种机

理”3：不溶于酸的硫化矿主要通过硫代硫酸盐途

径，如黄铁矿和辉钼矿等，溶于酸的硫化矿主要通过

聚硫化物途径．不溶于酸的金属硫化矿主要是通过

溶液中的Fe。+对金属硫化矿氧化，在产生硫代硫酸

根离子后。金属离子与硫之间的化学键断裂．溶于酸

的金属硫化矿在浸出过程中受到溶液中铁离子和质

子的攻击，这些金属硫化矿的金属与硫之间的化学

键在质子的攻击下发生断裂而生成硫化氢，进而通
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过聚硫化氢生成单质硫．矿物成分分析表明，黄铁矿

和铁闪锌矿均含有亚铁和硫，且黄铁矿中亚铁和硫

的含量都高于铁闪锌矿中的含量，但是该菌株却对

铁闪锌矿的作用效果更好，这可能与矿物的表面结

构有关，尽管细菌与矿物的作用位点至今还不是很

清楚．T．Gehrke等人t”提出了细菌可能会优先作

用于晶格表面不完整的部分．石绍渊等人r7]用扫描

电镜观察浸渣颗粒表面，发现经过细菌处理后，矿物

颗粒表面一些部位形成明显的腐蚀坑．因为试验中

选用的铁闪锌矿舍有较多的铁。而黄铁矿中的成分

比较单一，因此铁闪锌矿的表面晶格比黄铁矿容易

破坏．同时，铁闪锌矿中金属原子与元素硫之同的化

学键受到质子和三价铁离子的攻击很容易断裂，所

以这可能是细菌对铁闪锌矿的浸出效果比黄铁矿好

的原因．

3结论

从广东梅州生物提铜示范基地酸性矿水中分离

纯化得到的一株细菌为嗜酸氧化亚铁硫杆菌，它能

利用亚铁、单质硫和硫代硫酸钠作为能源物质，不能

利用葡萄糖等有机能源，同时，葡萄糖对细菌利用亚

铁有阻碍作用．该菌最适宜生长的温度为30℃，pH

为2．O～2．5，对铁阂锌矿和黄铁矿的浸出率分别为

14．38％和3．8％．
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Abstract：A strain named YS-1 was isolated from the acidic water of Meizhou Yushui copper mine of Guna．

dong province．The morphology．physiological and biochemical characteristics，16S rDNA phylogenetic se·

quence，as well as leaching pyrite and sphalerite of this strain were studied．The results showed that strain

Y孓1 was Gram negative and rob-shaped in(L 0-2．5)×(0．4-0．6)ixm，and mobile，and the optimum pH

and temperature for its growth were 2．0，and 30℃．respectively，it was able to grow in the liquid medium

with Fez+，So or thiosulfate，but failed tO make use of organic energy source。it had 98“of alignments

similarity with Acidithiobacillus ferrooxidans，and the lcaching rate for sphalerite and pyrite by this

strain were 14．4“and 3．8 0A，respectively．
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