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摘　 要:为了探究组合浸矿细菌菌群的氧化特性及其群落结构ꎬ构建 ４ 株浸矿细菌

(Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ ＡＴＣＣ ２３２７０ꎬＬｅｐｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ ＹＳＫꎬＡｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ
ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１ꎬＡｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｃａｌｄｕｓ Ｓ１)的组合浸矿菌群.实验结果表明:此组合浸矿

细菌菌群中的菌体具有较高的生物活性ꎬ表现出良好的的铁、硫氧化能力.并采用实

时荧光定量 ＰＣＲ 技术对菌群的群落结构进行了分析.结果表明:此体系中 Ａ.ｆｅｒｒｏｏｘｉ￣
ｄａｎｓ ＡＴＣＣ ２３２７０、Ａ.ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１是优势种群ꎻＬ.ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ ＹＳＫ 和 Ａ.ｃａｌｄｕｓ Ｓ１ 是

劣势种群.
关键词:浸矿细菌菌群ꎻ铁 /硫氧化ꎻ群落结构

中图分类号:ＴＤ８５３􀆰 ３７　 　 　 文献标志码:Ａ

Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ａ Ｍｉｘｅｄ Ｂｉｏｌｅａｃｈｉｎｇ Ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ

ＬＩ Ｑｉａｎ１ꎬ２ꎬ３ꎬＪＩＡＮＧ Ｘｉａｏ￣ｙｕ１ꎬ２ꎬＷＡＮＧ Ｘｉｎｇ￣ｘｉｎｇ１ꎬ２ꎬ
ＷＡＮＧ Ｑｉｎｇ￣ｌｉａｎｇ１ꎬ２ꎬＨＵ Ｅ￣ｍｉｎｇ１ꎬ２ꎬＳＨＩ Ｗｅｎ￣ｇｅ１ꎬ２

(１.Ｋｅｙ Ｄｉｓｃｉｐｌｉｎｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｄｅｆｅｎｃｅ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｕｒａｎｉｕｍ Ｍｉｎｉｎｇ
ａｎｄ ＨｙｄｒｏｍｅｔａｌｌｕｒｇｙꎬＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＨｅｎｇｙａｎｇꎬＨｕｎａｎ ４２１００１ꎬＣｈｉｎａꎻ２.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｎｕｃｌｅａｒ

Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＨｅｎｇｙａｎｇꎬＨｕｎａｎ ４２１００１ꎬＣｈｉｎａꎻ３.Ｐｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｉｎｅｒａｌ ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＨｅｎｇｙａｎｇꎬＨｕｎａｎ ４２１００１ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ｍｉｘｅｄ ｂｉｏｌｅａｃｈｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｓｏｒｔｉａꎬ ａ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｆｏｕｒ ｔｙｐｉｃａｌ ｂｉ￣
ｏｌｅａｃｈｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ( Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ ＡＴＣＣ ２３２７０ꎬ Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ
ＹＳＫꎬＡｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１ꎬＡｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｃａｌｄｕｓ Ｓ１) ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ.Ｔｈｅ ｒｅ￣



　 　 　 南华大学学报(自然科学版) ２０１７年 ９月

ｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｂｉｏｌｅａｃｈｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ ｅｘｅｒｔ ｈｉｇｈ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｇｒｅａｔ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｉｒｏｎ ａｎｄ ｓｕｌｆｕｒ.Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｒｅ￣
ａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ.Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ Ａ.ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ ＡＴＣＣ
２３２７０ ａｎｄ Ａ.ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１ ａｒｅ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍｉｎｏｒ ｉｓ Ｌ. ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ
ＹＳＫ ａｎｄ Ａ.ｃａｌｄｕｓ Ｓ１.
ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｂｉｏｌｅａｃｈｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍꎻｉｒｏｎ / ｓｕｌｆｕｒ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙꎻｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

　 　 微生物浸矿是一项环境友好的浸矿技术ꎬ利
用特定浸矿微生物对矿物的直接氧化和间接氧化

等作用ꎬ从低品位硫化矿中回收有价金属以及处

理常规方法难以经济开采的矿物.相对于常规浸

矿技术而言ꎬ其具有能耗省、成本低、污染少等优

点.浸矿微生物主要是一些嗜酸性微生物ꎬ在这些

微生物当中ꎬ大部分是利用铁、硫的氧化代谢来获

得生长发育所需能量的化学自养菌[１￣３]ꎬ这些不同

种群的微生物在浸矿系统中相互作用ꎬ共同维持

着体系的物质循环.很多研究者对不同种类的单

一菌种的浸出效果进行了比较ꎬ并试图通过对浸

矿微生物的分离、驯化、诱变、以及基因工程育种

等改良工作来提高菌种对矿物的浸出能力ꎬ但在

实际应用中ꎬ使用单一菌种进行生物浸出遇到了

很多问题[４] .
在生物浸矿过程中ꎬ嗜酸硫氧化细菌与铁氧

化细菌起着主要的作用[５] .研究[６￣８]表明:在浸出

过程中ꎬ由于不同种类的浸矿微生物相互协同ꎬ组
合浸矿菌群的浸矿效率比单一浸矿菌明显提高.
Ｘｕｅ Ｆｅｎｇ[９]等研究了 ６ 种典型浸矿细菌的组合ꎬ
认为在混合浸矿系统中增加硫氧化细菌的比例能

有效地提高浸矿效果.Ｘｉａ[１０]等研究了闪锌矿在混

合菌群(Ａ.ｆｅｒｒｉｏｏｘｉｄａｎｓ 与 Ａ.ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ)和单一细

菌( Ａ. ｆｅｒｒｉｏｏｘｉｄａｎｓ 或 Ａ. ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ)下的浸出行

为ꎬ发现混合体系对闪锌矿的浸出能力比单一菌

种浸出强ꎬ并认为在浸出过程中ꎬＡ. ｆｅｒｒｉｏｏｘｉｄａｎｓ
使体系中保持较高的氧化还原电位ꎬＡ.ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ
则作用于氧化矿物表面的钝化层硫ꎬ两株菌互相

协同ꎬ维持反应的高效进行.研究[５￣１０]表明ꎬ由于

不同浸矿菌对铁离子、元素硫及其它金属离子的

不同作用方式ꎬ组合浸矿菌群具有优势互补作用.
综上所述ꎬ了解组合浸矿菌群的群落结构和

氧化特性ꎬ对下一步的菌群结构优化和提高浸矿

效果有着重要意义.考虑到其多样性和稳定性ꎬ选
取以下 ４种典型的浸矿微生物:１) 嗜酸氧化亚铁

硫杆菌(Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ)ꎻ２) 嗜 酸 氧

化 硫 硫 杆 菌 (Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ)ꎻ３) 嗜

铁钩端螺旋菌(Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ) ꎻ ４) 喜

温 嗜 酸 硫 杆 菌 (Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｃａｌｄｕｓ)ꎬ构建了

上述 ４种铁硫氧化细菌的组合菌群ꎬ研究该浸矿

细菌菌群的生长速率及铁、硫氧化速率ꎬ并将其作

为反映浸矿性能的指标ꎬ同时应用实时荧光定量

ＰＣＲ 技术检测该浸矿细菌菌群的群落结构ꎬ通过

分析群落结构发现浸矿菌在生长繁殖过程中的相

互关系.

１　 实验

１.１　 组合浸矿菌群的构成与培养条件

将四株浸矿细菌(Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ
ＡＴＣＣ ２３２７０ꎬＡｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１ꎬＬｅｐｔｏｓｐｉ￣
ｒｉｌｌｕｍ ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ ＹＳＫꎬＡｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｃａｌｄｕｓ Ｓ１)等量

混合构成组合浸矿菌群ꎬ每株细菌的接种量为 ６ ×
１０５ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ.培养基含 ９ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＫＣｌ 溶液ꎬ加入

ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ４４.７ ｇ / Ｌ和单质硫 １０.０ ｇ / Ｌ 作为能源

物质ꎬ培养温度为 ３０ ℃ꎬ摇床转速为 １７５ ｒ / ｍｉｎ.
１.２　 菌群生长测定与铁硫氧化速率分析

菌群密度用血细胞计数板检测ꎬ每隔 １０ ｈ 取

样镜检ꎬ分析菌群生长曲线.铁氧化速率通过重铬

酸钾滴定 Ｆｅ２＋浓度来测定ꎬ菌群通过将 Ｆｅ２＋氧化

成 Ｆｅ３＋来获得一部分能量ꎬ从而提高氧化还原电

位ꎬ有利于浸矿.硫氧化速率通过测定 ｐＨ 值来间

接反映[１１]ꎬ因为菌群中的硫氧化细菌将单质硫氧

化为 Ｈ２ＳＯ４ꎬ所以 ｐＨ的变化可以反映溶液中硫的

氧化程度.
１.３　 菌体收集及其 ＤＮＡ提取、纯化

于组合菌群稳定生长期ꎬ取菌液 ２００ ｍＬꎬ采
用定性滤纸过滤后ꎬ１１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心收集菌体ꎬ
并用 ｐＨ 为 ２.０ 的稀硫酸洗涤菌体.后续的 ＤＮＡ
提取与纯化采用 ＴＩＡＮ ａｍｐ细菌基因组 ＤＮＡ提取

试剂盒.提取的基因组 ＤＮＡ 采用 ２％的琼脂糖凝

胶电泳检测其质量ꎬ并采用 Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ® ＮＤ￣１０００
微量分光光度计检测其浓度及纯度[１２] .
１.４　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ分析

实时荧光定量 ＰＣＲ技术(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)分析

６２
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所用的 ｇｙｒＢ基因引物使用“Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０”软
件设计ꎬ然后经上海生工生物公司合成.各株细菌

的特异性引物序列及相关信息如文献[１２]所示.
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ操作步骤也参照文献[１２]执行.

２　 结果与讨论

２.１　 组合浸矿菌群的构建

将处于对数生长期的四种浸矿微生物(Ａｃｉｄｉ￣
ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ ＡＴＣＣ ２３２７０ꎬ Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ
ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ ＹＳＫꎬ Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１ꎬ
Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｃａｌｄｕｓ Ｓ１)的纯培养物收集于 ５０ ｍＬ
收集管中ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ 收集菌体后ꎬ
稀释到约 １０７ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ检测其细菌密度.将构建的

浸矿细菌菌群接种到已灭菌的相同培养基中(含
亚铁和硫粉)ꎬ培养基的 ｐＨ值为 ２.３ꎬ接种后菌体

浓度 为 ３ × １０６ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ 左 右. 置 于 ３０ ℃、
１７５ ｒ / ｍｉｎ转速下的摇床中振荡培养ꎬ培养周期为

４ ｄꎬ之后测定铁、硫的氧化效率.连续传代培养直

至该组合浸矿细菌菌群稳定ꎬ且铁硫氧化速率高

效ꎬ即为构建好的组合浸矿细菌菌群.
２.２　 组合浸矿菌群的生长速率分析

如图 １所示ꎬ所构建的浸矿细菌菌群能很快

进入对数生长期ꎬ延滞生长期相当短ꎬ说明该浸矿

细菌菌群适应环境比较快ꎬ而且生长很快ꎬ４８ ｈ
后ꎬ最高菌密度可达 ２.０×１０８ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ.随后进入

平稳期ꎬ在显微镜下观察ꎬ可见细菌运动能力很

强ꎬ表现出很高的菌密度和菌种活性.

图 １　 所构建的浸矿细菌菌群的生长曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｌｅａｃｈｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｙ

２.３　 组合浸矿菌群的铁 /硫氧化速率分析

如图 ２所示ꎬ该浸矿细菌菌群的铁氧化速率

很高ꎬ４８ ｈ后培养基中的亚铁被完全氧化ꎬ氧化率

达到 １００％ꎬ质量浓度 ρ(Ｆｅ３＋)达到 ９ ｇ / Ｌ左右ꎻ如

图 ３所示ꎬ培养基中 ｐＨ 变化非常快ꎬ说明该浸矿

细菌菌群的硫氧化速率很高.因此ꎬ该浸矿细菌菌

群表现出了很好的铁、硫氧化能力.

图 ２　 所构建的浸矿细菌菌群的铁氧化率

Ｆｉｇ.２　 Ｉｒｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｌｅａｃｈｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｙ

图 ３　 所构建的浸矿细菌菌群的 ｐＨ 变化曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｐＨ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｌｅａｃｈｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｙ

许莹[１３]研究发现ꎬ在单独接种嗜酸氧化硫硫

杆菌 Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｓ ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１ １１０ ｈ左右ꎬ体
系中 ｐＨ从初始值 １.８ 降至 ０.９ꎻ单独接种嗜铁钩

端螺旋菌 Ｌ. ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ ＹＳＫ ６０ ｈ 后ꎬ培养基中亚

铁氧化率接近 １００％.硫氧化细菌具有很强的硫氧

化能力ꎬ但不能氧化亚铁ꎻ相反铁氧化细菌可以氧

化亚铁获得能量ꎬ但是没有氧化硫的能力.与单一

铁 /硫氧化细菌相比ꎬ本文构建的浸矿细菌菌群包

含硫氧化细菌和铁氧化细菌ꎬ能够同时对铁和硫

进行氧化ꎬ具有更高的氧化效率.并且在相似的实

验条件下ꎬ该菌群在亚铁的氧化速率上存在着一

定优势.
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２.４　 组合浸矿菌群的群落结构分析

为了探明该组合浸矿细菌菌群中的种群关

系ꎬ本研究应用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ技术分析了浸矿细

菌菌群的群落结构.如图 ４ 所示ꎬ结果表明ꎬ菌群

在接种后生长稳定ꎬ均保持了较高的活性ꎬ但等量

接种的菌群结构发生了较明显的变化ꎬＡ. ｆｅｒｒｏｏｘｉ￣
ｄａｎｓ ＡＴＣＣ ２３２７０、Ａ. ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１ 成为了菌群

中的优势种群ꎬ而 Ｌ.ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ ＹＳＫ和 Ａ.ｃａｌｄｕｓ Ｓ１
生长较为缓慢ꎬ成为了劣势种群.产生这种现象的

主要原因可能是 ３０ ℃的培养温度最接近 Ａ.ｆｅｒｒｏ￣
ｏｘｉｄａｎｓ ＡＴＣＣ ２３２７０ 和 Ａ. ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１ 的最适

生长温度.

图 ４　 所构建的浸矿细菌菌群的群落结构

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｂｉｏｌｅａｃｈｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｙ

３　 结　 论

１)所构建的组合浸矿菌群对于环境具有良

好的适应性ꎬ四种菌体均能在体系中保持稳定的

生长.在接种 ４８ ｈ 后体系内达到最高菌密度约为

２.０×１０８ ｃｅｌｌ / ｍＬ.同时ꎬ对比无菌体系和单一菌种

体系ꎬ此浸矿细菌菌群表现出较高的铁 /硫氧化率

和较快的氧化速率.
２)群落结构分析表明ꎬ菌群生长稳定时ꎬ等

量接种的菌群结构发生了较明显的变化ꎬＡ. ｆｅｒｒｏ￣
ｏｘｉｄａｎｓ ＡＴＣＣ ２３２７０、Ａ. ｔｈｉｏｏｘｉｄａｎｓ Ａ０１ 成为了菌

群中的优势种群ꎻ而 Ｌ.ｆｅｒｒｉｐｈｉｌｕｍ ＹＳＫ 和 Ａ.ｃａｌｄｕｓ
Ｓ１生长较为缓慢ꎬ成为了劣势种群.
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