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摘 要：从云南省腾冲热泉酸性泥土样品中分离得到一株好氧嗜酸异养细菌 -.9:1(。菌株 -.9:1( 细胞大小 $D0 ’
$D/!7E 2D$ ’ 2D&!7，单生或成链状排列，革兰氏染色反应为阴性，有周生鞭毛，不产芽孢，该菌适宜的生长温度为

#A ’ %%F、)G 为 %D$ ’ !D$，可以利用许多有机物生长，但不能利用 3.（"）、H、I4# H#J%、K# H!J0 等为能源生长。菌株

-.9:1( 基因组 LI( 的（MN O）7C,P为 0AD07C,P，其 20H *QI( 基因与 !"#$#%&#’#() 属菌种的 20H *QI( 基因的最高相

似性大于 AAP。根据形态学、生理生化特点及系统发育分析表明，菌株 -.9:1( 是 !"#$#%&#’#() 属的一个新成员，崭

定名为 !"#$#%&#’#() >)@ >R*4+9 -.9:1(。厌氧条件下，菌株 -.9:1( 可以葡萄糖或 G# 为电子供体，将 3.（#）还原为 3.
（"），还 原 速 率 分 别 为 22D&07:ST·U4< 与 2&D%!7:ST·U4<。菌 株 -.9:1( 与 !"#$#*&#+,-"#’’(. /011++2#$-3. TV12 和

40%*+.%#1#’() /011#%&#’() TV1# 共同培养，前 %U 3.# N 氧化速度分别为 $D!!:ST·U4< 和 $D!2:ST·U4<，比 TV12（$D0!:ST·U4<）和

TV1#（$D0$:ST·U4<）单独培养时氧化 3.（"）的速率稍慢，但当培养时间超过 &U 时，3.（"）最终被全部氧化，并且发现

在共培养时，3.（"）氧化生成的沉淀物的形态不同于 !* D /011++2#$-3. 和 4 D /011#%&#’() 单独培养时产生的沉淀物的

形态。最后讨论了 !"#$#%&#’#() 对生物浸矿和生物成矿作用的影响。
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微生物通过还原 3.（#）生成 3.（"）获得能量的过程被

称作铁呼吸，该过程通常与有机质或 G# 的微生物氧化相偶

联。自然界中，铁呼吸对水体沉积物、酸性采矿废弃物、溪流

等环境中铁元素的价态转化和地球化学循环等具有重要的

意义［2］。近年来还发现，微生物的铁呼吸作用对于防止金属

材料的腐蚀同样具有重要意义［#］。能够进行铁呼吸的微生

物种类很多，无论是在有氧或无氧条件下，还是在中性或酸

性环境中，微生物均可进行铁呼吸作用［%，!］。

嗜酸杆菌属（ !"#$#%&#’#() >)@）由 G4**+>C9 于 2A/2 年 提

出，并描述了该属的第一个成员1隐性嗜酸杆菌（!"#$#%&#’#()
"15%*()），该菌能够进行铁呼吸作用，利用有机物或者 G# 还

原 3.（#）而获得能量进行化能异养生长，但不能利用元素

硫（HX）或 3.（"）作为能源生长［&］，并且在好氧生长条件下细

胞内含有细菌叶绿素 4［0］。该属的成员主要生活在酸性采

矿水或者被该类废水污染的酸性环境中或者生物浸矿反应

器中［"，/］，并且常常与氧化亚铁硫杆菌共同生活在一起，以氧

化亚铁硫杆菌产生的有机物和 3.（#）为碳源和能源进行生

长，隐 性 嗜 酸 杆 菌［A］、食 有 机 嗜 酸 杆 菌（ !"#$#%&#’#()
+16-3+7+1() ）［2$］、 以 及 共 生 嗜 酸 杆 菌 （ !"#$#%&#’#()
.5),#+*#"()）［22］都是从氧化亚铁硫杆菌的“纯培养物”中分离

得到。鉴于其独特生理性特性（嗜酸、铁呼吸、光合作用等）

以及在生物浸矿和生物修复采矿引起的污染环境中的潜在

重要意义，对嗜酸杆菌属细菌的研究愈来愈受到重视，美国

能源部联合基因组研究所（LJ6 VC+9R M.9C7. Y9>R+R?R.）目前基

本上完成了隐性嗜酸杆菌 V31& 的基因组（%DA2"Z[)，序列组

装阶段）测序，该项工作的完成将极大地促进对隐性嗜酸杆

菌生理、代谢、遗传等项研究工作。

2A&2 年，-.7),. 和 G+9\,. 首次从煤矿的酸性矿坑中分离

出能氧化 3.（"）及还原性硫化合物的细菌1氧化亚铁硫杆菌

（ 8&#+,-"#’’(. /011++2#$-3.， 现 重 命 名 为 !"#$#*&#+,-"#’’(.
/011++2#$-3.）［2#］。之后，人们又发现了大量的铁氧化细菌和硫

氧 化 细 菌， 如 40%*+.%#1#’’() /011++2#$-3.、 40%*+.%#11#’()
/011#%&#’()、!"#$#)#"1+,#() /011++2#$-3.、9011+%’-.)- -"#$%&#’()、

!"#$#*&#+,-"#’’(. "-’$(. 及 !"#$#*&#+,-"#’’(. *&#++2$#-3. 等，这些微

生物是参与生物冶金过程的主要微生物类群。关于这些细

菌在生物冶金过程中对 3.（"）和还原性硫化合物的氧化已

进行了大量的研究，但是，对于浸矿过程中 3.（#）的微生物

还原研究却较少。K]>., 等人研究了隐性嗜酸杆菌 V31& 菌株

在采煤后形成的酸性湖泊（4;+U+;，;C4, 7+9+9: ,4\.）沉积物对

3.（#）的还原［%］，但有关嗜酸杆菌在生物冶金过程中对铁的

还原及其与其它浸矿微生物的协同代谢的研究还未见报道。

本研究从云南腾冲硫磺泉附近的酸性环境中分离鉴定了一

株能够还原 3.（#）的嗜酸杆菌 -.9:1(，本文报道对该菌的

鉴定、对 3.（#）的代谢特性及其与两株生物冶金过程中分



离细菌氧化 !"（!）的协同作用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和仪器：#$% 聚合酶、&’ 连接酶、#$% 凝胶

回收试剂盒均购自北京经科宏达生物科技有限公司；()* 产

物纯化试剂盒购自鼎国公司；&+",-. /"01"2 购自 (234"5, 公

司；其它化学试剂均为分析纯。67+8 光学显微镜（9:.4;<-
公司），7+=>>% 透射电镜（7?1,0@? 公司），AB+8>C> 紫外分光光

度计（D@?4,EF< 公司），#AG>>&H 分光光度计（ 6"0I4,J+03<:1"2
公司），&+K2,E?"J1 ()* 仪（6?34"12, 公司）。

!"!"# 富集和分离培养基：每升含 >LM5 H5D9’·N789；>LC5

O):；85（$7’ ）8 D9’；>LM5 O87(9’；>LC5 酵母提取物；85 葡萄

糖，用 CPC 78 D9’ 将 ;7 调至 QL>。固体培养基中加入 >LNR
的固化剂 K":2?1"（D?54,）。

!"!"$ 样品及菌种分离方法：样品采自我国云南省腾冲热泉

周围偏酸性土壤（;7 在 MLM S =LM 之间）。采集的样品首先在

Q>T条件下富集培养 ’E，然后经稀释涂布法进行分离，挑取单

菌落进一步划线纯化，直至在显微镜下观察到菌体形态一致。

!"# 形态观察

菌株细胞形态经过革兰氏染色后采用光学显微镜进行

观察，通过透射电镜、扫描电子显微镜进一步观察菌体结构

（例如鞭毛）。

!"$ 生理生化特性测定

对菌株最适生长条件，包括初始生长 ;7、温度及 $,):
浓度范围、碳源利用等测定时采用如上所述培养基，并进行

如下调整：对于初始生长 ;7 测定，用硫酸或氢氧化钠调整

;7在 CL> S GL> 范围内；对于生长 $,): 浓度范围，灭菌前调

整 $,): 浓度为 > S C>R；测定不同碳源利用时，用各种糖、

醇、有机酸等替代培养基中的葡萄糖。接触酶和氧化酶活

性、抗生素抗性测定参见文献［CQ］。

!"% !&’ ()*+ 基因的扩增、测序及系统发育分析

采用溶菌酶破碎细胞，酚：氯仿抽提法提取基因组总

#$%并作为为模板，采用细菌 C=D 2*$% 基因通用引物和反

应体系进行 ()* 扩增。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分离后

进行柱纯化，与 &+",-. /"01"2 连接并转化到 ! L "#$% #7M"中，

筛选阳性克隆，提取质粒并测序（上海生物工程公司）。菌株

&"J5+% 的 C=D 2*$% 基因序列号为 #U=QCGC>（K"J6,JI）。

系统发育分析根据其 C=D 2*$% 基因序列用 HVK%QLC 软

件构建系统进化树，使用 $"?5@W32+X3?J?J5 法进行 C>>> 次步长

计算。

!", 基因组（-. /）0123测定

采用如上相同方法提取基因组 #$%，根据热变性温度

法［C’］（&4 值法）测定（K Y )）43:R。利用 #AG>>&H 分光光度

计测定 #$% 的热变性温度 &4 值，根据公式（K Y )）43:R Z

8L>G [ &4 \ C>=L’ 计算样品的（KY )）43:R。

!"& 厌氧条件下对 45（!）还原能力及 45（"）浓度的测定

在 8M4] 厌氧培养试管中，加入培养基 Q4]，补充 >LMR

!"8（D9’）Q，分别向培养基中加入葡萄糖（>L8R）̂)98（C>>R
气相）或者 )98 ^78（’ P C），培养一定时间后分别检测 &"J5+%
对 !"（#）还原能力，还原能力以溶液中 !"（!）的生成量计

算，!"（!）测定方法采用 C，C>+邻菲&啉比色法［CM］。

!"6 菌株 7589:+ 对铁氧化细菌 !" " #$%%&&’()*+, ;<:! 和 - "
#$%%(./(012 ;<:# 对 45# . 氧化能力的影响

好氧条件下，将菌株 &"J5+% 分别与菌株 ’( L )*++##,$-./0
]X+C 和菌株 1 L )*++$23$%45 ]X+8 在 H_O 液体培养基中培养（略

有改 动，加 入 >L8R 葡 萄 糖，;7 调 为 QL>）（D?:/"24,J "1 ,:L
C_M_），以不加菌株 &"J5+% 为对照，检测菌株 &"J5+% 对 ’( L
)*++##,$-./0 ]X+C 和 1 L )*++$23$%45 ]X+8 对 !"（!）氧化能力的

影响，以溶液中 !"（!）的量为指标。

# 结果和讨论

#"! 菌株 7589:+ 的形态和生理生化特征

经富集培养后样品涂布在含有 !"8 Y 的固体平板上，进

一步培养后获得了一些边缘为乳白色、中间为铁锈色的菌

落，经多次划线分离，从中得到一纯菌株，命名为菌株 &"J5+
%。该菌株的菌落为圆形，早期乳白色，表面干燥，凸起，边

缘整齐，培养后期菌落变为淡黄色。菌体为短杆状，大小为

>L= S >LG4 [ CL> S CLM4，单生或成链状排列，革兰氏染色反

应为阴性，有周生鞭毛，未见芽孢（图 C）。

图 ! 菌株 7589:+ 在透射电镜（+，#==== > ）和扫描电镜

（?，!==== > ）下细胞形态

!?5‘ C )":: 432;@3:35. 3a -12,?J &"J5+% <JE"2 12,J-4?--?3J ":"0123J

4?023-03;.（%，8>>>> [ ）,JE -0,JJ?J5 ":"0123J 4?023-03;.（6，C>>>> [ ）‘

菌株 &"J5+% 好氧生长，可以利用多种有机物做为碳源

和能 源；但 在 好 氧 条 件 下 不 能 利 用 !"（!）、D、$,8 D89Q、

O8 D’9= 等做为能源。当 !"（#）存在时，可以利用 !"（#）为

电子 受 体 进 行 厌 氧 生 长。菌 株 &"J5+% 生 长 温 度 范 围 为

C> S ’MT，最适生长温度 8_ S QQT；生长 ;7 范围 8L> S =L>，

最适生长 ;7 为 QL> S ’L>；无 $,): 时生长最好，最高 $,): 耐

受浓度为 MR。菌株 &"J5+% 基因组 #$% 的（K Y )）43:R为

=_L=43:R。

菌株 &"J5+% 氧化酶阴性，接触酶阳性，酪素水解阳性。

对新霉素、卡那霉素、链霉素、红霉素有抗性，而对四环素、氯

霉素、氨苄西林、青霉素无抗性。好氧生长时可以利用葡萄

CMQ刘艳阳等：一株嗜酸化能异养菌 ’"$-$23$%$45 -;‘的分离鉴定及其对 !"（#）代谢的研究 ‘ ^微生物学报（8>>N）’N（8）



糖、蔗糖、核糖、阿拉伯糖、半乳糖、果糖、木糖、麦芽糖、甘露

糖、棉子糖、谷氨酸、柠檬酸和甘油；但是不能利用乙醇、苹果

酸、琥珀酸、酒石酸钾钠、乙酸、甘露醇、山梨（糖）醇、葡（萄）

糖酸盐、乳酸盐、蛋白胨、酵母提取纤物、纤维糖、肌糖、丁醇、

丁酸盐、丙酸盐、天门冬素、天门冬氨酸盐、亮氨酸及白氨

酸等。

!"! 系统发育分析和生理生化特性比较

根据菌株 !"#$%& 的 ’() *+,& 基因测序结果（-"#./#0 核

酸登录号为 12(3’4’5）进行 .6&)!# 分析表明，菌株 !"#$%&
与嗜 酸 杆 菌 属 细 菌 的 ’() *+,& 基 因 相 同 性 最 高，与

! 7 "#$%&’(、! 7 (’)&*+,#’( 和 ! 8 ,#-./,+,#’( 的 ’() *+,& 基因

的相同性均为 99:。菌株 !"#$%& 与 !"*0*%1*)*’( 属其他菌种

的系统发育分析结果见图 ;。根据这些结果，我们初步判定

菌株 !"#$%& 可能是 !"*0*%1*)’( 属的成员。表 ’ 为菌株 !"#$%
& 以及 !"*0*%1*)*’( 属其它菌种的生理生化性状比较。

图 ! 依据 #$% &’() 基因序列构建的菌株 *+,-.) 和相关属菌种的系统发育树

<=$8; >?@AB$"#"C=D C*"" BE !"#$%& /#F *"A/C"F G/DC"*=/’HI"D="H8 !?" C*"" J/H DB#HC*KDC"F /DDB*F=#$ CB ’() *+,& $"#" H"LK"#D" J=C? MN-&38’ HBECJ/*"8

表 # 菌株 *+,-.) 与 !"#$#%&#’#() 属其它菌种（株）主要生理性状的比较

!/GA" ’ 6=HC BE HBO" I?@H=BAB$=D/A I*BI"*C="H BE HC*/=# !"#$%& /#F O"OG"*H BE C?" $"#KH !"*0*%1*)*’(

)C*/=#H <A/$"AA/ B* OBC=A=C@ - PC=A=Q/C=B#
BE )

RIC=O/A $*BJC?
C"OI"*/CK*"ST

-*BJC? IU
*/#$"

-*BJC? ,/VA
DB#D"#C*/C=B#S（$S6）

（- W V）OBA:

’ >"=C*=D?BKH X X ;9 Y 33 ;75 Y (75 Z [ (97(
;/ OB#BD?BKH B* /OI?=C*=D?BKH W X 3[ Y \’ ’79 Y [79 S (4 Y ]5
3/ OB#BD?BKH W X S /D=FBI?=A=D S (3
\/ OB#BD?BKH X X ;] X 3[ ’79 Y [7( Z 3 ((7; Y (47’
[/ OB#BD?BKH W S 35 Y \[ /D=FBI?=A=D Z ]7[ (]
(/ OB#BD?BKH X S MBF"*/C" C"OI"*/CK*" /D=FBI?=A=D Z 37[ (;7\ Y (\7\
]/ OBC=A=C@ X S Z [5 /D=FBI?=A=D S (\
4/ OBC=A=C@ X S ;[ Y 3] 375 Y (75 S [4 Y [9
9/ S X W MBF"*/C" C"OI"*/CK*" ; X (75 S (3 Y (\

’7!"#$%&；;7 ! 8 2#$%&’(；3 8 ! 8 #’3#’(；\ 8 ! 8 4’)&*+,#’(；[ 8 ! 8 !/-’5&’(；(8 ! 8 6."*)*5；]8 ! 8 ,#-./,+,#’(；48 ! 8 .(*/,)$&*".；9 8 ! 8
."*0,%1*)’(；-8 $*/O HC*/=#；S 8 J=C?BKC F"C"DC=B#；X 8 #"$/C=^"；W 8 IBH=C=^"8 / !?" I?@H=BAB$=D/A I*BI"*C="H F/C/ /*" D=C"F E*BO A=C"*/CK*"H［( Y ’’］8

!"/ 厌氧条件下菌株 *+,-.) 对 0+/ 1（!）还原能力

无论以葡萄糖还是以 U; 作为底物，在厌氧条件下菌株

!"#$%& 均具有还原 <"（!）的能力（图 3%&）。当以 57;:的葡

萄糖（气相为 ’55:VR; ）为底物时，;;F 后 <"（"）浓度达到

;[\73;O$S6，<"（!）的还原速率为 ’’7[(O$S6·F/@；当以 U;（气

相中 VR; 比例为 ;5:）为底物时，;;F 后 <"（"）浓度达到

33]7\4O$S6，<"（!）的还原速率为 ’[73\O$S6·F/@。菌株 !"#$%
& 对 <"（!）的还原过程中，溶液 IU 从 \75 下降到 ;75，表明

还原过程有酸产生（图 3%.）。

!"2 菌株 *+,-.) 对细菌 !* 3 +,--../#$012 和 3 3 +,--#%&#’()
铁氧化代谢的影响

!& 8 67##,,8*0./5 和 9 8 67##*%1*)’( 是生物冶金反应器中普

遍存在并且十分重要的铁氧化细菌，它们氧化硫铁矿、砷黄

铁矿等中的 <"（"），产生对浸矿过程十分重要的氧化剂 X <"
（!）。为了研究菌株 !"#$%& 对细菌 !& 8 67##,,8*0./5 和 9 8

67##*%1*)’( 铁氧化代谢的影响，分别与细菌 !& 8 :7##,,8*0./5

6_%’ 和 9 8 67##*%1*)’( 6_%; 进行混合培养，并测定了 <"（"）的

氧化速率。结果表明（图 \），当菌株 !"#$%& 存在时，培养初

;[3 6‘P a/#%@/#$ 7& .) 8 S!"&. 4*"#,3*,),-*". ;*/*".（;55]）\]（;）



图 ! 菌株 "#$%&’ 分别以葡萄糖和 () 为底物对 *#（!）

还原（’）和培养过程中 +( 变化（,）

!"#$ % !&’’"( "’)*［!&（!）］ ’&+,(-")* ."-/ #0,()1& )’ 2)0&(,03’

/4+’)#&* 54 1-’3"* 6&*#78（8）3*+ (/3*#&1 )9 :; +,’"*# #’).-/ )9

1-’3"* 6&*#78（<）$

期（前 %+）菌 株 =>7? 和 =>7@ 氧 化 !&（"）的 速 率 分 别 为

ABCC#D=·+34和 ABC?#D=·+34，比菌株 =>7?（ABEC#D=·+34）和 =>7@
（ABEA#D=·+34）单独培养时 !&（"）的氧化速率减慢，我们推

测这可能是一部分被氧化的 !&（"）又被菌株 6&*#78 还原

了。但当培养时间超过 F+ 时，!&（"）最终被全部氧化，说明

菌株 6&*#78 的存在不影响最终的反应平衡。

图 - 菌 株 "#$%&’ 对 !" . #$%%&&’()*+, /0&1（’）和 - .

#$%%(./(012 /0&)（,）氧化 *#) 2 的影响

!"#$C G99&(-1 )9 1-’3"* 6&*#78 )* !&（"）)H"+3-")* 54 !" B #$%%&&’()*+,

=>7?（8）3*+ - $ #$%%(./(012 =>7@（<）$

图 3 铁 氧 化 细 菌 - 4 #$%%(./(012 /0&) 单 独 培 养（’，

15555 6 ）和与菌株 "#$%&’ 共同培养（,，15555 6 ）时形成

的铁氧化物沉淀的扫描电镜图

!"#$F 6/& 2)’:/)0)#4 )9 :’&(":"-3-")*1 :’)+,(&+ 54 -/&［!&（"）］

)H"+"I&’ - $ #$%%(./(012 =>7@ ./&* "- .31 (,0-"J3-&+ 30)*&（8，?AAAA K ）

3*+ ()7(,0-,’&+ ."-/ 1-’3"* 6&*#78（<，?AAAA K ）)51&’J&+ ."-/ 1(3**"*#

&0&(-’)* 2"(’)1():4$

对培养过程中培养液中形成的沉淀形态观察发现，铁氧

化细菌 !" $ #$%%&&’()*+, =>7? 和 - $ #$%%(./(012 =>7@ 单独存在时

形成的沉淀容易贴附在三角瓶内壁表面，形成一层铁锈色的

膜，这些沉淀在扫描电子显微镜下观察发现其表面较整齐、

光滑，为片状或者层状（图 F78）；而当与菌株 6&*#78 共同培

养时，培养液中形成的沉淀为絮状，不易在三角瓶内壁表面

形成膜，收集的絮状沉淀在扫描电子显微镜下观察发现其表

面为蜂窝状，沉淀虽经洗涤，表面仍附着有菌体细胞（图 F7<）。

! 讨论

本研究从云南腾冲地区硫磺热泉周围的泥土样品中分

离获得了一株属于 !3()(./(0(12 的细菌，该菌株能够在 :;% L
C、温度 @M L %%N进行化能异养生长，存在葡萄糖或者 ;@ 条

件下可以进行铁呼吸［!&（!）还原］，这些性质与它来源于富

含矿物的酸性环境相关。从菌株 6&*#78 的系统发育关系来

看，与 !3()(./(012 的菌种关系最为密切，?EO ’PQ8 基因相似

性最高达到 MMR以上，其他生理生化性质包括 SQ8 的 T U V
含量等也与 !3()(./(0(12 属的描述相符，表明菌株 6&*#78 属

于 !3()(./(0(12 1:$。但是，菌株 6&*#78 细胞结构、生长温度

范围、耐受 Q3V0 浓度等方面，存在明显不同，因此菌株 6&*#7
8 是 !3()(./(0(12 属的一个新成员。

近年来，微生物的协同作用在浸矿方面越来越引起人们

的注意，发现不仅硫氧化细菌和铁氧化细菌等自养型微生物

的协同作用使得浸矿效率得到很大提高，而且异养型微生物

例如 !3()(./(0(12 1:$、!0(3430&5*3(001, 1:$等在生物浸矿体系中

的作 用 也 越 来 越 引 起 人 们 的 注 意［?W，?X］。 本 文 报 道 的

!3()(./(0(12 1:$菌株 6&*#78 在 !&（!）还原过程氧化自养微

生物产生的有机物，从而消除有机物对自养微生物生长的抑

制和毒害作用；另一方面，!3()(./(0(12 还原 !&（!）生成 !&
（"），可为铁氧化细菌源源不断地提供生长所需能源，并且

消除有机物对自养微生物生长的抑制作用、促进铁氧化细菌

的生长，利用 !3()(./(012 1:$这些性质，设计夹层培养（即在

下面一层琼脂中混入 !3()(./(0(12 细胞，在上层琼脂中涂布自

养微生物），可以大大促进进行铁氧化的自养微生物的生长，

利用这种方法我们分离得到了多株自养铁氧化细菌。

我们的 研 究 表 明，把 菌 株 6&*#78 与 铁 氧 化 细 菌 !" $
#$%%&&’()*+,、- $ #$%%(./(012 等共同培养时并不影响最终的铁

氧化平衡浓度，其对 !" $ #$%%&&’()*+,、- $ #$%%(./(012 氧化亚铁

离子的能力的影响不大，但是，当存在 !3()(./(0(12 1:$时，形

成的 铁 氧 化 物 的 形 态 完 全 不 同 于 !" $ #$%%&&’()*+,、- $
#$%%(./(012 单独培养时产生的沉淀物的形态。!3()(./(0(12 在

自然界生物成矿中的作用及其对成矿类型的影响，将是我们

进一步研究的关注点。
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