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不同能源条件下中度嗜热嗜酸细菌多样性分析

刘飞飞，周洪波"，符 波，邱冠周
（中南大学资源加工与生物工程学院 长沙 !(%%’#）

摘 要：采用黄铁矿、黄铜矿、硫酸亚铁和硫粉混合物作为主要能源物质在 D%E/ 条件下分别培养中度嗜热细菌混

合物，研究其细菌多样性。提取细菌基因组总 FGH，采用 I/J 结合限制性酶切片段多态性分析（JKLI）方法进行细

菌 (&M NJGH 基因的系统发育分析，比较不同能源条件下富集培养的混合细菌群落构成的差异。从 # 个培养物中共

获得阳性克隆 #%# 个并进行 JKLI 分析，对 $. 种不同酶切谱型的克隆插入序列进行测定和系统发育分析。大部分

序列与已报道的浸矿微生物 (&M NJGH 序列相似性较高（’.O(P ) ..O"P），归属于硫化叶菌属的耐温氧化硫化杆菌

（!"#$%&’()##"* +,-./%+%#-.’0*）和 热 氧 化 硫 化 杆 菌（ !"#$%&’()##"* +,-./%*"#$)1%%2)1’0*），嗜 酸 硫 杆 菌 属 的 喜 温 硫 杆 菌

（ 3()1)+,)%&’()##"* (’#1"*），钩端螺旋菌属的嗜铁钩端螺旋菌（4-5+%*5).)##"/ $-..)5,)#"/）以及 +,>+2Q+N-@ B:N-?Q ?:72 ;6>Q-N7+5、

+,>+2Q+N-@ RN:Q-:;6>Q-N7+5。其中 3()1)+,)%&’()##"* (’#1"*，!"#$%&’()##"* +,-./%+%#-.’0*，4-5+%*5).)##"/ $-..)5,)#"/ # 种细菌为

三类能源物质培养物中的优势细菌类群。4 = $-..)5,)#"/ 在黄铁矿培养体系（D#O’P）和硫酸亚铁和硫粉为能源的培

养体系中（!DO.P）中丰度最高；在以黄铜矿为能源物质的培养体系中，! = +,-./%+%#-.’0* 的比例大幅上升（"%O(P）。
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利用微生物浸出低品位矿物中的金属，又称为

矿物的生物氧化法，是近几十年来发展很快的一项

新技术。与传统处理工艺相比，生物氧化法具有简

单、易操作、成本低、能耗少的特点，最为重要的是其

资源利用率高和对环境危害小，在资源短缺和环境

污染 问 题 日 益 严 重 的 今 天 更 加 引 起 了 人 们 的 重

视［(］。然而，生物氧化法处理矿物速率较低是该技

术的一个主要障碍，了解浸矿体系中的微生物种群

类型及各种微生物在矿物浸出中的作用，对于调控

微生物种群结构、优化浸出过程，提高浸出速率具有

重要意义。

生物氧化法在实际工业生产当中主要采用堆浸

和槽浸。由于微生物代谢热量和硫化物氧化产生热

量的积累，部分堆浸和槽浸体系的温度可快速升至

D%T以上，一些与外界隔绝的区域的最高温度甚至

可以达到 &%T ) ’%T［$］。高温条件有助于加快硫化

矿物的氧化，提高浸矿速度，但同时也造成了浸矿体

系当中微生物群落组成结构的变化：适应于 !%T以

下 酸 性 浸 矿 环 境 的 嗜 酸 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌

（3()1)+,)%&’()##"* $-..%%2)1’0*）、嗜 酸 氧 化 硫 硫 杆 菌

（3()1)+,)%&’()##"* +,)%%2)1’0*）难以生存，而适应 !%T

) D%T酸性环境的硫片菌属等、适应于 D%T以上酸

性环境条件的硫化叶菌属等少数几种微生物数量快

速增长［(，#］，这些中度嗜热嗜酸细菌和极端嗜热嗜

酸细菌被认为在硫化矿物的硫、铁氧化过程中起到

关键作用，近几年来关于此类细菌的研究也倍受关

注［!］。有研究表明，6-..%5#’*/’ ’()1)5,)#"/ 等一些

极端嗜热古菌有助于金属矿物的增溶和浸出，同样

参与了硫、铁的氧化过程，但由于古细菌细胞壁结构

的特殊性，导致其不耐受过高的机械剪切力，一定程

度上限制了其在工业上的应用［D，&］。

中高温酸性条件下，不同矿物的生物浸出体系

在经过一定时间运行之后，浸出率逐渐趋于稳定，此

时的微生物组成也处于群落演化的较稳定阶段，对

于矿物的浸出效果也最高，研究此时的微生物群落

组成关系对于了解和优化矿物的微生物浸出意义重

大。目前，对于浸矿体系尤其是中高温浸矿环境中

细菌的群落组成研究仍然很少，且往往集中于某种

单一矿物的生物浸出体系［"，’］。不同矿物的生物浸

出体系在达到稳定浸出期时，微生物的群落组成是

否存在差异？硫酸亚铁和硫粉作为能源物质的细菌

人工培养体系中，微生物群落的形成与演化是否和



普通矿物浸出系统的浸矿溶液中微生物的群落组成

有所不同？这些问题的回答将有助于人们对中度嗜

热嗜酸温浸矿微生物的研究与应用。因此在本研究

中，针对黄铜矿、黄铁矿、硫酸亚铁和硫粉混合物 !
种不同培养体系，分别提取了基因组总 "#$，采用

%&’结合限制性酶切片段多态性分析（’()%）方法

对其中的主要细菌类群组成进行分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和培养条件：将采样自中国云南、江

西、湖南、广东、甘肃等省矿场或温泉，含有多种微生

物的泥、酸性浸矿水样品相互混合，作为接种物，不

经细菌分离直接用于实验。培养基采用 *+ 基本

盐［*］分别添加 ,-（./0）黄铜矿、黄铁矿、硫酸亚铁

和硫粉混合物作为能源，12345，657，3558/9:; 摇床

培养，细菌接种量 6-（0/0），下文中 ! 种培养体系

分别以样品 $、样品 <、样品 & 表示。所用矿物经破

碎，用 =6!9 孔径筛网过筛备用，矿物元素组成分析

见表 ,。

表 ! 实验用矿物主要成分分析

>?@AB , C?:; DE91EF:G:E; EH GIB 9:;B8?AF JFBK :

!
!!!

; GIB FGJKL

MAB9B;G
N8B O?91AB（-?）

%L8:GB &I?ADE1L8:GB
MAB9B;G

N8B O?91AB（-?）
!! %L8:GB &I?ADE1L8:GB
!!(B !=4PQ 3P4,3 2R S 54555, S 54555,

!!O P*4=! !Q4P= $F 54=P 54553

!!&J 545T3 !Q453 &8 5455Q 5455Q

!!%@ ,453 T4P* $R 5455! S 5455,

!!&E 54556 5453 U; 64!T ,45T
#: 545,Q 545!
?（VG/VG）

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：!"# "#$ 聚 合 酶（C<W
(B89B;G?F，美国）；,QO 8’#$ 基因扩增引物［,5］3=H：6XY
$Z$Z>>>Z$>&C>ZZ&>&$ZY!X，,P*38：6XYZZ>>$&&>
>Z>>$&Z$&>>Y!X；1ZMCY> 载 体 扩 增 引 物 >=：6XY
>$$>$&Z$&>&$&>$>$ZZZY!X， O%Q： 6XY$>>>$ZZ
>Z$&$&>$>$ZY!X 引物由北京三博远志生物公司合

成；小 量 "#$ 凝 胶 回 收 试 剂 盒（%8E9BR?，美 国）；

1ZMCY> 载体（%8E9BR?，美国），核酸内切酶 $%""、

&’("（>$[$’$，日本）；> R8?K:B;G >IB89EDLDAB8 %&’
仪（ <:E9BG8?，美 国 ）；小 型 台 式 高 速 离 心 机

（M11B;KE8H，德国），紫外凝胶分析仪（\0WKED，英国），

序列测定北京三博远志生物公司完成。

!"# !$% &’() 基因的 *+’ 扩增

!"#"! 总 "#$ 提取：,6K 细菌培养物，取固液混合

样 69) 用 5433!9 微孔滤膜过滤，滤余物参照 2J8G
等［*］的方法提取总 "#$。所得 "#$ 经过 54T-的琼

脂糖凝胶电泳后，切下目的条带，按照凝胶回收试剂

盒使用说明进行纯化回收。

!"#"# %&’ 扩增：采用 65!) 反应体系，反应条件：

*P7 69:;；*P7 ,9:;，Q67 P6F，=37 ,469:;，!5 个循

环；=37 ,59:;。

!", !$% &’() 文库的构建与筛选

经过纯化的 %&’ 扩增产物按照 1ZMCY> 载体试

剂盒说明进行克隆并筛选出含重组质粒的阳性克

隆子。

!"- 阳性克隆子的 *+’.’/0* 分析

挑取阳性克隆子至新鲜 )< 平板（含 ,55!R/9)
$91:D:AA:;），倒置过夜生长后，挑取单菌落接入 !5!A
无菌水中，**4*7 !9:;，冷却后直接作为模板进行

%&’。引物采用 >=YO%Q，其它药品及 %&’ 反应程序

均与扩增 ,QO 8’#$ 相同。扩增产物用 P 碱基限制

性内切酶 $%"W（,\）、&’(W（,\）过夜消化，!-琼脂糖

凝胶电泳检测，选出酶切图谱不同的克隆子。

!"1 构建系统发育树

选取 %&’Y’()% 筛选出的阳性克隆子，送北京

三博远志生物技术公司进行序列测定。测序所得

,QO 8’#$ 序列，采用 <A?FG 软件在 ZB;<?;+ 进行相似

性搜索（IGG1：//VVV] ;D@: ] ;A9] ;:I ] RE^/@A?FG/），获取近

似序列及对应菌种信息。用 &AJFG?A _［,,］程序进行比

对，用邻接法（#B:RI@E8Y‘E:;:;R CBGIEK）［,3］构建系统发

育树［,!］。拓扑分析为 ,555 次重复取样结果。

# 结果

#"! 三类培养物细菌总 2()及 !$% &’()序列扩增

从 ! 个样品中都成功获得了可直接进行 %&’
扩增的总 "#$，通过 3=HY,P*38 引物进行 %&’ 扩增得

到 ,QO 8’#$ 序列，扩增所得片断大小约为 ,46+@ 左

右，条带单一，无明显非特异性扩增现象。

#"# !$% &’() 文库的构建与 ’/0* 分析

从文库中共挑取白色菌落 !P6 个，其中阳性克

隆 !5! 个（样品 $，,5Q；样品 <，**；样品 &，*T），阳性

率 T=4T-。aJ?;G:GL E;B 凝胶分析软件对 ’()% 图谱

分析表明，356 个阳性克隆中存在 3* 种不同的酶切

谱型，在以黄铁矿和黄铜矿为能源的两个培养样品

中各存在 ,P 种谱型、在以硫酸亚铁和硫粉混合物为

能源的培养样品中存在 ,! 种谱型（图 ,）。! 个样品

所得克隆子之间，<OY$,3 与 <OY<P3；<OY$35 与 <OY
&35；<OY$P 与 <OY&,55；<OY$T5 与 <OY<,Q；<OY$!，

<OY<* 与 <OY&Q5；<OY$T!，<OY&T 与 <OY<,!；<OY$*P
与 <OY&!；<OY<! 与 <OY$TQ；<OY&*P 与 <OY<=,；<OY&,
与 <OY$T6 酶切图谱一致，视为同种细菌，均选取后

者进行了序列测定，重复序列不再另行测定。

3T! )W\ (B:YHB: )* "+ ] /$,*" &-,./0-/+/1-," 2-3-,"（355=）P=（!）



图 ! 阳性克隆 "#$ 产物 $%&" 电泳图谱示意图

!"#$% &’() (*+,-)+ ’#(.+* #*- *-*/)(.01.(*)"/ (*+)("/)".2 3(’#4*2) 0’))*(2+

56 !"#! ’27 $%&! .3 &89 0(.7,/)+ .3 0.+")":* /-.2*+$ ; <’+ =>%??

;’(@*(，’27 %A%B (*0(*+*2)+ /-.2* CD%，CDE，CDF，CDB，CDG，CDH，

CD%E，CDE?，CDEI，CDHF，CDHB，CDHI，CDJE，=DJB$

’() 序列对比及系统发育分析

对经过 9!>& 分析获得的 EJ 个克隆的插入序列

进行序列测定，测序结果经过 K>DCL 软件分析显

示，全部 EJ 个 %MC (9ND 序列所对应的细菌分属于 I
个属的 G 个种。其中 KCADEI，KCAKBE，KCADEJ，KCA
8E?，KCAKIH，KCA8%??，KCADHB 与嗜酸硫杆菌属的

!’()(*+(,-#’(../% ’#.)/% 具 有 较 高 同 源 性，相 似 度 为

JJOBP Q JJOGP，KCADG，KCA8%I，KCADHI，KCADHM，

KCA8M，KCA8F，KCA8%?I，KCADJE 归于勾端螺旋菌属

（01&*,%&(2(../3），相似性为 HJO%P Q JJOHP，其中 KCA
DG， KCA8%I， KCADHI， KCADHM， KCA8M 与

01&*,%&(2(../3 "122(&+(./3 有很高相似性，而 KCA8F 与

01&*,%&(2(../3 "122,,4()#5% 相似性较高。KCA8M?，KCA
KI，KCAKG%，KCAK%M，KCAKJJ，KCAKBB，KCA8%%，KCA
8%F，KCA8EG，KCAK%F，KCAK%G，KCAKG? 归于硫化叶

菌属（ 6/.",-#’(../%），相似度为 JEOGP Q JJOFP，KCA
8M?，KCAKI，KCAKG%，KCAK%M，KCAKJJ，KCAKBB，KCA
8%%， KCA8%F， KCA8EG，KCAK%F 与 6/.",-#’(../%
*+123,*,.12#5% 亲缘关系较紧密，而 KCAK%G，KCAKG?
进 化 距 离 上 更 接 近 于 6/.",-#’(../% *+123,%/.A
"(),,4()#5%。此外，KCAKIB 和 KCAKJE 在进化距离上

与 ,2/,-),(*7 3.(*+) +."- 5’/)*(",4 /-.2*（DRJ%FBGI）接

近，KCA8%?B 与 ,2/,-),(*7 0(.)*.5’/)*(",4 /-.2*
STEE%UE%%%M?%CDUJI（=VEEFEFB）相似度较高。图

E 为依据样品 D Q 8 中克隆子测序结果构建的系统

发育树。

’(* 细菌丰度统计

通过统计具有相同 9!>& 图谱的克隆子数目，

间接反映不同培养体系中的菌种丰度。在分别以黄

铁矿、黄铜矿、硫酸亚铁和硫粉为主要能源物质的培

养体 系 中，存 在 相 类 似 的 优 势 菌 种，例 如，0 $
"122(&+(./3 在 黄 铁 矿 培 养 体 系 中 占 有 很 高 丰 度

（IFOHP），这种情况同样出现在以硫酸亚铁和硫粉

为能源的培养体系中（BIOJP）；同样的，在黄铁矿培

养体 系 中 所 占 比 例 约 为 EFOMP 和 EEOMP 的 6 $
*+123,*,.12#5% 和 ! $ ’#.)/%，在以硫酸亚铁和硫粉为

能源的培养体系中占了 B%OHP 和 %?OEP 的比例。

在以黄铜矿为主要能源物质的培养体系中情况稍有

差别，主要体现在 6 $ *+123,*,.12#5% 比例的大幅上升

（G?O%P），! $ ’#.)/% 仍然是该体系中的主要优势菌

种之一（%GOHP），但 0 $ "122(&+(./3 所占比例与其它

两种培养体系相比则降低到了 HOJP。图 F 为 F 种

培养体系中菌种的比例关系。

) 讨论

平板固体培养等传统方法在研究微生物群落组

成方面，尤其是对以化能自养细菌为主的极端酸性

浸矿环境中的微生物种群研究方面存在较大不足，

主要体现在：（%）固体培养基所含的微量有机物等杂

质，例 如 琼 脂 或 琼 脂 糖 中 的 少 量 糖 份，对 于 ! $
"122,,4()#5% 等自养微生物生长有明显抑制作用［%B］，

即使选用高纯度的琼脂糖凝胶，细菌的生长情况仍

然很差，可能由于凝胶中的糖分子由于酸水解作用

被释放，从而抑制了微生物的细胞生长［B］；（E）液体

稀释分离、固体平板分离等传统方法在对混合微生

物培养和检测过程中，由于其难以去除的选择压力

有可能造成微生物种群类型和比例关系的变化，从

而导致检测结果与实际情况的偏差。随着分子生物

学技术的发展，包括 &89A9!>&，&89A=WWS 在内的

一批新技术的应用，使得微生物生态学和微生物群

落结构研究摆脱了传统依靠纯培养分离鉴定的束

缚，快速、全面、准确地反映微生物多样性成为可能。

本文通过 &89A9!>& 方法研究了中高温酸性条

件下，以黄铁矿、黄铜矿、硫酸亚铁和硫粉混合物为

主要能源物质的培养体系在稳定浸出时期，中度嗜

热微生物群落的组成情况，并对 F 种培养体系的菌

落组成进行了比较，结果表明 6 $ *+123,*,.12#5%，! $
’#.)1% 和 0 $ "122(&+(./3 F 种细菌在上述培养体系中

均占有较高丰度，这与 C$ !.,/1*(［G］、N’.@. X@"5*［%I］

等人的报道基本一致。其中，6 $ *+123,*,.12#5% 是一

种铁、硫氧化细菌，即能参与矿物或培养液中 !*E Y

氧化为 !*F Y 的反应，又能氧化代谢培养体系当中处
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图 ! 样品 "#$ 中细菌系统发育树
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图 ! 样品 "#$ 中细菌组成比例图
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于还 原 态 的 硫［<=］，! $ "#$%&’ 只 参 与 硫 的 氧 化 过

程［<>］；( $ )&**+,-+$./ 只参与 !0 的氧化过程［<?］。有

研 究 表 明，(&,01’,+*+$$./ 属 细 菌 的 另 一 个 种

(&,01’,+*+$$./ )&**112+%#3’ 是 一 种 重 要 的 浸 矿 微 生

物［<?］，在本实验中基本没有发现，可作如下解释，( $
)&**+,-+$./ 与 ( $ )&**112+%#3’ 相比，基因组中 @8 含量

更高，更加耐受高温环境，( $ )&**112+%#3’ 似乎对于

ABC的高温条件及本实验的培养环境耐受性较差。

本文进一步对经过 <A: 培养后，% 种体系中主

要细菌的组成比例差异进行了研究，发现在以黄铁

矿为主要能源物质的培养体系中 ( $ )&**+,-+$./ 所

占比例最高，相似的情况出现在以硫酸亚铁和硫粉

混合物为能源的培养体系中，( $ )&**+,-+$./ 所占比

例均在 ABD左右，两种培养体系中细菌比例差异主

要体现在 4 $ 0-&*/101$&*#3’ 和 ! $ "#$%.’ 两种细菌在

各自体系中所占比例的变化，前一种培养体系中 4 $
0-&*/101$&*#3’ 和 ! $ "#$%.’ 比例接近 < E <，后一种培

养体系中 4 $ 0-&*/101$&*#3’ 和 ! $ "#$%.’ 的比例则接

近 F E <，推测主要原因在于：硫、铁被氧化过程中，

!0% G 在酸性环境下与体系中的 HIF
J K 、LMF

G 、IMN等

形成黄钾铁矾和黄氨铁矾物质［<O］，消耗了对于黄铁

矿物溶蚀有重要作用的 !0% G 的同时，生成的黄钾铁

矾和黄氨铁矾沉淀附着于矿粉颗粒之上，阻碍了矿

物的利用效率，而结晶的硫酸亚铁可溶于 OP 液体

中，不存在上述问题，且离子化的硫酸亚铁较之于固

体颗粒状态的黄铁矿更加容易被利用，使得对铁和

硫都有较高利用效果的 4 $ 0-&*/101$&*#3’ 相对于只

能代谢硫的 ! $ "#$%.’ 比例增加。以黄铜矿为主要

能源物质的培养体系中，细菌比例最主要的变化体

现在 4 $ 0-&*/101$&*#3’ 的大幅增加及 ( $ )&**+,-+$./
的明显减少，分析原因可能有以下几点：（<）有研究

认为，黄铜矿和黄铁矿的浸出机理不同，前者属于酸

溶性矿物，在生物浸出过程中产生固态硫，附着于黄

铜矿物表面形成硫膜，与上文提及的黄钾铁矾和黄

氨铁矾沉淀一起阻碍了矿物的溶蚀；后者属于酸不

溶性矿物，在生物浸出过程中无固态硫产生，矿物表

面附着物也相对较少，对矿物的进一步浸出影响较

小［<=］。对于黄铜矿培养体系而言，4 $ 0-&*/101$&*#3’
可以代谢矿物表面的固态硫，繁殖未受较大影响，而

( $ )&**+,-+$./ 则由于矿物表面成膜造成能源物质缺

乏，生 长 受 到 抑 制。（J）( $ )&**+,-+$./ 相 对 于 4 $
0-&*/101$&*#3’ 对于 89J G 较为敏感，随着黄铜矿培养

体系中 89J G 浓度的增加，( $ )&**+,-+$./ 生长受到

抑制。

在实验中发现，尽管克隆子的 &!Q& 图谱存在

多种类型，但细菌种类则比较单一，往往同种细菌的

<=H ’RL5 序列对应多种 R!Q& 图谱，分析原因如下：

（<）由于采样地点广泛，虽然系统发育分析中被归为

同种细菌，但其 <=H ’RL5 序列可能存在个别碱基的

差异，从而造成酶切图谱差异；（J）酶切时间和酶量

等因素导致酶切效果产生差异，从而造成部分克隆

子的 &8R 产物酶切不完全，导致 R!Q& 图谱差异。
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