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摘要：采用平板划线分离法，从江西某铜矿酸性矿坑水中分离出一株极端嗜酸、又能耐受中度碱性条件的异养微生

物，命名为 ’()菌株。该菌株能在 *’!+, - !$+$的范围内生长。形态学以及 !%. /012和 "3. /012 0!40"区序列分
析表明，’() 菌株属于 ! 5 "#$%%$&’()*+$$ 这个种。金属抗性试验表明，该菌株对重金属铜离子的抗性可高达

#,667849，因此，它的分离为研究极端环境中微生物的抗铜机制提供了材料。
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自 !;#=年在酸性矿坑水中首次发现嗜酸氧化
亚铁硫杆菌［!］及其作用以来，酸性矿坑水一直被人

们认为是研究极端微生物的典型环境模型。尽管

在这种环境条件下与生物冶金密切相关的微生物

种类主要属于嗜酸硫杆菌属和钩端螺旋菌属［"］，但

事实上这种环境所包含的微生物种类远比人们所

认为的要复杂得多。它不但包括嗜酸自养和嗜酸

异养两大类型的细菌，还包括某些种类的真菌、藻

类和原生动物［&］。我们在自养浸矿细菌的分离过

程中，从江西某铜矿堆浸液样品中分离一株嗜酸异

养菌，命名为 ’()。基于堆浸液样品含有较高浓度
的金属离子以及极端的酸性环境条件，我们主要考

察了该菌株在这两个方面的生长特性，同时从分子

水平对该菌株进行了初步的鉴定。

= 材料与方法

=>= 3?,菌株的分离与纯化
用于分离 ’()菌株的液体样品来自江西某铜

矿堆浸液，该样品的 *’值为 "+,。’()菌株的液体
富集培养采用嗜酸细菌的培养基［#］，其组成主要包

括（E49）a（1’#）" .?#，$+"b；c]8，$+$!b；c"’X?#，

$+$,b；)E.?# +=’"?，$+$,b。另加入 $+!b的葡萄

糖和 $+$!b的酵母汁（= 4=），用稀硫酸调节培养基
的 *’为 #+$。’()菌株的纯化采用 D)［,］平板划线
分离法，*’值用稀硫酸调节到 #+$（固体平板制备
时，琼脂粉与其它成要分开灭菌，以避免酸性条件
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下琼脂的水解）。将上述接种富集液的平板于 !"#
下倒置培养培养 $% & ’%，即可长出单菌落。然后选
择具有代表性的单菌落镜检，重复几次，直至获得

目的菌株的纯培养物，并斜面保存备用。所有试剂

（除特别说明外）均购于上海生工生物技术服务有

限公司。

!"# $%&菌株基因组 ’()的提取
离心收集 ()* +,-菌体，用 .+/0"的 12缓冲

液洗涤 ! 次，弃上清，沉淀备用。+,- 菌株基因组
345的提取参照文献［6］进行。
!"* !+, -’()和 #., -’()的 ’!/’#区的 012扩
增

7/8 9345的 :;<扩增采用通用引物对［=］：487
（ (>?@15@1;5151@;11@1;1;?!>） 和 48/ （ (>?
1;;@;5@@11;5;;15;@@5?!>）。 :;< 反 应 体 系
（("!*）：7" A :;< 缓冲液，(0"!*；-B

$ C（())DEF*），
!0"!*；%41:（各 ())DEF*），$0"!*；引物（$"!)DEF*）各
70"!*；1GH 345 聚合酶（7 IF!*，-JK），E L "!*；模板
$0"!*约 $"MB；去离子水 !(!*。扩增程序为：N’#
!)OM；N’# ’"P，($# 70")OM，=$#，70")OM；!$ 个循
环后 =$# /)OM。取 (!*产物于 7Q的琼脂糖凝胶电
泳。在紫外灯下观察结果。

$68 9345 的 37F3$ 区的 :;< 扩增采用引物
对［/］：4*7（(>?@;5 151 ;55 155 @;@ @5@ @55
55@?!>）和 4*’（(>?@@1 ;;@ 1@1 11; 55@ 5;@ @?
!>）。除 N’# !"P，($# !"P，=$# ’"P；!" 个循环外，
其它扩增条件与 7/8 9345序列的 :;<扩增基本相
同。

!"3 012扩增产物的纯化与测序
扩增的 :;<产物用 R)SBG 生产的凝胶回收试

剂盒纯化。纯化产物由北京三博生物技术有限公

司完成测序工作。

!"4 序列分析和系统树的构建
根据供试菌株的 7/8 9345和 37F3$区域序列，

运用 J*581程序在 @SMJGMT 数据库中分别进行同
源序列搜索。根据同源序列搜索结果，下载相关菌

种的 7/8 9345序列和 37F3$区域序列，与供试菌株
的序列放在一起，用 ;EUPVGE W 软件进行匹配排列，
然后采用用邻接法（4SOBXYD9?,DOMOMB）［N］进行系统树
的构建并用 JRR181<5:软件对进化树进行 7"""次
可信度分析［7"］。

!". 5$值对 $%&菌株的生长活性影响
取 NN)*的 Z-液体培养基装于 $(")*三角瓶

中，将 .+ 分别调节为 70"、70(、$0"、!0"、’0"、(0"、
60"、=0"、/0"、N0"、7"0" 和 770" 共 7$ 个梯度，
7 A 7"(:G下灭菌 7()OM。然后分别接种处于对数生
长期的新鲜细胞培养物 70")* 于上述培养基中，
!"#、7("9F)OM培养 !6X。测定培养液在 6""M)处的
吸光度（!" 值）。上述试验重复 !次。
!"6 $%&菌株对不同金属离子的抗性特征
据上述结果，调节培养基的 .+为最适，然后分

别接种 70")* 的 +,- 新鲜培养物于三角瓶中，在
!"#、7("9F)OM条件下培养，待 !"6""值达到 "0! 左
右时，再向三角瓶中加入不同浓度的金属离子，继

续培养 =$X，然后测定含各种不同金属离子的菌液
!"6""值。各种金属离子抑制培养液中 +,-菌株生
长的最低浓度定义为最低抑菌浓度（)OMO)GE
OMXOYOVODM [DM[SMV9GVODMP，-K;P）。由于添加到一定浓
度有沉淀反应，在观察或测量光密度值时都以同浓

度但不接种试管作为对照［77］。

# 结果与分析

#"! 菌株的形态学特征
普通光学显微镜下，+,-菌株形成的菌落为乳

白色，圆型，隆起，表面光滑，边缘规则（图 7G）。扫
描电镜下，+,-菌株的单细胞形态为卵圆型，进行
出芽生殖（图 7Y）。麦氏琼脂培养基上培养 (%后的
细胞经孔雀绿染色、乙醇脱色及番红复染后光学显

微镜下观察，发现有子囊孢子的形成（图 7[）。菌株
的菌落与细胞形态表明，该菌株属于产子囊孢子的

酵母菌一类。

#"# 系统发育分析
#"#"! 7/8 9345 序列的系统发育分析：最新研究
表明［7$］，# L$%&’’&()*+,-&& F. L $%&’’&()*+,-&& 复合群内
包 括 # L $%&’’&()*+,-&& （ 其 无 性 型 形 式 为
. L $%&’’&()*+,-&&）、# L /0)1+12&’（其无性型形式为：
. L 3()*(,404&）和 . L /0)1+12&’0 （ 其 异 名 为：
. L $%&’’&()*+,-&& \G9 L /0)1+12&’0， . L 3%5%60*0(,7&7，
. L 8(74+9&&）! 个种。从图 $ 可以看出，+,- 菌株
（ 7/89345 G[[SPPODM MU)YS9， 2]7N’/N" ） 与
. L 3()*(,404&、. L $%&’’&()*+,-&& \G9 L /0)1+12&’0 和
# L $%&’’&()*+,-&& !个不同种模式菌株类聚在相同的
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图 ! "、#和 $分别表示 %&’菌株的菌落、扫描电镜以及子囊孢子照片

#和 $中箭头分别表示细胞正在进行出芽生殖与子囊孢子

图 ( 基于 !)* +,-.序列和 -/012#3+4&305051 法构建的系统
发育树分枝上的数值表示 633787+"9 检验的支持百分率，:表
示模式菌株

图 ; 基于 (<* +,-. ,!=,(序列和 -/012#3+4&305051法构建的
系统发育树分枝上的数据表示 633787+"9 检验的支持百分率，

:表示模式菌株

一组，这表明该菌株与它们具有高度的亲缘关系。

由此，我 们 可 以 推 断，!"# 菌 株 可 能 属 于
$ > %&’((’)*+,-.’’ =/ > %&’((’)*+,-.’’ 复合群。
!"!"! (<* +,-. ,!=,(区序列的系统发育分析：对
真菌特别是酵母菌进行系统分类时，即使是 !)*
+,-.序列的相似性高达 ??@以上，甚至 !AA@的菌
株也可能属于不同的种类，因此，采用 !)* +,-.序
列对这些种或菌株的区分往往达到目的［!;］。基于

此，我们从另一个分子水平，即 (<* +,-. ,!=,( 序
列探讨了 %&’ 菌株（(<* +,-. ,!=,( "$$/88035
5BC#/+，DE!?!AFG）与基因库中相关菌种（株）的系统
发育关系，以进一步确认该菌株的分类地位（见图

;）。从图 ; 可见，所研究的 !( 株菌可分为 ; 个类
群。很明显，%&’ 菌株落在第 ! 个类群，即与
$ > %&’((’)*+,-.’’和 / > %&’((’)*+,-.’’ 处在同一分支，
这一结果进一步支持基于 !)* +,-.序列分析所得
出的 结 论。而 且，%&’ 菌 株 与 模 式 菌 株

/ > %&’((’)*+,-.’’（H6* I<<:）的 (<* +,-. ,!=,(序列
的相似性为 !AA@（数据未表明），因此，结合形态学
特征以及 !)* +,-.序列和 (<* +,-. ,!=,(序列的
系统学分析，%&’菌株应该属于 / > %&’((’)*+,-.’’ 或
者 $ > %&’((’)*+,-.’’。
!"# $%值对 %&’菌株的生长活性影响
基于 %&’菌株分离于极端酸性环境，本实验探

讨了不同 9%条件对 %&’菌株生长活性的影响。从
图 F可见，%&’ 菌株在 9% ;JA K ?JA 时，均生长较
好，当 9% L ;JA 时，生长虽受到一定的抑制，但 9%
值 M !JI时，仍然能够生存，这表明该菌株对极端酸
性环境具有较好的适应能力。但当 9% M !JA时，其
生长完全受到了抑制。当 9% N ?JA时，其生长同样
受到了一定程度的影响，但 9% M !AJA 时也能够生
长，只不过比 9% ?JA 时的迟缓期延长了 !(2 左右
（数据未表明）。当 9% M !!JA 时，其生长几乎完全
受到了抑制。
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图 ! 不同 "#对 #$%菌株生长活性的影响

图 & #$%菌株对不同金属离子的%’()值

!"# $%&菌株对 ’(种不同金属离子的抗性特征
基于 #$%菌株分离于富含各种金属离子的酸

性矿坑水，推测它们应当具有较高的金属离子抗性

能力。我们考察了该菌株对 *+种不同金属离子的
%’()值（图 &）。一般认为，%’()值越大，重金属对
菌体的毒性越小，反之对菌体的毒性就越大。本研

究中，*+种金属离子对 #$% 菌株的毒性强弱依次
为：,-. /（*++001234）5 %6. /（7+001234）5 ,-8 /

（9&001234）5 :28 /（9+001234）5 (;./（!&001234）5
<6. /（!+001234）5 =>. /（.+001234）5 (1. /（*&001234）
5 (?9 /（!001234）5 (@. /（*001234）。#$%菌株对 *+
种不同金属离子的抗性能力，表明 #$%菌株对酸性
矿坑水环境较强的适应性。

) 讨论

酵母菌的传统分类主要依赖于表型特征。而

这些表型特征往往随着环境条件以及同一菌株不

同的生理状态而发生变化，因而难以反映物种间的

亲缘关系。随着分子生物学技术的发展，特别是随

着 A=:序列分析技术的日趋成熟和简易化，核糖体
B=:基因（包括 *7C ?A=:和 .9C ?A=:）序列分析被
愈来愈多地应用于酵母菌的分子系统学研究中［*!］。

D1-EF1;G等人［*&］基于部分 *7C ?A=:和 .9C ?A=:序
列分析，主张把与 !"#$$%&’()*#+ 亲缘关系密切的
,#&-#..% &%&% 重新命名为 !"#$$%&’()*#+ &%&/+。而
(:’等人［*8］采用 *7C ?B=:全基因序列分析的手段
证明了 D1-EF1;G 等人主张的正确性。H;?GI0J6 等
人［*9 K *L］测定了假丝酵母属（0%&1-1%）几乎所有已知
种模式菌株的 .9C ?A=: A*3A. 区域的碱基序列，发
现用这段序列可以将绝大部分种区别开，而种内不

同菌株间的碱基差异不大于 *M。白逢彦等人［7］也
采用这段序列比较成功地解决了常规表型特征难

以确定分类地位的 7株假丝酵母菌的归属问题。事
实上，任何一种分类方法都无法解决所有的问题，

只有将这些方法有机的结合，才有可能还原物种的

本来面目。基于此，我们结合菌株的基本形态以及

*7C ?A=: 和 .9C ?A=:序列两种分子方法对 #$%菌
株进行了系统发育分析。芽殖生殖是酵母菌的典

型特征之一。#$%菌株的芽殖生殖（见图 *N）则充
分表明该菌株属于典型的酵母菌；*7C 和 .9C ?A=:
的序列分析则从分子水平相互印证了 #$%菌株属
于0 O 2/-..-#"(’&1--或者 3 O 2/-..-#"(’&1-- 的分类地位
的正确性；而子囊孢子的产生进一步表明该菌株属

于 3 O 2/-..-#"(’&1-- 这个种。
酵母菌广泛分布于陆地、城市废水、淡水和海

洋环境中，而且能够利用各种各样的底物进行生

长。一般地，酵母菌嗜好偏酸性环境，但能在极端

酸性环境（"# 5 8P+）中生存的酵母菌的报道并不多
见。迄今为止，仅在铜矿污泥［*7］、铀矿堆［&］和制革

污泥［*Q］中有过极端嗜酸性酵母菌的报道，这预示着

极端环境条件下酵母居群的种类多样性是非常有

限的。长期以来，嗜碱性被认为是少数栖息于盐湖

和盐碱地的原核微生物如极端嗜盐、中度嗜碱的古

生菌的特性［.+］。然而，有证据表明城市污水中也有

耐碱性真核微生物如酿酒酵母的存在［.*］，但至今在

酸性矿坑水中还未见耐碱酵母的相关报道。本研

究中，我们首次报道了来自酸性矿坑水中极端嗜

酸、又能耐受中强碱性环境的 #$%酵母菌的分离。
3 O 2/-..-#"(’&1-- 广泛地分布于自然界，一般存在于
偏酸性或中性环境如唾液、幼虫的粪便和淡水等。

酸性矿坑水环境中该物种的发现，是否是这个物种
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由于某种偶然的因素从其他环境迁移至酸性环境，

还是它原本就是矿坑水环境的本地“居民”值得进

一步的研究。无论如何，该菌株的分离既具有重要

的实践意义，又具有重要的理论意义。因为极端环

境中的微生物不但是工业上宝贵的酶资源的材料

来源，而且对它的环境适应性机制的研究有助于地

球上生命起源的理解。此外，该菌株对各种金属离

子的广谱抗性，特别是高浓度的铜离子抗性特征为

进一步研究微生物对铜的抗性机制以及在环境生

物修复方面的应用提供了极好的材料。

致谢 中科院微生物研究所的白逢彦研究员在

!"#菌株分子鉴定分析方面作出了重要的贡献，在
此表示衷心地感谢！
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