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摘要: 从太平洋热液区样品中分离纯化到一株中等嗜热嗜酸菌,命名为 T PY。文中对该菌株的形

态、生理生化特征、16S rDNA序列以及亚铁和单质硫氧化活性进行了研究。T PY 菌株为短杆状,

革兰氏阳性菌, 大小为( 01 3~ 01 5) Lm @ ( 1~ 3) Lm;最适生长温度为 50 e , 最适生长 pH 值为 11 8;

该菌既能利用亚铁盐、单质硫自养生长,也能利用酵母粉、葡萄糖、蛋白胨和甘油等有机物异养生

长; T PY 菌与 Sul f obaci llus acidophilus ( AB089842) 的 16S rDNA 序列高度相似, 其同源性为

99%。这些结果表明, T PY 菌是一株来自深海的嗜酸硫化芽孢杆菌( Sulf obacil lus acid op hi lus ) ,

该菌的成功分离将有助于对太平洋热液区微生物种群结构的全面了解。同时, T PY 菌对亚铁和单

质硫的良好氧化能力显示出其在生物浸矿中的应用潜力。

关键词:太平洋热液区;嗜酸硫化芽孢杆菌; 16S rDNA; 生物浸矿

中图分类号: Q93- 311    文献标识码: A 文章编号: 0253- 4193( 2009) 02- 0152- 07

1  引言

生物冶金技术是一种利用微生物的氧化作用,

将矿物中的金属以离子形式溶解到浸出液中并回收

的方法。目前国内外己成功的利用该技术从多种低

品位、难处理矿石中提取出铜、金、镍、银、锌、铀等金

属[ 1]。这种技术具有易操作、投资少、成本低、能耗

少的特点,更重要的是其资源利用率高且对环境危

害小,在资源短缺和环境污染日益严重的今天更加

引起了人们的重视
[ 2]
。随着对资源可持续发展和环

境保护的日益重视,以及冶金技术、微生物学、生物

化学和分子生物学的发展, 生物冶金技术即将成为

21世纪重要冶金技术之一。

早期的研究主要集中在中温菌, 如嗜酸氧化亚

铁硫杆菌和嗜酸氧化硫硫杆菌 [ 3]。近年来, 人们发

现在生物浸矿体系中, 中等嗜热菌比中温菌和高温

嗜热菌更具优势: ( 1)中等嗜热菌相对于中温菌能耐

受较高的温度,这就可以解决浸出过程中温度过高,

不适宜嗜中温菌生长繁殖而导致浸出速率缓慢的问

题,不需冷却设备,降低生产成本, 加快矿石的化学

反应过程,缩短浸出周期; ( 2)中等嗜热菌具有坚固

的细胞壁结构,可以克服高温嗜热菌对高矿浆浓度、

金属离子较为敏感的弊端; ( 3)中等嗜热菌一般为兼

性菌,浸矿中添加有机物可提高细菌的生长和浸出

速度,为寻找合适的强化浸出手段提供了更多的途

径
[ 4 ]
。因此,中等嗜热菌被认为是在工业上最有应

用前景的菌种。

目前已鉴定的中等嗜热菌浸矿菌种分为 3 个

属: A cidimicr obium, Sulf obacil lus, Ferr omicrobi-

um
[ 5- 6 ]
。Sul f obaci llus acidophi lus 存在于富含铁、

硫和硫化矿的酸热环境中,属革兰氏阳性菌, 菌体

呈短 杆状, 大 小为 ( 01 5 ~ 01 8 ) Lm @ ( 31 0 ~

51 0)Lm, 生长过程中能形成球形孢子,最适生长温

度为 45~ 50 e , 最适 pH 值为 21 0 左右。能以亚



铁和单质硫为能源自养生长, 并且能够利用酵母

提取物异养生长
[ 7]
。以亚铁和单质硫为能源, 同

时添加少量酵母粉, 细菌生长更快。本文从太平

洋热液区样品中分离纯化出一株与 Sulf obacil lus

acidophilus 高度相似的中等嗜热嗜酸菌, 并对其

形态、生理生化特征、16S rDNA序列、亚铁和单质

硫氧化活性进行了分析。

2  实验材料和方法

21 1  样品和主要试剂

样品采自太平洋热液区( 12b42c29dN, 104b02c01dW,

水深 3 083 m) ,分离得到的菌株命名为 TPY。培养基

1: 9 K培养基: ( NH4 ) 2 SO4 ( 3 g / dm 3 ) , MgSO4 # 7H 2

O( 01 5 g/ dm3 ) , K 2H PO4 ( 01 5 g/ dm3 ) , KCl ( 01 1 g/

dm3 ) , Ca( NO 3 ) 2 ( 01 01 g/ dm3 ) ;培养基 2: 9 K 培养

基,酵母提取物( 01 25 g / dm3 ) [ 8- 9] ;培养基 3: 9K 培

养基, 酵母提取物 ( 01 25 g / dm3 ) , FeSO 4 # 7H 2O

( 131 9 g/ dm
3
)。培养基中的FeSO4 # 7H 2 O 采用

01 22 Lm 微孔滤膜过滤除菌, 其他成分溶于去离子

水后常规高压灭菌。能源利用试验采用 9K 培养

基,单质硫氧化活性试验采用培养基 2, 其余所有实

验采用培养基 3。

21 2  菌株分离

取热液区样品 10 m l加入到 90 ml培养基 3中

富集培养,温度 45 e , 转速 160 r/ min,每 8 h 用光

学显微镜观察, 直到菌数达到 1 @ 107个/ m l。然后

采用梯度稀释法, 按 10- 1 , 10- 2 , 10- 3 , 10- 4 , 10- 5 ,

10
- 6

, 10
- 7

, 10
- 8

, 10
- 9
的梯度接种到培养基中,培养

条件不变。最大稀释度获得的富集物即作为下次稀

释分离的种子液,反复稀释纯化多次,直到在显微镜

下观察,微生物形态基本一致, 最终获得 T PY 的纯

培养物。

21 3  形态鉴定

离心收集菌体, 用无菌水反复清洗后用 4%戊

二醛固定制样, 然后用电子显微镜(日本电子公司生

产,型号 JEM - 1230)观察形态。

21 4  生理生化特征试验

以下所有试验取处于对数生长末期的 TPY 为

种子液,细菌浓度为 1 @ 108个/ m l,接种量为 5%, 摇

床转速为 160 r/ min。用 50% ( v/ v) H 2 SO 4调节

pH 值。

21 41 1  最适温度

设置不同温度条件( 45, 48, 50, 52, 55 e ) , pH

值 11 8,分别在 6和12 h取样,采用血球记数板在显

微镜下直接记数, 确定温度对 TPY菌的生长影响。

21 41 2  最适 pH 值测定

设置不同的 pH 值 ( 11 4, 11 6, 11 8, 21 0, 21 4) ,

温度 50 e ,分别在 6 和 12 h取样,用显微镜直接记

数,确定 pH 值对 T PY 菌生长的影响。

21 41 3  酵母提取物对生长的影响

为了研究酵母提取物对 TPY 菌株的生长影

响。设 置 了 01 0, 01 1, 01 2, 01 25, 01 3, 01 4,

01 8 g / dm37 个浓度梯度。温度为 50 e , pH 值为

11 8。分别在 6和 12 h 取样,在显微镜下直接记数,

确定酵母提取物对 TPY菌生长的影响。

21 41 4  能源利用情况

在 9K 培 养基 中 分别 加 入酵 母 提 取物

( 01 25% ) , 蛋白胨 ( 01 1%) , 甘油 ( 01 1%) , 葡萄糖

( 01 1% ) , 蔗糖 ( 01 1% ) , 单质硫 ( 1%) , FeSO 4 # 7

H 2O( 131 9 g/ dm3 ) , FeSO4 # 7H 2 O( 131 9 g/ dm3 ) +

酵母提取物( 01 25%) , FeSO 4 # 7H 2O( 131 9 g/ dm3 )

+ 蛋白胨( 01 1% ) , FeSO 4 # 7H 2 O( 131 9 g / dm 3 ) +

葡萄糖( 01 1%) , FeSO4 # 7H 2O ( 131 9 g / dm3 ) + 蔗

糖( 01 1% ) , FeSO4 # 7H 2 O ( 131 9 g/ dm3 ) + 甘油

( 01 1% )。温度 50 e , pH 值 11 8。培养 12 h后,显

微镜下观察细菌生长情况。

21 41 5  生长曲线测定

在最佳生长条件下 (温度为 50 e , pH 值为

11 8,酵母提取物为 01 25 g/ dm3 )培养 TPY,每隔 3 h

在显微镜下直接记数, 绘制生长曲线。

21 5  亚铁氧化活性

在最佳生长条件下培养 T PY, 每 3 h 取样测定

Fe2+ 浓度, 直到 Fe2+ 被全部氧化。溶液中Fe2+ 浓度

用重铬酸钾滴定法测定
[ 10]
。

21 6  单质硫氧化活性

当利用单质硫为能源, TPY能够氧化单质硫形

成硫酸使溶液 pH 值降低,因此我们通过测定溶液

pH 值变化考察 TPY 的单质硫氧化活性
[ 10- 11]

。培

养基为培养基 2加单质硫( 10 g/ dm3 ) ,温度 50 e ,

pH 21 5。每 24 h取样测定 pH 值。

21 7  16S rDNA序列的分析
21 71 1  TPY菌株基因组 DNA提取、16S rDNA序

列 PCR扩增、克隆和测序

  T PY菌基因组提取方法见参考文献[ 12]。采

用细菌的通用引物: fD1( 5c-agagt t tgatcctg gctcag-

3c)和 r P2( 5c-acggctacct tg t tacgact t-3c)。PCR 反应
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体系( 25 Ll) : 去离子水 131 5 Ll, 模板 41 5 Ll, 引物

( 20 Lmo l/ dm
3
)各 01 5 Ll, 10 @ PCR缓冲液 21 5 Ll;

Mg 2+ ( 5 mm ol/ dm3 ) 11 5 ul, dNTP 21 0 Ll, Taq

DNA 聚合酶( 1 U/Ll) 01 5 Ll。扩增程序为: 94 e

3 m in; 94 e 45 s , 55 e 45 s, 72 e 2 m in ; 30个循

环后, 72 e 10 m in。PCR产物用 11 0%琼脂糖凝胶

电泳,紫外灯下观察结果; 扩增得到的 PCR 产物经

纯化后与 pM D19 - T 载体 (大连宝生物公司产产

品)连接, 并转化大肠杆菌 DH 5(感受态细胞; 挑选

阳性克隆子送上海生工生物有限公司测序。

21 71 2  序列分析比较

测定的 16S rDNA 序列运用 BLAST n 程序在

NCBI GenBank 数据库中进行同源序列搜索和比

较, 采用 Clustal @ 11 8 进行完全比对, 然后利用

MEGA 41 0软件采用邻接法 [ 13]构建系统进化树, 并

进行亲缘性分析。

3  结果

31 1  菌株的形态学特征

TYP 菌株呈短杆状,革兰氏阳性, 无鞭毛, 大小

为( 01 3~ 01 5) Lm @ ( 1~ 3) Lm(图 1)。这些细菌有

时单个存在,有时成对出现。

图 1 T PY 菌株的电镜照片

31 2  温度对 TPY生长的影响
实验结果表明, 该菌在 45~ 50 e 生长时, 细菌

数与温度呈正相关。超过 50 e 之后,细菌生长受到

抑制,菌数减少。最适生长温度为 50 e , 温度过高

或过低都会不利于细菌细胞生长,特别是温度升高

对细菌生长影响较大(图 2)。

31 3  初始 pH对 TPY生长的影响

实验结果如图 3所示,初始 pH 值对细菌生长有

显著的影响。最适 pH 值为 11 8, 当初始 pH 值在

116~ 11 8之间时, pH 值对细菌生长影响不大。当初

始 pH 值高于 11 8或低于 11 6时,都不利于细菌的生

长。实验中发现,初始 pH 值为 21 4时,反应初期即

有大量的白色沉淀生成,初始 pH 值越低越不易产生

沉淀,但细菌生长的停滞期较长,生长速度较缓慢。

154 海洋学报  31 卷



31 4  酵母提取物对生长的影响

实验结果表明, 不添加酵母提取物时,细菌生长

缓慢。酵母提取物浓度在 01 1~ 01 25 g/ dm3时, 细

菌生长良好。当酵母提取物浓度超过 01 3 g/ dm3

时,细菌生长受到抑制。酵母提取物浓度在 01 25 g/

dm3时,生长最佳(见图 4)。

31 5  能源利用情况

TPY菌株能够利用多种底物作为能源,如硫酸

亚铁、单质硫、酵母提取物、蛋白胨、甘油、葡萄糖, 但

不能够利用蔗糖。并且利用 Fe2 + + 蔗糖混合培

养时, 细菌也不生长, 表明蔗糖对该菌生长有抑

制作用, 具体原因有待进一步研究。该菌株利用

Fe2+ 和酵母提取物生长最好, 利用有机物生长次

之, 单独以 Fe
2+
或单质硫等无机物为能源时, 生

长缓慢。有研究表明,很多中等嗜热菌以 Fe2+ 或

单质硫为能源时, 细菌的良好生长需要足够的

CO 2 , 或在有机物存在的混合营养条件下细菌更

易生长 [ 1 4] (图 5)。

图 5  TYP菌株能源利用情况

31 6  生长曲线测定

细菌生长曲线如图 6所示。由图 6 可见, 在接

种的最初 3 h内,菌数少量增加,这是由于细菌被接

种到新的环境中需要一定的适应过程, 此时细菌生

长处于停滞期, 之后随着细菌对环境的适应, 细菌逐

渐进入对数期, 对数期内细菌大量繁殖, 12 h 前后,

细菌进入稳定生长期, 最大浓度达到 11 0 @ 10
8
个/

ml左右(见图 5)。

图 6  TPY菌株生长曲线

31 7  亚铁氧化活性

T PY菌株具有较强的氧化亚铁能力, 且由图 6

和图 7可以看出细菌的生长和亚铁氧化能力呈正相

关。在接种后 3小时, 细菌生长处于停滞期,菌数较

少,氧化率较低。当进入对数生长期时,亚铁氧化率

也迅速增加。

图 7 T PY 菌株氧化亚铁曲线
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31 8  单质硫氧化活性

如图 8所示,在 6 d内培养基 pH 从最初的 21 5

下降到 11 4左右, 而空白对照组几乎没有变化。第

6天实验结束时, 取样直接在显微镜下记数,菌浓度

达到 11 4 @ 10
8
个/ dm

3
。表明 TPY菌株具有较强的

氧化单质硫能力,并且能够耐受低 pH 值。

31 9  16S rDNA序列的分析

通过对 TPY 菌株的 16S rDNA 基因扩增、克隆

和测序,获得该基因长约 1 597 bp的序列( NCBI登录

号EF088287 )。与 GenBank中已有的 16S rDNA 基

因序列比对,结果显示 TPY菌株与硫化杆菌属( Sul-

f obacillus)各种16S rDNA基因序列相似度很高,其中

与Sulf obaci llus acidophilus ( AB089842)的16S rDNA

基因序列相似度高达 99%, 且处于系统发育树的同

一分支。表明TPY菌与 Sulf obacillus acidophi lus 有

密切的亲源关系(图 9)。 图 8 T PY 菌株氧化单质硫过程中 pH 值变化曲线

图 9  基于 16S rDNA 的系统发育树

4  讨论

从太平洋热液区样品中成功分离得到的一株

中等嗜热嗜酸兼性异养菌 T PY, 呈短杆状, 革兰

氏阳性。16S rDNA 序列分析表明, TPY 菌与 Sul-

f obaci llus acidop hilus ( AB089842) 有密切的亲源

关系, 其 16S rDNA 序列同源性达到 99%。T PY
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菌的最佳生长温度为 50 e , 最适生长 pH 值为

11 8, 且在45~ 50 e , pH 值 11 6~ 11 8 之间生长良

好, 而目前已商业化的生物冶金搅拌反应器的温

度一般控制在 40 ~ 55 e , pH 值控制在 11 4 ~

11 6
[ 1]

,因此 TPY 菌可以很好地适应商业化的生

物浸出体系条件。此外, 在生物浸矿过程中会不

断积累有机物, 当有机物达到一定浓度时, 那些严

格自养的浸矿细菌生长将受到抑制。而由于 TPY

菌能够利用有机物, 可以很好地解决这个问题。

TPY 菌的这些生物学特性显示出其在生物冶金中

具有良好应用潜力。

海底热液是 20世纪海洋地质学最重要的科学

发现之一, 是当今国际上科学研究的前沿。由于洋

中脊等处的岩浆活动, 海水通过裂隙渗入地壳, 被熔

岩或围岩加热后富含金属元素的高温热液沿裂隙上

升与周围冷海水混合, 形成黑烟囱,硫化物沉淀到烟

囱和附近的海底, 多金属元素也在此富集。同时,巨

大的热通量、与生命起源有关的海底热液生物等科

学问题,也使热液活动区成了科学研究的天然海底

实验室。本研究从太平洋热液区分离得到的 TPY

菌,能利用亚铁盐或单质硫自养生长,提示在大洋热

液区可能存在一类以亚铁、元素硫或硫化物作为主

要能源的微生物类群。对该类微生物的进一步研

究,无疑将为深入了解深海热液区微生物种群结构、

物质循环、以及海底矿产资源的成因提供重要的

资料。
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Isolation and identification of a strain of moderate thermophilic and

acidophilic bacterium from deep sea

QI H u-i zhou1 , CH EN H ong2 , AO Jing-qun2 , ZH OU H ong-bo1 , CH EN Qin-hua2

( 11 School of Resour ces Proces sing and Bioeng ineer ing , Central South Uni vers ity , Changsha 410083, China; 21 K ey L abora-

to ry of Genetic Engineer ing of Mar ine Biology , Third I nstitute of Oceanograp hy , S tate O ceanic A dminis tr ation, X iamen

361005, China)

Abstract: A moder ate thermophilic acidophic bacterium TPY w as iso lated f rom hydro thermal vent of the

Pacif ic Ocean, and the study o f its m orpho logical characterist ics, physiolog ical characterizat ion and 16S

rDNA sequence analyses had been done1 The st rain is Gram posit ive, rod-shaped in ( 01 3~ 01 5) Lm @ ( 1~

3) Lm1 The opt im al g row th tem perature is about 50 e , the opt imal pH is 11 81 The T PY strain not only

can utilize ir on and element sulfur as elect ron donor, but also ut ilize y east ex t racts, g lucose, peptone and

gly cerol1 T he 16S rDNA sequences analysis indicated that the st rain TPY w as very sim ilar to S ul f obaci l-

lus acidophilus ( AB089842)1 Thus the st rain TPY w as identif ied as the species Sulf obaci llus acidophi lus

from deep sea1 T he successful isolat ion o f the st rain T PY is helpful to understand the m icroo rganic com-

m unity of hydr otherm al v ent of the Pacif ic Ocean1 The ability of this st rain to ox idize iron and element su-l

fur show s that it has a good pro spect iv e in bio leaching1
Key words: hydrotherm al vent of the Pacif ic Ocean; sul f obaci l lus acidophilus; 16S rDNA; bioleaching
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