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隐藏嗜酸菌 DX1-1和氧化亚铁硫杆菌 CMS的 
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摘  要：对从江西大兴黄铜矿的酸性矿坑水中分离得到的氧化亚铁硫杆菌 CMS 和隐藏嗜酸菌 DX1-1 进行紫外

诱变育种及浸矿研究。结果表明：细菌 CMS和 DX1-1的最适生长温度为 30 ℃，最适 pH值分别为 2.0和 3.5；

通过紫外诱变获得突变型隐藏嗜酸菌 DX1-1和氧化亚铁硫杆菌 CMS，最佳处理时间为 60 s，正突变率分别可达

到 16.7%和 20.0%；诱变后的隐藏嗜酸菌 DX1-1达到稳定期的时间比诱变前缩短 20 h，并且具有更大的菌体浓度；

诱变后的氧化亚铁硫杆菌 CMS氧化全部亚铁所需时间为 48 h，比诱变前菌株缩短 11 h；诱变后混合菌浸矿中，

用原子吸收光谱法测定浸出 30 d后铜离子质量浓度达到 2.78 g/L，而紫外诱变前菌株浸出铜离子质量浓度为 2.48 

g/L；生物浸出 30 d后，隐藏嗜酸菌 DX1-1与氧化亚铁硫杆菌 CMS的菌落个数比由 1变为׃1  。20左右׃1
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Abstract: The original strains Acidithiobacillus ferrooxidans CMS and Acidiphilium cryptum DX1-1 isolated from the 

drainage of some caves rich in chalcopyrite in Dexing in Jiangxi Province of China were studied by UV-induced 

mutagenesis and bioleaching. The results show that the optimum temperature and pH value are 30  and 3.5 for ℃ Ac. 

cryptum DX1-1, and 30  and 2.0 for ℃ At. ferrooxidans CMS, respectively. After being treated by UV radiating, the 

optimum UV radiating time of DX1-1 and CMS is 60 s and their positive mutation rates are 16.7% and 20.0%. Ac. 

cryptum after mutagenesis reaches stationary phase 20 h ahead of the original strain. The most active UV-mutated strain 

At. ferrooxidans CMS oxidizes all the ferrous ion in 48 h, which is 11 h less than its original strain. After bioleaching with 

the mixture of UV-mutated strains of At. ferrooxidans CMS and Ac. cryptum DX1-1, 2.78 g/L of copper can be extracted, 

which can be measured by atomic absorption spectrometry after 30 d, while 2.48 g/L copper can be extracted with the 

mixture of the original strains before UV-mutation. After bioleaching for 30 d, the proportion of cell density in the 

cultures of Ac. cryptum DX1-1 and At. ferrooxidans CMS is changed from 11׃ to approximately 120׃. 
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近年来，在极端环境下生长的微生物，由于其特

殊的生理学和生态学的特征，受到了广泛关注[1]，特

别是能氧化矿物的微生物，它们能通过生理生化反应

利用矿物产生铁离子和硫酸，后者是浸矿反应中的关

键因素[2]。这些微生物能够利用铁和硫的氧化产生能

量，属于化能自养的细菌或古菌[3]。迄今为止，在硫

化矿坑废水中仅得到了几个种属的具有铁和硫氧化

能力的细菌 [4−5]，包括 Leptospirillum ferrooxidans, 
Acidithiobacillus ferrooxidans 在内的嗜酸[6]和耐酸自

养菌属以及嗜酸异养菌，其中，又以氧化亚铁硫杆菌

Acidithiobacillus ferrooxidans(At. ferrooxidans)的氧化
能力最为突出，在自然界浸出硫化矿中扮演重要角色，

被广泛地应用于生物湿法冶金[7−8]。相对而言，铁的还

原能力被认为可以加快含铁矿物如黄钾铁矾和针铁矿

的溶解。具有这种能力的细菌有中等嗜温异养菌，如

隐藏嗜酸菌 Acidiphilium spp.，该菌不能氧化二价铁[9]。

又如 Sulfobacillus spp.，该菌既不能氧化二价铁又不能
还原三价铁[10]。所有的 Acidiphilium spp.( Ac. cryptum.)
都能通过异化作用使三价铁还原成二价铁，区别在于

这种能力在一些菌株中是由结构决定的，另一些则是

诱导产生的[11]。浸出反应常由上述氧化菌属催化，但

是产量较低。原因包括如下 3 个方面：(1) 生长速率
缓慢；(2) 细胞浓度低；(3) 三价铁在氧化过程中被抑
制[12]。这些不足亟需在生物浸出过程中得到解决。 
诱变育种作为一种有效地提高微生物代谢产物产

量的手段得到了广泛应用，紫外线是一种非电离辐射，

能使被照射物质的分子或原子中的内层电子提高能级

跃迁到能量高的外层轨道(称为激发)，导致分子的理
化变化。DNA分子上的碱基对强烈吸收紫外线，而且
嘧啶比嘌呤敏感 100 倍。紫外线辐射能引起 DNA 链
的断裂、DNA分子内和分子间的交联、核酸与蛋白质
的交联，以及胞嘧啶和尿嘧啶的水合作用等，但最主

要的则是形成嘧啶二聚体，它会阻碍双链的解链和复

制，阻碍碱基的正常配对，从而导致基因突变。它的

遗传效应主要是引起 GC→AT 的转换或移码突    
变[12]。在 At. ferrooxidans的 DNA中，AT碱基的含量
为 46%~47%[13]，而 Ac. cryptum中 AT碱基的含量为
37%~40%，可能形成胸腺嘧啶二聚体，从而容易诱导
产生突变。 
 

1  材料和方法 
 
1.1  培养基和菌种 
本试验所用原始菌株 At. ferrooxidans CMS 

(DQO062118)和 Ac.cryptum DX1-1(DQ529311)由江西
德兴铜矿的酸性矿坑废水(AMD)中分离得到[14]。在自

然环境中，生长 pH=2.0，温度为 21 ℃，细菌密度为
6×109个/L，二价铜离子的质量浓度为 0.1 g/L。表明
这 2株菌具有氧化含铜硫化矿的能力，并具有铜离子
耐受能力。 

9K 基础培养基成分(质量浓度)如下：(NH4)2SO4  

3 g/L， KCl 0.1 g/L， K2HPO4 0.5 g/L，MgSO4·7H2O  

0.5 g/L，Ca(NO3)2 0.01 g/L。 

CMS所用 9K发酵培养基初始 pH值为 2.0 并加

入 4.5% FeSO4作为能源。 

DX1-1所用 9K发酵培养基初始 pH值为 3.0，并

加入 1.5%葡萄糖作为能源。 

9K 固体培养基为 9K 发酵培养基+1%琼脂粉，

pH=3.5~4.5。 

1.2  活菌计数 

连续稀释培养基，在适宜菌体浓度下通过血细胞

计数板进行镜检计数。 

1.3  隐藏嗜酸菌DX1-1和氧化亚铁硫杆菌CMS的紫

外诱变 

菌株在发酵培养基里扩大培养，收集对数生长期

的菌体，洗涤，用无菌水制备成菌悬液，菌体密度 N

为 107~108个/mL。取 10 mL菌悬液放入 9 cm平皿中，

经磁力搅拌后置于 15 W 紫外灯下 30 cm 处进行照

射，照射时间分别为 30, 60, 120, 180和 240 s，设立平

行对照组。各取 1 mL溶液稀释，涂 9K平板计算致死

率。另取 1 mL溶液接种到添加了 0.3% LiCl的 9K发

酵培养基。LiCl的作用是为了增强诱变效果。在 4 ℃

避光保藏 12 h后，在 30 ℃避光培养 36 h。Ac. cryptum 

DX1-1 的正突变率由传代时间决定，At. ferrooxidans 

CMS 的正突变率由亚铁离子氧化率决定。 At. 

ferrooxidans CMS的亚铁离子氧化率通过在 250 mL锥

形瓶里加入 100 mL 9K 基础培养基 +30 g/L 

FeSO4·7H2O (6.08 g/L Fe2+)，在 30 ℃，pH=2.0条件下

培养测定。在初始阶段，每 10 h取样检测 Fe2+质量浓

度；在中后期，每 3 h取样检测 Fe2+质量浓度。 

1.4  矿样 

试验所采用的矿样使用前经过粉碎并用丙酮和乙

醇洗涤[15]。矿样成分(质量分数)为：CuFeS2 60.8%，

FeS2 20.7 %，CaCO3 8.4%，SiO2 4.6%。 

1.5  生物浸出试验 

在 250 mL锥形瓶里加入 100 mL含硫化矿的 9K

基础培养基(在硫化矿浸出试验中不加入亚铁)，矿含
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量为 5%[16]。通过离心收集细菌，用硫酸调至 pH=2.0

的蒸馏水洗涤 2 次，再用 9K 基础培养基悬浮，不加

入能量物质，试验温度为 30 ℃，初始 pH=2.5。设计

6个试验组，每组做 3个平行试验：(1) 培养基中接种

诱变后 Ac. cryptum DX1-1；(2) 培养基中接种诱变前

At. ferrooxidans CMS；(3) 培养基中接种诱变后 At. 

ferrooxidans CMS；(4) 将诱变前 2株菌按数量比 1׃1

混合接种；(5) 将诱变后2株菌按数量比11׃混合接种；

(6) 对照组(不接菌)。每种菌的接种量为 1 mL，菌体密

度为 1×107个/mL左右， 同时调节摇瓶内浸出环境。 

1.6  分析方法 

水样的物化性质分析由中南大学分析检验中心测

定，金属离子用原子吸收光谱法测定，pH值由 pH计

(pHs-25)测定，铜离子在 30 d内的浸出量通过原子吸

收光谱法测定，亚铁离子的氧化率通过重铬酸钾化学

滴定法测定，致死率通过平板计数法测定，Ac. cryptum 

DX1-1 和 At. ferrooxidans CMS的正突变率分别由传

代时间和亚铁离子的氧化率决定。 

1.7  生物浸矿后期浸出液的微生物群落组成分析 

1.7.1  DNA的提取和纯化 

将试验样品浸出液通过孔径为 0.2 µm 的尼龙过

滤器过滤收集细菌。DNA 提取使用 EZ-10 Spin 

Column Genomic DNA Isolation Kit (Bio Basic Inc) 试

剂盒，纯化使用 Wizard DNA Clean-Up Kit (Promega)

试剂盒。 

1.7.2  扩增 16S rRNA 

采用 2个引物扩增 16S rRNA基因片断，上游引

物为 27F(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)；下游

引物为 1492R(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)。通

过低熔点琼脂糖凝胶电泳观察 PCR结果，使用Wizard 

DNA Clean-Up Kit (Promega)试剂盒回收目的片断。将

16S rRNA基因片断连接到 PCR2.1 TOPO载体上，转

化到 E. coli TOP10F感受态细胞内(Invitrogen)。转化

后重组菌涂 LB琼脂平板 37 ℃过夜培养，LB琼脂平

板加入氨苄青霉素、X-gal和 IPTG，通过蓝白筛选，

随 机 挑 取 60 个 白 色 菌 落 ， 使 用 载 体 引 物

M13F(5′-GTAAAACGACGGCCAGTG-3′)和 M13R(5′- 

GGAAACAGCTATGACCATG-3′)，将携带重组质粒的

细菌破壁，进行菌落 PCR扩增。 

1.7.3  限制性片断长度多态性分析(ARDRA) 

16S rRNA PCR 扩增产物经 HindI 和 MspI 

(Fermentas) 37 ℃酶切过夜，3.0%琼脂糖凝胶电泳分

离后，在紫外光下观察 ARDRA 结果，与文献[17]中

进行比较分析。 

 

2  结果与讨论 

 

2.1  酸性矿坑废水的理化分析 

酸性矿坑废水成分如表 1所示。从表 1可见：硫

的质量浓度为 4 401.00 mg/L，已经被证实可以作为Ac. 

cryptum DX1-1的能源物质[15]；Fe3+具有同样功效，这

也是 Ac. cryptum DX1-1 可以促进生物浸出的主要原

因。采集 AMD样品时，pH=2.0，温度为 21 ℃。 
 

表 1  酸性矿坑水成分分析 

            Table 1  Composition of AMD   ρ/(mg·L−1) 

S Mg Fe Al Fe2+ Cu 

4 401.00 1 102.00 981.80 944.00 125.00 100.00

Mn Si Zn As Mo  

64.40 56.30 3.18 1.95 0.59  

 

2.2  细菌的生理生化特征 

pH值和温度对 Ac. cryptum DX1-1生长的影响如

图 1所示，可见：最适 pH=3.5，最适生长温度为 30 ℃。

pH和温度对 At. ferrooxidans CMS生长的影响如图 2

所示，可见：最适 pH=2.0，最适生长温度为 30 ℃。

由于 2 种菌有不同的最适 pH 值以及 At. ferrooxidans 

CMS 在浸矿中起主要作用，所以，在浸矿试验中取

pH=2.5。 

2.3  紫外诱变结果 

2.3.1  Ac. cryptum DX1-1的紫外诱变结果 

Ac. cryptum DX1-1的致死率和正突变率如表 2所

示。从表 2可见：致死率与照射时间成正比，以细菌

在稳定期具有比原始菌株更大的菌体密度为正突变指

标。60 s时的致死率为 75%，正突变率为 16.7%，为

最佳诱变时间。从正突变菌株中选取传代时间最短的

菌体用于浸出试验。 

Ac. cryptum DX1-1诱变前和诱变后的生长曲线如

图 3所示。可见：诱变后正突变菌株达到稳定期的时

间为 80 h，比原始菌株提前了 20 h，菌体密度也由原

来的 109个/mL上升到 1010个/mL。 
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图 1  pH值和温度对 Ac. cryptum DX1-1生长的影响 

Fig.1  Effects of pH and temperature on growth of strain Ac. cryptum DX1-1 
 

 
图 2  pH值和温度对 At. ferrooxidans CMS生长的影响 

Fig.2  Effects of pH and temperature on growth of strain At. ferrooxidans CMS 
 

表 2  紫外诱变对 Ac. cryptum DX1-1的影响 
Table 2  Effect of UV-induced mutagenesis on Ac. cryptum 

DX1-1 
照射 
时间/s 

致死率/ 
% 

菌落数/ 
个 

正突变 
菌落数/个 

正突变率/
% 

30 50 30 2 6.7 

60 75 30 5 16.7 

120 98 30 3 10.0 

180 99 30 0 0 

240 100 0 — — 

 
2.3.2  At. ferrooxidans CMS的紫外诱变效果 

At. ferrooxidans CMS的致死率和正突变率如表 3
所示。从表 3可见：At. ferrooxidans CMS的致死率与
照射时间成正比，以细菌具有比原始出发菌更高的亚

铁氧化率为正突变指标，60 s时的致死率为 73%，正
突变率为 20.0%，因此，60 s为最佳诱变时间。 

 

 

1—诱变前；2—诱变后 

图 3  Ac. cryptum DX1-1诱变前和诱变后的生长曲线 

Fig.3  Growth curves of Ac. cryptum DX1-1 before and after 

UV-induced mutagenesis 
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表 3  紫外诱变对 At. ferrooxidans CMS的影响 

Table 3  Effect of UV-induced mutagenesis on 

 At. ferrooxidans CMS 

照射 
时间/s 

致死率/ 
% 

菌落数/ 
个 

正突变 
菌落数/个 

正突变率/
% 

30 47 30 3 10.0 

60 73 30 6 20.0 

120 95 30 2  6.7 

180 98 30 1  3.3 

240 100 0 — — 

 
从正突变菌株中选取氧化亚铁能力最强的菌株用

于浸出试验。At. ferrooxidans CMS诱变前后的亚铁氧
化率曲线如图 4所示。可见：诱变后的正突变菌株氧
化全部亚铁所需时间为 48 h，较诱变前菌株缩短了   
11 h。 

 

 
1—诱变前；2—诱变后 

图 4  At. ferrooxidans CMS诱变前后的亚铁氧化率 

Fig.4  Fe2+ oxidation rates of strain At. ferrooxidans CMS 

before and after UV-induced mutagenesis 

 

最佳的紫外照射时间取决于细菌自身的特性及基

因的特异性，试验表明：对于 At. ferrooxidans CMS 和 
Ac. cryptum DX1-1，采用低剂量的紫外诱变更为适合。
因为中高剂量紫外诱变会造成大量基因严重损伤，这

些基因的功能得不到及时修复就会导致负突变产  
生。尤其在低温避光条件下，修复酶的活性受到限制，

细菌的繁殖速度同样受到了抑制，使得突变菌被分离

和纯化。 
2.4  生物浸出试验 
黄铜矿作为酸溶性金属硫化矿，易与三价铁发生

亲核反应而被溶解[18−21]。三价铁氧化黄铜矿在溶液中

生成铜离子、二价铁离子和元素硫，反应方程式如下： 
 

CuFeS2+4Fe3+ → Cu2++2S+5Fe2+       (1) 
 

At. ferrooxidans能够氧化在浸矿过程中产生的亚
铁离子，反应式如下： 
 

4Fe2++4H++O2 → 4Fe3++2H2O        (2) 
 

At. ferrooxidans 能够将上述过程中产生的硫氧
化，反应式如下： 
 

2S+3O2+2H2O → −2
42SO +4H+       (3) 

 
另外，在生物浸出过程中，也对电势敏感，黄铜

矿在硫酸溶液中的动力学原理如下： 
 

CuFeS2+4H++O2 → Cu2++Fe2++2S+2H2O    (4) 
 
硫在化学浸出过程中(式(1))形成，又在生物浸出

过程(式(3))中被氧化。 

从以上反应中不难看出：At. ferrooxidans有利于
反应的持续进行。在生物浸出的初始阶段，需要向摇

瓶内加入硫酸使 pH 值维持在 2.5 左右，提供所需的
酸性环境；6 d以后，由于硫的氧化以及三价铁水解成
Fe(OH)2+和 +

2Fe(OH) [22]，pH值会不断下降。 
在生物浸出过程中，会形成黄钾铁矾和硫的混合

物，作为副产物在矿物表面形成一个层状结构，阻碍

黄铜矿的溶解[23]。Acidiphilium 能在很大程度上降低
Fe3+-(氢)氧化物包括黄钾铁矾、铁矾、无定型氢氧化
铁和混合 Fe2+/Fe3+磁铁矿的形成[11]。Acidiphilium的加
入溶解了矿物表面致密的层状结构，有利于铜离子的

持续浸出。 
选用 Ac. cryptum DX1-1和 At. ferrooxidans CMS

浸出黄铜矿，结果如图 5所示。可见：在整个浸出过
程中，铜离子的浸出质量浓度持续上升，在前 15 d，
铜离子的浸出质量浓度快速增大，在 16~30 d，质量
浓度增大速度减慢；前15 d是生物浸出铜的主要阶段，
铜离子质量浓度大幅度上升，同时也产生了大量的黄

钾铁矾和硫的混合物，阻碍了黄铜矿的溶解，因此，

15 d后，铜离子的浸出趋于缓慢。接种了诱变后的 Ac. 
cryptum DX1-1的浸出体系中，30 d后铜离子的质量
浓度为 0.52 g/L。接种了诱变前的At. ferrooxidans CMS
的浸出体系中，30 d后铜离子的质量浓度为 1.82 g/L，
诱变后的体系中为 1.89 g/L。接种了诱变前的 At. 
ferrooxidans CMS和 Ac. cryptum DX1-1(数量比为 (1׃1
的浸出体系中，浸出 30 d后铜离子的质量浓度为 2.48 
g/L，诱变后的混合体系中，30 d后铜离子的质量浓度
达到 2.78 g/L。紫外诱变育种有助于提高 At. 
ferrooxidans的亚铁氧化活性，有利于生物浸出。 
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1—对照组；2—诱变后 Ac. cryptum DX1-1浸出体系； 

3—诱变前 At. ferrooxidans CMS浸出体系； 

4—诱变后 At. ferrooxidans CMS浸出体系； 

5—诱变前 At. ferrooxidans CMS和 Ac. cryptum DX1-1(11׃)

浸出体系；6—诱变后 At. ferrooxidans CMS和 Ac. cryptum 

DX1-1(11׃)浸出体系 

图 5  不同浸出体系 Cu2+质量浓度 

Fig.5  Cu2+ concentrations extracted in different systems 

 
从试验结果可以看出，使用 2种菌混合浸矿的效

果大于 2种菌单独浸矿效果，说明混合浸出是一个相
互促进的过程。Ac.cryptum 加快了还原溶解黄钾铁矾
和针铁矿，并且消耗了抑制 At. ferrooxidans生长的有
机化合物，促进了 At. ferrooxidans的浸矿过程。由于
Ac. cryptum不能氧化亚铁[24]，所以，它单独浸矿的效

果最差。 
2.5  生物浸出后浸出液内生物群落结构分析 
在生物浸出反应的初始阶段，Ac. cryptum DX1-1

和 At. ferrooxidans CMS 具有相同的细胞浓度。浸出
30 d后，在接种了诱变前混合菌的浸矿体系中，经过
限制性片断长度多态性(ARDRA)分析，浸出液中 Ac. 
cryptum DX1-1和 At. ferrooxidans CMS的数量比约为
在相同条件下，接种了诱变后混合菌的浸出矿，20׃1
体系中，它们的数量比为 这证明了。18׃1 Ac. cryptum
不是浸矿过程的优势菌，只占菌落结构的小部分，协

助 At. Ferrooxidans起浸矿作用。因此，可以在以后的
试验设计中更多考虑有利于 At. Ferrooxidans 浸矿的
因素，并在浸出体系中接种少量的 Ac. cryptum。 
 

3  结论 
 

(1) 试验中所选用的 Ac. cryptum DX1-1 和 At. 

ferrooxidans CMS 的最适生长温度均为 30 ℃，最适
pH值分别为 3.5和 2.0。 

(2) 紫 外 诱 变 Ac. cryptum DX1-1 和 At. 
ferrooxidans CMS最佳时间为 60 s，正突变率分别达
到 16.7%和 20.0%。诱变后的 Ac. cryptum DX1-1达到
稳定期的时间比诱变前缩短了 20 h，并且具有更大的
菌体浓度。诱变后的 At. ferrooxidans CMS较诱变前具
有更强的氧化亚铁能力，将氧化全部亚铁所需时间缩

短了 11 h。 
(3) 诱变后的 At. ferrooxidans CMS 和 Ac. 

cryptum DX1-1(数量比为 混合浸矿，30 d后铜离子(1׃1
质量浓度达到 2.78g/L，优于 At. ferrooxidans CMS单
独浸矿或诱变前混合菌的浸矿效果。Ac. cryptum单独
浸矿的效果最差。 

(4) 浸出 30 d 后，Ac. cryptum DX1-1 和 At. 
ferrooxidans CMS的数量比由 1变为׃1 20左右，为׃1
以后的生物浸矿试验设计提供了科学依据。 
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