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一株中度嗜热嗜酸硫氧化杆菌的分离和系统发育分析

刘 缨 齐放军 林建群 田克立 颜望明"

（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 #/$0$$）

摘 要：从云南腾冲温泉酸性水样分离得到一株中度嗜热嗜酸硫氧化杆菌 D2E4$!，对分离菌株进行了形态、生理

生化特性研究及 0%F GH.I 序列分析。该菌株为革兰氏阴性细菌，短杆状，菌体大小（$J% K $J3）!9L（0 K #）!9，化能

自养，可利用硫磺、四硫酸盐、硫代硫酸盐为能源生长，不能利用蛋白胨、葡萄糖、酵母粉，也不能进行混合型生长。

最适生长温度在 !$M K !/M之间，最适生长 NE #J$ K "J$，代时 3O。以 0%F GH.I 序列同源性为基础构建了包括 0"
株相关种属在内的系统发育树，结果表明，D2E4$! 与喜温硫杆菌（!"#$%&’#(()* ’&(+)*）处于同一进化树分支中，相似

性达 AAJ/P以上。
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利用微生物进行金属矿石的浸出具有悠久的历史，在现

代化工业生产中也开始得到应用。生物冶金同化学冶金方

法相比，环境污染小，能耗低，浸矿成本低，尤其在处理低品

位矿石时，具有很大潜力［0］。

能够进行生物浸矿的微生物主要是一些在酸性环境中

生长的铁或硫氧化细菌。长期以来，人们一直以为生长温度

在 #/M K "$M的中温菌，如氧化亚铁硫杆菌（!"#$%&’#(()* ,-./
.$$0#+&1*）、氧化硫硫杆菌（!"#$%&’#(()* 2"#$$0#+&1*）等在浸矿过

程中起主要作用。近些年对连续反应浸矿系统的微生物种

群研究结果显示，一些最适生长温度为 !$M K !/M的中度嗜

热细菌，如氧化亚铁钩端螺旋菌（ 3-42$*4#.#(()5 ,-..$$0#+&1*）、

喜温硫杆菌（!"#$%&’#(()* ’&(+)*）等为浸矿细菌中的优势种群。

这一研究结果表明，中度嗜热的铁或硫氧化细菌在浸矿过程

中具有重要的作用［# K /］。为此，有关中度嗜热浸矿细菌资源

的分离、鉴定及其浸矿作用机理的研究，已开始引起有关研

究人员的关注和重视，国内关于这方面的研究开展较晚，尚

处于起步阶段。

本室从云南腾冲地区分离得到一株中度嗜热嗜酸硫氧

化杆菌 D2E4$!。对其进行的生理生化特性研究表明，该菌

株与喜温硫杆菌（! ) ’&(+)*）具有类似的特征；0%F GH.I 序列

同源性分析也表明，该菌株与 ! ) ’&(+)* 处于同一系统发育

树分支中，相似性达 AAJ/P以上。

! 材料和方法

!"! 菌种来源

菌株 D2E4$! 由本实验室从云南腾冲地区高温温泉边

酸性水样中分离得到。

!"# 培养基

D2E4$! 菌株的富集培养、生长曲线的测定、菌体的收集

用 FR6GS; 液体培养基［%］。菌的分离用 FR6GS;4.6# F#T" 固体培

养基［1］。菌株的能源利用研究用基础培养基［3］，该培养基用

09’(UV 的硫酸调 NE 至 #J/。

!"$ 酶和试剂

蛋白酶 W、!&6 H.I 聚合酶购自 XG’9-C6 公司；凝胶回收

试剂盒（8) Y) .) I# Z-( 87RG6@R:’, W:R）购自 T9-C6 [:’42-S 公

司；H.I 测序试剂盒（\8Q2D H2\F4 Q+:@S FR6GR W:R）购自 [-@S4
96, 公司。

!"% 菌种的分离和形态观察

将采集到的酸性水样先用 FR6GS; 液体培养基，在 !$M富

集培养一周以上。待培养基的 NE 下降到 0J$ 左右，用梯度

稀释法，在 FR6GS;4.6# F#T" 固体培养基上进行涂布。!$M培

养 / K 1? 后，挑选培养基上生长出的白色单菌落，继续采用

梯度稀释法在 FR6GS;4.6# F#T" 固体培养基上分离纯化，直至

在显微镜下镜检菌体形态一致，记作 D2E4$!。

收集 D2E4$! 菌体，经革兰氏染色后在光学显微镜下观

察。将 D2E4$! 菌体涂布在小块盖玻片上，自然晾干后，再

用导电胶贴于圆形贴片上，喷金后在扫描电镜下观察。

!"& ’()*+% 菌株理化特性研究

!"&"! 最适生长温度的测定：D2E4$! 菌株以相同接种量接

种到 FR6GS; 液 体 培 养 基 中，NE#J/。分 别 置 于 #/M、"/M、

!$M、!/M、//M / 个温度梯度，静置培养 /?。用血球计数板

计数，测定不同温度下 D2E4$! 的生长状况。

!"&"# 初始 NE 对 D2E4$! 菌株生长的影响：用 09’(UV 的硫

酸将 FR6GS; 液体培养基调至不同 NE 值，分别为 0J$、#J$、

"J$、!J$ 和 /J$。接种相同的菌量，!$M静置培养 /?，用血球

计数板计数，测定不同 NE 条件下菌的生长状况。

!"&"$ 生长曲线的测定：D2E4$! 菌株接种到 FR6GS; 液体培



养基中，!"#$%，&’(静置培养，每隔 #) 用血球计数板计数，

绘制 *+",’& 菌的生长曲线。

!"#"$ 能源利用特性的研究：向基础培养基中分别加入蛋

白胨（’$-.）；酵母粉（’$-.）；葡萄糖（’$-.）；硫磺（%.）；硫

代硫酸钠（-.）；四硫酸钾（’$/.）；硫酸亚铁（’$-01234）；黄

铁矿（%.）；硫磺（%.）5 蛋白胨（’$-.）；硫磺（%.）5 酵母

粉（’$-.）；硫磺（%.）5 葡萄糖（’$-.）。其中硫代硫酸钠、

四硫酸钾、硫酸亚铁过滤除菌后加入培养基，硫磺隔水蒸煮

-6 灭菌，再加入培养基。以 *+",’& 菌悬液接种，&’(静置

培养 %)，连续传代 / 次，涂片并在显微镜下观察菌的生长情

况，生长者为阳性。

!"% !%& ’()* 的扩增、序列测定和系统发育分析

!"%"! 染色体 789 的提取：*+",’& 菌株接种到 :;<=>? 液体

培养 基 中，&’( 静 置 培 养 %)，低 速 离 心（/’’’=30@A，离 心

-’0@A）除去硫磺，高速离心（-#’’’ =30@A，离心 /’B）收集菌体。

用 +C 缓冲液（!"D$’）洗涤菌体 - E # 次后，每 -’’0F 菌体（湿

重）加入 ’$%04 +C（!"D$’）。充分震荡混匀，再加入 #04 溶

菌液（含 -.:7: 和 ’$’%01234 8<G"），缓慢混匀，H%(保温处

理 -%0@A。用 -01234 的 +=@B,"I2（!"D$’）调节 !" 至 D$’，加入

终浓度为 %’’!F304 的蛋白酶 J，%%(保温处理 #6。再用苯

酚3氯仿抽提除净蛋白。所得上清加 -3-’ 体积 /01234 乙酸

钠、# 倍体积无水乙醇，K #’(沉淀过夜。离心（-#’’’=30@A，

离心 #’0@A），弃上清，用 L’.乙醇洗涤沉淀 - E # 次，真空干

燥，加 +C（!"D$’）溶解。

!"%"+ -H: =789 的 MIN 扩增：以染色体 789 为模板，用通

用引 物 OI#L，NI-&P#［P］扩 增 -H: =789 片 段。正 向 引 物

（ OI#L ）： %Q,9R9R+++R9+II+RRI+I9R,/Q， 反 向 引 物

（NI-&P#）：%Q,+9IRRI+9II++R++9IR9I++,/Q。引物由上海

生工生物工程有限公司合成。MIN 反应体系（#’’!4）：-’S MIN
缓冲 液 #’!4，*FI2#（#%001234）#’!4，)8+M（-’001234）D!4，

引物 OI#L（H#$%!01234）和引物 NI-&P#（H#$%!01234）各 &!4，

模板 789（约 %’AF3!4）D!4，!"# 789 聚合酶（%T3!4）#$%!4。

扩增程序：P&( %0@A；P&( -0@A，%#( -0@A，L#( /0@A，// 个

循环；L#( -’0@A。MIN 产物用 C$U$8$9! RV2 CW;=<X;@1A J@;
回收。

!"%", -H: =789 的序列测定：回收纯化后的 MIN 产物用

ICY+* 7+I:, YZ@X> :;<=; J@; 进行测序 MIN 反应，用 ICY#’’’
[4 全自动 789 测序仪进行序列测定。

!"%"$ 系统发育树的构建：将菌株 *+",’& 的 -H: =789 序

列在 RVA\<A> 核酸序列数据库中进行序列比较，用 789*98
]&$’ 软件的 *Z2;@!2V :V^ZVAXV 92@FA0VA; 进行 -H: =789 同源

性分析，并构建系统发育树。

+ 结果

+"! 形态特征

*+",’& 为短杆状，革兰氏阴性，大小为（’$H E ’$D）!0 S
（- E #）!0。在 :;<=>?,8<# :#G/ 固体培养基上的菌落形态为圆

形，白色半透明，凸起，光滑。（图 -）

图 ! -./01$ 的菌落形态和扫描电镜照片

O@F_- +6V X121A? 1‘ *+",’& <A) BX<AA@AF V2VX;=1A 0@X=1F=<!6
9_+6V I121A? 1‘ *+",’&；\_ :X<AA@AF V2VX;=1A 0@X=1F=<!6 1‘ *+",’&

（%’’’ S ）_

+"+ 生理生化特性

+"+"! 生长特性：*+",’& 菌株的最适生长温度在 &’( E
&%(之间，最适生长 !" #$’ E /$’。在 &’(、!"#$% 的培养条

件下，*+",’& 菌株静置培养 #) 后进入对数生长期，&) 以后

菌数增长缓慢，进入生长稳定期。代时为 D6。

+"+"+ 能源利用特性：*+",’& 能利用硫磺、硫代硫酸钠、四

硫酸钾作为能源生长，不能利用硫酸亚铁、黄铁矿；不能利用

蛋白胨、酵母粉、葡萄糖，在有硫磺作为能源时也不能利用这

些有机质进行混合型生长。

+", -./01$ 菌株的 !%& ’()* 序列分析

染色体 789 用 MIN 扩增出单一条带，MIN 产物回收纯

图 + -./01$ 菌株的 !%& ’()*序列系统发育树

O@F_# M6?21FVAV;@X ;=VV )V=@aV) ‘=10 ;6V -H: =789 BV^ZVAXV 1‘ *+",

’& B;=<@A
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化后，经 !"# 测序，序列长度为 $%%&’(，在 )*+,-+. 中的序列

登记号为 #/%0&123。以 $45 6!"# 序列同源性为基础构建系

统发育树（图 0）。菌株 789:;% 与 ! < "#$%&’ 位于同一分支

中，与 ! < "#$%&’（#=$>&>41）相似性为 11?&@，与 ! < "#$%&’
A2:$;（#=%4;134）相 似 性 为 11?4@，与 ! < "#$%&’ !57 323%

（B011&2）相似性为 11?2@。

! 讨论

$11% 年，9-CC’*6D 和 EF+GHI6JK 研究了硫杆菌属的两株菌

LM 和 ,N$>，结果发现这两株菌和氧化硫硫杆菌具有明显的

不同，表现为它们的最适 生 长 温 度 为 %2O，) P N 含 量 为

（4>?$ Q 4>?1）KRC@。!"#:!"# 杂交结果也显示，这两株菌

和硫杆菌属其它菌株同源性很低；$45 6!"# 分析结果进一步

表明，它们属于硫杆菌属中的一个新类群。依据这些特性，

9-CC’*6D 和 EF+GHI6JK 将菌株 LM 和 ,N$> 定为一新的种，即喜

温硫杆菌（! < "#$%&’）［$;］，这是关于喜温硫杆菌的首次报道。

有关浸矿微生物种群分析的研究也表明，! < "#$%&’ 在

浸矿体系中占主要组分，说明该细菌在生物浸矿中具有重要

作用［$$］。然而，研究结果又显示，! < "#$%&’ 纯培养物并不能

直接氧化亚铁或铁硫化合物，因而也不能够在黄铁矿中单独

培养生长。为此，人们研究 ! < "#$%&’ 和铁氧化细菌如 !()*+
,#")$$&’ -.//**0)%#1’、2.34*’3)/)$$&5 -.//**0)%#1’ 混合培养对浸矿

的影响，结果发现，! < "#$%&’ 能够显著提高这些铁氧化细菌

的浸矿效率，这也进一步揭示和确认了 ! < "#$%&’ 在生物浸

矿中的作用［$0］。

在上述研究的基础上，!R(HR+ 和 EF+GHI6JK 研究分析了

! < "#$%&’ 与铁氧化细菌协同浸矿的作用机理，初步揭示 ! <
"#$%&’ 可从下述 > 个方面提高铁氧化细菌的浸矿效率：（$）

! < "#$%&’ 的生长，能利用附着在矿物表面的固体硫，暴露出

矿物表面，从而使浸矿细菌充分接触到矿物并起作用；（0）

! < "#$%&’ 生长产生的有机物有助于促进异养或混合营养型

浸矿细菌的生长；（>）! < "#$%&’ 的代谢物具有表面活性剂的

作用，使硫元素能充分得到溶解。通过这 > 方面的作用，! <
"#$%&’ 在浸矿系统中可显著提高浸矿效率，是生物浸矿过程

中起重要作用的一类细菌［$0］。

本实验对 789:;% 菌株的研究结果表明，该菌株为短杆

状，革兰氏阴性，大小（;?4 Q ;?3）!KS（$ Q 0）!K，最适生长温

度在 %;O Q %2O之间，最适生长 (90?; Q >?;，代时为 3T。可

利用硫磺、四硫酸盐、硫代硫酸盐为能源进行化能自养生长，

不能利用硫酸亚铁、黄铁矿；不能利用蛋白胨、酵母粉、葡萄

糖，在硫磺作为能源时也不能利用这些有机质进行混合型生

长。789:;% 菌株与 ! < "#$%&’ 的特性比较见表 $［$;，$>］。$45
6!"#序列分析的结果显示，789:;% 与 ! < "#$%&’ 菌株处于

系统发育树中同一分支，相似性达到 11?2@以上，与其中一

株喜温硫杆菌的相似性达 11?&@。该菌株的分离也为我国

生物浸矿的研究提供了一重要资源。

表 " ! # "#$%&’ 菌株和 $%&’() 的特性比较

8-’C* $ NT-6-UI*6FHIFUH RV ! < "#$%&’ 5I6-F+ -+G 789:;%

=*-IW6* 789:;% ! < "#$%&’ ,N$>，!57323% ! < "#$%&’ 78$，780

)6-K HI-F+ )X )X "!

NRCR+Y KR6(TRCRDY

NF6UWC-6，ZTFI*，
UR+[*\，HKRRIT，

I6-+H(-6*+I

5K-CC，UF6UWC-6，
UR+[*\，HKRRIT，

I6-+H(-6*+I

!RK*G，*+IF6*，
RVV:ZTFI*

N*CCWC-6 KR6(TRCRDY ]RG ]RG 5I6-FDTIH 6RG

^(IFKWK I*K(*6-IW6* %;O Q %2O %2O "!

^(IFKWK (9 0?; Q >?; 0?; Q 0?2 "!

NT*KRCFITR-WIRI6R(TFU D6RZIT P P P

9*I*6RI6R(TFU D6RZIT X X X

7F\RI6R(TFU D6RZIT X P "!

^\FG-IFR+ RV =*0 P ，=*50 X X X

^\FG-IFR+ RV 5;，50 >̂
0 X ，5% 4̂

0 X P P P

P ：ARHFIF[*；X ："*D-IF[*；"!："RI G*I*6KF+*G<
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［ ! ］ "#$%&’() * +，,-&./0)12 3，3#’)45-6 7 89 ":#)5’) $2; ’!"#$%&#’(
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