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摘 要：为了探明混合浸矿微生物的耐氟特性及其群落动态，构建  5 株浸矿细菌(Acidithiobacillus  ferrooxidans 

ATCC 23270, Leptospirillum ferriphilum YSK, Sulfobacillus thermosulfidooxidans ST, Acidithiobacills thiooxidans A01, 

Acidithiobacills caldus S1)的共培养体系。结果表明：氟胁迫在一定程度上抑制了该共培养体系的生长繁殖，对于 

高浓度的氟胁迫， 共培养体系也保持较为平稳的生长延滞状态； 氟胁迫对共培养体系硫氧化活性的影响并不明显。 

采用实时荧光定量  PCR 技术对其培养体系的群落动态进行分析。结果表明，不论是氟胁迫下还是无氟胁迫下， 

L. ferriphilum YSK和 A. caldus S1， 都是群落中的优势种群； 而 A. ferrooxidans ATCC 23270、 S. thermosulfidooxidans 

ST和 A. thiooxidansA01为劣势种群。共培养体系中受氟胁迫影响最大的是 S. thermosulfidooxidans ST，菌体密度 

急剧下降；其次是 A. caldus S1、A. thiooxidansA01和 A. ferrooxidans ATCC 23270，氟胁迫在一定程度上也抑制了 

对它们的生长；而 L. ferriphilum YSK在氟胁迫下的生长非常稳定。 
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Abstract: In order to explore the fluoride tolerance and the community dynamics of mixed bioleaching microorganisms, 

a  co­culture  including  five  typical  bioleaching  strains  (Acidithiobacillus  ferrooxidans  ATCC  23270,  Leptospirillum 

ferriphilum YSK, Sulfobacillus  thermosulfidooxidans ST, Acidithiobacills  thiooxidans A01, Acidithiobacills  caldus S1) 

was  constructed.  The  results  show  that  the  growth  of  the  co­culture  is  inhibited by fluoride  stress,  and  the  co­culture 

keeps the stable cell density at high fluoride stress. The sulfur activity of the co­culture is not affected by fluoride stress. 

Microbial community dynamics of  the co­culture was analyzed by real­time fluorescent quantitative PCR technology. 

The  results  show  that  L.  ferriphilum  YSK  and  A.  caldus  S1  are  always  the  dominant  species  at  fluoride  stress  or 

non­stress, while the minor is A. ferrooxidans ATCC 23270, S. thermosulfidooxidans ST and A. thiooxidans A01. Besides, 
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S.  thermosulfidooxidans ST  is  inhibited most  obviously  in  the  co­culture  at  fluoride  stress,  secondly A.  caldus S1,  A. 
thiooxidansA01 and A. ferrooxidansATCC 23270, while the L. ferriphilum YSK still maintains a very stable growth. 
Key words: bioleaching microorganisms; co­culture; fluoride tolerance; community dynamics 

生物冶金技术适用于处理低品位铀矿及其尾矿， 

然而氟对微生物的生长具有很强的抑制或杀死作用， 

高氟铀矿石的微生物浸出一直是一个难题。据报道， 

高氟铀矿石的微生物堆浸尾液中的氟浓度达到  2~4 
g/L [1] ，这对浸矿微生物的耐氟能力是一个严峻的挑 

战，因此，研究微生物对氟的耐受性机制具有极其重 

要的理论和实践意义。 

浸矿微生物主要是一些嗜酸性微生物，在这些微 

生物中，既有一些利用铁、硫的氧化代谢来获得生长 

发育所需能量的自养菌，又包括一些能够利用有机物 

质的异养菌，这些微生物在浸矿系统中相互作用，共 

同维持着体系的碳、氮、铁和硫的物质循环 [2−3] 。大量 

研究 [4−10] 表明，在生物浸矿过程中，嗜酸硫氧化细菌 

与铁氧化细菌的混合培养物在硫化矿的浸出过程中浸 

出速率比单独使用某种细菌时的浸出速率显著提高。 
DOPSON  等 [9] 通过将  Acidithiobacillus  caldus  与 
Sulfobacillus  thermosulfidooxidans 在含砷黄铁矿中混 

合浸矿，发现其浸矿速率比单独使用其中一种时明显 

提高，并推测其机理为 Acidithiobacillus caldus能利用 

附着在矿物表明的固体硫，从而浸矿细菌能接触到矿 

物并起作用。 OKIBE等 [10] 研究了 7种细菌和 1种古菌 

种的组合，最有效的浸出系统是  A.  caldus、 
Leptospirllum  sp.  MT6和 Ferroplasma  sp.  MT17的组 

合。大量研究 [4−11] 表明，当多种不同特性的酸性浸矿菌 

株混合使用时，各菌株对铁离子、硫元素及其他金属 

离子的不同作用方式使混合菌株具有优势互补作用。 

另一方面，微生物在浸矿过程中常会遭遇高浓度 

重金属离子、阴离子等不利环境，但迄今为止，很少 

有关于混合浸矿微生物在不同环境胁迫下的耐受能力 

和生存维持能力的相关研究报道，大部分关于浸矿微 

生物耐受性的报道还停留在对单一浸矿细菌的研究 

上，研究表明 [12−16] ，微生物耐受性优劣除了与微生物 

生长环境的化学因素有关外，更重要的是由微生物本 

身的生理结构与遗传特性决定的。然而，混合浸矿微 

生物应对环境胁迫的耐受能力还有待进一步研究。 

为了研究混合浸矿微生物的耐氟特性，本文作者 

有效地构建一个浸矿微生物共培养体系，并考虑到其 

多样性和稳定性，选取如下 3 类典型的浸矿微生物： 
1)  嗜酸氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacills  ferrooxidans) 
和 嗜 热 硫 氧 化 硫 化 杆 菌  (Sulfobacillus 
thermosulfidooxidans)，既有硫氧化能力又有铁氧化能 

力，最适生长温度分别为 30和 45℃；2) 嗜铁钩端螺 

旋菌(Leptospirillum  ferriphilum)，该类细菌是铁氧化 

菌，只能氧化亚铁，铁离子耐受度高，最适生长温度 

为  40  ℃； 3)  嗜酸氧化硫硫杆菌 (Acidithiobacills 
thiooxidans) 和 喜 温 嗜 酸 硫 杆 菌  (Acidithiobacills 
caldus)，该类细菌为硫氧化菌，能以单质硫和还原性 

硫化合物(硫化物、亚硫酸盐、硫代硫酸盐及各种连多 

硫酸盐等)作为能源物质进行专性或兼性化能自养生 

长。为了研究混合浸矿微生物的耐氟特性，本文作者 

构建了上述 5 株铁硫氧化细菌的共培养体系，并研究 

该共培养体系在不同氟胁迫下的生长速率及铁、硫氧 

化速率， 进一步应用实时荧光定量 PCR技术检测该共 

培养体系在氟胁迫下的群落动态规律。 

实 时 荧 光 定 量  PCR(Real  time  fluorescent 
quantitative PCR， FQ­PCR)技术是在 PCR 技术基础上 

发展起来的一种高度灵敏的核酸定量技术。它是在 
PCR 反应体系中加入荧光基团， 利用荧光信号来实时 

监测整个  PCR 进程，最后通过所测基因的标准曲线 

对未知模板浓度进行定量分析，可通过微生物的  16S 
rDNA、gyrB 等管家基因作为分子标尺来精确定量微 

生物种群数量 [17−18] 。 

1  实验 

1.1  共培养体系的构成与培养条件 

本研究中所用的  5 株浸矿细菌(Acidithiobacillus 
ferrooxidans  ATCC  23270,  Leptospirillum  ferriphilum 
YSK,  Sulfobacillus  thermosulfidooxidans  ST, 
Acidithiobacills thiooxidans A01, Acidithiobacills caldus 
S1)的分离与培养参照文献[19]。将上述浸矿细菌等量 

混合组成，每株细菌的接种量为 6×10 5 cell/mL。培养 

基为 9K基本盐， 加入 44.7 g/L FeSO4∙7H2O和 10.0 g/L 
单质硫作为能源物质，培养温度为 40 ℃，培养基 pH 
值为 1.8，摇床转速为 175 r/min。 

1.2  共培养体系的氟胁迫处理 

细菌总量到对数生长前期时，用 20 g/L NaF溶液 

来胁迫处理细菌，调节菌液的氟浓度分别为 2.4、4.8、 
7.2、9.6和 12 mmol/L，分别测定生长曲线；氟胁迫处 

理的时间为共培养体系总菌量的生长对数期(30 h)。
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1.3  细菌生长测定与铁、硫氧化速率检测 

应用血细胞计数板计数来检测共培养体系的总菌 

量变化，进而通过 Real­time  PCR 技术来定量各个菌 

株的生长变化。铁氧化速率通过重铬酸钾滴定 Fe 2+ 浓 

度来测定，硫氧化速率通过测定  pH 值来间接反映。 

根据不同细菌的生长周期合理取样，检测细胞个数与 

铁、硫氧化速率。应用数据制图分析软件  Origin  8.0 
分析数据，得到共培养体系的总生长曲线与铁、硫氧 

化速率曲线。 

1.4  细菌收集与基因组 DNA的提取和纯化 

根据细菌浓度取 30~200 mL菌液，用滤纸过滤， 
12000 g离心收集菌体后，用 pH值 2.0的稀硫酸洗涤 

菌体。后续的 DNA提取与纯化采用 TIANamp细菌基 

因组  DNA 提取试剂盒，按照其说明进行操作。提取 

的基因组  DNA 采用  1%的琼脂糖凝胶电泳检测其质 

量，并采用 NanoDrop®  ND−1000 微量分光光度计检 

测其浓度及纯度。 

1.5  特异性引物的设计与检测 

采用“Primer  Premier  5.0”软件针对所用的 5株 

浸矿细菌设计 gyrB基因的特异性引物， 然后由上海生 

工生物公司合成。各株细菌的特异性引物序列及相关 

信息如表 1所列。 

每对引物都要通过严格的检测来验证其特异性。 

以 5 株纯菌的基因组 DNA 依次作为模板，将所设计 

的每一对特异性引物来PCR扩增的 gyrB特异性片段， 

用溴乙锭染色的  2%琼脂糖凝胶电泳，观察片段的大 

小以及特异性情况，保证对应的引物扩增对应的模板 

得到准确的目标产物。并切取凝胶上的特异性片段， 

经克隆后，送上海生工生物公司进行序列分析，并将 

测得的序列与目的片段进行比对， 保证目的 gyrB片段 

的准确性。 

1.6  Real­time PCR检测 
1.6.1  建立标准曲线 

每株菌的 gyrB基因PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电 

泳分离，切胶回收，经  DNA  凝胶回收试剂盒 
(E.Z.N.A. TM Gel Extraction Kit, Omega)纯化， 根据每株 

菌的 gyrB 基因 PCR 产物长度及其浓度初步计算其拷 

贝数。将获得的 PCR 产物按 10 倍梯度稀释，作为阳 

性定量标准模板，用于 Real­time  PCR 反应条件的优 

化、标准曲线的建立和样品的检测。同时，将  DNA 
样品稀释成 100 ng/μL左右， Real­time PCR检测待用， 

因为浓度过高会减低其精确度。 
1.6.2  配置反应体系 

准备 Real­time PCR专用的 96孔板，加入反应物 
(25 μL)：iQ SYBR Green Supermix (Toyobo Co., LTD., 
Osaka, Japan) 12.5 μL、 正反向引物各0.5 μL、 待测DNA 
5 μL，补充 ddH2O 6.5 μL。每个样品检测 3次，同时 

设置 3个阴性对照样。 
1.6.3  设置程序，收集数据 

Real­time  PCR 所用仪器为  iCycler  iQ  detection 
system (Bio­Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)。其 

反应程序如下：95 ℃预变性 3  min；然后 95 ℃解链 
15 s，在退火温度(见表 1)下引物退火 15 s，72℃延伸 
20 s， 共 40个循环； 在循环结束后， 95℃ 1 min， 55℃ 
1  min，最后进行 PCR 产物溶解曲线的检测，反应温 

度从 55℃逐渐上升到 95℃，每增加 0.5℃保持 10 s。 

由溶解曲线判别 PCR扩增产物的特异性情况， 根据荧 

表 1  所用 5株浸矿细菌的特异性引物信息 

Table 1  Primers information specified for five bioleaching strains 

Strain  Gene  Primer sequence (5′­3′) 
Amplicon 
length/bp 

Annealing 
temperature/℃ 

CGGTGTCTCGGTAGTGAA 
A. ferrooxidansATCC 23270  gyrB 

GGGTTTGAAGCGGATAGT 
160  55 

GAAAACACTTGAGGACGG 
L. ferriphilum YSK  gyrB 

CGGATAAAACGGTTGATT 
168  56 

CGGACGTTCCATCCAATT 
S. thermosulfidooxidans ST  gyrB 

ATGCGTGCGGATCGTATT 
199  60 

TGGAACATCTCAATCCGCAGTA 
A. thiooxidansA01  gyrB 

CCAGCACCCGTTTCGTTA 
131  60 

CGGCAMGAACGTATCSGCT 
A. caldus S1  gyrB 

GGCCCTGATTCASGTCGC 
216  56



第 24 卷第 6 期 李 乾，等：浸矿微生物共培养体系的耐氟特性及其在氟胁迫下的群落动态分析  1681 

光曲线的 Ct 值(荧光信号达到设定阈值所需循环数)以 

及标准曲线计算种群数量。然后应用数据制图分析软 

件 Origin  8.0 绘制曲线，得到细菌种群的动态变化曲 

线。 

2  结果与讨论 

2.1  引物特异性检测分析 

采用将所设计的每对特异性引物来对所用 5 株纯 

菌的基因组DNA依次进行 PCR扩增， PCR产物经 2% 
的琼脂糖凝胶电泳检测，发现对应的引物恰好能扩增 

对应的模板 DNA，并且 PCR 产物均是一条片段，片 

段的长度也与所设计的相一致，再将测序结果与待扩 

增的  DNA 片段序列进行比对，结果表明，获得了准 

确的目标基因片段，而且具有良好的特异性。 

Real­time PCR扩增反应完成后， 通过逐步增加温 

度同时监测每一步的荧光信号来产生溶解曲线，随着 

反应中双链 DNA变性，荧光染料又回复到游离状态， 

导致荧光信号降低。因此，以荧光信号改变的负的一 

次导数(纵坐标，−dRfu)对反应温度(横坐标，t)作图， 

得图 1。由图 1 可见，在扩增产物的溶解温度上有一 

特征峰(tm，DNA 双链解链 50%的温度)，且均呈单峰 

带，表明无非特异性产物或引物二聚体区产生，从而 

再次验证了引物的特异性。 

2.2  共培养体系的耐氟性状分析 

图 2 所示为所构建的共培养体系在不同浓度氟胁 

迫下的生长曲线。由图 2可知，在不同浓度氟的胁迫 

下，该共培养体系的生长繁殖也受到了不同程度的抑 

制。当培养环境的氟浓度为 2.4 mmol/L时，共培养体 

系的菌体密度出现了较为明显的下降，最大菌体密度 

图 1  所用5株浸矿细菌的Real­time PCR产物 

溶解曲线 

Fig. 1  Melt  curves of Real­time PCR products 

of  five  strains  in  this  study:  (a)  A.  ferrooxidans 

ATCC  23270;  (b)  L.  ferriphilum  YSK;  (c)  S. 

thermosulfidooxidans  ST;  (d)  A.  thiooxidans 

A01; (e) A. caldus S1
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图  2  所构建的共培养体系在不同浓度氟胁迫下的生长曲 

线

Fig.  2  Growth  curves  of  co­culture  at  different  fluoride 

stresses 

比无胁迫条件下的低  2.0×10 7  cell/mL 左右；当  4.8 
mmol/L 的氟胁迫时与 2.4  mmol/L 氟胁迫时的情况比 

较相似，只是菌体密度抑制得更明显一些，其最大菌 

体密度比无胁迫条件下的低 5.8×10 7 cell/mL左右； 当 

培养基中氟浓度升高到 7.2~12  mmol/L时，共培养体 

系出现了明显的生长延滞，但是并没发现菌体密度明 

显下降的现象，处于较为平稳的生长状态，这也是共 

培养体系相比纯培养细菌体现出的一些优势，因为纯 

培养细菌在氟浓度较高的情况下都出现了一定程度的 

细胞裂解的现象。上述结果说明，氟胁迫在一定程度 

上抑制了该共培养体系的生长繁殖，但对于高浓度的 

氟胁迫共培养体系表现出了较为稳定的生长(见图 2)。 

但是，该共培养体系在高浓度的氟胁迫下铁氧化 

速率抑制较为明显(见图 3)。 如图3所示， 在 2.4 mmol/L 
氟胁迫下，其铁氧化速率有所减缓，铁完全氧化时间 

延长了 18 h左右；当 4.8 mmol/L氟胁迫时，其铁氧化 

速率减缓很明显，铁完全氧化时间延长了 30 h左右； 

当 7.2 mmol/L氟胁迫时，亚铁已难以被完全氧化，当 

氟胁迫浓度高于 9.6 mmol/L时，其铁氧化速率几乎停 

滞。单从铁氧化速率来说，共培养体系不如单一的铁 

氧化细菌 [19] ，这可能是因为共培养体系的能源选择更 

多，不只有亚铁，还有硫作为能源，也许更多的细菌 

在利用硫来生长。 

研究表明，单一的硫氧化细菌在氟的胁迫下培养 

基 pH 值的下降速率明显减慢甚至停滞 [19] ，而共培养 

体系不同，如图 4所示，共培养体系在不同浓度的氟 

胁迫下，pH值下降的趋势与无胁迫时的基本一致，因 

为  pH 值的下降主要是硫被氧化为硫酸导致的，因此 

共培养体系的硫氧化速率并没有受到明显的抑制。需 

图  3  所构建的共培养体系在不同浓度氟胁迫下的铁氧化 

速率 

Fig.  3  Iron  oxidation  rate  of  co­culture  at  different  fluoride 

stresses 

图  4  所构建的共培养体系在不同浓度氟胁迫下的  pH 值 

变化 
Fig.  4  Variation  of  pH  value  of  co­culture  at  different 
fluoride stresses 

说明的是，在加氟的瞬间，pH值有稍许的增大，但这 

是 NaF溶液部分水解呈弱碱性所造成的，并不是因为 

硫氧化活性被抑制了，更加说明共培养对硫氧化能力 

保持的稳定性。 

综上所述，该共培养体系能耐受更高浓度的氟胁 

迫，虽然其铁氧化速率不如单一的铁氧化细菌，但是 

其硫氧化速率的保持能力得到明显增强。 

2.3  氟胁迫前后共培养体系的群落动态变化 

为了探明氟胁迫对该共培养体系种群结构及其 

动态的影响，对比分析了无氟胁迫和 4.8  mmol/L 氟 

胁迫下该共培养体系的群落动态(见图 5 和 6)。由图 
5 和 6 可知， 不管是无氟胁迫下还是 4.8 mmol/L氟胁
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图 5  所构建的共培养体系在无氟胁迫下的群落动态 

Fig.  5  Microbial  community  dynamics  of  co­culture  at 

non­fluoride stress (ρ is bacteria density) 

图  6  所构建的共培养体系在 4.8  mmol/L 氟胁迫后的群落 

动态 

Fig.  6  Microbial  community  dynamics  of  co­culture  at  4.8 

mmol/L fluoride stress 

迫下，L. ferriphilum YSK和 A. caldus S1，都是群落中 

的优势种群；而  A.  ferrooxidans  ATCC  23270、S. 
thermosulfidooxidans  ST和 A.  thiooxidans  A01也都是 

群落中的劣势种群，且 A. ferrooxidansATCC 23270的 

菌体密度最低。产生这种现象的主要原因可能是培养 

温度 40℃最为接近 L. ferriphilum YSK和 A. caldus S1 
的最适生长温度，单一的培养条件不利于保持群落的 

多样性。 

比较分析无氟胁迫和 4.8 mmol/L氟胁迫的群落动 

态，发现共培养体系中受氟胁迫影响最大的是  S. 
thermosulfidooxidans ST，菌体密度直线下降，58 h 时 

无氟胁迫条件下菌体密度为  1.16×10 5  cell/mL，而同 

期氟胁迫条件下为2.24×10 2 cell/mL， 下降了516.8倍； 

到  70  h  时，无氟胁迫条件下菌体密度为  2.5×10 5 

cell/mL，而同期氟胁迫条件下菌体密度为  3.78×10 1 

cell/mL，下降到原菌密度的 1/6613。其次是 A. caldus 
S1、A. thiooxidansA01、A. ferrooxidans ATCC 23270， 

氟胁迫在一定程度上也抑制了它们的生长。58 h 时， 
A.  caldus  S1  在无氟胁迫条件下的菌体密度为 
7.87×10 7  cell/mL，而同期氟胁迫条件下为  4.05×10 7 

cell/mL， 下降到原菌密度的 1/1.94； 同时 A. thiooxidans 
A01  的菌 体密度下降到 原菌密度 的  1/1.72 ， 
A.  ferrooxidans  ATCC  23270  的下降到原菌密度的 
1/1.6。有意思的是，L. ferriphilum YSK生长基本保持 

稳定，并没有受到氟胁迫的影响。 

3  结论 

1)  氟胁迫在一定程度上抑制了该共培养体系的 

生长繁殖，对于高浓度的氟胁迫共培养体系也保持较 

为平稳的生长延滞状态。单就铁氧化活性来说，共培 

养体系不如单一的铁氧化细菌。 对于硫氧化活性来说， 

单一的硫氧化细菌在氟胁迫时硫氧化活性基本消失， 

而共培养体系硫氧化活性受到的影响并不明显。 

2) 群落动态分析表明， 不论是氟胁迫下还是无氟 

胁迫下，L. ferriphilum YSK和 A. caldus S1都是群落 

中的优势种群；而  A.  ferrooxidans  ATCC  23270、S. 
thermosulfidooxidans  ST和 A.  thiooxidans  A01为劣势 

种群。共培养体系中受氟胁迫影响最大的是  S. 
thermosulfidooxidans ST，菌体密度急剧下降；其次是 
A.  caldus  S1、A.  thiooxidans  A01 和  A.  ferrooxidans 
ATCC 23270， 氟胁迫在一定程度上也抑制了它们的生 

长；然而，L. ferriphilum YSK在氟胁迫下保持非常稳 

定的生长。 
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