
第 卷第 期            中国有色金属学报            年 月25 6                      2015 6  
Volume 25 Number 6                       The Chinese Journal of Nonferrous Metals                        June 2015 

文章编号：1004-0609(2015)06-1687-07 
 

生物浸出过程中的藻酸盐作用及其 
机理的研究进展 

 
余润兰 1, 2，刘亚楠 1, 2，周  丹 1, 2，彭堂见 1, 2，刘学端 1, 2，顾帼华 1, 2，邱冠周 1, 2，曾伟民 1, 2 

 
(1. 中南大学 资源加工与生物工程学院，长沙 410083； 

2.  中南大学 生物冶金教育部重点实验室，长沙 410083) 

 
摘  要：综述微生物胞外多聚物的关键组分−藻酸盐的合成途径、结构特征和作用机制，尤其分析了其在生物浸

出过程中可能的作用机理；描述了研究藻酸盐的方法和技术手段，包括藻酸盐的提取及成分分析方法、藻酸盐相

关合成基因的定量分析方法以及藻酸盐的原位观察和检测方法。这些都将为研究生物浸出过程中藻酸盐的结构及

其作用机理提供非常重要的理论依据和方法支撑。 
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Abstract: The key components of microorganisms extracellular polymers alginate synthesis pathway, structure 
characteristics and action mechanism, especially, the potential mechanism in the process of biological leaching were 
summarized. Then, the research methods and technical means of alginate, including the extraction and composition 
analysis method, the quantitative analysis method of genes related to alginate synthesis and in situ observation and test 
methods of alginate, were described. All of these will provide important theoretical basis and method support for the 
structure and action mechanism of alginate. 
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随着人类环境保护意识的加强，微生物冶金作为

一种绿色工艺，备受关注。我国资源短缺，加上开发

过度，形成了富矿少、贫矿多、矿石复杂资源难回收

的局面。生物湿法冶金技术具有工艺成本低、污染小，

能有效开发低品位、难处理矿产资源的特点，因而，

成为当今冶金领域研究的热点[1]。生物湿法冶金是指

利用浸矿微生物(细菌、古菌和真菌)将矿石中的有价

金属离子溶解到浸出液中的过程，能够有效地处理各

种低品位矿石[2]。目前，生物湿法冶金技术主要应用

于黄铁矿、黄铜矿、砷黄铁矿等难处理硫化矿，浸矿

微生物的研究主要集中在嗜酸氧化硫硫杆菌、嗜酸氧

化亚铁硫杆菌、氧化亚铁钩端螺菌等硫化矿物浸矿  
菌[3]。该技术具有较多显著的优点，如流程短、成本

低、环境友好和污染低等。因此，生物湿法冶金已广 
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泛应用于国内外各大矿山，如江西德兴铜矿、福建紫

金山矿业等。据报道，截止到 21 世纪初，全世界约

21%的铜产量是由生物湿法冶金所得[4]。 
微生物胞外多聚物(EPS)是生物冶金基础研究领

域的热点，在微生物与矿物的吸附过程以及微生物对

矿物氧化溶解过程中有重要的作用。但是，目前关于

生物冶金领域EPS的研究仍然局限在对EPS提取方法

探讨和组成成分分析等方面，而对其中关键组分的作

用及其机理研究较少，不利于 EPS 在生物冶金过程中

作用机制的阐明，阻碍了生物冶金目前该方面的研究

理论深层次的发展。 
胞外多糖是 EPS 的重要组成成分，普遍存在于各

种环境下形成的生物膜中，以杂多糖为主，且多属聚

阴离子性多糖，相对分子量一般为 0.5×106~2×106，

本文作者所在课题组前期研究发现，中等嗜热浸矿微

生物浸出黄铜矿过程中胞外多糖主要有鼠李糖、海藻

糖、木糖、甘露糖、葡萄糖、糖醛酸(藻酸盐的主要成

分)[5](见表 1)。RYDER 等[6]认为主要的胞外多糖包括

藻酸盐、生物膜胞外基质多聚糖(Psl)和与菌膜和生物

膜形成相关的胞外多糖(Pel)等。在菌株分泌 EPS初期，

藻酸盐的含量较高，对菌株吸附到载体表面起重要作

用。随着 EPS 分泌量的增加和生物膜的形成，藻酸盐

和一些胞外蛋白类物质共同组成生物膜的网状骨架，

维持生物膜的机械稳定性[7]。另外，由于胞外多糖藻

酸盐中含有较多糖醛酸成分，易于吸附或结合环境中

的 Fe3+、Zn2+、Cd2+、Mn4+等金属离子，从而为细胞

提供微量元素，保证细胞的持续生长与功能活性。生

物冶金过程中，SAN 等[8]猜测矿物的溶解主要依赖于

矿物表面富集的大量 Fe3+，而这些 Fe3+可能就是通过

藻酸盐中的糖醛酸成分结合而来。 
综上所述，藻酸盐是胞外多聚物中重要组分之一。

不仅在构成生物膜骨架，维持生物膜结构方面发挥重

要作用，而且藻酸盐中的糖醛酸能够吸附金属离子，

其研究能够促进胞外多聚物的深入研究，进一步促进

浸矿机理的说明。 
 

1  藻酸盐的合成途径及作用机制 
 
1.1  藻酸盐的发现及结构 

藻酸盐是一类物质的总称，可以分为细菌产生的

细菌藻酸盐和藻类产生的海藻酸盐。GORIN等[9]于

1966 年报道了从土壤中分离的棕色固氮菌能够产生

细菌藻酸盐，同年，LINKER等[10]从自然生境中分离

得到多株能够产生细菌藻酸盐的铜绿假单胞菌菌株。

1992 年，BRUUS等[11]认为细菌藻酸盐有利于活性污

泥絮体的形成，而林跃梅[12]对好氧颗粒污泥中的细菌

藻酸盐进行提取、鉴定和深入研究，确定好氧颗粒污

泥的多糖骨架，揭示颗粒污泥形成的必要条件。而在

生物冶金领域，关于细菌藻酸盐在胞外多聚物中所发

挥作用的报道甚少。 
细菌藻酸盐和海藻酸盐具有相同的基本结构，是

由 β-D-甘露糖醛酸(M)和 α-L-古洛糖醛酸(G)为单体随

机聚合形成的线性高分子聚合物，其一级结构受不同

来源决定。其基石结构有 3 种：1) 完全由 β-D-甘露糖

醛酸按照 β-(1→4)键结合的 M-M 型；2) 完全由 α-L- 
 

表 1  中等嗜热浸矿微生物浸出黄铜矿过程中矿物表面 EPS 的成分和含量[5] 

Table 1  EPS components and contents in ore residue during bioleaching of chalcopyrite concentrate by mixed culture of 

moderately thermophilic microorganisms[5] 

EPS component Constituent 
Mass fraction/10−3 

1st 3rd 8th 16th 24th 

Protein Total 0.4 3.1 7.5 7.6 6.8 

Sugar 

Total 6.1 26.2 36.5 43.8 38.6 

Rhamnose 1.2 5.4 6.1 8.9 7.0 

Fucose 2.0 7.9 11.4 13.8 12.0 

Xylose 0.4 1.5 2.5 2.8 2.2 

Mannose 0.4 1.2 2.1 2.6 2.0 

Glucose 1.8 7.5 10.5 12.9 12.2 

Uronic acids 0.3 2.7 3.9 2.8 3.2 

Fatty acid Total 3.2 17.0 25.5 24.7 27.4 

Ferric ion  0.1 0.6 1.7 0.8 0.3 

Total EPS  9.6 43.8 63.2 68.8 65.9  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0043135492901592
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古洛糖醛酸按 α-(1→4)键结合的 G-G 型；3) 由 β-D-
甘露糖醛酸和 α-L-古洛糖醛酸混合交替结合的 G-M
型，如图 1 所示。细菌藻酸盐是一种乙酰化的线性多

糖，在 C2C3 羟基上被不同程度地乙酰化，乙酰化的

程度随着菌株和生长条件的不同而改变。藻酸盐及生

物膜的激光共聚焦扫描电镜图[13]如图 2 所示，其中，

SYTO 9 是一种绿色荧光染料，能够对革兰氏阳性细

菌和革兰氏阴性细菌的活细胞和死细胞进行染色，最

大激发光波长 488 nm，最大散射光波长 522 nm。标

记荧光素四甲基异硫氰酸罗丹明(TRITC)最大吸收光

谱 550 nm，最大发射光谱为 600~620 nm，能与蛋白

质结合。 
 

 
图 1  藻酸盐单体和基石的结构[12] 

Fig. 1  Structures of alginates monomers and blocks[12] 
 

 
图 2  激光共聚焦扫描电镜 Z 系列下观察到的生物膜结构[13] 

Fig. 2  Z series projections of ungrazed (left side of dotted line 

in image) and grazed (right side) areas of biofilm visualized by 

CLSM[13] (Far red image of algal autofluorescence (647 nm ex); 

Green image of nucleic acid stained bacteria labeled by SYTO 

9; Red channel image of TRITC conjugated lectin labeled 

polymer (588 nm ex, 605/32 nm em)) 
 
1.2  藻酸盐的作用 

目前，藻酸盐已经成为一种重要的工业化生产的

微生物多糖，它最初的作用是在肺炎致病菌如铜绿假

单胞菌菌株中发现，具体包含以下几点： 
1) 加强细菌对固体表面的粘附。在 Ca2+等金属离

子的诱导作用下，产生的细菌藻酸盐发生分子自组装，

随浓度的增加具有形成大的网状聚集体的趋势，作为

生物膜的主要结构成分，使微菌落镶嵌其间。并可通

过与细菌细胞膜作用而附着在细菌表面。已发生聚集

的藻酸盐还可通过相互之间的短程作用力(如氢键)进
一步组装，形成粒径更大的聚集体，成为细菌细胞黏

附的重要介质[12]。 
2) 作为一保护屏障，保护细菌避免与抗生素和免

疫攻击物接触，提高菌种抗性。医学领域中，铜绿假

单胞菌分泌的高分子量的藻酸是造成患囊性纤维化病

人肺感染的原因。藻酸包裹着菌体附着在肺表面，形

成一道牢固的屏障阻止抗微生物药物的穿透。只有使

用藻酸盐裂合酶将藻酸解聚，才能对病人进行治疗。

ALKAWASH 等 [14]研究铜绿假单胞菌(Pseudomonas 
aeruginosa)时还发现， 当 EPS 中藻酸盐含量较高时，

该菌对抗生素类杀菌剂的抗性增强。当采用藻酸盐裂

解酶处理该菌 EPS 后，该菌的抗性急剧下降，说明

EPS 中藻酸盐在提高菌种抗性方面也起到了重要作

用。 
随着研究的深入，研究人员发现藻酸盐的每一个

糖醛酸残基中都有带电基团—COO−[12]。藻酸盐分子

含有 M-M、G-G 和 G-M 链段，各链段与金属的结合

能力主要取决于分子的立体化学结构及金属离子的半

径和所带的电荷。G-G 嵌段相邻糖单元的羧基和糖苷

键氧以及羟基氧在主链的同侧，形成具有蛋壳形状的

空穴，非常适合金属离子的嵌入。这一发现为矿物生

物氧化机制的研究奠定了重要理论基础。 
在生物冶金基础理论研究中，人们开始注重对浸

矿菌藻酸盐中的糖醛酸成分的研究。SAND 等[15]指 
出，生物浸出的过程就是界面作用的结果，由糖醛酸

富集溶液中的 Fe3+，在矿物表面和细菌之间形成的微

氧化空间中氧化溶解矿物。比较在 FeSO4溶液中与黄

铁矿中生长的细菌所产生的胞外聚合物数量，在黄铁

矿中生长的细菌所产生的胞外聚合物的数量大约为

FeSO4 溶液中的 3 倍，但二者的胞外聚合物的成分是

相似的，均存在有 Fe3+、糖醛酸以及中性多糖，且 Fe3+

与糖醛酸的物质的量的比为 1:2[16] 。 2003 年， 
KINZLERA 等[17]指出，由亚铁或黄铁矿培养的铁氧

化菌中，胞外聚合物中的糖醛酸成分普遍存在，而

在硫培养的硫氧化菌菌种中，却不存在糖醛酸成分。

而在 2006 年，HAMEIT 等 [18]对 A. ferrooxidans, 
Acidithiobacillus thiooxidans 和 Leptospirillum 
ferrooxidans 的 EPS 组成进行化学分析，发现它们均

含糖醛酸。但组成因菌株和生长基质不同而有很大差

异。分析 3 种菌发现，由亚铁或黄铁矿培养的铁氧化

菌 A. ferrooxidans,L.ferrooxidans 的 EPS 中能检测到三

价铁离子，而 A. thiooxidans 的 EPS 中检测不到。 
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1.3  藻酸盐的生物合成途径 
PINDAR 等[19]测定了棕色固氮菌生物合成细菌藻

酸盐所必需的酶，这些酶包括葡糖激酶、果糖激酶、

磷酸甘露糖异构酶、GDP-甘露糖焦磷酸化酶和 GDP-
甘露糖脱氢酶。在此基础上，结合海藻酸盐生物合成

途径，提出了棕色固氮菌细菌藻酸盐的生物合成途径，

藻酸盐的生物合成是由果糖-6-磷酸开始的。 
MAY 等[20]进一步说明了藻酸盐的生物合成途径，

绘制了细菌藻酸盐基因簇的遗传图谱，并探究藻酸盐

合成过程中涉及的分子和酶的作用，基因表达调控和

环境因素的影响。 
LYNN 等[21]分别用含有放射性同位素 14C 标记葡

萄糖，认为合成细菌藻酸盐过程中 E-D 途径起着重要

作用。ANDERSON 等[22]用含有放射性同位素 14C 标

记的[1-14C]果糖和[6-14C]果糖分别作为唯一碳源，培

养棕色固氮菌 SM52B 生产细菌藻酸盐，结果来自

[1-14C]果糖和[6-14C]果糖的放射性同位素 14C 均大量

进入细菌藻酸盐中。ANDERSON 等[22]认为细菌藻酸

盐的大量产生，主要是由果糖以完整己糖单位的形式

聚合而成的。 
综上所述，胞外多聚物中的藻酸盐的合成途径如

图 3 所示。藻酸盐的合成始于果糖-6-磷酸(F6P)，在磷

酸甘露糖异构酶 (PMI)作用下生成甘露糖 -6-磷酸

(M6P)，然后在磷酸甘露糖酶(PMM)作用下生成甘露

糖-1-磷酸(M1P)， 进一步在 GDP-甘露糖焦磷酸化酶

(GMP)、GDP-甘露糖脱氢酶(GMD)作用下生成 GDP-
甘露糖(GDPM)和 GDP-甘露糖醛酸(GDPMA)。图 3
中箭头 1234 分别代表聚合、乙酰化、输出和差向异构

化。GDP-甘露糖醛酸被糖基载体脂即十一聚类异戊二

烯醇磷酸脂运往胞外，先合成聚甘露糖醛酸。然后在

胞 外聚甘露糖醛酸 C-5-差向异构酶的作用下将聚甘

露糖醛酸中的甘露糖醛酸部分异构化，转化为古洛糖

醛酸残基[23]。该酶的活性需要激活剂 Ca2+。提高培养

基中的 Ca2+浓度，可增加胞外多糖中古洛糖醛酸的含

量。位于图 3 中方框上端的是编码各种酶的基因，其

中基因 algA 编码 PMI 和 GMP 两种酶。 

 

2  研究藻酸盐的关键技术与手段 
 
2.1  藻酸盐的提取及分析方法 

微生物胞外多聚物中藻酸盐的提取方法主要包括

物理提取法和化学试剂法。物理提取法主要是利用各

种外力如重力、离心力增加成分在溶液中的溶解度，

如超声波法、高速离心法。化学试剂法是利用离子或

分子的作用使成分可溶性增加，如 NaOH 法、EDTA
法。1966 年，LINKE 等[10]首次发现假单胞菌多糖的

藻酸盐，其组成与海藻多糖类似，他采用纸层析、红

外光谱法等提取和分离藻酸盐成分，然后用咔唑比色

法分析糖醛酸含量，苯酚硫酸法分析多糖含量。

KASHEF 等[24]也介绍了铜绿假单胞菌中藻酸盐提取

的方法，以及成分的化学分析。王琳等[25]为探寻细菌

藻酸盐对好氧污泥颗粒化的作用，借鉴海藻酸盐的提

取方法， 对好氧颗粒污泥中的细菌藻酸盐提取和鉴

定。提取物鉴别反应如下：1%提取物溶液中加 CaCl2

溶液产生冻胶状的沉淀；加饱和硫酸铵溶液不产生沉

淀；加稀硫酸产生冻胶状的沉淀；加酸式硫酸铁溶液

显樱桃红色；加间苯三酚−盐酸试液显红紫色。当鉴

别反应均呈阳性时，根据 FAO 的鉴定标准，可以判断

提取物为藻酸盐。而接种污泥中不含褐藻，因此该藻

酸盐由细菌产生。此法也可应用于浸矿菌提取的藻酸

盐的鉴定。本文作者课题组前期采用玻璃珠振荡、超

声波等方法提取了生物浸出过程中的矿物表面的胞外

多聚物，经过 GC-MS 等方法分析了其中藻酸盐的主

要成分糖醛酸的含量及其随生物浸出的变化情况，为

研究胞外多聚物在生物浸出过程中的作用提供了重要

理论基础[5, 26−27]。 
 
2.2  藻酸盐相关基因的定量研究方法 

有关藻酸盐的基因定量表达研究可采取以下几种

手段： 
1) 实时荧光定量 PCR(Real time polymerase chain 

 

 
图 3  藻酸盐生物合成途径[20] 

Fig. 3  Biosynthesis pathway of alginate[20] 
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reaction, RT-PCR)。实时荧光定量是近几年新发展起来

的方法，以 RNA 为模板, 在反转录酶的作用下, 由人

工合成引物介导生成 cDNA 第一链, 以此再作为聚合

酶链反应的模板, 在 TaqDNA 聚合酶作用下, 扩增产

生大量 DNA 片断。RT-PCR 是一种常用的具有很高灵

敏度和特异性的基因表达检测方法[28]。该方法理论上

有一个单拷贝 cDNA 模板即可完成扩增, 因此，它比

较适合作基因表达的定量研究。 
2) 常见的还有 Northern 杂交法。杂交法由

ALWINE 等[29]在 Southern 技术的基础上建立起来的。

是用 DNA 探针来检测特异序列的 RNA。具体的步骤

为首先从要研究的组织或细胞中抽提完整 RNA，然后

将 RNA 变性琼脂糖凝胶电泳分离, 再通过毛细管作

用或负压法装置使 RNA 条带转移到纤维膜上, 进行

必要的处理后，用 32P 标记的 DNA 探针与纤维膜进

行杂交, 在放射自显影情况下可检测出特定的 RNA
条带。这种方法主要是检测特异 mRNA，以分析该基

因的表达情况及 mRNA 的分子大小, 特别是对细胞生

长、分化、发育过程中有关基因的表达。该方法具有

较高的特异性。 
3) S1 核酸酶保护法(S1 nuclease protection)。S1

核酸酶保护法是 BERK 和 SHARP[30]开发的一种新的

实验技术, 其程序是首先将未标记的 RNA 高特异性

活性 32P 标记的 DNA 杂交，然后用核酸内切酶 S1 处

理杂交分子, 在适当的条件下单链核苷酸被水解, 而
杂交双链不受影响。最后，在碱性的琼脂糖凝胶电泳

中可精确地检测出被保护的互补的单链 DNA 的片段

大小，并通过运用一系列的重叠的 DNA 限制片段, 这
个被鉴定出的转录子就可准确定位。与 Northern blot
相比 , 该技术使用了间接的方法来定位和检测

mRNA，主要用于基因表达调控方面的研究，对于详

细地阐述真核细胞基因表达和表达的调节十分重要。 
4) 田余祥等 [31] 用高效毛细管电泳法 (High 

performance capillary electrophoresis, HPCE)用于基因

表达产物的定量分析上，目的是想寻求一种能利用统

计学对基因表达产物进行定量分析比较的方法。 
以上 4 种方法都常用于藻酸盐合成基因的定量表

达研究。其中，RT-PCR 技术由于操作简便、灵敏度

高、重复性好等优点，被广泛地用于基因的差异表达

分析、SNP 检测、等位基因的检测等。Northern 杂交

法主要用于 mRNA 的特异表达检测，而 S1 核酸酶保

护法使用了间接的方法来定位和检测 mRNA，主要用

于基因表达调控方面的研究，它对于分析真核细胞基

因表达和调节十分重要。高效毛细血管法则是针对基

因表达产物的分析。一般来说，基因表达定量分析方

法的选择主要根据实验对象和设备等情况来判断。 
 
2.3  藻酸盐原位观察手段及方法 

近年来，国内外多采用多种电镜组合技术和光谱

学方法研究生物膜，主要包括激光共聚焦显微镜

(CLSM)、拉曼显微镜技术(CRM)、核磁共振光谱技术

(MRI)、环境扫描电镜 (ESEM)、场发射扫描电镜

(FESEM)、原子力显微镜(AFM)和荧光显微镜(EFM)
等。BRIDIER 等[32]提出了一种高通量研究生物膜形成

和结构的方法，将 CLSM 同 96 孔板结合起来，具有

高分辨率，能更清晰地研究生物膜的结构。ZHANG
等[33]采用 CLSM、SEM、AFM 等研究了生物浸出过程

中极端嗜酸古菌 Ferroplasma acidiphilum 在矿物表面

的聚集现象和生物膜的形成，F. acidiphilum 菌能在黄

铁矿表面快速形成生物膜，其细胞的分布、生物膜的

形成以及 EPS 的产量都可较为清晰地观察到。

WAGNER 等[34]利用 CRM 作为 CLSM 的辅助手段，

对生物膜基质进行更为详细的分析。GARNY 等[35]将

共聚焦激光扫描电镜技术与核磁共振光谱技术结合起

来，用于研究生物膜的结构、组成和分子流动性。

BRIDIER 等[36]利用一系列显微镜技术包括 CLSM、

ESEM 和 FESEM 来分析生物膜周围基质的三维空间

排布。不同技术的组合克服了单个技术的限制，使我

们对生物膜结构有了更进一步的认识。 
同时，也可以借鉴这些广泛应用在生物膜和 EPS

上的方法，将它们应用在藻酸盐研究上。LAWRENCE
等[13]利用藻酸盐自发荧光，通过 CLSM 可以较为准

确、特异性地分析 EPS 中藻酸盐的含量，从而为实时

定量分析关键胞外多糖藻酸盐成分奠定了基础。

HENTZER 等[37]研究了藻酸盐过度表达对生物膜结构

和功能的影响，用绿色荧光蛋白(GFP)标记菌株生物

膜，利用 CLSM 观察生物膜形态。DAVIESANDG    
等[38]用激光扫描共聚焦显微镜原位检测藻酸盐操纵

子 algC 转录融合产物 β-半乳糖苷酶基因的表达情况。 
在今后藻酸盐的研究中应结合多种组学技术，从

分子生物学角度探讨其生物作用和形成途径，进一步

了解藻酸盐在细菌与矿物界面中的作用，为提高浸矿

速率、缩短浸矿周期提供理论基础。 
综上所述，藻酸盐是胞外多聚物中的关键组成成

分，通过参考废水处理等领域的藻酸盐研究方法与手

段，分析生物浸出过程中藻酸盐的含量变化、原位分

布、基因表达等情况，从而揭示胞外多聚物关键组分

藻酸盐的作用机理，为阐明微生物浸矿行为奠定基础。 
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3  展望 
 

藻酸盐是胞外多聚物的关键组分，它在维持生物

膜结构和功能方面有重要的作用。随着分子生物学技

术、显微观察技术和光谱技术的不断发展，微生物生

物膜中藻酸盐的微观结构逐步被人们所认识，尤其是

在医学微生物、环境微生物研究等方面，藻酸盐在生

物膜中的作用及其机理逐步被阐明。但是在生物冶金

领域，矿物表面胞外多聚物关键组分如藻酸盐的研究

一直是个盲区，不利于探索矿物生物氧化的微观行为，

较大程度上阻碍了生物冶金理论的发展。未来生物冶

金界面研究方向将是更微观、更深层次地探讨胞外多

聚物组分及其作用机理，如胞外多聚物关键组分藻酸

盐、胞外蛋白、胞外 DNA 等在矿物表面的含量、分

布规律和功能地位。这些将有助于了解生物浸出不同

时期胞外多聚物关键组分的生成情况，结合矿物氧化

中间产物、微生物生态、微生物功能基因表达等方面

的分析，从而更系统地、科学地揭示微生物的浸矿行

为。 
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