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摘  要：从湖北大冶铜矿的铜山口硫化矿矿坑水中分离得到了一株嗜酸兼性异养细菌，暂命名为 DY。该菌株为

革兰氏阴性细菌，短杆状，菌体大小为(0.4±0.1)μm×(1.2±0.2)μm，最适生长温度为 30 ℃，最适初始生长 pH

值为 3.5，能利用葡萄糖、乳糖、蔗糖和单质硫生长，不能利用 FeSO4 进行生长。其系统发育树结果表明，菌株

DY 与 Acidiphilium cryptum(Y18446)位于系统发育树的同一分支中，相似度为 99.69%。黄铜矿(CuFeS2)摇瓶细菌

浸出实验显示，DY 菌株单独浸出黄铜矿的能力较弱，但和嗜酸自养的氧化亚铁硫杆菌 ATCC 23270 混合浸矿时，

与氧化亚铁硫杆菌单独浸矿相比，30 d 后黄铜矿的浸出率提高了 35.98%。 
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Isolation and identification of Acidiphilium strain DY from complex 
sulfide mines and its bioleaching characterization 
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Abstract: An Acidiphilium strain DY was isolated from acid mine drainage of Daye mine, Hubei Province, China. The 
cell of DY strain is Gram negative and rod-shaped in (0.4±0.1)μm×(1.2±0.2)μm. The optimum growth temperature is 
30 ,℃  and the optimum growth pH is 3.5. It can grow facultative heterotrophically by using glucose, lactose, sucrose and 
elemental sulfur as sole energy sources, but can not grow with FeSO4. A phylogenetic tree was constructed with the 
published 16SrRNA gene sequences of the relative bacteria species. In the phylogenetic tree, the DY strain has the closest 
relative to the Acidiphilium cryptum (Y18446) with 99.69% sequence similarity. The bioleaching experiment of 
chalcopyrite revealed that the DY strain has little efficiency of leaching chalcopyrite, but when it is coupled with 
acidophilic autotrophilic bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270, it can increase the chalcopyrite leaching 
efficiency by 35.98% after 30 d, compared with Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 leaching efficiency. 
Key words: acid mine drainage; Acidiphilium; chalcopyrite; bioleaching 

                      
 

生物湿法冶金是以微生物对矿石的直接、间接以

及两者的共同作用浸出矿石中有用金属的一种新工

艺，现已成为矿冶工程研究和应用的重点之一。与其

他工艺相比，其最大特点是适用于传统工艺难以处理

的矿石，并具有流程短、工艺简单、易操作、投资少、

能耗少、成本低和对环境友好等优点[1]。我国所开采

的铜矿物多为难浸的黄铜矿[2−3]，且低品位的铜矿资源

尤为丰富[4]。随着我国高品位铜矿资源的日益减少， 
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低品位黄铜矿的细菌浸出已成为人们研究的重点。 
酸性矿坑废水(Acid Mine Drainage，简称 AMD)

中，广泛存在着多种具有浸矿作用的嗜酸自养菌和异

养 菌 。 嗜 酸 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌 (Acidithiobacillus 
ferrooxidans, 简 称 A.f) 、 氧 化 亚 铁 钩 端 螺 旋 菌

(Leptospirillum ferrooxidans) 和 嗜 酸 杆 菌 属

(Acidiphilium sp.)分别是其中的典型代表[5]。嗜酸杆菌

属(Acidiphilium sp.)由 HARRISON[6]于 1981 年首次提

出，并描述了该属的第一个成员—隐性嗜酸杆菌

(Acidiphilium cryptum)。该菌能够进行铁呼吸作用，利

用有机物或者 H2 还原 Fe3＋而获得能量进行化能异养

生长，但不能利用元素硫或 Fe2＋作为能源生长[6]，并

且在好氧生长条件下细菌胞内含有细菌叶绿素 a[7]。

HIRAISHI等[8]报道的Acidiphilium acidophilum能够参

与硫的代谢。其独特的生理学特征以及在 AMD 微生

物群落中的显著生态地位，使得它成为具有吸引力的

微生物模型，受到越来越多的关注[9−11]。目前对于生

物浸矿反应过程中嗜酸氧化亚铁硫杆菌和氧化亚铁钩

端螺旋菌的作用已经进行了大量的研究[12−14]，但对嗜

酸杆菌属在生物冶金过程中的研究则很少。本文作者

从湖北大冶铜矿的酸性矿坑水中，分离得到一株既能

以葡萄糖为能源异养生长、又能以单质硫为能源自养

生长的兼性细菌，对其进行初步的鉴定及浸矿性能的

研究，并探讨其与其他浸矿微生物之间的协同作用，

以期为进一步的冶金应用提供依据。 
 

1  实验 
 
1.1  菌种来源 

菌株分离自本实验室在2005年7月采集于湖北大

冶铜矿坑矿区的矿坑水，取样时矿坑水温度为 25 ℃，

pH 值为 2.1。AMD 水样元素分析如表 1 所列。 
 
表 1  AMD 水样元素分析 

Table 1  Element analysis of AMD(mg/L) 

S Mg Fe Al Cu 

3 035 358 1 890 114.8 91.51 

Mn Si Zn As Mo 

149 30.79 38.36 2.13 0.43 

 
1.2  富集与纯化 
1.2.1  培养基 

采用 9 K 基础培养基[15]，配方如下：(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。分离培养基采用 9 K-葡萄糖

固体培养基：9 K 基础培养基+1%葡萄糖+1.5％琼脂

粉，pH 3.5。 
1.2.2  菌种的分离纯化 

对菌种的分离纯化采用适应分离法，先适应性富

集，再选择性培养。利用可以进行化能异养这个特点，

逐步改变培养基中 FeSO4·7H2O 和葡萄糖的比例，使

之成为优势菌种。重复液体培养和固体平板分离 4 次。

最终从固体平板中挑选出 1 个单菌落，经 9 K 葡萄糖

液体培养基扩大培养，命名为 DY，随后对其开展了

一系列研究。  
 
1.3  生理生化特性 
1.3.1  最适生长温度的测定 

将相同数量的 DY 菌株接种到多份 9 K 葡萄糖液

体培养基中，分别置于不同温度条件下，经 170 r/min
振荡培养，第 72 h 时，在显微镜下直接计数，确定不

同温度下菌株的生长情况。 
1.3.2  最适初始 pH 值的测定 

将相同数量的DY菌株接种到不同初始 pH值的 9 
K 葡萄糖液体培养基中，经 30 ℃、170 r/min 振荡培

养，第 72 h 时于显微镜下直接计数，确定不同 pH 条

件下细菌的生长情况。 
1.3.3  底物利用特性研究 

无机底物利用方面，采用 9 K 基础培养基中分别

加入 FeSO4·7H2O、单质硫、黄铁矿、黄铜矿各 1%(w/v)；
有机底物利用方面，采用 9 K 基础培养基中分别加入

葡萄糖、乳糖、蔗糖各 1%。将一定数量的 DY 菌株接

种到含上述底物的 9 K 基础培养基中，经 30 ℃、170 
r/min 振荡培养，3 d 传代 1 次。连续传代 3 次时，在

显微镜下观察菌株的生长情况。 
 
1.4  菌株形态观察 

在 30 ℃液体中培养细菌至对数生长期，离心收集

菌体，经革兰氏染色后在光学显微镜下观察。用无菌

水反复清洗菌体，用 4%戊二醛固定，经制样处理后

在扫描电子显微镜下进行观察。 
 
1.5  硫氧化活性的测定 

将 DY 菌株接种到含 5%(w/v)单质硫的 9 K 基础

培养基中，经 30 ℃、170 r/min 振荡培养，通过改变

培养基 pH 值及菌浓度来考察 DY 菌株的硫氧化活性。  
 
1.6  浸矿实验 

矿样为湖北大冶矿山的黄铜矿，矿石样品的粒度
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≤0.075 mm。矿样化学成分分析结果如表 2 所列。 
 
表 2  黄铜矿的矿样成分 

Table 2  Component analysis of chalcopyrite (mass fraction, %) 

CuFeS2 FeS2 CaCO3 SiO2 

60.8 20.7 8.4 4.6 

 
接种量为 10%，调节初始菌浓度为 1.0×107 

cell/mL，浸矿条件：250 mL 摇瓶装液 100 mL，矿样

量 5%，170 r/min，30 ℃。同时进行 4 组对比实验，

分别是：样品 1 为 DY 菌株单独浸矿，样品 2 为 A.f 标
准菌株ATCC 23270(登记序列号AF465604)单独浸矿，

样品 3 为上述两种菌株按 1׃1 比例混合浸矿，样品 4
为空白对照。 
 
1.7  基因组提取及 16SrRNA 基因扩增 

对纯化后培养的菌株使用 Sangon 公司的

UNIQ-10 柱式基因组 DNA 抽提试剂盒提取基因组

DNA。扩增体系 50 μL 组成为：33 μL 无菌水、10×
PCR buffer 5 μL、dNTPs 5 μL、引物 63F(5’-CAG GCC 
TAA CAC ATG CAA GTC-3’)和 1387R(5’-GGG CGG 
WGT GTA CAA GGC-3’)[16]各 2 μL (5 pmol/μL)、Taq 
DNA 聚合酶 1 μL、DY 菌株的基因组 DNA 2 μL。 

扩增程序：94 ℃ 5 min；94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，
72 ℃ 1 min(共 30 个循环)；72 ℃，10 min。 
 
1.8  16S rRNA 基因测序及分析 

PCR 产 物 用 E.Z.N.ATM Gel Extraction Kit 
(OMEGA)回收，后用 PBS-T 载体(BBI)连接后转入大

肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，经蓝白筛选后挑阳性克

隆子送北京三博远志生物技术生物有限公司测序。序

列已经提交到 GenBank(登录号：EF585285)，并将菌

株 DY 的 16S rRNA 基因序列在 GenBank 核酸序列数

据库中进行序列比较，用 clustalx1.8 软件进行全序列

比对[17]，并用 MEGA 3.1 构建系统发育树[18]。 
 

2  结果与讨论 
 
2.1  菌株形态与生理生化特性 

革兰氏染色结果表明，菌株 DY 为革兰氏阴性；

扫描电子显微镜显示，该菌为短杆状，菌体大小为(0.4
±0.1) μm×(1.2±0.2) μm，如图 1(a)所示；在 9 K 固

体培养基上，菌落呈圆形，乳白色半透明，直径约为

0.6~1.0 mm，表面光滑，如图 1(b)所示。 

 

 

图 1  DY 菌株的 SEM 像和菌落形态 

Fig.1  SEM image and colony of DY 
 
2.2  最适生长温度和最适初始 pH 值 

图 2 所示为 DY 菌株的生长温度曲线，该菌可在

20~40 ℃间进行生长，其中最适生长温度约为 30 ℃。

图 3 所示为该菌的 pH 适应情况，该菌可在初始

pH2.0~6.0 之间进行生长，最适生长初始 pH 值约为

3.5。 
 
2.3  能源利用特性 

如表 3 所列，菌株 DY 能利用单质硫、黄铜矿、 
 

 

图 2  DY 菌株在不同温度下的生长曲线 

Fig.2  Curve of cell destinies in stable phase at different 

temperatures 
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图 3  DY 菌株在不同 pH 值时的生长曲线 

Fig.3  Curve of cell destinies at different initial pH values 
 
黄铁矿、葡萄糖、乳糖、 蔗糖，进行生长，但不能利

用 FeSO4进行生长。这些数据表明该菌具有一定的无

机底物适应性，在自养环境中既可以氧化硫获得能量

进行生长，也可以利用多种硫化矿进行生长。同时该

菌也可以利用多种有机物进行异养生长。 
 
表 3  DY 菌株能源利用特性 

Table 3  Characteristics of DY strain with different substrates 

Substrate Fe2+ S0 CuFeS2 FeS2 

Growth − + + + 

Substrate Glucose Lactose Sucrose  

Growth + + +  

 
2.4  硫氧化活性 

图 4所示为DY菌株在接种了 5%(w/v)单质硫的 9 
K 基础培养基中菌株生长曲线和培养基 pH 值的变化

曲线。将 DY 菌株接种到只含单质硫的 9 K 基础培养

基的前 3 d 时间里，细菌的生长处于迟滞期，pH 持续

下降比较缓慢；从第 3 d 到第 15 d 中，菌株的生长处

于对数生长期，pH 下降的很快；18 d 到 21 d 间，pH
变化趋于平缓，此时菌株的生长处于平稳期中，17 d
以后 pH 下降到 1.0 以下。这说明在单质硫的 9 K 基础

培养基中，菌株在生长过程中不断地把硫氧化为硫酸，

导致培养基的 pH 值不断下降，由初始的 pH 3.5 降到

pH 0.9。因此，该 DY 菌株具有较强的硫氧化活性。 
 
2.5  菌株 DY 的 16SrRNA 基因序列分析 

采用 PCR 技术，成功扩增出 16S rRNA 基因，然

后克隆和测序，测定的序列长度为1307bp，在GenBank 
中的序列登记号为 EF585285。以 16S rRNA 基因序列

同源性为基础构建系统发育树，如图 5 所示。菌株 DY
与 Acidiphilium cryptum(Y18446)最为相似，相似度为

99.69%。 
 

 

图 4  DY 菌株硫氧化过程中的生长曲线及培养基 pH 值的

变化曲线 

Fig.4  Growth curve and pH value curve in sulfur oxidation 

by DY strain 
 

 
图 5  DY 菌株的 16S rRNA 基因序列系统发育树 

Fig.5  Phylogenetic tree derived from 16S rRNA gene 

sequence of DY strain 
 
2.6  浸矿实验 

黄铜矿的细菌浸出实验结果如图 6 所示，在最初

的 4 d 之内，Cu2+的浸出主要是浸矿液为酸性所造成

的化学作用。此后，细菌对 Cu2+的浸出作用占主导地

位。在黄铜矿浸出 30 d 之后，DY 菌株单独浸出黄铜

矿的 Cu2+浓度仅为 0.51 g/L，A.f 标准菌株 ATCC 
23270 单独浸出黄铜矿的 Cu2+浓度为 1.82 g/L，而 DY
和 A.f 标准菌株 ATCC 23270 混合浸矿的 Cu2+浓度则

达到 2.47 g/L。数据表明两种细菌混合浸矿的效果要

大大高于两种细菌单独浸矿的效果。 
在细菌浸出黄铜矿的过程中，细菌首先将 Fe2＋氧

化成 Fe3＋： 
 

2CuFeS2+8.5O2+H2SO4→2CuSO4+Fe2(SO4)3+H2O 
 

 (bacterially mediated)    (1) 
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图 6  DY 菌株对黄铜矿中的 Cu2+浸出作用 

Fig.6  Copper extraction from chalcopyrite by DY strain 

 
Fe3＋离子是一种很有效的金属离子氧化剂和浸出

剂，在酸性条件下，可以将黄铜矿氧化： 
 

CuFeS2+Fe2(SO4)3→CuSO4+FeSO4+2S0↓        (2) 
 

在酸性条件下，生成的 Fe2＋和 S0 被细菌再次氧

化，生成 Fe3＋和 H2SO4： 
 

4FeSO4+O2+H2SO4→2Fe2(SO4)3+2H2O 
 

 (bacterially mediated)        (3) 
 

2S0+2H2O+3O2→2H2SO4 
 

 (bacterially mediated)           (4) 
 

当 A.f 标准菌株 ATCC 23270 单独浸出黄铜矿时，

由于该菌可以氧化 Fe2+和 S0，因此理论上可以促进上

述 4 个反应循环进行，直到黄铜矿被全部氧化。然而，

实际浸矿数据显示：浸出反应初期 Cu2＋浓度增长较

快，随着反应的进行，Cu2＋浓度增长速度减慢。其原

因可能是：第一在黄铜矿的浸出过程中，由于一些沉

淀物质如单质硫、黄钾铁矾和黄胺铁矾等逐渐覆盖于

黄铜矿表面形成一层致密的钝化膜[19−21]，使得细菌本

身和氧化剂 Fe3+难以吸附到黄铜矿的表面，阻碍了反

应的进一步发生；第二 A.f 菌生理代谢所产生的一些

有机废物积累到了较高浓度，对于自身的生长会产生

显著的抑制作用[22−24]，从而影响了对矿物的进一步浸

出。而 DY 菌株单独浸出黄铜矿的时，由于它不具备

氧化 Fe2＋的能力，仅具有氧化 S0的能力，只能催化反

应(4)、并进而促进反应(2)进行，实验数据也证实了其

单独浸出黄铜矿的能力较弱。而当 DY 菌株和 A.f 标
准菌株 ATCC 23270 混合浸矿时，DY 菌株能促进 S0

氧化为硫酸，分解浸矿体系中的黄钾铁矾和黄胺铁  
矾[22−24]，从而阻止或延缓黄铜矿表面钝化膜的形成，

使得细菌和 Fe3+不断的吸附到黄铜矿的表面，从而促

进反应不断进行。另外，DY 菌株在生长过程中还原

Fe3＋生成 Fe2＋，一方面为氧化亚铁硫杆菌的生长提供

能源，一方面消除了浸矿体系中对氧化亚铁硫杆菌的

生长有抑制和毒害作用的有机物[21, 25]，促进了氧化亚

铁硫杆菌的生长,从而有效地提高了氧化亚铁硫杆菌

对黄铜矿的浸出水平。 
 

3  结论 
 

1) 从湖北大冶矿坑水中分离得到了一株细菌

DY，为革兰氏阴性细菌，短杆状，菌体大小为(0.45
±0.05) μm×(1.5±0.4) μm。最适生长温度为 30 ℃，

最适 pH 值为 3.5。16SrRNA 基因测定及系统发育分析

显示该菌应归为 Acidiphilium 属。 
2) 该菌株为兼性异养菌，能单独利用葡萄糖、乳

糖、蔗糖和单质硫作为能源生长，不能以 FeSO4作为

能源单独生长，并能利用多种硫化矿进行生长。 
3) DY 菌株单独浸出黄铜矿的能力较弱，但在同

A.f 标准菌株 ATCC 23270 混合浸出黄铜矿时，与 A.f 
标准菌株 ATCC 23270 单独浸矿相比，30 天的浸出率

提高了 35.98%。 
4) 在混合菌浸矿的过程中，自养菌和异养菌之间

对矿物存在协同效应，一方面减缓了在浸矿过程中黄

铜矿表面钝化膜的形成，另一方面阻止了有机化合物

质的积累，从而提高了浸出效果。 
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