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嗜酸热异养菌TC-2的分离鉴定及其对微生物浸矿的影响 
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摘  要：从云南腾冲酸性热泉分离出一株嗜酸热异养菌 TC-2。该菌呈长杆状，细胞大小为(2.0~5.0) μm×(0.3~0.5) 

μm，革兰氏染色反应为阴性，能形成芽孢。该菌生长温度范围为 45~70 ℃，最适生长温度为 55 ℃，适宜生长的

pH 值为 1.5~4.0，最适宜生长的 pH 值为 2.5，该菌能利用多种有机物生长。16S rDNA 序列分析显示其与

Alicyclobacillus sendaiensis 的 16S rDNA 相似性大于 99%。该菌自身没有浸矿作用，但对 Acidianus manzaensis、

Sulfolobus metallicus 和 Metallosphaera sedula 等高温浸矿菌的浸矿有一定促进作用。 
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Isolation, characterization of heterotrophic acidothermophile TC-2 
and its influence on bioleaching of chalcopyrite 
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Abstract: A heterotrophic acidothermophilic bacterium TC-2 was isolated from an acid spring sample collected in 

Tengchong, Yunnan, China. The gram-negative-staining cells of the strain were straight long rods, 2.0−5.0 µm in length 

and 0.3−0.5 µm in diameter. The temperature range for growth was from 45 ℃ to 70  with an ℃ optimum temperature of 

55 . The pH range for growth at 5℃ 5  was from 1.℃ 5 to 4.0 with an optimum at 2.5. This bacterium can use a wide 

variety of organic compounds to support fast growth, but can not utilize chalcopyrite as energy source. 16s rRNA gene 

Analysis reveal that this strain closely relates to Alicyclobacillus sendaiensis, with over 99% sequence similarity between 

each other. Co-bioleaching of chalcopyrite with Acidianus manzaensis，Sulfolobus metallicus and Metallosphaera sedula 

shows that the strain TC-2 can improve leaching rates of the sulphide minerals. 

Key words: heterotrophic acidothermophile(Alicyclobacillus sendaiensis); isolation; characterization; bioleaching; 

chalcopyrite 
                      

 
应用于微生物冶金的浸矿菌中，研究较多的是嗜

中 温 的 嗜 酸 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌 (Acidithiobacillus  
ferrooxidans)、嗜酸氧化硫硫杆菌(At.thiooxidans)和氧

化亚铁钩端螺旋菌(Leptospirillum ferrooxidans)等[1−5]。

然而金属硫化矿的微生物浸出是一个放热过程，随着

浸矿进程，浸矿系统的温度会逐步上升，在高温度条

件下浸矿菌仍然保持正常的浸矿活性相当重要，因此

一些从酸性热泉中分离到的嗜酸热古菌如金属硫叶菌 
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(Sulfolobus metallus)、勤奋金属球菌(Metallosphaera 
sedula)等在浸矿过程中的作用逐渐成为研究热点[6−9]。

但目前无论是中温浸出还是高温浸出，微生物冶金还

多集中于对单一菌种的研究。 

优良的微生物浸矿体系是一个复杂的生态系统，

各菌种之间相互协调，共同作用，完成整个浸矿过程。

国内外研究表明，单一菌种浸矿效果通常不佳，特别

对于复杂的原生硫化矿更是如此,大量实验结果表明

混合菌对金属的浸出效率明显高于单一菌[10−16]。在这

样的浸矿体系中，不仅存在大量已知具有浸矿能力的

自养菌，还存在一些作用不明确的专性异养菌。这些

异养菌的性质和功能目前尚不明确，尤其是与高温浸

矿菌共栖的嗜酸热异养菌则更未见报道。因此，为研

究这些异养菌与浸矿菌之间是否存在着某种互惠关系

以及它们对浸矿菌的浸矿是否有促进作用， 本文作者

分离鉴定了一株与高温浸矿菌共栖的专性异养菌

TC-2，并将该菌与高温浸矿菌混合，进行了黄铜矿浸

矿实验。 
 

1  材料和方法 
 
1.1  异养菌 TC-2 的分离 

将采自云南腾冲的酸性热泉水样在 170 r/min 和

60 ℃条件下，用异养菌培养基富集。培养基配方如下

(g·L−1)：(NH4)2SO4(2.0)，KCl(0.1)，MgSO4·7H2O(0.5)，
K2HPO4(0.5)，葡萄糖(1.0)及酵母提取物(0.1)，用 KOH
或 H2SO4溶液调整 pH 值至 2.5。富集过程中观察菌液

浊度和气味的变化，当浑浊程度明显增加并伴随有挥

发性芳香气味时，取 10 mL 菌液转接入 100 mL 新鲜

培养基，在相同条件下继续富集，这样连续富集 3 次。

将第 3 次富集物用无菌水梯度稀释，分别取 0.1 mL 的
10−5、10−6、10−7和 10−8稀释液涂布在 pH3.0 的琼脂平

板上，平板培养基配方与富集培养基完全相同。每级

稀释液涂三个平板，于 60 ℃培养箱中静置培养。两

天后从平板上长出的菌落里，挑选一个单菌落，命名

为 TC-2，接入液体富集培养基中，用前述富集过程中

观察菌液变化的方法监测 TC-2 的生长。然后用前述

同样的涂布方法将该菌液涂布在新的相同平板上。这

样连续用平板分离 3 次，以保证 TC-2 单菌落的纯度，

最后得到异养菌株 TC-2 的纯培养物。 
 
1.2  异养菌 TC-2 的鉴定 

除非另有说明，鉴定过程中所用培养基均为前述

异养菌富集培养基。 

1.2.1  形态和生理特性研究 
为评估温度、起始pH和不同碳源对TC-2菌株生长

的影响，首先将TC-2培养在pH2.5的培养基中，离心

收集稳定期菌细胞，用pH2.5的稀硫酸洗涤两次。将收

集的菌细胞以相同的菌浓度重新悬浮在3组装有100 
mL新鲜培养基的250 mL三角瓶中，第1组所有三角瓶

中培养基的pH均调至2.5，以相同的振摇速度(180 
r/min)，在不同的温度下培养，用来确定TC-2菌株的

最适生长温度；第2组三角瓶中培养基的pH分别调至

1.5~4.0，置于60 ℃的相同温度下培养，以确定该菌

株的最适生长pH；第3组三角瓶中培养基的葡萄糖分

别用不同的糖、醇、有机酸等取代，在pH2.5、60 ℃
下培养，以测定TC-2对不同碳源的利用情况。每4 h
从各三角瓶中取菌液在UV2300分光光度计(Techcomp)
上，于波长600 nm处，测定光密度值 (Optical Density, 
OD)。 

  离心收集60 ℃下，培养于pH2.5富集培养基中的

对数生长期TC-2细胞，取少量细胞制片，做革兰氏染

色，在光学显微镜(NOVEL)下观察，剩余的送湖南师

范大学生命科学学院电镜室进行扫描电镜 (SEM, 
JEOLJSM−6360 LV)分析。 
1.2.2  16S rRNA 基因扩增、克隆和测序 

收集稳定期菌体，分别用pH2.5的稀H2SO4溶液洗

涤两次和 TE 试剂洗涤两次；加入480 μL TE，振荡

溶解菌体，加入5 μL溶菌酶，在37 ℃保温3~5 h；加

入20%SDS摇匀后再加入5 μL蛋白酶K，55~65 ℃水浴

5~10 min，直至澄清；加入100 μL 量浓度为5 mol/L
的NaCl和80 μL CTAB/NaCl，在65 ℃水浴10 min；加

入等体积氯仿：异戊醇(241׃)，000 12 r/min离心10 min；
取上清液加入等体积的异丙醇，12 000 r/min离心5 min
去上清液，沉淀用70%乙醇洗两次后晾干；加入200 μL 
TE溶解DNA，加入5 μL RNA酶，在37 ℃保温2~5 h；
加入等体积(241׃)氯仿：异戊醇重新抽提，再用异丙醇

析出DNA，用70%乙醇洗涤两次，晾干后加入30~40 μL 
TE待用。 

以提取的基因组DNA为模板，采用27f/1492r引物

对，在梯度PCR仪(Biometra)上进行16S rRNA基因扩

增。反应体系为：2.5 μL 10×Taq Buffer、2.5 μLMgCl2、

1 μL 10×dNTPs、1 μL引物27f、1 μL引物1492R、1 μL 
Taq DNA polymerase、1 μL模板DNA，加无菌水至25 
μL体系。对照组将模板DNA换成等体积无菌水。扩增

条件：94 ℃预处理5 min, 94 ℃变性40 s，52 ℃退火

45 s和72 ℃延伸90 s, 共30个循环，最后72 ℃保温  
10 min。 
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扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后用回收试剂盒 
(OMEGA)进行纯化，使用连接试剂盒 (Promega)与
pGEM-T vecter连接并转化到E.coilDH5α中，涂平板，

筛选阳性克隆，PCR克隆检测，确定转化成功的克隆

子送北京三博远志公司测序。根据TC-2及其相近种属

的16S rRNA基因序列，用MEGA3.1软件构建系统进化

树，进行系统发育分析。 
 
1.3  黄铜矿的微生物浸出 
1.3.1  菌种与矿物 

高温浸矿菌Acidianus manzaensis、S. metallus和
M. sedula由中南大学资源加工与生物工程学院分离鉴

定，接种前分别在9 K培养基中转接2代，离心收集第

二代对数生长期菌细胞，用pH2.0左右的稀硫酸溶液洗

涤2次，留作浸矿接种物。异养菌TC-2培养在前述富

集培养基中，采用与浸矿菌相同的方法收集菌细胞，

作为浸矿接种物。 
实验用黄铜矿来自中南大学资源加工与生物工程

学院矿物系。矿石经破碎后细磨成粉，过−76 µm筛，

原子吸收分光光度法测定化学成分，物相分析测定矿

物组成(见表1和2)。 
1.3.2  实验方法 

在250 mL三角瓶中精确加入200 mL 不含Fe2+或

S0的9 K培养基，矿浆浓度3%(w/v)。设置TC-2、 

 
表 1  实验用黄铜矿的主要化学组成 

Table 1 Major chemical constituents of experimental 

chalcopyrite 

Chemical constituent Content/% 

Cu 30.6 

Fe 22.64 

S 29.6 

Zn 1.72 

Pb 9 

Si 2.1 

Total 95.66 

 
表 2  黄铜矿的物相组成 

Table 2  Copper mineralogy of chalcopyrite 

Copper phase Distribution/% 

Free copper oxides 0.57 

Binding copper oxides 0.12 

Secondary copper sulfide 0.76 

Primary copper sulfide 29.15 

Total 30.6 

A. manzaensis、A. manzaensis+TC-2、S. metallus+M. 

sedula、S. metallus+M. sedula+TC-2 和无菌对照 6 组进

行不同处理，每组接入相当于 30 mL 原菌液的浸矿菌

细胞，在含TC-2组中加接相当于10 mL原菌液的TC-2

菌细胞，对照组除不接种外，其他均与其他组相同。 
实验开始前对所有已装好培养液的三角瓶进行称

量，记录各瓶的起始质量，同时测定各瓶的起始Cu2+

浓度，实验在pH1.8、60 ℃和振摇速度180 r/min的条

件下进行。实验开始后，定期测定浸矿液中Cu2+浓度。

实验开始后的第一次取样和测定时，先用灭菌蒸馏水

将每瓶的质量调整到起始质量，然后再取上清液1 

mL，取样后，各瓶均补加1 mL培养基，称量后继续浸

矿实验，此后每次取样均照此程序进行。Cu2+采用原

子吸收分光光度法测定。 

实验结束时，滤除菌液，收集黄铜矿浸渣，用

pH1.6 左右的稀硫酸洗涤 3 次，冷冻真空干燥后测定

Cu 的含量，计算出 Cu 的浸出率。 
 

2  结果与讨论 
 
2.1  菌株鉴定 
2.1.1  TC-2 的形态特征与生理生化特性 

菌株 TC-2 为杆状，大小约 (2.0~5.0) μm×

(0.3~0.5) μm，产芽孢，革兰氏染色反应为阴性。扫

描电镜下，菌株呈长杆状，两端圆形，如图1所示。 
TC-2菌株是与高温浸矿菌共栖的嗜酸热异养

菌，实验表明，其最佳生长温度为55 ℃，如图2所
示，最适生长pH为2.5，如图3所示，与仙台脂环酸

芽胞杆菌(Alicyclobacillus sendaiensis)相近[17]。 
菌株TC-2能利用果糖、麦芽糖、鼠李糖、木糖、

甘露醇、谷氨酸、甘露糖、树胶醛糖、蔗糖、淀粉、 
 

 
图 1  菌株 TC-2 的 SEM 像 

Fig.1  SEM image of strain TC-2  
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图 2  温度对菌株 TC-2 生长的影响 

Fig.2  Effect of temperature on growth of TC-2 strain 
 

 
图 3  pH 值对菌株 TC-2 生长的影响 

Fig.3  Effect of pH value on growth of TC-2 strain 

 
半乳糖、葡萄糖等多种有机物作为碳源和能源，但不

能利用氨基乙酸、乙酸、乳糖、色氨酸、天冬氨酸、

柠檬酸、甘油、核糖等有机物(见表 3)。 
菌株 TC-2 虽然与高温浸矿菌同属嗜酸热菌，并

常与后者共栖，但 TC-2 单独浸出黄铜矿的实验结果

显示，该菌本身不具备黄铜矿浸出能力，如图 4 所示。

从图 4 可以看出，TC-2 纯菌浸出液和无菌浸出液中铜

离子浓度变化曲线相差不大，无菌浸出液中铜离子浓

度在浸矿实验中期甚至还略高于 TC-2 纯菌浸出液。 
2.1.2  系统发育分析 

通过 PCR 反应，从菌株 TC-2 的基因组 DNA 中

扩增出接近全长的 1475bp 16S rDNA 序列，序列分析

结果显示该菌与仙台脂环酸芽孢杆菌(Ab. sendaiensis)
的亲缘关系最为接近，两者的 16S rDNA 序列相似性

达到 99%。基于 16S rDNA 序列，使用 Clustal X1.8 和
MEGA3.01 软件构建的系统发育树也说明菌株 TC-2  

表 3  菌株 TC-2 对各种糖的利用情况 

Table 3  Various sugar utilization of TC-2 

Substrate Growth 

Fructose + 

Maltose + 

Rhamnose + 

Xylose + 

Mannitol + 

Glutamate + 

Mannose + 

Arabinose + 

Sucrose + 

Starch + 

Galactose + 

Glucose + 

Aminoacetic acid − 

acetic acid − 

Lactose − 

Tryptophan − 

Aspartate − 

Citric acid − 

Glycerol − 

Ribose − 

 

 
图 4  TC-2 纯菌对黄铜矿的浸出 
Fig.4  Pure chalcopyrite leaching of TC-2 
 
在系统发育上最接近于仙台脂环酸芽孢杆菌 (Ab. 
sendaiensis)(见图5)。 
2.1.3  鉴定结论 

脂环酸芽孢杆菌是一类喜温嗜酸菌，目前共有 8
个 种 ： Ab. acidiphilus, Ab. Acidocauldarius, Ab. 
Acidoterrstris, Ab. cycloheptanicus, Ab. Herbarius, Ab. 
hepsperidum, Ab. pomorum 和 Ab. sendaiensis[14]。TC-2 
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图 5  基于 16S rDNA 序列的系统发育树 

Fig.5  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences 
 
是从采自云南腾冲的酸性热泉中分离出来的脂环酸芽

孢杆菌，该菌与高温浸矿菌共栖，16S rDNA 系统发

育分析结果、形态特征和生理特性研究表明它应归入

脂环酸芽孢杆菌(Ab. sendaiensis)。 
 

2.2  菌株 TC-2 对高温浸矿菌浸出黄铜矿的影响 
图 6 所示为 A. manzaensis 和 S. metallus + M. 

sedula 两种黄铜矿浸出液中 Cu2+浓度的变化趋势。由

图 6 可见，混合菌的浸出速率略高于 A.manzaensis 纯
菌浸出液，浸渣分析结果表明，混合菌的铜浸出率为

79.5%，纯菌的为 78.8%。图 7 显示了同样的 Cu2+变化

趋势，但菌株 TC-2 对 S. metallus+M. sedula 浸矿的促

进作用显著高于前述实验，浸渣分析结果表明 S. 
metallus+ M.sedula+TC-2 和 S. metallus+M. sedula两种

处理的金属铜浸出率分别为 78.1%和 72.8%。黄铜矿

浸矿实验结果说明，嗜酸热异养菌 TC-2 对高温浸矿

菌浸出黄铜矿具有一定的促进作用。 
错误! 

 
图 6  菌株 TC-2 对 A. manensis 浸矿能力的影响 

Fig.6  Effect of TC-2 strains on leaching capacity of A. 

manensis (A.m: A. manzaensis) 

 

 

图 7  菌株 TC-2 对 S. metallus 和 M. sedula 浸矿能力的影响 

Fig.7  Effect of TC-2 strains on S. metallus and leaching 

capacity of M. sedula (S.m: S. metallus) 
 

3  结论 
 

1) 从云南腾冲酸性热泉样品分离出一株嗜酸热

异养菌 TC-2，该菌最适宜生长温度 55 ℃，最适生长

pH2.5，能利用多种有机物进行专性异养生长。形态特

征、生理生化特性及基于 16Sr RNA 基因序列的系统

发育分析结果表明，菌株 TC-2 与仙台脂环酸芽孢杆

菌(Ab. sendaiensis)的亲缘关系最为接近，据此初步鉴

定 TC-2 为仙台脂环酸芽孢杆菌一新菌株。 
2) 菌株 TC-2 虽然本身没有浸矿能力，但当它与

高温浸矿菌混合时，能促进后者对黄铜矿的浸出。

TC-2 对 A. manzaensis 浸出黄铜矿具有一定的促进作

用，对 S. metallicus 和 M. sedula 浸出黄铜矿则有显著

促进作用。 
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