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摘 要院采用改进型 Leathen 培养基直接从辽宁省抚顺市红透山铜矿附近的土壤中分离到了一株高度嗜酸的氧化亚铁硫杆菌
(Acidithiobacillus ferrooxidans)菌株渊暂命名为 R2冤遥 鉴定表明袁该菌株为革兰氏阴性细菌袁在扫描电镜下观察该菌株为短杆状袁菌体
大小为渊0.4依0.2冤滋m 伊 (1.6依0.4)滋m遥 最适 pH值 2.0袁化能自养型袁能利用亚铁尧单质硫和硫代硫酸钠生长袁不能利用葡萄糖尧蛋白胨
生长遥 并且以 16S rDNA序列同源性为基础构建了 17株已报道菌种在内的系统发育树袁 将 16S rDNA测序结果输入 Genebank以
Blast软件进行序列同源性比较袁结果显示与氧化亚铁硫杆菌渊Acidithiobacillus ferrooxidans冤的多株细菌具有较高的同源性渊>99%冤袁
其中与 Acidithiobacillus ferrooxidans strain TGS的相似性达到 100%袁 与标准株 Acidithiobacillus ferrooxidans strain ATCC33020相似
性为 99.3%袁结合其生理生化特性可以确定该菌为氧化亚铁硫杆菌种遥序批式试验法研究表明袁接种该株菌可有效溶出土壤中重金
属袁经过 5 d的生物淋滤袁Cu尧Cr尧Zn尧Cd的最高去除率分别达到 30.6%尧16.3%尧58.4%和 72%遥
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Isolation of Acidithiobacillus ferrooxidans and Its Application on Heavy Metals Bioleaching from Soil
REN Wan-xia1, 2袁LI Pei-jun1袁HE Na1, 2袁FAN Shu-xiu1, 2, E.V. Verkhozina3
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ences袁Beijing 100049袁China; 3. Institute of Geochemistry, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences, Irkutsk, 664033)
Abstract: An Acidithiobacillus ferrooxidans strain R2 was isolated from the soil around Hongtoushan copper mine, Liaoning province in Chi原
na through incubation in the modified Leathen-selected liquor medium followed by inoculation in solid plate. The cell of R2 strain was Gram
negative and rod-shaped in (0.4依0.2)滋m伊(1.6依0.4)滋m observed under SEM. The optimum growth pH was 2.0. The R2 strain can grow
chemoautographically by using Fe2+, sulfur and Na2S2O3 as sole energy sources, but cannot grow with glucose and peptone. A phylogenetic tree
was constructed by comparing with the published 16S rDNA sequences of the relative bacteria species. In the phylogenetic tree, the R2 strain
was the closest relative to Acidithiobacillus ferrooxidans strain TGS and Acidithiobacillus ferrooxidans strain ATCC33020 with 100% and
99.3% sequence similarity. These results revealed that the R2 strain was a strain of Acidithiobacillus ferrooxidans. A batch experiment fur原
ther demonstrated that as high as 30.6%, 16.3%, 58.4% and 72% of the removal efficiency of Cu, Cr, Zn and Cd could be obtained, respec原
tively, in the period of 5 days bioleaching by using the isolated strain R2.
Keywords: soil; heavy metals; Acidithiobacillus ferrooxidans; bioleaching; phylogenetic tree; 16S rDNA

目前袁国内外土壤重金属污染相当普遍袁发展一
种运行成本较低且能够有效去除土壤中重金属的技

术势在必行遥 使用不同氧化剂尧还原剂或螯合剂的化
学浸提法已经在去除矿石尧矿物残渣尧污泥尧土壤和沉
积物中的重金属方面得到应用遥虽然该法对重金属的
去除率较高袁 但由于在淋洗剂和设备方面投入过高袁
限制了其在实际修复中的应用遥 近年来袁利用嗜酸性
微生物特别是硫杆菌溶解去除污染介质中的重金属

即生物淋滤渊Bioleaching冤修复技术是一项非常有前
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景的金属浸提技术咱1耀3暂袁该技术已经在含有毒金属的
固体废弃物如污泥尧土壤尧沉积物等脱毒方面得到应
用咱4暂遥
生物淋滤渊Bioleaching冤技术是利用自然界中一

些微生物的直接作用或其代谢产物的间接作用袁产生
氧化尧还原尧络合尧吸附或溶解作用袁将固相中某些不
溶性成分渊如重金属尧硫及其他金属冤分离浸提出来的
一种技术咱2暂遥 它的主要原理是利用化能自养型的嗜酸
性硫杆菌袁如氧化亚铁硫杆菌渊Acidithiobacillus fer原
rooxidans冤的生物产酸作用袁将难溶性的重金属从固
相溶出而进入液相成为可溶性的金属离子袁再采用适
宜方法从液相中加以回收遥 与化学浸提法相比袁它具
有反应温和尧耗酸少尧运行成本较低等优点袁因此当从
污染介质中回收重金属时袁会更多的选择生物淋滤修
复技术咱5耀7暂遥该技术已经在污水污泥脱毒[8耀13]尧沉积物中
金属回收[14耀17]以及城市垃圾焚烧飞灰中金属回收 [1尧18]

等方面得到研究袁但是该技术在去除土壤中重金属方
面的研究很少[19尧20]袁因此袁生物淋滤技术在污染土壤中
的应用研究具有较强的可操作性遥
生物淋滤技术的关键之一是高效微生物菌株的

分离筛选与驯化遥 用于生物淋滤的菌种很多袁其中氧
化亚铁硫杆菌渊Acidithiobacillus ferrooxidans袁简称 A.f
菌)被认为是最重要的嗜酸性微生物[20尧21]遥嗜酸性氧化
亚铁硫杆菌袁是一种化能自养袁专性好氧袁嗜酸革兰氏
阴性菌袁以自身细胞分裂的形式进行繁殖袁可以固定
空气中的 CO2袁 以氧化 Fe2+尧S0及 S2-的化合物等来获
得生长过程所需的能量[22尧23]遥自从 1947年由 Colmer和
Hinkle首先分离纯化并命名以来袁一直是生物浸出及
其他如煤脱硫方面最主要的细菌之一袁受到国内外研
究者的重视和研究[22耀28]遥 本文的目的是试图直接从土
壤环境中分离出可用于生物淋滤的高效的氧化亚铁

硫杆菌菌株袁并了解其基本性质以及系统发育分析遥
本实验从辽宁省抚顺市红透山铜矿尾矿坝附近

取回土壤袁从中筛选了一株嗜酸性硫杆菌袁并将其命
名为 R2袁通过对其生理生化性质以及 16S rDNA序列
同源性分析袁 发现这株菌为嗜酸性氧化亚铁硫杆菌袁
利用该菌株对沈阳冶炼厂重金属污染的土壤进行淋

滤袁取得了较好的浸出效果遥
1 材料与方法

1.1 菌种来源
实验中使用的嗜酸性氧化亚铁硫杆菌分离自辽

宁省抚顺市红透山铜矿尾矿坝附近的土壤袁其基本性

质见表 1遥

1.2 供试土壤
采自沈阳冶炼厂重金属污染的土壤,其中重金属

的含量如表 2遥

1.3 培养基
渊1冤改进型 Leathen液体培养基渊g窑L-1冤院渊NH4冤2SO4

0.45袁KC1 0.05袁K2HPO4 0.15袁MgSO4窑7H2O 0.5袁Ca(NO3)2
0.01袁FeSO4窑7H2O 20袁pH 2.0袁H2SO4调节遥

渊2冤分离培养基(g窑L-1)院A基本盐成分院(NH4)2SO4
3.0袁KCl 0.1袁K2HPO4 0.5袁MgSO4窑7H2O 0.5袁Ca (NO3)2
0.01袁dH2O 750 mL袁5 mol窑L-1 H2SO4 调节 pH=3曰B 成
份院琼脂粉 15 g袁dH2O 250 mL曰C成分院无菌的硫酸亚
铁晶体 22.2 g遥 硫酸亚铁为经微孔滤膜(椎0.22 滋m)真
空抽滤除菌后袁再经冷冻干燥后保存的晶体遥
由于在强酸性环境中袁琼脂在高温灭菌时水解液

化袁室温时不能凝固袁操作时采用琼脂和对应酸性培
养基分开灭菌袁冷去至 80 益左右袁合并两者即可遥
1.4 菌种分离及形态分析
取辽宁省抚顺市红透山铜矿尾矿坝附近的土壤

5 g 加入到 100 mL 改进型 Leathen 液体培养基中袁
28 益摇床培养袁当溶液颜色由澄清变为红棕色时袁
再进行 10~12次加富培养袁 随后取 l mL培养液到装
有 9 mL不加 FeSO4窑7H2O的种子培养基中袁如此继续
倍比稀释到 10-6遥取 10-2耀10-6稀释度的稀释液涂平板
(每个稀释度 3个重复)袁恒温培养 9耀10 d后在平板上
出现针尖大小的棕色圆点状小菌落遥挑取外观均匀的
菌株接种至 10 mL液体培养基的小锥形瓶中袁28 益袁
150 r窑min-1条件下培养袁直至锥形瓶中的溶液颜色变
成红棕色遥如此重复在液体培养基中扩大培养和在平
板上反复涂布分离袁最终选出菌株 R2遥将分离的单菌
株转到液体培养基中扩大培养后取细菌袁在光学显微
镜下观察细菌形态和运动情况袁革兰氏染色观察其染
色情况袁并且用扫描电镜观察该细菌的显微结构遥

表 1 菌种来源土壤的基本特性
Table 1 The primary properties of the selected soil

表 2 供试土壤重金属含量

Table 2 Contents of some heavy metals in the study soil
Cu/mg·kg-1 Zn/mg·kg-1 Cd/mg·kg-1 Cr/mg·kg-1 Pb/mg·kg-1 

1 100.4 7 760.1 105.2 58.1 21 138.4 

 

pH 有机质/% 含水率/% Cu/ mg·kg-1 Zn/mg·kg-1 Pb/ mg·kg-1 Fe/ mg·kg-1 

2.89 2.9 2.14 531.2 3 097 218.35 116 170 
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1.5 氧化曲线测定
取生长 30 h 的氧化亚铁硫杆菌菌液袁 以 10%

渊m/m冤的接种量接种到含 100 mL液体培养基的 250
mL锥形摇瓶中袁 每隔一段时间取一定量菌液袁 采用
1袁10-呤啡罗啉比色法测定溶液中 Fe2+的浓度遥
1.6 初始 pH对细菌生长的影响
取生长 30 h的氧化亚铁硫杆菌菌液袁 以 10%

渊m/m冤的接种量接种到含 100 mL液体培养基的 250
mL锥形摇瓶中袁 用 5 mol窑L-1H2SO4 调节液体培养基
的 pH分别为 1.0尧1.3尧2.0尧2.5尧3.0尧4.0尧5.0袁 在 28 益
条件下培养 30 h后采用血球计数板计数法测量细菌
的生长情况遥
1.7 能源利用情况的测定
在不含亚铁的基本液体培养基中渊100 mL冤分别

加入蛋白胨 0.1%袁葡萄糖 0.1%袁硫磺 5%袁硫代硫酸
钠 1%袁七水合硫酸亚铁 14.7%袁七水合硫酸亚铁
14.7%+蛋白胨 0.1%袁七水合硫酸亚铁 14.7%+葡萄糖
0.1%遥 其中葡萄糖尧硫代硫酸钠袁FeSO4窑7H2O均采用
0.22 滋m超滤膜过滤除菌后再加入培养基袁硫磺隔水
常压下连续 3 d袁每 d 30 min灭菌后加入培养基袁28 益
条件下培养 3 d后采用血球计数板计数法测定细菌
的生长情况遥
1.8 16S rDNA的 PCR扩增尧 序列测定及系统发育树
分析

1.8.1 染色体 DNA的提取
采用液体培养基培养细菌 30 h后袁 先用普通滤

纸过滤尽量除去培养基中的铁矾袁 滤液先 3 000 r窑
min-1离心 5 min最大限度除去培养液中沉淀袁再用
10 000 r窑min-1离心 10 min富集细菌袁 然后用 pH2.0
硫酸清洗菌泥 3 次后转至 1.5 mL EP 管中袁 用 500
滋L TE(pH8.0)重新悬浮细菌平衡 pH后袁按照基因组
提取试剂盒内说明操作提取细菌的基因组 DNA遥
1.8.2 16S rDNA的 PCR扩增尧序列测定
通过对菌株 16S rDNA序列分析进行遥 用于 16S

rDNA PCR 扩增的引物 院 正向 F27院5爷-AGA GTT
TGA TCA TGG CTC AG -3爷曰 反向 R1492院5爷-TAC
GGT TAC CTT GTT ACG ACTT-3爷遥 PCR 反应体系
渊25 滋L冤 为 10伊buffer 2.5 滋L袁dNTP 2.0 滋L袁 引物 F27
和 1492R各 1.0 滋L袁模板 DNA1.0 滋L袁Taq酶 0.2 滋L袁
双蒸水 173 滋L遥 PCR反应条件为 94 益 5 min曰 94 益
1 min袁55 益 1 min袁72 益 2 min袁30 个循环曰72 益 10
min遥 PCR产物的纯化使用北京博大泰克公司的试剂
盒袁测序由上海生工生物工程有限公司完成遥

1.8.3 16S rDNA序列分析及系统发育树构建
将 16S rDNA的测序结果输入 Genebank中进行

序列比对袁将比对结果中同源性最高的序列和测得序
列一起输入 clustalx1.8生成比对格式文件袁再将生成
的文件输入 Phylip3.65软件包袁采用邻接法构建系统
发育树遥
1.9 分离的菌株对土壤生物淋滤效果的影响
在本研究中整个生物淋滤过程采用无菌操作遥试

验设接种菌液和不接种菌液渊对照冤袁每个处理 3次重
复遥 取 90 mL pH自然的改进型 Leathen液体培养基
于 250 mL三角瓶中袁 依次加入 10 mL菌液和 5 g粒
径 2 mm的沈阳冶炼厂土壤袁 对照处理不添加菌液袁
以等体积的无菌蒸馏水补充遥 三角瓶用 8层纱布封
口袁并置于 28 益袁转速 150 r窑min-1的往复式摇床中振
荡培养 5 d袁培养期间采用称量法补充蒸发的水分遥
每天取 10 mL淋滤上清液袁测定其 pH尧ORP渊氧

化还原电位袁mV冤遥然后在 10 000 r窑min-1离心 10 min袁
0.45 滋m膜过滤袁 用 ICP法测定上清液中 Cd尧Cr尧Cu尧
Zn浓度遥根据试验前后样品中重金属含量的差值袁计
算土壤中重金属的去除率遥
2 结果与讨论

2.1目的菌株形态
在含 FeSO4窑7H2O的 Leathen液体培养基渊pH=2冤

培养过程中袁随着菌体的生长袁培养液颜色很快由清
亮的浅绿色依次变成浅黄色尧褐色和棕红色袁最终有
淡黄色的黄钾铁矾沉淀生成袁而不接种菌体的液体颜
色几乎没有变化遥细菌在固体平板上培养一星期后开
始出现白色凸起菌落袁菌落直径约为 0.2~1 mm袁表面
光滑袁边缘完整袁培养到 10 d左右袁部分白色菌落开
始变黄袁菌落周围培养基也逐渐呈现黄色袁培养到 14 d
左右袁平板上菌落全部变成黄色袁表面粗糙袁菌落周围
变得不规则袁菌落中心呈现黄褐色遥 分离纯化后通过
显微镜观测该细菌为短杆状袁能运动袁革兰氏染色显
阴性袁扫描电镜分析表明细菌的大小为渊0.4依0.2冤滋m伊
(1.6依0.4) 滋m袁单生或对生袁以自身细胞分裂的形式进
行繁殖渊见图 1冤遥
2.2 氧化曲线
培养基中亚铁离子的氧化曲线渊见如图 2冤遥 从图

中可以看出袁24 h 左右溶液中 Fe2+基本上被完全氧
化遥
2.3 初始 pH值对细菌生长影响

任婉侠等院土壤中嗜酸性氧化亚铁硫杆菌的分离鉴定及其性能研究604



第 圆7卷第 2期 农 业 环 境 科 学 学 报

硫磺5% 硫代硫酸钠1% FeSO4·7H2O 14.7% FeSO4·7H2O 14.7%+蛋白胨0.1% FeSO4·7H2O 14.7%+葡萄糖0.1% 蛋白胨0.1% 葡萄糖0.1% 

+ + + + + – – 

 注院野+冶表示可生长袁野-冶表示不能生长遥

表 3 氧化亚铁硫杆菌 HT对能源的利用情况
Table 3 The usage of substrates of the strain R2

由图 3可以看出袁初始 pH值对细菌的生长有较
大影响袁细菌生长的最适 pH为 2.0袁在 pH值低于 2.0
或者高于 3.0时袁细菌的生长受到明显的抑制遥
2.4 能源利用情况
细菌对能源的利用情况见表 3遥 从表中可以看

出袁氧化亚铁硫杆菌 R2可以利用亚铁尧单质硫和硫
代硫酸钠生长袁且在亚铁与葡萄糖混合培养基尧亚铁
蛋白胨混合培养基中也能生长曰不能利用蛋白胨和葡
萄糖生长遥
2.5 菌株的 16S rDNA序列分析和系统发育树的构建
将 16S rDNA测序结果输入 Genebank以 Blast软

件进行序列同源性比较袁结果显示与氧化亚铁硫杆菌
属渊Acidithiobacillus ferrooxidans冤的多株细菌具有较
高的同源性渊>99%冤袁其中与 Acidithiobacillus ferrooxi原

dans strain TGS 的相似性达到 100 % 袁与标准株
Acidithiobacillus ferrooxidans strain ATCC33020 相似
性为 99.3%袁结合其生理生化特性可以确定该菌为氧
化亚铁硫杆菌属袁系统发育地位如图 4遥
2.6 利用分离的菌株淋滤重金属污染土壤中重金属
2.6.1 pH和 ORP的变化
图 5显示袁与对照处理相比袁接种氧化亚铁硫杆

菌在 5 d内就能明显降低土壤的 pH袁由起始时的3.52
下降到 2.28袁并基本稳定保持到试验结束遥 而对照处
理袁仅因 Fe2垣的水解作用使 pH有微弱的变化遥在 pH下
降的过程中袁氧化还原电位渊ORP冤在上升渊见图 5冤遥

pH下降和 ORP上升可以作为氧化亚铁硫杆菌
大量增殖的标志遥 在淋滤的过程中袁接种处理的 ORP
迅速上升袁 而对照处理的 ORP基本上没有明显的变
化袁 接种处理的 ORP值为 616袁 比对照处理 ORP值
291高很多袁很显然氧化亚铁硫杆菌在其中起到了极
其重要的作用遥
2.6.2 土壤中重金属生物淋滤效果
接种氧化亚铁硫杆菌能够提高土壤中重金属 Cu尧

Cr尧Zn尧Cd的去除率袁 但不同重金属的去除率有所不
同渊见图 7冤遥
前 3 d在接种的条件下袁Zn的去除率随淋滤时间

的延长而呈直线增加袁 到第 3 d时达到 58.4豫袁3d后
去除率开始下降袁到第 5 d时去除率只有 34.2%遥在接
种的前 3 d袁Cu 的去除率逐渐增加袁 第 3 d 时达到
30.6豫袁但在第 4 d迅速下降到了 13.5豫袁第 5 d稳定
在 13豫左右遥 但重金属 Cd的去除率变化很明显袁随
着淋滤时间的推迟袁淋滤去除率逐渐降低遥 在淋滤的

图 1 扫描电镜下 R2菌株的形态渊伊20 000冤
Figure 1 Configuration of R2 under SEM渊伊20 000冤

图 2 生长过程中 Fe2+氧化曲线
Figure 2 Ferrous iron oxidation during the growth of R2

1009080706050403020100 0 6 12 24 28 33 48 55 72 84
t/h

图 3 初始 pH对 R2菌株生长的影响
Figure 3 Effect of initial pH on the growth of strain R2
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图 5 生物淋滤过程中 pH和 ORP的变化动态
Figure 5 Dynamics of pH and ORP in soil solution

during bioleaching

图 6 土壤中重金属生物淋滤效果
Figure 6 Bioleaching efficiencies of heavy metals in soil

第 1 d袁其去除率就达到了 72豫袁随后随着时间的延
长袁Cd的去除率不断下降袁第 5 d时仅有 30豫袁下降
了 42豫遥 可以看出袁Cd比其他 3种金属更容易被溶
出袁这可能与土壤中 Cd金属形态有关遥 Cu尧Zn尧Cd在
淋滤后期去除率下降可能是由于溶解出的 Cu2垣尧Zn2垣尧
Cd2垣被淋滤过程中生成的二次沉淀物如黄铁矾或无

定形羟基硫酸铁重新吸附或与之发生共沉淀所致遥在
选择淋滤去除的重金属中袁Cr的去除效率最低袁最高
去除率仅为 16.3%渊第 3 d冤遥在对照处理中袁尽管在投
加能源物质渊FeSO4冤后由于其水解会导致 pH下降至
3.52袁 但 Cu尧Cr尧Zn去除率并没有明显的升高袁Cu的
去除率始终低于 3豫袁Cr低于 12%袁Zn低于 8豫遥 这说
明土壤中 Cu尧Cr尧Zn 的生物淋滤去除主要依赖于生
物氧化作用以及由此产生的更低的 pH环境遥 而 Cd

图 4 基于 16S rDNA序列的系统发育树
Figure 4 Phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequence of R2 and the sequences of relating species
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则不同袁其去除率由最初的 0.3%迅速上升至 16.2豫袁
之后又有缓慢的下降袁可以认为 Cd的溶出所需要的
酸性 pH环境可能比 Cu尧Cr尧Zn的宽松遥
3 结论

渊1冤以 Fe2+为底物袁采用改进型 Leathen液体培养
基继以固体培养基平板接种法袁直接从辽宁省抚顺市
红透山铜矿土壤中分离纯化得到细菌 R2袁 通过细胞
形态尧生理生化及分子生物学鉴定袁该细菌为嗜酸性
氧化亚铁硫杆菌遥

渊2冤生理生化性质研究发现在 24 h左右培养基
中的 Fe2+基本上被完全氧化袁且最适生长 pH为 2.0遥该
细菌能利用亚铁尧单质硫尧硫代硫酸钠作为能源物质袁
不能利用葡萄糖尧蛋白胨这些有机能源为能源物质遥

渊3冤接种氧化亚铁硫杆菌后袁经过 5 d的生物淋
滤 袁Cu尧Cr尧Zn尧Cd 的最高去除率分别为 30.6% 尧
16.3%尧58.4%和 72%遥 对照处理几乎观测不到 Cu的
去除遥 接种后对重金属 Cd的处理效果比其他金属
好袁可以考虑应用此法于受重金属 Cd污染土壤的生
物修复遥
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