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! ! 摘要：从我国最大的集采—选—冶为一体的“+"( 矿”铀矿石中分离富集出具强适应性的氧化

亚铁硫杆菌（,-./012.3345 6788//9.:1;5，,) 6），其最适 &’ 值为 ") #。利用紫外线诱变法处理，经定向

筛选获得一株可在 &’() " 条件下快速生长，甚至可在 &’#) <、#) = 的条件下生长的突变株，经过多

代培养其氧化活性稳定，可直接用于铀矿石的生物浸出。
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! ! 随着我国核工业的快速发展，所开采的

铀矿资源其品位已越来越低，因此低品位铀

资源的回收利用技术尤其是生物浸出技术展

现了广阔的应用前景。但目前我国在该领域

的研究只停留于实验室研究和小规模的半工

业试验阶段，尚不能应用于工业化生产，同时

铀矿的生物浸出也落后于金、铜等其他矿产。

氧化亚铁硫杆菌（,-./012.3345 6788//9.:1;5）是

一种生物浸矿的优势菌种，其在低 &’ 值条

件下对铀矿石的适应性、二价铁的氧化活性

及稳定性是铀矿石生物浸出的关键因素。目

前我国缺乏在低 &’ 值条件下具有强而稳定

氧化活性的浸矿菌是制约其工业化应用的主

要原因之一。在铀矿细菌浸出体系中，氧化

亚铁硫杆菌的主要作用是通过间接氧化作用

将 铀 矿 石 中 的 黄 铁 矿（ >7C" ）或 黄 铜 矿

（D4>7C"）等硫化矿物中的低价铁和硫氧化

成高价铁和高价硫，在溶液中形成一种强氧

化态的强酸环境，使难溶的四价铀氧化成六

价铀而溶解出来［( E "］；或直接作用于四氧化

二铀等形式的低价铀，将其氧化成三氧化铀

等易溶的高价铀形式。同时氧化亚铁硫杆菌

具有较强的趋向性，可主动吸附在硫化矿物

的矿石表面，对矿石产生生物化学和生物物

理侵蚀作用，从而加快目标金属的浸出。在

整个作用过程中，体系的 &’ 值是影响硫化

矿物溶解速率的关键因素。氧化亚铁硫杆菌

的最适 &’ 一般在 ") # E ") $［*］。在矿石浸出

中，由于黄钾铁矾类物质的产生，会将矿石颗

粒包裹而使浸出过程减缓并停止［%］。我们

对多种试验矿石进行 F 衍射分析，也表明在

&’ G() = 的细菌浸出系统中总铁浓度为 $ E
?H I J 时便有黄钾铁矾类物质产生。可见，生

物浸出过程中使用在低 &’ 值条件下具有强

而稳定氧化活性的浸矿菌是提高浸出效率的

关键。国外细菌浸出工艺无论是大规模生产

还是实验室研究，&’ 一般在 () " E () * 之

间［"，$］；而国内细菌浸出 &’ 值均在 ") # 左

右［= E +］，龙中儿等报道了一株最适 &’ 值为

() + E ") # 氧化亚铁硫杆菌驯化菌［?］，目前尚
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未见 $% 值 &’ ! 条件下有较高活性的氧化亚

铁硫杆菌菌株报道。笔者通过矿石培养基筛

选、驯化及紫外线诱变，获得了一株在 $% 值

&’ ! 条件下具强氧化活性的氧化亚铁硫杆菌

突变株，该菌在目标铀矿石中具有很好的适

应性，有望在低品位铀矿石、尾矿及常规水冶

渣等铀资源回收中发挥作用。

&( 实验材料与方法

&’ &( 实验材料

铀矿石：取自“)!& 铀矿”沙州、山南和邹

家山三个矿区的铀品位为 "’ !* + "’ #* 的

混合铀矿石。矿石主要成份：,! - "’ ))*，,. /

" ’ "..* ，0. / " ’ "#1* ，02 / " ’ 3..* ，4 -

&’ "1*。

出发菌 5 - "3：以 加 富 矿 石 培 养 基 自

“)!& 铀矿”邹家山铀矿井 / 3"6 中段引水渠

水分离筛选驯化、纯化而得。

基 本 培 养 基：78 培 养 基（ 9 液：

（:%2 ）!,;2，3<；85=，"’ &<；8!%>;2，"’ #<；

?<,;2·)%!;，"’ #<；5@（:;3）!，"’ "&<；%!;，

)""6A。B 液：4C,;2 ·)%!;，!#<；浓 %!,;2，

&6A。用时两液分别灭菌后混合），根据需要

以浓硫酸调节 $% 值。

矿石培养基：将粒度为 "’ & + #’ "66 的

铀 矿 石 按 固 液 比& D # + ) 酸 化 至 $%& ’ # ，

"’ &?>@ 下高压蒸汽（A, - B#"A 型高压蒸汽

灭菌锅）灭菌 !"6EF，备用。

定向筛选培养基：矿石培养基加 &"*78
培养基，二价铁浓度 #< G A，$%&’ !。

&’ !( 实验方法

&’ !’ &( 适应铀矿石的出发菌株富集分离

自“)!& 铀矿”邹家山矿区 / 3"6 中段引

水渠中按无菌法采集水样（$% 值 H #’ .，IJ
值 H 2)#’ .6K，水温 !&L），立即带回实验室

按 !"*的接种量以无菌 78 培养基和无菌矿

石培养基按 1D ! 比例混合接种（ 固体含量为

#*），在初始 $% 值为 !’ "，温度为 3"L、转

速为 &2"M G 6EF 条件下振荡培养。待二价铁

接近氧化完全时，以 !"* 接种量、矿石培养

基和 78 培 养 基 各 占 #"*（ 固 体 含 量 为

&"*）进行矿石适应性驯化培养，继代三至

四次（每代均增加矿石培养基 &"*，固体含

量 !"*，且每次继代使用原固液培养体系中

的矿石接种），使富集菌种密度达到 &") 个 G
6A 以上，且 &""* 氧化二价铁所需时间在

3"J 以内。

&’ !’ !( 适应铀矿石的出发菌株纯化

将上述所获得的菌液充分振 荡（&# +
!"6EF），!"""M G 6EF 下离心 26EF，取上清液以

$% 值为 !’ " 的酸性无菌水按 &" 倍稀释法依

次进行稀释，至 &" -2、&" -#、&" -. 稀释度。分

别进行琼脂固体平板涂布接种，3"L 人工气

候箱中培养。待菌落长出，挑取单一、界限明

显的圆形、中间突起呈铁锈红色的小型菌落

接种入无菌 78 培养基中复壮，连续继代两

到三代，&""*氧化二价铁所需时间在 3"J 以

内。保存备用，经镜检和生理生化检验为氧

化亚铁硫杆菌，命名为 5 -"3。

&’ !’ 3( 出发菌株的选择

( ( 将保存的氧化亚铁硫杆菌菌株 5 - "3
在 $% 值 !’ "、起始二价铁浓度 #’ "< G A 条件

下的矿石培养基中复壮两代，平均铁氧化速

率为 "’ !#< G A·J。将处于对数期的 5 - "3
作为出发菌株。该菌株具有较强的目标矿石

适应性，且氧 化 活 性 强 ，但 其 最 适$%值 为

!’ "。因此需进行紫外线诱变，其目的是在维

持高氧化活性的前提下，使其最适 $% 值降

为 &’ !。

&’ !’ 2( 紫外照射条件

紫外灯 3"N，!7O6 无菌培养皿 # 个，每

皿盛出发菌液 &"6A，距紫外灯 &# + !"O6 均

匀照射 &# + !#6EF。照射前紫外灯提前打

开，预热 3"6EF。

&’ !’ #( 诱变后接种及定向筛选

按 !"* 接种量接种入筛选培养基，初始

$% 值为 &’ !。不同照射时间者各接种 &" 瓶

平行样（P& 代）。所使用锥形瓶、培养基、七

·!!·
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水硫酸亚铁等器皿、试剂均应灭菌，整个操作

过程在无菌操作台（%&’ ( )* ( "+, 型医用

型净化工作台）中迅速进行。接种完毕后立

即置于 -./ 振荡培养箱（0& ( 12 型振荡培

养箱）并在 34.5 6 789 下避光培养。培养过程

中 #$ 值始终维持在 3: " 左右。

待 ;3 代中二价铁氧化近完全时，分别

取三组照射时间中发育最快者各接种 < 瓶继

代培养（;" 代）；同法至 ;- 代，最终获得氧

化活性稳定的诱变菌株

3: ": =! 致死率测定方法

将照射前后菌液分别制成活体染色水浸

片，利 用 2>?@AB8?9 %) )C7D5C E8B 17CFDGH5?
2I#5DJJ 软件（美国）在 K@L7#AJ 0M (<3 显微

镜油镜下活体计数。

致死率 N（3 ( 照射后活菌数 6 照射前活

菌数）O 3..P
3: ": Q! 诱变菌氧化活性测定

出发菌与诱变菌株均以 R.7% 矿石培养

基、二价铁刚好氧化完全时的种子菌液、".P
接种 量 接 种 入 "<.7% 锥 形 瓶，-./、34.5 6
789、#$ 值分别为 ": . 和 3: " 的条件下对照

培养并定时观测铁浓度、#$ 值的变化情况。

3: ": R! 诱变菌耐受极低 #$ 值的试验

在 其 他 条 件 完 全 相 同 ，#$值 分 别 为

.: =、.: S、3: .、3: 3、3: " 条件下接种诱变菌，

-./、34.5 6 789 振 荡 培 养 观 察 并 测 定 各 参

数。

3: ": S! 参数测定

铁的测定使用 2,TU 容量法（ 甲基紫和

磺基水扬酸为指示剂，过硫酸氨为氧化剂）；

#$ 值、2V 值使用 #$ ( -".& 型 WDB@@D5G,D@BC
酸度计测定。

"! 实验结果及讨论

": 3! 紫外照射诱变时间的确定

本次研究中，诱变前出发菌的细菌总数

一定（<: S O 3.R 个 6 7%），固定所选紫外灯功

率及照射距离，因此诱变条件的确定即是照

射时间的确定。

": 3: 3! 紫外照射时间的选择

处于对数期的氧化亚铁硫杆菌液体培养

液中三价铁含量较高，三价铁对紫外线具有

强的吸收峰值。一般情况下，诱变前均将菌

液进行离心，用无菌水制备菌悬液后再进行

紫外照射，照射时间一般在 <789 以内。我们

经过反复试验发现，对总铁浓度为 <F 6 % 的出

发菌菌液（三价铁浓度 4 X <F 6 %），直接紫外

照射 3<789、".789 和 "<789，其致死率与对

无铁菌悬液照射 3789、"789 和 -789 致死率

相近。因此选择 3<789、".789 和 "<789 三组

照射时间对出发菌进行直接照射。表 3 为所

选择的不同照射时间和致死率之间对应关

系。可 见 照 射 "<789 致 死 率 最 高，为 =<:
SP；照射 3<789 致死率较低，为 4": <P。

表 3! 紫外线照射时间与致死率的关系

紫外照射时间 6 789 3< ". "<
致死率 6 P 4": < <R: Q =<: S

! ! 以 前 诱 变 育 种 中，常 采 用 高 致 死 率

（S.P X SS: SP）来达到纯的高突变菌株。

由于高致死率下所获得的菌株负突变率高，

在随后的培养中易退化，生理活性不稳定。

因此目前多采用致死率在 -.P X R.P 之间，

获得较高的正突变菌株［S］。在照射强度一

定时，致死率与照射时间成正相关。由表 3
可见，本次所采用的三组照射时间致死率在

-.P XR.P之间，符合上述观点的要求。

": 3: "! 紫外照射最佳时间的确定

定向筛选三代的结果见图 3。可知照射

时间 "<789 经 过 三 代 的 定 向 筛 选 后，氧 化

<F 6 % 二价铁的时间为 ": <Y；照射 ".789 和

3<789 定向筛选后，氧化 <F 6 % 二价铁的时间

分别为 <Y 和 Q: <Y。结 果 表 明，照 射 时 间

"<789 所 得 诱 变 菌 氧 化 活 性 分 别 是 照 射

3<789 和 ".789 的 " 倍和 - 倍。所以以照射

"<789 为本次试验的最佳照射时间。在该照

射时间下最终获得的突变株命名为 ZT[3"。

·-"·
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图 $ 表明，诱变 %$ 代氧化二价铁时间

相当长，且以照射时间 !#&’( 所经历时间最

长。对于同一出发菌的紫外照射而言，%$ 代

培养液中突变体的数量决定于致死率和突变

率。高致死率意谓着高突变率，但存活率低。

由于突变率以指数级提高，而存活率则是按

算术级提高。因此，图 $ 所示的 %$ 代中，照

射 !#&’( 组中，单位体积存活的突变体数量

稍多，但单位体积存活菌数相对较少。所以

氧化二价铁的速度慢于其他两者，完全氧化

二价铁所需时间为 !#)。但到了 %!、%* 代

后，三组照射条件下初始培养液中活细菌密

度相当，但单位体积突变体数量以 !#&’( 者

多，故其氧化活性明显提高，且随筛选代数的

增加，突变体的纯度相对增加，氧化活性也越

来越强。

图 $+ 不同照射时间下诱变菌株生长时间

+ + + 比较

!, !+ -./$! 的氧化活性及稳定性

!, !, $+ -./$! 与 0 1"* 的氧化活性比较

在其他条件完全相同，23 值分别为 !, "
和 $, ! 时，进行 0 1 "* 和 -./$! 两菌株氧化

活性比较，三价铁浓度随时间变化情况见图

!。结果表明，-./$! 与 0 1 "* 在初始 23 值

分别为 $, ! 和 !, " 条件下，二价铁氧化活性

接近。

!, !, !+ -./$! 的稳定性

菌种性状的稳定性是工业生产应用的前

提。为了检验该 -./$! 的稳定性，我们在与

定向筛选完全相同的条件下继续继代培养至

图 !+ -./$!（%4 代）和 0 1"* 三价铁浓度随

+ + 时间变化比较

第八代（%5），发现其氧化二价铁速率基本保

持不变或有所增加。以接种代数为横坐标，

以二价铁氧化速率（6 7 8·9）为纵坐标作图，

结果如图 *。可见，-./$! 的氧化活性随继代

次数的增加而提高，%* 代后基本稳定且略有

增高，直到 %5 代均保持较高的氧化活性。

经过紫外线照射及 23 值 $, ! 定向筛选，所

获得的 -./$! 二价铁氧化活性几乎与 0 1 "*
相当。这是因为在紫外照射及定向筛选过程

中，已筛选出既保留有原出发菌对矿石的适

应性和强氧化活性，又产生了适应极低 23
值的正突变体。这一突变株在经过八代的继

代培养，并未出现退化现象，反而活性稳中有

升，说明所获得的突变株性状稳定，而且菌株

图 *+ -./$! 二价铁氧化速率随接种次数的

+ + 变化
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较纯。

"% &! ’()*" 耐受极低 #$ 值试验

生物浸出体系中，由于有氧化硫硫杆菌

（(+,-./0,1123 4+,5--6,7/83，(% 4）等强产酸菌协

同作用，体系 #$ 值将会不断降低，最低可达

#$ 9*% : 以下。在这样的环境中，氧化亚铁

硫杆菌耐低酸度能力的强弱将对金属最大浸

出率有着重要的影响。作为对比，在进行突

变株耐受极低 #$ 值试验的同时，我们也进

行了 ; <:&（最适 #$ ="% : > "% ?）耐受低 #$
值试验，发现 ; < :& 在 #$ 值小于 *% ? 的体

系中生长极其缓慢，在小于 *% : 的体系中几

乎不生长。

图 @ 为 ’() *" 在不同极低 #$ 值条件下

培养，其三价铁浓度随时间变化情况。试验

表明，该 ’()*" 在 #$ = *% " 时氧化活性最

强；#$ 为 *% *、*% : 和 :% A 时均具相对较高的

氧化活性；在 #$ =:% B 的酸度条件下经历了

相当长时间（"":+）后二价铁也接近氧化完

全。可见这是一株具有极强嗜酸性的菌株。

图 @! 极低 #$ 值对 ’()*" 二价铁氧化能力

! ! 的影响

! ! 耐受极低 #$ 值试验表明，该突变株具

有极强的嗜酸性，而原出发菌却不具备，可能

是诱变过程中产生了耐强酸的正突变性状，

具体机理尚不清楚，有待进一步的分子生物

学研究。

&! 结! ! 论

从目标矿样品中富集分离、筛选和纯化

出矿石适应性强的原出发菌 ; < :&，其最适

#$ 值为 "% :。原出发菌 ; < :& 经紫外线处

理并定向筛选后，获得了极低 #$ 值适应能

力的突变株 ’()*"，该菌株具有以下特征：

（*）在 #$ =*% " 的矿石培养基中具有较

强的二价铁氧化活性；

（"）经 C 代矿石培养基液体继代培养，

性状稳定；

（&）能在 #$ 为 :% A、:% B 条件下生长，具

极强的嗜酸性。

但 ’()*" 强嗜酸机理及其在铀矿生物浸

出中的应用尚有待进一步研究。
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某高镁磷尾矿矿石工艺特性研究#

谭志斗&，"，谭小红"，胡远芳"，张允湘&

（&’ 四川大学化工学院，四川! 成都! (&##($；

"’ 湖北民族学院化学与环境工程学院，湖北! 恩施! %%$###）

! ! 摘要：对某磷矿尾矿的物相和化学组成、反应特性及发泡性能进行了研究。结果表明：该尾矿

的主要物相为 )*+,（)-.）"、)*$/（0-%）.，+,- 含量为 &1’ #2、0"-$ 含量为 $’ 1%2；尾矿的反应活

性较好，抗阻缓性较差，发泡比较严重，加入消泡剂 3+4 5 & 后，发泡明显减弱。

关键词：高镁磷尾矿；反应特性；发泡性能

中图分类号：67&"(! 文献标识码：8! 文章编号：&###9($."（"##$）#"9##"(9#$

! ! 世界上的磷矿资源经过几十年的开采，

逐渐趋于贫化，高品位磷矿明显减少。我国

磷矿储量居世界第四位，但 :#2 是中、低品

位磷矿［&］，为了满足湿法磷酸对原料矿石的

质量要求，通过各种选矿技术的运用，每年将

产生大量的磷尾矿。如果能对磷尾矿进行综

合利用，不仅可以减少资源浪费，还能避免尾

矿堆积占用土地及对环境的污染。
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