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高效中等嗜热菌自然界选育方法探索研究

姚国成，阮仁满，温建康，宋永胜
（北京有色金属研究总院，北京! %###&&）

! ! 摘要：通过采样、富集、分离纯化、菌种鉴定等系列措施，建立了从自然界选育高效浸矿菌的有

效方法。在研究的过程中，确定了样品采集原则，培养基选择的基本方法，以及对菌种分离及鉴定

的初步手段。通过探索性试验，选育分离出一株中等嗜热菌 ’() 菌，并对其进行了初步鉴定，为从

自然界选育高效中等嗜热菌奠定了一定的基础。
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! ! 目前，国内应用于工业生产的生物浸矿

菌种大都以自然选育驯化的嗜中温菌和诱变

的嗜中温菌为主，包括氧化亚铁硫杆菌、氧化

硫硫杆菌、氧化亚铁螺旋菌等，耐受最佳温度

范围为 "1 2 $#3［% 2 "］。国外生物冶金技术

的发展已较成熟，应用于工业生产的生物浸

矿菌种不仅有嗜中温菌，还包括中等嗜热菌

和极端嗜热菌。中等嗜热菌耐受最佳温度范

围为 $1 2 113［- 2 $］，与嗜中温菌相比，中等

嗜热菌具有以下优点：（%）能耐受更高温度，

比嗜中温菌具有动力学优势，加快过程的反

应速度，提高浸出速率，缩短浸出周期；（"）

耐受更强的剪切力，适用于生物搅拌浸出；

（-）工程中应用可使装备简化，比如减少工

业反应器的冷却系统；（$）中等嗜热菌为兼

性自养菌，这样为强化浸出手段提供更多的

选择途径。因此，如何从自然界选育高效中

等嗜热菌变得至关重要。本文基于此入手，

研究选育高效中等嗜热菌的方法。

%! 样品采集
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目的菌选育流程
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! ! 本探索研究选育流程如图 # 所示。

图 #! 菌种选育流程

#$ "! 样品采集原则

从自然选育目的菌，首先要进行样品采

集，采集样品需要遵循以下几个基本原则：

（#）样品必须具代表性，采样器具尽可

能保持相对无菌；

（"）采好的样品必须完整标上采集日

期、地点以及采样点的地理、生态参数；

（%）采样应考虑季节性和时间性因素；

（&）采好的样应及时处理，不能及时处

理时应于 &’以下保藏，但时间不宜过长。

一般采样方法分为土样采集法、植物体

采集法、水样采集法，本次试验采用土样采集

法。中等嗜热菌喜生长在酸性矿坑水、浸出

堆场、温泉、热泉中，试验选用某煤矿废矿堆

周边长期沉积的酸性水。此煤矿属高硫煤

矿，含硫 %$ "(，含硫矿物主要为黄铁矿。取

样时间为 #" 月，气温平均 )’，所取废堆堆

内温度 "*’，所取水样 +, 值为 *$ #"。

"! 富集培养

"$ #! 培养基选择

选择培养基的根本目的是为了更加容易

地分离出目的菌，因此在菌液富集过程中应

选择性配制培养基，通过控制培养条件来控

制细菌的生长。在培养过程中应考虑以下生

态学参数：温度、适宜 +, 值、适宜浓度。本

次试验选择的培养基有液体无机 %- 培养基、

液体有机 %- 培养基，液体自氧 ./"0"1% 培养

基、液体异氧 ./"0"1% 培养基、硫磺粉培养

基、黄铁矿培养基。

"$ "! 菌种初筛

菌种的初筛有两种方法：（#）用简单的

定性反应进行初筛；（"）在最初分离阶段就

给予特殊的培养基或培养条件，进而让目的

菌株得以繁殖，尽可能地把只成为目的菌的

菌株或只将其最适宜菌株的一株纯化分离。

在工业应用菌株的选育方面经常采用第二种

方法。初筛的目的就是要用最简单和最快捷

的方法来对大量的待筛菌进行测试。因此，

为提高工作效率，建立有效的初筛模型是最

为重要的一个环节。本试验采用 23 孔液体

培养板进行菌种初筛试验［*］。

将制好的水样转接至多孔液体培养板

（#" 4 ) 孔），在不同培养基和不同稀释度培

养后观察菌落生长状态，初步了解在哪种培

养基下菌落能够生长。然后转接到相应的培

养基在空气浴恒温振荡器进行放大培养。试

验条件：培养 56；培养温度 *7 8 *"’；接种量

"7(；静置于恒温生化培养箱。结果见表 #。

由表 # 可知，在以亚铁为底物的培养基

里此菌落能够生长，添加酵母提取物以后，生

长状况明显良好。在以 ./"0"1% 为底物的培

养基里不管是异养还是自养条件，基本不生

长。在以硫为底物的培养基里生长情况良

好，培养 56 测定 +, 值从 & 降到 "$ "，从侧面

也可知道硫已经部分氧化成硫酸。在空白对

照中，水样的条件基本没变，说明菌落在这种

条件下可以存活。

"$ %! 菌种富集

将在上述底物能生长的菌落挑出，分别

转 接到有机% -培养基、黄铁矿培养基（ 加

7$ 7"( 酵母提取物）和硫磺粉培养基进行富
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表 $% 多孔液体培养板培养结果

培养基

稀释度

无机 &’ 培养基
有机 &’ 培养基
( ") "!*酵母

自养 +,!-!.&
培养基

异养 +,!-!.& 培养基
( ") "!*葡萄糖

- 培养基
$"/ 0 1 空白对照

23 4 ! 23 4 ! 23 4 !) 5 23 4 !) 5 23 4 # 23 4 !
$" 6$ 7 7 ( ( 6 6 6 6 ( ( 7
$" 6! 7 7 ( ( 6 6 6 6 ( ( 7
$" 6& 7 7 ( ( 6 6 6 6 ( ( 7
$" 6# 6 6 ( ( 6 6 6 6 ( ( 7
$" 65 6 6 ( ( 6 6 6 6 ( ( 6
$" 68 6 6 ( ( 6 6 6 6 ( ( 6
$" 69 6 6 7 7 6 6 6 6 ( ( 6

% % 注：每一组培养基进行两组平行试验；7 表示有菌落生长但异常缓慢；6 表示无菌落生长；( 表示有菌落

生长且良好。

表 !% 富集培养试验现象和结果

项% % 目 有机 &’ 培养基 :;-!$* ( 酵母 ") "!* - 培养基 $"/ 0 1
初始 23 值 $) <! !) &5 &) ="
接种量 0 * !" !" !"

培养时间 0 > #< $!" 8<
细菌数 ! ? $"9 $) 8 ? $"< !) # ? $"<

试验现象 溶液成深棕红色 溶液呈现粘膜 - 颗粒部分溶解

:; 氧化率 0 * $""
最终 23 值 $) 8" $) &=

集培养。培养在 !""@1 三角瓶内，放入恒温

空气 振 荡 器 中 进 行。转 速 $5"A 0 @BC，温 度

5"D，23 按以上试验调节，接种量 !"*。试

验结果见表 !。

% % 从实验现象和结果可以看出：选育出的

菌种有将 :;! ( 氧化成 :;& ( 的能力，从黄铁矿

培养基中 23 值的降低也可知此菌种具有氧

化黄铁矿的能力。

&% 分离及鉴定

&) $% 菌种分离

分离的目的是将混杂菌群个体各个分

开，形成纯培养物。分离是菌种选育的关键

步骤。一般有以下三种分离方法：

（$）试管倾倒培养皿分离法；

（!）固体培养基平板划线分离法；

（&）液体培养基稀释分离法。

在分离的最初阶段一般不给予严密的培

养条件，尽可能分离到多的纯菌种。在这种

情况下，菌种分离阶段选用广泛的分离培养

基［5］。

本试验采用固体培养基平板划线分离

法，在自制的平板上进行。用琼脂粉做固化

剂，混合富集培养过程中生长良好的培养基

一起倒成平板。用接种针挑取富集培养液在

平板上做连续划线，划线完毕，盖上平板，倒

置放在恒温生化培养箱静止培养，培养温度

控制在 5"D。以上过程都在严格灭菌和无

菌条件下操作。分离的菌种命名为 E1F 菌。

结果见表 &。

从试验结果可知在固体培养基中生长很

缓慢，效果不理想。可能存在如下原因：

$) 中高温菌培养温度较高，固体培养基

水分蒸发，造成培养基干裂。而这种浸矿菌

为异氧菌，在有液体存在的情况下能更好地

利用氧；

·"!·
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表 #! 固体培养基平板划线分离法菌种分离结果

项! ! 目
有机 #$ 培养基
% &’ "( 琼脂粉

)*+"&( % 酵母 ,’ ,"(
%&’ "( 琼脂粉

+ 培养基 &,- . /
% &’ "( 琼脂粉

初始 01 值 &’ 2" "’ #3 #’ 4,
培养时间 . 5 &6 &6 &6
试验现象及

试验结果
固化培养基干裂，有少量菌落
生长，呈园盘状，发出金属光泽

固体培养基干裂，有菌落生长，
园盘状和不规则状，金属光泽

固体培养基干裂，几乎
无菌落生长

! ! "’ 平板培养在恒温生化培养箱空气状态

下进行，中高温菌固碳能力比较弱，没有足够

的可利用 78"，不利于细菌的生长；

#’ 固体培养基中添加的琼脂粉为固化

剂，也可能影响细菌的生长。

#’ "! 菌种鉴定

菌种鉴定工作是微生物的基础工作，一

般分为以下三个步骤：（&）获得该微生物的

纯种培养物（09:* ;9<=9:*）；（"）测定一系列

必要的鉴定指标；（#）根据权威性的鉴定手

册（如伯杰氏细菌鉴定手册）进行菌种鉴定。

不同微生物往往有自己不同的鉴定指

标，如形态特征指标，生理特征指标，生理、生

化、遗传指标等。通常把鉴定微生物的技术

分为四个不同水平：（&）细胞的形态和习性

水平，就是用经典的研究方法，观察细胞的形

态特征、运动性、酶反应、营养要求和生长条

件等；（"）细胞组分水平，包括细胞组成成

分，脂类，醌类，光合色素等的分析，一般要采

用红外光谱、气相色谱和质谱分析等新技术；

（#）蛋白质水平，包括氨基酸序列分析、凝胶

电泳和血清反应等若干现代技术；（6）基因

或 >?@ 水平，包括核酸分子杂交（>?@ 与

>?@ 或 >?@ 与 A?@），B % 7CD<( 值 的 测

定，遗传信息的转化和转导，&E+:A?@（ 核糖

体 A?@）寡核苷酸组分分析，以及 >?@ 或

A?@ 的核苷酸序列分析等［E］。

鉴定可知：7/F 菌为革兰氏阳性菌，无机

化能营养菌，细胞呈杆状，细胞尺寸 ,’ 6 G "
H # G E’ 2!C 之间，能在铁、硫、硫化矿不同

底物上生长。专性好氧，嗜酸，中等嗜热，最

适宜 生 长 温 度 3,I，在 E,I 能 存 活。 以

)*" % 、硫化矿为能源自养生长，以酵母提取物

为能源异养生长，以铁和酵母提取物为能源

混合营养生长；有酵母提取物存在时，可氧化

元素硫。以无机底物为能源自养生长时，细

胞的良好生长需要足够的 78"，在有机物存

在的混合营养条件下该菌更易生长。在细胞

生长过程中有球形孢子生成，细胞不具运动

性。透射电镜观察 )*+"&( % 酵母 ,’ ,"( 为

培养基的细菌如图 " 所示。

根据伯杰氏细菌鉴定手册中对 +9<JDKLM
;N<<9O 属的描述：+9<JDKL;N<<9O 菌属存在于富

含铁、硫、硫化矿的酸热环境中，属革兰氏阳

性、无机化能营养菌，细胞呈杆状、棒状，最适

宜生长温度为 3"I。对比选育出 7/F 菌鉴

定可知其为 +9<JDKL;N<<9O 中等嗜热菌属，典型

种为 +9<JDKL;N<<9O =P*:CDO9<JN5DDQN5LRO，在 金

属硫化矿生物浸出过程中起重要作用［S G &,］。

6! 结! ! 论

&’ 通过采样、富集、分离纯化等系列措

施，建立了从自然界选育高效浸矿菌的有效

方法。从国内外文献和我国生物冶金技术发

展前景看，开展中等嗜热菌选育及浸矿性能

研究工作对我国矿业的可持续发展具有重要

的意义。

"’ 从选取酸性矿坑水的取样点而言，应

选取含硫高或黄铁矿存在的矿山酸性矿坑

水；对于开采多年的老矿而言，微生物在生

存、繁殖、进化的过程中，经过选择已经适应

其生长环境，更有可能从中分离选育出适合

·&"·
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图 !$ %&’ 菌透射电镜图

于生物浸矿的菌种。

() 选育出一株中等嗜热菌，命名为 %&’
菌，鉴定为 *+,-./012,,+3 属，革兰氏阳性、无机

化能营养菌，细胞呈杆状，以 45! 6 、*7和硫化

矿为能源自养生长；以酵母提取物为能源异

样生长；以 45! 6 和酵母为能源混合营养生

长。

#) 对 %&’ 菌的鉴定，有待于更加细化，并

且对中等嗜热菌的特征菌株在以后菌种的分

离过程中应着重研究。因为即使同属一种菌

属，但不同的菌种氧化黄铁矿以及其他矿石

的能力也是不同的。
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膨润土的活化改性与在橡胶中的应用
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! ! 摘要：采用热处理与机械力化学改性相结合的方法活化膨润土，可制备橡胶补强填料。热处

理能有效驱除矿物的挥发份和结合水，活化结构，保证并提高干法机械力化学表面改性效果，使改

性剂用量在 %* 以下就能获得理想指标。采用此种方法制得的膨润土替代半补强炭黑量达 ’#* ，

橡胶制品各项物理性能符合国家标准 +,’--. / 0$；%##* 替代高耐磨炉黑，橡胶力学性能满足

+,’%. / 0. 技术要求。

关键词：热处理；机械力化学改性；膨润土；橡胶填料

中图分类号：120"-! 文献标识码：3! 文章编号：%###4)(’"（"##$）#"4##"’4#(

%! 引! ! 言

矿物填料的改性是非金属矿物重要的深

加工技术之一，它涉及材料化学、矿物学、化

工等多学科领域。改性矿物填料应用于橡胶

工业的研究和应用有着重要的经济和技术意

义，近些年填料矿物种类和用量持续稳定增

长。膨润土由于强吸水性，做矿物填料的研

究工作相对较少。已有的研究主要采用湿法

对其进行表面处理，在橡胶中的填充量限定

在一定水平［%］。也有部分学者采用干法改

性，但均匀程度有待提高［"］。而机械力化学

改性制备矿物填料则是一种更经济适用的方

法［’ 5 $］。针对膨润土中主要矿物蒙脱石的结

构和强吸水特性，采用热活化与机械力化学

表面改性制备膨润土矿物补强填料，将有效

改善膨润土矿物填料的性能，免去提纯处理

造成的成本提高和资源浪费，为综合利用开

辟新的途径。
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