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高浓度镍环境中不同培养条件对浸矿微生物群落的影响 
 

管  昊，尹华群，刘  杰，罗焱杰，刘学端，邱冠周 
 

(中南大学 资源加工与生物工程学院，湖南 长沙，410083) 
 

摘  要：为了解高浓度镍环境中不同能源条件对浸矿微生物群落组成的影响，以 59 g/L(1 mol/L)的镍离子作为选

择压力，在不同培养条件下富集酸性环境中的微生物，并通过聚合酶链式反应−限制性片段长度多态性(PCR-RFLP)

技术分析微生物群落多样性。研究结果表明：在高浓度镍离子胁迫下仍存在多种微生物，分别属于变形菌门、酸

杆菌和厚壁菌门。此外，研究还发现，不同的富集条件对微生物群落影响很大。当 pH 值为 4 时，以亚铁为能源

的富集物中，其微生物群落主要以 Acidiphilium 属和 Acidobacterias 属为主；在以单质硫为能源的富集物中，90%

的微生物属于 Acidiphilium；在以硫酸亚铁、单质硫及酵母粉为能源的富集条件下，Acidiphilium 和 Pseudomonas

为优势种群。 
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Abstract: The influence of energy resources on leaching microbial community was studied. AMD (Acid mine drainage) 

microbes was cultivated and selected. In high concentration (59 g /L) of nickel sulphate, with different energy resources, 

the microbial community diversity was analyzed by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) technique. The results show that there are several kinds of bacteria in high-concentration nickel ion, which 

are close to Firmicutes, Acidobacteria, and Proteobacteria in affinity respectively. Moreover, the results indicate that the 

different culture conditions show great impact in the microbial community. Acidiphilium and Acidobacterias are the 

dominant species in microfloras enriched in pH=4 media with ferrous iron as energy sources. In microfloras enriched in 

pH=4 media with sulfur as energy sources, about 90% of the bacterium are Acidiphilium. With the energy source 

including ferrous iron, sulfur and yeast extract, Acidiphilium and Pseudomonas are the dominant species. 
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采矿活动使金属硫化矿大量暴露于地表，经过自

然与生物的氧化作用导致产生大量酸性矿坑水(Acid 
mine drainage，AMD)[1]。AMD 通常含有高浓度的金

属离子与硫酸盐，可利用的底物类型也非常有限。然

而，在这样的极端环境中，微生物群落仍然非常丰富，

至少含有 11 个原核生物门[2]，这些微生物为生物冶金

提供了重要的生物资源。这些微生物对能源的要求差

异很大，由于 AMD 环境的营养物质缺乏，大多数嗜 
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酸性微生物的初级生产只能依赖化能无机自养进  
行，尤其是亚铁离子和低价硫的氧化，铁和硫是这些

嗜酸性微生物能量代谢的重要组成部分[3]。尽管如此，

AMD 环境中仍然存在异养生活的嗜酸性微生物，包

括兼性异养与专性异养微生物[4−6]。因此，研究不同能

源条件下微生物群落的组成对浸矿微生物的分离及提

高生物浸出效率具有重要的理论参考价值。就镍的生

物浸出而言，其环境中镍离子的含量常常会达到   
1.2 mmol/L，甚至更高，对微生物产生严重的毒害作

用。此外，在镍矿浸出环境中，pH 值较高(pH＞4)，一

般浸矿微生物(一般生长最适宜 pH＜3.5)生长易受到

抑制，且浸矿过程中耗酸量大，成本较高[7−8]。因此，

如何筛选适合镍浸出的微生物或微生物种群，是目前

镍生物浸出需要解决的一个关键问题。本文作者在含

镍的 3 种富集培养基中进行微生物的选择性富集，并

通过 PCR-RFLP 的方法对这些微生物进行群落组成分

析，研究高浓度镍离子和不同培养物对微生物群落的影

响，为镍浸出微生物的筛选和工业应用提供理论参考。 
 

1  材料与方法 
 

1.1  样品来源 
原始水样取自江西德兴铜矿、江西银山矿及广西

镍矿的酸性矿坑水，对各水样进行 ICP 全元素分析。

收集的水样在 40 ℃保存。 
1.2  富集培养 
1.2.1  培养基 

基本培养基为 9K 无硫酸亚铁基础培养基，其组

成为：(NH4)SO4 3 g，KCl 0.1 g，K2HPO4 0.5 g，
MgSO4·7H2O 0.5 g，Ca(NO3)2 0.01 g，FeSO4·7H2O   
44.2 g，加 H2O 至 1 L。 

在基础培养基中分别加入：44.2 g/L 硫酸亚铁(以
NF表示)；44.2 g/L硫酸亚铁和1%单质硫(以NS表示)；
44.2 g/L 硫酸亚铁、1%单质硫及 0.1%酵母粉(以 NY
表示)，pH 值均调节至 4.0。培养基经 121 ℃灭菌    
20 min，3 类培养基中的硫酸亚铁溶液单独分开，用

0.22 μm 滤膜过滤除菌。 
1.2.2  富集培养 

首先，从 3 个样品中各取 5 mL 原始水样混合并

分别加入 3 组富集培养基中，同时，在富集培养基中

加入 0.2 mol/ L Ni2+(硫酸镍)进行选择性富集，在    
30 ℃摇瓶培养。待培养液富集物中微生物浓度达到

107个/mL 时，从第 1 代培养液富集物中各取 5 mL 接

入加有 0.4 mol/L 硫酸镍的富集培养基中，此后，每代

依次增加 Ni2+浓度，其浓度分别为：0.2，0.4，0.6，0.8，
1.0 和 1.2 mol/L。当 Ni2+浓度达到 1.2 mol/L 时，微生

物无法存活，所以，设定能够抑制微生物生长的最低

抑菌浓度(Minimal inhibitory concentration，MIC)为 
1.0 mol/L。以 1.0 mol/L Ni2+浓度传代培养，至细菌生

长稳定，过滤离心收集菌体。从加入 Ni2+的 3 组富集

培养基中获得的菌体样本分别标记为 NF，NS 和 NY。 

1.3  基因组 DNA 的提取以及 16S rRNA 基因的扩增 
富集培养的 3 类细菌样本的基因组 DNA 使用细

菌基因组 DNA 提取试剂盒(Tiangen，DP302)提取。 
以基因组 DNA 作为模板，采用通用引物 27F 及

1492R(上海生工生物工程技术服务有限公司生产)进
行 16S rRNA 基因的 PCR 扩增。循环参数设置为：在

94 ℃保温 5 min；在 94 ℃保温 45 s；在 55 ℃保温 45 s；
在 72 ℃保温 90 s，共 30 个循环；最后在 72 ℃保温    
7 min。 

PCR 扩增产物采用 1%的琼脂糖凝胶电泳检   
测，并采用 E.Z.N.A Gel Extraction Kit(Omega)试剂盒

回收。 
1.4  16S rRNA 基因的克隆、筛选与测序 

PCR 产物与 pGEM-T 克隆载体(Promega)连接，转

入 E.coli DH5α感受态细胞(Tiangen)构建克隆文库。每

个样品随机挑选至少 100个白色克隆子进行PCR扩增

筛选，并进行电泳检测。对阳性克隆的 PCR 产物加入

HinpⅠ和 MspⅠ，置于 37 ℃进行限制性酶切 5 h。酶

切产物使用 EB 染色的 2.5%琼脂糖凝胶电泳；电泳后

进行 RFLP 结果分析。相同带型的电泳条带被归为一

种 RFLP 带型模式，并挑取一个代表性的对应克隆进

行测序。 
1.5  系统发育分析 

在 RFLP 图谱的基础上，共挑选 29 个具有代表性

的 16S rRNA 基因序列进行测序分析。序列先采用

NCBI 的 BLASTN 工具进行分类鉴定，然后，采用

Neighbor-Joining 法对所有可用的核酸序列的系统发

育情况进行分析。基于初步的系统发育分析结果，适

当的 16S rRNA 基因序列子集被挑选出来并使用

CLUSTAL W 程序构建系统发育树。 
 

2  结果与分析 
 
2.1  富集物中 16SrRNA 基因克隆文库分析 

从 3 个富集物的基因组 DNA 中成功扩增出正确
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长度的 16SrRNA 基因(约 1.5 kb)，经 T-A 克隆后共获

得 233 个 16S rRNA 基因阳性克隆，并对这些克隆进

行RFLP分析，归为29个可操作分类单元(OTU)。RFLP
结果表明，NY 富集物中 OTU 的数量明显高于其他 2
个富集物样品(NS 和 NF)的数量。3 个富集物样品的

16S rRNA 基因克隆文库分析表明，在各个样品中都存

在一些占主要优势的 OTU。在 NF 样品中，OUT 的

NF-1和NF-2含量分别为克隆文库总数的51%和27%。

在 NS 样品中，NS01，NS02 和 NS04 是优势的可操作

分类单元，分别为 NS 克隆文库总数的 52%，13%和

17%。而 NY 样品中的 5 个主要 OTU NY1，NY3，NY4，
NY7 和 NY8 分别为该样品克隆文库总数的 10%，

26%，14%，10%和 14%(图 1)。 

2.2  16S rRNA 基因系统发育分析 

系统发育分析结果如图 2~4 所示。可见，29 个

16S rRNA基因序列所对应的细菌分属于 3个门5个属

的微生物。其中，大部分 OTU(NF01，NF05，NS01，

NS04，NS06，NY02，NY03，NY07)属于变形菌门

(Proteobacteria)的嗜酸杆菌属(Acidiphilium)，其相似性

为 98%~99%。在变形菌门中，有 7 个 OTU(NF08，

NS05，NY01，NY04，NY05，NY08，NY10)属于假

单胞菌属(Pseudomonas)，相似性为 92.7%~99.3%；还

有 5 个 OTU(NF03，NS03，NY09，NY13 和 NY15)

属于嗜酸硫杆菌属(Acidithiobacillus)，其相似性约为

99% ；只有 1 个 OTU(NS07) 与柠檬酸杆菌属

(Citrobacter)细菌有较近亲缘性，其相似性约为 94%。

此外，有 2 个 OTU 分属于酸杆菌门(Acidobacteria)和

厚壁菌门(Firmicutes)(见图 2)。在 NF 富集物中，分属

于 Acidiphilium 和  Acidobacteria 的微生物是 16S 

rRNA 系统发育树上的优势种群，它们的比率分别为

总克隆数的 55%和 27%(表 1)，而在浸矿中常用的氧

化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans)仅占 7%。

此外，一些分属于 Strepococcus sp.和 Pseudomonas sp. 

的微生物也被检测到(图 2(a))，分别为整个微生物群落

的 3%和 8%。与富集物 NF 相比，NS 样品中

Acidiphilium 菌的含量明显提高，其约为整个 NS 群落

的 90%。在 NS 富集物中，有 5 条序列(NS01，NS02，

NS04，NS05 和 NS07)归于这个属(图 3)。同样，属于

Acidithiobacillus ferrooxidans 菌的微生物仅占很少一

部分，约为 NS 16S rRNA 克隆文库的 4%(表 1)。在

NS 富集物中，有 2%的微生物隶属于柠檬酸杆菌属

(Citrobacter)的细菌，但其相似性仅为 94%。而在 NF

富集物中检测到的 Strepococcus sp.，在 NS 富集物中

没有被发现。在NY富集物中，隶属于Pseudomonas 的

细菌是最优势的种群，约为 NY 16S rRNA 克隆文库的

47%。其次是 Acidiphilium 的细菌，为整个克隆文库的

37%。与前 2 种富集物相比，NY 样品具有较高含量的

Acidithiobacillus ferrooxidans 克隆，约占 NY 16S rRNA

克隆文库的 10%(表 1)。 

2.3  讨  论 

Acidiphilium 属在各含镍培养体系中均占有较高

丰度，Acidithiobacillus 属虽被检测出，但所占丰度   

较低。Kenneth 等的研究发现，兼性异养 Acidiphilium

属不仅能够利用硫和亚铁营自养生活，同时，还能   

够利用葡萄糖和酵母提取物进行异养生活 [9−10]。

Acidiphilium 属微生物是一类能够进行铁呼吸作用，利

用有机物或者H还原三价铁而获得能量进行化能异养 

 

 

(a) NS; (b) NF; (c) NY 

图 1  3 个富集样品中 16S rRNA 基因克隆文库中的 OUT 分布图 

Fig.1  OTU distribution of 16S rRNA clone libraries taken from three enrichment samples 
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图 2  微生物群落的 16S rRNA 系统发育分析(NF) 

Fig.2  Phylogenetic analysis of microbial community based on 16S rRNA gene(NF) 

 
表 1  不同富集条件下微生物群落的组成 

                Table 1  Microbial community composition under different richness conditions                w/% 

富集条件 Acidithiobacillus ferrooxidans Acidobacteria Acidiphilium Streptococcus sp. Pseudomonas sp. Citrobacter 其他

NF 7 27 55 3 8 0 0 

NS 4 0 90 0 0 2 4 

NY 10 0 37 0 47 0 6 

 

生长的细菌[11−12]。该属的成员主要存在于酸性矿水

中，能够适应 pH 值为 1.5~6.0 的环境，相对于

Acidithiobacillus 属来说适应性更强。因此，在 pH 值

为 4.0 的培养条件下，其为主要的优势种群。 

此外，在镍选择压力的不同富集条件下，

Acidithiobacillus 属 的 细 菌 也 普 遍 存 在 。

Acidithiobacillus 属的细菌大多数属于嗜酸好氧的化能

自养革兰氏阴性菌 [13−15]，其中，氧化亚铁硫杆菌

(Acidithiobacillus ferrooxidans)以亚铁、元素硫或金属

硫化矿作为能量来源，吸收氮、磷等无机营养物质，
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以空气中的二氧化碳为碳源生长[16−17]。在多种金属硫

化矿的生物冶金研究中，氧化亚铁硫杆菌被认为是主

要的浸矿菌种之一。研究表明：在氧化亚铁硫杆菌与

氧化硫硫杆菌混合浸出低品位镍铜硫化矿的过程中，

在 25%的矿浆浓度下，浸出 14 d 后，镍的浸出率达到

80.2%[18]。 

在抗镍的微生物群落中还检测到假单胞菌属细

菌，其在酵母粉存在的培养体系中丰度较高。另外，

在亚铁加硫粉培养体系中检测到柠檬酸杆菌属细菌，

这可能与这些微生物利用有机物作为能源有关。一些

研究者也发现，假单胞菌类对重金属的抗性机制主要

是对金属的胞外吸附，而柠檬酸杆菌属细菌的有机代

谢物如柠檬酸同样具有络合吸附金属离子的能力, 这

些特性可能是这 2 种菌群得以在含镍培养体系中生存

的原因[19]。此外，氧化亚铁硫杆菌等铁氧化菌都对有

机酸和其他小分子的有机物敏感，这些菌类在代谢和

休眠期间都释放有机物进入培养基中，到一定程度将

抑制细菌的生长，而异养菌可通过代谢这些有机物解

除抑制，这可能是氧化亚铁硫杆菌丰度较少而一些异

养菌如 Acidiphilium 丰度较高的原因。铁氧化菌和异

养菌混合培养，可能会比纯培养微生物表现出更强的

重金属抗性和更好的浸矿效果[20]。 

含镍培养物中还有一类重要的微生物属于酸杆菌

门。在以往微生物生态学研究中，经常发现这类微生

物存在于一些生物浸出系统的酸性环境中[21]。但是，

这类微生物是否具有生物浸出功能，还有待进一步证

实。此外，还发现少量属于厚壁菌门链球菌属的微生

物，其在群落中的功能也有待于进一步研究。 

 

 

图 3  微生物群落的 16S rRNA 系统发育分析(NS) 

Fig.3  Phylogenetic analysis of microbial community based on 16S rRNA gene(NS) 



                                                中南大学学报(自然科学版)                                             第 40 卷 

 

548 

 

 
图 4  微生物群落的 16S rRNA 系统发育分析(NY) 

Fig.4  Phylogenetic analysis of microbial community based on 16S rRNA gene(NY) 

 
 

3  结  论 
 

a. 不同能源富集培养条件下微生物群落主要由

变形菌门、酸杆菌和厚壁菌门的多类细菌组成。其中，

Acidiphilium 属和 Acidithiobacillus 属在不同能源培养

条件下均存在，而 Acidiphilium 属细菌丰度最高，这

些微生物可能在镍生物浸出中发挥重要作用，特别是

针对于一些 pH 值较高(pH＞4)的环境中镍被浸出。另

外 Pseudomonas 属、Citrobacter 属、Acidobacteria 属

等细菌也被检测到，然而，其是否具有生物浸出功能

还有待进一步研究。 
b. 不同的富集培养条件对微生物群落影响很大。

在 pH 值为 4 时，以亚铁为能源的富集物中，微生物

群落主要以 Acidiphilium 属和 Acidobacteria 属为主；

在以单质硫为能源的富集物中，其 90%的微生物属于

Acidiphilium；以硫酸亚铁、单质硫及酵母粉为能源的

富集条件下，Acidiphilium 和 Pseudomonas 为优势   
种群。 
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