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Bacillus spp.的筛选鉴定及浸矿渣效果研究 *
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摘要 目的：研究 Bacillus spp.的生长特性及浸镉渣效果。方法：采用 9K 培养基划线分离纯化目标菌种，利用传统的测定方法测定

其生长特征，采用 16S rDNA 对菌株进行分子生物学鉴定，最后对该菌株浸三种矿渣浸出效果进行了分析。结果：该微生物形态为

扁球形，革兰氏染色呈阳性，能运动，单生鞭毛；最适生长温度 30℃，最适 pH 值为 3；代谢类型为兼性营养型；耐受 NaCl 浓度为 4
%；微生物氧化酶为阴性，接触酶为阳性；经鉴定该菌株属于 Bacillus 属。以 5%的接种量，培养基 pH 为 3 条件下，镉浸出效果较

好，沉渣中浸出率为 90.4%，其余两种渣中浸出效果最佳。结论：Bacillus spp.可应用于镉渣中镉的浸出。
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three types of slags were analyzed. Results: The spherical form of the microbial plants is flat and the gram stain G+. The organism is
movable, solitary, with an optimum growth temperature of 30℃, an optimum pH of 3, a facultative type of metabolism and a salinity tol-
erance of 4%; The microbial oxidase is negative and catalase positive. By molecular biology analysis, it was identified that this indige-
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前言

生物冶金技术通常指矿石经自然界存在微生物的氧化，从

矿石中溶解出有价金属的方法[1-2]。生物冶金技术是本世纪最为

活跃的学科之一，与传统工艺相比成本低、无污染、能有效处理

低品位矿产资源，其开发利用有着广阔的前景[3]。生物法冶金涉

及到的微生物种类繁多[4]，目前就浸出机理可分为 3 种：第一，

氧化硫化矿物、元素硫和亚铁[5]，主要用于硫化矿浸出，其作用

微生物是氧化亚铁硫杆菌等硫化细菌；第二，异养微生物产生

的有机物、过氧化物破坏矿物，氧化或还原不同价态元素[6]，主

要用于非硫化矿浸出，例如，采用硅酸盐细菌脱除铝土矿中杂

质硅[7]。第三，化学元素的微生物积累和沉淀[8]，用于从各种溶液

中去除或回收有毒或有价金属，这些细菌主要由一些真菌组

成[9]。微生物的多样性影响其所在生态系统的生化反应。其组成

和活性能够反应所在生态系统的运行状况。传统的培养方法虽

然可以检测环境中的活细胞，但不能全面地反映微生物区系组

成状况，而且很多研究表明环境中的大部分的微生物不能被分

离[10]。较之传统培养方法，采用遗传指纹图谱技术可直接对环

境中微生物总 DNA 进行研究，避免了纯培养的步骤，缩短处理

时间[11]。本论文利用 16S rDNA 对课题组分离的高效浸镉菌种

进行分子生物学鉴定，并对其生理生化特性和几种矿渣浸出效

果展开了研究。

1 材料与方法

1.1 实验材料

9K 培养基：(NH4)2SO4 3.0g，KCl 0.1g，K2HPO4 0.5g，Mg-
SO4 0.5g，Ca(NO3)2 0.01g，FeSO4·7H2O 44.1g。用去离子水定

容至 1000mL，用 1：1H2SO4 调整其 pH 值为 2。
固体培养基：9K 培养基 +1.2 %琼脂，调整 pH 值到 3，9K

培养基和琼脂分开灭菌再混合。
1.2 渣样理化参数

供试沉渣 pH 为 6.5，为酸性渣。通过能谱分析发现沉渣中

重 金 属 元 素 有 Zn、Pb、Mn、Cd 和 Cu 等 ， 含 量 依 次 为

62350mg/kg、29530mg/kg、7650mg/kg、4530mg/kg 和 830mg/kg，

且主要以非晶态存在于渣中。
1.3 微生物的分离纯化
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分离所采用的培养基为固体 9K 培养基，即在培养基中加

入 1.2 %的琼脂。采用稀释平板法进行分离纯化。纯化主要步骤

如下：(1)制备稀释液:称取渣样 10g，放入 100 mL 无菌水中，

30℃下，摇床上振荡培养 5d，低速率下离心上清液。用无菌枪

头吸取上清液 100mL 加入 900mL 无菌水中，用无菌水稀释为

10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、10-6、10-7、10-8 共八个浓度梯度。(2)培养:
利用制备好的各浓度的稀释液，涂于灭菌的 9K 固体培养基平

板。倒置恒温箱内 30℃培养。(3)富集培养:经过 3-4d 的培养，待

平板上长出菌落后，根据形态挑取单细菌菌落于 100 mL 灭菌

的 9K 液体培养基中，摇床上 30℃恒温振荡培养。(4) 纯化：采

用平板划线分离法进行纯化。涂平板检验直到获得纯培养。制

备得到纯培养后采用甘油保存法。在菌种管中，加入 l mL 30%
的甘油，灭菌后加入 l mL 细菌培养液，使甘油终浓度为 15%，

-20℃下冻存，待用。
1.4 生化特征测定

(1) 氧化酶测定 选取一片干净的滤纸，并在其上滴加 1%
二甲基对苯撑二胺溶液，使滤纸润湿即可。用接种环挑取 3-5
天的菌苔，涂抹在润湿的滤纸上。若在 10s 内涂抹的菌苔现红

色，则其氧化酶为阳性，10-60s 之间出现红色，按阴性处理，60s
以上出现红色不计。

(2) 接触酶测定 用接种环挑取 3-5 天培养的菌种，涂抹于

滴有 3%过氧化氢的干净玻璃片上，若有气泡产生则为阳性，无

气泡则为阴性[12]。
1.5 微生物浸出及重金属测定

微生物浸出：量取 100mL 配制好的 9K 培养基于 250mL
锥形瓶中，加入适量的沉渣，培养基 pH 为 3，接种菌液量为 5
%，放入回转式恒温培养箱中进行培养，设置摇瓶转速约为

120r/min，检测浸出液中 Cd、Cr、Cu、Pb、Zn 含量，每个样品做三

次平行。
重金属含量测定：准确称取干燥后的渣 0.5g 于 100mL 的

聚四氟乙烯坩埚中，用微量蒸馏水将样品润湿，然后在坩埚内

加 10mLHCl，将坩埚于砂 浴 电 热 板 上 加 热 ， 控 制 温 度 在

120-140℃，蒸发至约 5mL 时加入 15mL 浓 HNO3，继续加热至

近粘稠状，加入 10mLHF 继续加热，为达到良好的飞硅效果，经

常摇动坩埚。再加 2mL HClO4，加盖消解，蒸至白烟冒尽时取下

坩埚，加 1mL 浓 HNO3 及少量蒸馏水，继续加热直至残渣全部

溶解，转移并定容至 50mL。浸出液中的 Zn、Pb、Cd、Cu、Cr 等元

素的含量采用原子吸收分光光度法测定。所用器皿在清洗后用

15%的硝酸溶液浸泡，然后再用去离子水清洗后烘干，备用。
1.6 菌株的分子生物学鉴定

1.细菌总 DNA 的提取[13]

（1）菌体的培养:以 5%的接种量在 100ml 9K 液体培养基

中接入菌株，在 500mL 摇瓶中培养 72-96 小时。
（2）菌体的收集:培养至对数期，12000r/min，10min 收集菌

体。
2.DNA 的提取和纯化:
将离 心 收 集 后 的 菌 体 用 pH 8.0 的 TE 缓 冲 液 即 10 m

mol/L Tris-HCL;l m mol/L EDTA，反复冲洗菌体，然后悬浮于

50 mmol /L Tris-HCL:5 m mol/LEDTA，pH 8.0 的 缓 冲 液 中 ；

37℃下加溶菌酶 (0.5-l mg/mL) 并摇动 30min；60℃下加 SDS
(10%-20%)至终浓度 1-2%,摇动 l0min；将菌液在分别在 -20℃、
65℃下反复冻融，以致细胞充分破裂；加入 20mg/mL 蛋白酶

K；加等体积的苯酚 - 氯仿 - 异戊醇，12000 r/min 下离心 5min；

取水相加入等体积的氯仿 - 异戊醇，12000 r/min 下离心 5min，

取水相；加入 50μg/mL 的 RNA 酶，温浴 l0min；加入 1/10 体积

3mol/L，pH5.2 的乙酸钠;2 倍体积无水乙醇，过夜；用 70%乙醇

反复冲洗 DNA，于 TE 缓冲液中保藏，备用。
3. PCR 扩增

样品 16Sr DNA 扩增程序，连接、转化和克隆等操作均采

用 Yin H. Q[14]等人文献报道的方法。用灭菌的牙签挑取菌斑(切
忌挑选卫星斑，尽量挑选较大的单个菌落)，溶于 50 μL TE
buffer 中，在 PCR 仪上 99℃破壁 5 min。然后，取破壁液作为模

板 DNA 进行菌落 PCR 实验。在菌落 PCR 实验中，使用的前后

引物为 M13 F 和 M13 R，其序列分别为：M13F (5'-ATT TAG
GTG ACA CTA TAG-3')；M13R (5'-TAA TAC GAC TCA CTA
TAG GG-3')。菌落 PCR 扩增的反应体系与反应程序与 16S
rDNA 扩增相同，只是用 M13 F 和 M13 R 引物替代细菌扩增的

引物。

2 结果

2.1 细菌形态学特征

将培养好的菌液涂于固体培养基平板，30℃恒温培养 3-5
天，观察其形状、大小、边缘、表面、隆起形状、透明度、菌落及培

养基的颜色等。菌株在 9K 固体培养基上生长 3-5 天后，发现形

成橘红色菌落（1-2mm）（见图 1A）。将菌株于 9K 液体培养基中

恒温振荡培养适合时间后染色镜检。光学相差显微镜下观察细

胞形态、大小及运动性（见图 1B）。用结晶紫草酸胺染色法作革

兰氏染色。采用扫描电镜观察土著微生物形态，并且拍照（图

1C）。研究发现该微生物形态为球形，革兰氏染色呈阳性，能运

动，单生。

图 1 菌落形态及扫描电镜下微生物形态

Fig.1 Cultural features and pictures in scanning electron microscopy of microorganism
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2.2 细菌生理特征

2.2.1 最适生长温度 将 5mL 的幼龄菌液接入 30mL 的 9K 液

体培养基中，分别放入 25℃，30℃，35℃,40℃,45℃恒温摇床

中，120r/min 下振荡培养 96h 后，测定培养物的 OD600 值。

由图 2 所示，该菌种的最适生长温度为 30℃，在 25℃
-45℃范围内都能较好的生长，为常温菌。温度对生物的影响主

要是通过影响生理代谢过程中酶的活性，并且每种酶的活性都

有最低温度、最适温度、最高温度。温度超过生物体的耐受限

度，其体内酶活性被抑制，生长受阻。
2.2.2 最适初始 pH 值 制备 pH 值 1.5，2.0，2.5，3.0，3.5，4.0，4.5
的 9K 液体培养基，将等量 5mL 菌液分别接入 30mL 液体培养

基，保证各培养瓶中接入的菌液浓度一致。120r/min 培养微生

物，定时测定培养物的 OD600 值。

由图 3 可知，该微生物在 pH 值小于 2 的环境中不能生长

生长。当 pH 值高于 4.0 时，细菌生长受到抑制，吸光度降低，

pH 值为 3 是生长最适 pH 值。
2.2.3 Fe2+ 氧化检测 制备含 4.41%FeSO4 的 9K 液体培养基，加

入的菌液接入 30mL 的 9K 液体培养基中，设一个空白对照(防
止 Fe2+ 自身氧化的干扰)，120r/min，30℃下振荡培养，观察微生

物的生长。亚铁离子在 pH 值 3-9 之间的溶液中与邻菲罗啉生

成稳定的橙红色络合物，在测量波长为 510 nm 下测定亚铁离

子浓度。Fe3+ 则是总铁减去 Fe2+。由图 4 可知在微生物作用 1d
后 Fe2+ 浓度开始降低，2d-5d 降低趋势最为明显。表明该微生物

能够氧化 Fe2+。

2.2.4 有机能源利用 分别制备含 1%有机物的 9K 液体培养基

（不投加 FeSO4），将 5mL 等量的菌液分别接入 30mL 的 9K 液

体培养基中，设置空白对照组，120r/min，30℃下振荡培养，观

察培养物的生长，结果见图 5。由图 5 可看出，该菌对葡萄糖有

微量的利用，而对果糖、蔗糖和乳糖都未能利用，但是该菌种能

够利用乙酸钠进行生长。微生物通过生物氧化反应获得能量，

不同种类的微生物，能分别利用不同的有机物或无机物为基

质，以分子氧或无机物或小分子有机物为最终电子受体，通过

生物氧化，获得能量，由图 5 结果可知，该微生物属兼性营养型

细菌。

2.2.5 耐受盐度分析 分别制备含 0%，2%，4%，6%，8%，10%
NaCl 的 9K 液体培养基，将 5mL 等量的幼龄菌液接入 30mL
的上述液体培养基中，0%为对照组，120r/min，30℃下振荡培

养，观察培养物的生长情况。
由图 6 结果可知，该菌种耐受盐度范围较窄，当盐度为 6

%时，对微生物生长产生严重影响。生长耐受盐度的范围为小

于 4 %。当环境介质的盐度大于细胞内部浓度时细胞会引起细

胞失水。当内部浓度大于细胞外部浓度，细胞会自动吸水，细胞

溶胀。盐度作为影响微生物生长的重要生态因子之一，根据限

制 Shelford 耐性定律，微生物的最佳耐受盐度为 4 %。
2.3 细菌生化特征研究

根据的 1.3.1 和 1.3.2 的测定方法，该微生物的氧化酶为阴

性，接触酶为阳性。
2.4 16S rDNA 基因序列分析

提取微生物的基因组 DNA，利用引物 27F 和 1492R 进行

PCR 扩增微生物的 16S rDNA，再回收及纯化 DNA，将纯化后

图 2 温度对菌种生长的影响

Fig.2 Influence of temperature on growth of strain

图 3 初始 pH 值对微生物的影响

Fig.3 Influence of pH on growth of microorganism

图 4 Fe2+→Fe3+ 氧化曲线

Fig.4 The oxidation curve of Fe2+→Fe3+

图 5 不同有机培养基中的生长

Fig.5 The growth of microorganism on the different organic medium
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的 DNA 产物进行 pGM-T 载体连接，转化，挑取含重组质粒的

转化子的菌落进行测序。通过 16S rDNA PCR 扩增产物的电泳

检测得到以下结果：检测结果显示，PCR 扩增产物的条带大小

在 1200bp～2000bp 之间，见图 7。这表明该扩增产物是目的

DNA 片段。扩增鉴定土著微生物的 16S rDNA 基因，并对其进

行序列的测定，序列长度为 1514bp。
将微生物菌株的 16S rDNA 序列提交到 Genbank（http:

//www.ncbi.nlm.nih.gov/）数据库中，用 BLAST 程序对土著微生

物的 16s rDNA 基因序列和 Genbank 中已登录的 16s rDNA 基

因序列进行核苷酸同源性比较，图 8。结果发现该微生物属于

Bacillus 属。芽孢杆菌属呈杆状居多，扫描电镜下检测结果呈扁

球状，实验操作过程在无菌室内进行，且做平行样检测结果，

PCR 样品染菌的可能性较小。因此，呈球形的可能原因是：1、该
微生物是在大量沉渣中分离纯化而来，形态特征发生变异。2、
该微生物菌属在自然界中有以扁球状存在的细菌。

图 6 耐受盐度对菌种生长的影响

Fig.6 Influence of concentration of NaCl on growth of microorganism

图 7 PCR 扩增结果 M：对照；1：分离菌株

Fig.7 PCR resultsM：Control group 1：Isolated strain

图 8 细菌系统进化树

Fig.8 Phylogenetic relationships among related aeidophilic heterotrophes based on analysis of 16SrRNA gene sequences

3 讨论

3.1 pH 值对微生物生长的影响

pH 值对微生物的生命活动的影响主要作用于：引起细胞

膜内电荷的变化，影响了微生物对营养物质的吸收；影响代谢

过程中酶活性；以及改变生长环境中营养物质的供给、有害物
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沉渣（Sediment）

Cd Zn Cu Pb Cr

重金属含量

（Heavy metal content）
17.89g/kg 17.1 g/kg 0.02 g/kg 0.478g/kg 0.21 g/kg

水浸出率

（Water leaching rate）
22.5% 19.3% 0 5.6% 0

酸浸出率

（Acid leaching rate）
49.3% 29.8% 0 7.1% 0

微生物浸出率

（Microbial leaching rate）
90.4% 68.0% 12.96% 27.5% 99%以上

水淬渣（Water quenching slag）

重金属含量

（Heavy metal content）
0.077g/kg 43.95 g/kg 0.78 g/kg 6.89 g/kg 0.16 g/kg

水浸出率

（Water leaching rate）
40.7% 3.3% 0 2.7% 0

酸浸出率

（Acid leaching rate）
47.3% 5.7% 0 5.5% 0

微生物浸出

（Microbial leaching rate）
78.7% 19.7% 17.1% 13.6% 74.33%

烟化炉渣（Fuming furnace slag）

重金属含量

（Heavy metal content）
0.113g/kg 28.3 g/kg 0.88 g/kg 49.43g/kg 1.3 g/kg

水浸出率

（Water leaching rate）
7.1% 1.3% 0 0.03% 0

酸浸出率

（Acid leaching rate）
21.4% 2.7% 0 0.04% 0

微生物浸出

（Microbial leaching rate）
49.7% 22.4% 12.3% 4.3% 20.4%

表 1 土著微生物浸出不同种类渣

Table 1 The result of different kinds of slag in Indigenous microorganisms

质的毒性[17]。最适 pH 条件下酶活性最高，微生物的生长速率较

其它 pH 值条件下高。微生物在基质中生长，代谢作用改变了

介质中 H+ 浓度。随着介质中 pH 值的不断变化，微生物生长受

阻。所以为了维持微生物生长过程中 pH 值的稳定，配制培养

基时要注意调节 pH 值，且还需加入缓冲物保证介质中 pH 值

在微生物生长繁殖过程中保持稳态。
3.2 Fe2+ 转化

检测微生物的主要作用机理是利用其代谢产物高价铁与

渣中重金属发生氧化 - 还原作用[18-19]。高铁被还原成亚铁，金属

以离子的形式溶解出来，而亚铁又被微生物氧化成高铁，构成

一个氧化 - 还原的循环系统[20]。通过微生物淋滤，系统 pH 下降

到，这又大大促进了沉渣中重金属的溶解，其反应如下：

2Fe2++1/2O2+2H+→2Fe3++H2O(微生物作用)

MA+Fe3+---M（重金属离子）+Fe2+（重金属离子溶出）

3.2 对不同种类渣的浸出效果

在自然界中，除了氧化亚铁硫杆菌等硫化细菌能够浸出金

属外，还有一些微生物如曲霉、青霉等也可以浸出矿物中的金

属元素。这种微生物生长时能产生大量的有机酸，这些有机酸

在浸矿过程中不仅提供酸解矿物的 H+，还具有较强的还原作

用以及与金属形成络合物的螯合作用，可以加速矿物的溶解[21]。
利用该微生物（Bacillus spp.）对某大型冶炼厂渣进行实验研究，

实验结果见下表，以去离子水浸出和采用硫酸调节 pH 为 3 的

酸浸出作为对照实验。浸出体系采用 9K 培养基，最适初始 pH
值为 3，浸出时间 4d，温度 30℃，矿浆浓度 5%。由表可看出对

不同种类的渣中的重金属都有一定的浸出效果。

由实验结果可知，该土著微生物能够较好的浸出渣中的一

些重金属元素，沉渣中 Cd、Cr 浸出率均在 90%以上。水淬渣效

果中重金属元素的浸出较沉渣弱，Cd 浸出率 78.7%、Cr 浸出

率为 74.33%。液化炉渣中大部分重金属都很少浸出，Cd 浸出

率较其它几种元素较好，为 49.7%。重金属的浸出率不尽相同、
主要与渣的组成及结构密切相关。沉渣为污水处理后沉淀物，

其组成和结果与渣不同，所以其浸出率较高。

4 结论

1）该微生物形态为球形，革兰氏染色呈阳性，能运动，单

生。
2）微生物的基本生理特征：最适生长温度 30℃，最适初始
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pH 值为 3；代谢类型为兼性营养型；耐受盐度为 4%。
3）微生物的生化特征：微生物氧化酶为阴性，接触酶为阳

性。
经鉴定该土著微生物属于 Bacillus 属，并且对不同种类渣

中的重金属都有一定的浸出效果。
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