氯离子对氧化亚铁硫杆菌和氧化亚铁钩端微螺菌活性的影响
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摘要：采用连续稀释法分别从江西和广东某铀矿生物冶金现场筛选得到两株亚铁氧化菌。16s rDNA鉴定结果表明，细菌分别为氧化亚铁硫杆菌(Acidimicrobium ferrooxidans)和氧化亚铁钩端微螺菌（Leptospirillum ferriphilum）。在氯离子浓度在1 g/L以内，对细菌亚铁氧化活性基本没有影响；1~2 g/L铁氧化活性有所降低，但是细菌通过调节依然能够适应并维持比较高的活性；氯离子浓度大于2 g/L后亚铁氧化活性急速下降，当氯离子浓度大于3 g/L后细菌生长受到抑制，亚铁氧化活性很低。
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Effect of Chloride Ions on Activity of Acidimicrobium Ferrooxidans and Leptospirillum Ferriphilum Ferrous
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Abstract: Two acidicbacillus strains were isolated from samples of uranium biological heap leaching ore in Jiangxi and Guangdong province by successive diluting method. 16s rRNA gene sequence analysis confirms that one bacteria is Acidimicrobium ferrooxidans and the other is Leptospirillum ferriphilum. Concentration of chlorine ion of 1 g/L below has no effect on ferroxidase activity. Activity weakens with concentration of chloride ion in 1~2 g/L, but proper adjustment can enable bacterium to adapt and maintain acceptable activity. However, when chloride ion concentration is 2 g/L above, ferroxidase activity weakens rapidly and growth of bacteria is even inhibited with lower ferroxidase activity when concentration of chloride ion is 3 g/L above.
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浸矿微生物主要有氧化亚铁硫杆菌(Acidimicrobium ferrooxidans)、氧化亚铁钩端微螺菌(Leptospirillum ferriphilum)和氧化硫硫杆菌(Thiobacillus thiooxidans)等。矿石浸出过程中溶解出多种离子，会对冶金细菌的生长活性产生一定的影响。对于金属离子Cu2+、Pb4+、Mn2+等前人[1-5]做过比较细致的研究，同样，阴离子也会对细菌亚铁氧化活性产生很大的影响。吴学玲等[6]的研究表明，在相同浓度下，对细菌亚铁氧化活性影响力的顺序为NO3->Cl->SO42-。在现实生产中，NO3-的使用很少，主要是Cl-和SO42-。在铀矿浸出生产实践中，细菌在SO42-介质培养基活性比较高，而培养基含有Cl-会对细菌的生长活性产生显著的影响。在铀的吸附、淋洗、甚至除钙酸化[7-14]过程中需要使用氯化物，导致整个浸出体系中会有Cl-的存在。铀矿浸出过程中起氧化作用的菌株分别是氧化亚铁硫杆菌和氧化亚铁钩端螺旋菌。作者在实践中发现，广东铀矿矿石硫化亚铁含量比较低，气温较高，微生物浸铀的优势菌株为氧化亚铁钩端螺旋菌，而江西铀矿矿石硫化亚铁含量比较高，堆浸现场温度变化比较大，其优势菌群为氧化亚铁硫杆菌。本文采用极限稀释法从江西和广东某铀矿堆浸场矿石中分离得到这两类优势菌群的纯菌株，并采用16s rDNA测序鉴定分离后的纯菌，最后研究了这两株菌在不同浓度氯离子条件下，对二价铁的氧化速率，并就氯离子影响这两类型菌的机理进行初步分析。
1 材料与方法
1.1 仪器设备
BT224S电子天平，DYY-5稳压稳流电泳仪，Bio-print 008凝胶成像系统，HH-4数显恒温水浴锅，SW-CJ-1FD单人单面净化工作台，ZF-7A手提紫外检测灯，321-S pH计，ZHWY-211C恒温培养振荡器，fresco离心机，PCR仪，Nichipet Ex移液器，UV-1600紫外/可见分光光度计，DNP-9082BS-III电热恒温培养箱，YX280A手提式不锈钢蒸汽消毒器。
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1.2 试剂以及培养基
总DNA提取试剂盒FastDNA spin kit forl soil；离心柱型琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒DP209，dNTP；琼脂糖；Taq酶；三羟甲基氨基甲烷（Tris）；十六烷基三甲溴化化铵（CTAB）；蛋白酶K；RNaseA；十二烷基硫酸钠（SDS）；蛋白酶K；乙二胺四乙酸（EDTA）；果胶；Ex-Taq和LA-Taq DNA聚合酶。
9K培养基[15]定溶至1 000 mL，用浓硫酸调pH至1.8，121 ℃高温湿热灭菌。
5 g/L Fe2+溶液：称取250 g FeSO4·7H2O溶于蒸馏水，定溶至1 000 mL，调pH为1.8，过滤灭菌，4 ℃储藏备用，使用时取10 mL 5 g/L Fe2+溶液。
TE缓冲液：10 mmol/L Tris•Cl，1 mmol/L EDTA，pH 8.0。
1.3 试验方法
1.3.1菌株的富集与分离
富集：取10 g矿石于90 mL无菌9K培养基中（二价铁浓度5 g/L）在30 ℃、120 r/min恒温震荡培养。每隔4 h分析二价铁和三价铁，当二价铁氧化率达到90%以上时第一代富集完成。将第一次富集物静止放置一段时间后取10 mL上清液再次转接到90 mL的9K培养基中（二价铁浓度5 g/L）在30 ℃、160 r/min恒温培养，当二价铁氧化率达到90%以上后，细菌富集完成。
分离：采用极限稀释法分离菌株，每个样品取15支无菌试管，每支试管内装9 mL含3 g/L左右二价铁的无菌9K培养基。在无菌环境中取1 mL富集好的菌液到第一支试管中，摇匀后用新移液枪头取1 mL到第二支试管中，如此依次稀释到第14支试管，最后一支加入1 mL无菌水作为空白对照。在30 ℃恒温培养箱中斜面放置培养6~7 d，观察颜色，以获得纯菌。
1.3.2 菌株的鉴定
采用分析16s RDNA序列并对比NCBI数据库（美国生物技术中心基因组数据库）鉴定分离后的目的菌株。
收集菌体之后用TE缓冲液调整pH为中性；采用总DNA提取试剂盒提取总DNA，试验步骤按试剂盒说明书操作。
选用以下通用引物：
1387R(5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)
27f(5′-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3′)

以总DNA为模板进行16S rDNA PCR扩增，PCR扩增反应体系为：10×Load buffer 2.0 µL、dNTP mix(2.5 mmol/L) 2.0 µL、Taq酶(5 U/µL) 0.2 µL、1387R(20 µmol/L) 0.5 µL、27f(20 µmol/L) 0.5 µL、模板DNA 2 µL、ddH2O 12.8 µL、总体积 20 µL。
PCR反应参数[16]：95 ℃预热处理5 min；94 ℃变性45 s，50 ℃退火45 s，72 ℃延伸90 s，30个循环；最终72 ℃充分延伸10 min。取3 µL PCR产物进行1％琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物的大小及纯度。PCR产物纯化应用的是切胶纯化法，将全部扩增产物加入1 μL 10×loadder buffer，并在干净的1×TAE电泳液中，采用0.8%琼脂糖凝胶电泳40 min后，在360 nm波长的紫外光照射下，对发出荧光的部分进行切胶，利用离心柱型琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒DP209纯化DNA，纯化步骤按试剂盒说明书操作。基因测序分析：纯化后PCR产物送给上海生物工程有限公司测序分析。数据分析：测序结果在NCBI数据库中进行比对，根据比对结果确定菌株种类。
1.4 氯离子耐受试验
配置二价铁含量为50 g/L的高浓度硫酸亚铁和氯化亚铁溶液（pH~1.8），采用过滤除菌。保证总铁一直为5 g/L左右，调节培养基中加入的硫酸亚铁和氯化亚铁的比例来调节培养液中氯离子含量。通过分析氯化亚铁的摩尔量来确定对应的氯离子浓度。细菌按5%接种量接种，培养条件为30 ℃、160 r/min。根据生长情况分析监测培养液中的Fe2+和Fe3+浓度。每组做一对平行，编号为(A1-1至A1-11)，(A2-1至A2-11)，以及(L1-1至L1-11)，(L2-1至L2-11)。试验结果如表1所示。
表1 培养初始数据
Table 1 Initial culture data      /(g·L-1)
	编号
	A1
	A2
	L1
	L2

	
	氯含量
	总铁含量
	氯含量
	总铁含量
	氯含量
	总铁含量
	氯含量
	总铁含量

	1
	0
	5.56
	0
	5.67
	0
	6
	0
	5.89

	2
	0.83
	5.67
	1.11
	5.89
	0.69
	5.45
	0.97
	5.67

	3
	1.24
	5.67
	1.38
	5.89
	1.24
	5.67
	1.24
	5.56

	4
	1.66
	5.89
	1.80
	5.89
	1.38
	5.34
	1.38
	5.67

	5
	1.80
	5.78
	1.90
	5.78
	1.48
	5.67
	1.52
	5.78

	6
	2.07
	5.67
	2.07
	5.56
	1.80
	5.45
	1.80
	5.45

	7
	2.49
	5.45
	2.63
	5.78
	2.21
	5.34
	1.90
	5.12

	8
	3.18
	5.45
	3.45
	5.56
	3.18
	5.45
	3.18
	5.45

	9
	4.70
	5.67
	4.56
	5.45
	4.15
	5.45
	4.15
	5.45

	10
	5.80
	5.67
	5.53
	5.67
	4.84
	5.56
	4.84
	5.56

	11
	6.63
	5.45
	6.50
	5.34
	5.39
	5.23
	5.39
	5.23


2 试验结果
2.1 菌株鉴定情况
分离后菌株16s rDNA经PCR扩增纯化后电泳图谱见图1(H表示回收纯化产物，1、2分别代表A菌株和L菌株)。
[image: image1.png]



图1 纯化后两株菌的16s rDNA PCR扩增产物纯化后电泳图谱
Fig.1 Electrophoresis of two strains 16s rDNA PCR products
从图1可以看出，PCR产物经过纯化之后目的片段与预期相符合，大小为1 300 bp左右；经过纯化后去除了引物二聚体和其他杂质条带，可用于后续的基因序列测定。
16s rDNA纯化产物基因测序后比对NCBI的结果如下：A菌株与一株氧化亚铁硫杆菌（Acidithiobacillus ferrivorans SS3）相似度达到了99%，L菌株与一株氧化亚铁钩端螺旋菌（Leptospirillum ferriphilum ML-04）相似度为92%，由此可认为A菌株为氧化亚铁硫杆菌，L菌株为氧化亚铁钩端螺旋菌。
2.2 不同氯离子浓度条件下亚铁氧化速率
不同氯离子浓度条件下，菌株的亚铁氧化速率见图2。

[image: image2.wmf]0

1

2

3

4

5

6

7

0.00

0.04

0.08

0.12

0.16

亚铁氧化速率

/

(

g

・

L

-1

・

h

-1

)

 

A1

 

A2

 

L1

 

L2

氯离子浓度

/

(

g

・

L

-1

)


图2 不同氯离子条件下亚铁的氧化速率
Fig.2 Oxidation rate of ferrous iron under different chloride ion concentration
由图2可见，氯离子对细菌的影响比较大。氧化亚铁硫杆菌A1、A2在氯离子浓度小于1 g/L时的活性基本不变，细菌能够正常生长；当氯离子浓度在1~2 g/L时，其氧化亚铁活性有一定程度的下降，但是细菌通过代谢调节作用依然能使得氧化活性维持在较高水平；当氯离子浓度大于2 g/L时，其氧化亚铁活性几乎呈直线下降趋势，氯离子浓度大于3 g/L后，细菌几乎不再生长。而氧化亚铁钩端微螺菌L1、L2的氯离子耐受性不如氧化亚铁硫杆菌，在1 g/L以内其氧化活性就呈现缓慢下降趋势，大于1.5 g/L后就呈现直线下降，当氯离子大于2 g/L时，细菌受到抑制几乎不再生长。
3 结果分析与讨论
氯离子是生命活动必不可少的离子，大肠杆菌能在10 g/L NaCl的培养基中正常生长，相当于氯离子含量为6 g/L。通过本试验显示，在酸性条件下，氧化亚铁硫杆菌和氧化亚铁钩端微螺菌在3 g/L氯离子条件下几乎不能生长。因为在酸性条件下，氯离子和氢离子结合产生的HCl可能能够直接作用于细菌细胞膜，破坏细胞的稳定性[17]。在氯离子浓度小于2 g/L时，冶金微生物对氯离子有一定的耐受性。研究结果表明[18]，氧化亚铁硫杆菌和氧化亚铁钩端微螺菌对于其他离子的耐受性存在3种机制：一是通过控制细胞膜表面离子通道蛋白的开启和关闭来保持细胞内部离子浓度稳定；二是细胞内存在一种离子泵蛋白，以消耗能源为代价将细胞内过量的离子主动排出细胞外；三是细胞通过利用某些代谢产物特异性地螯合过量的离子，将螯合物在细胞内部形成微泡包裹起来，减轻对细胞的毒害。
在相同氯离子浓度下氧化亚铁硫杆菌亚铁氧化活性优于氧化亚铁钩端微螺菌的生物调节机理还需要进一步深入研究，可能与以下几方面有关：1）细胞膜的通透性；2）生物代谢途径的多样性，3）氯离子通道蛋白以及离子调节蛋白。细菌亚铁氧化活性还与培养条件和菌群本身活性有关，在最适宜的培养条件下细菌亚铁氧化活性最强，培养条件越接近其最适生长环境，细菌对于氯离子的耐受性越高。
本试验在室内恒温震荡培养器中培养，细菌生长条件控制比较容易。但在实际生产中，由于温度，pH等因素的控制比较困难，以及其他离子的相互作用，细菌对于氯离子的耐受以及亚铁氧化活性会产生偏移。细菌能适应多变的环境，在极端环境中，细菌易发生突变，能产生氯离子抗性菌株，可以通过诱导突变和驯化获得氯离子耐性更强的菌株。
4 结论
1）氯离子对分离并鉴定的氧化亚铁硫杆菌(Acidimicrobium ferrooxidans)和氧化亚铁钩端微螺菌(Leptospirillum ferriphilum)毒性比较大。在氯离子浓度低于1 g/L时，细菌活性几乎没有变化，在1~2 g/L范围内，经历一个稳定之后，亚铁氧化活性迅速下降，当氯离子大于3 g/L后，细菌被抑制，几乎不生长。
2）在相同培养条件下氧化亚铁钩端微螺菌的氯离子耐受性不如氧化亚铁硫杆菌，当氯离子浓度在1 g/L以内时，其氧化活性就呈现缓慢下降趋势，大于1.5 g/L后就呈直线下降，而大于2 g/L后细菌就受到抑制几乎不再生长。
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