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细菌化学诱变对低品位铜尾矿微生物浸出的影响
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摘 要 以嗜酸氧化亚铁硫杆菌 T． f6优势菌株为原始菌，采用盐酸羟胺对其进行化学诱变，重点研究了化学诱变对菌种活性、
生长繁殖以及尾矿浸出体系的影响． 结果表明，羟胺诱变能使菌种产生明显变异，能很好地提高菌种活性和生物浸出能力．
盐酸羟胺质量分数 1. 0%时所得诱变菌的氧化活性最高，32 h 后 Fe2 +

氧化率达到 100%，而在相同条件下原始菌的 Fe2 +
氧化

率达到 100%则延迟 32 h． 尾矿浸出 30 d，诱变菌的铜浸出率比原始菌提高了 20. 7%，比酸浸铜浸出率提高了 85% ; 同时，到达

浸出终点的时间比原始菌提前了 5 ～ 8 d． 说明诱变菌浸出效果好于原始菌，远优于化学浸出． 菌种诱变前后扫描电镜测试表

明，诱变菌种的形态没有变化，但细胞大小有所改变，表面变得光滑且出现胞外分泌物，同时细胞间聚团现象明显．
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ABSTRACT The effects of chemical mutation by hydroxylamine hydrochloride on the activity and growth of strains and the tailing
leaching system were investigated with the superior bacteria of Acidthiobacillus ferrooxidans ( T． f6 ) as an original strain． The results
showed that chemical mutation by hydroxylamine hydrochloride produced an evident mutation in the strain T． f6，which can improve its
bioactivity and bioleaching properties． The strain T． f6 had the best oxidation after chemical mutation by hydroxylamine hydrochloride

with a mass fraction of 1. 0% ． The oxidation rate of Fe2 + reached 100% after culturing for 32 h，which was 32 h in advance in compari-
son with the original strain． After a 30 d leaching，the copper leaching rate of the mutant strain T． f6 was improved by 20. 7% as com-
pared with that of the original strain and it was 85% higher than the acid leaching rate． In addition，utilizing the mutant strain could
shorten the leaching time of 5 to 8 d． It is indicated that the effect of bioleaching with the mutant strain is better than that with the origi-
nal strain，and much better than that of the acid leaching． Scanning electron microscope analyses of the original strain and the mutant
strain showed that the shape of the mutant strain did not change but the cell size did，the surface changed smooth and extracellular se-
cretion occurred，while the clustering of cells was obvious．
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矿产资源是不可再生资源，经过逐年开采利用

已日渐枯竭． 受过去思想认识和技术条件限制，有

的矿山选矿回收率不高，矿产综合利用程度不足，现

已堆存甚至正排出的尾矿中都含有丰富的有用元

素
［1］． 对尾矿再选研究较多采用传统选矿工艺和化

学浸出方法，但均存在一定局限性
［2］，采用微生物

技术处理低品位尾矿是一种有效的方法
［3］． 目前国

外的细菌浸矿技术已较广泛应用于低品位原生矿的
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浸出，但对微生物浸出尾矿研究还较少
［4］． 尾矿是

亟待开发和利用的宝贵二次资源，与原生矿相比，矿

物性质发生了一定变化，因此研究适合尾矿特性高

效浸矿菌株显得尤为重要． 在浸矿菌种育种方面，

国内外都做了大量研究，主要选育方法包括菌种的

驯化、诱变和基因工程
［5］． 由于驯化育种和基因工

程育种还存在一定的劣势
［6］，因此诱变育种便成为

目前对浸矿菌种进行性能改良的首选方法． 化学诱

变育种技术具有易操作、剂量易控制、对基因组损伤

小以及突变率高等特点，成为近年来运用最为广泛

的诱变技术
［7］．

本文以湖北大冶某废弃铜尾矿作为研究对象，

以本实验室已开发出的优良浸出铜尾矿嗜酸氧化亚

铁硫杆菌 T． f6优势菌株作为原始菌，采用诱变剂盐

酸羟胺对出发菌进行化学诱变，使微生物体内遗传

物质 DNA 的化学结构发生改变，以提高突变频率和

扩大遗传变异幅度． 研究中主要考察了不同诱变剂

量对菌种生长繁殖、氧化活性以及诱变菌种对尾矿

中铜浸出效率的影响，同时采用扫描电镜对浸出前

后尾矿和诱变前后菌种进行了测试分析．

1 实验

1. 1 实验矿样

实验矿样取自湖北大冶某废弃铜尾矿，平均

铜品位为 0. 2% ，其主要矿物成分为黄铜矿、微量

铜蓝、黄铁矿、白云石、方解石、透辉石、石英、方柱

石和绿泥石等． 矿样化学多元素分析结果如表 1
所示．

表 1 尾矿多元素分析结果( 质量分数)

Table 1 Result of multi-element analysis of the copper tailing %

Cu Fe S SiO2 Al2O3 MgO Zn K2O Na2O CaO TiO2 Mn P Mo

0. 20 6. 58 5. 32 45. 39 8. 98 6. 46 0. 02 3. 43 1. 14 10. 38 0. 28 0. 22 0. 11 0. 03

1. 2 菌种及培养条件

实验所用菌种为 T． f6，采自湖北大冶某铜矿酸

性矿坑水中( pH 值约为 4. 5) ，经过筛选、分离、耐铜

驯化培养以及适应尾矿环境驯化培养所得，委托北

京三博远志生物技术有限责任公司完成菌种鉴定和

序列测定，该菌株属于嗜酸氧化亚铁硫杆菌，同源度

100%，其 16sr DNA gene 基 因 库 登 录 序 列 号 为

FN811931． 1． T． f6 菌 株 最 佳 培 养 条 件 为: 初 始

pH 2. 0，摇床温度 30 ℃，转速 160 r·min －1 ． 采用改

进型 4. 5 K 培养基，其组成见表 2．

表 2 改进型 4. 5 K 培养基组分及质量浓度

Table 2 Components and mass concentration of the improved 4. 5 K medium

组分 ( NH4 ) 2 SO4 KCl K2HPO4 MgSO4·7H2O FeSO4·7H2O

质量浓度 / ( g·L －1 ) 2. 0 0. 1 0. 25 0. 25 22. 1

1. 3 菌种诱变实验

菌种恒温培养至对数生长期，将菌液在 5 000 r·
min －1

下离心 20 min，去上清液得到沉淀，用 pH 值为

2. 0 预先灭过菌的硫酸溶液对沉淀进行洗涤，然后

再离心去上清液，如此反复操作三次，以达到去除菌

液中 Fe3 +
的目的，得到无铁细胞悬浊液，在生物显

微镜下进行计数，调整细菌浓度．
菌种诱变培养实验均采用 250 mL 锥形瓶，分别

装入 90 mL 含不同质量分数( 0. 5%，1. 0%，2. 0%，

3. 0% ) 盐酸羟胺的改进型 4. 5 K 培养基，然后分别

接入 10 mL 菌液，细菌数量为 1. 0 × 108
个·mL －1 ． 诱

变处理在生长过程中进行，4 d 后开始计数，得到所

用诱变剂量和菌种致死率的关系． 不同剂量下诱变

菌三次转代培养后，对其活性和浸铜效率进行考察．
1. 4 尾矿浸出实验

尾矿浸出实验均在 250 mL 锥形瓶中进行，内装

入 90 mL 已 灭 菌 pH 值 为 2 的 稀 硫 酸 溶 液，接 入

10 mL对数生长期原始菌或诱变菌液( 细菌数量均为

1. 0 × 108
个·mL －1 ) ，矿浆质量浓度为 50 g·L －1，置于

30℃、160 r·min －1
的空气浴恒温摇床内振荡培养，定

期测定浸出液中活菌数目、pH 值、氧化还原电位和

Cu2 +
浓度． 蒸发掉的水分用蒸馏水补足，取样消耗

的液 量 用 相 应 的 溶 液 补 充，使 锥 形 瓶 内 溶 液 至

100 mL刻度线．
1. 5 测试分析方法

亚铁离子的浓度采用重铬酸钾滴定法测定; pH

值采用 PHS--2F 型 pH 计测定; 用铂--甘汞复合电极

在 PHS--2F 型 pH 计的电位挡测定氧化还原电位;

Cu2 +
浓度采用原子吸收光谱法测定; 在 ZBM--300E

无穷远生物显微镜下采用血球计数板测定培养液和

浸出液中活细菌的数量; 菌种的氧化活性用细菌氧

·335·
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化亚铁的能力来表示; 用扫描电镜观察浸渣表面形

貌以及诱变前后细菌形态的变化．

2 结果和讨论

2. 1 盐酸羟胺对 T． f6菌的诱变效果

盐酸羟胺( NH2OH·HCl) 是具有特异诱变效应

的诱变剂，在质量分数为 0. 1% ～ 5% 时可对细菌产

生诱变效应
［8］． 诱变剂量直接影响菌种的致死率．

诱变剂量大，致死率高 ( 90% ～ 99% ) ，在单位存活

细胞中负突变菌株多，正突变菌株少，但在不多的正

突变株中可能筛选到产量提高幅度大的变株; 小剂

量进行处理，致死率为 50% ～ 80%，在单位存活细

胞中正突变株多，然而大幅度提高产量的菌株可能

较少．
本实验以盐酸羟胺用量作为诱变剂量，以致死

率和正突变率作为评价指标． 将除杂纯化后的菌种

加入新鲜的含不同量盐酸羟胺的改进型 4. 5 K 培养

基中，4 d 后开始计数，反复重新接种培养三次后，测

不同诱 变 菌 和 原 始 菌 ( 初 始 接 种 数 量 均 为1. 0 ×
106

个·mL －1 ) 在同样培养条件下的 Fe2 +
氧化率． 菌

种诱变时盐酸羟胺用量和细菌致死率的关系如图 1
所示，不同剂量对菌种的诱变效果见图 2．

图 1 盐酸羟胺质量分数对菌致死率的影响

Fig． 1 Effect of the mass fraction of hydroxylamine hydrochloride on

the lethality rate of bacteria

由图 1 可以看出，随着盐酸羟胺质量分数的增

加，菌种的致死率逐渐增大． 当盐酸羟胺质量分数

为 0. 5%时，菌种死亡率为 42%左右，说明在低剂量

时对菌种已有较高的致死率; 当盐酸羟胺浓度达到

3. 0%时，菌种几乎 100% 死亡． 盐酸羟胺对菌种的

诱变机理为羟胺专一地与胞嘧啶 ( C) 发生反应，引

起 G∶ C→A∶ T 转换． 同时，盐酸羟胺还能和细胞中

的其他物质作用产生过氧化氢，也具有诱变作用．
在 DNA 的双螺旋结构中，胞嘧啶与鸟嘌呤配对，分

子间形成三个氢键，这种碱基互补之间的氢键对

DNA 双螺旋结构的稳定性起着重要作用，在盐酸羟

胺对菌种的化学诱变处理中，羟胺和胞嘧啶上的碱

图 2 不同盐酸羟胺质量分数下菌种的 Fe2 + 氧化率

Fig． 2 Fe2 + oxidation rate at different mass fractions of hydroxyla-

mine hydrochloride

基发生反应，使胞嘧啶结构发生变化，而羟化后的胞

嘧啶与腺嘌呤配对，引起了 DNA 结构变化、遗传物

质变异． 当盐酸羟胺浓度较高时，菌种 DNA 结构中

胞嘧啶被羟化的数量增多，羟化作用增强，从而使遗

传变异幅度过大，导致菌种致死率较高．
图 2 为不同诱变剂量对诱变菌氧化活性的影响

程度． 菌种氧化活性的改善关键在于提高亚铁氧化

酶的活性
［9］，盐酸羟胺诱变菌种酶活性提高的机理

为: 改变了酶一级结构从而导致空间结构的变化，进

而导致酶活性的提高． 结果表明: 当盐酸羟胺质量

分数为 0. 5%、1%和 2%时，诱变菌的氧化活性比原

始菌的有所提高，培养 160 h 时 Fe2 +
的氧化率分别

比原始菌 Fe2 +
氧化率提高了约 5%、15%和 16% ; 当

盐酸羟胺质量分数为 3. 0%时，活性很弱． 因此可以

推断: 盐酸羟胺质量分数为 3. 0% 时菌种亚铁氧化

酶结构变化幅度太大，导致致死率太高，单位存活细

胞中负突变菌株过多，使其亚铁氧化活性大大降低;

而盐酸羟胺质量分数为 0. 5%、1% 和 2% 时对菌种

的诱变效果较好，它可以提高亚铁氧化酶活性，因此

相对于原始菌具有更高亚铁氧化率．
2. 2 诱变菌种的培养

菌种诱变处理必然破坏了原有 DNA 结构的稳

定性，使突变位点可能处于亚稳定状态，增大了回复

突变或抑制基因突变的概率． 为保证突变体的稳定

性，在育种过程中做一段长期的培养和观测，反复传

代观测其性状稳定性． 不同诱变菌接种传代培养四

次后，选择其中具有较高氧化活性和生长繁殖能力

的菌种与原始菌，初始接种数量均为 1. 0 × 108
个·

mL －1，在相同条件下进行培养，定时测定培养体系

的 pH 值、氧化还原电位( Eh ) 、Fe
2 +

氧化率以及菌种

的生长曲线．
在菌种培养过程中，pH 值是非常重要的参数，

pH 值的变化会影响浸矿菌种的生长繁殖和亚铁的

·435·



第 5 期 董颖博等: 细菌化学诱变对低品位铜尾矿微生物浸出的影响

氧化
［10］． 不同菌种在培养过程中，培养液 pH 值随

时间变化如图 3 所示． 结果显示，pH 值均呈现先升

高后逐渐下降的趋势． 经分析，细菌在代谢过程中

会消耗 H + ，在培养初期，培养液中的主要反应为

Fe2 +
的 氧 化，即 4Fe2 + + O2 + 4H + →

细菌
4Fe3 + +

2H2O，细菌的参与促进了该反应加速进行，从而导

致 pH 值快速升高
［11］; 此后随着培养过程的进行，

pH 值逐步下降，分析原因为随着培养时间延长，

Fe3 +
增多，Fe3 + + 3H2 →O Fe ( OH) 3 + 3H

+ ，Fe3 +

发生水解使培养体系酸度增加，pH 值有所下降
［12］．

图 4 为不 同 菌 种 培 养 过 程 中 氧 化 还 原 电 位 的 变

化． 体系由 Fe3 + /Fe2 +
等浓度比或是 Fe3 +

浓度的

变化引起电位的升高或降低． 在细菌生长过程中，

Fe2 +
的氧化为细菌的生长提供必须的能量，使溶

液中 Fe3 +
浓度增加，溶液的混合电位逐渐升高; 当

Fe2 +
氧化完全时，Eh达到最高值，且维持在相对稳

定的范围内． 从图 3 和图 4 的结果可以看出，原始

菌培养体系 pH 值、Eh 的变化趋势均 滞 后 于 诱 变

菌，pH 值达到最大值的时间比三株诱变菌均滞后

16 h 左右． 诱变菌在培养 40 h 时，Eh已接近稳定状

态，维持在580 ～ 590 mV，而原始菌培养体系的氧

化还原电位达到稳定状态至少滞后 24 h． 由此可

以看出诱变菌的氧化活性有所提高，生长速度有

所加快．

图 3 不同盐酸羟胺质量分数下 pH 值随时间变化曲线

Fig． 3 Change of pH values at different mass fractions of hydroxyla-

mine hydrochloride

图 5 和图 6 分别为原始菌和不同诱变菌在培养

过程中 Fe2 +
氧化率变化情况和生长曲线． 从图中可

以看出诱变菌的氧化活性和生长情况好于原始菌，

这与 pH 值、Eh变化趋势分析结果相符． 40 h 时，三

株诱变菌的亚铁氧化率均已达到 100%，比原始菌

提前了 24 h，说明这三株诱变菌的氧化活性大大提

高，尤其是盐酸羟胺质量分数为 1. 0% 条件下所得

诱变 菌 活 性 最 好，32 h 时 的 亚 铁 氧 化 率 已 接 近

100%，而在相同条件下原始菌的亚铁氧化率达到

图 4 不同盐酸羟胺质量分数下 Eh随时间变化曲线

Fig． 4 Change of Eh at different mass fractions of hydroxylamine

hydrochloride

100%则延迟 32 h． 从生长曲线也可以看出，诱变菌

比原始菌生长速度快，盐酸羟胺质量分数为 1. 0%
所得诱变菌的生长繁殖情况最好． 因此，可推断盐

酸羟胺质量分数为 1. 0%时可以有效地用于此菌种

的诱变，能使其具有更高的亚铁氧化活性，故选择此

条件下所得诱变菌进行尾矿浸出实验．

图 5 不同盐酸羟胺质量分数下 Fe2 + 氧化率随时间变化曲线

Fig． 5 Change of Fe2 + oxidation rate at different mass fractions of

hydroxylamine hydrochloride

图 6 不同盐酸羟胺质量分数下菌种的生长曲线

Fig． 6 Growth curves of the strain at different mass fractions of hy-

droxylamine hydrochloride

2. 3 诱变菌种对尾矿的浸出效果

以原始菌作为对照，采用经过质量分数 1. 0%
盐酸羟胺诱变后的诱变菌进行浸矿实验，并与酸浸

的浸矿效果进行了对比． 由于尾矿中的无机元素可

以弥补培养基中的一些营养元素，同时实验证明浸
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矿初期是否添加无机盐基础培养基对浸铜效果影响

不明显，因此实验采用 pH 值为 2 的稀硫酸溶液代

替无机盐基础培养基． 由于在浸矿初期尾矿中含有

较多碱性脉石矿物导致体系 pH 值升高，因此在尾

矿浸出实验前 5 d，每组均定时定量加入 10%的稀硫

酸，共补加 5 mL． 浸出过程中菌体的生长情况如

图 7所示，尾矿酸浸、诱变菌和原始菌的浸出效果见

图 8．

图 7 原始菌和诱变菌在浸矿体系中的生长曲线

Fig． 7 Growth curves of the original strain and mutant strain in the

leaching system

图 8 原始菌和诱变菌浸出以及酸浸对尾矿的铜浸出率的影响

Fig． 8 Effect of the original strain，mutant strain and acid leaching

on the copper leaching rate

图 9 尾矿 SEM 像( a) 和 EDS 图谱( b)

Fig． 9 SEM image ( a) and EDS pattern ( b) of the copper tailing

结果表明，原始菌经过盐酸羟胺诱变后，诱变菌

在浸出尾矿过程中的生长比原始菌有所加快，浸出

20 d 后直到浸出终点，菌种生长浓度相差约 0. 5 个

数量级，说明诱变菌的选择性较好，能更好地适应尾

矿浸出环境． 浸出 5 d 后，尾矿酸浸、诱变菌和原始

菌浸出的铜浸出率均有较大幅度提高，酸浸铜浸出

率接近 15%，诱变菌、原始菌作用下的铜浸出率约

17%，说明在浸出初期菌浸效果稍微好于酸浸，但效

果不明显． 分析原因为: 浸出初期 pH 值较高，不利

于菌种生长，需定时补加一定量的稀硫酸，所以酸起

到了主导作用，菌种起辅助作用． 5 d 之后停止补加

酸，当浸出 20 d 时，酸浸尾矿浸铜率为 18% 左右，原

始菌对尾矿的铜浸出率为 25. 5%，而诱变菌的铜浸

出率为 30. 7% ; 浸出 25 d 时，诱变菌的铜浸出率接

近 35%，达到浸出终点，而原始菌对尾矿的浸出体

系至少在 30 d 后达到浸出终点． 可以得出: 当 pH 值

相对稳定停止补加酸后，菌浸的效果大大高于酸浸

效果，同时诱变菌的浸铜效率相对于原始菌提高了

20. 7%左右，到达浸出终点的时间比原始菌提前了

5 ～ 8 d，可以认为原始菌经盐酸羟胺诱变后，引起了

生物变异，使原始菌浸出尾矿的性能得到了较大

提高．
2. 4 浸出前后尾矿扫描电镜分析

图 9 和图 10 分别为尾矿和尾矿经细菌浸出后

所得浸渣的扫描电镜( SEM) 照片和能谱( EDS) 分析

图谱． 研究发现，细菌浸出后矿物受到腐蚀，表面不

再光滑平整，由于细菌吸附出现了许多腐蚀小坑，受

腐蚀部位多出现在矿物缺陷、裂缝和位错等区域．
这是因为细菌在矿物表面的附着是有选择性的，起

初主要附着在有表面缺陷、位错等能引起表面高电

荷的地方
［13］． 从 SEM 面分布能谱图可以看出，尾矿

和浸渣表面主要的化学成分基本相同． 表 3 为能谱

分析结果，可以看出浸出后 Cu、Mg、Ca、Si、Al 和 Fe
的质量分数和原子分数有了不同程度的降低，而 S
的质量分数、原子分数有所升高． 比较可知: 尾矿浸

出后的浸渣表面 S 富集在矿物表面，S 富集说明在

尾矿浸出过程中，表面有元素 S 生成，在矿物表面形
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成硫膜
［14］; 在浸出过程中，Cu 和 Fe 在细菌作用下

加速氧化溶解形成离子状态，同时尾矿中的脉石矿

物随着浸出的进行将其含有的主要元素物质释放在

浸出液中．

图 10 浸渣 SEM 像( a) 和 EDS 图谱( b)

Fig． 10 SEM image ( a) and EDS pattern ( b) of the leach residue

表 3 尾矿和浸渣表面能谱分析结果

Table 3 Results of surface spectrum analysis of the copper tailing and the leach residue

试样
质量分数 /% 原子分数 /%

Cu Fe Ca Si Mg Al S O Cu Fe Ca Si Mg Al S O

尾矿 1. 26 1. 64 4. 22 8. 61 2. 85 1. 17 0. 35 79. 9 0. 34 0. 52 1. 86 5. 42 2. 07 0. 76 0. 19 88. 8

浸渣 0. 57 0. 64 3. 46 5. 12 0. 54 1. 12 2. 85 85. 7 0. 16 0. 20 1. 50 3. 16 0. 39 0. 72 1. 54 92. 3

2. 5 诱变前后菌种 SEM 分析

菌种经过诱变后，DNA 结构发生变化，遗传物

质发生变异，细胞往往也表现出不同的大小、形状

和表征特性． 为了观察原始菌和诱变菌细胞表征

的变化情况，本实验采用扫描电子显微镜进行观

察，结果如图 11 所示． 由观察结果可知，原始菌经

盐酸羟胺诱变后，形态仍为短杆状，细胞大小有所

变化，表面变得光滑，聚团现象更加明显，并且细

胞表面出现黏稠物质，出现胞外分泌物． 分析原因

可能是细胞在盐酸羟胺存在的情况下，分泌出一

些胞外聚合物( 主要成分是多糖和蛋白质) 来适应

环境的变化
［15］．

图 11 原始菌( a) 和诱变菌( b) 的扫描电镜图

Fig． 11 SEM image of the original strain ( a) and the mutant strain ( b)

3 结论

( 1) 不同盐酸羟胺用量对诱变菌的氧化活性影

响程度有所差异． 盐酸羟胺质量分数为 1. 0% 时所

得诱变菌的氧化活性最高，在改进型 4. 5 K 培养基

中培养 32 h，亚铁氧化率已接近 100%，比原始菌提

前 32 h，并且促进了其生长繁殖，诱变效果良好．
( 2) 菌种经盐酸羟胺诱变后，性能得到很大提

高，尾矿浸出 30 d 后，诱变菌种对尾矿的铜浸出率

比原始菌提高了约 20%，比尾矿酸浸铜浸出率提高

了 85% ． 同时，该菌具有较高的浸出速率，到达浸出

终点的时间比原始菌提前了 5 ～ 8 d，表明该诱变菌
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能很好地作用于低品位铜尾矿的浸出．
( 3) 尾矿和浸渣表面 SEM 和 EDS 分析表明，浸

渣表面受到严重腐蚀，浸出后 Cu、Fe 和其他脉石矿

物中主要元素的质量分数和原子分数有不同程度的

降低，但是 S 有所升高．
( 4) 盐酸羟胺对细菌的诱变作用主要是羟胺和

胞嘧啶发生反应引起细菌的变异，关键在于提高了

亚铁氧化酶的活性，通过改变酶一级结构从而导致

空间结构的变化，进而导致酶活性的提高． 诱变后

菌种形态没有发生变化，但大小发生改变，同时细胞

表面变得光滑并出现黏稠物质，细胞间聚团现象

明显．
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