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摘　要：利用现代生物学研究方法和手段，对煤系与非煤系氧化亚铁硫杆菌的遗传特性进行了质
粒抽提和琼脂糖凝胶电泳等分子生物学水平的基础性探索试验，对于质粒在硫杆菌中普遍存在的

观点提出了质疑．研究结果表明，氧化亚铁硫杆菌对Ｆｅ２＋，Ｓ等的氧化能力可能只是与拟核染色
体ＤＮＡ有关，而氧化亚铁硫杆菌的遗传物质就是拟核染色体ＤＮＡ．
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　　脱硫微生物氧化亚铁硫杆菌 （Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ，简称 Ｔｆ菌）由于具有的特殊生物代谢机制，
因此在煤炭脱硫和细菌冶金等方面具有巨大的潜在应用价值．但是，该菌生长缓慢，７～１１ｄ达到一个生
长周期，代期长、细胞得率低以及酸性培养和代谢产酸等，使其在工业上的应用受到了限制［１］．利用现
代分子生物学研究方法和手段，对氧化亚铁硫杆菌 （Ｔｆ菌）的遗传学特性进行研究，目的是对 Ｔｆ菌种
进行遗传改良，以改善该菌种的各种品质，从而使其既具有Ｔｆ菌优良的降硫特性，又具有生长繁殖快速
和适应中性生长环境等优点，更好地适应实际应用的要求．作为生物遗传的物质基础，ＤＮＡ（脱氧核糖
核酸）是生物遗传信息的基因分子载体．原核生物细菌的遗传物质由双链环状分子的拟核大环染色体
ＤＮＡ和附加体小环质粒ＤＮＡ组成．自从Ｍａｏ（１９８０年）［２］和 Ｈｏｌｍｅｓ（１９８４年）等［３］报道了从氧化亚铁

硫杆菌和兼性自养嗜酸硫杆菌中发现并分离到质粒以来，虽然对硫杆菌中质粒 ＤＮＡ的具体功能还不完全
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了解，但有人据此认为，质粒ＤＮＡ在硫杆菌中存在较为普遍．
为了对氧化亚铁硫杆菌菌种进行遗传改良研究，本文利用现代分子生物学的有关试验研究手段，对氧

化亚铁硫杆菌进行了质粒ＤＮＡ抽提试验，并进行了抽提物的琼脂糖凝胶电泳试验与分析等分子生物学水
平的基础性探索试验研究．传统的碱变性抽提法 （碱裂解法）和煮沸裂解法抽提质粒 ＤＮＡ，虽然方法成
熟可靠，但费时［４～６］．本研究采用的是柱式质粒小量抽提试剂盒进行质粒 ＤＮＡ的抽提．该方法的优点是
经济快速，每个抽提可以在２０ｍｉｎ内完成，且无需酚抽提、乙醇沉淀、ＣＳＣｌ离心，洗脱体积小．抽提物
的琼脂糖凝胶电泳，选择在水平式凝胶电泳仪上进行．利用紫外数码图像分析仪及其附带的 ＧＳＭ凝胶电
泳图像分析系统２０，对凝胶电泳结果进行拍照与分析．

１　氧化亚铁硫杆菌的来源及其生物学特征

试验中所用非煤系氧化亚铁硫杆菌取自中南大学矿物工程系生物实验室保存菌种，该菌种原采自广东

某铜矿．煤系氧化亚铁硫杆菌采自四川南桐矿务局干坝子选煤厂和砚石台煤矿．
氧化亚铁硫杆菌主要生物特性［７］：短杆菌，０５×１０μｍ，具有圆钝的末端，单生或对生，成短链者

较少．严格化能自养，好氧嗜酸，革兰氏阴性．代时约为６５～１５ｈ．一般利用氨作为氮源，当利用硝酸
盐作为氮源时细菌生长缓慢．

氧化亚铁硫杆菌以培养基中的亚铁离子Ｆｅ２＋或硫化物作为能源．靠氧化基质中的Ｆｅ２＋为 Ｆｅ３＋和低价
态硫为硫酸根而获取能量，同时以空气中的 ＣＯ２为碳源．利用空气中的 ＣＯ２，并吸收培养基中的 Ｎ，Ｐ，
Ｋ等无机营养，合成菌体细胞．氧化亚铁硫杆菌的亚铁液体培养基开始保持清澈，在培养过程中由于三价
铁的产生，使液体培养基迅速由琥珀色转变为红褐色，并产生高铁水合物沉淀．

该菌最适宜生长的ｐＨ＝２５～３５，适宜的生长温度为２８～３５℃．

表１　ＵＮＩＱ－１０柱式质粒小量抽提试剂盒组成
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＵＮＩＱ－１０ｐｉｌｌａｒｐｌａｓｍｉｄ

ｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔｂｏｘ

组　　成　　 ＳＫ１１９１

质粒抽提柱 （Ｃｏｌｕｍｎ） ５０

收集管 （２ｍＬｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｔｕｂｅ） ５０

煮沸核糖核酸酶Ａ （Ｂｏｉｌｅｄｒｎａｓｅ） １ｍｇ／ｍＬ·支

溶液Ⅰ （Ｓｏｌｕｔｉｏｎ） ６ｍＬ

溶液Ⅱ （Ｓｏｌｕｔｉｏｎ） １２ｍＬ

溶液Ⅲ （Ｓｏｌｕｔｉｏｎ） ２５ｍＬ

洗液 （Ｗａｓｈｓｏｌｕｔｉｏｎ） １２ｍＬ

缓冲液 （Ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ） ５ｍＬ

２　氧化亚铁硫杆菌质粒ＤＮＡ的抽提试验

２１　质粒小量抽提试剂盒组成与试验菌样的培养
采用现代分子生物学的试验研究手段，对脱硫微生

物氧化亚铁硫杆菌菌种从分子生物学水平上进行基础性

探索研究．主要是对所获取的煤系与非煤系氧化亚铁硫
杆菌 （Ｔｆ）脱硫遗传物质的遗传背景进行研究，重点
放在对Ｔｆ菌质粒 ＤＮＡ进行抽提试验．氧化亚铁硫杆
菌质粒ＤＮＡ的抽提，采用的是上海生工生物工程有限
公司编号为ＳＫ１１９１的 ＵＮＩＱ－１０柱式质粒小量抽提试
剂盒．具体组成见表１．

使用前对试剂盒中的试剂加以配制： 先将Ｂｏｉｌｅｄ
ｒｎａｓｅＡ全部加入到ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ中，充分混匀实验后４℃保存； 在低温下会有沉淀出现，３７℃加温溶解
后使用； 首次使用前，必须在Ｗａｓｈｓｏｌｕｔｉｏｎ瓶中加入４倍体积的无水乙醇，充分混匀后使用； Ｅｌｕ
ｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ为２０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ＝８０～８５，实验后４℃保存．试验所用菌样采用的是煤系氧
化亚铁硫杆菌 （干坝子Ｔｆ菌、砚石台Ｔｆ菌）与非煤系氧化亚铁硫杆菌 （中南 Ｔｆ菌）．试验前，对各
菌样采用Ｓｉｌｖｅｒｍａｎ液体培养基进行３０℃恒温、１４０ｒ／ｍｉｎ旋回振荡培养．选择氧化亚铁硫杆菌对数生长
后期至稳定生长期的菌体细胞作为质粒ＤＮＡ抽提试验对象．
２２　氧化亚铁硫杆菌质粒ＤＮＡ抽提试验步骤与试验过程

① 将培养好的１～２ｍＬ细菌，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｓ，去掉上清液．② 加１００μＬＳｏｌｕｔｉｏｎＩ，用枪头
或振荡器充分悬浮细菌．③ 加入 ２００μＬＳｏｌｕｔｉｏｎⅡ，立即上下颠倒 １０次，使之充分中和，室温放置
２ｍｉｎ．④ 加入 ３５０μＬＳｏｌｕｔｉｏｎⅢ，立即上下颠倒 １０次，使之充分中和，室温放置 ２ｍｉｎ．⑤
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１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ．⑥ 将⑤中上清移至套放于２０ｍＬ收集管内的ＵＮＩＱ－１０柱中，１００００ｒ／ｍｉｎ，
室温离心１５ｓ．⑦ 弃收集管中的废液，将 ＵＮＩＱ－１０柱放入同一支收集管中，吸取５００μＬＷａｓｈｓｏｌｕｔｉｏｎ
到ＵＮＩＱ－１０柱，１００００ｒ／ｍｉｎ，室温离心３０ｓ．⑧ 重复步骤⑦．⑨ 弃收集管中的废液，将 ＵＮＩＱ－１０柱
放入同一支收集管中，１００００ｒ／ｍｉｎ，室温离心３０ｓ，以彻底去除Ｗａｓｈｓｏｌｕｔｉｏｎ．⑩ 将ＵＮＩＱ－１０柱放入新
的洁净１５ｍＬ离心管中，加入５０μＬＥｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，室温放置２ｍｉｎ后，１００００ｒ／ｍｉｎ，室温离心１ｍｉｎ．
离心管中溶液即为质粒ＤＮＡ的抽提物．

３　氧化亚铁硫杆菌质粒ＤＮＡ抽提物的琼脂糖凝胶电泳试验

带电物质在电场中向相反电极移动的现象称为电泳．自从琼脂糖凝胶被引入核酸研究以来，按分子量
大小分部分离ＤＮＡ的凝胶电泳技术，已发展成为现代分子生物学研究方法的一种基础性技术．
３１　琼脂糖凝胶电泳试验的试剂类型与试验过程
３１１　试验用试剂类型及特性

（１）λＤＮＡＭａｒｋｅｒ（标示物）　氧化亚铁硫杆菌质粒 ＤＮＡ抽提物琼脂糖凝胶电泳的 ＤＮＡ标准品
（λＤＮＡＭａｒｋｅｒ），采用的是上海生工生物工程有限公司编号为 ＳＭ０１９１的 ＬａｍｂｄａＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ

图１　ＬａｍｂｄａＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ
Ｍａｒｋｅｒ碱基片段电泳带分布

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＬａｍｂｄａＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ
Ｍａｒｋｅｒｂａｓｅｐａｉｒｓｐａｒｔｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｅｂａｎｄ

Ｍａｒｋｅｒ．其基本特性：λＤＮＡ完全地含有 ＥｃｏＲＩ和
ＨｉｎｄⅢ片段，采用酚抽提，乙醇沉淀获得，并溶于
１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ＝７６），１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ缓
冲贮液中．该 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ包含以下 １３种碱基片段：
２１２２６，５１４８，４９７３，４２６８，３５３０，２０２７，１９０４，５８４，
１３７５，９４７，８３１，５６４，１２５．碱基片段电泳带分布如图
１所示．

（２）琼脂糖 （Ａｇａｒｏｓｅ）　凝胶琼脂糖采用的是上
海生工生物工程有限公司编号为 ＡＸ０１７４的琼脂糖Ⅲ
（ＡｇａｒｏｓｅⅢ），其基本特性：１５％凝胶分离产物为
１０～４０ｋｂ；凝胶强度大于 ２０００ｇ／ｃｍ２；胶凝温度为
３７～３９℃；融化温度为９０～９４℃．
３１２　水平式琼脂糖凝胶电泳试验

氧化亚铁硫杆菌质粒抽提物的琼脂糖凝胶电泳，我们选择在 ＤＹ－１型水平式凝胶电泳仪上进行，电
泳电场为１０～１２５Ｖ／ｃｍ．

图２　凝胶电泳紫外分析照片
Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｇｅｌ．ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｅｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ

ａｎａｌｙｓｉｓｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ

３２　氧化亚铁硫杆菌质粒抽提物的琼脂糖凝胶电泳试验结果
利用Ｈｅｍａ紫外数码图像分析仪及其附带的ＧＳＭ凝胶电泳图

像分析系统２０对凝胶电泳结果进行拍照与分析，结果如图２所
示，２张照片分别为２次重复试验结果．

凝胶电泳结果紫外分析照片中，从右至左所示各电泳道的标

号依次为：１Ｍａｒｋｅｒ；２中南 Ｔｆ（培养菌液）；３干坝子 Ｔｆ；
４砚石台Ｔｆ；５中南Ｔｆ（原始菌液）．

４　氧化亚铁硫杆菌 （Ｔｆ）分子生物学试验结果分析

　　自从Ｍａｏ（１９８０年）和 Ｈｏｌｍｅｓ（１９８４年）等报道了从硫杆菌中发现质粒以来，陆续有从 Ｔｆ菌和
Ｔｔ菌中发现并分离到质粒的报道［８～１０］，据此有人认为质粒在硫杆菌中存在较为普遍．

本研究通过对相同类型不同生长环境下的 Ｔｆ菌进行的质粒抽提试验，结果在煤系 （干坝子、砚石

台）与非煤系 （中南）几种氧化亚铁硫杆菌 （Ｔｆ菌）中均未发现有质粒．琼脂糖凝胶电泳结果表明，

６０１

中国煤炭行业知识服务平台www.chinacaj.net



第１期 张东晨等：脱硫微生物氧化亚铁硫杆菌遗传特性的分子生物学试验

电泳中除了标示物 （ＬａｍｂｄａＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ）有电泳带，结果为阳性外，其余各菌株均未出
现质粒电泳带，结果均为阴性．由于用于质粒ＤＮＡ抽提试验的几种细菌菌液，在试验前均采用离心沉降
的方法进行富集，因此排除了可能由于细菌浓度过低、抽提试验的菌量较少而造成的试验菌体数量的不

足，且重复试验的结果相同．结果有两种可能：① 由于试验菌株中存在的质粒较少，而使质粒抽提物的
量不足以其在凝胶电泳中显现．对此，可以采用分子生物学中 ＰＣＲ技术［１１］，在分析氧化亚铁硫杆菌质粒

ＤＮＡ碱基序列的基础上，通过设计引物，再对抽提物中可能存在的质粒 ＤＮＡ片段进行扩增来加以试验验
证．由于条件所限，该试验暂无法进行．② 所试验的几种氧化亚铁硫杆菌 （Ｔｆ）中不含有质粒，表明氧
化亚铁硫杆菌中尽管可能存在质粒，但并不普遍．因此并非像有些报道的 “氧化亚铁硫杆菌中质粒普遍

存在”．同时，可以认为Ｔｆ菌的遗传物质只是拟核染色体 ＤＮＡ，而且 Ｔｆ菌对 Ｆｅ２＋，Ｓ的氧化能力只与
拟核染色体ＤＮＡ有关．

５　结　　语

脱硫微生物氧化亚铁硫杆菌 （Ｔｆ菌）由于其所具有的特殊生物代谢机制，因此在煤炭脱硫和细菌冶
金等方面具有较大的潜在应用价值．但是该菌也有生长缓慢、代期长、细胞得率低，以及酸性培养和代谢
产酸等缺点．利用包括基因工程技术在内的现代分子生物学研究方法和手段，对氧化亚铁硫杆菌 （Ｔｆ
菌）的遗传特性进行研究，就是对Ｔｆ菌种进行遗传改良，以改善菌种的生长特性，并使其具有更好的脱
硫效能，从而更好地适应实际工业应用的要求．作为生物遗传的物质基础，ＤＮＡ（脱氧核糖核酸）是生
物遗传信息的基因分子载体，原核生物细胞的遗传物质由拟核染色体ＤＮＡ和附加体质粒ＤＮＡ组成．根据
资料报道，在氧化亚铁硫杆菌、氧化硫硫杆菌和兼性自养嗜酸硫杆菌中存在质粒，因此有人认为质粒

ＤＮＡ在硫杆菌中的存在较为普遍．
运用现代分子生物学的试验方法和手段，对氧化亚铁硫杆菌 （Ｔｆ菌）的遗传特性进行了分子生物学

水平的基础性探索研究．在所做的质粒抽提及其琼脂糖凝胶电泳的试验中并没有发现质粒，因此，对于质
粒在硫杆菌中普遍存在的这一观点提出了质疑．研究结果表明，氧化亚铁硫杆菌 （Ｔｆ）对 Ｆｅ２＋，Ｓ等的
氧化能力可能只与拟核染色体ＤＮＡ有关，而Ｔｆ菌的遗传物质就是拟核染色体ＤＮＡ．
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