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嗜酸性氧化亚铁硫杆菌代谢产物的常压化学电离质谱分析
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摘 要 本研究以 721 矿和 745 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌为研究对象，采用常压化学电离质谱直接分析其代

谢产物，分别考察了顶空采样（Ｈｅａｄｓｐａｃｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ）、界面采样（Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ）和中性解吸采样（Ｎｅｕｔｒａｌ
ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｉｎｇ）3 种进样方式对电离效果的影响。在优化条件下，常压化学电离质谱对微生物纯菌种和

混合菌种的代谢产物均具有良好的分析能力，可根据获得的代谢产物指纹谱图结合主成分分析（ＰＣＡ）方法

和聚类分析（ＣＡ）方法区分 2 个放射性强弱不同区域共 4 类嗜酸性微生物样品，并对主要胺类、酯类等代谢成

分进行串联质谱鉴定，为耐辐射微生物的相关研究提供了一种可借鉴的分析方法。
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1 引 言

嗜酸性微生物是指可在极端酸性环境（ｐＨ＜3． 5）中生长良好的微生物，多分布在酸性矿水、酸性热

泉、火山湖、地热泉等极端酸性环境中，含硫化物矿物环境中亦有较多分布［1 ～ 3］。大部分已知的嗜酸性

微生物分离自上述酸性环境，并被用于生物湿法冶金，如氧化亚铁硫杆菌（Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ，
Ａｔ． ｆ）、氧化硫硫杆菌（Ａｃｉｄｉｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｉｏｘｉｄａｎｓ，Ａｔ． ｔ）等，既是典型的嗜酸菌，也是典型的化能自养型微

生物。这类微生物能氧化某种特定的无机物，并利用所产生的化学能还原二氧化碳和生成有机碳化合

物［4 ～ 6］，Ａｔ． ｆ 能将 Ｆｅ2＋氧化为 Ｆｅ3＋，获得能量而生长，而 Ｆｅ3＋又是冶金工艺中良好的氧化剂，Ａｔ． ｔ 可以

低价硫或单质硫为能源并生成硫酸，运用于冶金工艺中可以降低酸耗，大大节约生产成本［7 ～ 9］。同时，

由于贫矿、尾矿、品外矿的增加，微生物浸矿工艺已成为许多地区首选的浸矿技术。因此，通过微生物代

谢产物研究生物冶金中目标矿体环境中嗜酸性微生物特异性，对目标菌种的筛选及构建生物浸出体系

中优势冶金菌群具有很重要的指导作用［10］。
基于代谢产物对微生物种类进行识别鉴定具有快速无损的优势，开发微生物代谢产物快速检测的

方法，已成为了热门的研究课题。目前，微生物代谢产物的分析方法很多，传统方法的包括化学传感、光
谱学、“电子鼻”、离子迁移谱等［11］。由于质谱技术具有较高的化学特异性，得到越来越广泛的应用，但

传统的质谱方法常与气相色谱或液相色谱联用，样品预处理较复杂，耗时较长。直接质谱分析技术能够

在无需样品预处理的情况下对复杂基体样品中痕量待测物进行快速分析，因此得到了极大的关注和广

泛的应用［12］。Ｌｉａｎｇ 等［13］利用常压化学电离，无需任何预处理，对临床上 5 种常见的致病菌进行指纹

谱图分析，并得到其挥发性代谢产物生物标志物作为快速识别的信号。Ｙａｎｇ 等［14］利用表面解吸常压

化学电离（ＳＤＡＰＣＩ）质谱法，在无需样品预处理的情况下，直接测定了奶粉中三聚氰胺，实现了奶粉中三

聚氰胺的半定量和批量检测。常压化学电离质谱法作为一种常用的直接质谱分析技术，通过高电压的

针尖电晕放电，使空气中某些中性分子电离，产生 Ｈ3Ｏ
＋，Ｎ2＋，Ｏ2＋ 和 Ｏ＋ 等离子，这些离子与待测物分子

发生离子－分子反应，使待测物分子离子化，反应过程包括由质子转移和电荷交换产生正离子，质子脱离

和电子捕获产生负离子等［15］。该方法对易挥发半极性的小分子化合物具有较高的灵敏度，特别适宜在

环境监测和生物表征中发挥作用。本实验以 721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌及 745 矿嗜酸性氧化亚铁硫

杆菌为研究对象，比较了顶空、界面、中性解吸 3 种进样方式的特点，分析了嗜酸性微生物代谢成分，并
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结合主成分分析（ＰＣＡ）和聚类分析（ＣＡ）对不同矿区的嗜酸性微生物进行快速区分。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

常压化学电离源为本实验室搭建［13］；ＬＴＱ－ＸＬ 线性离子阱质谱仪并配有 Ｘｃａｌｉｂｕｒ 数据处理系统

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
微生物样品：721 矿嗜酸性混合菌种分离自 721 矿生物堆浸浸出液；721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌

纯菌种由 721 矿嗜酸性混合菌种进一步纯化得到；745 矿嗜酸性混合菌种富集分离自 745 矿生物堆浸

矿渣；745 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种由 745 矿嗜酸性混合菌种进一步纯化得到。
9ｋ 培 养 基：（ＮＨ4 ）2ＳＯ4 3． 0 ｇ ／ Ｌ；ＫＣｌ 0． 1 ｇ ／ Ｌ；Ｋ2ＨＰＯ4 0． 5 ｇ ／ Ｌ；ＭｇＳＯ4 · 7Ｈ2Ｏ 0． 5 ｇ ／ Ｌ；

Ｃａ（ＮＯ3）2 0． 01 ｇ ／ Ｌ；ＦｅＳＯ4·7Ｈ2Ｏ 25 ｇ ／ Ｌ；二次蒸馏水 1000 ｍＬ。菌种选育和样品培育在东华理工大

学铀矿生物溶浸工艺实验室提供的帮助下完成。
2． 2 微生物培育

所有微生物样品活化之后以 20％接种至 9ｋ 培养基，在 35℃条件下 120 ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养 24 ｈ 后取

样进行质谱分析。
2． 3 常压化学电离实验参数

常压化学电离质谱装置图如图 1 所示。实验室环境为恒温恒湿条件，温度 25℃，湿度 45％。为使

样品分子最大限度地与初级带电离子进行碰撞并发生反应，参考实验室气体检测实验优化条件为：放电

针与进样口角度 α＝30°，样品通道口与质谱口水平距离为 ｌ＝6 ｍｍ。设置检测模式为正离子模式，质量

范围为 100 ～ 400 Ｄａ，放电针电压为 4 ｋＶ，离子传输管温度为 150℃，样品载气（氮气，纯度为 99． 99％），

压力为 0． 1 ＭＰａ，其他条件为系统自动优化。

3 结果与讨论

3． 1 常压化学电离 3 种采样方式对电离效率影响

为了考察采样方法对细菌代谢产物检测结果的影响，分别采用了顶空采样、界面采样和中性解吸采

样等 3 种方式进行代谢产物的检测（图 1），3 种方法均利用 Ｎ2 将培养体系中的物质萃取出来进入质谱

进行检测，区别之处在于培养瓶中 Ｎ2 进气口与液面间的距离不同。比较 3 种不同的进样方式的检测结

果，以 745 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌为例得出其指纹图谱如图 2 所示，检测出主要成分质荷比 ｍ ／ ｚ 119，

139，223，295 等区别不大，尤其是顶空采样与界面采样，但是中性解吸采样谱图 ｃ 与前两种采样方式

谱图相比，所得谱图信号略有增加，可能是由于随着 Ｎ2 进样口与液面间距离不断缩短，气体从培养基中

萃取的物质也越多，采取中性解吸采样检测到的可能不仅仅是挥发性代谢产物，培养基和培养基中一些

非挥发性的代谢产物也有可能被检测到，所以得到了较多复杂的质谱信号。
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图 1 常压化学电离检测微生物代谢产物的实验装置图：（ａ）顶空采样；（ｂ）界面采样；（ｃ）中性解吸采样

Ｆｉｇ． 1 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｍｂｉｅｎｔ ｃｏｒｏｎａ ｄｉｓｃｈａｒｇｅ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｕｌｔｕｒｅ：（ａ）ｈｅａｄｓｐａｃｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ；（ｂ）ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ；（ｃ）ｎｅｕｔｒａｌ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｉｎｇ
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图 2 常压化学电离不同进样方式 745 矿嗜酸性氧化
亚铁硫杆菌指纹谱图：（a）顶空采样；（b）界面采样；（c）
中性解吸采样
Fig.2 Ambient corona discharge ionization mass spectra
of pure acidithiobacillus ferrooxidans (At. f) with different
sampling methods: (a) headspace sampling; (b) interface
sampling; (c) neutral desorption sampling
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3． 2 嗜酸性微生物代谢产物指纹谱图分析

分别对 721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种、721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌混合菌种、745 矿嗜酸

性氧化亚铁硫杆菌纯菌种和 745 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌混合菌种代谢产物进行质谱分析，得到指纹

谱图如图 3 所示。比较 4 种样品指纹谱图可知，4 种微生物都存在明显的 ｍ ／ ｚ 119，139，223，295 等离

子峰，说明 4 种微生物样品都会产生一些相同的代谢产物，且相对强度较为一致。
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图 3 微生物代谢产物常压化学电离中性解吸采样指纹谱图：（ａ）721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种；

（ｂ）721 矿嗜酸性混合菌种；（ｃ）745 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种；（ｄ）745 矿嗜酸性混合菌种

Ｆｉｇ． 3 Ｎｅｕｔｒａｌ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｍｂｉｅｎｔ ｃｏｒｏｎａ ｄｉｓｃｈａｒｇｅ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ：（ａ）ｐｕｒｅ Ａｔ． ｆ ｆｒｏｍ 721 Ｍｉｎｅ；（ｂ）ｉｍｐｕｒｅ Ａｔ． ｆ ｆｒｏｍ 721 Ｍｉｎｅ；（ｃ）ｐｕｒｅ Ａｔ． ｆ ｆｒｏｍ 745 Ｍｉｎｅ；

（ｄ）ｉｍｐｕｒｅ Ａｔ． ｆ ｆｒｏｍ 745 ｍ Ｍｉｎｅ

对比 721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种和混合菌种，混合菌种中在质荷比 ｍ ／ ｚ 158，195，223，

295 等处质谱信号强度较 721 矿嗜酸性混合菌种均有不同程度的升高，且在 ｍ ／ ｚ 100 ～ 300 之间出现了

一些强度较小的离子峰，如 ｍ ／ ｚ 244 等，而 721 纯菌种则相对干净。同样的现象在 745 矿纯菌种和混合

菌种也存在。可能的原因是由于混合菌种中含有微生物种类较多从而产生的化学成分比较复杂，导致

在此质荷比区间差异明显。而相比于 745 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种，721 矿纯菌种的 ｍ ／ ｚ 119，

173 信号强度更大，另外，721 矿纯菌种还出现 ｍ ／ ｚ 158，295，391 质谱信号峰，未见 ｍ ／ ｚ 301 的质谱信号
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峰。为了快速识别鉴定嗜酸性微生物的种类，选择 721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种中丰度较高的

一些物质如 ｍ ／ ｚ 119 等离子进行串联质谱鉴定。
图 4 为通过碰撞诱导解离实验（ＣＩＤ）得到的串联质谱图。ｍ ／ ｚ 119 离子的二级质谱图如图 4ａ 所

示，产生主要碎片离子 ｍ ／ ｚ 91，为母体离子丢失中性碎片 Ｃ2Ｈ4 形成的，可能与酯类物质丢失碎片规律

一致，推测 ｍ ／ ｚ 119 为一酯类物质，通过文献和标准品串联质谱进一步确认了 ｍ ／ ｚ 119 为质子化的乳酸

乙酯［ＣＨ3ＣＨ（ＯＨ）ＣＯＯＣＨ2ＣＨ3 ＋Ｈ］＋。ｍ ／ ｚ 151 的 二 级 质 谱 图 如 图 4ｂ 所 示，产 生 主 要 碎 片 离 子

ｍ ／ ｚ 133，掉落碎片 18，同时产生 ｍ ／ ｚ 105 离子碎片，由此推测其为质子化苯甲酸乙酯，与参考文献对比

进一步确认该化合物［16］。ｍ ／ ｚ 135 的二级质谱图和三级质谱图如图 4ｃ 所示，产生主要碎片离子为

ｍ ／ ｚ 107，因此推测 ｍ ／ ｚ 135 为酰胺物质，然后通过标准品的三级质谱图和文献对比进一步确认了

ｍ ／ ｚ 135 为离子化的乙酰苯胺［ＣＨ3ＣＯＮＨＣ6Ｈ5］
＋。ｍ ／ ｚ 136 的二级谱图和三级谱图如图 4ｄ 所示，与

ｍ ／ ｚ 135 的串联谱图类似，由乙酰苯胺质子化之后得到［ＣＨ3ＣＯＮＨＣ6Ｈ5＋Ｈ］＋。
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图 4 常压化学电离串联质谱图：（ａ）ｍ ／ ｚ 119；（ｂ）ｍ ／ ｚ 151；（ｃ）ｍ ／ ｚ 135；（ｄ）ｍ ／ ｚ 136
Ｆｉｇ． 4 Ａｍｂｉｅｎｔ ｃｏｒｏｎａ ｄｉｓｃｈａｒｇｅ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ： （ａ） ｍ ／ ｚ 119； （ｂ） ｍ ／ ｚ 151；

（ｃ）ｍ ／ ｚ 135；（ｄ）ｍ ／ ｚ 136

3． 3 常压化学电离质谱主成分分析（ＰＣＡ）

主成分分析（ＰＣＡ）在复杂样品的分析检测中已得到广泛地应用［17 ～ 20］。为了更直观地揭示嗜酸性

微生物之间的差异和进一步论证实验结果的正确性，本研究通过 Ｍａｔｌａｂ 软件将采集的大量质荷比在

ｍ ／ ｚ 100 ～ 400 范围内的一级质谱数据进行规一化处理，利用“Ｐｒｉｎｃｏｍｐ”函数对每一类样品数据进行

ＰＣＡ 分析，自动得到各个主成分的得分图及相应的载荷图。
对 721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种和混合菌种指纹谱图进行 ＰＣＡ 分析（图 5ａ），结果表明，两

类生物样品可以得到很好的区分。由 3 个主成分载荷分布图（图 5ｂ）可见，ｍ ／ ｚ 135，136，158，223，295，

296 等对区分两种样品的贡献较大，说明这些物质在两种样品中的含量存在有较大差异。同样，对

745 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种和混合菌种指纹谱图进行 ＰＣＡ 分析，得到主成分分析图和载荷图

如图 5ｃ 和 5ｄ 所示。从图 5ｃ 可见，ＰＣ1，ＰＣ2 和 ＰＣ3 对方差贡献率分别为 51． 5％，29． 8％和 7． 1％，三者

之和达到 88． 4％，因而这 3 个主成分包含了被分析样品的绝大部分信息，同时两种样品能够被明显区

分开。
3． 4 常压化学电离质谱聚类分析（ＣＡ）

聚类分析是一种静态数据分析的统计学方法，目前已广泛应用于模式识别和图像分析等领域。实
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图 5 嗜酸性微生物样品的质谱数据 ＰＣＡ 分析结果：（ａ）721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种与混合菌

种 ＰＣＡ 三维得分图；（ｂ）721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种与混合菌种 3 个主成分上的 ＰＣＡ 载荷图；

（ｃ）721 矿和 745 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种 ＰＣＡ 三维得分图；（ｄ）721 矿和 745 矿嗜酸性氧化亚

铁硫杆菌纯菌种 3 个主成分上的 ＰＣＡ 载荷图

Ｆｉｇ． 5 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄａｔａ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓａｍｐｌｅ ｆｏｒ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ）：（ａ）721 Ｍｉｎｅ
ｐｕｒｅ ａｎｄ ｉｍｐｕｒｅ Ａｔ． ｆ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄａｔａ ＰＣＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ；（ｂ）721 Ｍｉｎｅ ｐｕｒｅ ａｎｄ ｉｍｐｕｒｅ Ａｔ． ｆ ｍａｓｓ ｓｐｅｃ－
ｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄａｔａ ＰＣＡ ｌｏａｄｉｎｇ ｐｌｏｔ；（ｃ）721 Ｍｉｎｅ ｐｕｒｅ ａｎｄ 745 Ｍｉｎｅ ｐｕｒｅ Ａｔ． ｆ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄａｔａ ＰＣＡ
ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ；（ｄ）721 Ｍｉｎｅ ｐｕｒｅ ａｎｄ 745 Ｍｉｎｅ ｐｕｒｅ Ａｔ． ｆ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄａｔａ ＰＣＡ ｌｏａｄｉｎｇ ｐｌｏｔ

验将正离子模式检测下的嗜酸性微生物的质谱数据（已进行 ＰＣＡ 分析）导入 Ｍａｔｌａｂ 软件的聚类分析程

序中进行分析，结果如图 6 所示。嗜酸性微生物样本为 120 个，其中 721 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌

种、721 矿嗜酸性混合菌种、745 矿嗜酸性氧化亚铁硫杆菌纯菌种、745 矿嗜酸性混合菌种各 30 个。
分析结果表明，721 矿纯菌种与 745 矿纯菌种样本具有一定的相似度，说明在不同矿区中同一纯菌

种代谢非常接近，而 721 矿混合菌种代谢产物中包含了部分纯菌种代谢产物，表明混合菌种中包含有嗜

酸性氧化亚铁硫杆菌。721 矿混合菌种与 745 矿混合菌种差异较大，说明不同矿区的混合菌种代谢具

有较大的差异。从图 6 可见，Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ 分别自聚成一类，反应不同嗜酸性微生物样品被区分开，这与

ＰＣＡ 的分析结果相印证。

4 结 论

本研究采用常压化学电离技术，在无需样品预处理的情况下，直接快速分析不同矿区嗜酸性氧化

亚铁硫杆菌代谢产物，从而高通量地实现对微生物的快速识别鉴定。尤其是对于化能自养型微生物的

快速识别能够实现对目标菌种的筛选及构建生物浸矿体系具有重要的指导作用，有望在生物冶金中得

到很好地应用。同时，本方法具有操作简单、灵敏度高、重现性好、分析速度快等特点，为微生物的快速

识别和鉴定提供了一种可靠的途径。

*’#"第 11 期 梁钜超等：嗜酸性氧化亚铁硫杆菌代谢产物的常压化学电离质谱分析
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