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研究报告 

基于铁氧化/还原菌改善黄铁矿-水草酸解液体系下低品位 

辉铜矿生物浸出过程 

洪娴静 1  冯守帅*1  仝艳军 2  杨海麟*1 
1 江南大学生物工程学院 教育部工业微生物技术重点实验室  江苏 无锡  214122 

2 江南大学食品科学与技术学院 国家功能食品工程研究中心  江苏 无锡  214122 

摘  要：【背景】高效的生物浸出与微生物介导活跃的铁硫代谢紧密关联，低品位辉铜矿(Cu2S)铁代

谢匮乏严重制约其效能。【目的】强化铁硫代谢及“接触”机制改善低品位辉铜矿生物浸出。【方法】

基于自主筛选的嗜酸杆菌属 (Acidiphilium sp.)及双层平板筛选的嗜铁钩端螺旋菌 (Leptospirillum 

ferriphilum)，与硫氧化菌喜温嗜酸硫杆菌(Acidithiobacillus caldus)协作，加以 Fe2+/Fe3+-黄铁矿-纤维

质废弃物酸解液(废-废资源利用)干预，系统分析浸出生化参数差异性。【结果】扫描电子显微镜

(Scanning Electron Microscope，SEM)结果表明矿渣表面大量微孔及坑壑，表明活跃的菌体作用；傅

立叶变换红外光谱仪(Fourier Transform Infrared Spectroscopy，FTIR)揭示 N−H、C=O、O−H 等键与

胞外聚合物(Extracelluler Polymer Substance，EPS)紧密相关，S=O、C−O−S 等吸收峰波动表明更剧

烈的硫代谢；激光共聚焦扫描显微镜(Confocal Laser Scanning Microscope，CLSM)结果表明优化体系

呈现更多附着细胞及 EPS，为“接触”机制奠定基础，浸出 40 d 游离/附着细胞量分别提高 2.51 倍及

5.73 倍，最大比生长速率(μmax)出现时间提前 1.5−5.3 d，最高浸出率达 67.6%。【结论】铁氧化/还原

菌及外源含铁物质干预强化浸出体系铁硫代谢加速矿物溶解，酸解液促进铁元素循环及菌体生长，

附着细胞及 EPS 分泌增多强化“接触”机制从而有效改善浸出微环境和效能。 
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Abstract: [Background] Efficient bioleaching is closely related to the active iron and sulfur metabolism 
mediated by microorganisms. Thus, the lack of iron metabolism will restrict low-grade chalcocite 
bioleaching. [Objective] To improve the bioleaching of low-grade chalcocite by enhancing iron and sulfur 
metabolism and the “contact”. [Methods] The iron-oxidizing Leptospirillum ferriphilum (screened with 
the double-plate method), iron-reducing Acidiphilium sp., sulfur-oxidizing Acidithiobacillus caldus, and 
the Fe2+/Fe3+-pyrite-fibrous waste acid hydrolysate system (waste utilization) were combined to improve 
low-grade chalcocite bioleaching. [Results] A large number of micropores and pits were observed on the 
slag surface under the scanning electron microscope (SEM), suggesting the active action of the bacteria. 
Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy revealed that bonds such as N−H, C=O, and O−H were 
closely related to extracellular polymer substance (EPS), and significantly enhanced absorption peaks of 
S=O and C−O−S testified more intense sulfur metabolism. Confocal laser scanning microscope (CLSM) 
manifested that more attached cells and EPS existed in the optimized system, laying the foundation for the 
“contact” mechanism. After 40 days of leaching, the concentration of planktonic and attached cells 
increased by 2.51 and 5.73 times, respectively. The maximum specific growth rate (μmax) appeared  
1.5−5.3 days earlier, and the highest cupric ion leaching rate reached 67.6%. [Conclusion] The 
intervention of iron-oxidizing bacteria, iron-reducing bacteria, and exogenous iron-containing substances 
strengthens the iron and sulfur metabolism of the leaching system and accelerates the dissolution of 
minerals. The acid hydrolysate promotes iron circulation and the growth of bacteria. The increase in the 
number of attached cells and secreted EPS enhances the “contact”, thus effectively improving the 
bioleaching microenvironment and efficiency. 

Keywords: low-grade chalcocite, bioleaching process, improvement, waste treatment 

相较传统采选冶工艺，生物浸出技术在处理

低品位矿物中显示出巨大的应用潜力及优势，能

够缩短和简化工艺流程从而降低生产成本，同时

减少废水废气等污染物的排放，具有良好的经济

和环保效益[1-2]。辉铜矿(Cu2S)是铜矿储备资源中

常见矿物之一，Cu 和 S 为其主要组成元素，少量

Fe 来源于其伴生矿物黄铁矿。典型生物浸出过程

涉及复杂的铁硫代谢反应，矿物中的 Fe2+在微生物

作用下氧化为 Fe3+，后者作为强氧化剂与矿物反应

使其溶解，释放的硫元素经由硫氧化菌介导的系

列酶促反应最终转化为 2
4SO  ，可见 Fe3+是快速启

动并维持矿物持续溶解，以及同时多方面影响硫

代谢的关键因素[3]。 

嗜铁钩端螺旋菌(Leptospirillum ferriphilum)和

喜温嗜酸硫杆菌(Acidithiobacillus caldus)作为典型

浸矿微生物普遍存在于各浸出体系并占领主导地

位，能够耐受低酸度及重金属离子胁迫，显示更

强的铁/硫氧化活性，此 2 类微生物组合被广泛应

用并呈现良好的浸出性能[4-5]。多项研究表明，浸

出后期积累的 Fe3+水解生成黄钾铁钒钝化层覆盖于

矿物表面，制约矿物进一步溶解[3]，而具有铁还原

能力的菌种能够控制浸出体系的 Fe3+水平减缓或消
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除钝化膜生成。作为分布广泛的嗜酸异养菌，嗜

酸杆菌属 (Acidiphilium sp.)除能利用多种有机物

外，部分菌种还呈现铁还原特性，可将高铁沉淀

还原溶解为 Fe2+。浸出体系中的 Acidiphilium sp.吸

收利用有机物进行异养生长(如矿物溶解过程释放

的有机物质、自养菌生长过程释放的代谢分泌物及

菌体裂解物等)，不仅有机物的抑制和毒害作用得

到缓解，同时生成的二氧化碳还能促进菌体生

长，Acidiphilium sp.的铁还原作用协同氧化亚铁硫

杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans)的亚铁氧化能力

促进浸出体系中铁元素循环，有利于矿物持续溶

解 [6-7] 。 Zhang 等 [5] 发 现 浸 出 前 期 接 种 更 多 L. 

ferriphilum 显著缩短延滞期，通过强化铁元素循环

加速矿物溶解，释放能源物质促进各类微生物生

长。另有研究表明 Ferroplasma thermophilum 的引入

可缓解浸出体系内有机物对自养菌的抑制作用[8]。

由此可见，功能各异的浸矿微生物在浸出过程的

种间协同效应呈现更好的浸出性能。 

为提高矿物浸出效率，除利用高效菌种外，

各类添加剂如银离子、氯化钠、Triton X-100 等也

被广泛研究并在一定程度促进金属离子浸出[9-11]，

但均面临价格较高或高浓度下不利于菌体积累的

缺陷。纤维质废弃物成本低廉、来源广泛，Sajjad

等[12]发现酸解处理的竹屑显著促进低品位矿石中

铜/锌元素溶出，Panda 等[13]通过加入废报纸浓酸

水解物提高低品位黄铜矿的浸出效率，推测这些

酸解物的主要功能是作为催化剂协助菌体完成铁

离 子 还 原 。 基 于 酸 性 矿 坑 废 水 (Acid Mine 

Drainage，AMD)酸度低、Fe3+含量高的特点，考

虑将其应用于树叶及水草的酸解处理，其中的纤

维素经酸解作用转化为还原糖，后者还原性使废

水中的 Fe3+转化为可供铁氧化菌生长的 Fe2+，同时

释放大量质子维持良好的浸出环境，后续生成的

二氧化碳作为能源和碳源支持菌体的营养与呼

吸，这种废物结合的策略能够同步实现纤维质废

弃物的资源化利用及提高金属浸出效率，具有一

定的科学研究意义和应用前景。 

基于此，本研究提出综合硫氧化菌、铁氧化/

还原菌的生长特性并利用自养菌与异养菌间协同

效应，借助自主选育的铁氧化/还原菌强化铁硫代

谢，采用废废利用策略借助农林废弃物改善低品

位辉铜矿生物浸出，以期为该类矿产资源的回收

利用提供理论和技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  矿样、培养基及纤维质废弃物酸解液 

实验所用低品位辉铜矿(Cu 1.1%，Fe 11.9%，

S 7.4%)取自福建紫金山，黄铁矿精矿(Fe 45.0%，

S 53.7%)购自湖北黄石，经研磨粉碎过筛得矿石颗

粒(≤48.0 μm)。X 射线衍射仪(X-Ray Diffractometer，

XRD)分析表明含铜矿物为辉铜矿(Cu2S)、少量铜蓝

(CuS)及黄铜矿(CuFeS2)，含铁矿物为黄铁矿(FeS2)

及磁铁矿(Fe3O4)，脉石矿物为石英(SiO2)、明矾石

[KAl3(SO4)2(OH)6]、地开石[Al4(Si4O10)(OH)8]及方

解石(CaCO3)。所用 A. caldus JNFS 6 为实验室保藏

菌 种 (CCTCC M 2018054)[14] ， L. ferriphilum 及

Acidiphilium sp.筛选自矿区废水。 

9K 培养基(g/L)：(NH4)2SO4 3.0，KCl 0.1，

K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.5，Ca(NO3)2 0.01，

H2O 700.0 mL；能源底物 FeSO4·7H2O 44.3 (异养菌

能源底物 Glu 5.0)，H2O 300.0 mL。改进的 Starkey

培 养 基 (g/L) ： (NH4)2SO4 0.3 ， K2HPO4 0.5 ，

KH2PO4 3.0 ， MgSO4·7H2O 0.5 ， KCl 0.1 ，

Ca(NO3)2 0.01；能源底物升华硫 5.0。 

树叶(主要成分为香樟和木樨叶)和水草(主要

成分为水鳖及水葫芦)烘干粉碎处理后，分别取

2.0 g 粉末与 10.0 mL 50%浓硫酸混合，于 50 °C、

150 r/min 振荡 1 h 以实现完全水解，水解产物用于

后续浸出试验。 

1.2  主要试剂和仪器 

七 水 合 硫 酸 亚 铁 (FeSO4·7H2O) 、 葡 萄 糖

(C6H12O6)、升华硫(S)、三氯乙酸(C2HCl3O2)，分析

纯 ， 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ； SYTOTM 9 

Green Fluorescent、Alexa FluorTM 594 Conjugate，
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Invitrogen 公司。 

pH计，瑞士梅特勒托利多公司；紫外可见分光

光度计，北京普析通用仪器责任有限公司；原子吸

收 分 光 光 度 计 (Atomic Absorption 

Spectrophotometer，AAS)，VARIAN 公司；扫描电

子显微镜(Scanning Electron Microscope，SEM)，

FEI 公司；傅立叶变换红外光谱仪(Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy ， FTIR) ， Thermo Nicolet 

Corporation 公司；激光共聚焦扫描显微镜(Confocal 

Laser Scanning Microscope，CLSM)，Leica 公司。 

1.3  铁氧化/还原菌种筛选鉴定 

利用 9K 培养基对矿区采集样液中的微生物进

行富集培养和筛选，通过菌株菌落形态观察、16S 

rRNA 基因序列分析和同源性比对等对所获菌株进

行鉴定。 

1.3.1  Acidiphilium sp.的筛选  

将包括 AMD、萃余液、硫化工艺原水等在内

6 种矿区原液以 5%接种量加入 100.0 mL 新鲜无铁

9K 培养基(pH 3.0，Glu 5.0 g/L)进行富集培养，培

养至 OD600 约为 1.0 的菌液经 10−1−10−9 系列梯度稀

释后均匀涂布于固体培养基表面，置于 37 °C 培养

箱中约 2 d 即形成菌落，取单菌落多次划线进行分

离纯化，最终获得的菌落形态一致可初步认定为

纯培养物，命名为 DX-LIX2。 

1.3.2  L. ferriphilum 的筛选  

各类矿区原液以 10%的接种量加入 100.0 mL

无菌 9K 培养基(pH 2.5，Fe2+ 25.0 g/L)，于 30 °C、

200 r/min 振荡培养，待培养基变成红色时取样镜

检，观察到螺旋状菌体后取 2 mL 富集液转接至新

鲜培养基(pH 2.5，Fe2+ 50.0 g/L)，按上述方法进行

培养，再次对变红色的培养基取样镜检，随后依

次调整培养条件进行富集液转接[15]，第 4 代富集培

养液在同样的条件下连续传代培养 3 次达到稳定生

长状态，将菌液进行 10−1−10−9 系列梯度稀释并接

种至 9K 培养基(pH 1.6，Fe2+ 50.0 g/L)，于 37 °C、

200 r/min 振荡培养，最高稀释度下获得的培养物

为所需菌种，命名为 ZJ-AU1。菌落获取采用双层

平板分离技术[16]，取 2.0 mL 培养至对数生长期的

Acidiphilium sp.菌液接入无铁 9K 培养基(pH 3.5，

Glu 5.0 g/L)，与高温溶解并降至 37 °C 的琼脂溶

液混合后倒入无菌培养皿，冷凝后作为底层培养

物，再倒入常规方法制备的 9K 固体培养基(pH 

3.0，Fe2+ 22.0 g/L)，待其冷凝后取 100.0 μL 经

10–1–10–3 梯度稀释的 ZJ-AU1 培养液均匀涂布于培

养基表层。 

3 种 纯 培 养 物 分 别 用 9K 培 养 基 (44.3 g/L 

FeSO4·7H2O 或 5.0 g/L Glu)及改进的 Starkey 培养基

(5.0 g/L S0)连续传代培养，生长至(OD600 约为 1.0)

时经过滤、3 000 r/min 离心 2 min 处理并用稀硫酸

溶液(pH 2.0)洗涤以除去铁沉淀或其他复合物，最

终收集的菌体重悬于无铁 9K 基础培养基中作为接

种物用于浸出试验。 

1.4  低品位辉铜矿生物浸出试验 

向 250 mL 锥形瓶中接入 100.0 mL 无铁 9K 培

养基(pH 1.8)和 2.0 g 铜矿石颗粒，G5−G7 组额外添

加 2.0 g 黄铁矿颗粒，除 G3 组添加 2.0 g/L Fe3+外，

其余各组加入 2.0 g/L Fe2+作为能源物质，G6、G7

组额外补充 3.0 g/L 树叶/水草酸解液，L. ferriphilum

及 A. caldus 等 比 混 合 接 种 至 G2 、 G3 组 ，        

L. ferriphilum、A. caldus 及 Acidiphilium sp.等比混合

接 种 至 G4−G7 组 ， 总 菌 体 数 量 均 维 持        

3.0×108 cells/mL，另设置非生物对照组G1，具体试验

条件见表 1。浸出周期 40 d，于 37 °C、180 r/min    

振荡培养，每 3 d 取样进行理化参数及细胞浓度 

分析，每天补加 2.0 mL 灭菌蒸馏水用于平衡蒸发

损失。 

1.5  基本理化参数分析 

pH 测定：使用 pH 计测定。 

Fe2+/Fe3+浓度测定：采用邻菲罗啉分光光度法[17]，

Fe2+ 与 邻 菲 罗 啉 生 成 稳 定 橙 红 色 络 合 物 (pH 

2.0−9.0)，于 508 nm 处测定其吸光度。盐酸羟胺使

Fe3+还原为 Fe2+，计算总铁含量，Fe3+浓度即为总

铁与 Fe2+含量的差值。 
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表 1  生物浸出试验条件 
Table 1  Conditions of bioleaching experiments 

组别 

Groups 

Fe2+/Fe3+ 
(2.0 g/L) 

接种物 

Inoculum 

铜矿石

Mineral (g)

黄铁矿 

Pyrite (g)

酸解液 

Acid hydrolysate (g/L) 

G1 − − 2.0 − − 

G2 Fe2+ L. ferriphilum+A. caldus 2.0 − − 

G3 Fe3+ L. ferriphilum+A. caldus 2.0 − − 

G4 Fe2+ L. ferriphilum+A. caldus+Acidiphilium sp. 2.0 − − 

G5 Fe2+ L. ferriphilum+A. caldus+Acidiphilium sp. 2.0 2.0 − 

G6 Fe2+ L. ferriphilum+A. caldus+Acidiphilium sp. 2.0 2.0 3.0a 

G7 Fe2+ L. ferriphilum+A. caldus+Acidiphilium sp. 2.0 2.0 3.0b 

注：a：3.0 g/L 树叶酸解液；b：3.0 g/L 水草酸解液；−：不添加 
Note: a: 3.0 g/L acid hydrolysate of leaves; b: 3.0 g/L acid hydrolysate of aquatic weeds; −: No addition 
 

2
4SO  含量测定：采用铬酸钡分光光度法[17]，

铬酸钡与硫酸盐反应释放铬酸根离子，碱性条件

下呈黄色，测定其吸光度可换算得硫酸盐含量。 

Cu2+浓度测定：将铜标准溶液(1 000 μg/mL)

进行梯度稀释，浓度依次为 0.5、1.0、2.0、4.0、

6.0、8.0 mg/L，用 AAS 测定各浓度条件对应的 

吸 光 度 并 建 立 标 准 曲 线 ， 各 浸 出 体 系 溶 液 经    

3 000 r/min 离心 2 min 去除矿渣，上清液稀释   

100 倍后测定吸光度，带入标准曲线获得 Cu2+浓度。 

附着及游离细胞浓度测定：采用核酸法[18]，

混合均匀的浸出液 3 000 r/min 离心 2 min 使矿物沉

降，上清液经适度稀释与 5%三氯乙酸等体积混

合，依次经水浴、冰浴处理后测定 260 nm 处的吸

光度；矿渣以无菌水重悬并漩涡振荡后再次离心

得附着细胞，经适度稀释后与三氯乙酸等体积混

合进行水浴及冰浴处理，测定相应的吸光度，根

据显微镜技术与吸光度建立的标准曲线计算实际

细胞浓度。 

1.6  矿物理化特征分析 

矿渣表面形貌分析：矿渣干燥后取适量平铺

并固定于铝制样品台，利用 SEM 观察矿渣表面形

貌，扫描速度为 300−30 ns。 

矿渣表面官能团分析：矿渣与 KBr 以 1:100

的比例混合加入研钵反复研磨，油压制样后用

FTIR 测量 400−4 000 cm−1 波长范围内的红外吸收

光谱。 

附着细胞及胞外聚合物(Extracelluler Polymer 

Substances，EPS)分布：在浸出中/后期分别从各体

系取含矿浸出液，3 000 r/min 离心 2 min 收集矿渣

后用无菌水洗涤样品 2 次除去游离菌体，先后加入

二甲基亚砜(DMSO)和 SYTOTM 9 染料，37 °C、

200 r/min 避光孵育 20 min 后 3 000 r/min 离心 2 min

收集矿样，加入 PBS 溶液洗涤后再次离心收集矿

渣，依次加入 NaHCO3 (0.1 mol/L)和 Alexa FluorTM 

594 染料，37 °C、200 r/min 避光孵育 20 min 后离

心收集矿样，PBS 溶液洗涤离心后再以少量去离子

水重悬，利用 CLSM 观察矿物表面菌体附着及 EPS

分布情况。 

2  结果与讨论 

2.1  铁氧化/还原菌 L. ferriphilum/Acidiphilium 

sp.筛选鉴定 

从紫金山铜矿和德兴铜矿工业堆浸现场采集

的萃余液、硫化工业原水和酸性矿坑废水等 10 余

份 样 本 呈 现 强 酸 、 高 金 属 离 子 的 极 端 特 点 (pH 

1.02−2.35；总 Fe 3.2−33.3 g/L；Cu2+ 0.6−1.2 g/L)。

以葡萄糖为碳源经 9K 培养基富集培养筛得异养型

嗜酸铁还原菌 DX-LIX2，菌落呈圆形乳白色、凸

面光滑，TEM 观察细胞呈杆状或球状[0.6 μm× 

(0.8−1.0) μm]，对数生长期细胞呈成对或链状生

长 。 经 16S rRNA 基 因 鉴 定 (MW418095.1) 与

Acidiphilium organovorum 、 Acidiphilium 

multivorum、Acidiphilium cryptum 及 Acidiphilium 
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symbioticum 序列相似度达 99%，与属内其他菌

种相似度为 94%−95%，结合其生长特性及菌落

形态可知该菌株属于嗜酸杆菌属(Acidiphilium)，

命名为 Acidiphilium sp. DX-LIX2。Acidiphilium 

sp.在极端酸性环境中广泛存在，相较其他异养

菌能耐受更低酸度，通常与化能自养菌形成密切

关系[19]。 

鉴于酸性条件易使琼脂水解成有机糖类抑制

自养菌菌落形成，导致该菌种筛选困难，本研究

采用双层培养方式，以异养型 Acidiphilium sp. 

DX-LIX2 为底层培养物，嗜铁钩端螺旋菌富集液

涂布于上层，借助异养菌吸收利用凝固剂水解生

成的有机物及代谢物，以尽可能减少后者对化能

自养菌的抑制作用。上层平板培养约 5 d 形成乳白

色光滑圆形菌落，该菌(G−)氧化亚铁并在平板表面

形成黄褐色沉淀(高铁复合物)。TEM 结果显示菌体

细胞呈曲杆状或螺旋状(长度 0.7−2.5 μm，直径

0.3−0.5 μm)。经 16S rRNA 基因测序分析菌株

ZJ-AU1 (MW021515.1)与 Leptospirillum ferriphilum 

ATCC 49881 相似度接近 100%，结合生理生化特征

命名为 Leptospirillum ferriphilum ZJ-AU1。将 2 菌

种与亲缘关系较近菌种序列进行同源比对，MEGA 

5.1 构建系统发育树如图 1B 所示。 

2.2  基于铁氧化/还原菌干预下低品位辉铜矿生

物浸出 

2.2.1  生物浸出过程铁代谢 

如图 2A 所示，浸出前期 Fe2+浓度变化显著，

表明存在活跃的铁代谢反应。G1 及 G3 组分别由 H+ 

 

 
 

图 1  系统发育树、菌体及培养基形态  
Figure 1  Phylogenetic tree, morphology of cell and culture medium 

注：A：菌体及培养基形态。1 和 2：ZJ-AU1 显微镜及 TEM 图像；3：ZJ-AU1 液体培养基；4：双层固体培养基；5 和 6：DX-LIX2

显微镜及 TEM 图像。B：系统发育树。括号中的序列号代表菌株的 GenBank 登录号，分支点上的数字代表计算 1 000 次聚类至同

一分支概率 
Note: A: Morphology of cell and culture medium. 1, 2: Microscope and TEM images of ZJ-AU1; 3: Liquid medium of ZJ-AU1; 4: 
Double-layered solid medium; 5, 6: Microscope and TEM images of DX-LIX2. B: Phylogenetic tree. Number in parenthesis represent the 
sequence’s accession number in GenBank; The number at each branch point in the percentage supported by bootstrap 
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图 2  不同浸出体系主要生化参数变化  
Figure 2  Changes of main biochemical parameters in different leaching systems  

注：A：亚铁离子浓度；B：铁离子浓度；C：pH；D：硫酸根离子浓度 
Note: A: Ferrous ion concentration; B: Ferric ion concentration; C: pH; D: Sulfate ion concentration 
 

和 Fe3+介导矿物溶解导致 Fe2+水平迅速提高，其余

各组中 L. ferriphilum 有效氧化 Fe2+使其浓度下降。

G5−G7 组外源添加黄铁矿为浸出体系补充更多铁元

素，矿物溶解生成 Fe2+速率高于菌体 Fe2+氧化速

率，表现为 Fe2+浓度降至约 1.4 g/L 后持续升高，G6

及 G7 组更高的 Fe2+水平归因于酸解液的还原作用，

协同 L. ferriphilum 氧化活性促进体系铁元素循环；

其余各组 Fe2+氧化与生成速率相近，浓度由 2.0 g/L

降至 1.1−1.3 g/L 后保持相对稳定并在小范围内波

动。图 2B 中各组 Fe3+浓度呈不同程度下降趋势，

Fe3+过高可与附着细胞分泌的 EPS 结合[20]，或与浸

出液中黏性物质络合后随矿物沉降，以及发生水解

作用生成黄钾铁矾。其中 G5−G7 组 Fe3+浓度下降

幅度明显，推测与其中更高菌体数量相关。有研

究表明隐性嗜酸杆菌(Acidiphilium cryptum)在低酸

度条件下还原溶解黄钾铁矾，某些由微生物合成

或有机物降解生成的物质可作为氧化还原介质促

进此过程进行[21-22]。G4 组后期 Fe3+浓度由 6.5 g/L

上升至 7.5 g/L，推测其中 Acidiphilium sp.分解还原

黄钾铁矾钝化层产生 Fe2+，后者被 L. ferriphilum 迅

速氧化。对比 G1 与其余各组可知，菌体及其氧化

作用加剧矿物溶解导致更多金属离子溶出[23]。 

2.2.2  生物浸出过程硫代谢 

浸出前期侵蚀矿石及中和脉石矿物消耗质

子，导致浸出体系 pH 升高，方解石(CaCO3)是本

研究所采用低品位辉铜矿中的主要耗酸成分为
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主，含量较低，表现为非生物对照 G1 组 pH 仅小

幅度提高，整个浸出过程中在 pH 1.8−1.9 范围内波

动(图 2C)。其余组 pH 均呈不同幅度下降趋势，归

因于 A. caldus 介导的硫代谢反应，随着可利用能

源物质耗尽及菌体活性减弱，后期各体系 pH 下降

趋势显著减缓。相较 G2 和 G4 组，G3 组 Fe3+作为

强氧化剂与矿物直接反应，溶解过程释放还原型

无机硫化物(RISCs)供菌体利用产生更多质子。浸

出前期 G4 组 pH高于 G2，24 d 后 2组无显著差异，

表明 Acidiphilium sp.在前期由于种间竞争抑制硫氧

化菌种活性。浸出前 15 天，G5−G7 组 pH 由 1.8 持

续降低至 1.3，其中的黄铁矿溶解为菌体提供更多

能源物质促进硫氧化菌生长。 

浸出体系的 2
4SO  主要来源于矿物溶解及单质

硫氧化，外源添加黄铁矿强化浸出体系铁硫代

谢，导致 G5−G7 组 2
4SO  浓度持续提升，最高可达

9.6−11.6 g/L，如图 2D 所示，G6 及 G7 组略高的
2
4SO  表明酸解液的加入进一步促进矿物溶解或菌

体的硫氧化作用。相较 Fe2+，添加 Fe3+直接与矿物

反应生成 2
4SO  ，此外溶出的 RISCs 也被菌体氧化，

因此 G3 组 2
4SO  浓度相对较高(最大值约 4.4 g/L)。

G4 组中 Acidiphilium sp.对 A. caldus 的抑制作用在

浸出后期有所缓解，因此 2
4SO  浓度略高出 G2。非

生物对照组由于质子侵蚀作用导致矿物部分溶

解， 2
4SO  水平小幅度升高至 1.9 g/L。 

2.2.3  游离/附着细胞演替规律 

由图 3A−D 可知，G5−G7 组菌体量均显著高于其 

 
图 3  不同浸出体系主要生化参数变化  
Figure 3  Changes of main biochemical parameters in different leaching systems  

注：A：游离细胞浓度；B：附着细胞浓度；C：游离细胞比生长速率；D：附着细胞比生长速率 
Note: A: Planktonic cell concentration; B: Attached cell concentration; C: Specific growth rate of planktonic cells; D: Specific growth rate of 
attached cells 
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余各组，游离细胞数量最高可达 8.4×108 cells/mL，附

着细胞达 7.3×107 cells/mL，相较 G2 组分别提高  

2.5 倍及 5.7 倍。各组菌体最大比生长速率 μmax 出现

时间也存在显著差异，游离细胞 μmax 出现时间由

8.2−8.5 d 提前至 5.2−5.3 d，G7 组附着细胞 μmax 出

现时间最早为 3.8 d，相较 G4 组提前 4.4 d。黄铁矿

溶解释放的 Fe2+及 RISCs 供菌体利用生长，显著缩

短菌体生长延滞期，酸解液引入在浸出前/中期促

进更多菌体附着，后期在游离菌的生长中发挥积

极作用。强氧化剂 Fe3+通过直接与矿物反应释放各

种能源物质，对游离菌的促进作用更为显著。G4

组略低的细胞数量验证了 Acidiphilium sp. 引入对

L. ferriphilum 及 A. caldus 生长不利的推测，由于自

养菌本身具有较强抗逆性，而且浸出过程不断有

能源物质溶出，浸出 15−25 d 时 G4 组细胞数量小

幅度提升，随后由于能源消耗及生长环境恶化细

胞数量逐渐减少。 

2.3  基于铁氧化/还原菌强化铁硫代谢和“接触”

机制解析 

2.3.1  SEM 观察矿渣表面形貌差异性 

图 4 展示不同条件由于菌体黏附导致的矿渣表

面形貌差异。G1 组只存在有限的质子侵蚀作用，

矿物表面相对光滑；G2 与 G4 组由于菌体作用使矿

物溶解，在此过程中矿物表面出现大量衍生物，

G4 组出现类似硫颗粒的物质，推测该体系硫氧化

菌活性较弱，未能及时利用矿物溶解过程生成的

单质硫，与该组呈现相对较高 pH 水平相一致；G3

组中 Fe3+与矿物间剧烈的化学反应促使矿物溶解，

在为菌体补充能源物质的同时提供大量附着位

点，矿渣表面呈现明显腐蚀痕迹。G5−G7 组外源

添加黄铁矿及酸解液加速铁硫代谢反应同时促进

微生物生长，在 Fe3+介导的化学氧化及菌体介导的

生物氧化双重作用下矿物大量溶解，其表面产生

的微孔及裂缝等成为潜在吸附位点，有利于菌体

的附着及充分氧化[24]，最终形成的矿渣表面粗糙

多孔，腐蚀痕迹明显。 

2.3.2  矿渣表面关键官能团解析 

图 5 为浸出矿渣表面关键官能团的变化情况，

吸收峰主要出现在 3 600、3 400、1 720、1 080、  

1 000 及 800 cm−1 处，其中 3 600 cm−1 处的吸收峰

可能代表与 Cu2+相关独立羟基 O−H 键的伸展[25]；   

3 400 cm−1 和 800 cm−1 处的吸收峰分别由 N−H 的伸

缩振动和变形振动引起，1 720 cm−1 和 1 080 cm−1

处的吸收峰分别由羧基中的 C=O 键和 O−H 键的伸

缩振动引起，这些吸收峰仅存在于各实验组中，

而非生物对照组中未出现。−NH 和−COOH 等活性 
 

 
 

图 4  不同浸出体系矿渣 SEM 图像 
Figure 4  SEM images of mineral residues in different leaching systems 
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基团与菌体胞外蛋白分泌密切相关，表明菌体在

矿物表面吸附及 EPS 生成[26]，G4−G7 组相应的吸

收峰尤为明显，与各浸出体系显著更高的附着生

物量相符。1 000 cm−1 处的吸收峰与 2
4SO  相关，

800 cm−1 处的吸收峰与 C−O−S 相关，相较于对照

组，实验组中相关吸收峰显著增强，表明矿物表

面活跃的硫代谢反应。研究表明，1 420 cm−1 处的

吸收峰与铵钾铁矾相关，998−1 005 cm−1 处的吸收

峰可能与黄钾铁矾系列衍生物振动有关，相关吸

收峰的出现表明活跃的代谢反应导致铁矾钝化层

生成。但相较其他组而言，添加酸解液的实验组

尤其是 G7 组在这 2 处的吸收峰强度减弱，Panda

等[13]将酸解处理的废报纸引入黄铜矿生物浸出过

程，也发现矿物表面钝化物相关吸收峰减少，表明

纤维质废弃物酸解液能够一定程度缓解钝化效应。

此外各实验组呈现更多新吸收峰，900−950 cm−1 处

的吸收峰可能由羧基 O−H 键的面外变形振动引

起，1 160−1 120 cm−1 处的吸收峰可能与 S=O 的

对称伸缩振动相关，1 400−1 440 cm−1 处的吸收

峰与 O−H 的变形振动相关，3 620 cm−1 处的吸收

峰源于游离 O−H 的伸缩振动，表明菌体干预下

矿石表面存在活跃的生化反应，由此形成更为复

杂的衍生物。 

 

 
 

图 5  不同浸出体系矿渣 FTIR 图谱 
Figure 5  FTIR images of mineral residues in different 
leaching systems 

2.3.3  矿物表面附着细胞/EPS 分布及演化规律 

结合荧光染色及 CLSM 观察浸出中/后期附着

细胞及其分泌 EPS 在矿物表面的分布情况。如图 6

所示，非生物对照组不显示任何荧光，浸出中期

各实验组矿物表面缺陷位点呈现荧光，随着浸出

进程推进，红色及绿色荧光强度增强，分布范围

变广，表明越来越多菌体附着于矿物表面，在此

过程中分泌脂多糖、胞外蛋白等 EPS 组分，增强

吸附作用的同时促进生物膜形成[27]，通过附着菌

体不断繁殖及运动，矿物表面为广泛分布的菌体

及 EPS 所覆盖[24]，这与 SEM 中剧烈的腐蚀作用及

FTIR 中显著增强的菌体和 EPS 相关吸收峰相一

致。相较 G2−G4 组，G5−G7 组矿物表面荧光强度

更强，荧光覆盖面积更为广泛，表明 G5−G7 组具

有更高的菌体数量及 EPS 分泌量，一方面是由于

黄铁矿为菌体提供能源物质，有利于菌体生长和

胞内能量储存，进一步促进细胞吸附于矿石表面

并分泌 EPS；另一方面，额外添加黄铁矿强化了铁

硫代谢，pH 持续下降且重金属离子不断累积，附

着细胞增强 EPS 分泌形成生物膜以抵御多重环境

压力[19]。不同状态菌体协同参与金属硫化矿生物

浸出，通常附着菌体及其分泌 EPS 所介导的间接

“接触”机制在整体浸出效率中的作用更为显著。

EPS 组分糖醛酸能够螯合浸出体系内的 Fe3+ (摩尔

比约为 2:1)，在矿物表面形成特殊的反应空间，扩

大 Fe3+可对金属硫化物进行化学攻击的范围以加

速矿物溶解[2]。Vera 等报道 EPS 是介导菌体在矿

物表面初始附着的关键，糖醛酸-三价铁复合物形

成使菌体表面携带正电荷，与酸性条件下呈负电

性的矿物表面间产生静电吸引，促进菌体附着于

矿物表面，而与矿物间的接触进一步刺激菌体分

泌 EPS[28]。 

2.4  浸出效果及浸出机制 

图 7A、7B 为各组铜离子浓度及浸出率，相较

对照组 G1，其余各组浸出率呈不同程度提升(2.3%− 

12.2%)，G7 组铜离子浓度最高为 148.7 mg/L，浸

出率达 67.6%，其次为 G6 及 G5 组，浸出率分别为 
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图 6  各浸出体系不同浸出阶段矿渣 CLSM 图像 
Figure 6  CLSM images of mineral residues at different stages in each leaching system 
 

65.9%及 63.4%。G3 组中 Fe3+与矿物直接反应促进

其更快溶解，释放含硫物质供 A. caldus 利用，因

此该组 pH 相对更低而 2
4SO  浓度、菌体数量相对

G2 和 G4 组更高。G3 组菌体数量远低于 G5−G7 组

但浸出率较高，得益于相对缓和的钝化效应，同

时较多的 Fe3+与矿物反应促进 Cu2+持续溶出。G4

组浸出前/中期 pH 和 Fe2+含量相对更高而菌体数量

低于 G2 组，推测外源接种 Acidiphilium sp.加剧浸

出体系内空间资源的争夺而不利于自养菌生长，

浸出 24 d 后，G4 组各参数呈小幅度上升而菌体数

量无显著变化，推测 Acidiphilium sp.吸收浸出体系

积累的有机物还原溶解黄钾铁矾。G4 组浸出率

(58.3%) 与 G2 (57.7%) 相 近 ， 表 明 初 期 引 入

Acidiphilium sp.对浸出没有明显促进作用，与 pH

下降趋势结果吻合。 

通常作为伴生矿物存在的黄铁矿因其较高的

静电位被用于协同浸出多种硫化矿。Zhao 等[29]在

黄铜矿硫酸浸出过程中添加黄铁矿，结合矿物成

分和电化学分析发现黄铁矿主要通过控制氧化还

原电位抑制多硫化物钝化层生成从而促进黄铜矿

溶解。Wang 等[30]探究黄铁矿在 L. ferriphilum 生物

浸出斑铜矿中的作用，认为黄铁矿引起的低 pH、

高 ORP、氧化剂 Fe3+生成及静电效应是实现 2 种矿

物协同浸出的重要因素。在本研究中，黄铁矿添

加对浸矿微生物生长呈现显著的促进作用，结合

理化参数及矿物分析可知，G5−G7 组中，黄铁矿

溶解产生质子维持良好的浸出环境，同时生成含

硫 物 质 和 Fe2+ 作 为 能 源 物 质 被 A. caldus 和        

L. ferriphilum 利用，产生更多 H+和强氧化剂 Fe3+，

各优化浸出体系铁硫代谢活跃，菌体数量也显著
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更多，快速增殖及充足的能量储备促进游离态细

胞向矿物表面迁移，“接触”浸出机制得到强化，此

外，黄铁矿与原矿石中各类硫化矿物间可能存在

的静电效应也有利于矿物溶解[30]。 

Sajjad 等[12]采用硫酸预处理策略并添加酸解毛

竹屑生物浸出铜锌矿物，取得了较好的结果。

Panda 等[13]详细分析矿渣成分，探究报纸酸解液促

进矿物浸出的作用机制，但未涉及微生物影响的

分析。本研究以低品位辉铜矿为研究对象，探究

树叶及水草酸解液对低品位辉铜矿浸出的影响。 
 

 
 

图 7  不同浸出体系浸出效率及黄铁矿-纤维质废弃物酸解液体系低品位辉铜矿生物浸出模型 
Figure 7  Leaching efficiency of different leaching systems and bioleaching model of low-grade chalcocite under the 
pyrite-cellulosic waste acid hydrolysate system 

注：A：铜离子浓度；B：铜离子浸出率；C：黄铁矿-纤维质废弃物酸解液体系低品位辉铜矿生物浸出模型 
Note: A: Cupric ion concentration; B: Cupric ion leaching rate; C: Bioleaching model of low-grade chalcocite under the pyrite-cellulosic 
waste acid hydrolysate system 
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铁硫代谢相关参数变化表明浸出体系中存在活跃

的生化反应，游离及附着菌体量均有所增加，推

测酸解液中的还原糖发挥作用，同时释放 CO2促进

菌体尤其是附着菌生长，矿物溶解伴随菌体铁氧

化、酸解液还原 Fe3+过程，加速体系内铁元素循环

代谢，在质子酸解及菌体氧化的双重作用下，矿

物中的铜离子持续溶出，浸出率相应提高，与此

前的研究结果相吻合。基于此，初步构建黄铁矿-

纤维质废弃物酸解液体系低品位辉铜矿生物浸出

模型(图 7C)。 

3  结论 

基于筛选的铁氧化 /还原菌 L. ferriphilum、

Acidiphilium sp.与硫氧化菌 A. caldus 协作，添加强

氧化剂 Fe3+与矿物直接反应或补加黄铁矿都为菌体

生长提供更多能源物质，SEM 中矿渣表面粗糙多

孔，FTIR 中与 EPS、衍生物、含硫物质相关吸收峰

显著增强，表明活跃的菌体氧化作用及铁硫代谢反

应，CLSM 呈现大量菌体附着及 EPS 分泌现象。外

源含铁物质干预强化辉铜矿浸出体系铁硫代谢，酸

解液有利于铁元素循环同时促进菌体附着，黄铁矿

及酸解液添加引起附着细胞数量及 EPS 分泌量显

著提高，通过强化“接触”浸出机制加速矿物溶解促

进铜离子浸出。 
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