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铜离子浓度对嗜酸性氧化亚铁硫杆菌 
生长特性和生长动力学的影响 
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摘  要：通过研究 Cu2+浓度对嗜酸性氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans，A.f)生长特性的影响，得到在

不同 Cu2+浓度下 A.f 菌的生长曲线，探究不同 Cu2+浓度对培养液中细菌浓度、pH、亚铁浓度和氧化还原电位的影

响。结果表明：A.f 菌对 Cu2+具有一定的耐受能力；当培养液中 ρ(Cu2+)≤0.5 g/L 时，Cu2+对 A.f 菌的生长活性影

响较小；当 ρ(Cu2+)在 1.0~2.0 g/L 之间变化时，A.f 菌的生长活性开始受到 Cu2+的影响，出现明显的延迟效应，Cu2+

开始抑制细菌生长繁殖；当 ρ(Cu2+)≥3.5 g/L 时，A.f 菌生长完全受到抑制，几乎停止生长。随着培养液中 Cu2+

浓度的增加，A.f 菌生长活性受到的抑制作用也增大。依据 Monod 方程推导并建立了 A.f 菌在不同 Cu2+浓度下的

生长动力学方程，各动力学曲线的相关性较好，表明动力学方程能较好地描述不同 Cu2+浓度对氧化亚铁硫杆菌生

长的影响。 
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随着社会的发展，矿物资源日渐贫乏，在富矿、

易处理矿资源日渐减少、环保要求不断提高、现代工

业和科技发展对金属的需求与日俱增的条件下，低品

位矿的开发利用，越来越受到国内外的广泛重视[1−4]。

利用传统的物理和化学方法来提取低品位的硫化矿中

的金属是比较困难和昂贵的[5]。生物浸出方法具有操

作简单、能耗低、环境友好等特点[6]，逐渐成为研究

的热点[7−9]。目前，生物浸出技术主要应用于低品位的

铜矿的开采[10−12]。 
生物浸出是通过微生物从矿石上提取有用金属的

选矿方法，利用微生物在生命活动中自身的氧化和还

原特性，使资源中的有用成分氧化或还原，以水溶液

中离子态或沉淀的形式与原物质分离。在生物浸出过

程中，矿石中金属被细菌氧化浸出，溶解进入溶液，

一定量的金属离子对于细菌生长是必需的，但是当溶

液中的金属浓度超过细菌生长耐受范围时，过高的渗

透压以及金属离子与细菌的作用等因素会抑制细菌的

生长，甚至导致细菌的死亡。大量研究表明过量的金

属离子对浸矿细菌—氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus 
ferrooxidans，A.f)一般都具有一定的毒性，溶液中的

重金属离子会抑制细菌的生长[13−14]，从而抑制生物浸

出。金属离子和其他影响因素对氧化亚铁硫杆菌的生

长动力学的影响已有报道[15−17]，但从动力学方面考察

Cu2+浓度对嗜酸性氧化亚铁硫杆菌生长动力学的影响

却鲜见报道。 
本文作者通过研究不同 Cu2+浓度培养条件下的 

A. f 菌生长过程，考察 Cu2+对细菌生长活性的影响；

利用存在非竞争性抑制的 Monod 模型，获得不同 Cu2+

浓度培养条件下的 A.f 菌生长动力学方程，为生物浸出

含铜硫化矿的应用提供一定的理论依据和指导作用。 
 

1  实验 
 
1.1  实验材料和仪器 

实验菌种：实验所用的嗜酸性氧化亚铁硫杆菌

(Acidithiobacillus ferrooxidans，A.f )菌株来源于广东省

某矿山的酸性矿坑废水，采用 9K 培养基进行分离，

利用 9K 固体培养基进行纯化，实验室保存，用于试

验。经检测菌株与 Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 
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23270 同源性为 99%。 

实验仪器：北京瑞利 UV−2100 型紫外分光光度

计；上海一恒 −THZ−98C 型恒温振荡器；岛津

(Shimadzu)AUY120 型电子分析天平；梅特勒−托利多

(Mettler Toledo)DELTA320 型酸度 (pH) 计及雷磁

PHS−25 型氧化还原电位计；奥林巴斯(Olympus)CX41
型相差显微镜。 

实验药品：硫酸(H2SO4)，硫酸铵[(NH4)2SO4]，氯

化 钾 (KCl) ， 磷 酸 氢 二 钾 (K2HPO4) ， 硫 酸 镁

(MgSO4·7H2O) ， 硝 酸 钙 [Ca(NO3)2] ， 硫 酸 亚 铁

(FeSO4·7H2O)，硫酸铜(CuSO4·5H2O)，所有的药品都

为分析纯，购买于广州化学试剂厂。实验用水为二次

蒸馏水。 
9K 培养基[18−19]：3.0 g (NH4)2SO4、0.1 g KCl、0.5 

g K2HPO4、0.5 g MgSO4·7H2O、0.01 g Ca(NO3)2溶于

去离子水 700 mL 中，pH 用 1:1 H2SO4调为 2.0，在 
121 ℃灭菌处理 2 0 min；取 44.7 g FeSO4·7H2O 溶于

300 mL 无菌水中，用 1:1 H2SO4调节 pH=2.0，用 0.22 
μm 滤膜的针管过滤器过滤除菌，然后与上述培养基

混合。 
 
1.2  分析方法 

利用酸度(pH)计进行 pH 的测定；利用氧化还原

电 位 计 进 行 氧 化 还 原 电 位 (Oxidation-reduction 
potential，ORP)的测定；采用 UV−2100 型紫外可见分

光光度计，通过邻菲啰啉分光光度法进行 Fe2+浓度的

测定[20−21]。Fe2+与邻菲啰啉发生络合反应，产生橙红

色的络合物，在 510nm 处测量吸光度，计算 Fe2+浓度。

细菌活体数采用血球计数法进行细菌浓度的测定[22]。 
 
1.3  实验方案 

在 250 mL 锥形瓶中装入 100 mL 9K 培养液中，

加入适量 Cu2+，将培养后的 A.f 菌(菌种浓度达 1×108 
mL−1)接入锥形瓶中，置于 30℃、160 r/min 的恒温振

荡器内培养。定时测定培养液中的 pH、ORP、细菌浓

度、Fe2+浓度。定期期补加蒸馏水弥补损耗的水分。

同时设置不加 Cu2+的空白实验。具体实验方案如表 1
所示。 
 
1.4  生长动力学模型 

综合氧化亚铁硫杆菌的生长动力学模型，选择

Monod 方程[15, 23−24]作为 A.f 菌的生长动力学模型，该

方程表达形式如下： 
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表 1  氧化亚铁硫杆菌培养的实验条件 

Table 1  Experimental conditions of A.f cultivation 

Column 
 No. 

pH 
Cu2+ concentration/ 

(g·L−1) 
Inoculation/

% 

1 2.0 0.5 10 

2 2.0 1.0 10 

3 2.0 2.0 10 

4 2.0 3.5 10 

5 2.0 5.0 10 

Blank 2.0 0 10 
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故式(1)可以写成 

SM

S

I

I

m

1 ρ
ρ

ρ
μμ

++
=

K
K

                          (3) 

式中： Sρ 为溶液中 Fe2+浓度(g/L)；μ 为比生长速率

(h−1)；μm 为最大比生长速率(h−1)；KM 为 Monod 饱和

常数(g/L)； Iρ 为培养液中 Cu2+浓度(g/L)；KI 为 Cu2+

的抑制常数(g/L)。 
 

2  结果与讨论 
 
2.1  Cu2+浓度对氧化亚铁硫杆菌生长活性的影响 

通过改变培养基中 Cu2+浓度，研究 Cu2+浓度对  
A.f 菌生长过程的影响，实验过程中细菌浓度及 Fe2+

浓度(ρ(Fe2+))随时间的变化如图 1 和 2 所示。 
研究结果表明，当培养基中 Cu2+浓度增加会抑制

A.f 菌的生长，浓度越大，抑制作用越明显；当培养液

中 Cu2+浓度上升时，开始产生延迟效应，抑制细菌生

长。当培养液中不存在 Cu2+时，A.f 菌在 12 h 后开始

进入对数生长期，48 h 后开始进入稳定期，Fe2+的氧

化 18 h 后开始进入快速氧化阶段，到 54 h 时 Fe2+基本

氧化完全；当 ρ(Cu2+)≤0.5g/L 时，Cu2+对细菌生长活

性影响很小，Cu2+没有对细菌的生长繁殖造成不良影

响，A.f 菌出现约 3 h 的延迟效应，培养液中 Fe2+的氧

化也相应地出现了一些延迟效应；当 ρ(Cu2+)=1.0 g/L
时，A.f 菌生长受到抑制已经比较明显，停滞期明显增

加，培养 30 h 后细菌才开始进入对数生长期，Fe2+的

氧化也持续地明显延迟；当 ρ(Cu2+)=2.0g/L 时，停滞

期延长至 54 h，A.f 菌对 Fe2+氧化活性显著降低，细 
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图 1  不同 Cu2+浓度下细菌浓度的变化曲线 

Fig. 1  Variation of bacteria concentration with time at 

different Cu2+ concentrations 

 

 
图 2  不同 Cu2+浓度下 ρ(Fe2+)随时间的变化曲线 

Fig. 2  Variation of Fe2+ concentration with time at different 

Cu2+ concentrations 

 
菌经过 60 h 后，才进入 Fe2+快速氧化阶段,当 ρ(Cu2+)≥ 

3.5g/L 时，A.f 菌的生长繁殖受到了极大抑制，细菌的

生长繁殖基本处于停止状态，部分菌体死亡，培养液

中 Fe2+的氧化率很低，Cu2+对细菌生长活性影响很大，

影响细菌的生长繁殖。Cu2+是细菌蛋白和酶的组成成

分，是必需的微量元素，一般以辅基的形式参与细胞

内的代谢[25]，少量 Cu2+对细菌的生长不会造成影响。

但是随着培养液中 Cu2+浓度的不断上升，A.f 菌的停滞

适应期不断增长，微生物体内 ATP 酶的活性不断降  
低[26]，Cu2+能够与细胞蛋白质结合，Cu2+进入细胞后

与酶上的—SH 基结合而使其活性不断降低或失去活

性，或与代谢中间产物结合而使代谢受阻，或取代细

胞结构上的主要元素，使正常的代谢物变为无效的化

合物，细菌的生长变得越来越缓慢，从而抑制细菌的

生长，甚至导致细菌死亡[27]。同时随着 Cu2+质量浓度

的上升，培养液中的渗透压也同时增大，进而影响细

菌正常的生理功能 Cu2+浓度越大，对 A.f 菌生长的阻

碍越大。当细菌生长环境中存在较高浓度 Cu2+时，细

菌会经过一定的改变和调整代谢途径以适应新环境。

但是这种适应性一般是有限度的、暂时的，也可能是

永久性的。 
 
2.2  Cu2+浓度对培养 ORP 和 pH 的影响 

在不同Cu2+浓度范围内，考察培养液的pH和ORP
的变化情况，A.f 菌培养液的 pH 值和 ORP 随培养时

间的变化如图 3 和 4 所示。 
由图 3 可知，在不同 Cu2+浓度下，随着培养时间

的延长，pH 值呈现先升高后降低的趋势。培养液中不

含 Cu2+时，培养液中的 pH 值在 30h 时达到最大值

(pH=2.55)；当培养液中 ρ(Cu2+)=0.5g/L 时，pH 值在

36 h 达到最高值(pH=2.56)，当培养液中 ρ(Cu2+)为 1.0 
g/L 和 2.0 g/L 时，pH 值分别在 48 和 78 h 达到最高值

(pH=2.55 和 2.60)；当培养液中 ρ(Cu2+)≥3.5 g/L 时，

pH 最高值的出现时间更加延后。随着溶液中 Cu2+浓

度的增加，培养液 pH 达到最大值的时间出现了延迟。 
A.f 菌生长过程中的主要化学反应如下[28−30]： 

 
Fe2++H++1/4O2→Fe3++1/2H2O                 (4) 
 
Fe3++H2O→FeOH2++H+                       (5) 
 
FeOH2++H2O→Fe(OH)2

++H+                  (6) 
 
Fe3++H2O→1/2Fe2(OH)4

2++H+                 (7) 
 
1/2Fe2(OH)4

2++2H2O→Fe(OH)3+2H+            (8) 
 
Fe(OH)3+4/3SO2

4−+Fe3++H2O+2/3NH4
+→ 

2/3NH4Fe3(SO4)2(OH)6+H+                 (9) 
 
3Fe3++2SO4

2−+6H2O→KFe3(SO4)2(OH)6+6H+    (10) 
 

在细菌培养过程中，培养液的 pH 开始呈上升趋

势，由于 Fe2+氧化成 Fe3+过程中会消耗 H+(见式(4))，
从而在培养开始阶段出现 pH 上升的现象；当培养一

段时间后，细菌进入指数增长期后，Fe3+发生连续的

水解反应，培养液中开始出现黄铵铁矾 [NH4Fe3-  
(SO4)2(OH)6]或者黄钾铁矾[KFe3(SO4)2(OH)6]沉淀，释

放出 H+(见式(5)~(10))，使 pH 开始下降，在细菌生长

进入稳定期后，pH 下降到 2.20 左右。细菌生长活性

越强，Fe2+氧化成 Fe3+的速率越快，pH 上升得越快，

随后 pH 值下降也越快。Cu2+浓度越大，对 A.f 菌生长

的抑制越大，细菌生长活性受到抑制，pH 的变化就会

出现明显的延迟现象。 



第 26 卷第 10 期                     叶茂友，等：铜离子浓度对嗜酸性氧化亚铁硫杆菌生长特性和生长动力学的影响 

 

2241

培养液中的 ORP 值变化规律如图 4 所示。由图 4
可知，随着培养时间的延长，ORP 值呈现上升的趋 
势，A. f 菌将培养液中的 Fe2+氧化为 Fe3+，Fe3+浓度增

加，ρ(Fe3+)/ρ(Fe2+)比值增加，导致溶液氧化还原电位

上升[15]。随着培养液中 Cu2+浓度的升高，ORP 值上升

出现延滞现象，培养液中 Cu2+浓度越低，ORP 上升的

越快。经过一段时间后，ORP 值也开始趋于比较稳定，

稳定在 540~550 mV 左右。当 ρ(Cu2+)≥3.5g/L，A.f 菌
的生长受到很大抑制，ORP 值上升的很缓慢，基本处

于停滞状态。随着 Cu2+浓度增加，Cu2+抑制了 A.f 菌
的生长，导致对 Fe2+的氧化能力降低，培养液中

ρ(Fe3+)/ρ(Fe2+)比值随 Cu2+浓度的增加而降低。 
 

 

图 3  不同 Cu2+浓度下 pH 随时间的变化曲线 

Fig. 3  Variation of pH with time at different Cu2+ 

concentrations 

 

 

图 4  不同 Cu2+浓度下 ORP 随时间的变化曲线 

Fig. 4  Variation of ORP with time at different Cu2+ 

concentrations 

 
2.3  生长动力学参数的确定 

参考相关的方法求解动力学方程，进行相关参数

的计算，确定不同 Cu2+浓度下细菌的最大比生长速率

μm、Monod 饱和常数 KM、Cu2+抑制常数 KI。 

细菌比生长速率 μ利用两点法求解，其满足如下

方程：  
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实验采用等间隔时间取点分析[15−16]，综合上面的

公式可以简化为 
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式中：X 为培养液中的细菌浓度(L−1)，t 为培养时间(h)。 

对于动力学模型，可以变形为 
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不同 Cu2+浓度下 A. f 菌动力学参数的求解曲线

如图 5 所示。对 1/μ−1/ρ(Fe2+)作图，曲线的 y 截距为

1/μ′m，x 的截距为−1/KM，从而求出 μ′m 和 KM 的值。

可以从曲线求解得到的细菌生长的动力学参数 μ′m 和

KM。空白实验培养液中不含有 Cu2+，因此，可认为空

白实验的 μ′m=μm=0.2204 h−1。 

由于
II

m
m /1 Kρ

μμ
+

=′ ，计算得到动力学参数 KI。

各动力学参数如表 2 所列。 

图 5 中各动力学曲线的相关性较好，R2 都大于

0.978，证明所得动力学参数与实验结果比较的吻合。

由表 2 可知，KM值基本不变，抑制剂对酶催化反应速

率的非竞争性抑制中 KM 值是保持恒定的，非竞争性

抑制中抑制剂的浓度只影响 μm的值，而不影响 KM 值，

实验结果与非竞争性抑制结论相符。KI和 μm均发生不

同程度的变化，这一结果与实验选择的培养液中 Cu2+

浓度条件有关。表 2中KI的数值大小表示A.f菌对Cu2+

的亲和力的大小，随着培养液中 Cu2+浓度的增加，A.f

菌对 Cu2+的亲和力也相应增大，导致培养液中 Cu2+的

非竞争性抑制作用也相应增加，KI 值减小，KI值的下

降表明其抑制程度增加[15, 23]。随着培养液中 Cu2+浓度

的增加，Cu2+抑制作用随之增加。Cu2+通常能与酶的

控制部位中的—SH 作用，改变酶的空间结构，引起非

竞争性抑制。抑制剂 Cu2+浓度越大，形成不能转变为

产物的 EI(酶—抑制剂复合物)或 IES(底物−酶−抑制剂 
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图 5  不同 Cu2+浓度下 A. f 菌的动力学曲线 

Fig. 5  Dynamic processing curves of A. f at different Cu2+ concentrations: (a) Blank; (b) 0.5 g/L; (c) 1.0 g/L; (d) 2.0 g/L 

 
表 2  A.f 菌生长动力学参数值 

Table 2  Kinetic parameters for growth of A. f 

ρ(Cu2+)/(g·L−1) μm/h−1 KM/(g·L−1) KI/(g·L−1) 

0 0.2143 9.9381 − 

0.5 0.2044 9.9148 10.3232 

1.0 0.1835 9.9006 5.9578 

2.0 0.1536 9.8958 5.0610 

 

三元复合物)越多，μm降低的程度越显著。由于 μm 降

低，酶的反应速率也相应减小。抑制剂 Cu2+的结合可

导致酶活性中心的构型发生改变，削弱了底物(Fe2+)

和酶活性中心的结合，即减小了最大反应速率 μm。非

竞争性抑制作用的强弱取决于抑制剂的绝对浓度，因

而不能用增大底物浓度的办法来消除非竞争性抑制作

用[23]。 

 

3  结论 
 

1) 不同 Cu2+浓度下嗜酸性氧化亚铁硫杆菌的细

菌浓度和 ρ(Fe2+)随时间的变化结果表明：A.f 菌对 Cu2+

具有一定的耐受能力，随着培养液中的 Cu2+浓度的增

加，A.f 菌生长繁殖的受到的阻碍越大，Cu2+浓度越大，

A.f 菌受到的抑制作用越明显。Cu2+进入细胞后与酶上

的—SH 基结合，造成微生物体内 ATP 酶的活性不断

降低，细菌的生长变得越来越缓慢，从而抑制细菌的

生长，甚至导致细菌死亡。随着 Cu2+质量浓度的上升，

培养液中的渗透压也同时增大，进而影响细菌正常的

生理功能。 
2) 不同 Cu2+浓度下嗜酸性氧化亚铁硫杆菌的 pH

和 ORP 随时间的变化结果表明：pH 值呈现先升高后

降低的趋势，Fe2+氧化成 Fe3+过程中消耗 H+使 pH 上
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升，然后 Fe3+发生水解反应，并释放出 H+使 pH 开始

下降；ORP 呈现逐步上升，最后达到平稳，Fe2+氧化

为 Fe3+，培养液中 ρ(Fe3+)/ρ(Fe2+)比值增加，导致 ORP
上升。随着 Cu2+浓度的增加，细菌的生长繁殖受到抑

制，pH 和 ORP 的变化出现了明显的延迟现象。 
3) 考察了不同 Cu2+浓度下，嗜酸性氧化亚铁硫杆

菌的细菌浓度和 ρ(Fe2+)随时间的变化，利用基于存在

非竞争性抑制的 Monod 方程，建立了 A. f 菌在不同

Cu2+浓度下的生长动力学方程模型，得到 4 个 Cu2+浓

度下 A.f 菌生长的动力学参数值。结果表明：随着 Cu2+

浓度的增加，非竞争性抑制作用增加，削弱了底物 
(Fe2+)与酶活性中心的结合，KI 和 μm 逐渐减小，表明

在一定 Cu2+浓度下(低于 2.0 g/L 时)，A.f 菌才能正常

生长。 
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Effect of copper ion concentration on growth activity and  
kinetics of Acidithiobacillus ferrooxidans 

 
YE Mao-you1, YAN Ping-fang1, SUN Shui-yu1, 2, HAN Da-jian1, ZHUANG Sheng-wei1,  

ZHENG Li1, HUANG Shao-song1 
 

(1. School of Environmental Science and Engineering, Guangdong University of Technology, Guangzhou 510006, China;  

2. Guangdong Polytechnic of Environmental Protection Engineering, Foshan 528216, China) 

 
Abstract: The effect of initial copper ion concentration on the growth activity of Acidithiobacillus ferrooxidans was 

investigated, and the bacterial growth curves, bacteria concentration, pH, ferrous concentration and oxidation-reduction 

potential in the culture solution were obtained at different Cu2+ concentrations. The results show that to some extent 

Acidithiobacillus ferrooxidans is tolerant to copper ion. When cultured in 9K medium containing ρ(Cu2+)≤0.5 g/L, little 

effect on the growth and activity of Acidithiobacillus ferrooxidans is brought to copper ion. When ρ(Cu2+) is 1.0−2.0 g/L, 

the growth and activity of Acidithiobacillus ferrooxidans are obviously influenced by copper ion and appear delayed 

effects, and then copper iron begins to inhibit the bacterial growth. When the concentration of copper ion is over 3.5 g/L, 

the inhibiting effect on activity of Acidithiobacillus ferrooxidans is completely inhibited, bacteria almost stops growing. 

With the increase of Cu2+ concentration in the culture medium, the inhibiting effect on growth activity of 

Acidithiobacillus ferrooxidans increases. Based on the model of Monod function, the growth kinetics equation of 

Acidithiobacillus ferrooxidans at different copper iron concentration is built up. The correlation of kinetic curve is better, 

which shows that the kinetics equation can well describe the growth of Acidithiobacillus ferrooxidans at different initial 

copper iron concentrations. 

Key words: Acidithiobacillus ferrooxidans; copper ion; growth activity; growth kinetics 
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