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混合高温菌浸出黄铜矿及浸出过程中微生物群落的演替 
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摘 要：研究 3株极端嗜热古菌(金属硫叶菌，Sulfolobus metallicus JCM 9184；瑟杜生金属球菌，Metallosphaera sedula 

JCM 9185和万座酸菌，Acidianus manzaensis YN25)在不同起始 pH值和不同温度条件下对黄铜矿的混合浸出，并

对浸矿过程中混合菌群落的动态演替进行分析。结果表明：在起始 pH 1.5 时的铜浸出率明显高于在起始 pH 2.5

时的铜浸出率，而 65 ℃条件下的铜浸出率高于 75 ℃时的铜浸出率。利用限制性长度多态性(RFLP)分析 65 ℃、

起始 pH 1.5条件下的微生物群落演替，结果显示：在黄铜矿的浸出前期 Sulfolobus metallicus是占据优势的菌种，

而到后期 Acidianus manzaensis的比例则会上升，并最后取代 Sulfolobus metallicus成为优势种。 
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Abstract: A mixed thermophilic culture consisting of Sulfolobus metallicus JCM 9184, Metallosphaera sedula JCM 

9185 and Acidianus manzaensis YN25 was used to study the combined effect of pH value and temperature in bioleaching 

of a chalcopyrite concentrate. The results show that the copper extraction at initial pH 1.5 is higher than that at intial pH 

2.5. The copper extraction at 75  ℃ is lower than that at 65 , but the lower copper extraction at 75  ℃ ℃ is not due to the 

inhibition of the high temperature. The succession of the microbial community during the leaching process was analysed 

by restriction fragment length polymorphism (RFLP). The analysis shows that Sulfolobus metallicus is dominant in the 

microbial community at the early stage of leaching, whereas Acidianus manzaensis thrives at the latter stage. This 

phenomenon might be caused by the change of ferrous ion concentration during leaching process. 
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黄铜矿是自然界中主要的铜矿物，但是由于其特

殊结构，浸出速率很慢，故黄铜矿浸出已成为铜工业

关注的热点。与传统工艺相比，生物浸出具有工艺简

单、成本低和对环境友好等优点。生物浸出黄铜矿所

涉及的化学反应式包括[1]： 

CuFeS2+4Fe3+→Cu2++5Fe2++2S0                 (1) 
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CuFeS2+O2+4H+→Cu2++Fe2++2S0+2H2O          (2) 
 
4Fe2++O2+4H+→4Fe3++2H2O                   (3) 
 
S0+3/2O2+H2O→2H++SO42−                  (4) 
 
3Fe3++2SO4

2−+6H2O+M+↔MFe3(SO4)2(OH)6+6H+  (5) 
 
其中，微生物参与的反应有反应式(3)和反应式(4)。 
通过对比中温菌、中等嗜热菌和极度嗜热古菌分

别浸出黄铜矿的实验结果可知，浸出效率与温度大致

呈正相关[2−3]。采用中温菌浸出时(35 ℃)，由于浸出过
程中矿物表面会形成元素硫、中间硫化产物和黄钾铁

矾等物质而使表面钝化，铜的浸出速率和浸出率较  
低[4−7]，通常在 30%左右[8]。但在较高的温度下(68 )℃ ，
这种中间硫化产物则会溶解[7]，铜浸出率会增高，一

般可达 90%左右 [8]。STOTT 等 [9]采用 Sulfolobus 
metallicus, Acidianus brierley 和Metallosphaera sedula
等极端嗜热菌浸出黄铜矿时，获得了较好的铜浸出效

果。BHP Billiton公司开发的 BioCop™技术成功地应
用极端嗜热微生物处理黄铜矿精矿，实现了半工业生

产[10]。在一些金属硫化矿的堆浸中，由于硫化矿氧化

的放热反应，矿堆内局部的温度会升高到 70~80 ℃，
在这种条件下中温菌和中等嗜热菌均不能正常生长，

但极端嗜热微生物却能正常生长并进行硫化物的氧

化。因此，利用高温菌浸矿是提高黄铜矿生物浸出效

率的有效手段和途径。 
黄铜矿生物浸出伴随着酸的产生和消耗，因此浸

出体系中的 pH 值对铜的浸出有着重要的影响。温度
同样对化学反应速率产生很大影响，在黄铜矿浸出过

程中升高温度可以提高铜的浸出速率，但温度过高又

会抑制浸矿微生物的生长使得浸出减慢。而硫化矿氧

化的放热反应也会使浸矿体系的温度发生变化，从而

影响浸矿效率并导致微生物的群落结构发生变化。因

此，了解在矿物浸出过程中混合浸矿微生物的群落结

构，鉴定出最具有活力的菌株，可以为优化和控制浸

出条件提供有用的信息。目前，已有不少关于生物冶

金过程中微生物多样性和群落的研究报道，但多数是

以中温微生物和中等嗜热微生物作为研究对象，关于

浸矿过程中极端嗜热微生物群落结构变化的报道还不

多见，而且就黄铜矿而言，对于如何设计一个最优化

的浸矿微生物组合还需要进一步的研究和探索 [11]。因

此，本文作者利用 3株极度嗜热微生物在不同温度、
不同 pH 条件对黄铜矿进行混合浸出，分析浸出过程
中的古菌群落，了解高温菌在黄铜矿浸出过程中的作

用、浸矿效果、影响因素和群落变化，为进一步的开

发和应用极度嗜热微生物浸出黄铜矿提供依据。 

 

1  实验 
 
1.1  实验矿样 
实验所用的黄铜矿由生物冶金教育部重点实验室

提供。矿样经过破碎、研磨、筛分，粒径小于 74 µm，
矿样元素分析及化学物相分析见表 1和 2。 
 
表 1  矿样化学元素分析 

Table 1  Element analysis of sample (mass fraction, %) 

Cu Fe S Pb Zn 

24.96 22.23 24.84 18.97 1.44 

Si O Al Ca Mg 

0.992 4.87 0.688 0.462 0.179 

 
表 2  矿样化学物相分析 

Table 2  Component analysis of sample (mass fraction, %) 

CuFeS2 CuS PbS 

74.2 3.1 22.7 

 
1.2  菌种及培养条件 
本实验中用到的极度嗜热古菌包括：金属硫叶菌

(Sulfolobus metallicus JCM 9184)、瑟杜生金属球菌
(Metallosphaera sedula JCM 9185) 和 万 座 酸 菌
(Acidianus manzaensis YN25)，前两种来自日本微生物
保藏中心(JCM)，后一种由本实验室从云南腾冲的温
泉中分离得到。3 株菌都用 9K 基础培养基[12]加酵母

浸出膏，以单质硫或硫酸亚铁为能源物质传代培养，

配方如下：(NH4)2SO4 3 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，酵母
浸出膏 0.2 g/L，S0 10 g/L或者 FeSO4·7H2O 30 g/L。
用 10 mol/L的硫酸调节培养基的 pH值。 
 
1.3  黄铜矿浸出实验 
浸出实验采用 500 mL 的锥形瓶作为容器，瓶内

装入 200 mL灭菌的培养基，矿浆浓度 4%，接入对数
生长期的嗜热古菌。各菌种等量(分别为 1.6×107 个/ 
mL)接入三角瓶中, 在转速为 150 r/min的高温水浴摇
床中振荡培养，每个条件均包括 3 个平行实验, 并设
无菌空白对照。每隔两天取样测定浸出液的 pH 值、
氧化还原电位、菌浓度、Cu2+、Fe2+和总铁浓度，取

样前用蒸馏水补足蒸发掉的水分。 
 
1.4  物理化学分析 
用原子吸收光谱测定浸出液中 Cu2+和总铁的浓
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度。用重铬酸钾滴定法测定溶液中的 Fe2+浓度。用

pHS−3C酸度计测量浸出体系的 pH值，用甘汞参比电
极和金属铂电极测定浸出体系的氧化还原电位，在光

学显微镜下用血球计数板测定浸出液中游离细胞数。

浸出结束后用X射线衍射技术分析浸出值的矿物组成。 
 
1.5  古菌总 DNA提取和 16S rDNA扩增 
在浸出过程中，对不同时期取浸出液样品用天根

公司的细菌 DNA 提取试剂盒提取其中古菌的总

DNA。16S rDNA基因的扩增体系如下：33 µL无菌水、
10×PCR buffer 5 µL、dNTPs 5 µL(10 mmol/L)、引物
4F[13]和 1492R[14]各 2 µL(5 pmol/µL)、Taq DNA聚合酶
1 µL、古菌总 DNA 2 µL，总共 50 µL。扩增程序如下：
94 ℃，5 min；94 ℃，45 s，55 ℃，45 s，72 ℃，1 min(共
30个循环)；72 ℃，10 min。 
 
1.6  16S rDNA 的克隆和限制性长度多态性分析

(RFLP) 
16S rDNA基因的扩增产物用 pGEM-T载体连接

后转入大肠杆菌 DH5α感受态细胞中，构建 16S rDNA
基因文库。从文库中挑选阳性克隆进行菌落 PCR和限
制性长度多态性分析，方法见文献[15]。根据限制性
长度多态性分析结果，挑选出有代表性的克隆子送上

海生工生物技术有限责任公司测序。对各序列采用

Blast软件在GenBank进行相似性搜索(http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/blast/)，获取序列对应菌种信息。 
 

2  结果和讨论 
 
2.1  pH值对黄铜矿浸出的影响 
目前关于浸出体系的 pH 值对黄铜矿浸出率的影

响有着不同的观点， VILCÁEZ等[1]认为较低的 pH值
(1.0)能够促进铜的浸出，而 CÓRDOBA等[16]则认为较

高的 pH 值(2.0)更利于铜的浸出。在预实验的结果表
明，3株菌在亚铁/硫培养基中的最适 pH值分别为 1.5
和 2.5，最适温度范围为 65~75 ℃。为了进一步研究
pH值对黄铜矿浸出的影响，本研究在 65 ℃条件下设
置两个不同的起始 pH值：1.5和 2.5。对不同 pH条件
下浸出液中的 Cu2+浓度进行测定。图 1所示为不同起
始 pH 值条件下浸出液中 Cu2+浓度变化曲线。从图 1
可以看出，在起始 pH 为 1.5 时，浸出的 Cu2+浓度要

明显高于起始 pH 为 2.5 时所浸出的 Cu2+浓度。在为

期 24 d的浸出周期内，前者的铜浸出率达到 90.8%，
而后者的铜浸出率只有 56.9%。 
不同 pH 条件下浸出液中总铁和 Fe3+的浓度变化

如图 2所示。从图 2中可以看出，在不同条件下，总
铁的浓度变化趋势都比较相似，即在浸出初期上升很

快，到达一个顶点后，又快速地下降。在起始 pH 为
2.5条件下，总铁浓度在浸出的第 6天达到最高点(1.52 
 

 

图 1  不同起始 pH值条件下浸出液中 Cu2+浓度变化曲线 

Fig.1  Changing curves of Cu2+ concentration in solution at 

different initial pH values 
 

 

图 2  不同起始 pH值条件下浸出液中总铁和 Fe3+浓度变化

曲线 

Fig.2  Changing curves of total iron (a) and Fe3+ (b) 

concentrations in solution at different initial pH values 
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g/L)，然后迅速地降低，到浸出后期浓度不足 0.01 g/L。
在起始 pH为 1.5条件下，总铁浓度在浸出的第 9天达
到最高的 3.09 g/L，然后迅速地降低至 1.19 g/L。 
总铁浓度的下降主要是形成了大量的 Fe3+沉淀，

在浸出的后期可以观察到矿浆的颜色由一开始的黑色

变成了泥黄色，而且对浸出渣的 X射线衍射分析也证
实了大量黄钾铁矾的生成。生成的黄钾铁矾容易在矿

物表面形成钝化层，阻挡了微生物、营养基质、三价

铁氧化剂与矿物表面的相互接触，因此阻碍了黄铜矿

的溶解[17−18]。即使在起始 pH 1.5的条件下，黄钾铁矾
的形成依然很明显。但是与在起始 pH 2.5时的实验结
果相比，pH值较低的浸出液体系能减缓黄钾铁矾的生
成。 
浸出液中 pH 值变化和菌浓度变化如图 3 所示。

从图 3(a)可以看出，在起始 pH2.5 条件下，在浸出的
前 9天，pH值持续地从 2.5下降到 1.5，第 9天以后，
pH值开始回升至最终的 1.65。这主要是因为硫氧化生
成了硫酸导致 pH 值下降，但黄铜矿的化学浸出是一
个耗酸的过程[1, 19]，当硫氧化所产的酸少于消耗的酸 
 

 

图 3  不同起始 pH 条件下浸出液中 pH 值和菌浓度的变化

曲线 

Fig.3  Changing curves of pH value (a) and cells density (b) in 

solution at different initial pH values 

时，体系的 pH值会略有回升。而在起始 pH 1.5时，
由于硫的氧化和铁的沉淀，浸出液的 pH 值逐渐地下
降，到浸出结束时达到 1.16。 
 
2.2  温度对黄铜矿浸出的影响 
对比两个不同 pH 值对黄铜矿浸出的影响可知，

在温度为 65 ℃条件下，起始 pH为 1.5时的铜浸出率
高于起始 pH为 2.5时的铜浸出率。预实验结果表明，
3株古菌的最适温度在 65~75 ℃之间。因此，在浸出
率较高的 pH 1.5条件下，本研究在最适温度范围内设
置两个温度(65 和 75 )℃ 来比较温度对极端嗜热古菌
对黄铜矿浸出的影响。化学反应动力学的研究表明，

在通常情况下，随着反应温度的升高，化学反应的速

率也会相应地提高，而且提高温度能够减少浸出过程

中覆盖在矿物表面的元素硫和其他中间产物的数量，

从而提高铜浸出率[20]。但是，本研究结果表明，75 ℃
条件下铜的浸出率为 87.7%，并不比在 65 ℃条件下的
铜浸出率高(90.8％)(见图 4)。由图 4(b)可以看出，75 ℃
条件下的菌的浓度比 65 ℃条件下的菌的浓度更高，其 
 

 
图 4  不同温度条件下浸出液中 Cu2+浓度和菌浓度的变化

曲线 

Fig.4  Changing curves of Cu2+ concentration (a) and cells 

density (b) in solution at different temperatures 
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生长速率也更快，这说明较高的温度并没有抑制浸矿

微生物的生长，铜浸出率较低不是较高温度直接影响

的结果。 
图 5所示为在 65和 75 ℃条件下浸出液中总铁和

Fe3+浓度的变化曲线。根据文献报道，升高温度更容

易导致铁的沉淀[1, 21]。从图 5中可以发现，同在 pH 1.5
条件下，75 ℃的体系中总铁浓度下降的量比 65 ℃的
体系中的大。对比其中总铁和 Fe3+浓度，以及它们的

差值(Fe2+浓度)的变化可知，在浸出后期 65 ℃的体系
中的铁大部分是以 Fe3+形式存在，而 75 ℃的体系中的
大部分铁则是以 Fe2+形式存在。 
 

 
图 5  不同温度下浸出液中总铁和 Fe3+浓度变化曲线 

Fig.5  Changing curves of total iron (a) and ferric ion (b) 

concentration in solution at different temperatures 
 
同样条件下浸出液中氧化还原电位和 pH 值的变

化如图 6所示。在 65 ℃条件下，浸出体系的氧化还原
电位最终达到 560 mV，而在 75 ℃条件下，浸出体系
的氧化还原电位一直低于 400 mV。浸出体系中的氧 
化还原电位主要与溶液中的 Fe3+和 Fe2+的浓度比值有   
关[22]：在 65 ℃条件下，浸出后期溶液中的铁离子大
部分是 Fe3+，而 75 ℃条件下溶液中的铁离子大部分是
Fe2+。结合不同条件下的铜浸出率可知，溶液中 Fe3+

浓度较高时铜的浸出率也较高。同时，Fe2+的存在对

黄铜矿的浸出也很重要，因为它提供浸矿微生物的生

长能源并转化为 Fe3+，这与文献报道相符合[1, 23]。 
如图 6(b)所示，不管是在 65 ℃还是在 75 ℃条件

下，浸出过程中的 pH 值变化规律总体上比较相似，
都呈下降趋势。只是在浸出的第 9天，pH值稍微升高，
这是由于在第 9天有大量的铁浸出(见图 5(a))，该反应
是个耗酸的反应。但在 75 ℃条件下，浸出后期的浸出
液 pH值降到了最低(1.07)，这个值大大低于实验中所
用到的微生物的最适生长 pH 值[24−25]，因此在浸出后

期细胞浓度降低(见图 4(b))，活性下降。 
 

 
图 6  不同温度下浸出液氧化还原电位(a)和 pH值(b)的变化

曲线 

Fig.6  Changing curves of ORP (a) and pH (b) in solution at 

different temperatures 
 
2.3  浸出渣 X射线衍射分析 
浸出结束后，用 X射线衍射分析浸出渣成分。在

所有的浸出条件下，浸出渣的成分基本相同，都含有

未完全浸出的黄铜矿、硫酸铅和黄钾铁矾，只是各组

分的含量不同。根据式(1)和(2)，黄铜矿浸出过程中会
有单质硫的生成，但在所有的浸出渣中，均没有发现
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有元素硫的存在。这说明实验用到的极端嗜热古菌氧

化硫的能力很强，浸出过程中产生的元素硫被微生物

氧化生成了硫酸，因此可以推测，本实验中阻碍黄铜

矿完全浸出的主要因素不是元素硫的积累，而是黄钾

铁矾的大量存在。即便是在起始 pH 为 1.5 且浸出后
期 pH值降到了 1.2以下，实验中沉淀的黄钾铁矾仍然
不溶解。 
 
2.4  浸矿过程中古菌群落的动态演替 
在所有浸出条件中，选取黄铜矿浸出率最高的浸

出体系(起始 pH 1.5，65 )℃ 作为研究对象，分析其中
的古菌群落动态演替。分别在浸出的第 3天、第 9天、
第 15 天和第 24 天从浸出液中取样提取古菌的总
DNA，通过 PCR扩增、连接、转化建立了 16S rDNA
文库，分别从各文库中挑取了 70~92个阳性克隆子，
用作菌落 PCR和酶切分析。各样品中 3种古菌的比例
如图 7所示。从图 7中可以看出，在第 3天的样品中
S. metallicus所占的比例最高，达到 55%，而 M. sedula
和 A. manzaensis分别各占 27.3%和 17.7%。第 9天样
品中的微生物组成结构与第 3 天类似，S. metallicus
仍然是最优势的菌种，而且比例有所上升，达到

73.3%，而 M. sedula和 A. manzaensis则分别为 18.8%
和 7.9%。当浸出进行到了后半段时，浸矿微生物的群
落组成发生了比较明显的变化。在第 15天的样品中，
A. manzaensis所占的比例从样品B中的7.9%迅速增加
到 31.4%，而 S. metallicus和 M. sedula的比例则分别
下降到 51.5%和 17.1%。这一趋势一直持续到浸出结
束，在第 24天的样品中，A. manzaensis的比例增加到
53.1%，而 S. metallicus和M. sedula的比例则分别下
降到 37%和 9.9%。 
 

 

图 7  各菌种在 4个样品中所占比例 

Fig.7  Percentages of each identified clone in 16S rDNA 

libraries from four samples 

通过各样品分析结果的对比可知，在黄铜矿的浸

出前期 S. metallicus 是占据优势的菌种。而到了后期
A. manzaensis 的比例则会上升，并最后取代         
S. metallicus成为优势种。因此，可以推测在浸出过程
中浸出液的理化性质的改变对古菌的群落组成产生了

影响，这些因素可能是浸出液中的金属离子浓度、 pH
值、作为微生物生长能源的 Fe2+浓度或元素硫的浓度

等。 
如图 8所示，对比浸出液中 Fe2+浓度和各菌种在

群落中的比例变化可知，S. metallicus在群落中所占比
例的变化趋势与 Fe2+浓度的变化趋势比较相似，而 A. 
manzaensis 在群落中所占比例的变化则与 Fe2+浓度的

变化趋势相反。在第 9 天样品中，Fe2+浓度是整个浸

出过程中最高的(2.37 g/L)，而到了第 15 天样品中，
Fe2+浓度则降到了 0.62 g/L。因此，可推测当 Fe2+浓度

较高时，S. metallicus是优势菌种，而当 Fe2+较低时，

A. manzaensis占优势，或者说 S. metallicus具有很强
的氧化亚铁能力。之前的报道也表明 S. metallicus 的
氧化亚铁能力较强，VILCÁEZ 等 [26]比较了 S. 
metallicus、M. sedula 和 A. brierleyi纯菌浸出黄铜矿
的实验结果，认为 S. metallicus 具有最强的氧化亚铁
能力，M. sedula次之，而 A. brierleyi最弱。本研究结
果与文献[26]报导的结果基本相符。 
 

 

图 8  浸出液中 Fe2+浓度的变化和各菌种的比例变化曲线 

Fig.8  Changing curves of Fe2+ concentration and percentages 

of each identified clone in solution 
 

3  结论 
 

1) 黄铜矿的混合浸出实验表明，极端嗜热古菌具
有较高的浸出效率，在 pH 1.5和 65 ℃条件下，摇瓶
混合浸出第 24天时铜浸出率能达到 90%以上。 
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2) pH值为 1.5时铜浸出率为 90.8%，而 pH 值为
2.5时铜浸出率为 56.9%，这说明在一定范围内较低的
pH值更有利于黄铜矿的浸出。 

3) 在 pH 1.5条件下，温度从 65 ℃升高到 75 ℃
时，黄铜矿的铜浸出率(87.7%)并未增加，说明温度增
加时铜浸出率并不一定相应增高。 

4) 在黄铜矿的浸出前期 S. metallicus是占据优势
的菌种，而到了浸出后期 A. manzaensis在群落中所占
比例则会上升，并最后取代 S. metallicus成为优势种。 
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