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摘  要: 本研究从剩余活性污泥中分离得到两株土著硫杆菌。对两株菌进行了分类鉴定。确立二

者分别为嗜酸性氧化亚铁硫杆菌 (Acidithiobacillus ferrooxidans, A. f)和嗜酸性氧化硫硫杆菌

(Acidithiobacillus thiooxidans, A. t)。将二者的单菌和混合菌分别接种于剩余活性污泥中, 进行了为

期 9 d 的生物淋滤, 对淋滤过程中的 pH 变化、氧化还原电位(ORP)以及重金属含量进行了检测。

结果表明, 生物淋滤 9 d 混合菌对于 As、Cr、Cu、Ni 和 Zn 的去除效果最好; 去除率分别达到了

96.09%、93.47%、98.32%、97.88%和 98.60%。对于 Cd 和 Pb 混合菌生物淋滤的去除率在第 6 天

之后迅速下降, 但是 A. t 单菌淋滤保持较高的去除率。 
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Abstract: Native Acidithiobacillus ferrooxidans (A. f) and Acidithiobacillus thiooxidans (A. t) were isolated 

from excess activated sludge. Mixed and single cultures of them were used to bioleach for 9 days to remove 

heavy metals from activated sludge. The changes of pH and ORP (Oxidation Reduction Potential) were 

measured every day. Also, the changes of concentrations for heavy metals were measured. Results showed 

that the removing rate for mixed culture was the best in all runs. The removing rate for As, Cr, Cu, Ni, Zn is 

96.09%, 93.47%, 98.32%, 97.88%, 98.60% respectively. The removing rate of Cd and Pb for mixed culture 

decreased rapidly after six days. However, the rates of removing Cd and Pb remained higher levels after 

leaching for 6 days by Acidithiobacillus thiooxidans. 

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Excess activated sludge, Remov-
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在污水处理过程中, 活性污泥中的微生物在净

化污水的同时自身也在繁殖增长, 必须定期少量排

出, 以维持污水处理系统中氧的供给, 使活性污泥

浓度保持在一定水平。排出的这些剩余活性污泥必

须加以治理。目前, 多采用填埋、焚烧和土地利用

等处置方法。其中, 土地利用被认为是最具吸引力

的污泥处置方法 [1], 污泥中高含量的有机物能够为

农作物提供营养 [2]。然而, 污泥中高含量的有毒重

金属大大限制了剩余污泥的土地应用 [35]。去除剩

余活性污泥中的重金属已成为污泥处置技术中的瓶

颈问题[5]。 

目前 , 通常使用化学法去除污泥中的重金属 , 

如氯化、离子交换、络合和酸化等。但是化学法具

有一定的缺点, 如成本高、操作困难、耗能量高、

耗酸量大和金属溶解量低等[6]。相比之下, 生物淋滤

法具有低成本、操作简单、耗能低、金属去除率高

且副产物无毒等优点[7]。因此, 研究生物淋滤法去除

剩余活性污泥中的重金属具有非常重要的价值。 

生物淋滤法(Bioleaching)是指利用自然界中一

些微生物(硫细菌)的直接作用或其代谢产物的间接

作用, 产生氧化、还原、络合、吸附或溶解作用, 将

固相中某些不溶性成分(如重金属、硫及其它金属)

分离浸提出来的技术。它应用于难浸提矿石或贫矿

中金属的溶出与回收又称微生物湿法冶金[8]。 

在 生 物 淋 滤 中 , 嗜 酸 性 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌

(Acidithiobacillus ferrooxidans, A. f )和嗜酸性氧化硫

硫杆菌(Acidithiobacillus thiooxidans, A. t )被用作有

效的淋滤载体[9]。这种嗜酸性的化能自养型细菌以

大气中的 CO2 为碳源, 以无机物铁或硫为能源来维

持生长, 不需要提供外来的碳源和电子供体。另外, 

由于 pH 值很低, 抑制了其他细菌的生长, 所以在

实际的操作过程中不需要严格的无菌条件。氧化亚

铁硫杆菌和氧化硫硫杆菌去除重金属适宜于污水处

理厂的开放系统。一般认为氧化亚铁硫杆菌和氧化

硫硫杆菌有两种作用机理[1011]。第一种为直接机理, 

细菌通过其分泌的胞外多聚物直接吸附在污泥中金

属硫化物(MS)表面, 通过细胞内特有的氧化酶系统

直接氧化金属硫化物, 生成可溶性的硫酸盐[12]。反

应如下:  

MS + 2O2 → MSO4 (A. f 和 A. t) 

第二种是间接机理, 氧化亚铁硫杆菌利用其代

谢产物硫酸铁, 与金属硫化物发生氧化还原反应。

硫酸铁被还原成硫酸亚铁并生成元素硫, 金属以硫

酸盐形式溶解出来, 而亚铁又被细菌氧化为铁[13]。

氧化硫硫杆菌把元素硫氧化成硫酸, 然后硫酸使金

属硫化物溶解。通过生物淋滤, 污泥 pH 下降到 2.0

左右, 这又大大促进了污泥中重金属的溶解。反应

如下:  

4Fe2+ + O2 + 4H+ → 4Fe3+ + 2H2O (A. f) 
MS + 2Fe3+ → M2+ + 2Fe2+ + S (化学氧化)  

2S + 3O2 + 2H2O → 2H2SO4 (A. f 和 A. t) 

在本研究中, 从剩余活性污泥中分离得到了 2

株土著硫杆菌。在分类鉴定的基础上, 确立二者分

别 A. f 和 A. t。采用二者进行了剩余活性污泥的生

物淋滤, 对淋滤过程中的 pH 变化、ORP 以及重金

属含量进行了检测。研究了利用土著硫杆菌进行生

物淋滤的条件。 

1  材料与方法 

1.1  剩余活性污泥 
剩余活性污泥取自天津市东郊污水处理厂, 实

验室内于 4°C 保存备用。采用 ICP 检测了污泥中的

重金属含量。检测结果见表 1。 

 

表 1  剩余活性污泥中的重金属含量 
Table 1  Contents of heavy metals in excess active sludge

重金属 
Heavy metal

As Cd Cr Cu Hg Ni Pb Zn

含量 
Contents (ppm)

21.47 5.213 181.9 2740 0 117.0 101.2 1765

 

1.2  硫杆菌的分离 
1.2.1  嗜酸性氧化亚铁硫杆菌及分离: 嗜酸性氧化

亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans, A. f )从

剩余活性污泥中分离纯化得到。采用  9K 培养基

选择性培养分离 A. f。100 mL 培养基中加入 12 g 

剩余活性污泥, 于 30°C 振荡培养箱中 150 r/min 培

养 710 d。分离得到的 A. f 转移到新鲜的 9K 培

养基中于同样条件下富集培养。采用稀释梯度法纯

化 A. f。稀释梯度得到的浓度最小(108)的菌液, 经

过纯培养的菌液进行普通光镜和透射电镜镜检。9K

培 养 基 配 方 : (NH4)2SO4 3.0 g, K2HPO4 0.5 g, 

MgSO4·7H2O 0.5 g, KCl 0.1 g, Ca(NO3)2·4H2O 
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0.01 g, FeSO4·7H2O 44 g, 蒸馏水 1000 mL, pH 2.0。 

1.2.2  嗜酸性氧化硫硫杆菌及分离: 嗜酸性氧化硫

硫杆菌 (Acidithiobacillus thiooxidans, A. t)从剩余活

性污泥中分离纯化得到。采用硫粉或 Na2S2O3 代替 

9K 培养基中的  FeSO4 的方法选择性培养分离。

100 mL 培养基中加入 12 g 剩余活性污泥, 30°C、

150 r/min 振荡培养 710 d。分离得到的 A. t 转移

到新鲜培养基中于同样条件富集培养。采用平板划

线分离法纯化 A. t。将菌液在固体培养基上划线 , 

30°C 培养 35 d, 挑取单菌落转移至新鲜液体培养

基中, 30°C、150 r/min 振荡培养。菌液通过透射电子

显微镜观察。A. t 液体培养基配方: (NH4)2SO4 3.0 g, 

K2HPO4 0.5 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, KCl 0.1 g, 

Ca(NO3)2·4H2O 0.01 g, S 10 g, 蒸馏水  1000 mL, 

pH 3.54.0。A. t 固体培养基把 S 更换成 Na2S2O3, 

并加入 3%琼脂。 

1.3  菌株 16S rRNA 基因序列分析 
菌株的 16S rRNA 基因序列分析的方法是: 首

先提取细菌总 DNA, 然后利用 16S rRNA 基因的特

异扩增引物 27F 和 1492R 进行 PCR 扩增。然后送商

业公司进行测序。在 GenBank 以测序的结果进行

比对, 构建进化树。 

1.4  生物淋滤 
500 mL 三角瓶中含有 200 mL 淋滤初始液, 其

成 分 主 要 为 : (NH4)2SO4 0.6 g, K2HPO4 0.1 g, 

MgSO4·7H2O 0.51 g, KCl 0.02 g, Ca(NO3)2·4H2O, 

0.0012 g, 蒸馏水 200 mL。另外, 对于 A. f 进行的淋

滤需要再加入 8.8 g FeSO4·7H2O; 对于 A. t 进行的淋

滤需要再加入 2.0 g S; 而对于 A. f 和 A. t 混合菌进

行的淋滤则要再加入 2.0 g S 和 8.8 g FeSO4·7H2O。

pH 以 H2SO4 调至 4.0。将 A. f 菌液、A. t 菌液以及

A. f 和 A. t 混合菌液按 10% (V/V)、10% (V/V)和 5% + 

5% (V/V)分别接种于含有 5% (W/V)脱水污泥的 200 

mL 淋滤液中。对照组中不加菌液, 只含有 5% (W/V)

脱水污泥和 200 mL 蒸馏水。3 个试验组和一个对照

组各重复 3 次。30°C、150 r/min 进行 9 d。 

1.5  分析方法 
1.5.1  pH 检测: 采用 320-S 型 pH 计(梅特勒-托利

多)每 24 h 对实验组和对照组进行检测。 

1.5.2  氧化还原电位检测ORP检测: 采用 ORP-411

型测定仪(上海大普)每 24 h 对实验组和对照组进行

检测。 

1.5.3  重金属含量测定: 采用电感耦合等离子体法

(ICP)每 3 d 对实验组和对照组进行检测。重金属去

除率的计算公式为:  

重金属去除率  = (淋滤前重金属含量   淋滤

后重金属含量) / 淋滤前重金属含量 × 100% 

2  结果与讨论 

2.1  硫杆菌的分类鉴定 
2.1.1  嗜酸性氧化亚铁硫杆菌(A. f)的分类鉴定: 根

据选择性培养条件, FeSO4.7H2O 为唯一能源物质, 

不再加任何碳源, pH 为 2.0, 仅能使嗜酸性的化能无

机自养菌氧化亚铁硫杆菌生长。根据生理生化特征, 

菌体在代谢过程中利用 Fe2+, 产生黄铁矾沉淀。根

据形态特征 , 菌体为杆状 , 约 1.0 μm2.0 μm 长 , 

0.5 μm1.0 μm 宽 (图 1)。根据 16S rRNA 序列比对, 

构建同源性系统发育树, 结果显示, 实验所获菌株

NK-16 与嗜酸性氧化亚铁硫杆菌(A. f)的菌株具有

99%同源性(图 2)。 

2.1.2  嗜酸性氧化硫硫杆菌(A. t)的分类鉴定: 根据

选择性培养条件, S 为唯一能源物质, 不再加任何碳

源, pH 为 3.54.0, 仅能供嗜酸性的化能无机自养菌

氧化硫硫杆菌生长。根据生理生化特征, 菌体在代

谢过程中利用 S, 产生 H2SO4, 使 pH 降低。形态特

征, 菌体杆状, 约 1.0 μm2.0 μm 长, 0.4 μm0.7 μm

宽(图 3)。根据 16S rRNA 序列比对 , 构建同源性

系统发育树 , 结果显示 , 实验所获菌株  NK-06 与

嗜酸性氧化硫硫杆菌(A. t)的菌株具有 99%同源性

(图 4)。  

 

 

图 1  氧化亚铁硫杆菌透射电子显微镜照片( × 18000) 
Fig. 1  Configuration of Acidithiobacillus ferrooxidans un-
der TEM ( × 18000) 
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图 2  A. f NK-16 的进化树  
Fig. 2  Evolutionary tree of A. f NK-16 

 

 

图 3  氧化硫硫杆菌透射电子显微镜照片( × 18000) 
Fig. 3  Configuration of Acidithiobacillus thiooxidans under 
TEM ( × 18000) 

 
2.2  生物淋滤过程中 pH 变化 

生物淋滤过程中, 各试验组 pH 呈下降趋势, 对

照组 pH 呈上升趋势(图 5)。淋滤结束后, A. f, A. t 以

及 A. f 和 A. t 混合菌淋滤分别使 pH 由初始值 4.0 降

低至 1.9、1.64 和 1.75; 对照组的 pH 由初始值 4.0

上升至 7.15。A. f 使 pH 降低的原因是 A. f 将 Fe2+

转变为了 Fe3+之后, Fe3+水解以及 Fe3+生成黄铁矾

沉淀的过程中产生 H+[14]; A. t 使 pH 降低的原因为

A. t 将底物 S 氧化成 H2SO4; A. f 和 A. t 混合菌淋滤

降低 pH 是由两种菌的共同作用引起。淋滤的前 6

天, A. f 和 A. t 混合菌淋滤降低 pH 的速度最快 , 但

从第 7 天开始 , A. t 淋滤降低 pH 的速度最快 , 淋滤

结束后 A. t 淋滤使 pH 达到最低值。本研究中 A. t

在淋滤后期持续酸化污泥的能力与 LC Chan 报道

的结论相类似 [15]。  

2.3  生物淋滤过程中 ORP 变化 
生物淋滤过程中, 试验组和对照组的 ORP 变化

如图 6 所示。淋滤的第 1 天, 试验组和对照组的 ORP 

 

 

图 4  A. t NK-06 的进化树 
Fig. 4  Evolutionary tree of A. t NK-06 

 

 

图 5  生物淋滤过程中 pH 的变化 
Fig. 5  Changes of pH during the bioleaching 
注: : ◇ A. f 淋滤; : △ A. t 淋滤; □: A. f 和 A. t 混合菌淋滤; ＊: 对

照组. 

Note: : Bioleaching of ◇ A. f; : △ Bioleaching of A. t; □: Bioleach-

ing of a mixed culture of A. f and A. t; ＊: Control. 
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图 6  生物淋滤过程中 ORP 的变化 
Fig. 6  Changes of ORP during the bioleaching  

 

均呈显著上升。淋滤第 2 天至第 9 天, 各试验组的

ORP 仍然随时间逐渐升高, 而对照组的 ORP 在略微

升高后开始下降, 继而出现波动。ORP 升高的原因

主要是 A. f 引起的 Fe2+的氧化和 A. t 引起 S 的氧化。

在第 9 天淋滤结束时, A. f, A .t 以及 A. f 和 A. t 混

合菌淋滤分别使 ORP 由初始值 228、191 和 212 上

升至 612、605 和 611。而对照组的 ORP 仅从 173

上升至 288。淋滤过程中, A. f 和 A. t 混合菌淋滤的

ORP 略高于 A. f 和 A. t 各自单独淋滤。 

2.4  生物淋滤过程中各种重金属去除率变化 
生物淋滤过程中, 各种重金属去除率的变化如

图 7 所示。由 pH 和 ORP 的变化可知, 对照组的重

金属去除率应远低于各试验组, 所以在此对照的数

据没有给出。 

在淋滤过程中 As, Cr 和 Ni 的去除率随时间延长

逐渐升高。在淋滤过程中, A. f 和 A. t 混合菌淋滤的

效果优于 A. f 或 A. t 单菌淋滤。As、Cr 和 Ni 去除

率的变化表明这三种金属的溶解与 pH 和 ORP 密切

相关, 随着 pH 降低和 ORP 升高, 重金属的溶解率

也逐渐升高。淋滤 9 d 后, 混合菌对 As、Cr 和 Ni

的去除率分别为 96.09%、93.47%和 97.88%; A. f 单

菌淋滤对 As、Cr 和 Ni 的去除率分别为 94.51%、

92.09%和 92.83%; A. t 单菌淋滤对 As、Cr 和 Ni 的

去除率分别仅为 68.29%、80.36%和 93.51%。 

Cu 和 Zn 的去除率变化表明, A. f 和 A. t 混合菌

淋滤和 A. f 单菌淋滤在第 3 天时就溶解了 90%以上

的 Cu 和 Zn; 而 A. t 淋滤在第 6 天时才达到此效果。

A. f 和 A. t 混合菌淋滤与 A. f 单菌淋滤在第 3 天时

的 pH 分别是 2.33 和 2.40; 此时 A. t 单菌淋滤的 pH

是 2.66。可见, Cu 和 Zn 对 2.50 左右的 pH 非常敏感, 

在 pH 低于 2.40 时绝大部分被溶解。随后各试验组

对 Cu 和 Zn 的溶解率稳定或缓慢上升。淋滤 9 d 后, 

A. f 和 A. t 混合菌淋滤对 Cu 和 Zn 的去除率最高, 分

别为 98.32%和 98.60%; A. f 单菌淋滤对 Cu 和 Zn 的

去除率分别为 95.98%和 96.49%。A. t 单菌淋滤对

Cu 和 Zn 的去除率分别为 95.87%和 96.83%。  

Cd 和 Pb 在淋滤的前 3 天去除率迅速增加, 第 3

天至第 6 天保持稳定或略有上升, 但是在第 6 天以

后, 去除率反而下降。这可能是因为溶解的重金属

又重新与污泥结合生成不溶状态。A. f 和 A. t 混合

菌淋滤对 Cd 和 Pb 的去除率最高值出现在第 6 天, 

分别为 100%和 94.71%, 但是第 9 天时, 含量已经分

别下降至 0 和 28.62%。A. f 单菌淋滤对 Cd 和 Pb 的

去除率最高值也出现在第 6 天 , 分别为 100%和

84.96%, 但是第 9 天时, 含量均下降至 0。A. t 淋滤

对此两种金属的去除始终发挥重大作用, A. t 淋滤在

第 3、6 和 9 天时对 Cd 的去除率分别为 97.27%、

98.75%和 86.62%; 对 Pb 的去除率分别为 97.56%、

98.70%和 91.37%。 

综合以上各种重金属生物淋滤的结果 , 对于

As、Cr、Cu、Ni 和 Zn, A. f 和 A. t 混合菌淋滤的效

果最好, 并且延长淋滤时间可以提高这些金属的去

除率。但是对于 Cd 和 Pb, 当淋滤时间超过 6 d 时, 混

合菌淋滤对这两类重金属的去除率迅速下降, 唯有

A. t 单菌淋滤可以保持较高的去除率。因此需要选择

合适的淋滤时间和合适的菌种搭配, 使各种金属的

去除率达到最佳值。 

3  结论与展望 

生物淋滤过程中, pH 逐渐降低, 9 d 的生物淋滤

使 pH 最终降低至 2.0 以下。ORP 逐渐升高, 9 d 的

生物淋滤使 ORP 最终升高至 600 以上。对于 As、

Cr 和 Ni, 重金属的去除率与 pH 和 ORP 相关, 随着

pH 降低和 ORP 升高, 重金属去除率逐渐升高。对于

Cu 和 Zn, 重金属的去除率与 pH 相关, 当 pH 小于

2.4 时, 绝大多数 Cu 和 Zn 溶解。以上几种重金属, A. 

f 和 A. t 混合菌淋滤的效果最好, 并且延长淋滤时间

可以提高重金属的去除率。淋滤 9 d 后 A. f 和 A. t
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图 7  生物淋滤过程中各种重金属去除率的变化 
Fig. 7  Changes of heavy metal removal rate during the bioleaching 

注: : ◇ A. f 淋滤; : △ A. t 淋滤; □: A. f 和 A. t 混合菌淋滤. 

Note: : Bioleaching of ◇ A. f; : △ Bioleaching of A. t; □: Bioleaching of a mixed culture of A. f and A. t. 

 
混合菌淋滤对此几种金属的去除率都达到了 90%以

上。对于 Cd 和 Pb, 当淋滤时间超过 6 d 时, A. f 和

A. t 混合菌淋滤和 A. f 淋滤对此两重金属的去除率

迅速下降, 唯有 A. t 淋滤可以保持较高的去除率。

因此要进行淋滤反应时间的控制 , 防止溶出的 Cd

和 Pb 又重新转变成不溶状态。目前作者正在采用
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实时 PCR、PCR-DGGE 等技术对淋滤过程中 A. f

和 A. t 菌群的变化进行分析, 以期选择淋滤初期 A. f

和 A. t 最佳的浓度配比。 
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