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金属离子胁迫对钴酸锂生物浸出过程影响研究 
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摘  要：生物浸出过程中冶金微生物构成的生物被膜结构与生物浸出效率之间存在密切关系。针对生物浸出过程存在

料浆浓度限制问题，实验探究了生物浸出钴酸锂过程效率特征及 Li+、Co2+胁迫对生物被膜的结构、生物量、死、活黏

附菌分布和胞内活性氧簇（ROS）含量等特征的影响，结果表明钴酸锂浸出效率随料浆浓度增加而降低，并且随浸出

体系中 Li+、Co2+浓度增加，黏附菌胞内 ROS 水平迅速上升，黏附菌分布稀疏并大量死亡。外源添加 N-乙酰-L-半胱氨

酸(NAC)能缓解 Li+、Co2+胁迫下黏附菌胞内 ROS 迅速升高的情况，维持生物被膜内黏附菌的活性，最终提高了

5.0%(wv1)钴酸锂料浆浓度下的生物浸出效率。 
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Abstract:  Biofilms formed by metallurgical microorganisms are closely related to bioleaching efficiency. In 

order to solve the problem of slurry concentration limitation in bioleaching, efficiency characteristics of 

bioleaching processes of lithium cobalt oxide, effects of Li+, Co2+ stress on the biofilm structure, biomass, 

distribution of dead and live sessile bacteria, and the content of intracellular reactive oxygen species (ROS) 

were investigated. The results show that the bioleaching efficiency of lithium cobalt oxides decreases as the 

slurry concentration increases, and the content of intracellular ROS in sessile bacteria increases rapidly with the 

increase of Li+, Co2+ concentration in the bioleaching system. Sessile bacteria distribute sparsely and most of 

them were dead. Exogenous addition of N-acetyl-L-cysteine (NAC) can alleviate the rapid increase of 

intracellular ROS level in sessile bacteria under Li+, Co2+ stress, maintain the activity of sessile bacteria in 

biofilm, and finally improve the bioleaching efficiency at 5.0% (wv1) lithium cobalt oxide slurry 

concentration. 
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1  前    言 

随着锂电池产业的迅速发展，废旧锂电池的回收处理问题日益受到关注。生物浸出技术可实现废旧

锂电池中钴、锂等金属的回收，并且有安全绿色、反应条件温和等优点，因此备受关注。研究发现，冶
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金微生物构成的生物被膜结构在生物浸出过程中起到关键作用[1-2]。生物被膜是指细菌黏附于接触表面，分

泌多糖基质、纤维蛋白等胞外聚合物(extracellular polymeric substances，EPS)，将其自身包裹而形成的三维

聚合物网络[3]。EPS 介导的细菌对矿物的黏附和生物被膜的形成启动并强化了生物浸出过程[4-6]，前人研究

表明，生物浸出效率与生物被膜中的黏附菌密切相关[7]。YANG 等[8]发现黏附菌对铜提取率的贡献高达

50.5%。FENG 等[9]证明通过直接增强 Acidithiobacillus ferrooxidans 的黏附行为能改善黄铜矿的生物浸出。 

生物浸出过程中，金属离子的不断溶出会形成金属离子胁迫环境，这会对生物被膜结构和功能产生

不利影响，最终影响金属离子的浸出效率。TANG 等[10-11]发现高浓度的 Mg2+会通过减少 IV 型菌毛的形

成降低 A. ferrooxidans 黏附能力，抑制生物被膜的形成，导致浸出率降低，而添加感应信号分子酰化高

丝氨酸内酯(acyl-homoserine lactones，AHL)能通过促进生物被膜的形成，提高 A. ferrooxidans 对 Mg2+胁

迫的抗性。目前，生物浸出废旧锂电池电极材料过程存在“料浆浓度限制”等问题[12]，WU 等[13]的研究

指出，在 Li+、Co2+胁迫条件下，冶金微生物胞内 ROS 含量的迅速升高使细菌生长活性下降，这可能是

导致料浆浓度限制的重要原因之一。通过外源添加抗氧化物质如谷胱甘肽(glutathione，GSH)控制细菌胞

内 ROS 水平已被证明是一种有效缓解生物浸出过程受到的氧化胁迫损伤的手段[14]。NAC 是一种广谱型

抗氧化剂，可中和氧自由基[15]，并促进 GSH 的合成[16]，但 NAC 在生物浸出钴酸锂体系中是否也具有抗

氧化功能，同时对生物被膜的结构与功能影响也尚未见公开报道。 

    本研究针对生物浸出钴酸锂过程中 Li+、Co2+胁迫导致的料浆浓度限制问题，探究了 Li+、Co2+胁迫

对冶金微生物菌群生物被膜的结构、生物量、死活菌分布和黏附菌胞内 ROS 含量等特征的影响，研究建

立 Li+、Co2+胁迫体系浓度、胞内 ROS 含量、生物被膜结构和生物浸出效率间的关系，并考察外源添加

抗氧化剂 NAC 对菌群生物被膜和生物浸出效率的影响。 

 

2  实验材料和方法 
2.1  菌种和培养基 

以 Leptospirillum ferriphilum 和 Sulfobacillus thermosulfidooxidans 为主的冶金微生物菌群[13]，培养基

为 9K 培养基，组成为（gL-1）：(NH4)2SO4 3.0，KCl 0.1，MgSO4·7H2O 0.5，K2HPO4 0.5，Ca(NO3)2 0.01，

用浓硫酸调节 pH 至 1.50 左右。 

2.2  实验矿样 

实验所用黄铁矿购自新疆某金矿，其中 Au 含量(455) gt1，Ag 含量(602) gt1，其他元素含量分别

为 Fe (281)%，S (282)%，基本不含 C、Cu、Pb、Zn。黄铁矿破碎研磨后筛分获得粒径在 70~90 μm 的

矿粉。块状黄铁矿切割成片，用砂纸打磨成长、宽约 0.5 cm，厚约 0.1 cm 且表面光滑平整的片状黄铁矿。 

2.3  实验材料 

主要实验试剂：LIVE/DEAD BacLight 荧光试剂盒 L13152，美国 Sigma；硫酸铵、硫酸，分析纯，

上海凌峰化学试剂有限公司；钴酸锂、硫酸锂、七水合硫酸钴、N-乙酰-L-半胱氨酸，分析纯，上海阿拉

丁生化科技股份有限公司。 

主要实验仪器：H2050R 湘仪台式高速冷冻离心机，长沙高新技术湘仪离心机仪器有限公司；

TQHZ-2002A 恒温振荡培养箱，太仓华美生化仪器厂；荧光共聚焦显微镜(ZEISS LSM 700，German)；扫

描电子显微镜(JEOL JSM-840，Japan)。 

2.4  生物浸出钴酸锂实验 

将 10 mL 菌液接种到含有 10 g 黄铁矿粉和 90 mL 无菌 9K 培养基的 250 mL 摇瓶中，在 42 ℃、180 

rmin1 条件下培养，向培养体系中添加钴酸锂粉末并定时取样检测 pH、Eh、Fe2+和 Fe3+浓度及 Li+、Co2+

浸出效率，具体操作参照刘晓翠[14]的方法。 

2.5  黄铁矿颗粒表面黏附菌的收集 

采用添加 Li2SO4 和 CoSO4·7H2O 的方法构建不同浓度的金属离子胁迫模拟体系，如无特别指出，本
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文研究结果均为模拟体系中完成。表 1 为不同钴酸锂

料浆浓度下钴酸锂完全浸出所对应的理论 Li+和 Co2+

浓度。 

    向培养2 d的冶金微生物菌群培养液中添加Li2SO4

和 CoSO4·7H2O 构建离子胁迫模拟体系，继续培养 5 d

后取出矿渣，用无菌 9K 培养基洗去表面游离菌，加入

5 mL 含有 0.10% Tween-20 的无菌 9K 培养基，在漩涡振荡器上振荡 5 min，洗脱矿石表面的黏附菌，1 000 

rmin1离心 1 min，收集上清，重复 3 次上述操作。收集的上清 10 000 rmin1离心 10 min，获得黏附菌。 

2.6  黄铁矿颗粒单位表面积上黏附菌数量的测定 

向 2.5 节中获得的黏附菌中加入 5 mL 无菌 9K 培养基重悬，显微镜下用血球计数板计数，得到黏附

菌数量 n，黄铁矿矿渣重量 m 为 10 g，密度为 4.9 gcm3，假设黄铁矿颗粒为均匀球体，半径 r 为 45 μm，

则黄铁矿颗粒单位表面积上黏附菌数量 c 计算公式如下： 

3

n r
c

m


                                        (1) 

2.7  黄铁矿颗粒表面黏附菌胞内 ROS 含量的测定 

向 2.5 节获得的黏附菌中加入 5 mL 无菌 9K 培养基重悬，取 1 mL 重悬液用 DCFH[17]法检测 ROS，

记录荧光值 FL，另取 3 mL 置于玻璃比色皿中测定吸光度 OD600，取荧光值与 OD 值的比值为胞内 ROS

含量的代表，记 FL/OD600。 

2.8  扫描电子显微镜(SEM)观察片状黄铁矿表面吸附形貌 

将 2.5 节中获得的黏附菌接入放有片状黄铁矿的无菌 9K 培养基中，42 ℃静置培养 7 d 后将片状黄铁

矿取出，用灭菌生理盐水洗涤(3 次)培养形成的生物被膜。参照 LI 等[18]的方法，使用 SEM 观察片状黄铁

矿表面吸附形貌。 

2.9  激光共聚焦显微镜(CLSM)观察片状黄铁矿表面生物被膜 

    样品处理参照 LI 等[18-19]的方法，将片状黄铁矿浸没在 LIVE/DEAD 荧光染液中(含有 SYTO9 和 PI

两种染料，SYTO9 染活菌，发出绿色荧光，而 PI 染死菌，发出红色荧光)，避光静置 30 min，随后用灭

菌蒸馏水洗涤以除去多余荧光染料，避光自然干燥后使用 CLSM 观察生物被膜的微观结构。 

 

3  实验结果与讨论 
3.1  生物浸出钴酸锂过程的料浆浓度限制问题 

钴酸锂添加浓度对冶金微生物菌群浸出钴酸锂过程的特征影响见图 1。图 1(a)表明正常条件下由于冶

金微生物的产酸性，生物浸出体系 pH 不断下降，但随着钴酸锂料浆浓度增加，pH 下降幅度减小。在

5.0% (wv1)料浆浓度下，pH 有升高趋势，说明生物浸出钴酸锂过程需耗酸，随着钴酸锂料浆浓度增加，

冶金微生物菌群产酸能力逐渐受到抑制。 

图 1(b)、1(c)和 1(d)分别为体系氧化还原电位 Eh、Fe2+和 Fe3+浓度，反映了细菌的铁氧化活性。由图

可知，随着钴酸锂料浆浓度增加，细菌铁氧化活性受到越来越大的抑制。与对照相比，5.0% (wv1)料浆

浓度下，Eh 在第 1 d 即迅速下降，此后一直降至 442 mV，Fe2+浓度由起始的 0.73 升高至 5.51 gL1，Fe3+

浓度由起始的 3.65 降低至 1.22 gL1，表明此时细菌的铁氧化活性基本丧失。 

由图 1(e)和 1(f)可知，在 3.0% (wv1)料浆浓度下，Li+和 Co2+的浸出效率在第 3 d 达到最高，分别为

95.85% 和 98.85%。在 4.0% (wv1)料浆浓度下，Li+、Co2+浸出效率在第 2 d 达到最高，分别为 92.16% 和

94.66%，而在 5.0% (wv1)料浆浓度下，Li+浸出效率在第 1 d 达到最高，为 85.94%，Co2+浸出效率在第 3 

d 达到最高，为 87.85%。这表明生物浸出钴酸锂过程中，随着钴酸锂添加浓度增加，冶金微生物的产酸

能力、铁氧化活性及 Li+、Co2+浸出效率都逐渐降低，且降低幅度随钴酸锂添加浓度增加而增大。 

表 1  不同钴酸锂料浆浓度对应的理论 Li+和 Co2+浓度 

Table 1  Li+ and Co2+ concentrations corresponding to 

different LiCoO2 pulp densities 
LiCoO2 pulp 

density 
Li+ concentration/ 

(gL1) 
Co2+ concentration / 

(gL1) 

3.0% 2.13 18.06 
4.0% 2.84 24.08 
5.0% 3.55 30.10 
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图 1  钴酸锂添加浓度对生物浸出钴酸锂过程的特征影响 

Fig.1  Effects of lithium cobalt oxide concentration on the characteristics of biological leaching of lithium cobalt oxide 
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(c) Fe2+ concentration 

0 1 2 3 4 5 6
0

1

2

3

4

5

6

 0% LiCoO2

 3.0% LiCoO2

 4.0% LiCoO2

 5.0% LiCoO2

F
e2+

 c
on

ce
nt

ra
ti

on
 / 

(g
L

1
) 

Time / d 

(d) Fe3+ concentration 
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(e) bioleaching efficiency of lithium 
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(f) bioleaching efficiency of cobalt 
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3.2  Li+、Co2+胁迫下黏附菌和生物被膜特征研究 

前人研究发现 Li+和 Co2+对冶金微生物产生金

属离子胁迫作用，是导致料浆浓度限制问题的重要

原因之一[13-14]。生物被膜是冶金微生物抵御金属离

子胁迫等不利影响的先天防御机制[20]，被膜中的黏

附菌活性比游离菌更高，与生物浸出过程的浸出效

率密切相关。实验探究了不同浓度 Li+、Co2+条件下，

生物浸出体系中的黏附菌量，结果如图 2 所示，黏

附菌数量随 Li+、Co2+浓度增加呈现大幅降低趋势。

非金属离子胁迫的正常条件下，黄铁矿颗粒单位表

面积黏附菌量为 8.14 × 106 cellscm2，分别为 3%、

4%、5% 的 Li+、Co2+胁迫体系的 2.48、3.75、10.30

倍，说明随着 Li+、Co2+胁迫压力的增加，细菌的黏附能力受到极大抑制。细菌在矿物表面的黏附是生物

图 2  Li+、Co2+胁迫对黄铁矿单位表面积黏附菌数量的影响 

Fig.2  Effects of Li+, Co2+ stress on sessile cell count under 

specific surface area of pyrite 
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(a) control 

图 3  片状黄铁矿表面吸附形貌的 SEM 图 

Fig. 3  SEM images of pyrite coupons surface 

100 μm 100 μm 

(b) 5.0% Li+, Co2+ stress system 

图 4  片状黄铁矿表面的 CLSM 荧光图 

Fig.4  CLSM images of biofilm of pyrite coupons surface 

(a1) control X,Y,Z view 

(a2) control X view (b2) 5.0% Li+, Co2+ stress system X view 

(b2) 5.0% Li+, Co2+ stress system X,Y,Z view 

100 μm 100 μm 

浸出必不可少的步骤[21]，TANG 等[10-11]发现 Mg2+胁迫能通过抑制 A. ferrooxidans IV 型菌毛的形成降低其

黏附能力，进而影响生物被膜的形成，导致浸出率降低。黏附过程的受限会影响浸出效率，因此推断 5.0%

的 Li+、Co2+胁迫下黏附菌的大量减少是 5.0% (wv1)钴酸锂生物浸出效率受限的重要原因之一。 

    图 3 为冶金微生物菌群在片状黄铁矿表面吸附形貌的 SEM 图，在非金属离子胁迫的正常条件下(图

3(a))，片状黄铁矿表面呈现出密集的生物被膜，几乎覆盖整个黄铁矿表面，说明此时黏附菌数量较多，

分泌出大量 EPS 包裹自身形成生物被膜。而在 5.0% Li+、Co2+胁迫体系下(图 3(b))，黏附菌数量显著减少，

生物被膜受到严重破坏，进一步验证了图 2 的观点。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 为表征片状黄铁矿表面生物被膜内黏附菌的死、活菌分布的三维荧光图(图 4(a1)、(b1))和平面

荧光图(图 4(a2)、(b2))，其中绿色荧光代表活菌，红色荧光代表死菌，桔黄色一般是死菌和活菌重叠造成。

在非金属离子胁迫的情况下(图 4(a1)、(a2))，活菌分布密集，聚集成大片絮团状，死菌量很少。而 5.0% Li+、

Co2+胁迫体系下(图 4(b1)、(b2))，黏附菌分布很稀疏，并且大多为死菌，活菌不再聚集成团，数量大大减

少，说明 Li+、Co2+胁迫抑制了冶金微生物的黏附，减少了 EPS 的产生，生物被膜结构受到破坏。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3  Li+和 Co2+胁迫对黏附菌胞内 ROS 含量的影响 

5.0% 的 Li+、Co2+胁迫不仅使生物被膜内生物量大幅减少，而且使黏附菌大量死亡，无法形成正常
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的生物被膜，推断这是 5.0% (wv1)钴酸锂生物浸出效率受限的直接原因。提高 Li+、Co2+胁迫条件下黏

附菌的耐受性，促进生物被膜的形成可能是一种有效提高生物浸出效率，解决钴酸锂料浆浓度限制的策

略。因此，需要首先探究 Li+、Co2+胁迫对黏附菌的影响机制。 

前人研究指出，生物浸出体系中金属离子浓度的不断升高会使细菌胞内 ROS 含量迅速升高[22-24]，大

量积累的 ROS 会对细菌造成一系列不利影响[25-26]，如灭活细菌胞内必需酶，破坏生物被膜基质内和细菌

胞内的蛋白质、脂质和核酸[27]，引起氧化胁迫和生长抑制[28]，并诱导遗传变异，促进特定生物被膜区域

中的细菌死亡，影响生物被膜发育[29]。还有研究表明，非生物胁迫诱导产生的 ROS 能抑制生物被膜的发

育，LI 等[30]发现活化水诱导产生的 ROS 能抑制粪肠球菌生物被膜的发育并减少 QS 相关致病基因的体外

表达。朱雯雯[31]研究发现纳米 TiO2 光催化诱导产生的 ROS 通过降解与 Escherichia coli K12 生物被膜形

成有关的感应信号分子阻碍其生物被膜的正常发育。群体感应系统与生物被膜的形成密切相关[32]，故

ROS 可能通过影响感应调节因子的表达来干扰生物被膜的形成和发育[29]。 

图 5 为不同浓度的 Li+、Co2+胁迫下黏附菌胞内 ROS 含量的变化情况，与对照组相比，Li+和 Co2+的

加入明显增加了细菌胞内 ROS 含量，且 ROS 含量随 Li+和 Co2+浓度的升高和时间的延长而增多。24 h 后，

5.0% Li+、Co2+浓度下细菌胞内 ROS 含量由初始的 0.92 升高至 7.02，是同时刻非金属离子胁迫对照组的

3.3 倍。这表明黏附菌胞内 ROS 含量与生物浸出体系中 Li+、Co2+含量有直接关系，故推断可能是黏附菌

胞内 ROS 含量的迅速升高抑制了细菌的黏附和生物被膜的形成，进而导致生物浸出效率受限。 

3.4  NAC 对生物被膜在 Li+、Co2+胁迫下的影响 

    微生物体内往往存在着酶类和非酶类抗氧化系统，使 ROS 的产生和清除处于动态平衡状态[33]，但

CÁRDENAS 等[34]发现冶金微生物缺乏编码典型氧化应激反应调节因子的基因，且其胞内产生的是非代

表性 ROS 消除酶，当胞内 ROS 大量累积时，更容易受到氧化胁迫损伤。通过外源添加抗氧化物质来提

高微生物抗氧化能力，降低细菌胞内ROS含量已成为一种有效缓解细菌受到的氧化胁迫损伤的手段[13,35]。

GUO 等[36]发现 ROS 参与 Listeria monocytogenes 的生物被膜形成，其可能充当抑制剂，而 NAC 可以降低

L. monocytogenes 的 ROS 水平，并促进其生物被膜的形成。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

考察 NAC 在生物浸出体系中的抗氧化功能，图 6 所示为向 5.0% Li+、Co2+胁迫体系中添加 0.20 gL1 

NAC 后黏附菌胞内 ROS 含量变化情况，实验选择在添加 Li2SO4 和 CoSO4·7H2O 的同一时间添加 NAC。

与不添加 NAC 的对照组相比，添加 NAC 的实验组黏附菌胞内 ROS 含量累积速度显著下降，24 h 时 ROS

含量仅为对照组的 54.3%，这表明，外源添加 NAC 的确能消除细菌胞内 ROS，缓解 ROS 迅速累积的趋

势，减轻黏附菌受到的氧化胁迫损伤。 
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图 5  不同浓度 Li+和 Co2+影响下细菌胞内 ROS
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图 6  NAC 对黏附菌胞内 ROS 含量 

的影响 

Fig.6  Effects of NAC on intracellular ROS 
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图 8  NAC 作用下片状黄铁矿表面生物被膜的 SEM 和 CLSM 图 

Fig.8  SEM and CLSM images of biofilm on pyrite coupons surface treated with NAC 

(a) 5.0% Li+, Co2+ stress system + NAC 

SEM images 
(b1) 5.0% Li+, Co2+ stress system + NAC 

X,Y,Z view 
(b2) 5.0% Li+, Co2+ stress system + NAC 

 X view 

100 μm 100 μm 

图 9  NAC 对提高钴酸锂料浆浓度的影响效果研究 

Fig.9  Effects of NAC on improving pulp density of LiCoO2 
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    考察外源添加 NAC 对黄铁矿表面黏附菌和生物被

膜的影响，图 7 表明 5.0% Li+和 Co2+胁迫条件下外源添加

NAC 使黏附菌数量增加，为对照组的 1.44 倍，图 8(a)所

示的 SEM 观察也表明 NAC 使片状黄铁矿表面生物量增

加。图 8(b1)、(b2)为 5.0% Li+和 Co2+胁迫下添加 0.20 gL1 

NAC 时黏附菌死、活分布的荧光图，对照图 4(b1)、(b2)

可知，黏附菌分布较密集，活菌量有增加，表明此时黏

附菌大量死亡的现象得到一定缓解。因此，外源加入

NAC 通过降低黏附菌胞内 ROS 水平来缓解细菌受到的

氧化胁迫损伤，增强了细菌对 Li+、Co2+胁迫的耐受性，

维持了一定的生物被膜结构。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5  NAC 对生物浸出钴酸锂效率的影响 

    将NAC外源添加策略用于 5.0% (wv1)钴酸锂的生物浸出实验，NAC添加时间调酸稳定体系 pH后，

添加量为 0.20 gL1。由图 9 可知，外源 NAC 的加入实现了 5.0% (wv1)钴酸锂料浆浓度下生物浸出效率
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的提高。与对照组细菌活性受到抑制的结果相比，外源添加 NAC 使体系 pH 值下降，Eh 值、Fe3+浓度和

Fe2+浓度维持在相对稳定的值，Li+和 Co2+的浸出率分别由原来的 85.26%（24 h）和 86.59% (48 h)升高至

95.13% (24 h)和 96.15% (48 h)。 

综上所述，外源添加的 NAC 可增强黏附菌对 Li+和 Co2+的耐受性，提高了 5.0% (wv1)钴酸锂的浸

出效率，原因在于 NAC 外源添加之后，缓解了由 Li+和 Co2+胁迫所导致的细菌胞内 ROS 含量迅速升高

的情况，减少了黏附菌和生物被膜受到的氧化胁迫损伤，使生物被膜内的黏附菌能继续保持氧化活性和

代谢产酸性能，从而提高生物浸出效率。 

 

4  结    论 

(1) 生物浸出钴酸锂过程中，随着钴酸锂添加浓度的增加，冶金微生物的产酸能力、铁氧化活性及

离子浸出效率都逐渐降低，且降低幅度随钴酸锂添加浓度增加而增大。 

(2)  Li+、Co2+胁迫下黏附菌胞内 ROS 水平迅速升高，对生物被膜中的黏附菌造成氧化胁迫损伤，导

致黏附菌死亡并减少生物被膜形成，这是钴酸锂生物浸出效率受限的重要原因之一。 

(3) 通过外源添加抗氧化剂 NAC 降低了 Li+、Co2+胁迫条件下生物被膜中的黏附菌胞内 ROS 的水平，

增强了黏附菌对 Li+、Co2+的抗性，维持了黏附菌的活性，最终使 5.0% (wv1)的钴酸锂生物浸出过程中，Li+

和 Co2+的浸出效率达到了 95.13% 和 96.15%，分别高出不添加 NAC 的对照组 9.87% 和 9.56%。 
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