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摘   要：【目的】探究酸性矿山废水(acid mine drainage，AMD)坑湖中细菌群落沿垂向不同水深的分

布规律及与环境因子之间的相互作用。【方法】采用 16S rRNA 基因高通量测序技术，对安徽省某

AMD 坑湖中 6 条采样垂线不同水深深度的细菌群落进行调查，同时测定水质理化指标，使用统计

学软件分析细菌和地化参数间的联系。【结果】AMD 坑湖中水质特征及细菌群落结构出现明显分层

现象，自上而下溶解氧降低而 pH 和多种金属离子浓度增加，微生物群落结构发生变化，多样性和

部分物种的丰度增大。细菌群落组成上，表层水域以 Proteobacteria (Alpha、Gammaproteobacteria)

和 Acidobacteria 占据主导地位；中下层水域则由 Firmicutes、Acidobacteria、Actinobacteria、

Gammaproteobacteria 和 Patescibacteria 等共同主导。统计分析结果表明，TN、DO、ORP、pH、Fe、

Mn、Al 和 Zn 与嗜酸细菌丰度显著相关，是细菌空间分布的主要限制因素。【结论】AMD 坑湖中

水质理化特征和细菌群落分布在垂向空间上存在显著差异，群落的垂向分层特征是由多种环境因子

共同作用下的结果。本研究对深入了解 AMD 的微生物分布规律及对 AMD 的原位生物修复和治理

具有参考价值。 
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Abstract: [Objective] The purpose of this paper is to explore the distribution of bacterial communities 

along different water depths in a pit lake affected by acid mine drainage (AMD) and its relationship 

with environmental factors. [Methods] The 16S rRNA gene high-throughput sequencing technology 

was used to investigate the bacterial communities along different water depths at 6 sampling sites in the 

lake. The physicochemical indexes of water quality were measured at the same time. The relationship 

between bacterial distribution and water physicochemical indexes was analyzed by statistical software. 

[Results] The physicochemical properties and bacterial distribution showed obvious stratification. 

Dissolved oxygen (DO) decreased while pH and concentrations of metal ions increased from top to 

bottom. Meanwhile, the bacterial diversity and the abundance of some species increased from top to 

bottom. Proteobacteria (Alpha, Gammaproteobacteria) and Acidobacteria were dominated in the 

surface water, while Firmicutes, Acidobacteria, Actinobacteria, Gammaproteobacteria and Patescibacteria 

were rich in the middle- and deep-layer water. The total nitrogen (TN), DO, oxidation-reduction 

potential (ORP), pH, Fe, Mn, Al and Zn were significantly correlated with the abundance of acidophilic 

bacteria, which were the main factors influencing the spatial distribution of bacteria. [Conclusion] The 

distribution of bacteria in the pit lake affected by AMD showed an obvious vertical pattern, which was 

caused by the joint action of various environmental factors. This study has reference value for understanding 

the microbial distribution in the AMD-influencing pit lake and in situ bioremediation of AMD. 

Keywords: acid mine drainage; pit lake; vertical distribution; bacterial community; environmental gradient 
 
 

酸性矿山废水(acid mine drainage，AMD)

作为常见的极端环境之一，是在矿山开采活动

中金属硫化矿物(如黄铜矿、黄铁矿)长期暴露

于露天环境，受微生物驱动，在大气、水共同

作用下发生氧化性溶解过程形成的污染性水 

体[1–2]。因其具有 pH 低(一般 pH<3)、金属离子

(Fe、Mg、Mn、Al 等)浓度高以及硫酸盐浓度高

等典型特征，AMD 的治理亦是全球普遍存在的

环境难题[3–6]。各矿区中 AMD 汇集于矿坑或地

形低洼处形成大量酸性坑湖，其中部分大型酸

性坑湖，如 Iberian Pyrite Belt (IPB)采矿带的多

个矿山坑湖和我国大宝山等矿区的酸性坑湖，

由于其 AMD 储量大、环境影响持续时间长以

及修复难度高，引起了各界的广泛关注[7–9]。 

AMD 生境通常表现为微生物丰度少和多

样性低的特点，是微生物研究领域的经典模式

系统[10]。国内外学者针对 AMD 环境中微生物

的物种多样性和功能多样性及其时空变化特征
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已进行广泛的研究，如已知在该生境中优势菌

种多属于变形菌门(Proteobacteria)的 α-和 γ-变

形菌纲，优势菌属为嗜酸性的铁硫氧化和/或还

原菌属[5,11–13]。嗜酸或耐酸微生物是 AMD 生态

系统的重要组成部分，在 AMD 形成演替和物

质能量循环过程中扮演着关键角色 [14–16]。如

AMD 形成初期，黄铁矿物的自然氧化溶解是个

缓慢的过程，嗜酸性铁硫氧化菌属能极大加速

该过程，最典型的物种如 Acidithiobacillus 和

Leptospirillum[5,16–17]。在构建 AMD 群落的环境

因子中，pH 往往被认为是调控群落分布及演替

最重要的环境变量，其不仅能直接影响微生物

的生长活性还能通过控制其他环境变量间接影

响群落结构[18–19]。此外，其他环境变量如电导率，

叶绿素 a、有机碳、溶解氧、重金属离子和盐度

等也是影响微生物群落构建的重要因子[20–22]。 

通过对表层好氧酸性水体(如酸性径流、沟

渠、浅层水滩)微生物群落结构时空变化特征及

其与环境变量的交互作用的大量研究，业已证

明，微生物群落在水平空间距离间的随机分布

同环境变量联系紧密[19,23–24]。环境中细菌群落

演变可以通过水质的理化特征变化来预测，同

时在大尺度空间格局中发现生态系统的空间距

离对物种分布的干扰尤为显著[23–25]。然而，由

于对酸性坑湖水质和微生物群落特征沿垂向变

化的报道相对有限，尚不能全面认识 AMD 环

境的微生物群落变化及其演替规律。因此，需

要以水体较深的酸性矿山坑湖为研究对象，沿

垂向空间分析水质变化特征，研究微生物群落

的特性、组成与分布规律，这对于充分理解

AMD 环境中微生物群落的演替及其与环境因

子交互作用关系具有重要意义。 

本研究以安徽省某形成约 50 年左右的

AMD 坑湖为研究对象，根据环境监测水质分析

方法，设置不同采样垂线，采集不同水深梯度

水样，分析生态稳定的 AMD 坑湖中细菌群落

的生物地理格局以及环境变量的梯度变化特

征，从而揭示 AMD 坑湖中细菌群落结构的垂

向变化特征及其与环境变量的相互作用关系。

研究结果对深入了解 AMD 中微生物群落分布

规律及其原位生物修复治理具有参考价值。 

1  材料与方法 

1.1  采样位点及样本采集 
本研究采样时间为 2019 年 6 月，采样点

位 于 安 徽 省 马 鞍 山 市 某 矿 山 酸 性 坑 湖 

(31°38′49.96″ N，118°37′35.37″ E)，该坑湖已形

成有 60 多年，水生生态系统稳定。坑湖水面长

约 500 m，宽约 250 m，中央区域最深约 30 m，

湖泊周边倾倒的废矿主要是周边矿产开采后遗

留的废渣废石，Fe、S 含量丰富。该地区矿产

资源丰富，金属矿产以硫铁矿为主，其次为规模

较小的黄铜矿；非金属矿产种类较多，主要有明

矾石、莹石、高岭石、石膏、磷矿等。该区域年

平均温度为 16 °C，年降雨量约为 900–1 100 mm，

降雨及地表/地下径流是 AMD 的主要来源。为

研究嗜酸微生物在不同水深处的分布情况，采

样区域布设 6 条采样垂线，每个采样点按照   

4 个水深梯度(分别为水下 0.5、5、10、15 m)

依次采集水样和微生物样品(图 1)。利用有机玻

璃采样器在每个深度采集 3份 500 mL水样储存

于聚乙烯采样瓶，经预处理后用于理化指标和

重金属离子分析。微生物样品采用 0.22 μm 混合

纤维素酯滤膜富集，每片滤膜富集 400–500 mL 

AMD 水样。所有样品于 4 °C 低温冷藏脱氧保

存并迅速运至合肥工业大学实验室测定。 

1.2  理化指标测定 

AMD 坑湖的温度(temperature，T)、pH、

溶解氧(dissolved oxygen，DO)、氧化还原电位 

(oxidation reduction potential，ORP)等指标利用 
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图 1  AMD 坑湖的采样垂线(A)和采样深度(B)示意图 
Figure 1  Schematic diagram of sampling vertical line (A) and sampling depth (B) of AMD pit lake.  
 

六位参数仪(MYRONL 6PFC)现场测定，记录保

存数据。经预处理低温冷藏保存的水样过膜后

采用 TOC 仪(耶拿 multi N/C 3000)测定总氮

(total nitrogen，TN)、溶解性有机碳(dissolved 

organic carbon，DOC)、溶解性无机碳(dissolved 

inorganic carbon，DIC)含量；磷酸盐(phosphate，

PO4
3–)和氨氮(ammonia nitrogen，NH4-N)含量分

别按照标准方法采用钼酸铵和纳氏试剂分光光

度法测定；硫酸盐浓度用离子色谱法 (戴安

ICS-900)进行测定；溶解性重金属离子(Mn、总

Fe、Mg、Al、Cu、Zn、Cd、Cr)采用电感耦合

等离子体质谱(ICP-MS)进行测定，亚铁 Fe(II)

采用邻菲罗啉分光光度法测定。 

1.3  DNA 提取、高通量测序及数据处理 

所有样品 DNA 采用 FastDNA Spin Kit for 

Soil (MP Biomedical)试剂盒进行提取，用微

量分光光度计(NanoDrop ND-100)测定 DNA

浓度。利用通用引物 F515 (5′-GTGYCAGCM 

GCCGCGGTAA-3′)和 R806 (5′-GGACTACNV 

GGGTWTCTAAT-3′)扩增细菌 16S rRNA 基因

V4 区。按照 NEBNext® Ultra™ DNA Library Prep 

Kit for Illumina 标准流程进行建库操作，利用广

东美格基因科技有限公司 Illumina Hiseq2500 

平台对构建的扩增子文库进行 PE250 测序。 

对于原始数据 (raw reads)，利用 FASTP 

(https://github.com/OpenGene/fastp)进行质量过

滤，去除低质量的 reads；再利用 Usearch 

(http://www.drive5.com/usearch/)进行拼接组装，

UPARSE 算法对组装好的序列进行聚类，默认以

97%的一致性将序列聚类成为 OTU (operational 

taxonomic units)，最后利用 SILVA SSU rRNA

数据库 (v138) 进行物种注释。 

利用 R 语言(v4.0；http://www.r-project.org/) 

“vegan”程序包计算 α 多样性指数 (Chao1、

Shannon、Simpson)用以确定物种的丰富度和分

布均匀性，同时观察测序深度能否反应绝大多

数物种的多样性；基于 Bray-Curtis 距离对 β 多

样性进行分析(PCoA、NMDS、heatmap)来分析

不同样本间的组成及差异情况；通过统计学软

件 (R)进行 Spearman 和冗余分析 (redundancy 

analysis，RDA)的交互分析，探究细菌同环境因

子间的相互关系。 

2  结果与分析 

2.1  AMD 坑湖理化性质 
4 个水深梯度的理化参数测定结果表明，该

AMD 坑湖含有高浓度硫酸盐(14 918–33 283 mg/L)

及多种溶解性有毒金属离子。如表 1 所示，水

深 0.5 m 区域的理化参数同 5.0–15.0 m 区域相

比存在显著差异，表明坑湖水质在垂向分布上

出现分层现象，因此将其分为表层水域(水下

0.5 m)和中下层水域(5.0–15.0 m)。 
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在该坑湖中表层 pH 约为 3.07，在中下层

水体增至 3.37–3.50。氧化还原电位(ORP)和溶

解氧(DO)表明该水库整体为好氧状态，ORP 在

0.5 m 处为+535 mV 左右，5.0–15.0 m 水深处降

低至+357–+296 mV；DO 含量则由 11.77 mg/L

降低至 2–4 mg/L。 

该坑湖中高含量的重金属离子主要来源于

矿物的溶解释放，含量最高的分别为 Mg、Al、

Mn、Fe，微量元素 Cd 和 Cr 也有检测出，且金

属离子(除 Cu 外)均表现出在中下层水体富集的

趋势。其中，Fe 因生物及大气氧化作用在表层

以 Fe(III)形式存在，同时由于 Fe(III)在低 pH 高

硫酸盐环境中容易形成施氏矿物、水铁矿等次

生矿物向下沉降，故表层(0.5 m)处 Fe 浓度处于

一个适中的范围(TFe 为 106±7.37 mg/L，Fe(III) 

为 88.61±6.82 mg/L)，在中下层(5.0–15.0 m)处则

以 Fe(II)为主，浓度为 366–532 mg/L；Cu 离子含

量随着水深增加由 40.64 mg/L 降至 35.50 mg/L。 

碳氮磷等元素沿深度的分布趋势同金属离

子类似，在中下层水域检测到了最高的含量。

坑湖整体 DOC 含量约为 3–5 mg/L，中下层水

域含量略高；DIC 的垂向分层特征更为明显，

表层含量处于很低水平，为 1.30 mg/L，部分位

点甚至未检测出，而在中下层水体发现了较高

的 DIC，约为 26–53 mg/L。水体中无机氮以氨

氮为主同时含有微量硝酸盐，总氮含量在表层

约为 3.6 mg/L，中下层约为 12 mg/L。PO4
3–浓

度在表层和中下层水域含量分别约为 1.85 mg/L

和 21.23–25.07 mg/L。因此，酸性坑湖的营养条

件呈现为表层匮乏而中下层相对丰富。 

2.2  AMD 坑湖中细菌的多样性分布  
利用 16S rRNA 基因片段的高通量测序从

20 个样品中一共获得了 2 868 971 条序列，通

过相似度阈值为 0.97 聚类出 1 805 个 OTUs。稀 

 
表 1  AMD 坑湖不同深度水体样品的理化性质 
Table 1  Physicochemical factors of water samples from AMD pit lake at different depths (m) 

Parameters 0.5 5.0 10.0 15.0 

T/°C 23.13±1.52 23.40±1.22 23.18±1.10 23.67±1.10 

pH 3.07±0.06 3.45±0.05 3.43±0.06 3.43±0.05 

c(DO)/(mg/L) 11.77±2.37 3.51±1.05 3.51±1.00 3.83±0.58 

ORP/(mV) 535±21 318±22 330±27 343±3 

c(DOC)/(mg/L) 3.70±1.52 4.77±0.57 4.05±0.40 4.61±0.32 

c(DIC)/(mg/L) 1.30±1.57 39.99±12.35 41.94±11.55 33.37±7.30 

c(TN)/(mg/L) 3.59±1.75 12.62±0.53 12.36±0.89 13.17±0.68 

c(NH4-N)/(mg/L) 1.20±0.27 3.11±0.32 3.11±0.43 4.11±0.80 

c(PO4
3–)/(mg/L) 2.06±0.35 25.58±3.06 23.06±4.22 21.58±0.69 

c(SO4
2–)/(mg/L) 17 329.00±1 311.00 25 114.00±2 966.00 28 701.00±1 150.00 28 684.00±3 868.00 

c(Mg)/(mg/L) 2 233.00±180.00 5 137.00±415.00 4 975.00±526.00 4 868.00±235.00 

c(Al)/(mg/L) 777.00±29.00 1 058.00±56.00 1 053.00±72.00 1 018.00±40.00 

c(Mn)/(mg/L) 364.00±26.00 796.00±50.00 768.00±65.00 763.00±29.00 

c(Cu)/(mg/L) 40.64±1.10 37.34±0.49 37.26±0.71 35.50±2.54 

c(Zn)/(mg/L) 20.29±1.24 36.45±2.66 37.22±2.17 36.10±1.22 

c(Total Fe)/(mg/L) 106.00±7.37 480.00±60.00 454.00±69.00 456.00±47.00 

c(Fe(II))/(mg/L) 17.01±1.68 465.00±56.00 421.00±74.00 443.00±53.00 

c(Fe(III))/(mg/L) 88.61±6.82 15.09±11.10 33.45±15.68 13.39±5.11 

c(Cd)/(mg/L) 0.150±0.005 0.240±0.008 0.240±0.008 0.240±0.005 

c(Cr)/(mg/L) 0.040±0.003 0.050±0.005 0.050±0.007 0.050±0.003 
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释曲线均趋于平坦，说明测序数据量足够，能

有效反映出绝大多数细菌的微生物信息。本研

究获得的所有原始序列均保存在 NCBI 序列数

据库的 PRJNA723739 项目中，生物样本登录号

为 SAMN18828496–SAMN18828515。 

Alpha 多样性分析结果如图 2A 所示，表层水

体细菌的 Shannon 和 Simpson 指数显著低于中下

层(P<0.05，Kruskal-Wallis test)，而物种丰富度指

数(Richness 和 Chao1)表现为先下降后逐渐上升

的趋势。细菌多样性指数的变化表明，0.5–5.0 m

水生环境急剧的变化抑制了优势物种的活性甚

至淘汰了部分物种，而中下层(5.0–15.0 m)区域种

群丰富度的上升体现出微生物对极端环境的耐

受性逐渐增强。 

基于 Bray-Curtis 距离的 PCoA 分析表征了

群落的 beta 多样性(图 2B)。结果表明，所有位点

的群落可以聚类为 2 个区域，0.5 m 的表层群落

及 5.0–15.0 m 的中下层群落，且 Anosim (analysis 

of similarities)检验证明 2 个区域的细菌群落组

成在分类学上存在着显著差异(P<0.05)。 

2.3  AMD 坑湖中不同水深区域的细菌群

落结构组成 
为进一步了解微生物群落组成，采用 RDP 

classifier 对 OTUs 进行物种注释。在门水平  

(图 3A)，表层水体以变形菌门(Proteobacteria)

为主导，其中 Alphaproteobacteria 为含量最高的

类群，相对丰度为 56.83%，其次为 γ-变形菌门

(Gammaproteobacteria，22.54%)、放线菌门

(Actinobacteria，12.62%)和蓝细菌门(Cyanobacteria，

1.47%)。此外还有相对丰度低于 1%的厚壁菌

门(Firmicutes)、酸杆菌门(Acidobacteria)、绿

湾菌门(Chloroflexi)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、

WPS-2 等多种类群。同表层群落不同，在中下层

水体中原有优势类群 Alphaproteobacteria 相对丰

度急剧下降，仅占整体的 3.67%–5.23%，而

Firmicutes (表层含量<1%)成为新的优势微生物，

相对丰度高达 39.01%–48.84%，主要成员为杆菌

纲(Bacilli，26.51%–39.63%)和梭菌纲(Clostridia， 
 

 
 

图 2  不同水深细菌群落的 α (A)和 β (B)多样性 
Figure 2  Alpha (A) and beta (B) diversity of bacterial communities at different water depths. Asterisks 
indicate significantly higher values in alpha diversity index (*P<0.05; **P<0.01; Dunn’s test). 
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图 3  AMD 坑湖中不同水深细菌门(A)和属(B)组成 
Figure 3  Bacterial taxa composition (phylum level and genus level) in different water depths of AMD pit lake. 
 
 

9.07%–12.31%) 。 其 余 如 Gammaproteobacteria 

(18.98%–27.3%)，Acidobacteria (4.87%–9.10%)，

Patescibacteria (4.44%–6.14%)，Cyanobacteria 

(0.71%–2.69%)等丰度也有所改变。整体而

言，坑湖中 Gammaproteobacteria 垂向分布均

匀，其他物种表现出明显分层特征，表层水体

以 Alphaproteobacteria 占主导，中下层则以

Bacilli 和 Clostridia 占主导。 

在属水平(图 3B)，表层水中大多为异养

型 铁氧 化和 /或 还原菌 属， 丰度 最高 者为

Acidiphilium (47.38%)，依次为 Metallibacterium 

(10.41%)、Ferrithrix (7.37%)、Ferrovum (5.43%) 

和 Acidisphaera (3.62%)。在中下层水体中，微

生物群落多样性更高，分布更为均匀，但

uncultured 和 unassigned 的菌属占据了较高的丰

度(>45%)，这部分微生物大多归属于 Clostridia，

一类对低氧环境适应性更强的类群。在已知菌

属中，Ferrovum (11.69%–16.29%)、Acidibacillus 

(5.90%–9.00%) 、 Ferrithrix (3.50%–5.13%) 、

Occallatibacter (1.69%–3.30%)、Alicyclobacillus 

(2.87%–3.02%)，Acidobacterium (1.45%–2.60%)、

Cellulomonas (2.20%–3.15%)等占据较高丰度。 

2.4  细菌群落与环境因子的相关性分析 

如图 4 所示，表层和中下层水体中的优势类 
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图 4  环境因子与细菌群落 Spearman 相关性分析(A)、金属因子(B)与非金属因子(C)同细菌群落的 RDA 分析 
Figure 4  Spearman correlation analysis between environmental factors and bacterial community (A), 
redundancy analysis (RDA) of metal factor (B) and non-metal factor (C) with bacterial community. 
 
 

群与环境因子的 Spearman 相关性存在差异，

Cu、 Fe(III)、 DO、 ORP 与表 层优势类群

Alphaproteobacteria 呈显著正相关(P<0.05)，而

硫酸盐、pH、TN、TP、DIC 和金属离子[除

Cu，Fe(III)外]同中下层包括 Bacilli、Clostridia、

Acidobacteria、Bacteroidetes 在内的优势微生物

呈显著正相关(P<0.05)，与 Alphaproteobacteria

和 WPS-2 呈显著负相关(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  AMD 水质分层特征及其成因 

该坑湖的水质特征在垂向空间上可明显分

为高含氧的表层水体及低含氧的中下层水体，

在表层水体中金属离子、硫酸盐及碳氮磷等物

质含量均显著低于中下层水体。坑湖中的 Fe 含 

量与种类在不同水层的分布主要取决于水体中
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的氧化还原条件和受铁氧化和/或还原细菌所控

制[26–27]。表层水体高 DO 含量决定了以好氧的

Alphaproteobacteria 为主导(其中大部分成员为

异养的铁硫氧化菌属)，大气及生物氧化作用导

致铁在表层以 Fe(III)形式存在[28]。在低 pH 高硫

酸盐环境中，Fe(III)水解及铁硫酸盐次生矿物的

形成过程会产生 H+同时消耗 SO4
2–，故表层水体

中 pH 和硫酸盐较低[29]。同时，次生矿物形成过

程中，吸附在矿物表面或发生类质同象置换进入

矿物结构，Fe3+容易被 Cu2+、Pb2+、Cd2+、Al3+

等取代，金属阳离子通过该过程从水体中析出进

入矿物相中；另一方面，Mg2+、Mn2+、Cr2+等金

属可通过吸附、吸收等物化过程被去除[29]。中

下层水体中多种金属富集现象主要归因于表层

沉降的次生铁氧化矿物的还原性溶解，该区域含

有较多异养铁还原菌，铁次生矿物在沉降过程中

受微生物驱动发生了还原性溶解，固定在矿物表

面或内部的重金属和硫酸盐重新以离子形态释

放到水体中，故在该区域发现了高浓度的硫酸

盐、Fe(II)、Mn、Al 等。该还原过程同时会产生

OH–使得中下层水体 pH 上升(公式 1)[30]。 

3Fe8O8(OH)6(SO4)+C6H12O6+6H2O→ 
24Fe2++6CO2+3SO4

2–+42OH–               (1) 
营养物质的分层更依赖于不同营养类型

(异养和自养)微生物的代谢过程。本研究中表层

水体含有大量的异养细菌如 Acidiphilium、

Metallibacterium，是有机碳的主要消费者，且

有机碳在好氧环境的消耗速率远高于氧受限制

的中下层水体[31]。Cueva de la Mora 坑湖的研究

也证明，相比于无机电子供体(Fe 和无机硫化合

物)，有机碳化合物是其中嗜酸异养细菌的主要

电子供体[32]。此外，以往研究表明坑湖中存在

部分难降解有机物，而中下层中 Cellulomonas、

Occallatibacter 等细菌能通过分解木质素、纤维

素等物质从而向水体中输入少量有机碳[33]。故

深层的 DOC 含量高于表层。中下层检测到的大

量 DIC 主要来源于铁氧化矿物还原过程中有机

碳的代谢，有机碳能作为电子供体耦合铁还原

过程，产生的 CO2 会积聚在中下层水体，而 CO2

积聚有助于稳定湖泊分层[34]。湖泊中磷主要以

磷酸盐形式存在，高浓度磷酸盐可能来源于废

弃尾矿中的含磷酸盐矿物的溶解，磷酸盐在表

层容易与三价铁结合形成磷酸铁络合物，一种

高度不溶物(Ksp=1.3×10–22)，在沉降过程再经铁

还原细菌作用重新溶解释放出来，表层磷含量

同中下层相比低 10 倍[29,35]。 

3.2  AMD 细菌群落组成及多样性垂向空

间分层特征 
该 AMD 坑湖的细菌群落在不同水深梯度

的分布既有相似之处，也存在着显著差异。

Actinobacteria 和 Gammaproteobacteria 是所有

深度群落中共有的优势细菌，在表层及中下层

水 体均占据较高的丰度；差异主要表现为

Alphaproteobacteria 和 Firmicutes 类群的物种及

丰度变化。AMD 系统中 Proteobacteria 是最常

见的优势细菌类群，在 AMD 污染的水体、土

壤、沉积物中均有研究[3–4,36]，Firmicutes 尽管

也是常见类群之一，但在该坑湖中占有如此高

的丰度是很罕见的。Santofimia 等在因黄铁矿氧

化形成的酸性坑湖 Concepcion 中发现了不同的

分布特征，在水深 2 m 处检测到了 Firmicutes

的成员(Bacilli，7.5%和 Clostridia，2.5%)，但

在水深 7.0–13.5 m 处未能发现，相反发现了大

量的 Actinobacteria 和 Proteobacteria[26]。而在

La unión 矿山(以黄铁矿、闪锌矿和方铅矿为主)

的 Brunita 酸性坑湖中，Sánchez-España 等在水

深 12 m 处发现了较高丰度的 Acidibacillus，且

少量的 SRB 菌属 Desulfurispora (Clostridia)出

现在了 17 m 处[7]。He 等在受 AMD 影响的南溪

河群落研究中发现，同 Proteobacteria 相比，
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Firmicutes 对高浓度金属离子和硫酸盐有着更

显著的响应，推测 Firmicutes 的生物量可作为

评估 AMD 河流自然衰减的生物学指标[37]。在

酸性坑湖中 Firmicutes 的具体功能和作用存在

着极大的研究价值，有待进一步开发探索。 

在属水平，表层群落与其余 AMD 位点类

似，以铁硫代谢微生物为主，丰度最高的为异

养嗜酸性铁还原菌 Acidiphilium (47.38%)，而同

常见的 Shewanella、Geobacter 等厌氧铁还原菌

不同，该菌属在严格的厌氧环境中生长缓慢，

能在好氧条件下迅速生长代谢，但铁还原效率

要低于微氧及厌氧条件[15,38]。Acidiphilium 常在

环境中与自养型铁氧化菌形成共生体系，在

AMD中能将Fe3+还原为Fe2+ (作为铁氧化细菌的

底物)，以及消耗可能抑制自养生物生长的有机

化合物来促进自养型铁氧化细菌的生长，该菌属

在含氧表层的大量存在表明其在好氧条件下更

依赖于异养代谢途径进行生长而非铁还原过  

程[30,38]。此外，Acidibacter (1.25%)、Acidicapsa 

(0.11%)等嗜酸性铁还原菌也有检测到，尽管占比

很低。铁氧化菌属以 Metallibacterium (10.41%)、

Ferrovum (5.43%)、Ferrithrix (7.37%)、Acidithrix 

(1.94%)占据主导地位。而其他 AMD 中常见的

Acidithiobacillus、Sulfobacillus、Leptospirillum

等铁氧化菌属在该坑湖中丰度极低，均小于

0.1%，属于稀有物种[12–13]。这些物种的缺失可

能归因于表层的 pH 条件和较低的 Fe(II)浓度。

其中 Metallibacterium 具有多种代谢功能，不仅

能利用有机化合物，而且通过氧化 Fe(II)、氧化

还原性无机硫化合物(reducing inorganic sulfur 

compounds，RISCs)和还原 Fe(III)来生长，还能

在代谢过程中释放铵从而提高细胞周围的 pH 值

以适应酸性条件[15,31,39]。Ferrovum 为 AMD 环境

中常见的化能自养型铁氧化菌，只能在 Fe(II)存

在的情况下生长，铁氧化速率高，能利用多种无

机物进行自养生长，还能通过 Calvin-Benson- 

Bassham 循环固定大气中的 CO2，部分成员甚

至能进行固氮作用，该菌属常作为 Acidiphilium

的伴生对象存在，对于改善 AMD 寡营养环境，

供给碳源和氮源具有积极作用[40–41]。Ferrithrix

和 Acidithrix 均为兼性铁氧化还原菌，能在好氧

条件下氧化铁，在厌氧及缺氧条件下参与 Fe3+及

铁次生矿物的异化还原过程[12]。 

在中下层，由于 DO 降低、营养元素含量和

重金属压力增加，细菌种类和丰度也发生显著变

化，除原有的 Gammaproteobacteria 外，Firmicutes

和 Acidobacteria 成为新的优势类群，同时该区

域具有更高的物种多样性(图 2A)，代谢功能上

以异养型生物和铁还原生物为主，包含多种其

他功能类群。金属离子含量对大部分微生物存

在胁迫作用，能抑制细胞活性甚至杀死细胞，

而 Firmicutes 对金属浓度具有更强的耐受性，

能应对高金属胁迫条件从而在 AMD 生境中更

具竞争优势[26]。中下层水体中存在着较高丰度

的好氧菌属，且多数具备铁硫氧化功能，如

Ferrovum (11.7%–16.3%)、Acidibacillus (5.9%–9.0%)

和 Alicyclobacillus (2.8%–3.0%)。Acidibacillus

和 Alicyclobacillus 均为 Bacillis 成员，在分类学

上具有一定的同源性，两者代谢功能也高度重

合，均为兼性化能异养菌，能通过氧化 Fe2+和

S0 提供所需的能量。铁氧化菌属的存在与该区

域高浓度的 Fe2+密切相关，Fe(II)作为重要电子

供体与铁氧化菌的生长代谢息息相关，Sheng

等研究表明在高 Fe(II)浓度(>230 mg/L)环境中

常发现 Ferrovum 菌属[42]。除铁硫代谢生物外，

中下层水体还含有多种其余功能的菌属，如能

降 解 纤 维 素 和 还 原 硝 酸 盐 的 兼 性 厌 氧 菌 

Cellulomonas (2.2%–3.1%)，对重金属具有高耐

受性的反硝化细菌 Rhodanobacter (1.1%–1.8%)，

硫酸盐还原菌Desulfitobacterium (0.27%–1.30%)，
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能代谢有机酸和部分复杂蛋白质的 Occallatibacter 

(1.7%–3.3%)。在中下层水域，环境因子波动幅

度较小，对细菌组成的影响低，部分菌群的相

对含量呈现缓慢增加趋势(图 5)。 

3.3  环境选择是推动微生物分层的主要推

动力 
沿着环境梯度探索微生物群落的系统发育 

 

 
 
图 5  中下层水体中优势物种平均丰度变化趋势 
Figure 5  Trends of average abundance of dominant 
genera in lower and middle water. Values are 
means±standard deviation (SD) of all samples in the 
same water depth. 

变化，发现微生物能对环境变量改变做出迅速

响应，如 pH、DO、硫酸盐、重金属离子等环

境因子发生改变会增加或抑制微生物多样性。

该 AMD 坑湖理化性质在不同采样深度存在显

著差异，面临的环境压力也具有较高的空间异

质性。RDA 分析(图 4)和随机森林分析(图 6)均

显示决定微生物群落结构分层特征的主要变量

为非金属因子 ORP、DO、pH、TN 以及多种金

属因子。水体不同水深 ORP 及 DO 的剧烈波动

是导致坑湖群落分层最重要的因素，表明表层

水体为好氧状态，以 Alphaproteobacteria 为代

表的好氧异养菌群占据了绝对优势，而随着中下

层水体 DO 骤减(DO<4 mg/L)抑制了多数好氧细

菌的丰度和多样性，兼性厌氧细菌随之占据竞争

中的主动性。除 ORP 及 DO 外，pH 也是塑造

群落结构的重要变量，以往的研究表明，在大

尺度空间范围内 pH 是影响 AMD 中微生物多样

性演替的决定因素[19,23]。一方面 pH 是 AMD 的

重要指标，调控其他地球化学参数的变化，如

有机质和其他营养物质的利用率以及金属离子

的溶解度，从而间接影响参与地球化学循环 

 

 
 

图 6  金属因子(A)与非金属因子(B)基于 NMDS 指数(C)的随机森林分析 
Figure 6  Random forest analysis of metal factor (A) and non-metal factor (B) based on NMDS index (C). 
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的微生物群落；另一方面，pH 会直接影响(促进/

抑制)微生物的生长代谢[19,23,43]。尽管在小尺度下

pH 变化幅度小但对群落结构仍有着较高的影

响，在该坑湖中 pH 随深度增加缓慢提升，水体

细菌多样性也随之提高，群落分布更为均匀。

AMD 含量较低的营养组分导致微生物对生物可

利用的有机/无机氮磷进行竞争，从而影响了群

落的多样性及驱动湖泊微生物分层现象[7,23]。 

推动中下层水体群落演变的压力还来自 Fe、

Mn、Al、Zn 等重金属离子的富集。重金属由于

其普遍性和不可生物降解性，是环境中最常见的

压力之一，也是进一步筛选微生物的推动力[44]。

AMD 中高浓度的重金属对微生物存在胁迫作

用，会抑制大多数微生物的活性，但微量的金属

元素也是物种生长发育的必需元素。Spearman 分

析表明在门水平，重金属含量同微生物群落密切

相关(图 4A)，几乎所有金属离子与 WPS-2 及 α-、

γ-Proteobacteria 呈显著负相关(P<0.05)，表明重

金属对表层优势群落的抑制作用。而随机森林分

析显示，以 Fe(II)为代表的 Mn、Al、Zn 等金属

离子均对细菌分布有显著影响(图 6A)，其中 Cu、

Fe(III)主要决定了表层水体细菌群落的构建  

(图 4B)。总而言之，多种金属的共同作用决定了

AMD 坑湖中不同垂向分层水体中的优势物种。 

4  结论 

AMD 坑湖的水质特征和细菌群落在垂向

空间分布上存在显著差异，主要分为表层水体

的好氧区域和中下层水体的微氧区域，中下层

水体具有更高的生物多样性；表层水体优势群

落主要为 α-、γ-Proteobacteria 和 Actinobacteria，

而随着水质特征改变中下层群落以 Firmicutes 

(Bacilli 和 Clostridia 为代表)、γ-Proteobacteria 和

Acidobacteria 为主导；从属水平看，表层水体中

主要为异养的铁硫代谢菌属，铁还原菌丰度最

高，中下层水体菌属功能更加多样，同时铁氧化

菌属丰度高于铁还原菌，且由于水质波动较小，

部分优势细菌丰度逐渐增加。相关性分析结果显

示，AMD 坑湖中群落的分层特征由多种环境变

量共同决定，主要的变量有非金属因子 ORP、

DO、TN、pH 和金属因子 Fe、Mn、Al、Zn 等。 
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