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硫酸盐还原菌及异化铁还原菌对
黄钾铁矾还原作用的对比

王红梅,刘 烁,刘 邓
中国地质大学生物地质与环境地质国家重点实验室,湖北武汉 430074

摘要:选取酸性矿坑水环境中常见的次生含铁硫酸盐矿物———黄钾铁矾[KFe3(SO4)2(OH)6]为研究对象,用硫酸盐还原菌

Desulfovibriovulgaris和异化铁还原菌ShewanellaputrefaciensCN32对其进行还原实验,探讨作为重金属治理潜在材料的

黄钾铁矾的微生物稳定性.实验采用非增长型培养基,在中性、厌氧、30℃的条件下进行.采用湿化学方法测量水溶液及还原产

生的总Fe2+,利用X射线衍射(X-raydiffraction,简称XRD)来分析反应后残余固体物质的矿物组成,用扫描电镜(scanning
electronicmicroscopy,简称SEM)观察固体残余物的形貌特征.结果表明,没有微生物的参与,黄钾铁矾的稳定性较好.异化铁

还原菌 S.putrefaciensCN32和硫酸还原菌 D.vulgaris在营养极其匮乏的中性厌氧条件下均能还原黄钾铁矾晶格中的

Fe3+,显示出黄钾铁矾被微生物还原的可能性.S.putrefaciensCN32还原黄钾铁矾晶格中Fe3+的最大还原速率和最终Fe3+

还原率分别为0.001mmol·L-1·h-1和0.37%.与S.putrefaciensCN32不同,D.vulgaris对黄钾铁矾的还原能力较强,不
含有电子穿梭体(Anthraquinone-2,6-disulfonate,简称AQDS)的实验体系中Fe3+的最大还原速率和最终Fe3+ 还原率分别为

0.017mmol·L-1·h-1和16.80%,而添加了AQDS的实验体系的则分别达到了0.026mmol·L-1·h-1和24.30%,这可能与

黄钾铁矾中含有SO42-有关.D.vulgaris优先还原黄钾铁矾晶格中的SO42-产生的 H2S是强还原剂,也可促进Fe3+的还原,
微生物以及 H2S的双重作用可能是导致D.vulgaris体系中Fe3+ 还原率较高的原因.XRD分析表明,黄钾铁矾经过S.pu-
trefaciensCN32的作用,物相没有发生变化;而经过D.vulgaris作用后,黄钾铁矾的特征峰消失,固相残余物中出现了菱铁

矿(FeCO3)、蓝铁矿[Fe3(PO4)2·8H2O]等次生矿物.由于培养基中没有添加任何的磷酸盐,因此蓝铁矿的出现可能是由于培

养基中添加的少量酵母浸膏降解后产生的磷酸根与D.vulgaris还原黄钾铁矾产生的Fe2+相互作用的结果.这些认识对深入

理解地球表层铁的生物地球化学循环具有重要意义,为矿山环境重金属的污染治理提供了实验依据.
关键词:黄钾铁矾;酸性矿坑水;硫酸盐还原菌;异化铁还原菌;铁的生物地球化学循环;环境微生物.
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ComparisonbetweenReductiveDissolutionofJarositebySulfateReducing
BacteriaandDissimilatoryIronReducingBacteria

WangHongmei,LiuShuo,LiuDeng
StateKeyLaboratoryofBiogeologyandEnvironmentalGeology,ChinaUniversityofGeosciences,Wuhan 430074,China

Abstract:Inthisstudymicrobialreductionofjarosite[KFe3(SO4)2(OH)6],acommonsecondarymineralinacidminedrain-

age(AMD)area,wasconductedwithadissimilatoryironreducingbacteriumShewanellaputrefaciensCN32andasulfatere-
ducingbacteriumDesulfovibriovulgarisunderneutralanaerobicconditionsinnon-growthmedia.Wetchemistry,X-raydif-
fraction(XRD)andscanningelectronicmicroscopy(SEM)wereusedtoanalyzethereducedironconcentration,mineralcom-

positionandmorphologyofthesolidphases.Itwasobservedthatjarositewasfairlystableunderanaerobicconditionswithout
microbes.BothfacultativeS.putrefaciensCN32andstrictanaerobicD.vulgariswerecapableofreducingthecrystallized
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Fe3+injarosite.Undersimilarconditions,D.vulgarisshowedmuchhighercapabilitytoreducecrystallizedFe3+ withafinal
bioreductionextentof16.80%.IncontrastS.putrefaciensCN32canonlyreduce0.37%ofFe3+injarosite.Anthraquinone-2,

6-disulfonate(AQDS)canenhanceFe3+reductioninD.vulgarisinoculatedsystemswithafinalbioreductionextentof24.30%.
NodiagnosticspectrumotherthanthoseofjarositewasobservedinchemicalcontrolandS.putrefaciensCN32inoculatedsys-
tems.InD.vulgarisinoculatedsystems,onlyspectrumofsideriteandjarositeweredetectedwithoutthepresenceofAQDS.In
thepresenceofAQDS,jarositepeakswerereplacedbypeaksofsideriteandvivianite.Theelementalanalysisbyenergydisper-
sivespectrometer(EDS)coupledwithSEMalsoconfirmedthepresenceofsideriteinD.vulgarisinoculatedsystems.Wepro-

posethatthehigherFe3+reductionextentwithD.vulgarisresultedfromthepresenceofSO42-injarosite,whichcanbere-
ducedtoH2SbyD.vulgaris.H2S,astrongreductant,subsequentlyenhancedFe3+reductionextent.Theobservationofvivian-
itemightresultfromthedegradationofyeastextractionwhichproducedphosphate.Theresultsclearlydemonstratethehighpo-
tentialofmicrobialreductionofjarositeunderneutral,anaerobicandoligotrophicconditions.Attentionshouldbepaidtothemi-
crobialactivitiesandthesecondarymineralizationwhenconsideringjarositeasacandidatematerialtoremoveheavymetalsor
storetheradioactivehazards.
Keywords:jarosite;acidminedrainage;sulfatereducingbacteria;dissimilatoryironreducingbacteria;biogeochemistrycycel
ofiron;environmentalmicrobiology.

0 引言

酸性矿坑水(acidminedrainage,简称AMD)是
大气-水-矿物-微生物综合作用的产物.它是随

着硫化物矿床的开采而产生的低pH值(2.0~4.5)、
富含 重 金 属 和 SO42- (最 高 浓 度 分 别 可 达

200000mg/L及760000mg/L)的矿山废水(Nord-
strometal.,2000;Bloometal.,2007).而黄钾铁矾

[KFe3(SO4)2(OH)6,K+ 可 以 被 Na+、NH4+、

H3O+、Ag+或1/2Pb2+替代]正是AMD地区硫化

物氧化后形成的常见次生含铁硫酸盐矿物之一.研
究人员已证实微生物如嗜酸性氧化亚铁硫杆菌

Acidithiobacillusferrooxidans可以参与硫化物的

氧化以及黄钾铁矾的形成(Ivarson,1973;Sasaki,

1997;Edwardsetal.,2000;陆现彩等,2005;朱长见

等,2005;Daoud and Karamanev,2006;Wang
etal.,2006,2007;Hitaetal.,2008;Liaoetal.,

2009),从而影响Fe的地球化学元素循环.由于黄钾

铁矾具有特殊的晶体结构和很高的比表面积,对重

金属(As、Pb、Cu、Zn、Ni、Cr等)具有很好的共沉淀

和极强的吸附作用(Bighametal.,1996;Carlson
etal.,2002;SidenkoandSheriff,2004;王长秋等,

2005,2006;苏贵珍等,2009;王红梅等,2009),因此

被认为是重要的重金属固相吸附剂(Leeetal.,

2002),对去除AMD地区水体中的重金属具有重要

意义.
与硫化物的微生物氧化过程相比,人们对铁硫

酸盐矿物的微生物还原过程知之甚少,成为 AMD
地区铁、硫循环研究中的一个薄弱环节.对这个环节

的研究,不仅关系到人们对AMD地区整个铁、硫循

环的理解,而且关系到有害重金属的重新活化和再

分配问题,关系到矿区水体环境的二次污染.理论

上,黄钾铁矾因含有氧化态的铁和硫(Fe3+和S6+),
它们可以分别被异化铁还原菌(dissimilatoryiron
reducingbacteria,简称DIRB)和硫酸盐还原菌(sul-
fatereducingbacteria,简 称 SRB)还 原.一 方 面,

Fe3+被还原后形成可溶性的Fe2+(Burtonetal.,

2007).同时,矿物表面吸附的重金属以及矿物晶格

中固定的重金属会被释放出来,重金属的活动性增

强,极易进入水体,造成地下水或地表水的二次污染

(Zacharaetal.,2001).另一方面,SO42-被硫酸盐还

原菌还原形成 H2S(Koschorreck,2008).而 H2S无

论是对Fe3+的还原,还是对释放出来的重金属的重

新沉淀都有很好的促进作用(Changetal.,2000;Li
etal.,2006;Natarajan,2008;Grampetal.,2009;

Becerraetal.,2009).研究人员已证实DIRB能够还

原黄钾铁矾类矿物晶格中的Fe3+,并导致矿物的分

解,使矿物晶格中的重金属如 Ag、Pb释放出来,重
新形成纳米级的颗粒沉淀物(Jonesetal.,2006;

Weiseneretal.,2008;Smeatonetal.,2009).目前

人们对该过程还知之甚少,开展厌氧条件下黄钾铁

矾的微生物还原以及次生矿化作用研究对了解Fe、

S的地球化学元素循环以及伴生重金属的迁移、转
化等具有重要意义.

因此本文将选用典型的DIRB和SRB,并开展

它们与黄钾铁矾的相互作用研究,以期探讨不同菌

株之间的差异,对黄钾铁矾的微生物稳定性进行评

价,为重金属的污染治理提供实验依据.
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1 实验材料和方法

1.1 黄钾铁矾矿物的制备

黄钾铁矾由氧化亚铁硫杆菌 A.ferrooxidans
PU1菌株(由北京大学鲁安怀教授提供)合成,合成

所用 培 养 基 为 9K 培 养 基(SilvermanandLun-
dgren,1959).配制好的9K培养基在超净工作台中

抽滤后分装到250mL锥形瓶中,每瓶有100mL培

养基,向每个锥形瓶中接种体积分数为2%的 A.
ferrooxidans菌液后,用封口膜密封,置于30℃,

180r/min的摇床中振荡培养7天.培养结束后,用
0.45μm的滤膜收集培养基中产生的棕黄色沉淀

物,用蒸馏水清洗3~4次后离心,将清洗后合成的

矿物冷冻干燥后置于干燥器中保存.取少量矿物进

行XRD测试以确定合成矿物的成分以及纯度.还原

实验开始前对合成的黄钾铁矾进行充分研磨,过
200目的筛子,保存备用.
1.2 菌株的活化

S.putrefaciensCN32(中国地质大学(武汉)
地质微生物学实验室保藏菌株)是兼性厌氧的异化

铁还原菌,采用TSB培养基(OxoidLtd,Hampshi-
er,UK,配置时使用的浓度为30g/L)在有氧的条件

下活化菌株.将配制好的TSB培养基的pH调节至

7.2左右,接种异化铁还原菌S.putrefaciensCN32
后,置于30℃、180r/min的摇床中振荡培养.待细

菌培养至对数中后期,转接菌液至新鲜 TSB培养

基,重复3次.
实验所用的硫酸盐还原菌为D.vulgaris,属于

δ变形杆菌,严格厌氧.用简易乳酸盐培养基对 D.
vulgaris进行活化(WiddelandBak,1992),培养过

程中严格除氧.在配制培养基的过程中,还原溶液和

FeSO4 溶液需单独配制并过滤除菌.培养基中其他

成分完全溶解后用1mol/LHCl调节pH到7.2左

右分装到100mL血清瓶中,装有培养基的血清瓶

与还原溶液、FeSO4 溶液分别用 N2/CO2 混合气

(体积比为80/20)除氧30min,之后立即加塞、压铝

盖密封.血清瓶中的培养基经过高温高压灭菌后按

比例分别加入还原溶液和FeSO4 溶液以去除培养

基中残留的氧气,待培养基中氧气除尽后接种 D.
vulgaris,在37℃下避光恒温培养.
1.3 黄钾铁矾还原实验

1.3.1 S.putrefaciensCN32还原黄钾铁矾的实验

设计 采用非增长型培养基开展S.putrefaciens
CN32还原黄钾铁矾的实验.非增长型培养基为

NaHCO3 缓冲液(20mmol/L NaHCO3 缓 冲 液,

1g/L酵 母 浸 膏),其 中 黄 钾 铁 矾 作 为 电 子 受 体

(5g/L)和乳酸钠溶液(50mmol/L)作为电子供体.
设计了如下2组对照实验:(1)不接种任何菌液的化

学对照组,用以探究化学作用下的黄钾铁矾的还原

作用,编号为Blank,后文用B组代表;(2)接种S.
putrefaciensCN32的生物实验组,用以探究异化

铁还原菌对黄钾铁矾结构铁的还原作用,该组编号

为Cell,后文用C组代表.每个实验组都做了2个平

行对照.文中实验数据是2个平行样品的均值.
还原 实 验 所 用2种 培 养 基 配 制 完 成 后,用

1mol/LHCl将pH调至7.2左右,分别分装到8个

100mL的血清瓶中,然后向培养基中吹入N2/CO2
混合气(体积比为80/20)除氧30min,之后立刻加

塞、压铝盖密封,高温高压灭菌.乳酸钠溶液通入

N2/CO2(体积比为80/20)混合气做除氧处理后,再
经过0.2μm的滤膜除菌,之后与装有培养基的血清

瓶一同转入COY厌氧手套箱中(内充有体积分数

为98% N2 和2% H2 的混合气).随后向每组培养

基中加入适量的乳酸钠溶液,使得培养基中乳酸钠

的最终浓度达到50mmol/L.
当S.putrefaciensCN32在TSB培养基中生

长到对数中后期,取少量菌液进行吖啶橙染色,用显

微镜对菌液进行计数,以获得菌液中细胞的浓度.将

S.putrefaciensCN32培养物转移到厌氧手套箱

中,取适量的菌液离心收集S.putrefaciensCN32
细胞(4000r/min,10min),倒去上层清液,用无菌

厌氧的蒸馏水将收集的细胞清洗3~4次,用事先除

氧并灭 菌 的 NaHCO3 缓 冲 液 和 TSB 培 养 基 各

1mL,分别轻轻吹打收集到的细胞,制成细胞悬浮

液,再分别转移到相应实验组培养基中,使得实验接

种的细胞最终浓度为1×108 个/mL.最后将血清瓶

转入37℃恒温培养箱中避光培养.
1.3.2 D.vulgaris还原黄钾铁矾实验的设计 采

用非增长型培养基(20mmol/LNaHCO3 缓冲液,

1g/L酵母浸膏,1mg/L刃天青),其中含有黄钾铁

矾(2g/L,电子受体)和乳酸钠溶液(50mmol/L,电
子供体)开展D.vulgaris对黄钾铁矾的还原作用.
共设计了三组实验:(1)不接种任何菌液的化学对照

组,编号为 Blank,后文用 B组代表;(2)接种 D.
vulgaris的生物实验组,编号为Cell,后文用C组代

表;(3)加入电子穿梭体蒽醌-2,6-双磺酸盐(AQDS)
并接 种 D.vulgaris 的 生 物 实 验 组,用 以 判 断

AQDS对D.vulgaris还原黄钾铁矾能力的促进作
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用,该组编号为Cell+AQDS,后文用C+A组代表.
每个实验组都做了2个平行对照.文中实验数据是2
个平行样品的均值.

还原实验所用培养基配制完成后,用1mol/L
HCl将pH调至7.2左右,分装到100mL血清瓶

中,然后向培养基中吹入N2/CO2 混合气(体积比为

80/20)除氧30min,之后立马加塞、压铝盖密封.高
温高压灭菌后转入COY厌氧手套箱中(充有体积

分数为98% N2 和2% H2 的混合气).如有必要,加
入适量质量浓度为1.5%的 Na2S溶液来去除培养

基中残留的氧气.乳酸钠溶液与AQDS溶液同样需

要通入N2/CO2 混合气做除氧处理,之后用0.2μm
的滤膜除菌.随后向每组的培养基中加入适量的乳

酸钠溶液,使得培养基中乳酸钠的最终浓度达到

50mmol/L.在实验组C+A中还需加入一定量的

浓度为10mmol/LAQDS溶液以促进电子传递,

AQDS的最终浓度为0.1mmol/L.
细胞计数、接种等操作以及培养条件等与S.

putrefaciensCN32还原实验相同.最终细胞的浓度

为3×108 个/mL.
1.4 Fe2+的检测

为了检测黄钾铁矾晶格中Fe3+的还原过程,总

Fe2+ 和 可 溶 Fe2+ 浓 度 均 采 用 Ferrozine法 检 测

(Stookey,1970).依据下列公式分别计算还原过程

中的最大Fe3+还原速率以及最终的Fe3+还原率.

铁还原率=
(Fe2+)总 -(Fe2+)0

(Fe3+)总
×100% ,(1)

铁还原速率=
[(Fe2+)总 -(Fe2+)0]某段时间内

ΔT
,

(2)
其中(Fe2+)总 代表某个时间点的总Fe2+ 浓度(单位:

mmol/L),(Fe2+)0 代表体系中初始的Fe2+浓度(单位:

mmol/L),(Fe3+)总代表加入实验体系中的Fe3+浓度

(单位:mmol/L),ΔT 是某段特定的时间(单位:h).
1.5 X射线衍射(XRD)分析

XRD的样品制备采用涂片法,取2mL溶液用

无菌厌氧水清洗3~4次,离心制成悬浊液,涂在载

玻片上,置于厌氧手套箱中自然风干.分析使用

X􀆳PertPRODY2198型X线粉末衍射仪.入射光源

为CuKα辐射,条件为仪器功率为1400W(管压

40kV,管流35mA),扫描范围为2°~65°(2θ),步长

0.02°,扫描速度为0.01°/s,采用超能探测器.
1.6 扫描电镜(SEM)分析

应用SEM(Quanta450FEG)貌观察.SEM 加

速电压范围为10~15kV,激发电子束电流为30~
40μA.同时利用配置的能谱仪(energydispersive
spectroscopy,简称EDS,SDDIncaX-Max50)分析

矿物元素成分.

2 实验结果

2.1 S.putrefaciensCN32对黄钾铁矾的还原

2.1.1 还原过程中Fe2+ 浓度的变化 化学对照组

(B组)的总Fe2+ 的浓度极低,且基本保持不变(图

图1 S.putrefaciensCN32还原黄钾铁矾晶格Fe3+ 后总

Fe2+随时间的变化

Fig.1 VariationoftotalFe2+ concentrationsresultingfrom

jarositereductioninS.putrefaciensCN32inoculated
systemsandabioticsystems

1);而接种了S.putrefaciensCN32的实验组C中则

检测到了Fe2+,Fe2+的浓度在24h之内并没有明显

增长,24h以后Fe2+的浓度快速增加,至96h达到了

稳定,最终的浓度仅为0.130±0.002mmol/L(图1).
根据公式(1)和(2)计算Fe3+ 的最大还原速率以及

Fe3+的最终还原率分别为0.001mmol·L-1·h-1和

0.37%.
2.1.2 S.putrefaciensCN32还原黄钾铁矾后物相

的变化 对实验体系中的沉淀物进行XRD分析,
结果显示,化学对照组和生物实验组反应结束后残

余物的衍射图谱与原始的黄钾铁矾相吻合,未发现

次生矿物的形成(图2).
2.2 D.vulgaris对黄钾铁矾结构Fe3+的还原

2.2.1 还原过程中Fe2+ 浓度的变化 总Fe2+和水

溶Fe2+的浓度在化学对照组(B组)中基本保持不

变,且浓度极低(图3).而接种了D.vulgaris的实

验组,总Fe2+ 与水溶Fe2+ 的浓度的变化趋势相一

致,12h后Fe2+的浓度快速增加,直到96h上升速

度减缓,Fe2+浓度缓慢增加并在168h内达到稳定.
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图2 化学对照组(a)和S.putrefaciensCN32与黄钾铁矾

反应后(b)残余颗粒物的XRD图谱

Fig.2 XRDspectrumsoftheresiduesinabioticsystems(a)

andinS.putrefaciensCN32inoculatedsystems(b)

图3 D.vulgaris还原黄钾铁矾过程中水溶Fe2+(a)与总

Fe2+浓度(b)随时间的变化曲线

Fig.3 VariationofaqueousFe2+(a)andtotalFe2+concentra-
tions(b)inD.vulgarisinoculatedsystemsandabiotic
systems

电子穿梭体AQDS会显著促进D.vulgaris对黄钾

铁矾的还原作用.培养24h之后,C+A组较C组中

Fe2+的浓度明显升高,C+A组最终的总Fe2+ 与水

溶Fe2+的浓度分别达到了2.96±0.06mmol/L和

2.11±0.02mmol/L,而 C组则仅分别为2.24±
0.02mmol/L和1.32±0.02mmol/L(图3).C组

Fe3+的 最 大 还 原 速 率 和 最 终 的 还 原 率 分 别 为

0.017mmol·L-1·h-1和16.80%,而C+A组的

则分别为0.026mmol·L-1·h-1和24.30%(图3,

图4 D.vulgaris 还原黄钾铁矾过程中可溶 Fe2+ 占总

Fe2+的百分含量

Fig.4 PercentagevariationofaqueousFe2+intotalFe2+in
D.vulgarisinoculatedsystems

图5 D.vulgaris与黄钾铁矾反应后残余颗粒物的XRD结果

Fig.5 XRDspectrumsoftheresiduesinD.vulgarisinocu-
latedsystems

a.化学对照组;b.接种菌液的实验组;c.接种菌液并添加AQDS的实

验组
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图6 不同实验组D.vulgaris与黄钾铁矾反应后残余颗粒物的扫描电镜图像

Fig.6 SEMimagesofresiduesinD.vulgarisinoculatedsystems
a.化学对照组;b.接种菌液的生物实验组;c,d.额外添加AQDS的生物实验组生成的菱铁矿的形态及能谱扫描结果

表1).由此可见,AQDS能够促进D.vulgaris对黄

钾铁矾晶格结构中Fe3+的还原.
值得注意的是,在接种了细胞的实验组中(C组

和C+A组),水溶Fe2+与总Fe2+浓度差别并不大,
且水溶Fe2+所占比例随着时间的延长逐渐增加(图

4).C组初始的水溶Fe2+比例为42.3%,在6h有所

降低,水溶Fe2+ 比例仅为24.0%,随后即开始逐渐

增加到第168h时的58.2%.C+A组水溶Fe2+比例

的变化趋势与C组相似,初始比例为47.7%,同样

在6h降低至24.0%,到168h增加至70.0%,之后

基本稳定.由此可知黄钾铁矾结构Fe3+被还原后产

生的Fe2+绝大部分是以可溶态形式存在的.
2.2.2 还原前后残余物的物相变化 3组实验体系

中的固体残余物的XRD分析显示,B组反应结束

后,残余物的特征峰中未检测到黄钾铁矾以外的其

他矿物的衍射峰(图5a);C组除了仍然有十分微弱

的黄钾铁矾特征峰外,还出现了菱铁矿的特征峰(图

5b);C+A组黄钾铁矾的特征峰完全消失,除了菱

铁矿的特征峰外,还检测到蓝铁矿的特征峰(图5c).
2.2.3 反应残余物的形态及元素组成 化学对照

组中,黄钾铁矾呈圆润颗粒状(图6a).而接种了菌液

的C、C+A两组,黄钾铁矾在经过硫酸盐还原菌作

用后形貌特征发生了极大变化,C组反应后的沉淀

物中除了有黄钾铁矾外,还能够观察到土状、块状以

及颗粒状矿物(图6b),C+A组沉淀物中出现了菱

面体的菱铁矿(图6c),经能谱扫发现其主要元素为

Fe、C、O(图6d),这与在XRD图谱中鉴定的菱铁矿

相吻合.

3 讨论

3.1 S.putrefaciensCN32对黄钾铁矾的还原能力

典型的异化铁还原菌S.putrefaciensCN32对

黄钾铁矾具有一定的还原能力,水溶Fe2+最终的浓

度仅为0.130±0.002mmol/L,Fe3+ 的最大还原速

率 以 及 Fe3+ 的 最 终 还 原 率 分 别 为

0.001mmol·L-1·h-1和0.37%.非增长型实验体

系是一种贫营养的环境,S.putrefaciensCN32仅

能依靠实验开始时加入的少量乳酸钠耦联Fe3+ 的

还原来获得能量维持生命活动.随着时间的推移,细
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胞活性逐渐降低,S.putrefaciensCN32对黄钾铁

矾的还原逐渐停止.实验结束后沉淀物的XRD结果

表明未检测到黄钾铁矾以外的其他矿物,即S.pu-
trefaciensCN32还原黄钾铁矾产生的Fe2+ 并未能

以次生矿物的形式沉淀下来或者形成的次生矿物含

量极低而无法检测到.
前人利用CN32菌株在中性条件下(pH=7.0)

对含有不同重金属(Ag、Pb、Tl)的黄钾铁矾进行了

还原实验,实验过程中 Fe2+ 的最大浓度分别为

1.75mmol/L,0.2mmol/L,和4.6mmol/L(Weis-
eneretal.,2008;Smeatonetal.,2009;2012),经计

算,各实验中微生物对黄钾铁矾的还原率分别为

1.90%,0.14% 和 27.30%.除 了 Smeatonetal.
(2012)的还原率较高外,其他结果与笔者的结果比

较接近.同一菌株对黄钾铁矾还原能力的差异与实

验条件密切相关,如培养基中营养物质的供应,实验

中细胞的初始浓度,培养温度以及黄钾铁矾中所含

重金属的释放以及实验时间的长短等.笔者采用的

是非增长培养基,培养基中添加了1g/L的酵母浸

膏,细胞的初始浓度为1×108 个/mL,且利用了

NaHCO3 缓冲液来稳定实验过程中的pH.Fe2+ 在

188h达到最高,之后稍有下降.由于体系中Fe2+本

身的浓度较低,而Fe2+又是次生矿化过程中的主要

驱动力(Hanseletal.,2005),因此本实验利用XRD
并未检测到有其他次生矿物的出现.但在188h笔者

检测到溶液中Fe2+有所降低,这可能与次生矿物的

形成有关.可能是由于XRD的检测限较高(5%),在

XRD图谱上笔者并未检测到次生产物的特征峰.
与 CN32 相 比,另 一 株 异 化 铁 还 原 菌 She-

wanellaoneidensisMR-1对黄钾铁矾的还原研究

中Fe2+的最高浓度为0.183mmol/L,还原程度为

0.3%(Ouyangetal.,2014).但Fe2+ 浓度在实验过

程中下降明显,并检测到了丰富的次生矿物,中间产

物有铜绿,针铁矿,而最终的次生产物为磁铁矿和菱

铁矿(Ouyangetal.,2014).次生矿物的形成不仅与

体系中Fe2+的浓度有关,还与体系中其他阴阳离子

的浓度相关.由于该实验体系中也加入了 NaHCO3
作为缓冲剂,因此除了铁的氧化物外,还有菱铁矿的

形成.
3.2 D.vulgaris还原黄钾铁矾的机理讨论

本研究中D.vulgaris对黄钾铁矾最大的还原速

率和最终的还原率分别为0.026mmol·L-1·h-1和
24.30%.尽管硫酸盐还原菌以还原SO42- 生成 H2S
而得名,但是SO42-并不是硫酸盐还原菌代谢过程中

唯一可利用的末端电子受体,许多氧化态的金属元素

如Fe3+、Mn4+、Cr6+、U6+均可以作为末端电子受体,
被硫酸盐还原菌所还原(Lovleyetal.,1993;Lovley
andPhillips,1994;Micheletal.,2001;Lietal.,2006;
Liuetal.,2012).与以往铁的氧化物以及含铁的粘土

矿物不同,黄钾铁矾的晶格结构中既有Fe3+ 又有

SO42-,两者都可以作为D.vulgaris代谢的末端电子

受体,因此,硫酸盐还原菌还原黄钾铁矾的反应过程

备受关注.
关于D.vulgaris对黄钾铁矾的还原作用的反

应机理,根据前人的研究可以用2种反应机制来解

释(Colemanetal.,1993;Lovelyetal.,1993).第1
种反应机制是间接还原作用,该作用的反应方程式

如下:

2CH3CHOHCOO-+SO42- →2CH3COO- +
H2S+2HCO3-, (3)

H2S+2Fe3+→2Fe2++S+2H+, (4)
即硫酸盐还原菌首先还原SO42- 生成 H2S气

体,H2S具有极强的还原性,可以将 Fe3+ 还原为

Fe2+.由于黄钾铁矾晶格中含有SO42-,理论上这种

作用可以存在.然而值得注意的是,C+A组XRD结

果显示该组没有黄钾铁矾的特征峰出现,但就Fe3+

的还原率来看只有24.30%,这说明该组反应后沉淀

物中应该还有黄钾铁矾的残余,但由于其含量低于

XRD的检测限,因此在XRD图谱上没有显示.
第2种反应机制是酶促作用,SRB细胞膜上包

含不同的细胞色素,这些细胞色素可以直接传递来

自Fe3+的电子(Colemanetal.,1993;Lovleyetal.,
1993;TeboandObraztsova,1998;Senkoetal.,
2009).该作用的反应方程式如下:

4Fe3++CH3CHOHCOO-+2H2O→4Fe2++
CH3COO-+HCO3-+5H+, (5)

这种方式在SRB与只含有Fe3+的氧化物及粘

土矿物相互作用中普遍存在(Liuetal.,2012).本次

实验中,D.vulgaris究竟利用哪种机理来还原黄钾

铁矾笔者还不能确切甄别.但有研究表明,在有

AQDS的情况下,SO42-对D.vulgaris还原蒙脱石

的影响不大,但没有AQDS,添加SO42-会大大提高

D.vulgaris对蒙脱石晶格Fe3+起始的还原速率以

及最终的还原程度(Liuetal.,2010,2012).在本实

验中D.vulgaris对黄钾铁矾显示出较强的还原能

力,这可能与D.vulgaris具有间接还原Fe3+ 的机

理有关.实际上,SO42-对微生物还原Fe3+的促进作

用在前人研究中也有报道.如SO42- 的存在会加强
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硫酸盐还原菌DesulfovibriodesulfuricansG-20对

铁氧化物如水铁矿、针铁矿、赤铁矿、磁铁矿和柠檬

酸铁的还原作用,使各自的还原率由原来的4.6%、

5.3%、3.7%、8.8%和23.0%提高到100%、73.9%、

64.3%、97.3% 和100%(Lietal.,2006).
此外,黄钾铁矾Fe3+还原产生的Fe2+大部分呈

可溶态,吸附或者形成次生矿物的Fe2+所占比例较

低.这与粘土矿物还原的结果不同,微生物还原粘土

矿物的过程中,水溶 Fe2+ 极低(Liuetal.,2010,

2011a,2011b),这是由于粘土矿物的性质决定的.粘
土矿物表面带有丰富的负电荷,使得还原产生的

Fe2+极易吸附在粘土矿物的表面.黄钾铁矾本身比

表面积较大,也具有很强的吸附能力,水溶Fe2+ 浓

度在6h出现的下降很可能就是被黄钾铁矾吸附所

导致.然而随着反应的进行,黄钾铁矾吸附位点逐渐

被饱和,再加上次生矿物菱铁矿的吸附能力并不强,
因此,大量的Fe2+以可溶态存在溶液中.
3.3 S.putrefaciensCN32与D.vulgaris对黄钾

铁矾还原作用的比较

在相同的实验条件下,D.vulgaris对黄钾铁矾

中Fe3+ 的最大还原速率和最终铁的还原率分别为

0.017mmol·L-1·h-1和16.80%(表1),远高于在

相同的实验条件下S.putrefaciensCN32对黄钾铁

矾的还原速率以及最终Fe3+还原率,这应该与黄钾

铁矾含有SO42-有关.如前所述,SO42-对硫酸盐还

原菌还原铁的氧化物具有促进作用已经被证实(Li
etal.,2006).D.vulgaris 可以优先将黄钾铁矾晶

格中的SO42- 还原成 H2S,H2S进而促进晶格中

Fe3+的还原.
AQDS能够促进微生物与矿物之间的电子传

递,因此促进了D.vulgaris对黄钾铁矾的还原,添
加了AQDS的实验组的Fe3+还原速率和最终Fe3+

还原率均高于未添加AQDS的实验组(表1),然而

与相同水化条件下D.vulgaris在存在AQDS时对

粘土 NAu-2还原率(33.6%)相比却低很多(Liu
etal.,2012).与D.desulfuricans菌株G-20在硫酸

盐存在的条件下还原铁氧化物高达60~75%的还

原率相比更是相差甚远(Lietal.,2006).当然微生

物对含铁矿物的还原能力与不同的硫酸盐还原菌菌

株密切相关(Lovelyetal.,1993),同时也与所用的

含铁矿物本身直接相关.就本实验的结果来看,异化

铁还原菌S.putrefaciensCN32对黄钾铁矾的还原

能力弱于硫酸盐还原菌D.vulgaris.与前人所报道

的其他硫酸盐还原菌菌株相比,D.vulgaris的还原

能力较弱.
3.4 次级矿化过程

有机物的氧化耦联含铁矿物的还原这个过程会

导致无定型矿物以及多种含铁次生矿物的形成,比
如绿锈([Fe2+4 Fe3+2 (OH)12]2+[A·2H2O],其中A
代 表 阴 离 子),针 铁 矿 [FeO(OH)],磁 铁 矿

(Fe3O4),菱铁矿(FeCO3),蓝铁矿[Fe3(PO4)2·

8H2O]等(NealsonandSaffarini,1994;Fredrickson
etal.,1998;Dongetal.,2000;Kukkadapuetal.,

2001;Parmaetal.,2001;Zacharaetal.,2002;Han-
seletal.,2003).在本实验中检测到了菱铁矿与蓝

铁矿.有研究表明(Ouyangetal.,2014),在S.onei-
densisMR-1异化还原黄钾铁矾的过程中能够检测

到绿锈与针铁矿等中间产物,而磁铁矿与菱铁矿则

是主要的终产物(Ouyangetal.,2014).
由于笔者的实验体系中以 NaHCO3 作为缓冲

液,加上近中性的pH,有利于菱铁矿的形成.在添加

了细胞的2种实验体系中全部检测到了菱铁矿.然
而在额外添加了电子穿梭体 AQDS的体系中还检

测到了蓝铁矿[Fe3(PO4)2·8H2O].实验所用培养

基成分中没有磷酸盐,推测磷酸根应该与微生物有

关.据 报 道 典 型 异 化 铁 还 原 菌 S.putrefaciens
CN32还原Pb-黄钾铁矾的过程中在细菌细胞质内

会有高电子密度的纳米颗粒形成,利用能谱分析笔

者发现除了构成细胞的基本元素比如C、S等外,这
些纳 米 颗 粒 还 富 含 Pb(原 子 分 数 为90.38%~
92.74%)和P(1.76%~2.26%).对细胞壁的EDS分

析也发现了Pb、C、Fe以及低浓度的P和O.但是实

表1 S.putrefaciensCN32和D.vulgaris还原黄钾铁矾最大还原速率以及最终还原率的比较

Table1 ComparisonofthemaximumbioreductionrateandfinalbioreductionextentofjarositebyS.putrefaciensCN32and
D.vulgaris

参数
S.putrefaciensCN32 D.vulgaris

未添加AQDS 未添加AQDS 添加AQDS

最大还原速率(mmol·L-1·h-1) 0.001 0.017 0.026

Fe3+还原率(%) 0.37 16.80 24.30
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验所用的培养基中也是缺乏磷的,所以有学者认为磷

的来源为细胞的组分比如 DNA、RNA 以及磷脂

(Smeatonetal.,2009).此外,也有部分研究报道细胞

能够沉淀无定型的多聚磷酸铅或者是磷酸铅晶体

(Aickinetal.,1979;Levinsonetal.,1996;Mireetal.,
2004;Perdrialetal.,2008).然而细胞组分比如DNA、

RNA以及磷脂中的磷元素并不是以磷酸根的形式存

在的,因此细胞能否为磷酸盐矿物的形成提供PO43-

还有待进一步商榷.有研究表明蛋白胨和酵母浸膏降

解会产生磷酸根,为磷酸盐矿物的沉淀提供磷源

(Sánchez-Románetal.,2007).考虑到本实验体系中

也存在少量的酵母浸膏,我们推断蓝铁矿中的磷酸根

可能与酵母浸膏降解产生的磷酸根有关.

4 结论

本文探讨了在近中性、厌氧条件下异化铁还原

菌和硫酸盐还原菌对黄钾铁矾的异化还原作用以及

随之发生的次级矿化作用.同等条件下D.vulgaris
对黄 钾 铁 矾 的 还 原 能 力 大 于 S.putrefaciens
CN32,这应该与D.vulgaris具有双重的还原机制

有关.D.vulgaris既可以还原黄钾铁矾中SO42-又

可以还原其晶格中的Fe3+,而SO42- 还原产生的

H2S具有很强的还原作用,可以增强体系中Fe3+的

还原.AQDS的加入能大大提高D.vulgaris对黄钾

铁矾的还原能力,使还原率由16.80%提高到24.
20%.但是与其他已报道的硫酸盐还原菌菌株相比,

D.vulgaris 的铁还原效率仍然较低.由于S.pu-
trefaciensCN32对黄钾铁矾的还原率很低,只有0.
37%,因此在该实验体系中并未检测到次生矿物的

形成.而在D.vulgaris两种实验体系中均检测到了

菱铁矿,这与实验体系中使用的NaHCO3 缓冲液有

关.在加入了 AQDS的体系中还检测了蓝铁矿,推
测与培养基中酵母浸膏的降解而产生的磷酸根有

关.异化铁还原和硫酸盐还原菌在自然界中广泛存

在,它们的存在会使得含Fe3+矿物被还原和新的次

生矿物的形成.由于黄钾铁矾被认为是潜在的重金

属去除的矿物材料,详细了解微生物对黄钾铁矾的

还原作用以及相关的矿物转化对深刻理解Fe的地

球化学循环以及酸性矿坑水地区重金属的污染治理

具有重要的参考意义.
致谢:实验中XRD和SEM 分析在中国地质大

学(武汉)地质过程与矿产资源国家重点实验室完

成,特此致谢!
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