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摘要：【目的】研究安徽某铁矿不同矿山废水库中微生物群落结构特征及其影响因素。【方法】对比分析

了该铁矿 3 个大型废水库的地球化学特征，并用高通量测序技术研究了水体中微生物群落组成，进而用

统计学方法解析了环境因子对微生物群落结构的影响。【结果】3 个废水库中有 2 个为酸性，1 个为中

性，理化性质有明显的差异。近年形成的塌方采场废水库(TF) pH 仅为 2.55±0.01，Fe 浓度高达 154.95±     
0.78 mg/L，SO4

2–浓度为 3374.86±3.81 mg/L；形成于 20 世纪 70 年代的排土场废水库(PT)酸性略弱     
(pH 2.9±0.02)，Fe 浓度(34.57±4.00 mg/L)与 TF 相比明显降低，SO4

2–浓度则高达 10398.98±626.70 mg/L；

东沙采场废水库(DS)则为中性(pH 7.55)，但 SO4
2–仍高达 4162.99 mg/L，主要的金属离子为 Mg  

(594.90 mg/L)、Ca (650.10 mg/L)。3 个废水库的原核生物多样性随 pH 的升高而升高。两个酸性废水库

的原核生物组成较为接近，但 TF 的化能自养菌含量较高(69.54%±2.89%)，PT 的化能异养菌含量较高

(64.45%±13.81%)。自养铁氧化菌 Ferrovum 在 TF 中的比例高达(64.17±1.84)%，在 PT 中则下降为

(35.39±13.74)%。但 PT 中含有丰富的化能异养嗜酸菌如 Acidicapsa (15.75%±3.99%)、Acidiphilium 

(10.65%±2.05%)、Acidisphaera (6.34%±1.02%)等。DS 中虽然也含有较高的金属离子和 SO4
2–，但其中的

原核生物组成与 TF 和 PT 截然不同，主要为 Limnohabitans (18.47%)、Rhodobacter (8.42%)等。3 个废水

库的真核生物群落主要由藻类组成，酸水库 TF 和 PT 中主要为棕鞭藻属(Ochromonas)和胶球藻属 
(Coccomyxa)，棕鞭藻属在 TF 中(53.65%±2.02%)占优势，胶球藻属 在 PT 中(68.84±10.4%)占优势，中性

废水库 DS 中则主要是小环藻属(Cyclotella)(49.85%)。经统计学分析，pH 是影响矿山废水微生物多样性

和群落组成的主要环境因素。 
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矿山废水是在矿山开采过程中产生的各种废

水的总称。地下水渗流到矿井中，之后这些水被

排放到地表，汇集在一起形成矿山废水；采矿过

程中产生大量的矿山废石或尾矿，在露天堆放储
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存时，经过风化、雨水冲刷也可形成矿山废水[1]。

矿山废水中通常含有高浓度的重金属和有机污染

物[2]，排放后会对土壤和水体造成严重污染，导致

动植物大量死亡，并通过食物链最终危害人体健

康。在采矿停止数百年后，矿山废水仍然可以持

续造成污染[3]。 

按照矿山废水的酸碱度可以分为碱性矿山废

水和酸性矿山废水[4]。碱性矿山废水来源于选矿作

业。在对矿石进行浮选过程中，为获取最佳的分

离效果，需要对矿浆体系加入酸碱调整剂进行调

整，由此而产生的矿山废水通常呈碱性。但在矿

山环境中，分布最广、危害最严重的是酸性矿山

废水(acid mine drainage，AMD)，它是全球工业和

后工业区域最严重的水污染形式之一[5]。酸性矿山

废水的 pH 值通常为 2–4，含有高浓度的铁、铝、

锰、铅、镉、锌和砷等有毒金属和准金属，危害

十分严重[6]。酸性矿山废水是在采矿或者硫化矿石

(如黄铁矿或砷黄铁矿)加工时所产生的废物与含

氧水接触时所产生的。以黄铁矿为例，其总体化

学反应式为：FeS2+14Fe3++8H2O→15Fe2++2SO4
2–+ 

16H+。从方程式中可以看出，Fe3+是黄铁矿最主要

的氧化剂。Fe3+氧化黄铁矿形成 H2SO4，而产物中

的 Fe2+又会被氧气氧化成 Fe3+，Fe3+再与黄铁矿反

应，这样就形成了一个循环。不过在酸性条件下，

水体中大量的 H+使得 Fe2+的非生物氧化速度变

慢[3]。但是在低 pH 条件下，一些嗜酸铁氧化微生

物可以将 Fe2+氧化为 Fe3+来获得能量，用于自身

的生长。这些微生物的存在大大提高了黄铁矿氧

化速率，加速了酸性矿山废水的形成[7]。已经有许

多研究者报道了各种酸性条件下的微生物群落结

构组成和变化规律[8]。这些研究为全面了解酸性微

生物在酸性矿山废水的产生和在酸性条件下元素

循环中的作用提供了可能，对修复矿山环境也具

有极其重要的意义。 

中国安徽省东部某铁矿于 20 世纪初开始开

采，开采过程中形成了大量矿坑。这些矿坑经过

自然降水和人工排水，形成了大小不一的矿山废

水库。这些矿山废水库中的废水经过下渗、漫流，

严重污染环境，是中国矿山废水污染的典型案例。

这些不同时期形成的矿山废水库，是研究矿山废

水形成机制、微生物群落结构和功能演变过程的

良好样本。因此本研究选择了 3 个不同时期形成

的矿山废水库采集样品，研究了矿山废水中微生

物多样性及群落结构的变化规律，进而探索了环

境因子对微生物群落的影响。研究结果可以为控

制矿山废水的产生及生物修复提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  采样区描述及样品采集 

研究区域位于安徽省东部，属亚热带季风气

候，年平均气温 16 °C，年降水量为 1100 mm[9]。

本研究选取了 3 个规模较大且形成过程不同的废

水库作为研究对象。塌方采场废水库(TF)原为一

个露天采坑，发生山体滑坡后停止生产。由于降

水对矿坑内矿石的氧化，于 2013 年前后在采坑内

形成大量酸性废水。目前该废水库长约 460 m，宽

约 300 m，水域面积约 8.42×104 m2。 

排土场废水库(PT)在 TF 废水库的东侧，直线

距离大约相距 2 km。该废水库形成于 20 世纪 70

年代，水库周边是该矿区主要废石堆放地。大量

的含硫废矿石经风吹雨淋，经过一系列氧化反应

形成酸性废水汇集到一起形成如今的废水库。该

水库目前长约 700 m，宽约 300 m，总汇水面积约

3 km2，水域面积约 1.0×105 m2。 

东沙采场废水库(DS)在 TF 废水库的西南约
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500 m。该废水库原为该矿区最早形成的大型采

坑。经过长年采矿，矿石已经枯竭，现已闭坑十

余年，目前用于储存尾矿浆。该废水库目前长约

750 m，宽约 590 m，水域面积约 3.32×105 m2。 

虽然这 3 个废水库直线距离很近，但由于形

成时间和形成方式不同，所以物理化学参数有明

显差异，是研究矿山废水中微生物群落结构和演

变的良好样本。 

1.2  样品采集 

本研究于 2015 年 10 月采集了这 3 个矿山废

水库的表层水样。采样点距离库边大约 50 cm，采

集深度约为 10–20 cm，采样点如图 1 所示。塌方

废水库采集样品 2 个，命名为 TF1、TF2，两点相

距约 150 m。在排土场废水库采集样品 3 个，分别

命名为 PT1、PT2、PT3，PT2 距离 PT1 约有 320 m，

PT3 和 PT1 相距约 250 m，PT2 与 PT3 相距约 230 m。

因为东沙采场废水库仍在生产，无法进入内部区

域采样，所以仅在矿浆排放口附近采集样品 1 个，

命名为 DS。 

用于测定 TIC/TOC 的样品在现场用 0.45 μm

的滤器过滤到棕色玻璃瓶中，并加入 HgCl2 进行

生物灭活。用于其他物化指标测试的样品均过滤

到聚乙烯瓶中，测定金属的样品加适量硝酸酸化。

用 0.22 μm 的水系无菌滤膜过滤 1000 mL 的水样

收集菌体，用于后续生物分析。所有的样品采集

完成后都保存于 4 °C 保温箱，并立即带回实验室

进行分析。 

1.3  物化参数测定 

水 样 的 温 度 和 pH 利 用 哈 纳 水 质 测 定 仪

(Hanna，Italy)现场进行测定，其他指标均在实验

室 测定。利 用离子色 谱仪 (Thermo， USA)测 定

SO4
2– 、 Cl– ， 有机 碳测 定分 析仪 (Analytikjena，

Germany)测定 TIC/TOC，ICP (ICP-AES，Thermo，

USA)测定金属元素[10]。在 105 °C 将样品蒸发至恒

重测定矿化度。依据水和废水监测分析方法(第四

版)中的标准方法测定二价铁、总磷、硝氮、氨氮，  

 
图 1.  采样点位置图 

Figure 1.  Locations of sampling sites. 
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具体方法为：利用邻菲罗啉分光光度法测定二价

铁，利用钼锑抗分光光度法测定总磷，利用紫外

分光光度法测定硝氮，利用纳氏试剂分光光度法

测定氨氮[11]。 

1.4  DNA 提取、PCR 扩增及高通量测序 

利用 MPBio FastDNA® DNA 试剂盒提取水样

DNA，提取后于–80 °C 冰箱保存。 

用高通量测序引物 F515 (5ʹ-GTGCCAGCMG 

CCGCGGTAA-3ʹ)和 R806 (5ʹ-GGACTACVSGGGT 

ATCTAAT-3ʹ)[12]扩增原核生物 16S rRNA 基因。用

F528 (5ʹ-GCGGTAATTCCAGCTCCAA-3ʹ)和 R706 

(5ʹ-AATCCRAGAATTTCACCTCT-3ʹ)扩 增 真 核 微

生物 18S rRNA 基因。其中，上述引物 R806 和 R706

各有一段 12 bp 的 Barcode 序列，用以区分不同的

样品。原核生物和真核生物 16S/18S rRNA 基因

PCR 反应条件为：预变性 94 °C 3 min；变性 94 °C 

30 s，退火 50 °C 30 s，延伸 72 °C 90 s，共 35 个

循环；最后在 72 °C 下延伸 10 min。 

PCR 扩增产物用 1%的琼脂糖凝胶进行电泳

检测，若扩增片段符合要求，则用 2%琼脂糖凝胶

进行电泳跑胶，并将目的片段于紫外灯下切下，利

用 DNA 凝胶回收试剂盒 KitVer.2.0 (TaKaRa)进行

纯化。扩增纯化后的样品送至上海美吉生物医药科

技有限公司采用 Illumina Miseq 测序仪进行测序。 

1.5  数据分析 

获得的高通量数据利用 Mothur 软件鉴定并去

除低质序列和嵌合体，不同样品获得的高质量序

列为 15930–29496。为了减少由于不同测序深度引

起的潜在偏差，统一测序深度为 15900。用 cluster

命 令 得 到 相 似 性 大 于 97% 的 OTU(operational 

taxonomic unit)，再使用 classify.seqs 命令把代表

性 OTU 与 silva.na_v128 数据库进行对比分析，置

信度阈值为 80%。用 summary.single 命令计算

Shannon 多样性指数。 

所有的统计分析都使用 R 包 (http://www.r- 

project.org/)来实现的。使用 R 包 gplots 对不同样

品中的属的相对丰度进行聚类和可视化。基于

OTU 相对丰度的 Bray-Curtis 距离，进行相似性分

析 (ANOSIM) 比 较 不 同 样 品 的 微 生 物 群 落 。 用

Pearson 相关系数来评价属组成与环境因子之间的

关系和多样性指数与环境因子之间的关系，评价

主要物理化学参数对微生物群落结构的影响。使

用 Mantel 分析微生物群落结构与环境变量之间的

关系。用 Canoco 4.5 计算各主要环境因子对原核

微生物群落结构的影响。 

1.6  序列登录号 

本 文 的 序 列 已 提 交 GenBank ， 登 录 号 为

SRR7958232–SRR7958237 (16S rRNA 基因序列)、

SRR8205360–SRR8205362 (18S rRNA 基因序列)。 

2  结果和分析 

2.1  矿山废水的理化性质 

3 个矿山废水库的物理化学性质差异明显

(表 1)。新形成的酸水库 TF 的 pH 值仅为 2.55 左

右，Fe 浓度高达 154.95±0.78 mg/L，SO4
2–浓度达

3374.86±3.81 mg/L，其他主要的金属离子为 Mg 

(222.74±1.93 mg/L)、Ca (322.20±13.20 mg/L)、Al 

(139.29±3.72 mg/L)。 

废水库 PT 的 pH 值为 2.9±0.02，比 TF 酸性要

弱，Fe (34.57±4.00 mg/L)浓度明显低于 TF，但 SO4
2–

含量远远高于 TF，达到 10398.98±626.70 mg/L，其

他主要的金属离子 Mg (1103.70±88.59 mg/L)、Al 

(600.60±35.04 mg/L)、Ca (501.50±12.25 mg/L)、

Mn (199.93±19.48 mg/L)含量也明显比 TF 要高。 
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与上述两个酸水库不同，DS 是一个中性矿山废

水库，pH 值为 7.55；SO4
2–的浓度也高达 4162.99 mg/L，

介于 PT 和 TF 两者之间；主要金属离子为 Mg 

(594.90 mg/L)、Ca (650.10 mg/L)。 

可以看出，3 个废水库中均含有高浓度的金

属离子和 SO4
2–。如此高浓度的阴阳离子，即使

废水库中的废水不外溢，仅仅通过下渗以及地下

水循环也会对周边农田以及居民饮用水造成严

重的影响。 

2.2  原核微生物群落多样性 

所有样品的菌群丰富度指数(Chao/Ace)、多样

性 指 数 (Shannon/Simpson) 以 及 测 序 深 度 指 数

(Good’s Coverage)见表 2。6 个样品共获得 1236 个

OTUs，其中，样品 DS 的 OTUs 数最多，为 352 个，

样品 PT1 的 OTUs 数最少，为 258 个。6 个样品

的覆盖度均在 98%以上，表明本次研究的测序深

度已覆盖环境样品微生物群落组成。香农指数在

TF、PT 和 DS 这 3 个废水库依次为 1.53±0.03、

2.46±0.33 和 3.71，随着 pH 值的升高而升高；辛

普森指数依次为 0.44±0.02、0.18±0.09 和 0.04，随

着 pH 的升高而降低，由此可以看出样品的多样性

是随着 pH 的升高而增加的。 

表 1.  样品物理化学参数 
Table 1.  Physicochemical parameters of the samples 

Sample TF1 TF2 PT1 PT2 PT3 DS 
pH 2.54 2.55 2.97 2.92 2.93 7.55 
T/ °C 24.37 23.06 21.13 22.39 22.62 25.55 
NH4

+-N/(mg/L) 2.29 2.38 2.94 3.48 2.78 2.79 
TP/(mg/L) 0.40 4.08 0.24 6.27 2.38 1.00 
Fe2+/(mg/L) 9.02 5.55 12.93 8.17 8.72 0.13 
SO4

2–/(mg/L) 3378.67 3371.06 9565.16 11076.06 10555.71 4162.99 
Salinity/(g/L) 5.54 4.95 13.37 14.62 14.40 6.32 
Al/(mg/L) 135.57 143.01 551.10 623.40 627.30 0.12 
Ca/(mg/L) 309.00 335.40 484.20 509.40 510.90 650.10 
Cu/(mg/L) 10.59 11.16 25.78 29.28 29.81 0.02 
Fe/(mg/L) 154.17 155.73 40.23 31.56 31.92 0.12 
K/(mg/L) 1.13 1.97 2.12 5.83 4.64 30.78 
Mg/(mg/L) 220.80 224.67 979.20 1178.10 1153.80 594.90 
Mn/(mg/L) 18.16 18.01 172.44 215.16 212.19 38.39 
Na/(mg/L) 20.29 22.18 29.14 35.55 33.51 97.98 
Zn/(mg/L) 2.11 3.08 7.90 10.20 10.23 0.03 
TIC/(mg/L) 4.63 0.54 2.04 0.27 0.6 11.65 
TOC/(mg/L) 0.7 0.45 0.87 0.67 0.67 1.67 

 

表 2.  样品的 α-多样性指数表 
Table 2.  α-diversity index of the samples 

Sample OTUs Good’s Coverage/% 
Richness and diversity indices 

Ace Chao Shannon Simpson 
TF1 293 99.01 886.70 584.57 1.56 0.46 
TF2 277 98.86 1423.27 802.48 1.52 0.43 
PT1 258 99.08 798.66 544.08 2.09 0.29 
PT2 300 98.85 1232.32 888.25 2.70 0.12 
PT3 299 98.91 1139.78 649.14 2.61 0.14 
DS 352 98.88 1229.46 710.02 3.78 0.04 
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2.3  原核微生物群落组成 

在 95400 条有效序列中，仅有 460 条古菌序列，

细菌在所有的样品中都占据绝对优势地位。β-变形

菌门(Betaproteobacteria)在 6 个样品中均有分布，在

TF 的两个样品中的比例最高，达到(64.29±1.82)%，

在 PT 三个样品的平均比例为(35.78±13.72)%，在

DS 样品中的比例也高达 38.20% (图 2)。α-变形菌

门(Alphaproteobacteria)是第二丰富的细菌类群，

它在 3 个废水库的比例分别为 PT (28.6%±4.63%)、

TF (21.84%±2.72%) 、 DS (20.64%) 。 酸 杆 菌 门

(Acidobacteria)在 PT 的 3 个样品中较为丰富，而在

TF 和 DS 中的比例很低。酸杆菌门是一类化能异养

嗜酸菌，在酸性生态系统中可降解植物残体多聚

物、参与铁循环和单碳化合物代谢[13]等。而拟杆菌

门(Bacteroidetes)在 DS 样品中的比例为 10.17%，

在其他两个样品中的比例都接近为 0。其他的门类

在所有的样品中所占的比例比较接近。 

以属作为分类单元来考察微生物群落组成，

可以得到如图 3 所示的结果(取所占比例高于 1%

的属进行分析)。经分析发现，TF 和 PT 样品与 DS  
 

 
 

图 2.  样品中主要原核微生物在门水平所占比例 
Figure 2.  Relative abundance of prokaryotic microbes 
phyla in the samples. 

 

 
图 3.  样品中主要原核微生物属水平所占的比例 

Figure 3.  Relative abundance of prokaryotic microbes genus in the samples. 
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样品主要属种类有很大的差别，TF 和 PT 样品的属

组成则比较相近，但主要属所占的比例有所差别，

这可能与样品的 pH 值以及金属离子的浓度有关。

Ferrovum 在 TF 和 PT 样品中占有绝对的优势地位，

所占比例高达(64.17±1.84)%和(35.39±13.74)%，而

在 DS 样品中则为 0。Ferrovum 在含铁的酸性废水

中分布比较广泛，由于其难以分离培养，目前只

有 Ferrovum myxofaciens P3G 一个种被分离纯化。

Ferrovum 属于无机化能自养型细菌，严格好氧，嗜

酸耐寒耐金属，通过氧化二价铁获取能量，利用卡

尔文-班森循环固定 CO2
[14]。目前，该属细菌已在全

球各地的酸性环境中被大量检出，在许多酸性矿山

废水样点及废水处理厂都是主要的铁氧化菌[15–16]。 

Acidiphilium 在 TF 样 品 中 占 的 比 例 为

(20.56±2.49)%，是第二大菌属，在 PT 样品中的比

例也比较高，为(10.65±2.05)%，但是在 DS 样品

中几乎没有。它是一种需氧的革兰氏阴性杆状菌，

通过鞭毛进行运动。该属生长在酸性环境中，最

适 pH 在 3.0 左右。该属既可以将氧作为最终的电

子受体，进行呼吸作用获得能量，有些菌种也可

以在好氧或厌氧环境下，将 Fe3+作为电子受体氧

化有机物，在缺氧的条件下，通过 Fe3+和 O2 进行

共呼吸[17–18]。 

Acidicapsa 属于酸杆菌门(Acidobacteria)，为

严格好氧有机营养菌。该属在 PT 样品中所占比例

为(15.75±3.99)%，是 PT 中的第二大菌属，而在

TF 样品中所占的比例很低，DS 样品中比例为 0。

该属是一种嗜酸的酸杆菌，有荚膜，进行无性繁

殖，菌落颜色由无色至淡粉色，它们能够分解多

种多糖(纤维素和甲壳素除外)来获得能量，多数菌

株生长的最适 pH 值为 3.0–5.0[19–20]。由于 PT 的

pH 值适合多数 Acidicapsa 的生长，而 TF 的 pH 值

远低于 Acidicapsa 的生长范围，所以该菌属仅在

PT 样品中的比例比较高。 

Leptospirillum 属于硝化螺旋菌门(Nitrospirae)，

在 TF 样品中占的比例为(5.37±0.21)%，在其他样

品中的比例几乎为 0。该属是革兰氏阴性菌，呈螺

旋状[(0.9–3.0)μm(0.3–0.5)μm]，严格化学自养的

专性需氧菌，使用亚铁作为电子供体，氧作为电

子受体获得能量。该菌极度嗜酸，最适 pH 为

1.3–2.0，对 Fe2+有很强的亲和力，对高浓度 Fe3+

则有很强的耐受性，主要生活在强酸性的水环境

中，在酸性矿山废水产生及生物冶金反应器中发

挥着重要的作用[21]。 

Ferrithrix 在 PT 样 品 中 的 比 例 为

(5.97±2.22)%，在其他样品中几乎没有，属于放

线菌门(Actinobacteria)。该属为革兰氏阴性菌，

专性嗜酸，中度嗜热，化能异养菌，最佳生长温

度为 43 °C，能够进行亚铁氧化和三价铁还原。 

Limnohabitans 同 样 属 于 β- 变 形 菌 门

(Betaproteobacteria)，该属在 DS 样品中占有绝对

的优势地位，比例为 18.47%，而在另外的样品中

几乎为 0。该属是兼性厌氧的有机化能细菌，氧化

酶和过氧化氢酶呈现阳性，不耐盐，非运动型，

适合在 4–34 °C 环境中生存[22]。Limnohabitans 在

中性或碱性环境中比较丰富[23]，它们生长速率快，

代谢活跃，且与藻类衍生的有机物和藻类渗出物

具有密切的关系[24]。 

Rhodobacter 属 于 α- 变 形 菌 门

(Alphaproteobacteria)，该菌属仅在 DS 样品中出

现，比例为 8.42%。该属细菌具有囊泡光合膜，

细胞呈卵圆形或杆状，有运动型或非运动型，可

利用硫化氢作电子供体进行光自养生长。它们需

要硫胺素作为生长因子[25]。 
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2.4  真核生物群落组成 

与原核生物相比，样品中的真核生物的群落

结构简单。6 个样品经过 Mothur 分析，主要得到

3 个 已 知 门 类 ： 金 藻 门 (Chrysophyta)、 绿 藻 门

(Chlorophyta)和硅藻门(Bacillariophyta)。TF 样品中

最丰富的类群则为金藻门，比例为(48.64±7.01)%；

绿藻门在 PT 样品中占优势地位，所占比例高达

(66.67±15.59)%；硅藻门则是 DS 样品中的优势类

群，比例为 49.85%。 

样品中的主要属所占的比例见图 4。棕鞭藻属

(Ochromonas)属于金藻门，它是 TF 样品的优势藻

类，比例达 (53.65±2.02)%，在 PT 中的比例为

(27.72±10.17)%，而在 DS 样品比例只有 0.36%。

棕鞭藻属是酸性矿山废水中最常见的真核微生物

之一。它们不仅可以进行光合作用，还可以摄入

细菌、其他藻类甚至鞭毛虫。在一些酸性矿山废

水中，棕鞭藻属是最大的捕食者，可以通过捕食

来控制细菌丰度和结构[26]。 

胶球藻属(Coccomyxa)隶属于绿藻门，它在 PT

中的比例高达(68.84±10.4)%，在 TF 样品中的比例

为(39.19±1.24)%，DS 样品中的比例为 26.9%。胶 
 

 
 

图 4.  样品中真核微生物各属所占的比例 
Figure 4.  Relative abundance of eukaryotic genus in 
the samples. 

球藻属在水生生态系统和陆地生态系统中都被广

泛发现。胶球藻属细胞普遍细长，呈椭圆形，通

常为单细胞存在，每个细胞都有顶叶，外侧位置

有叶绿体，是酸性极端环境中的主要生产者。在

不同的生长条件下，其细胞形态有明显的差异，

其改变细胞形态的能力，有助于胶球藻属在极端

酸性条件下生长[27]。 

小环藻属(Cyclotella)属于硅藻门，是仅在 DS

样品中发现的真核属，比例为 49.85%。小环藻

属细胞多呈圆盘形，很少呈椭圆形。壳面构造分

成两圈，壳面平或有起伏，色素体多，主要生活

在中性环境下。它能够产生一种由几丁质和 N-

乙酰氨基葡萄糖聚合物构成的纳米纤维，这种纤

维及其衍生物具有广泛的生物医学和营养保健

应用[28]。 

微芒藻属(Micractinium)同样属于绿藻门，仅

在样品 DS 中有，比例为 14.68%。微芒藻属细胞

为扁球形，有薄的细胞壁，集结体多为球形或扁

平状。它在含氮的水体中生长，是混合营养体，

在常温条件下进行厌氧硝化产油，积累在体内的

脂肪酸主要由棕榈酸、油酸、亚油酸和 α-亚麻酸

组成。目前该藻多用于生活污水中营养物的去除

和生物燃料原料生成[29]。 

2.5  原核微生物群落构成与环境因子的关系 

将所有的环境参数与原核微生物的 α 多样性

指数通过 R 语言 Pearson 计算方法计算其相关性，

发现 pH 和钠(Na)与香农指数(Shannon Index)呈显

著正相关，样品中的微生物多样性随 pH 的升高和

Na 浓度的增加而增加(图 5)。 

对 6 个样品进行原核微生物群落组成的相似

性(ANOSIM)分析显示，3 个不同的废水库原核微

生物群落结构明显不同(R=0.9，P<0.02)。Mantel  
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图 5.  物化参数与 Shannon 指数的 Pearson 相关性 
Figure 5.  Pearson correlation between physicochemical 
parameters and Shannon index.  

 
(R=0.7249，P<0.03)检验揭示了主要环境变量与微

生物群落组成之间具有密切关系。 

通过 R 语言的 Bioenv 命令来寻找对微生物群

落影响最大的环境因子组合。结果表明：pH、Na、

K、Mn 的组合与微生物群落之间的相关性最高，

达到 0.9899，贡献率达到 98.43%，说明这四种环

境参数对微生物群落变化有很大的影响。 

用 Canoco 4.5 对环境参数和微生物群落分析

后发现，pH、Na、K 是对微生物群落结构影响最

大的环境因子(图 6)，它们对微生物群落组成变化

的贡献率依次为 67.43%、21.19%、7.43%，P 值

均小于 0.05。所以，pH 是影响微生物群落组成最

显著的环境因子，其次是 Na 和 K。 

 
 

图 6.  微生物群落组成和环境因素的典范对应分析

(CCA) 
Figure 6.  Canonical correspondence analysis (CCA) 
between microbial community composition and 
environmental factors. 

3  讨论 

本研究的 3 个矿山废水库，虽然距离非常近，

但由于形成的时间和方式不同，所以它们的物理

化学性质有明显的差异。酸水库 TF 形成于 2013

年左右，本身为未开采完成的矿坑，矿石中含有

高品位的铁硫，极易发生氧化产生酸性矿山废水，

所以 TF 的酸性最强。酸水库 PT 位于排土场中央，

废矿石中铁硫的含量本来就低，又经过 40 多年的

风化[9]，使周边废矿石中的铁硫已逐渐氧化殆尽，

所以与 TF 相比酸性较弱，且 Fe 含量较低。但由

于长时间的积累，PT 废水库中的 SO4
2–浓度高达

10398.98±626.70 mg/L，是 TF 的 3 倍以上。废水

库 DS 的开采历史最久，闭坑后也曾是大型酸水库，

近年来被开辟为尾矿浆的储存地。周边废矿石经过
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长期的氧化过程，导致废水中含有较高浓度的

SO4
2–，虽然低于 PT，但明显高于 TF。由于近年来

尾矿浆的中和作用，目前 DS 的 pH 值为中性。 

矿山废水理化性质的差异，导致水体中微生

物群落存在明显差异[30–32]。TF 的酸性最强，Fe

含量最高，所以嗜酸铁氧化菌的比例很高，主要

是 Ferrovum (64.17%±1.84%)，以及 Leptospirillum 

(5.37%±0.21%)，二者比例接近 70%。这些铁氧化

菌在酸性矿山废水的形成过程中发挥着重要的作

用[30–31]。TF 中的化能异养菌主要为 Acidiphilium。

因为 TF 的环境非常极端，所以原核微生物群落的

多样性很低，主要由上述 3 种细菌构成。PT 由于

形成时间较长，酸性较弱，所以微生物多样性明

显比 TF 丰富。除 Ferrovum 和 Acidiphilium 外，

PT 中还有大量化能异养嗜酸菌，例如 Acidicapsa、

Rhodopila、Ferrithrix、Acidisphaera 等。与上述两

个酸水库不同，DS 形成后由于大量尾矿浆的排

入，使得水体环境呈中性，所以微生物组成与两

个酸水库截然不同，且微生物多样性远远高于两

个酸性矿山废水库。令人奇怪的是，在酸性环境

中常见的嗜酸硫杆菌属(Acidithiobacillus)在两个

酸水库中并未检出，而是 Ferrovum 占优势地位。

Ferrovum 属细菌很难分离纯化，常和 Acidiphilium

伴生，目前只有2014 年分离纯化出的一个种Ferrovum 

myxofaciens P3G[13]。该细菌耐冷，可产胞外聚合物，

耐 酸 性 能 比 Acidithiobacillus 、 Leptospirillum 、

Sulfobacillus 等常见嗜酸菌弱，所以它常分布在  

pH 2.0–4.8 和低于 25 °C 的酸性水体中[33]。本课题

组在该矿山区域多年的研究表明，Acidithiobacillus

和 Leptospirillum 往往在酸性更强(pH<2.5)、温度更

高(>30 °C)的小型酸水中占优势地位；而在 pH 较

高(pH>2.5)、温度较低(<30 °C)的大型酸水库中，

优势类群一般为 Ferrovum 和 Acidiphilium[9,34–35]。 

从统计学分析结果可以看出，pH 是影响废水原

核微生物群落结构和多样性最重要的环境因素。除

pH 外，Na 和 K 也对微生物的群落组成和多样性有

明显的影响。Na 和 K 是微生物生长的重要营养元

素，在维持细胞渗透压等方面发挥着关键的作用。

在酸性环境中，Na 和 K 还可帮助嗜酸菌维持中性

的细胞内环境。目前已知所有嗜酸微生物细胞质 pH

都接近中性，很多微生物可以在细胞膜内侧累积高

浓度的 Na/K 来抑制细胞外高浓度的 H+的流入[36]。 

pH 对废水库中真核微生物群落的影响同样巨

大。酸性废水库中主要分布有两种嗜酸藻类，胶球

藻属(Coccomyxa)和棕鞭藻属(Ochromonas)。胶球藻

属(Coccomyxa)在 PT 中比例明显高于棕鞭藻属

(Ochromonas)，且在 DS 中也有分布，比例也达

26.89%。这是因为胶球藻属对酸碱性有很强的适应

性，在 pH 2.5–9.0 都可以生长。胶球藻属最适生长

pH 为 2.5–4.5[37]，因此它在 PT (pH 约 3.0)中的丰度

最高。棕鞭藻属(Ochromonas)则有很强的耐酸性，

主要生活在 pH 值低于 3.0 的环境中[38]，所以它在酸

性更强的 TF 中占优势地位。除胶球藻属外，中性

废 水 库 DS 中 还 有 两 种 嗜 中 性 的 微 芒 藻 属

(Micractinium)和小环藻属(Cyclotella)。无论是酸性

还是中性矿山废水库，真核生物群落主要由光合藻

类构成，它们是各自的生存环境初级生产力的主要

贡献者，在生态系统的碳循环中发挥着重要的作用。 
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factors influencing their distribution in three mine wastewater lakes from a pyrite mine in Anhui Province. 
[Methods] Geochemical analysis characteristics of three wastewater lakes were measured, and microbial 
community compositions of the lakes were studied using high-throughput sequencing. The relationship between 
microbial community structure and environmental factors was also analyzed based on statistical methods. [Results] 
Samples from three wastewater lakes included two acidic and one neutral, with significant differences in 
physicochemical properties. Lake TF, typically acidic, formed about 5 years ago and is characterized by low pH 
(2.55±0.01), Fe (154.95±0.78 mg/L) and SO4

2– (3374.86±3.81 mg/L). Lake PT is also acidic, pH (2.9±0.02), 
however, it formed in the 1970’s, and has significantly lower Fe (34.57±4.00 mg/L) and higher SO4

2– 
(10398.98±626.70 mg/L) than lake TF. Lake DS is neutral (freshwater), characterized by pH (7.55), high content of 
SO4

2– (4162.99 mg/L), while other main metal ions detected were Mg (594.90 mg/L) and Ca (650.10 mg/L). It was 
observed that the prokaryotic biodiversity of the three wastewater lakes generally increased with increasing pH. The 
prokaryotic composition of the two acidic wastewater lakes was relatively close. However, lake TF was dominated 
by autotrophic iron oxidizing bacteria (69.54%±2.89%), while lake PT by heterotrophic bacteria (64.45%±13.81%). 
The ratio of autotrophic iron oxidizing bacteria Ferrovum in TF was (64.17±1.84)%, and it decreased to 
(35.39±13.74)% in PT. However, heterotrophic bacteria were abundant in PT as observed by the distribution of 
Acidicapsa (15.75%±3.99%), Acidiphilium (10.65%±2.05%), and Acidisphaera (6.34%±1.02%). Lake DS had a 
typically distinct microbial community compared to acid lakes (TF and PT) despite of a high content SO4

2–. Lake 
DS had an abundance of Limnohabitans (18.47%) and Rhodobacter (8.42%). The eukaryotic community of three 
wastewater lakes was mainly composed of algae. The acidic lakes (TF and PT) were mainly populated by 
Ochromonas and Coccomyxa, accounting for (53.65%±2.02%) in TF and (68.84%±10.4%) in PT respectively. Lake 
DS was mainly characterized by Cyclotella (49.85%). From our analyses of physicochemical factors, we found that 
pH was the main factor affecting microbial community composition in acidic wastewater lakes. 

Keywords: mine drainage, high-throughput sequencing, acidophile, microbial community structure 
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