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摘摇 要摇 微生物介导的异化 Fe( III) 还原是非硫厌氧环境中 Fe( III) 还原生成 Fe( II) 的主要
途径,然而相关的铁还原菌还不是很清楚,特别是在水稻土中. 本文采用富集培养的方法,以
乙酸和氢气作为电子供体,水铁矿和针铁矿作为电子受体,通过末端限制性片段长度多态性
(T鄄RFLP)技术和 16S rRNA 基因克隆测序相结合的分子生物学方法研究了水稻土中铁还原
菌的多样性. 结果表明:无论是以乙酸或氢气为电子供体,水铁矿或针铁矿为电子受体,地杆
菌(Geobacter)和梭菌(Clostridiales)是富集到的主要微生物群落;乙酸为电子供体时,富集到
的主要微生物群落还包括红环菌(Rhodocyclaceae);因此,除地杆菌外,梭菌和红环菌很可能
也是水稻土中重要的铁还原菌.
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Abstract: Microorganism鄄mediated dissimilatory Fe( III) reduction is recognized as the dominant
mechanism for Fe(III) reduction to Fe(II) in non鄄sulfidogenic anaerobic environments, but the mi鄄
croorganisms involved, especially in paddy soil, are still poorly understood. In this paper, an en鄄
richment culture was conducted to study the phylogenetic diversity of Fe( III)鄄reducing bacteria in
paddy soil, with acetate or hydrogen as the electron donor and with ferrihydrite or goethite as the
electron acceptor, and by the methods of terminal鄄restriction fragment length polymorphism ( T鄄
RFLP) technology and 16S rRNA genes cloning and sequencing. No matter what the electron donor
and electron acceptor were supplemented, the most abundant microorganisms were Geobacter and
Clostridiales, and Rhodocyclaceae were also abundant, when acetate was supplemented as electron
donor, which suggested that besides Geobacter, Clostridiales and Rhodocyclaceae could be also the
important Fe(III)鄄reducing bacteria in paddy soil.
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摇 摇 铁是地壳中含量第四丰富的元素,在自然界中

主要以 Fe(II)和 Fe(III)的形式存在. 微生物介导的

异化 Fe(III)还原是生态系统中 Fe( III)还原生成

Fe(II)的主要途径[1] . 在非硫厌氧环境中,异化

Fe(III)还原是重要的生物地球化学循环过程,它对

有机物分解、抑制甲烷生成及有机污染物的降解都

有重要贡献,同时对微量元素、重金属和放射性核素

的迁移有重要影响[2-3] .

与异化 NO3
-还原及异化 SO4

2-还原相比,异化

Fe(III)还原的研究开始较晚. 直到 20 世纪 80 年代

末,可以通过还原 Fe(III)获得能量用于生长的微生

物陆续得到分离[4-8],异化 Fe(III)还原才被广泛关

注,并成为环境研究领域的热点问题. 目前,异化

Fe(III)还原的研究主要集中于沉积物及自然湿地,对
水稻土的相关研究国内报道较少. 水稻是我国乃至亚

洲的 主 要 粮 食 作 物 之 一, 我 国 水 稻 土 面 积 达

3000 万 hm2 [9],是生态系统中重要的生境类型,因此,
研究水稻土中异化 Fe(III)还原菌具有重要意义.
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乙酸和氢气是水稻土中有机物分解生成的重要

中间产物[10],同时,它们也是铁还原菌的重要电子

供体. 铁氧化物在自然界中存在各种形态,其中针铁

矿是一种稳定的铁氧化物形态,在生态系统中广泛

存在[11];而由于丰富的有机质含量及活跃的铁循

环,水铁矿也是湿地及水稻土中重要的铁氧化物形

态[12-13] . 因此,本研究选择乙酸和氢气作为异化铁

还原菌电子供体,水铁矿和针铁矿作为电子受体. 由
于铁还原菌通用的功能基因尚未报道,故本研究采

用富集培养的方法来研究水稻土中铁还原菌的多

样性.

1摇 材料和方法

1郾 1摇 供试土壤

试验用水稻土采自湖南冷水江市锑矿区非污染

水稻田. 采集的土壤淹水保存于 PVC 瓶中运回实验

室. 土壤的分析方法参考 《土壤农业化学分析

法》 [14] . 土 壤 理 化 性 质: pH 6郾 7, 有 机 碳 29郾 2
g·kg-1, 总铁 22郾 3 g·kg-1 .
1郾 2摇 富集培养试验

富集培养采用 PIPES鄄缓冲液(10 mmol·L-1,
pH 6郾 8) 淡水培养基. 培养基包含:25 mmol·L-1

合成铁氧化物, 0郾 11 mmol · L-1 MgCl2, 0郾 61
mmol·L-1 CaCl2, 2 mmol · L-1 NaHCO3, 0郾 5
mmol·L-1 NH4Cl, 0郾 05 mmol·L-1 KH2 PO4, 维生

素及微量元素[15] . 培养基灭菌后 在 高 纯 氮 气

(99郾 999% )下冷却至室温并分装成每瓶 8 mL(乙酸

为电子供体)或9 mL(氢气为电子供体)若干瓶. 水
铁矿及针铁矿合成参照 Schwertmann 和 Cornell[16],
并用 X鄄射线衍射验证. 铁氧化物表面积测定参照

Bosch 等[17],水铁矿和针铁矿表面积分别为 279 和

49 m2·g-1 .
试验共进行两代富集培养,第一代富集培养采

用水铁矿作为电子受体,分别采用乙酸和氢气作为

电子供体;第二代富集培养分别采用水铁矿和针铁

矿作为电子受体,乙酸和氢气作为电子供体. 具体操

作如下:称取 10 g 新鲜水稻土放入含有玻璃珠的

90 mL无 菌 无 氧 水 中, 震 荡 摇 匀. 在 高 纯 氮 气

(99郾 999% )保护下,取 1 mL 的土壤悬液加入到上

述分装好的培养基中. 以乙酸为电子供体的处理,再
加入 1 mL 100 mmol·L-1的乙酸钠;以氢气为电子

供体的处理,通入混合气体(N2 颐 CO2 颐 H2 =90 颐 5 颐
5). 30 益避光培养,每个处理 3 次重复.

1郾 3摇 分析方法

Fe(II)的测定参照鲁如坤[14] 及 Lovley 和 Phil鄄
ipps[4] . 具体操作如下:用无菌注射器抽取 100 滋L
已经充分混匀的培养悬液,立即加入含 1郾 5 mL
0郾 5 mmol·L-1HCl 提取液的离心管中. 浸提 15 min,
12000 伊g 离心 5 min,取 100 滋L 上清液加入含邻菲

罗啉的 HEPES 缓冲液中,30 min 后通过分光光度计

比色测定.
1郾 4摇 DNA 提取

在试验结束时收集富集培养液用于提取 DNA.
样品 中 先 加 入 草 酸 铵 ( 200 mmol · L-1 )鄄草 酸

(120 mmol·L-1)混合液,放置于暗处. 待铁氧化物

完全溶解后,离心,用 DNA 提取缓冲液洗涤沉淀,以
去除残留的草酸铵鄄草酸对 DNA 提取的影响. DNA
提取参照 Su 等[18],采用十六烷基三甲基溴化铵

(CTAB)法.
1郾 5摇 末端限制性片段长度多态性(T鄄RFLP)分析

以提取的菌液 DNA 为模板,用细菌通用引物

27f 和 1492r 扩增大约 1500 bp 的 16S rRNA 基因片

段[19] . 引物 27f 采用 6鄄羧基荧光素(6鄄carboxyfluores鄄
cein)进行荧光标记. PCR 反应体系 (50 滋L) 为:
5 滋L 10 伊缓冲液 (天根), 3郾 6 滋L 25 mmol·L-1

MgCl2, 1 滋L 10 mmol·L-1 dNTP (天根), 2 滋L
150 滋mol·L-1 BSA, 1郾 6 滋L 10 滋mol·L-1上下游引

物(天根), 2郾 5 U Taq DNA 聚合酶(TakaRa),1 滋L
DNA模板. 反应条件采用 touchdown 程序,具体为:
94 益预变性4 min,94 益变性 60 s(60 益 ~ 0郾 5 益,
30 s),72 益延伸 60 s,进行 10 个循环,再 94 益变性

60 s,55 益退火 60 s,72 益延伸 60 s,进行 22 个循

环,最后 72 益延伸 10 min. PCR 产物采用试剂盒纯

化(TakaRa),用 Msp I(TakaRa)37 益 酶切. 酶切产

物用50 滋L 100% 乙醇、2郾 5 滋L 3 mol·L-1 乙酸钠

(pH 5郾 2)在 -20 益 过夜沉淀,离心(18000 伊g,30
min). 得到的 DNA 沉淀用 70% 乙醇洗涤,再离心

(18000 伊g, 30 min). 纯化产物风干后,采用 3130xl
Genetic Analyzer 测序(Applied Biosystems).
1郾 6摇 克隆、测序、系统发育分析及片断校正

采用上述同样的方法扩增 16S rRNA 基因片

段,但引物 27f 不采用 6鄄羧基荧光素标记. 得到的

PCR 产物用试剂盒( TakaRa)切胶纯化,最后溶于

25 滋L去离子水. 克隆所用载体为 pMD19鄄T,感受态

细胞为 Escherichia coli JM109(Bioteka). 随机挑选克

隆子进行菌落 PCR 验证. 使用限制性核酸内切酶

Hha I (TaKaRa)对上述各阳性克隆子扩增出的基因
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片段进行酶切消化(37 益,4 h),用 3% 的琼脂糖凝

胶分离酶切片段. 具有相同酶切图谱的克隆子被认

为是一个分类单元(OTU).
分析酶切图谱,选择有代表性的克隆子测序. 对

所有获得的序列进行 in silico 酶切,同时挑选有代表

性的克隆子质粒或菌落用荧光标记的细菌通用引物

扩增,通过 T鄄RFLP 分析(具体方法同 1郾 5),进行片

断校正.
所获得的序列在 RDP鄄II 数据库中进行系统分

类分析,同时在 NCBI 网站中比对同源性,下载合适

的序列用于系统发育分析. 提交试验序列,序列登录

号为:FR774779 ~ FR774833. 利用 MEGA 4郾 0 软件,
使用邻接法(neighbor鄄joining method)进行系统发育

分析,用 Bootstrap 值(1000 Bootstrap)检验系统进化

树上各节点的置信水平.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 Fe(III)的还原

从图 1 可知,第一代富集培养以乙酸为电子供

体时,Fe(III)还原速率较慢,为251 滋mol·L-1·d-1,

图 1摇 富集培养过程中 Fe(II)的动态变化

Fig. 1 摇 Dynamics of Fe ( II) during the enrichment culture
(mean依SD, n=3)郾
a)乙酸为电子供体 Acetate was used as the electron donor; b)氢气为
电子供体 Hydrogen was used as the electron donor郾 I鄄F:第一代富集培
养,水铁矿为电子受体 The first鄄generation enrichment cultures with fer鄄
rihydrite as the electron acceptor; II鄄F:第二代富集培养,水铁矿为电
子受体 The second鄄generation enrichment cultures with ferrihydrite as the
electron acceptor; II鄄G: 第二代富集培养,针铁矿为电子受体 The sec鄄
ond鄄generation enrichment cultures with goethite as the electron acceptor郾
下同 The same below郾

23 d后,Fe(III)还原量为 26% ;而以氢气为电子供

体时,Fe ( III) 还原速率为 1632 滋mol·L-1 ·d-1,
6 d 后,Fe(III)还原量达 45% . 第二代富集培养以

水铁矿为电子受体时,无论电子供体是乙酸或氢气,
Fe(III)还原速率均大于第一代富集培养过程中相

应处理的 Fe( III)还原速率,到第 3 或第 4 天时,
Fe(III)还原均达到稳定;以乙酸为电子供体时,
Fe(III)还原速率为 1443 滋mol·L-1·d-1,还原量为

26% ; 以氢气为电子供体时, 还原速率为 4313
滋mol·L-1·d-1,还原量达 59% . 第二代富集培养以

针铁矿为电子受体,乙酸和氢气为电子供体时,
Fe(III)还原速率分别为 483 和 937 滋mol·L-1·d-1,
Fe(III)还原量分别为 18%和 26% .
2郾 2摇 克隆子片断校正、克隆文库的构建及系统发育

分析

克隆子片断校正结果见表 1. 尽管本试验中随

机挑选未挑到 60 和 515 bp 对应的克隆子,但是我

们之前试验结果(尚未发表)表明,60 和 515 bp 分

别对应地杆菌(Geobacter)和梭菌(Clostridiales).
摇 摇 分别挑选 89 和 65 个克隆子构建了克隆文库

II鄄A鄄G(第二代富集培养,乙酸为电子供体,针铁矿

为电子受体)和 II鄄H鄄F(第二代富集培养,氢气为电

子供体,水铁矿为电子受体). 两个克隆文库中均以

变形杆菌(Proteobacteria)和厚壁菌( Firmicutes)为

优势种群,具体以 啄鄄变形杆菌和梭菌为主(图 2,
表 2).
2郾 3摇 微生物群落的 T鄄RFLP 分析

电子供体对 T鄄RFLP 图谱有明显影响(图 3),不
过无论是以乙酸或氢气为电子供体,159 bp 都是主

要片断,相对丰度为11% ~ 47% . 具体来说,以乙酸

表 1摇 试验培养富集到的主要 Fe(III)还原菌 T鄄RFs 片断的
系统发育分析
Table 1摇 Assignment of dominant T鄄RFs to defined bacteri鄄
al taxa

片断 T鄄RF (bp) 系统发育 Phylogenetic affiliation

76 红环菌 Rhodocyclaceae

123 除硫单胞菌 Desulfuromonas

128 地杆菌 Geobacter

159 地杆菌 Geobacter

213 醋杆菌 Acetobacterium

224 醋杆菌 Acetobacterium

489 红环菌 / 动胶菌 Rhodocyclaceae / Zoogloea

509 梭菌 Clostridium
518 梭菌 Clostridium
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图 2摇 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树
Fig. 2摇 Phylogenetic tree of representative bacterial 16S rRNA gene sequences郾

表 2摇 水稻土富集培养条件下 16S rRNA 基因克隆子系统发
育、数量及百分比分析
Table 2摇 Phylogenetic affiliations, numbers and percentage
of 16S rRNA gene clones retrieved from paddy soil enrich鄄
ment culture

系统发育关系
Phylogenetic affiliation

克隆个数(百分比)
Clone number (Percentage)

II鄄A鄄G II鄄H鄄F
变形杆菌门 Proteobacteria

琢鄄变形杆菌 琢鄄Proteobacteria 1 (1郾 1% ) 0 (0% )

茁鄄变形杆菌 茁鄄Proteobacteria 8 (9郾 0% ) 1 (1郾 5% )

酌鄄变形杆菌 酌鄄Proteobacteria 10 (11郾 2% ) 0 (0% )

啄鄄变形杆菌 啄鄄Proteobacteria 53 (60郾 0% ) 36 (55郾 4% )
未知变形杆菌 Unclasssified
Proteobacteria 0 (0% ) 1 (1郾 5% )

厚壁菌门 Firmicutes

芽孢杆菌 Bacillales 1 (1郾 1% ) 0 (0% )

梭菌 Clostridiales 8 (9郾 0% ) 12 (18郾 5% )

未知厚壁菌 Unclassified Firmicutes 1 (1郾 1% ) 0 (0% )

其他 Others 7 (7郾 9% ) 22 (33郾 8% )
II鄄A鄄G: 第二代富集培养,乙酸为电子供体,针铁矿为电子受体 The
second鄄generation enrichment cultures with acetate as the electron donor
and goethite as the electron acceptor; II鄄H鄄F: 第二代富集培养,氢气为
电子供体,水铁矿为电子受体 The second鄄generation enrichment cul鄄
tures with hydrogen as the electron donor and ferrihydrite as the electron
acceptor郾

为电子供体时,60、76、159、489 和 509 bp 是主要片

断;以氢气为电子供体时, 128、 159、 213、 224 和

515 bp是主要片断. 当以乙酸为电子供体针铁矿为

电子受体时,123 bp 也是主要片断.

图 3摇 富集培养结束时微生物群落 16S rRNA 基因 T鄄RFLP
分析
Fig. 3摇 T鄄RFLP analysis of the 16S rRNA gene of the microbial
community after the enrichment culture (mean依SD,n=3)郾

3摇 讨摇 摇 论

本研究以乙酸 /氢气为电子供体,水铁矿 /针铁

矿为电子受体,采用富集培养的方法研究了水稻土

中铁还原菌的多样性. 结果表明,无论以哪种物质为
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电子供体和电子受体,地杆菌和梭菌都是富集到的

主要微生物群落;乙酸为电子供体时,红环菌也是富

集到的主要微生物群落. 地杆菌广泛存在于各种厌

氧环境中,是许多沉积物中主要的铁还原菌[2] . 在
生物修复重金属污染水体时,通过添加乙酸或其他

有机质,通常能刺激地杆菌大量富集,甚至其相对丰

度可达微生物群落的 80% [20-22] . 最近研究表明,以
乙酸为电子供体水铁矿为电子受体时,地杆菌也是

水稻土中富集到的主要铁还原菌[23] . 地杆菌广泛存

在于各种厌氧环境很可能与它们能利用乙酸为电子

供体有关[2] . 除乙酸外,大部分(63% )地杆菌也能

利用氢气作为电子供体[2,24-28] .
梭菌是水稻土淹水培养中的主要菌落,特别是

培养的早期阶段,这可能与它们能分解简单有机质

的功能相关[29] . 梭菌通常被认为是发酵型铁还原

菌,即它们把 Fe(III)作为电子库而不是电子受体,
在发酵氧化有机质时只是把少量的还原当量(约
5% )传递给 Fe ( III ) [1-2] . 在发酵型铁还原中,
Fe(III)与发酵过程中产生的 NAD(P)H 进行氧化

还原耦合,产生的吉布斯自由能只是副产物,而不是

发酵微生物生长所必需的,因此,发酵型铁还原菌不

能通过还原 Fe(III)获得能量用于生长[1-2] . 目前已

经分离得到数株具有发酵型铁还原能力的梭

菌[30-33] . 在本研究中,无论是提供乙酸还是氢气为

电子供体,梭菌都是富集到的主要微生物群落,这与

Wang 等[34]的研究结果一致. 此外,在以水铁矿和针

铁矿为电子受体的处理中,梭菌都有大量富集;
Wang 等[34] 也发现,梭菌既可以利用柠檬酸铁又可

以利用水铁矿,这说明梭菌在利用电子供体方面有

很大的灵活性[34] . Wang 等[34] 认为,土壤接种液中

残余的有机质很可能在发酵过程中提供了电子驱动

Fe(III)还原,以致梭菌大量富集. 然而本研究中,梭
菌在第二代富集培养中仍然是富集到的主要微生物

群落,这表明不是残存的有机质通过发酵为其提供

了电子而是添加的乙酸和氢气提供了电子. 关舒

元[35] 从水稻土中分离到的梭菌(Clostridium butyri鄄
cum)除了可以利用葡萄糖作为底物,还能利用非发

酵型底物乙酸来还原Fe(III) . 因此,除了发酵型铁

还原外,梭菌很可能还可以进行呼吸型铁还原,即以

Fe(III)为电子受体氧化有机物.
氢气是发酵产物,梭菌是最受关注的发酵产氢

微生物[36] . 氢气同时也是生态系统中重要的电子供

体,能被许多微生物异化氧化,如硫还原菌. 氢气的

产生与消耗(被氧化)都是由氢化酶催化. 基因组学

研究表明,梭菌具有大量氢化酶基因,其中包括具有

氧化氢气的氢化酶基因,此基因之前只在产甲烷古

菌和硫还原菌中发现过[37] . 同时,研究也发现梭菌

(C. pasteurianum) 同时具有吸收氢化酶 ( uptake
hydrogenase) 和双向氢化酶 ( bidirectional hydroge鄄
nase) [38] . 这些证据表明,梭菌很有可能以氢气作为

电子供体异化还原 Fe(III) .
尽管尚未有报道表明醋杆菌(Acetobacterium)是

铁还原菌,但醋杆菌可以以氢气为电子供体氧化二

氧化碳[39] . 最新研究表明,在水稻土中以乙酸为电

子供体针铁矿为电子受体时,红环菌也是可以富集

到的铁还原菌[23] . 因此,除了地杆菌,水稻土中可能

还存在着许多其他的铁还原菌,它们在原位环境中

对铁还原的贡献还有待于进一步研究.
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