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摘  要: 为探究酸性矿山排水生态系统不同环境中的微生物群落和功能，全面了解酸性矿山排水的形成和发展规

律，采用高通量测序技术研究云南省蒙自某矿区酸矿水坑和周边溪水中的原核微生物群落组成，并结合样本理化

特征分析影响群落结构的主要因素，进而解析菌群的环境功能。研究发现酸矿水坑中主要有广古菌门、变形菌门 

(包括 α、γ 和 δ 变形菌纲)、硝化螺菌门、厚壁菌门、放线菌门和酸杆菌门等类群，与周边溪水的群落结构具有明

显差异。群落多样性与 pH 呈显著正相关，而热原体纲 (Thermoplasmata) 与 pH 呈负相关，可对群落结构起主导

作用。酸矿水坑不同样本中均具有高丰度的亚铁原体属 Ferroplasma (6.60%–86.34%)，酸硫杆菌属 Acidithiobacillus

是酸矿水和沉积泥中主要的铁、硫氧化细菌，而专性铁氧化的钩端螺旋菌属 Leptospirillum 的丰度较低，铁卵形
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菌属 Ferrovum 几乎只存在于酸矿水中；此外，嗜酸或耐酸的异养菌广泛分布于酸矿水和沉积泥中，它们可促进

铁、硫氧化菌的生长及催化矿石溶解。结果表明，pH 通过影响微生物多样性和菌群分布而对酸性矿山排水环境

微生物群落结构造成重大影响。 

关键词: 酸性矿山排水，高通量测序，微生物多样性，群落结构，嗜酸菌  
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Abstract:  In order to explore the microbial communities and functions in distinct environments of acid mine drainage 

(AMD) ecosystem and fully comprehend the patterns of AMD formation and development, high-throughput sequencing 

technology was used to study the prokaryotic community composition in AMD puddles and surrounding rills in a mining area 

in Mengzi, Yunnan Province, China. By combining with physicochemical properties of the samples, we distinguished the key 

factors affecting the community structure and analyzed the environmental functions of the microflora. We discovered that the 

main phyla in AMD puddles were Euryarchaeota, Proteobacteria (including the class α-, γ- and δ-Proteobacteria), Nitrospirae, 

Firmicutes, Actinobacteria, and Acidobacteria. Community structure of the AMD puddles apparently differed from that of the 

surrounding rills. Microbial diversity was significantly positively correlated with pH, whereas the relative abundance of 

Thermoplasmata was negatively correlated with pH and this class might play a predominant role in community structure. 

There was high relative abundance of the genus Ferroplasma (6.60%–86.34%) in different samples of AMD puddles. 

Acidithiobacillus spp. were the major iron- and/or sulfur-oxidizing bacteria in AMD solutions and sediments, whereas relative 

abundance of the obligate iron-oxidizer Leptospirillum spp. was lower, and Ferrovum spp. were almost only present in the 

AMD solutions. In addition, acidophilic or acid-tolerant heterotrophic bacteria were widely distributed in the AMD solutions 

and sediments, which might promote the growth of iron- and/or sulfur-oxidizers and catalyze the oxidative/reductive 

dissolution of metal ores. Our results suggested that pH significantly impacted the microbial community structure of AMD 

environment by affecting the microbial diversity and microflora distribution. 

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

酸性矿山排水 (Acid mine drainage, AMD) 是

矿区内常见的一种极端环境，由黄铁矿 (FeS2) 等

硫化矿物在接触空气和水的条件下自发氧化及在

微生物的参与下加速氧化溶解形成[1]，通常呈红棕

色或褐色，也称为酸性矿山废水，是矿山废水中污

染范围最广且危害最为严重的一类[2]。其典型特征

是随着氧化反应的进行，pH逐渐降低，通常为 2–4，

甚至小于 2；具有高浓度的 SO4
2−，以及铁、铝、

铜、铅、砷等金属和类金属元素。由于废矿石和尾

矿的大量积累，以及旧矿井的废弃，酸性矿山排水

的产生已成为一个全球性的环境问题[3]。 

黄铁矿是地球中含量最为丰富的硫化矿物[4]，

它的氧化性溶解是酸性矿山排水的主要成因[5]，习

惯 性 概 括 为 总 反 应 式 ： 4FeS2+14H2O+15O2→ 

4Fe(OH)3+8SO4
2−+16H+。值得注意的是，黄铁矿是酸

不溶性矿物，其氧化性溶解包含一系列反应过程[1]，
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Fe3+起主要的氧化作用。黄铁矿与水和氧气接触后

发生氧化，产生 Fe2+，并进一步被氧化为 Fe3+；在

pH 低于 4 时，Fe2+自发氧化速度慢，它的氧化主

要由嗜酸性铁氧化菌完成[4]，且其速度超过自发氧

化 106 倍，使 Fe3+快速再生，这是促进硫化矿物氧

化的关键步骤[6]。另外，硫化矿物氧化还生成还原

型无机硫化合物和 S0，为硫氧化菌的生长提供能

源物质[7]。研究表明，酸性矿山排水自然条件严苛

且地球化学因素相对简单，但具有丰富的嗜酸性

铁、硫氧化及异养的细菌和古菌[8-9]。因此酸性矿

山排水中的微生物及其铁、硫元素代谢一直备受关

注[10-11]。近些年来，不依赖于培养的微生物群落分

析方法如 16S rRNA 基因克隆文库、扩增子测序、

宏基因组测序以及宏转录组测序技术等已广泛用

于酸性矿山排水的研究[12-14]，使人们对其中的微生

物多样性、群落结构和功能以及微生物与环境的相

互作用有了更全面的认识[15-16]。 

酸性矿山排水生态系统包含酸矿水、沉积泥和

生物膜等不同环境[13,17]，而目前关于其不同环境中

微生物群落组成、分布及功能的研究依然较少[17]。

本研究采用高通量测序技术分析了云南省蒙自某

矿区酸矿水坑不同类型样本和周边溪水的原核微

生物多样性及群落结构差异，探究了影响群落结构

的主要因素，进而分析了菌群的分布和适应性及重

要功能，旨在更全面地了解酸性矿山排水的形成和发

展规律及其中的铁、硫等元素生物地球化学循环[18]，

发掘极端环境的微生物资源，同时为酸性矿山排水

的治理和修复[4]以及微生物浸矿[19]提供科学依据

和理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  采样地点描述和样本采集 

中国云南省蒙自市矿产资源丰富，其中白牛厂

银多金属矿床已探明银、锌储量达超大型规模，铅、

锡储量达大型规模[20]。本研究于 2017 年 9 月 22 日

采集该矿区内某地点  (东经 103°46′47″，北纬

23°28′53″，海拔约 1 847 m) 自然形成的酸矿水坑

中酸矿水 (Drainage)、沉积泥 (Sediment) 和生物

膜 (Biofilm) 等不同环境的样本，并根据 pH 高低

将各酸矿水坑分为 B、C、D 区。B 区采集 3 个酸

矿水样本 (BD) 和 5 个沉积泥样本 (BS)，C、D

区各采集 3 个酸矿水样本 (CD 和 DD) 和 3 个沉积

泥样本 (CS 和 DS)，E 区采集 3 个生物膜样本 

(EF)。酸矿水坑周边一处酸性水流 (Rill) 作为 A

区，采集 3 个周边溪水样本 (AR)。 

1.2  理化参数测定 

采用便携式水质多参数测量仪  (Star A329, 

Orion, USA) 测定采样点的温度、pH 和电导率等参

数。基于邻菲啰啉分光光度法 (HJ/T 345-2007) 和

比浊法 [21]，采用便携式比色计 (DR/890, HACH, 

USA) 测定酸矿水样本的 Fe2+、Fe3+和 SO4
2−浓度。

取适量样本经微波消解仪 (TOPwave, Analytik Jena, 

Germany) 消解及电热板加热赶酸后稀释到适宜浓

度，采用 ICP-OES (Optima 5300 DV, PerkinElmer, 

USA) 测定元素含量[22]。 

1.3  样本基因组提取 

采用 DNA 提取试剂盒 (PowerMax Soil DNA 

Isolation Kit, Qiagen) 提取样本 DNA。采用溶剂过

滤器和真空泵将酸矿水抽滤通过微孔滤膜 (PES, 

Φ47–50 mm 0.22 μm, PALL) 以收集样本中的微生

物，用无菌手术剪和镊子将滤膜剪碎 [23]后进行

DNA 提取。沉积泥和生物膜样本直接按照试剂盒

操作说明进行提取。DNA 溶解于 Tris 盐酸缓冲液 

(pH 8.0)中，−20 ℃冻存，由北京博奥汇玖生物科

技有限公司完成 16S rRNA 基因扩增子测序。 

1.4  16S rRNA 基因扩增子测序 

选择 16S rRNA 基因的 V4–V5 区进行扩增子

测序。取 DNA 样品与已融合样本标签 (Barcodes) 

的引物 515F (5′-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3′) 
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和 926R (5′-CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3′) 于

预混液 (HiFi HotStart ReadyMix, KAPA) 中配制

PCR 反应体系。PCR 反应条件为：95 ℃预变性   

3 min；98 ℃变性 20 s，55 ℃退火 15 s，72 ℃延

伸 15 s，共 25 个循环；72 ℃终延伸 1 min。PCR

产物经凝胶电泳和回收纯化后采用 Qubit 测定

DNA 浓度并连接测序接头完成文库构建。采用

Agilent 2100 生物分析仪检测文库片段长度分布

和浓度，选择 Illumina MiSeq PE250 平台完成  

测序。 

1.5  高通量测序数据分析 

序列数据不含测序接头，根据样本标签进行分

样得到各样本上、下游单端序列。采用 USEARCH 

v11[24]合并单端序列，并用 Cutadapt v2.3[25]去除引

物；滤除低质量序列和 Singletons，并对高质量序

列进行去冗余；按照 97%相似性聚类 (Cluster) 形

成可操作分类单元 (Operational taxonomic units，

OTUs)[26]以及通过去噪 (Denoise) 保留数目大于 6

的序列获得扩增子序列变体 (Amplicon sequence 

variants，ASVs)[27]，去除嵌合体，OTUs 和 ASVs

统称为特征 (Features)；最终获得各特征的代表序

列并生成特征表。在 QIIME2[28]中基于引物对

515F/926R 和 Silva 132 16S rRNA 基因数据库训练

RDP 物种分类器[29]，并按照 0.7 置信度阈值进行

物种注释；根据注释结果去除线粒体和叶绿体序列

并过滤特征表；基于样本最少序列数对特征表抽平

后计算各样本 α 多样性指数和距离矩阵。采用 R

语言及“vegan”、“ggplot2”、“ComplexHeatmap”等

R 程序包进行统计分析及数据可视化。 

2  结果与分析 

2.1  样本理化特征 

周边溪水与酸矿水坑的物理化学特征差异明

显。各采样区温度均约为 25 ℃，A 区 pH 为

5.07±0.15，在各区中最高；B、C、D 区 pH 逐渐

降低且同区酸矿水 pH 略高于沉积泥 (表 1)；E 区

酸矿水坑采集到少量生物膜样本，pH为 1.52±0.08。 

酸矿水坑中含量最丰富的元素是 Fe，沉积泥

中还含有大量的 Al、S、K、Mg、Ca、P、As、Cu、

Pb 等元素。随着 pH 的降低，酸矿水中 Fe2+、Fe3+

和 SO4
2−的浓度，以及各元素 (除 Mo 和 Se) 的含

量明显升高 (表 1)。D 区酸矿水中总 Fe 离子浓度高

达(65 250±2 198) mg/L，同时含有高浓度的 SO4
2− 

((134 000±2 000) mg/L) 和有毒的类金属元素 As 

((641.7±8.8) mg/L)。如不及时加以控制，持续产生

的酸性矿山排水将严重污染周围的水体与土壤。 

2.2  酸性矿山排水环境微生物群落多样性 

DD 组样本由于条件极端未提取到 DNA，其

他 7 组 23 个样本经测序共获得 1 300 684 条有效序

列，通过聚类和去噪及去除线粒体和叶绿体等特征

后共获得 968 个 OTUs 和 801 个 ASVs (表 2)。比

较发现，B、C、D 区各组 ASVs 数明显高于 OTUs

数，表明酸矿水和沉积泥中具有较多序列相似性较

高的 16S rRNA 基因，可能存在较多系统发生关系

较近的物种，最近已研究采用去噪形成 ASVs 的方

法分析酸性矿山排水中的微生物群落[30]，因此本

研究选择去噪的结果用于后续分析。 

各样本的 Alpha 多样性指数见表 2。Observed

指 实 际 测 到 的 特 征 数 ； Evenness 为 辛 普 森 

(Simpson) 均匀度指数；香农 (Shannon) 指数同时

衡量丰富度和均匀度，反映群落多样性情况；PD

表示 Faith[31]提出的谱系多样性  (Phylogenetic 

diversity)。各样本覆盖度 (Coverage) 均高于 99%，

表明测序深度足够。AR 群落丰富度  (ACE 和

Chao1) 最高，但均匀度较低；B、C、D 区多样性

逐渐降低；EF 丰富度较高，但均匀度最低。总体

来看，pH 更低的采样区表现为群落多样性更低，

而生物膜具有一定的特殊性。 
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表 1  各组样本的物理化学参数 (除 AR 和 EF, x ±s)  

Table 1  The physicochemical parameters of all sample groups (except AR and EF, x ±s)  

Physicochemical 
parameters 

BS (n=5) CS (n=3) DS (n=3) BD (n=3) CD (n=3) DD (n=3) 

pH 2.37±0.05 2.18±0.11 1.89±0.07 2.54±0.05 2.25±0.05  1.94±0.05 

Cond. (mS/cm) NA NA NA 6.06±0 17.2±0.05 28.55±0.04 

TDS (g/L) NA NA NA 2.97±0 8.43±0.02 13.98±0.02 

Fe2+ (mg/L) NA NA NA 15±1 6 393±111 15 630±42 

Fe3+ (mg/L) NA NA NA 3 159±3 12 485±17 46 475±46 

SO4
2− (mg/L) NA NA NA 6 933±306 33 667±577 134 000±2 000

Al (mg/(kg or L)) 57 264±2 373 54 787±340 55 093±1 148 42±2 444±21 1 547±57 

As (mg/(kg or L)) 2 093.3±214.4 1 836.2±76.7 1 362.3±23.8 19.1±0.6 151.8±2.1 641.7±8.8 

B (mg/(kg or L)) 351.9±53.8 389±53.9 380.1±32.8 8.9±1.4 50.9±8.6 182.3±24.3 

Ba (mg/(kg or L)) 147.99±5.36 162.41±9.42 150.26±2.03 0.22±0.08 1.34±0.51   4.8±1.86 

Ca (mg/(kg or L)) 8 301±1 283 4 129±903 3 677±294 406±13.8 464.2±2.2 658.3±20.6 

Cd (mg/(kg or L)) 24.78±12.8 20.3±7.9 15.88±6.17 0.28±0.09 1.85±0.73  7.72±3.12 

Co (mg/(kg or L)) 7.96±0.53 10.49±1.31 13.51±0.57 0.4±0.02 2.05±0.08  8.13±0.28 

Cr (mg/(kg or L)) 152.25±12.38 142.45±23.26 145.64±13.63 2.16±0.52 12.47±2.75  52.27±12.31

Cu (mg/(kg or L)) 899.1±683.9 1 108.3±408.5 1 878.8±45.6 62.3±2.8 363.1±8 1 564.3±30.9 

Fe (mg/(kg or L)) 101 355±3 067 120 140±1 394 115 157±6 740 3 107±10 17 910±266 65 250±2 198

K (mg/(kg or L)) 13 597±1 286 15 337±1 504 14 751±1 065 0.32±0.56 0.81±1.41 15.52±10.87

Li (mg/(kg or L)) 24.27±0.54 30.5±0.82 30.78±0.61 0.02±0.02 0.27±0.1 0.5±0.87 

Mg (mg/(kg or L)) 4 709.4±218.8 6 347.8±738.4 6 513.1±578.1 254.8±2.5 848.3±17.5 2 988±87.8 

Mn (mg/(kg or L)) 214.2±64.4 527.2±162 631.8±42.5 30.8±1.3 133.5±3 502.7±9.4 

Mo (mg/(kg or L)) 2.59±1.12 0±0 2.6±2.25 0±0 0±0 0±0 

Na (mg/(kg or L)) 445.2±26.3 475.7±41.2 446.6±18.8 2±0.6 3.4±1.2 8.7±15 

Ni (mg/(kg or L)) 25.63±0.44 32.05±0.23 37.05±1.09 0.55±0 3.04±0.09 12.32±0.33 

P (mg/(kg or L)) 3 456±216.6 3 215.3±125.3 3 482.6±185.6 76.8±2.1 609.2±19.3 2 236.5±76.5 

Pb (mg/(kg or L)) 192.8±36.6 1 633.6±565 818.6±123.5 0.2±0.1 1.6±0.6 5.3±2.4 

Se (mg/(kg or L)) 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 

Si (mg/(kg or L)) 2 260±1 051 496±313 649±435 12.7±2 30.4±15.1 56±2.5 

S (mg/(kg or L)) 20 690±2 024 34 682±3 276 43 438±3 151 2 430±47 11 041±332 37 882±1 644

Sr (mg/(kg or L)) 46.72±4.44 42.95±1.95 44.82±0.92 0.63±0.05 1.32±0.1 2.85±0.09 

V (mg/(kg or L)) 145.54±10.8 137.13±17.02 131.05±8.45 0.62±0.45 6.74±1.13 45.73±13.76

Zn (mg/(kg or L)) 117.3±20.1 445.8±62.3 420.4±12.2 17.9±0.6 68.2±2.4 238.4±6 

Cond.: conductivity; TDS: total dissolved solids; NA: not available. 

 

2.3  酸性矿山排水环境微生物群落组成 

7 组样本共注释到 26 个门、45 个纲和 96 个目，

通过堆叠柱形图展示平均相对丰度前 20 的微生物

类群。在门水平  (图 1A) 上，AR 中变形菌门 

(Proteobacteria) (66.58%) 和拟杆菌门 (Bacteroidetes) 

(31.41%) 占主要优势，属于丰富类群 (平均相对丰

度≥1%)；其次为芽单胞菌门 (Gemmatimonadetes) 

(0.92%) 和蓝细菌门 (Cyanobacteria) (0.38%)，但

这两个门属于低丰度稀有类群  (平均相对丰度

<1%)。BD 中变形菌门 (63.98%) 的丰度最高；广

古菌门  (Euryarchaeota) (17.28%)、硝化螺菌门 

(Nitrospirae) (11.82%)、酸杆菌门 (Acidobacteria) 

(4.00%) 和未分类的古菌  (Unclassified Archaea) 

(1.34%) 成为丰富类群；厚壁菌门  (Firmicutes) 

(0.61%)、浮霉状菌门 (Planctomycetes) (0.50%)、

放线菌门 (Actinobacteria) (0.35%)、Dependentiae 
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(0.06%) 和 Diapherotrites (0.03%) 的丰度增高。BS

中广古菌门 (50.12%) 的丰度明显更高，在环境中

占主导地位 (平均相对丰度≥50%)，未分类古菌 

(14.49%)、硝化螺菌门 (12.52%)、放线菌门 (3.04%)、

Diapherotrites (0.74%) 和绿弯菌门  (Chloroflexi) 

(0.48%) 相比于其他组中丰度最高。与 B 区相比，

CD 中广古菌门 (65.51%) 和 Diapherotrites (0.45%) 

的丰度更高；随着酸矿水酸度和离子浓度的升高，

CS 和 DS 中广古菌门的丰度逐渐升高，分别为

55.76%和 86.40%。生物膜 EF 中，广古菌门的丰

度高达 96.40%，其他门为稀有类群。 

在纲和目水平 (图 1B–C) 上，酸矿水坑样本

中 热 原 体 纲  (Thermoplasmata) 热 原 体 目 

(Thermoplasmatales) 丰度最高且分布最广，其次为

γ 变形菌纲  (Gammaproteobacteria) 酸硫杆菌目 

(Acidithiobacillales) 和未定位的类群；而 γ 变形菌

纲中的 β 变形菌目 (Betaproteobacteriales) 和未培

养的类群，以及 α 变形菌纲 (Alphaproteobacteria) 

和拟杆菌纲 (Bacteroidia) 则主要存在于周边溪水

AR 中。硝化螺菌门中只检测到硝化螺菌纲 

(Nitrospira) 的硝化螺菌目 (Nitrospirales)，主要存

在于 BD（11.82%）和 BS（12.52%）中。α变形菌

纲 醋 杆 菌 目  (Acetobacterales) 和 酸 杆 菌 纲 

(Acidobacteriia) 酸杆菌目 (Acidobacteriales) 主要

分布于BD (17.72%和4.00%) 中。梭菌纲 (Clostridia) 

梭菌目 (Clostridiales) 在酸矿水坑各组中保持较

低丰度 (0.29%–1.95%)。酸微菌纲 (Acidimicrobiia) 

中未培养的类群和酸微菌目  (Acidimicrobiales) 

主要分布于 BS (1.82%和 1.10%) 中。δ 变形菌纲 

(Deltaproteobacteria) 的 Sva0485[32] 和微古菌纲 

(Micrarchaeia) 的 ARMAN-2 主要位于 BS (4.30%

和 0.72%) 和 CD (2.26%和 0.45%) 中。 
 

表 2  各样本聚类和去噪的结果及 α多样性指数 
Table 2  Clustering and denoising results and alpha diversity metrics of all samples 

Sample 
(n=23) 

OTUs 
(t=968) 

ASVs 
(t=801) 

Counts 
Alpha diversity metrics 

ACE Chao1 Observed Shannon Evenness PD Coverage

AR1 574 563 52 674 571.5 573.4 562 6.23 0.05 23.25 0.999 4 
AR2 569 561 55 473 573.9 589.3 557 6.18 0.05 21.58 0.999 0 
AR3 570 561 55 316 561.3 570.7 553 6.35 0.06 21.46 0.999 4 
BD1 74 131 47 596 155.6 161.0 131 4.01 0.06 7.99 0.999 5 
BD2 96 142 48 219 155.4 162.9 141 4.58 0.10 9.38 0.999 6 
BD3 92 146 49 285 161.3 169.3 146 4.36 0.08 9.09 0.999 6 
BS1 96 133 53 999 145.6 155.4 131 4.72 0.12 8.32 0.999 6 
BS2 89 132 53 510 166.3 155.0 130 4.67 0.11 7.87 0.999 5 
BS3 76 114 55 378 122.4 119.1 110 4.38 0.10 6.56 0.999 7 
BS4 68 112 54 756 119.0 114.0 108 4.35 0.10 6.09 0.999 7 
BS5 71 115 54 751 122.9 118.9 115 4.64 0.13 6.74 0.999 8 
CD1 60 99 55 213 107.3 105.7 97 3.03 0.04 7.18 0.999 7 
CD2 53 86 52 619 98.2 94.1 85 2.60 0.04 6.18 0.999 7 
CD3 50 83 55 706 98.4 98.1 81 2.68 0.05 5.40 0.999 7 
CS1 50 91 52 579 105.2 119.6 89 2.49 0.03 5.02 0.999 6 
CS2 46 83 54 247 93.4 100.2 82 2.27 0.04 5.20 0.999 7 
CS3 43 87 52 412 97.5 94.7 86 2.13 0.03 4.53 0.999 7 
DS1 18 34 55 202 39.0 37.5 34 0.85 0.04 2.63 0.999 9 
DS2 26 45 56 486 58.5 58.0 45 0.82 0.03 3.42 0.999 7 
DS3 32 52 56 898 53.3 63.0 49 1.27 0.03 3.87 0.999 8 
EF1 183 143 62 499 175.9 167.8 134 1.78 0.02 12.10 0.999 1 
EF2 209 167 60 881 207.6 213.3 158 1.90 0.02 13.97 0.998 9 
EF3 256 152 61 462 156.3 174.5 149 2.29 0.02 13.14 0.999 6 
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图 1  酸性矿山排水环境微生物类群在不同分类水平上的相对丰度 
Fig. 1  Relative abundance of microbial taxa in AMD environment at Phylum (A), Class (B) and Order (C) levels. 
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2.4  酸性矿山排水环境微生物群落结构差异 

基于 Bray-Curtis 相异和 Jaccard 相似距离矩阵

进行主坐标分析  (Principal coordinates analysis, 

PCoA)，结果表明，考虑群落组成丰度 (图 2A) 时，

各组群落结构间存在明显差异；而不考虑丰度 (图 2B) 

时，相同采样区的酸矿水和沉积泥间差异明显减

小。进一步基于 Bray-Curtis 距离作 PERMANOVA

检验，结果同样表明，各组群落结构存在极显著差

异 (R2=0.973, P=0.001)，酸矿水和沉积泥间均具有

明显或显著差异 (表 3)。以上结果说明，各采样区

和样本类型的群落结构存在明显差异，同区酸矿水

和沉积泥的群落结构差异主要受丰度的影响。层次

聚类 (图 3) 直观地展示各样本群落结构的相似程

度，可见周边溪水和生物膜明显区别于其他组；同

区酸矿水和沉积泥较为相似；C 区与 D 区样本更

相似。 

2.5  酸性矿山排水环境微生物群落对环境变

量的响应 

对各样本 pH 和 Shannon 指数进行线性回归分

析 (图 4)，同时计算皮尔逊 (Pearson) 相关系数。

结果显示，pH 和 Shannon 指数呈极显著正相关 

(R=0.804, P≤0.001)，表明群落多样性随 pH 降低

而降低。 

进一步以纲水平 (γ 变形菌纲以目水平) 群落

组成及丰度进行冗余分析 (Redundancy analysis, 

RDA)，红色划线表示平均相对丰度 (>0.05%) 前

20 的微生物类群 (图 5)。RDA1 和 RDA2 轴的解释

率分别为 54.55% (P≤0.05) 和 19.97% (P≤0.05)， 

 

 
 

图 2  基于 Bray-Curtis 相异和 Jaccard 相似距离矩阵的主坐标分析 (PCoA)  

Fig. 2  Principal coordinates analysis (PCoA) based on Bray-Curtis dissimilarity (A) and Jaccard similarity (B) 
distance matrices. 

 
 

图 3  基于非加权组平均法 (UPGMA) 和 Bray-Curtis 距离矩阵对各样本群落结构相似性的层次聚类分析 

Fig. 3  Hierarchical clustering based on UPGMA and Bray-Curtis distance matrix. 
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表3  基于Bray-Curtis距离矩阵对各组样本(除AR和EF)

群落结构差异进行置换多元方差分析 (PERMANOVA) 

检验的结果 

Table 3  Results of PERMANOVA test for the difference 
of community structure between all sample groups 
(except AR and EF) based on Bray-Curtis distance matrix  

Groups 
Bray-Curtis 

Variation (R2) Pr (>F) 

BD/BS 0.882 0.016 
BD/CD 0.934 0.100 
BD/CS 0.896 0.100 
BD/DS 0.967 0.100 
BS/CD 0.925 0.019 
BS/CS 0.902 0.023 
BS/DS 0.945 0.021 
CD/CS 0.639 0.100 
CD/DS 0.957 0.100 
CS/DS 0.852 0.100 

 

 
 

图 4  各样本 pH 和 Shannon 指数的线性回归分析及

Pearson 相关系数 

Fig. 4  Linear regression and Pearson correlation 
coefficient between pH value and Shannon index of all 
samples. Level of confidence interval: 0.95; *** 

indicates P≤0.001.  

 

表明群落结构主要趋势已被 pH (P≤0.05) 和样本

类型 (P≤0.05) 解释，pH 及周边溪水和生物膜对

群落结构具有重大影响。包括 α 变形菌纲、拟杆菌

纲、热原体纲、梭菌纲、β 变形菌目和 γ 变形菌纲

未培养的类群在内的 6 个微生物类群对第一轴有

重要贡献，热原体纲只与梭菌纲呈正相关；其余

14 个类群则对第二轴有主要的贡献，之间多呈正

相关。 

 
 

图 5  纲水平微生物类群的冗余分析 (RDA)  

Fig. 5  Redundancy analysis (RDA) based on the 
Hellinger-transformed microbial taxa relative abundance 
at class level constrained by variables pH and sample 
types, scale=FALSE, scaling=2. 

 

在属水平 (图 6) 上，AR 中的菌群与其他组

具有明显差异，特有的高丰度类群主要归为 α 变形

菌纲、β 变形菌目和拟杆菌纲，且明显聚为一簇，

其他低丰度的嗜酸性微生物极有可能迁移自酸性

矿山排水。 

整体来看，酸矿水坑中的菌群组成极为相似，

亚 铁 原 体 属 Ferroplasma 、 酸 硫 杆 菌 属 

Acidithiobacillus、钩端螺旋菌属 Leptospirillum 等

丰度高且分布广的类群明显聚为一簇。亚铁原体属 

(6.60%–86.34%) 的丰度与酸度呈显著正相关，在

条件极端的 DS 中达到最高，此时硫化芽胞杆菌属 

Sulfobacillus 的丰度也最高 (1.58%)。酸硫杆菌属

在酸矿水和沉积泥  (pH 2.0–2.5) 中的丰度达

8.75%–38.29%。钩端螺旋菌属主要分布于 BD 和

BS (11.82%和 12.52%) 中。此外，BD 中分布有最

高丰度的酸杆菌属 Acidibacter (2.44%)、醋杆菌科 

Acetobacteraceae 未培养的类群 (5.90%)、嗜酸菌属 

Acidiphilium (11.12%)、铁卵形菌属 Ferrovum (5.26%) 
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图 6  属水平上微生物类群的相对丰度及与酸度的 Pearson 相关性组合热图 
Fig. 6  Heatmaps based on relative abundance of the top 49 microbial taxa (mean relative abundance >0.1%) at genus 
level and their Pearson correlation with acidity. Row clustering distance: Euclidean. Hierarchical clustering method: 
Complete. P-values were adjusted using the “BH” method. “.” indicate P≤0.1, * indicate P≤0.05, ** indicate P≤0.01. 
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和 Acidicapsa (2.16%) 等，而 BS 中主要为热原体

科 (Thermoplasmataceae) 的未培养类群 (15.81%)、

Cuniculiplasma (21.64%)、Metallibacterium (0.63%)、

A 原体 (A-plasma) (3.17%) 和 E 原体 (E-plasma) 

(1.26%)[33]以及铁线菌属Ferrithrix (1.04%) 等，这

些微生物类群多与酸度呈显著或极显著负相关。EF

中主要为亚铁原体属和酸原体属 Acidiplasma 

(79.26%和 16.97%)，几乎不存在 (平均相对丰度

<0.01%) 或未测到酸硫杆菌属和 Cuniculiplasma。 

3  讨论 

3.1  酸性矿山排水环境菌群的分布及适应性 

结合群落结构及菌群与环境因子相关性分析

发现，本研究蒙自酸矿水坑不同环境与周边溪水群

落组成差异较大，起主要作用的环境因子为 pH。

周边溪水 pH 最高，群落丰富度也最高，主要有变

形菌门 β 变形菌目和 α 变形菌纲以及拟杆菌门拟

杆菌纲，其特有的高丰度类群在酸矿水坑中难以存

活，只有少量存在于生物膜中 (图 6)，生物膜中可

能形成了特殊的微环境。拟杆菌纲几乎只分布于周

边溪水中，与 pH 呈明显正相关 (图 5)。通常拟杆

菌门在酸性矿山排水中不常见，在环境酸度较低或

测序深度足够大的情况下偶有报道[22,34]，其仅有的

耐酸类群最适 pH 大于 5.0[35]。可认为拟杆菌门不

适应酸性矿山排水环境，但与拟杆菌纲呈明显正相

关的 β 变形菌目和 α 变形菌纲中具有适应性较好

的铁卵形菌属和醋杆菌目，这些微生物主要分布于

B 区酸矿水中。 

广古菌门、变形菌门 (α、γ 和 δ 变形菌纲)、

硝化螺菌门、酸杆菌门、放线菌门和厚壁菌门等广

泛分布于蒙自酸矿水坑中，至少在一组中为丰富类

群，这些微生物常见于酸性矿山排水环境且表现出

很强的适应性[22]，此外，Diapherotrites、浮霉状菌

门、绿弯菌门、Dependentiae (TM6)[36]和蓝细菌门

也存在于酸矿水坑不同环境中，最近已有研究报道

这些类群分布于不同的酸性矿山排水中[30,37]。本研

究发现热原体纲热原体科未培养的类群 (ASV_8, 

16, 19, 20) 与 A、E 原体和 Cuniculiplasma 在沉积

泥中丰度均较高，其分布特征与钩端螺旋菌属最为

近似。酸杆菌门的 Acidicapsa 主要存在于酸矿水

中，而有研究发现该门的类群在沉积泥中丰度也较

高[37]。值得关注的是，本研究酸矿水坑中具有高

丰度的未分类的古菌 (ASV_7, 18, 25)，其与 Rio 

Tinto 河酸性矿山排水中未培养的古菌[38]聚为一个

OTU，它们在环境中的作用和适应性有待进一步研

究。ARMAN-2 是该环境中主要的 Diapherotrites 类

群，在沉积泥和酸度更低的酸矿水中均有分布，而

在生物膜中几乎不存在；其他未培养的类群

Sva0485 和浮霉状菌门的 CPla-3 在酸矿水和沉积泥

中均有分布，而绿弯菌门的 AD3 主要分布于沉积泥

中，这些类群在酸性矿山排水中较少有报道[13,39]。 

研究表明，pH 对酸性矿山排水环境微生物群

落结构具有重大影响。随着硫化矿物的氧化性溶

解，酸性矿山排水的 pH 不断降低，进而溶解更多

的金属和类金属元素，离子浓度不断升高，群落结

构及菌群分布可能也发生着适应性的变化。本研究

发现同区酸矿水和沉积泥的群落结构差异主要表

现在群落组成丰度上，随着 pH 的降低，酸矿水坑

微生物群落多样性明显降低，表现为群落组成和结

构均趋于简单，主要原因可能为热原体纲对该环境

的适应性极强，其丰度与 pH 呈明显负相关，在极

端条件下对群落结构起主导作用，在属水平上表现

为亚铁原体属在低 pH 采样区中丰度明显升高。 

3.2  酸性矿山排水环境菌群的功能分析 

铁卵形菌属主要分布于 B 区酸矿水  (pH 

2.54±0.05) 中，在酸度和离子浓度更高的分组中均

未测到。该属成员以 Fe2+和黄铁矿自养生长，对有

机物敏感[40]，广泛分布于酸性矿山排水环境，中度

嗜酸，在 pH 2.0–4.0 的条件下[22,41]和一些特殊生  

境[42]中可占主要优势。推测铁卵形菌属主要在酸
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性矿山排水形成初期进行铁氧化，促进矿石溶解，

而随着环境酸度和离子浓度的升高，其生态地位逐

渐被其他铁氧化菌取代。 

酸硫杆菌属在酸矿水和沉积泥中均有较高的

丰度 (8.75%–38.29%)，可利用还原型无机硫化合物

和 S0 作为能源自养生长，部分种 (At. ferrooxidans

等) 还可利用 Fe2+和黄铁矿等硫化矿物，以及还原

Fe3+[43]。该属是酸性矿山排水中常见的嗜酸性铁、

硫氧化细菌，最适 pH 小于 3。本研究从酸矿水样

本中分离得到了该属多株菌，包含潜在新种，可应

用于生物浸矿中，促进硫化矿物的氧化。钩端螺旋

菌属 (0.09%–12.52%) 的丰度仅次于酸硫杆菌属，

Leptospirillum spp.是严格好氧的嗜酸性铁氧化细

菌，以 Fe2+作为唯一能源严格自养生长，对有机物

极其敏感。相比于酸硫杆菌属，该属适应更低的

pH，在靠近矿石溶解的区域通过再生 Fe3+对硫化

矿物的氧化可能发挥着主要的促进作用[44]。 

亚铁原体属 (6.60%–86.34%) 在酸矿水坑中

分布最广，该属在极端低 pH 和高浓度金属离子的

环境中广泛分布且可占主要优势[12,45]，在生物浸矿

体系和酸性矿山排水中相继得到分离培养，极端嗜

酸，好氧且兼性厌氧，能氧化 Fe2+及还原 Fe3+，同

化 CO2 和有机碳源[46-47]。本课题组的一些研究表

明，该属铁氧化能力极强。这类不具细胞壁的古菌

在酸性矿山排水的形成和发展中发挥着极其重要

的作用[48]。 

除铁、硫氧化菌，酸矿水坑中还广泛分布着酸

杆菌属、嗜酸菌属、Metallibacterium、铁线菌属、

Acidicapsa 和硫化芽胞杆菌属等嗜酸、中度嗜酸或

耐酸的异养菌，通过利用环境中的有机物，驱动 C

元素循环，促进铁、硫氧化菌的生长。此外，

Acidiphilium acidophilum[49]、Sulfobacillus spp.和

Ferrithrix thermotolerans[50]可利用还原型无机硫化

合物和 S0 以及 Fe2+或硫化矿物兼性化能无机营养

或混合营养生长，促进矿石的氧化性溶解；

Acidibacter spp.[51] 、 Acidiphilium cryptum[52] 、

Metallibacterium scheffleri[53]、Ft. thermotolerans、

酸 性 矿 山 排 水 来 源 的 Acidicapsa spp.[54] 和

Sulfobacillus spp.中多个成员[55-56]均可在微好氧或

厌氧的条件下还原 Fe3+，直接参与 Fe 循环，产生

Fe2+供铁氧化菌利用及催化三价铁矿的还原性溶

解。结合成熟酸性矿山排水中的一些研究[57]及本

研 究 微 生 物 类 群 相 关 性 分 析 的 结 果 推 测 ，

Sulfobacillus spp.在极端条件下可能与亚铁原体属

协同作用以溶解矿石。 

4  结论 

云南省蒙自某矿区酸性矿山排水环境酸矿水

坑和周边溪水的群落结构存在明显差异，pH 是对

其影响最大的环境因素。酸矿水坑群落多样性较

低，但具有丰富的嗜酸性铁、硫氧化菌，以及代谢

能力多样的嗜酸性异养菌，是铁、硫元素代谢和生

物浸矿等研究和应用的极端菌种资源库。在严苛的

环境条件下，酸矿水坑中还蕴含着较多未分类和未

培养的微生物类群，它们的生理代谢和环境功能可

通过高通量测序数据进行分析，但仍依赖于菌株分

离培养来进一步验证；环境中更为复杂的微生物之

间的相互作用及其对群落结构的影响也有待进一

步研究。另外，嗜酸菌的迁移及其对环境的影响也

需引起足够的关注。 
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