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摘  要：【背景】煤矸石堆场用于堆放煤矿开采过程中产生的一种热值低、含重金属的固体废弃物，

会产生大量的酸性废水，对堆场周边的生态环境造成严重影响。【目的】探究煤矸石堆场的微生物

群落结构和功能特征。【方法】选择贵州省六枝特区典型煤矸石堆场作为研究对象，采集堆场表层

土壤、矸石层土壤、废水浸出口沉积物和堆场下游河道沉积物，通过宏基因组学技术进行分析。【结

果】细菌的优势菌门为变形菌门(Proteobacteria)和放线菌门(Actinobacteria)，优势菌属为钩端螺菌属

(Leptospirillum)和硫化杆菌属(Sulfobacillus)；古菌的优势菌门为 Candidatus_Thermoplasmatota 和泉

古菌门(Crenarchaeota)，优势菌属为热原体属(Thermoplasma)和金属球菌属(Metallosphaera)。不同采

样点细菌和古菌的优势菌属存在显著差异，矸石层土壤和废水浸出口沉积物中的铁氧化细菌和硫

氧化细菌比其他 2 个样点丰富。煤矸石堆场中微生物的碳、氮、硫代谢基因丰度较高，共检测到 6 条

固碳途径、6 条氮代谢途径和 3 条硫代谢途径。主要的固碳基因为 ACAT 和 E2.2.1.1，固碳途径以

还原性三羧酸循环为主；主要的氮代谢基因为 nirB、nasA 和 narG，氮代谢途径以反硝化为主；主要

的硫代谢基因为 cysH 和 sir，硫代谢途径以同化硫酸盐还原为主。【结论】本研究可进一步拓展对矿

山生态环境的认识，为矿区生态修复、土壤和河流污染的治理提供理论依据。 

关键词：煤矸石堆场；宏基因组学；微生物群落；代谢途径；功能基因 
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Abstract: [Background] Coal gangue dumps stockpile coal wastes with low calorific values 
and heavy metals, which are generated during coal mining, along with a large amount of acidic 
wastewater and deteriorated eco-environment nearby. [Objective] This paper aims to explore 
the structure and functional characteristics of microbial communities in coal gangue dumps. 
[Methods] The soil samples of the dump surface and gangue layers, as well as the sediment 
samples from wastewater leaching outlets and dump downstream river, of a typical gangue 
dump in Liuzhi special district, Guizhou Province were collected. Metagenomics was employed 
to reveal the microbial community structures and functional characteristics of the samples. 
[Results] The results showed that bacteria were more diverse and abundant than archaea. The 
dominant bacterial phyla were Proteobacteria and Actinobacteria, and the dominant genera 
were Leptospirillum and Sulfobacillus. The dominant archaeal phyla were Candidatus_ 
Thermoplasmatota and Crenarchaeota, and the dominant genera were Thermoplasma and 
Metallosphaera. The dominant genera of bacteria and archaea in different sampling sites varied 
from each other, and Fe-oxidizing bacteria (FOB) and sulfur-oxidizing bacteria (SOB) were 
more abundant in the gangue layer soil and wastewater leaching outlet sediment than in the 
other two sampling sites. The genes for carbon, nitrogen, and sulfur metabolism were abundant 
in coal gangue, with six carbon fixation pathways, six nitrogen metabolism pathways, and three 
sulfur metabolism pathways detected. The dominant genes for carbon fixation were ACAT and 
E2.2.1.1, and the dominant pathway was reductive tricarboxylate cycle. For nitrogen 
metabolism, the dominant genes were nirB, nasA and narG, and the dominant pathway was 
denitrification. For sulphur metabolism, the dominant genes were cysH and sir, and the 
dominant pathway was assimilated sulphate reduction. [Conclusion] The findings are expected 
to enhance the understanding of mine ecology and provide a theoretical basis for the ecological 
restoration and pollution treatment in mining areas. 
Keywords: coal gangue dumps; metagenomics; microbial communities; metabolic pathways; 
functional genes 
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人类的采矿活动会改变矿区附近的生态系

统稳定性 [1]，影响生态系统的生物多样性和功

能，使生态系统受到严重的破坏[2-3]。贵州省六

盘水市是我国华南地区最大的煤炭基地，有“江
南煤都”之称，而六枝特区是其重要组成部分，

因此被称为“十里煤城”。六枝特区境内有丰富的

矿产资源，如煤、铁、硫、砷、铅和锌等，其中

煤炭资源遍布全境，六枝特区的煤矿开采历史悠

久，煤炭开采文化底蕴深厚，煤电、煤焦化都是

当地的传统支柱产业。六枝特区的煤炭开发、生

产和利用为社会经济发展做出了重要贡献，但也

造成了生态环境的严重污染[4-5]和地质灾害[6-7]。 
煤矸石是煤矿开采过程中产生的一种热值

低、含重金属的固体废弃物[8-9]，由于六枝特区

的煤矸石含硫量较高，导致煤矸石在堆放过程

中因化学和微生物的作用会产生大量的酸性废

水，对堆场周边的生态环境造成严重影响。目

前，对矿区生态环境的研究主要集中在矿区土

壤[10-12]、河流[13-14]和植被[15-16]方面，相关研究

发现矿区周围土壤受到重金属的影响，物种复

杂度与距离呈正相关[17]，植被的发育也与微生

物的发育密切相关[18]，但是关于煤矸石堆场中

微生物的研究较少。因此，选择贵州省六枝特

区典型煤矸石堆场作为研究对象，采集堆场表

层土壤、矸石层土壤、废水浸出口沉积物和堆

场下游河道沉积物，通过宏基因组学技术分析

样品中的微生物群落结构，并对功能基因和代

谢功能进行分析，探讨酸性废水产生的微生物

作用机理，以期能进一步拓展对矿山生态环境

的认识，为矿区生态修复、土壤和河流污染的

治理提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  研究区域概况和样品采集 

贵州省六盘水市六枝特区属亚热带季风温

暖湿润气候，气候温和，夏无酷暑，冬无严寒，

雨量充沛，年均气温 14.5 ℃，年降水量1 476.4 mm，

年内降雨分布不均匀，大部分集中在 5−9 月，

占全年年均降雨量的 77.6%。采样点位于六枝特

区某煤矿的煤矸石堆场(26°25′80″−26°27′84″N, 
105°29′50″−105°31′52″E)，分别采集堆场的表层

土壤(T)、堆场的矸石层土壤(G)、堆场废水浸出

口的沉积物(J)和堆场下游河道的沉积物(H)，如

图 1 所示。由于土壤的不均匀性，在同一采样点

不同位置采样 5 次，均匀混合。样品采集后暂存

于干冰桶中，然后在−80 ℃冰箱中保存。 

1.2  主要试剂和仪器 
邻苯二甲酸氢钾、磷酸氢二钠、铬黑 T、

1.10-菲啰啉、苯甲酸，天津市科密欧化学试剂

有限公司；乙酰苯胺、辛醇、溴甲酚绿、甲基

红、硫酸钾，国药集团化学试剂有限公司；重

铬酸钾，天津市致远化学试剂有限公司；乙二

胺四乙酸二钠，成都金山化学试剂有限公司；

氨基苯磺酸，上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；Fast DNA Spin Kit For Soil，MP Biomedicals
公司。pH 计，上海仪电科学仪器股份有限公

司；凯氏定氮仪，FOSS 公司；有机元素分析

仪，Elementar 公司；自动聚焦声波基因组剪

切仪，Covaris 公司；高通量测序平台，Illumina
公司。 

1.3  宏基因组学分析 
所采集的样品在低温环境下送至上海某生

物科技有限公司进行宏基因组学分析。首先用

试剂盒提取微生物 DNA，利用 1%琼脂糖凝胶

电泳检测抽提的 DNA。用自动聚焦声波基因组

剪切仪将其片段化(约 400 bp)然后进行接头连

接，并使用磁珠筛选去除接头自连片段，再利

用 PCR 扩增进行文库模板的富集，磁珠回收

PCR 产物得到最终的文库。完成文库构建后进

行桥式 PCR 和测序。 
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图 1  煤矸石堆场采样图   A：表层土壤. B：矸石层土壤. C：废水浸出口的沉积物. D：下游河道沉积物 
Figure 1  Sampling map of gangue dumps. A: Surface soil. B: Gangue layer soil. C: Sediment of waste 
water leaching outlet. D: Downstream river sediment. 
 
1.4  数据分析 

首先对原始序列进行拆分、质量剪切以及

去除污染等优化处理。然后使用 MEGAHIT 优

化序列进行拼接组装，采用 MetaGene 对基因进

行预测，利用 CD-HIT 和 SOA Paligner 对样品中

预测出来的基因序列进行聚类和比对，最后使用

BLASTp 将非冗余基因型与非冗余蛋白序列

(non-redundant protein sequence database, NR)、
直系同源蛋白分组比对(evolutionary genealogy of 
genes: non-supervised orthologous groups, EggNOG)、
京都基因与基因组百科全书(Kyoto encyclopedia 
of genes and genomes, KEGG)等数据库比对，获

得物种和功能上的注释以及分类。 

2  结果与讨论 
2.1  理化性质 

从表 1 可知，表层土壤 pH 为弱酸性，矸

石层土壤和浸出液出口沉积物 pH 为强酸性，

河道沉积物 pH 为中性。矸石层土壤的全碳含

量最高，表层土壤的全氮含量最高，矸石层土

壤和浸出液出口沉积物的有机质含量较高，河

道沉积物全碳、全氮和有机质含量都远低于其

他样点，矸石层土壤的硫酸盐含量远高于其他

样点，是因为煤矸石中的黄铁矿富含 S 元素。 

2.2  α 多样性分析 
本研究包含 4 个样品，T、G、H、J 样本分

别获得 48 575 282、48 465 562、49 770 408 和   
43 641 474 条 raw reads，质控后获得 47 597 666、
47 806 700、48 874 580 和 42 680 060 条 clean 
 
表 1  样品理化性质 
Table 1  Physical and chemical properties of samples 
Sample pH TC  

(%) 
TN  
(mg/kg) 

SOM 
(g/kg) 

SO4
2− 

(g/kg) 
T 5.01 7.170 2 603.002 133.548 2.451 
G 2.29 8.270 2 286.555 214.371 113.049 
H 7.15 4.680 860.191 89.585 8.749 
J 2.39 7.300 1 861.742 207.549 22.527 
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reads，并且质控后的样品覆盖度均在 97%及以

上，说明测序深度足以进行后续分析。α 多样

性主要包括物种丰富度和物种均匀度两个方

面。采样点的细菌和古菌群落多样性表现出显

著差异，如表 2 所示，采用 Chao1 指数和 ACE
指数计算群落分布丰度，数值越大表示群落丰

度越高。采用 Shannon 和 Simpson 指数计算群

落分布多样性，其中 Shannon 指数与微生物多

样性成正比，而 Simpson 指数与微生物多样性

成反比。总体上，细菌群落的丰富度和多样性

明显高于古菌。细菌的群落丰富度和多样性依次

为 J>T>H>G 和 J>H>T>G；古菌的群落丰富度和

多样性依次为 T>G>J>H 和 T>H>J>G。同一堆场

不同采样点的微生物多样性存在差异，说明其

多样性与样品成分密切相关。表层土壤为弱酸

性，且碳、氮和有机质含量高，因此适合微生

物的生长发育。然而矸石层土壤和废水浸出口

沉积物的酸性强，硫酸盐含量较高，环境复杂，

会有特定的微生物生存，这也是此类环境中浸

矿微生物丰度较高的原因。 

2.3  微生物群落结构 
在煤矸石堆场样品中，细菌共获得 159 门

264 纲 468 目 959 科 3 598 属 22 830 种，古菌

共获得 24 门 43 纲 69 目 100 科 191 属 554 种。 
在门水平上(图 2)，细菌群落的优势菌门为

变形菌门(Proteobacteria, 2.23%−86.05%)、放线

菌门(Actinobacteria, 2.62%−48.88%)和厚壁菌门

(Firmicutes, 0.15%−46.78%)。变形菌门在 4 个样

本中相对丰度最高，因为变形菌门(Proteobacteria)
的种类丰富，代谢形式多样，在维持土壤生态

系统方面起着主要作用[19-20]。Liang 等[18]发现在

稀土矿区复杂的环境中，变形菌门(Proteobacteria)
显示出绝对的竞争优势。放线菌门在表层土壤

和矸石层土壤中相对丰度最高，因为放线菌门

(Actinobacteria)可能是重金属污染的块状土壤和

根际土壤中代谢活性细菌的主要组成部分[21]。厚

壁菌门(Firmicutes)是矸石层土壤中的另一个优

势菌门，对环境污染的耐受性较高，是矿区的

特征细菌 [22]。其他相关研究表明，厚壁菌门

(Firmicutes)的相对丰度在受重金属污染的土壤中占

主导地位[23-24]。古菌群落的优势菌门为 Candidatus_ 
Thermoplasmatota (14.69%−84.49%)和泉古菌门

(Crenarchaeota, 2.10%−23.43%)。土壤表层和河道

沉积物中的广古菌门(Euryarchaeota, 18.79%−24.59%)
和奇古菌门(Thaumarchaeota, 13.49%−37.72%)
有较高丰度。泉古菌门(Crenarchaeota)包括很多

超嗜热生物，在某些海洋的超微浮游生物中占

有相当比例[25]，嗜温性泉古菌门被认为是氮和

碳循环的重要贡献者[26]。 
在属水平上(图 3)，煤矸石堆场细菌群落的优

势菌属为钩端螺菌属(Leptospirillum, 0.04%−18.58%)
和硫化杆菌属(Sulfobacillus, 0.01%−18.90%)，古 

 
表 2  细菌和古菌群落 α 多样性指数 
Table 2  Alpha diversity index of bacterial and archaeal communities  
Class Samples ACE index Chao1 index Shannon index Simpson index Coverage 
Bacteria T 15 328 15 328 5.064 0.040 1 

G 3 914 3 914 3.529 0.091 1 
H 10 842 10 842 5.113 0.029 1 
J 16 361 16 361 5.343 0.022 1 

Archaea T 326 326 4.057 0.041 1 
G 291 291 1.995 0.291 1 
H 119 119 3.541 0.075 1 
J 267 267 2.804 0.142 1 
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图 2  门水平上细菌群落(A)和古菌群落(B)的相对丰度 
Figure 2  Relative abundance of bacterial communities (A) and archaeal communities (B) at the phylum 
level.  
 
菌群落的优势菌属为热原体属(Thermoplasma, 
1.11%−59.12%)和金属球菌属(Metallosphaera, 
0.13%−22.28%)。表层土壤的优势细菌属为

unclassified_c_Actinomycetia (5.69%)和unclassified_ 
p_Actinobacteria (6.05%)，矸石层土壤的优势细

菌属为 unclassified_p_Firmicutes (22.42%)和硫

化杆菌属(Sulfobacillus, 18.90%)，河道沉积物的

优势细菌属为嘉利翁氏菌属(Gallionella, 11.49%)
和 unclassified_o_Burkholderiales (8.98%)，废水浸

出口的优势细菌属为钩端螺菌属(Leptospirillum,  
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图 3  属水平下细菌群落(A)和古菌群落(B)的相对丰度 
Figure 3  Relative abundance of bacterial communities (A) and archaeal communities (B) at the genus level.  
 
18.58%)和酸硫杆菌属(Acidithiobacillus, 9.17%)。
表层土壤的优势古菌属为 Cuniculiplasma (11.46%)
和 unclassified_d_Archaea (11.06%)，矸石层土壤

的优势古菌属为热原体属(Thermoplasma, 59.12%)
和金属球菌属(Metallosphaera, 22.28%)，河道沉

积物的优势古菌属为 Candidatus_Nitrosotalea 
(30.45%)和 unclassified_p_Crenarchaeota (8.09%)，
废水浸出口的优势古菌属为 Cuniculiplasma 
(38.72%) 和 unclassified_o_Thermoplasmatales 
(32.11%)。 
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在 生 物 浸 出 过 程 中 ， 硫 氧 化 细 菌

(sulfur-oxidizing bacteria, SOB)和铁氧化细菌

(Fe-oxidizing bacteria, FOB)是最主要的浸矿微

生物，它们分别通过氧化单质硫和 Fe2+获得能

量[27]。常见于土壤、淡水、咸水、温泉和硫矿

中，其种类多样、分布广泛[28]。硫氧化细菌在

生长过程中能利用可溶或溶解的硫化合物，从

中获得能量，可将低价硫化物氧化为硫，再将

硫氧化为硫酸盐[29-30]。硫氧化细菌可用于硫化

氢解毒、土壤生物修复和废水处理[31]。目前鉴

定的硫氧化细菌包括绿硫细菌 (green sulfur 
bacteria, GSB)[32] 、 紫 硫 细 菌 (purple sulfur 
bacteria, PSB)、紫色非硫细菌(purple nonsulfur 
bacteria, PNSB)[28]和无色硫细菌(colorless sulfur 
bacteria, CSB)[33]。绿硫细菌属于厌氧光合细菌，

可以厌氧氧化单质硫和 H2S，少数菌株可以厌

氧氧化 S2O3
[28]，常见属有绿菌属(Chlorobium)

和绿假单胞菌属(Chloropesudomonas)。紫硫细

菌是不产氧光合细菌，普遍存在于有光的厌氧

水体、厌氧海洋、滞水层、富营养化湖泊和一

些含硫化物的中性或者高 pH 值、高盐的极端

环境里，常见的有 Allochromatium vinosum DSM 
180T[34]和硫碱弧菌属(Thioalkalivibrio)。紫色非

硫细菌的分布较广泛，大多数紫色非硫细菌硫

化物氧化的终产物是 SO4
2‒，少数是单质硫，主

要包括红螺菌属(Rhodospirillum)、红球状菌属

(Rhodopila)和红育菌属(Rhodoferax)等[30]。无色

硫细菌缺少光合色素，大多数在好氧条件下进行

硫氧化，常见属有副球菌属(Paracoccus)、硫杆菌

属(Thiobacillus)和酸硫杆菌属(Acidithiobacillus)
等。铁氧化细菌以氧气作为电子受体，以 CO2

作为碳源，将 Fe2+氧化为 Fe3+，广泛分布于地

表水、土壤、海洋以及地下水生态系统中[35]。

铁氧化细菌是推动铁元素循环的微生物，包含

氧化亚铁硫杆菌(Thiobacillus ferrooxidans)等自

养菌[36]，也包含纤发菌属(Leptothrix)和泉发菌属

(Crenothrix)等异养菌[37-38]。嗜酸性氧化亚铁硫杆

菌(Acidithiobacillus ferrooxidans)、氧化亚铁钩端

螺旋菌(Leptospirillum ferrooxidans)和氧化硫硫

杆菌(Thiobacillus thiooxidans)是常见的脱硫微

生物。以酸硫杆菌属(Acidithiobacillus)、铁原体

属 (Ferroplasma)和钩端螺菌属 (Leptospirillum)
为代表的一系列铁氧化细菌已广泛应用于矿山

冶金、废旧 PCB 板、废旧电池和电子废料处理

等行业[39-41]，具有环境友好、节能高效和工艺

占地面积小等优势。在本研究中，钩端螺菌属

(Leptospirillum)、硫化杆菌属(Sulfobacillus)和酸

硫杆菌属(Acidithiobacillus)的相对丰度较高，分

别为 6.43%、4.31%和 3.14%，且其在废水浸出

口沉积物的丰度远高于其他样点，这三者都是

常见的浸矿细菌属[42-43]，有研究表明在生物浸

出工业的后期，钩端螺菌属(Leptospirillum)很可

能成为了最主要的氧化细菌[44]。 
热原体属 (Thermoplasma)在炎热和酸性条

件下生长最好，通常存在于温泉中，也在自热的

煤炭废料堆和酸性硫质喷气环境中被发现。金属

球菌属(Metallosphaera)严格好氧，生长在元素硫

和硫化物矿上，可以从硫化矿中提取金属并生成

硫酸[45]。硫化叶菌属(Sulfolobus)是需氧型古菌，

也是最早发现的嗜酸热微生物之一，其生长环境

通常为富含硫的地热地区。矿区这种高酸性、含

金属环境中的微生物种类繁多，包括铁和硫氧化

或还原的细菌，其中的还原反应会产生碱，因此

在矿山生物修复方面具有应用潜力[46-47]。 
综上所述，所有样品中细菌的群落多样性

和丰度均高于古菌，矸石层土壤的微生物群落

结构较为特殊，与其他 3 个样点相差较大，可

能是由于矸石层土壤中的黄铁矿(FeS2)发生氧

化反应放热导致温度较高，因此硫化叶菌属

(Sulfolobus)和热原体属 (Thermoplasma)等嗜酸
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热微生物的群落丰度较高。废水浸出口和矸石

层土壤的硫氧化细菌和铁氧化细菌群比其他样

点丰度高，可能是由于 pH 较低，富含金属离

子和 SO4
2−，适宜此类微生物的生长。微生物的

群落组成有差异，说明微生物在发生变化以适

应重金属的污染[41,48]，特定的环境会选择适合

生存和生长的微生物，Chen 等[49]使用宏基因组

和宏转录组学相结合的方法，发现微生物会调

节基因的表达以适应其环境的变化。 

2.4  微生物功能注释 
基于 KEGG (http://www.genome.jp/kegg/)数

据库对比样品中的微生物功能类别，共注释

到六大功能信息，其中新陈代谢 (72.46%)占
主导地位，其次是遗传信息处理(8.24%)、环

境信息处理(6.53%)、细胞转化(5.78%)、人类

疾病(4.49%)和组织系统(2.50%)。第 2 层代谢

功能有 46 类，丰度较高的是全局和概述图谱

(28.26%)、氨基酸代谢(8.69%)、碳水化合物代

谢(8.58%)、能量代谢(6.42%)和辅助因子与维

生素的代谢(5.94%)，如图 4 所示。不同样本之

间代谢功能的丰度相差较大，废水浸出口沉积

物细菌的代谢功能丰度略高于其他样点，而矸 
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图 4  基于 KEGG 的细菌(A)和古菌(B)的代谢功能及丰度 
Figure 4  Metabolic function and abundance of bacteria (A) and archaea (B) based on KEGG. 
 
 
 
 
 
 



 
5310 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

石层土壤古菌的代谢功能丰度明显高于其他

样点，这可能与煤矸石堆场微生物的群落结构

有关。 
2.4.1  固碳 

碳在调节土壤养分循环和增加土壤微生物

活性方面起着至关重要的作用，微生物固碳途径

多种多样，目前已确定的固碳途径有 6 种，分别

为：还原性磷酸戊糖 (卡尔文 )循环 (reductive 
pentose phosphate cycle/Calvin cycle, CBB)、还

原性三羧酸循环 (reductive citrate cycle/arnon- 
buchanan cycle, rTCA)、二羧酸/4-羟基丁酸循环

(dicarboxylate-hydroxybutyrate cycle, DC/4-HB)、
3-羟基丙酸/4-羟基丁酸循环(hydroxypropionate- 
hydroxybutylate cycle, 3-HP/4-HB)、3-羟基丙酸

双循环 (3-hydroxypropionate bi-cycle, 3-HP)和
还原性乙酰辅酶 A 途径(reductive acetyl-CoA 
pathway/Wood-Ljungdahl pathway)。卡尔文循环

是光合作用里碳反应的一部分，反应场所为叶

绿体内的底物，分为 3 个阶段，即羧化、还原

和二磷酸核酮糖的再生，广泛存在于绿色植物、

蓝细菌、藻类和一些变形菌门中。还原性三羧

酸循环是存在于少数光合紫色细菌和绿硫细菌

中自养固定 CO2 的途径。二羧酸/4-羟基丁酸循

环在古菌中被发现，核心反应第一次是乙酰

CoA 羧化为丙酮酸，第二次是磷酸烯醇式丙酮

酸的羧化反应。3-羟基丙酸双循环存在于嗜热

光合细菌中，其核心反应是乙酰 CoA 的羧化和代

谢产物丙酰 CoA 的再次羧化。3-羟基丙酸/4-羟基

丁酸循环的碳固定与 3-羟基丙酸双循环相同，

底物再生与二羧酸/4-羟基丁酸循环相同。还原

性乙酰辅酶 A 途径存在于甲烷菌、硫酸盐还原

菌和产乙酸菌等化能自养的厌氧细菌和古生菌

中，是一条非循环的固碳途径。 
在 4 个采样点中，如图 5A 所示，每条代

谢途径的相对丰度为本途径功能基因数量占整

个代谢途径功能基因数量的百分比，除矸石层

土壤以外的 3 个样点的 6 种固碳途径基因相对

丰度无显著差异。其中，还原性三羧酸循环

(25.92%−34.56%) 和二羧酸 /4- 羟基丁酸循环

(20.71%−28.38%)基因相对丰度较高，其次是 
3-羟基丙酸/4-羟基丁酸循环(4.17%−22.37%)、
卡尔文循环(11.13%−20.30%)和 3-羟基丙酸循环

(9.53%−15.42%)，基因相对丰度最低的是还原

性乙酰辅酶 A 途径(2.65%−6.08%)。由此可见，

还原性三羧酸循环是矿区微生物固碳的主要途

径，此途径只需要 2 个 ATP 就能合成丙酮酸，

是能源匮乏的矿区微生物的主要固碳途径，这

与在碱性矿区 [50]和铁尾矿区 [51]的研究结果一

致。还原性乙酰辅酶 A 通路是一些细菌和古菌

使用的一组生化反应，此途径主要存在于产乙

酸菌和产甲烷菌中，需要严格的缺氧环境[52]。

理论上，生活在恶劣环境中的生物可能会优先

使用 ATP 消耗较低的途径——还原性乙酰辅酶

A 途径来固碳，但这条途径在 4 个样品中相对

丰度却最低，可能与所需的严格缺氧环境有关。

虽然这 6 种途径在 4 个样点中的相对丰度相似，

但这些固碳基因的分类属性和比例存在一定差

异，如图 5B 所示。ACTA 和 E2.2.1.1 是主要的

固碳基因，在表层土壤中的相对丰度分别为

8.12%和 8.18%，在矸石层土壤中的相对丰度分

别为 15.98%和 5.06%，在河道沉积物中的相对

丰度分别为 8.37%和 8.16%，在废水浸出口沉积

物中的相对丰度分别为 3.99%和 6.90%。 
固碳途径在属水平上的物种分类如图 5C 所示，

矿区固碳的优势菌属为热原体属(Thermoplasma, 
20.67%)和金属球菌属(Metallosphaera, 13.44%)，
两者均为古菌。矸石层土壤的主要固碳菌属为

热原体属(Thermoplasma, 39.95%)和金属球菌属

(Metallosphaera, 25.99%)，表层土壤的主要固碳

菌属为硫单胞菌属(Thiomonas, 2.88%)和金属 
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图 5  微生物的固碳途径   A：固碳途径相对丰度. B：固碳途径功能基因热图. C：固碳途径属水平物

种丰度. 1–6 分别代表还原性磷酸戊糖(卡尔文)循环、还原性三羧酸循环、二羧酸/4-羟基丁酸循环、3-
羟基丙酸/4-羟基丁酸循环、3-羟基丙酸循环和还原性乙酰辅酶 A 途径. 属水平物种丰度均进行 lg(X+1)
转换 
Figure 5  Microbial pathways of carbon fixation. A: Relative abundance of carbon fixation pathways. B: 
Heatmap of functional genes of carbon sequestration pathways. C: Species abundance of carbon sequestration 
pathways at the genus level. 1–6 represent reductive pentose phosphate cycle/Calvin cycle, reductive citrate 
cycle/arnon-buchanan cycle, dicarboxylate-hydroxybutyrate cycle, hydroxypropionate- hydroxybutylate 
cycle, 3-hydroxypropionate bi-cycle and reductive acetyl-CoA pathway/Wood-Ljungdahl pathway, 
respectively. Species abundance at the genus level were lg(X+1) transformed. 



 
5312 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

细菌属(Metallibacterium, 2.07%)，河道沉积物

的主要固碳菌属为嘉利翁氏菌属 (Gallionella, 
13.98%)，废水浸出口沉积物的主要固碳菌属为

钩端螺菌属(Leptospirillum, 18.39%)。 
2.4.2  氮代谢  

矿区生态系统的氮代谢途径和功能基因如

图 6A 所示，存在 6 条与氮代谢相关的途径，分别

为固氮(nitrogen fixation)、硝化(nitrification)、反硝

化(denitrification)、异化硝酸盐还原(dissimilatory 
nitrate reduction)、同化硝酸盐还原(assimilatory 
nitrate reduction)和完全硝化(complete nitrification, 
comammox)。从图 6B 可知，反硝化途径的基因

相对丰度最高(11.76%−33.89%)，其次是异化硝酸盐

还原(27.79%−31.39%)、完全硝化(6.34%−18.85%)、
同 化 硝 酸 盐 还 原 (9.91%−17.93%) 、 固 氮

(4.98%−32.22%)和硝化(0.16%−2.61%)。矸石层

土壤的固氮基因相对丰度最高，完全硝化基因

相对丰度最低，而其他样点均是反硝化基因相

对丰度最高，固氮基因相对丰度最低。 
氮代谢途径的相关基因如图 6C 所示，主要

的氮代谢基因分别为 nirB、nasA、narG、nifK、

nirK 和 narH。表层土壤中相对丰度较高的基因

分别为 nirB (14.03%)、nasA (17.33%)、narG 

(16.30%)和 nirK (10.34%)，矸石层土壤中相对丰度

较高的基因分别为 nirB (28.19%)、nasA (17.80%)、
nifK (15.94%)和 nifD (13.70%)，河道沉积物中相

对丰度较高的基因分别为 nirB (16.38%)、nasA 
(21.37%)、narG (17.96%)和 narH (8.20%)，废水

浸出口沉积物中相对丰度较高的基因分别为

nirB (15.95%)、nasA (11.68%)、narG (13.87%)
和 nirK (9.78%)。氮代谢中异化硝酸盐还原和同

化硝酸盐还原途径过程相同，但使用的还原酶

基因不同，古菌缺少固氮和同化硝酸盐还原酶

基因。反硝化在氮素循环中是很重要的一环，

主要是指细菌将硝酸盐中的氮(N)通过一系列

的中间产物还原成氮气(N2)的过程，亚硝酸盐

还原酶基因 nirK 是反硝化过程的代表基因。硝

酸盐还原成亚硝酸盐是重要的反硝化过程，可

以通过微生物的呼吸完成，这些微生物通常存

在于有硝酸盐的厌氧环境中，如土壤和海洋沉

积物[53-54]。然而固氮则是将 N2 还原为 NH3，是

植物通过根部对含氮的无机化合物的吸收，研

究显示固氮酶复合物由 nif 基因簇编码 [55]，

nifK、nifD 是固氮基因。异化硝酸盐还原也是

重要的氮代谢途径，是在无氧或微氧条件下微生

物进行的硝酸盐呼吸，即以 NO3
‒或 NO2

‒代替 O2 
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图 6  矿区微生物氮代谢途径   A：氮代谢途径和功能基因. B：氮代谢途径相对丰度. C：氮代谢途径

功能基因热图. D：氮代谢途径属水平物种丰度. 1–6 分别代表固氮、硝化、反硝化、异化硝酸盐还原、

同化硝酸盐还原和完全硝化途径. 属水平物种丰度均进行 lg(X+1)转换 
Figure 6  Microbial pathways of nitrogen metabolic in mining areas. A: Nitrogen metabolic pathways and 
functional genes. B: Relative abundance of nitrogen metabolic pathways. C: Heat map of functional genes of 
nitrogen metabolic pathways. D: Species abundance of nitrogen metabolic pathways at the genus level. 1–6 
represent nitrogen fixation, nitrification, denitrification, dissimilatory nitrate reduction, assimilatory nitrate 
reduction and complete nitrification, respectively. Species abundance at the genus level were lg(X+1) 
transformed. 
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作为电子受体进行呼吸代谢，亚硝酸盐还原酶

基因 nirB 和硝酸盐还原酶基因 narG 参与异化

硝酸盐还原途径。 
氮代谢途径在属水平上的物种分类如   

图 6D 所示，矿区微生物氮代谢的优势菌属为

热原体属(Thermoplasma, 7.11%)和钩端螺菌属

(Leptospirillum, 2.99%)，分别为古菌和细菌。矸

石 层 土 壤 的 主 要 氮 代 谢 菌 属 为 热 原 体 属

(Thermoplasma, 24.38%)，表层土壤的主要氮代

谢菌属为硫单胞菌属(Thiomonas, 5.36%)，河道沉

积 物 的 主 要 氮 代 谢 菌 属 为 嘉 利 翁 氏 菌 属

(Gallionella, 11.11%)和 Curvibacter (10.07%)，废

水浸出口的主要氮代谢菌属为钩端螺菌属

(Leptospirillum, 9.28%) 和 酸 硫 杆 菌 属

(Acidithiobacillus, 8.68%)。 
2.4.3  硫代谢 

在煤矸石堆场检测到较高的硫酸盐含量，

存在 3 条与硫代谢相关的完整途径，如图 7A 所

示，分别为同化硫酸盐还原(assimilatory sulfate 
reduction) 、 SOX 络 合 物 氧 化 硫 代 硫 酸 盐

(thiosulfate oxidation by SOX complex)和异化硫

酸盐还原(dissimilatory sulfate reduction)。由图 7B

可知，同化硫酸盐还原途径(52.87%−82.98%)基因

相对丰度最高，SOX 络合物氧化硫代硫酸盐

(2.31%−43.17%)和异化硫酸盐还原(3.96%−16.85%)
途径基因相对丰度较低。4 个样点的硫代谢途径

差异较大，矸石层土壤的同化硝酸盐还原、SOX
络合物氧化硫代硫酸盐基因相对丰度较高，异

化硝酸盐还原基因相对丰度最低，表层土壤、河

道沉积物、废水浸出口中同化硝酸盐还原基因相

对丰度最高，而异化硝酸盐还原基因和 SOX 络

合物氧化硫代硫酸盐基因相对丰度较低。 
硫代谢基因相对丰度如图 7C 所示，cysH、

sir、sat、cysD 和 cysI 是主要的硫代谢基因，表层

土壤中相对丰度较高的基因分别为 sir (17.29%)、
cysD (14.40%)、cysNC (14.29%)、sat (12.59%)和
cysH (11.18%)，矸石层土壤中相对丰度较高的基

因分别为 sir (30.30%)、cysH (30.20%)和 sat 
(15.65%)，河道沉积物中相对丰度较高的基因

分别为 cysI (14.56%)、cysD (11.57%)、cysN 
(11.36%)和 soxA (10.18%)，废水浸出口沉积物

中相对丰度较高的基因分别为 sat (11.29%)、
cysI (9.76%)、soxB (8.47%)和 cysD (8.25%)。同

化硫酸盐还原和异化硫酸盐还原是硫酸盐还原 
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图 7  矿区微生物硫代谢途径   A：硫代谢途径和功能基因. B：硫代谢途径相对丰度. C：硫代谢途径

功能基因热图. D：硫代谢途径属水平物种丰度. 1、2、3 分别代表同化硫酸盐还原、SOX 络合物氧化

硫代硫酸盐和异化硫酸盐还原. 属水平物种丰度均进行 lg(X+1)转换 
Figure 7  Microbial pathways of sulfur metabolic in mining areas. A: Sulfur metabolic pathways and 
functional genes. B: Relative abundance of sulfur metabolic pathways. C: Heat map of functional genes of 
sulfur metabolic pathway. D: Species abundance of sulfur metabolic pathways at the genus level. 1, 2 and 3 
represent assimilatory sulfate reduction, thiosulfate oxidation by SOX complex and dissimilatory sulfate 
reduction, respectively. Species abundance at the genus level were lg(X+1) transformed. 
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的两条途径，均在厌氧条件下进行，还原过程依

赖于 ATP，主要区别在于同化硫酸盐还原最终产

物为半胱氨酸，而异化硫酸盐还原最终产物为硫

化物。cysH、sir 和 sat 均是参与同化硫酸盐还原

途径的基因，值得注意的是，在古菌中未检测到

SOX 基因的存在，而其在细菌中普遍存在。当

硫酸盐进入细胞时，被 ATP 硫酸化酶(cysD、cysN
编码)激活产生 APS，然后 APS 通过 APS/PAPS
还原酶(cysH 编码)还原为亚硫酸盐，亚硫酸盐再

通过 cysI、cysJ 和 sir 还原为硫化物。 
硫代谢途径在属水平上的物种分类如   

图 7D 所示，矿区微生物硫代谢的优势菌属为

金属球菌属(Metallosphaera, 6.93%)和酸硫杆菌

属(Acidithiobacillus, 4.44%)，分别为古菌和细

菌。矸石层土壤的主要硫代谢菌属为金属球菌

属(Metallosphaera, 17.78%)，表层土壤的主要硫

代谢菌属为硫单胞菌属(Thiomonas, 5.91%)，河

道沉积物的主要硫代谢菌属为 Curvibacter 
(12.07%)，废水浸出口沉积物的主要硫代谢菌

属为酸硫杆菌属(Acidithiobacillus, 15.40%)。 

3  结论 
(1) 煤矸石堆场细菌群落的多样性和丰度

均高于古菌群落。同一堆场不同采样点的微生

物多样性存在显著差异，说明微生物的生长发

育与环境条件密切相关。 
(2) 细菌和古菌的优势菌属存在一定差异，

矸石层土壤的优势菌属与其他样点差异较大，主

要为嗜酸热型微生物，矸石层土壤和废水浸出口

沉积物中的铁氧化细菌和硫氧化细菌丰度较高。 
(3) 堆场微生物的碳、氮、硫代谢基因相对

丰度较高，存在 6 条固碳途径、6 条氮代谢途径和

3 条硫代谢途径。虽然不同代谢途径的微生物群

落结构存在明显差异，但不同样品中相同代谢

途径的微生物群落结构相似。 
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