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摘　要　针对大量煤矿区地下水环境和土壤中铁锰富集的现象，采用 16S rDNA联合 DGGE分子生物学

方法测定某矿区煤层-潜层地下水-土壤层微生物的垂向分布规律和生活区-矿区边界-核心采矿区中微生

物的横向分布规律，与铁锰离子浓度分布进行对比分析，研究铁锰细菌不同种属在空间上的变化规律，

揭示区域地下水环境和土壤环境质量铁锰超标的水文地质原因与变化规律. 最后通过两个月的铁锰溶液

室内驯化实验，全面分析矿区铁锰细菌的生物多样性与种属分类特征. 结果显示，矿区地下水中铁锰细

菌有硫细菌（Chloroflexi bacterium）、芽孢杆菌（Psychrodurans）、假单胞菌（Pseudomonas），微生物

优势条带检出结果表明煤层品位越高的区域铁锰细菌所占比例越高，同时说明铁锰微生物的分布与铁锰

元素的分布正向相关. 煤层中铁锰细菌优势明显，占到 84%左右. 矿区土壤中铁锰细菌亦为优势种群，

但占比远低于煤层中. 非煤区土壤中铁锰细菌则优势不明显，仅占土壤优势菌群的 20%. 且在核心采区煤

层水中发现了兼性菌——绿弯菌门（Chloroflexus），说明长期疏干煤层地下水改变了煤层微生物种群，

使得微生物的多样性发生变化. 室内驯化实验，得到 4种均为芽孢杆菌菌属（Bacillus）的铁锰优势菌，

对铁锰离子浓度耐受性较强并且能够进行生物富集，具有成为土壤修复工程菌的潜质. 本研究可为矿区

土壤与地下水铁锰污染治理提供一定的理论指导.
关键词　微生物群落，铁锰污染，土壤修复，铁锰细菌.
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Abstract　 Aiming  at  the  phenomenon  of  iron  and  manganese  enrichment  in  groundwater
environment  and  soil  in  a  large  number  of  coal  mining  areas,  the  vertical  distribution  of
microorganisms among coal-submersible Groundwater-soil Layer in a mining area and the horizontal
distribution  of  microorganisms  in  a  residential  mining  area  boundary-core  mining  area  was
determined  and  analyzed  with  16S  rDNA  combined  DGGE  molecular  biology  method.  Iron  and
manganese ion concentration distribution were analyzed. Based on that, the comparison between the
microorganisms` distribution rules and the iron-manganese concentration was studied. The results of
the  spatial  variation  of  different  species  of  ferromanganese(Fe-Mn)  bacteria  revealed  the  regional
groundwater  quality  hydrogeological  reasons  for  excess  iron  manganese  and  their  changing  rules.
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Finally,  the  biological  diversity  and  species  classification  characteristics  of  Fe-Mn  bacteria  in  the
mining area were analyzed by indoor  domestication experiments  for  two months.  The results  show
that the iron and manganese bacteria in the groundwater of the mining area include sulfur bacteria,
Bacillus,  and  Pseudomonas.  The  detection  results  of  the  dominant  microbial  bands  show  that  the
higher the coal seam grade is, the higher the proportion of iron and manganese bacteria. It also shows
that  the  distribution  of  iron  and  manganese  microorganisms  is  positively  correlated  with  the
distribution  of  iron  and manganese.  Iron  and manganese  bacteria  have  apparent  advantages  in  coal
seams, accounting for about 84%. The iron and manganese bacteria in the mining area soil are also
the dominant species, but their proportion is much lower than that in the coal seam. The advantages
of  iron  and  manganese  bacteria  in  non-coal  soil  are  not  obvious,  accounting  for  only  20%  of  the
dominant  soil  bacteria.  Also,  the  facultative  bacteria-Chloroflexus  phylum  was  found  in  the  coal
seam water of the core mining area, indicating that the long-term drainage of coal seam groundwater
has changed the coal seam microbial population, resulting in changes in microbial diversity. Indoor
domestication  experiments  revealed  four  dominant  iron  and  manganese  bacteria  of  the  genus
Bacillus.  They  a  have  strong  tolerance  to  iron  and  manganese  ion  concentrations  and  can  be  bio-
enriched,  and  have  the  potential  to  become  soil  remediation  engineering  bacteria.  This  study  can
provide  certain  theoretical  guidance  for  the  treatment  of  iron  and  manganese  pollution  in  soil  and
groundwater in mining areas.
Keywords　microbial  community， iron-manganese  pollution， soil  restoration， ferromanganese
bacteria.

  

我国能源消费以煤炭为主，约占能源消费总量的 60%[1]. 研究表明，开采活动加快地下水流速，使

水文地球化学作用发生改变，导致矿区地下水环境发生巨大变化[2 − 6]. Galhardi 等[7] 对巴西菲盖拉市煤

矿研究发现，煤矿开采产生的酸性矿山废水影响该区地下和地表水环境. Raj 等[8] 对煤矿区土壤重金属

污染的研究发现，煤炭开采及运输使周边土壤中 Hg、Pb、Mn 等重金属的浓度严重超标. 随着我国能源

基地建设的推进，大型煤矿开发建设数量与日俱增，对土壤及地下水环境造成了不同形式的生态影响

与环境污染[9]. 我国山西、内蒙等众多地区存在土壤与地下水的铁锰离子污染问题，矿区产生的一系列

社会经济与生态环境问题亟待解决，矿区土壤与地下水的修复问题一直是环境工程领域的热点问题.
微生物对外界环境变化灵敏，监测微生物在采矿阶段的规律，对微生物修复技术应用于污染矿区

环境治理有重要作用[10]. Ma 等[11] 通过测序技术分析煤矿废水处理厂的微生物群落特征，利用废水中

的微生物群落进行废水的管理. Emenike 等[12] 发现利用微生物的自然修复能够有效降低重金属离子毒

性，使破坏的矿区土地恢复利用. 吴海维等[13] 通过培养耐铅菌株，发现菌株对铅污染土壤的去除机理

包括表面吸附和胞内累积或转化 2 种形式，对污染土壤中铅离子的去除效率极高. Evanise 等[14] 借助镉

污水污泥中提取的微生物处理镉重金属污染土壤，通过将其固化来解决镉污染土壤修复问题. Cabral 等[15]

发现假单胞菌能够将甲基汞分解为毒性更低的 Hg2+. Malik 等[16] 发现煤矿中分离出的微生物具有出色

的煤炭增溶潜力，它们能够成功用于原位甲烷生产，以满足未来的能源需求. 大多数学者致力于研究矿

区复垦土壤的微生物特征变化和土壤微生物对矿区重金属浓度的响应，研究矿区开采状态下矿区微生

物的空间分布特征和特征金属污染离子之间的关联性研究较少.
本文通过 16S rDNA 和 PCR-DGGE 分子生物学技术研究伊敏矿区煤层、地下水、土壤体系中微生

物的垂向分布规律和伊敏矿区、生活区、核心采矿区域微生物的横向分布规律，全面探索煤矿开采对

矿区土壤与地下水中的微生物尤其是对铁锰微生物的影响，进一步探究铁锰细菌与铁锰元素分布的空

间响应关系；再通过为期两个月铁锰溶液对矿区土壤及煤层的淋溶实验，研究矿区中铁锰微生物的种

属及其变化规律，以及优势菌株空间分异规律，为更好地发挥微生物在矿区铁锰污染环境中的净化作

用，同时为矿区铁锰污染地下水、土壤修复技术和微生物原位修复技术大应用提供参考. 
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1    实验部分（Experimental section）
 

1.1    研究区概况

研究区伊敏煤矿位于伊敏河中游的伊敏乡境内，海拉尔盆地东部，是典型的草原区煤田，煤矿露天

区呈半封闭型的盆地. 区内地下水来源主要为春汛冰雪融水和大气降水，地下水的补给时间为每年

4 月中下旬和 6—9 月份，区内地形平坦，地表径流差，大气降水和冰雪融化水易积聚，垂直渗入第四系

地层，再进一步越流补给煤系各含水层. 该区气候类型为中温带大陆性气候. 伊敏煤矿采取露天开采方

式，产物为优质褐煤，以自移式半连续综合开采工艺为主. 露天开采破坏了采场范围内原有的含水层和

隔水层，大幅度降低了地下水位，采场内由于基岩裸露，使流入坑内的水体遭到污染，大量含有固体悬

浮物及有害杂质的矿坑水被排放，也给周围水系和土壤造成了污染. 

1.2    取样方式

采样范围为整个伊敏露天矿区及其周边地区，样品采集在 2017 年 10 月份进行. 具体采样点位如

图 1 和表 1 所示.
 

图 1    研究区采样点位示意图

Fig.1    Schematic diagram of sampling points in the study area 

表 1    采样点详细信息

Table 1    Sample point details
 

矿区编号Mining area number 位置Location 备注Note 样品编号Sample number

水样Water sample
2# 11号超降井 煤层水 W1

6# 新打井 矿区边界水 W2

10# 五牧场 生活区浅水 W3

土样Soil sample

8、9、10# 翻斗连王文立家、加油站、五牧场 生活区土壤 S1

13# 新建排水井旁边 矿区边界土壤 S2
1、2、3、4# 三采区 开采区土壤 S3

煤样Coal sample
1、2# 三采区西南 煤层 C1

3、4# 三采区东北 煤层 C2
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地下水采样围绕伊敏露天矿采坑，沿着地下水走势，采用均匀布点法. 每个采样点采集 50 mL 地下

水样品，存放于已处理的聚乙烯瓶内，在采样前用待测水样将瓶润洗 3 遍. 采集后的地下水样品立即送

至北京市博友顺生物科技有限公司进行微生物菌种鉴定. 土壤和煤矿样品采取使用分点采集后混匀的

方法. 土壤样品和煤矿样品的稳定性较好，采集后用干净纸箱储存，常温条件下保存. 分别从 3 份土壤

样品和 2 份煤矿样品中取 50 g 样品，送至北京市博友顺生物科技有限公司进行微生物菌种鉴定. 其余

土壤和煤矿样品用于实验室内控制驯化实验. 用于微生物鉴定的样品每个样品 3 个重复. 

1.3    DNA 提取、PCR 扩增和变性梯度凝胶电泳（DGGE）测序

采用 CTAB 手提法提取样品基因组 DNA. 以样品基因组 DNA 为模板，采用细菌引物 GC-357F 和

517R 扩增水样 16S rDNA 高变区序列；引物 GC-338F 和 518R 扩增土壤和煤层样品；引物 GC-27F 和

1492R 扩增驯化铁锰细菌. PCR 条件为：94 ℃ 预变性 5 min；94 ℃ 变性 1 min，55 ℃ 复性 1 min，72 ℃ 延

伸 1 min，30 个循环；最终 72 ℃ 延伸 10 min. PCR 产物采用 OMEGA 公司 DNA Gel Extraction Kit 纯化

回收. PCR 仪为 Biometra 公司生产的 T-gradient，凝胶成像仪为 Bio-Rad 公司的 Gel-Doc2000 凝胶成像

系统. 取 10 μLPCR 的产物进行变性梯度凝胶电泳（DGGE）分析. 采用变性梯度为 35%—55%、浓度为

7% 的 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 在 1×TAE 缓 冲 液 中 56 V 60  ℃ 下 电 泳 14 h.  用 灭 菌 的 手 术 刀 切 下 待 回 收

DGGE 条带，水样采用使用 TaKaRa MiniBEST DNA Fragment Purification Kit 进行目的条带的回收；土

壤和煤样采用 OMEGA 公司 Poly-Gel DNA Extraction Kit 回收目的条带. 将重新扩增的 DNA 片段切胶

回收、纯化后，筛选阳性克隆，进行序列测定. 

1.4    测序数据分析

根据电泳图谱中样品条带数目及每个条带的强度（灰度），对各样品中细菌多样性香农指数（H）、

均匀度（E）和丰富度（S）等指标进行分析. DGGE 图谱采用 Quantity one 软件对每个样品的电泳条带数

目、条带密度进行数字化分析. 其算法如下：

H′ = −
S∑

i=1

pilnpi = −
S∑

i=1

(Ni/N)ln(Ni/N)E = H/Hmax = H/lnS

式中，pi 为样品中单一条带的强度在该样品所有条带总强度中所占的比率，N 为 DGGE 图谱单一泳道

上所有条带的丰度，Ni 为第 i 条带的丰度；S 是某样品中所有条带数目总和. 测序结果采用 DNAstar 和

Cluster 软件进行序列分析，与 GenBank 中的序列进行比对，得到条带所代表的细菌类型. 每个条带选

取 3 个 克 隆 进 行 序 列 测 定 ， 然 后 采 用 MEGA 软 件 ，Neighbor-joining 法 构 建 系 统 发 育 树 ， 自 展 数

（bootstrap）为 1 000. 

1.5    土样和煤样的驯化实验

分子学鉴定技术的鉴定结果会因测序序列的人为选择具有主观性而造成部分菌株鉴定结果的丢

失，为了进一步探究样品中所含的铁锰细菌，本研究设置了室内驯化实验. （1）铁细菌和锰细菌的驯化：

取 4 个灭菌烧杯（编号 1、2、3、4），1 和 3 号烧杯分别放入 100 g 土壤样品，2 和 4 号烧杯分别放入 100 g
煤矿样品（土壤样品和煤矿样品均经过原始样品的混匀后随机挑选所得）. 使用浓度为 10 mg·L−1 的铁

离子溶液和锰离子溶液进行驯化，具体操作为：用无菌吸管吸取 5 mL 铁离子溶液浇灌 1 和 2 烧杯，5 mL
锰离子溶液浇灌 3 和 4 烧杯，30 ℃ 恒温培养箱中培养 24 h 后，向 4 个烧杯中添加 5 mL 细菌培养液（牛

肉膏蛋白胨液体培养基），继续在 30 ℃ 恒温培养箱中培养，重复上述操作，驯化 2 个月后进行铁锰细

菌的筛选. 实验操作均在超净工作台上完成. （2）筛选：配制铁细菌培养基和锰细菌培养基，将 1、2 烧

杯中的铁细菌驯化液和 3、4 烧杯中的锰细菌驯化液均稀释 10 倍，各取稀释后的驯化液 0.5 mL 于灭菌

铁平板培养基和锰平板培养基中，每组平行 3 支，并设置空白组，30 ℃ 条件下培养 3 d；3 d 后取出在超

净工作台上挑选每种菌于空白的铁细菌或锰细菌培养基上纯化培养，每组平行 3 支并设置空白对照

组，置于 30 ℃ 恒温培养箱中培养 3 d；3 d 后每种菌挑选 3 个平板，送至北京市博友顺生物科技有限公

司进行菌种鉴定. 培养基配置方法如表 2 所示.
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2    结果与讨论 (Results and discussion)
 

2.1    矿区地下水中微生物菌群鉴定与分析

本次分析的地下水样在空间分布上以采矿区为中心由近及远，包括核心采矿区域、矿区边界和生

活区，围绕伊敏露天矿采坑，沿着地下水走势，可用分析得到其空间分布规律，结合水质数据可进一步

分析其关联性. 

2.1.1    水样 DGGE 图谱及多样性特征分析

水样通过 16S rDNA PCR 产物的变性梯度凝胶电泳（DGGE）分析，得到 3 个水样中细菌的 DGGE
图谱如图 2 所示.

表 2    培养基主要配置试剂

Table 2    Main medium configuration reagents
 

培养基名称Medium name 培养基主要试剂Main reagent of medium

牛肉膏蛋白胨液体培养基 牛肉膏3 g、蛋白胨10 g、NaCl 15 g、去离子水1 000 mL、pH 7.4—7.6、琼脂20 g

铁细菌培养基
柠檬酸铁铵10 g、MgSO4·7H2O 0.5 g、K2HPO4 0.5 g、CaCl2 0.2 g、NaNO3 0.5 g、NH4NO3 0.5 g、
去离子水1 000 mL、琼脂15 g、pH 6.6—7.0

锰细菌培养基 蛋白胨2 g、酵母膏0.5 g、琼脂15 g、MnSO4·4H2O 0.2 g、FeSO4·7H2O 0.001 g、过滤陈海水1 000 mL

 

图 2    水样 DGGE 电泳图-量化分析图
W1 煤层水（三采区内）、W2 第三四系混合水（矿区北边界）、W3 浅水（生活区）

Fig.2    Water sample DGGE electropherogram - quantitative analysis
W1 Coal seam water (in the third mining area), W2Mixed tertiary and quaternary waters (north boundary of mining area),

W3 Shallow water (living area) 
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同时根据电泳图谱样品中的条带数目及每个条带的强度，对每个样品的香浓指数（H）、均匀度

（E）、丰富度（S）等指标进行分析，并通过样品的戴斯系数比较样品的相似性，结果如表 3 所示. 对地下

水样品中每个 DGGE 凝胶回收条带选取 3 个克隆样进行序列测定，测序结果与 Genbank 中的序列进

行对比，结果如表 4 所示.

图 2 为采用 Quantity one 软件数字化分析所得电泳图-量化分析图，图中得到了特征不同的条带分

布强度，位于三采区煤层水的细菌群落组成明显异于矿区边界样品的第三四系混合水和生活区的浅

水. 量化分析图和表 3 戴斯系数显示出三采区煤层水与矿区边界水相似性为 57%，与生活区地下水相

似性仅为 40.3%，而 W2 矿区边界水与 W3 生活区地下水相似度较高，为 64.7%；这一特点说明煤层地

下水的微生物具有其独特性. DGGE 图谱中每一条带代表样品中的一种微生物，条带在 DGGE 图谱中

越亮，灰度值越高，即微生物优势地位越明显. 由图 2 和表 4 可以看出煤层水的香浓指数（H）、均匀度

（E）与丰富度（S）低于后两者，表明三采区煤层水微生物多样性指数和物种丰富度、均匀度均比矿区边

界水和生活区地下水略低，表明原始采矿区域的煤层水环境对微生物的生长并不适宜，但从条带分布

可看出其种属相对集中，说明某一类菌群的细菌较适宜在煤层水中生长.
水样微生物序列对比结果如表 4. 结合图 2 的 DGGE 图谱可以看出，（1）W1 三采区煤层水的优势

条带集中在 Band4-16、20、23，以变形菌门（Proteobacteria）和拟杆菌门（Bacteroidetes）为主，主要优势物

种包括黄杆菌属（Flavobacterium）、耐冷嗜冷芽孢杆菌（Psychrobacillus psychrodurans）、恶臭假单胞菌

（Pseudomonas putida）、海洋细菌（Marine bacterium）、丛毛单胞细菌属（Comamonas aquatica）、新鞘氨

表 3    水样微生物多样性分析及戴斯系数图谱相似性分析

Table 3    Analysis of microbial diversity of water samples and similarity analysis of Dyce coefficient map
 

多样性指数
Diversity index

水样Samples
W1 W2 W3

香农指数H 2.74 2.79 2.76
均匀度E 0.95 0.98 0.96

丰度S 17 18 18

相似度/%
W1 100
W2 57 100
W3 40.3 64.7 100

表 4    水样中微生物序列对比结果

Table 4    Comparison of microbial sequences in water samples
 

条带编号
Band No.

最相似菌株
Most similar strain

相似度/%
Similarity

所属菌门
Mycoplasma

登录号
Accession No.

Band1 Flavobacterium marinum黄杆菌属 99 Bacteroidetes拟杆菌门 NR_109 520.1

Band2 Flavobacterium marinum黄杆菌属 99 Bacteroidetes拟杆菌门 NR_109 520.1

Band3 Flavobacterium sp.黄杆菌属 100 Bacteroidetes拟杆菌门 HG_934 362.1

Band4 Flavobacterium antarcticum黄杆菌属 100 Bacteroidetes拟杆菌门 NZ_ATTM01000012.1

Band5 Bacteroidetes bacterium拟杆菌属细菌 100 Bacteroidetes拟杆菌门 KR_089390.1

Band6 Flavobacterium hydatis水生黄杆菌 96 Bacteroidetes拟杆菌门 NZ_JPRM01000023.1

Band7 Psychrobacillus psychrodurans耐冷嗜冷芽孢杆菌 100 Proteobacteria变形菌门 KP_836 260.1

Band8 Psychrobacter pulmonis嗜冷杆菌 99 Proteobacteria变形菌门 KT_767 781.1

Band9 Pseudomonas putida恶臭假单胞菌 99 Proteobacteria变形菌门 NZ_AMZE01000125.1

Band10 Marine bacterium海洋细菌 100 Proteobacteria变形菌门 KF_816 561.1

Band12 Firmicutes bacterium厚壁菌门细菌 100 Firmicutes厚壁菌门 KR_089401.1

Band14 Flavobacterium rakeshii黄杆菌属 96 Bacteroidetes拟杆菌门 NR_109 425.1

Band15 Comamonas aquatica丛毛单胞细菌属 100 Proteobacteria变形菌门 JX_081585.1

Band17 Comamonadaceae bacterium丛毛单胞细菌属 99 Proteobacteria变形菌门 EU_642 395.1

Band18 Polaromonas naphthalenivorans极性单胞菌属 99 Proteobacteria变形菌门 NC_008781.1

Band20 Novosphingobium nitrogenifigens新鞘氨醇杆菌属 100 Proteobacteria变形菌门 NZ_GL876934.1

Band23 Sulfur bacteria硫细菌 100 Chloroflexi绿弯菌门 JN_038252.1

Band24 Firmicutes bacterium厚壁菌属细菌 100 Firmicutes厚壁菌门 AB451854.1
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醇杆菌属（Novosphingobium nitrogenifigens）、硫细菌（Sulfur bacteria），其中硫细菌（Sulfur bacteria）、耐

冷 嗜 冷 芽 孢 杆 菌 （ Bacillus  psychrophilus） 、 恶 臭 假 单 胞 菌 （ Pseudomonas  putida） 、 海 洋 细 菌 （ Marine
bacteria）均为耐铁锰细菌，与伊敏矿区原生地质中铁锰元素含量较高的情况互为响应. （2）W2 矿区边

界 第 三 四 系 混 合 水 的 优 势 条 带 集 中 在 Band10-20， 以 变 形 菌 门 （ Proteobacteria） 为 主 ， 拟 杆 菌 门

（Bacteroidetes） 次 之 ， 主 要 优 势 物 种 包 括 海 洋 细 菌 （ Marine  bacteria） 、 黄 杆 菌 属 （ Flavobacterium
marinum）、丛毛单胞细菌属（Comamonas aquatica）、极性单胞菌属（Polaromonas naphthalenivorans）、新

鞘氨醇杆菌属（Novosphingobium nitrogenifigens）. 矿区边界地下水中耐铁锰细菌在优势菌群中仅存在

一种，即海洋细菌（Marine bacterium），属芽孢杆菌属（Bacillus） . （3）生活区浅水的优势条带集中在

Band13—20，同样以变形菌门（Proteobacteria）为主，拟杆菌门（Bacteroidetes）次之，主要优势物种包括

黄 杆 菌 属 （ Flavobacterium  marinum） 、 丛 毛 单 胞 细 菌 属 （ Comamonas  aquatica） 、 极 性 单 胞 菌 属

（Polaromonas naphthalenivorans）、新鞘氨醇杆菌属（Novosphingobium nitrogenifigens）. 重金属场地环境

行为决定了多相微界面迁移扩散、生物/非生物转化过程[17]，结合韩志捷等[18] 对微生物在土壤中的迁移

研究，推断土壤本身质地、生物过程及矿物含量、溶液离子浓度等的环境介质相似导致生活区浅水和

矿区边界地下水菌属优势带一致. 另外，还有一个特别的发现，煤层中出现了兼性厌氧生物绿弯菌门细

菌，虽然在光合作用中不产生氧气，不能固氮，但能进行光合作用，而原始煤层中均为厌氧生物，说明

经过多年煤层水的疏干行为一定程度上影响了地下水文条件，导致煤层中微生物的种群发生变化，部

分耐性细菌出现，进而使得微生物的多样性发生变化，这与前人研究一致[19].
采用 MEGA5 软件，Neighbor-joining 法构建系统发育树，自展系数（bootstrap）为 1 000，水样的系统

发育树如下（图 3）. 

 

图 3    地下水样本中细菌菌株系统发育树
注：图中収育树节点显示 Bootstrap 展示的数值为 1000 次重复；括号内为登录号；标尺长度代表遗传距离.

Fig.3    Phylogenetic tree of bacterial strains in water samples
Note: Bootstrap values were shown at each branch points(1000 replicates); accession numbers are shown in the parentheses;

Scale length represented genetic distance. 

1470 环　　境　　化　　学 40 卷



2.1.2    矿区地下水环境与地下水微生物之间的响应关系分析

研究前期伊敏露天煤矿地下水水质的全分析结果如表 5 所示，W1 三采区水样 pH 为酸性，并且其

铁锰、高锰酸盐指数均为超标状态；W2 矿区边界地下水水样亦为酸性，但 W2 只有铁锰两个指标为超

标状态；W3 生活区地下水水质指标只有高锰酸盐指数存在超标状态. 其中 W1 煤层水中锰的超标倍数

高达 8.49，铁的超标倍数达到 2.26，说明矿区煤层水存在明显的铁锰超标问题；W2 矿区边界地下水也

均呈现较为显著的铁锰超标状态，超标倍数分别为 3.89、3.35，但其超标程度低于核心采区. 对比分析

结果可知，研究区域煤层水铁锰含量超标是影响矿区地下水水质的主要因素，也是影响微生物多样性

及种类变化的主要因素. 进一步对比分析可以发现，煤层水中铁锰细菌优势条带占比明显高于矿区边

界的第四系水和生活区的浅水，即铁锰细菌优势度和多样性与矿产富集度成正比. 另外，生活区地下水

并未出现铁锰超标现象，但由于矿区周边草原大量放牧及生活区带来的生活源下渗使浅层地下水高锰

酸盐指数超标，故 W3 生活区地下水浅水铁锰细菌明显减少，取而代之的是地下水中的常见菌属黄杆

菌属（Flavobacterium marinum）等.

Chen 等 [20] 研究发现，微生物的数量与高锰酸盐指数（CODMn）具有显著的正相关关系. 在本研究

中 W1 煤层水和 W3 生活区浅水的高锰酸盐情况相似，而 W3 生活区浅水中铁锰含量未超标，但是其

Shannon-Wiener 指数却与煤层水中的微生物群落相差无几，一方面说明在适宜的高铁锰环境中微生物

表 5    水样超标数据分析表

Table 5    Data Analysis Table for Water Sample Exceeding Standard
 

样品编号
Sample number

编号

水样W1 水样W2 水样W3

测值
标准指数

Standard Index
测值

标准指数
Standard Index

测值
标准指数

Standard Index
温度/℃ 9.2 7.4 8.0

色度 6 0.4 5 0.33 5.5 0.37

浊度 2 0.67 2 0.67 2 0.67

pH 7.66 0.44 7.37 0.247 7.59 0.39

溶解氧 10.88 — 7.72 — 8.36 —

ORP/mV -247.2 — -215.3 — -227.3 —

铁 0.677 2.26 1.167 3.89 ≤0.3 —

锰 0.849 8.49 0.335 3.35 ≤0.1 —

铜 <0.010 — <0.010 — <0.010 —

锌 <0.001 — <0.001 — <0.001 —

氨氮 <0.02 — <0.02 — <0.02 —

矿化度 354 — 407 — 399 —

总硬度 230 0.511 203 0.451 322 0.715

磷酸盐 0.068 — <0.02 — <0.02 —

亚硝酸盐氮 0.006 0.3 <0.001 — <0.001 —

重碳酸盐 226 — 379 — 562 —

溶解性总固体 355 0.355 456 0.456 728 0.728

化学需氧量（CODCr） <10 — <10 — <10 —

高锰酸盐指数 3.73 1.24 1.38 0.46 4.43 1.47

氟化物 0.51 0.51 0.65 0.65 0.5 0.5

氯化物 24.2 0.097 28.3 0.113 26.7 0.106

硝酸盐（以N计） 0.15 0.008 <0.05 — 16.5 0.825

硫酸盐 62.5 0.25 33.1 0.132 55 0.22
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生长几乎不受影响，多样性表现显著，同时表明理论上微生物技术适用于高铁锰浓度的地下水与土壤

修复. 矿区和核心采区地下水环境为酸性厌氧环境，而缺氧和酸性环境下会导致矿石中固态铁锰元素

的浸出，还会导致铁锰微生物降低对游离态铁锰的固定作用，在低溶解氧的碱性条件下有利于铁锰元

素的氧化固定作用. 龚琴红等[21] 对南昌地区农村应用地下水铁锰污染进行了调查，结果显示该地区地

下水铁锰超标可能与当地土壤母质含铁锰量较高，土壤呈酸性以及地下水 pH 值较低有关. Maurice 等[22]

通过在有氧的条件下利用一种假单胞菌在高岭石粘土矿物上培养，发现喜氧假单胞菌可以促进高岭石

分解以获取铁元素. 另一方面在地下水除铁锰的研究中，pH 是影响铁锰去除的重要因素. 一般而言，

pH 越高，Fe2+和 Mn2+的氧化速度越快，铁锰的去除也就越容易. 而从微生物的角度来说，细菌生活在偏

中性和碱性的环境中，此时细菌表面总带负电荷，这有利于细菌对阳离子，如 Fe2+、Mn2+等的吸收 .
Crerar 和 Barnes[23] 建立了深海锰结核成因的催化模型，锰的氧化细菌，如生金菌属，在上部氧化带中加

速 Mn 的沉淀；在下部还原带中，相似的微生物群能催化 Mn 的还原和溶解. 所以当矿区地下水体系为

偏碱性好氧环境下，有利于游离态的铁锰离子被氧化固定，同时在铁锰氧化菌的协同作用下，可减缓原

生地质的铁锰元素大量浸出，可作为微生物原位修复矿区地下水铁锰污染的依据.
通过本次分析结果可见，煤层水中以锰氧化还原菌—假单胞菌（Pseudomonas）和既能氧化铁又可

氧化锰的芽孢杆菌属（Bacillus）和硫杆菌（Thiobacillus）为优势，也侧面反映了煤层中富含铁锰的地质条

件. 随着煤矿的开采，长期不断疏干煤层中地下水会逐步改变煤层水中的氧化还原条件，在铁锰还原菌

的协同作用下，铁锰离子更加容易溶解进入水相中，这也解释了矿区普遍存在地下水铁锰超标的原生

成因. 由表 6 还可以看出,原生地质层铁锰元素赋存度与地下水中铁锰离子浓度呈正相关，赋存环境催

生了铁锰细菌的产生并成为优势种群，在地下水的还原环境中铁锰细菌对矿物质铁锰元素产生还原作

用，使铁锰元素由稳定的 Fe3+、Mn4+溶出到地下水液相中以 Fe2+、Mn2+存在，使地下水环境受铁锰污染；

在实际工程中采取措施抑制铁锰细菌的生长或者改变地下水氧化还原条件可以减轻铁锰污染的问题.
原生条件下的铁锰细菌一般治理特定环境铁锰污染更为有效. 晏平等[24] 等从生物法除锰污水厂的滤

池壁上筛选了除锰菌种，对 Mn2+的去除率均超过 95%. Tang 等 [25] 从矿山中获得的 Lysinibacillus 的菌

株 MK-1，能够在最佳条件下氧化 98% 的 Mn2+. 针对微生物对矿区水质的响应特征，可为特定环境下微

生物修复矿区地下水铁锰污染的防治提供一些理论指导. 

2.2    土壤与煤层中菌群分布规律分析
 

2.2.1    土壤与煤层微生物 DGGE 图谱及多样性特征分析

采用上文 1.2 节中所述方法进行土样与煤样的分析，矿区土壤和煤层中的微生物 DGGE 电泳图和

量化分析如图 4 所示. 土样与煤样的微生物多样性特征和戴斯系数相似性分析如表 7—表 9 所示.
分析图 4 和表 7—表 9 发现，总体上土壤的微生物多样性和丰富度优于煤层，土壤的物种丰度比煤

层更丰富. 对于土壤：（1）S3 三采区土壤的微生物多样性优于 S2 矿区土壤和 S1 生活区土壤，微生物特

征较强，但其均匀度略低. 土壤样品采集时三采区未进入开采阶段，土壤环境未受到干扰，而生活区土

壤和矿区边界土壤分别受到人类活动和采矿作业的影响导致微生物多样性降低 . 同时，可发现（2）

S1 生活区土壤与 S3 三采区土壤的微生物类群较为接近，而矿区土壤由于多年开采剥离表土、挖损岩

表 6    各水样地下水水质与微生物特征对比

Table 6    Comparison of groundwater quality and microbial characteristics of each water sample
 

水样
water sample

水质特征
Water quality
characteristics

微生物特征
Microbial characteristics

W1

1.铁超标2.26倍；
2.锰超标8.49倍；
3.高锰酸盐指数超
标1.24倍

W1水样中出现了硫细菌（Chloroflexi bacterium）、芽孢杆菌（psychrodurans）、假单胞菌（Pseudomonas）
等铁锰细菌，其中芽孢杆菌包括3个优势条带分别为Band7、8、10；假单胞菌包括两个优势条带
Band9、18；加上硫细菌优势条带Band23，铁锰细菌优势条带在煤层水所检测出的优势条带中占比
46.2%。

W2
1.铁超标3.89倍；
2.锰超标3.35倍

W2水样中也出现了硫细菌（Sulfur bacteria）、芽孢杆菌（psychrodurans）、假单胞菌（Pseudomonas）等铁
锰细菌，其中芽孢杆菌包括一个优势条带为Band10；假单胞菌包括一个优势条带Band18；加上硫细菌
优势条带Band23，铁锰细菌优势条带在矿区边界水样中所检测出的优势条带中占比23.1%。

W3
高锰酸盐指数超标
1.47倍

W3水样中只出现了假单胞菌（Pseudomonas）这一种铁锰细菌，优势条带为Band18，占生活区地下水中
所检测出的优势条带的14.2%。
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层以及煤矸石压占等影响与二者差别较大，可见矿区开采作业对土壤类型产生了一定的影响. 而两个

煤层样品均取自于三采区，样品的微生物多样性、丰富度和均匀度无差别.
对每个 DGGE 凝胶回收条带选取 3 个克隆样进行了序列测定，测序结果与 Genbank 中的序列进行

对比，结果如表 10 所示.
 

图 4    DGGE 电泳图-土样量化分析（左）-煤样量化分析（右）
左侧：1.生活区土样、2.矿区内土样、3.三采区土样；右侧：1. 三采区煤样 1、2. 三采区煤样 2

Fig.4    DGGE electropherogram - soil quantitative analysis (Left) - quantitative analysis of coal mines (Right)
Left side: 1. Soil sample in the residential area, 2. Soil sample in the mining area, 3. Soil sample in the third mining area;

Right side: 1. Coal sample in the third mining area1, 2. Coal sample in the third mining area2 

表 7    土样微生物多样性分析

Table 7    Analysis of microbial diversity of soil samples
 

土样Soil sample S1 S2 S3

香浓指数H 2.74 2.68 2.79

均匀度E 0.97 0.97 0.95

丰度S 17 16 19

表 8    戴斯系数图谱相似性分析

Table 8    Analysis of similarity analysis of Dyce coefficient map
 

相似度/% Similarity S1 S2 S3

S1 100 70.2 85.4

S2 70.2 100 63

S3 85.4 63 100
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通过对比煤样与土样，可以看出，总体上土样中的微生物丰度和多样性高于煤样，条带集中区也存

在 差 异 . 对 于 土 壤 ： S1 生 活 区 土 壤 优 势 条 带 为 3—6、 15、 17， 主 要 优 势 菌 种 包 括 植 物 乳 杆 菌

（Lactobacillus plantarum）、乳酸乳球菌（Lactococcus lactis）、副干酪乳杆菌（Lactobacillus paracasei）、变

形假单胞菌（Pseudomonas plecoglossicida），其中变形假单胞菌（Pseudomonas plecoglossicida）为铁锰细

菌，S1 生活区土样优势条带中铁锰细菌占比 16.2%；S2 矿区内土壤优势条带为 2—6、13、15，主要优势

菌 种 包 括 植 物 乳 杆 菌 （ Lactobacillus  plantarum） 、 乳 酸 乳 球 菌 （ Lactococcus  lactis） 、 副 干 酪 乳 杆 菌

（Lactobacillus paracasei）、变形假单胞菌（Pseudomonas plecoglossicida）、蒙氏假单胞菌（Pseudomonas
monteilii），其中变形假单胞菌（Pseudomonas plecoglossicida）、蒙氏假单胞菌（Pseudomonas monteilii）为

铁锰细菌，S2 矿区内土样优势条带中铁锰细菌占比 28.5%；S3 三采区土壤的优势条带为 3—7、13、

15、17；主要优势菌种与 S1、S2 相同，同样其中变形假单胞菌（Pseudomonas plecoglossicida）、蒙氏假单

胞菌（Pseudomonas monteilii）为铁锰细菌；但 S3 三采区土样优势条带中铁锰细菌占比 23.5%；土样中的

优势菌种主要包括厚壁菌门（Firmicutes）和变形菌门（Proteobacteria），其中厚壁菌门占土壤优势种群的

70% 以上，变形菌门（Proteobacteria）仅占 30%. 与吴永胜等[26] 研究结果显示的内蒙古荒漠草原土壤微

生物群落特征结构中变形菌门（Proteobacteria）占克隆总数的 17.6% 相似，在典型退化样地中土壤微生

物群落结构将以某种菌门为优势类群，说明矿区土壤因开采活动呈现退化趋势. 对于煤层：煤层中的微

生物主要包括变形假单胞菌（Pseudomonas）、蒙氏假单胞菌（Pseudomonas monteilii）、氧化吲哚假单胞

菌（Pseudomonas indoloxydans）、虫媒假单胞菌（Pseudomonas entomophila）、乳酸乳球菌（Lactococcus
lactis），其中煤层微生物的优势种群中铁锰氧化还原菌假单胞菌属（Pseudomonas）占 84% 左右，常见菌

种只占优势菌种的 16% 左右. 铁锰结核是铁锰氧化物在土壤和沉积物中主要的存在形式，原生地质中

表 9    煤样微生物多样性分析及戴斯系数图谱相似性分析

Table 9    Analysis of microbial diversity of coal samples and similarity analysis of Dyce coefficient map
 

煤样 Coal sample C1 相似度/% Similarity C2

香浓指数H 2.57

87.8

2.57

均匀度E 0.95 0.95

丰度S 15 15

表 10    土样与煤样细菌鉴定序列比对分析结果

Table 10    Soil and coal sample bacterial identification sequence alignment analysis results
 

编号NO. 最相似菌株
Most similar strain

登录号
Accession

No.

相似度/%
Similarity

最相似类群
Most similar group

土壤样品优势条带
Dominant bands of

soil samples

Band_3 Lactobacillus plantarum植物乳杆菌 NR_075041 100 Firmicutes厚壁菌门

Band_4 Lactobacillus plantarum植物乳杆菌 NR_042394 100 Firmicutes厚壁菌门

Band_5 Lactococcus lactis乳酸乳球菌 NR_040955 100 Firmicutes厚壁菌门

Band_6 Lactococcus lactis乳酸乳球菌 NR_040955 100 Firmicutes厚壁菌门

Band_10 Lactobacillus paracasei副干酪乳杆菌 NR_121 787 100 Firmicutes厚壁菌门

Band_13 Pseudomonas monteilii蒙氏假单胞菌 NR_121 767 98 Proteobacteria变形菌门

Band_15 Pseudomonas plecoglossicida变形假单胞菌 NR_024662 98 Proteobacteria变形菌门

Band_17 Lactobacillus paracasei副干酪乳杆菌 NR_121 787 100 Firmicutes厚壁菌门

煤层样品优势条带
Dominant seam
sample belt

Band_5 Pseudomonas plecoglossicida变形假单胞菌 NR_024662 99 Proteobacteria变形菌门

Band_7 Pseudomonas monteilii蒙氏假单胞菌 NR_121 767 98 Proteobacteria变形菌门

Band_8 Pseudomonas indoloxydans氧化吲哚假单胞菌 NR_115 922 98 Proteobacteria变形菌门

Band_9 Lactococcus lactis乳酸乳球菌 NR_040955 100 Firmicutes厚壁菌门

Band_12 Pseudomonas entomophila虫媒假单胞菌 NR_102 854 98 Proteobacteria变形菌门

Band_13 Pseudomonas monteilii蒙氏假单胞菌 NR_121 767 98 Proteobacteria变形菌门
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煤层铁锰含量较高可看做铁锰结核. 有研究[27] 指出，分析含有铁锰结核的土壤，即使处于同一点的土

壤和铁锰结核，其细菌结构仍然会有很大差异，在土壤中，厚壁菌门（Firmicutes）、酸杆菌门（Acidobacteria）
等为主要细菌种群，占比 51.6%—70.5%，变形菌门（Proteobacteria）次之，占比 17.7%—29.0%；而铁锰

结核中，变形菌门为主要菌群，所占比例可达 62.8%—90.5%，而其他菌门占比仅为 1.5%—10.1%；与

本研究土壤和煤层中微生物群落结构所述结果相同.
采用 MEGA5 软件，Neighbor-joining 法构建系统发育树，自展系数（bootstrap）为 1 000，构建土样和

煤样的系统发育树如图 5 所示. 

2.2.2    土壤中微生物对矿区环境响应分析

矿区开采对土壤环境的影响主要是土壤侵蚀、土壤盐碱化、土壤沙化和重金属污染. 土壤中的重

金属难迁移、不易降解，亟需全面开展理论研究和实践探索[28]. 对土壤重金属的空间分布以及风险评

价等也成为了近年来研究的热点[29 − 30]. 滕应等[31] 发现人为开矿使矿区土壤环境呈现不同程度的重金

属污染，且矿区土壤退化也和重金属污染有一定关系，重金属污染使土壤微生物生物量和可培养细菌

数量显著降低. 经过探究本次矿区土壤质量情况，结果表明（表 11），土壤重金属综合污染指数生活区

土壤、矿区土壤、三采区土壤分别为 0.118、0.311、0.229，相比来说矿区土壤的综合污染程度较高. 重
金属综合污染程度为矿区土壤>三采区土壤>生活区土壤，但总体来说，除铁锰外其他重金属因子的综

合污染指数均小于 0.7，表明其他重金属污染程度处于安全警戒线以下，而矿区内土壤的铁锰含量呈现

为超标状态，铁锰污染治理迫在眉睫.

伊敏矿区原生地质中铁锰元素含量较高，而 S2 矿区内土壤铁锰含量较高，可能是由于长期的采矿

活动下煤粉飘落矿区内，进而将部分铁锰细菌和铁锰离子带入土壤，而土壤介质相比煤层的营养元素

 

图 5    土样样本和煤矿样本中细菌菌株系统发育树
注：图中収育树节点显示 Bootstrap 展示的数值为 1000 次重复；括号内为登录号；标尺长度代表遗传距离.

Fig.5    Phylogenetic tree of bacterial strains in soil samples and coal samples
Note: Bootstrap values were shown at each branch points(1000 replicates); accession numbers are shown in the parentheses;

Scale length represented genetic distance. 

表 11    伊敏矿区重金属累积污染指数及综合污染指数

Table 11    The cumulative pollution index and comprehensive pollution index of heavy metals in Yimin mining area
 

样品名称
Sample name

污染指数 Pollution index

汞Hg 镉Cd 铬Cr 砷As 铅Pb 铜Cu 铁Fe 锰Mn 重金属污染指数
Heavy metal pollution index

S1 0.04 0.14 0.21 0.21 0.04 0.09 0.32 0.24 0.118

W2 0.03 0.21 0.17 0.38 0.05 0.10 1.14 1.20 0.311

S3 0.15 0.22 0.20 0.25 0.05 0.07 0.78 0.64 0.229
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更加丰富，加之铁锰离子的存在使铁锰细菌逐渐成为土壤中的优势菌种. 铁锰元素含量在土样中的分

布情况为 S2 矿区土壤>S3 三采区土样>S1 生活区土样；铁锰细菌在土样中的分布占比为 S2 矿区土壤

（28.5%）>S3 三采区土壤（23.5%）>S1 生活区土样（16.2%）. 通过对比土壤铁锰元素含量与土样中铁锰

细菌占比可以看出铁锰元素赋存度与土壤中铁锰离子浓度呈正相关，赋存环境催生铁锰细菌在土壤环

境中成为优势种群. 在有机质含量高的地区，微生物会创造锰还原的环境，使锰以还原型 Mn（Ⅱ）的形

式存在，当 Mn（Ⅱ）迁移到有机质含量低的地区时，氧化环境又促使微生物把 Mn（Ⅱ）氧化成 Mn（Ⅳ）[27].
而土壤相对于煤层来说，有机质含量较高，铁锰还原菌会利用土壤中的有机质进行铁锰元素的还原使

铁锰元素以离子形式进入土壤可能是造成矿区土壤铁锰含量较高的成因. Stein 等[32] 研究太平洋金属

结核区和大洋地壳中的铁锰结核及其它铁锰氧化物的微生物多样性研究中，也报道了铁锰微生物的存

在且以变形菌为主，证明变形菌在铁锰元素的地球化学循环中发挥着一定的作用. 而目前铁锰微生物

对土壤中铁锰元素的利用机制还不太明确，还需要进一步探索，才能在了解铁锰细菌分布规律和土壤

环境质量的情况下，利用铁锰微生物对铁锰元素的作用机制，指导微生物技术治理铁锰污染. 

2.2.3    矿区土壤微生物特征与内蒙其它地区土壤微生物区别

在矿区微生物鉴定与空间分布研究基础上，进一步分析矿区微生物与林地、草地等其他地区微生

物在多样性、丰度及菌群方面区别与联系. 矿区及周边土壤以栗钙土为主，矿区与内蒙其他地区林地、

草地、耕地、荒漠化土地以及矿区复垦土壤的微生物相似性及区别特征结果如表 12.

土壤微生物群落多样性对于反映止壤肥力状况及生态系统演变具有重要的指示作用，可以反映出

土壤质量和健康状况[38]，一直是土壤生态学研究中的热点[19]，对于阐明物质元素在土壤中的微生物转

化、迁移规律及土壤功能型微生物类群的调控，具有非常重要的意义[39]. 由上表可知，矿区土壤微生物

多样性指数介于 2.57—2.79，丰度为 0.95—0.97，厚壁菌门（Firmicutes）占绝对优势. 而排土场复垦土壤

初期、退化荒漠草原土壤的微生物多样性分别为 2.50、2.68—2.84，二者微生物多样性和丰度特征指数

与矿区土壤较为接近，优势种群也均以某一种或某两种优势菌门为主. 且可以推断矿区土壤质量与排

土场复垦土壤初期、退化荒漠草原土壤状况类似，均属于较差类型[40]. 这也与矿区及采矿行为对生物

多样性和生物丰度产生明显的负面影响形成呼应. 对于矿区周围土壤修复可参考乔、灌混交模式对对

提高土壤质量有显著作用，沙棘，沙打旺，紫花苜蓿适宜在该地区种植[41]. 一般来说，土壤受损对土壤微

生物数量和种类产生的影响是负面的，但某些耐性微生物种类在一些极端环境中的数量反而增加[42]. 

2.3    铁锰溶液驯化下矿区土壤和煤层的菌种鉴定结果分析

DGGE 法只能对微生物群落中数量上大于 1% 的优势种群进行分析[43]. 如果两种微生物 16S rDNA
的序列组成不一样，但是它们的 GC 含量是一样的，在 DGGE 图谱上就是同一条带，从而低估了微生物

表 12    矿区土壤微生物与内蒙古其它类型土壤对比表

Table 12    Comparison table between soil microorganisms in Yimin mining area and other types of soil in Inner Mongolia
 

土壤类型
Soil type

多样性指数
Diversity index

丰度
Abundance

优势种群
Dominant population

本次研究煤矿土壤
Yimin coal mine soil 2.57—2.79 0.95—0.97

厚壁菌门（Firmicutes）、变形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌门
（Bacteroidetes），其中厚壁菌门占绝对优势[26]；

退化荒漠草原土壤
Degraded steppe soil 2.68—2.84 0.95—0.97

优势菌群为拟杆菌门（Bacteroidetes），酸杆菌门（Acidobacteria），变型
菌门（Proteobacteria）的γ、δ类群及厚壁菌门（Firmicutes），其中拟杆菌
门占优势[33]；

林地
Woodland 3.03—3.13 0.98—0.99

门水平优势细菌7个，分别为：变形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌门
（Bacteroidetes）、厚壁菌门（Firmicutes）、放线菌门（Actinobacteria）、
酸杆菌门（Acidobacteria）、芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）、硝化螺
旋菌门（Nitrospira），其中变形菌门（Proteobacteria）、厚壁菌门
（Firmicutes）为多数样品的优势菌群[34-35]；

耕地
Arable land 2.61—3.92 0.95—0.99

草地（非牧区）
Grassland (non-pastoral) 2.39—4.08 0.96—0.98

草地（牧区）
Grassland (pastoral) 3.19—3.57 0.98—0.99

煤矿排土场复垦土壤
Coal mine dumps reclaim soil

2.50（复垦初期）
—3.51（两年后） —

厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、放线菌门
（Actinobacteria）、变形菌门（Proteobacteria）、酸杆菌门
（Acidobacteria）、芽单胞菌门（Gemmatimonadetes），其中的放线菌门、
拟杆菌门和变形菌门是最主要的细菌类群[36-37]。

1476 环　　境　　化　　学 40 卷



群落的多样性，产生虚假的认识[44]. 因此基于上述情况需对菌种进行驯化. 经过铁锰细菌的筛选实验共

得到 8 种平板，每种平板代表一种菌株，其中 4 个铁细菌平板，4 个锰细菌平板. 将筛选所得的 8 种平

板送至北京市博友顺生物科技有限公司进行菌种鉴定，鉴定方法同样选择 PCR-DGGE 技术. 在细菌菌

种鉴定过程中，由于部分样品在测序步骤时出现套峰，最终 4 个样品成功完成测序，对这 4 个平板进行

测序，进行 NCBI 比对结果如表 13 所示.

4 种菌株的鉴定结果分别为：赖氨酸芽孢杆菌属（Lysinibacillus xylanilyticus strain）、赖氨酸芽孢杆

菌 属 （ Lysinibacillus  macrolides  strain） 、 芽 孢 杆 菌 属 （ Bacillus  simplex  strain） 、 短 短 芽 孢 杆 菌 属

（Brevibacillus agri strain），均属于芽孢杆菌属（Bacillus simplex strain）. 实验得到的芽孢杆菌属（Bacillus
simplex strain）是既可氧化铁又可氧化锰的细菌属之一，原生地质中存在的微生物对铁锰离子浓度具有

很强的耐受性，且具有生物富集作用，对于治理特定环境中的铁锰污染有一定的优势作用，采用这四种

微生物对铁锰污染土壤进行接种修复必将大大提高土壤修复效率. 

3    结论（Conclusion）

煤层--潜层地下水层--土壤层微生物的垂向分布规律和空间分布规律研究结果表明：垂向分布上，

煤样、水样和土样中铁锰离子的浓度均与铁锰细菌的丰度和多样性呈现出正相关关系，以煤层中铁锰

细菌丰度最高，占煤层微生物优势种群的 84% 左右，远高于土样中的丰度值. 即垂向上，越接近煤层铁

锰菌丰度优势越明显. 空间分布上来看，煤矿核心采区铁锰细菌的优势条带在地下水检出条带中所占

比例为最高，表明煤层品位越高的区域铁锰细菌所占比例越高，矿区边界和生活区则依次降低. 微生物

菌属方面，矿区地下水、土样与煤样中铁锰细菌种群大有不同，特别是在核心采区煤层水中发现了兼

性菌—绿弯菌门（Chloroflexus），且矿区土壤铁锰元素含量最高，说明采矿活动严重影响了矿区土壤环

境氛围. 并且矿区土壤及其周边土壤因采矿出现退化趋势. 说明长期采矿与疏干煤层地下水的行为一

定程度上影响了微生物的种群规律，从而进一步影响了土壤与地下水环境. 基于矿区现场样品的菌种

筛选，开展室内驯化实验得到了四种既可氧化铁铁又可氧化锰的细菌，分别是：赖氨酸芽孢杆菌属

（Lysinibacillus xylanilyticus strain）、赖氨酸芽孢杆菌属（Lysinibacillus macrolides strain）、芽孢杆菌属

（Bacillus simplex strain）、短短芽孢杆菌属（Brevibacillus agri strain），均属于芽孢杆菌菌属（Bacillus），此

优势菌对铁锰离子浓度具有很强的耐受性，且具有生物富集作用，对铁锰污染的土壤与地下水的生物

修复技术具有很好的加持作用，具有成为工程菌的潜质，对于特定环境的修复和污染防治具有重要的

借鉴意义.
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