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不同水稻土微生物群落利用有机酸的铁还原特征
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［摘　要］　【目的】研究不同水稻土来源的微生物群落，在利用甲酸盐、乙酸盐、丙酸盐、丙酮酸盐、柠檬酸盐及琥

珀酸盐作为惟一碳源时对异化Ｆｅ（Ⅲ）还原的影响。【方法】采用四川、吉林和江西３种不同水稻土浸提液接种作为

微生物群落来源，以人工合成的Ｆｅ（ＯＨ）３ 为惟一的电子受体，不同有机酸作为惟一碳源，在２５℃厌氧条件下培养，定

期测定Ｆｅ（Ⅱ）生产量并对测定结果用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型进行分析。【结果】四川水稻土中的微生物群落在Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原

过程中对所有供试碳源均表现出较高的利用活性，其对应的Ｆｅ（Ⅱ）累积量较高；江西水稻土中的微生物群落对碳源

的响应很低，且几乎不能利用丙酸盐进行Ｆｅ（ＯＨ）３ 的还原；而吉林水稻土中的微生物群落在Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原过程中几

乎不能利用琥珀酸盐作为电子供体。【结论】３种微生物群落在Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原过程中对供试碳源利用上的不同，反

映了其微生物群落组成和代谢功能上的差异。３种微生物群落均能较快地利用丙酮酸盐还原Ｆｅ（ＯＨ）３，说明Ｆｅ（Ⅲ）

还原微生物在碳源利用上具有共性。
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　　异化Ｆｅ（Ⅲ）还原微生物是具有Ｆｅ（Ⅲ）还原功

能的一类微生物的总称，其能以Ｆｅ（Ⅲ）作为惟一电

子受体氧化有机物质，并从中获得生长的能量。目

前，已从不同的厌氧环境中分离纯化出了多种铁还

原微生物，并且在纯培养过程中发现，异化Ｆｅ（Ⅲ）

还原菌可利用甲酸盐、乙酸盐、丙酸盐、丙酮酸盐、乳

酸盐、琥珀酸盐、苹果酸盐、延胡索酸盐等不同的短

链有机酸作为电子供体还原Ｆｅ（Ⅲ）
［１４］。尽管乙酸

盐可被多数异化Ｆｅ（Ⅲ）还原菌所利用，常被用作富

集异化Ｆｅ（Ⅲ）还原菌的碳源
［５７］，但 Ｋüｓｅｌ等

［４］分

离得到的嗜酸性菌株（犃犮犻犱犻狆犺犻犾犻狌犿犮狉狔狆狋狌犿）ＪＦ５

不但不能利用乙酸盐还原Ｆｅ（Ⅲ），而且当乙酸盐存

在（０．３～５ｍｍｏｌ／Ｌ）时，菌株ＪＦ５利用葡萄糖、乙

醇以及Ｈ２ 生长的Ｆｅ（Ⅲ）还原过程被抑制，表明异

化Ｆｅ（Ⅲ）还原微生物在碳源利用上存在一定的差

异。水稻土作为研究厌氧微生物的一种模式系统，

其微生物铁还原过程一直为研究者所重视。在意大

利水稻土中添加易还原的Ｆｅ（ＯＨ）３ 后，乙酸盐和丙

酸盐浓度迅速下降，说明乙酸盐和丙酸盐在异化

Ｆｅ（Ⅲ）还原过程中被微生物大量消耗
［８１１］；在我国

的四川、江西及吉林水稻土中添加乙酸盐、葡萄糖及

腐殖酸后，可观察到土壤中Ｆｅ（Ⅲ）还原过程有明显

的改变，但不同土壤中铁还原程度有所不同［１２１３］，说

明不同土壤微生物群落在对碳源的利用上存在选择

性特征。鉴于不同水稻土中氧化铁形态、电子受体

及土壤有机质种类及数量等对铁还原过程的影响，

本研究拟采用水稻土浸提液作为微生物群落来源，

以人工合成的无定形氧化铁为惟一电子受体，探讨

以不同有机酸（甲酸盐、乙酸盐、丙酸盐、丙酮酸盐、

柠檬酸盐及琥珀酸盐）作为惟一电子供体时，其对

Ｆｅ（Ⅲ）微生物还原过程的影响，比较不同水稻土中

异化Ｆｅ（Ⅲ）还原微生物群落的碳源利用特征与差

异，以期为了解稻田生态群落中有机物代谢的生物

学机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试土壤

供试水稻土分别采自江西省吉安市安福县竹江

乡、四川省邛崃市回龙镇和吉林省吉林市丰满区前

二道乡，其有机质含量分别为２３．９，４８．９和４１．２

ｇ／ｋｇ，无定型铁含量分别为１．９４，３．０８和４．９４

ｇ／ｋｇ，游离铁含量分别为６．４８，１１．６９和１０．０１

ｇ／ｋｇ，ｐＨ分别为４．８４，７．３４和４．８５（犿（土）∶犞（去

离子水）＝１∶５）。将所取得的水稻土土样自然风

干，磨细，过孔径为１ｍｍ的土壤筛，制备用作微生

物群落来源的接种液。

１．２　接种液的制备

将供试水稻土以犿（土）∶犞（去离子水）＝１∶９

的比例，在２５℃下淹水培养７ｄ后，７００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取上清液用作微生物接种液。将来源于３

种水稻土的接种液分别用“ＪＸ”（由江西水稻土样品

中提取的微生物群落），“ＳＣ”（由四川水稻土样品中

提取的微生物群落）和“ＪＬ”（由吉林水稻土样品中提

取的微生物群落）表示。

１．３　试验方案及方法

采用厌氧培养的方法，以人工合成的Ｆｅ（ＯＨ）３

为惟一电子受体，分别以甲酸盐、乙酸盐、丙酸盐、丙

酮酸盐、柠檬酸盐及琥珀酸盐作为惟一碳源进行培

养。培养容器为７ｍＬ的血清瓶，加入经高温灭菌

（１２１℃，３０ｍｉｎ）的５ｇ／ＬＮＨ４Ｃｌ和人工合成的Ｆｅ

（ＯＨ）３
［１４］（含铁量为１２．９５ｇ／Ｌ）各１ｍＬ、磷酸缓冲

液（Ｋ２ＨＰＯ４５．０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２．５ｇ／Ｌ）和９．８ｇ／Ｌ

ＫＣｌ各０．５ｍＬ，再添加过０．２２μｍ滤膜（除菌）后浓

度均为１００ｍｍｏｌ／Ｌ的碳源及接种液各１ｍＬ。充

氮除氧，密封，置于恒温培养箱中２５℃暗光培养。

采样及Ｆｅ（Ⅱ）含量的测定方法参见文献［１５］。

１．４　动力学模型

异化Ｆｅ（Ⅲ）还原是微生物介导的生物学过程，

可用描述微生物生长动力学的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程
［１５］，对

不同处理Ｆｅ（Ⅲ）还原过程中Ｆｅ（Ⅱ）累积浓度和时

间的关系进行拟合，用ＤＰＳ数据处理系统进行拟合

分析。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程的表达式为：

狔＝
犪

１＋ｅ犫－犮狓
。

式中：狔为不同时刻的Ｆｅ（Ⅱ）浓度；狓为反应时间；

犪，犫，犮均为参数。通过方程拟合，可求出Ｆｅ（Ⅲ）还

原的最大潜势（即Ｆｅ（Ⅱ）最大累积量，数值等于参

数犪）、反应速率常数（数值等于参数犮）、Ｆｅ（Ⅲ）最大

还原速率（犞ｍａｘ，数值等于０．２５犪犮）和最大还原速率

对应的时间（犜狏ｍａｘ，数值等于ｌｎ犫／犮）。

２　结果与分析

２．１　不同碳源对Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原微生物的影响

来源于不同水稻土的微生物群落，利用不同有

机酸时Ｆｅ（Ⅱ）累积量的变化如图１所示。由图１

可知，３种微生物群落利用甲酸盐时的Ｆｅ（ＯＨ）３ 还

原过程总体上反应较慢，在培养后期才出现Ｆｅ（Ⅱ）

的大量累积，并呈现出迅速上升趋势，至培养结束时
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尚未达到稳定状态；乙酸盐在培养初期能被ＳＣ利

用进行Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原反应，ＪＬ利用乙酸盐处理在

培养后期才有缓慢的Ｆｅ（Ⅱ）累积，而ＪＸ利用乙酸

盐的处理仅在培养结束时才观察到Ｆｅ（Ⅱ）的生成；

３种微生物群落利用丙酸盐处理的Ｆｅ（Ⅱ）累积量相

对较低，特别是在ＪＸ中几乎不发生Ｆｅ（Ⅲ）还原反

应；在６种有机酸处理中，３种微生物群落均能较好

地利用丙酮酸盐，至培养结束时，Ｆｅ（Ⅱ）含量为

８００～９００ｍｇ／Ｌ，ＪＸ、ＳＣ和ＪＬ启动Ｆｅ（Ⅱ）累积的

时间分别较以甲酸盐为碳源时提前了９，６和６ｄ；

ＪＸ、ＪＬ利用琥珀酸盐的处理在４２ｄ的培养过程中

几乎没有Ｆｅ（Ⅱ）的累积，说明琥珀酸盐难以被ＪＸ、

ＪＬ水稻土中的Ｆｅ（Ⅲ）还原菌所利用，而ＳＣ利用琥

珀酸盐的处理，在培养期间Ｆｅ（Ⅱ）积累量持续升

高，至培养周期结束时还原反应仍未达到稳定状态；

３种微生物群落利用柠檬酸盐的Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原趋

势相同，但培养前１３ｄ的Ｆｅ（Ⅱ）累积速率表现为

ＪＸ＞ＪＬ＞ＳＣ，而培养１６～４２ｄ时，ＳＣ的Ｆｅ（Ⅱ）累

积速率迅速升高，且随时间的延长Ｆｅ（Ⅱ）累积量越

来越大，至培养结束时，Ｆｅ（Ⅱ）累积量大小顺序表现

为ＳＣ＞ＪＬ＞ＪＸ。

比较３种微生物群落的Ｆｅ（Ⅲ）还原反应可以

看出，Ｆｅ（Ⅱ）累积量开始迅速增大所需的培养时间

不同，表现为ＳＣ＜ＪＬ＜ＪＸ；培养结束时Ｆｅ（Ⅱ）累积

量的高低顺序为ＳＣ＞ＪＬ≈ＪＸ。表明，ＳＣ具有较大

的生物活性，对供试碳源的响应最快，而ＪＸ反应活

性较低。

图１　不同水稻土来源微生物群落利用不同碳源对Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原的影响

－□－．ＪＸ；－○－．ＳＣ；－△－．ＪＬ

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｃｒｏｂｅｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｏｎＦｅ（ＯＨ）３ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｕｓｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓ

－□－．ＪＸ；－○－．ＳＣ；－△－．ＪＬ
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２．２　３种微生物群落的Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原特征分析

３种微生物群落利用不同有机酸的铁还原反应

动力学参数见表１，拟合方程的决定系数（犚２）表示

回归模型的拟合值与变量间的相关程度。由表１可

知，除ＪＸ利用甲酸盐和乙酸盐的结果不能用方程

进行拟合外，ＳＣ、ＪＬ利用各种碳源作电子供体还原

Ｆｅ（ＯＨ）３ 的过程均可以较好地用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程进

行拟合，其决定系数犚２ 为０．８７６～０．９９６。ＳＣ在

Ｆｅ（ＯＨ）３还原过程中，除了丙酸盐处理外，利用其他

碳源的 Ｆｅ（Ⅱ）累积量（犪）均最大，表明 ＳＣ 在

Ｆｅ（ＯＨ）３还原时具有较大的还原潜势，可较好地利

用试验所提供的碳源，特别是利用柠檬酸盐时的

Ｆｅ（Ⅱ）累积量达１０６３．４４ｍｇ／Ｌ，说明柠檬酸盐是

ＳＣ的优势碳源；从最大还原速率对应的时间

（犜犞ｍａｘ）上分析，ＳＣ利用各碳源对应的犜犞ｍａｘ较其他

微生物群落提前２～１５ｄ。与ＳＣ中的Ｆｅ（Ⅲ）还原

微生物相比，ＪＸ中的Ｆｅ（Ⅲ）还原微生物活性相对

较低，其利用丙酸盐、柠檬酸盐和琥珀酸盐的犞ｍａｘ分

别只有２．９８，２１．４６和２．３８ｍｇ／（Ｌ·ｄ）。由此可

知，源于不同水稻土土壤中的Ｆｅ（Ⅲ）还原微生物群

落及其功能具有多样性。ＪＸ、ＳＣ和ＪＬ中的微生物

群落均能较好地利用丙酮酸盐还原Ｆｅ（Ⅲ），不但均

具有较大的犞ｍａｘ，且其犜犞ｍａｘ分别只有３，３和４ｄ，均

明显早于利用其他碳源的处理。

表１　来源于不同水稻土微生物群落Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原过程的动力学参数

Ｔａｂｌｅ１　ＫｉｎｅｔｉｃｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＦｅ（ＯＨ）３ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｄｄｙｓｏｉｌ

微生物群落

Ｍｉｃｒｏｂｅｓ

碳源

Ｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程参数Ｌｏｇｉｓｔｉｃｍｏｄｅｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

犪 犫 犮 犚２
犞ｍａｘ／

（ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１）
犜犞ｍａｘ／ｄ

甲酸盐Ｆｏｒｍａｔｅ ６１９．７９ ３．６２ ０．１４ ０．９９４ ２１．１４ ９

乙酸盐 Ａｃｅｔａｔｅ ６８３．５６ ５．４５ ０．４２ ０．９９６ ７２．２８ ４

ＳＣ 丙酸盐Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ４４０．２６ ７．９０ ０．５７ ０．９８４ ６２．６０ ４

丙酮酸盐Ｐｙｒｕｖａｔｅ ７９９．５６ ７．５７ ０．７７ ０．９９３ １５４．６１ ３

柠檬酸盐Ｃｉｔｒａｔｅ １０６３．４４ ６．４９ ０．３５ ０．９９３ ９２．１２ ５

琥珀酸盐Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ７６０．００ ３．００ ０．１５ ０．９９１ ２８．４１ ７

甲酸盐Ｆｏｒｍａｔｅ － － － － － －

乙酸盐 Ａｃｅｔａｔｅ － － － － － －

ＪＸ 丙酸盐Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ２９８．２９ ２．１０ ０．０４ ０．９７８ ２．９８ １９

丙酮酸盐Ｐｙｒｕｖａｔｅ ７９９．２１ １３．３５ ０．８１ ０．９８４ １６１．２ ３

柠檬酸盐Ｃｉｔｒａｔｅ ７４５．２６ ２．９３ ０．１２ ０．９９３ ２１．４６ ９

琥珀酸盐Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ２３７．９３ １．５０ ０．０４ ０．９７７ ２．３８ １０

甲酸盐Ｆｏｒｍａｔｅ ６０３．０５ ５．８９ ０．１８ ０．９７２ ２７．６６ １０

乙酸盐 Ａｃｅｔａｔｅ ６１４．２９ ３．８１ ０．１３ ０．９９０ １９．７７ １０

ＪＬ 丙酸盐Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ４７４．９２ ７．８９ ０．３５ ０．９７９ ４１．５３ ６

丙酮酸盐Ｐｙｒｕｖａｔｅ ８１７．４８ １２．９７ ０．７３ ０．９９２ １４８．８４ ４

柠檬酸盐Ｃｉｔｒａｔｅ ７８９．２９ ３．９５ ０．２０ ０．９９３ ３９．３６ ７

琥珀酸盐Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ３２４．６９ ２．２８ ０．０４ ０．８７６ ３．３０ ２０

　　注：“－”表示不能应用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程进行拟合。

Ｎｏｔｅ：“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｌｏｇｉｓｔｉｃｅｑｕａｔｉｏｎｃａｎｎｏｔｂｅｆｉｔｔｅｄ．

３　讨　论

有研究表明，在多数纯培养条件下，Ｆｅ（Ⅲ）还原

微生物并不利用柠檬酸盐［１６１７］。由本研究结果可

知，来源于３种水稻土中的微生物群落均可利用柠

檬酸盐还原Ｆｅ（ＯＨ）３，但是其对应的Ｆｅ（Ⅱ）累积量

在培养前期增加缓慢，后期才迅速增加。这说明水

稻土中的Ｆｅ（Ⅲ）还原微生物不是直接利用柠檬酸

盐，而是利用其降解的中间产物提供电子还原

Ｆｅ（ＯＨ）３，这种转化表现为微生物间的营养“接力”，

共代谢产物可以继续降解，表明混合培养和自然环

境条件下铁的异化还原是微生物群落层次上的共代

谢过程。厌氧条件下，丙酸盐是通过生成乙酸盐来

代谢的，但是丙酸盐氧化的自由能变高于乙酸盐氧

化［１８］，这可能是Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原过程中３种微生物

群落利用乙酸盐提供电子的能力较利用丙酸盐高的

原因所在。

丙酮酸盐是糖酵解途径的终产物。微生物体内

的糖酵解途径并不受氧气的影响，是厌氧条件下生

物体的主要获能形式之一。因此，丙酮酸盐是厌氧

代谢时很活泼的一种中间代谢产物。本研究中，３

种微生物群落在Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原条件下，均能很好的

利用丙酮酸盐，说明了水稻土中异化Ｆｅ（Ⅲ）还原微

生物在碳源利用上的共性。

从碳源利用情况可知，尽管相同浓度的琥珀酸

盐中包含的碳原子数最多，但被铁还原微生物利用
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的能力却低于其他有机酸。琥珀酸盐是ＴＣＡ循环

中的主要组分，厌氧条件下微生物体内的 ＴＣＡ循

环遭到抑制，限制了微生物群落对琥珀酸盐的利用，

说明在混合培养中，Ｆｅ（Ⅲ）还原微生物对碳源的利

用具有选择性。

ＳＣ从有机质含量丰富的四川土壤中富集得到，

故而在有机物碳源充足的模拟试验条件下，其能迅

速恢复到在原来生境中的反应活性，对各种有机酸

盐的响应要显著大于其他微生物群落；ＪＸ来自于有

机质含量相对较贫瘠的江西水稻土，大部分属于贫

营养微生物，故对底物的利用比较迟缓，在“高”浓度

有机酸盐的环境中，其微生物活性可能受到一定的

抑制。

４　结　论

１）来源于３种不同水稻土中的微生物在利用不

同碳源进行Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原时，Ｆｅ（Ⅱ）累积量变化

存在着较大差异。来自四川水稻土的Ｆｅ（Ⅲ）还原

微生物对供试碳源物质均表现出较高的利用活性，

其对应的Ｆｅ（Ⅱ）最终累积量也较高；来自江西水稻

土微生物群落中的Ｆｅ（Ⅲ）还原微生物的生物活性

很低，对供试碳源的响应很慢，几乎不能利用丙酸盐

进行Ｆｅ（ＯＨ）３ 的还原；而吉林水稻土中的微生物群

落在Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原过程中几乎不能利用琥珀酸盐

作为电子供体。

２）３种水稻土的微生物均能较快地利用丙酮酸

盐还原Ｆｅ（ＯＨ）３，说明Ｆｅ（Ⅲ）还原微生物在碳源利

用上的共性。３种微生物在Ｆｅ（ＯＨ）３ 还原过程中

对不同有机酸盐的利用程度不同，反映了其在微生

物群落的组成、代谢和功能上存在差异。
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