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混合培养中晶体磷酸铁的异化还原能力
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　　[摘　要 ]　采用厌氧混合培养方法,分别以来源四川、吉林和江西的水稻土浸提液作为接种液,选择 Fe (Ê )浓

度及游离磷酸盐浓度变化为指标,研究不同来源微生物对晶体磷酸铁的微生物还原特征,探讨晶体磷酸铁微生物

还原反应中对不同碳源利用能力的差异。结果表明,来源于不同水稻土的微生物对晶体磷酸铁的最大还原速率

(V m ax)、潜在最大铁还原量及Fe (Ë )还原率均有显著差异,其中四川水稻土微生物的V m ax较大,而吉林和江西水稻

土微生物的潜在最大Fe (Ë )还原量及铁还原率较高。3种水稻土微生物对晶体磷酸铁的还原反应速率及铁还原量

明显低于无定型氧化铁。不同水稻土的微生物能够利用丙酮酸盐、乙酸盐及葡萄糖作为惟一电子供体,使晶体磷酸

铁发生异化还原,产生Fe (Ê )并释放磷酸盐,且Fe (Ê )累积量与磷素累积量呈极显著相关。体系中可溶性磷酸盐数

量对以用葡萄糖为碳源的Fe (Ë )还原反应有显著影响,在缺乏可溶性磷酸盐的环境下,可能通过抑制发酵微生物

生长,阻断了葡萄糖发酵生成有机酸和H 2的过程,使晶体磷酸铁的异化还原过程被显著抑制。
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　　微生物介导的铁还原对厌氧环境中磷素的地球

生物化学循环过程有显著的影响。研究[123 ]表明,南

方酸性和中性水稻土中磷的释放与铁的氧化还原密

切相关。稻田土壤中磷的有效性在很大程度上受到

铁形态转化的制约,淹水过程能使氧化铁还原,导致

土壤中磷素有效性的明显提高及无机磷形态的变

化[4 ] ,而Zhang 等[5 ]的研究显示,淹水过程可导致结

晶度差的铁氧化物增多,使土壤对磷的吸附量显著

增加。在土壤的无机磷形态中,晶体磷酸铁是Fe2P

的重要组成部分,虽然普遍认为Fe2P 具有一定的生

物有效性,但目前仍缺少确切的试验数据证明晶体

磷酸铁可向可溶性磷酸盐转化。对于土壤中铁的氧

化还原过程研究主要集中在氧化铁矿物的转化方

面,而针对晶体磷酸铁的研究资料较少。通过不同氧

化铁的纯培养试验[6 ]发现,比表面积大的无定型氧

化铁和弱晶体氧化铁,如纤铁矿能被铁还原微生物

全部或部分还原,而针铁矿和赤铁矿等晶体氧化铁

的微生物还原速率却极低。不同水稻土中的铁还原

研究[7 ]表明,微生物能够还原的铁占土壤总铁量的

20%左右,占土壤游离氧化铁含量的60%～ 75% ,而

土壤中无定型氧化铁含量仅占微生物可还原铁的

50%～ 65% ,说明其中晶体态铁的还原同样具有重

要地位。所以,探明这些晶体铁的还原,对于深入认

识土壤中微生物铁还原机理具有重要的理论意义。

目前,针对微生物铁还原的研究多都是以水稻土或

沉积物为研究模式来进行的[829 ]。虽然这种模式比较

真实地反映了这一过程的自然特征,但由于水稻土

中影响因素复杂,背景干扰大,数据分析比较困难。

因此,本研究采用混合培养方法,以晶体磷酸铁为铁

源,通过接种不同来源的土壤微生物,探讨厌氧培养

条件下晶体磷酸铁的生物还原能力,及在不同碳源

条件下还原能力的差异,以期发现晶体磷酸铁在地

球化学循环中的活动能力大小,及其导致的磷素的

释放情况。

1　材料与方法

1. 1　供试土壤及接种液制备

　　供试水稻土样品分别采自吉林省吉林市丰满区

前二道乡、四川省邛崃市迥龙镇、江西省安福县竹江

乡店上村。先后于2000年2～ 9月采集0～ 20 cm 耕

层土壤,风干,磨细。土样的基本性质参见文献[ 9 ]。

将风干过孔径 1 mm 筛的供试水稻土以m (土)∶
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V (去离子水) = 1∶9的比例在30 ℃下淹水1周。将

培养后的土样于700 röm in 离心10 m in,取上清液用

作微生物接种液。来源于3种水稻土的接种液分别

用“SC”(由四川水稻土样品中提取的微生物)、“JL”

(由吉林水稻土样品中提取的微生物)和“JX”(由江

西水稻土样品中提取的微生物)表示。

1. 2　微生物营养来源

在混合培养中,提供微生物生长所需的碳源分

别采用葡萄糖、乙酸盐或丙酮酸,将不同碳源配制成

浓度为50 mmo löL 的溶液;氮源选用N H 4C l,配制成

浓度为5. 0 göL 的溶液。为了强化微生物活性,设置

了添加磷酸缓冲液[10 ] (KH 2PO 4 与K2H PO 4 的摩尔

比为 0. 581)的处理, 磷酸缓冲液中 P 的浓度为 25

mmo löL。微生物所需的其他元素和生长因子由接
种液提供。

1. 3　试验方案及测定方法

1. 3. 1　晶体磷酸铁微生物还原能力试验　选用葡

萄糖作为碳源, N H 4C l为氮源,磷酸缓冲液为磷源。

铁源采用分析纯晶体磷酸铁 (市售) ,并将晶体磷酸

铁固体用玛瑙研钵磨细。称取7. 7855 g 磨细的晶体

磷酸铁粉末于 1 L 去离子水中, 用超声波分散 20

m in,制得晶体磷酸铁悬液。取 10 mL 的血清瓶若

干,分别加入碳源、氮源、磷源、晶体磷酸铁悬液及微

生物接种液 (SC, JL 和JX)各1 mL。培养液总体积为

5 mL ,含 Fe 量为 576. 6 m g。为了与无定形氧化铁

(ferrihydrite, 用 Fe (OH ) 3 表示)比较, 设置相同碳

源、氮源和磷源条件下以Fe (OH ) 3 为铁源的处理作

为对照, Fe (OH ) 3 加入量为含Fe量为2. 883 göL 悬
液1 mL。无定形氧化铁按照Schw ertm ann 等[11 ]的方

法合成。制备的Fe (OH ) 3 悬液用6 mo löL HC l溶解,

原子吸收分光光度法测定铁含量。培养试验所用的

晶体磷酸铁悬液、Fe (OH ) 3 悬液、磷酸缓冲液及

N H 4C l直接采用高压灭菌,葡萄糖溶液采用细菌滤

器 (< 0. 22 Λm )过滤除菌。充氮气除去血清瓶中氧

气后,用橡胶盖及铝盖密封。于30 ℃下避光恒温培

养,定期采样,测定不同处理中Fe (Ê )的浓度。采样

时取各处理1瓶,摇匀,迅速吸取1 mL 并置于含4. 0

mL HC l溶液的离心管中, HC l溶液的浓度为 0. 5

mo löL。于室温下静置浸提 24 h [12 ] ,浸提液用0. 22

Λm 滤膜过滤, 滤液采用邻二氮菲分光光度法测定

Fe (Ê )浓度[13 ]及磷钼蓝比色法测定P 浓度[14 ]。

1. 3. 2　不同碳源对晶体磷酸铁微生物还原能力的

影响　分别选用葡萄糖、乙酸盐和丙酮酸盐作为碳

源,N H 4C l为氮源,不添加磷源。取10 mL 的血清瓶

若干,分别加入不同碳源、氮源、去离子水、晶体磷酸

铁悬液及微生物接种液各 1 mL。培养、采样及

Fe (Ê )和P 浓度测定方法同1. 3. 1。

1. 4　数据处理

异化Fe (Ë )还原是微生物介导的生物学过程,

与微生物的生长密切相关,所以可用表征微生物生

长动力学的L ogist ic方程描述。L ogist ic方程的表达

式为: Y = aö[ 1+ b·exp (- cx ) ]。利用参数a 可得出

Fe (Ë )还原的最大潜势, 即最大 Fe (Ê )累积量; 参

数 c表示速率常数;用参数a 和 c可求出最大反应速

率V m ax ,其数值等于0. 25ac;最大Fe (Ê )累积量和加

入氧化铁量的比值可以得出Fe (Ë )的还原率; r和 s

分别表示相关系数和偏差。

2　结果与分析

2. 1　晶体磷酸铁的微生物还原

　　晶体磷酸铁悬液中接种 3 种水稻土微生物后,

Fe (Ê )累积量的变化如图1所示。由图1可知,不同

处理中 Fe (Ê )累积量均随培养时间的延长而不断

增大,说明来源于 3 种水稻土的厌氧微生物均能以

葡萄糖作为电子供体还原磷酸铁,证明晶体磷酸铁

具有一定的生物还原能力。用L ogist ic方程拟合的

晶体磷酸铁还原过程的参数见表1。

表 1　用L ogist ic方程拟合的晶体磷酸铁还原参数

T able 1　L ogist ic model fits of dissim ila to ry Ferric pho sphate reduction in differen t treatm ents

处理
T reatm en t

L ogistic方程参数L ogistic model param eters

a b c r s

Fe (Ë )
还原率ö%
Reaction

rate

V m axö
(m g·L - 1·

d- 1)

SC 325. 3 15. 37 0. 181 0. 994 16. 04 56. 42 14. 68

JL 395. 7 19. 87 0. 073 0. 989 13. 37 68. 63 7. 172

JX 403. 2 20. 73 0. 090 0. 996 11. 03 69. 93 9. 112

　　由表 1 看出,不同来源微生物对晶体磷酸铁的

还原反应速率有差异,其中SC 处理的Fe (Ë )还原最

大反应速率 (V m ax)最高,为 14. 68 m gö(L·d) ,而JL

和 JX 处 理 的 V m ax 分 别 为 7. 172 和 9. 112
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m gö(L·d)。用L ogist ic方程拟合的最大Fe (Ê )累

积量 (a)除以晶体磷酸铁的初始加入量 (按Fe 计)可

得出晶体磷酸铁的潜在铁还原率。比较不同来源微

生物处理 (表 1)可知, JL 和 JX 的潜在铁还原率较

高, 分别达到 68. 63%和 69. 93% , 而 SC 处理仅为

56. 42% ,表明吉林和江西水稻土微生物还原晶体磷

酸铁的潜力较大。图1还表明,当培养51 d 后,尽管

SC 和JX 处理的Fe (Ê )累积量大体相同,并明显大

于JL 处理,但JL 和JX 处理的Fe (Ê )累积过程仍有

较大反应速率,对晶体磷酸铁还原具有潜力。

不同来源微生物对无定型氧化铁的还原情况见

图 2。由图 2 可知, SC 处理在厌氧培养前 4 d 的

Fe (Ë )还原反应迅速, 16 d 后Fe (Ê )累积量达到最

大值, Fe (Ë )还原率为95. 3%。JL 和JX 处理的无定

型氧化铁还原反应速率在 21 d 后才快速增加,

Fe (Ê )的累积量分别在 41 d 和 32 d 后逐渐稳定并

达到最大值, 其 Fe (Ë ) 还原率分别为 92. 1%和

96. 3%。以上结果表明, 3种水稻土中的微生物均能

使Fe (Ë )还原为Fe (Ê ) ,并且微生物对无定型氧化

铁的还原反应速率和Fe (Ë )还原率均显著大于晶

型磷酸铁处理,与纯培养试验中得出的无定型氧化

铁较晶体态氧化铁更易被微生物还原的结论[6 ]一

致。

图 1　不同来源微生物对晶体磷酸铁异化还原的影响

F ig. 1　Effect of differen t resources of m icrobe

on dissim ila to ry reduction of Ferric pho sphate

图 2　不同来源微生物对无定型氧化铁异化还原的影响

F ig. 2　Effect of differen t resources of m icrobe

on dissim ila to ry reduction of pho spho rus

2. 2　不同来源微生物对晶体磷酸铁微生物还原过

程中磷素累积的影响

　　不同来源微生物对晶体磷酸铁还原过程中磷素

累积量的影响如图3所示。

图 3　不同来源微生物对晶体磷酸铁生物还原

过程中磷素累积量的影响

F ig. 3　Effects of differen t resources m icrobe

on cum ulated pho sphate during dissim ila to ry

reduction of Ferric pho sphate

由于反应体系中加入了一定数量的磷酸盐缓冲

液,所以图 3 中的数值为测定的有效磷量减去加入

磷量所得的结果。从图3可以看出,磷素累积的趋势

与Fe (Ê )的累积趋势一致。SC 处理在前26 d 的磷

素累积速率很快,随后趋于稳定; JX 和JL 处理的磷

素累积速率均表现为先慢后快的趋势,分别在培养

的16和28 d 后迅速增大。3个处理中磷素累积量表

现为SC> JX> JL 的趋势。

2. 3　不同碳源对晶体磷酸铁微生物还原及磷素累

积的影响

　　不同来源微生物在利用不同碳源时的Fe (Ê )

和磷素累积量变化如图4～ 6所示。由图4～ 6可知,

3种来源微生物在利用不同碳源的Fe (Ê )和磷素累

积量均有明显的差异, 并且磷素累积的趋势与

Fe (Ê )的累积趋势一致。3种碳源处理中,利用丙酮

酸盐的Fe (Ë )还原反应速率最大,开始迅速还原所

需的培养时间也较短; 利用乙酸盐的Fe (Ë )还原反

应速率小于丙酮酸盐处理,但显著大于以葡萄糖为

碳源的处理。以葡萄糖为碳源的晶体磷酸铁还原过

571第 11期 孙宏飞,等:混合培养中晶体磷酸铁的异化还原能力



程总体上反应均较慢,特别是四川水稻土微生物几

乎不发生Fe (Ë )还原反应,相应的磷素累积量也无

显著变化。与图1比较可以看出,在缺少可溶性磷源

的环境中,以葡萄糖为碳源的Fe (Ë )还原过程将受

到明显抑制。

图 4　四川水稻土微生物还原晶体磷酸铁时Fe (Ê )和磷素累积量的变化

F ig. 4　Changes of Concen tra t ion of Fe (Ê ) and P w hen Ferric pho sphate w as reduced by anaerobe of Sichuan paddy

图 5　吉林水稻土微生物还原晶体磷酸铁时Fe (Ê )和磷素累积量的变化

F ig. 5　Changes of Concen tra t ion of Fe (Ê ) and P w hen Ferric pho sphate w as reduced by anaerobe of J ilin paddy

图 6　江西水稻土微生物还原晶体磷酸铁时Fe (Ê )和磷素累积量的变化

F ig. 6　Changes of Concen tra t ion of Fe (Ê ) and P w hen Ferric pho sphate w as reduced by anaerobe of J iangx i paddy

　　比较3种来源微生物的Fe (Ë )还原反应可以看

出, Fe (Ë )还原反应速率开始迅速增大所需的培养

时间不同,表现为SC> JL > JX; 利用丙酮酸盐的Fe

(Ê )累积量在 3 种来源微生物处理中有明显的差

异,其中以吉林水稻土微生物最大;而利用乙酸盐处

理的Fe (Ë )表现为JX> JL > SC;利用葡萄糖处理的

Fe (Ê )累积量在JX 和JL 处理中大致相同,而SC 处

理中最小。以上结果表明,不同土壤性质对晶体磷酸
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铁的微生物还原能力有一定的影响。

3　讨　论

由本研究结果可知,难溶性的晶体磷酸铁具有

一定的微生物还原能力。以晶体磷酸铁为铁源的各

处理中, Fe (Ê )累积量和磷素累积量之间呈线性相

关,相关系数为0. 983～ 0. 999,差异达到极显著水平

(P < 0. 01) ,表明Fe (Ê )累积和磷素产生同步进行。

这不仅提供了晶体Fe (Ë )化合物能够被微生物还

原利用的证据,而且也为淹水条件下水稻土有效磷

含量增加的试验结果[4 ]提供了新的理论依据。由本

研究结果还可知,不同来源微生物、不同的碳源及磷

酸盐的存在与否均会对Fe (Ë )还原反应产生显著

影响,表明不同来源微生物在Fe (Ë )还原反应中的

碳源利用特征不同。在缺少可溶性磷源的环境中,丙

酮酸盐是Fe (Ë )还原微生物易于利用的电子供体,

使晶体磷酸铁具有较高的还原效率,尽管利用乙酸

盐的Fe (Ë )还原反应速率较低,但仍然具有较高的

Fe (Ê )累积量; 而在以葡萄糖为碳源的晶体磷酸铁

还原反应中,可溶性磷缺乏已成为限制Fe (Ë )还原

的重要因素。这一结果预示,水稻土中的Fe (Ë )还

原微生物或许不能直接利用葡萄糖,而是以葡萄糖

的发酵产物如乙酸、甲酸、丙酸和氢气等作为异化铁

还原微生物代谢利用的碳源和能源。无机磷作为发

酵微生物必需的营养基质,磷素缺乏将抑制发酵微

生物的生长繁殖,强烈抑制葡萄糖发酵产氢和产生

有机酸的过程,从而使利用葡萄糖代谢产物为碳源

的Fe (Ë )还原过程难以发生。这与D assonville 等[15 ]

报道的在厌氧水稻土培养期间,外源葡萄糖发酵后

才可能被硫酸盐还原菌和产甲烷菌利用的结果具有

相似性。因此,选择葡萄糖作为碳源时,必须补充适

量的磷源才能促进Fe (Ë )还原过程的进行。

Fe (Ë )被微生物还原后产生的Fe (Ê )主要以

菱 铁 矿 ( FeCO 3 )、磁 铁 矿 ( Fe3O 4 ) 或 蓝 铁 矿

[Fe3 (PO 4) 2·8H 2O ]等形式存在[16 ]。在微生物利用

无定型氧化铁的还原试验中,产生的菱铁矿是主要

产物,其可以被0. 5 mo löL HC l溶解,产生的Fe2+ 可

以被测定。在微生物还原Fe (Ë )时,如果反应温度

较高,产物中会有很少量的黑色磁铁矿出现。磁铁矿

不能被稀HC l浸提,同时结合的Fe (Ë )也难以被微

生物还原[6 ]。本试验在 30 ℃下培养,可能会导致少

量磁铁矿形成,影响Fe (Ë )的还原率。在晶体磷酸

铁的还原过程中,由于还原反应会产生大量的磷酸

盐,使形成蓝铁矿的量显著增加, 而蓝铁矿中的Fe

(Ê )不易被稀HC l浸提,所以导致晶体磷酸铁处理

的最大Fe (Ê )累积量及Fe (Ë )还原率较无定型氧

化铁处理低。在含有充足磷酸盐的体系中,铁还原过

程会产生蓝铁矿,使部分磷酸盐被固定,从而影响铁

的氧化还原循环及磷酸盐的有效性,在土壤环境化

学研究中应加以重视。

Fe (Ë )还原微生物对不同碳源的利用能力一

直是广泛关注的问题之一,L ovley等[17 ]发现, GS215

菌株是一种以乙酸盐为唯一电子供体的铁还原菌,

表明不同铁还原微生物可能具有不同的碳源利用特

征。考虑到混合培养中Fe (Ë )还原微生物可能存在

共营养和共代谢的特征,本试验分别选用了葡萄糖、

乙酸盐和丙酮酸盐作为碳源进行比较,从碳源利用

情况可知,尽管相同浓度的葡萄糖中包含的碳原子

数最多,但被铁还原微生物利用的能力明显低于丙

酮酸盐和乙酸盐,说明在混合培养中Fe (Ë )还原微

生物对碳源的利用是具有选择性的,并非表现为体

系中C 原子数量越多其铁还原率越大。
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D issim ila to ry reduct ion capab ility of crysta l

ferr ic pho spha te in en richm en t cu lt iva t ion

SUN Hong-fe i, QU D ong, ZHANG L e i
(Colleg e of R esou rces and E nv ironm en ta l S cience,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he p rocess of d issim ila to ry reduct ion of crysta l ferric pho sphate by m icrob s and the

difference of carbon sou rce u t ilizing ab ility w as invest iga ted by adop t ing anaerob ic co2cu lt iva t ion in w h ich

th ree k inds of w ater2ex tracted paddy so il so lu t ion s w ere inocu la ted and crysta l ferric pho sphate as elect ion

accep to r of d issim ila to ry iron resp ira t ion w as added. T hese resu lts show ed that the m icrob s from differen t

paddy so ils had rem arkab le effects on the m ax im al react ion ra te (V m ax ) of crysta l ferric pho sphate

reduct ion, the po ten t ia l reduct ion capacity of iron and iron reduct ion ra te. In deta il, the m icrob s from

Sichuan paddy so il po ssessed m uch mo re V m ax , how ever, the m icrob s from J ilin and J iangx i paddy so ils had a

h igher level of the po ten t ia l reduct ion capacity of iron; the reduct ion ra te and iron reduct ion capacity of

crysta l ferric pho sphate w ere less than that of ferrihydrite by m icrob s from th ree k inds of paddy so ils. T he

m icrob s from differen t paddy so ils cou ld u t ilize g luco se, aceta te and pyruvate as so lely electron dono r and

dissim ila to ry reduct ion of ferric pho sphate cou ld take p lace, p roducing Fe (Ê ) and releasing pho sphate.

Fu rther mo re, the accum u lat ion of Fe (Ê ) and pho sphate show ed rem arkab le co rrela t ion. T he con ten t of

so lub le pho sphate had a great influence on iron reduct ion w ith gluco se as carbon sou rce. W hen so lub le

pho sphate w as deficien t, the p rocess of p roducing o rgan ic acid and H 2w ou ld be b locked by supp ressing the

grow th of the m icrob s, then the p rocess of d issim ila to ry reduct ion of crysta l ferric pho sphate w ou ld be

great ly inh ib ited.

Key words: crysta l ferric pho sphate; d issim ila to ry Fe (Ë ) reduct ion; carbon sou rce; paddy
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