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要!探究陆地热泉中硫酸盐还原菌"

2VO

#消解磷石膏的过程及机制!可以为磷石膏的生物转化

和资源化利用提供研究基础$以云南腾冲地区热泉中的硫酸盐还原微生物为研究对象!开展热泉

微生物消解磷石膏矿物研究%通过分析微生物底物利用的动力学结果!并综合反应产物的矿物学和

微生物光谱表征"扫描电镜"

2/Q

#&激光共聚焦显微镜"

G@2Q

##以及稀土元素"

V//

#生物浸出实

验结果!探究热泉中硫酸盐还原菌降解磷石膏的过程及其机制$结果表明'

"

温度和
L

H

值是影响

热泉硫酸盐还原微生物降解磷石膏速率的关键影响因子!其中低温组"

?TW

#和中低温组"

RRW

#

硫酸盐还原微生物对磷石膏的生物转化效果优于中高温组"

&RW

#%

#

热泉硫酸盐还原微生物主要

通过动态调节
2X

$Y

!

浓度及代谢产物的络合作用降解磷石膏%

$

热泉硫酸盐还原微生物能够显著

促进磷石膏中部分轻稀土元素"

/)

和
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#的浸出$

关键词!矿物
>

微生物相互作用%硫酸盐还原微生物%磷石膏%热泉%生物转化%稀土元素
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磷石膏$

K1(6

L

1(

CML

6)9

!

KF

%是湿法磷酸生产

过程中的酸性副产物!其综合利用与环境影响已成

为全球环境科学领域的重要研究课题"

#

#

)目前!我

国湿法磷酸产量占全球总产量的
=%a

以上!每生产

#0

磷酸$以
K

$

X

R

计%产生
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%

R;R0

的磷石膏!全

球磷石膏年产量估计达$
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%
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)磷石

膏的性质和特征受磷矿组成和品质的显著影响"

?

#

)

其主要成分为二水硫酸钙$

G,2X

!
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$H

$

X

!含量$质

量分数!下同%为
=%a

%

=Ra

%!但含复杂杂质!包括

未反 应 完 全 的 磷 酸 盐 $
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?

KX
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H
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等重金属及部分稀土元素$
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)据统计!全球约
R"a

的磷石膏被

堆存!

$"a

排放到沿海水域!仅
#!a

得到进一步处

理"

T

#

)这种以
G,2X

!

为主的工业副产物长期堆存

引发了多种环境问题"

"

#

)

近年来!微生物处理技术在环境治理领域展现

了显著潜力!其中硫酸盐还原菌$

2)-.,05>*57)34+

C

O,305*4,

!

2VO

%被广泛用于处理含硫酸盐废水及土

壤污染"

=>##

#

)硫酸盐还原菌是一类以乳酸或丙酮酸

等有机物作为电子供体!在厌氧状态下将硫酸盐+亚

硫酸盐+硫代硫酸盐等还原为
H

$

2

的细菌总称"

#$

#

)

硫酸盐还原菌广泛存在于土壤+海水+河水+湖泊沉

积物等富含有机质和硫酸盐的厌氧生境和极端环境

中"

#?>#R

#

)随着磷石膏堆存产生的环境问题日渐严

峻!科研人员对其微生物处理工艺的研究日益增多)

例如!

O()+,

C

,

等利用不同来源的硫酸盐还原菌群

落处理磷石膏渗滤液$以乳酸盐作为电子供体%!硫

酸盐利用率最高达
"#;Ra

"

#&

#

'

2,-(

等利用生物硫酸

盐还原处理磷石膏渗滤液!在连续流生物反应器中

同时去除硫酸盐和磷"

#T

#

)磷石膏中的
G,2X

!

可以

被硫酸盐还原菌部分分解!实现污染物的同步去除!

这为磷石膏的资源化利用提供了新的思路"

#"

#

)现

有微生物处理磷石膏的研究多聚焦于常温下浸滤液

的硫酸盐去除与有价值元素的回收!但存在反应条

件复杂+磷石膏溶解度低等问题)另外!温度是影响

磷石膏溶解性的关键影响因素"

#=>$%

#

!而目前关于高

温环境下微生物消解磷石膏的研究尚少)

陆地热泉是一类广泛发育硫酸盐还原微生物功

能群的高温生态系统!具有天然的温度梯度"

$#

#

)热

泉微生物可利用
X

$

+

<X

Y

?

+

2X

$Y

!

和
B5

?d 等氧化剂

作为电子受体!或利用
H

$

2

+

<H

d

!

和
B5

$d 等还原性

组分作为电子供体获取能量"

$$>$?

#

)硫酸盐还原微生

物群落在不同温度热泉环境中展现出独特的分布特

征"

$!

#

'而且!石膏类矿物常在热泉沉积物及水热蚀

变区富集!尤其是酸性热泉环境"

$R>$&

#

!这表明陆地热

泉中硫酸盐还原微生物具有消解磷石膏的潜力)此

外!尽管磷石膏中稀土元素含量通常较低$

%;%Ra

%

%;#Ra

%!但因全球磷石膏年产量巨大!其潜在的稀

土资源量非常可观"

$T>$=

#

)张雪桢等研究认为!微生

物可通过代谢产生有机酸释放出
H

d 来酸解稀土矿

物!或通过有机酸提供的有机配体与
V//

?d 络合!

加速稀土矿物溶解!不断释放稀土元素"

?%

#

)因此!

本文选取云南腾冲地区热泉中广泛分布的硫酸盐还

原微生物功能群为研究对象!开展热泉微生物
>

磷石

膏矿物的相互作用研究'通过分析微生物底物利用

的动力学结果!并综合反应产物的矿物学和微生物

光谱 表 征 $扫 描 电 镜 $

23,++4+
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/-530*(+ Q43*(>

63(
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!

2/Q

%和激光共聚焦显微镜$

G(+.(3,-@,65*

23,++4+

C

Q43*(63(

LM

!

G@2Q

%%以及稀土元素生物

浸出实验结果!探究热泉中硫酸盐还原菌降解磷石

膏过程及其机制!以期为挖掘热泉中硫酸盐还原菌

对磷石膏的资源化开发利用提供科学依据)
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材料与方法

CDC

!

实验材料

本研究所使用的磷石膏来自湖北黄麦岭磷矿集

团湿法磷酸生产过滤机排出的+经过洗涤的新鲜磷

石膏!采集回来的磷石膏于烘箱中充分烘干后使用)

硫酸盐还原富集培养物来源于
$%$!

年
##

月在云南

省腾冲市热海地热区和滇滩地热区采集的不同温度

热泉沉积物样品!并在实验室进行富集)富集培养

基采用典型的硫酸盐还原菌富集培养基$

J2Qc

Q574)9&?

%

"

?#

#

)其主要成分为
]H

$

KX

!

$质量为

%;R%

C

%+

]

$

HKX

!

$

%;R%

C

%+

<H

!

G-

$

#;%%

C

%+

G,G-

$

$

%;%R

C

%+酵母膏$

#;%%

C

%+柠檬酸钠$

%;?%

C

%+无水

半胱氨酸盐酸盐$

%;$R

C

%+含量为
R%a

%

&%a

的乳

酸钠水溶液$体积为
!9@

%+

2@>#%

微量元素缓冲液

$

#%9@

%!所有成分溶于
#@

蒸馏水中!溶解混匀即

可得到上述培养基)

2@>#%

微量元素缓冲液成分为

B5G-

$

*

!H

$

X

$质量为
#;R%

C

%+

c+G-

$

$

T%;%%9

C

%+

Q+G-

$

*

!H

$

X

$

#%%;%% 9

C

%+

H

?

OX

?

$

&;%% 9

C

%+

G(G-

$

*

&H

$

X

$

#=%;%% 9

C

%+

G)G-

$

*

$H

$

X

$

$;%%

9

C

%+

<4G-

$

*

&H

$

X

$

$!;%%9

C

%+

<,

$

Q(X

!

*

$H

$

X

$

?&;%%9

C

%+含量为
$Ra

的
HG-

溶液$体积为
#%

9@

%+蒸馏水$

==%;%%9@

%)培养基中添加含量为

%;#a

的刃天青$

#9@

%!即可用于监测培养体系氧

化
>

还原状态)使用
<,XH

溶液调节缓冲液至合适

的
L

H

值!分装
R%9@

培养基至
#%%9@

干净盐水

瓶中!并加入
%;#

C

干燥磷石膏样品作为培养基的

2X

$Y

!

来源!替代原培养基中的硫酸盐'采用氮气曝

气法去除溶液中的氧气$液下曝气
?R94+

!液上曝

气
#R94+

%!橡胶塞密封!压紧铝盖并使用高温蒸汽

灭菌锅灭菌)

CDE

!

富集培养物群落组成

采用
B,60J<[2KA<]40.(*2(4-

试剂盒提取

沉积物样品的总
J<[

!并参照试剂盒使用说明书进

行聚 合 酶 链 式 反 应 $

K(-

M

95*,65G1,4+V5,304(+

!

KGV

%扩增)通过
R#RB

$

Re>FPF_G[FGQFGGFGF>

FP[>?e

%(

"%&V

$

Re>GGGGF_>G[[PPGQPPPV[FP>

?e

%通用引物!采用聚合酶链式反应扩增样品中的

#&2*V<[

基因片段!聚合酶链式反应条件参考文献

"

?$

#和"

??

#)聚合酶链式反应扩增产物经
#a

琼脂

糖凝胶电泳检测!并使用
[\

M

K*5

L

J<[ F5-/\>

0*,304(+]40

$美国
[\

MC

5+

公司%试剂盒纯化回收)

最后!将 聚 合 酶 链 式 反 应 扩 增 子 通 过
A--)94+,

H425

f

$R%%

平台进行测序"

?!>?R

#

)

采用
EK[V2/K4

L

5-4+5##!3

处理得到的高通

量数据使用默认设置$

B,60@5+

C

01[7

S

)6095+0(.

21(*0V5,76

!

B@[2H

%进行序列拼接"

?&

#

'使用
ZA>

AQ/

$

8#;=;%

%和
6

L

-40

,

-4N*,*456

,

.,60

f

;

LM

脚本对组

装序列进行质量筛选和解复用"

?T

#

'在
E2/[VGH

中使用
EGHAQ/

模块和
75+(8(

方法检测并去除

嵌合 体"

?"

#

)将 符 合 条 件 的 序 列 采 用
EK[V2/>

XPE

算法聚成种下单元$

X

L

5*,04(+,-P,\(+(943

E+406

!

XPE

%

"

?=

#

)利用
ZAAQ/

平台对种下单元进

行分类!并从每个种下单元中随机选取一个序列作

为代表!然后使用核糖体数据库项目$

V4N(6(9,-

J,0,N,65K*(

S

530

!

VJK

%分类器算法与其比对来进

行划分"

!%

#

)另外!

&

多样性指数$

G1,(#

指数和香农

$

21,++(+

%指数%的计算使用
ZAAQ/

平台完成"

!#

#

)

CDF

!

富集培养物降解磷石膏实验

本研究共使用
T

个硫酸盐还原富集培养物!分

?

组培养温度$低温组为
?TW

!中低温组为
RRW

!

中高温组为
&RW

%!并设置空白组!每组设置
?

个重

复$生物学重复次数为
?

次%!培养条件如表
#

所示)

接种在厌氧手套箱中进行!采用
#9@

医用注射器

在每瓶培养基中接种
#9@

富集培养物!添加无菌

水作为空白组)待接种完成后!转移至对应恒温培

养箱中培养!恒温条件下开展为期
"7

的实验)分

别在第
%

天+第
#

天+第
$

天+第
$;R

天+第
?

天+第
!

表
C

!

热泉沉积物样品采集基本信息及富集培养物培养条件

<'57$C

!

:'0*9#,-+&4')*+,0+-6'4

1

7*,

%

6*)$0+-=+)6

1

&*,

%

6$(*4$,)0',(G37)3&'7G+,(*)*+,0-+&;,&*9/4$,)0

实验组类型 热泉样点名称 实验组编号 经纬度 热泉
L

H

值 热泉温度(

W

培养
L

H

值 培养温度(

W

低温组

中低温组

中高温组

吉祥
# 'I@

$

$Rg$&h$"i<

!

="g$Th?&i/

%

";# ?& ";% ?T

吉祥
$ 'IH

$

$Rg$&h$"i<

!

="g$Th?&i/

%

T;R != T;R RR

蛤蟆嘴
# HQc#

$

$!g=!h==i<

!

="g!?h"%i/

%

=;# RT ";R RR

竹园
c_

$

$Rg$&h$"i<

!

="g$Th?&i/

%

T;& R? T;R RR

蛤蟆嘴
? HQc?

$

$!gRTh%%i<

!

="g$&h#Ti/

%

=;# R! ";R RR

水热爆炸
$ 2VOc$

$

$!g=!h==i<

!

="g?"hT"i/

%

";T &? ";R &R

蛤蟆嘴
$ HQc$

$

$!g=!h==i<

!

="g!?h"%i/

%

=;$ &T ";R &R

#$#

第
#

期
!!!!!!
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天+第
R

天+第
&

天+第
"

天取样开展各项指标测试)

采用
#9@

医用注射器抽取液体!溶液测试指标包

括
L

H

值+

2X

$Y

!

浓度+

2

$Y 浓度$以
H

$

2

形式表示%+

V//

?d 浓度)实验结束后!收集培养后样品开展微

生物光谱分析和扫描电镜观察)

CDH

!

测试方法

#;!;#

!

动力学测试

实验过程中!注意监测培养体系中
2X

$Y

!

和还

原性硫化物浓度的变化!并使用
L

H

计在室温条件

下测定
L

H

值)

2X

$Y

!

浓度的测试流程为&使用
#

9@

医用注射器抽取样品至
$9@

离心管中!采用

%;$$

'

9

滤膜过滤溶液!并用去离子水稀释至合适

浓度!使用
J4(+5\JI>&%%

型离子色谱仪对溶液中

2X

$Y

!

浓 度 进 行 测 定"

!$

#

)还 原 性 硫 化 物 $

H

$

2

+

H2

Y

+

2

$Y

%浓度的测试流程为&采用酶标板$

=&

孔

板%装样!预先在孔板中加入
&%

'

@G

!

H

&

X

!

c+

溶液

$浓度为
%;%$

C

*

9@

Y#

%!现配现用'然后在装有

G

!

H

&

X

!

c+

溶液的孔板中加入
#&%

'

@

样品并混合

均匀'接着加入
?$

'

@

胺试剂和
!

'

@

铁试剂混合均

匀'所有试剂加入完成后!将酶标板放置于避光阴凉

环境中反应
#;R

%

$;%1

!使用酶标仪在工作波长为

&R%+9

条件下进行还原性硫化物浓度的测试"

!?

#

)

#;!;$

!

微生物光谱分析

使用激光共聚焦显微镜$

G(+.(3,-@,65*23,+>

+4+

C

Q43*(63(

L

5

!

G@2Q

%对培养
"7

后的样品进行

胞外聚合物和
J<[

染色成像!观察细菌的胞外聚

合物分布)胞外聚合物和
J<[

分别使用
DF[

和

J[KA

染料进行染色"

!!

#

)使用
&?"+9

的激光二极

管在红色波段$发射波长为
&R%

%

T#%+9

%观察

J<[

红色荧光'使用
!%R+9

的激光二极管在蓝色

波段$发射波长为
!#R

%

!"R+9

%观察胞外聚合物蓝

色荧光)在
!#%

%

TR%+9

的波长范围内!以
R+9

的带宽$

!

的步长为
?+9

%进行
!"

#

"

!

扫描!从而获

得荧光发射光谱)

#;!;?

!

扫描电镜形貌观察

扫描电镜样品的前处理在培养结束后及时进

行!从培养体系中抽取
#R9@

离心弃上清$转数为

"%%%*

L

9

!时间为
#%94+

%!用
KO2

缓冲溶液配置

含量为
$;Ra

的戊二醛溶液!然后加入
$9@

戊二醛

溶液固定细胞!

!W

放置过夜)随后用
KO2

缓冲溶

液冲洗
?

次$转数为
"%%%*

L

9

!时间为
#%94+

%!最

后依次用
R%a

+

&%a

+

T%a

+

"%a

+

=%a

+

#%%a

无水

乙醇!无水乙醇和乙酸戊酯体积比为
$j#

的溶液!无

水乙醇和乙酸戊酯体积比为
#j#

的溶液将细胞梯度

脱水$转数为
"%%%*

L

9

!时间为
#%94+

%!脱水后自

然风干
!"1

)干燥样品喷金后!利用扫描电镜观

察!加速电压为
R :̀

!电流为
?

'

[

)能谱仪$

/+5*>

CM

J46

L

5*64852

L

530*(9505*

!

/J2

%扫描则在扫描电

镜加速电压为
#R :̀

+电流为
#%

'

[

条件下进行)

#;!;!

!

可溶性稀土元素测试

利用电感耦合等离子体质谱$

A+7)30485-

M

G()>

L

-57K-,69,>9,662

L

530*(950*

M

!

AGK>Q2

%仪测试溶

液样品中可溶性稀土元素含量)取
#%%

'

@

实验前

后的培养基滤液!用
Ra H<X

?

溶液稀释至
$9@

离

心管中!随后送入
AGK>Q2

样品室中!在发射功率为

#?%%D

+脉冲功率为
#&%% D

+冷却气流量为
#;R

@

*

94+

Y#

+辅助气流量为
#;$@

*

94+

Y#

+雾化气流

量为
%;=&@

*

94+

Y#条件下进行测试)

CDI

!

数据处理与分析

本研究使用
V

软件$版本为
!;%;#

!

100

L

6

&

"

UUU;*>

L

*(

S

530;(*

C

(%及 其 相 关 的 函 数 包 对
#&2

*V<[

基因高通量测序结果进行分析并绘图!使用

/\35-$%$#

软件对数据进行基本统计分析!统计计

算溶液中
2X

$Y

!

和还原性硫化物浓度变化及可溶性

稀土元素含量等!使用
2K22$R;%

软件对数据进行

独立样本
P

检验+

K5,*6(+

相关性分析!并应用
X*4>

C

4+$%$#

软件绘图)

E

!

结果分析

EDC

!

硫酸盐还原菌富集培养物群落组成

本文分别在
?TW

+

RRW

和
&RW

温度下对热泉

中硫酸盐还原微生物进行富集培养!并对富集前后

微生物组成进行分析)结果表明&温度在极大程度

上影响微生物的群落组成)如图
#

所示!在硫酸盐

还原微生物富集后!低温组样品中群落相对丰度较

高的属以脱硫微菌属$相对丰度为
RRa

%+梭状芽孢

杆菌属$

#!a

%和土孢杆菌属$

##a

%为主'中低温组

样品主要包括脱硫肠状菌属+甲烷嗜热杆菌属和嗜

热杆菌属等!并以脱硫肠状菌属占比最多!约
!%a

'

中高温组样品以穆尔氏菌属+嗜热杆菌属+甲烷嗜热

杆菌属和脱硫肠状菌属为主)值得注意的是!中高

温组富集培养物中具有硫酸盐还原功能的脱硫肠状

菌属占比并不高)此外!根据
"

多样性指数$图
$

%

可以看出!硫酸盐还原微生物富集后!群落组成多样

性明显降低!同时物种丰富度和均一度急剧下降!这

表明优势微生物在硫酸盐还原过程中具有选择性和

适应性)
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图
C

!

热泉硫酸盐还原微生物富集前后微生物群落组成

J*

%

DC

!

G+4

1

+0*)*+,0+-)/$>*9&+5*'7G+443,*)

2

:$-+&$',(?-)$&)/$;,&*9/4$,)+-637-')$8&$(39*,

%

>*9&++&

%

',*040*,=+)6

1

&*,

%

0

图
E

!

富集前后群落
!

多样性指数变化

J*

%

DE

!

G/',

%

$0*,G+443,*)

2

?7

1

/'!*K$&0*)

2

:$-+&$',(?-)$&;,&*9/4$,)

EDE

!

培养体系
6"

EL

H

和溶解态
=

E

6

浓度特征

动力学监测结果表明!不同温度下各组富集培

养物对溶液中
2X

$Y

!

利用率存在差异)相较于中高

温组!低温组和中低温组富集培养物对磷石膏的生

物转化效果更好)富集培养物溶液中
2X

$Y

!

浓度的

变化趋势呈现先略微升高+再快速降低的趋势"图
?

$

,

%#)培养过程中!空白组溶液中
2X

$Y

!

浓度基本

不变)由于富集培养物的接种!各实验组溶液中的

2X

$Y

!

初始浓度相较于空白组更高)第
#

天+第
$

天

各实验组溶液中
2X

$Y

!

浓度基本保持不变!其中

c_

+

HQc?

溶液中
2X

$Y

!

浓度在第
#

天便开始降

低'随着培养时间的增加!在
&RW

条件下!

HQc$

+

2VOc$

溶 液 中
2X

$Y

!

浓 度 由 开 始 的
=;%$

+

=;=&

99(-

*

@

Y#分别降低至
?;?"

+

R;$&99(-

*

@

Y#

!其

他实验组溶液中
2X

$Y

!

浓度基本降至
%

)低温组和

中低温组富集微生物可以将溶液中
2X

$Y

!

全部转化

?$#

第
#

期
!!!!!!
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图
F

!

不同温度下微生物作用的硫酸盐还原动力学结果

J*

%

DF

!

@*,$)*9M$037)0+-637-')$M$(39)*+,5

2

>*9&+5*'7?9)*+,N,($&!*--$&$,)<$4

1

$&')3&$0

为硫化物!而两个中高温组$

HQc$

+

2VOc$

溶液%

富集微生物对溶液中
2X

$Y

!

转化率分别为
!T;$a

+

&$;Ra

)

与
2X

$Y

!

浓度的变化趋势相对应!溶液中
H

$

2

浓度变化趋势整体呈现先缓慢升高+再快速升高的

趋势"图
?

$

N

%#)由于富集培养物的接种!各实验组

初始溶液中含有少量的
H

$

2

)从
H

$

2

浓度上升的

过程来看!

H

$

2

主要产生于第
#

天至第
!

天!即微生

物的对数生长期)值得注意的是!低温组和中低温

组溶液中
H

$

2

的生成量明显高于
2X

$Y

!

的消耗量!

即在
?TW

培养温度下
'I@

溶液中
H

$

2

生成量比

2X

$Y

!

消耗量高出
$;R$99(-

*

@

Y#

!在
RRW

培养温

度下
'IH

+

HQc#

+

HQc?

+

c_

溶液中
H

$

2

生成量

比
2X

$Y

!

消耗量分 别 高 出
%;"?

+

#;R$

+

%;&T

+

%;!=

99(-

*

@

Y#

)

EDF

!

1

=

值特征

L

H

值监测结果表明!不同富集培养物溶液的

L

H

值变化存在差异$图
!

%)各实验组溶液
L

H

值

随时间的变化呈现先降低+后逐渐稳定的趋势!

L

H

值曲线整体呈-

@

.型'空白组溶液中
L

H

值基本不

变)由于各实验组富集培养物的培养条件不同以及

磷石膏的添加和溶解!各实验组初始溶液中的
L

H

值各不相同)第
#

天+第
$

天+第
?

天各实验组溶液

中的
L

H

值逐渐降低!其中
2VOc$

溶液中
L

H

值的

变化最大!由
&;!"

降至
R;??

!

HQc?

溶液中
L

H

值的

变化最小!由
&;!R

降至
&;$$

!之后随着培养时间的增

加!各实验组溶液中的
L

H

值逐渐稳定)

EDH

!

扫描电镜及微生物光谱特征

利用
2/Q>/J2

对磷石膏及硫酸盐还原反应后

图
H

!

1

=

值随时间的变化

J*

%

DH

!

G/',

%

$0+-

1

=O'73$A*)/<*4$

底物形貌以及元素组成进行观察)观察发现&相较

于磷石膏环境样品"图
R

$

,

%#!空白组晶体表面出现

大量不定形的
G,2X

!

絮状晶体附着物"图
R

$

N

%#'接

种微生物培养一段时间后!菌体吸附在晶体表面!伴

随着主要成分
G,2X

!

的溶解!晶体表面凹凸不平!

并出现大量絮状及纤维状钙碳酸盐矿物晶体)这些

晶体形态和物相的变化与微生物作用息息相关"

!R

#

)

磷石膏环境样品主要成分为
G,2X

!

!晶体呈现

不规则板状或片状堆积!厚
#

%

R

'

9

!边缘粗糙!晶

体间存在大量微米级孔隙$孔隙直径为
%;R

%

#%;%

'

9

%!这些孔隙由晶体无序堆积形成!磷石膏表面存

在少量颗粒状或絮状晶体"图
R

$

,

%#)磷石膏晶体

经过液体培养基溶解和高压灭菌后!晶体表面及晶

体颗粒之间存在大量絮状晶体附着物!絮状晶体主

体成分依然为
G,2X

!

并含有一定量的
K

+

24

等元素

!$#
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图$

,

%

%

$

3

%中!

,

+

N

+

3

+

7

分别为能谱仪进行点扫描样品元素成分的位点!下方表格对应扫描样品位点主要元素的含量

图
I

!

磷石膏及硫酸盐还原反应后底物的扫描电镜图片

J*

%

DI

!

6;>#4'

%

$0+-)/$6350)&')$?-)$&./+0

1

/+

%21

034',(637-')$M$(39)*+,M$'9)*+,

"图
R

$

N

%#)与空白组相比!接种微生物培养一段时

间后!大量形态各异$短杆+长杆%的微生物菌体吸附

在晶体表面!不规则板状晶体间孔隙增加!大量絮状

及纤维状钙碳酸盐矿物晶体产生!其主要成分为
G

+

X

+

G,

等元素"图
R

$

3

%#)另外!在
'IH

+

HQc#

+

c_

+

2VOc$

富集培养物中可以明显观察到微生物

菌体吸附在未溶解磷石膏晶体表面以及孔隙中)

利用激光共聚焦显微镜对培养结束后微生物样

品进行胞外聚合物$

/\0*,35--)-,*K(-

M

95*432)N>

60,+356

!

/K2

%和
J<[

染色成像分析$图
&

%)结果

表明&硫酸盐还原反应过程中!微生物分泌大量胞外

聚合物!这些胞外聚合物不仅存在于菌体生物膜上!

并且在培养体系中大量存在)这是微生物适应复杂

环境的核心策略!其功能涵盖物理保护+代谢支持+

信号传递等)

EDI

!

培养体系可溶性稀土元素特征

利用
AGK>Q2

仪对培养体系的生物浸出液中第

%

天和第
"

天的可溶性稀土元素含量进行测定及显

著性分析$图
T

%)从图
T

可以看出!相较于第
%

天!

第
"

天
'I@

和
HQc?

富集培养物的生物浸出液中

/)

浓度具有极显著性差异$

$

$

%;%%#

%!

HQc#

和

c_

富集培养物的生物浸出液中
/)

浓度具有显著

性差异$

$

$

%;%#

%!

'IH

富集培养物的生物浸出液

中
/)

浓度具有统计学差异$

$

$

%;%R

%)此外!

HQc?

富集培养物的生物浸出液中
29

浓度也具有

统计学差异$

$

$

%;%R

%)

F

!

讨
!

论

FDC

!

微生物消解磷石膏的过程及影响因素

热泉硫酸盐还原微生物降解磷石膏的速率受多

种环境因素的调控!其中温度和
L

H

值是两个关键

影响因子)硫酸盐还原反应通常在缺氧环境下进

行!且需要适宜的温度和
L

H

值"

!&

#

)硫酸盐还原菌

分为中温菌和嗜热菌两类!其中中温菌的最适生长

R$#

第
#

期
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图
P

!

胞外聚合物和
!Q?

荧光染色图像

J*

%

DP

!

J73+&$09$,9$6)'*,*,

%

#4'

%

$0+-;.6',(!Q?

温度一般在
?%W

左右!而嗜热菌的最适生长温度则

为
RRW

%

T%W

"

!T

#

)硫酸盐还原菌的代谢活性并

非随着温度的升高而增加!中高温条件下培养的硫

酸盐还原菌相较于中低温和低温条件下!其硫酸盐

还原速率显著降低)一方面!可能由于高温条件下

硫酸盐还原反应产生的硫化物对菌体产生毒害作

用"

!"

#

'另一方面!温度影响培养体系中的群落结构!

进而影响菌群的代谢活性"

!=

#

)

硫酸盐还原菌在缺氧环境下以
2X

$Y

!

为电子受

体!通过还原代谢将硫酸盐转化为
H

$

2

或其他硫化

物$如
2

$Y

+

H2

Y 等%

"

R%

#

)在自然环境中!硫酸盐还

原反应的化学计量通常遵循一定的理论比值"

R#

#

!如

2X

$Y

!

与
H

$

2

的化学计量比为
#j#

)然而!本研究

部分培养体系中的
2X

$Y

!

和
H

$

2

化学计量比显著偏

离理论值)这是由于磷石膏的溶解体系中存在大量

可溶性
2X

$Y

!

!硫酸盐还原菌的代谢活性被显著增

强!溶液中
2X

$Y

!

的减少促进
G,2X

!

溶解的正向进

行!进而导致溶解体系中
H

$

2

的生成量远高于理论

&$#
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#

表示在
%;%R

水平下显著相关'

##

表示在
%;%#

水平下显著相关'

###

表示在
%;%%#

水平下显著相关

图
R

!

稀土元素含量显著性分析结果

J*

%

DR

!

6*

%

,*-*9',9$?,'7

2

0*0M$037)0+-M'&$;'&)/;7$4$,)G+,)$,)

计算值)这一现象表明!硫酸盐还原菌在利用溶液

中
2X

$Y

!

的同时!能够促进磷石膏的进一步溶解!从

而形成硫化物沉淀或释放更多的
2X

$Y

!

!进一步推动

硫酸盐还原反应的进行)

硫酸盐还原反应不仅受温度的调控!还与
L

H

值密切相关"

R$

#

)硫酸盐还原菌对
L

H

值的敏感性

主要体现在其代谢活力上!在
L

H

值低于
&;%

的酸

性环境中!硫酸盐还原菌的生长受到显著抑制'而在

L

H

值为
T;%

%

";%

的中性环境中!其代谢活性达到

最大"

R?

#

)此外!硫酸盐还原菌利用乳酸根进行生长

为耗酸过程!有菌培养体系中硫酸盐还原菌的生长

对
L

H

值的升高有促进作用!但并未考虑培养体系

中其他因素的影响"

R!>RR

#

)本研究培养体系中的
L

H

值会随着硫酸盐还原反应的进行而降低)这可能与

磷石膏的理化性质相关!磷石膏作为一种酸性副产

物!其溶解过程会释放大量酸性物质$如残余硫酸+

磷以及氟化物等%!导致
L

H

值降低"

R&

#

)此外!硫酸

盐还原反应过程中生成的
H

$

2

气体溶于水后会产

生酸性物质$如
H

d 和
2

$Y

%!进一步降低溶液的
L

H

值)

L

H

值的变化与硫酸盐还原菌的代谢活性相互

影响&一方面!随着硫酸盐还原反应的进行!石膏矿

物和可溶性杂质不断溶解!溶液偏向酸性环境'另一

方面!酸性环境可能抑制硫酸盐还原反应的进行!导

致反应速率下降)

本研究初步探讨了热泉微生物转化磷石膏过程

中温度和
L

H

值的影响!然而磷石膏生物消解效率

受多维度环境因子$如盐度+氧化
>

还原电位等%与代

谢条件$如碳源类型+微量元素等%的协同调控"

RT>R=

#

)

因此!利用热泉硫酸盐还原微生物消解磷石膏的过

程还需要进一步设计实验探究其他因素的影响)

FDE

!

微生物对磷石膏矿物的影响

硫酸盐还原菌对磷石膏矿物的影响机制是一个

涉及微生物活动+化学反应和矿物学变化的复杂过

程)目前普遍认为!微生物可通过多种途径促进矿

物分解!主要包括&

"

代谢驱动的质子交换作用!微

生物代谢产生的有机酸$如草酸+柠檬酸%或呼吸作

用释放的
H

d

!通过离子置换反应破坏矿物晶格结

构'

#

胞外聚合物的配位络合作用!胞外聚合物中的

羧基$

>GXXH

%+羟基$

>XH

%及磷酸基团$

>KX

?Y

!

%通

过络合作用与矿物溶出的
B5

?d

+

G,

$d 等形成络合

物'

$

生物固定与化学转化协同机制!微生物通过生

物吸附+生物矿化$形成硫化物+碳酸盐等次生矿物%

及氧化
>

还原反应调控产物溶解度'

(

微生物通过多

种方式实现与矿物间电子的传递!矿物中的元素被

氧化(还原!并随之释放)硫酸盐还原菌主要通过固

定$生长利用+吸附+沉淀等%或硫酸盐还原过程分解

产物!降 低
2X

$Y

!

在 溶 液 中 的 浓 度!促 进 石 膏 分

解"

&%

#

)硫酸盐还原菌可以还原溶液中的
2X

$Y

!

!使

2X

$Y

!

浓度降低!促进石膏矿物的分解反应向正向进

行"

&#

#

)本研究培养体系中
2X

$Y

!

及硫化物浓度的变

化结果能很好地说明这一过程)

此外!硫酸盐还原菌在硫酸盐还原代谢过程中

分泌出各种代谢产物!如磷脂脂肪酸+胞外聚合物以

及许多种类的酶+蛋白+核酸等"

&$>&?

#

)这些物质通常

T$#

第
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含有一种或多种极性基团$如羧基+羟基+磷酰基+氨

基等%!能与
G,

$d 高效络合!进而通过生物诱导作用

形成钙碳酸盐矿物"

!R

#

)这类络合除了可以促进矿

物生成!也可促进石膏分解!即代谢产物与石膏接触

时通过络合作用使得
G,

$d 从矿物中释放和矿物分

解"

R!>RR

#

)微生物胞外聚合物和
J<[

荧光染色图像

显示培养体系中大量存在微生物胞外聚合物)本研

究中扫描电镜结果能直观观察到产物中大量存在钙

碳酸盐矿物!并且微生物吸附在晶体表面及孔隙中)

另外!硫酸盐还原菌还原
2X

$Y

!

生成的硫化物$如

2

$Y

%能与矿物中的重金属离子$如
G7

$d 和
KN

$d

%结

合!形成难溶的硫化物沉淀'这些重金属硫化物的形

成不仅可以减少硫化物对硫酸盐还原菌的毒性!还

能促进难溶硫酸盐矿物的进一步分解"

&!>&&

#

)因此!

硫酸盐还原微生物通过多种机制与磷石膏矿物发生

相互作用!主要体现在
2X

$Y

!

浓度的动态调节和代

谢产物的络合作用两个方面)

FDF

!

微生物对磷石膏中稀土元素的浸出过程

磷石膏主要成分为
G,2X

!

!其余部分为杂质!包

括少量的磷酸盐+氟化物以及其他重金属元素和稀

土元素等"

&T

#

)尽管磷石膏中稀土元素含量通常较

低!但由于产量巨大!其潜在的稀土资源量非常可

观"

&"

#

)普遍研究认为!磷石膏中轻稀土元素更易被

浸出)磷石膏中约
"%a

的轻稀土元素以物理吸附

态分布于石膏晶体表面或孔隙中!而部分重稀土元

素$如
_

+

F7

%可 能 以 微 米 级 磷 酸 盐 包 裹 体 $如

_KX

!

%形式存在!或少量替代
G,

$d 进入石膏晶格

$需破坏晶格才能释放%

"

&=

#

!导致其浸出需更高酸度

或更长时间"

T%

#

)在硫酸盐体系中!轻稀土元素与

2X

$Y

!

形成的络合物稳定性更高!并且轻稀土元素的

表面富集特性使其浸出路径更短!而重稀土元素的

包裹体结构需浸出剂穿透矿物屏障"

T#

#

)目前!酸浸

法是从磷石膏中提取稀土元素研究和应用最为广泛

的方法!但在实际应用中仍存在浸出效率低+杂质干

扰+环境污染等问题"

T$

#

)而利用微生物浸出的方法

从磷石膏中提取稀土元素具有环保友好的特点)例

如!利用微生物$如氧化葡萄糖杆菌%分泌的有机酸

等浸出磷石膏中的稀土元素"

T?

#

)

热泉硫酸盐还原微生物作用能够显著促进磷石

膏中轻稀土元素
/)

和
29

的浸出!但其具体机制尚

不明确)微生物将硫酸盐还原为硫化物!其强还原

性有可能会破坏稀土磷酸盐矿物$如独居石%的晶体

结构!从而导致稀土元素离子的迁移"

T!

#

)硫酸盐还

原微生物分泌的胞外聚合物富含羧基+磷酸基团等

官能团!可能通过离子交换或螯合作用选择性吸附

稀土元素离子"

TR

#

)微生物代谢产生的有机酸$如乙

酸%可局部降低
L

H

值!也可能增强稀土元素氧化物

的溶解"

T&

#

)因此!热泉微生物对磷石膏稀土元素的

具体作用机制还需进一步探究)

H

!

结
!

语

$

#

%温度和
L

H

值是影响热泉硫酸盐还原微生

物降解磷石膏速率的两个关键影响因子)不同温度

条件下的硫酸盐还原微生物对磷石膏的生物转化能

力不尽相同)相较于中高温组!低温组和中低温组

硫酸盐还原微生物对磷石膏的生物转化效果更好)

L

H

值的变化与硫酸盐还原菌的代谢活性相互影

响)一方面!随着硫酸盐还原反应的进行!石膏矿物

和可溶性杂质不断溶解!反应体系偏向酸性环境'另

一方面!酸性环境影响硫酸盐还原反应的进行)

$

$

%热泉硫酸盐还原微生物主要通过
2X

$Y

!

浓

度的动态调节和代谢产物的络合作用降解磷石膏)

一方面!硫酸盐还原菌通过异化硫酸盐还原!将环境

中的
2X

$Y

!

逐步还原为硫化物$如
2

$Y

%!降低液相中

2X

$Y

!

的浓度!促使磷石膏矿物持续溶解以释放

G,

$d 与
2X

$Y

!

'另一方面!微生物分泌胞外聚合物通

过羧基与磷酸基团络合
G,

$d

!形成-

/K2>G,

.复合

体并诱导碳酸盐矿物形成!矿物沉淀不仅固定了游

离的
G,

$d

!还进一步促进磷石膏的溶解)

$

?

%热泉硫酸盐还原微生物能够显著促进磷石

膏中部分轻稀土元素的浸出)热泉中硫酸盐还原微

生物能够有效利用磷石膏中的
2X

$Y

!

作为电子受

体!在降解磷石膏的同时促进部分轻稀土元素$

/)

和
29

%的浸出)
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