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Introduction

随着人类活动日益加剧，对矿山资源需求量日益增加，致使资源开发过程中产生

的污染物及负面影响也随之恶化。矿山开采过程中产生的酸性矿山废水是最为典型的

污染物。据统计，我国各类矿山废水的排放量约占全国工业废水的10%左右。

AMD
Acid mine drainage



矿山生产 矿石加工

若采用添加酸性药剂的选矿作业流程，将排放大量的

酸性废水和有害物质。

矿山生产

排放大量含有硫化矿物的废石和尾矿，露天堆放不断与

空气和水蒸气接触，生产金属离子和硫酸根离子，遇雨

水或河流附近，形成酸性水大面积扩散。

矿床开采

大量地下水渗流到采矿工作面，成为酸性废水的主要

来源。

酸性矿山废水如何产生？



酸性矿山废水的危害

含铜、铅、锌、镉等重金属离子，大多有毒，若不处理直接排

入水中，将对人和水中生物造成极大危害。

排入矿山附近河流，湖泊等水体，导致水体PH值发生极大变

化，破坏水体生态系统的平衡。

与水中的矿物质相互作用生产某些盐类，对淡水生物和植物生

长产生不良影响，威胁动植物生命。
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微生物群落在沉积物-水界面的各种污染物去除和转化过程中起

重要作用。采矿场中的微生物群落已经进化出独特的机制来适应极

端条件，从而有利于稳定生态系统的结构。



Introduction

先前的研究主要研究了受一种或两种金属影响的微生物群落，并且大多数结果仅通

过高通量测序获得。高通量测序方法：结合物种分类和其相对丰度信息，对微生物生态

学研究具有显著的促进作用。

现实情况是，大多数矿区都被多金属污染，但相对丰度并不能反映微生物群落的真

实数量和类群间的样本差异。

本研究选择多金属矿场（七宝矿山），并通过iHAAQ分析了细菌群落的信息，可

更好的对细菌群落进行表征。



高通量绝对丰度定量方法（iHAAQ）：这种方法将相对丰度（高通量测序）和细菌总数

（定量PCR）结合在一起从而对细菌群落进行定量分析。

integrated high-throughput absolute abundance quantification (iHAAQ) 



Introduction

本研究从湖南省浏阳市七宝矿山和宝山河收集了不同的沉积物样本。

研究的目

（ⅰ）比较采矿场和流域中细菌群落的结构和组成；

（ⅱ）预测细菌群落功能；

（ⅲ）在受污染的环境中获得微生物对地球化学循环过程的新见解。
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Field description

研究地点：湖南省浏阳市七宝山矿。五个样点采集20个沉积物样本。

宝山河上游，金属污染较少

七宝山矿区（2区）



1、样品采集：每个样点，收集四个平行样品，200g沉积物（深度为0-3cm），在现

场干冰保存运回实验室，4°C的冰箱中进行理化分析，-80°C的冰箱中进行DNA提取。

2、理化分析：沉积物pH用pH计（沉淀物与水的比例为1：5）；

K2Cr2O7比色法分析沉积物有机质（SOM）；

参照《土壤农业化学分析方法》测定总氮(TN)、总磷(TP)、总钾(TK)等理化指标；

电感耦合等离子体质谱法(ICP-MS)分析所有金属及类金属浓度。

3、DNA提取和高通量测序：Illumina Miseq平台

4、定量PCR分析：使用引物341F和806R检测细菌的16S rRNA基因

5、生物信息学及统计分析

Materials and methods
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1、Geochemical parameters in the sediments

1. 在1区中的有机物，总磷、氮、钾含量显著高于2区。

2. pH值变化很小：4.71-5.53（S3pH值2.91）。

3. 2区的金属/类金属浓度高于1区。

4. Nemerow指数（内梅罗环境污染）：

值大于1表示污染。

S1的沉积物的指标值最低。

S3指数值较高与S4相似，为严重污染区（27.78）。



2、Differentiation in the bacterial abundance and diversity

每个沉积物样品平均获得7,9090条高质量序列，平均序列长度为418 bp。

1区Shannon指数，均匀度（ACE）指数和丰富度（Chao1）指数显着高于2区。

Shannon指数在S1样点最高（8.05）。

宝山河上游

宝山河流域

七宝山矿区



3、Absolute abundances of microbial community

检测到细菌OTU属于55个门，362个科，878个属。

20个样品主要类群：Proteobacteria，Fimicutes，Bacteroidetes， Acidobacteria，Actinobacteria，Cyanobacteria。

2区

1区



4、Differences of bacterial community structures
非度量多维标度(NMDS)



4、Differences of bacterial community structures

典型关联分析(Canonical Correlation Analysis）

金属/类金属含量（Zn，As，Cd，Pb等：负相关），

pH，TN，TK，TP，SOM（正相关）与微生物群落

结构密切相关，S3受pH（2.91）影响更大。

流域1区（S2和S3）受理化化学性质的影响更大。

矿山2区（S4和S5）对铅和砷更敏感，呈负相关。



5、KEGG function annotation and analysis

相对丰度大于总检测途径的1％被认为主要途径，共获得23条。

流域1区：细菌双组分调节系统和运动蛋白高；

矿山2区：转运和ABC转运蛋白显著更高。
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通过环境因素分析细菌群落的动态变化。

污染条件下，微生物群落结构和组成发生了显著变化。



矿区和流域地区菌群潜在功能分析

研究表明Firmicutes、Bacteroidetes与金属含量呈正相关，含金属抗性/还原基因（Hesse et al，2018）。

流域1区Cyanobacteria（蓝细菌），Acidobacteria（酸杆菌门）丰度随着金属/类金属浓度的增加而增

加，表明是潜在的抗金属细菌。前期研究表明大多数蓝细菌可以通过产生细胞外物质（例如多糖）

来吸附金属/类金属，酸杆菌门细菌对铜和镍等重金属也具有很强的耐受能力(Kristiank et al., 2010; Li 

et al., 2015a, 2015b; Macdonald et al., 2011)。

属水平：Phyllobacterium（叶杆菌属）, Bacteroides（拟杆菌属）, Sulfurovum（硫细菌属）矿山2区

丰富度较高。前期研究表明Phyllobacterium具有金属抗性，可促进伴矿景天（锌镉超积累植物）的生

长，可修复改善多金属污染土壤植物的生长（Jiang et al，2010）。此外， Bacteroides, Sulfurovum对

金属具有耐受性(Sayaka et al., 2014; Hesse et al., 2018; Zeng et al., 2018) 。



KEGG分析：矿区与流域之间微生物群落功能不同

流域1区：细菌双组分调节系统和运动蛋白高；矿山2区：运输和ABC转运蛋白显著更高。

细菌双组分调节系统：

刺激-响应耦合机制机制，允许生物体感知和响应许多不同环境条件的变化。双组分系统通常

包含一个膜上的组氨酸激酶来感知特定的环境刺激，以及一个相应的反应调节子介导细胞应答。两

组分调节系统有益于细菌维持，适应和保护自己免受一系列环境压力，如金属抗性。

运输和ABC转运蛋白：

参与许多天然生物学功能，包括养分吸收，渗透稳态，信息素分泌，金属耐受性和金属解毒作

用 (Bauer et al., 1999; Beek et al., 2004; Jungwirth and Kuchler, 2006; Lee et al., 2014).



•样点示意图

•图表摘要

•高通量绝对丰度定量方法（iHAAQ）

•KEGG功能分析

•结果分析（深入）
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