
* 国家自然科学基金(40141005)、陕西省自然科学基金( 2000SM11)资助

收稿日期: 2002- 06- 28;收到修改稿日期: 2002- 10- 10

水稻土中铁氧化物的厌氧还原及其对

微生物过程的影响*

曲 � 东1 � 张一平1 � Schnell S2 � Conrad R3
( 1 西北农林科技大学资源环境学院,陕西杨凌 � 712100)

( 2 Justus-Liebig University Giessen, Institut e of Appli ed Microbiology, 35392 Giessen, Germany )

( 3 Max-Planck-Institute for Terrestrial Microbiology, 35043 Marburg , Germany )

摘 � 要 � � 采用厌氧泥浆恒温培养实验,测定了添加 6种外源氧化铁后土壤中 Fe( � )和 Fe( � )浓度

的变化,探讨了不同氧化铁的还原能力及其对土壤产 H2、产 CO2、产乙酸和产CH4 过程的影响。结果表明:

无定形氧化铁和纤铁矿易于被还原,两者的最终还原程度大体相同,但无定形氧化铁存在还原滞后现象;

针铁矿、赤铁矿、Al取代针铁矿和Al取代赤铁矿难以被还原,表现出与对照相同的还原特征;铁还原能导

致土壤中H2 和乙酸稳态浓度的降低,有效抑制了甲烷产生;添加 Fe( OH) 3 和纤铁矿后, Fe( � )还原占总电

子传递的贡献率由对照的18. 30%增至 63. 32%和 46. 90% ,而形成甲烷的电子传递贡献率由对照的80. 92%

降至 35. 85%和 52. 32% ,Fe( � )还原对电子的竞争消耗,使土壤产甲烷过程被强烈抑制。
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在厌氧水稻土中,受热力学原理控制发生着一系列的化学及生物学反应。随着土壤 Eh 逐渐下降,

取代氧作为电子受体的反应是硝酸盐、Mn( �)、Fe ( � )和 SO4
2- 的还原以及 CH4 的形成。NO3

- 可在

+ 400 mV左右还原为 NO2
- , SO4

2- 和 Fe3+ 还原大约在+ 200~ - 100 mV 进行, 而受产甲烷菌作用开始大

量释放甲烷的 Eh值低于- 150 mV, 即当土壤中存在 NO3
-
、SO4

2-
、Mn( �)和 Fe( � )时, 其 Eh 将维持一

个较高的数值, 而阻止有机碳进一步还原为甲烷的微生物过程发生。因此, 矿质成分 NO3
- 、SO4

2- 和

Fe3+ 对厌氧电子传递过程具有重要影响。尽管针对水稻土中碳、氮、硫和铁的土壤化学循环已有许多研

究报道,但侧重铁还原与土壤生物化学过程关系的研究并不多见。鉴于铁在土壤中具有很高的丰度(平

均含量估计为 3. 8%) , 所以水稻土中铁循环研究与碳、氮、硫循环一样, 在土壤生态中具有非常重要的

意义。不同土壤类型中氧化铁矿物存在的形式不同, 并决定着土壤许多物理和化学性质的差异。由于

研究方法的限制,人们不能区分土壤中存在的不同铁矿物及其各自的还原特征,更难以估计铁还原对土

壤生物化学过程的影响程度。针对这一现实问题, Achtnich[ 1]首先采用添加 Fe( OH) 3 研究了厌氧培养的

水稻土中电子的传递作用,随后 Jaeckel[ 2]、曲东和 Schnell等[3, 4]分别报道了 Fe( OH) 3 对厌氧水稻土中

CH4 形成的抑制效应。Conrad
[ 5, 6]对这种抑制作用的机理解释为: Fe( � )在还原过程中竞争消耗了土壤

中的H2及乙酸盐等产甲烷基质。对意大利水稻土而言,除无定形氧化铁以外, 晶体结构存在的氧化铁

占到75%以上,其中包括纤铁矿、赤铁矿、针铁矿及其铝取代物。为了解答这些不同氧化铁晶体能否被

还原或还原程度如何的问题,本文设计了添加不同铁氧化物的厌氧泥浆培养试验,以期探讨不同氧化铁

的厌氧还原特征及其对土壤微生物过程的影响。

1 � 材料与方法

1�1 � 供试土壤及培养方法
� � 土样采自意大利北部 Vercelli收获后的水稻田( 0~ 20 cm 表层)。土壤自然风干, 捡去土中水稻根及异
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物, 磨细, 过1mm 尼龙筛, 保存在聚乙烯塑料盆中备用。水稻土质地为粘壤土。土壤有机碳含量 16. 1

mg g- 1,水溶性硫酸盐 0. 317 mmol g- 1, 用0.5 mol L- 1HCl溶液提取的 Fe(�+ �)总量为 95. 10 mmol kg- 1。

实验采用泥浆培养的方法。称取风干土样200g,于 1 L培养瓶中, 加入 200 ml抽气除 O2后的去离子水(对

照)、或无定形氧化铁[ Fe( OH) 3]悬液、纤铁矿(�-FeOOH)、针铁矿(�-FeOOH)、Al取代针铁矿( A-l Geothite)、赤

铁矿( Fe2O3)及 Al 取代赤铁矿( A-l Hematite)悬液,通 N2 除去培养瓶中的 O2 , 密封, 氧化铁加入量为 100

mmol L- 1泥浆。所有实验均分为两套并重复 3 份。一套用于气体( CH4、CO2和H2)测定,另一套用于采集

土壤悬液,测定 Fe(�)、Fe( �)和有机酸浓度。25� 恒温室中避光培养。
1�2 � 不同氧化铁的制备

为了研究土壤对外源铁氧化物的作用,人工合成了无定形氧化铁、纤铁矿、针铁矿、赤铁矿、Al取代

针铁矿及Al取代赤铁矿, 并进行必要的纯化、铁和铝含量测定及 X-ray晶体结构鉴定。铁氧化物制备方

法主要参照 Schwertman 和 Cornell介绍的合成方法[ 7] , 部分原料的选用上有所改动。铁、铝含量测定采用

原子吸收分光光度法。X-射线晶体分析采用晶粉法。样品送到德国 Phillips 大学地质矿物实验室测定,

以确证所合成产物的可靠性。

1�3 � 测定项目和方法

采样时由培养瓶的下面侧管放出均匀的土壤悬液,迅速地吸取土壤悬液 0. 35 ml于预先称重过的

盛有4. 6 ml 0. 5 mol L- 1 HCl溶液的具塞塑料管( � 10 � 70 mm)中, 加盖、摇匀, 称重,以确定所采集土壤悬
液的重量。于室温下静置浸提 24 h[ 8]。吸取 100 �l提取液,加到装有 0. 9 ml 0. 1 mol L- 1HCl溶液的1. 5

ml离心管中,摇匀, 于 15 000 r min- 1离心 5 min, 小心吸取上清液 400 �l, 用 HPLC 法测定 Fe( � )和 Fe

( � ) [8]。另外收集土壤悬液于2 ml离心管中, 15 000 r min- 1离心5 min, 过0. 2�m 滤膜,采用折射率检测

器,离子色谱法测定土壤滤液中不同脂肪酸、硝酸盐及硫酸盐浓度[ 9]。H2、CO2 和 CH4分压测定时, 将培

养瓶中泥浆摇匀,直接采集培养瓶中气体, 气相色谱法测定。H2 采用TCD 检测器, CO2和 CH4 采用 FID

检测器[10]。土壤泥浆氧化还原电位( Eh)测定采用 N2 保护下铂电极法。

2 � 结果与讨论
2�1 � 水稻土中铁氧化物的厌氧还原特征

� � 厌氧水稻土中 Fe( � )的产生是由微生物还原土壤中的高价铁所导致。细菌对铁的还原能力越强,
产生的 Fe( � )也越多。然而, 细菌对氧化铁的还原是有一定选择性的,无定形氧化铁通常较容易被还

原,而晶体态的难以被还原[ 11]。所以,不同氧化铁在土壤中将表现出不同的还原特征。由图 1可见,添

加无定形氧化铁和纤铁矿后, Fe( � )的最终产生量显著大于对照(土壤自身氧化铁的还原)和添加其它
氧化铁处理,说明这 2 种铁氧化物是容易被还原的。与 Fe( � )产生相对应, 由培养过程中 Fe( � )浓度

变化曲线也证明了 Fe( OH) 3 和纤铁矿可以被微生物还原利用, 并且 Fe( � )的产生与 Fe( � )的还原具有

很好的相关关系, R2 分别为 0. 975 2和 0. 960 4。添加针铁矿、赤铁矿及其 Al取代物则与对照没有明显

差异,显示这些氧化铁是难以被还原的。以上结果表明,微生物在还原氧化铁时, 易于利用比表面大的

非晶体及易溶性的铁,而对有稳定晶体结构的针铁矿及赤铁矿是难以利用的,这与纯培养试验的结果完

全一致
[11]
。

尽管 Fe( OH) 3 最终能被很好还原, 但在 30 d 以前 Fe( � )产生量始终低于对照, 铁还原表现出明显
的滞后现象。究其原因可能在于: ( 1)添加 Fe( OH) 3 后会引起土壤的氧化还原电位升高, 导致还原条件

减弱,铁还原速率减慢; ( 2)添加 Fe( OH) 3 后, 由于其具有较大的比表面, 对 SO4
2- 和其它阴离子的吸附

性增大。在厌氧还原过程中,表面吸附的 SO4
2- 产生竞争还原, 而使 Fe( � )的还原滞后; ( 3)同样由于

SO4
2- 及其它阴离子的吸附,使氧化铁与铁还原菌的有效接触减少,结果也可能导致 Fe ( � )溶解性减

弱。图 2 显示, 添加Fe( OH) 3 使土壤悬液的 Eh 值上升,并随着添加量的增加而增加。由图 3看出, 添加

无定形氧化铁将导致土壤溶液中硫酸盐浓度的降低,特别是在培养的初始阶段( 0~ 4 d) SO4
2- 浓度几乎

接近于零,其后随着土壤中 Fe( � )的还原,被吸附的 SO4
2- 逐步释放出来,至 15 d 时达峰值, 30 d以后与

对照相同,这与 Fe( � )产生量在 30 d 后超出对照的结果是一致的。目前, 微生物还原铁的机制尚不清

楚,但人们普遍认为细菌对铁的溶解能力是影响铁还原的重要因素。有人假设,铁还原的关键是铁还原
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酶对矿物态铁的溶解[ 12] , 以及土壤中有机络合物对 Fe( � )的络合溶解,以此推论, 当吸附了大量的阴离
子时,可能会对铁还原酶的活性产生不利影响, 并使 Fe( � )的溶解能力下降, 进而导致 Fe( � )产生量

降低。

图 1 � 厌氧泥浆恒温培养过程中Fe( � )和Fe( � )浓度的变化

Fig. 1 � The variat ion of iron( � ) and iron( � ) concentrations in anaerobic incubated paddy soil

1� 对照; 2.添加无定型氧化铁; 3.添加纤铁矿; 4.添加针铁矿; 5.添加铝取代针铁矿; 6.添加赤铁矿;

7.添加针铁矿赤铁矿。(下同)

图 2 � 添加 Fe( OH) 3 对土壤泥浆 Eh值的影响

Fig. 2 � Effect of ferric hydroxide addition on redox potential

图 3 � 添加氧化铁对土壤溶液中硫酸盐浓度的影响

Fig. 3 � Effect of iron oxide addit ion on sulfate concentration

in soil solut ion

2�2 � 水稻土中铁氧化物对微生物过程的影响
厌氧条件下土壤的生物化学变化可由其产 H2、产酸、产 CO2 及产甲烷过程来表示。就土壤自身而

言,在有机质分解过程中将产生大量的 H2、CO2 及乙酸等小分子量的脂肪酸。在极端厌氧的产甲烷菌作

用下,通过利用 H2 还原 CO2 及乙酸的脱甲基化生成甲烷。土壤淹水培养的初期, 首先是H2和乙酸的大

量积累,并作为电子供体。当土壤中 NO3
- 、SO4

2- 、Fe( �)等其它电子受体被消耗后, 产甲烷菌开始迅速

繁殖,甲烷浓度不断增加, H2 及乙酸浓度迅速降低, 然后维持基本恒定的浓度水平。此时, 体系中 H2及

乙酸的消耗与 CO2 和 CH4的产生将达到一种动态平衡。Conrad
[ 5]报道, 稳态的H2 及乙酸浓度将作为一

个特征值影响着水稻土的产甲烷过程,即对体系微生物过程的影响将可以从 H2、CO2、乙酸及 CH4 浓度

变化来体现。

添加不同氧化铁处理中H2浓度随培养时间的变化见图 4。添加无定形氧化铁和纤铁矿能显著降

低体系中H2的浓度。对照的稳态 H2 分压大约在 1. 7~ 3. 0 Pa 左右, 而添加 Fe( OH) 3 或纤铁矿处理在

8 d后降低到 0. 3~ 0. 4 Pa,并维持到培养结束。添加其它氧化铁处理在 20 d 以前H2 浓度也有一定程度

的降低,其后与对照基本相同,稳定在 1. 7~ 2. 0 Pa 上下。添加无定形氧化铁和纤铁矿引起的H2稳态浓

度降低的原因是利用H2的铁还原增加所导致。
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由图 5可见, 添加无定形氧化铁和纤铁矿亦能使乙酸浓度急剧降低。培养开始的 3 d 内, 乙酸浓度

均急剧增大,此时期反映了土壤中由于厌氧发酵过程而导致的乙酸形成为主要过程。其后,微生物对乙

酸的利用开始增加。由于添加了易还原的氧化铁,如 Fe( OH ) 3, 利用乙酸的铁还原菌加剧了乙酸的消

耗,导致体系中乙酸浓度迅速降低, 并使乙酸在 7 d 后维持 10~ 20�mol L- 1的低稳态浓度。对纤铁矿来

说,它有部分易还原的 Fe( � ) ,在 5 d时与无定形氧化铁相同, 能使乙酸浓度急剧降低, 但随后乙酸浓度

又逐渐回升,至 15 d 时与对照相近, 但其后又迅速降低到与无定形氧化铁相近的水平。45 d 后, 对照与

添加氧化铁处理的乙酸浓度都保持在 10~ 20 �mol L- 1的较低稳态浓度水平。对比铁还原过程, 此时的

铁还原也已基本稳定。

图 4 � 添加不同氧化铁对土壤泥浆中H2 分压的影响

Fig. 4 � Effect of iron oxide addit ion onH2 partial pressure

in anaerobic incubated slurry

图 5 � 添加不同氧化铁对土壤泥浆中乙酸盐浓度的影响

Fig. 5 � Effect of iron oxide addition on acetate concentra-

t ion in anaerobic incubated slurry

� � 添加不同氧化铁后,对土壤泥浆中 CO2 产生量的影响由图 6表示。添加无定形氧化铁对 CO2 生成

量的影响大于纤铁矿处理,其峰值浓度分别为对照的 44% 和 65%。培养 80 d以后, 添加氧化铁处理的

CO2 产生量仅为对照的17%左右。添加易还原氧化铁导致 CO2 分压降低的原因主要是Fe( � )对碳酸盐

的固定(形成 FeCO3) ,这可以通过测定土壤中无机碳的方法来证明(关于铁还原对土壤碳平衡的影响将

另文论述)。添加其它氧化铁对 CO2分压的影响是极其微弱的。

甲烷产生的主要途径包括由H2还原 CO2 及乙酸的脱甲基作用。既然易还原氧化铁能有效地降低

H2、CO2和乙酸浓度, 因而也必将影响其产甲烷过程。由图 7 看出,在培养初期( 0~ 8 d)无定形氧化铁和

纤铁矿处理的产甲烷量与对照没有显著差别, 且两者作用基本相同。在培养的 8~ 50 d, 对照的甲烷产

生量迅速增大,而添加 Fe( OH) 3处理的产甲烷量却维持在约0. 6~ 1 kPa的低水平,尽管添加纤铁矿处理

图 6� 添加不同氧化铁对土壤泥浆中CO2 分压的影响

Fig. 6 � Effect of iron oxide addit ion on CO2 partial pres-

sure in anaerobic incubated slurry

图 7� 添加不同氧化铁对土壤泥浆中CH4分压的影响

Fig. 7 � Effect of iron oxide addit ion on CH4 partial pres-

sure in anaerobic incubated slurry
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的甲烷产生量比添加 Fe( OH) 3处理的大, 且保持增长趋势,但同样表现出显著的抑制作用。培养 50 d

以后, Fe( OH) 3处理产甲烷量开始增加, 并与纤铁矿保持大体相似的增长速率, 显示易还原 Fe( � )的大

量消耗, 对产甲烷过程的竞争作用减弱。添加其它氧化铁后, 对土壤中 CH4自身的产生特征没有明显

的影响。

添加氧化铁对厌氧水稻土中微生物过程的影响还可以从体系的电子传递过程变化体现。厌氧水稻

土中发生的主要电子传递过程包括: ( 1) NO3
- � N2( 5e转移) , ( 2) SO4

2- � H2S( 8e转移) , ( 3) Fe( � ) �
Fe( � ) ( 1e转移) , ( 4) CO2� CH4( 8e转移)。根据土壤中测得的各种电子受体的数量,可以计算出体系

内总电子转移数及各个过程电子转移数量占总电子转移数的百分数(贡献率)。由表 1 可见,不同处理

之间 NO3
- 及 SO4

2- 对总电子传递的贡献率相近, 并且所占的比例很小; 添加不同氧化铁后, 对 NO3- 及

SO4
2- 还原影响不大, 主要导致铁还原和产甲烷量的变化。添加 Fe ( OH) 3 后, Fe( � )还原对总电子传递

的贡献率由对照的 18. 30% 增至 63. 32% , 使甲烷形成对总电子传递的贡献率由对照的 80. 92% 降至

35. 85% ; 添加纤铁矿后, 铁还原过程增至46. 90% ,甲烷形成过程降至 52. 32% ,由此可见, 由于 Fe( � )还

原对电子的竞争消耗,使甲烷产生被强烈抑制。赤铁矿和铝取代赤铁矿的作用是极其微弱的,而针铁矿

和铝取代针铁矿不能抑制甲烷产生。

表 1� 不同电子受体在电子传递过程中的贡献率

Table 1� Contribution of various electron receptor to elect ron transfer processes( % )

处 � 理

Treatment

还原过程 Reduct ion processes

NO 3
- SO4

2- Fe( � )

甲烷形成 Production of methane

H2/ CO2

对照 0. 035 0. 741 18. 30 80. 92

Fe( OH) 3 0. 037 0. 791 63. 32 35. 85

�-FeOOH 0. 035 0. 745 46. 90 52. 32

�-FeOOH 0. 033 0. 697 16. 18 83. 09

铝取代针铁矿 0. 034 0. 722 15. 28 83. 96

Fe2O 3 0. 039 0. 833 20. 20 78. 93

铝取代赤铁矿 0. 035 0. 738 20. 71 78. 52

综合以上结果可见,不同氧化铁在土壤中的还原状况有一定的区别,无定形氧化铁和纤铁矿能够较

容易地还原,并且对体系中 H2、CO2、CH4 及乙酸盐浓度具有十分显著的降低作用。表明铁还原亦显著

地影响着土壤的生物化学过程。进一步深入研究铁还原对土壤生物化学变化的影响及其微生物学机

理,对于正确认识铁在土壤微生物生态中的作用,无疑具有重要的理论和实际意义。
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REDUCTION OF IRON OXIDES AND ITS EFFECT ON MICROBIAL

PROCESSES IN ANAEROBIC PADDY SOIL

Qu Dong1 � Zhang Y-i ping1 � Schnell S2 � Conrad R3

( 1 Northwest Sci-Tech University of Agriculture and Forestry, Yangling , Shaanxi � 712100, China)

( 2 Justus-Liebig University Giessen , Institute of Applied Microbiology, 35392 Giessen , Germany )

( 3 Max-Planck-Institute f or Terrestrial Microbiology , 35043 Marburg, Germany )

Summary

The microbial reduction of ferrihydrite, lepidocrocite, hematite, goethite and Aluminum- subst ituted

iron oxides were examined under anaerobic incubation by slurry experiment. The variation of the partial

pressure of H2, CO2 , CH4 and the acetate concentration were determined. The results indicated that di-f

ferent iron oxides had been shown different reduced ability in slurry. The ferrihydrite and lepidocrocite

were easily to be reduced, which had almost same reduced level, meanwhile in the addition of ferrihy-

drite, there was a reduced hysteresis. The goethite, hematite, A-l substituted goethite and A-l subst ituted

hematite were difficult to be reduced, which showed a same characteristic of iron reduction with control.

Iron reduction can cause the decrease of H2 and acetate concentration, and then methane production was

inhibited. By ferrihydrite and lepidocrocite addition, the contribution ( % ) of electron-transfer belong to

iron reduction were respectively increased to 63. 32% and 46. 90% from 18. 30% ( control) , however,

the contribution (% ) by methane production were respectively decreased to 35. 85% and 52. 32% from

80. 92% ( control) . Because of election compet ing consummation of iron reduction, the methanogenesis

was greatly inhibited.

Key words � � Paddy soil, Iron reduct ion, Methanogenesis
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