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摘要:从湖南省长沙市废弃铬盐厂的土壤中成功分离出一株具有高 Ｃｒ(Ⅵ)抗性和去除率的菌株 Ｗ１ꎮ 通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因

序列和 ＤＮＡ Ｇ＋Ｃ ｍｏｌ％含量测定ꎬ该菌株被鉴定为假苍白杆菌属(Ｐｓｅｕｄｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ)革兰氏阴性杆菌ꎮ 研究探讨了不同初始温

度(２５~４０℃)、ｐＨ(７􀆰 ５~１１􀆰 ０)和 Ｃｒ(Ⅵ)(０~３ ０００ ｍｇ / Ｌ)浓度下对菌株生长及 Ｃｒ(Ⅵ)去除效果的影响ꎬ并分析了胞外多聚物

(ＥＰＳ)与去除效率的关联ꎮ 结果表明ꎬ从铬渣中分离出的菌株 Ｗ１ 的最适生长及 Ｃｒ(Ⅵ)去除条件为温度 ３５℃、ｐＨ ＝ ９􀆰 ５ꎻ其对

Ｃｒ(Ⅵ)的最低抑菌浓度约为 ２ ５００ ｍｇ / Ｌꎬ在 １ ０００ ｍｇ / Ｌ Ｃｒ(Ⅵ)处理下 ５６ ｈ 内去除率高达 ７１􀆰 ５４％ꎬ且此时 ＥＰＳ 产量最高

(３５７􀆰 １４ ｍｇ / ｇ)ꎬ其中蛋白质为主要组分ꎬ与 Ｃｒ(Ⅵ)去除呈正相关ꎮ 该菌株在高浓度 Ｃｒ(Ⅵ)污染场地的微生物修复中具有良

好应用前景ꎮ
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　 　 在重金属污染物中ꎬ六价铬[Ｃｒ(Ⅵ)]因其高毒

性被世界各国列为优先控制的环境污染防治对象ꎮ
自工业革命以来ꎬ铬(Ｃｒ)被广泛应用于皮革鞣制、
纺织染色、电镀、制药、钢铁冶炼等行业[１－３]ꎬ导致其

在环境中大量累积ꎮ 铬在水和土壤中主要以

Ｃｒ(Ⅲ)和 Ｃｒ(Ⅵ)两种氧化态存在ꎬ其中 Ｃｒ(Ⅵ)的
毒性约为 Ｃｒ(Ⅲ)的 １００ 倍[４]ꎬ且具有极强的水溶

性、高毒性、强氧化性、致畸性和致癌性等ꎬ严重危害

了环境安全和人类健康[５－６]ꎮ 因此ꎬＣｒ(Ⅵ)污染土

壤的治理已然成为当前亟需解决的环境问题ꎮ
国内外传统的 Ｃｒ(Ⅵ)污染修复技术(如离子交

换法、生物吸附法、电化学修复法等)普遍存在成本

高昂、操作复杂、易产生大量的有毒物质导致二次污

染等局限ꎬ难以实现大规模推广应用[３ꎬ７]ꎮ １９９７ 年ꎬ

􀅰０４１􀅰
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Ｒｏｍａｎｅｎｋｏ 等[８]首次报道脱色杆菌可在厌氧条件下

将 Ｃｒ(Ⅵ)还原为低毒性的 Ｃｒ(Ⅲ)ꎬ为生物修复技

术提供了新思路ꎮ 此后ꎬ众多学者也开始研究

Ｃｒ(Ⅵ)还原菌ꎬ依次筛选出芽孢杆菌[９－１０]、土壤杆

菌属[１１]、假单胞菌[１２] 等ꎬ为 Ｃｒ(Ⅵ)污染生物修复

技术的实践应用提供了丰富的菌种资源ꎬ也证实微

生物修复具有高效、低成本、环境友好等优势[１３－１４]ꎮ
微生物胞外多聚物(ＥＰＳ)作为细菌表面的重要

分泌物ꎬ在重金属吸附和胁迫抗性中发挥着关键作

用[１５]ꎮ Ｋｉｒａｎ 等[１６] 的研究表明ꎬＥＰＳ 可通过表面官

能团与重金属结合ꎬ增强菌株对铬的耐受性和去除

能力ꎮ 然而ꎬ针对关停铬盐厂的铬渣堆场等重度污

染场地ꎬ高铬耐受性、高去除率菌株的筛选及 ＥＰＳ
作用机制的研究仍较为匮乏ꎮ 基于此ꎬ本研究从湖

南省长沙市废弃铬盐厂的污染土样中ꎬ选取了贺治

国老师团队前期筛选出的 ５ 株抗铬细菌ꎬ聚焦其中

一株(菌株 Ｗ１)进一步开展优化培养工作ꎮ 通过

１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序和生理生化特性分析明确其分类地

位ꎬ系统探究温度、 ｐＨ、 Ｃｒ (Ⅵ) 浓度对其生长及

Ｃｒ(Ⅵ)去除效果的影响ꎬ并揭示 ＥＰＳ 在 Ｃｒ(Ⅵ)去

除中的作用ꎮ 研究旨在为高浓度 Ｃｒ(Ⅵ)污染场地

的微生物修复提供优质菌种资源和理论依据ꎬ推动

低成本高效修复技术的开发与应用ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品采集

实验研究土样来自于湖南省长沙市某铬盐厂的

铬渣污染土壤ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 ＬＢ 培养基

利用改良的 ＬＢ 培养基ꎬ培养基成分为:蛋白胨

１０􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ氯化钠 ５􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ磷酸氢二钾 ０􀆰 ０５ ｇ / Ｌꎬ七
水硫酸镁 ０􀆰 ２ ｇ / Ｌꎬ酵母提取物 ５􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ用 １０ ｍｏｌ / Ｌ
氢氧化钠调节 ｐＨ 为 ９􀆰 ０ 左右ꎬ 高温高压灭菌

２０ ｍｉｎꎬ冷却后备用ꎬ于 １６０~１８０ ｒ / ｍｉｎ、３０℃条件下

进行振荡培养ꎬ其中菌株的分离筛选和纯培养采用

ＬＢ 固体培养基(上述成分中加入琼脂 １２ ｇ / Ｌ)ꎮ 液

体和固体培养基中均添加 ３５０ ｍｇ / Ｌ 的 Ｃｒ(Ⅵ)作为

筛选菌株的条件ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 筛选培养基

在改良的 ＬＢ 培养基的基础上ꎬ加入重铬酸钾

(Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ )ꎬ配制成 Ｃｒ (Ⅵ) 的质量浓度分别为

３７５、５００、１ ０００、１ ５００、２ ０００、２ ５００、３ ０００ ｍｇ / Ｌ 的

储备液ꎮ

１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌株的分子生物学鉴定

(１)１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序

取一定量的培养基ꎬ离心后收集菌体ꎬ采用北

京天根细菌 ＤＮＡ 提取试剂盒进行基因组总 ＤＮＡ
的提取ꎬ其 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因扩增采用通用引物

１４９２Ｒ(５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ ＣＴＴ－ ３′)和 ２７Ｆ
(５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′)ꎬ聚合酶链式

反应(ＰＣＲ)产物送至上海生工生物公司进行测序ꎬ
测序所得序列在 ＮＣＢＩ 数据库中进行相似性分析ꎬ
采用 ＭＥＧＡ ３􀆰 １ 和 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 软件进行系统发育树

的构建ꎬ找到相似度最高的序列ꎮ
(２)ＤＮＡ Ｇ＋Ｃ ｍｏｌ％含量测定

细菌 ＤＮＡ 中 Ｇ＋Ｃ ｍｏｌ％含量的不同是一个重

要的遗传特性ꎬ其测定也已成为细菌分类和菌种鉴

定的重要依据之一[１７]ꎮ 本研究中采用灵敏度和准

确度高的高效液相色谱法ꎬ主要参考潘星时等[１８] 方

法进行提取与测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 菌株的生长曲线

取对数生长期的菌液ꎬ 接种浓度为 ５ × １０７

ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ将其加入到 ＬＢ 培养基中 [含 ３５０ ｍｇ / Ｌ
Ｃｒ(Ⅵ)ꎬ用 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ 溶液作为 Ｃｒ(Ⅵ)源]ꎬ设置温度

为 ３５℃ꎬ调 ｐＨ 为 ９􀆰 ５ꎬ进行振荡培养ꎬ定时取样ꎬ用
显微镜计数并确定溶液中细菌的数量ꎬ所有实验均

重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 菌株的耐铬能力

将菌株进行驯化培养ꎬ提高对 Ｃｒ(Ⅵ)的耐受

性ꎮ 在最佳培养条件下ꎬ细菌的接种浓度为 ５×１０７

ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ分别接种到含有 Ｃｒ(Ⅵ):０、５００、１ ０００、
１ ５００、２ ０００、２ ５００、３ ０００ ｍｇ / Ｌ 的高温灭菌的 ＬＢ 培

养基中振荡培养ꎬ间隔不同时间取样ꎬ用显微镜计数

并确定溶液中细菌的数量ꎬ所有实验均重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 菌株除 Ｃｒ(Ⅵ)能力的影响因素

(１)温度对菌株 Ｗ１ 除铬能力的影响

取对数生长期的菌液加入到 ＬＢ 培养基中[含
１ ０００ ｍｇ / Ｌ Ｃｒ (Ⅵ)ꎬ细菌的接种浓度为 ５ × １０７

ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬＫ２Ｃｒ２Ｏ７ 溶液作为 Ｃｒ(Ⅵ)源]ꎬ分别设置

温度为 ２５、３０、３５℃ 和 ４０℃ꎬ调 ｐＨ 为 ９􀆰 ５ 左右ꎬ
１６０~１８０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ５０ ｈ 后进行离心ꎬ收集上

清液ꎬ采用分光光度法测定菌株对 Ｃｒ(Ⅵ)去除率ꎮ
所有实验均重复 ３ 次ꎮ

(２)ｐＨ 对菌株 Ｗ１ 除铬能力的影响

取对数生长期的菌液加入到 ＬＢ 培养基中[含
１ ０００ ｍｇ / Ｌ Ｃｒ (Ⅵ)ꎬ细菌的接种浓度为 ５ × １０７

􀅰１４１􀅰
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ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬＫ２Ｃｒ２Ｏ７ 溶液作为 Ｃｒ(Ⅵ)源]ꎬ用 １０ ｍｏｌ / Ｌ
氢氧化钠分别调节溶液的初始 ｐＨ 为 ７􀆰 ５、８􀆰 ０、８􀆰 ５、
９􀆰 ０、 ９􀆰 ５、 １０􀆰 ０、 １０􀆰 ５ 和 １１􀆰 ０ꎬ调节温度为 ３５℃ꎬ
１６０~１８０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ５０ ｈ 后进行离心ꎬ收集上

清液ꎬ采用分光光度法测量菌株对 Ｃｒ(Ⅵ)去除率ꎮ
所有实验均重复 ３ 次ꎮ

(３)Ｃｒ(Ⅵ)浓度对菌株 Ｗ１ 除铬能力的影响

将菌株 Ｗ１ 接种于分别含有 Ｃｒ(Ⅵ):０、５００、
１ ０００、１ ５００、２ ０００、２ ５００ ｍｇ / Ｌ 的 １００ ｍＬ 液体 ＬＢ
培养基中ꎬ设置温度 ３５℃、ｐＨ 为 ９􀆰 ５、细菌的接种浓

度为 ５×１０７ ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ在 １６０~１８０ ｒ / ｍｉｎ 下培养 ５０ ｈ
后进行离心ꎬ收集上清液ꎬ采用分光光度法测量菌株

对 Ｃｒ(Ⅵ)去除率ꎮ 所有实验均重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｃｒ(Ⅵ)去除率的检测方法

采用分光光度法ꎬ以二苯碳酰二肼(ＤＡＰＩ)作为

显色剂[１９]ꎬ取上清液 ５０ μＬꎬ在 ５４０ ｎｍ 下测定其吸

光度值并计算出上清液中剩余的 Ｃｒ(Ⅵ)浓度ꎬ用初

始 Ｃｒ(Ⅵ)浓度与上清液中 Ｃｒ(Ⅵ)浓度的差值ꎬ即
为菌株对 Ｃｒ(Ⅵ)去除率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＥＰＳ 的提取与测定

将菌株 Ｗ１ 接种于分别含有 Ｃｒ(Ⅵ):０、５００、
１ ０００、１ ５００、２ ０００、２ ５００ ｍｇ / Ｌ 的 １００ ｍＬ 液体 ＬＢ
培养基中ꎬ分别设置生长的最适宜温度 ３５℃和 ｐＨ＝
９􀆰 ５ꎬ１６０~１８０ ｒ / ｍｉｎ 下培养 ４０ ｈꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ 收集菌液ꎬ且采用乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)提

取法[２０]从菌液中收集胞外多聚物(ＥＰＳ)并测定其

含量ꎮ 其中菌液进行真空冷冻干燥至恒重ꎬ测得菌

体的干重ꎮ
ＥＰＳ 产量用蛋白质、多糖、核酸之和表示ꎬ单位

为 ｍｇ / ｇ(以 ＶＶＳ 计)ꎬ３ 组分测定方法分别为考马

斯亮蓝法、蒽酮比色法和二苯胺法ꎬ所有实验均重复

３ 次ꎬ实验结果取 ３ 次实验结果的平均值ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 菌株的分子生物学鉴定

２􀆰 １􀆰 １　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因测序和系统发育分析

测序结果显示ꎬ该菌株的基因序列长度为

１ ３８８ ｂｐꎬ将其序列进行同源性和相似性对比分析

并绘制系统发育树ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可

知ꎬ菌株 Ｗ１ ( ＦＪ９８３１４１) 与解糖假苍白杆菌 (Ｐ.
ｓａｃｃｈａｒｏｌｙｔｉｃｕｍ)同属一个分支ꎬ且与 Ｐ.ｓａｃｃｈａｒｏｌｙｔｉｃｕｍ
ｓｔｒａｉｎ ＧＩＭＣＣ １􀆰 ００１ ５ 同源性最高ꎮ 同时ꎬ高压液相色

谱测定结果表明ꎬ该菌株的 ＤＮＡ Ｇ＋Ｃ ｍｏｌ％含量为

５２􀆰 ８５ꎬ与已知的解糖假苍白杆菌(Ｐ.ａｓａｃｃｈａｒｏｌｙｔｉｃｕｍ
ＣＣＵＧ ４６０１６Ｔ)ＤＮＡ Ｇ＋Ｃ ｍｏｌ％含量(５０􀆰 ９)相近ꎮ
综合以上分析ꎬ进一步判定菌株 Ｗ１ 与假苍白杆菌属

(Ｐｓｅｕｄｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ)的遗传距离最近ꎬ因此初步将菌株

Ｗ１ 鉴定为假苍白杆菌属(Ｐｓｅｕｄｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ)的一种ꎮ

图 １　 基于菌株 Ｗ１ １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因测序的系统发育树

２􀆰 １􀆰 ２　 菌株的生长曲线

在特定环境条件下ꎬ菌株生长繁殖的基本规律

可通过其生长曲线体现[１１]ꎮ 本课题组的前期研究

已明确ꎬ筛选出的菌株 Ｗ１ 最适生长繁殖条件为:温
度为 ３５℃ꎬｐＨ 为 ９􀆰 ５ꎬ经过铬驯化ꎬ在 １ ０００ ｍｇ / Ｌ
Ｃｒ(Ⅵ)处理下ꎬ菌株 Ｗ１ 的生长曲线和铬的去除效

􀅰２４１􀅰
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果如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ菌株 Ｗ１ 在铬存在的

条件下生长状况良好ꎬ且在 ５６ ｈ 内对 Ｃｒ(Ⅵ)的去

除率高达 ７０％ꎮ

(ａ)生长曲线

１—总 Ｃｒ(Ⅵ)量ꎻ２—上清液中 Ｃｒ(Ⅵ)的含量

(ｂ)Ｃｒ(Ⅵ)去除效果

图 ２　 菌株 Ｗ１ 的生长曲线和 Ｃｒ(Ⅵ)去除效果

由图 ２(ａ)可以看出ꎬ菌株 Ｗ１ 生长态势良好ꎬ
其迟缓期时间较长ꎬ７ ｈ 后进入生长对数期ꎬ在 ７ ~
５１ ｈ 内均处于对数生长期ꎮ 随着培养时间延长ꎬ菌
株于 ５１ ｈ 后逐渐进入稳定期ꎬ生长繁殖速度逐步减

缓ꎬ７８ ｈ 后则进入衰退期ꎮ 菌株在 ５１ ｈ 后进入稳

定期ꎬ可能是铬持续被菌株摄取、转化的同时ꎬ培
养基内营养物质不断消耗且代谢废物逐渐积累ꎬ
多重因素共同作用导致生长速度受影响[２１] ꎮ 结果

表明在改良 ＬＢ 培养基中ꎬ菌株的适宜培养时间约

为 ５１ ｈꎮ
由图 ２(ｂ)可以看出ꎬ随着时间的延长ꎬ在 ５６ ｈ

内上清液中 Ｃｒ(Ⅵ)的质量浓度从 １ ０００ ｍｇ / Ｌ 下降

到了 ２８４􀆰 ６ ｍｇ / Ｌꎬ其去除率高达 ７１􀆰 ５４％ꎮ 已有研

究表明ꎬ经铬驯化的菌株可通过自身酶促反应ꎬ将毒

性较强的 Ｃｒ(Ⅵ) 还原为毒性较低的水溶性有机

Ｃｒ(Ⅲ)ꎬ而这些还原产物无法渗透进入细胞内部ꎬ
从而有效降低环境中 Ｃｒ(Ⅵ)的浓度[１０ꎬ２２]ꎮ 菌株

Ｗ１ 经铬驯化后能在含 Ｃｒ(Ⅵ)环境中生长良好ꎬ很
可能就是通过高效的生物还原作用实现对 Ｃｒ(Ⅵ)
的去除ꎻ同时ꎬ该菌株较长的对数生长期(７ ~ ５１ ｈ)
为持续合成还原酶提供了充足的菌体基础和代谢保

障ꎬ这也是其能维持高去除效率的重要原因ꎮ

２􀆰 １􀆰 ３　 菌株耐铬特性

驯化培养后ꎬＷ１ 对 Ｃｒ(Ⅵ)的耐受程度从 １ ２２５
ｍｇ / Ｌ 升高到了 ２ ５００ ｍｇ / Ｌꎬ得到对 Ｃｒ(Ⅵ)具有高

抗性的菌株ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可见ꎬ当培养

基中不含 Ｃｒ(Ⅵ)时ꎬ菌株也能生长ꎻ在 Ｃｒ(Ⅵ)浓度

为 ０~１ ５００ ｍｇ / Ｌ 的培养过程中ꎬＣｒ(Ⅵ)浓度越高ꎬ
越有利于菌株的生长ꎻ但在 Ｃｒ(Ⅵ)浓度为 １ ５００ ~
３ ０００ ｍｇ / Ｌ 的培养过程中ꎬ菌株的生长呈下降趋

势ꎬ到 ３ ０００ ｍｇ / Ｌ 时菌株基本不生长ꎬ这说明高浓

度的 Ｃｒ(Ⅵ)抑制了菌株的生长繁殖ꎬ加剧了对其的

毒害作用[１１]ꎮ 因此ꎬ菌株 Ｗ１ 在 Ｃｒ (Ⅵ) 浓度为

１ ５００ ｍｇ / Ｌ 时生长达到顶峰ꎬ且 Ｃｒ(Ⅵ)对 Ｗ１ 的最

低抑菌浓度约为 ２ ５００ ｍｇ / Ｌꎮ

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—５００ ｍｇ / Ｌꎻ３—１ ０００ ｍｇ / Ｌꎻ４—１ ５００ ｍｇ / Ｌꎻ
５—２ ０００ ｍｇ / Ｌꎻ６—２ ５００ ｍｇ / Ｌꎻ７—３ ０００ ｍｇ / Ｌ

图 ３　 不同初始 Ｃｒ(Ⅵ)浓度条件下菌株 Ｗ１ 的

生长曲线

２􀆰 ２　 影响菌株 Ｗ１ 去除 Ｃｒ(Ⅵ)的能力因素分析

２􀆰 ２􀆰 １　 温度对菌株 Ｗ１ 去除 Ｃｒ(Ⅵ)能力的影响

温度对菌株 Ｗ１ 去除 Ｃｒ(Ⅵ)能力的影响如图 ４
所示ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ在温度 ２５~３５℃时ꎬ菌株 Ｗ１ 对

Ｃｒ(Ⅵ)去除率随着温度的升高逐渐增加ꎬ在 ３５℃
时ꎬ去除率高达 ６９􀆰 ８９％ꎻ而温度为 ４０℃时ꎬＣｒ(Ⅵ)
的去除效果最差ꎮ 结果表明菌株最适宜温度为

３５℃ꎬ此时对铬的去除率最高ꎮ

图 ４　 温度对菌株 Ｗ１ 去除 Ｃｒ(Ⅵ)效果的影响

温度是微生物修复污染过程中的重要因素ꎬ对
菌株的生长繁殖状况、生物膜上相关蛋白酶的催化

活性等都有较大影响[９ꎬ１２]ꎮ 当温度较高时ꎬ细菌的

􀅰３４１􀅰
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生长会受到明显抑制ꎬ菌株细胞内的蛋白质发生变

性ꎬ细胞膜结构也会随之改变ꎻ当温度较低时ꎬ细菌

菌株细胞膜的流动性会减弱ꎬ这会阻碍细胞的物质

运输功能ꎬ使得营养物质难以快速进入细胞内部ꎬ不
利于其生长繁殖ꎬ进而影响其对铬的去除[２３]ꎮ 但在

一定范围内ꎬ适当升高温度ꎬ有利于提升菌株对重金

属离子的去除效果ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ｐＨ 对菌株 Ｗ１ 去除效果的影响

ｐＨ 对菌株 Ｗ１ 去除 Ｃｒ(Ⅵ)能力的影响如图 ５
所示ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ菌株 Ｗ１ 对 Ｃｒ(Ⅵ)的去除率随

着培养基中 ｐＨ 的增加出现先升高后下降的趋势ꎮ
在初始 ｐＨ 为 ７􀆰 ５ 时ꎬ菌株对 Ｃｒ(Ⅵ)的去除效果不

理想ꎬ去除率仅为 １􀆰 ８％ꎻ在 ｐＨ ＝ ７􀆰 ５ ~ ９􀆰 ５ 时ꎬ随着

ｐＨ 的升高ꎬ去除率明显升高ꎮ 这表明菌株生长的最

适 ｐＨ 为 ９􀆰 ５ꎬ在此条件下其去除率最高ꎬ高达

７０􀆰 ５％ꎮ 故菌株在 ｐＨ＝ ９􀆰 ０~１０􀆰 ０ 为最佳除 Ｃｒ(Ⅵ)
的酸碱度ꎮ

图 ５　 ｐＨ 对菌株 Ｗ１ 去除 Ｃｒ(Ⅵ)效果的影响

溶液 ｐＨ 对菌株去除 Ｃｒ(Ⅵ)影响较大ꎬｐＨ 过高

或者过低都会改变细胞膜的通透性、物质的溶解性

或者是膜结构的稳定性等ꎬ影响菌株对营养物质的

吸收利用ꎬ不利于菌株的生长繁殖[２３－２５]ꎬ进而影响

对 Ｃｒ(Ⅵ)的去除效果ꎮ 但在一定范围内ꎬ适当升高

ｐＨ 有利于菌株对重金属离子的去除ꎬ这是因为菌株

Ｗ１ 分离自碱性环境ꎬ因此在碱性条件下可以更好

地发挥去除 Ｃｒ(Ⅵ)的作用[２３]ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 Ｃｒ(Ⅵ)浓度对菌株 Ｗ１ 还原效果的影响

不同浓度 Ｃｒ(Ⅵ)对 Ｃｒ(Ⅵ)去除率影响如图 ６
所示ꎮ 由图 ６ 可知ꎬＣｒ(Ⅵ)浓度为 ５００~２ ５００ ｍｇ / Ｌ
的培养基中ꎬ菌株 Ｗ１ 对 Ｃｒ(Ⅵ)去除率都在 ４４％以

上ꎬ其 中 在 １ ０００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ 去 除 率 最 大ꎬ 达 到

６８􀆰 ７８％ꎮ 随着 Ｃｒ(Ⅵ)浓度的升高ꎬ在一定程度上

有利于 Ｃｒ(Ⅵ)的去除ꎬ但过高的 Ｃｒ(Ⅵ)浓度会抑

制微生物的生长ꎬ甚至会产生毒性和致畸性ꎬ导致

Ｗ１ 的生长代谢变缓甚至死亡ꎬ进而影响其对溶液

中 Ｃｒ(Ⅵ)的去除[２３ꎬ２６]ꎬ不过具体菌株去除 Ｃｒ(Ⅵ)

的机制还需进一步的研究ꎮ

图 ６　 不同初始 Ｃｒ(Ⅵ)浓度条件下菌株 Ｗ１ 对

Ｃｒ(Ⅵ)的去除率

２􀆰 ３　 ＥＰＳ 与 Ｃｒ 含量分析

胞外聚合物(ＥＰＳ)对重金属离子具有很好的吸

附性能ꎬ在不同初始 Ｃｒ(Ⅵ)浓度条件下ꎬ菌株 Ｗ１
产生的 ＥＰＳ 量如图 ７ 所示ꎮ 由图 ７ 可知ꎬ当 Ｃｒ(Ⅵ)
浓度为 ５００ ｍｇ / Ｌ 和 １ ０００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬＥＰＳ 的产生量

较高分别为 ２２７􀆰 ２７ ｍｇ / ｇ 和 ３５７􀆰 １４ ｍｇ / ｇꎬ随着铬初

始浓度的升高ꎬ菌体 Ｗ１ 产生的 ＥＰＳ 量呈现减少的

趋势ꎬ该结果与图 ５ 中 Ｃｒ(Ⅵ)的去除率变化趋势相

似ꎮ 此外ꎬ当 Ｃｒ(Ⅵ)浓度为 １ ０００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ对产生

的 ＥＰＳ 化学组分进行了进一步分析ꎬ结果如表 １ 所

示ꎮ 由表 １ 可知ꎬ菌株表面合成的 ＥＰＳ 中蛋白质含

量最高ꎬ其次是多糖ꎮ 研究表明ꎬＥＰＳ 中的蛋白质含

量和多糖含量与重金属吸附量存在一定相关性ꎬ尤
其是蛋白质在重金属吸附中比多糖发挥了更为重要

的作用[２７]ꎻ不仅如此ꎬＥＰＳ 表面可能含有的负电荷

会与重金属发生静电吸附ꎬ因此 ＥＰＳ 在 Ｃｒ(Ⅵ)的去

除过程中发挥着一定的作用[１５]ꎮ

图 ７　 不同初始 Ｃｒ(Ⅵ)浓度条件下菌株 Ｗ１ 的

ＥＰＳ 含量

表 １　 菌株 ＥＰＳ 组分含量

ＥＰＳ 组分 蛋白质 多糖 ＤＮＡ

所占比例 / ％ ６９􀆰 ９７ １１􀆰 １０ ８􀆰 ５０

３　 结论

(１)本研究筛选分离出一株对铬具有高耐受性

􀅰４４１􀅰
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的菌株ꎬ经过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序和 ＤＮＡ Ｇ＋Ｃ ｍｏｌ％含量

测定ꎬ可确定菌株 Ｗ１ 为假苍白杆菌属ꎮ
(２)菌株 Ｗ１ 在温度 ３５℃、ｐＨ＝ ９􀆰 ５ 的条件下生

长状况良好ꎬ经铬驯化后ꎬ在 １ ０００ ｍｇ / Ｌ Ｃｒ(Ⅵ)处
理下ꎬ５６ ｈ 内对 Ｃｒ(Ⅵ)的去除率高达 ７１􀆰 ５４％ꎬ其生

长曲线呈现出较长的迟缓期ꎬ７ ｈ 后进入对数生长

期ꎬ５１ ｈ 后进入稳定期ꎬ故在改良 ＬＢ 培养基中的适

宜培养时间为 ５１ ｈꎮ
(３)驯化后的菌株 Ｗ１ 对 Ｃｒ(Ⅵ)具有较高抗

性ꎬ在 Ｃｒ(Ⅵ)浓度为 １ ５００ ｍｇ / Ｌ 时生长达到顶峰ꎬ
最低抑菌浓度约为 ２ ５００ ｍｇ / Ｌꎬ高浓度 Ｃｒ (Ⅵ)
(１ ５００ ｍｇ / Ｌ 以上)会抑制其生长繁殖ꎮ

(４)温度、ｐＨ 和 Ｃｒ(Ⅵ)浓度均会影响菌株 Ｗ１
对 Ｃｒ (Ⅵ) 的去除效果ꎬ其最适去除条件为温度

３５℃、ｐＨ 为 ９􀆰 ０ ~ １０􀆰 ０ꎬ且在 Ｃｒ (Ⅵ) 初始浓度为

１ ０００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ去除率达到最高水平ꎮ
(５)在不同浓度 Ｃｒ(Ⅵ)的条件下ꎬ菌株 Ｗ１ 产

生的 ＥＰＳ 含量越高ꎬ其对 Ｃｒ(Ⅵ)的去除率也会越

高ꎬ这可能与 ＥＰＳ 中蛋白质、多糖或者表面负电荷

有关ꎮ
本研究现阶段仍局限于实验室可控条件下的探

索ꎬ尚未在实际铬污染场地验证菌株的适应能力与

去除效果ꎬ也未明确 ＥＰＳ 影响 Ｃｒ(Ⅵ)去除的具体作

用方式ꎮ 后续将结合实际待修复场地的生物与环境

条件ꎬ进一步开展菌株在真实铬污染环境中的去除

效果和 ＥＰＳ 机制研究ꎬ为修复 Ｃｒ(Ⅵ)污染环境提供

更多可用的菌种资源ꎮ
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